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Resumen/Abstract

RESUMEN

El espectacular aumento de la esperanza de vida durante el pasado siglo XX ha
traido como consecuencia el envejecimiento progresivo de la poblacion y por tanto el
aumento de la prevalencia de enfermedades como el cancer o las enfermedades
neurodegenerativas. Por todo ello, uno de los principales objetivos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) es el potenciar su investigacion tanto basica como clinica.
En este sentido es necesario abordar nuevas estrategias desde el punto de vista de la
quimica médica y de la biologia molecular, que permitan identificar nuevas entidades

quimicas con potencial terapéutico real.

Entre los denominados productos naturales, la curcumina destaca por su potencial
terapéutico debido a la diversidad de moléculas diana sobre las que puede actuar en
diferentes patologias. Sin embargo, por su baja biodisponibilidad presenta limitaciones
en cuanto a sus propiedades ideales para ser considerada un farmaco por lo que es
necesario disefiar y desarrollar nuevos quimiotipos similares a ella, pero con
funcionalidad estructural diferente, que sean mas atractivos desde el punto de vista de

las propiedades drug-like.

En la presente tesis doctoral se muestran los resultados obtenidos de la sintesis,
estudio estructural y propiedades biologicas de tres familias de andlogos curcuminoides:
B-dicetonas, pirazoles y 1,4-diazepinas hemicurcuminoides. La introduccién de uno o
varios atomos de fllor en los compuestos sintetizados ha supuesto en muchos casos una
mejora de su actividad biologica. Las B-dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas han
demostrado tener propiedades antioxidantes y neuroprotectoras en ocasiones superiores
a las de la curcumina; y los pirazoles curcuminoides preparados han demostrado su
capacidad como inhibidores de la sintasa del 6xido nitrico o bien como inhibidores de la
expresion de los genes hTERT y c-Myc relacionados con la telomerasa. En base a estos
resultados, se abre una nueva via para un estudio mas profundo de la actividad bioldgica
de estos compuestos, asi como para la sintesis de nuevos candidatos.






Resumen/Abstract

ABSTRACT

The dramatic increase in life expectancy during the last century has brought about
the progressive aging of the population and therefore the increase in the prevalence of
diseases such as cancer or neurodegenerative diseases. Therefore, one of the main
objectives of the World Health Organization (WHO) is to enhance both basic and
clinical research. In this sense, it is necessary to approach new strategies from the point
of view of medicinal chemistry and molecular biology, to identify new chemical entities

with real therapeutic potential.

Among the natural products, curcumin stands out for its therapeutic potential due
to the diversity of target molecules on which it can act in different pathologies.
However, its low bioavailability has limitations in terms of its ideal properties to be
considered as a drug, so it is necessary to design and develop new chemotypes similar
to it, but with different structural functionality, which are more attractive, from the point

of view of drug-like properties.

This doctoral thesis presents the results obtained from the synthesis, structural
study and biological properties of three families of curcuminoid analogues: B-diketones,
pyrazoles and 1,4-diazepines hemicurcuminoids. The introduction of one or more
fluorine atoms into the structures of the compounds has in many cases resulted in an
improvement in their biological activity. The synthesized hemicurcuminoid B-diketones
have been shown to have antioxidant and neuroprotective properties superior to those of
curcumin. The prepared curcuminoid pyrazoles have demonstrated their capacity as
inhibitors of nitric oxide synthase or as inhibitors of the expression of hTERT and c-Myc
genes related to telomerase. Based on these results, a new avenue is opened for a deeper
study of the therapeutic properties of these compounds, as well as for the synthesis of

new candidates.
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1 INTRODUCCION

1.1 LA CURCUMINA

Pocos compuestos de origen natural han originado tan amplia difusién de patentes,
publicaciones originales y resefias como la curcumina (1). El interés por este compuesto
no deja de crecer como lo atestiguan las numerosas revisiones bibliograficas [1]. Una
busqueda en la base de datos ScienceDirect conduce a 16.864 articulos (29/08/2017). El
numero de ensayos clinicos que investigan el potencial terapéutico de la curcumina
también ha aumentado exponencialmente durante la ultima década. Con mas de 100
dianas terapéuticas descritas, el registro clinicaltrials.gov listd 241 ensayos en 2017 en
comparacion con solo 4 en 2004 para el téermino de bdsqueda "curcumina”. A
continuacion se describen algunos de los aspectos mas destacables de esta fascinante

molécula en cuanto a su origen y estructura.

La curcuma (Curcuma longa L, Zingiberaceae), conocida también como
turmérico o haldi, es una planta tropical nativa del sur y del sudeste de Asia que
presenta en sus rizomas o tallos subterraneos unos pigmentos polifendlicos
pertenecientes a la familia de los curcuminoides entre los que se encuentra la curcumina
(Figura 1).

Figura 1. Curcuma longa (izquierda y centro) y curcumina (derecha).

Desde hace miles de afios, los habitantes del Sudeste Asidtico y de la India
emplean cdrcuma en su dieta habitual, como colorante y también como remedio para
aliviar diferentes trastornos de la salud. Asi, la medicina ayurvédica o medicina
tradicional hindd se sirve de la curcuma en el tratamiento de problemas digestivos,

fiebres, infecciones, disenteria, artritis y problemas hepaticos. La curcumina (1), aislada
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por primera vez en 1815 por Vogel y Pelletier [2], es el principal polifenol
curcuminoide encontrado en la curcuma y el principal responsable de las propiedades
farmacologicas de la misma. Junto con la demetoxicurcumina (2), la
bisdemetoxicurcumina (3) y la méas recientemente descubierta ciclocurcumina (4)

(Figura 2) forman el complejo conocido como azafran indio.

1
Ry, R, Nombre Ciclocurcumina 4

OMe OMe Curcuminal
H OMe Demetoxicurcumina 2
H H Bisdemetoxicurcumina 3

Figura 2. Componentes de la circuma.

Los componentes 1-3 de la circuma han sido separados con éxito empleando
técnicas como la cromatografia en capa fina [3] o la cromatografia de fluidos

supercriticos (SFC, del inglés supercritical fluid chromatography) [4].

La curcumina, 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona (1), se
clasifica dentro de la familia de los diarilheptanoides, productos naturales cuyas
estructuras poseen dos restos arilo, hidroxi u oxo sustituidos, unidos entre si a traves de
una cadena carbonada de 7 atomos que posee una funcion 1,3-dicarbonilica y diversas
insaturaciones. Dado que se pueden identificar dos residuos de acido ferulico (5) unidos
por un puente metilénico (Figura 3), ciertos autores se refieren a la curcumina con el

nombre de diferuloilmetano.

X "OH

OMe S

Curcumina Acido fertlico

Figura 3. Relacion estructural entre la curcuminay el acido ferulico.

Debido a que es una B-dicetona simétrica, sélo presenta dos tautdmeros, el ceto-
enol la y la dicetona 1c; siendo el tercero, 1b, idéntico a 1a (Figura 4). El ceto-enol

la/1b es el tautdbmero predominante, tanto en disoluciones acuosas como en disolventes
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organicos, en especial en aquellos polares ya sean préticos o aproticos. En disolventes
apolares la forma ceto-enol sigue siendo mayoritaria, pero el equilibrio ya no esta tan
desplazado hacia ese tautomero.

Figura 4. Tautémeros de la curcumina.

En entornos no polares existe como un tautomero cis-ceto-enol de conformacion
cerrada con un enlace de hidrdgeno intramolecular (IMHB, del inglés intramolecular
hydrogen bond), mientras que en disolventes polares adopta una conformacién abierta

con un enlace de hidrogeno intermolecular (Figura 5).

B//,

_H,, 'H
o) Io S0 0
Conformacion Conformacion
cerrada abierta

Figura 5. Formas cerrada y abierta del ceto-enol; siendo B un disolvente aceptor de
enlaces de hidrogeno.

La curcumina presenta una baja solubilidad en agua, siendo su coeficiente de
reparto en octanol/agua aproximadamente de 3.3, por ello la molécula posee maés
caracter lipofilo, aunque no en su totalidad. Gracias a este caracter anfipatico, puede
interactuar no solo con las membranas de origen bioldgico sino también con los
residuos proteicos transmembranosos polares debido a la presencia del grupo
dicetonico, los hidroxilos fendlicos y el grupo metoxilo. Es estable a pH acido pero
inestable a pH basico y neutro [5]. En cuanto a la temperatura, es estable a temperaturas
bajas y moderadas (< 80-100 °C), descomponiendo a altas temperaturas. Su degradacion
puede ser tanto quimica como fotoquimica. Sin embargo, los productos resultantes han
mostrado en ocasiones ser también bioactivos y contribuir a sus efectos farmacoldgicos
[6,7]. La degradacion quimica se produce fundamentalmente por la accion de
perdxidos, radicales libres e iones oxigeno (las llamadas especies reactivas de oxigeno,
ROS, del inglés reactive oxygen species) y esta relacionada con la energia de
disociacion de sus grupos funcionales. Asi, los OH fendlicos poseen en torno a 80

kcal-mol™ de energia de disociacion, 90 kcal-mol™ para el H central y 98 kcal-mol™
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para el H endlico. Estos datos permiten anticipar que los primeros grupos en ser
atacados en la degradacion quimica serdan los OH fenodlicos. Schneider et al. han
discutido la relacion entre degradacion y metabolismo y sugieren que la
polifarmacologia de la curcumina puede estar ligada a sus numerosos productos de
degradacion [8]. Los principales productos de degradacion, que se muestran en la
Figura 6, son: (2Z,5E)-2-hidroxi-6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-4-oxohexa-2,5-dienal 6, el
feruloilmetano 7, el acido feralico 5 y la vainillina 8 [5,9].

o

O OH O OH
MeO N N OMe MeO N % H
® o —
HO 1 OH HO 6 ©
Curcumina
o) 0 o J
MeO
MeO y  Meo N CH, € X" “OH
+ +
HO 8 HO 7 HO 5
Vainillina Feruloilmetano Acido fertlico

Figura 6. Productos de degradacién de la curcumina.
Actividad bioldgica y biodisponiblidad

La curcumina presenta un importante potencial terapéutico debido a la diversidad
de moléculas diana sobre las que puede actuar en diferentes patologias. Se han
encontrado mas de treinta proteinas diferentes que interactian directamente con ella,
incluyendo la ADN polimerasa, lipoxigenasa (LOX), tubulina, o el factor nuclear-kappa
B (NF-xB) [10]. Los complejos formados mediante su union a iones metalicos

divalentes de Fe, Cu, Mn y Zn han mostrado también un alto potencial farmacologico.

La induccion de mecanismos de defensa antioxidantes, asi como los efectos
antiinflamatorios de la curcumina, juegan un papel importante en sus propiedades
neuroprotectoras, quimiopreventivas y anticarcinogénicas. La curcumina y sus
derivados carbociclicos (andlogos de 4) son buenos agentes antioxidantes mostrando
una importante actividad frente a los radicales libres [11,12]. Los efectos
antiinflamatorios de la curcumina [13] estan parcialmente mediados por la inhibicion de
la union del factor de transcripcion NF-kB al ADN, por lo que se reducen los niveles de
citoquinas pro-inflamatorias, tales como TNF-a (factor de necrosis tumoral 1a), IL1J
(interleugquina 1p), IL6 (interleuquina 6) e IL8 (interleuquina 8); o mediante la union

directa a determinadas enzimas como las ciclooxigenasas COX-1 y COX-2 0 a la
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isoforma inducible de la sintasa del 6xido nitrico (iNOS). Diversos estudios han descrito
los efectos anticancerigenos y quimioprotectores de la curcumina que actGa sobre el
ciclo celular induciendo la apoptosis de las células cancerigenas [14]. En el caso de su
actividad frente al virus de inmunodeficiencia humana (VIH), actia directamente sobre
las proteinas VIH-1 IN y VIH-1 PR, responsables de propagar el ciclo de vida de virus,
uniéndose a ellas y provocando su inhibicién [15]. Respecto a las enfermedades
neurodegenerativas, cabe destacar que gracias a su lipofilia es capaz de atravesar la
barrera hematoencefalica (BHE), siendo numerosas las publicaciones que la relacionan

con el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer [16].

A pesar de su potencial en diversas aplicaciones terapéuticas, la biodisponibilidad
de la curcumina es limitada debido fundamentalmente a su baja solubilidad en medio
acuoso, y a su rapido metabolismo mediante glucuronidacion hepatica y sulfatacién
[17]. Este problema puede ser solventado mediante la modificacion estructural de la
molécula, teniendo en cuenta siempre la relacion estructura-actividad de la misma, o su
empaquetamiento en sistemas liposomales o nanoparticulas. Por ello son numerosos los
ejemplos de derivados y analogos curcuminoides sintetizados en los ultimos afios con el
fin de encontrar compuestos que, manteniendo una baja toxicidad, sean capaces de
superar los inconvenientes que resultan de la baja biodisponibilidad y el répido

metabolismo de la curcumina.
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1.2 DERIVADOS Y ANALOGOS DE LA CURCUMINA

1.2.1 Derivados de la curcumina

Los derivados de la curcumina son los compuestos que mantienen el puente
dicetonico a.pB-insaturado de siete carbonos con anillos bencénicos sustituidos,
enlazados a ambos lados de este puente. Se sintetizan generalmente partiendo de la
curcumina donde el carbono situado entre el carbonilo y el enol podra ser halogenado
[18] y los grupos fendlicos podran ser acilados, alquilados, glicosilados o
aminoacilados, entre otros ejemplos. En la Figura 7 se muestra la estructura de un
derivado bis-glicosilado de la curcumina (9) con excelentes propiedades como quelante
de Fe(l11) [19,20].

O O
MeO OMe

OO0
O ® oh o
H
Ho © o
o
HO OH H

OH
H
Figura 7. Derivado bis-glicosilado de la curcumina.

1.2.2 Analogos de la curcumina

Los analogos de la curcumina, denominados también curcuminoides, son aquellos
compuestos que presentan variaciones estructurales respecto a ella. Se clasifican en

naturales (Figura 8) y sintéticos (Figuras 9 y 10).

o 0 o) o)
HO HO HO
10 11 5 12

Acido cinamico Acido caféico Acido ferdlico Zingerona
O OH o o
Me0:©/\)‘\/'\/\/\
HO
13 14
[6]-Gingerol Dibenzoilmetano

Figura 8. Ejemplos de analogos naturales de la curcumina.
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El estudio de la relacion existente entre la estructura de la curcumina y la actividad
bioldgica de la misma ha permitido el desarrollo de varios analogos sintéticos en los que

se potencia una u otra actividad.

Figura 9. Partes susceptibles de modificacion estructural en la curcumina.

Las principales modificaciones estructurales de la curcumina que se recogen en la

Figura 9 son:

a. Modificacién de la cadena lateral arilo mediante la insercion o eliminacion de atomos
en el anillo aromatico o la sustitucién de éste por un heterociclo.

b. Modificacion del grupo 1,3-dicarbonilo variando el nimero de unidades enona,
convirtiéndolo en estructuras ciclicas como los pirazoles o formando complejos con
metales.

c. Modificacion del doble enlace, ya sea por reduccién o mediante reacciones de adicién
a este.

d. Modificacion del grupo hidroxilo o metoxilo como vimos anteriormente en los

derivados de la curcumina.

OMe O OH OMe o /@:OME
NN MeO
(Me)2N OMe MeO N(Me)2 MeO
15 16
6 © o F O F
m MGOWOME F. X F
T O L0
OzN OMe HO OH F F F F
17 18 19

Figura 10. Ejemplos de analogos sintéticos de la curcumina.

Los heterociclos analogos de la curcumina son posiblemente una de las familias
mas ampliamente estudiadas. El heterociclo podra encontrarse en una posicion distal
(20) [21], intermedia (21) [22], central (22) [23] o sustituir al fenilo (23) [24] como se

aprecia en la Figura 11.
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Ph
a,M=Cu
b, M =Ni
c,M=12n
d,M=2H
Ph Ph 20
H
(@] NH ‘N’O
w0~ A )or
I
MeO N1 OMe
21
NO, H OH O H
R? X AN NS = X R X=0,S
- Loy
R! R?
23

Figura 11. Heterociclos relacionados con la curcumina.
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1.3 ANTECEDENTES

En el Grupo de Sistemas Supramoleculares Bioorganicos del Departamento de
Quimica Orgénica y Bio-Orgénica de la UNED, marco en el que el proyecto de esta
Tesis se desarrolla, se investigan desde hace varios afios las propiedades analgésicas y

antiinflamatorias de analogos de la curcumina. Asi, se prepararon y estudiaron la serie
OH O OH O
NN NCH, NN cF,
Ha HO
CHy 25 CH; 26
OH O OH O
XX"“ph NN"ph
H
HsCO H;CO 3
CH; 28 CHz 29
OH O OH O
XX “ph NN ph
= HO
CHs 39 31

Figura 12. p-Dicetonas analogas de la curcumina sintetizadas previamente.

de S-dicetonas, que se indican en la Figura 12 [25,26,27].

HO

OH O
SoNAen
HO
CHy 24
OH O
NN ph
HO
CHy 27

Posteriormente, se sintetizaron los correspondientes pirazoles (Figura 13) para ser
ensayados como antiinflamatorios, con excelentes resultados frente a la enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD, del inglés inflammatory bowel disease) que ocurre cuando
existe inflamacion en el tracto gastrointestinal y una respuesta inmunoldgica de por vida
[27,28].

Rl RZ RS
32 OJ?/V H H
N N,H H CH,
1 33 CH, H H
R
R0 ! 34  CH, CH, H
2

HsC 35 Ph H H
36 Ph H CH,
37 Ph CH; CH,

Figura 13. Pirazoles curcuminoides y hemicurcuminoides sintetizados previamente.
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2 OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral constituye una contribucién al conocimiento de las
propiedades fisico-quimicas y de la actividad bioldgica de nuevos anélogos
curcuminoides.

Entre los objetivos especificos se encuentran:

1.  Sintesis de nuevas p-dicetonas hemicurcuminoides, que incorporen uno 0 varios

atomos de fldor en su estructura, a partir de los aldehidos fluorados correspondientes.

2.  Estudio de la reactividad de las S-dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas con

hidrazina para acceder a nuevos pirazoles.

3. Estudio de la reactividad de las S-dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas con

etilendiamina para la preparacion de nuevas 1,4-diazepinas.

4.  Caracterizacion estructural en disolucién de los compuestos sintetizados mediante
experimentos de RMN de *H, *C, ©*N y *°F con especial énfasis en el estudio de las

diferentes formas tautoméricas que puedan presentar.

5.  Estudio estructural de los compuestos sintetizados en estado s6lido mediante
experimentos de *C y ®N RMN CPMAS vy de *F RMN MAS, y resolucién de sus

estructuras cristalinas mediante difraccion de rayos X.

6.  Analisis mediante calculos computacionales, por métodos ab initio Hartree-Fock y
de la teoria del funcional de densidad, de los minimos energéticos de los diferentes
tautomeros de los compuestos sintetizados, asi como los valores de apantallamiento
absolutos GIAO en determinados casos, gracias a la colaboracion con los profesores
Ibon Alkorta y José Elguero del Instituto de Quimica Médica del CSIC.

7. Evaluacion de la actividad biologica de los compuestos sintetizados gracias a las

colaboraciones establecidas con otros grupos de investigacion:

7.1 Evaluacion de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de las -dicetonas
sintetizadas, en condiciones de estrés oxidativo, frente a la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, en colaboracion con el profesor José Luis
Lavandera del Instituto de Medicina Molecular Aplicada (IMMA), Facultad de
Medicina, Universidad CEU San Pablo.

7.2 Estudio de las propiedades que presentan los pirazoles curcuminoides

sintetizados como inhibidores selectivos de las distintas isoformas de la sintasa

11
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del oxido nitrico (NOS) durante la estancia realizada en Centro de Investigacion
Biomédica del Parque Tecnoldgico de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Granada, a través de la colaboracion existente con el profesor Dario Acufa-

Castroviejo (Fundacion General UGR-Empresa).

7.3 Evaluacion de la accion citotdxica de los pirazoles curcuminoides sintetizados
en tres lineas celulares tumorales (HT-29, MCF-7 y HelLa) y una no tumoral
(HEK-293); y de la actividad de estos compuestos como inhibidores de la
expresion de los genes hTERT y c-Myc relacionados con la telomerasa. Estudios
realizados en colaboracion con el profesor Miguel Carda del Departamento de

Quimica Inorganica y Organica de la Universidad Jaume | de Castellon.

12
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3 SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE B-DICETONAS HEMICURCUMINOIDES

3.1 INTRODUCCION

En base a los resultados alentadores obtenidos en trabajos anteriores respecto a la
sintesis y evaluacion de la actividad bioldgica de andlogos curcuminoides, se decidid
continuar con esta linea de investigacion. En una primera aproximacion se propuso la
modificacion estructural de la molécula de curcumina (1) (Esquema 1) a través de dos
estrategias:

— Mediante la sustitucion de uno de los grupos estirilo por un grupo fenilo o

trifluorometilo (rojo).

— Con la introduccion de uno o varios atomos de fluor en distintas posiciones en el

otro anillo bencénico (azul).

R,=H,F / Rs X Ry} R, = Ph, CFy
R3 = H, OH, OMe, F ' -7

R,= OH, F vR4 Rz,

Rg=H,F oo Re L

Esquema 1. Modificaciones estructurales realizadas en la molécula de curcumina (1)

en la sintesis de [-dicetonas hemicurcuminoides.

El papel protagonista que juega hoy en dia la introduccion de fldor en el disefio y
desarrollo de farmacos es indiscutible [29]. Actualmente, cada programa de desarrollo y
descubrimiento de nuevos farmacos contempla los derivados fluorados [30]. EI nimero
de principios activos farmacéuticos en todo el mundo que contienen al menos un atomo
de flior en su estructura aumenta cada afio a medida que se tiene mas conocimiento
acerca de las propiedades de este elemento. La introduccion de flior en una molécula
puede influir de forma productiva en su conformacion, pK, permeabilidad de la
membrana celular, metabolismo y en las propiedades farmacocinéticas. A menudo se

introduce para mejorar la estabilidad metabolica y otras veces se utiliza para alterar la
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lipofilia, la basicidad o con el fin de modificar la conformacion de la molécula y

mejorar su union con la proteina diana.

Las principales ventajas que aporta la introduccion de &tomos de fltor en el disefio

de farmacos son [31]:

Puede sustituir al grupo hidroxilo y al hidrégeno. Actla como isostero del
grupo hidroxilo y, por su pequefio tamafio, es también capaz de reemplazar al
hidrogeno sin apenas distorsionar la geometria de la molécula. En ocasiones, esta

sustitucién puede llegar a bloquear o activar una reaccion bioquimica.

Aumenta la estabilidad metabdlica. La sustitucion de un C-H por un C-F
aumenta considerablemente la estabilidad metabdlica de la molécula, ya que la
fortaleza del enlace del carbono con el flior es mayor. El rapido metabolismo
oxidativo por las enzimas del higado (citocromos P450) limita la biodisponibilidad
de algunos compuestos ya que, tras la oxidacion, la lipofilia disminuye lo que
permite una rapida eliminacion. Para evitar este problema, una estrategia es

bloquear el sitio metabdlicamente 1abil con un &tomo de fltor [32].

Aumenta la lipofilia. Debido a que el enlace carbono-fluor es mas hidrofobo que
el enlace carbono-hidrogeno y debido a la baja polarizabilidad del fluor. Por
ejemplo, el grupo trifluorometilo (CF3) y los grupos fluoro-aril sustituidos,
aumentan notablemente la solubilidad lipidica de las moléculas que los contienen.
Al elevar la lipofilia se facilita el transporte a través de la membrana celular y por
tanto aumenta la biodisponibilidad [33]. Sin embargo, un aumento elevado de la
lipofilia puede conducir también a una baja solubilidad, dando lugar a una absorcion
erratica e incompleta. Una de las reglas de Lipinski para la seleccion de moléculas
con potencial terapéutico, es que el coeficiente de reparto octanol/agua sea inferior o

igual a 5, es decir, un log P > 5 implicara una mala absorcion.

Modifica el pK,. Ello tiene un fuerte efecto en las propiedades farmacocinéticas
de las moléculas y en la afinidad de unién con el receptor. La accesibilidad de los
farmacos orales al torrente sanguineo se ve afectada por el pK, de la molécula [32],
el cual puede ser optimizado con la adecuada incorporacion de fluor, ya que la
acidez o basicidad de los grupos funcionales préximos al flior resulta modificada
por la fuerte electronegatividad del mismo.
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3.2 SINTESIS

3.2.1 Métodos sintéticos para la obtencion de curcumina y analogos curcuminoides

La curcumina fue sintetizada por primera vez en el afio 1913 por Lampe [34] a
partir de cloruro de carbometoxiferuloilo (38) y acetoacetato de etilo (39) en cinco
etapas y con bajo rendimiento (Esquema 2). En la primera etapa se obtuvo el compuesto
40 que, tras saponificacion y descarboxilacién, dio lugar al intermedio 41 que fue
tratado de nuevo con cloruro de carbometoxiferuloilo (38). El producto de condensacién
resultante, un derivado de carbometoxi-diferuloilacetona 42, se escindio entonces bajo
tratamiento con medio &cido en caliente. Finalmente, la curcumina fue obtenida por

saponificacién y posterior descarboxilacion.

0] o O o O

(0] N (0] ™
- c o+ )J\/U\OCZHS -
-HCl
(@) (@) (@] OC2H5
P 38 39 PN 40
0~ o -C,HsOH
J -CO2
0O O
HoNRe
o) 41
o)\o/ l +38
O O AcOH o O
/O:‘/\)\/u\/\‘:O\ /OO\
O -CH;COOH 0 o o)
(0] (@) 3
43
O)\O/ \O/go O)\O/ 42 \O/&o
o O
Ruptura éster -CO, _0 O X = O O
HO 1 OH

Esquema 2. Sintesis de la curcumina segun el método descrito por Lampe.

El método méas empleado actualmente es el descrito por Pabon [35] y consiste en
la reaccion de la vainillina (8) con acetilacetona (44) y 6xido de boro. En un primer
momento condujo a un rendimiento de tan solo el 10%, pero fue mejorado tras el uso de
tri-t-butilborato y 1-butilamina (Esquema 3). EI complejo formado con el éxido de boro
previene que los hidrogenos del metileno de la acetilacetona, que presentan una elevada

acidez, experimenten la condensacion de Knoevenagel con la vainillina, haciendo que
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ésta ocurra en los grupos metilo terminales de la dicetona. El agua formada como
resultado de la condensacion de la vainillina (8) y el complejo de boro se elimina
gracias a la adicion de tri-t-butilborato. Tras la adicidn de acido clorhidrico el complejo

de boro se disocia obteniéndose dos equivalentes de curcumina.

o O O\B/O o
2 + By03 — > + BOy + Hp
Me)J\/U\Me 23 o o
44 Me)J\/U\Me
t-Bu (0]
4
_B.__t-Bu H
¢ o
t-Bu 8 OH
HsC™ > NH, OMe
HO OH
‘ X
MeOWOMe

Pl

O
MeO O AN = O OMe
HO \ OH

O O
o

HCI

O O
2 MeO:‘/\)J\/u\/\‘: E\/!OMe
HO 1 OH
Esquema 3. Sintesis de Pabon de la curcumina.

Los intentos de algunos autores de reemplazar el 6xido de boro por acido borico,
no fueron exitosos. Rao y Sudheer [36] propusieron el uso de trifluoroboronita,
obteniendo complejos que se pueden hidrolizar en metanol acuoso a pH 5.8 para la
obtencion de curcumina. Ma&s recientemente, se ha descrito la sintesis, tanto de
curcumina como de otros curcuminoides, mediante el uso de Oxido de calcio como
catalizador y microondas [37]. Sin embargo, los intentos de preparacion de nuestros
analogos curcuminoides por este método no dieron resultado, recuperandose los

productos de partida.
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3.2.2 Sintesis de g-dicetonas hemicurcuminoides

La sintesis de las p-dicetonas 52-59, se llevd a cabo, a partir de los
correspondientes aldehidos (Figura 14), segun el método descrito por Pabon [35]
(Esquema 4). Como dicetonas de partida se emplearon benzoilacetona (45) o 1,1,1-
trifluoropentano-2,4-diona (46) dando lugar a dos nuevas series: una de PB-dicetonas
hemicurcuminodes fenil sustituidas y otra seric de p-dicetonas curcuminoides

trifluorometil sustituidas (Figura 15).

1) Rs CHO
R4/\ ; :Rz

Ry o o

o o o B(OCH2CH2CH2CHa)s Rs Ry

+ B
)J\/U\ Zes CH3CHCH2CHz-NH;
HsC Ry R4 R; =Ph, CF3
R3 RZ =H,F
Ry = Ph (45), CF3 (46) 2) HCIIN R3=H, OH, OMe, F
R,=OH, F

Rs=H,F

Esquema 4. Procedimiento sintético para la preparacion de S-dicetonas

hemicurcuminoides.
CHO CHO CHO CHO CHO CHO
1 F F g
6 2
5 3
OMe 2 “OMe F OH F
H H H H
8 47 48 49 50 51

Figura 14. Aldehidos de partida (numeracion empleada para caracterizacion por RMN

en azul).

En la Figura 15 se recogen las estructuras de las B-dicetonas hemicurcuminoides
sintetizadas. La sintesis de los compuestos 24-31 habia sido descrita previamente
[25,26], mientras que los compuestos 52-59 se han preparado por primera vez en la

presente Tesis [38].
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OH © OH O OH © OH O
NN NcH, NN CH, X" ph X" ph
HO 24 HO 25CH3 H,CO 28 H,CO 29 Hs
CHs  (349%) CHs  (13%) CHs  (16%0) OCHs  (519¢)
OH O OH O
NN ph NN~"ph
30 HO 31
s (430 (57%)
OH O OH O
NN Nph FW%
F 53 HO F 54
(56%) OH  (36%) (66%)
OH O
NNCF,
HO o6
cH,  (64%) (26%)
OH O OH O OH O
NNcF, NNcF, F NN NcF,
HO Y F FoS8 HO P99
(33%) on (17%) (20%)

Figura 15. p-Dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas (hnumeracion empleada para

caracterizacion por RMN en azul y rendimientos entre paréntesis).

Respecto a los rendimientos obtenidos en la sintesis de P-dicetonas
hemicurcuminoides, vale la pena comentar algunos aspectos. La obtencion de los
derivados fenil sustituidos transcurrié con buenos rendimientos salvo en aquellos casos
en los que el aldehido de partida no poseia un grupo hidroxilo en la posicion 4" 28
(16%), 30 (43%) y 53 (36%); a excepcion de 29 (61%) que posee un metilo en la
posicion 2. Hay que destacar también que el empleo de aldehidos fluorados se tradujo
en todos los casos en una disminucién del rendimiento frente al compuesto no fluorado
27 (82%). En cuanto a los derivados metil sustituidos, presentan rendimientos del 34%
para 24 y del 13% para 25, siendo inferiores a los de los fenil derivados.

En la serie de las B-dicetonas trifluorometil sustituidas, se observa de nuevo que el
mayor rendimiento es para el compuesto que no posee fldor en el anillo benceénico 26
(64%); viendose éste disminuido en aquellos derivados que no poseen un grupo
hidroxilo en la posicion 4', como ocurria con la serie fenil sustituida. Sin embargo, en
esta serie ninguno de los otros derivados fluorados presentd buenos rendimientos: 56
(26%), 57 (33%) y 59 (20%). Los bajos rendimientos obtenidos se deben la formacion

18



Capitulo 3

de la enamina resultante de la adicion de la base (butilamina) a uno de los carbonos

carbonilicos; concretamente al carbono 3 (Esquema 5).

o O R4 R> R
L 3 : sAer, + NN
CF; + B,03 R
Rz Ry z Rz
B(OBu)3 , 2
Bu-NH HCI 1IN
| !

| HCI 12N

Esquema 5. Principales productos obtenidos en la sintesis de las [-dicetonas

hemicurcuminoides trifluorosustituidas 26 y 55-59.
La estructura de dicha enamina fue establecida por RMN de *H y de **C en CDCl;
(Figura 16).

0.97 (m)

1.46 (m)
1.68 (m)

346 (m) 22 ©

7.77 NH O
6.97
697 (m) b, 692(d) | 568(9) CF3
4 2
6.64 6.03
F F

OH

n.o.

Figura 16. Desplazamientos quimicos en ppm del espectro *H RMN en disolucion
(CDClIs3) de la enamina formada por reaccién de 58 con butilamina. Los valores

pertenecientes a 58 se sefialan en azul.

En la Figura 16, se observan las principales variaciones en las sefiales de *H de la
enamina derivada de la B-dicetona 58 (valores pertenecientes a 58 en azul): H2 (Ad =
0.55 ppm), H4 (Ao = 0.28 ppm) y H5 (Ao = 0.45 ppm); ademas de la aparicion de cinco
nuevas sefiales correspondientes al resto alquilico de la butilamina y al proton

19



Capitulo 3

perteneciente al NH (11.29 ppm). Por tltimo, el acoplamiento de la sefial de *C a 175.0
ppm (C1) con los &tomos de fltor del grupo CFs ({Jcrs = 32.0 Hz) confirmé que se
trataba de la estructura de dicho compuesto.

La hidrdlisis llevada a cabo con HCI 1N, para la ruptura de complejo de boro, no
consiguio hidrolizar la enamina formada con lo que en el crudo de reaccion se observo
el mismo porcentaje de enamina que de la B-dicetona deseada. Un aumento en la
temperatura o en los tiempos de reaccion solo condujo, o bien a la enamina sin
hidrolizar, o a productos de descomposicién como el correspondiente aldehido de
partida. Con el fin de optimizar las condiciones de hidrélisis de la enamina formada, se
realizd una bdsqueda bibliografica encontrando que Fustero et al. [39] describen que la
fortaleza del enlace de hidrdgeno intramolecular (CF3R)O---HN es mayor que la del
enlace de hidrégeno (CF3R)N---HO, por lo que las condiciones de hidrolisis deben ser
mas vigorosas. Asi, la adicion de HCI 12 N a temperatura ambiente con agitacion

magnética durante 30 minutos, condujo a la B-dicetona deseada (Esquema 5).
3.3 DETERMINACION ESTRUCTURAL

3.3.1 Caracterizacion de los aldehidos fluorados empleados

Entre los aldehidos empleados en la sintesis de $-dicetonas hemicurcuminoides, se
ha llevado a cabo la caracterizacion de cinco de ellos, 47-51 que contienen uno o dos
atomos de fluor, mediante el uso de experimentos de RMN mono y bidimensionales
junto con célculos tedricos GIAO de los desplazamientos quimicos. La informacion
estructural obtenida nos sera de gran utilidad en la caracterizacion de los
correspondientes analogos curcuminoides preparados a partir de dichos aldehidos

fluorados.

3.3.1.1 Determinacion estructural por RMN

Antes de la obtencion de los resultados que a continuacion se detallan [40], solo
habfan sido publicados los datos de la informacién espectroscépica de RMN de *H y *°F
de 50 [41]. Particularmente en el caso de este compuesto (50), el alto valor de “Jee

arrojaba dudas sobre su estructura.

En las Tablas 1-3 se recogen los resultados de los experimentos de RMN de H,

3¢ y °F en disolucién. La atribucién de los desplazamientos quimicos se basé en la
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multiplicidad de las sefiales asi como en las correlaciones observadas en los espectros
de (*H-*C) gs-HMQC y (*H-*C) gs-HMBC.

La asignacion de las constantes de acoplamiento "J (HF) es inequivoca ya que los
valores se determinaron tanto en los espectros de *H como en los de ‘°F (Tablas 1y 3).
Las constantes de acoplamiento J (CF) a través de un enlace en los aldehidos
monofluorados 47-49 siguen el orden: *Jcors > Ycars > Ycars ~ *Jcsrs. Este patron se
mantiene en los derivados difluorados 50 y 51 (Tabla 2). Con respecto a las constantes
de acoplamiento 2J (CF) a través de dos enlaces, varian desde 2Jcir» = 6.2 Hz en el
compuesto 50 hasta 2Jcsrz = 25.0 Hz en el compuesto 51. Obsérvese que la magnitud de
J disminuye al pasar de CH-F a CR-F (R = OH y CHO). Las constantes de
acoplamiento 3J (CF) dependen también de la estructura, con valores comprendidos
entre *Jear, = 13.1 y 13.0 Hz para los aldehidos 49 y 51 (C-CH-F) respectivamente, y
3Jcses = 1.6 Hz en 48 (C-C(OH)-F).

En el compuesto 50 para asignar los desplazamientos quimicos de C2 y C4 se
utilizo la correlacion entre 154.0 ppm (C2) y el proton del grupo formilo a 10.10 ppm
que estd ausente en la sefial de 156.4 ppm (Figura 17). La sefial de 119.0 ppm

perteneciente a C6 también presenta una correlacion con el protén del grupo formilo.

1150

1152
1153
S
1155

1156

f1 (ppm)

1158

1159

L160

10.18 10.17 10.16 10.15 10.14 10.13 10.12 10.11 10.10 10.09 10.08 10.07 10.06 10.05 10.04 10.03
2 (ppm)

Figura 17. Espectro (*H-'*C) gs-HMBC donde se muestra la correlacién entre C2 'y
H-formilo en el 2,4-difluoro-3-hidroxibenzaldehido 50.

Los desplazamientos quimicos de fluor se basaron en las constantes de
acoplamiento **C-'°F. Habiendo asignado inequivocamente los carbonos C2 y C4, el

valor de la sefial a -121.7 ppm corresponde a F4 dado que posee una constante de
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acoplamiento 1Jgc = 251.1 Hz y por tanto la sefial a -139.3 corresponde a F2 pese a tener

un desplazamiento quimico mayor

(en valor

absoluto) que

las sefiales de

correspondientes a F2 en los compuestos 49 y 51 (-119.1 y -123.5 Hz, respectivamente).

Tabla 1. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de H RMN y constantes de

acoplamiento (J en Hz) de los aldehidos 47-51.

Aldehido Disolv. CHO H2 H3 H5 H6 OH
47 CDCl, 991(s) 7.51(dd) --- 7.23(dd)  7.45(ddd) 3.96 (s)
*Jr=8.1 %J=105 3J45=8.2  (OMe)
4JH5:1.8 3JH5:8.2 4-.]|:4:4-.4
4JH2:1.8
DMSO-d; 9.93(s)  7.63(dd) --- 7.45(dd)  7.57 (ddd) 3.91(s)
4346=1.9 k=111 3Jys=8.2  (OMe)
43:,=8.4 %36=8.2  “Jp=4.6
43,,=1.9
48 CDCl, 9.85(d) 7.64(dd) --- 7.15(dd)  7.62 (ddd) 6.13 (sa)
=22 2)p=11.0 Ihe~8.2  *Jys~8.2
“Je=1.9 43e3~8.2 ‘=19
5J|:3:0.8
DMSO-ds 9.78(d)  7.63(dd) --- 7.11(dd)  7.61 (ddd) 11.09 (s)
=19 YJp=114 $Jh~8.5  *Jys~8.5
In6=1.9 4385 =19
5J|:3:0.6
49 DMSO-d;  10.00 (d) --- 6.66 (dd) 6.74 (ddd) 7.68(dd)  11.90 ()
%3,5=0.5 31,2129 336=86  3J4s=8.6
*345=2.3  “35=2.3  “J,=8.6
SJCHO:0-5
50 DMSO-d; 10.10 (d) --- 7.21(m)  7.31(ddd) 10.73 (5)
5JH5:0.6 3J|:4:].0.0 3JH5:8.8
3JH5:8.8 4J|:2:7.1
5-.]|:2: 1.9 4-.]|:4:6.1
5JCH0=0-6
5J0H=0.6
51 DMSO-d; 9.98(d) --- 6.86 (dd) --- 7.54 (dd)  11.5(sa)
%J:=2.6 %3:,=11.8 %3:5=10.8
4Jes=6.7 43:,=6.6
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de *C RMN en disolucién y constantes

de acoplamiento (J en Hz) de los aldehidos 47-51. Cuando no estan especificadas son

Jeh.

Ald. Disolv. CHO Cl C2 C3 c4 C5 C6

47% CDCl, 190.8 133.3 111.8 148.6 156.5 116.5 125.3
43225 %3.,=3.8 2Je=114  Y,=2575 %3.,=20.1 °)-,=8.8

DMSO-d; 191.6 133.3 112.9 147.9 155.3 116.6 124.3
1J=1785 “J=3.1 1J=167.1 =112 N3,=254.3 1J=1664  1J=166.6
81230249 2)00=25.0 3Je=3.7 2Jr=19.3  %J,=85
%)=6.5 41=23=8.0

48  CDCl, 190.6 130.3 115.7 151.2 1495 117.6 1285
43219 %3247 2Je=18.4 N=2412 232149 %3=16 43.=2.8

49 DMSO-d; 185.8 116.2 165.2 102.8 165.1 112.7 131.0
3J|:2=5.O 2\]|:2:8.7 lJF2=256.7 2J|:2=23.O 3Jp2=13.0 4JF2=2.6 3J|:2=4.3

50 DMSO-d; 187.2 121.3 154.0 134.4 156.4 112.4 119.0
1J=184.0 2J,=6.2 135,=255.6 %J,=154 1J,=251.1 %J=1682 1J=169.5
83.,=5.0  “J;=3.0 33.,=7.4 2Jr=154  %),=6.8 2Jr=19.8  %3,=9.7
81=4.9 43:,=3.1 83.,=2.3

51 DMSO-d; 185.4 115.2 160.7 105.1 152.8 148.0 114.8

81,249  23,=106  1p=254.1 2J,=25.0 =147 NJe=2411  23=205
=16 %3.=48 *Je=1.5 33.=2.9 81,2131 Y9=21 33.,=4.6

TOCH3: 56.3 ppm (CDCl,) y 56.1, J = 145.7 Hz (DMSO-de).
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos (6 en ppm) de *°F RMN en disolucién y constantes

de acoplamiento (J en Hz) de los aldehidos 47-51.

Aldehido Disolv. F2 F3 F4 F5
47 CDCl, -124.3
1Jrc=2575
%345=10.5
431,=8.1
Jne=4.4
DMSO-dg -125.3
1Jpc=254.3
$J5=11.0
431,=8.4
446=4.6
48 CDCl, -139.9
Ypc=241.2
%3,,=11.0
SJCHO=2.2
SJH5:0.8
4JH5:8.2
DMSO-dg -135.5
Lpc=244.7
),,=11.4
43,45s=8.5
SJCHO:]..Q
%3,6=0.6
49 DMSO-dg -119.1
1Jpc=256.7
3JH3:12.9
4JH6:8.6
50 DMSO-dg -139.3 -121.7
13:c=255.6 Lrc=251.1
4J¢=18.5 4J,=18.5
436=7.1 %3,45=10.0
5J4s=1.9 4346=6.1
51 DMSO-dg -123.5 -139.9
1Jec=254.1 Lpc=241.1
*J=15.2 *J=15.2
3Jua=11.8 %)16=10.8
4JH6:6.6 4JH3:6.7
SJCHO:2.6
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3.3.1.2 Calculos teoricos

Los célculos tedricos DFT (density functional theory) se realizaron utilizando la
funcion B3LYP [42], junto con el conjunto de bases 6-311++G(d, p) [43]. Los
desplazamientos absolutos se calcularon dentro de la aproximacion GIAO (Gauge
independent atomic orbital) [44]. Todos los calculos, incluyendo las constantes de
acoplamiento espin-espin (SSCC, del inglés spin—spin coupling constants), se llevaron a
cabo utilizando el programa Gaussian 09 [45]. Se utilizaron ecuaciones empiricas para
transformar los desplazamientos absolutos *H, *C y *°F en desplazamientos quimicos
[46]. La metodologia de los atomos en moléculas (AIM, del inglés atoms in molecules)
[47] se utilizo para analizar la densidad electronica de algunas moléculas empleando el
programa AIMAII [48].

Geometrias, energias y enlaces de hidrégeno intramoleculares

Las conformaciones estudiadas se encuentran en la Figura 18. Partiendo de la
conformacién a, se realizo un giro de 180° en el grupo 1-formilo cuando no hay atomos
de F en la posicion 2 para dar el conférmero b (en un caso d) y se realiz6 un giro de

180° en el grupo OH para producir el conférmero c.

Oy~ H H O
~C ~c” O\\C’H\ Osc-H
I:> \F \F
_Me Me
(o] 0 —
“H »
47a 47b 49a 49¢c
O__H H H__O
N0 H\ //o O\\C/ ~C*
F
H-
48d
O._H
N oid \
R
H
O
50c

Figura 18. Diferentes conformaciones estudiadas de los aldehidos 47-51.
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En cuanto al enlace de hidrégeno intramolecular C-F---H-O, el 2-fluorofenol es
considerado como uno de los ejemplos clasicos de enlace de hidrogeno intramolecular
(IMHB) [49], por ello, en el caso de los compuestos 48, 50 y 51, las lineas discontinuas
corresponden a interacciones atractivas que podrian ser IMHBs. Sin embargo, pese a
que un analisis AIM muestra una falta de puntos criticos de enlace (Figura 19), podria

ser debido a que éstos estan en el limite de deteccion.

Figura 19. Contornos de densidad electronica de los conformeros 50a (izquierda) y
50c (derecha). Los puntos anulares y verdes indican la posicion de los puntos criticos

de enlace y anillo, respectivamente.

Las energias correspondientes a las conformaciones de la Figura 18 se presentan
en la Tabla 4:

Tabla 4. Energias absolutas (Hartrees) y relativas (kJ-mol™) incluyendo ZPE (zero-
point energy), y momentos dipolares (D) de los diferentes conformeros de los aldehidos
47-51.

EnergiaSCF  ZPE EnergiaTotal D  Eg (kJ-mol™)
47a -559.48913 0.13339 -559.35574 3.24 4.2

47b -559.49073 0.13354 -559.35718 0.92 0.0
49a -520.18415 0.10533 -520.07883 4.50 0.9
49c -520.18451 0.10525 -520.07926 4.10 0.0
48a -520.18505 0.10546 -520.07959 2.97 1.6
48b -520.18567 0.10546 -520.08021 3.06 0.0

48c -520.18056 0.10520 -520.07536 2.75 134
48d -520.18075 0.10526 -520.07549 5.31 12.9

5la -619.44943 0.09726 -619.35217 3.08 0.0
5lc -619.44430 0.09709 -619.34720 4.68 135
50a -619.44257 0.09725 -619.34532 3.11 0.0
50c -619.44246 0.09721 -619.34524 1.50 0.3
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En dicha tabla se observa que la rotacion alrededor del grupo formilo (de a a b)
modifica ligeramente la energia relativa de 1.6 a 4.2 kJ-mol™. La ruptura de la
interaccion O-H---F (de a a c¢) disminuye la estabilidad del compuesto en
aproximadamente 13 kJ-mol™ en 48 y 51; pero en el caso de los compuestos 49 y 50

ambas conformaciones poseen una energia similar.
Desplazamientos quimicos

En la Tabla 5 se recogen los valores de los desplazamientos quimicos
experimentales y calculados. En general, el acuerdo entre los datos experimentales y
tedricos es bastante bueno. Hay una diferencia sistematica en la sefial de *3C del grupo
CHO que aparece a ~191 ppm cuando no hay un dtomo de flior adyacente, F2 (47 y
48), y a ~186 ppm cuando esta presente (49, 50 y 51).

El enlace de hidrégeno intramolecular entre el OH y un atomo de flGor adyacente
tiene un efecto sobre los desplazamientos quimicos. Esto significa que en DMSO-d; el
porcentaje de la conformacidnes con O-H---F es menor debido a que el DMSO es un
buen aceptor de HBs (hydrogen bonds) y destruye el enlace de hidrogeno

intramolecular.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos experimentales y calculados de los aldehidos 47-
51.

Aldehido  Atomo  Exp. CDCl, Exp. DMSO-dg a b c d

47 CHO 9.91 9.93 9.87 9.82 -—- -—-
H2 7.51 7.63 6.84 7.43 -—- -—-
H5 7.23 7.45 7.08 7.05 -—- -—-
H6 7.45 7.57 7.71 7.04 -—- -—-
OCHg; 3.96 3.91 3.80 3.80 -—- -—-
CHO 190.8 191.6 185.6 186.0 -—- -—-
C1 133.3 133.3 133.0 133.6 --- ---
Cc2 111.8 112.9 115.0 108.2 --- ---
C3 148.6 147.9 148.9 149.6 --- ---
C4 156.5 155.3 158.9 159.2 --- ---
C5 116.5 116.6 116.8 115.7 --- ---
C6 125.3 124.3 119.7 126.2 --- ---
OCHg; 56.3 56.1 52.9 53.3 -—- -—-
F4 -124.3 -125.3 -121.3 -119.4 -—- -—-

48 CHO 9.85 9.78 9.75 9.78 9.75 9.76
H2 7.64 7.63 7.20 7.82 7.23 7.82
H5 7.15 7.11 7.04 7.03 6.51 6.50
H6 7.62 7.61 7.90 7.25 1.77 7.10
CHO 190.6 --- 184.2 184.8 184.5 184.4
C1 130.3 --- 130.0 130.6 130.8 131.5
Cc2 115.7 --- 119.8 113.6 122.3 116.2
C3 151.2 --- 152.0 153.1 152.6 153.6
C4 149.5 -—- 150.5 150.4 150.4 150.5
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C5 117.6 --- 117.2 115.8 115.0 1134
C6 128.5 --- 125.0 131.1 123.6 129.7
F3 -139.9 -135.5 -150.9 -148.9 -134.2 -131.7
49 CHO --- 10.00 10.28 --- 10.27 ---
H3 --- 6.66 6.07 --- 6.57 ---
H5 --- 6.74 6.70 --- 6.18 ---
H6 --- 7.68 7.96 --- 7.89 ---
CHO --- 185.8 180.2 --- 180.5 ---
C1 --- 116.2 118.5 --- 118.8 ---
C2 --- 165.2 169.0 --- 169.7 ---
C3 --- 102.8 99.6 --- 102.4 ---
C4 --- 165.1 162.6 --- 162.7 ---
C5 --- 112.7 111.7 --- 108.7 ---
C6 --- 131.0 131.6 --- 130.8 ---
F2 --- -119.1 -123.3 --- -121.8 ---
50 CHO --- 10.10 10.38 --- 10.34 ---
H5 --- 7.21 6.81 --- 6.84 ---
H6 --- 7.31 7.48 --- 7.48 ---
CHO --- 187.2 181.6 --- 180.6 ---
C1 --- 121.3 122.6 --- 120.5 ---
C2 --- 154.0 157.0 --- 156.8 ---
C3 --- 1344 135.0 --- 134.7 ---
C4 --- 156.4 157.0 --- 157.5 ---
C5 --- 112.4 110.3 --- 113.1 ---
C6 --- 119.0 118.3 --- 118.6 ---
F2 --- -139.3 -142.4 --- -158.6 ---
F4 --- -121.7 -135.3 --- -116.9 ---
51 CHO --- 9.98 10.23 --- 10.21 ---
H3 --- 6.86 6.64 --- 6.14 ---
H6 --- 7.54 7.67 --- 7.66 ---
CHO --- 185.4 180.2 --- 179.9 ---
C1 --- 115.2 117.9 --- 118.4 ---
Cc2 --- 160.7 165.2 --- 163.9 ---
C3 --- 105.1 103.9 --- 101.6 ---
C4 --- 152.8 151.2 --- 150.9 ---
C5 --- 148.0 149.1 --- 149.7 ---
C6 --- 114.8 114.4 --- 116.9 ---
F2 --- -123.5 -126.0 --- -128.8 ---
F5 --- -139.9 -154.3 --- -137.8 ---

Constantes de acoplamiento F-F

La Tabla 6 recoge los datos de las constantes de acoplamiento Jgr experimentales
y calculadas de 50a, 50c, 51a y 51c. Los valores experimentales son absolutos (sin
signo), pero estan de acuerdo con los descritos en la literatura para *Jg (Tabla 6). En
cuanto a los valores calculados, estan de acuerdo con los experimentales en el caso de
*Jer, donde el gran aumento de “Jer en 50 es atribuible a la presencia de un grupo OH
entre ambos atomos de F. EI modelo aditivo descrito en [46] (un incremento de +2.81

Hz sobre +6.95) predice un valor de 9.76 Hz.
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Tabla 6. Constantes de acoplamiento Jrr (Hz) experimentales y calculadas para los

conformeros ay c de 50 y 51.

Comp. Je= Mediaenlalit. Exp. DMSO-ds Calculado

[50,51]
50a “Jer +6.95 18.5 +16.3
50c +16.4
5la  “Jee +18.30 15.2 +18.9
51c +19.2

Se calcul6 “Jg¢ para el 2,6-difluorofenol (Figura 20) encontrandose un valor de 8.9
Hz, en buen acuerdo con el modelo aditivo, pero lejos del valor experimental de 18.5
Hz. Luego se calcul6 también para el 2,4-difluorobenzaldehido, encontrando una *Jgr =
10.6 Hz. Utilizando el valor del 1,3-difluorobenceno (*Je ~ 7.0 Hz), resulta una suma

de 12.5 Hz, todavia 6.0 Hz inferior al valor experimental para 50.

O\\C,H O\\C/H
F F F F
OH ; :OH ;
F F F
50
YJer=185Hz  “Jr=89Hz “Jp=106Hz “Jpr=7.0 Hz
AJ=+19 A= +36 7.0+1.9+3.6=125Hz

Figura 20. Descomposicién en fragmentos de la constante de acoplamiento *Jg¢

calculada.

Otro aspecto que merece un breve comentario es la constante de acoplamiento a
larga distancia que implica el H del grupo formilo porque es estereoespecifica. Asf, *Juy
y °Jur se observan s6lo cuando los atomos estan conectados en una disposicién en zig-
zag [52,53]. Estos resultados (Tablas 1 y 3) se resumen en la Figura 21. En el caso de
48, indican que las conformaciones 48b y 48d deben ser predominantes sobre 48a y

48c, respectivamente, lo que concuerda con sus energias relativas (Tabla 4).

O\\C/ H O\\C/ H O\\C/ H 0]
F F
Hs Hs OH F F
H H
N 49 50 RN

H
E
H
48b, d 51 Y,

A g
5),,5= 0.6 Hz 5J-=22Hz

Figura 21. Constantes de acoplamiento a larga distancia para los aldehidos 48-51.
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3.3.2 Caracterizacion de g-dicetonas hemicurcuminoides

3.3.2.1 Determinacion estructural por RMN

En el equilibrio ceto-enol de la curcumina (1), una molécula simétrica, las dos
formas tautémeras enolicas presentan la misma energia. En el caso de nuestros analogos
curcuminoides asimétricos, de los tres tautomeros posibles (Figura 22), se han

observado las formas endlicas a y b.

Figura 22. Posibles tautomeros de las S-dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas.

En el estudio del fendmeno de la tautomeria por RMN pueden darse tres

situaciones:

e Transferencia protonica rapida: se observan sefiales finas. El desplazamiento
quimico observado corresponde al valor promedio de los desplazamientos quimicos

de los diferentes tautdmeros en equilibrio, segln su proporcion.

e Transferencia protonica intermedia: se observan sefiales anchas, por lo que para
afinarlas, se calienta de forma que se aumenta la velocidad de transferencia. Por el
contrario, si lo que se desea es bloquear esta transferencia, el experimento debe

realizarse a baja temperatura.

e Transferencia protonica lenta: se observan las sefiales de los diferentes tautomeros
separadas entre si, siendo posible calcular su proporcion por integracion de las

sefiales de cada uno.

En el presente apartado se discutirdn los resultados experimentales de RMN de
doce compuestos, seis de la serie R; = Ph y seis de la serie R; = CF3, representados en
su forma tautomérica a en la Figura 15. Los valores necesarios para la discusion se

presentan en las Tablas 7-12.

En el estudio del equilibrio ceto-endlico se ha observado que predomina el
tautdbmero a, tanto en disolucién como en estado sélido, para R; = Ph (27, 30, 31, 52-
54). Sin embargo, en el caso de los trifluoro derivados R; = CF3 (26, 55-59), en el

experimento de *H RMN en CDCl; se observa la presencia del tautémero a; mientras
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que en el espectro de *H RMN en DMSO-ds se observan sefiales anchas, especialmente
las que corresponden al ceto-enol H2 y a los protones cercanos H4 y H5, como
consecuencia de la transferencia de protones de velocidad intermedia (PT, del inglés
proton transfer) en la interconversion de los dos tautomeros enolicos a y b (Figura 23)
[26]. Muy probablemente, el DMSO-ds rompe el enlace de hidrogeno intramolecular O-
H---O para formar HBs intermoleculares con el disolvente, disminuyendo la tasa de
transferencia protonica PT, una velocidad que es mas rapida en cloroformo ya que
implica PT entre dos atomos de O muy cercanos en el enlace de hidrogeno
intramolecular. Esto conduce a la observacion Unica de ambos tautomeros enol (Figura
23). Se debe tener en cuenta que este comportamiento no se observé para los otros
hemicurcuminoides, por lo que el grupo CF; tiene un papel determinante en la
velocidad con la que se produce esta prototropia.

'HRMN en DMSO-dg

OH-enol: 9.9 ppm H5’

H2’y H6’

OH fenol
H5
MLMULJ;

78 77 76 15 74,73 12 T4 710 6_'(9 ej'a 67 66 65 64 63 62 61 60 59
ppm

'HRMN en CDCl,
OH-enol:14.4ppm H4 H2

H5 H2' | HS’

H6’
‘u OH fenol
N\

" 77 76 75 74 73 72 71 70 69 S8, 67 66 65 64 63 62 61 60 59

Figura 23. Espectro *H RMN de 26 en CDCl; y DMSO-ds [26].

Los desplazamientos quimicos de *°F, tanto en disolucién como en estado sélido,
de los grupos trifluorometilo en los compuestos 26 y 55-59, aparecen entre -72.1y -77.7
ppm (Tabla 12), siendo éstos valores tipicos de los tautomeros ceto-endlicos (el del
tautdbmero diceto aparece a -80/-83 ppm [54]). Por otro lado, el carbono carbonilico
(C1) posee desplazamientos quimicos de entre 178.8 y 180.2 ppm, observandose en
todos ellos acoplamientos con los &tomos de fltior del grupo trifluorometilo con 2Jcr de
valores comprendidos entre 36.2 y 34.3 Hz, lo que confirma la presencia del tautdmero

a en todos ellos.
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En la Figura 24 hemos representado la sefial perteneciente al grupo CF; del
espectro de *°F{*H} MAS del compuesto 26. En todos los demas compuestos (55-59),
el grupo trifluorometilo aparece también como un singlete. En la bibliografia se
encuentran espectros con esta sefial en forma de multipletes complejos [55], si bien es

cierto que se emplean condiciones diferentes.

CFy| -74.1

o

60

Figura 24. Ampliacion del espectro *°F MAS de (3Z,5E)-1,1,1-trifluoro-4-hidroxi-6-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)hexa-3,5-dien-2-ona (26).

En el compuesto 53, la asignacion de los dos atomos de fluor se llevo a cabo
teniendo en cuenta el valor de las constantes de acoplamiento carbono-flior medida en
el espectro RMN de *°F (Figura 25) y confirmada con el experimento heteronuclear (*H-
9F) gs-HOESY (Figura 26) en el que se observan correlaciones a través del espacio
[56]. Podemos observar la correlacion de las sefiales de H5 (7.64 ppm) y H4 (6.97 ppm)
con F2 (-134.1 ppm) y la de H5' (7.12 ppm) con F4 (-128.2 ppm).

OH O
NN ph
F F 53
H
F4
F & 11282
-128.2 -134.1 |

3J=14.5 33,=14.5 [ | 246.6 [

o105 Py, 1| Nias I
*J1e=5.8 5J,5=1.8

N

U SN N

-127.5 -1285 -129.5 -130.5 -131.5 -1325 -1335 -127.5 -128.5  -129.5 -130.5  -1315 -1325  -1335 -134.5

Figura 25. Espectros °F (izquierda) y **F{*"H}-RMN (derecha) de 53 en DMSO-ds.
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ié) -
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NS
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L

16.95

L7.00

L7.05

L7.10

L7.15

L7.20

L7.25

L7.30

L7.35

L7.40

L7.45

L7.50

L7.55

L7.60

L7.65

L7.70

. . . . . . . . . . . . . .
-128.0 -128.5 -129.0 -129.5 -130.0 -130.5 -131.0 -131.5 -132.0 -132.5 -133.0 -133.5 -134.0 -134.5
2 (ppm)

Figura 26. Ampliacion del espectro (*H-'°F) gs-HOESY de 53 en DMSO-ds.

f1 (ppm)

El compuesto 52 en estado sélido es una mezcla de dos rotdmeros 52a y 52a’
(véase la Figura 27 para el espectro de *C CPMAS y *°F MAS) debido a la rotacion del
enlace C5-C1’, como se observa en las sefiales de C4 y F2' en proporcion 74/26%. La

asignacion de las sefiales se realizd utilizando los datos en disolucion (Tablas 9y 11).

Ce6’,C27,C3”, C57,C6”

C1”,C5 /
7, C5

C6’,C2”,C3”, C5”,C6”

cr,cy
cr,cs’

C3
C3

cz
c2’

10195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90

fL (ppm)

F2’

F2’

-105
f1 (ppm})

-0 -115

Figura 27. Espectro *C RMN CPMAS (izquierda) y *°F MAS (derecha) de la mezcla de

rotameros 52a y 52a’. Rotdmero mayoritario (negro) y minoritario (azul).
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de H RMN y constantes de

acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 27, 30, 31, 52-54.

27 30 31 52 53 54
CDCl, CDCl, CDCl, DMSO-ds DMSO-dg DMSO-ds DMSO-ds
H2 6.33 (s) 6.34 (s) 6.32 (s) 6.71 () 6.75 (s) 6.82 () 6.72 (s)
OH-enol 16.26(s)  16.1 (sa) 16.14 (sa) 16.37(sa) 16.30(sa) 16.10(sa) 16.25(sa)
H4 652(d) 6.55(d)  6.50(d) 6.82 (d) 6.82 (d) 6.97 (d) 6.89 (d)
3145=15.8  Jus=15.8  %045=15.9  304=15.9 =161 %34:=16.1  %345=16.0
H5 7.63(d)  7.55(d)  7.58(d) 7.65-7.53  7.65 (d) 7.64 (d) 7.59 (dd)
%3,,=15.8 3Ju=158 %3,,=159 33,=159 J.=161  *3.=161  °0,,=16.0
5 —
Jrs=1.1
H2' 7.07()  7.06-7.15 7.58-7.53  7.65-7.53  --
*346=1.9
H3' 3.95 (s) 3.94 (s) 6.65 (dd) - 6.83 (dd)
(OCH,) (OCH,) 3)p=12.8 3Jp=12.8
4JH5':2.3 4JF5':7.4
OH 5.86 (s) 5.39 (s) 10.48 (s) 10.55 (s) 10.46 (s) 11.05 (s)
H5' 6.94(d)  7.06-7.15 7.03(t) 7.00 (t) 6.65(dd)  7.12(ddd) ---
) =8.3 %)6=8.8  %146=8.7 %)16=8.6 3Jr=10.5
4J|:3':8.8 4J|:3':8.7 4JH3':2.3 3\]H6':8-9
SJr=1.8
H6' 7.14(dd) 7.06-7.15 7.32(dd)  7.37(dd)  7.64 (m) 7.26 (ddd)  7.67 (dd)
%),5=8.8 %3,5=8.7 $345=8.9 33rs=11.9
4JH2':1.6 4JH2':1.6 4JF2':7.8 4JF2':7.9
*Je4=5.8

H2'/H6" 7.95(m) 7.95(m) 7.95(m)  7.99(m)  80l(m)  8.02(m)  8.00(m)
H3"/H5" 7.47(m) 7.47(m) 7.48(m)  7.65-753 7.54(m)  755(m)  7.55(m)
H4" 753(m) 7.55(m) 7.58-7.53  7.65-753 7.63(m)  7.65(m)  7.63(m)
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de H RMN y constantes de

acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 26, 55-59.

26 55 56 57 59
CDCl, CDCl, CDCl, CDCl, CDCl, 85% CDCl, 85%
CDCl, CDCl,
+15% +15%
DMSO-dg DMSO-dg
H2 6.01 (s) 6.03 (s) 6.00 (s) 6.01 (s) 6.03 (s) 5.95 (s) 6.01 (s) 5.81(s)
OH- 14.36 14.15 14.21 14.29 14.20 9.60 14.2 10.30
enol
H4  6.43(d)  6.49 (d) 6.42(d) 6.57(d)  6.64(d) 6.56 (d) 6.52(d)  6.30(d)
34s=15.7  23s=15.8  %045=15.7 23452159 %345=16.0 304=16.0 3Ju=15.9 3J,4=15.9
H5  7.71(d) 7.70 (d) 7.66(dd) 7.81(d) 7.77(d) 7.72 (d) 7.75(dd)  7.53 (dd)
3ua=15.7 *Ju=158 %3,,=15.7 30452159 %3,,=16.0  3J4,=16.0  *Ju=15.9 3J4,=15.9
*Jr3=0.9 =11 PJs=11
H2®  7.06(d) 7.16-7.08 7.32(dd) ---
446=1.9 33p=11.2
4\]H6':2-1
H3'  3.96(s) 3.94(s) 6.64 (dd) --- 7.29 (dd)  6.52 (dd)
(OmMe)  (OMe) 33:,=11.8 33:,=10.3  3Jp=11.6
*Js=2.5 “es=6.4  *Js=T7.2
OH 5.95 5.49 5.36 5.40 9.60 n.o. 10.30
H5'  6.96(d) 7.16-7.08 7.05(dd) 6.68(dd) 6.97 (ddd) 6.82 (ddd) ---
3 — 3 —
3JH6':8-3 3\]H6':8-4 3JH5': 85 ‘]HG'_g'l ‘]F4'_9'9
4\]|:3':8.8 4JH3':2.5 3‘]':4':9'1 3‘]H6:8'8
5J|:2':1.9 SJFZ':]..S
H6'  7.15(dd) 7.16-7.08 7.27(dd) 7.45(dd) 7.08(ddd) 6.92(ddd) 6.81 (dd) 7.05 (dd)
3\]H5'=8.3 33H5'=8.4 3JH5': 8.5 3JH5':9.1 3\]H5'=8.8 3\]|:5':11.0 3\]|:5':11.3
43,=1.9 =21  “J,=85  “,=75 Nep=74  Y=72  “J,=6.8
43:4=5.9 43e,4=5.7
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de *C RMN en disolucién y en estado sélido (CPMAS), y constantes de acoplamiento (J en Hz)

de los compuestos 27, 30, 31, 52-54. Cuando no se especifica son Jcu.

27 30 31 52 53 54
CDCl, CPMAS CDCl, CPMAS DMSO-dg CPMAS DMSO-dgs CPMAS DMSO-ds CPMAS  DMSO-dg CPMAS
C1 188.4 187.2 189.3% 187.1 187.5° 191.6 188.0° 192.8 189.1° 193.8 188.5° 194.9
ZJ:3J: ZJ:3J:
31=3.8 31=3.9
C2 97.2 97.8 97.6 98.1 97.1 97.4 97.5 98.1 98.1 103.0 97.7 100.4
1J=163.4 1J=163.7 1J=166.0 1J=166.3 1J=166.9 1J=166.2
$1=2.3 31=2.0 31=2.4
c3 180.5 180.2 179.2° 180.7 180.6° 176.2 180.1° 177.0 178.6° 174.9 179.9° 174.8
2JHama0H = 2J=2)=6.0 $)=4.0 2J=")=6.1
3)5=4.4 3)=3.5 21=2J=6.3 %1=3.8
C4 121.0 119.8 123.2 1235 121.6 119.7 122.2 1225/ 1255 124.2 123.6 121.2
13=156.9 1J=157.4 13=159.8 =1612 1174 1=161.6 1J=161.3
83r4=1.3 2J=33=4.1 *J:=6.3 *Jep=5.7
4J|:2':6.2 6J|:4':2.4
C5 140.4 142.4 139.0 138.7 139.3 139.8 132.3 135.8 131.2 134.3 131.0 129.3
1J=155.2 1J=156.8 1J=154.2 1J=156.7 1J=159.7 1J=157.9
31=%)=44 5Jp=1.2 33,,=2.5 330,="0p,=2.3 330, ="0rs=1.9
cl' 127.7 127.8 131.7 131.3 126.6 129.9 113.4 113.6 119.5 119.6 113.1 114.4
43:4=3.9 %):5=6.8 2Jr,=11.5 23.,=6.8 23:,=14.0
YJep=2.4 335=6.7
c2 109.6 105.8 112.4 114.8 115.4 112.3 161.9 1645/  151.2° 151.9 (sa) 157.1 158.1
1J=156.6 13=158.3 13=160.9 13,=251.4 160.4 L3p,=249.1 13p=248.3 155.4
31=%)=6.5 33r4=1.9 2J:=18.7 3J=11 33:4=6.5 *Jes=1.5
31=33=6.0 3J=23=5.0
c3' 146.9 147.0 148.0 1485 151.1 152.2 103.0 104.6 134.2 134.3 105.1 106.9
2Je=11.4 1Jps=242.2 1495 1J=162.7 230,=%3¢4=16.1 1=164.4
2J;,=23.8 31=7.0 23:,=26.6
3)=5.2 3)es=3.3
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c4'

Co5'

ce'

cr-

c2"/Ce"

C3"/C5"

c4"

147.8

114.9
1J=163.2

122.9
13=160.9
3)=3%)=6.2

136.3
3=3=73

127.3
13=160.4
3=%1=6.6
128.6
1=161.4
8=75
132.4
13=161.0
3=3%1=76

149.8

115.8

126.5

136.2

126.5

126.5

1321

1535
13.,=251.4
31=3)=8.6
2J=3.2
116.5
13=163.4
2Je=18.7

121.3
1J=162.8
33e0=7.4
31=3)=6.3
136.2
13=160.8
33=33=7.2
127.3

$1=3)=6.7
128.6
1=161.5
8=7.6
132.6
1=161.5
81=2)=7.6

153.1

116.4

119.5

137.2

127.5

128.4

130.0

147.12
2)e0=12.4

118.0
1J=159.8
3J|:3':2.6

125.7
13=163.8
“Je=2.1

135.4
31=23=7.0

127.1
1J=161.2
31=2)=6.5
128.8
13=162.3
8)=75
132.8
1=161.8
3=2)=7.3

146.2

118.6

127.9

136.2

127.9

128.8

133.9

161.3
3JF2':12.6
2J=12.0

112.7
13=162.6
4JF2':2.5
%)=5.1
130.3
1=161.1
33,=5.1
2)=3)=5.2
135.4
$1=3)=7.3

127.2
13=162.2
$1=3J=6.7
128.9
1=161.8
8=7.6
132.9
13=162.0
81=2)=7.8

161.6/
159.9

113.6

128.4

135.8

128.4

128.4

134.0

152.3°
13:,=246.6
3J|:2':6.2

112.2
1J=166.8
2J|:4'=19.2
43ep=3.7
117.9
1=167.7
%).,=8.8
33:,=3.3
135.4
31=%3=7.3

127.4
1J=161.9
31=2)=6.5
128.9
13=162.4
8)=75
133.8
13=162.5
31=2)=7.3

151.9 (s.a)

112.3

112.3

136.2

128.6

128.6

134.3

148.3
2)e=14.6
3J|:2'=12.6

148.0
13:=238.7
4J|:2':2.2

116.0
1J=163.3
23:=21.0
%3:,=5.0
135.4
31=3)=73

127.2
1J=161.5
31=2)=6.5
128.9
13=162.3
3=74
133.0
13=161.9
31=2)=7.3

147.3

149.7
147.3

111.4

134.4

126.2

127.6

129.3

132.9

# Muestra correlacion HMBC con H2"/H6" y H2.

® Muestra correlacion HMBC con H4 y H2, y en algunos casos también con H5.
¢ Para la asignacion de C2' en el compuesto 53 se emple6 la correlacion HMBC con H5 que esta ausente en C4' asi como la relacion entre las constantes de acoplamiento

Neorr > eara
Otras sefiales: OCHg: 27: 56.0, *J = 145.1(CDCls), 56.2 (CPMAS); 30: 56.2, 1J = 144.9 (CDCl,); 54.5 (CPMAS).
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos (6 en ppm) de **C RMN en disolucién y en estado sélido (CPMAS), y constantes de acoplamiento (J en Hz)

de los compuestos 26, 55-59. Cuando no se especifica son Jcp.

26 57
CDCl, CPMAS CDCl, CPMAS CDCl, CPMAS  CDCl, CPMAS  CDClg+ CPMAS CDClg+ CPMAS
DMSO-ds DMSO-ds
CF; 116.9 115.6 116.7 117.3 (sa)  116.7 116.5 (sa) 116.3 115.8 (sa) 116.4 120.0 115.9 117.8
13p=285.2 13.=286.0 13:=286.5 13:=285.2 13.=285.5 13.=286.5
Cl 1795 178.2 180.4 180.1 180.2 179.3 179.7 181.2 180.2 183.0 178.8 160.5
23:=35.9 23.=35.8 23:=36.1 23:=36.2 23.=35.8 23:=34.3
2J=2.7 2)=2.6
c2 951 94.8 95.6 95.2 95.5 95.1 95.1 95.3 95.6 96.6 94.7 96.3
1)=165.8 33e=1.7 1)=168.9 13=169.0 1)=168.8
3J=1.6
C3 1819 181.6 180.8 181.4 181.0 180.1 181.0 182.2 180.5 183.0 180.4 181.9
2)=2J=3)=5.1 2J=23=6.3
$1=3.9
C4 1185 115.6 120.8 118.0 120.0 117.7 120.6 116.3 122.4 125.0 119.8 118.6
1J=158.6 83.,=2.5 1J=159.7 1J=1635 1J=162.6
31=2)=2.6 43e,=7.3 Ye=7.7
C5 1441 142.5 142.6 143.2/146.3 142.3 142.7 136.0 136.2 135.9 143.6 134.8 135.3
1)=155.6 Jea= 1.9 1)=156.8 1J=160.3 1J=159.0
33=30=4.2 “Jea=2.7
Cl' 1268 126.4 130.9 130.9/132.1 127.7 124.9 115.0 112.3 118.9 1185 112.2 112.8
4Jep= 4.3 333=6.4 2Jep=11.2 23:,=9.2
43:4=2.6
Cc2' 1098 106.4 112.7 114.1 114.9 110.4 162.36 161.2 (sa) 151.8 153.1 157.4 157.9
1)=162.3 $Jr=3.1 1)=161.4 13¢»=256.2 1Jp»=251.5 151.0 13r»=251.0
31=)=6.6 Jr=18.7 Jr4=6.3
3)=6.5
3)=8.6
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c3'

Rs

c4'

C5'

Cé6'

147.0

56.0
13=145.2
149.0

115.1
13=163.3

124.0
1J=162.3

149.1

54.8

150.6

115.6

126.4

148.3
23.,=11.4
56.3

154.3
13:,= 2535

116.8
23.,=19.2

122.2
3J|:4': 6.9

146.9

55.7/54.6

151.7/154.0

116.0/118.0

118.0

151.1
13522393

146.2
2)e0=14.6

126.3
4J|:3':3.0
1=156.8

150.5(sa)

148.3

115.0

130.8

103.5
13=163.0
2)e=25.2
31=4.8

158.9
33:,=13.4

111.9
1=162.6
YJep=2.4

130.5
1=162.8
3\]|:2':4.8
31=4.8

101.3

163.3

111.3

126.9

134.7
23:0=%3:4=16.0

154.1
13r4=249.6
%3:,=6.3
111.8
1J=165.9
23:,=19.5
43e,=3.1
118.1
1J=163.3
3J|:4':8.6

132.6

155.0
153.1

111.9

120.9

104.7
23.,=27.1
3J|:5':2.6

148.8
23es=305,=12.5

147.5
1Jrs=240.0
*Je=2.5

114.0
23:5=20.7
3J|:2':4.9

103.5

1511

147.3

110.8
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos (6 en ppm) de *°F RMN en disolucién y en estado sélido (MAS), y constantes de acoplamiento (J en Hz) de

los compuestos 30, 31, 52-54.

30 31 52 53 54
CDCl, DMSO-dg MAS  CDCl, DMSO-ds MAS  DMSO-dg MAS? DMSO-ds MAS  DMSO-d; MAS
F2' - - -113.5 -103.2 (74%)  -134.1 -129.4 -1186 -115.4
$Jue=12.8  -107.3 (26%) “Jee=14.5 %J:=15.0
4346=9.2° 436=7.8 83,5=12.8
5Js=1.8 446=7.9
F3' - -140.6 -135.7 -126.3 -
0me=11.3"  %3,,=12.0°
4JH5'=8.8 4JH5'=8.7
F4' -132.0 -131.8 -126.1 - -128.2 -129.4 -
3J H5':4JH2': 9.3 b 3\]H5' =4JH2' = 4\]H6' = 83b 4\]FF:14-5
*Jye=5.2° $Jus=10.5
4346=5.8
F5' - -140.1 -138.2
*J=15.0
6=11.9
e=T7.4

# El atomo de F se encuentra desordenado en dos posiciones, 2' (~70%) y 6' (~30%) (ver determinacidn estructural por cristalografia de rayos X, Figura 30).
® Determinada solo en el espectro de *°F RMN.
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de *°F RMN en disolucién y en estado sélido (MAS), y constantes de acoplamiento (J en Hz) de

los compuestos 26, 55-59.

26 55 56 57 58 59
CDCl; DMSO-dg HMPA-d;; MAS CDCl, MAS CDCl, MAS  CDCl, MAS  CDClg+ DMSO-ds MAS  CDCly+ DMSO-ds  MAS
CFy -775 -758(+) -768(-) -741 -776 741 -77.6 721 776 734 776 -73.8  -77.6 -74.2
766 () -77.7(+)
F2' - -111.0 -113.9 -1335 -126.7 -117.7 -119.1
%),5=11.8 33:r=16.4 SJrr=14.3
43,6=8.5 pe=7.4 333=11.6
SJH5':1.8 4JH6':6.8
F3' - -140.1 -1340 ---
$Jp=11.2
4JH5':8.8
F4' - -129.8 -129.3 - -127.5 -130.2  ---
*Jus=9.1* -130.6 3Jr=16.4
43,,=8.0° $345=9.9
4J6=5.7 4346=5.7
F5' - -141.2 -138.4
SJ=14.3
3Jue=11.3
4JH3'=7.2
Jus=1.1

?Determinada solo en el espectro de °F RMN.
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3.3.2.2 Calculos teoricos

Los resultados de los célculos energéticos de los tautomeros a y b de los ceto-
enoles 24-31, 52-59 se presentan en la Tabla 13. En el compuesto 52, en estado sélido,
se ha observado la existencia de dos rotameros (52a y 52a") por rotacion alrededor del
enlace C5-C1', quedando el fluor proximo a H4 en 52a y en posicion 6' en 52a’.
También se han calculado las energias de los rotdmeros correspondientes a los otros
tautémeros, 52b/52b" y 52¢/52c¢". Para los compuestos 53 y 58, se considerd también la
posibilidad de que el H del OH apunte hacia F2' o hacia F4' (Figura 28).

OH O F OH O
6!
X X Rl \ X Rl
o > = 52a (.) 52a'
H B

53a, Ry = CgHsg
58a, R; = CF3

Figura 28. Rotameros que implican al atomo de F en el compuesto 52ay el grupo 3'-

OH en los compuestos 53a y 58a.

Al realizar los calculos para los tautomeros diceto c, se observo que éstos son
mucho menos estables (por ejemplo, 52¢, +27.8 kJ-mol™; 26¢c, +38.2 kJ-mol™), por lo
gue no se extendieron dichos calculos a los restantes compuestos. Entre a y a' existe
una diferencia de 1.7 kJ-mol™ a 298.15 K lo cual corresponde a un 66.5% de 52a y un
33.5% de 52a".

Con el fin de cuantificar los efectos de los sustituyentes segin su posicion se
realizé un anlisis de los valores de Ee (kJ-mol™) (Tabla 37 del Anexo) utilizando una
matriz de Free-Wilson (o presencia-ausencia) [57,58,59]. Gracias al analisis estadistico
en lo que respecta a los valores de la energia de b-a se observa que se producen efectos

16, R? = 0.992), es decir, todos
CF3, + 5.7 (ambos con respecto a Ry

significativos siendo todos ellos positivos (n

desestabilizan el tautomero b: R; =Ph, + 1.2, R;
= Me, 0.0 por definicion), 2'-F + 1.8, 3-OMe + 1.8, 3-F +1.8,4-F+ 1.0y 4-OH + 1.0

kJ-mol™ (ambos con respecto a Ry = OMe, 0.0 por definicion).
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Tabla 13. Energias absolutas (Hartrees) y relativas (kJ-mol™) incluyendo ZPE, y

momentos dipolares en D de las S-dicetonas hemicurcuminoides (24-31 y 52-59).

Comp. C Energia SCF ZPE Energia Total  Dipolo  E. (kJ-mol™)
24a (o -804.92773  0.24559 -804.68214  3.16 0.0
24b (of) -804.92710  0.24583 -804.68127  2.04 1.7
25a C. -844.24719  0.27332 -843.97388  2.51 0.0
25b C, -844.24571  0.27302 -843.97269  2.01 3.9
26a C. -1102.73993  0.22313 -1102.51680  7.48 0.0
26b Cs -1102.73658  0.22279 -1102.51379  6.70 8.8
26¢ C, -1102.72539  0.22205 -1102.50334  4.50 38.2
27a (of) -996.71071  0.29919 -996.41152  2.56 0.0
27b C. -996.70926  0.29901 -996.41025  1.67 3.8
28a C, -1036.00972  0.32665 -1035.68307  2.64 0.0
28b C. -1036.00820  0.32643 -1035.68177  2.07 4.0
29a C. -1075.32487  0.35421 -1074.97077  2.72 0.0
29b C, -1075.32412  0.35420 -1074.96992  2.44 2.0
30a C. -1020.72331  0.28652 -1020.43678  1.27 0.0
30b C. -1020.72180  0.28632 -1020.43548  1.81 3.9
3la C, -981.41884  0.25851 -981.16033  3.18 0.0
31b C. -981.41737  0.25829 -981.15908  3.21 3.9
52a C. -981.41938  0.25855 -981.16084  4.42 0.0
52a’ C, -981.41785  0.25827 -981.16047  6.31 1.7
52b C. -981.41785  0.25830 -981.15955  4.08 4.0
52b’ C. -981.41706  0.25800 -981.15907  6.27 6.1
52¢ C, -981.40878  0.25792 -981.15086  2.53 27.8
52c’ C. -981.40937  0.25780 -981.15157  3.25 26.3

53a OH/F4' C. -1080.67926  0.25058 -1080.42868  2.27 0.0%
53b OH/F4' C, -1080.67772  0.25034 -1080.42738  1.81 4.1
53a OH/F2' C. -1080.67928  0.25062 -1080.42866  2.18 0.0%
53b OH/F2' C. -1080.67778  0.25038 -1080.42739  2.75 3.9
54a C, -1080.68475  0.25049 -1080.43426  2.58 0.0
54b C. -1080.68326  0.25027 -1080.43299  2.29 3.9
55a C. -1126.74883  0.21003 -1126.53879  6.52 0.0
55b C, -1126.74557  0.20967 -1126.53590  5.57 8.5
56a C. -1087.44711  0.18246 -1087.26465  6.28 0.0
56b C. -1087.44389  0.18210 -1087.26178  5.32 8.5
57a C, -1087.44755  0.18252 -1087.26503  8.02 0.0
57b C. -1087.44428  0.18211 -1087.26217  7.09 8.6
58a OH/F4 C. -1186.70645  0.17452 -1186.53194  6.84 0.0
58b OH/F4 C, -1186.70326  0.17416 -1186.52910  5.86 8.4
58a OH/F2 C. -1186.70642  0.17455 -1186.53187  4.32 0.0°
58b OH/F2 C. -1186.70332  0.17415 -1186.52917  3.39 8.2
59a C, -1186.71224  0.17441 -1186.53783  6.76 0.0
59b C. -1186.70913  0.17394 -1186.53519  5.78 8.2

TOH/F2' es 0.04 kJ-mol™ menos estable que OH/F4'.

©0.08 kJ-mol™.
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A partir de los desplazamientos quimicos experimentales en disolucion (Tablas 7-
12) y de los calculados con GIAO (Tabla 38 del Anexo) se han determinado las
poblaciones de los tautdmeros a y b que se indican en la Tabla 14: dex, = da-poblacion a
+ ob-poblacion b. Aunque no se aplicd ninguna restriccion, vale la pena sefialar que la
poblacion a + poblacion b ~ 1. A su vez, estas poblaciones han permitido obtener
primero la constante de equilibrio K, definida como b/a, y por lo tanto 4G (298.15 K)
(kJ-mol™). Como se observa en la Tabla 14, predomina siempre el tautémero a aunque
su porcentaje varia del 86% al 53%. Apenas existe correlacion entre AG y Er: AG =
(2.1+0.6) + (0.2 £ 0.1) Ere;, n = 16, R? = 0.31. Debe sefialarse que la E corresponde a
moléculas aisladas en fase gas mientras que AG corresponde a valores determinados en
disolucién en diferentes disolventes. No se mejoraron los resultados afiadiendo variables

para representar los distintos disolventes.

Tabla 14. Poblaciones de los tautomeros a y b, constantes de equilibrio K y 4G,
obtenidas a partir de los desplazamientos quimicos experimentales y calculados de las

[S-dicetonas hemicurcuminoides (24-31y 52-59).

Comp. R Disolv. Tautom.a Tautom.b K(b/a) AG (298.15K) Ere (b-a)
(kJ-mol™) (kJ-mol™)

24 CH; CDCl; 0.83 0.18 0217 3.8 1.7

25 CH; CDCl; 0.84 0.17 0.202 4.0 3.9

26° CF; CDCl,4 0.82 0.18 0220 3.8 8.8

27 Cs¢Hs CDCl; 0.74 0.26 0351 26 3.8

28 C¢Hs CDCl; 0.75 0.24 0320 28 4.0

29 Ce¢Hs CDCl; 0.53 0.47 0.887 0.3 2.0

30 Ce¢Hs CDCl; 0.78 0.22 0282 3.1 3.9

31 C¢Hs DMSO-d; 0.68 0.32 0471 19 3.9

52 C¢Hs DMSO-d; 0.84 0.16 0190 4.1 4.0

53 C¢Hs DMSO-d; 0.82 0.18 0.220 3.8° 4.0°

54 C¢Hs DMSO-d; 0.83 0.17 0205 3.9 3.9

55 CF; CDCl; 0.85 0.15 0176 4.3 8.5

56 CF; CDCl; 0.82 0.17 0.207 3.9 8.5

57 CF; CDCl; 0.86 0.13 0.151 47 8.6

58 CF; DMSO-d; 0.81 0.19 0.235 3.6° 8.3

59 CF; DMSO-d; 0.85 0.14 0.165 45 8.2

®Valores del rotamero OH/F2'; ® Valores medios de los dos rotameros OH; ¢ En DMSO-dg por integracion
directa en °F RMN 85% a-15% b [26].

El anélisis de regresion entre los desplazamientos quimicos experimentales y los
calculados muestra que el acuerdo es mayor para el tautdbmero a que para el tautdbmero b
(Tabla 38 del Anexo). En cuanto a los rotdmeros de los compuestos 53a y 58a, las
mejores correlaciones se obtienen para el OH/F2'. Otro aspecto experimental que esta de

acuerdo con los céalculos teoricos es que para un grupo CF; sin rotacion, las sefiales de
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los tres atomos de fldor son muy diferentes, por ejemplo, CF3 26a: -84.9, -77.3, -72.2
ppm — media -78.1, Ao = 12.7 ppm; CF3; 55a: -85.2, -76.6, -72.7 — media -78.2, Ad =
12.5 ppm. Dado que sélo se observa una sefial situada cerca del desplazamiento quimico
promedio, esto significa que el grupo CF3 esta girando libremente o, al menos,

oscilando alrededor de su geometria de equilibrio.

3.3.2.3 Determinacion de la estructura cristalina mediante difraccion de rayos X

Las estructuras cristalinas de los compuestos 52 (CH,CI,/EtOH), 54
(CH.CI,/EtOH) y 55 (AcOEt/hexano) han sido resueltas gracias a la obtencion de
monocristales adecuados para su analisis por difraccion de rayos X [38]. Las de los
compuestos 24 (CH,CI,/EtOH/hexano), 26 (CHCI3), 27 (CH,CI,/EtOH/hexano), 30
(CHCI3/MeOH) y 31 (CH,CI,/EtOH) fueron publicadas con anterioridad en un trabajo
realizado por este grupo de investigacion [26]. A continuacion se comentan algunos de

los aspectos mas significativos de las estructuras de esta familia de compuestos.

Los compuestos 24, 26, 30 cristalizan en el grupo espacial monoclinico P2,/c, 55
cristaliza en el grupo espacial monoclinico P2;/n, mientras que 27, 31, 52 'y 54 lo hacen
en el ortorrombico Pna2;. Las Figuras 29-32 muestran los diagramas ORTEP de los
compuestos 24, 26, 27, 30, 31, 52, 54 y 55 con la numeracion cristalogréfica utilizada
para los diferentes a&tomos en la unidad asimétrica. En dichas figuras se observa que
todos los compuestos salvo 55 presentan una sola molécula por unidad asimétrica que
es, como cabe esperar, casi plana. El angulo diedro maximo entre el anillo de fenilo y el
resto de la molécula es de 5.0(1)° en 30 (Figura 32), de 4.7(4)° para 52 (Figura 30) y de
6.6(4)° para 54 (Figura 31). La planaridad observada concuerda con la deslocalizacion
electronica apoyada por las distancias de enlace experimentales. En contraste, el
compuesto 55 (Figura 32) contiene dos moléculas cristalograficamente diferentes e
independientes por unidad asimétrica, denominadas A y B, debido a las diversas
interacciones que cada tipo de molécula presenta. Ambas moléculas estan ligeramente
mas desviadas de la planaridad que el resto, siendo sus angulos diedro maximos de
9.1(3)°y 11.6(3)° en Ay B, respectivamente.

De acuerdo con los resultados de experimentales de RMN y los célculos teoricos,
en todas las moléculas la forma tautomérica ceto-enol a predomina sobre la b. A partir
de los datos cristalograficos, se deduce que en estado sélido también predomina el
tautébmero a (O3-H3) ya que las distancias C11-0O4, que se encuentran en el rango
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1.240-1.282(5) A, indican un orden de enlace mas alto, mientras que las distancias C9-
03, 1.315-1.333(5) A, son més largas (las distancias y angulos de enlace de hidrdgeno
se recogen en la Tabla 15). Ademas, se observa un enlace de hidrdégeno intramolecular
entre los atomos O3H3:--0O4 en todos los derivados. El grado de simetrizacion en este
fragmento varia segin la molécula, observandose la interaccion intramolecular mas
fuerte para 27 y las méas débiles para los compuestos 52, 54 y 55 (Tabla 15). EI OH
fenolico forma en cada caso un enlace de hidrdgeno intramolecular con el sustituyente
en orto (metoxilo o fluor). Junto con los enlaces de hidrdgeno intramoleculares ya
descritos, todos los derivados, salvo 30 y 55 que no poseen un grupo OH en el anillo
bencénico, presentan enlaces de hidrdgeno intermoleculares entre el OH fendlico y el
oxigeno del carbonilo de una molécula adyacente (O2H2---O4#1; Tabla 15). En los
compuestos 31 y 54 se observa ademas una interaccion adicional de F1 o F5 con el
hidrogeno tipo enol de una molécula vecina. Esta doble interaccion puede estar
relacionada con la distancia mas larga de H3A---O4 en comparacion con la de los
compuestos 26, 27 y 30 donde sélo existe la interaccion con el OH fendlico.

Tabla 15. Enlaces de hidrégeno para los compuestos 24, 26, 27, 30, 31, 52, 54 y 55

distancias en Ay angulos en °.

Comp. D-H---A Operaciones de simetria® d(D-H) d(H---A) d(D---A) <(DHA)
24 0O3-H3---04 1.29 1.55 2.535(3) 126.0(1)
02-H2---04 x-1, ~y+3/2, z-1/2 0.97 1.92 2.805(4) 151.0(1)
02-H2---01 0.97 2.18 2.646(1) 108.3(1)
26 0O3-H3---04 1.09 1.49 2.513(2) 152.6(1)
02-H2---04 —x+1, y+1/2, z+3/2 1.00 1.84 2.788(2) 157.4(1)
02-H2---01 1.00 2.25 2.687(1) 104.6(1)
27 03-H3---04 1.25 1.34 2.493(3) 148.2(1)
02-H2---04 —X+1/2, y+1/2, z+3/2 0.95 1.98 2.888(4) 161.5(2)
02-H2---01 0.95 2.25 2.670(3) 106.0(1)
30 0O3-H3:--04 1.09 1.46 2.510(2) 159.9(1)
31 0O3-H3:--04 1.11 1.60 2.530(2) 136.9(1)
02-H2---04 —x+1/2, y-1/2, z+3/2 1.18 1.61 2.739(3) 159.5(1)
0O3-H3---F1 -X+1/2, y+1/2, 2-3/2 111 241 3.215(2) 128.2(1)
02-H2---F1 1.18 2.28 2.760(2) 101.3(1)
52 O3-H3A:--04 0.99 1.71 2.530(4) 137.0
02-H2:--04 —X+1/2, y+1/2, 2+3/2 1.20 1.54 2.716(4) 166.9
54 03-H3---04 1.00 1.73 2.517(4) 1329
02-H2:--04 —x+3/2, y-1/2, z+3/2 1.00 1.72 2.711(4) 169.0
55 O3A-H3A.---0O4A 1.02 1.73 2.582(3) 138.4
0O3B-H3B---04B 1.06 1.70 2.560(3) 1345

a Operaciones de simetria utilizadas para generar 4tomos equivalentes.
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Figura 29. Diagramas ORTEP de 24 (izquierda, 30% de probabilidad de los
elipsoides) y 26 (derecha, 20% de probabilidad de los elipsoides) [26].
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Figura 30. Diagramas ORTEP de 31 (izquierda, 30% de probabilidad de los
elipsoides) [26] y de 52 (derecha, 20% de probabilidad de los elipsoides) [38]. En el

compuesto 52, el atomo de F esté desordenado, 70% sobre C6 y 30% sobre C2.
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Figura 31. Diagramas ORTEP de 54 (izquierda) [38] y de 27 (derecha) [26] (30 % de
probabilidad de los elipsoides).
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Figura 32. Diagramas ORTEP de 30 (izquierda, 30% de probabilidad de los
elipsoides) [26] y de 55 (derecha, 30% de probabilidad de los elipsoides) [38].
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3.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Entre las propiedades terapéuticas de la curcumina destacan sus asombrosas
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (AOX) por lo que no es de extrafar que
sean numerosos los estudios que la emplean en el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.

La neurodegeneracion se produce como consecuencia de un mal funcionamiento
en el metabolismo y el balance energético en las neuronas, astrocitos, microglia o en las
células del endotelio microvascular de la barrera hematoencefalica. Pese a que existen
numerosas enfermedades neurodegenerativas de diferentes etiologias como son la
enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA) o la esclerosis
maultiple, se ha conseguido encontrar un vinculo entre ellas: un desequilibrio en la
concentracion de hierro, un aumento de calcio, de la peroxidacién lipidica, y de las
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species). Por lo general
las mitocondrias son la fuente mas importante de produccion de ROS celulares. La
cadena transportadora de electrones (ETC, del inglés electron transport chain) genera
radicales libres continuamente gracias a sus centros y transportadores redox, que pueden
transferir electrones al oxigeno molecular y convertirlo en el anién superdxido; el
progenitor mas habitual de ROS [60]. Pese a que la mitocondria posee un sistema
antioxidante muy eficaz en su matriz, un aumento en la produccion de ROS y/o un
desequilibrio en la concentracién de antioxidantes dara lugar al aumento del estrés
oxidativo y a la neurodegeneracion. Los antioxidantes bioldgicos incluyen antioxidantes
enzimaticos como la superdéxido dismutasa y no enzimaticos como el glutation (GSH),
la vitamina E, o compuestos de naturaleza fenodlica entre los que se encuentran la

curcumina, el resveratrol y derivados sintéticos como el Trolox (Figura 33) [61].

OH O OH HO
MeO O Xy = O OMe HO O ™ OH
O
HO OH ©

OH
Curcumina 1 Resveratrol 60 Trolox 61

Figura 33. Antioxidantes de naturaleza fenolica.

El poder antioxidante de la curcumina se debe a su capacidad para captar radicales
libres e inhibir la peroxidacion lipidica de la membrana celular [62]. EI mecanismo de

oxidacion de la curcumina puede seguir dos rutas como se aprecia en la Figura 34. En
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una de ellas se forma un radical fenoxilo (FR1) y en la otra el grupo CH, de la
heptanodiendiona pierde un H” para generar el radical (CR1). Mediante estudios teéricos
de la teoria del funcional de la densidad (DFT), se calcularon las energias de disociacién
del OH fendlico y el grupo CH, metilénico determinandose que el OH fenodlico posee
menor energia de disociacion lo que sugiere que es el grupo de mayor vulnerabilidad

frente a los radicales libres [63].
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Figura 34. Mecanismos de oxidacion de la curcumina.

Entre los estudios que emplean curcumina en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, los mas numerosos son los destinados a tratar la enfermedad de
Alzheimer que es en la actualidad la enfermedad neurodegenerativa mas comun.
Neuropatoldgicamente se define por la acumulacion extracelular de proteina p-amiloide
que se deposita en forma de ovillos neurofibrilares en las placas seniles [64,65], o por la
formacion de microtibulos de proteina t fosforilada. La curcumina ha demostrado que
puede inhibir tanto la formacion de las placas de proteina B-amiloide como la
hiperfosforilacion de t [66], con lo que la memoria es preservada y los sintomas de la
enfermedad son minimizados. Sin embargo, como comentamos anteriormente, su baja
biodisponibilidad sigue siendo su principal limitacion desde el punto de vista de las
propiedades drug-like por lo que es necesario el disefio y desarrollo de nuevos
quimiotipos similares ella, pero con funcionalidad estructural diferente [67], que sean
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mas atractivos. En este sentido, se han descrito varios analogos y derivados
curcuminoides que mejoran la inhibicion de la auto-agregacion in vitro del péptido B-
amiloide, siendo éstos potentes neutralizantes de radicales libres [68].

En el presente apartado, se presentan los resultados de la evaluacion del potencial
AOX vy neuroprotector de seis de las B-dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas (27,
30, 31, 52-54) (Figura 35). En primer lugar, se realizaron tres ensayos diferentes para
determinar su capacidad AOX, y posteriormente se progresaron a estudios celulares in
vitro, frente a células de la linea neuronal SH-SY5Y, a partir de cuyos resultados se

evalud su actividad citotoxica asi como su potencial neuroprotector.
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Figura 35. Estructura de las S-dicetonas hemicurcuminoides cuyo potencial

antioxidante, citotoxico y neuroprotector ha sido determinado.

3.4.1 Determinacion del caracter antioxidante de las g-dicetonas hemicurcuminodes

sintetizadas

Los métodos de determinacion del efecto antioxidante de un determinado
compuesto se basan en la generacion de radicales libres por distintos sistemas y en la
inhibicidn de éstos por el compuesto antioxidante en cuestion. A la hora de determinar
de forma completa el perfil antioxidante de una muestra, es recomendable emplear
varios métodos con el fin de comparar resultados e interpretarlos de forma adecuada.
Por ello, en la determinacion del caracter antioxidante de las P-dicetonas
hemicurcuminoides 27, 30, 31, 52-54, se emplearon tres de ellos: el método FRAP (del
inglés ferric ion reducing antioxidant power), el método ABTS (acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)) y el DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Los
compuestos control utilizados fueron: curcumina (1), resveratrol (60) y Trolox (61)
(Figura 33). Todos los experimentos se realizaron cuatro veces (n = 4) por triplicado, y

todos los datos se representan como la media + la desviacion estandar (SD).
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Método FRAP

Consiste en un método de determinacion de la capacidad antioxidante de forma
indirecta basado en el poder que tiene una sustancia para reducir el Fe** del complejo
incoloro con 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), a Fe** en el complejo coloreado
(Figura 36). ElI complejo podra ser reducido por productos con potenciales redox
menores de 0.77 V. Se trata de un método espectrofotométrico en el que se mide la
absorbancia del complejo de Fe** [69], cuanto mas antioxidante es la sustancia objeto
de estudio, mayor seré la concentracion del complejo de Fe** y su absorbancia.

= | _ |
N
(E .' —N _N Antioxidante (+ e©) (/;
Fe (|||) Fe (”)
II 5 ( e) II ,\6
| P | >
[Fe(Il)(TPTZ),]** [Fe(I)(TPTZ),J?*
A =593 nm

Figura 36. Reaccion de reduccion de TPTZ.

En primer lugar se realizé el ensayo FRAP de los tres compuestos antioxidantes
control: curcumina (1), resveratrol (60) y Trolox (61) (Figura 37). El caracter AOX se
determiné como la capacidad reductora de Fe™ a Fe*?, expresando dichos resultados
como las absorbancias medidas a 593 nm tras la adicion de cada uno de los tres
compuestos a distintas concentraciones. En concordancia con los resultados descritos
por Gulgin et al. [70], se observa que el resveratrol (60) y la curcumina (1) presentan un
caracter reductor del Fe™ similar y mayor que el mostrado por Trolox (61).
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Figura 37. Representacion de la absorbancia a 593 nm frente a la concentracion (UM)
en el ensayo FRAP de los compuestos control.
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En el caso de los compuestos 27, 30, 31 y 52-54, en la Figura 38 se observa que el
compuesto con mayor capacidad AOX es 27, siguiendo los seis compuestos el siguiente
orden 27 > 31 ~ 54 > 52 > 53 = 30.
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Absorbancia a 593 nm

0.2

Concentracion uM

Figura 38. Representacion de la absorbancia a 593 nm frente a la concentracion (UM)

en el ensayo FRAP de los compuestos 27, 30, 31 y 52-54.

Posteriormente, se obtuvieron los valores de capacidad reductora del complejo
[Fe**-(TPTZ),] de Fe*® a Fe*? en porcentaje, para cada derivado a la concentracién de

100 uM, tal y como se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores de capacidad reductora del complejo [Fe **-(TPTZ),] de Fe™ a Fe*?

obtenidos por el método FRAP expresados en %.

Comp. AOX 100 uM
Resveratrol 100
Curcumina 87
Trolox 56
27 52
30 Sin actividad
31 42
52 30
53 Sin actividad
54 38

Se observa que el resveratrol tiene 100% de capacidad reductora a 100 pM,
seguido de curcumina, Trolox y el compuesto 27. La menor actividad de 27 en
comparacion con la de curcumina, es debida a la ausencia de los grupos metoxilo en 3' e

hidroxilo en 4', en uno de los anillos fenilo de 27. Por otro lado, 31 y 54 con una
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actividad reductora analoga entre si, e inferior a la de 27, reflejan que la introduccion de
fldor (fundamentalmente electrén-atrayente por efecto inductivo -I) en lugar del grupo
metoxilo (principalmente electron-donador por efecto mesémero +M), en posicion orto
al hidroxilo en 4' del anillo fenolico, podria reducir en ambos compuestos la densidad
electrénica necesaria para reducir Fe™ a Fe*. El compuesto 52 sin sustituyente en
posicion 3' (orto al OH) del anillo de fenol y con flGor en posicion 2', presenta también
menor actividad. La ausencia de OH en posicion 4' del anillo en el caso de 30, 0 su
permutacion a la posicion 3’ en 53, da lugar a derivados totalmente carentes de

capacidad reductora.

Estas observaciones parecen demostrar que el caracter AOX de compuestos con
similitud estructural a la curcumina, es dependiente de la existencia del grupo hidroxilo
en posicién 4'y de su activacion mediante la introduccion de grupos electron-donadores
en orto (CH30), estando estos resultados de acuerdo con trabajos previamente descritos

para otros derivados de curcumina [71].
Método ABTS

En este método, también espectrofotométrico, el radical monocationico del acido
2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS™), de color verde azulado, es
generado por oxidacion del ABTS con persulfato potésico. Posteriormente, al ser
reducido en presencia de compuestos antioxidantes, que tengan un potencial redox
menor que el del ABTS (0.68 V), se observa una pérdida de esta coloracion (Figura 39)
realizdndose la medida de absorbancia a una longitud de onda de 734 nm [72].
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Figura 39. Reaccion de 6xido-reduccion producida en el método ABTS.
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Los resultados de los experimentos de determinacion de la capacidad captadora de
radicales ABTS™ (en porcentaje de reduccion de dichos radicales) de los compuestos
control se muestran en la Figura 40, y los resultados obtenidos para los compuestos (27,
30, 31 y 52-54) en la Figura 41. Nuevamente, de acuerdo con Gulcin et al. [71], el
resveratrol presenta una capacidad captadora o secuestradora de radicales ABTS™
mayor, seguido de curcumina y Trolox.
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Figura 40. Capacidad de captacion de radicales ABTS™ expresada como el porcentaje

de reduccién de dichos radicales en presencia de los compuestos control.

Tal y como se observa en la Figura 41, el compuesto 27 muestra la mayor eficacia
como reductor de radicales ABTS™ seguido de 31, 54 y 52. Los compuestos que

mostraron menor poder reductor han sido aquellos que no poseen un OH en 4": 53 y 30.
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Figura 41. Capacidad de captacion de radicales ABTS™ expresada como el porcentaje

de reduccién de dichos radicales en presencia de 27, 30, 31y 52-54.
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Meétodo DPPH

Este ensayo espectrofotométrico utiliza el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH"), de color violeta, como reactivo (Figura 42) [73]. Dicho radical absorbe a la
longitud de onda de 517 nm, disminuyendo esta sefial a medida que se incrementa la

capacidad antioxidante del compuesto y por lo tanto desapareciendo la coloracién
violeta.

Figura 42. Estructura del 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH").

En las Figuras 43 y 44 se aprecia la capacidad AOX, medida a través de la
reduccion de radicales DPPH" por los controles (Figura 43) y por el compuesto 27
(Figura 44). De los controles, Trolox es el derivado que muestra la mayor capacidad de
transferencia de un atomo de hidrégeno al radical DPPH" disminuyendo asi la presencia
de dicho radical y apareciendo la nueva especie DPPH,, con el consiguiente cambio de
coloracion medido espectrofotométricamente. La curcumina, muestra una capacidad
AOX similar a la de Trolox a concentraciones mayores a 150 uM, pero es menos eficaz
en el rango de concentraciones mas bajas. El resveratrol es el menos eficaz a todas las
concentraciones ensayadas.
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Figura 43. Capacidad de captacién de radicales DPPH’ (expresados en % de

reduccion) de los compuestos control.
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En cuanto a los compuestos 27, 30, 31 y 52-54, solo 27 muestra un perfil AOX

similar al de curcumina (Figura 44), no destacando especialmente ninguno de los otros
derivados.
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Figura 44. Captacion de radicales DPPH’ (expresada en % de reduccion) del

compuesto 27.

En la Tabla 17 se muestra el analisis de los resultados del ensayo DPPH,

expresados como ICsy (concentracion necesaria para inhibir en un 50% la captacién de
radicales DPPH").

Tabla 17. Capacidad captadora de radicales DPPH" de los compuestos estudiados.

Comp. AOX 1C5o UM
Resveratrol 75
Curcumina 45
Trolox 15
27 32
30 Sin actividad
31 Sin actividad
52 Sin actividad
53 Sin actividad
54 Sin actividad

Unicamente Trolox, el compuesto 27, curcumina y resveratrol han demostrado
actividad, siendo Trolox el compuesto AOX con mayor capacidad de inhibicion (menor

ICs0) seguido del compuesto 27. En la Figura 45 se visualiza el perfil de inhibicion de
estos compuestos.
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Figura 45. Representacion de la capacidad captadora de radicales DPPH’ (expresada

en % de reduccion) de Trolox, curcumina, resveratrol y el compuesto 27.

Estos resultados demuestran de nuevo la importancia de que exista un grupo
hidroxilo fendlico en posicion 4' del anillo aromatico, que esté a su vez activado por un
sustituyente electron-donador (CHs, CH30) en posicion orto a dicho grupo, como
ocurre en Trolox, curcumina y el compuesto 27 (Figura 46), facilitandose la
transferencia de un atomo de hidrégeno al radical DPPH’ y haciendo asi mas estable el

radical fenoxi resultante.

OH O OH O CHa
MeO X OMe MeO HO OH
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Figura 46. Compuestos mas destacados en el ensayo DPPH’ en azul se sefialan los

grupos electrén-donadores en orto al grupo hidroxilo.

3.4.2 Estudio del caracter neuroprotector de las g-dicetonas hemicurcuminodes
sintetizadas
3.4.2.1 Determinacion de la citotoxicidad

Con el fin de determinar la dosis letal 50 (DLsg) de las pB-dicetonas

hemicurcuminoides objeto de estudio se realizaron ensayos de citotoxicidad in vitro
sobre la linea celular SH-SY5Y.
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La linea celular SH-SY5Y es una sublinea de células SK-N-SH clonadas por
triplicado y extraidas originalmente de una biopsia de neuroblastoma de médula dsea de
origen ganglionar adrenérgico simpatico, aislado durante la década de los 70 (Figura 47)
que contiene tres fenotipos diferentes: neuronal (tipo N), Schannian (tipo S) e
intermediario (tipo 1) [74]. Ha sido ampliamente utilizada desde principios de los afios
80 ya que posee propiedades bioguimicas y funcionales de neuronas y, dado que deriva
de células de la cresta neural neoplasica inmadura, también muestra propiedades de
células madre. Por todo ello, esta linea celular es empleada en estudios experimentales

de procesos relacionados con la neurotoxicidad y la neuroproteccién [75].

Figura 47. Imagen de las células SH-SY5Y obtenida con un microscopio éptico.
Método de Mosmann

En los estudios de citotoxicidad in vitro es comun el empleo de métodos de tincidn
celular. EI método mas empleado y el utilizado en nuestros ensayos, es el desarrollado
por Mosmann en 1983 [76]. Este método consiste en la reduccion metabolica por
componentes de la cadena respiratoria, fundamentalmente deshidrogenasas
mitocondriales, del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(soluble en agua y de color amarillo palido) a formazan (cristales violeta, insolubles en
agua), que es intrinsecamente toxico para las células (Figura 48) [77]. El (E,Z)-5-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan, presenta una sefial de absorbancia a 570 nm en
un disolvente organico como el dimetilsulfoxido. La cantidad de formazan producido
sera proporcional a la cantidad de células vivas y a su grado de actividad, por lo que la

técnica cuantitativa es muy sensible.
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Figura 48. Reaccion de reduccion del MTT a formazan.
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Los resultados de los estudios de citotoxicidad de las células de la linea neuronal
SH-SY5Y, en presencia de los compuestos control, se muestran en la Figura 49. En las
Figuras 50 y 51 se encuentran los resultados obtenidos para los compuestos 27, 30, 31y
52-54, que se expresan como porcentaje de supervivencia de las células cultivadas, a las

24 horas de ser tratadas con el compuesto objeto de estudio.

En la Figura 49 se aprecia como la curcumina ha mostrado mayor citotoxicidad a
concentraciones mayores de 25 uM que resveratrol y Trolox, siendo este tltimo el que

parece mostrar un menor comportamiento citotoxico.
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Figura 49. Citotoxicidad de los compuestos control a distintas concentraciones (UM),

en las células SH-SY5Y, expresada como porcentaje de viabilidad celular.

Observando las Figuras 50 y 51 podemos afirmar que todos los derivados
hemicurcuminoides ensayados presentan menor citotoxicidad que curcumina. A
concentraciones mayores de 25 uM, los compuestos con un perfil mas citotoxico son

52, 53 y 54, mientras que 27, 30 y 31 presentan menor citotoxicidad en todo el rango de
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Figura 50. Citotoxicidad de los compuestos 27, 30 y 31 a distintas concentraciones
(LM), en las células SH-SY5Y, expresada como porcentaje de viabilidad celular.
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Figura 51. Citotoxicidad de los compuestos 52, 53 y 54 a distintas concentraciones
(LM), en las células SH-SY5Y, expresada como porcentaje de viabilidad celular.

3.4.2.2 Ensayos de proteccion

Teniendo en cuenta el perfil de citotoxicidad y las propiedades AOX descritas en
apartados anteriores se decidio progresar a estudios de proteccion en condiciones de
estrés oxidativo con peroxido de hidrogeno (H,0,). Para ello se determiné la viabilidad
celular de SH-SYS5Y en presencia de H,O, (Figura 52).
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Figura 52. Viabilidad celular de SH-SY5Y en presencia de H,0..

A partir de los resultados mostrados en la Figura 52 se seleccionaron las
concentraciones proximas a la 1Csp (concentracion a la que se obtiene una supervivencia
celular del 50%) para los experimentos de proteccion celular en condiciones de estrés
oxidativo (H,O, 100 y 200 uM), empleando curcumina y resveratrol a distintas
concentraciones como AOX. En la Figura 53 se demuestra que la curcumina protege
ligeramente a concentraciones de 5 y 10 uM, tanto frente a H,O, 100 uM como frente a
una concentracion de 200 uM. Sin embargo, a la concentracion de 20 pM muestra cierta
citotoxicidad. En el caso del resveratrol, no se observa proteccion significativa en
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condiciones de H,O, 100 uM, y se detecta menor supervivencia a una concentracion de
H,0, de 200 },LM.
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Figura 53. Porcentaje de viabilidad celular frente a la concentracion de tratamiento
AOX con curcumina y resveratrol (uM), en presencia de H,O, 100 uM (izquierda) y
200 uM (derecha).

Los resultados de proteccién para los derivados 27 y 54 se muestran en la Figura
54. Frente a una concentracion de H,O, de 100 pM, ambos compuestos aumentan la
supervivencia celular (10-20%) a concentraciones 5y 10 uM, presentando citotoxicidad
a 20 uM. Cuando la concentracién de H,O, es 200 uM, solo 54 muestra proteccion a las
tres concentraciones con un aumento de la supervivencia celular (15-20%).
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Figura 54. Porcentaje de viabilidad celular frente a la concentracion de tratamiento
AOX 27 0 54 (uM), en presencia de H,O;, 100 uM (izquierda) y 200 uM (derecha).
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3.5 RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se han preparado dieciséis B-dicetonas hemicurcuminoides (24-31 y 52-59), de las
cuales ocho han sido sintetizadas por primera vez (52-59) a partir de los aldehidos
correspondientes (8 y 47-51). En términos generales, los rendimientos para la serie
fenilo fueron superiores a los obtenidos para las series metilo y trifluorometilo. El
empleo de aldehidos fluorados se ha traducido en un menor rendimiento frente a los
no fluorados, disminuyendo también el rendimiento en aquellos derivados que no

poseen un grupo hidroxilo en posicion 4.

El estudio estructural, tanto de las B-dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas
como de los aldehidos fluorados de partida, se ha llevado a cabo mediante RMN en
disolucién y en estado sélido, y difraccion de rayos X. Las estructuras de rayos X de
los compuestos 52, 54 y 55 han sido descritas por primera vez. En todos los casos
existe un gran acuerdo entre los datos experimentales y los obtenidos mediante
calculos tedricos DFT; en todos los compuestos la forma tautomeérica ceto-enol a,

con el grupo enol en el carbono proximo al grupo estirilo, predomina sobre la b.

Con el fin de determinar el potencial antioxidante y neuroprotector de seis de las 3-
dicetonas hemicurcuminoides sintetizadas (27, 30, 31, 52-54), se han llevado a cabo
tres ensayos diferentes (FRAP, ABTS y DPPH) para determinar su capacidad AOX.
Posteriormente se han llevado a cabo estudios celulares (linea neuronal SH-SY5Y)
in vitro, para evaluar la actividad citotdxica y el caracter neuroprotector de los dos
candidatos con mejores resultados en los anteriores ensayos: 27 y 54. Ambos
mostraron capacidad neuroprotectora, si bien 54 presenta un mejor comportamiento

a mayor concentracion de agente oxidante.
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3.6 PARTE EXPERIMENTAL

3.6.1 Materiales y métodos

El analisis estructural de los distintos compuestos sintetizados se realizd mediante

el empleo de las técnicas e instrumentos que se indican a continuacion.

Cromatografia. Para la cromatografia en capa fina se han utilizado cromatofolios
de Merck kiesegel 60F254 con indicador de fluorescencia sobre aluminio y con espesor
de capa de 0.2 mm. Para la cromatografia en columna se ha utilizado gel de silice Merck
60 (70-230 mesh) con el eluyente indicado en cada caso.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC). El analisis por DSC se llevo a cabo en
un calorimetro Seiko 220C, calibrado frente a la temperatura utilizando como patrones
indio y zinc (156.60 y 419.47 °C, respectivamente). Las muestras de entre 3 y 5 mg se
depositan en los contenedores de aluminio herméticamente sellados. La velocidad de

calentamiento utilizada fue de 5 °C min™.

Andlisis elemental. La determinacién del contenido porcentual en carbono,

hidrogeno y nitrégeno se llevo a cabo en un analizador Perkin Elmer 240 (CHN).

RMN en disolucién. Los espectros de *H (400.13 MHz), *C (100.62 MHz) y *F
(376.50 MHz) RMN se obtuvieron en un espectrometro Bruker DRX-400 (9.4 T)
provisto de una sonda de deteccion inversa de 5 mm equipada con una bobina de
gradiente z (*H, *C) y una sonda QNP de 5 mm, en el caso del °F, a 300K. Las
contantes de acoplamiento (J en Hz) presentan una precision de + 0.2 Hz para *H, + 0.8
Hz para F y + 0.6 Hz para **C. Para el control de temperatura se emple6 una unidad de
temperatura Bruker BVT 3000. Para los desplazamientos quimicos (6 en ppm), se
utiliz6 como referencia interna el disolvente empleado en cada caso, DMSO-ds 2.49
para 'H y 39.5 para *C; CDCl; 7.26 para 'H y 77.0 para *C; HMPA-d;5 2.51 (sefial
més apantallada) para *H y 35.8 para *C. Como referencia externa para *°F se emple6
CFCls. Los parametros de adquisicion empleados fueron: anchura espectral de 7000 Hz,
amplitud de pulso de 8.3 ps, tiempo de repeticién 1s para *H. Anchura espectral de 55
kHz, amplitud de pulso 13.75 ps a un nivel de atenuacion de -6 dB y tiempo de
relajacion de 1s para *°F. Anchura espectral 21 kHz, amplitud de pulso 10.6 ps, con
nivel de atenuacién de -6 dB y un tiempo de repeticién de 2 s para *C. Se utiliz6 la

secuencia WALTZ-16 para el desacoplamiento de protén. Las FID se multiplicaron por
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una ponderacién exponencial (Ib = 2 Hz) antes de la transformada de Fourier para *C;
para aumentar la resolucién en *H y *°F se realiz6 una multiplicacién gaussiana de la
FID antes de hacer la transformada de Fourier. Los experimentos de espectroscopia de
correlacion heteronuclear por deteccién inversa, (*H-*C) gs-HMQC y (*H-'*C) gs-
HMBC, se realizaron y procesaron empleando el software estdndar Bruker [78] en
modo no sensible a la fase. Los pardmetros de los pulsos de gradiente de campo fueron
de tipo sinusoidal; duracion 1 ms y tiempo de recuperacion 0.1 ms. Los parametros
seleccionados para los experimentos han sido: anchura espectral 3500 Hz para *H y 20.5
kHz para *3C; tamafio de datos de adquisicién 1024 puntos; acumulaciones 2 (*H-**C)
gs-HMQC o 4 (*H-'*C) gs-HMBC por incremento con un tiempo de repeticion de 1s;
namero de experimentos 256 o0 512; periodo de tiempo o delay para la evolucion de la
constante de acoplamiento *H-*C a un enlace, 3.45 ms (HMQC) y a larga distancia, 60
ms (HMBC). En los experimentos HMQC se ha utilizado la secuencia GARP para
desacoplamiento de *H.

RMN en estado sélido. Los espectros de **C (100.73 MHz) CPMAS RMN se han
llevado a cabo en un espectrometro Bruker WB-400 a 300 K, empleando una sonda
DVT de 4 mm. Las muestras fueron molidas y compactadas en rotores de oxido de
zirconio de 4 mm de didmetro con tapas de Kel-F. Las condiciones operativas implican
2.9 ps, pulsos de *H de 90° y desacoplamiento con una secuencia SPINAL 64. Los
desplazamientos quimicos (o en ppm) estan referidos a la glicina calibrada a 176.1 ppm
en los espectros de *3C. Los parametros de adquisicién empleados para *C CPMAS han
sido: anchura espectral 40 KHz, tiempo de repeticion 5-25 s, tiempo de adquisicion 30
ms, tiempo de contacto 2-5 ms, y velocidad de giro 12 KHz. Para poder distinguir los
atomos de carbono cuaternarios de los protonados se han realizado experimentos NQS
(Non-Quaternary Suppression), de manera que se han obtenido espectros en los que
unicamente se observan carbonos cuaternarios. En la secuencia NQS también se aplica
la polarizacién cruzada (CP), aunque antes de la adquisicion el desacoplador se
desconecta durante un periodo de tiempo muy corto, que en todos los casos fue de 25 s
[79]. Los espectros en estado sélido de '°F (376.94 MHz) RMN han sido obtenidos en
un espectrometro Bruker WB-400 usando una sonda de doble resonancia MAS DVT
BL2.5 X/F/H. Las muestras fueron cuidadosamente pulverizadas y compactadas en
rotores de 2.5 mm de diametro de éxido de zirconio cerrados con tapas de Kel-F. Los

experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, girando las muestras alrededor
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del &ngulo mégico (54.74 °) con una velocidad de giro de 25 y 30 kHz. Los espectros de
9F estan referenciados a una muestra de trifluoroacetato de amonio, por lo que los
desplazamientos quimicos (4, ppm) fueron recalculados para el CFCl; (6 (CF;COO
NH,") = -72.0 ppm). Los parametros de adquisicion tipicos para °F {*H} MAS fueron:
anchura espectral, 75 kHz; tiempo de repeticion, 10 s; anchura de pulso, 2.5 ps y tiempo
de contacto de 2ms, se ha utilizado la secuencia SPINAL-64 para el desacoplamiento de
proton.

Calculos tedricos. La geometria de las moléculas fue optimizada mediante el
método hibrido HF/DFT B3LYP en el nivel B3LYP/6-311++G (d,p) [42,43]. Los
calculos de las frecuencias se realizaron al mismo nivel computacional para verificar
que las estructuras obtenidas corresponden a los minimos energéticos. Estas geometrias
se emplearon para los calculos de los desplazamientos quimicos absolutos con el
método GIAO [44]. Todos los calculos se realizaron con el programa Gaussian-09 [45].
Los desplazamientos quimicos se calcularon a partir de los desplazamientos absolutos

mediante las siguientes ecuaciones:
0'H =31.0 - 0.97 - ¢ 'H, (referencia TMS, 0.00 ppm)
6"C =175.7 - 0.963 - ¢ °C, (referencia TMS, 0.00 ppm)
0"°F =162.1 - 0.959 - ¢ *°F, (referencia CFCls, 0.00 ppm)

La metodologia de los atomos en moléculas (AlIM, atoms in molecules) se utilizo
para analizar la densidad electronica de algunas moléculas empleando el programa
AIMAIL.

Difraccion de rayos X. La recoleccion de datos para los compuestos 52 y 55 se
llevé a cabo a temperatura ambiente en un difractometro Bruker SMART CCD y en un
difractometro Xcalibur Atlas CCD para 54, utilizando en todos los casos radiacion Mo-
K con un monocromador de grafito (A = 0.71073 A) funcionando a 50 kV y 35 mA para
52 y 55, y a 50 kV y 40 mA para 54. Los tiempos de exposicion fueron 20 s para 52 y
55, y de 35 s para 54. Las estructuras fueron resueltas por métodos directos y refinadas

por el método de minimos cuadrados en F2 utilizando (SHELXL-97).
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3.6.2 Sintesis de p-dicetonas hemicurcuminoides

(E)-6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)hex-5-en-2,4-diona (24, pf: 141-143 °C) [27], (E)-
6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-metilhex-5-en-2,4-diona (25, pf: 138-140 °C) [27],
(32,5E)-1,1,1-trifluoro-4-hidroxi-6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)hexa-3,5-dien-2-ona (26,
pf: 108.9 °C) [26], (2Z,4E)-3-hidroxi-5-(4-hidroxi-3-metioxifenil)-1-fenilpenta-2,4-
dien-1-ona (27, pf. 159.9 °C) [27], (2Z,4E)-5-(3,4-dimetoxifenil)-3-hidroxi-1-
fenilpenta-2,4-dien-1-ona (28, pf: 114-115 °C) [27], (2Z,4E)-5-(3,4-dimetoxifenil)-3-
hidroxi-2-metil-1-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (29, pf: 112-113 °C) [27], (2Z,4E)-5-(4-
fluoro-3-metoxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (30, pf: 127.2 °C) [26] y
(2Z,4E)-5-(3-fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (31, pf: 193.3

°C) [26], fueron preparadas segun se describe en la literatura.
Procedimiento general de sintesis de g-dicetonas hemicurcuminoides:

A un matraz de fondo redondo de dos bocas, provisto de un refrigerante de reflujo
y agitacion magnética, se adicionan 15 mmol de la respectiva p-dicetona de partida: 1-
fenilbutano-1,3-diona (para los compuestos 52-54) o bien 1,1,1-trifluoropentano-2,4-
diona (para los compuestos 55-59), disueltos en 11.25 mL de acetato de etilo anhidro,
agitando a 50 °C durante 30 minutos. Posteriormente, a través de una de las bocas
mediante un embudo de adicion, se afiade una mezcla formada por 15 mmol del
aldehido de partida correspondiente (8, 47-51) y 22.5 mmoles de tributilborato disueltos
en acetato de etilo anhidro (7.5 mL) calentando a 50 °C durante 30 minutos.
Transcurrido dicho tiempo, gota a gota durante unos 15 minutos, se adicionan 15 mmol
de butilamina en 7.5 mL de acetato de etilo anhidro. La mezcla resultante se calienta
con agitacion magnética a 50 °C durante 90 minutos y 16 h a temperatura ambiente (25
°C). Con el fin de hidrolizar el complejo de boro formado, se adicionan 30 mL de HCI
1M a la mezcla previamente calentada a 50 °C, continuando con la calefaccion a dicha
temperatura durante 1 h. Tras enfriar, la fase organica se separa de la acuosa. La fase
acuosa es extraida con 3 x 15 mL de acetato de etilo y la fase organica se lava con agua
2 x 10 mL y se seca sobre Na,SO,4 anhidro. El disolvente se evapora a presion reducida

y el crudo obtenido se purifica mediante columna cromatogréfica y/o cristalizacion.
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(2Z,4E)-5-(2-Fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (52)

El producto deseado se obtiene empleando 1-
fenilbutano-1,3-diona  (45) y  2-fluoro-4-

hidroxibenzaldehido (49). El crudo se purifica
mediante el uso de una columna cromatografica
de gel de silice empleando CH,CI,/EtOH (95:5)
como eluyente y posterior cristalizacion en CH,CI,/EtOH obteniéndose un sélido

cristalino amarillo (2.39 g, 56%).

Pf: 164.5 °C.

Anal. Calc. para C;7H13FO3: C, 71.82; H, 4.61. Experimental: C, 71.69; H, 4.62.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-ds): 6 16.30 (sa, 1H, OH-enol), 10.55 (s, 1H, OH), 8.01
(m, 2H, H2"/H6"), 7.65 (d, *Jus=16.1, 1H, H5), 7.64 (m, 1H, H6"), 7.63 (m, 1H, H4"),
7.54 (m, 2H, H3"/H5"), 6.82 (d, *J4s=16.1, 1H, H4), 6.75 (s, 1H, H2), 6.65 (dd, *J, =
12.8 Hz, *Jus = 2.3 Hz, 1H, H3"), 6.65 (dd, *Jue = 8.6 Hz, *Juz = 2.3 Hz, 1H, H5").

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): § 188.0 (C1), 180.1 (C3), 161.9 (*Jg» = 251.4,
C2), 161.3 (Jrz = 12.6 Hz, C4'), 135.4 (C1"), 132.9 (C4"), 132.3 (3Jgz = 2.5 Hz, C5),
130.3 (*Jg» = 5.1 Hz, C6"), 128.9 (}J = 7.6 Hz, C3" y C5"), 127.2 (C2" y C6"), 122.2
(“Jp2 = 6.2 Hz, C4), 113.4 (3Jr» = 11.5 Hz, C1'), 112.7 (*Je» = 2.5 Hz, C5'), 103.0 (3Jpr =
23.8 Hz, C3'), 97.5 (C2).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 192.8 (C1), 177.0 (C3), 164.5 y 160.4 (C2'), 161.6
(C4), 135.8 (C1"), 135.8 (C4"), 134.0 (sa, C5), 128.4 (C6'"), 128.4 (C2", C6", C3"y
C5"), 122.5 (sa, C4), 113.6 (C1"), 113.6 (C5'), 104.6 (C3'), 98.1 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-ds): & -113.5 (dd, *Jus = 12.8 Hz, *Jue = 9.2 Hz, F2?).

YE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -103.2 (74%) (F2’), -107.3 (26%) (F2").
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(2Z,4E)-5-(2,4-Difluoro-3-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (53)

El producto deseado se obtiene empleando 1-
fenilbutano-1,3-diona (45) y 2,4-difluoro-3-
hidroxibenzaldehido (50). El crudo se purifica

mediante el uso de una columna cromatogréafica

de gel de silice empleando CH,CIl, como

eluyente y posterior cristalizacion en CHCI,/EtOH obteniéndose un sélido cristalino
naranja (1.64 g, 36%).

Pf: 195.0 °C
Anal. Calc. para C;H12F,03: C, 67.55; H, 4.00. Experimental: C, 67.42; H, 3.94.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-ds): 6 16.10 (sa, 1H, OH-enol), 10.46 (s, 1H, OH), 8.02
(m, 2H, H2"/H6"), 7.65 (m, 1H, H4"), 7.64 (d, *Jus = 16.1 Hz, 1H, H5), 7.55 (m, 2H,
H3"/H5"), 7.26 (ddd, *Jus = 8.9 Hz, *Je» = 7.8 Hz, *Jzs = 5.8 Hz, 1H, H6"), 7.12 (ddd,
3Jes = 10.5 Hz, 3Jne = 8.9 Hz, °Je» = 1.8 Hz, 1H, H5"), 6.97 (d, %Jus = 16.1 Hz, 1H, H4),
6.82 (s, 1H, H2).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): & 189.1 (C1), 178.6 (C3), 152.3 (*Jrs = 246.6 Hz,
3Je» = 6.2 Hz, C4"), 151.2 (N = 249.1 Hz, 3Jzs = 6.5 Hz, C2Y), 135.4 (C1"), 134.2 (*Je»
= 2Jes = 16.1 Hz, C3'), 133.8 (C4"), 131.2 (*Jr» = °Jea = 2.3 Hz, C5), 128.9 (C3" y C5"),
127.4 (C2"y C6"), 125.5 (*Jr» = 6.3 Hz, ®Jrs- = 2.4 Hz, C4), 119.5 ((Jp» = 6.8 Hz, *Jpy =
2.4 Hz, C1'), 117.9 (3Jrs = 8.8 Hz, *Jrs = 8.8 Hz, C6'), 112.2 (3Jps = 19.2 Hz, *Jp = 3.7
Hz, C5'), 98.1 (C2).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 193.8 (C1), 174.9 (C3), 151.9 (sa, C2'), 151.9 (sa,
C4'), 136.2 (C1"), 134.3 (C5), 134.3 (C3'), 134.3 (C4"), 128.6 (C2" y C6"), 128.6 (C3"
y C5"), 124.2 (C4), 119.6 (C1'), 112.3 (C5"), 112.3 (C6'), 103.0 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-ds): & -128.2 (ddd, *Jge = 14.5 Hz, “Jus = 10.5 Hz, *Jue
= 5.8 Hz, F4"), -134.1 ( ddd, *Jer = 14.5 Hz, “Jue = 7.8 Hz, °Jus = 1.8 Hz, F2°).

“F RMN (376.94 MHz, MAS): § -129.4 (F2’ y F4").
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(2Z,4E)-5-(2,5-Difluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (54)

El producto deseado se obtiene empleando 1-
fenilbutano-1,3-diona (45) y 2,5-difluoro-4-
hidroxibenzaldehido (51). El crudo se purifica

mediante el uso de una columna cromatogréafica
de gel de silice empleando CH,Cl,/EtOH (95:5)

como eluyente y posterior cristalizacion en CH,CI,/EtOH obteniéndose un sdélido

cristalino amarillo (2.99 g, 66%).
Pf: 189.8 °C.
Anal. Calc. para C,;H12F,03: C, 67.55; H, 4.00. Experimental: C, 67.64; H, 4.05.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-ds): 6 16.25 (sa, 1H, OH-enol), 11.05 (s, 1H, OH), 8.00
(m, 2H, H2"/H6"), 7.67 (dd, *Jgs = 11.9 Hz, “Je» = 7.9 Hz, 1H, H6"), 7.63 (m, 1H, H4"),
7.59 (dd, ®Jus = 16.0 Hz, *Jgs = 1.1 Hz, 1H, H5), 7.55 (m, 2H, H3"/H5"), 6.89 (d, *Jus =
16.0 Hz, 1H, H4), 6.83 (dd, ®Js» = 12.8 Hz, *Jgs = 7.4 Hz, 1H, H3'), 6.72 (s, 1H, H2).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 188.5 (C1), 179.9 (C3), 157.1 (*Jgz = 248.3 Hz,
*Jes: = 1.5 Hz, C2'), 148.3 (*Jrs = 14.6 Hz, *Jpy = 12.6 Hz, C4'), 148.0 (*Jgs = 238.7 Hz,
*Jep = 2.2 Hz, C5'), 135.4 (C1"), 133.0 (C4"), 131.0 (3Je» = *Jps = 1.9 Hz, C5), 128.9
(C3"y C5"), 127.2 (C2" y C6"), 123.6 (*Jg» = 5.7 Hz, C4), 116.0 (*Jes = 21.0 Hz, *Jr»
5.0 Hz, C6"), 113.1 (3Jg» = 14.0 Hz, ®Jes = 6.7 Hz, C1'), 105.1 (JJg = 26.6 Hz, *Jgs
3.3 Hz, C3), 97.7 (C2).

13C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 194.9 (C1), 174.8 (C3), 158.1 y 155.4 (C2'), 149.7
y 147.3 (C5)), 147.3 (C4), 134.4 (C1"), 132.9 (C4"), 129.3 (C5, C3" y C5"), 127.6 y
126.2 (C2" y C6"), 121.2 (C4), 114.4 (C1)), 111.4 (C6'), 106.9 (C3'), 100.4 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): 6 -118.6 (*Jrr = 15.0 Hz, 33z = 12.8 Hz, “Jne = 7.9
Hz, F2°), -140.1 (CJgr = 15.0 Hz, *Jne = 11.9 Hz, *Juz = 7.4 Hz, F5).

F RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -115.4 (F2'), -138.2 (F5").
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(3Z,5E)-1,1,1-Trifluoro-6-(4-fluoro-3-metoxifenil)-4-hidroxihexa-3,5-dien-2-ona (55)

El producto deseado se obtiene empleando 1,1,1-

trifluoropentano-2,4-diona  (46) y  4-fluoro-3-
metoxibenzaldehido (47). El crudo se purifica mediante

el uso de una columna cromatografica de gel de silice

empleando hexano/AcOEt (70:30) como eluyente y

posterior cristalizacion en AcOEt/hexano obteniéndose un sélido amarillo (500 mg,
11%).

Pf: 110.8 °C.

Anal. Calc. para C,3H0F4O3: C, 53.80; H, 3.47. Experimental: C, 53.75; H, 3.37.

'H RMN (400.13 MHz, CDCls): ¢ 14.15 (sa, 1H, OH-enol), 7.70 (d, *Js = 15.8 Hz, 1H,
H5), 7.1-7.08 (m, 3H, H2', H5' y H6"), 6.49 (d, *Jus = 15.8 Hz, 1H, H4), 6.03 (s, 1H,
H2), 3.94 (s, 3H, OMe).

3C RMN (100.62 MHz, CDCls): 6 180.8 (C3), 180.4 (Jg = 35.8 Hz, C1), 154.3 (*Jps =
253.5 Hz, C4'), 148.3 (3Jgs = 11.4 Hz, C3'), 142.6 (*Jes = 1.9 Hz, C5), 130.9 (*Jps = 4.3
Hz, C1), 122.2 (3Jes = 6.9 Hz, C6"), 120.8 (°Jrs = 2.5 Hz, C4), 116.8 (*Jrs = 19.2 Hz,

C5'), 116.7 ({Jr = 286.0 Hz, CF3), 112.7 (3Jrs = 3.1 Hz, C2Y), 95.6 (Jr = 1.7 Hz, C2),
56.3 (OMe).

13C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 181.4 (C3), 180.1 (C1), 151.7 y 154.0 (C4'), 146.9
(C3), 143.2 y 146.3 (C5), 130.9 y 132.1 (C1), 118.0 (C4), 116.0 y 118.0 (C5'), 118.0
(C6"), 117.3 (sa, CF3), 114.1 (C2"), 95.2 (C2), 55.7 y 54.6 (OMe).

YFE RMN (376.50 MHz, CDCls): 6 -77.6 (CF3), -129.8 (ddd, *Jus = 9.1 Hz, *J41» = 8.0
Hz, *Jue = 5.7 Hz, F4").

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -74.1 (CFs), -129.3 y -130.6 (F4").
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(3Z,5E)-1,1,1-Trifluoro-6-(3-fluoro-4-hidroxyfenil)-4-hidroxihexa-3,5-dien-2-ona (56)

El producto deseado se obtiene empleando 1,1,1-

trifluoropentano-2,4-diona  (46) 'y  3-fluoro-4-
hidroxibenzaldehido (48). El crudo se purifica
mediante el uso de una columna cromatografica de
gel de silice empleando CH,CI,/EtOH (95:5) como
eluyente y posterior cristalizacion en CH,CIl,/EtOH obteniéndose un sélido amarillo
(1.10 g, 26%).

Pf: 134.4 °C.
Anal. Calc. para C1;,HgF403: C, 52.19; H, 2.92. Experimental: C, 52.14; H, 2.88.

'H RMN (400.13 MHz, CDCls): 6 14.21 (sa, 1H, OH-enol), 7.66 (dd, *Jus = 15.7 Hz,
*Jrz = 0.9 Hz, 1H, H5), 7.32 (dd, Jez = 11.2 Hz, *Jue = 2.1 Hz, 1H, H2'), 7.27 (dd, 3345
= 8.4 Hz, “Jy> = 2.1 Hz, 1H, H6"), 7.05 (dd, “Jes = 8.8 Hz, *Jue = 8.4 Hz, 1H, H5'), 6.42
(d, *Jus = 15.7 Hz, 1H, H4), 6.00 (s, 1H, H2), 5.49 (s, 1H, 4'-OH)

3C RMN (100.62 MHz, CDCls): § 181.0 (C3), 180.2 (*Jg = 36.1 Hz, C1), 151.1 ({Jgs- =
239.3 Hz, C3'), 146.2 (3Jes = 14.6 Hz, C4'), 142.3 (*Jgz = 2.7 Hz, C5), 127.7 ()3 = 6.4
Hz, C1), 126.3 (*Jgz = 3.0 Hz, C6'), 120.0 (C4), 116.7 ({Jr = 286.5 Hz, CF3), 114.9
(Jr3= 18.7 Hz, C2'), 95.5 (*J- = 1.6 Hz, C2).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 180.1 (C3), 179.3 (C1), 150.5 (sa, C3'), 148.3
(C4'), 142.7 (C5), 130.8 (C6'), 124.9 (C1'), 117.7 (C4), 116.5 (sa, CF3), 115.0 (C5'),
110.4 (C2Y), 95.1 (C2).

F RMN (376.50 MHz, CDCls): 6 -77.6 (CF3), -140.1 (*Juz = 11.2 Hz, “Jus = 8.5 Hz,
F3").

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -72.1 (CF3), -134.0 (F3").
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(3Z,5E)-1,1,1-Trifluoro-6-(2-fluoro-4-hidroxifenil)-4-hidroxihexa-3,5-dien-2-ona (57)

El producto deseado se obtiene empleando 1,1,1-

MCF trifluoropentano-2,4-diona  (46) y  2-fluoro-4-
4 2 42 3| hidroxibenzaldehido (49). El crudo se purifica
HO™ ™~ °F 57 mediante el uso de una columna cromatografica de

gel de silice empleando CH,CI,/EtOH (95:5) como

eluyente y posterior cristalizacion en CH,CIl,/EtOH obteniéndose un sélido amarillo
(1.35 g, 33%).

Pf: 151.2 °C.
Anal. Calc. para C1;,HgF403: C, 52.19; H, 2.92. Experimental: C, 52.08; H, 3.09.

'H RMN (400.13 MHz, CDCls): § 14.29 (OH-enol), 7.81 (d, *Jus = 15.9 Hz, 1H, H5),
7.45 (dd, *Jus = 8.5 Hz, “Je» = 8.5 Hz, 1H, H6'), 6.68 (dd, *Jue = 8.5 Hz, *Juz = 2.5 Hz,
1H, H5'), 6.64 (dd, *Jg» = 11.8 Hz, “Jus = 2.5 Hz, 1H, H3'), 6.57 (d, Jus = 15.9 Hz, 1H,
H4), 6.01 (s, 1H, H2), 5.36 (s, 1H, 4'-OH).

3C RMN (100.62 MHz, CDCls): 6 181.0 (C3), 179.7 (*J¢ = 36.2 Hz, C1), 162.36 ({J¢»
= 256.2 Hz, C2'), 158.9 (3Jr» =13.4 Hz, C4'), 136.0 (C5), 130.5 (*Jr» = 4.8 Hz, C6),
120.6 (“Jpz = 7.3 Hz, C4), 116.3 ({Jr = 285.2 Hz, CF3), 115.0 (*Jg» = 11.2 Hz, C1Y),
111.9 ({Je» = 2.4 Hz, C5'), 103.5 (*Jg» = 25.2 Hz, C3'), 95.1 (C2).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): ¢ 182.2 (C3), 181.2 (C1), 163.3 (C4'), 161.2 (sa,
C2, 136.2 (C5), 126.9 (C6"), 116.3 (C4), 115.8 (sa, CF3), 112.3 (C1), 111.3 (C5",
101.3 (C3), 95.3 (C2).

YFE RMN (376.50 MHz, CDCls): 6 -77.6 (CF3), -111.0 (dd, *Juz = 11.8 Hz, *Jue = 8.3
Hz, F2°),

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -73.4 (CFs3), -113.9 (F2).
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(3Z,5E)-6-(2,4-Difluoro-3-hidroxifenil)-1,1,1-trifluoro-4-hidroxihexa-3,5-dien-2-ona
(58)

El producto deseado se obtiene empleando 1,1,1-
trifluoropentano-2,4-diona  (46) y 2,4-difluoro-3-
hidroxibenzaldehido (50). EI crudo se purifica

mediante el uso de una columna cromatografica de gel
de silice empleando CH,CI,/EtOH (95:5) como
eluyente y posterior cristalizacion en CH,CIl,/EtOH obteniendose un solido amarillo
(733 mg, 17%).

Pf: 129.1 °C.
Anal. Calc. para C;,H;Fs03: C, 48.99; H, 2.40. Experimental: C, 49.28; H, 2.66.

'H RMN (400.13 MHz, CDCls): 6§ 14.2 (sa, 1H, OH-enol), 7.77 (d, 3Jus = 16.0 Hz, 1H,
H5), 7.08 (ddd, *Jus = 9.1, “Jp» = 7.5 Hz, “Jes = 5.9 Hz, 1H, H6"), 6.97 (ddd, *Jue = 9.1
Hz, %Jes = 9.1 Hz, °Je» = 1.9 Hz, 1H, H5'), 6.64 (d, ®J45 =16.0 Hz, 1H, H4), 6.03 (s, 1H,
H2), 5.40 (s, 1H, OH).

'H RMN (400.13 MHz, 85% CDCl; + 15% DMSO-ds): & 9.60 (sa, 2H, OH-enol y OH),
7.72 (d, *Jus= 16.0 Hz, 1H, H5), 6.92 (ddd, Jus = 8.8 Hz, “Jp» = 7.4 Hz, *Jes = 5.7 Hz,
1H, H6'), 6.82 (ddd, *Jrs = 9.9 Hz, *Jue = 8.8 Hz, *Jr» = 1.8 Hz, 1H, H5'), 6.56 (d, 3Jus=
16.0 Hz, 1H, H4), 5.95 (s, 1H, H2).

3C RMN (100.62 MHz, 85% CDCl; + 15% DMSO-dg): 6 180.5 (C3), 180.2 (%J- = 35.8
Hz, C1), 154.1 ({es = 249.6 Hz, %Jg, = 6.3 Hz, C4'), 151.8 ({Jr» = 251.5 Hz, *Jps = 6.3
Hz, C2'), 135.9 (C5), 134.7 (*Jr» = 2Jes = 16.0 Hz, C3), 122.4 ({Je» = 7.7 Hz, C4),
118.9 (“Jr» = 9.2 Hz, *Jps = 2.6 Hz, C1'), 118.1 (3Jes = 8.6 Hz, C6'), 116.4 (*J- = 285.5
Hz, CF3), 111.8 (*Jgs = 19.5 Hz, “Jp» = 3.1 Hz, C5'), 95.6 (C2).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 183.0 (C1 y C3), 155.0 y 153.1 (C4"), 153.1y
151.0 (C2"), 143.6 (C5), 132.6 (C3"), 125.0 (C4), 120.9 (C6'"), 120.0 (CFs), 118.5 (C1Y),
111.9 (C5'), 96.6 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, 85% CDCl; + 15% DMSO-ds): J -77.6 (CF3), -127.5 (3Jer =
16.4 Hz, *Jus = 9.9 Hz, *Jue = 5.7 Hz, F4%), -133.5 (ddd, *Jee = 16.4 Hz, *Jne = 7.4 Hz,
*Jus = 1.8 Hz, F2).

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -73.8 (CFs), -126.7 (F2'), -130.2 (F4").
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(3Z,5E)-6-(2,5-Difluoro-4-hidroxifenil)-1,1,1-trifluoro-4-hidroxihexa-3,5-dien-2-ona
(59)

El producto deseado se obtiene empleando 1,1,1-
trifluoropentano-2,4-diona (46) y 2,5-difluoro-4-
hidroxibenzaldehido (51). El crudo se purifica

mediante el uso de una columna cromatografica de

gel de silice empleando hexano/AcOEt (20:80) como
eluyente y posterior cristalizacion en CH,CIl,/EtOH obteniendose un solido amarillo
(900 mg, 20%).

Pf: 190.8 °C.
Anal. Calc. para C1,H;Fs03: C, 48.99; H, 2.40. Experimental: C, 48.82; H, 2.36.

'H RMN (400.13 MHz, CDCls): 6§ 14.2 (sa, 1H, OH-enol), 7.75 (dd, 34 = 15.9 Hz,
*Jes = 1.1 Hz, 1H, H5), 7.29 (dd, *Jr» = 10.3 Hz, “Jes = 6.4 Hz, 1H, H3'), 6.81 (dd, *Jes:
=11.0 Hz, “Je» = 7.2 Hz, 1H, H6'), 6.52 (d, *Jus = 15.9 Hz, 1H, H4), 6.01 (s, 1H, H2).

'H RMN (400.13 MHz, 85% CDCl; + 15% DMSO-ds): d 10.30 (sa, 2H, OH-enol y 4'-
OH), 7.53 (dd, °Jes = 1.1 Hz, H5), 7.05 (dd, *Jes = 11.3 Hz, *Jr» = 6.8 Hz, H6'), 6.52
(dd, J» = 11.6 Hz, “Jes = 7.2 Hz, H3"), 6.30 (d, *Jus = 15.9 Hz, 1H, H4), 5.81 (s, H2).

3C RMN (100.62 MHz, 85% CDCl; + 15% DMSO-dg): § 180.4 (C3), 178.8 (*J- = 34.3
Hz, C1), 157.4 (*Jg» = 251.0 Hz, C2'), 148.8 (Jes = 3Jr» = 12.5 Hz, C4"), 147.5 (es =
240.0 Hz, “Js» = 2.5 Hz, C5'), 134.8 (C5), 119.8 (C4), 115.9 (*J; = 286.5 Hz, CFs),
114.0 (3Jgs = 20.7 Hz, Je» = 4.9 Hz, C6'), 112.2 (C1"), 104.7 ((Jp» = 27.1 Hz, 3J5- = 2.6
Hz, C3'), 94.7 (C2).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 181.9 (C3), 160.5 (C1), 157.9 (C2'), 151.1 (C4"),
147.3 (C5'), 135.3 (C5), 118.6 (C4), 117.8 (CF3), 112.8 (C1'), 110.8 (C6"), 103.5 (C3"),
96.3 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, 85% CDCl; + 15% DMSO-ds): J -77.6 (CF3), -117.7 (CJer =
14.3 Hz, 3Juz = 11.6 Hz, *Jue = 6.8 Hz, F2°), -141.2 (dddd, °Jee = 14.3 Hz, 3¢ = 11.3
Hz, *Jus = 7.2 Hz, *Jus = 1.1 Hz, F5°).

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -74.2 (CF3), -119.1 (F2’), -138.4 (F5").
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3.6.3 Actividad bioldgica

3.6.3.1 Determinacion del caracter antioxidante
Método FRAP

La disolucion FRAP fue preparada a partir de la mezcla de proporciones 1:1:25 de
las siguientes disoluciones: 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40
mM, FeCl3:6H,0 20 mM y tampén acetato 0.3 mM a pH 3.6. Se prepararon
disoluciones a las concentraciones adecuadas de los compuestos antioxidantes
(curcumina, resveratrol, Trolox, 27, 30, 31, 52-54) en etanol. A 80 ul de la
correspondiente disolucion de antioxidante se adicionaron 720 ul de FRAP
(obteniéndose una proporcion 9:1), agitandose la mezcla resultante durante 30 min, tras
los cuales se procedio a su lectura a 593 nm en el espectrofotometro. La capacidad
antioxidante se determino mediante la siguiente formula:

FRAP (%) = (1 - As/Ac) - 100

Donde: Ac es la absorbancia del control y As es la absorbancia del compuesto.

Método ABTS

Para la preparacion del radical ABTS™, se mezclaron en la misma proporcion una
disolucién acusosa de acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) 7
mM con una disolucién acuosa de persulfato potésico (K2S,0g) 2.45 mM. Se incubd
durante 16 h en la oscuridad. Se procedi6 de la misma manera que en el ensayo anterior
pero esta vez la proporcion ABTS /disolucion de AOX fue 3:1. Se incubo la placa 30
min en la oscuridad y se procedié a su lectura en el espectrofotometro a 734 nm.
Método DPPH

A cada una de las disoluciones de diferentes concentraciones de los compuestos
AOX mencionados en el ensayo FRAP, se adiciond el volumen correspondiente de una
disoluciéon de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) en etanol 0.2 mM de tal manera que
la proporcion final fue 1:3. Se dejé incubar la placa 30 min en oscuridad y se midio en
el espectrofotometro a 517 nm. Se realizaron dos medidasunat=0hyotraat=1h. La
capacidad antioxidante segun este método se determina segun la férmula:

DPPH (%) = (1 - As/Ac) - 100
Donde: Ac es la absorbancia del control y As es la absorbancia del compuesto.
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3.6.3.2 Determinacion de la citotoxicidad

Tras la incubacion durante 24 h de las células SH-SY5Y (aproximadamente
20.000 células) a 37 °C con un 90% de humedad y un 5% de CO,, se retir6 el medio de
cultivo y se adicionaron 300 pl de una disolucion con DMEM F-12 y el volumen
apropiado de la disolucién de los compuestos a estudiar en DMSO (curcumina,
resveratrol, Trolox, 27, 30, 31, 52-54) obteniéndose una concentracion final de 0, 5, 10,

25,50y 100 uM para cada uno de ellos.

Transcurridas 24 h, se afade un 10% (30 pL) de bromuro de dimetil
tiazoliltetrazolio (MTT). Tras 2 h de incubacion, se extrae el medio y se afiaden 300 pl
de DMSO. Finalmente se procedio a su lectura en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 540 nm.

Curva de muerte del perdxido de hidrégeno

Las células SH-SY5Y (aproximadamente 20.000 células) fueron incubadas
durante 24 h a 37 °C, con un 90 % de humedad relativa y un 5 % de CO,. Tras retirar el
medio de cultivo, se afiadieron 300 pl de una disolucion de DMEM F-12 con el
volumen adecuado de peroxido de hidrogeno resultando unas concentraciones finales de
0, 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 uM de H,O,. Tras 24 h de incubacion, se
afiadieron 30 pl de MTT y se incubd de nuevo 2 h. Transcurridas las 2 h, se retir6 el
medio y se afiadieron 300 pl por pocillo de DMSO. Inmediatamente después se

procedio a su lectura en el espectrofotometroa la longitud de onda de 540 nm.

3.6.3.3 Ensayos de proteccion

De nuevo las células SH-SY5Y (aproximadamente 20.000 células) fueron
incubadas durante 24 h bajo las condiciones mencionadas en los anteriores ensayos.
Posteriormente, se retira el medio y se afiaden 300 pl de una disolucion de DMEM F-12
con el volumen correspondiente de peréxido de hidrogeno para obtener unas
concentraciones finales de 100 y 200 uM de H,O,. Se deja incubar durante 24 h, y
transcurrido ese tiempo se afiade MTT (30 ul). Se incub6 durante 2 h y posteriormente
se retird el medio y se afiadieron 300 ul de DMSO y se procedié a su lectura en el

espectrofotometro a 540 nm.
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4 SiNTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE PIRAZOLES HEMICURCUMINOIDES

4.1 INTRODUCCION

El descubrimiento de que el anillo pseudoaromatico de seis miembros del enol de
curcumina puede sustituirse por el anillo de cinco miembros heteroaromatico del 1H-
pirazol que mantiene, y en ocasiones mejora, las propiedades bioldgicas de la
curcumina, ha dado como resultado numerosas publicaciones [80]. La primera sintesis
del pirazol derivado de la curcumina (32) fue descrita por Flynn et al. en 1991, siendo
éste un potente inhibidor de la 5-lipoxigenasa y ciclooxigenasa [81]. Posteriormente, se
demostraron sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias [82] o su accién como
inhibidor de la proliferacion de celulas endoteliales [83]. Varios autores han modificado
la estructura de 32 (Figura 55), lo cual se ha traducido en muchos casos en un aumento
de su actividad bioldgica. Schubert et al. realizaron un avance importante en la
preparacion de derivados de pirazol N-sustituidos como 62a (CNBO001) [84] y 62b
(CNBO023) [85] (destinados a tratar las enfermedades de Alzheimer y Parkinson), y
otros autores el pirazol 62c que se une al peptido B-amiloide [86]. EI compuesto 63, sin

los grupos metoxilo presentes en 32, actia como un excelente antiplaquetario [87].

H R, R, R

N /N y . |>|_N 1 Rp R

HO O O OH 7R, 33 CHy H H
HsCO OCH RO R 34

: ° HsCO ? CH; CH; H

@ 3 Ph H H
- R 3 Ph H CH,
N H
O A O N-N 37 Ph CH;CHs
RZ R2 \ // /
62 HO OH
63

H3CO OCHg
a, Ry = H, R, = OH (CNB001)
b, R; = 2,4-diCH,, R, = H (CNB023)
C, Rl = 4-N02, R2 =OH

Figura 55. Estructuras del pirazol derivado de la curcumina 32, y de otros derivados

sintetizados previamente por este grupo (33-37) o0 por otros autores (62-63).

Dentro de la contribucion realizada por este grupo se encuentran los compuestos
32-37 (Figura 55), cuyas propiedades antiinflamatorias fueron demostradas ofreciendo

excelentes resultados frente a la IBD [27].
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En base a estos estudios, y a los previamente descritos en esta memoria para las -
dicetonas hemicurcuminoides fluoradas, se decidid sintetizar dos nuevas series de
derivados curcuminoides con un anillo de cinco miembros heteroaromatico: los

pirazoles hemicurcuminoides fluorados (Esquema 6).

Ry=H,F ' RS

R3=H, OH, OMe, F '\ Ra ' Ri=Ph,CFs
Ry= OH, F NOR e

Rs=H,F

Esquema 6. Modificaciones estructurales realizadas en la molécula de curcumina (1) y

en el pirazol derivado de ésta (32) en la sintesis de pirazoles hemicurcuminoides.
4.2 SINTESIS

4.2.1 Sintesis de pirazoles hemicurcuminoides

El método sintético mas comun para la preparacion de pirazoles 3,5-disustituidos
implica la ciclocondensacion de hidrazina, que actia como un nucledfilo bidentado, con
una unidad estructural de tres carbonos, siendo dos de ellos electrofilicos, como es el
caso de los compuestos 1,3-dicarbonilicos. Las condiciones de reaccion descritas en la
literatura son diversas. Por ejemplo, Narlawar et al. [86] obtuvieron pirazoles
curcuminoides N-sustituidos tras el tratamiento de curcumina con las correspondientes
hidrazinas o hidrocloruros de hidrazina y &cido trifluoroacético catalitico, a reflujo en
tolueno durante 18-48 h; o adicionando Et3N y acido acético como catalizador, a reflujo
en MeOH durante 48 h. En nuestro caso, el empleo de acido acético como disolvente se
tradujo en la obtencion de rendimientos cuantitativos en tiempos de reaccion de tan solo
2 h. De este modo, la sintesis de los pirazoles 64-74, se llevd a cabo a partir de la

reaccion de las correspondientes B-dicetonas hemicurcuminodes (Figura 15) disueltas en
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acido acetico, con hidrazina (Esquema 7). Asi se obtuvieron las dos series de pirazoles

hemicurcuminodes, fenil sustituidos (R; = Ph) y trifluorometil sustituidos (R; = CF3).

N-NH

OH O |
R5 \3/5Rl

Rs NN g, HN-NH,

R R, AcOH

R, =Ph, CF,

R, =H,F

Rs = H, OH, OMe, F
R, =OH, F
Rs=H,F

Esquema 7. Procedimiento sintético empleado en la preparacion de pirazoles

hemicurcuminoides (tautomeros a y b).

En la Figura 56 se recogen las estructuras de los pirazoles hemicurcuminoides
cuya sintesis fue descrita previamente 33-37 [27,28] y la de los obtenidos en la presente
Tesis 64-74 [88].

HN—N HN-N HN-N
A\ \ \
~ CHgj PN Ph AN Ph
CH CH
24 * H,co 36 HoCO 37 :
CH CH
CH, (85%) 3 (61%) 3 (51%) s (5800)
HN-N
A >—Ph
HO 65
(51%)
HN-N ! HN—N
\
w Ph AP Fw P
HO F 66 F F 67 HO F 68
(82%) H (59%) (59%)
HN-N HN—N HN- N
U < D—CFs < D—CFs
F 70 1
CHs 8%) CHs  (91%) (88%)
HN- N HN—N
/@\/\/\)\CFP, X \ CF3 FW\CFS
HO F 72 F HO F 74
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Figura 56. Pirazoles hemicurcuminoides sintetizados (numeracion empleada para

caracterizacion por RMN en azul y rendimientos entre paréntesis).
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43 DETERMINACION ESTRUCTURAL

4.3.1 Determinacion estructural por RMN

Debido a la tautomeria anular, los pirazoles sintetizados pueden existir en dos
formas tautoméricas (a y b) como se muestra en la Figura 57. En el caso del pirazol

derivado de la curcumina (32) ambas formas son idénticas.

Figura 57. Posibles tautdmeros de los pirazoles hemicurcuminoides sintetizados.

En el presente apartado se discutiran los resultados experimentales de RMN de
doce compuestos, seis de la serie Ry = Ph y seis de la serie Ry = CF3, representados en
su forma tautomérica a en la Figura 56. Los valores necesarios para la discusion se
presentan en las Tablas 18-23. Las asignaciones de las sefiales de los diferentes nlcleos
se basan en experimentos 2D homo y heteronucleares, en los valores de las constantes
de acoplamiento y en la comparacion con otros NH-pirazoles donde la tautomeria esta
bloqueada [89].

Centrandonos en primer lugar en la serie de los pirazoles fenil sustituidos (35 y
64-68), de los experimentos realizados en disolucién (DMSO-dg) podemos concluir que
ambos tautdmeros coexisten: 35a/35b, 64:36; 64a/64b, 57:43; 65a/65b, 60:40; 66a/66Db,
67:33; 67a/67b, 54:46; 68a/68b, 60:40. Las proporciones de cada tautdbmero se
determinaron no solo por integracién de las intensidades de las sefiales de *H RMN (NH
y OH-fenol) sino también mediante la integracion de las sefiales de *°F RMN. En dos
casos (64 y 65), el emple6 de HMPA-d;g como disolvente dio como resultado un

aumento del 8% en la poblacion del tautomero a (Figura 58).
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HN-N N-NH
A\ |
o W= o )
HO 652 HO 65b
DMSO-dg:  60% 40%
HMPA-d,g: 68% 32%

DMSO-dg T= 295 K

N

145 140 135 130 125 120 15 b 105 100 95
1 (ppm)

Figura 58. Espectro *H RMN en DMSO-ds y HMPA-ds5 a 295 K de 65.

HMPA-d; T=295 K JJU J\‘
9'0 8'5 8,'0 7'5

70 65 60

En la Figura 59 se observan los espectros obtenidos de los experimentos de RMN
dindmica de *H y *°F realizados para el compuesto 65. Gracias a dichos experimentos,
empleando la ecuacién de Eyring [90], se estimO que la barrera que separa ambos
tautémeros es 71 kJ-mol™: AGT* (kJ-mol™) = 19.12 - Tc (10.32 + logTc/ke) (k¢ =
Avmax-m/\2). Los datos empleados fueron: Tc = 350 K, Avmax = 79.8, relacion
65a/65b de 60:40 y ke (s*) = 177. En el caso del compuesto 64, se encontré un valor de

69 kJ-mol™, similar al obtenido para 65.

350K — "~ . SN 60K AN __/'\
MK )N\ 355K A\ AL
UK ) N 350K__A\ N
340K A
330K - v
= | o 330K )\ A
-
320K _ : ﬂ
— 320K 1\
[ Ml
310K ‘
= S 310K |
i\
00K, , 300K ||
200k [/ —_— "'-.
S | S I )

213560 -135.80 -136.00 -136.20 -136.40 -136.60 140 13.6 132 128 124 120 116 112 108 104 10.0 96 9.2 8.8

Figura 59. Espectro *>F RMN (izquierda) y *H RMN (derecha) del compuesto 65 en
DMSO-ds en el rango de temperaturas de 290-360 K.
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Los datos de RMN en estado solido indican la presencia de una Unica forma
tautomérica para los pirazoles fenil sustituidos 35 y 64-68, correspondiendo al
tautdbmero mayoritario detectado en disolucion (a), y de acuerdo con la determinacién

de la estructura de rayos X de 64, 65 y 66 que se discutira en el siguiente apartado.
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de *H RMN y constantes de acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 35 y 64-68.

35 64 65 66 67 68
DMSO-dg DMSO-dg DMSO-dg HMPA-dys DMSO-dg DMSO-dg HMPA-dyg DMSO-dg DMSO-dg DMSO-dg
(300 K) (295 K) (360 K) (295 K) (295 K) (360 K) (295 K) (295 K) (295 K) (300 K)
NH 13.18 (36%) 13.29 (43%) 12.84 14.06 (35%) 13.25 (43%) 12.75 14.03 (33%) 13.23 (33%) 13.33 (46%) 13.28 (40%)
12.96 (64%) 13.10 (57%) 13.94 (65%) 13.05 (57%) 13.80 (67%) 13.06 (67%) 13.17 (54%) 13.12 (60%)
H4 6.88 (s) 7.00 (-) 6.84 (s) 6.92 (+) 6.85 (+) 6.80 (s) 6.97 (+) 6.91 (s) 6.98-7.23 6.99 (-)
6.90 (+) 7.62-6.98 (-) 6.90-7.24 7.08-7.19 6.91 (+)
H6 6.95 (d) 7.26-7.06 7.07 (d) 7.62-6.98 6.90-7.24 6.93 (d) 7.08-7.19 6.99 (d) 6.98-7.23 7.06 (d)
%)7=16.5 3Ju=16.3 3)u7=16.6 %)7=16.9 3)u7=16.6
H7 7.10 (d) 7.26-7.06 7.16 (d) 7.62-6.98 6.90-7.24 7.08 (d) 7.02-7.04 7.17 (d) 6.98-7.23 7.15 (d)
%)6=16.5 33,6=16.3 33,6=16.6 %1,6=16.9 31,6=16.6
H2’ 7.15 (d) 7.50-7.20 7.32 (dd) 7.62-6.98 7.24-7.51 7.30 (dd) 7.22-7.25
*J6=1.8 *Jpa~8.1 33,2=12.6
*Jue=2.0 “e=2.1
H3’ 3.84 (s) 3.90 () 3.92 (5) 3.95 (s) 6.60 (dd) 6.78 (dd)
(OMe) (OMe) (OMe) (OMe) $Jp=12.8 k=116
4us=2.4 Yes=7.4
OH 9.21 (+) --- --- --- 10.12 (+) 9.53 (sa) 11.15 (+) 10.12 (sa) 10.30 (sa) 10.6 (sa)
9.10 (-) 10.03 (-) 11.04 (-)
H5’ 6.78 (d) 7.26-7.06 7.15 (dd) 7.62-6.98 6.90-7.24 6.96 (dd) 7.02-7.04 6.65 (dd) 6.98-7.23
$Je=8.1 3Jra=115 3Jue=8.3 %)e=8.5
3\]H6‘:8-5 4JF3':9.2 4JH3'=2.4
He6’ 6.96 (dd) 7.26-7.06 7.10 (d) 7.62-6.98 6.90-7.24 7.16 (dd) 7.08-7.19 7.53 (d) 6.98-7.23 7.58 (m)
3JH5':8.1 4JF4':4.7 3JH5':8.2 3JH5'=8.5
43,,=1.8 43=2.2
H2"/H6"  7.80 (m) 7.80 (+) 7.78 (M) 8.00 (-) 7.80 (+) 7.78 (M) 8.02 (-) 7.80 (m) 7.80 (m) 7.80 (m)
7.77 (9 7.84 (+) 7.76 (-) 7.86 (+)
H3"/H5"  7.43 (m) 7.50-7.20 7.42 (m) 7.62-6.98 7.24-751 7.41 (m) 7.36 (M) 7.41 (m) 7.42 (m) 7.42 (m)
H4" 7.31 (m) 7.50-7.20 7.31 (m) 7.62-6.98 7.24-751 7.30 (M) 7.22-7.25 7.30 (m) 7.30 (m) 7.31 (m)
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos (3 en ppm) de *C y >N RMN en disolucién y en estado s6lido (CPMAS), y constantes de acoplamiento (J en Hz) de

los compuestos 35y 64 a 68.
35 64 65 66 67 68
DMSO-ds CPMAS DMSO-ds HMPA-d;g CPMAS DMSO-ds HMPA-d;z  CPMAS DMSO-ds  CPMAS DMSO-ds CPMAS DMSO-dg  CPMAS
(300 K) (295 K) (295 K) (295 K) (295 K) (295 K) (295 K) (300 K)
C3 151.0 (+)  152.6 150.9 151.0 (+) 1521 150.9 (+) 151.0 (+) 151.8 151.0 () 152.2 151.0 (+) 153.7 151.0 148.9
151.4 (-) 151.3 () 151.1 (-) 1515 (-) 150.9 (+) 153.3 (-)
C4 99.5 (+) 1035 100.3 (+) 1003 (+)  102.7 100.0 (+)  99.7 (+) 97.9 100.0 (+)  96.9 100.7 (+)  97.1 100.6 (+) 984
100.4 () 99.4 () 99.4 () 99.3 () 99.3 () 99.3 () 99.9 () 99.6 (-)
C5 142.6 (+) 1440 142.0 (+) 142.6 (+) 1421 142.2 (+) 143.0 (+) 143.1 142.3 (+) 144.0 141.8 (+) 142.5 143.0 () 143.9
140.3 () 142.9 () 143.2 () 142.8 () 143.1 () 142.9 () 143.0 () 142.0 (+)
C6 112.7 (+) 1135 115.9 (+) 116.1 115.0 114.0 (+) 1145 (+) 125.6 1149 (sa)  117.9 117.8 121.7 116.2 (+) 116.8
118.4 (-) 119.4 () 1225 119.7 () 120.2 () 120.1 (-)
c7 130.1 129.0 128.9 (+) 1288 (+) 1305 128.1 (+) 129.0 (+) 130.4 122.0 (sa)  122.0 123.6 123.6 120.8 (+) 124.9/
128.3 () 128.0 () 128.5(-) 129.3 () 122.0 () 123.7
cr 128.1 129.0 129.0 1348 (+) 1336 129.0 (+) 128.0 (+) 131.6 122.1(sa)  117.9 121.3 (+) 121.7 114.9 (+) 119.8
129.3 () 129.3 () 120.7 () 115.3 ()
c2 109.5 112.3 110.9 1116 113.8 113.4 113.4 109.1 160.5 161.4 150.2 150.1 155.7 157.5
2J;3=18.6  %J3=185 1Jp,=247.3 1588 1Jep=245.6 pp=2446 1548
1Jp=261.6  %J,=5.8 Yep=2725
c3’ 147.9 148.3 147.4 148.1 148.2 151.2 152.1 156.9 102.8 108.0 134.0 153.1 105.0 109.8
23,4=10.9  2J=10.7 13:3=240.8  13:,=2418 154.6 23.,=24.3 23.=16.1 23.,=26.6
133=247.0 83=16.1
Rs 55.6 (+) 54.0 56.0 56.3 56.7
55.5 (-)
c4 147.1(+) 1483 151.3 (+) 151.9 (+)  152.1 145.0 (+) 146.7 (+) 144.9 158.7 156.2 151.7 1355 145.7 148.0
146.6 (-) 13e~2495  13,~2447 23e=12.3  2J,=118 13:4=240.6
151.1 () 151.7 () 144.5 () 146.3 ()
Ypa~2461  Yg~2425 2Jeg=12.7
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C5

Co6’

c1"

c2"/C6"

c3"/C5"

c4"

N1

N2

115.6 (+)
115.3 ()

120.2 (+)
122.1 ()
133.6 (+)
132.0 ()
125.1 (+)
125.0 ()
128.7

1275

n.o.

n.o.

116.0

119.5

133.2

126.4

129.0

129.0

-181.5

-105.3

115.9 (+)
23p4~18
116.0 ()
2Jes~23
119.4 (+)
121.5 ()

1335 (+)
134.1 ()
125.1

128.7 (+)
129.0 ()
127.4 (+)
128.1 ()
-177.6 (+)
-179.2 ()
n.o.

116.6 (+)
234~22
116.5 (-)
2Jpy~24
119.2
%Jr4=6.6

135.1 (+)
135.2 (-)
125.3 (+)
125.5 ()
128.6 (+)
128.8 (-)
127.1 (+)
127.7 (-)
-176.4 (+)
(-) n.o.
n.o.

114.2

118.4

133.6

124.3

127.2

128.3

128.3

-181.1

-94.7

117.9 (+)
119.7 ()

123.4 (+)
123.1(-)

133.6 (+)
129.0 (1)
125.1

128.6 (+)
128.8 ()
127.4 (+)
1285 ()
1773 (%)
-179.7 ()
n.o.

118.0
835=3.8

122.7 (+)
122.4 (-)

135.2 (+)
130.8 ()
125.4 (+)
1255 ()
1285 (+)
128.7 ()
127.1 (+)
127.7 ()
-177.0 (%)
-179.3 ()
n.o.

114.7

122.9

132.3

126.3

128.1

128.1

-168.5

-120.0

112.3

128.2

133.6

125.1

128.7

127.4

n.o.

n.o.

113.6

128.5

130.2

124.3

126.5

126.5

-177.2

-111.9

111.9
%3:5=18.6

115.9
33e,=8.2
43:2=3.6
1335
125.1
128.8
127.6

-178.3

n.o.

111.2

119.4

126.8

126.8

132.3

129.0

-191.7

-93.9

148.1
13.5=236.9

113.4
2Jes=21.1
83,=5.4
1335

125.1
128.7
127.5 (+)
128.3 (-)

-178.6

n.o.

153.5
150.9
13:5=269.0

110.6

129.3
128.1
128.9
130.9
-152.2

-141.1
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Tabla 20. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de *°F RMN en disolucién y en estado

solido (MAS), y constantes de acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 64-68.

Disol. F2' =5 F4' F5'
64  DMSO-ds -135.4 (57%)
(295 K) -136.3 (43%)
HMPA-d;g -136.9 (65%)
(295 K) -137.8 (35%)
CDCl, -135.5
MAS -132.6
65  DMSO-ds -136.0 (57% )
(295 K) 3)=%=10.8
-136.2 (43%)
=%=102
DMSO-ds -136.0
(360 K)
HMPA-d;g -137.3 (67%)
(295 K) -137.6 (33%)
MAS -129.2
66  DMSO-ds -116.1 (67%)
-116.8 (33%)
MAS -107.7
67  DMSO-ds -136.4 (54%) -132.1 (54%)
-137.0 (46%) -132.8 (46%)
MAS -130.7 -126.8
68  DMSO-ds -121.3 (60%) -140.6
-122.1 (40%)
MAS -114.2 -134.8
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En el caso de los pirazoles trifluorometil sustituidos (69-74), los experimentos
realizados en disolucién no muestran sefiales desdobladas como ocurria en los fenil
sustituidos (35, 64-68). En estos compuestos, la asignacion de los atomos de carbono
del anillo de pirazol se realizé en base a la constante de acoplamiento existente 2Jcrs =
36.5 Hz de los carbonos unidos al grupo CF; (C-CF3) y a las correlaciones observadas
entre C-estirilo/H7 observados en el experimento 2D (*H-'*C) gs-HMBC (véase el
ejemplo mostrado en la Figura 60).

H7

_ R -

5133

;140

C-CF; _d :

=3 ra—~ : 142

C-Estiril 144
3__145 E
cz’ ?L-w g

1 ppr=246.6 _} ) ' 5150

1

C4 2

ep=2438 | 12

}154
H56

l15g

742 . 7.40 . 738 736 734 132}2 {pﬁ . 7.28 726 724 722 . 720 718
Figura 60. Espectro (*H-'*C) gs-HMBC en DMSO-dg del compuesto 73.

Las sefiales correspondientes al grupo CF3 aparecen alrededor de 121 ppm, como
cuartetes con una constante de acoplamiento de ~268 Hz. En lo que respecta a los
nucleos del grupo estirilo, hay que sefialar dos observaciones importantes: i) el
desplazamiento quimico de C7 esta influenciado por la presencia de fluor en la posicién
2', con valores que disminuyen de ~130 (compuestos 69, 70, 71) a ~123 (compuestos
72, 73, 74) como se indica en la Tabla 22; ii) en el compuesto 73, la asignacion de C2'
(150.4, " = 246.6 Hz) y C4' (152.1, “Jgs = 243.8 Hz) es inequivoca debido a la
correlacion observada entre C2'y H7 (7.32 ppm) (Figura 60).

Las constantes de acoplamiento "J (HF) del anillo aromatico se determinaron tanto
en los espectros de *H RMN como en los espectros °F RMN (Tablas 21 y 23). Las
constantes de acoplamiento a través de un enlace, “Jcr, en los pirazoles 69-74 siguen el
siguiente orden: *Jcory > Nears > Ycsrs ~ Neses, similar al observado en los aldehidos

mono Y difluorados de partida [40]. Con respecto a las constantes de acoplamiento a
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través de dos enlaces, J (CF), varfan desde 10.0 Hz en el compuesto 73 a 26.8 Hz en el
compuesto 74; la magnitud de J disminuye al pasar de un CH-CF a un CR-CF. Las
constantes de acoplamiento *J (CF) dependen también del patrén de sustitucién, con
valores entre 12.1 Hz para 72 y 74 (C-CH-CF) y 1.6 Hz para 70 (CC(OMe)-CF) (Tablas
22y 23).

En cuanto al estado sélido, se deben diferenciar dos casos (Figura 61): i)
compuestos cuyos espectros presentan sefiales sencillas (69 y 71); i) compuestos en
cuyos espectros la mayoria de las sefiales estan desdobladas (70, 72-74). En el siguiente
apartado (4.3.2), basandonos en los célculos teoricos realizados, discutiremos estas dos

situaciones.

HO 71

SNV

=30 -40¢ -50° -60° -70° -80- -90° -100-110-120~-130-140-150-160-170-180-190-200-210-220"-230-240-250-260-270PF

Figura 61. Espectro >N RMN CPMAS de los compuestos 70-72.
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Tabla 21. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de ‘H RMN y constantes de

acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 69 a 74 a 300 K.

69 70 71 72 73 74
DMSO-d; HMPA-d;; DMSO-ds DMSO-d; DMSO-ds DMSO-d; DMSO-dg
NH  13.64(s) 1450(s) 13.70(s) 13.71(s) 13.73(s) 13.85(s) 13.80(s)
H4 6.81(s)  6.85(s) 6.88 (5) 6.83(s) 6.89(s) 6.96(s)  6.88(s)
H6 6.90 (d)  7.02(d) 7.09(d) 6.92(d) 6.96(d)  7.10(d)  7.03(d)
u=16.6  07=16.6  %),,=16.6 *)4;=16.7 3J;=16.8 °%),,=16.8 3J4;=16.7
H7 7.18(d)  7.50 (d) 727(d)  7.18(d) 7.26(d)  7.32(d)  7.25(dd)
$Jne=16.6  J46=16.6  %1,6=16.6 *Jye=16.7 3146=16.8 *Je=16.8 3Jy=16.7
Jes=1.2
H2'  7.12(d)  7.11(d) 7.34(dd)  7.36(dd) ---
ue=2.0 =18 =84  3)=125
“306=2.2  “ue=2.0
H3'  3.82(s)  3.80(s) 3.89 (s) 6.61 (dd) - 6.79 (dd)
(OMe) (OMe) (OMe) 30e=12.9 $Jp=11.8
us=2.4 rs=7.4
4-0OH 9.27 (s) 10.42 (s) 10.14(s) 10.20(s) - 10.68 (s)
3-OH 10.29(s) -
H5  6.78(d)  6.88(d) 7.22(dd) 6.95(dd) 6.66(dd) 7.15-7.04 -
%356=8.1 304683  %J46=84 ‘=93 %J46=85
=114 4e=83 “Uz=2.4
H6'  6.95(dd) 6.93(dd) 7.08 (ddd) 7.16 (dd) 7.49(dd) 7.15-7.04 7.53 (dd)
%35=8.1 3045283  %J4s=84  Jys=8.3  “J,=9.2 %3:=12.0
U2=2.0 =18  0p=22 =20 3)45=85 ‘=73
“Jee= 4.5
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Tabla 22. Desplazamientos quimicos (3 en ppm) de *C y >N RMN en disolucién y en estado s6lido (CPMAS), y constantes de acoplamiento (J en Hz) de

los compuestos 69 a 74 (a 300 K). Cuando no se especifica son Jcy.

69 71 72 73 74
DMSO-dg  HMPA-d;; CPMAS DMSO-d; CPMAS  DMSO-d; CPMAS DMSO-ds CPMAS  DMSO-ds CPMAS DMSO-d; CPMAS
C-CF; 1416 141.9 143.1 141.7 142.6 141.6 142.1 141.6 141.7 141.7 142.4 141.7 142.3
2)crs=36.6  2Jcrs=36.5 2Jors=36.2 1414 2Jcre=36.9 2Jcre=36.9 2)cr3=36.7 2)cs=37.3
140.6
C4 100.6 100.6 104.2 101.3 99.6 101.0 99.0 101.1 102.1(+) 1018 100.7 101.6 100.0
1J=179.5 1J=181.0  99.1 1J=180.4 1J=179.8  99.8(-)  1=180.7 99.1
98.7
C-estiril  143.2 144.1 143.1 142.6 144 .4 142.8 143.6 143.0 1451 (-) 1424 1445 142.6 144.8
143.1 (+) 143.7
CF; 121.8 122.8 120.3 121.7 121.5 121.7 120.0 121.7 122.0 123.0 1215 121.7 122.6
13p=268.1 1J=267.6 13:=268.1 13.=268.0 13.=268.3 13.=268.1 13.=268.1
C6 111.3 111.6 112.9 114.6 113.9 112.7 110.3 113.6 113.8(-) 116.6 115.4 115.0 110.2
1)=155.8 13=160 1J=155.0 1J=157.1 111.9(+) =154.1
*J:»=5.6 =41
C7 132.2 132.5 127.9 131.0 131.7 130.9 133.4 124.3 1256 (+) 1236 120.0 123.0 122.6
1J=148.9 1J=155.4 1J=151.1 1J=1548  122.2() 1=1531
4Je=1.8 33,,=1.8
cl 127.4 128.0 127.9 133.0 132.4 127.9 127.6 114.4 1165 (+) 1206 120.0 114.3 116.6 (-)
43e,=3.7 332=6.4 V=124 1151()  2e=10.0 =144 1152 (+)
4J|:4':3.3 3J|:5':6.7
c2' 109.7 111.6 108.9 111.2 110.7 113.6 110.3 160.7 162.0(-) 150.4 151.3 156.0 157.0 (+)
1J=156.0 1J=159.9  109.4 1)=159.6 1J,=2485 159.3(+) Jr,=246.6 149.4 1Jpp=245.3  155.0 (-)
Jue~6.1  107.6 3)-3)~5.5 %Jr4=6.0 *Jes=1.5
37 ~6.1 2Jp3=18.7
3\]|:4':]..6
c3' 147.4 148.8 146.3 147.4 147.9 151.2 153.4 102.8 102.1(+) 134.0 133.0 105.0 104.9
2Je=11.0 Ye=241.2 1510 1J=161.8  99.8(-)  p=Jr=16.1 23:,=26.8
$1=4.8 3)es=3.3
2Jpp=24.3
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OMe 55.6 56.1 55.2 56.0 55.1
1)=144.3 1)=145.4 544
53.9
c4' 147.9 149.7 146.3 151.1 153.1 145.4 145.2 159.3 157.7 (+) 1521 152.5 146.3 146.0
1Jr4=2465 150.6 2Jra=12.4 er=12.2  153.2(-) 1Je=243.8 151.3 2Jes=14.7
J»=5.9 $Jer=12.1
C5' 115.6 116.0 114.4 116.2 115.5 118.0 117.0 112.3 111.9 (+) 1119 1115 148.0 150.3 (-)
1J=159.4 1)=164.3  116.0 1)=159.9 1)=161.8  110.2(-) J=165.7 1Jp5=238.0 147.8 (+)
2Jr=18.6 3Jp3=3.1 J=4.9 2Jre=19.1 =21
43:,=2.6 43e,=3.1
C6' 120.6 120.3 115.9 119.8 121.5 123.7 129.7 128.6 1325(-) 116.3 1115 113.6 110.2
1J=159.6 1J=1645 13=160.0 13=160.0 130.2 (+) 1=166.2 23.=21.3
33,~6 43e=2.9 3)=5.6 %3:,=8.3 %3,=5.6
33,~6 33:,=5.6 %3:,=3.5
33:4=6.8
NH n.o. -170.2 -180.0  n.o. -169.3 (+)  n.o. -1728  n.o. -171.8 -171.8 -171.6  -172.7 -173.0
-173.6 (-)
N n.o. -80.2 -96.3 n.o. -97.4 (+) n.o. -102.0 n.o. -103.0 n.o. -100.3 n.o. -98.3 ()
-102.0 (-) -103.5 (+)
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Tabla 23. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de *°F RMN en disolucién y en estado

solido (MAS) y constantes de acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 69 a 74.

Comp. Disol. CF, F2' F3' F4' F5'
69 DMSO-ds -60.5
HMPA-d,g -61.6
MAS -61.5
70 DMSO-ds -60.5 -134.7
us=11.4
“r=8.4
“Jne=4.5
MAS -57.3 (+) -131.4
-59.4 (-) -133.3
-134.7
71 DMSO-ds -60.5 -135.9
=125
4345=9.3
MAS 57.6 -136.1
72 DMSO-ds -61.0 -116.1
$Jua=12.9
4316=9.2
MAS -57.8 (1.5) -106.9 (+)
-59.6 (1) -111.3 ()
-108.0 (+)
-114.4 ()
73 DMSO-ds -60.5 -135.8 -131.3
“Jre=13.3 “Jre=13.3
*6=7.5 4345=10.1
*Jue=6.0
MAS -59.1 -135.0 -128.9
-60.1 -137.4 -130.9
-61.0 -139.6 -132.4
74 DMSO-ds -60.5 -120.8 -140.5
%Je=15.1 %Je=15.1
$Jua=11.8 $Jue=12.0
346=7.3 *e=7.4
%3,,=1.2
MAS 57.7 (1) -110.7 () -135.9 (+)
-59.8 (2) -113.4 () -138.7(+)
-117.4 (+) -141.7 ()
-120.8 (+) -143.7 ()
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4.3.2 Calculos tedricos

Calculos tedricos para los pirazoles 69-74

Las formas tautoméricas representadas en la Figura 57 son en realidad una
simplificacion ya que, ademés de la tautomeria anular (a/b), existen rotaciones
conformacionales alrededor de los enlaces simples C5-C6 y C7-C1'. En las Figuras 62 y
63 se encuentran las energias relativas asociadas con esas geometrias (las energias
absolutas correspondientes en Hartrees se encuentran en la Tabla 39 del Anexo). Una
lectura de estas figuras muestra que los tautomeros a mas estables tienen una
conformacién sZ-7-1' mientras que los tautomeros b mas estables tienen una

conformacion se-7-1".

FsC FaC
3 * Ho 5> 3 0CH, / H
2N )6 /3 T
" & o "
woH 4 mooH

OCH,
ocHb g
69a-1 69a-2
(1.1) (0.5)
FsC X
*a_4 H OCH;
1
H-NG A~ o
2y
69b-1
(7.2)
FiC +C
N+ H o2 5 o0cH, , H
2N/l\ 8 /1 & N, \ a
N A F N
o H 5 HoH
70a-1
(0.8)
FoC
35 __4 H o]
2y
70b-1 70b-2
5.2 6.8) OCHz

Figura 62. Diferentes tautomeros (a y b) y conférmeros de los pirazoles 69 y 70 con los

valores de E entre paréntesis. En rojo y en azul se sefialan los valores de minima Ey.
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FsC H _
o b 0
H H
74b-1 74b-2 74b-4 o
3.7) (7.4) (3.3)

Figura 63. Diferentes tautomeros (a y b) y conférmeros de los pirazoles 71-74 con los
valores de E entre paréntesis. En rojo y en azul se sefialan los valores de minima E.

Con los valores de las energias relativas se construyé una matriz de Free-Wilson,
(Tabla 40 del Anexo) que condujo a la siguiente ecuacion (las variables no incluidas son
no significativas): Eye (kJ-mol™) = — (5.1 + 0.4) tautomero a + (2.8 + 0.6) 2'F + (1.5 +
0.5) 3'F + (4.6 + 0.5) 3'OMe + (3.0 + 0.6) 4OH, R* = 0.91.
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Esto significa que el tautdmero a es, en promedio, 5.1 kJ-mol™ més estable que el
tautomero b. Todos los sustituyentes en el anillo de fenilo favorecen el tautomero a, es
decir, aumentan la diferencia entre E b-a. Si se analizan sélo los seis pares a/b donde
la diferencia en E,¢ es minima (pares rojo/azul): Ere (kJ-mol™) = (0.8 + 0.6) 2'F + (0.8 +
0.7) 3OMe + (1.4 £0.7) 40OH - (1.2 £ 0.6) 5'F + (2.7 £ 0.9) conformacién 7-1' (de sZ a
SE), R? = 0.998.

Comparando las ecuaciones anteriores se observa que al reducir el nimero de
pares a/b de 48 a 6, la mayoria de los coeficientes se hacen mas pequefios (de 2.8 a 0.8;
de 1.5 pasan a ser no significativos y de 4.6 a 0.8 kJ-mol™) aunque uno de ellos 5'F,

pasa de ser no significativo a tener un valor de -1.2 kJ-mol™.

Se compararon los desplazamientos quimicos *H, **C, N y *F con los calculados
para los pirazoles 69-74 (Tabla 41 del Anexo), para lo cual se seleccionaron los dos
principales isomeros, el rojo y el azul. En el caso del compuesto 73, el conférmero con
el 3'-OH apuntando hacia F2' se ajusta ligeramente mejor que el que posee el 3'-OH
apuntando hacia F4', tal y como ocurria con las B-dicetonas. Los resultados de las
regresiones se indican en la Tabla 24, donde se han afiadido dos columnas ficticias para
los protones NH y OH para que sea posible la comparacion con los calculos realizados,
asi como una tercera para el desplazamiento quimico de >N del NH del pirazol. Pese a
que las diferencias de energia determinadas por RMN son inferiores a las calculadas
directamente, se encuentran en el mismo rango. Ademas, si se excluye el compuesto 71,
son aproximadamente proporcionales [b-a = (2.8 + 0.5) AG, n = 5, R* = 0.90]. Esto es
bastante satisfactorio teniendo en cuenta que los valores de AG corresponden a
experimentos llevados a cabo en DMSO mientras que las diferencias de b-a

corresponden a calculos en fase gaseosa.

Tabla 24. Resultados de las regresiones maltiples (n = 22 o 23, R? = 0.999) para 69-

74; la ultima columna representa las diferencias de las energias calculadas.

a-2 a-4 b-1 b-3 AG? NH OH BN(NH)  b-a®
69 0.740.1 0.3+0.1 21 4427 3.8+2.7 4.9
70 0.6+0.1 04+01 1.0 4529 35
71 0.9#0.1 0.1#0.1 55 5.0#3.4 54+34 4.1
72 0.7#0.1 0.3%0.1 21  49%27 6.3x27 5.2
73 0.6+0.2 0.4+0.2 1.0 5.0+38 5.8+3.8 13.0#43 45
74 0.55#0.15 0.4520.15 05 5.0%35 6.0+£35 12.8+40 37
akJ-mol™
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Como cometamos anteriormente, en estado solido (Tabla 42 del Anexo), se dan
dos situaciones: i) compuestos cuyos espectros presentan sefiales sencillas; ii)
compuestos en cuyos espectros la mayoria de las sefiales estan divididas (Figura 61).

El primer caso corresponde a los pirazoles 69 y 71. EI compuesto 69, que se
encuentra en disolucion como 69-a4, en estado solido lo hace como el conférmero 69-
a3 (1.8 kJ-mol™ maés energético) lo cual corresponde a una rotacion alrededor del enlace
7-1'. En el caso de 71 la estructura presente en estado solido, 71-a2, es la misma que la

presente en disolucion.

El segundo caso corresponde a los pirazoles restantes. En el pirazol 72 existe una
clara diferencia de intensidad en torno a 60:40, lo cual permite separar las sefiales en
dos grupos, las del compuesto mayoritario (+) 72-a2 y las del minoritario (-) 72-al (1.3
kJ-mol™? mas energética), siendo el caso del pirazol 74 casi idéntico. El pirazol 70
muestra varias sefiales que aparecen como tripletes de la misma intensidad (por
ejemplo, el 3C del grupo metoxi, el del C-CF3, el del C4 y el °F del F4'). Hemos
encontrado la mejor solucién asumiendo que se trata de las formas 70-al, 70-a2 y 70-a4
presentes en disolucion. El caso mas complejo corresponde al pirazol 73 porque ademas
de las conformaciones resultantes de las rotaciones alrededor de 5-6 y 7-1' hay dos
conformaciones posibles del grupo OH (hacia F2' y hacia F4'). Esto resulta en 16
valores calculados que probablemente corresponden a tres moléculas independientes en
la celda unitaria (Tabla 43 del Anexo) un problema demasiado complejo para ser
resuelto. Tentativamente, hemos ajustado todos los datos a un modelo que involucra dos

conformaciones de la clase O-H---F2' (Tabla 25).

Tabla 25. Relacion entre los desplazamientos quimicos en estado solido CPMAS y

MAS, experimentales y calculados de los pirazoles 70, 72, 73y 74.

Comp. Conférmero NH N n R°

70 (33%) 0.994+0.008 a-1  13.8+3.0 -23.1+2.7 19 0.999
70 (33%) 0.998+0.008 a-2  14.6+2.9 -22.6+2.6 19 0.999
70 (33%) 0.997+0.008 a-4 24.5+3.2 -26.6+2.8 19 0.999
72 (60%) 0.984+0.006 a-2  10.6+2.9 -27.0+2.7 16 1.000
72 (40%) 0.992+0.008 a-1  13.2+3.9 -26.1+3.7 16 0.999
73 (0.38£0.20) a-1 + 10.2+4.6 -26.7x4.6 27 0.999

(0.60+0.20) a-2

74 (66%) 0.972+0.100a-1 8.0#5.7 -29.5+54 19 0.999
74 (33%) 0.973+0.008a-2 7.1+45 -24.7+43 19 0.999
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4.3.3 Determinacion de la estructura cristalina mediante difraccion de rayos X

Las estructuras cristalinas de los compuestos 64 (CH,Cl,/hexano), 65
(CH,CI,/EtOH/hexano) y 66 (AcOEt/hexano) fueron resueltas gracias a la obtencién de
monocristales adecuados para difraccion de rayos X [88a]. Las estructuras de los
compuestos 32 (H,O/EtOH), 33 (CH,Cl,/EtOH/hexano), 34 (CH,CI,/EtOH/hexano) y

37 (CH,CI,/EtOH/hexano), fueron publicadas con anterioridad en un trabajo realizado

oS
32, Ry= HO/(DCM Rg= OCHg,

H  Rg=oH  OCMs

por este grupo de investigacion [28] (Esquema 8).

"N, I\;—N' 33, Ry= CHs, Ry = OCHy, Ry = OH
Y R s X~ Ri 34,R;= CHy R,=CHg, Ry = OCH;,
R, R, R4v =0OH
R RT T R 37, R;= Ph, R, = CHg, Ry = OCHs,
3 a Rs b R, = OCH,

64, R;= Ph,R3=0CHs;, Ry =F
65, R;= Ph,R3=F, R4 = OH
66, R;= Ph,Ry=F, R4 = OH
(Todos los otros Rs = H)

Esquema 8. Estructura de los pirazoles hemicurcuminoides cuya estructura de rayos X

ha sido determinada.

Vale la pena recordar que una caracteristica de la geometria de NH-pirazoles es
que el angulo centrado en N1 (NH) es siempre mayor que el centrado en N2, alrededor
de 112 y 104°, respectivamente [91]. Otra caracteristica tipica de ellos es la formacion
motivos ciclicos N-H---N (ciclameros) [92], encontrandose fundamentalmente en
compuestos que carecen de sustituyentes con grupos funcionales capaces de formar
enlaces de hidrdgeno, ya que participan en la red que determina la estructura secundaria
de los cristales rompiendo dichos enlaces [93]. Debido a esto, como se describira
posteriormente, solo los compuestos 37 y 64, que carecen del OH fenolico, cristalizan

formando dimeros [89].

Las Figuras 64-68 muestran los diagramas ORTEP de los compuestos 32-34, 37 y
64-66 con la numeracion cristalogréfica utilizada para los diferentes 4&tomos en la
unidad asimétrica. Los compuestos 32, 34 y 64 cristalizan en el grupo espacial
monoclinico P2;/c, 33 y 37 lo hacen en el ortorrombico Pbca, mientras que 65 y 66
cristalizan en el grupo espacial monoclinico P2;/n. En la Tabla 26 se muestran las

distancias y angulos de los enlaces de hidrégeno.
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Tabla 26. Enlaces de hidrégeno para los compuestos 32-34, 37 y 64-66, distancias en A

y angulos en °

Comp. D-H---A Operaciones de simetria® d(D-H) d(H---A) d(D---A) <(DHA)
32 03-H3:--04 1.10 1.98 2.647(4) 1151
N1-H1B:--03 —x+2,y-1/2, —z+1/2 1.06 1.93 2.864(4) 1447
O1-H1A---N2 —x+1, y+1/2, z+3/2 1.17 1.79 2.811(4) 1427
0O3-H3---01 x+1,y, z-1 1.10 2.26 2.825(4) 108.7
33 O1-H1A---N2 —Xx+1, —y+2, —z+1 0.99 1.86 2.832(3) 1675
N1-H1B---O2 X, —y+3/2, z-1/2 1.07 2.17 2.962(3) 128.6
34 0O13-H113---N21 1.16 1.81 2.782(5) 137.3
N12-H12---N23 1.10 1.82 2.914(5) 175.6
O11-H111---013  —x+4, y-1/2, ~z+3/2 0.92 2.03 2.813(4) 1413
O12-H112---N22 = —x+1,y-1/2, —z+1/2 1.14 1.57 2.673(4) 1594
N11-H11.---011 —Xx+4, y+1/2, —z+3/2 1.08 2.01 2.951(5) 1443
N13-H13---012 —X+1, y+1/2, —z+1/2 1.02 1.93 2.853(4) 148.6
37 N1-H1---N2 X+2, -y, —z+1 0.90(4) 2.07(4) 2.872(3) 147.4
64 N1-H1---N2 - X, —y+2, —z+1 1.02 1.92 2.852(2) 150.2
65 N1-H1---0O1 —x+3/2,y +1/2, —z+1/2 1.02 1.86 2.871(3) 1711
N2---H1A-01 x—1/2, —y+3/2, z+1/2 1.08 1.69 2.736(3) 161.8
66 N1-H1---01 —x+1/2, y+1/2, —z+3/2 0.98 1.98 2.899(2) 154.1
N2---H1A-01 x+1/2, —y+1/2, z—1/2 1.01 1.72 2.711(2) 164.3

a Operaciones de simetria utilizadas para generar &tomos equivalentes

Como se observa en la Figura 64, en la determinacién estructural de 32, se
identificé una molécula cristalograficamente independiente, donde los anillos de pirazol
y fenilo son coplanares, con distancias de enlace y angulos dentro de los rangos
normales. Sin embargo, el compuesto 33, posee un angulo diedro de 19.0(1)° entre los

anillos de pirazol y fenilo.
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Figura 64. Diagrama ORTEP de 32 (izquierda, 35% de probabilidad de los elipsoides)
y de 33 (derecha, 35% de probabilidad de los elipsoides) [28].

La unidad asimétrica del compuesto 34 se presenta en la Figura 65. El cristal
consta de tres moléculas casi planas, cristalograficamente independientes, unidas entre

si por enlaces de hidrégeno que forman un trimero.
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Figura 65. Diagrama ORTEP de 34 (40% de probabilidad de los elipsoides) [28].

La Figura 66 muestra como en el compuesto 37, el angulo diedro formado entre el
pirazol y el anillo de fenilo en la posicion 3 es de 15.7(1)°, y de 36.5(1)° entre el pirazol
y el anillo de fenilo grupo del estirilo en la posicion 5. Las moléculas de 37 estan
centrosimetricamente unidas por enlaces de hidrégeno, dando lugar a dimeros, dentro de

las distancias de van der Waals.

Figura 66. Diagrama ORTEP de 37 (35% de probabilidad de los elipsoides). A la
derecha la vista a lo largo del eje a de 37, que muestra la formacién de dimeros [28].

Los compuestos 65 y 66 son isoestructurales y cristalizan en el grupo espacial
monoclinico P2;/n. Por esta razon, los resultados para las dos moléculas pueden
describirse de forma conjunta. La Figura 67 muestra sus unidades asimétricas que
corresponden, en ambos casos, a una sola molécula que no es completamente plana
debido a la torsion del anillo de fenilo con respecto al anillo de pirazol, siendo el angulo
diedro entre ellos de 25.4(2)°. Excluyendo este anillo de fenilo, el resto de los &tomos se
desvian solo ligeramente del plano molecular medio lo que sugiere una deslocalizacién

electronica en esa parte de la molécula.
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Figura 67. Diagrama ORTEP de 65 (izquierda) y 66 (derecha) (40% de probabilidad
de los elipsoides)[88a].

En el compuesto 64 la unidad asimétrica también corresponde a una molécula de
forma analoga a los compuestos 32, 33, 37, 65 y 66, pero ambos sustituyentes en el
pirazol estan girados en relacion a este anillo, lo impide la deslocalizacién electrénica.
Cada molécula interactia con el centrosimétrico adyacente formando dimeros, como
ocurria en el caso de 37, unidos por enlaces de hidrégeno simétricos entre los &tomos de
nitrobgeno del pirazol, N1-H1.--N2, no observandose contactos adicionales
significativos (Figura 68). La presencia del grupo metoxi en 64 limita las posibilidades
de interacciones que conducen a la formacion de dimeros aislados en lugar de la red

extendida encontrada en los compuestos 65 y 66.
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Figura 68. Diagrama ORTEP de 64 (40% de probabilidad de los elipsoides). A la

derecha, vista del dimero formado en 64 [88a].

Respecto a la tautomeria, hay que sefialar que en el compuesto 32, los tautdmeros
32a 'y 32b son idénticos. En el caso del pirazol metil sustituido 33, el Unico tautomero
presente es 3-estiril (33b). En el pirazol 34, hay una mezcla 2:1 de 3-estiril (34b) y 5-
estiril (34a). Sin embargo, en los pirazoles fenil sustituidos 37 y 64-66 el Unico
tautdbmero observado es el a (5-estiril), de acuerdo con los datos de RMN en estado

solido.
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44 ACTIVIDAD BIOLOGICA

En el listado elaborado por la FDA de los 100 sistemas ciclicos empleados con
maés frecuencia en farmacos, el anillo de pirazol ocupa la 442 posicion [94]. Este anillo
heteroaromético de cinco miembros ha sido considerado lo suficientemente importante
como para dedicarle un capitulo en el libro "Privileged Scaffolds in Medicinal
Chemistry: Design, Synthesis, Evaluation™ [95]. En una revision reciente realizada por
este grupo de investigacion se recogen 149 pirazoles relacionados con la curcumina

correspondientes a 73 referencias para los afios 2002-2015 [96].

Teniendo en cuenta que los compuestos 32-37 habian demostrado ya sus
propiedades como posibles agentes terapéuticos en la enfermedad inflamatoria intestinal
[27], se decidi6 realizar nuevos ensayos de determinacion de actividad bioldgica de los
compuestos previamente estudiados junto a los nuevos derivados fluorados 64-74. Asi,
basédndonos en las propiedades antiinflamatorias y anticarcinogénicas de la curcumina,
se llevaron a cabo dos tipos de ensayos: la determinacién de la capacidad inhibidora de
la actividad de la sintasa del o0xido nitrico (NOS) y la determinacion de la capacidad
inhibidora de la expresion de los genes hTERT y c-Myc relacionados con la telomerasa
(Figura 69).

HN-N HN-N N-NH
NN R R SR, R s AR
R0 SY73 Tt 5 N3 5 3
H3CO : Ry R, Ry R,
| : :
N—NH
/
ro NA e, R, R, Ry R, R R, R, Ry R, Rs
HCO 2 64 Ph H  OCH; F H 69 CF, H  OCH;OH H
Ry R, Ry |65 pn H F OH H 70 CF, H OCH; F H

{32H0J?; H H} 6 Ph F H OH H 71 C, H F OH H

38 CH; H H
34 67 Ph F OH F H 72 CF, F H OH H

35 ph H H) |es P F H OH F 73Ch, F OH F H
% ph H  CH,
37 Ph CH, CH,

74 CF, F H OH F

Determinacidn de la actividad anti-telomerasa ;%4

425 Determinacion de la actividad anti-NOS

Figura 69. Pirazoles cuya actividad anti-NOS (cuadro verde) y/o anti-telomerasa

(cuadro azul) ha sido determinada.
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4.4.1 Determinacion in vitro del efecto de los pirazoles curcuminoides sintetizados
en la actividad de la NOS

El 6xido nitrico (NO’) es un radical libre de gran importancia bioldgica al actuar
como mediador de numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Es capaz de difundir
facilmente a través de las membranas celulares y entre las células, actuando como
sefializador en la comunicacion celular y neuronal, regulando la presién sanguinea y
participando en la activacion del sistema inmune [97]. A grandes rasgos, podriamos
resumir su reactividad en tres reacciones principales: reaccion con metales de transicion
del grupo prostético de enzimas modulando su actividad, S-nitrosilacion de ciertas

proteinas y reaccién con el anion superéxido (O," ) para formar peroxinitrito (ONOQ").

El NO’ se produce en los organismos vivos a partir del aminoacido L-arginina y
oxigeno molecular, en una reaccion catalizada por una familia de isoenzimas
denominadas sintasas del Oxido nitrico (NOS) [98]. Ademas, es imprescindible la
presencia de fosfato dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido (NADPH), como
cosustrato; de mononucleétido de flavina (FMN), dinucledtido de flavina (FAD) y
tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactores, y de protoporfirrina IX de hierro (grupo
hemo) y calmodulina como grupos prostéticos. La reaccién de formacion del NO’
transcurre en dos etapas (Esquema 9). En una primera etapa se oxida uno de los
nitrogenos del grupo guanidinio de la L-arginina para dar N“-hidroxi-L-arginina [99] a
través de una reaccion que requiere oxigeno molecular, NADPH y BH,. La especie
intermediaria asi formada sufre un nuevo proceso de oxidacion para originar L-citrulina
y NO'. En total, por cada molécula producida se consumen 1.5 equivalentes de NADPH
ya que son tres los electrones necesarios. EI NADPH solo puede suministrar los
electrones de dos en dos, mientras que las flavinas aportan sus electrones uno a uno.
Esta caracteristica las convierte en intermediarias entre el NADPH el grupo hemo, ya
que éste, en las diferentes etapas de sintesis del NO', requiere que el suministro de
electrones se haga de uno en uno [100].

NADPH + H" 1/, (NADPH + H*
©) 2( )
coo® @4/ NADP* el ® coo®

H © H @/ . H
® . N__NHOH 4 , 1/, NADP + e
chl?l"'K/\/N\fNHz HaNY K/\/ \f Ha(l?l“'K/\/NTNHZ N=0
NH, 0:0/3 NH, o:ﬁ 5
H,0

29 N®-hidroxi-L-arginina L-Citrulina

L-Arginina

Esquema 9. Reaccion de formacion del éxido nitrico.
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Estructura de las NOS

Las sintasas del 6xido nitrico son activas como homodimeros, y cada monémero
consiste en dos dominios bien definidos: el dominio oxigenasa y el dominio reductasa
(Figura 70). En el dominio oxigenasa el N-terminal se une al grupo hemo, a la L-
arginina, y a la BH4. Mientras en el dominio reductasa, el C-terminal se une al FAD,
FMN y al NADPH y proporciona los electrones del NADPH al dominio oxigenasa.
Ambos dominios pueden ser expresados y purificados por separado, y conservar el sitio
de unién al ligando y su reactividad. Entre los dominios oxigenasa y reductasa existe un
sitio de union para la calmodulina (CaM) consistente en una secuencia corta (30-40

aminoéacidos) [101].

CaM

N—{ Hemo BH, L-Arginina }4{ FMN FAD | NADPH %C
N J N J
g g
Dominio oxigenasa Dominio reductasa

Figura 70. Representacion esquematica de la estructura de la NOS

Tradicionalmente se han diferenciado tres isoformas de la NOS en funcion de los
genes que las codifican, de su localizacion, regulacién, propiedades cataliticas y
sensibilidad a inhibidores [102]. La gran analogia existente en su estructura gendémica,
sugiere la existencia de un gen ancestral comun para la NOS. En un principio se
distinguid entre NOS constitutiva e inducible. Las isoformas constitutivas se
encontraron en las células del endotelio (eNOS, con un tamafio de 134 kDa) y en
determinadas poblaciones de neuronas (nNOS, con un tamafio de 160 KDa), mientras
que la encontrada en macrdfagos solo es expresada una vez ha sido inducida por
determinados agentes; de ahi que se la denominara inducible (130 kDa) [103].
Actualmente, podemos hablar de una cuarta isoforma de localizacion mitocondrial
(NOS mitocondrial o mtNOS), cuya principal diferencia radica en la ausencia de un gen
especifico que la codifique, asi que debe proceder del gen que codifique alguna de las

tres isoformas citosolicas [104].

Cabe destacar el papel de la calmodulina en la actividad de la NOS. Para que la
NNOS y eNOS sean activas es esencial que se unan al complejo de calcio-calmoduling;
dicho complejo se forma cuando la concentracién de calcio es superior a 400 nM. Por el
contrario, en el caso de la iNOS el complejo calcio-calmodulina esta fuertemente unido
incluso en condiciones de reposo celular de manera que su actividad no se ve afectada

por esta circunstancia. La iNOS, es activa desde que se sintetiza de novo al inducirse su
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expresion, mientras que las dos isoformas constitutivas dependen de algun estimulo que
provoque un aumento de la concentracion de calcio intracelular. En la Tabla 27 se
recogen las principales caracteristicas de las tres isoformas de la NOS que seran objeto

de estudio.

Tabla 27. Principales caracteristicas de las tres isoformas de la NOS.

Neuronal Inducible Endotelial
(nNOS) (iNOS) (eNOS)
Tamario (kDa) 160 130 134
Lugar de Expresion SNCy SNP Macrdfagos Endotelio
Neutréfilos Plaquetas

Hepatocitos
Fibroblastos

Expresion Constitutiva Inducible Constitutiva

Dependencia Ca®* Si No Si

Funcién Neurotransmisor ~ Mediador de la Regulacion
central y periférico respuesta tono vascular

inmunitaria  y funcién plaquetaria

Inhibicion de la NOS como objetivo terapéutico

Debido al gran nimero de procesos tanto fisiolégicos como fisiopatoldgicos en los
que el NO’ esta implicado, son numerosas las investigaciones con fines terapéuticos que
lo sittan en el punto de mira. Pese a que los tratamientos con sustancias generadoras de
NOS in vivo son bien conocidos para el tratamiento de distintas cardiopatias, muchos de
los efectos mas desastrosos se producen cuando la generacién de NO™ es excesiva [105].
En el sistema nervioso central (SNC), el NO® actGa como un neurotransmisor de
caracteristicas unicas, ya que no es almacenado en vesiculas y liberado por exocitosis,
sino que simplemente difunde entre los terminales nerviosos. Parece clara su
intermediacion en enfermedades neurodegenerativas, y es uno de los principales
responsables del dafio neuronal en los accidentes cerebro-vasculares. En el caso de la
enfermedad de Alzheimer existen evidencias de una elevada expresion de la eNOS vy se
sabe que la proteina B-amiloide presenta componentes capaces de inducir la expresion
de la iNOS en la microglia [106]. Por el contrario, el NO" producido por la eNOS en las
células endoteliales juega un papel fundamenal en la regulacion de la presién arterial
[107] y su inhibicion podria llevar a efectos indeseados como el aumento de la
activacion de los globulos blancos y plaquetas, hipertension y aumento de la
aterogénesis [108]. En el sistema inmune, las citoquinas o las endotoxinas inducen la

expresion iNOS siendo capaz de generar una cantidad de NO” mayor al de los otros dos
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tipos de NOS en la lucha conta agentes patdgenos. En la respuesta inflamatoria, en
condiciones de inflamacién aguda, el NO® responsable de la modulacién de la formacion
del edema es liberado por la isoforma constitutiva eNOS, cuya funcion es la de inhibir
la activacion de los globulos blancos, la agregacion plaquetaria, e inducir la
vasodilatacion. Por el contrario, si el proceso progresa y se convierte en crénico, el NO’
es generado por la INOS, siendo responsable de muchos de los aspectos que
caracterizan la inflamacion. Por todo ello, la inhibicion selectiva de las distintas
isoformas de la NOS es desde hace afios un objetivo terapéutico primordial. Sin
embargo, esta selectividad no es facil de conseguir debido principalmente al alto grado
de conservacion que existe en la estructura cuaternaria del dimero asi como en el centro

activo.
Determinacion de la inhibicion de la actividad enzimatica de las isoformas de la NOS

Con objeto de medir la capacidad inhibidora de los compuestos sintetizados se
Ilevaron a cabo ensayos in vitro de medida de la actividad enzimatica de la sintasa del
oxido nitrico. La medida de la actividad de la nNOS se realiz6 en homogenado de
cerebro de raton, la de eNOS empleando eNOS recombinante bovina y para iNOS se
utiliz6 iNOS recombinante de ratén. Dado que las isoformas constitutivas son Ca*'-
CaM dependientes, mientras que las isoformas inducibles son Ca?*-CaM
independientes, se podra diferenciar entre NOS constitutiva e inducible, utilizando un
quelante de Ca®* como el EDTA (4cido etilendiaminotetraacético). La actividad de la
enzima se expresa como la cantidad de producto formado (NO o citrulina ya que su
relacion de sintesis es 1:1, ver Esquema 9) a lo largo del tiempo de la reaccion, dividido
por la cantidad de proteinas totales. Asi, la cuantificacion de la actividad NOS puede
llevarse a cabo por la monitorizacion de la conversién de L-(*H)-arginina en L-(*H)-
citrulina durante un tiempo determinado segln el protocolo descrito por Bredt et al.
[109].

Para simplificar la discusion de los resultados, éstos se agrupan en tres graficos.
En la Figura 71 se recogen los resultados obtenidos para los pirazoles 32-37, en la
Figura 72 los de los pirazoles hemicurcuminoides fluorados 64-68 y por ultimo, en la
Figura 73 los de los pirazoles hemicurcuminoides fluorados 69-74. En todos los casos
se presentan como la media del porcentaje de inhibicion, en presencia del inhibidor, de
tres experimentos independientes (n = 3) realizados por triplicado + el error estandar de
la media (SEM).
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De los resultados obtenidos para los pirazoles curcuminoides 32-37 (Figura 71) se
observa que la sustitucion del grupo OH en 4' por un metoxi en los compuestos 36 y 37
No parece suponer una mejora respecto a la capacidad inhibidora de ninguna isoforma,
observandose una notable disminucién de la inhibicion de nNOS y de eNOS. La
introduccion de un metilo en posicion 4 del anillo pirazolico en 34 se traduce en un
aumento de la selectividad por la isoforma inducible respecto a su analogo sin metilar
(33). El fenil derivado 35 junto con 32 y 33, son los Unicos compuestos que presentan

porcentajes de inhibicidn superiores o en torno al 50% para las tres isoformas.
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Figura 71. Porcentaje de inhibicion de la actividad de nNOS, iNOS y eNOS en

19
2 3 4 3

presencia de los pirazoles curcuminoides 32-37 (1 mM en EtOH) comparados con el

control (0% de inhibicién). P < 0.001 vs control.

En el caso de los pirazoles hemicurcuminoides fluorados 64-68 (Figura 72), los
compuestos monofluorados son mas inhibidores que los difluorados. La sustitucion del
OH en 4' por un aomo de F en 64 no supuso mejoras respecto a la inhibicion de
ninguna isoforma. EI compuesto 65 que posee un a&tomo de fltor en posicion 3' no solo
inhibe cuantitativamente iNOS (84%), sino que ademas es un inhibidor selectivo de esta
isoforma frente a las otras dos nNOS (37%) e INOS (37%).

Si analizamos los resultados obtenidos para los pirazoles hemicurcuminoides
fluorados 69-74 (Figura 73), podemos afirmar que presentan ligeramente mayor
inhibicion de la isoforma inducible frente a las isoformas constitutivas. Entre ellos 72,

es mas selectivo de INOS y eNOS frente a nNOS.
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Figura 72. Porcentaje de inhibicion de la actividad de nNOS, iNOS y eNOS en
presencia de los pirazoles hemicurcuminoides 64-68 (50 UM en DMSQO) comparados
con el control (0% de inhibicion). P < 0.01 (para iNOS de 64, 65y 68) y P < 0.001

(resto) vs control.
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Figura 73. Porcentaje de inhibicion de la actividad de nNOS, iNOS y eNOS en
presencia de los pirazoles hemicurcuminoides 69-74 (50 uM in DMSO) comparados

con el control (0% de inhibicion). P < 0.001 vs control.

Si analizamos todos los resultados obtenidos podemos concluir que los pirazoles
CF3 sustituidos (69-74) presentan en general menores porcentajes de inhibicion para las
tres isoformas siendo tambien poco selectivos. Entre los pirazoles de la primera serie
(32-37) podemos destacar al derivado de curcumina 32, al metil sustituido 33 y al fenil
sustituido 35 siendo buenos inhibidores aunque poco selectivos. Entre los pirazoles fenil
sustituidos de la segunda serie (64-68) destaca 66 como buen inhibidor de nNOS e
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INOS, aungue el pirazol que mejor resultados ofrece es 65 dado que no solo es un
excelente inhibidor de iINOS (84%) sino que es selectivo frente a las otras dos isoformas
(37%) (Figura 74).

HN-N HN-N
PPl wph
HO HO F
65 66
nNOS: 37 % nNOS: 66 %
iNOS: 84 % iNOS: 66 %
eNOS: 37 % eNOS: 38 %

Figura 74. Compuestos que han mostrado mejores resultados como inhibidores de NOS

(en azul los porcentajes de inhibicion mas destacables).

4.4.2 Efectos de los pirazoles curcuminoides en células cancerosas y en la expresion

de genes relacionados con la telomerasa

Los telémeros, identificados por primera vez en 1938 por H. J. Muller [110], son
estructuras nucleoproteicas no codificantes que constituyen las extremidades de los
cromosomas Yy cuya longitud predice la capacidad replicativa de las células. Protegen
los extremos de los cromosomas de los mecanismos de reparacion y degradacion del
ADN y mantienen su integridad estructural impidiendo la fusion entre sus extremos
[111]. Los telémeros humanos contienen aproximadamente de 500 a 2.000 repeticiones
de la secuencia TTAGGG (Figura 75), es decir de 3.000 a 12.000 pares de bases [112].

/ AATCCCAATCCCAATCCC
TTAGGGTTAGGGTTAGGG

1
.

Figura 75. Ubicacion de los telomeros en los cromosomas donde se aprecia la
secuencia TTAGGG repetida en los telémeros humanos.

En 1973 Olovnikov describid por primera vez la correlacion directa existente entre
la longitud de los teldémeros y la longevidad de los humanos [113]. Durante el proceso
de replicacion celular, la ADN polimerasa requiere de un cebador de ARN de unos 8-12
nucleotidos que proporcione el extremo 5’ de la nueva hebra y siempre lee el ADN en
sentido 3’—5’, sintetizando las nuevas hebras en sentido 5’—3’. Esto provoca que el

extremo 5’ de la nueva hebra se vaya acortando progresivamente en cada replicacion,
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por lo que los telomeros sufren una pérdida neta de 50-100 pares de bases en cada ciclo
celular [114]. En la Figura 76 se esquematiza el acortamiento telomérico después de una
replicacion celular. La accion de ciertos oncogenes u otros factores, como el estrés
[115], la obesidad y el tabaquismo [116], también pueden provocar el acortamiento

telomérico.

ﬂCicIo replicativo

3 5
L
-z L. /
Cebadores de la region telomérica ,
5 3

—

5
ﬂEIiminacién cebadores
3

Acortamiento telomérico

por eliminacion de cebadores 3

3 5'
Figura 76. Acortamiento de los telémeros tras la replicacion celular.

Pese a que el acortamiento del telémero no implica necesariamente ninguna
patologia, ya que esta region del ADN no es codificante, cuando la longitud telomerica
no es lo suficientemente larga como para preservar la integridad del cromosoma, la
célula entra en fase critica lo que provoca la senescencia 0 apoptosis [117]. Sin
embargo, la activacion de la telomerasa en las células tumorales permite sobrepasar esta
fase critica [118].

La telomerasa es una enzima que impide que las células envejezcan, provocando
el alargamiento telomérico. Fue identificada por primera vez por Greider y Blackburn
en 1985 [119] y cuatro afos después Morin describio la actividad de la telomerasa en
células humanas [120]. Ademés de encargarse del alargamiento telomérico, la
telomerasa también tiene otras funciones, como las de mejorar la capacidad de
reparacién del ADN, suprimir genes que controlan el dafio ocasionado en el ADN,
promocionar el crecimiento y la proliferacién celular e inhibir la apoptosis. Esta
formada por una subunidad de ARN, que sirve como molde para la sintesis del ADN
telomérico, llamada hTR o TERC (human telomerase RNA), otra subunidad proteica
catalitica con actividad transcriptasa reversa, conocida como hTERT (human telomic
end reverse transcriptase) y una proteina asociada denominada TEP1 [121]. Un cuarto
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componente, denominado DKC1, esta implicado en la estabilidad y plegamiento de hTR
[122]. La telomerasa utiliza su componente ARN como molde para alargar los extremos
3’ de las cadenas sencillas teloméricas, afiadiendo ADN en la direccion 5°—3’ [123].
Luego, una ADN polimerasa sintetiza las nuevas secuencias complementarias,
impidiendo asi el acortamiento telomérico (Figura 77).
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Figura 77. Modo de accion de la telomerasa.

En células somaticas la telomerasa se encuentra en niveles muy bajos, por lo que
no es capaz de alargar los telomeros, debido a ello la mayoria de las células humanas
tienen un tiempo de vida de tan solo unas 100 divisiones [124]. Sin embargo, alrededor
del 90% de los tumores malignos presentan actividad telomerasa [125], la cual va
agregando nucledtidos en cada ciclo celular lo que permite la regeneracion de los
telomeros y dota de inmortalidad a las células tumorales [126]. Algunos tumores son
capaces de mantener la longitud de sus telomeros en ausencia de actividad de la
telomerasa por un mecanismo denominado alargamiento alternativo de los telomeros
ALT (alternative lengthening of telomeres) [127], posibilitando la proliferacion celular
a largo plazo. Por otro lado, las células proliferantes de cancer presentan menor longitud
telomérica que las células somaticas normales. Los telémeros cortos permanecen mas
tiempo en estado lineal, por lo que el acceso de la telomerasa al extremo cromosoémico,
durante la fase S del ciclo celular (duplicacion del ADN y de las proteinas asociadas), se
ve facilitado [128].

La subunidad hTR de la telomerasa se encuentra expresada en todas las células del
organismo humano, mientras que la parte proteica hTERT Unicamente se encuentra
expresada en las células tumorales [129], por lo que la regulacion transcripcional de la

expresion génica de hTERT representa, segun diversos estudios, la etapa limitante en el
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proceso de activacion de la telomerasa [130]. También se ha visto que hTERT
Unicamente se expresa en la fase S del ciclo celular y se ha comprobado que la habilidad
para expresar la telomerasa y mantener el ADN telomérico es un paso crucial en la
carcinogenesis [131]. Existen una serie de factores transcripcionales que participan en la
expresion génica de hTERT, entre los que se encuentra el protooncogen c-Myc. Varios
estudios sugieren que c-Myc activa a la telomerasa induciendo expresion de hTERT
[132]. Otros estudios han demostrado que el gen hTERT contiene numerosos sitios de
unién para c-Myc, que pueden mediar la activacion transcripcional del gen [133]. El gen
c-Myc también se encuentra sobreexpresado en multitud de tumores humanos y, al ser
un factor transcripcional de hTERT, aumenta indirectamente la actividad de la

telomerasa, provocando consecuentemente la inmortalidad de las células tumorales.

En base a lo descrito anteriormente, y como un estudio inicial de la potencial
actividad de nuestros pirazoles curcuminoides 32, 35 y 64-74 como inhibidores de la
activacion de la telomerasa, hemos investigado su capacidad para inhibir la
proliferacion de células tumorales, asi como su efecto sobre la expresion génica de
hTERT y c-Myc [134].

4.4.2.1 Determinacion de la citotoxicidad

La actividad citotdxica de los pirazoles 32, 35 y 64-74 y de curcumina (1), fue
determinada en tres lineas celulares tumorales: la de adenocarcinoma de colon humano
(HT-29), la de adenocarcinoma de mama (MCF-7) y la de adenocarcinoma de cuello
uterino (HelLa); asi como en una linea celular no tumoral: la linea de células de rifidn
embrionario humano (HEK-293). La Tabla 28 muestra los valores de citotoxicidad para
los compuestos 32, 35 y 64-74, expresados como la concentracion del compuesto (uM)
que causa un 50% de inhibicién del crecimiento celular (ICsp). La curcumina se incluy6
con fines comparativos. La Tabla 28 muestra ademas los coeficientes a,  y v, obtenidos
dividiendo los valores I1Csq de la linea celular no tumoral por los de la HT-29, la MCF-7
o la linea celular HeLa, respectivamente. Cuanto mayor sea el valor de cualquiera de los
coeficientes, mayor sera el margen de seguridad terapéutica del compuesto en la linea

celular correspondiente.
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Tabla 28. Citotoxicidad expresada en valores de ICsy (UM) y coeficientes de

selectividad para los compuestos 1, 32, 35y 64-74 2,

Comp. HT-29 MCF-7 HeLa HEK-293 a’ Be e
1 136+25 183+18 11.0+4.0 10.8+0.7 0.8 06 10
32 46+1.4 11.1+04 1.7+0.6 0.72+0.35 0.2 01 04
35 224+12 138+ 1.4 3.8+05 53+1.9 0.2 04 14
64 19.0+7.0 26.0+6.0 18.0+0.6 28.0+5.0 15 11 16
65 >100 >100 32.0+3.0 53.1+0.5 05 <05 1.7
66 217+44 272+15 36.1+34 326+34 15 1.2 09
67 33.0+6.0 36.3+1.1 16.0+0.6 47.0+5.0 1.4 13 29
68 39.0+7.0 94.4+2.4 34.82+0.19 43.0+9.0 1.1 05 1.2
69 238+27 75.0+5 7.9+29 31.0+0.7 1.3 04 39
70 46+1.0 13.7+25 95+22 2.9+0.6 0.6 02 03
71 6.7+0.4 90.6 +2.7 33.0+50 482+24 7.2 05 15
72 13.0+2.2 322406 11.4+03 26.0+3.0 2.0 08 23
73 >100 >100 26.0 + 3.0 50.0 + 7.0 <05 <05 19
74 277+26 87.5+0.9 158+18 13.69 +0.17 0.5 02 09

a) Valores representados como la media (£ SD) de tres medidas distintas llevadas a cabo como se
describe en la seccion experimental. b) o = ICsq (HEK-293) / ICsq (HT-29). ¢) B = ICso (HEK-293) / ICs
(MCF-?) d) Y= 1Cxp (HEK-293) / 1Csg (HeLa)

La citotoxicidad de los derivados curcuminoides 1, 32, 35, 64-74 esta en un rango
micromolar bajo. En cuanto a la linea HT-29, los compuestos 32, 70 y 71 muestran
valores de ICs inferiores a los de la curcumina; o mismo sucede para los compuestos
32, 35y 70 para las células MCF-7 y en el caso de 32, 35, 69 y 70 respecto a la linea
celular HelLa. Entre éstos, los compuestos 32 y 70 son los que combinan alta
citotoxicidad hacia todas las lineas celulares tumorales estudiadas (Figura 78)
presentando ambos valores similares de coeficientes de selectividad, si bien es cierto

que son inferiores a la unidad en todos los casos.
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Figura 78. Compuestos que muestran alta citotoxicidad ante las lineas celulares

tumorales estudiadas.
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4.4.2.2 Efecto de pirazoles curcuminoides seleccionados sobre la inhibicién de la

expresion de los genes hTERT y c-Myc

Con el fin de determinar si los pirazoles curcuminoides objeto de estudio son
capaces de inhibir la expresion de los genes hTERT y c-Myc se realizé un analisis de
PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR, del inglés reverse transcription polymerase
chain reaction) empleando células tumorales HelLa [135]. El grado de expresion génica
se cuantifico usando el programa Image J, utilizando como gen de referencia o
enddgeno la f-actina. Los valores se normalizaron en base a los datos recogidos a partir
de la muestra de células tratadas inicamente con DMSO. Los compuestos seleccionados
fueron 1, 32, 35, 64, 67, 69, 70 y 72-74 porque exhibian una citotoxicidad
razonablemente buena hacia las células HeLa (valores de ICsy por debajo de 30 uM).
Para estos ensayos, se emplearon concentraciones inferiores a los valores de 1Csg hacia
dicha linea celular. Por lo tanto, las concentraciones fueron siempre 10 uM excepto para
el compuesto 32, que se utilizo a una concentracion de 1 uM, y el compuesto 35, que se
empled una concentracion de 2 uM, debido a su mayor citotoxicidad frente a las células
Hela.

Los resultados para los compuestos seleccionados se representan en la Figura 79,
mostrandose el porcentaje de expresion del gen hTERT tras 48 h de incubacion en
presencia de DMSO (experimento control) y en presencia de cada uno de los
compuestos investigados.
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Figura 79. Porcentaje de expresion del gen hTERT en células HeLa. La concentracion
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de todos los compuestos es de 10 uM excepto 1 uM para 32 y 2 uM para 35. Datos
expresados como la media de tres experimentos realizados por duplicado £ SEM; P <

0.001 vs control.
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Los compuestos 32 y 67 son capaces de reducir la expresion del gen hTERT al
49% y 51%, respectivamente, un valor mayor que el mostrado por la curcumina (1)
(59%). Sin embargo, los compuestos mas notables son el 74 y el 69, que muestran la
mayor actividad inhibitoria en la expresion del gen hTERT (42% y 44% de expresion

respectivamente).

Con el fin de determinar si los compuestos estudiados eran capaces de regular la
expresion del gen c-Myc, se realiz6 de nuevo un andlisis RT-gPCR en células tumorales
Hela. Las células se incubaron durante 48 h en presencia de DMSO (control) y 10 uM
de cada uno de los compuestos estudiados, excepto 1 uM para 32 y 2 uM para 35. Los
compuestos 32, 69, 70 y 74 muestran valores de inhibicion de la expresion del gen
c-Myc del 76%, 69%, 82% y 79% respectivamente, una inhibicion mucho mayor que la
mostrada por la curcumina (1), que inhibe un 59%. Una vez més, los compuestos 72, 64

y 35 no muestran disminucion significativa en la expresion del gen c-Myc (Figura 80).
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Figura 80. Porcentaje de expresion del gen c-Myc en céulas HelLa. La concentracion
de todos los compuestos es de 10 uM excepto 1 uM para 32 y 2 uM para 35. Datos
expresados como la media de tres experimentos realizados por duplicado + SEM; P <

0.001 vs control.

El porcentaje de expresion del gen hTERT frente al porcentaje de expresion del
gen c-Myc se representa graficamente en la Figura 81. Los compuestos 32, 69 y 74, con
niveles de inhibicidn relativamente altos en la expresion de ambos genes, se localizan en
el cuadrante inferior izquierdo. Esta correlacion podria deberse a que estos compuestos
son capaces de disminuir la expresion del gen hTERT al interferir en la expresion del

gen c-Myc, ya que éste codifica un factor de transcripcion que controla la expresion de
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hTERT. Es decir, que controlan la produccién génica de hTERT a través del control de

la produccion del factor de transcripcion c-Myc.
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Figura 81. Porcentaje de la expresion génica de hTERT vs c-Myc.

El compuesto 32, a una concentracion de 1 uM, y los compuestos 69 y 74, ambos
a una concentracion de 10 uM, son capaces de disminuir ambas expresiones de genes
por debajo del cincuenta por ciento. Ademas, estos compuestos presentan mejores

caracteristicas que la curcumina a una concentracién de 10 uM.

En resumen, si comparamos los pirazoles estudiados frente a curcumina (1), se
puede afirmar que la presencia del anillo de pirazol en las estructuras curcuminoides
mejora las propiedades bioldgicas estudiadas en este apartado. Ademas, los compuestos
74, 70 y 69, que contienen un grupo trifluorometilo, tienen un mejor comportamiento
que los pirazoles 35, 64 y 68 que llevan un sustituyente fenilo. De todos los compuestos
ensayados, destacan 32, 69 y 74 mostrando mejores porcentajes de inhibicion de la
expresion de hTERT y c-Myc que curcumina (1).
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Figura 82. Compuestos que presentan mayor actividad inhibitoria, expresados como

porcentaje de inhibicion de la expresion de los genes hTERT (azul) y c-Myc (rojo).
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45 RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se han preparado dieciséis pirazoles hemicurcuminoides (36-37 y 64-74), junto con
el pirazol derivado de la curcumina 32, de ellos, once han sido sintetizados por
primera vez (64-74) a partir de las f-dicetonas hemicurcuminoides correspondientes.
En términos generales los rendimientos son buenos, siendo superiores para la serie

de derivados trifluorometilo que para los de las series fenilo y metilo.

El estudio estructural de los pirazoles hemicurcuminoides sintetizados se ha llevado
a cabo mediante RMN en disolucion y en estado sélido, asi como difraccion de
rayos X. Las estructuras de rayos X de los compuestos 64, 65 y 66 han sido descritas
por primera vez. Los datos de RMN en estado solido indican la presencia de una
Gnica forma tautomérica para los pirazoles fenil sustituidos 35 y 64-68,
correspondiendo al tautdbmero mayoritario detectado en disolucion, y también de
acuerdo con la determinacion de la estructura de rayos X de 64, 65 y 66: el
tautdbmero a con el grupo estirilo en posicion 5. Pese a que no se obtuvieron cristales
adecuados para difraccion de rayos X de los trifluorometil pirazoles 69-74, los
calculos tedricos realizados sugieren que para esta serie la forma tautomérica

mayoritaria es de nuevo el tautdbmero a.

Con el fin de determinar las propiedades antiinflamatorias y anticarcinogénicas de
los pirazoles hemicurcuminoides sintetizados, se han llevado a cabo dos ensayos: la
determinacion de la capacidad inhibidora de la actividad de la sintasa del dxido
nitrico (NOS) y la determinacion de la capacidad inhibidora de la expresion de los
genes hTERT y c-Myc relacionados con la telomerasa.

Respecto a la inhibicion de las distinas isoformas de la NOS, entre los pirazoles de
la primera serie (32-37) destacan los compuestos 32, 33 y 35 como buenos
inhibidores aunque poco selectivos. Los compuestos de la serie fenil sustituida (64-
68) presentan mayor inhibicion que los pirazoles trifluorometil sustituidos. El
pirazol hemicurcuminode que mejores resultados ofrece es 65 mostrando no solo
que es un excelente inhibidor de iINOS (84%), sino que es ademas selectivo frente a

las otras dos isoformas (37%).

En cuanto a la citotoxicidad de los pirazoles 32, 35 y 64-74 frente a las lineas de
células tumorales estudiadas (HT-29, MCF-7 y HelLa) destacan los compuestos 32 y
70 dado que poseen alta citotoxicidad frente a las tres lineas celulares. Los
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compuestos 32, 69 y 74 han mostrando mejores porcentajes de inhibicion de la

expresion de los genes hTERT y c-Myc que curcumina ().
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4.6 PARTE EXPERIMENTAL

4.6.1 Materiales y métodos

El analisis estructural de los distintos compuestos sintetizados se realizd mediante

el empleo de las técnicas e instrumentos que se indican en el apartado 3.6.

>N RMN en disolucién y en estado sélido. Los espectros de °N (40.56 MHz)
RMN se obtuvieron en un espectrometro Bruker DRX-400 (9.4 T). Para referenciar el
N se utilizé CH3NO, externo disuelto en el disolvente adecuado. Los espectros de *°N
(40.60 MHz) CPMAS RMN se llevaron a cabo en un espectrometro Bruker WB-400 a
300K, usando una sonda DVT de 4 mm. Las muestras han sido cuidadosamente molidas
y compactadas en rotores de 6xido de zirconio de 4 mm de didmetro con tapas de Kel-F.
Las condiciones operativas implican 2.9 us, pulsos de *H de 90° y desacoplamiento de
campo de 86.2 kHz con una secuencia TPPM. Los desplazamientos quimicos (6 en
ppm) estan referidos al NH,CI, los cuales fueron transformados a la escala de
nitrometano mediante la relacién: ¢ **N (CHsNO,) = 6 **N (NH,CI) -338.1 ppm. Para
>N CPMAS los parametros de adquisicion fueron: anchura espectral, 40 kHz; tiempo
de repeticion, 5-100 s; tiempo de adquisicion, 35 ms; tiempo de contacto, 9 ms; y
velocidad de giro 6 kHz.

Difraccion de rayos X. La recoleccion de datos para los compuestos 64 y 65 se
Ilevé a cabo a temperatura ambiente en un difractometro Bruker SMART CCD y en un
difractometro Xcalibur Atlas CCD para 66, utilizando en todos los casos radiacion Mo-
K con un monocromador de grafito (A = 0.71073 A) funcionando a 50 kV y 30 mA para
64 y 65, y a 50 kV y 40 mA para 66. Los tiempos de exposicion fueron 20 s para 64 y
65, y de 3.37 s para 66. Las estructuras fueron resueltas por meétodos directos y

refinadas por el método de minimos cuadrados en F2 utilizando (SHELXL-97).

4.6.2 Sintesis de pirazoles hemicurcuminoides

De acuerdo con la nomenclatura IUPAC en todos los compuestos con grupos
hidroxilo fenolicos, el grupo fenol es el de mayor prioridad. Sin embargo, al objeto de
facilitar la comparacion entre las estructuras de los diferentes pirazoles, en la memoria
todos los compuestos aparecen nombrados como derivados de pirazol. Asi, por ejemplo,
el compuesto 65 que se denomina (E)-3-fluoro-4-(2-(3-fenil-1H-pirazol-5-il)vinil)fenol
segun las normas IUPAC, aparece como (E)-3(5)-[B-(2-fluoro-4-hidroxifenil)-etenil]-
5(3)-fenil-1H-pirazol.
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Los pirazoles (E)-3,5-bis[B-(4-hidroxi-3-metioxifenil)-etenil]-1H-pirazol (32, pf:
217.1 °C), (E)-3(5)-[B-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-etenil]-5(3)-metil-1H-pirazol (33, pf:
141.6 °C), (E)-3(5)-[B-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-etenil]-4,5(3)-dimetil-1H-pirazol (34,
pf: 176.1 °C), (E)-3(5)-[ B-(4-hidroxi-3-metioxifenil)-etenil]-5(3)-fenil-1H-pirazol (35,
pf: 142.9 °C), (E)-3(5)-[B-(3,4-dimetoxifenil)-etenil]-5(3)-fenil-1H-pirazol (36, pf:
173.4 °C), (E)-3(5)-[B-(3,4-dimetoxifenil)-etenil]-4-metil-5(3)-fenil-1H-pirazol (37, pf:
182.0 °C), fueron sintetizados segtin se describe en la literatura [27].

Procedimiento general de sintesis de pirazoles hemicurcuminoides

En un matraz de fondo redondo, provisto de un refrigerante de reflujo, se disponen
la B-dicetona (27, 30-31, 52-54) (1 mmol), hidrato de hidrazina 98% (1.5 mmol) y acido
acético (5 mL). Tras calentar a reflujo durante 2 h, la mezcla resultante se vierte sobre
agua. El precipitado formado se filtra, se lava con agua y se seca. El s6lido obtenido se
purifica mediante una columna cromatografica de gel de silice utilizando acetato de

etilo/hexano como eluyente o mediante cristalizacion en el disolvente apropiado.
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(E)-3(5)-[5-(4-Fluoro-3-metoxifenil)-etenil]-5(3)-fenil-1H-pirazol (64)

77 91 El compuesto 64, preparado a partir de (2Z,4E)-
5-(4-fluoro-3-metoxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta
-2,4-dien-1-ona (30), se aisla tras su purificacion

mediante cristalizacion en CH,Cl,/hexano como

cristales amarillos (499 mg, 55%).
Pf: 150.3 °C.

Anal. Calc. para CigH;sFN,O: C, 73.45; H, 5.14; N, 9.52. Experimental: C, 73.13; H,
5.13; N, 9.60.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): 6 13.29 (sa, 1H, 43% NH), 13.10 (sa, 1H, 57%
NH), 7.80 (m, 2H, 57% H2"/H6"), 7.77 (m, 2H, 43% H2"/H6"), 7.20-7.50 (m, 4H, H2’,
H3"/H5" y H4"), 7.06-7.26 (m, 4H, H6, H7, H5', H6'), 6.90 (s, 1H, 57% H4), ~7.0 (sa,
1H, 43 % H4), 3.90 (s, 3H, OCHs).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): J 151.3 (*Jr ~ 249.5 Hz, 57%, C4'), 150.9 (C3),
151.1 ({Jg ~ 246.1 Hz, 43%, C4’), 147.4 (3= = 10.9 Hz, C3"), 142.9 (43%, C5), 142.0
(57%, C5), 134.1 (43%, C1"), 133.5 (57%, C1"), 129.0 (C1', 43% C3"/C5"), 128.9
(57%, C7), 128.7 (57% C3"/C5"), 128.3 (43%, C7), 128.1 (43%, C4"), 127.4 (57%,
C4"), 125.1 (C2"/C6"), 121.5 (43%, C6'), 119.4 (57% Cs, 43 % C6), 116.0 ( “Jr =~ 23,
43%, C5'), 115.9 ( 2Jr = 18, 57% Cs, 57% C6), 110.9 (C2'), 100.3 (57%, C4), 99.4
(43%, C,), 56.0 (OCHy).

3C RMN (100.76 MHz, CPMAS): ¢ 152.1 (C3, C4'), 148.2 (C3'), 142.1 (C5), 133.6
(C1, C1"), 130.5 (C7), 128.3 (C3"/C5", C4"), 124.3/127.2 (C2"/C6"), 118.4 (C6),
115.0 (C6), 114.2 (C5'), 113.8 (C2'), 102.7 (C4), 56.7 (OCHs).

F RMN (376.50 MHz, DMSO-ds): 6 -135.4 (57%), -136.3 (43%).

F RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -132.6.

5N RMN (40.54 MHz, DMSO-ds): 6 -177.6 (57%, N1), -179.2 (43%, N1).
SN RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -94.7 (N2), -181.1 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(3-Fluoro-4-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-fenil-1H-pirazol (65)

77 71 El compuesto 65, preparado a partir de (2Z,4E)-5
g 7 NN o (3-fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-
" 2,4-dien-1-ona (31), se aisla tras su purificacion

mediante cristalizacion en EtOH/CH,Cl,/hexano

como un solido amarillo (500 mg, 51%).
Pf: 231.3 °C.

Anal. Calc. para C17H13FN,O: C, 72.85; H, 4.67; N, 9.99. Experimental: C, 72.54; H,
4.70; N, 9.809.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-d): § 13.25 (40%, NH), 13.05 (60%, NH), 10.12 (60%,
OH), 10.03 (40%, OH), 7.80 (60%, H2"/H6"), 7.76 (40%, H2"/H6"), 7.24-7.51 (H2’,
H3"/H5", H4"), 6.90-7.24 (40 %, H4, H6, H7, H5', H6"), 6.85 (sa, 60% H4).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 151.2 (*Jgz = 240.8 Hz, C3'), 151.1 (40%, C3),
150.9 (60% C3), 145.0 ({Jgz = 12.3 Hz, 60% C4'), 144.5 (3Jpz = 12.7 Hz, 40% C4Y),
142.8 (40% C5), 142.2 (60% C5), 133.6 (60% C1"), 129.3 (40% C1'), 129.0 (60% C1'y
40% C1"), 128.8 (40% C3"/C5"), 128.6 (60% C3"/C5"), 128.5 (40% C7 y 40% C4"),
128.1 (60% C7), 127.4 (60% C4"), 125.1 (C2"/C6"), 123.4 (60% C6'), 123.1 (40% C6"),
119.7 (40% C6'y 40 % C5'), 117.9 (60% C5'), 114.0 (60% C6), 113.4 (*Jr = 18.6, C2'),
100.0 (60% C4), 99.3 (40% C4).

13C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 156.9/154.6 (C3°), 151.8 (C3), 144.9 (C4"), 143.1
(C5), 132.3 (C1"), 131.6 (C1)), 130.4 (C7), 128.1 (C3"/C5", C4"), 126.3 (C2"/C6"),
125.6 (C6), 122.9 (C6"), 114.7 (C5'), 109.1 (C2'), 97.9 (C4).

YFE RMN (376.50 MHz, DMSO-ds): 6 -136.2 ((Juz = *Jus = 10.2 Hz, 40% F3'), -136.0
CIhz = “Ins = 10.8 Hz, 60% F3)).

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -129.2.
>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -177.3 (60% N1), -179.7 (40% N1).
>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -120.0 (N2), -168.5 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(2-Fluoro-4-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-fenil-1H-pirazol (66)

12 21 El compuesto 66, preparado a partir de (2Z,4E)-5-
g 7 NN o (2-fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-
2,4-dien-1-ona (52), se aisla mediante una

columna cromatografica de gel de silice

utilizando la mezcla de acetato de etilo/hexano
(7:3) como eluyente. Tras la cristalizacion en EtOH/H,O del solido obtenido, se

obtienen cristales amarillos (290 mg, 82%).
Pf: 217.3 °C.

Anal. Calc. para Cy7H13FN,O: C, 72.85; H, 4.67; N, 9.99. Experimental: C, 72.31; H,
4.70; N, 9.89.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-de): 6 13.23 (s, 33%, 1H, NH), 13.06 (s, 67%, 1H, NH),
10.12 (sa, 1H, OH), 7.80 (m, 2H, H2"/H4"), 7.53 (m, 1H, H6"), 7.41 (m, 2H, H3"/H5"),
7.17 (d, ®Jue = 16.9 Hz, 1H, H7), 6.99 (d, *Ju7 = 16.9 Hz, 1H, H6), 7.30 (m, 1H, H4"),
6.91 (s, 1H, Ha), 6.65 (dd, *Jue = 8.5 Hz , “Juz = 2.4 Hz, 1H, H5'), 6.60 (dd, J-» = 12.8
Hz, *Jus = 2.4 Hz, 1H, H3)).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 160.5 (*Jg» = 247.3 Hz, C2'), 151.0 (33%, C3),
158.7 (C4"), 150.9 (67%, C3), 142.9 (33% C5), 142.3 (67% C5), 133.6 (C1"), 128.7
(C3"/C5"), 128.2 (C6'), 127.4 (C4"), 125.1 (C2"/C4"), 122.1 (C1'), 122.0 (C7), 114.9
(C6), 112.3 (C5'), 102.8 (*Jrz = 24.3 Hz, C3'), 100.0 (67 % C4), 99.3 (33% Cy).

13C RMN (100.73 MHz, CPMAS): ¢ 161.4 /158.8 (C2’), 156.2 (C4"), 152.2 (C3), 144.0
(C5), 130.2 (C1"), 128.5 (C8)), 126.5 (C3"/C5", C4"), 124.3 (C2"/C4™), 122.0 (C7), 117.9
(C6, C1'), 113.6 (C5'), 108.0 (C3"), 96.9 (C4).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-ds): -116.1 (67% F2'), -116.8 (33% F2").
F RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -107.7.
>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): no observado.

15N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -111.9 (N2), -177.2 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(2,4-Difluoro-3-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-fenil-1H-pirazol (67)

77 21 El compuesto 67, preparado a partir de (2Z,4E)-

g 7 HN—N o 5-(2,4-difluoro-3-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenil

penta-2,4-dien-1-ona (53), se aisla mediante una

columna cromatografica de gel de silice

-
H (a/b)

empleando acetato de etilo/hexano (7:3) como

eluyente, obteniéndose un sélido amarillo palido (319 mg, 59%).
Pf: 195.9 °C.

Anal. Calc. para C17H1,F2N,O: C, 68.45; H, 4.05; N, 9.39. Experimental: C, 68.57; H,
4.09; N, 9.22.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): & 13.33 (46% NH), 13.17 (54% NH), 10.30 (OH),
7.80 (H2"/HB"), 7.42 (H3"/H5"), 7.30 (H4"), 6.98-7.23 (Ha, Hg, H7, Hs, Hg).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 153.3 (46% C3), 151.7 ({Jes = 240.6 Hz, C4'),
99.9 (46 %C4), 150.2 (N = 245.6 Hz, %Jz4 = 5.8 Hz, C2'), 151.0 (54% C3), 141.8
(54% C5), 143.0 (46% C5), 134.0 ({Je2 = “Jrs = 16.1 Hz, C3'), 133.5 (C1"), 128.8
(C3"/C5"), 127.6 (C4"), 125.1 (C2"/C4"), 123.6 (C7), 121.3 (54% C1'), 120.7 (46%
C1'), 117.8 (C6), 115.9 (PJr» = 8.2 Hz, 3Jrs = 3.6 Hz, C6"), 111.9 (3Jrs = 18.6 Hz, C5"),
100.7 (54% C4).

13C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 153.7 (C3), 153.1 (C4"), 150.1 (C2'), 142.5 (C5),
135.5 (C3'), 132.3 (C3"/C5"), 129.0 (C4"), 126.8 (C1", C2"/C4"), 123.6 (C7), 121.7
(C6, C1), 119.4 (C6'), 111.2 (C5'), 97.1 (C4).

F RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): & -132.1 (54% F4'), -132.8 (46% F4'), -136.4 (54%
F2), -137.0 (46% F2).

YF RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -126.8 (F4"), -130.7 (F2).
N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -178.3 (54%, N1).

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -93.9 (N2), -191.7 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(2,5-Difluoro-4-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-fenil-1H-pirazol (68)

El compuesto 68, preparado a partir de (2Z,4E)-
5-(2,5-difluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenil

penta-2,4-dien-1-ona (54), se aisla mediante una

172 21

£ columna cromatografica de gel de silice

(a/b)

utilizando acetato de etilo/hexano como eluyente
obteniéndose un sélido amarillo pélido (319 mg, 59%).

Pf: 232.6 °C.

Anal. Calc. para C17H1,F2N,O: C, 68.45; H, 4.05; N, 9.39. Experimental: C, 68.14; H,
4.16; N, 9.20.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): ¢ 13.28 (sa, 1H, 40% NH), 13.12 (sa, 1H, 60%
NH), 10.60 (sa, 1H, OH), 7.80 (m, 2H, H2"/H4"), 7.58 (s, 1H, H6"), 7.42 (m, 2H,
H3"/H5"), 7.31 (m, 1H, H4"), 7.15 (d, *Jus = 16.6 Hz, 1H, H7), 7.06 (d, 33,17 = 16.6 Hz,
1H, H6), 6.99 (s, 1H, 40% H4), 6.91 (s, 1H, 60% H4), 6.78 (dd, *Je» = 11.6 Hz, *Jes =
7.4 Hz, 1H, H3).

13C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): J 155.7 (\Jr2 = 244.6 Hz, C27), 151.0 (C3), 148.1
(ks = 236.9 Hz, C5'), 145.7 (C4"), 143.0 (40% C5), 142.0 (60% C5), 133.5 (C1"),
128.7 (C3"/C5"), 128.3 (40% CA4"), 127.5 (60% C4"), 125.1 (C2"/C6"), 122.0 (40%
C7), 120.8 (60% C7), 120.1 (40% C6), 116.2 (60% C6), 115.3 (40% C1'), 114.9 (60%
C1), 113.4 ({Jgs = 21.1 Hz, 3Jg» = 5.4 Hz, C6'), 105.0 (3Jr» = 26.6 Hz, C3"), 100.6 (60%
C4), 99.6 (40% C4).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 157.5/154.8 (C2'), 153.5/150.9 (C5'), 148.9 (C3),
148.0 (C4'), 143.9 (C5), 130.9 (C4"), 129.3 (C1"), 128.9 (C3"/C5"), 128.1 (C2"/C4"),
124.9/123.7 (C7), 119.8 (C1'), 116.8 (C6), 110.6 (C6"), 109.8 (C3'), 98.4 (C4).

F RMN (376.50 MHz, DMSO-ds): 6 -122.1 (40% F2'), -121.3 (60% F2'), -140.6 (F5").
F RMN (376.94 MHz, MAS): § -114.2 (F2'), -134.8 (F5').

>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -178.6 (60% N1).

SN RMN (40.60 MHz, CPMAS): ¢ -141.1 (N2), -152.2 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-etenil]-5(3)-trifluorometil-1H-pirazol (69)

El compuesto 69, preparado a partir de (3Z,5E)-1,1,1-

trifluoro-4-hidroxi-6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)hexa-
3,5-dien-2-ona (26), se aisla mediante cristalizacion
en EtOH/H,0 obteniéndose un solido blanco (278 mg,
98%).

Pf: 165.0 °C.

Anal. Calc. para Ci3H11F3N20O,: C, 54.93; H, 3.90; N, 9.86. Experimental: C, 54.63;
H, 3.76; N, 9.60.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-ds): 6 9.27 (s, 1H, 4'-OH), 7.18 (d, Jus = 16.6 Hz, 1H,
H7), 7.12 (d, *Jue = 2.0 Hz, 1H, H2"), 6.95 (dd, *Jus = 8.1 Hz, “Jux = 2.0 Hz, 1H, H6"),
6.78 (d, *Jue = 8.1 Hz, 1H, H5"), 3.82 (s, 3H, OMe). HMPA-dsg: 6 14.50 (s, 1H, NH),
10.42 (s, 1H, 4'-OH), 7.50 (d, %J46 =16.6 Hz, 1H, H7), 7.11 (d, *Jue = 1.8 Hz, 1H, H2),
7.02 (d, *Ju7 = 16.6 Hz, 1H, H6), 6.93 (dd, Jus = 8.3 Hz, *Ju4> = 1.8 Hz, 1H, H6'), 6.88
(d, *Jne = 8.3 Hz, 1H, H5'), 6.85 (s, 1H, H4), 3.80 (s, 3H, OMe).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): § 147.9 (C4'"), 147.4 (C3'), 143.2 (C-estirilo),
141.6 (*Jces = 36.6 Hz, C-CF3), 132.2 (C7), 127.4 (C1'), 121.8 (*Jr = 268.1 Hz, CF3),
120.6 (C6'), 115.6 (C5"), 111.3 (C6), 109.7 (C2'), 100.6 (C4), 55.6 (OMe). HMPA-dsg: &
149.7 (C4"), 148.8 (C3"), 144.1 (C-estirilo), 141.9 (3Jcrs = 36.5 Hz, C-CFs), 132.5 (C7),
128.0 (C1'), 122.8 (*Jr = 267.6 Hz, CF3), 120.3 (C6'"), 116.0 (C5'), 111.6 (C6 y C2),
100.6 (C4), 56.1 (OMe).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 146.3 (C3' y C4'), 143.1 (C-estirilo y C-CF3),
127.9 (C7 y C1"), 120.3 (CFs), 115.9 (C6'), 114.4 (C5'"), 112.9 (C6), 108.9 (C2'), 104.2
(C4), 55.2 (OMe).

F RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): d -60.5 (CF3). HMPA-dyg: J -61.6 (CFs).
YF RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -61.5 (CFs).

5N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): § No observado. HMPA-dys: & -80.2 (N2), -170.2
(N1).

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -96.3 (N2), -180.0 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(4-Fluoro-3-metoxifenil)-etenil]-5(3)-trifluorometil-1H-pirazol (70)

El compuesto 70, preparado a partir de (3Z,5E)-1,1,1-
trifluoro-6-(4-fluoro-3-metoxifenil)-4-hidroxihexa-3,5-
dien-2-ona (55), se aisla mediante cristalizacion en
EtOH/H,O obteniéndose un solido blanco (260 mg,
91%).

Pf: 168.0 °C.

Anal. Calc. para Ci3H10F4sN,O: C, 54.55; H, 3.52; N, 9.79. Experimental: C, 54.32; H,
3.59; N, 9.85.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): d 7.34 (dd, “Jue = 2.2 Hz, “Jes = 8.4 Hz, 1H, H2"),
7.27 (d, ®Jue = 16.6 Hz, 1H, H7), 7.22 (dd, Jes = 11.4 Hz, 3Jue = 8.4 Hz, 1H, H5'), 7.09
(d, *Ju7 = 16.6 Hz, 1H, H6), 7.08 (ddd, *Jus = 8.4 Hz, “Jps = 4.5 Hz, “Jp> = 2.2, 1H,
H6'), 6.88 (s, 1H, H4), 3.89 (s, 3H, OMe).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): d 151.1 (*Jgs = 246.5 Hz, C4"), 147.4 (*Jrs = 11.0
Hz, C3'), 142.6 (C-estirilo), 141.7 (3Jcrs = 36.2 Hz, C-CFs), 133.0 (“Jes = 3.7 Hz, C1Y),
131.0 (C7), 121.7 (*Jr = 268.1 Hz, CF3), 119.8 ((Juz ~ 6, %37 ~ 6, Js = 6.8 Hz, C6Y),
116.2 (*Jes = 18.6 Hz, C5'), 114.6 (C6), 111.2 (CJue ~ 6.1 Hz, *Ju7 ~ 6.1 Hz, e = 1.6
Hz, C2'), 101.3 (C4), 56.0 (OCHj).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): ¢ 153.1 y 150.6 (C4'), 147.9 (C3'), 144.4 (C-
estirilo), 142.6, 141.4, 140.6 (C-CF3), 132.4 (C1"), 131.7 (C7), 121.5 (CF3), 1215y
116.0 (C6'"), 115.5 (C5'), 113.9 (C6), 110.7, 109.4 y 107.6 (C2'), 99.6, 99.1 y 98.7 (C4),
55.1, 54.4 y 53.9 (OCHs).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): 6 -60.5 (CF3), -134.7 (ddd, *Jus = 11.4 Hz, *Jpp =
8.4 Hz, *Jue = 4.5 Hz, F4").

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -57.3 (+) (CF3), -59.4 (-) (CF3), -131.4, -133.3 y
-134.7 (F4").

>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): no observado.

5N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -97.4 (-) (N2), -102.0 (+) (N2), -169.3 (+) (N1),
-173.6 (-) (N1).
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(E)-3(5)-[5-(3-Fluoro-4-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-trifluorometil-1H-pirazol (71)

El compuesto 71, preparado a partir de (3Z,5E)-1,1,1-
trifluoro-6-(3-fluoro-4-hidroxifenil)-4-hidroxihexa-3,5-
dien-2-ona (56), se aisla mediante cristalizacion en
EtOH/H,O obteniéndose un soélido blanco (239 mg,
88%).

Pf: 204.5 °C.

Anal. Calc. para Cy,HgF4N,0: C, 52.95; H, 2.96; N, 10.29. Experimental: C, 52.98; H,
3.12; N, 10.41.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): § 13.71 (s, 1H, NH), 10.14 (s, 1H, 4'-OH), 7.36
(dd, *Jue = 2.0 Hz, *Jpz- = 12.5 Hz, 1H, H2"), 7.18 (d, *Jue = 16.7 Hz, 1H, H7), 7.16 (dd,
3Jus = 8.3 Hz, “Jpz = 2.0 Hz, 1H, H6"), 6.95 (dd, 3Je = 8.3 Hz, *Jrz- = 9.3 Hz, 1H, H5),
6.83 (s, 1H, H4), 6.92 (d, *Juy = 16.7 Hz, 1H, H6).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 151.2 (*Jpz = 241.2 Hz, C3'), 145.4 (*Jpz = 12.4
Hz, C4'), 142.8 (C-estirilo), 141.6 (*Jces = 36.9 Hz, C-CFs), 130.9 (“Jgz = 1.8 Hz, C7),
127.9 (Jgs = 6.4 Hz, C1'), 123.7 (“Jpz = 2.9 Hz, C6"), 121.7 (*Jrz = 268.0 Hz, CFs),
118.0 (3Jgz = 3.1 Hz, C5Y), 113.6 (33~%3~5.5 Hz, °Jpz = 18.7 Hz, C2Y), 112.7 (C6), 101.0
(C4).

C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 153.4 y 151.0 (C3'), 145.2 (C4'), 143.6 (C-
estirilo), 142.1 (C-CFs), 133.4 (C7), 129.7 (C6'"), 127.6 (C1'), 120.0 (CFs3), 117.0 (C5),
110.3 (C6), 110.3 (C2'), 99.0 (C4).

YFE RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): J -60.5 (CFs), -135.9 (3342 = 12.5 Hz, *Jus = 9.3
Hz, F3).

YF RMN (376.94 MHz, MAS): ¢ -57.6 (CF3), -136.1 (F3").
>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): no observado.

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -102.0 (N2), -172.8 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(2-Fluoro-4-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-trifluorometil-1H-pirazol (72)

El compuesto 72, preparado a partir de (3Z,5E)-1,1,1-

1 2
6 7 HN—lN trifluoro-6-(2-fluoro-4-hidroxifenil)-4-hidroxihexa-3,5-
1
2 2,\ \4 CF; | dien-2-ona (57), se aisla mediante cristalizacion en
HO : F 79 EtOH/H,O obteniéndose un solido blanco (204 mg,

75%).

Pf: 223.1 °C.

Anal. Calc. para Cy,HgF4N,0: C, 52.95; H, 2.96; N, 10.29. Experimental: C, 52.83; H,
2.96; N, 10.26.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): & 13.73 (s, 1H, NH), 10.20 (s, 1H, 4'-OH), 7.49
(dd, *J> = 9.2 Hz, 3Jus = 8.5 Hz, H6"), 7.26 (d, J4s = 16.8 Hz, 1H, H7), 6.96 (d, *Ju7 =
16.8 Hz, 1H, H6), 6.89 (s, 1H, H4), 6.66 (dd, %Jue = 8.5 Hz, *Juz = 2.4 Hz, 1H, H5),
6.61 (dd, *Jr» = 12.9 Hz, *Jus = 2.4 Hz, 1H, H3)).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 160.7 (*Jg» = 248.5 Hz, C2"), 159.3 ((Jrp = 12.2
Hz, C4'), 143.0 (C-estirilo), 141.6 (“Jcrs = 36.9 Hz, C-CF3), 128.6 (*J» = 5.6 Hz, C6"),
124.3 (3Je» = 1.8 Hz, C7), 121.7 ({Jr = 268.3 Hz, CF3), 114.4 (*Jg» = 12.4 Hz, C1Y),
113.6 (*Je» = 5.6 Hz, C6), 112.3 (*Je» = 2.6 Hz, C5'), 102.8 (3J» = 24.3 Hz, C3"), 101.1
(C4).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 162.0 (-) (C2"), 159.3 (+) (C2"), 157.7 (+) (C4"),
153.2 (-) (C4"), 145.1 (-) (C-estirilo), 143.1 (+) (C-estirilo), 141.7 (C-CF3), 132.5 (-)
(C6"), 130.2 (+) (C6"), 125.6 (+) (C7), 122.2 (-) (C7), 122.0 (CF3), 116.5 (+) (C1"), 115.1
(-) (C1"), 113.8 (-) (C6), 111.9 (+) (C5'), 111.9 (+) (C6), 110.2 (-) (C5'), 102.1 (+) (C4),
102.1 (+) (C3'), 99.8 (-) (C4), 99.8 (-) (C3).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): & -61.0 (s, CF3), -116.1 (dd, 3Jus = 12.9 Hz, “Jpe =
9.2 Hz, F2").

19F RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -57.8 (+) (CFs), -59.6 (-) (CFs), -106.9 y -108.0 (+)
(F2), -111.3 y -114.4 (-) (F2").

>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): no observado.

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -103.0 (N2), -171.8 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(2,4-Difluoro-3-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-trifluorometil-1H- pirazol (73)

El compuesto 73, preparado a partir de (3Z,5E)-6-(2,
4-difluoro-3-hidroxifenil)-1,1,1-trifluoro-4-hidroxihexa-
3,5-dien-2-ona (58), se aisla mediante cristalizacion en
EtOH/H,O obteniéndose un sélido blanco (186 mg,
64%).

Pf: 212.6 °C.

Anal. Calc. para C;2H;FsN,O: C, 49.67; H, 2.43; N, 9.65. Experimental: C, 49.87; H,
2.63; N, 9.72.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-ds): 6 13.85 (s, 1H, NH), 10.29 (s, 1H, 3-OH), 7.32 (d,
3346 = 16.8 Hz, 1H, H7), 7.15-7.04 (m, 2H, H5' y H6"), 7.10 (d, *Ji7 = 16.8 Hz, 1H, H6),
6.96 (s, 1H, H4).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 152.1 (*Jrs = 243.8 Hz, %Jz» = 5.9 Hz, C4),
150.4 (MJgp = 246.6 Hz, *Jgs = 6.0 Hz, C2'), 142.4 (C-estirilo), 141.7 ({Jcrs = 36.7 Hz, C-
CFs), 134.0 (3Jg» = “Jrs = 16.1 Hz, C3"), 123.6 (C7), 123.0 ({Je = 268.1 Hz, CF3), 120.6
(PJe> = 10.0 Hz, *Jes = 3.3 Hz, C1'), 116.6 (*Jp» = 4.1, C6), 116.3 ((Jps = 8.3 Hz, *Jp =
3.5 Hz, C6'"), 111.9 ({Jrs = 19.1 Hz, *Jp» = 3.1 Hz, C5'), 101.8 (C4).

13C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 152.5 (C4), 151.3 y 149.4 (C2), 144.5 y 143.7
(C-estirilo), 142.4 (C-CF3), 133.0 (C3)), 121.5 (CF3), 120.0 (C7 y C1), 115.4 (C6),
111.5 (C5'y C6"), 100.7 y 99.1 (C4).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): d -60.5 (CF3), -131.3 (ddd, *Jer = 13.3 Hz, “Jps =
10.1 Hz, *Jue = 6.0 Hz, F4"), -135.8 (ddd, “Jge = 13.3 Hz, “Jue = 7.5 Hz, F2?)

F RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -59.1, -60.1 y -61.0 (CFs), -128.9, -130.9 y -132.4
(F4"), -135.0, -137.4 y -139.6 (F2’).

>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -171.8 (N1).

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -100.3 (N2), -171.6 (N1).
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(E)-3(5)-[5-(2,5-Difluoro-4-hidroxifenil)-etenil]-5(3)-trifluorometil-1H-pirazol (74)

El compuesto 74, preparado a partir de (3Z,5E)-6-(2,5-

1 2
6 7 HN_lN difluoro-4-hidroxifenil)-1,1,1-trifluoro-4-hidroxihexa-
FO L : . : T
h . \6 \4 CF; | 3,5-dien-2-ona, se aisla mediante cristalizacion en
HO 3 F 14 EtOH/H,O obteniéndose un sdlido blanco (223 mg,
77%).
Pf: 227.1 °C.

Anal. Calc. para C;,H7;FsN,O: C, 49.67; H, 2.43; N, 9.65; Experimental: C, 49.32; H,
2.50; N, 9.81.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): 6 13.8 (s, 1H, NH), 10.68 (s, 1H, 4-OH), 7.53 (dd,
3Jrs = 12.0 Hz, *Jp» = 7.3 Hz, 1H, H6"), 7.25 (dd, *Jue = 16.7 Hz, *Jes = 1.2 Hz, 1H, H7),
7.03 (d, 3Ju7 = 16.7 Hz, 1H, H6), 6.88 (s, 1H, H4), 6.79 (dd, *Jr» = 11.8 Hz, “Jes = 7.4
Hz, 1H, H3).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 156.0 ({Jr = 245.3 Hz, “Jrs = 1.5 Hz, C2),
148.0 (*Jps = 238.0 Hz, “Jr» = 2.1 Hz, C5'), 146.3 (3Jps = 14.7 Hz, 3 = 12.1 Hz, C4Y),
142.6 (C-estirilo), 141.7 (3Jcrs = 37.3 Hz, C-CF3), 123.0 (C7), 121.7 (*Jr = 268.1 Hz,
CFs3), 115.0 (C6), 114.3 3k = 14.4 Hz, *Jrs = 6.7 Hz, C1'), 113.6 (“Jrs = 21.3 Hz, *Jp»
= 5.6 Hz, C6'), 105.0 (3Jg2 = 26.8 Hz, 3Js» = 3.3 Hz, C3'), 101.6 (C4).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 142.3 (C-CF3), 100.0 (C4), 157.0 (+) (C2"), 155.0
(-) (C2), 150.3 (-) (C5'), 147.8 (+) (C4"), 146 (-) (C4"), 144.8 (C-estirilo), 122.6 (CFs),
122.6 (C7), 116.6 (-) (C1), 115.2 (+) (C1), 110.2 (C6 y C6'), 104.9 (C3).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): d -60.5 (CF3), -120.8 (ddd, *Jer = 15.1 Hz, *Jus =
11.8 Hz, “Jue = 7.3 Hz, F2°), -140.5 (dddd, *Jrr = 15.1 Hz, *Jue = 12.0 Hz, “Jps = 7.4
Hz, °Ju7= 1.2 Hz, F5).

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): § -57.7 (-) (CF3), -59.8 (+) (CF3), -110.7 y -113.4 (-)
(F2°), -117.4 y -120.8 (+) (F2’), -135.9 y -138.7 (+) (F5°), -141.7 y -143.7 (-) (F5).

>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -172.7 (N1).

5N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -103.5 (N2), -173.0 (N1).
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4.6.3 Actividad bioldgica de pirazoles curcuminoides
4.6.3.1 Determinacion de la actividad de las distintas isoformas de la NOS

La medida de la actividad de la nNOS se realizd en homogenado de cerebro de
raton C57BL/6. Para la medida de la actividad de la isoforma eNOS se emple6 eNOS
(Bovine Recombinant) de Cayman Chemical y para la medida de la isoforma inducible
INOS se emple6 iINOS (Mouse recombinant) de Cayman Chemical.

Para el estudio in vitro de la actividad anti nNOS de los compuestos estudiados, se
utilizaron ratones C57BL/6 estabulados en el animalario del Centro de Investigacion
Biomedica de la Universidad de Granada, en condiciones estériles, bajo un ambiente de
fotoperiodo (ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas) y temperatura (22 = 1 °C)
controlados y con acceso libre a agua y comida (dieta estandar de laboratorio). Los
ratones utilizados tienen una edad aproximada de tres-cuatro meses y un peso entre 25-
30 g. Para la medida de la actividad de la nNOS, se sacrifica al animal por dislocacién
cervical e inmediatamente se extrae el cerebro, se pesa, se homogeniza y se congela a
- 80 °C hasta la determinacion de la actividad de nNOS. Todos los experimentos se han

realizado de acuerdo con las guias espafiola y europea de cuidado de los animales.
Determinacion de la concentracion de proteinas

Para calcular la concentracion de proteinas, en la determinacion de la actividad de
nNOS, se utiliza el método de Lowry [136] con modificaciones del método de Biuret
[137]. EI método empleado se adaptd a un método realizado en microplacas de 96
pocillos. Para hacer la curva patron se utiliza albumina sérica bovina como estandar
(disuelta en Tris 20 mM) a concentraciones entre 0.05-0.6 mg/mL. En primer lugar, se
adicionan a los pocillos 50 pL de blanco, patrones 0 muestras. A continuacion se afladen
200 pL de reactivo de Lowry (carbonato disodico al 2% en NaOH 0.1 M, tartrato de
sodio-potasio al 1% y sulfato cuprico al 0.5% (la proporcion de estas soluciones es
98:1:1), se agita (agitador de microplacas: Brant Bio PMS 1000) y se deja reposar
durante 10 minutos. Finalmente, la reaccién se revela con 50 pL de reactivo de Folin
diluido 1:10 con agua destilada. Se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente y
se mide la absorbancia a 650 nm en un espectofotémetro de placa (Bio-Tek Power-
Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer). Todas las determinaciones se realizan

por triplicado.
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Protocolo de la medida de la actividad de la NOS

Los reactivos L-arginina, L-citrulina, acido N-(2-hidroximetil)piperazin-N’-(2-
hidroxipropanosulfénico) (HEPES), DL-ditiotreitol (DTT), leupeptina, aprotinina,
pepsantina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), hipoxantina-9-f-D-ribofurandsido
(inosina), acido etilenglicol-bis-(2-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetraacético (EGTA), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), albumina sérica bovina (BSA), resina Dowex-50W
(50 x 8-200), FAD, NADPH, dihidrocloruro de 5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina fueron
adquiridos a Sigma-Aldrich. L-[2,3,4,5-*H]-arginina monohidrocloruro  (45-70
Ci/mmol, 1mCi/mL) fue obtenida de PerkinElmer. Tris(hidroximetil)aminometano
(Tris) y cloruro célcico fueron adquiridos a Merck.

Una vez obtenidas las muestras de tejido (en el caso de la determinacién de la
actividad de nNOS) se resuspenden directamente (0.05 g/mL) en un tampdn compuesto
por Tris-HCI 51 mM, DTT 0.5 mM, leupeptina 10 ug/mL (tomada de un disolucién
inicial de 1Img/mL en H,O MiliQ), pepstatina 10 pg/mL (tomada de un disolucion
inicial de Img/mL en DMSO), aprotinina 10 ug/mL (tomada de un disolucidn inicial de
Img/mL en H,O MiliQ) y PMSF 1 mM (tomado de una disolucion inicial 2000 mM en
etanol), pH 7.6 a 4 °C. Posteriormente, se homogenizan manualmente (homogenizador
Stuart Scientific, SS2) y se centrifugan dos veces a 1000 g durante 3 min a 4 °C
(centrifuga Beckman Avanti™ 30, rotor de angulo fijo F3602) y se recogen alicuotas
del sobrenadante que se usan inmediatamente para medir la actividad de la NOS o se
congelan para la posterior determinacion de la concentracion de proteinas o futuras
medidas de la NOS. Para eNOS e iNOS se toma la cantidad apropiada de enzima
recombinante.

En tubos Eppendorf se afiaden 10 pL de estas alicuotas y se les afiade (volumen
final de reaccion 100 pL):

* 50 pL de un tampdén compuesto por Tris-HClI 51 mM, DTT 1 mM,
tetrahidrobiopterina (BH4) 30 uM, FAD 10 uM, inosina 0.5 mM, BSA 0.5 mg/mL,
cloruro de Ca?* 0.1 mM, L-arginina 10 pM y L-(*H)-arginina 40 nM, pH 7.6
(como concentraciones finales en 100 uL).

* 10 uL. de EDTA 10 mM (como concentracion final en 100 uL) para medir la
isoforma inducible (iNOS).

» El volumen adecuado de la disolucion del compuesto inhibidor y agua, hasta

completar el volumen final.

135



Capitulo 4

Los tubos se calientan a 37 °C durante 30 minutos a partir de la incorporacion de
10 pL de una disolucion de NADPH cuya concentracion final es 0.75 mM. Durante este
tiempo la NOS transforma L-arginina, tanto normal como tritiada, en L-citrulina. Una
vez transcurridos los 30 minutos se adiciona a cada tubo 400 pL de un tampén frio
compuesto por HEPES 0.1 M, EGTA 100 mM y L-citrulina 0.175 mg/mL, pH 5.5, lo
que provoca la parada de la reaccion. De los 500 pL resultantes de todo el proceso, 400
uL se pasan a través de una columna con resina de intercambio i6nico Dowex-50w en
forma sodica, encargada de retener la L-(*H)-arginina que no se transforma en L-
citrulina y, posteriormente, se eluyen con 1.2 mL de agua. La eficacia de retencion de la
L-(®H)-arginina por la columna es superior al 98%. Para cuantificar la cantidad de L-
(®*H)-citrulina formada se mide la radiacién emitida en un contador B de centelleo
liquido, mezclando 600 pL de eluato final con 4 mL de liquido de centelleo. El valor de
actividad total es proporcionado por la medida de 50 puL de tampodn de incubacion. La
actividad enzimética se expresa en picomoles de L-citrulina formada por minuto de
reaccion y dividida por los miligramos de proteinas presentes en la muestra (pmol
cit/min-mg prot). En todos los casos se realizaron tres experimentos independientes (n =

3) por triplicado.

4.6.3.2 Determinacion de la inhibicion de la expresion de los genes hTERT y c-Myc
Determinacion de citotoxicidad

Las diferentes lineas celulares (5 x 103 células) se incubaron en sus respectivos
medios de cultivo junto con diluciones seriadas de los compuestos en un volumen total
de 100 mL. La incubacion, en placas de 96 pocillos, se llevo a cabo durante 48 horas a
37 °C bajo atmosfera himeda y 5% de CO,. Transcurrido dicho tiempo se afiadieron, a
cada pocillo, 10 mL de MTT (5 mg/mL en PBS) y se incubd la microplaca durante 3
horas mas (37 °C bajo atmosfera hiumeda en 5% CO;). Luego se elimind el medio
acuoso por decantacion y el formazan generado se disolvié con 100 mL de DMSO. La
microplaca fue leida a 550 nm con un lector de microplacas. Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado. Los datos de absorbancia obtenidos fueron tratados con el
programa GraphPad Prism 4 dando lugar al valor indicado de ICsy.
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Ensayos de proliferacion celular

Las células HT-29 (100.000) fueron incubadas junto con los diferentes
compuestos disueltos en DMSO durante 48 0 72 h en placas de 6 pocillos. Transcurrido
dicho tiempo, las células se recogieron y se determin6 el numero de células vivas que
habia en cada uno de los pocillos utilizando azul de tripano para realizar el contaje
celular mediante el uso de una camara de Neubauer. EI nimero de células vivas se
normalizé respecto a un control positivo de DMSO. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Ensayos de qPCR

Las células HT-29 (100.000) fueron incubadas junto con los diferentes
compuestos disueltos en DMSO a las concentraciones de trabajo durante 48 h en placas
de 6 pocillos. Transcurrido dicho tiempo, las células se recogieron, se aislé el ARN, se
retrotranscribié a ADN y finalmente se amplificaron los genes de interés usando la
técnica de PCR cuantitativa en tiempo real con sondas TagMan, empleando la B-actina
como control endégeno. Todos los experimentos fueron realizados usando un control
positivo de DMSO como referencia. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.
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5 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE 1,4-DIAZEPINAS
HEMICURCUMINOIDES

51 INTRODUCCION

Dentro de la familia de heterociclos nitrogenados, las diazepinas destacan como
compuestos de gran interés farmacoldgico que, al actuar como depresores del SNC,
pueden emplearse como anestésicos, hipnotico-sedantes, ansioliticos, relajantes
musculares, anticonvulsivos o antipsicéticos [138]. Sin embargo, la versatilidad de estos
compuestos no termina aqui ya que, durante las Gltimas décadas, son numerosas las
publicaciones que demuestran también sus propiedades anticancerigenas [139],

antibacterianas [140], analgésicas o antiinflamatorias [141], entre otras.

Dado que el anillo diazepinico de siete miembros consta de cinco atomos de
carbono y dos de nitrégeno, pueden clasificarse segun la posicion de estos altimos en:
1,2-diazepinas, 1,3-diazepinas y 1,4-diazepinas. Entre ellas, las 1,4-diazepinas son las
que presentan mayor actividad siendo por ello las de mayor importancia clinica y éxito
comercial [142]. Sin embargo, al contrario que en el caso de los derivados de 1,4-
benzodiazepinas en los que se han realizado muchos estudios, se conocen muy pocos
ejemplos de diazepinas monociclicas, en general ademas dihidro, tetrahidro o
perhidrogenadas. En la Figura 83 se recogen algunos ejemplos de este tipo de derivados
monociclicos que actian como depresores del SNC (75) [143], inhibidores de la matriz
de las metaloproteinasas (MMP) como 76 [144], analgésicos (77) [145], antiulcerosos
(78) [146], inhibidores de Rho-kinasa (79) [147] o desnaturalizantes del DNA (80)
[148].

O H3CO
Hsc\N @ p
N
L Ot N
NHOH

7 76 77
N
R R R
e a,R;= Ry= Rz=H >_<1 2 a,R;=R,=CHj
Ro 7 N\ b R. =R. = Ph
O K\N b’R1:OH:R2:R3:H N N \ 1 9
S’N>\/| c, R1=H,R2:R3:CH3 \\) c, R1:Ph’ R2=CH3
(e}
& " 80

Figura 83. Ejemplos de 1,4-diazepinas monociclicas con actividad biologica.
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Dentro de los derivados curcuminoides, Hamed et al. sintetizaron varios derivados
heterociclicos de la curcumina con el fin de ensayar su capacidad de inhibicion
antimicrobiana, destacando entre ellos la diazepina 81 (Figura 84) que exhibi6 una
actividad notable contra las bacterias Gram-positivas S. aureus (Staphylococcus aureus)
[149]. Diez afios antes, en 2003, Vajragupta et al. habian sintetizado complejos de
manganeso entre los que se encuentra el de la diazepina derivada de la curcumina 82
[150] (Figura 84). Este compuesto mostrd efectos neuroprotectores inhibiendo la

peroxidacion lipidica en estudios realizados tanto in vitro como in vivo.

HN'  NH o

H3CO
Figura 84. 1,4-Diazepinas derivadas de la curcumina con actividad biolégica.

Inspirados por las propiedades de estos dos derivados, se decidié sintetizar dos
nuevas series de 1,4-diazepinas curcuminoides fluoradas mediante el estudio de la
reactividad de la etilendiamina con las B-dicetonas hemicurcuminoides 27, 30, 31, 52-

54 sintetizadas previamente tal y como se indica en el Esquema 10.

Rs = H, OH, OMe, F
R4 =OH, F
Rs =H,F

Esquema 10. Modificaciones estructurales realizadas en la molécula de curcumina (1)
y en las 1,4-diazepinas derivadas de ésta (81 y 82) en la sintesis de 1,4-diazepinas

hemicurcuminoides.
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5.2 SINTESIS
5.2.1 Sintesis de 1,4-diazepinas hemicurcuminoides

Tal y como ocurria en el caso de la sintesis de pirazoles, los métodos sintéticos
méas empleados para la preparacion de 1,4-diazepinas consisten en la reaccion de p-
dicetonas, p-cetoesteres o a-dicetonas con 1,2 o 1,3-diaminas u otros derivados de ésta.
En cuanto a las condiciones y tiempos de reaccidn descritos en la literatura, pese a que
los ejemplos de sintesis de 1,4-benzodiazepinas son numerosos, no ocurre lo mismo en

lo que a las 1,4-diazepinas respecta.

Kumar et al. sintetizaron derivados 1,4-diazepinicos de pirazolopirimidinonas
empleando acido p-toluenosulfonico y celita como catalizador, calentando a 60 °C en
tiempos de reaccion de tan solo 30 min [151]. Sin embargo, para la sintesis de nuestros
derivados a partir de las dicetonas fenil sustituidas correspondientes, se precisan
condiciones mas vigorosas. Asi, cuando se utiliza AcOH como disolvente, la reaccién
de la etilendiamina con los grupos 1,3-dicarbonilo de las B-dicetonas (27, 30, 31, 52-54)
dio lugar a las (4E,62Z)-7-(E)-(estirilo-sustituido)-5-fenil-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepinas
83-88, mientras que cuando la reaccion de dichas dicetonas con etilendiamina se realiza
en MeOH se obtienen las diazepinas resultantes de la adicion 1,4-conjugada (adicion de
aza-Michael), es decir, las (Z)-1-fenil-2-aril-1,4-diazepan-5-ilideno)etanonas 89-94

(Esquema 11).
OH O
R
NH ° NN
2 HzNﬂ
V R R HN
MeOH R3 AcOH
N\ Ry=H,F an. O\
_ N
Re 0 R3=H,OH,OMe, F | . /
N\ R, = OH, F > X o
R R Ph R5 = H, F
4 2 Ry R,

Esquema 11. Procedimiento sintético empleado en la preparacion de 1,4-diazepinas

hemicurcuminoides.
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En la Figura 85 se recogen las estructuras de las diazepinas hemicurcuminoides
sintetizadas [152]:

2 3
1
. HN O\ HN HNT O\
P " on oA A
o Ph Ph
HO . . F 84 HO g5
OCHs (6o%) 5" CHs 40%) (55%)

HN O\ HN HN

X A / N A / F X A /)
Ph Ph Ph
HO F 86 F F 87 HO F 88

(80%) OH  (39%) (86%)
N\ N gy
O (0]
N \
" Ph Ph
F 90 HO 91
" CHs  (90%) (95%)

(50%) (33%) (41%)
Figura 85. 1,4-Diazepinas hemicurcuminoides sintetizadas (numeracion empleada para

caracterizacion por RMN en azul y rendimientos entre paréntesis).

Tal y como se describe en la parte experimental, en la sintesis de las 2,3-dihidro-
1H-1,4-diazepinas 83-88 donde el disolvente empleado es AcOH, se adicionan 2
mmoles de etilendiamina por cada mmol de B-dicetona siendo preciso calentar a reflujo
durante varias horas. En el caso de la sintesis de las 1,4-diazepinas 89-94, el disolvente
empleado es MeOH vy los mejores rendimientos se obtienen al adicionar un gran exceso
de etilendiamina (12 mmoles) por cada mmol de B-dicetona, también calentado a reflujo

durante un tiempo.

Pese a que no se aislo ningun intermedio de reaccion, en el Esquema 13 se
proponen los mecanismos para la formacion de las dos series de 1,4-diazepinas. Los
compuestos 83-88 se forman por el ataque nucleofilico de la etilendiamina sobre el
carbonilo "a" o "b", mientras que los compuestos 89-94 pueden obtenerse ya sea por
ataque nucleofilico sobre el carbonilo "a", o por la reaccion de adicion de Michael en el
carbono "c" del ceto-enol. Cuando la reaccién se produce en AcOH, la catélisis acida

favorece la adicion nucleofilica a los carbonos carbonilicos, mientras que la adicion aza-
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Michael podria verse favorecida por la formacion de la especie carbanionica resultante

de la abstraccion de un proton por parte de la etilendiamina.

H H
NN NN o NN on
H-n' N H-N" N-Hg
Ar” TS Ph Ar Ph
83-88 89-94

Esquema 12. Mecanismo de formacion de las 1,4-dizepinas hemicurcuminoides 83-88 y
89-94.

5.3 DETERMINACION ESTRUCTURAL
5.3.1 Determinacion estructural por RMN

Empezaremos por discutir la estructura de la serie de 1,4-diazepinas 83-88, que
pueden existir en tres formas tautoméricas a, b y ¢, junto con las formas zwitterionicas
d1y d2, en los compuestos donde R4 0 R3 es OH, y la forma protonada que da lugar a a
o ¢, aH"/cH" (Figura 86):

Figura 86. Tautomeros posibles en las 1,4-diazepinas (83-88), junto con las formas

zwitterionicas d1 y d2 y la forma protonada aH*/cH".
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Hamed et al. [149] describen que la diazepina derivada de la curcumina 81 se
encuentra en la forma tautomérica b. Sin embargo, en el caso de nuestros derivados (83-
88) (Tablas 29-31), los espectros realizados en disolucién, tanto en DMSO-ds como en
HMPA-d;g, muestran que estos compuestos presentan tautomeria prototropica
existiendo un equilibrio rapido entre las formas a y ¢ que impide detectar las sefiales de
N1 y N4 por ®N RMN. La adicién de gotas de &cido produjo su protonacion,
observandose dos sefiales de tipo NH que aparecen entre -235.4 y -251.6 ppm
correspondientes a la estructura aH"/cH" [153], como se observa para 88 en la Figura
87.

1-256
1-254
[-252
t-250

o o) |-248
5 © -
|-246 €
g
|-244=>
b

@/ |-242

t-240
-238
-236
-234

L-232

6.7 66 65 6.4 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52
2 (ppm)

Figura 87. Espectro (*H-""N) gs-HMBC de 88 en DMSO-ds + gota de AcOH.

En los espectros de *H y **C en DMSO-dg aparecen dos singletes anchos en los
intervalos de 3.76-3.47 y 53.8-47.9 ppm respectivamente, correspondientes a las sefiales
de dos metilenos; y un singlete a 5.4-5.6 y 89-93 ppm (}J ~ 162 Hz) correspondiente a
un grupo metino en la posicion 6. Con el fin de afinar las sefiales anchas
correspondientes a los pares de protones H2 y H3 para poder asignarlos correctamente,
se realiz6 un experimento a temperatura variable para el compuesto 83. En la Figura 88
se observa la variacion de las sefiales del espectro de *H en HMPA-dyg, aumentando la
temperatura desde 300 a 340 K.
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1 N
w1 | Y S
T=310 JL JJL/;
| N SN

82 78 74 70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 30
Figura 88. Espectro *H RMN del compuesto 83 en HMPA-d;5 a temperatura variable.

El espectro (*H-C) gs-HMQC a 340 K permiti6 asociar las sefiales H2-C2 y H3-
C3 (Figura 89), en ese compuesto y por analogia en los restantes (6C3, 1J ~ 145 Hz >

&2, 13 ~ 144 Hz) ppm.

I S

La7

a0

- =

's3

= w

§ 61

1 (ppm)

163

4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35
2 (ppm)

Figura 89. Espectro *H-*C gs-HMQC RMN del compuesto 83 en HMPA-dyg a 340 K.
Los compuestos con un grupo OH en la posicion 4 (83, 85, 86, 88) o0 en la
posicion 3 (87) del estirilo sustituido, existen en las formas zwitterionicas (d1/d2) como
se confirmara més tarde gracias a los calculos teoricos realizados y al andlisis de la
estructura de rayos X de 86 (ver Figura 100). En >N RMN de estado sélido, los
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desplazamientos quimicos de las sefiales de nitrégeno N1 y N4 registradas para el

compuesto 86 (Figura 90), indican la presencia de un unico tautémero d1.

-232.3 -246.8

-3 -50 -70 -90 -110 -130 -150 -170 -190 -210 -230 -250 -270 -290 -310 -330 -350 -370 -390 -410 -
1 (ppm)

Figura 90. Espectro "N RMN CPMAS de (4E,62)-7-((E)-2-fluoro-4-hidroxiestiril)-5-
fenil-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepina (86).

Respecto a los compuestos 89-94 (Tablas 32-34), cabe destacar que, debido a que
C7 es un centro estereogénico, se encuentran en todos los casos como una mezcla
racémica de sus dos estereoisdbmeros. Estos compuestos pueden encontrarse en las
formas tautoméricas e, f, g, h, i (Figura 91), existiendo todos ellos en la forma

tautomeérica e que presenta enlace de hidrdgeno intramolecular.

Figura 91. Tautomeros posibles en las 1,4-diazepinas (89-94).

En DMSO-ds la caracteristica mas significativa que prueba la existencia de este
tautomero es la presencia de dos NHs, uno de amina secundaria en la posicion 1 (6H1 ~
2.80 y ON1 ~ -322.3 ppm) y otro tipo enamina en la posicion 4 (6H4 ~ 11.40 -enlace de
hidrégeno- y oN4 ~ -262.2 ppm). Los desplazamientos quimicos de >N RMN en estado
solido del compuesto 92 aparecen a -316.4/-317.9 (N1) y -257.4/-262.0 (N4) ppm,

confirmando que el tautomero predominante en disolucién corresponde a la forma mas
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estable en estado solido. Los tres grupos metileno en las posiciones 2, 3y 6 del anillo de
diazepina muestran protones que aparecen como multipletes no resueltos en el intervalo
de 2.40-3.70 ppm. Los espectros de los dos unicos compuestos solubles en CDCl3 89 y
90, permitieron el analisis de los protones metileno y la determinacion de las constantes
de acoplamiento. Los carbonos correspondientes se observaron alrededor de 49.6, 46.4
y 45.7 ppm (&2, 13 ~ 133 Hz > &3, 1J ~ 137 Hz > &6, 'J ~ 131 Hz). Para la
asignacién inequivoca de C3/C6 que presentan desplazamientos quimicos muy similares
(~ 46 ppm) nos hemos basado en el espectro (*H-*C) HMQC del compuesto 92, ya que
la presencia de flior en posicion 2 apantalla la sefial de C6 (45.5 ppm) y permite
diferenciarlo de C3 (46.4 ppm). Este efecto es méas importante en el C7 que pasa de ~ 61
a ~ 53.5 ppm. En las Figuras 92-95 se representan los espectros de RMN *H, *H-'H gs-
COSY, *H-"N gs-HMBC del compuesto 89 y *H-*C gs-HMQC de 92 que muestran lo

discutido anteriormente.

H2a (ddd) Héa (dd) H2b (ddd) H6b (ddd)
3.21 3.07 2.94 2.49

i S ]

T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 295 290 2.85 280 2.75 2.70 2.65 2.60 255 2.50 2.45
f1 (ppm)

J I

— N ey

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
115 11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25
f1 (ppm)

Figura 92. Espectro *H RMN de (2)-1-fenil-2-(7-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-1,4-
diazepan-5-iliden)etanona (89) en CDCls.

147



Capitulo 5
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Figura 93. Espectro *H-"H gs-COSY RMN de 89 en CDCls.
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Figura 94. Espectro *H-"*N gs-HMBC RMN de 89 en CDCls.
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Figura 95. Espectro *H-"*C gs-HMQC RMN de 92 en DMSO-ds.
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Tabla 29. Desplazamientos quimicos (6 en ppm) de *H RMN y constantes de acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 83-88.

84 85 86 87 88
DMSO-ds  HMPA-d;;  CDCl, TFA DMSO-ds  DMSO-dg DMSO-dg DMSO-dg  DMSO-dg DMSO-dg
(340 K) +TFA + TFA + Gota AcOH + Gota AcOH  + Gota AcOH
INH n.o. n.o. 9.86 7.86 10.43 10.09 9.19 n.o. 10.0 n.o
2CH, 3.47 3.49 3.47 3.80 3.57 3.74 3.72 3.53 3.75 3.66
3CH, 3.47 3.88 3.47 3.85 3.77 3.74 3.72 3.74 3.75 3.66
4ANH n.o n.o. 9.32 7.59 10.17 9.98 9.19 n.o. 10.0 n.o
H6 5.39 5.33 5.25 5.70 5.52 5.69 (t) 5.65 5.42 5.65 5.50
4'JNH:4\]NH:1-7
H8 6.61 (d) 6.56 (d) 6.46 (d) 6.62 (d) 6.96 (d) 7.09 (d) 6.98 (d) 6.59 (d) 7.15 (d) 6.51 (d)
%3,0=16.2 $3149=16.2 $3149=16.2 %3,6=16.0 330=16.3 %1,6=16.3 $3,0=16.3 346=16.2  3J0=16.5 %3,6=15.9
H9 7.00 (d) 7.12 (d) 7.10 (d) 7.29 (d) 7.27 (d) 7.60 (d) 7.63 (d) 7.25 (d) 7.68 (d) 7.46 (dd)
%1,6=16.2 $3,6=16.2 $3,6=16.2 %3,6=16.0 33,6=16.3 %1,6=16.3 33,6=16.3 36=16.2  %J5=16.5 jJH8:15.9
‘]FZ':1-7
H2’ 7.10 (d) 7.00 (d) 6.79 (d) 7.04 (d) 7.41 (dd) 7.46 (dd) 7.46 (dd)
4JH5'=2.0 4\]H6’:2-0 4\]H6’:2-0 4JH5'=1.8 4JF4':8.4 4J|:4'=8.4- 3JF3':12.5
4JH6':1.8 4JH5'=2.0 4\]H6’:2-0
H3’ 3.78 () 3.80 (s) 3.58 (s) 3.85 (s) 3.87 (s) 3.87 () 6.26 (dd)  10.0(s) 6.07 (dd)
(OMe) (OMe) (OMe) (OMe) (OMe) (OMe) 3J»=145  (OH) $Jp=14.9
4JH5':2.3 4J|:5':7.9
4’0OH n.o. n.o. n.o. n.o. - 9.19 n.o. --- 9.40
H5’ 6.68 (d) 6.86 (d) 6.57 (d) 6.88 (d) 7.23 (dd) 7.27 (dd) 7.05 (dd) 6.38 (dd)  7.12 (ddd)
%)6=8.2 33146=8.2 3316=8.3 %)6=8.3 33,4=11.3 33:,=11.2 43e4=8.7 346=8.7  *J=10.4
3)6=8.4 %)6=8.4 3346=8.7 =23  %,6=8.9
5J5,=1.6
Heé’ 6.89 (dd) 6.91 (dd) 6.71 (dd) 7.02 (dd) 7.10 (m) 7.18 (ddd) 7.26 (dd) 7.38(dd)  7.31 (ddd) 7.17 (dd)
3JH5'=8.2 3JH5':8.2 3JH5':8.3 3JH5'=8.3 3JH5'=8.5 3JH5':8.4 4JF2':10.0 3JH5':8.8 3-.]|:5'=13.].
4JH2'=2.0 4JH2':2.0 4JH2':2.0 4JH2'=1.8 4J|:4':4.6 4JH2':2.0 3JH5':8.7 4JF2':7.6 4J|:2': 8.3
4JH2'=2.0 4JF4':5.8
H2"/H6"  7.69 (M) 7.73 (m) 7.34 (m) 7.50 (m) 7.70 (m) 7.71 (m) 7.73 (m) 7.68 (m) 7.75 (m) 7.68 (M)
H3"/H5"  7.38 (m) 7.29 (m) 7.20 (m) 7.40 (m) 7.44 (m) 7.56 (m) 7.55 (m) 7.45 (m) 7.56 (m) 7.53 (m)
H4" 7.38 (M) 7.29 (m) 7.27 (m) 7.50 (m) 7.44 (m) 7.62 (M) 7.62 (m) 7.45 (m) 7.63 (m) 7.57 (M)
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Tabla 30. Desplazamientos quimicos (3 en ppm) de **C y >N RMN en disolucién y en estado sélido (86), y constantes de acoplamiento (J en Hz)

de los compuestos 83 a 88. Cuando no se especifica son Jcp.

83° 84P 85 87 88
DMSO-ds  HMPA-dy5 CDCl;+ TFA  TFA  DMSO-ds DMSO-d; DMSO-dg DMSO-ds CPMAS DMSO-dg DMSO-dg
(340 K) +TFA + Gota AcOH + Gota AcOH  + Gota AcOH
C2 49.6 48.9 48.8 477  50.0 485 48.1 48.9 48.7 (sa) 48.1 47.9
L=144.6 13=144.0 13=139.0 1)=144.2 13=146.0
C3 53.8 57.0 49.2 480 534 48.7 48.4 51.8 49.7 (sa) 48.4 48.7
1J=145.2 1J=145.6 13=139.6 1J=1445 13=143.7
C5 162.3 165.3 165.8 166.8 n.o. 165.2 164.4 162.6 163.9 164.9 162.6
C6 92.9 93.9 89.7 88.8  93.3 89.6 89.1 91.7 85.7 89.7 89.7
1J=163.0 1)=161.7 1)=157.2 1)=162.6 1)=161.9
3)=3.5 $)=4.0
C7 154.8 151.7 164.1 163.6 n.o. 162.1 162.1 157.8 162.6 161.3 162.8
c8 123.4 124.7 119.8 119.7  129.0 124.0 121.6 121.0 119.4 126.0 114.5
1J=158.8 83p4=2.5 1J=160.1 1J=157.8 13=163.0 1J=160.2
43e,=6.1 43e=4.6
6\]|:4':2.6
C9 132.6 131.4 142.0 1405 130.8 1385 138.5 128.2 128.7 130.9 133.3
1J=152.3 1J=156.3 1J=159.8 1=157.7 13=151.0
3J|:2':2.4 3J|:2':3.8
SJF4':2.4 4J|:5'=2.4-
c1 125.9 128.3 126.7 1275 133.2 132.0 126.4 109.6 109.0 119.6 102.1
31=3)=6.5 43:4=3.5 43e,=3.7 %):5=6.8 2J5,=11.9 2J;,=9.8 23.,=14.7
43e,=3.3 3)ee=7.3
c2’ 109.9 111.8 109.4 109.9 111.4 112.5 114.8 162.3 165.2 151.1 160.3
1y=157.7 33e=2.1 3304=2.6 1J=160.9 13:,=249.6 13:,=249.0 135=249.0
31=3)=5.9 23:,=18.3 33:4=6.5
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c3’ 148.4 148.7 148.6 146.4 147.4 147.7 151.1 103.1 106.3 134.2 105.1
2Jr4=108  2Jp=108  'Jp=2418 23r2=19.8 23;2=16.2 1J=158.9
1J=160.7 23,4=16.2 2Jk2=17.9
3 —
Jes=7.2
c4 150.4 149.7 150.0 147.1 145.7 151.6 152.7 147.4 167.5 174.1 153.2 163.7
3:4=246.8  'J,=249.3  2J3=125 3Jp=12.0 13¢4=246.2 2Jrs=15.0
3
JFZ':6.1
C5’ 116.0 1159 1164 115.0 1144 1161 116.6 118.1 114.7 116.4 112.1 152.3
1)=162.4 2Jee=18.2 =172 1=160.2 1)=159.6 1)=166.1 136»=237.0
333=3.2 2J;4=19.1
*J:=3.3
c6’ 121.9 120.7 1210 123.6 122.3  120.2 1215 125.4 128.7 128.7 117.4 111.6
1J=160.7 33p4=7.2 L=161.7 13=159.2 1J=166.4 1J=156.6
4Je3=2.8 33£,=6.2 33:4=8.9 23.:=20.8
3JF2':3.3 3J|:2':7.7
Cc1* 1414 143.7 1434 136.2 135.1  140.9 136.3 136.2 139.7 137.0 135.9 137.1
n.o. n.o. n.o. -245.1 -251.6 n.o. -241.0 -240.4 n.o. -246.8 -239.9 -247.9
N1/N4 n.o. n.o. n.o. -244.6 -249.5 n.o. -237.4 -238.4 n.o. -232.3 -235.4 -242.3
2 60CH,: 55.5.
b 5OCH3: 56.0.

¢ 5C2"/C6"~126.7,11=159.4,%1 =31 = 6.8; 6C3"/C5" ~ 128.2, 1) = 161.2, 3J = 7.2; 5C4" ~130.5, 1J = 160.6, 2J=2J=7.5.
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Tabla 31. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de **F RMN en disolucién y en estado

solido (MAS) y constantes de acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 84 a 88.

84 85 86 87 88
DMSO-ds DMSO-ds DMSO-ds MAS DMSO-ds DMSO-ds
+TFA + Gota AcOH + Gota AcOH + Gota AcOH

F2' -115.7 -111.9  -1336 -120.0

33,3=14.3 =149 Jer=12.8
4346:=10.0 V=77 33,3=13.1
%Js=1.9 436=8.7
F3' -135.6
3),,=125
445 =9.1

F4' -132.1 -128.4
335=11.3 =149
4JH2'=8.4 3\]HS’::I-O'L]'
4JH5'=4.6 4JH5'=5.9

F5' -141.3

SJFF:12.8
SJHG':].Z.G
4349=7.9
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Tabla 32. Desplazamientos quimicos *H RMN (3 en ppm) y constantes de acoplamiento

(J en Hz) de los compuestos 89-94.

89 90 91 92 93 94
CDCl, CDCl, DMSO-dg DMSO-dg DMSO-dg DMSO-dg
INH ~5.5 (sa) ~5.7(sa) 2.74 (sa) 2.71 (sa) 2.88(sa) 2.86 (sa)
H2a 3.21 (ddd) 3.22 (ddd) 3.05 (ddd) 3.06 (m) 3.07(m) 3.05 (m)
23up=13.0  %3,,=13.0 23,,=13.3
331432=5.2 %31432=5.2 %343,=3.2
3\][\"_1:]..3 3JNH:1-4 3JH33=3.2
H2b 2.94 (ddd) 2.94 (ddd) 2.65 (ddd) 2.65 (m) 2.66 (ddd) 2.65 (ddd)
=130 2Jpa=13.0 2J1a=13.3 2J2a=13.6 2Juoa= 13.5
Jup=10.3  %J43,=10.3 ®J43=5.7 3Jnap=7.9 3Jhap=5.1
3313=1.3 33113=1.3 3J\n=5.7 3Jwn=3.7 3Jun=5.1
H3a 3.51(dddd)  3.52(dddd)  3.53 (m) 3.55 (m) 3.55(m) 3.54 (m)
21yp=14.6 =147
$IWn=7.2 3J\L=7.3
33142a=5.2 %3112a=5.2
332=1.3 3=1.3
H3b 3.70 (ddd) 3.70 (dddd)  3.53 (m) 3.55 (m) 3.55 (m) 3.54 (m)
233a=14.6  20,5,=14.7
up=104  33,=10.3
3\][\"_1:4-.6 3JNH:4-3
3JH23=1.3
4 NH 11.56 (sa) 11.54 (sa) 11.39 (t) 11.38 (t) 11.36 (1) 11.36 (1)
31=3)=5.8 31=3J=5.7 3)=3)=5.7 33=33=5.0
Hé6a 3.07 (dd) 3.05 (dd) 2.99 (dd) 3.06 (m) 3.07(m) 3.05 (m)
=144  Ae=14.4 23,6=14.3
33,,=9.7 %1,,,=9.8 %3,,,=9.7
Heéb 2.49 (ddd) 2.47 (ddd) 2.44 (ddd) 2.40 (d) 2.43 (d) 2.40 (d)
2uea=14.4 =144 23,62=14.3 2),16a=14.6 2)146a=14.6 2)16a=14.6
4\n=1.7 YIwn=1.7 YIwn=1.7
4\]NH:0-9 4JNH=O.9 4JNH=O.9
H7 3.76 (d) 3.80 (d) 3.64 (d) 3.87 (d) 3.92 (d) 3.87 (d)
SJHGa:9.7 3JH53=9.8 3JH53=9.7 3JH53=9.6 SJHGa:g.G SJHGa:g.G
H2’ 6.94 (d) 7.04 (dd) 7.18 (dd)
4JH6':1.6 4J|:4':8.2 3J|:3': 12.6
4JH5'=2.1 4JH5'=2.1
H3’ 3.91(s) 3.92 (s) 6.52 (dd) 6.73 (dd)
(OMe) (OMe) %3:,=12.3 33,,=11.2
4s=2.4 Yes=7.4
4’0H n. o. 9.69 (5) 9.76 (5) 10.12 (s) 10.23 (s)
H5’ 6.88 (d) 7.04 (dd) 6.88 (dd) 6.59 (dd) 713-6.75  ---
3)6=7.8 33:4=11.5 *3:3=9.2 3)6=8.4
3JH5'=8.3 3JH5'=8.3 4JH3'=2.4
He6’ 6.86 (dd) 6.90 (ddd) 7.02 (dd) 7.32 (dd) 7.13-6.75  7.29 (dd)
3JH5':7.8 3JH5'=8.3 3JH5'=8.3 3JH5'=8.4 3JF5':12.0
4JH2':1.6 4J|:4':4.3 4JH2'=2.1 4J|:2': 8.8 4JF2': 6.9
4JH2'=2.1
H8 5.68 (5) 5.68 (5) 5.81 (s) 5.76 (5) 5.78 (5) 5.75 (5)
H2"/H6"  7.85 (m) 7.85 (m) 7.84 (m) 7.82 (m) 7.82 (m) 7.82 (m)
H3"/H5"/  7.40 (m) 7.40 (m) 7.40 (m) 7.40 (m) 7.41 (m) 7.41(m)
H4"
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Tabla 33. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de **C y N RMN en disolucién y en estado sélido (CPMAS), y constantes de acoplamiento (J

en Hz) de los compuestos 89 a 94. Cuando no se especifica son Jcp.

89° 90P 91 92 93 94
CDCl, DMSO-ds CPMAS CDCl, CPMAS DMSO-d¢ CPMAS DMSO-dg CPMAS DMSO-dgs CPMAS DMSO-dg CPMAS
Cc2 501 49.5 51.4 50.1 49.7 49.3 50.6 49.6 50.6 49.5 50.6 49.4 51.0
1J=133.1 13=133.4 1J=134.1 1J=132.4 13=133.0 13=134.2 13=132.4
C3 465 46.3 47.2 46.5 44.8 46.3 44.1 46.4 44.2 46.4 50.6 46.4 44.6
13=136.0 1J=138.1 1J=136.5 13=136.3 13=136.9 1J=1375 13=136.9
C5 1684 168.9 166.2 168.0 169.0 168.5 167.9 168.6 169.1 168.3 169.6 168.2 168.8
C6 46.6 46.2 46.4 46.6 44.8 46.0 44.1 455 42.6 45.3 46.2 45.3 43.9
J=1321 1=1316 1J=1315 1J=1325 13=129.6 1J=1315 13=130.0
C7 620 60.7 63.2 61.8 62.1 59.8 62.9 53.5 52.8 53.7 52.5 53.0 53.0
1J=137.1 1J=1345 13=136.2 1J=1335 13=136.3 2J=136.7 1J=137.3
J|:2'=2.2
c8 920 91.0 91.5 92.0 96.0/ 91.0 92.3 90.8 93.0 90.9 88.8/ 90.9 94.3
1J=160.8 1J=161.3 13=160.8 95.0 1=161.4 1J=161.4 13=160.9 91.9 1=161.7 92.7
C9 1885 186.0 187.8 188.6 192.6 186.0 186.8 186.1 187.0 186.2 184.4/  186.2 188.6
31=3)= 31=3)= 189.1
21=3.9 2)=3.7
Cl” 137.1 136.6 135.9 141.3 140.2 137.0 133.8 122.4 121.1 128.8 126.8 122.4 119.8
%1=10.1 43:,=3.8 %33=5.3 2J5,=14.0 23:,=11.9 23:,=16.6
%=5.3 43:,=3.3 %Jes=5.5
21=2.2
C2° 108.8 110.7 110.1 1115 109.9 114.1 112.7 159.3 163.8 149.2 150.0 154.4 156.7
1J=156.5 1J=156.3 1J=160.1 13=160.2 YJ,=243.4  161.2 LJp,=241.8  146.9 13,,=239.9 154.2
3)=3J=5.4 334=2. 2):,=18.4 33:4=6.1 *Jes=1.9
C3’ 1467 147.3 149.2 147.8 145.1(-) 150.7 151.7 102.2 104.4 133.4 134.0 104.6 103.4
2Jee=10.7  144.0(+) 'J3=240.3 154.2 2J»=25.0 102.4 2Jrp=16.2 1J=162.0
13=160.9 23:4=16.2 23.,=27.1
3J|:5':3.].
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C4’ 1452 145.2
33=30=6.5  33=9.7

31=6.9

21=2.7

C5’ 1144 115.1

13=159.6 1J=157.8

Cc6’ 1193 118.8
1)=158.6 13=158.7
8=2)=55 %=75

31=4.7

C1"® 1403 140.0
3=23=5.9 3J=J=6.7

N1 -3183 -319.9
N4  -264.6 -261.1

146.3

115.2

119.8

1421

-313.2

-250.1

151.8
13:,=245.9

116.1
1J=162.8
23:,=18.3

118.6
13=161.9
Jr=6.9

140.2
31=2)=6.5
-319.6

-265.0

151.7(-)
149.2(+)

115.6

118.2

140.8

-320.5

-255.8

143.6
2J|:3'=12.8

117.3
13=160.2
*Jes=3.1

1225
13=160.6
43:5=3.0

140.0
31=2)=6.5
n.o.

-261.6

146.5

116.2

124.7

138.9(+)
139.8(-)

-314.7

-250.1

157.6
3:,=11.9

1114
13=160.9
8327

128.19
13=160.2
3Jr»=5.3

139.9
$1=3J=6.6
-322.6

-261.6

158.7

113.9
110.6

128.6

140.8
139.6

-316.4
-317.9

-257.4
-262.0

151.2
13:,=240.3
3J|:2':6.1

1111
1J=165.6
2Jr4=18.5
43:,=3.3
115.8
1J=163.8
®Jr=8.5
33,=4.7
139.9
31=3)=6.6
-324.1

-261.8

152.8
150.0

1115

113.6

137.8

-320.3

-258.7

144.5
2)es=14.4
$Jpp=12.1

147.4
13ps=236.4
43e,=2.5

114.3
2Jes=21.2
33:,=6.7

139.9
31=21=6.6
-323.9

-261.9

147.1

149.9
147.1

113.6

140.7

-316.7

-258.9
-261.8

350CHs 56.0, 1 = 144.8.
bSOCH, 56.3, 1J=145.0.

¢5C2"/C6" ~ 126.7,1 = 159.4,%)1 =31 = 6.8; 6C4" ~ 128.2, 1) = 161.2, 3J=7.2; 6C3"/C5" ~ 130.5, 1J = 160.6, 31=2)=7.5.
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Tabla 34. Desplazamientos quimicos (5 en ppm) de **F RMN en disolucién y en estado

solido (MAS) y constantes de acoplamiento (J en Hz) de los compuestos 90 a 94.

90 91 92 93 94
CDCl, MAS DMSO-ds MAS DMSO-dg MAS DMSO-ds MAS DMSO-dg MAS
F2' -117.7 -107.8 -137.1 -132.7 -122.7 -116.9
83=12.3  (47%) “J=12.1 %J.=16.7
“4e=8.8 -1126 *J,5=6.8 83,5=11.3
(53%) 436=7.0
F3' -136.5 -126.9
8,,=12.6  (26%)
“4s=9.2 -120.1
(74%)
F4' -136.9 -137.4 -134.4 -125.9
3= 115 =121
43,,=8.2 *Jhe=10.1
4Jne=4.3 5),45=6.2
F5' -141.0 -139.2
°Je=16.7
3Jue=12.0
433=7.4
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5.3.2 Calculos teoricos

El hecho de que los compuestos de 83-88, existan como zwitteriones nos decidio a
llevar a cabo un estudio computacional en el nivel B3LYP/6-311++G(d,P) de las
energias relativas de los diferentes tautomeros (Figuras 86 y 91). Con el fin de
simplificar los calculos y descartar los tautomeros menos estables se emplearon los
compuestos 95, 96 y 97 como modelos de 83-88 y los compuestos 98, 99 y 100 para los
derivados 89-94 Figura 96.

HN/T\I
PO
M D

3

95, R,=Ry= Rg=H,R,=F 98, R,=R;= Rg=H,R,=F
96, R,=R;= Rs=H,R,=0H 99, R,=R;=Rg=H,R,=0H
97, R,=R,= Rg=H,Ry=OH 100, R,=R,= Rg=H, R, = OH

Figura 96. Compuestos modelo empleados en los calculos tedricos.

De los resultados de los calculos realizados (Tabla 44 del Anexo) se llegd a las
siguientes conclusiones:
1. Para los compuestos modelo 95-97, en fase gaseosa predominan los tautomeros a/c.
2. Pese a que la forma zwitterionica d1 no es estable en fase gaseosa, al realizar los
calculos de los posibles tautomeros de 96 (R4, = OH) mediante el modelo del continuo
polarizable (PCM, del inglés polarizable continuum model) incluyendo el DMSO-ds, se
observa que d1 es claramente la forma tautomérica mas estable.

3. Para los compuestos modelo 98-100, el tautdbmero mas estable es e.

En base a estos resultados se extendieron los calculos a los compuestos
sintetizados 83-88 y 89-94 (Tabla 45), pero solo considerando los tautomeros a, c y d
para 83-88, y e y f para 89-94. De todos los compuestos se seleccionaron 86 y 92, ya
que se dispone de sus estructuras de rayos X para su futura comparacion. En la Figura
97 se muestran las distintas posibilidades en cuanto a las conformaciones y formas
tautomericas para los dos compuestos seleccionados. Esto resulta en un total de 36
estructuras posibles. Los resultados de los célculos de sus energias relativas se presentan
en la Tabla 35 y en la Tabla 46 del Anexo. En la Figura 98 se representan los cuatro

isdmeros de 86dT.
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Hi.
Ho N1 N
. 8 /
0O
H
9T
N 86

Tautémeros: a, ¢, d
Anillo de siete miembros: twist (T)

Conformacién del OH: H hacia el F
syn (S) u opuesto, anti (A)

Conformacion alrededor de C7-C8: H1 hacia
H9 (Z) o H1 alejado de H9 (hacia H8) (E)

Conformacién alrededor de C9-C1': F hacia

H8 cis (C) o F alejado de H8 (hacia H9) trans (T)

</ \

F HngN N

I \/
ST

4 -
. L)
@ 9
0%’ 4 ¢ "0
P o b %4 °
J"\'QJ t 9 [ )
T
)

86dTZC: Compuesto 86, tautdmero d,
conformacion del anillo girada (T),
conformacion alrededor de C7-C8 Z,

conformacién alrededor de C9-C1' cis C.

9
Q\ !
S
- g 2 )
= ’J*‘ ) 29 2
9 9 9 [ 2 ]
I 9
(- 3
40\&‘
9 J

86dTEC: Compuesto 86, tautémero d,
conformacion del anillo girada (T),
conformacion alrededor de C7-C8 E,

conformacién alrededor de C9-C1' cis C.

Tautémeros: e, f

Anillo de siete miembros: chair (C)
o twist (T)

Conformacién del OH: H hacia el F
syn (S) u opuesto, anti (A)

Conformacién del anillo F/OH:

Fy Heg
Ny Ce Ny Cs
Hg: Fo
Arriba, up Abajo, down

) ()

4 2
3 )
[ X a? @ S
9 1 ’ 2 29
Q9 9 g 9
& * +
d =] :\ .‘J
> ;

86dTZT: Compuesto 86, tautémero d,
conformacion del anillo girada (T),
conformaciéon alrededor de C7-C8 Z,
conformacion alrededor de C9-C1'trans T.

]
e ,
“ \‘ 4 2
9 \’ J‘.?, “‘3
9 "] 29 9
J“‘-"J 9
o,
‘.\a'a
FE

86dTET: Compuesto 86, tautdmero d,
conformacion del anillo girada (T),
conformacién alrededor de C7-C8 E,
conformacién alrededor de C9-C1' trans T.

Figura 98. Representacion de las cuatro estructuras de 86dT.
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Tabla 35. Energias relativas en kJ-mol™ correspondientes a los calculos en DMSO-d.

Estructuras con los codigos mostrados en la Figura 97 (el tautomero d no posee OH).

Comp. Tautémero Anillo Conf. OH C7-C8 Co9-C1' F2'/H7 Eel
1 86 a T S z C 36.6
2 86 a T S z T 35.0
3 86 a T S E C 41.4
4 86 a T S E T 40.6
5 86 a T A z C 35.8
6 86 a T A z T 34.6
7 86 a T A E C 40.7
8 86 a T A E T 40.2
9 86 c T S z C 40.0
10 86 c T S z T 39.1
11 86 c T S E C 38.9
12 86 c T S E T 36.7
13 86 c T A z C 39.2
14 86 c T A z T 38.9
15 86 c T A E C 38.2
16 86 c T A E T 36.3
17 86 d T z C 1.8
18 86 d T z T 0.0
19 86 d T E C 1.8
20% 86 d T E T 0.4
21° 92 e C S U 0.6
22° 92 e C S D 3.2
23 92 e C A U 0.0
24 92 e C A D 25
25 92 e T S U 23.4
26 92 e T S D 23.6
27 92 e T A U 23.1
28 92 e T A D 22.9
29 92 f C S U 43.2
30 92 f C S D 46.1
31 92 f C A U 42.6
32 92 f C A D 45.4
33 92 f T S U 62.3
34 92 f T S D 62.5
35 92 f T A U 61.8
36 92 f T A D 61.7

% De acuerdo con la estructura de rayos X, 86 corresponde a 20 (86dTET) (Figura 100).
® De acuerdo con la estructura de rayos X, 92 estd formado por un 75% de 21 (92eCSU) y un 25% de 22
(92eCSD) (Figura 101).

El andlisis estadistico de los valores de Er del compuesto 86d, empleando un
modelo empirico donde las diferentes posibilidades de la Figura 98 estan presentes o
ausentes, muestra que los tautomeros a y ¢ tienen aproximadamente las mismas energias
relativas, por lo que se consideran equivalentes (Tabla 35). La ecuacion que resulta de la
regresion multiple es:

Erer = (38.0 £ 0.7) tautomero + (1.6 + 0.8) rotacion C9-C1' - (1.1 + 0.8) rotacién C7-C8,
n =20, R® = 0.998, RMS residual = 1.8 kJ-mol™.
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Los tautémeros a y ¢ son en promedio 38.0 kJ-mol™ menos estables que el
tautémero d. La estructura trans es mas estable que la cis (1.6 kJ-mol™) y Z es mejor
que E pese a que la diferencia es de solo 1.1 kJ-mol™. La conformacién del OH no tiene
ningun efecto significativo. La estructura de rayos X de 86 (Figura 100), como se vera

en el siguiente apartado, corresponde a 20, el minimo absoluto (Tabla 46 del Anexo).

Para el compuesto 92 un analisis similar de la E, respecto a las cuatro
caracteristicas de la Tabla 35 conduce a la siguiente ecuacion:
Erel = (3.2 £ 0.7) + (40.8 + 0.7) tautomero + (19.8 £ 0.7) conformacion - (1.3 + 0.7)
F2'/H7, n = 16, R® = 0.997, RMS residual = 1.4 kJ-mol™.

El tautémero f es 40.8 ki-mol™, en promedio, menos estable que el tautémero e.
La conformacion twist (T), es 19.8 kJ-mol™ menos estable que la conformacién silla (C)
y la disposicién de F2' y H7 de forma eclipsada (U) es 1.3 kJ-mol™ mas estable. La
conformacién del OH no posee ningun efecto significativo en la Ey. Las estructuras
encontradas en estado solido, que corresponden a las entradas 21 y 22 de la Tabla 35, se
encuentran entre las mas estables (sus diferencias con 23 y 24 se refieren a la
conformacién del OH). Hay que destacar que 21 es mas estable que 22 en concordancia
con los resultados experimentales. La diferencia calculada a 300 K es de 2.6 kJ-mol™ y

corresponde al 74% de la entrada 21 y al 26% de la entrada 22.

En lo que se refiere a los calculos GIAO, para el compuesto 86 solo se considerd
el tautomero d tanto en DMSO-ds como en estado sélido, los desplazamientos quimicos
calculados de los cuatro isomeros (17-20) junto con el los datos experimentales se
presentan en la Tabla S11 de la referencia [152]. dpmso = (0.46 = 0.21) estructura 17 +
(0.52 + 0.21) estructura 18, n = 31, R* = 0.998, RMS = 3.9 ppm. Si eliminamos los
protones para compararlos con los resultados de CPMAS: dpmso = (0.46 + 0.28)
estructura 17 + (0.52 + 0.28) estructura 18, n = 18, R? = 0.998, RMS = 5.3 ppm.
Utilizando el par 19/20, los resultados son un poco peores: dpmso = (0.53 = 0.25) 19 +
(0.45 + 0.26) 20, n = 31, R? = 0.998, RMS = 4.5 ppm. Si eliminamos todos los protones
entonces: dpwmso = (0.53 + 0.34) 19 + (0.46 + 0.34) 20, n = 18, R* = 0.998, RMS = 6.0
ppm. Resumiendo, podemos afirmar que en DMSO-dg hay aproximadamente 50:50 de
estructuras 86dT(Z/E)C y 86dE(Z/E)C.

En estado sélido la ecuacion es: dcpmas = (7.8 + 1.3) + (0.940 + 0.009) 20, R? =
0.998, RMS = 5.1 ppm. El hecho de que el intercepto sea significativo puede ser debido
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a la perturbacion resultante del hecho de que haya moléculas de disolvente en el cristal.

La peor correlacion corresponde a C8 (exp. 119.4, ajustado 107.4 ppm).

Los célculos de GIAO junto con los desplazamientos quimicos experimentales
para 92 se recogen también en la Tabla S11 de la referencia [152]. Las parejas 21-23 y
22-24, que corresponden a la rotacion del OH, no pueden ser diferenciadas
estadisticamente, por lo tanto se llevaron a cabo los célculos usando las estructuras
presentes en el cristal que corresponden a las entradas 21 y 22 (Figura 101). Obsérvese,
sin embargo, que los desplazamientos quimicos calculados en DMSO-ds para H5' y H3'

(los que rodean al OH) se aproximan mas al conjunto 23/24 (Figura 99).

E F
Hs Ha Hs' Ha'~ A Hs'
0 FoMo H~
: ¢! F O 0 F
H Hg Hs' Hg H Hs H  Hg

21, Ad=0.28 22, A6=0.22 23, A6=0.03 24, A6=0.11 DMSO, Ao =0.07
Figura 99. Diferencia entre desplazmientos quimicos 0H5"-6H3' en ppm.

En DMSO-dg, dpmso = (0.89 + 0.10) estructura 21 + (0.11 + 0.10) estructura 22, n
= 35, R?=0.9998, RMS = 1.5 ppm. Nétese que se han empleado *H, **C, *N y *°F pero
se han omitido NH1 y OH por ser demasiado sensibles a los efectos del disolvente
debido a los enlaces de hidrogeno intermoleculares; el caso de 4-NH es distinto al estar
protegido de estos efectos debido a la formacion del enlace de hidrégeno
intramolecular. Si eliminamos todos los protones para compararlos con los resultados de
CPMAS entonces: dpmso (0.89 + 0.14) 21 + (0.11 + 0.14) 22, n = 20, R? = 0.9998,
RMS = 2.0 ppm. Por lo tanto, en DMSO-dg hay un 89% de la estructura 21 y un 11% de
la estructura 22. Teniendo en cuenta que no se fij6 a priori que la suma de los

porcentajes debia ser 100, el resultado es una confirmaciéon de la validez del modelo.

En los experimentos de CPMAS se observan sefiales desdobladas que deben
corresponder a dos estructuras. ElI mejor acuerdo corresponde a: dcpmas: = (0.993 £
0.005) estructura 22, R* = 0.9994, RMS = 3.6 ppm Y dcpmas2 = (0.998 + 0.005)
estructura 21, R? = 0.9996, RMS = 3.1 ppm. En el espectro de *°F RMN se han podido
determinar los porcentajes de las sefiales a -107.8 ppm (47%, CPMASL, estructura 22) y
-112.6 ppm (53%, CPMAS?2, estructura 21). Esto difiere de la conclusion de rayos X
(75% 21/25% 22) (Tabla 34), pero debe tenerse en cuenta que la muestra empleada para

RMN en estado solido es un polvo microcristalino y puede contener diferentes
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proporciones de ambas estructuras en comparacion con el monocristal utilizado en

cristalografia de rayos X.

5.3.3 Determinacion de la estructura cristalina mediante difraccion de rayos X

Se obtuvieron monocristales adecuados para analisis de difraccion de rayos X, de
las diazepinas hemicurcuminoides 86, 91, 92 y 94, en metanol. EI compuesto 86
cristaliza en el grupo espacial monoclinico P2;/n, 91 en el ortorrbmbico Pbca, mientras
que 92 y 94 lo hacen en el triclinico P-1. Las Figuras 100-103 muestran sus diagramas
ORTEP con la numeracion cristalografica utilizada para los diferentes dtomos en la
unidad asimétrica. En la Tabla 36 se muestran las distancias y angulos de los enlaces

intermoleculares de hidrogeno.

Tabla 36. Enlaces de hidrégeno para los compuestos 86, 91, 92 y 94, distancias en Ay
angulos en °.

Comp. D-H---A Operaciones d(D-H) d(H---A) d(D---A) <(DHA)
de simetria®

86 0O(2) -H(2B)---0O(1) 0.94 1.94 2.858(3) 166.8
N(2) —~H(2)---O(3) 0.95 1.96 2.843(3) 153.0
0(4) —H(4)---0(3) 0.82 2.08 2.869(8) 160.7
N(L) —~H(1)---O(1) —x-1/2,y-1/2, -z+1/2 0.86 2.08 2.860(3) 150.3
0(3) —H(3A)---0(1) x+1/2, —y+1/2, z+1/2  0.95(2) 1.87(2)  2.808(3) 168(4)
0(2) ~H(2C)---O(1) X, y+1, z 0.94(2) 1.90(2) 2.813(3) 165(4)

91 N(2) -H(2)---0(2) 1.04 1.80 2.667(3) 137.5
N(1) —H(1)---O(2) X+1/2, ~y+1/2, —z+1 1.05 1.97 3.018(3) 174.2
O(1) —=H(1A)---N(1) —X+3/2,y-1/2, z 1.08 1.65 2.711(3) 166.2

92 N(11) -H(11)---0(22) Xy, z+1 1.06 2.10 3.059(3) 1495
N(21) -H(21)---0(21) 0.93 1.90 2.666(3) 138.1
N(12) -H(12)---0(21) 0.98 2.07 3.038(3) 170.2
N(22) -H(22)---0(22) 0.93 1.97 2.698(3) 1331
O(11) -H(11A)---N(12) —x+2, -y, —z+2 0.82 1.93 2.692(3) 1545
0(30) -H(30)---0(11) 0.82 2.16 2.962(4) 164.4
0O(12) -H(12A)---N(11) —x+1, -y+1, -z+2 0.82 2.01 2.790(3) 159.1

94 N(11) -H(11)---0(22)  —x,-y+1,-z+1 0.76(3) 2.30(3) 3.038(4) 163(3)
N(12) -H(12)---0(21)  —x,-y+1, -z+2 0.85 211 2.958(4) 170.0
N(21) -H(21)---0(21) 0.85 1.99 2.669(3) 136.5
N(22) -H(22)---0(22) 0.95 1.89 2.697(4) 1403
O(11) -H(11A)---N(12) 0.82 1.89 2.597(4) 1432
0O(30) —H(30)---0O(11) 0.82 2.17 2.836(4) 138.8
0(12) -H(12A)---N(11) x-1,y+1,z 0.82 1.94 2.707(4) 154.3

# Operaciones de simetria utilizadas para generar atomos equivalentes.
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En la Figura 100 se aprecia como la 1,4-diazepina hemicurcuminoide 86 contiene
una molécula por unidad asimétrica con dos moléculas de cristalizacién de agua y
media molécula de metanol. Las distancias y angulos de enlace coinciden con una
distribucion electronica de la forma tautomérica zwitterionica d1. Como es de esperar,
la presencia del anillo diazepinico de siete miembros conduce a una geometria que se
desvia de la planaridad. El angulo diedro entre los planos definidos por los dos anillos
aromaticos es 62.2(3)° estando todos los atomos del anillo de siete miembros fuera de
ellos. En este sentido, debe mencionarse que la desviacion del plano medio del
fragmento N1C1C2C3N2, que presenta una deslocalizacion electronica en la especie

zwitteriodnica, es de 20.8(3)°.

H408
S e
.\" }_.Jhéil-’.

¢ Y

Figura 100. Diagrama ORTEP de 86 (20% de probabilidad de los elipsoides).

El compuesto 92 contiene dos moléculas cristalograficamente independientes
(denominadas 1 y 2) con una molécula de metanol de cristalizacion por unidad
asimetrica (Figura 101). Las distancias y angulos de enlace coinciden con la estructura
del tautomero e que muestra una deslocalizacion electronica a lo largo del fragmento
N2C3C12C1302. Como se ha descrito anteriormente, las moléculas no son planas
debido a la geometria del anillo de siete miembros con un &ngulo diedro entre los planos
formados por los dos anillos aromaticos de 65.7(4)° y 74.3(4)° para las moleculas 1 y 2
respectivamente. El grupo acilo en ambas moléculas se desvia ligeramente de la
planaridad debido a la deslocalizacion electrénica anteriormente mencionada y a la
formacion del enlace de hidrégeno intramolecular N2H2---O2. También es importante
sefialar que, en las moléculas tipo 2, se observa una deslocalizacion respecto a la

posicion de los &tomos de fltor en dos posiciones distintas, con ocupaciones del 50:50.
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Figura 101. Diagrama ORTEP de 92 (30% de probabilidad de los elipsoides).

Los compuestos 91 y 94 guardan analogias con 92. Mientras 94 (Figura 103) posee
dos moléculas cristalograficamente diferentes, denominadas 1 y 2, y una molécula de
metanol de cristalizacion, el compuesto 91 (Figura 102) contiene una molécula por
unidad asimétrica. Debido al plegamiento del anillo de siete miembros ambos adoptan
una conformacion silla. El angulo diedro formado por los dos planos de los anillos
aromaticos es 71.1(2)° para 91, y de 60.3(4)° y 67.9(4)° para 94, moléculas 1 y 2
respectivamente. Como ocurria en el caso de 92, ambos compuestos se encuentran en la
forma tautomérica e de acuerdo a los datos de sus distancias y angulos de enlace, pero
también se aprecia deslocalizacion electronica a lo largo de N2C3C12C1302. Este
hecho, junto con el fuerte enlace de hidrégeno intramolecular existente entre
N2H2---02 (Tabla 36) podria estar relacionado con la planaridad observada para el
grupo acilo. El anillo de fenilo se desvia de este plano con un angulo diedro de 12.5(2)°

para 91y de 27.9(4)°y 17.7(4)° para 94, moléculas 1 y 2, respectivamente.

Figura 102. Diagrama ORTEP de 91 (30% de probabilidad de los elipsoides).

165



Capitulo 5

Figura 103. Diagrama ORTEP de 94 (20% de probabilidad de los elipsoides).
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5.4

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se han preparado doce 1,4-diazepinas hemicurcuminoides (83-94) a partir de las -
dicetonas correspondientes mediante el estudio de su reactividad con etilendiamina.
Las diazepinas 83-88 se han obtenido al utilizar AcOH como disolvente
favoreciéndose la adicion nucleofilica a los carbonos carbonilicos, mientras que la
adicion aza-Michael dio lugar a las diazepinas 89-94 cuando el disolvente empleado
fue MeOH.

El estudio estructural de las 1,4-diazepinas hemicurcuminoides sintetizadas se ha
llevado a cabo mediante RMN en disolucion y en estado solido, asi como difraccion
de rayos X. Las estructuras de rayos X de los compuestos 86, 91, 92 y 94 han sido
descritas por primera vez. El estudio detallado del compuesto 86 ha permitido
determinar que los compuestos 83-88 existen predominantemente como zwitteriones
(d), una estructura tautomérica bastante inusual y que el anillo diazepinico tiene una
conformacién twist. Los compuestos 89-94 existen en la forma tautomérica e con un
enlace de hidrdgeno intramolecular, presentando el anillo de siete miembros una
conformaciéon de silla. Los desplazamientos quimicos calculados tedricamente
coinciden con los datos experimentales y permitieron asignar correctamente sefiales
como las de *F RMN MAS del compuesto 92.
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5.5 PARTE EXPERIMENTAL

5.5.1 Materiales y métodos

El analisis estructural de los distintos compuestos sintetizados se realizd mediante

el empleo de las técnicas e instrumentos que se indican en los apartados 3.6 y 4.6.

Espectrometria de masas. El andlisis de espectrometria de masas de alta
resolucion (HR-MS del inglés high-resolution mass spectrometry) se llevé a cabo
utilizando un sistema LC Agilent 1200 Series, equipado con una bomba binaria, un
muestreador automatico y un horno de columna, acoplado a un espectrometro de 6520
QTOF (quadrupole-time of flight). Se utilizo acetonitrilo: agua (75:25, v:v) como fase
mévil a 0.2 mL-min®. La fuente de ionizacién fue un interfaz ionizacién por
electrospray (ESI del inglés electrospray ionization) funcionando en el modo ién
positivo. El voltaje de electrospray se fijo en 4.5 kV, el del fragmentador a 150 V y la
temperatura del gas de secado a 300 °C. Se utiliz6 nitrégeno (99.5% de pureza) como

nebulizador (207 kPa) y gas de secado (6 L-min™).

Difraccion de rayos X. La recoleccion de datos para los compuestos 86, 91, 92 y
94 se llevo a cabo a temperatura ambiente en un difractometro Bruker SMART CCD
utilizando radiacion Mo-K con un monocromador de grafito (A = 0.71073 A)
funcionando a 50 kV y 35 mA. Los tiempos de exposicion fueron 25 s para 86 y de 20 s
para 91, 92 y 94. Las estructuras fueron resueltas por métodos directos y refinadas por
el método de minimos cuadrados en F2 utilizando (SHELXL-97).

5.5.2 Sintesis de 1,4-diazepinas hemicurcuminoides

Procedimiento sintético empleado para la sintesis de las 1,4-diazepinas 83-88.

A un matraz de fondo redondo de dos bocas, provisto de un refrigerante de reflujo,
se afiade la correspondiente B-dicetona 27, 30, 31, 52-54 (1 mmol) y &cido acético
glaciar (5.0 mL). Posteriormente, a través de una de las bocas, se adiciona etilendiamina
(0.13 mL, 2 mmol) y la disolucion resultante se calienta a reflujo durante 6 h
manteniéndose la agitacion magnetica durante toda la noche a temperatura ambiente (25
°C). El disolvente se elimina a presion reducida obteniéndose un aceite de color rojo
intenso al que se le adicionan 15 mL de una disolucién saturada de bicarbonato sédico.
El producto deseado se extrae con una mezcla de CHCI3/iPrOH (8:2) (4 x 10 mL), se

lava con una disolucién saturada de NaCl (2 x 5 mL), se seca con sulfato magnésico

169



Capitulo 5

anhidro y se concentra a vacio. El crudo obtenido se purifica mediante una columna
cromatografica de gel de silice, empleando CHCIl3/MeOH/NH,OH (8:2:1) como
eluyente, aislandose las correspondientes diazepinas 83-88, como soélidos tras su

cristalizacion en MeOH.
Procedimiento sintético empleado para la sintesis de las 1,4-diazepinas 89-94.

En un matraz de fondo redondo de dos bocas, provisto de un refrigerante de reflujo,
se disolvio la cantidad correspondiente de dicetona 27, 30, 31, 52-54 (1 mmol) en
metanol (5 mL) calentando a 65 °C. A través de una de las bocas, mediante un embudo
de adicidn, se adiciono gota a gota una disolucion de etilendiamina en exceso (0.8 mL,
12 mmol) en 5 mL de metanol. La mezcla resultante fue calentada a reflujo bajo
agitacion magnética durante 6 h. El disolvente fue evaporado a presion reducida
haciendo pasar una corriente de nitrégeno gas para eliminar el exceso de etilendiamina.
El crudo resultante fue purificado mediante una columna cromatografica de gel de silice
empleando cloroformo/metanol (9:1) como eluyente, obteniéndose la correspondiente

diazepina 89-94 como un sélido que fue cristalizado en metanol.
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(4E,62)-7-((E)-3-Metoxi-4-hidroxiestiril)-5-fenil-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepina (83)

El compuesto 83 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
3-hidroxi-5-(4-hidroxi-3-metioxifenil)-1-
fenilpenta-2,4-dien-1-ona (27) como un sélido
rojo (192 mg, 60%).

Pf: 164.8 °C (Descompone).

HRMS (ESI) [M+H]" calculado para [CyH2:N,O,]: 321.1598. Experimental:
321.1595.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): 6 7.69 (m, 2H, H2"/H6"), 7.38 (m, 3H, H3"/H5" y
H4"), 7.10 (d, “Jne = 2.0 Hz, 1H, H27), 7.00 (d, 3Jus = 16.2 Hz, 1H, H9), 6.89 (dd, *Jus:
= 8.2 Hz, “Juz = 2.0 Hz, 1H, H6’), 6.68 (d, *Jue = 8.2 Hz, 1H, H5’), 6.61 (d, *Jpe = 16.2
Hz, 1H, H8), 5.39 (s, 1H, H6), 3.78 (s, 3H, OMe), 3.47 (sa, 4H, 2-CH, y 3-CH)).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 162.3 (C5), 154.8 (C7), 150.4 (C4’), 148.4
(C37), 141.4 (C1"), 132.6 (C9), 128.8 (C4"), 127.9 (C3"/C5"), 127.2 (C2"), 125.9 (C1),
123.4 (C8), 121.9 (C6’), 116.0 (C5’), 109.9 (C2’), 92.9 (C6), 55.5 (OMe), 53.8 (C3),
49.6 (C2).

>N RMN (40.54 MHz, CDCl; + gota de TFA): 6 -244.6, -245.1.

>N RMN (40.54 MHz, TFA): 6 -249.5, -251.6.
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(4E,62)-7-((E)-3-Metoxi-4-fluoroestiril)-5-fenil-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepina (84)

El compuesto 84 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-

2 3
1 e . . :
9 HN/NAf 5-(4-fluoro-3-metoxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta
-2,4-dien-1-ona (30) como un soélido rojo (129
mg; 40%).

Pf: > 150 °C (Descompone).

HRMS (ESI) [M+H]" Calculado para [CyH2FN,OJ]: 323.1554. Experimental:
323.1563.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): 6 7.70 (m, 2H, H2"/H6"), 7.44 (m, 3H, H3"/H5" y
H4"), 7.41 (dd, *Jes = 8.2 Hz, *Jue = 1.8 Hz, 1H, H27), 7.27 (d, 3Jus = 16.3 Hz, 1H, HI)
7.23 (dd, 3Js = 11.3 Hz, %3¢ = 8.3 Hz, 1H, H57), 7.10 (m, 1H, H6"), 6.96 (d, *Jye =
16.3 Hz, 1H, H8), 5.52 (s, 1H, H6), 3.87 (s, 3H, OMe), 3.77 (sa, 2H, 3-CH,), 3.57 (sa,
2H, 2-CH)).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 151.6 (d, “Jes = 246.8 Hz, C4’), 147.4 (d, *Jps =
10.8 Hz, C3), 130.8 (C9), 140.9 (C1"), 133.2 (d, “Jrs = 3.5 Hz, C17), 129.0 (C8) 128.0
(C3"/C5y C4"), 127.3 (C2"/C6"), 120.2 (C6”), 116.1 (d, 2Jgs = 18.2 Hz, C57), 111.4 (d,
3Jra= 2.1 Hz, C2°), 93.3 (C6), 56.0 (OMe), 53.3 (C3), 50.0 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): 6 -132.1 (ddd, 3J ps = 11.3 Hz, *Ju> = 8.4 Hz, “Jpe
= 4.6 Hz, F4).

15N RMN (40.54 MHz, DMSO-ds + gota de TFA): & -237.4, -241.0.
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(4E,62)-7-((E)-3-Fluoro-4-hidroxiestiril)-5-fenil-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepina (85)

L2 3 El compuesto 85 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
& 9 HN/j\I4 5-(3-fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-
1' / n - S B -

NN A0 2 2,4-dien-1-ona (31) como un solido rojo (170 mg,

-
" 55%).
o

Pf: > 150 °C (Descompone).

HRMS (ESI) [M+H]" calculado para [CigH:1sFN,O]: 309.1398. Experimental:
309.1407.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-ds + gota de AcOH): 6 9.19 (sa, 3H, 1-NH, 4-NH, OH),
7.73 (m, 2H, H2"/H6"), 7.63 (d, Jus = 16.3 Hz, 1H, H9), 7.62 (m, 1H, H4"), 7.55 (m,
2H, H3"/H5"), 7.46 (dd, Jrz = 12.5 Hz, “Jne = 2.0 Hz, 1H, H2?), 7.26 (dd, )5 = 8.4
Hz, *Jur = 2.0 Hz, 1H, H6"), 7.05 (t, “Jes = *Jue = 8.7 Hz, 1H, H5°), 6.98 (d, *Jye = 16.3
Hz, 1H, H8), 5.65 (s, 1H, H6), 3.72 (sa, 4H, 2-CH, y 3-CH,).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-ds + gota de AcOH): & 164.4 (C5), 162.1 (C7), 151.1
(d, “Jrs = 241.8 Hz, C3’), 147.4 (d, ez = 12.5 Hz, C4’), 138.5 (C9), 136.2 (C1"), 131.6
(C4™), 128.8 (C3"/C5"), 128.2 (C2"/C6"), 126.4 (d, *Jrs = 6.8 Hz, C17), 125.4 (d, *Jez =
2.8 Hz, C67), 121.6 (C8), 118.1 (d, *Jrz = 3.2 Hz, C5’), 114.8 (d, “Jez = 18.3 Hz, C27),
89.1 (C6), 48.4 (C3), 48.1 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg + gota de AcOH): ¢ -135.6 (dd, *Juo = 12.5 Hz, *Jus
= 9.1 Hz, F3).

5N RMN (40.54 MHz, DMSO-ds + gota de AcOH): & -238.4, -240.4.
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Capitulo 5

(4E,62)-7-((E)-2-Fluoro-4-hidroxiestiril)-5-fenyl-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepina (86)

El compuesto 86 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
5-(2-fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-
2,4-dien-1-ona (52) como un solido rojo (247 mg,
80%).

Pf: > 100 °C (Descompone).

HRMS (ESI) [M+H]" calculado para [CigH:1sFN,O]: 309.1398. Experimental
309.1394.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): 6 7.68 (m, 2H, H2"/H6"), 7.45 (m, 3H, H3"/H5" y
H4"), 7.38 (dd, “Jg» = 10.0 Hz, *Jus = 8.7 Hz, 1H, H6"), 7.25 (d, Jus = 16.2 Hz, 1H,
H9), 6.59 (d, *Jue = 16.2 Hz, 1H, H8), 6.38 (dd, Jue = 8.7 Hz, *Juz = 2.3 Hz, 1H, H5"),
6.26 (dd, *Jg» = 14.5 Hz, “Jus = 2.3 Hz, 1H, H3’), 5.42 (s, 1H, H6), 3.74 (s, 2H, 3-CH,),
3.53 (s, 2H, 2-CH,).

13C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 167.5 (d, *Jg, = 12.0 Hz, C4’), 162.6 (C5), 162.3
(d, Wr, = 249.6 Hz, C27), 157.8 (CT7), 139.7 (C1"), 129.7 (C4"), 128.7 (d, *Jr» = 6.2 Hz,
C67), 128.2 (C3"/C5" y C9), 127.5 (C2"/C6"), 121.0 (C8), 114.7 (C5’), 109.6 (d, 2Jr» =
11.9 Hz, C1°), 103.1 (d, 2> = 19.8 Hz, C3’), 91.7 (C6), 51.8 (C3), 48.9 (C2).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 174.1 (C4), 165.2 (C2’) , 163.9 (C5), 162.6 (C7),
137.0 (C1"), 134.5 (C4"), 131.0 (C3"/C5"), 128.7 (C6°, C9 y C2"/C6"), 119.4 (C8),
116.4 (C5%), 109.0 (C17), 106.3 (C3’), 85.7 (C6), 49.7 (C3), 48.7 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-ds): 6 -115.7 (dd, 3Jus = 14.3 Hz, *Jue = 10.0 Hz, F2).
YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -111.9 (F2).

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -232.3, -246.8.
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Capitulo 5

(4E,62)-7-((E)-2,4-Difluoro-3-hidroxiestiril)-5-fenil-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepina (87)

El compuesto 87 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
5-(2,4-difluoro-3-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenil
penta-2,4-dien-1-ona (53) como un solido rojo
(127 mg, 39%).

Pf: >150 °C (Descompone).

HRMS (ESI) [M+H]" calculado para [CigHi17F2N,O]: 327.1303. Experimental:
327.1327.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-ds + gota de AcOH): ¢ 10.00 (sa, 3H, 1-NH, 4-NH y
OH), 7.75 (m, 2H, H2"/H4"), 7.68 (d, *Jus = 16.5 Hz, 1H, H9), 7.63 (m, 1H, H4"), 7.56
(m, 2H, H3"/H5"), 7.31 (ddd, 3Jus = 8.8 Hz, *Je» = 7.6 Hz, *Jes = 5.8 Hz, 1H, H6"),
7.15 (d, ®Jne = 16.5 Hz, 1H, H8), 7.12 (ddd, *Jgs = 10.4 Hz, J4e = 8.8 Hz, °Jrr = 1.6
Hz, 1H, H5), 5.65 (s, 1H, H6), 3.75 (sa, 4H, 2-CH,y 3-CH,).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-ds + gota de AcOH): & 164.9 (C5), 161.3 (C7), 153.2
(dd, ks = 246.2 Hz, Je» = 6.1 Hz, C47), 151.1 (dd, “Jr» = 249.0 Hz, *J& = 6.5 Hz,
C2’), 135.9 (C1"), 134.2 (t, Yz = 2Jps = 16.2 Hz, C3’), 131.7 (C4"), 130.9 (t, *Jr
*Jey = 2.4 Hz, C9), 128.7 (C3"/C5"), 128.2 (C2"/C6"), 126.0 (dd, *Je» = 6.1 Hz, ®Jes
2.6 Hz, C8), 119.6 (dd, 2Je» = 9.8 Hz, *Jes = 3.3 Hz, C17), 117.4 (dd, *Jrs = 8.9 Hz, *Jp»
= 3.3 Hz, C67), 112.1 (dd, “Jr4 = 19.1 Hz, “Jr» = 3.3 Hz, C5’), 89.7 (C6), 48.4 (C3),
48.1 (C2).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-ds + gota AcOH): ¢ -133.6 (ddd, *Jeoes = 14.9 Hz,
*Jue = 7.7 Hz, *Jus = 1.9 Hz, F2"), -128.4 (ddd, *Jesrr = 14.9 Hz, *Jus = 10.4 Hz, “Jne
= 5.9 Hz, F4).

15N RMN (40.54 MHz, DMSO-ds + gota ACOH): 6 -235.4, -239.9.
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Capitulo 5

(4E,62)-7-((E)-2,5-difluoro-4-hidroxiestiril)-5-fenil-2,3-dihidro-1H-1,4-diazepina (88)

El compuesto 88 fue obtenido a partir de
(2Z,4E)-5-(2,5-difluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-
1-fenil penta-2,4-dien-1-ona (54) como un soélido
rojo (281 mg, 86%).

Pf: >150 °C (Descompone).

HRMS (ESI) [M+H]" calculado para [CigHi17F2N,O]: 327.1303. Experimental:
327.1304.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg + gota de AcOH): & 9.40 (sa, 1H, OH), 7.68 (m, 2H,
H2"/H6"), 7.57 (m, 1H, H4"), 7.53 (m, 2H, H3"/H5"), 7.46 (dd, %J4g = 15.9 Hz, *Jgy =
1.7 Hz, 1H, H9), 7.17 (dd, *Jes = 13.1 Hz, “Je» = 8.3 Hz, 1H, H6"), 6.51 (d, 3J}4e = 15.9
Hz, 1H, H8), 6.07 (dd, *Jr» = 14.9 Hz, “Jgs = 7.9 Hz, 1H, H3’), 5.50 (s, 1H, H6), 3.66
(sa, 4H, 2-CH,y 3-CH,).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg + gota de AcOH): d 163.7 (d, 2Jgs = 15.0 Hz, C4"),
162.8 (C7), 162.6 (C5), 160.3 (d, *Jrs = 249.0 Hz, C27), 152.3 (d, “Jrz = 237.0 Hz, C5°),
137.1 (C1"), 133.3 (dd, 3J> = 3.8 Hz, *Jes = 2.4 Hz, C9), 131.1 (C4"), 128.7 (C3"/C5"),
127.9 (C2"/C6"), 114.5 (d, “Jr» = 4.6 Hz, C8), 111.6 (dd, *Jrs = 20.8 Hz, %Jr» = 7.7 Hz,
C6°), 105.1 (dd, “Je» = 17.9 Hz, 3Jps = 7.2 Hz, C37), 102.1 (dd, 2Je» = 14.7 Hz, 3Jes =
7.3 Hz, C17), 89.7 (C6), 48.7 (C3), 47.9 (C2).

F RMN (376.50 MHz, DMSO-dg + gota de AcOH): 6 -120.0 (ddd, Jeors = 12.8 Hz,
3Jhz = 13.1 Hz, “0ne = 8.7 Hz, F2'), -141.3 (ddd, *Jrsr2 = 12.8 Hz, *Jpe = 12.6 Hz, “Jpa
= 7.9 Hz, F5').

>N RMN (40.54 MHz, DMSO-d; + gota de AcOH): d -242.3, -247.9.
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Capitulo 5

(2)-1-Fenil-2-(7-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-1,4-diazepan-5-iliden)etanona (89)

El compuesto 89 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
3-hidroxi-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilpenta-
2,4-dien-1-ona (27) como un solido amarillo (274
mg, 81%).

Pf:187.2 °C.

Anal. Calc. para CyH2N,03: C, 70.99; H, 6.55; N, 8.28. Experimental: C, 70.81; H,
6.42; N, 8.38.

'H RMN (400.13 MHz, CDCls): 6 11.56 (sa, 1H, 4-NH), 7.85 (m, 2H, H2"/H6"), 7.40
(m, 3H, H3"/H5", H4"), 6.94 (d, “Jue = 1.6 Hz, 1H, H2"), 6.88 (d, Je = 7.8 Hz, 1H,
H5), 6.86 (dd, *Jus' = 7.8 Hz, “J2» = 1.6, 1H, H6’), 5.68 (s, 1H, H8), 5.5 (sa, 1H, 1-
NH), 3.91 (s, 3H, OMe), 3.76 (d, 3Juea = 9.7 Hz, 1H, H7), 3.70 (ddd, %Jus. = 14.6 Hz,
3Juop = 10.4 Hz, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, H3b), 3.51 (dddd, *Jus, = 14.6 Hz, *Jun = 7.2 Hz,
3Jh2a = 5.2 Hz, *Jpan = 1.3 Hz, 1H, H3a), 3.21 (ddd, 2342, = 13.0 Hz, 2Jus.= 5.2 Hz, *Jwn
= 1.3 Hz, 1H, H2a), 3.07 (dd, 2Jues = 14.4 Hz, *Ju7 = 9.7 Hz, 1H, H6a), 2.94 (ddd, 2Ji2a
= 13.0 Hz, 3Jusp = 10.3 Hz, 3Jusa = 1.3 Hz, 1H, H2b), 2.49 (ddd, 2Jnea= 14.4 Hz, *Iny =
1.7 Hz, “Jnn = 0.9 Hz, 1H, H6b).

3C RMN (100.62 MHz, CDCls): ¢ 188.5 (C9), 168.4 (C5), 146.7 (C3’), 145.2 (C4"),
140.3 (C1"), 137.1 (C1°), 130.6 (C4"), 128.2 (C3"/C5"), 126.9 (C2"/C6"), 119.3 (C6"),
114.4 (C5’), 108.8 (C2’), 92.0 (C8), 62.0 (C7), 56.0 (OMe), 50.1 (C2), 46.6 (C6), 46.5
(C3).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): § 187.8 (C9), 166.2 (C5), 149.2 (C3’), 146.3 (C4"),
142.1 (C1"), 135.9 (C1°), 128.5 (C4"), 127.0 (C3"/C5"), 126.7 (C2"/C6"), 119.8 (C6"),
115.2 (C5’), 110.1 (C2’), 91.5 (C8), 63.2 (C7), 54.8 (OMe), 51.4 (C2), 47.2 (C3), 46.4
(C6).

>N RMN (40.54 MHz, CDCls): 6 -264.6 (N4), -318.3 (N1).

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -259.1 (N4), -313.2 (N1).

177



Capitulo 5

(2)-1-fenil-2-(7-(3-metoxi-4-fluorofenil)-1,4-diazepan-5-iliden)etanona (90)

El compuesto 90 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
5-(4-fluoro-3-metoxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta
-2,4-dien-1-ona (30) como un sélido blanco (276
mg, 81%).

Pf: 93.7 °C.

Anal. Calc. para C,H»:FN,O,: C, 70.57; H, 6.22; N, 8.23. Experimental: C, 70.36; H,
6.00; N, 8.10.

'H RMN (400.13 MHz, CDCly): 6 11.54 (sa, 1H, 4-NH), 7.85 (m, 2H, H2"/H6"), 7.40
(m, 3H, H3"/H5", H4"), 7.04 (dd, *Jrs = 8.2 Hz, *Jpe = 2.1 Hz, 1H, H2"), 7.04 (dd, *Jr4
= 11.5 Hz, ®Jue = 8.3 Hz, 1H, H5), 6.90 (ddd, *Jus = 8.3 Hz, *Jes = 4.3 Hz, “Jp = 2.1
Hz, 1H, H6), 5.70 (sa, 1H, 1-NH), 5.68 (s, 1H, H8), 3.92 (s, 3H, OMe), 3.80 (d, *Jngs =
9.8 Hz, 1H, H7), 3.70 (dddd, 2Jpza = 14.7 Hz, 342 = 10.3 Hz, *Jyn = 4.3 Hz, 3J1a = 1.3
Hz, 1H, H3b), 3.52 (dddd, 2Juss = 14.7 Hz, 3Inp = 7.3 Hz, 3342a = 5.2 Hz, 2Jpas = 1.3 Hz,
1H, H3a), 3.22 (ddd, Ju2p = 13.0 Hz, 3J4sa = 5.2 Hz, 3Jnn = 1.4 Hz, 1H, H2a), 3.05 (dd,
2Juep = 14.4 Hz, 3347 = 9.8 Hz, 1H, H6a), 2.94 (ddd, 2Ji2a = 13.0 Hz, 3Jusp = 10.3 Hz,
3Ju3a = 1.3 Hz, 1H, H2b), 2.47 (ddd, 2Jea = 14.4 Hz, *Jnn = 1.7 Hz, “Jwn = 0.9 Hz, 1H,
H6b).

3C RMN (100.62 MHz, CDCls): 6 188.6 (C9), 168.0 (C5), 151.8 (d, *Jrs = 245.9 Hz,
C4%), 147.8 (d, 2Jps = 10.7 Hz, C37), 141.3 (d, “Jr4 = 3.8 Hz, C17), 140.2 (C1"), 130.6
(C4™), 128.2 (C3"/C5"), 126.9 (C2"/C6"), 118.6 (d, Jr4 = 6.9 Hz, C6’), 116.1 (d, “Jrs =
18.3 Hz, C5’), 111.5 (d, Jz4 = 2.0 Hz, C2°), 92.0 (C8), 61.8 (C7), 56.3 (OMe), 50.1
(C2), 46.6 (C6), 46.5 (C3).

B3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 192.6 (C9), 169.0 (C5), 151.7(-) y 149.2(+) C4’,
145.1(-) y 144.0(+) C3’, 140.8 (C1"), 140.2 (C1°), 128.3 (C4"), 127.4 (C3"/C5"), 125.9
(C2"/C6"), 118.2 (C6), 115.6 (C5’), 109.9 (C2’), 96.0/95.0 (C8), 62.1 (C7), 49.7 (C2),
44.8 (C3), 44.8 (C6).

YF RMN (376.50 MHz, CDCls): 6 -136.9 (ddd, *Jus = 11.5 Hz, “Jnp = 8.2 Hz, *Jpe =
4.3 Hz, F4).

YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -137.4 (F4).

>N RMN (40.54, CDCl3): 6 -265.0 (N4), -319.6 (N1).

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): 6 -255.8 (N4), -320.5 (N1).
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Capitulo 5

(2)-1-Fenil-2-(7-(3-fluoro-4-hidroxifenil)-1,4-diazepan-5-iliden)etanona (91)

El compuesto 91 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
5-(3-fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1fenilpenta-
2,4-dien-1-ona (31) como cristales blancos (310
mg, 95%).

Pf: 186.6 °C.

Anal. Calc. para C1gH19FN,O>: C, 69.92; H, 5.87; N, 8.58. Experimental: C, 69.52; H,
5.9; N, 8.54.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): ¢ 11.39 (t, %J = 3J = 5.8 Hz, 1H, 4-NH), 9.69 (sa,
1H, 4’0H), 7.84 (m, 2H, H2"/H6"), 7.40 (m, 3H, H3"/H5" y H4"), 7.18 (dd, 3Jr3 = 12.6
Hz, “Jue = 2.1 Hz, 1H, H2?), 7.02 (dd, *Jus = 8.3 Hz, *J4» = 2.1 Hz, 1H, H6’), 6.88
(dd, “Jes = 9.2 Hz, *Jue = 8.3 Hz, 1H, H57), 5.81 (s, 1H, H8), 3.64 (d, *Juea = 9.7 Hz,
1H, H7), 3.53 (m, 2H, H3a y H3b), 3.05 (ddd, 2Ju2 = 13.3 Hz, *Jus = 3.2 Hz, *Jpza =
3.2 Hz, 1H, H2a), 2.99 (dd, 2Jnep = 14.3 Hz, *Ju7 = 9.7 Hz, 1H, H6a), 2.74 (sa, 1H, 1-
NH), 2.65 (ddd, 2Jnza = 13.3 Hz, *Jua = 5.7 Hz,*Jnw = 5.7 Hz, 1H, H2b), 2.44 (ddd,
2Juea = 14.3 Hz, *Jnn = 1.7 Hz, “Jan = 0.9 Hz, 1H, H6b).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): § 186.0 (C9), 168.5 (C5), 150.7 (d, “Jes = 240.3,
C37), 143.6 (d, 2Jrs = 12.8 Hz, C47), 140.0 (C1"), 137.0 (d, *Jrs = 5.3 Hz, C1’), 130.4
(C4™), 128.1 (C3"/C5"), 126.6 (C2"/C6"), 122.5 (d, *Jes = 3.0 Hz, C6°), 117.3 (d, 3Jez =
3.1 Hz, C5°), 114.1 (d, 2Jrs = 18.4 Hz, C2°), 91.0 (C8), 59.8 (C7), 49.3 (C2), 46.3 (C3),
46.0 (C6).

3C RMN (100.73, CPMAS): J 186.8 (C9), 167.9 (C5), 151.7 y 154.2 (C3’), 146.5
(C4%), 1389 (+) y 139.8 (-) (C1"), 133.8 (C1’), 130.7 (C4"), 129.0 (C3"/C5"),
126.9/125.7 (C2"/C6"), 124.7 (C6’), 116.2 (C5’), 112.7 (C2), 92.3 (C8), 62.9 (C7),
50.6 (C2), 44.1 (C3), 44.1 (C6).

F RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): 6 -136.5 (dd, *Jup = 12.6 Hz, “Jus = 9.2 Hz, F3).
YFE RMN (376.94, MAS): § -126.9 (26.5%)/-129.1 (73.5%) (F3").
>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -261.6 (N4).

>N RMN(40.60, CPMAS): ¢ -259.1 (N4), -314.7 (N1).
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Capitulo 5

(2)-1-Fenil-2-(7-(2-Fluoro-4-hidroxifenil)-1,4-diazepan-5-iliden)etanona (92)

El compuesto 92 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
5-(2-fluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenilpenta-
2,4-dien-1-ona (52) como cristales blancos (163
mg, 50%).

Pf: 178.9 °C.

Anal. Calc. para CigHigFN,O, - 0.5 CH3z;OH: C, 68.41; H, 6.18; N, 8.18.
Experimental: C, 68.37; H, 6.02; N, 8.38.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): ¢ 11.38 (t, %J = 3] = 5.7 Hz, 1H, 4-NH), 9.76 (sa,
1H, 4’0OH), 7.82 (m, 2H, H2"/H6"), 7.40 (m, 3H, H3"/H5" y H4"), 7.32 (dd, *Jus= 8.4
Hz, *Je» = 8.8 Hz, 1H, H6’), 6.59 (dd, Jne = 8.4 Hz, *Jus = 2.4 Hz, 1H, H5’), 6.52 (dd,
3Jey = 12.3 Hz, *Jus' = 2.4 Hz, 1H, H3’), 5.76 (s, 1H, H8), 3.87 (d, 3Juea = 9.6 Hz, 1H,
H7), 3.55 (m, 2H, H3a y H3b), 3.06 (m, 2H, H2a y H6a), 2.71 (sa, 1H, 1-NH), 2.65 (m,
1H, H2b), 2.40 (d, 2Jnea = 14.6 Hz, 1H, H6b).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): 6 186.1 (C9), 168.6 (C5), 159.3 (d, *Jr» = 243.4
Hz, C2), 157.6 (d, 3Jr» = 11.9 Hz, C47), 139.9 (C1"), 130.5 (C4"), 128.19 (d, *Jr»» = 5.3
Hz, C6°), 128.16 (C3"/C5"), 126.6 (C2"/C6"), 122.4 (d, 2Jr» = 14.0 Hz, C1°), 111.4 (d,
*Jepr = 2.7 Hz, C5°), 102.2 (d, 2Je» = 25.0 Hz, C3’), 90.8 (C8), 53.5 (C7), 49.6 (C2),
46.4 (C3), 45.5 (C6).

13C RMN (100.73, CPMAS): & 187.0 (C9), 169.1 (C5), 163.8/161.2 (C2’), 158.7 (C4"),
140.8/139.6 (C1"), 132.2 (C4"), 128.6 (C6’, C2"/C6" y C4"), 121.1 (C1°), 113.9/110.6
(C57), 104.4/102.4 (C3"), 93.0 (C8), 52.8 (C7), 50.6 (C2), 44.2 (C3), 42.6 (C6).

YFE RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): ¢ -117.7 (dd, *Jus = 12.3 Hz, *Jue = 8.8 Hz, F2Y).
YFE RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -107.8(47%)/-112.6(53%) (F2').

>N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -261.6 (N4), -322.6 (N1).

>N RMN (40.60 MHz, CPMAS): ¢ -257.4/-262.0 (N4), -316.4/-317.9 (N1).
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Capitulo 5

(2)-1-Fenil-2-(7-(2,4-difluoro-3-hidroxifenil)-1,4-diazepan-5-iliden)etanona (93).

El compuesto 93 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
5-(2,4-difluoro-3-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenil
penta-2,4-dien-1-ona (53) como cristales blancos
(114 mg, 33%).

Pf: 194.4 °C.

Anal. Calc. para C;gH1sF2N2O,: C, 66.27; H, 5.27; F, 11.03; N, 8.14; O, 9.29.
Experimental: C, 65.87; H, 5.28; N, 8.16.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): 6 11.36 (t, 3J = *J =5.7 Hz, 1H, 4-NH), 10.12 (sa,
1H, 4’0OH), 7.82 (m, 2H, H2"/H6"), 7.41 (m, 3H, H3"/H5" y H4"), 7.13-6.75 (m, 2H,
H5’ y H6), 5.78 (s, 1H, H8) 3.92 (d, *Jue. = 9.6 Hz, 1H, H7), 3.55 (m, 2H, H3a y
H3b), 3.07 (m, 2H, H2a y H6a), 2.88 (sa, 1H, 1NH), 2.66 (ddd, 2J2a = 13.6 Hz, *Jusp =
7.9 Hz, 3y = 3.7 Hz, 1H, H2b), 2.43 (d, 2Juea = 14.6 Hz, 1H, H6b).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-dg): J 186.2 (C9), 168.3 (C5), 151.2 (dd, *Jrs = 240.3
Hz, 3Jr, = 6.1 Hz, C4’), 149.2 (dd, 'Jr» = 241.8 Hz, *Jry = 6.1 Hz, C27), 139.9 (C1"),
133.4 (t, 2Jrp = 2Jps = 16.2 Hz, C37), 130.5 (C4"), 128.8 (dd, “Jr» = 11.9 Hz, “Jps = 3.3
Hz, C1°), 128.2 (C4"), 126.6 (C2"/C6"), 115.8 (dd, *Jrs = 8.5 Hz, J» = 4.7 Hz, C6"),
111.1 (dd, 2Jgs = 18.5 Hz, *Jg» = 3.3 Hz, C57), 90.9 (C8), 53.7 (d, 3Jr» = 2.2 Hz, C7),
49.5 (C2), 46.4 (C3), 45.3 (C6).

13C RMN (100.73 MHz, CPMAS): 6 184.4/189.1 (C9), 169.6 (C5), 152.8/150.0 (C4"),
150/146.9 (C2°), 137.8 (C1"), 134 (C3’), 132.4 (C4"), 129.4 (C3"/C5"), 126.8 (C2"/C6"
y C1°), 113.6 (C6’), 111.5 (C5’), 88.8/91.9 (C8), 52.5 (C7), 50.6 (C2), 50.6 (C3), 46.2
(C6).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): 6 -137.1 (dd, *Jerrs = 12.1 Hz, “Jue = 6.8 Hz, F2),
-134.4 (ddd, *Jesrr = 12.1 Hz, 3345 = 10.1 Hz, *Jpe = 6.2 Hz, F4").

F RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -125.9 (F4'), -132.7 (F2).
N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -261.8 (N4), -324.1 (N1).

15N RMN (40.60 MHz, CPMAS): & -258.7 (N4), -320.3 (N1).
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(2)-1-Fenil-2-(7-(2,5-difluoro-4-hidroxifenil)-1,4-diazepan-5-iliden)etanona (94)

El compuesto 94 fue obtenido a partir de (2Z,4E)-
5-(2,5-difluoro-4-hidroxifenil)-3-hidroxi-1-fenil
penta-2,4-dien-1-ona (54) como cristales blancos
(141 mg, 41%).

Pf: 161.2 °C.

Anal. Calc. para CioHisFoN2O, - 0.5 CH30H: C, 64.99; H, 559; N, 7.77.
Experimental: C, 64.83; H 5.48; N, 7.93.

'H RMN (400.13 MHz, DMSO-dg): 6 11.36 (t, *J = %1 = 5.0, 1H, 4-NH), 10.23 (sa, 1H,
4’0H), 7.82 (m, 2H, H2"/H6"), 7.41 (m, 3H, H3"/H5", H4"), 7.29 (dd, *Jrs = 12.0, “Jr>
= 6.9 Hz, 1H, H6), 6.73 (dd, Je» = 11.2 Hz, “Jes = 7.4 Hz, 1H, H3’), 5.75 (s, 1H, H8),
3.87 (d, *Juea = 9.6 Hz, 1H, H7), 3.54 (m, 2H, H3a y H3b), 3.05 (m, 2H, H2a y H6a),
2.86 (sa, 1H, 1-NH), 2.65 (ddd, 2J2a = 13.5 Hz, 3Jusp = 5.1 Hz, 3wy = 5.1 Hz, 1H,
H2b), 2.40 (d, 2Juea = 14.6 Hz, 1H, H6b).

3C RMN (100.62 MHz, DMSO-ds): 6 186.2 (C9), 168.2 (C5), 154.4 (dd, *Jr» = 239.9
Hz, “Jes = 1.9 Hz, C27), 147.4 (dd, YJgs = 236.4 Hz, “J, = 2.5 Hz, C5’), 144.5 (dd, 2Jes
= 14.4 Hz, %Js» = 12.1 Hz, C4’), 139.9 (C1"), 130.5 (C4"), 128.2 (C3"/C5"), 126.6
(C2"/C5"), 122.4 (dd, 2Jg» = 16.6 Hz, *Jgs = 5.5 Hz, C1’), 114.3 (dd, “Jes = 21.2 Hz,
3Jr» = 6.7 Hz, C6), 104.6 (dd, 2J» = 27.1 Hz, *Jps = 3.1 Hz, C3°), 90.9 (C8), 53.0 (C7),
49.4 (C2), 46.4 (C3), 45.3 (C8).

3C RMN (100.73 MHz, CPMAS): ¢ 188.6 (C9), 168.8 (C5), 156.7/154.2 (C2’),
149.9/147.1 (C5°), 147.1 (C4’), 140.7 (C1"), 131.5 (C4"), 128.8 (C2"/C6" y C3"/C5"),
119.8 (C1°), 113.6 (C6’), 103.4 (C3’), 94.3/92.7 (C8), 53 (C7), 51 (C2), 44.6 (C3), 43.9
(C6).

YF RMN (376.50 MHz, DMSO-dg): d -122.7 (ddd, *Jerps = 16.7 Hz, 3Jus = 11.3 Hz,
*Juer = 7.0 Hz, F2'), -141.0 (ddd, *Jese2 = 16.7 Hz, *Jpe = 12.0 Hz, *Jys = 7.4 Hz, F5').

YF RMN (376.94 MHz, MAS): 6 -116.9 (F2'), -139.2 (F5)).
N RMN (40.54 MHz, DMSO-dg): 6 -261.9 (N4), -323.9 (N1).

15N RMN (40.60 MHz, CPMAS): & -258.9/261.8 (N4), -316.7 (N1).
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6

CONCLUSIONES FINALES

Se han sintetizado un total de 45 analogos curcuminoides de los cuales 31 han sido
preparados por primera vez: las B-dicetonas hemicurcuminoides 52-59, los pirazoles

hemicurcuminoides 64-74 y las 1,4-diazepinas hemicurcuminoides 83-94.

El estudio estructural, de los compuestos sintetizados se ha llevado a cabo mediante
RMN multinuclear (*H, *C, **N, *°F) en disolucién y en estado sélido, y difraccién
de rayos X. Las estructuras de rayos X de los compuestos 52, 54, 55, 64, 65, 66, 86,
91, 92 y 94 han sido descritas por primera vez. En todos los casos existe un gran
acuerdo entre los datos experimentales y los obtenidos mediante calculos tedricos
DFT, pudiendose determinar la forma tautomeérica en la que se encuentran los

distintos compuestos.

En las B-dicetonas hemicurcuminoides la forma tautomérica ceto-enol a, con el
grupo enol en el carbono proximo al grupo estirilo, predomina sobre la b. En el caso
de los pirazoles hemicurcuminoides, el tautomero a con el grupo estirilo en posicion
5 es el mayoritario. El estudio estructural de las 1,4-diazepinas hemicurcuminoides
preparadas permiti6 determinar que los compuestos 83-88 existen
predominantemente como zwitteriones con el anillo diazepinico en una
conformacién twist, y que los compuestos 89-94 existen en la forma tautomérica e
con un enlace de hidrégeno intramolecular, presentando el anillo de siete miembros

una conformacién de silla.

El estudio del potencial antioxidante y neuroprotector de las [-dicetonas
hemicurcuminoides 27, 30, 31, 52-54, se ha llevado a cabo mediante tres ensayos
AOX diferentes (FRAP, ABTS y DPPH) y mediante estudios in vitro en la linea
celular neuronal SH-SY5. Los compuestos 27 y 54 mostraron los mejores resultados
en cuanto a su capacidad neuroprotectora, si bien 54 presenta un mejor

comportamiento a mayor concentracion de agente oxidante.

Se han estudiado las propiedades antiinflamatorias y anticarcinogénicas de los
pirazoles hemicurcuminoides sintetizados, mediante la determinacion de la
capacidad inhibidora de la actividad de la sintasa del 6xido nitrico (NOS) y la
determinacion de la capacidad inhibidora de la expresion de los genes hTERT y c-

Myc relacionados con la telomerasa.
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Entre los compuestos estudiados los pirazoles de la serie fenil sustituida (64-68)
presentan mayor inhibicién que los pirazoles trifluorometil sustituidos, destacando
entre todos ellos el pirazol hemicurcuminode fluorado 65 siendo un excelente
inhibidor selectivo de iNOS.

Se ha determinado la citotoxicidad de 13 pirazoles curcuminoides (32, 35y 64-74) y
de curcumina (1) frente a tres lineas celulares tumorales (HT-29, MCF-7 y HelLa) vy
una no tumoral (HEK-293). Los compuestos mas activos son 32 y 70, que poseen
alta citotoxicidad frente a todas las lineas celulares tumorales estudiadas. La
capacidad de inhibicion la expresion de los genes hTERT y c-Myc se ha determinado
para 9 compuestos seleccionados (32, 35, 64, 67, 69, 70 y 72-74). Los compuestos
mas activos han sido 32, 69 y 74 al ser capaces de reducir simultdneamente la

expresion de ambos genes.
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FINAL CONCLUSIONS

A total amount of 45 curcuminoid analogues have been synthesized, among them,
31 have been prepared for the first time: hemicurcuminoid B-diketones 52-59,

hemicurcuminoid pyrazoles 64-74 and hemicurcuminoid 1,4-diazepines 83-94.

The structural study of the synthesized compounds has been carried out by solution
and solid state NMR (*H, **C, °N, '°F), and X ray diffraction analysis. The X ray
structures of compounds 52, 54, 55, 64, 65, 66, 86, 91, 92 and 94 have been solved
for the first time. In all cases, there is a good agreement between the experimental
and the theoretical data obtained by DFT, allowing us to determine the most stable

tautomeric form.

In the hemicurcuminoid B-diketones the tautomeric form keto-enol a, with the enol
group on the carbon near the styryl group, predominates over b. In the case of the
hemicurcuminoid pyrazoles, the tautomer a with the 5-styryl group is the major one.
For the hemicurcuminoid 1,4-diazepines, compounds 83-88 exist predominantly as
zwitterions d with the diazepine ring in a twist conformation, and compounds 89-94
exist in the tautomeric form e with an intramolecular hydrogen bond and the seven-

membered ring in a chair conformation.

The antioxidant and neuroprotective properties of hemicurcuminoid B-diketones 27,
30, 31, 52-54 has been studied using three different AOX assays (FRAP, ABTS and
DPPH) and by in vitro studies in the SH-SY5 neuronal cell line. Compounds 27 and
54 showed the best results in terms of their neuroprotective capacity, although 54
presents better performance at a higher oxidant concentration.

The anti-inflammatory and anticarcinogenic properties of the synthesized
hemicurcuminoid pyrazoles have been studied by determining their inhibitory
capacity of nitric oxide synthase (NOS) activity and their properties as inhibitors of

hTERT and c-Myc telomerase related genes expression.

Regarding anti-NOS assays, 17 pyrazols have been studied. Phenyl-substituted
pyrazoles (64-68) have shown to be better NOS inhibitors than the trifluoromethyl
and methyl substituted ones, among them, fluorinated hemicurcuminoid pyrazole 65

has proved to be an excellent iNOS selective inhibitor.
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The cytotoxicity of a group of 13 curcuminoid pyrazoles and curcumin have been
investigated on three tumoral cell lines (HT-29, MCF-7 and HelLa) and one non-
tumoral human cell line (HEK-293). The most active compounds are 32 and 70,
showing high cytotoxicity against all tumoral cell lines studied.

The ability to inhibit the expression of hTERT and c-Myc genes, both involved in
telomerase activity, has been determined for a subset of 9 selected derivatives (32,
35, 64, 67, 69, 70 and 72-74). The most active compounds have been 32, 69 and 74

being able to simultaneously reduce the expressions of hnTERT and c-Myc genes.
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7 ANEXO

Tabla 37. Matriz de Free-Wilson con la diferencia de E¢ (kJ-mol™) de las formas tautoméricas b-a de las f-dicetonas hemicurcuminoides 24-31
y 52-59.

R;=CgHs R;=CF; R;=CHjs R,=CHj, 2'-F 3-OMe 3-F 3-OH 4'-OMe 4'-F 4'-OH 5-F b-a
kJ-mol™

27 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 3.8
30 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 3.9
31 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0] 1 0 3.9
52 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0] 1 0 4.0
53 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 4.0
54 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 3.9
26 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 8.8
55 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 8.5
56 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 8.5
57 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 8.6
58 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 8.3
59 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0] 1 1 8.2
24 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0] 1 0 1.7
25 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0] 1 0 3.9
28 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 4.0
29 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 2.0
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Tabla 38. Desplazamientos quimicos (0 en ppm) experimentales y calculados (GIAO)
para las p-dicetonas hemicurcuminoides 24-31 y 52-59.

Comp. Atomos  a b Exp. CDCl; Exp. DMSO-ds CPMAS CPMAS
27 H2 6.07 6.04 6.33

27 H4 6.33 6.54 6.52

27 H5 7.58 7.77 7.63

27 OH-enol 15.13  16.03 16.26

27 H2' 6.48 6.55 7.07

27 3-OMe  3.86 3.87 3.95

27 4'-OH 5.46 5.47 5.86

27 H5' 6.99 6.98 6.94

27 H6' 7.48 7.54 7.14

27 H2"/H6" 8.04 7.93 7.95

27 H3"/H5" 7.38 7.39 7.47

27 H4" 7.41 7.38 7.53

27 C1 187.72 17391  188.4 187.2
27 C2 9448  95.87 97.2 97.8
27 C3 17359 186.82  180.5 179.2
27 C4 117.90 120.32  121.0 123.2
27 C5 139.38 141.88  140.4 139.0
27 cr 127.94 127.92 1277 131.7
27 c2 11110 111.79  109.6 112.4
27 c3 14589 14589  146.9 148.0
27 C3-OMe 53.29  53.37 56.0 56.0
27 c4 149.68 149.87  147.8 153.5
27 c5' 115.10 11493 1149 116.5
27 ce' 118.74 119.15 1229 121.3
27 c1" 137.91 13452  136.3 136.2
27 Cc2"/C6" 128.13 126.97 127.3 126.5
27 C3"/C5" 12758 127.76  128.6 126.5
27 c4" 131.61 131.24 1324 132.1
30 H2 6.11 6.07 6.34

30 H4 6.37 6.60 6.55

30 H5 7.56 7.77 7.55

30 OH-enol  15.07  15.98 16.10

30 H2' 6.53 6.61 7.06

30 3-OMe 3.84 3.86 3.94

30 H5' 7.05 7.04 7.06

30 H6' 7.36 7.42 7.15

30 H2"/H6" 8.03 7.94 7.95

30 H3"/H5" 7.39 7.40 7.47

30 H4" 7.44 7.41 7.55

30 C1 188.24 17452  189.3 187.1
30 C2 95.17  95.87 97.6 98.1
30 C3 172.79 186.63  179.2 180.7
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30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
52
52a
52a
52a
52a

C4

C5

cr

c2

c3
C3'-OMe
c4

C5'

ce'

cr"
Cc2"/ce"
C3"/C5"
c4"

4'-F

H2

H4

H5
OH-enol
H2'
4'-OH
H5'

Hé6'
H2"/H6"
H3"/H5"
H4"

C1

Cc2

C3

C4

C5

cr

c2

c3

c4'

C5'

ce'

c1r"
c2"/ce"
C3"/C5"
c4"

3-F

H2

H4

H5
OH-enol
H3'

120.53
137.92
132.30
113.33
148.95
53.46
156.12
117.04
115.98
137.62
128.25
127.68
132.02
-127.24
6.10
6.38
7.53
15.11
7.03
4.90
7.04
7.53
8.08
7.40
7.41
187.97
95.14
173.11
119.89
137.56
129.00
118.63
152.90
147.10
117.48
121.63
137.58
128.08
127.78
131.94
-150.42
6.15
6.91
7.51
15.12
6.28

122.62
141.10
132.24
114.29
148.95
53.54
156.22
116.72
116.21
134.11
127.05
127.87
131.64
-127.07
6.02
6.60
7.73
15.96
7.10
4.92
7.03
7.60
7.97
7.42
7.41
174,51
95.99
186.45
122.07
140.16
129.00
119.41
152.86
147.34
117.29
122.07
134.24
126.99
127.95
131.64
-150.50
6.10
7.04
7.72
16.03
6.28

123.2
139.0
131.7
112.4
148.0
56.2
153.5
116.5
121.3
136.2
127.3
128.6
132.6
-132.0
6.32
6.50
7.58
16.14
7.53
5.39
7.03
7.32
7.95
7.48
7.58

-140.6
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6.71
6.82
7.65
16.37
7.53
10.48
7.00
7.37
7.99
7.53
7.65
187.5
97.1
180.6
121.6
139.3
126.6
1154
151.1
147.1
118.0
125.7
135.4
127.1
128.8
132.8
-135.7
6.75
6.82
7.65
16.30
6.65

123.5
138.7
131.3
114.8
148.5
54.5
153.1
116.4
1195
137.2
127.5
128.4
130.0
-126.1

191.6
97.4
176.2
119.7
139.8
129.9
112.3
152.2
146.2
118.6
127.9
136.2
127.9
128.8
133.9
-126.3
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52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
52a
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4
53 OH/F4

4'-OH
H5'

Hé6'
H2"/H6"
H3"/H5"
H4"

C1

C2

C3

Cc4

C5

Cl'

Cc2'

C3

Cc4'

C5'

C6'

Cc1"
c2"/ce"
C3"/C5"
c4"

2'-F

H2

H4

H5
OH-enol
3'-OH
H5'

Hé6'
H2"/H6"
H3"/H5"
H4"

C1

C2

C3

Cc4

C5

Cl'

Cc2'

C3

Cc4'

C5'

C6'

Cc1"
c2"/ce"
C3"/C5"

3.92
6.66
7.25
8.13
7.38
7.37
187.72
95.27
173.74
125.16
134.39
117.52
165.54
101.48
158.53
111.07
136.65
137.49
127.96
127.77
131.73
-106.36
6.22
7.11
7.47
15.09
4.52
6.76
6.74
8.19
7.39
7.40
188.14
96.33
173.15
128.01
134.23
122.94
153.39
135.74
153.81
109.98
123.40
137.15
127.93
127.92

3.92
6.67
7.35
8.02
7.40
7.38
174.16
96.32
187.50
127.10
136.71
117.59
165.83
101.35
158.70
111.02
137.49
134.32
126.85
127.95
131.40
-104.67
6.18
7.22
7.69
16.03
4.50
6.77
6.84
8.08
7.41
7.39
174.76
96.53
187.26
129.73
136.61
123.01
153.64
135.65
154.01
109.93
124.26
133.98
126.81
128.12
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10.55
6.65
7.64
8.01
7.54
7.63
188.0
97.5
180.1
122.2
132.3
1134
161.9
103.0
161.3
112.7
130.3
1354
127.2
128.9
132.9
-113.5
6.82
6.97
7.64
16.10
10.46
7.12
7.26
8.02
7.55
7.65
189.1
98.1
178.6
1255
131.2
1195
151.2
134.2
152.3
112.2
117.9
1354
127.4
128.9

177.0
98.1
192.8
1225
134.0
113.6
164.5
104.6
160.4
113.6
128.4
135.8
128.4
128.4
135.8
-103.2

193.8
103.0
174.9
124.2
134.3
119.6
151.9
134.3
151.9
112.3
112.3
136.2
128.6
128.6
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53 OH/F4 C4" 132.12  131.73 133.8 134.3
53 OH/F4 2-F -127.40 -125.52 -134.1 -129.4
53 OH/F4 4'-F -142.34 -142.10 -128.2 -129.4
53 OH/F2 H2 6.19 6.14 6.82

53 OH/F2 H4 6.99 7.10 6.97

53 OH/F2 H5 7.48 7.69 7.64

53 OH/F2 OH-enol 15.12 16.04 16.10

53 OH/F2 3-OH 4.70 4.69 10.46

53 OH/F2 H5' 6.77 6.78 7.12

53 OH/F2 H6' 6.74 6.84 7.26

53 OH/F2 H2"/HE6" 8.18 8.06 8.02

53 OH/F2 H3"/H5" 7.38 741 7.55

53 OH/F2 H4" 7.40 7.40 7.65

530H/F2 C1 188.14 174.88 189.1 193.8
53 OH/F2 C2 96.14 96.35 98.1 103.0
53 OH/F2 C3 173.06  187.03 178.6 174.9
53 OH/F2 C4 127.28 129.94 125.5 124.2
53 OH/F2 C5 133.92 136.31 131.2 134.3
53 OH/F2 CI' 120.51  120.57 119.5 119.6
53 OH/F2 C2 153.41  153.67 151.2 151.9
53 OH/F2 C3' 135.24 135.18 134.2 134.3
53 OH/F2 C4& 154.09 154.29 152.3 151.9
53 OH/F2 C¥%' 11291 112.86 112.2 112.3
53 OH/F2 C¢6' 123.70 12459 117.9 112.3
53 OH/F2 C1" 137.12  133.96 135.4 136.2
53 OH/F2 C2"/C6" 127.90 126.78 127.4 128.6
53 OH/F2 C3"/C5" 127.92 128.14 128.9 128.6
53 OH/F2 C4" 132.16  131.79s 133.8 134.3
53 OH/F2 2-F -145.16 -143.52 -134.1 -129.4
53 OH/F2 4'-F -126.05 -125.74 -128.2 -129.4
54 H2 6.16 6.10 6.72

54 H4 6.94 7.07 6.89

54 H5 7.38 7.60 7.59

54 OH-enol  15.10 16.01 16.25

54 H3' 6.79 6.78 6.83

54 4'-OH 4.88 4.89 11.05

54 H6' 7.00 7.09 7.67

54 H2"/H6" 8.10 8.00 8.00

54 H3"/H5"  7.40 7.42 7.55

54 H4" 7.40 7.40 7.63

54 C1 188.12 174.61 188.5 194.9
54 C2 95.91 96.28 97.7 100.4
54 C3 173.08  187.07 179.9 174.8
54 C4 126.48 128.44 123.6 121.2
54 C5 133.08 135.34 131.0 129.3
54 cr 117.52 117.55 1131 114.4
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54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55

c2

c3

c4

C5'

ce'

cr"
Cc2"/ce"
C3"/C5"
c4"

2'-F

5-F

H2

H4

H5
OH-enol
H2'
3'-OMe
4'-OH
H5'

Hé6'

C1

Cc2

C3

C4

C5

cr

c2

c3
C3'-OMe
c4'

C5'

ce'

CF;
F-CF;
H2

H4

H5
OH-enol
H2'
3-OMe
H5'

Hé6'

C1

Cc2

C3

C4

162.00
105.15
146.40
148.81
119.32
137.31
128.18
127.80
132.05
-109.82
-154.45
5.70
6.08
7.83
13.84
6.92
3.83
5.66
6.95
6.97
181.28
94.06
177.26
114.71
146.14
126.58
103.27
146.34
53.32
151.52
114.75
130.10
120.75
-77.37
5.78
6.28
7.81
13.80
7.51
4.00
6.99
6.94
182.39
95.01
176.84
118.68

162.30
105.01
146.63
148.78
120.13
133.98
127.09
127.95
131.73
-108.10
-154.55
5.78
6.34
8.02
15.08
7.01
3.83
5.65
6.94
7.06
164.70
99.92
188.49
117.55
147.79
126.31
103.59
146.06
53.31
151.58
114.66
130.87
123.13
-75.21
5.84
6.54
7.97
15.00
7.57
3.99
6.99
7.02
165.70
99.88
189.03
121.29

6.01
6.43
7.71
14.36
7.06
3.96
5.95
6.96
7.15
179.5
95.1
181.9
1185
1441
126.8
109.8
147.0
56.0
149.0
1151
124.0
116.9
—77.5
6.03
6.49
7.70
14.15
7.16
3.94
7.08
7.08
180.4
95.6
180.8
120.8

192

157.1
105.1
148.3
148.0
116.0
1354
127.2
128.9
133.0
-118.6
-140.1

158.1
106.9
147.3
149.7
111.4
1344
126.2
129.3
132.9
-115.4
-138.2

178.2
94.8

181.6
115.6
1425
126.4
106.4
149.1
54.8

150.6
115.6
126.4
115.6
-74.1

180.1
95.2

181.4
118.0

155.4

147.3

127.6
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55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
56
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57
57

C3'-OMe

H5
OH-enol
H2'
4'-OH
H5'
He6'
C1
Cc2
C3
C4
C5
cr
c2
c3
c4'
C5'
ce'
CF;
F-CF;
3-F
H2
H4
H5
OH-enol
H3'
4'-OH
H5'
He6'
C1
Cc2
C3
C4
C5

144.60
131.64
118.84
149.19
59.17
159.36
117.88
127.96
120.54
-77.37
-121.80
5.83
6.43
791
14.89
7.53
5.03
6.92
7.16
165.48
99.98
188.53
120.12
145.23
127.57
111.31
152.84
148.66
116.87
132.46
123.04
-75.14
-146.93
5.77
6.79
7.59
13.72
6.29
412
6.70
7.21
181.85
95.26
176.94
123.21
138.65

146.78
131.47
119.08
149.04
59.07
159.58
117.76
128.80
122.98
-75.21
-121.38
6.00
6.42
7.66
14.21
7.32
5.49
7.05
7.27
180.2
95.5
181.0
120.0
142.3
127.7
114.9
151.1
146.2
117.8
126.3
116.7
-717.6
-140.1
5.86
6.95
7.78
14.88
6.71
6.28
412
7.30
165.24
100.51
189.50
125.32
140.79

142.6
130.9
112.7
148.3
56.3
154.3
116.8
122.2
116.7
-77.6
-129.8
5.76
6.18
7.73
13.74
7.47
5.02
6.91
7.09
182.00
94.77
176.49
117.50
142.97
127.70
111.20
153.04
148.53
116.95
131.75
120.62
-77.30
-146.64
6.01
6.57
7.81
14.29
6.64
5.36
6.68
7.45
179.7
95.1
181.0
120.6
136.0

193

143.2
130.9
1141
146.3
55.7
151.7
116.0
118.0
117.3
-74.1
-129.3

179.3
95.1
180.1
117.7
142.7
124.9
110.4
150.5
148.3
115.0
130.8
116.5
-72.1
-134.0

181.2
95.3

182.2
116.3
136.2

1321

146.9
54.6
154.0
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57

57

57

57

57

57

57

57

57

58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F4
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2

cr
c2
c3
c4'
C5'
ce'
CF;
F-CF;
2'-F
H2
H4
H5
OH-enol
3-OH
H5'
Hé6'
C1
Cc2
C3
C4
C5
cr
c2
c3
c4
C5'
ce'
CF;
F-CF;
2'-F
4'-F
H2
H4
H5
OH-enol
3-OH
H5'
Hé6'
C1
Cc2
C3
C4
C5
cr
c2
c3

116.58
166.29
101.75
159.84
111.80
137.44
120.65
-77.22
-103.60
5.84
6.96
7.59
13.81
4.52
6.82
6.71
182.75
95.92
176.56
125.73
139.13
121.89
154.17
135.69
154.64
110.60
124.18
120.52
-17.27
-124.07
-139.01
5.80
6.83
7.60
13.70
4.67
6.84
6.72
182.67
95.72
176.36
125.03
138.73
119.64
154.03
135.57

116.63
166.45
101.62
159.91
111.74
138.24
123.12
-75.00
-102.07
591
7.11
17.77
14.83
4.52
6.82
6.80
165.98
100.45
189.67
127.68
141.11
121.89
154.35
135.62
154.73
110.50
125.06
122.98
-75.06
-122.42
-139.02
591
6.97
7.74
14.83
4.67
6.87
6.82
166.12
100.45
189.50
126.57
139.78
119.67
154.51
135.47

115.0
162.4
103.5
158.9
111.9
130.5
116.3
-77.6
-111.0
6.03
6.64
7.77
14.20
5.40
6.97
7.08

6.03
6.64
7.77
14.20
5.40
6.97
7.08

194

5.95
6.56
7.72
9.60
9.60
6.82
6.92
180.2
95.6
180.5
122.4
135.9
118.9
151.8
134.7
154.1
111.8
118.1
116.4
-17.6
-133.5
-127.5
5.95
6.56
7.72
9.60
9.60
6.82
6.92
180.2
95.6
180.5
122.4
135.9
118.9
151.8
134.7

112.3
161.2
101.3
163.3
111.3
126.9
115.8
-713.4
-113.9

183.0
96.6
183.0
125.0
143.6
1185
153.1
132.6
155.0
111.9
120.9
120.0
-73.8
-126.7
-130.2

183.0
96.6

183.0
125.0
143.6
1185
153.1
132.6

151.0

153.1

151.0
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58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
58 OH/F2
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

c4
C5'
ce'
CF;
F-CF;
2'-F
4'-F
H2
H4
H5
OH-enol
H3'
4'-OH
H6'
C1
Cc2
C3
C4
C5
cr
c2
c3
c4
C5'
ce'
CF;
F-CF;
2'-F
5-F
1-Me
H2
H4
H5
OH-enol
H2'
3-OMe
4'-OH
H5'
He6'
C1
Cl-Me
Cc2
C3
C4
C5
cr

155.14
113.40
124.56
120.52
-77.31
-142.02
-121.28
5.78
6.88
7.47
13.74
6.82
4.99
7.01
182.40
95.69
176.33
124.78
136.21
116.43
162.63
105.43
147.86
148.29
120.10
120.52
-77.17
-107.66
-153.19
1.93
5.34
6.13
7.49
14.90
6.57
3.81
5.51
6.96
7.39
197.62
25.85
99.98
172.84
116.83
139.01
127.33

155.21
113.36
125.20
120.54
—74.84
-140.69
-121.27
5.92
6.98
7.68
14.85
6.82
4.99
7.12
165.99
100.68
189.42
126.04
137.56
116.58
162.96
105.30
147.92
148.29
120.59
122.94
-74.53
-106.33
-153.34
1.88
5.35
6.36
7.73
15.28
6.67
3.82
5.52
6.94
7.46
180.31
21.29
100.71
186.58
119.21
141.43
127.38

6.01
6.52
7.75
14.20
7.29

6.81

2.16
5.63
6.32
7.53
155
7.02
3.94
5.83
6.92
7.09
196.9
26.8
100.7
178.0
120.4
140.1
127.7

195

154.1
111.8
118.1
116.4
-17.6
-133.5
-127.5
5.81
6.30
7.53
10.30
6.52
10.30
7.05
178.8
94.7
180.4
119.8
134.8
112.2
157.4
104.7
148.8
147.5
114.0
115.9
-17.6
-117.7
-141.2

155.0
111.9
120.9
120.0
-73.8
-130.2
-126.7

181.9
96.3
160.5
118.6
135.3
112.8
157.9
103.9
151.1
147.3
110.8
117.8
-74.2
-119.1
-138.4

201.6
27.2

102.6
174.8
1185
139.1
126.1

153.1
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24
24
24
24
24
24
25
25
25
25

25
25

25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28

c2

c3
C3'-OMe
c4'

C5'

ce'
1-Me
2-Me
H4

H5
OH-enol
H2'
3'-OMe
4'-OH
H5'

H6'

C1
Cl1l-Me
Cc2
C2-Me
C3

C4

C5

cr

c2

c3
C3'-OMe
c4'

C5'

ce'

H2

H4

H5
OH-enol
H2'
3'-OMe
4'-OMe
H5'

He6'
H2"/H6"
H3"/H5"
H4"

C1

Cc2

C3

C4

111.47
145.93
53.61
149.20
114.86
118.37
2.11
1.94
6.76
7.50

15.42
6.57

3.81
5.49
6.95
7.44
198.78
27.50
104.11
11.96
169.37
112.96
138.84
128.15
111.42
145.87
53.54
149.02
114.83
117.95
6.12
6.39
7.62
15.13
6.55
3.85
3.94
7.02
7.39
8.02
7.38
7.47
187.89
94.74
173.45
119.30

112.23
145.87
53.61
149.32
114.63
118.68
2.02
1.82
6.89
7.82

16.43
6.66

3.84
5.53
6.92
7.50
177.94
21.00
104.64
12.06
186.96
115.34
142.55
127.98
112.31
145.72
53.56
149.28
114.50
118.88
6.10
6.61
7.80
16.04
6.62
3.86
3.95
7.02
7.47
7.90
7.38
7.47
174.12
95.87
186.87
121.60

109.5
146.8
55.9
1447
114.8
122.6
2.24
2.01
6.78
7.58

16.45
7.02

3.94
5.88
6.92
7.13
197.4
26.20
105.1
12.6
174.0
117.2
140.1
128.3
109.9
146.8
56.0
147.5
114.8
122.2
6.33
6.53
7.64
16.27
7.09
3.93
3.91
6.88
7.15
7.95
7.46
7.53
188.4
97.2
180.3
121.3

196

106.4
149.9
55.7

148.0
1145
126.1
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28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29

C5

cr

c2

c3
C3'-OMe
c4'
C4'-OMe
C5'

ce'

cr"
Cc2"/ce"
C3"/C5"
c4"
2-Me
H4

H5
OH-enol
H2'
3'-OMe
4'-OMe
H5'

Hé6'
H2"/H6"
H3"/H5"
H4"

C1

Cc2
C2-Me
C3

C4

C5

cr

c2

c3
C3'-OMe
c4'
C4'-OMe
C5'

ce'

cr"
Cc2"/ce"
C3"/C5"
c4"

139.54
131.66
112.99
153.78
52.90
152.21
57.55
123.57
117.09
137.82
128.13
127.64
131.85
2.04
6.93
7.73
15.99
6.60
3.84
3.94
7.00
7.41
7.59
7.31
7.31
196.33
104.57
14.54
172.61
115.95
140.58
132.02
113.42
153.68
52.75
152.15
57.56
123.36
117.08
142.35
128.87
127.09
129.47

141.98
131.61
113.66
153.74
52.98
152.45
57.52
123.40
117.48
134.25
126.94
127.79
131.50
2.05
7.14
7.94
16.73
6.68
3.85
3.95
7.00
7.47
7.58
7.35
7.38
177.99
105.28
14.29
188.73
117.70
143.64
131.76
114.12
153.64
52.86
152.41
57.55
123.20
117.57
138.31
129.95
127.11
129.61

140.1
128.1
109.8
149.3
55.87
151.0
55.94
1225
111.2
136.3
127.2
128.6
132.4
1.54

6.69

7.60

7.01
3.89
3.89
6.83
7.10
8.00
7.45
7.55
190.9
107.4
13.8
182.1
120.7
144.6
127.1
110.0
149.2
55.4
151.7
55.9
123.6
111.0
136.3
128.7
128.7
133.4

197
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Tabla 39. Energias absolutas en Hartrees y energias relativas en kJ/mol calculadas

para los diferentes tautomeros y conférmeros de los pirazoles hemicurcuminodes 69-74.

Comp. E (kJ/mol) Energia SCF

69 a 1
69 a 2
69 a 3
69 a 4
69 b 1
69 b 2
69 b 3
69 b 4
70 a 1
70_a 2
70_a 3
70_a 4
70 b 1
70 b 2
70 b 3
70 b 4
71 a1
71 a 2
71 a3
71 a 4
71 b 1
71 b 2
71 b 3
71 b 4

11
0.5
18
0.0
7.2
8.6
4.9
8.0
0.8
0.4
1.4
0.0
52
6.8
35
6.3
0.8
0.0
1.0
0.2
4.8
6.6
4.1
6.0

-106.175.895
-106.175.915
-106.175.868
-106.175.935
-106.175.659
-106.175.607
-106.175.747
-106.175.629
-108.577.181
-108.577.197
-108.577.158
-108.577.212
-108.577.013
-108.576.953
-108.577.077
-108.576.973
-104.646.728
-104.646.760
-104.646.723
-104.646.752
-104.646.577
-104.646.507
-104.646.605
-104.646.532

198

Comp. E (kJ/mol) Energia SCF
72.al 1.3 -104.646.790
72_a? 0.0 -104.646.840
72_a_3 0.3 -104.646.827
72_a 4 1.8 -104.646.770
72 b 1 5.2 -104.646.641
72.b 2 8.8 -104.646.505
72.b 3 7.4 -104.646.559
72_ b 4 7.7 -104.646.547
73 al 1.9 -114.572.731
73 a2 0.0 -114.572.803
73 a3 0.8 -114.572.773
73 a4 2.1 -114.572.725
73 b 1 4.5 -114.572.630
73 b 2 7.8 -114.572.506
73 b 3 6.5 -114.572.555
73 b 4 6.4 -114.572.560
74 a1l 1.3 -114.573.334
74 a2 0.0 -114.573.382
74 _a_3 0.2 -114.573.373
74 _a 4 2.2 -114.573.299
74 b 1 3.7 -114.573.242
74 b 2 7.4 -114.573.102
74 b 3 6.7 -114.573.128
74 b 4 6.3 -114.573.140
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Tabla 40. Matriz de Free-Wilson para la energia relativa de los diferentes conformeros

de los pirazoles hemicurcuminoides 69-74.

Comp. Taut. 2-F 3-F 3-OMe 4'-OH 5-F  conf. 5-6 conf. 7-1' El
69a-1 1 0 0 1 1 0 1 1 1.1
69a-2 1 0 0 1 1 0 1 0 0.5
69a-3 1 0 0 1 1 0 0 1 1.8
69a-4 1 0 0 1 1 0 0 0 0.0
69b-1 0 0 0 1 1 0 1 1 7.2
69b-2 0 0 0 1 1 0 1 0 8.6
69b-3 0 0 0 1 1 0 0 1 4.9
69b-4 0 0 0 1 1 0 0 0 8.0
70a-1 1 0 0 1 0 0 1 1 0.8
70a-2 1 0 0 1 0 0 1 0 0.4
70a-3 1 0 0 1 0 0 0 1 1.4
70a-4 1 0 0 1 0 0 0 0 0.0
70b-1 0 0 0 1 0 0 1 1 5.2
70b-2 0 0 0 1 0 0 1 0 6.8
70b-3 0 0 0 1 0 0 0 1 35
70b-4 0 0 0 1 0 0 0 0 6.3
712a-1 1 0 1 0 1 0 1 1 0.8
71a-2 1 0 1 0 1 0 1 0 0.0
71a-3 1 0 1 0 1 0 0 1 1.0
7la-4 1 0 1 0 1 0 0 0 0.2
71b-1 0 0 1 0 1 0 1 1 4.8
71b-2 0 0 1 0 1 0 1 0 6.6
71b-3 0 0 1 0 1 0 0 1 4.1
71b-4 0 0 1 0 1 0 0 0 6.0
72a-1 1 1 0 0 1 0 1 1 1.3
72a-2 1 1 0 0 1 0 1 0 0.0
72a-3 1 1 0 0 1 0 0 1 0.3
72a-4 1 1 0 0 1 0 0 0 1.8
72b-1 0 1 0 0 1 0 1 1 5.2
72b-2 0 1 0 0 1 0 1 0 8.8
72b-3 0 1 0 0 1 0 0 1 7.4
72b-4 0 1 0 0 1 0 0 0 7.7
73a-1 1 1 1 0 1 0 1 1 1.9
73a-2 1 1 1 0 1 0 1 0 0.0
73a-3 1 1 1 0 1 0 0 1 0.8
73a-4 1 1 1 0 1 0 0 0 2.1
73b-1 0 1 1 0 1 0 1 1 45
73b-2 0 1 1 0 1 0 1 0 7.8
73b-3 0 1 1 0 1 0 0 1 6.5
73b-4 0 1 1 0 1 0 0 0 6.4
74a-1 1 1 0 0 1 1 1 1 1.3
74a-2 1 1 0 0 1 1 1 0 0.0
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74a-3
T4a-4
74b-1
74b-2
74b-3
74b-4

O 0O O O r K
e e
O O 0o o o o
O 0 o o o o
e e
L = T = T = =
O O R, B OO

O k Ok O -

0.2
2.2
3.7
7.4
6.7
6.3

Tabla 41. Desplazamientos quimicos experimentales y calculados de *H, *C, N y **F

RMN para los pirazoles hemicurcuminoides 69-74.

Disol. Atomo  Exp. al a2 a3 a4 bl b2 b3 b4

69 DMSO-ds NH 13.64 8.76 8.76 9.19 9.32 9.08 9.13 8.99 9.11
H4 6.81 6.69 6.66 6.25 6.27 6.73 6.34 6.80 6.34

H6 6.90 6.67 6.41 6.79 6.60 7.19 6.72 6.94 6.59

H7 7.18 6.94 6.98 6.55 6.54 6.82 7.58 6.87 7.60

H2' 7.12 6.30 6.73 6.44 6.83 6.28 6.55 6.90 6.86

3-OMe 3.82 3.78 3.78 3.81 3.82 3.77 3.81 3.80 3.81

4'-OH 9.27 5.44 5.49 5.41 5.48 5.34 531 5.41 5.39

H5' 6.78 6.90 6.83 6.93 6.89 6.90 6.88 6.80 6.86

H6' 6.95 7.26 6.76 7.34 6.59 7.41 7.34 6.69 6.68

70 DMSO-dg NH 13.70  8.85 8.81 9.24 9.34 9.10 9.19 9.06 9.18
H4 6.88 6.71 6.69 6.30 6.28 6.73 7.37 6.81 6.35

H6 7.09 6.72 6.50 6.87 6.63 7.25 6.80 7.04 6.59

H7 7.27 6.91 6.97 6.57 6.62 6.82 7.61 6.85 7.67

H2' 7.34 6.30 6.74 6.49 6.88 6.26 6.60 6.92 6.91

3-OMe 3.89 3.81 3.78 3.74 3.79 3.80 3.74 3.80 3.78

H5' 7.22 6.89 6.84 7.06 6.98 6.89 7.00 6.81 6.94

H6' 7.08 7.14 6.68 7.22 6.55 7.27 7.23 6.61 6.66

71 DMSO-dg NH 13.71 8.82 8.82 9.22 9.27 9.09 9.21 9.09 9.20
H4 6.83 6.70 6.66 6.27 6.27 6.74 6.33 6.76 6.34

H6 6.92 6.61 6.54 6.80 6.67 7.16 6.75 7.07 6.62

H7 7.18 6.86 6.91 6.50 6.55 6.79 7.59 6.81 7.63

H2' 7.36 6.80 7.31 6.79 7.37 6.80 6.91 7.45 7.37

4'-OH 10.14 4.83 4.83 4,72 477 4,72 4.63 4,75 4.67

H5' 6.95 6.90 6.86 7.04 6.94 6.88 6.97 6.83 6.91

H6' 7.16 7.35 6.85 7.45 6.76 7.47 7.47 6.81 6.84

72 DMSO-dg NH 13.73 8.82 8.86 9.33 9.21 9.07 9.21 9.10 9.18
H4 6.89 6.73 6.66 6.26 6.31 6.81 6.32 6.77 6.36

H6 6.96 6.59 7.09 6.72 7.26 7.10 6.69 7.57 7.17

H7 7.26 7.42 6.85 7.10 6.42 7.32 8.11 6.74 7.52

H3' 6.61 6.13 6.17 6.15 6.21 6.11 6.12 6.16 6.15

4'-OH 10.20 4.00 3.93 4.00 4,01 3.89 3.89 3.84 3.89

H5' 6.66 6.13 6.67 6.70 6.73 6.65 6.64 6.63 6.71
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73 DMSO-ds
OH/F2'

73 DMSO-ds

OH/F4'

74 DMSO-ds

69 DMSO-d;

70 DMSO-ds

Hé6'
NH
H4
H6
H7
3'-OH
H5'
Hé'
NH
H4
H6
H7
3'-OH
H5'
Hé'
NH
H4
H6
H7
H3'
4'-OH
Hé6'
C-CF3
C4
C-estiril
CF3
C6
C7
Ccl'
c2'
C3
c4'
C5'
C6'
R-3'
NH
N
C-CF3
C4
C-estiril
CF3
C6

7.49
13.85
6.96
7.10
7.32
10.29
7.04
7.15
13.85
6.96
7.10
7.32
10.29
7.04
7.15
13.80
6.88
7.03
7.25
6.79
10.68
7.53
141.6
100.6
143.2
121.8
111.3
132.2
127.4
109.7
147.4
147.9
115.6
120.6
55.6

141.7
101.3
142.6
121.7
114.6

7.47
8.86
6.79
6.70
7.38
4.56
6.72
6.98
8.87
6.83
6.68
7.52
4.34
6.71
6.97
8.83
6.75
6.52
7.39
6.65
4.87
7.20
146.3
99.0
142.6
126.2
108.6
133.8
1275
109.9
145.8
148.6
115.2
116.2
52,7
-187.1
-79.0
146.5
100.4
141,9
126.0
109.8

7.03
8.93
6.72
7.16
6.85
4.63
6.72
6.56
8.94
6.72
7.31
6.84
431
6.71
6.56
8.89
6.71
7.17
6.74
6.67
4.85
6.79
146.4
99.2
142.2
126.0
106.6
135.5
127.9
100.6
146.5
149.1
114.5
126.3
52.6
-187.2
-79.2
146.6
99.8
141.6
125.9
109.1

201

7.53
9.36
6.31
6.86
7.03
4.39
6.83
7.03
9.41
6.31
6.83
7.13
4.19
6.79
7.01
9.36
6.31
6.65
7.06
6.69
4.76
7.23
146.0
104.9
140.9
126.2
110.1
127.5
127.1
109.4
145.9
148.0
114.9
116.3
52.5
-197.4
-75.0
146.2
105.7
140.3
126.0
112.6

6.91
9.28
6.39
7.33
6.40
4.55
6.83
6.41
9.27
6.42
7.47
6.40
4.39
6.80
6.40
9.21
6.35
7.36
6.31
6.77
471
6.75
145.9
104.4
140.8
126.0
108.2
130.4
127.3
100.2
146.7
149.1
114.3
124.7
52.9
-197.0
-75.1
146.1
105.6
140.1
125.8
110.7

7.61
9.15
6.83
7.20
7.29
4.49
6.70
7.09
9.14
6.87
7.19
7.42
4.29
6.70
7.11
9.11
6.84
7.04
7.26
6.62
4.78
7.33
133.1
101.5
153.8
1254
117.3
131.7
128.6
109.0
145.4
147.8
115.2
116.8
52.5
-195.7
-72.7
133.6
102.3
153.2
125.3
1194

7.58
9.28
6.37
6.82
8.04
4.40
6.78
7.07
9.29
6.36
6.80
8.12
412
6.74
7.05
9.25
6.34
6.62
8.09
6.66
4.65
7.27
133.0
106.6
1525
125.3
113.7
131.8
128.5
110.2
145.7
147.3
114.3
116.2
53.4
-193.4
-84.8
133.4
106.8
151.9
125.1
116.2

7.00
9.15
6.80
7.62
6.73
4.66
6.68
6.52
9.16
6.80
7.76
6.74
4.22
6.67
6.52
9.16
6.76
7.63
6.63
6.67
4.75
6.77
132.2
101.5
153.9
125.3
115.6
133.7
129.0
101.4
146.5
148.2
114.0
124.8
52.7
-195.9
-73.5
1335
101.8
153.4
1251
118.1

7.04
9.22
6.42
7.24
751
4.47
6.80
6.54
9.23
6.46
7.37
751
4.31
6.77
6.53
9.22
6.40
7.28
7.43
6.71
4.63
6.88
1326
105.9
152.3
125.4
112.4
124.6
1285
100.3
146.5
148.4
114.2
1253
52.8
-193.7
-84.6
133.0
106.5
1515
125.2
114.3



Anexo

71 DMSO-ds

72 DMSO-ds

73 DMSO-d;
OHIF2'

C7
Ccl'
c2'
C3
c4'
C5'
Cé'
R-3'
NH
N
C-CF3
C4
C-estiril
CF3
C6
C7
Ccl'
c2'
C3
c4'
C5'
C6'
NH
N
C-CF3
c4
C-estiril
CF3
C6
C7
Ccl'
c2'
Cc3
c4'
C5'
C6'
NH
N
C-CF3
C4
C-estiril
CF3

131.0
133.0
111.2
147.4
151.1
116.2
119.8
56.0

141.6
101.0
142.8
121.7
112.7
130.9
127.9
113.6
151.2
145.4
118.0
123.7

141.6
101.1
143.0
121.7
113.6
124.3
114.4
160.7
102.8
159.3
112.3
128.6

141.7
101.8
142.4
123.0

134.4
132.1
112.3
148.9
155.4
116.8
113.4
52.9
-186.4
-77.1
146.6
99.9
141.7
126.0
109.7
133.0
128.7
117.0
152.7
146.1
117.4
119.1
-186.6
-717.3
146.6
100.5
141.9
126.0
109.2
125.3
116.7
163.3
100.6
158.8
112.0
125.1
-17.5
-186.6
146.9
101.3
1415
125.8

134.2
132.4
102.7
149.5
156.1
116.3
123.6
52.6
-186.4
-77.2
146.6
99.9
141.5
126.0
109.7
133.3
129.2
108.2
153.5
146.6
117.0
128.2
-186.4
-77.1
146.3
99.4
142.3
126.1
115.6
129.8
117.5
165.5
101.3
157.9
111.7
134.4
-77.3
-185.4
146.7
100.4
141.9
125.8

202

126.8
131.6
111.7
149.1
155.2
116.9
113.5
53.1
-196.9
-73.1
146.3
105.6
140.1
126.0
111.8
126.4
128.4
116.5
152.3
145.7
117.5
1195
-196.5
-712.9
146.1
105.4
140.6
126.1
1111
118.8
116.6
162.7
100.5
158.1
111.9
125.4
-72.9
-196.2
146.4
106.3
140.0
125.9

129.6
132.1
102.8
149.6
155.7
116.3
122.0
53.0
-196.5
-73.3
146.1
105.6
140.1
125.9
111.4
128.0
128.8
109.1
153.5
146.2
116.8
127.2
-196.8
-73.6
146.1
105.9
140.7
126.1
117.0
124.3
117.2
165.2
101.6
157.5
111.7
133.5
-74.0
-197.4
146.4
106.7
140.1
125.8

1321
133.1
111.3
148.7
155.0
116.6
114.3
52.7
-194.5
-71.1
130.1
116.1
152.8
145.3
117.2
120.0
1321
119.1
153.2
102.3
133.4
125.2
-194.7
-71.6
153.5
102.6
133.3
125.3
118.4
123.4
117.6
162.8
100.2
158.0
111.7
126.0
-71.9
-195.1
133.8
102.9
153.0
1251

131.0
132.9
1125
148.8
154.7
116.3
113.4
53.0
-192.4
-83.5
133.3
106.7
151.6
125.1
115.8
130.8
130.0
117.0
152.4
1451
116.8
119.6
-192.4
-83.1
151.9
106.6
133.1
125.2
1151
123.2
118.1
163.1
100.6
157.5
111.2
125.6
-82.1
-192.4
133.6
107.0
151.4
125.0

132.4
133.4
103.6
149.4
155.4
115.9
122.1
52.7
-194.9
-71.6
133.4
101.9
153.1
125.2
130.4
109.0
153.6
145.8
116.5
127.1
118.8
131.4
-194.8
-711.2
154.0
101.6
133.2
125.3
125.0
128.4
118.5
165.3
101.4
157.2
1111
133.8
-70.0
-194.7
133.7
101.7
153.5
1251

133.9
133.3
102.7
149.2
155.4
116.0
122.7
52.9
-193.0
-83.8
133.1
106.7
151.4
125.2
114.9
132.5
130.1
108.9
153.5
145.5
116.5
127.9
-192.9
-83.7
152.2
107.0
133.0
125.3
121.1
128.4
118.5
165.5
101.1
156.9
111.3
134.4
-84.1
-193.0
133.3
107.2
151.7
125.1



Anexo

73 DMSO-d;
OHIF4'

74 DMSO-ds

72 DMSO-ds

71 DMSO-ds

C6
C7
Ccl'
c2'
Cc3
c4'
C5'
C6'
NH
N
C-CF3
C4
C-estiril
CF3
C6
C7
Ccl'
c2'
C3
c4'
C5'
C6'
NH
N
C-CF3
c4
C-estiril
CF3
C6
C7
Ccl'
c2'
Cc3
c4'
C5'
C6'
NH
N
CF3
F2'
CF3
F3'

116.6
123.6
120.6
150.4
134.0
152.1
111.9
116.3
-171.8

141.7
101.8
142.4
123.0
116.6
123.6
120.6
150.4
134.0
1521
111.9
116.3
-171.8

141.7
101.6
142.6
121.7
115.0
123.0
114.3
156.0
105.0
146.3
148.0
113.6
-172.7

-61.0
-116.1
-60.5
-135.9

112.2
124.1
120.1
151.5
135.8
153.7
1131
112.0
-186.1
-75.4

146.8
101.7
1415
125.9
111.8
125.1
122.4
151.4
135.8
153.4
110.2
112.0
-186.0
-715.7

146.8
100.7
141.2
125.9
110.6
124.0
116.8
160.1
105.1
146.7
149.8
108.7
-186.1
-76.1

-61.7

-117.0
-61.9

-150.1

129.4
117.7
120.8
153.3
136.1
153.6
113.0
121.5
-184.7
-14.7
146.5
100.0
141.9
126.0
118.3
129.5
123.1
153.1
135.8
153.0
110.1
121.3
-184.1
-75.0
146.6
100.4
142.2
126.0
117.0
128.6
117.3
162.0
105.5
145.7
149.1
117.4
-185.2
-15.7
-61.9
-108.4
-61.9
-149.2

203

114.1
116.9
119.8
151.4
1354
153.3
113.3
112.4
-195.8
-70.7
146.3
106.2
140.1
126.0
114.0
117.7
122.3
151.1
135.8
153.2
110.3
112.0
-195.4
-70.6
146.3
106.1
140.1
125.9
1124
118.8
116.5
159.2
104.6
146.2
149.7
109.4
-195.9
-11.7
-61.9
-119.2
-62.0
-149.4

118.3
124.1
120.6
153.4
135.9
153.2
113.0
120.2
-197.0
-72.0
146.3
107.1
140.2
125.8
119.1
124.4
122.9
153.3
135.8
152.9
110.2
120.1
-196.9
-12.4
146.3
106.6
140.4
126.0
119.0
122.4
117.2
161.2
105.6
145.2
148.2
116.9
-197.1
-712.3
-62.0
-106.9
-62.2
-147.9

121.3
122.8
120.9
151.2
135.6
153.2
112.9
112.8
-193.9
-70.0
123.3
121.1
153.1
103.3
133.8
125.2
123.2
151.0
135.5
153.0
110.0
112.9
-194.0
-70.3
133.7
102.5
153.1
125.1
120.0
122.3
117.8
159.5
104.6
145.8
149.7
109.5
-194.3
-70.6
-59.5
-119.1
-59.5
-151.4

118.2

121.3
121.3
151.7

1354
152.8
112.6
112.8
-191.4
-81.0

133.5
107.0
151.4
125.1

118.0
1221

123.6
151.4
135.8
152.8
109.6
112.2

-191.2
-80.4

133.3
107.0
151.4
125.1

116.5
123.4
118.0
159.7

104.5
145.6
149.5
109.4
-192.0
-81.4

-60.0

-117.0
-60.0

-150.7

126.9
127.9
121.7
153.1
136.0
152.9
112.4
120.7
-193.6
-68.2

133.5
101.7
153.6
125.2
127.7
128.3
1241
153.1
135.7
152.2
109.4
120.6
-193.6
-67.5

1335
102.1
153.6
125.2
126.2
127.3
118.3
161.9
105.4
145.0
149.0
116.8
-193.9
-68.8

-59.4

-107.3
-59.9

-149.5

122.6
128.3
121.7

153.8
135.6
152.8
112.6
121.0
-192.0
-83.0

133.3
107.6
151.8
125.2

123.2

128.6
124.1

153.6
135.5
152.6
109.7

121.0
-192.2
-83.0

133.3
107.4
152.0
125.1

123.3
126.5
118.6
161.6
105.0
144.6
148.2

117.6
-192.1
-83.1

-60.0

-107.5
-60.0

-149.4



Anexo

73 DMSO-ds
OH/F2'

73 DMSO-d;
OHIF4'

CF3
F2'
Fa'

CF3
F2'

-60.5

-135.8
-131.3

-60.5

-135.8

-61.9
-151.2
-126.2

-61.8
-135.4

-61.5
.0
T
-61.8
2

-146
-126

-129

-61.9
-153.7
-127.5

-61.9
-137.2

-62.0
-144.6
-127.8

-62.0
-127.4

-59.5
-153.0
-128.8

-59.4
-137.5

-60.0
-151.8
-130.1

-60.0
-135.0

-59.6
-144.9
-129.5

-59.6
-127.7

-60.0
-145.1
-130.2

-60.0
-128.0

Tabla 42. Desplazamientos quimicos de *H, **C, °N y *°F de RMN en estado sélido de

los pirazoles hemicurcuminoides 69-74 frente a los calculados para los diferentes

tautomeros y conformeros.

Atomo Exp. al a2 a3 a4 bl b2 b3 b4
72 CPMAS C-CF3 1417 146.6 146.3 146.1 146.1 1535 1519 1540 152.2
C4(+) 102.1 1005 99.4 1054 1059 102.6 106.6 101.6 107.0
C4(-) 99.8 1005 994 1054 1059 102.6 106.6 1016 107.0
C-estiril(-) 145.1 1419 142.3 140.6 140.7 133.3 133.1 133.2 133.0
C-estiril(+) 143.1 1419 1423 140.6 140.7 133.3 133.1 133.2 133.0
CF3 122 126.0 126.1 126.1 126.1 1253 1252 1253 125.3
C6- 113.8 109.2 1156 1111 117.0 1184 1151 1250 121.1
C6+ 1119 109.2 1156 111.1 117.0 1184 1151 1250 1211
C7+ 1256 125.3 129.8 1188 124.3 1234 1232 1284 128.4
C7- 122.2 1253 129.8 1188 1243 1234 1232 1284 128.4
Cl'+ 116.5 116.7 1175 116.6 117.2 117.6 118.1 1185 1185
C1'- 1151 116.7 1175 116.6 1172 1176 118.1 1185 1185
C2'- 162.0 163.3 1655 162.7 165.2 162.8 163.1 165.3 165.5
C2'+ 159.3 163.3 1655 162.7 165.2 162.8 163.1 165.3 1655
C3'+ 102.1 100.6 101.3 1005 101.6 100.2 100.6 1014 101.1
C3'- 99.8 100.6 101.3 1005 101.6 100.2 100.6 1014 101.1
Ca4'+ 157.7 158.8 157.9 158.1 1575 158.0 1575 157.2 156.9
C4'- 153.2 158.8 157.9 158.1 1575 158.0 1575 157.2 156.9
Ch'+ 1119 1120 1117 1119 1117 1117 1112 1111 1113
C5'- 110.2 112.0 1117 1119 1117 1117 1112 1111 1113
C6'- 1325 125.1 1344 1254 1335 126.0 1256 133.8 1344
C6'+ 130.2 125.1 1344 1254 1335 126.0 125.6 133.8 1344
NH -171.8 -186.6 -185.4 -196.2 -197.4 -195.1 -192.4 -194.7 -193.0
N -103.0 -775 -77.3 -729 -740 -719 -82.1 -70.0 -84.1
71 CPMAS C-CF3 142.1 146.6 146.6 146.3 146.1 130.1 133.3 1334 133.1
C4 99.0 999 999 1056 1056 116.1 106.7 1019 106.7
C-estiril 1436 1417 1415 1401 140.1 1528 1516 153.1 1514
CF3 120.0 126.0 126.0 126.0 125.9 1453 1251 125.2 1252
C6 110.3 109.7 109.7 1118 1114 117.2 1158 1304 1149
Cc7 1334 133.0 133.3 126.4 128.0 120.0 130.8 109.0 1325
C1 1276 128.7 129.2 1284 1288 132.1 130.0 153.6 130.1
Cc2' 110.3 117.0 108.2 116.5 109.1 119.1 117.0 1458 108.9
C3 153.4 1527 1535 152.3 1535 153.2 1524 116.5 1535
Cc3' 151.0 152.7 1535 1523 1535 153.2 1524 116.5 1535
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c4' 1452 146.1 146.6 1457 146.2 1023 1451 127.1 1455

C5' 117.0 1174 117.0 1175 1168 1334 116.8 118.8 1165

Ce6' 129.7 1191 1282 1195 1272 1252 119.6 1314 1279

NH -172.8 -186.6 -186.4 -196.5 -196.8 -194.7 -192.4 -194.8 -192.9

N -102.2 773 -77.1 -729 -736 -716 -831 -71.2 -837

73 OH/F2' C-CF3 142.4 1469 146.7 146.4 1464 133.8 133.6 133.7 133.3
CPMAS C4 100.7 101.3 100.4 106.3 106.7 1029 107.0 1017 107.2
C4 99.1 101.3 1004 106.3 106.7 1029 107.0 101.7 107.2

C-estiril 1445 1415 1419 1400 140.1 153.0 1514 1535 1517
C-estiril 143.7 1415 1419 140.0 140.1 153.0 1514 1535 1517

CF3 1215 1258 1258 1259 1258 1251 125.0 1251 1251

C6 1154 1122 1294 1141 1183 121.3 118.2 1269 1226

c7 1200 1241 117.7 1169 1241 1228 121.3 1279 1283

cr 120.0 120.1 120.8 119.8 120.6 120.9 121.3 121.7 121.7

c2' 151.3 1515 153.3 1514 1534 1512 1517 153.1 1538

cz2 149.4 1515 153.3 1514 1534 151.2 151.7 1531 153.8

c3' 133.0 1358 136.1 1354 1359 1356 1354 136.0 1356

c4 1525 153.7 153.6 153.3 153.2 153.2 152.8 1529 152.8

c4' 151.3 153.7 153.6 153.3 153.2 1532 1528 1529 1528

C5' 1115 1131 113.0 1133 113.0 1129 1126 1124 1126

Ce6' 1115 1120 1215 1124 1202 1128 1128 120.7 1210

NH -171.6 -186.1 -184.7 -1958 -197.0 -193.9 -191.4 -193.6 -192.0

N -100.3 -754 -747 -70.7 -720 -70.0 -81.0 -68.2 -83.0

73 OH/F4" C-CF3 1424 146.8 1465 146.3 146.3 123.3 1335 1335 1333
CPMAS C4 100.7 101.7 100.0 106.2 107.1 1211 107.0 1017 107.6
C4 99.1 101.7 100.0 106.2 107.1 121.1 107.0 101.7 107.6

C-estiril 1445 1415 1419 140.1 1402 1531 1514 1536 151.8
C-estiril 1437 1415 1419 1401 140.2 153.1 1514 153.6 151.8

CF3 1215 1259 126.0 126.0 1258 103.3 1251 1252 1252
C6 1154 111.8 1183 114.0 1191 133.8 118.0 127.7 1232
c7 120.0 1251 1295 117.7 1244 1252 12211 1283 1286
cr 120.0 1224 1231 1223 1229 1232 123.6 1241 1241
c2' 151.3 1514 1531 151.1 1533 151.0 1514 153.1 1536
cz2 149.4 1514 1531 1511 153.3 151.0 1514 1531 153.6
c3' 133.0 1358 1358 1358 1358 1355 1358 1357 1355
c4 1525 1534 153.0 153.2 1529 153.0 152.8 1522 152.6
c4' 151.3 1534 153.0 153.2 1529 153.0 1528 152.2 1526
C5' 1115 110.2 1101 110.3 110.2 110.0 109.6 109.4 109.7
Ce6' 1115 1120 1213 1120 120.1 1129 1122 1206 1210
NH -171.6 -186.0 -184.1 -1954 -196.9 -194.0 -191.2 -193.6 -192.2
N -100.3 -75.7 -75.0 -706 -724 -70.3 -804 -67.5 -83.0
74 CPMAS C-CF3 142.3 146.8 146.6 146.3 146.3 133.7 133.3 1335 1333
C4 100.0 100.7 100.4 106.1 106.6 1025 107.0 102.1 107.4
C-estiril 1448 1412 1422 140.1 1404 1531 1514 153.6 152.0
CF3 1226 1259 126.0 1259 1260 1251 1251 1252 1251
C6 110.2 110.6 117.0 1124 119.0 120.0 116.5 126.2 123.3
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c7 1226 1240 128.6 1188 1224 1223 1234 1273 1265
cr 116.6 116.8 117.3 1165 117.2 117.8 118.0 118.3 118.6
cr 1152 1168 117.3 1165 1172 117.8 118.0 1183 1186
cz2 157.0 160.1 162.0 159.2 161.2 1595 159.7 161.9 161.6
c2' 155.0 160.1 162.0 159.2 161.2 1595 159.7 1619 1616
c3' 1049 105.1 1055 104.6 105.6 104.6 1045 1054 105.0
c4' 146.0 146.7 1457 146.2 1452 1458 1456 1450 1446
C5' 150.3 149.8 149.1 149.7 148.2 149.7 1495 149.0 148.2
C5' 1478 1498 149.1 149.7 148.2 149.7 1495 149.0 1482
Cé6' 110.2 108.7 117.4 109.4 1169 1095 1094 116.8 117.6
NH -173.0 -186.1 -185.2 -1959 -197.1 -194.3 -192.0 -193.9 -192.1
N -98.3 -76.1 -75.7 -71.7 -723 -70.6 -81.4 -68.8 -83.1
N -1035 -76.1 -757 -71.7 -723 -70.6 -814 -68.8 -83.1

70 CPMAS C-CF3 1426 1465 146.6 146.2 146.1 133.6 1334 1335 133.0
C-CF3 1414 1465 146.6 146.2 146.1 133.6 133.4 1335 1330
C-CF3 140.6 1465 146.6 146.2 146.1 133.6 1334 1335 133.0

C4 99.6 1004 99.8 105.7 105.6 102.3 106.8 101.8 106.5
C4 99.1 1004 99.8 105.7 105.6 1023 106.8 101.8 106.5
C4 98.7 1004 99.8 1057 105.6 102.3 106.8 101.8 106.5
C-estiril 1444 1419 1416 140.3 140.1 153.2 1519 1534 1515
CF3 121.0 126.0 1259 126.0 1258 1253 1251 1251 1252
C6 1139 109.8 109.1 112.6 110.7 1194 116.2 118.1 1143
c7 131.7 1344 1342 1268 1296 1321 131.0 1324 1339
cr 1324 1321 1324 1316 1321 1331 1329 1334 1333
c2' 110.7 1123 1027 111.7 1028 1113 1125 103.6 102.7
cz2 109.4 1123 1027 1117 1028 111.3 1125 103.6 102.7
c2' 107.6 1123 1027 111.7 1028 1113 1125 103.6 102.7
c3' 1479 1489 1495 149.1 149.6 148.7 148.8 1494 1492
c4' 153.1 1554 156.1 155.2 155.7 155.0 154.7 1554 1554
c4 150.6 155.4 156.1 155.2 155.7 155.0 154.7 1554 1554
C5' 1155 1168 116.3 1169 1163 116.6 116.3 1159 116.0
C6' 121.2 1134 123.6 1135 122.0 1143 1134 1221 1227
R-3' 551 529 526 531 530 527 530 527 529
R-3' 544 529 526 531 530 527 530 527 529
R-3' 539 529 526 531 530 527 530 527 529
NH(2) -169.3 -186.4 -186.4 -196.9 -196.5 -194.5 -192.4 -194.9 -193.0
NH(1) -173.6 -186.4 -186.4 -196.9 -196.5 -194.5 -192.4 -194.9 -193.0
N(1) 974 -771 -77.2 -731 -733 -71.1 -835 -71.6 -83.8
N(2) -1020 -771 -77r2 -731 -733 -71.1 -835 -716 -83.8
69 CPMAS C-CF3 143.1 146.3 146.4 146.0 1459 133.1 133.0 1322 1326
C4 1042 990 99.2 1049 1044 1015 106.6 1015 1059
C-estiril 143.1 1426 1422 1409 140.8 153.8 1525 153.9 1523
CF3 120.3 126.2 126.0 126.2 126.0 1254 1253 1253 1254
C6 1129 108.6 106.6 110.1 108.2 117.3 113.7 1156 1124
c7 127.9 1338 1355 1275 1304 131.7 131.8 133.7 1246
cr 1279 1275 1279 1271 1273 128.6 1285 129.0 1285
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c2' 108.9 109.9 100.6 109.4 100.2 109.0 110.2 101.4 100.3
c3 146.3 1458 1465 1459 146.7 1454 1457 1465 146.5
c4' 146.3 148.6 149.1 148.0 149.1 1478 147.3 1482 1484
C5' 1144 1152 1145 1149 1143 1152 1143 1140 1142
Ce6' 1159 116.2 126.3 116.3 1247 116.8 116.2 1248 1253
R-3' 55.2 52,7 526 525 529 525 534 527 5238

NH -180.0 -187.1 -187.2 -197.4 -197.0 -195.7 -193.4 -195.9 -193.7
N -96.3 -79.0 -79.2 -75.0 -75.1 -727 -84.8 -735 -84.6

72 MAS CF3(2) -578 -61.7 -619 -619 -620 -595 -60.0 -59.4 -60.0
CF3(1) -596 -61.7 -619 -619 -620 -59.5 -60.0 -59.4 -60.0

F2' -106.9 -117.0 -108.4 -119.2 -106.9 -119.1 -117.0 -107.3 -107.5

F2' -111.3 -117.0 -108.4 -119.2 -106.9 -119.1 -117.0 -107.3 -107.5

F2' -114.4 -117.0 -108.4 -119.2 -106.9 -119.1 -117.0 -107.3 -107.5

71 MAS CF3 -576 -619 -619 -620 -62.2 -59.5 -60.0 -59.9 -60.0
F3' -136.1 -150.1 -149.2 -149.4 -1479 -151.4 -150.7 -149.5 -149.4

73 MAS CF3 -59.1 -619 -615 -619 -620 -59.5 -60.0 -59.6 -60.0
CF3 -60.1 -619 -615 -619 -620 -595 -60.0 -59.6 -60.0

CF3 -61.0 -619 -615 -619 -620 -59.5 -60.0 -59.6 -60.0

OH/F2' F2' -135.0 -151.2 -146.0 -153.7 -144.6 -153.0 -151.8 -144.9 -145.1
F2' -137.4 -151.2 -146.0 -153.7 -144.6 -153.0 -151.8 -144.9 -145.1

F2' -139.6 -151.2 -146.0 -153.7 -144.6 -153.0 -151.8 -144.9 -145.1

F4' -128.9 -126.2 -126.7 -127.5 -127.8 -128.8 -130.1 -129.5 -130.2

F4' -130.9 -126.2 -126.7 -127.5 -127.8 -128.8 -130.1 -129.5 -130.2

F4' -132.4 -126.2 -126.7 -1275 -127.8 -128.8 -130.1 -129.5 -130.2

73 MAS CF3 -59.1 -61.8 -618 -61.9 -620 -594 -60.0 -59.6 -60.0
CF3 -60.1 -61.8 -61.8 -619 -620 -59.4 -60.0 -59.6 -60.0

CF3 -61.0 -61.8 -618 -619 -620 -594 -60.0 -59.6 -60.0

F2' -135.0 -1354 -129.2 -137.2 -127.4 -137.5 -135.0 -127.7 -128.0

F2' -137.4 -135.4 -129.2 -137.2 -127.4 -137.5 -1350 -127.7 -128.0

OH/F4'  F2' -139.6 -1354 -129.2 -137.2 -127.4 -137.5 -135.0 -127.7 -128.0
F4' -128.9 -144.3 -144.8 -144.7 -145.0 -146.6 -146.7 -146.9 -147.1

F4' -130.9 -144.3 -144.8 -144.7 -145.0 -146.6 -146.7 -146.9 -147.1

F4' -132.4 -144.3 -1448 -144.7 -145.0 -146.6 -146.7 -146.9 -147.1

74 MAS CF3(1) -57.7 -619 -616 -619 -620 -59.8 -60.0 -59.3 -60.1
CF3(2) -598 -619 -616 -61.9 -620 -59.8 -60.0 -59.3 -60.1

F2' -110.7 -120.4 -111.8 -122.1 -111.2 -122.2 -119.9 -110.8 -111.6
F2' -113.4 -120.4 -111.8 -122.1 -111.2 -122.2 -119.9 -110.8 -111.6
F2' -117.4 -1204 -111.8 -122.1 -111.2 -122.2 -119.9 -110.8 -111.6
F2' -120.8 -120.4 -111.8 -122.1 -111.2 -122.2 -119.9 -110.8 -111.6
F5' -135.9 -154.2 -154.6 -152.8 -154.1 -154.6 -154.4 -155.7 -155.3
F5' -138.7 -154.2 -154.6 -152.8 -154.1 -154.6 -154.4 -155.7 -155.3
F5' -141.7 -154.2 -154.6 -152.8 -154.1 -154.6 -154.4 -155.7 -155.3
F5' -143.7 -154.2 -154.6 -152.8 -154.1 -154.6 -154.4 -155.7 -155.3

70 MAS CF3(2) -57.3 -620 -61.8 -62.2 -62.1 -59.5 -59.9 -60.0 -59.9
CF3(1) -594 -620 -618 -622 -621 -595 -599 -60.0 -59.9
F4' -131.4 -128.6 -127.0 -130.0 -128.2 -131.3 -132.6 -129.8 -130.6
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F4' -133.3 -128.6 -127.0 -130.0 -128.2 -131.3 -132.6 -129.8 -130.6
F4' -134.7 -128.6 -127.0 -130.0 -128.2 -131.3 -132.6 -129.8 -130.6
69 MAS CF3 -615 -620 -61.7 622 -621 -595 -59.8 -59.9 -60.0
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Tabla 43. Desplazamientos quimicos experimentales de *C, **N y ®F RMN en estado sélido, frente a los calculados para los diferentes

tautomeros y conformeros del pirazol 73.

Atomo Exp F2' F4'
al a2 a3 a4 bl b2 b3 b4 oal 0a2 oa3 0ad obl ob2 obe ob4

C-CF3 142.4 1469 146.7 146.4 1464 133.8 1336 133.7 133.3 146.8 1465 1463 1463 1233 1335 133.5 133.3
C4 100.7 101.3 100.4 106.3 106.7 1029 107.0 101.7 107.2 101.7 100.0 106.2 1071 1211 107.0 101.7 107.6
C4 99.1 101.3 100.4 106.3 106.7 1029 107.0 101.7 107.2 101.7 100.0 106.2 1071 1211 107.0 101.7 107.6
C-estiril 1445 1415 1419 140.0 140.1 153.0 1514 153.5 151.7 1415 1419 1401 1402 153.1 151.4 153.6 151.8
C-estiril 143.7 1415 1419 140.0 140.1 153.0 1514 153.5 151.7 1415 1419 1401 1402 153.1 151.4 153.6 151.8
CF3 1215 1258 125.8 1259 1258 125.1 125.0 125.1 125.1 1259 126.0 126.0 1258 1033 125.1 125.2 125.2
C6 115.4 112.2 1294 1141 1183 1213 1182 126.9 1226 1118 1183 1140 1191 133.8 118.0 127.7 123.2
Cc7 120.0 124.1 117.7 116.9 1241 1228 1213 127.9 128.3 1251 1295 1177 1244 1252 122.1 128.3 128.6
cr 120.0 120.1 120.8 119.8 120.6 1209 1213 121.7 121.7 1224 1231 1223 1229 123.2 123.6 124.1 124.1
cz 151.3 151.5 153.3 151.4 1534 151.2 151.7 153.1 153.8 1514 1531 1511 1533 151.0 1514 153.1 153.6
cz 149.4 1515 153.3 151.4 1534 151.2 151.7 153.1 153.8 1514 1531 1511 1533 151.0 1514 153.1 153.6
c3 133.0 135.8 136.1 1354 1359 1356 1354 136.0 1356 1358 1358 1358 1358 1355 13538 135.7 135.5
c4 1525 153.7 153.6 153.3 153.2 153.2 152.8 152.9 152.8 1534 153.0 153.2 1529 153.0 15238 152.2 152.6
c4 151.3 153.7 153.6 153.3 153.2 153.2 152.8 152.9 152.8 1534 153.0 153.2 1529 153.0 15238 152.2 152.6
Cs5' 1115 113.1 113.0 113.3 113.0 1129 1126 112.4 1126 1102 1101 1103 1102 110.0 109.6 109.4 109.7
Ce' 1115 112.0 1215 112.4 120.2 1128 1128 120.7 121.0 1120 1213 1120 1201 1129 1122 120.6 121.0
NH - -186.1 -184.7 -1958 -197.0 -1939 -191.4 -1936 -192.0 -75.7 -75.0 -70.6 -72.4 -70.3 -80.4 -67.5 -83.0
N - -75.4  -747 -70.7 -72.0 -70.0 -81.0 -68.2 -83.0 -186.0 -184.1 -1954 -196.9 -194.0 -191.2 -193.6 -192.2
CF3 -59.1 619 -61.5 619 -62.0 -59.5 -60.0 -59.6 -60.0 -59.1 -61.8 -61.8 -61.9 -62.0 -59.4 -60.0 -59.6
CF3 -60.1 619 -61.5 619 -62.0 -59.5 -60.0 -59.6 -60.0 -60.1 -61.8 -61.8 -61.9 -62.0 -59.4 -60.0 -59.6
CF3 -61.0 619 -61.5 619 -62.0 -59.5 -60.0 -59.6 -60.0 -61.0 -61.8 -61.8 -61.9 -62.0 -59.4 -60.0 -59.6
F2' - -151.2 -146.0  -153.7 -1446 -153.0 -151.8 -1449 -1451 -135.0 -1354 -129.2 -137.2 -127.4 -1375 -135.0 -127.7
F2' - -151.2 -146.0  -153.7 -1446 -153.0 -151.8 -1449 -1451 -137.4 -1354 -129.2 -137.2 -127.4 -1375 -135.0 -127.7
F2' - -151.2 -146.0  -153.7 -1446 -153.0 -151.8 -1449 -1451 -139.6 -1354 -129.2 -137.2 -127.4 -1375 -135.0 -127.7
F4' - -126.2 -126.7 -1275 -127.8 -128.8 -130.1 -1295 -130.2 -128.9 -1443 -1448 -1447 -145.0 -146.6 -146.7 -146.9
F4' - -126.2 -126.7 -1275 -127.8 -128.8 -130.1 -1295 -130.2 -130.9 -1443 -1448 -1447 -145.0 -146.6 -146.7 -146.9
F4' - -126.2 -126.7 -1275 -127.8 -128.8 -130.1 -1295 -130.2 -132.4 -1443 -1448 -1447 -145.0 -146.6 -146.7 -146.9
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Tabla 44. Energias absolutas en Hartrees, relativas en kJ-mol™ y momentos dipolares

(D) correspondientes a los compuestos modelo 95-97 (tautémeros a, b, ¢, d) y 98-100

(tautomeros g, f, g, h,

1) en fase gas y en algunos casos en DMSO-dg.

Comp. Sust. Fase Energia SCF ZPE Energia D Erel
Total
95a 4F Gas -943.8192699 0.314586 -943.504684 2.64 0.00
95b 4F Gas -943.8046985 0.313586 -943.491113 1.64 38.26
95¢c 4F Gas -943.8186150 0.314490 -943.504125 5.39 1.72
96a 4'OH Gas -919.7987757 0.32683  -919.471946 5.17 0.00
96b  4'OH Gas -919.7843378 0.325873 -919.458465 2.06 37.91
96c  4'OH Gas -919.7974961 0.326772 -919.470724 2.74 3.36
96d1 4'OH Gas -919.7922077 0.327106 -919.465102 15.86 17.24
96a 4'OH DMSO-dg -919.8156163 0.326688 -919.488928 7.57 26.20
96b 4'OH DMSO-dg -919.7997027 0.326081 -919.473621 2.97 67.98
96c 4'OH DMSO-dg -919.8138848 0.326672 -919.487212 4.02 30.74
96d1 4'OH DMSO-dg -919.8255937 0.327906 -919.497688 30.21 0.00
97a 3'OH Gas -919.7980703 0.326703 -919.471368 3.25 0.00
97b 3'OH Gas -919.7834829 0.325730 -919.457753 1.27 38.30
97¢  3'OH Gas -919.7972288 0.326608 -919.470621 4.79 2.21
97d2 3'OH Gas -919.7568976 0.326371 -919.430527 21.70 108.10
97a 3'OH DMSO-ds -919.8147328 0.326717 -919.488016 5.01 0.00
97b 3'OH DMSO-dg -919.7984850 0.325856 -919.472629 2.28 42.66
97¢  3'OH DMSO-dg -919.8132638 0.326639 -919.486625 6.71 3.86
97d2 3'OH DMSO-dg -919.8130250 0.328059 -919.484966 35.48 4.48
98e 4F Gas -1020.300033 0.343867 -1019.956166 2.40 0.00
98f 4F Gas -1020.288800 0.342318 -1019.946482 0.81 29.49
98g 4F Gas -1020.280762 0.342143 -1019.938619 3.00 50.60
98h 4F Gas -1020.262363 0.342953 -1019.919410 5.49 98.90
98i 4F Gas -1020.276831 0.343291 -1019.933540 2.45 60.92
9%  4'OH Gas -996.2786408 0.356049 -995.922592 3.15 0.00
99f  4'OH Gas -996.2672192 0.354481 -995.912738 2.01 29.99
99g 4'OH Gas -996.2589251 0.354362 -995.904563 3.76 51.76
99h  4'OH Gas -996.2401035 0.355136 -995.884968 3.83 101.18
99i  4'OH Gas -996.2547441 0.355442 -995.899302 0.81 62.74
100e 3'OH Gas -996.2786408 0.356049 -995.922592 3.152 0.00
100f 3'OH Gas -996.2672192 0.354481 -995.912738 2.0143 29.99
100g 3'OH Gas -996.2589251 0.354362 -995.904563 3.7653 51.76
100h 3'OH Gas -996.2401035 0.355136 -995.884968 3.8319 101.18
100i 3'OH Gas -996.2547441 0.355442 -995.899302 0.8096 62.74
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Tabla 45. Energias relativas (kJ-mol™) y momentos dipolares (D) correspondientes a
los compuestos 83-88 (tautomeros a, ¢, d) y 89-94 (tautomeros e, f) en fase gas y en
DMSO-ds.

Comp. Gas DMSO-dg

Erel a c d a c d
83 0.0 3.0 315 18.5 23.1 0.0
84 0.0 1.7 0.0 37
85 0.0 1.8 20.1 354 39.2 0.0
86 0.0 1.3 10.2 34.0 374 0.0
87 0.0 2.1 82.3 25.1 28.0 0.0
88 0.3 0.0 11.8 44 4 47.1 0.0

D a c d a c d
83 5.61 3.60 14.99 8.02 5.19 30.11
84 3.48 5.67 5.08 7.96
85 3.17 4.60 17.39 5.05 6.32 32.65
86 6.27 2.43 16.41 9.26 3.27 30.45
87 1.78 6.55 23.34 2.89 8.82 37.39
88 4.23 3.72 17.77 6.71 4.92 32.55
Erel e f e f
89 0.0 30.2 0.0 39.4
90 0.0 29.7 0.0 39.1
91 0.0 29.7 0.0 39.2
92 0.0 30.0 0.0 38.8
93 0.0 29.6 0.0 38.6
94 0.0 29.6 0.0 38.6

D e f e f
89 2.90 2.46 4.20 341
90 2.15 1.56 3.13 2.04
91 2.65 0.77 3.87 1.28
92 4.54 3.33 6.11 459
93 3.45 2.30 4.78 3.29
94 3.20 1.88 4.44 2.79
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Tabla 46. Energias absolutas en Hartrees, relativas en kJ-mol™ y momentos dipolares
(D) calculados para los compuestos 86 y 92. En todos los casos el numero de
frecuencias imaginarias es = 0.

No  Comp. Energia SCF ZPE Energia Total D Erel
(kJ-mol™)

1 86aTSZC -1019.082626 0.318649 -1018.763976 7.08 36.6
2 86aTSZT -1019.083218 0.318649 -1018.764569 6.96 35.0
3 86aTSEC -1019.080790 0.318606 -1018.762184 7.40 414
4 86aTSET -1019.081085 0.318398 -1018.762687 7.35 40.6
5 86aTAZC -1019.082930 0.318754 -1018.764176 9.26 35.8
6 86aTAZT -1019.08339%4 0.318622 -1018.764772 6.15 34.6
7 86aTAEC -1019.081064 0.318639 -1018.762425 6.47 40.7
8 86aTAET -1019.081248 0.318452 -1018.762796 9.45 40.2
9 86aTSZC -1019.081304 0.318665 -1018.762639 4.34 40.0
10  86aTSZT -1019.081655 0.318492 -1018.763163 4.47 39.1
11 86aTSEC -1019.081744 0.318776 -1018.762968 4.58 38.9
12 86CTSET -1019.082560 0.318709 -1018.763851 4.54 36.7
13 86cTAZC -1019.081617 0.318610 -1018.763007 3.27 39.2
14 86cTAZT -1019.081753 0.318418 -1018.763335 7.58 38.9
15  86¢cTAEC -1019.082013 0.318945 -1018.763068 7.91 38.2
16  86CTAET -1019.082726 0.318578 -1018.764147 2.82 36.3
17  86dTZC -1019.095876 0.319861 -1018.776015 30.4 1.8

18  86dTZT -1019.096555 0.319757 -1018.776798 30.3 0.0

19  86dTEC -1019.095884 0.319686 -1018.776197 30.4 1.8

20  86dTET -1019.096413 0.319602 -1018.776811 30.2 0.4

21 92eCSU -1095.571071 0.347832 -1095.223239 5.66 0.6

22 92eCSD -1095.570079 0.347698 -1095.222381 5.83 3.2

23 92eCAU -1095.571294 0.347729 -1095.223565 7.32 0.0

24 92eCAD -1095.570341 0.347857 -1095.222483 6.73 25

25  92eTSU -1095.562366 0.348059 -1095.214308 6.06 23.4
26 92eTSD -1095.562302 0.347862 -1095.214440 6.11 23.6
27 92eTAU -1095.562512 0.347948 -1095.214563 8.05 23.1
28  92eTAD -1095.562589 0.347859 -1095.214730 5.56 22.9
29  92fCsu -1095.554845 0.345560 -1095.209285 4.01 43.2
30 92fCSD -1095.553736 0.345428 -1095.208308 4.19 46.1
31  92fCAU -1095.555079 0.345562 -1095.209517 5.01 42.6
32 92fCAD -1095.553995 0.345543 -1095.208451 5.97 454
33 92fTSU -1095.547571 0.345705 -1095.201866 4.49 62.3
34 92fTSD -1095.547507 0.345537 -1095.201970 4.59 62.5
35  92fTAU -1095.547761 0.345679 -1095.202082 7.02 61.8
36  92fTAD -1095.547784 0.345518 -1095.202266 4.25 61.7
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