BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONQMA DE PUEBLA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

“Obtencion estereoselectiva de espiroheterociclos nitrogenados derivados de D-
fructosa”

TESIS

Que para obtener el titulo de:

Licenciatura en Quimico Farmacobidlogo

Presenta:

Luis Felipe Aca Aguas

Director de tesis:

Dra. Penélope Merino Montiel

Co-Director de tesis:
Dra. Socorro Meza Reyes
Julio de 2018



Agradecimientos

A mis asesoras de tesis: Dra. Penélope Merino Montiel y Dra. Socorro Meza

Reyes por la direccidn en esta tesis y por su apoyo.

A mi padre que nunca se dio por vencido al momento de darme educacion y

ejemplo.

A mi madre que me ensefi0 a luchar por mis metas y que desde el cielo me

protege y esté al pendiente de que no me rinda.

A mi hermano que siempre estuvo al pendiente de lo que pudiera necesitar

durante mi formacion académica.

A mi familia, tios, primos por apoyarme en momentos dificiles.

A Maria Fernanda C. Romero, Azucena Remedios S. y Marco A. Avendafio,

por ser los mejores amigos que la vida pudo darme.

A mi novia M. Beatriz, por hacerme reir todo el tiempo y estar a mi lado

cuando mas necesito compaiiia.

iGracias!



También quiero agradecer al CONACYT por la beca de tesis con el nimero
25347 en el proyecto CB-2015/257465 que permitio la realizacion exitosa de
este trabajo.

A la VIEP por el apoyo economico para participacion en los congresos:
e XLIX Congreso Nacional y VII Internacional de Ciencias
Farmacéuticas 2016 presentando el trabajo Uso de la reaccion de

Bargellini para la sintesis de potenciales inhibidores enziméticos.

e L Congreso Nacional De Ciencias Farmacéuticas con el trabajo Sintesis

de benzotiazolidinas derivadas de carbohidratos



Contenido

ABREVIATURAS Y SIGLAS ..t e 5
RESUMEN ..ottt s e et e et esae e et e et e e enteebeennaeanaeenseenreeannes 7
INTRODUCCION ..coouivirrismeesseesseessesssssessssssssss sttt 9
ANTECEDENTES ...ttt esa e et e e ae e sraeeneenreennee s 17
OBUIETIVOS ...ttt bbbt b e bt et s bt e bt re e bt e st e be e e e nbeennenre s 21
DISCUSION DE RESULTADOS .....ooeiiveieeeseeesteeiesieeiesies s sessesssssesssssssssssssssss s sensennes 22
CONGCLUSIONES ...t n e nennennen e 37
PARTE EXPERIMENTAL ... 38

METODOS GENERALES ....ooiiimrimmeeiieeessessessssesssssssesssssssssssssssssssssssssssessssssssnns 38

REACTIVOS COMERCIALES ...t 40
MATERIAS PRIMAS ..ot sb bbb nnee s 41

Preparacion de 1,2:4,5 -di-O-isopropilideno-f-D-fructopiranosa (2) ........c.cccceveererveeene. 41

Preparacion de 1:2,4:5-di-O-isopropilideno-3-o0xo -B-D-fructopiranosa (3) ........c.c.c...... 41
NUEVAS INVESTIGACIONES. ...ttt 43

(2'S,4'R,5'R)-2",2"-dimetil-5',6'-dihidro-3H,4'H-dispiro[benzo[ d]thiazol-2,3'-piran-2',4"-
[1,3]dioX01aN0]-4"5"-TI0I (4) .c.vereereeieieeee et 43

(3aR,6'R,7a'S)-2',2',2",2"-tetrametil-1,3,3a’', 7a'-tetrahidro-4'H-diespiro[benzo[d]imidazol -
2,7'-[1,3]dioxolo[4,5-c]piran-6',4"-[1,3]dioX0lan0] (5) .....ccccererererreriire e, 44

(3a'R,6'S,7a'R)-2',2',2"2"-tetrametil-3a',7a'-dihidro-3H,4'H-diespiro[benzo[d]oxazol-2,7'-
[1,3]dioxolo[4,5-c]piran-6',4"-[1,3]diOX0lAN0] (6) ..covevvereerieiiieieiiereerese e 45

ESPECTROS REPRESENTATIVOS ... 47



ABREVIATURAS Y SIGLAS

°C Grados Celcuis
pL Microlitros
2-ATF 2-Aminotiofenol
Ac0 Anhidrido acético
AcOEt Acetato de etilo
AGES Productos finales de glicosilacion avanzada
c.cf Cromatografia en capa fina
COSsYy Correlated Spectroscopy
d Doblete
dd Doble de dobles
DM2 Diabetes Mellitus tipo 2
DMF Dimetilformamida
EM Espectrometria de masas
EMAR Espectrometria de masas de alta resolucion
Et,O Eter etilico
EtOH Etanol
g Gramos
GP Glucdgeno fosforilasa
HSQC Heteronuclear Single-Quantum Correlation
Hz Hertz
J Constante de acoplamiento
Ki Constante de inhibicion
M Molar
m Multiplete
m/z Relacién masa/carga
MeOH Metanol
mg Miligramos
MHz Megahertz



min

mL

mm
mmol
nm
NOESY

PCC
ppm
PTSA
PyBox
Re
RMN

sa
ta.
td
THO
TFA
THF

Minutos

Mililitros

Milimetro

Milimoles

Nanometro

Nuclear Overhauser effect spectroscopy
Punto de fusion

Clorocromato de piridinio

Partes por millon

Acido p-toluensulfénico
(S,5)-2,6-Bis(4-isopropil-2-oxazolin-2-il)piridina
Coeficiente de reparto

Resonancia Magnética Nuclear
Singulete

Singulete ancho

Temperatura ambiente

Triple de dobles

Anhidrido triflico

Acido trifluoroacético

Tetrahidrofurano

Desplazamiento quimico



RESUMEN

En esta tesis se describe la sintesis de heterociclos nitrogenados espiranicos a partir de
D-fructosa.

Los productos fueron sintetizados a partir de D-fructosa comercial; se llevo a cabo la
proteccidn regio y estereoselectiva de los hidroxilos 1, 2, 4 y 5 mediante la formacion
de dos acetales, posteriormente se llevd a cabo la oxidacion del OH-3 para obtener la
cetona correspondiente. Se ensayaron las condiciones necesarias para obtener de
manera estereoselectiva benzoderivados nitrogenados.

El acoplamiento del carbohidrato con 2-aminofenol, 2-aminotiofenol y o-
fenilendiamina, respectivamente condujeron a la formacion de los heterociclos
espiranicos benzofusionados tipo oxazol, tiazol e imidazol (esquema 1)
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Esquema 1. Ruta propuesta para la sintesis de espiroheterociclos benzofusionados

Los compuestos resultaron ser inestables bajo condiciones acidas, por lo que no fue

posible la remocidn del grupo protector.



Todos los compuestos intermediarios, asi como los productos finales, fueron
caracteriados mediante espectroscopia de RMN *H y 3C, con ayuda de los

experimentos de dos dimensiones HSQC y COSY.



INTRODUCCION
La DM2 es una enfermedad crénica degenerativa provocada por diversos factores tanto

genéticos, metabdlicos y alimenticios debido a la dieta rica en carbohidratos sumada a
la carencia de actividad fisica de la poblacion. Esta enfermedad se caracteriza por llevar
a los pacientes a estados hiperglucémicos que se reflejan en aumento de la frecuencia
urinaria (poliuria), sed (polidipsia), hambre (polifagia) y baja de peso debido a la
incapacidad de las células por absorber la glucosa circulante en la sangre (resistencia a
la insulina). De acuerdo a la NOM-015-SSA2-2010 se establece el diagndstico de
prediabetes cuando la glucosa de ayuno es igual o0 mayor a 100 mg/dl y menor o igual
de 125 mg/dl y/o cuando la glucosa dos horas. post-carga oral de 75 g de glucosa
anhidra es igual o mayor a 140 mg/dl y menor o igual de 199 mg/dl y se establece el

diagndstico de diabetes si se cumple cualquiera de los siguientes criterios:
e Presencia de sintomas clasicos y una glucemia plasmatica casual > 200 mg/dI
e Glucemia plasmatica en ayuno > 126 mg/dI

e Glucemia >200 mg/dl a las dos hrs. después de una carga oral de 75 g de glucosa

anhidra disuelta en agua

La DM2 es considerada un problema de salud publica a nivel mundial. En 2015 la FID*
catalogé a Meéxico como el 6° pais con mayor indice de DM a nivel mundial siendo el
9.13% de la poblacion quienes contaban con el diagnéstico de esta patologia, para 2016

la ENSANUT MC report que este porcentaje aumento a 9.4%?2.

El tratamiento de la DM2 se basa en cambios sobre la dieta del paciente y el estilo de
vida del mismo, no obstante, de ser necesario se recurre al tratamiento farmacologico

dentro del cual se emplean 4 grupos principales de antidiabéticos:*

! Federacion Internacional de Diabetes (FID) (Ed.). (2015), Atlas de la Diabetes de la FID. Bruselas, Bélgica:
International Diabetes Federation.

2 Secretaria de Salud. (6 de abril de 2017). Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016.
México: gob.mx. Recuperado de http://fmdiabetes.org/wp-content/uploads/2017/04/ENSANUT2016-mc.pdf

3 Nathan, D. M.; Buse, J. B.; Davidson, M. B.; Ferrannini, E.; Holman, R. R.; Sherwin, R.; Zinman, B.
Diabetes Care, 2009, 32, 193-203.



1. Biguanidas, de las cuales mayormente es usada la metformina cuyo mecanismo
de accion no esta completamente esclarecido, sin embargo, se postula que actta
inhibiendo la absorcion de glucosa en el tracto gastrointestinal y reduce la

gluconeogeénesis y la glucogendlisis a nivel hepatico.

2. Sulfonilureas, existiendo actualmente 3 generaciones cuyo efecto implica la
estimulacion del pancreas para liberar una mayor cantidad de insulina y asi

disminuir los niveles plasmaticos de glucosa.

3. Tiazolidindinedionas, incrementan la sensibilidad del musculo, tejido graso e

higado frente a insulina enddgena y exdgena.

4. Inhibidores de a-Glucosidasas, cuyo efecto principal es la disminucion en la
digestion de polisacaridos en el intestino delgado evitando asi la hiperglucemia

post-prandial.

Esta familia de enzimas se ven involucradas en funciones metabdlicas principalmente,
pero no limitadas a estas; la digestion de los alimentos inicia en la boca donde son
triturados por los dientes y se mezclan con la saliva, esta contiene a-amilasa salival
(E.C. 3.2.1.1) que inicia la digestion de almidon y carbohidratos complejos,
posteriormente en el intestino delgado se libera a-amilasa pancreatica que es una
isoenzima de la salival y cuya actividad es mayor debido al pH obtenido en el intestino
delgado. En el epitelio intestinal se encuentran ancladas Maltasas (EC 3.2.1.20),
lactasas (E.C.3.2.1.108) y sacarasa (E.C.3.2.1.10) cuya funcion es degradar los

disacaridos resultantes de la digestion ocurrida por la amilasa.

Actualmente existen moléculas registradas y aprobadas (Miglitol y Acarbosa) para su
uso como tratamiento antidiabético cuyo efecto es la inhibicion de a-glucosidasas, no
obstante se continGia una ardua investigacion para obtener mas y mejores moléculas

activas frente a dichas enzimas ya que presentan escasos efectos secundarios.

La busqueda de inhibidores de a-glucosidasas ha dado muchos resultados, a forma de

ejemplo (figura 1) cabe mencionar al N-arilbenzo[d]oxazol-2-amina* (7) con una

4Wang, G.; Peng, Z.; Wang, J.; Li, J.; Li, X.; Bioorg. Med. Chem. 2016, 24, 5374-5379.
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IC50=32.49 uM, ademas de los triazoles obtenidos por Kumar y Lakshmi® (8) que
mediante estudios de modelizacion molecular mostraron sitios de interaccién enzima-
sustrato. Por otra parte, se han descrito moléculas conteniendo heterociclos azufrados
que también han sido efectivas como inhibidores enzimaticos, entre ellas se puede

mencionar a los imidazoles 9° (ICsp= 18.23 uM) y 10.”
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Figura 1. Inhibidores de glucosidasas

El equipo de Wang® realizo extractos etanolicos de las raices de Polygonum multiflorum
los cuales demostraron tener actividad inhibitoria frente a a-glucosidasas y mediante
purificacion y técnicas de espectroscopia elucidaron las estructuras derivadas de D-

glucosa a las cuales llamaron Polygonumnolide-D y Polygonumnolide-E. Por otra parte

5 Kumar, B. S.; Lakshmi, P. V. A. Russ J Gen Chem 2017, 87, 1057—1063.

6 Rahim, F.; Ullah, H.; Javid, M. T.; Wadood, A.; Taha, M.; Ashraf, M.; Shaukat, A.; Junaid, M.; Hussain, S.;
Rehman, W.; Mehmood, R.; Sajid, M.; Khan, M. N.; Khan, K. M. Bioorg. Chem. 2015, 62, 15-21.

"Wang, G.; He, D.; Li, X.; Li, J.; Peng, Z. Bioorg. Chem., 2016, 65, 167-174.

8Yang, J.-B.; Tian, J.-Y.; Dai, Z.; Ye, F.; Ma, S.-C.; Wang, A.-G. Fitoterapia 2017; 117, 65-70.

11



Withers et al.® realizaron extractos de crocosmia sp e identificaron 3 flavonoides acil
glicosilados que denominaron “Montbretins A-C” los cuales presentaron actividad
inhibitoria frente a la a-amilasa humana; en una publicacion posterior® demostraron las

interacciones de la Montbretina A (MbA) con la glucosidasa mencionada anteriormente

© g @
ODZ
28 .@

(figura 2).
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Figura 2. Estructura de MbA y sus interacciones con la a-amilasa humana.

En quimica organica se conoce como estereoselectividad a la formacion mayoritaria de
un estereoisomero sobre todos los posibles en una reaccion. Los estereoisomeros son
compuestos con la misma formula molecular y condensada, pero con diferencias en la
orientacion tridimensional de sus atomos en el espacio; esto es de suma importancia
debido a que la actividad bioldgica de las moléculas se ve afectada por su orientacion

espacial.

® Tarling, C. A.; Woods, K.; Zhang, R.; Brastianos, H. C.; Brayer, G. D.; Andersen, R. J.; Withers, S. G.
ChemBioChem 2008, 9, 433 438.

10 Williams, L. K.; Zhang, X.; Caner, S.; Tysoe, C.; Nguyen, N. T.; Wicki, J.; Williams, D. E.; Coleman, J.;
McNeill, J.; Yuen, V.; Andersen, R. J.; Withers, S. G.; Brayer, G. D. Nat. Chem. Biol. 2015, 11, 691-696.

12



Himmelseher et al.* pusieron a prueba los dos isomeros de ketamina (Figura 3)
demostrando que el isomero S-(+) presentaba actividad neuroregenerativa a diferencia
del isémero R-(-) el cual fue ineficiente.

H % H
\\\\\\ N \ ///,", N \
O O
(R)-Ketamina (S)-Ketamina

Figura 3. Farmacoforos isomericos

Por otra parte, un compuesto espiranico es aquel que conecta a través de un solo &tomo
dos anillos, estos pueden ser de naturaleza distinta o idéntica. EI &tomo de conexion es
llamado espiroatomo y normalmente es un carbono cuaternario; a forma de ejemplo se
puede mencionar a las histrionicotoxinas (Figura 4) que poseen actividad inhibitoria de
receptores nicotinicos de acetil colina; estas fueron aisladas en 1971 por Daly et al.!? de

la piel de ranas venenosas de la familia Dendrobatidae, principalmente en la especie

Oophaga histrionicus.

1 Himmelseher, S.; Pfenninger, E.; Georgieff, M. Anesth. Analg. 1996, 83, 505-512.
12 Daly, J. W.; Karle, I.; Myers, C. W.; Tokuyama, T.; Waters, J. A.; Witkop, B.; Proc. Nat. Acad. Sci. U. S.
A., 1971, 68, 1870-1875.

13
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Figura 4. Estructura general y las dos variantes mas abundantes en la piel de Oophaga

histrionicus

Los compuestos espiranicos han demostrado ser de gran utilidad en diversas areas, cabe
destacar el uso de la hidantocidina (aislada de Streptomyces hygroscopicus) y sus
derivados sintéticos'®* como pesticidas o de la espiro[5.7]tridec-1-en-3-ona'* usada en la
preparacion de articulos perfumados. En el afio 2000 Somsak et al.'® sintetizaron una
espirotiohidantoina derivada de glucosa, esta demostro tener un efecto hipoglucemiante

en ratas debido a la inhibicion de la enzima glucdgeno fosforilasa (GP).

He et al.t® obtuvieron glucopiranosilbenzoquinonas y
glucopiranosilbenzohidroquinonas (figura 5) que fueron ensayadas frente a GPb de
musculo de rata mostrando buenos resultados como inhibidores enzimaticos. El grupo
de Somsak!’ obtuvo espirooxatiazoles derivados de glucosa capaces de inhibir la GPb

con una K; =160 nM en extractos de higado de rata.

13 Friih, T.; Chemla, P.; Ehrler J.; Faroog, S. Pestic. Sci. 1996, 46, 37-47.

14 Wolfgang, K. G.; Giersch, B.; Blanc, P.-A.; Schulte-Elte, K. H. (1992). EE. UU. Patente N° 5,151,410.
Ginebra, Suiza: United States Patent.

15 Somséak, L.; Nagy, V. Tetrahedron: Asymmetry, 2000, 11, 1719-1727.

6 He, L.; Zhang, Y. Z.; Tanoh, M.; Chen, G.-R; Praly, J.-P.; Chrysina, E. D.; Tiraidis, C.; Kosmopoulou, M.;
Leonidas, D.; Oikonomakos, N. G. Eur. J. Org. Chem, 2007, 596-606.

17 Somsak, L.; Nagy, V.; Vidal, S.; Czifrak, K.; Berzsényi, E.; Praly, J.-P. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18,
5680-5683.

14
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Figura 5. Inhibidores de GP

La GP ha sido una diana terapéutica importante de nuevas moléculas con actividad
inhibitoria con el fin de obtener nuevos tratamientos para la diabetes mellitus tipo 2.
Algunos analogos sulfurados de carbohidratos y los tetrazoles®® han demostrados ser

eficientes inhibidores frente a GPb de musculo de rata.

Otros compuestos derivados de carbohidratos a mencionar son la familia de glicésidos
aquilasidas, extraidas de la planta Aquilaria sinensis por Yuan et al.,'* estas moléculas

demostraron actividad antiinflamatoria y citotdxica contra células SK-MEL. También

18 Mitchell, E. P.; Withers, S. G.; Ermert, P.; Vasella, A. T.; Garman, E. F.; Oikonomakos, N. G.; Johnson, L.
N. Biochemistry 1996, 35, 7341-7355.

1 Yuan, H.; Zhao, J.; Wang, M.; Khan, S. I.; Zhai, C.; Xu, Q; Huang, J.; Peng, C.; Xiong, G.; Wang, W.;
Khan, I. A. Fitoterapia 2017; 121, 170-174.

15



se han aislado moléculas activas de Euphorbia ebracteolata que poseen efectos
inhibidores de la carboxilesterasa-2 humana.?

Los glicosidos son compuestos que tras ser sometidos a hidrolisis, liberan una o varias
unidades de azucar. Por lo tanto los glicdsidos se componen por dos partes: un azucar y
una aglicona. La aglicona puede ser un terpeno, un flavonoide, una coumarina o
cualquier otro producto natural. De todos los azlcares encontrados en glicésidos
naturales, la D-glucosa es la mas abundante y la L-rhamnosa junto con la L-fructosa
también se encuentran frecuentemente. De las pentosas, la L-arabinosa es mas comun
gue la D-xilosa. La unidad sacaridica de un glicdsido puede ser un disacarido. Los
glicésidos ha mostrado diversas actividades bioldgicas, uno de los ejemplos mas
conocidos es la digoxina descubierta en 1785 por William Whithering y ha sido de gran
utilidad en el tratamiento de arritmias e insuficiencia cardiaca,> otros compuestos
glucosidicos se usan como antibidticos (a), vitaminas (b) y edulcorantes (c),** o en

tratamientos antitumurales.?®

OH O
HsC N
HO X NH
HO
BN N
HaC HsC N O
CH,

H——OH

H——OH

oH H——OH

=t Lo b

" OH

Figura 6. a) Estreptomicina; b) Riboflavina; c) Osladina

20 Wang, A.-H.; Huo, X.-K; Feng, L.; Sun, C.-P.; Deng, S.; Zhang, H.-L.; Zhang, B.-J.; Ma, X.-C.; Jia, J.-M.;
Wang, C. Fitoterapia, 2017, 121, 175-182.

2L Formiga, F.; Ariza, A. Rev. Esp. Geriatr. Gerontol. 2018, 53, 119-120.

2 Kyen, V.; Martinkova, L. Curr. Med. Chem. 2001, 8, 1303-1328.

23 Weymouth-Wilson, A. C. Nat. Prod. Rep., 1997, 14, 99-110.

16



ANTECEDENTES
Con la finalidad de realizar restricciones conformacionales que permitan una mejor

interaccion bioldgica, se ha desarrollado la sintesis de espiroglicésidos, glicosidos en
los que el anillo de azlcar y el resto heterociclico nitrogenado comparten un &tomo de

carbono.

En este contexto Brand et al.* realizaron la sintesis de una serie de espiroacetales como
11 y 12 (figura 7), a través una expansion de anillo de un ciclopropano donador-
aceptor-disustituido, en un anillo de cinco miembros con un sistema enol-éter. Por otra
parte Gash et al.® describieron la sintesis estereocrontrolada de una familia de
espironucledsidos con anillos de oxazol 13, de oxazolidinona 14 y de oxazinanotiona 15

via un derivado de isotiocianato de azucar (figura 7).

B

OBn OBn
BnO 0 BnO o
BnO BnO 0
OBn n
n ¢ 12 %
) NQ( BnO " o} BnO o
© ° %:S
o o
NH
o} 14
’ > s

ot

BnO

Figura 7. Ejemplos de espiroglicdsidos

Por otra parte, Andersch et al.?® Describieron la obtencion de las espirobenzotiazinonas
20 y 22 a partir del B-D-arabino-hexulopiranosonato de metilo 16, que fue acilado en
medio &cido para formar 17; este fue tratado con HBr para generar el donador de

glicosilo 18. El posterior acoplamiento con o-nitrotiofenol o con o-tioanilina condujo a

2% Brand, C.; Rauch, G.; Zanoni, M.; Dittrich, B.; Werz, D. B. J. Org. Chem. 2009, 74, 8779-8786.

% Gasch, C.; Pradera, M.; Salameh, B.; Molina, J.; Fuentes, J., Tetrahedron: Asymmetry, 2001, 12, 1267—
1277

2 Andersch, J.; Sicker, D.; Wilde, H. J. Heterocyclic Chem. 1999, 36, 457-460.

17



los tioglicosidos 19 y 21. Finalmente la reduccion del grupo nitro y el tratamiento con

un medio alcalino promovieron la ciclacion intramolecular entre el grupo amino y el

carbonilo de la ulosa para obtener el espiroderivado 20 y de forma analoga el

compuesto 22 (esquema 2).

HO

OH AcO HS

OH

s OH NaOCH,4
HO
N o

H

22

Esquema 2. Sintesis de espiroglicosidos benzofusionados

HO AcO
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AcO
16 17
(o}
CO,CH
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H,/Pt-C o
e e
HO NaOCH; OAc S
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N o AcO
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Br

CO,CH3
OAc
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O:SH
NH

2

o
CO,CHjg
AcO NH,

S

De manera general, una estrategia sintética recurrente para la sintesis de compuestos

benzofusionados, es el acoplamiento de derivados orto-sustituidos con atomos

nucleofilicos con aldehidos y cetonas.”” Por ejemplo, el acoplamiento de orto-

aminotiofenol 23 con 4-(dimetilamino)benzaldehido 24 condujo al benzotiazol 25; este

compuesto se probo en ensayos de inhibicion enzimatica y mostr6 valores de 1Cso de

27 Kenny, R. S.; Mashelkar, U. C. J. Heterocyclic Chem. 2006, 43, 1367-1369.

18



0.31 mM (a-amilasa), 0.98 mM (a-glucosidasa), 0.59 mM (glicosilacion no enzimatica
de hemoglobina) y 0.19 mM (AGE) (esquema 3).%

@NHQ ) o\\ : : y / Acido aC‘ético Oi S/: : > N/
. \ Reflujo N \

23 24 25
Esquema 3. Sintesis de benzotiazol con propiedades de inhibicion enzimatica.

En la bibliografia se ha descrito la sintesis de 3-espironucleosidos derivados de D-
glucosa 26 (esquema 4) y D-arabinosa con un anillo de tiohidantoina N-sustituido 28
con grupos alquilo, arilo y glicosilo, como analogos estructurales del compuesto natural
(+)-hidantocidina. Los productos obtenidos fueron evaluados como inhibidores de
glicosidasas, algunos de ellos mostraron una inhibicion débil de la B-glucosidasa y de la

B-galactosidasa.?®

También se llevo a cabo la sintesis de otras cuatro familias de heterociclos
espiranicos en C-3: espirocarbamatos 29, espiroisoureas 30, espiroguanidinas 31 y
espiroamidinas 32 (esquema 4).2°3! Las correspondientes espiro-piranosas reductoras,
se evaluaron como inhibidores de glicosidasas, resultando inhibidores de debiles a
buenos de la a-glucosidasa y a- y B-galactosidasas, siendo, en general, las guanidinas

espiranicas los compuestos mas activos.

2 pyranik, N. V.; Puntambekar, H. M.; Srivastava, P. Med Chem Res, 2016, 25, 805-816.

2 Gasch, C.; Merino-Montiel, P.; Lopez, O.; Fernandez-Bolafios, J. G.; Fuentes, J. Tetrahedron 2010, 66,
9964-9973.

30 Gasch, C.; lllangua, J. M.; Merino-Montiel, P.; Fuentes, J. Tetrahedron 2009, 65, 4149-4155.

31 Merino-Montiel, P.; Lopez, O.; Fernandez-Bolafios, J. G. RSC Advances 2012, 2, 11326-11335.
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28

Esquema 4. Compuestos espiranicos en C-3
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OBJETIVOS

Realizar una proteccion regioselectiva sobre D-fructosa.

Oxidar y funcionalizar el alcohol C-3.

Ensayar diversas metodologias para la obtencion de espirobenzoderivados

nitrogenados a partir de D-fructosa.

Llevar a cabo la remocion de los grupos protectores.

Caracterizar los productos obtenidos mediante técnicas espectroscopicas.
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DISCUSION DE RESULTADOS
A partir de D-fructosa comercial (1) se llevo a cabo la proteccion selectiva de los

hidroxilos 1, 2, 4 y 5 mediante la formacion de acetales siguiendo la metodologia
descrita por Brady et al.*? La D-fructosa se suspende en acetona, se adiciona lentamente
el catalizador acido y se mantiene en agitacion durante 2 horas. Tras la cristalizacién del

compuesto se obtiene 2 con un 60% de rendimiento (esquema 5).

OH 0 OA(
o OH o) O
llll[ll/l/

w o S
o on H,S0,, 0°C K on
60%

OII/III,,

Ol

H
1 2

Esquema 5. Proteccion regioselectiva de D-fructosa

Los espectros RMN *H y *C coinciden con los reportados en la bibliografia, se midi6
un Rf = 0.24 (Hexano/AcOEt 7:3), que también coincide con el descrito en trabajos

anteriores. Con esa informacion se procedio a la siguiente etapa.

La oxidacion del alcohol sobre C-3 del producto 2 para generar la cetona 3, se llevo a
cabo usando PCC (clorocromato de piridinio) como agente oxidante y como catalizador
anhidrido acético (esquema 6). La purificacion se realiz6 mediante cromatografia en
columna usando un sistema de disolventes Hexano/AcOEt 7:3, después de la
purificacion se realizd espectroscopia RMN *H y *C y los resultados se compararon

con los descritos en la bibliografia, observandose coincidencias que confirmaron la

obtencién del producto 3.3

32 Brady, R. F. Jr. Carbohyd. Res. 1970, 15, 35-40.
33 Qaito, Y.; Zevaco, T. A.; Agrofoglio, L. A. Tetrahedron, 2002, 58, 9593-9603.
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Esquema 6. Oxidacion del alcohol 2

Una vez obtenido el intermediario clave para la ruta sintética, se ensayaron las

condiciones para la obtencion de 3 diferentes benzoderivados.

En primer lugar se realizo el ensayo entre la ulosa 3 y el orto-aminotiofenol (2-ATF) 23
(esquema 7). En la bibliografia se encuentra descrito el uso del acido p-toluensulfénico

(PTSA) como un catalizador efectivo en este tipo de acoplamiento,® por lo que se

decidié emplearlo en este ensayo.

o]
© / NH,
ulll[[ll PTSA

10 %

S o
Q : SH

o

T

OII“I“

3 23 4

Esquema 7. Obtencion del benzotiazol 4

El uso de disolventes no polares como el tolueno no fueron favorables para la obtencién
del producto deseado, el cambio a un disolvente polar aprético (DMF) favorecié en una
pequefia proporcion la formacién del producto, sin embargo no se consumié
completamente la materia prima y no fue posible el aislamiento debido a la degradacion

del producto. Al emplear metanol como disolvente, la materia prima reacciond por

34 Srivastava, A.; Shukla, G.; Singh, M. S. Tetrahedron, 2017, 73, 879-887.
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completo, obteniéndose una mezcla de dos productos con Rf cercanos el producto
mayoritario resulto ser el benzotiazol 4, mientras que el subproducto no pudo ser
caracterizado debido a su inestabilidad. Para el aislamiento de 4 mediante cromatografia
en columna, fue necesario llevar a cabo una neutralizacion de la gel de silice con EtsN,
para evitar la degradacion del producto, no obstante Unicamente se pudo aislar de forma
pura 4 con un 10% de rendimiento; adicionalmente se obtuvo una fraccion similar en

peso conteniendo la mezcla de 4 con el subproducto no identificado (tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de reaccién para la obtencion de 4

) Relacion
Cetona 2-ATF PTSA Disolvente
3/4 (%)
] ] 0.1
1 equivalente 1.5 equivalentes _ Tolueno 100/0
equivalentes
] 1.5 equivalentes 0.1
1 equivalente _ DMF 10/0
equivalentes
_ 1.5 equivalentes 0.1
1 equivalente MeOH 0/10%

equivalentes

El mecanismo de reaccién para la formacion de 4 se describe en el esquema 8, en
primer lugar se lleva a cabo la protonacién del grupo carbonilo y la subsecuente
formacion de la imina i. Esta imina sufre una ciclacion espontanea por ataque del atomo
de azufre sobre el carbono de imina para generar 4 (esquema 8). EI médio acido

presente en la reaccion condujo a la remocién del grupo isopropilideno 4:5.
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Esquema 8. Mecanismo para la formacion del benzotiazol 4
Caracterizacion del benzotiazol 4

En el espectro de H-RMN del compuesto 4 (figura 8) se observa un unico juego de

sefiales, que confirma la obtencidn diasteroselectiva del benzotiazol 4.

En la figura 8 se observan las sefiales correspondientes al sistema aromatico fusionado
entre 6.9 y 6.3 ppm, se destaca el desplazamiento de la sefial de H-7 con respecto a la
sefial de H-4 debido a la mayor electronegatividad del atomo de azufre. También se
pueden observar las sefiales correspondientes a H-5’" a y b, como dos senales dobles
alrededor de 4.37 ppm y 3.93 ppm con una constante de acoplamiento de 9.5 Hz. La
Unica sefial observada alrededor de 1 ppm, que integra para 6H, indica la eliminacién de
uno de los grupos isopropilideno, sin embargo la constante de acoplamiento geminal
observada para H5’” a y b estd en congruencia para protones en un anillo dioxolano.
Ademéas se observan los protones H-4 y H-5° en 3.73 ppm y 3.96 ppm,
respectivamente coincidiendo con los valores reportados en la bibliografia para

protones vecinos a OH.
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Figura 8. Espectro RMN de ‘H (500 MHz, CDCls) del producto 4.

En el espectro de *C-RMN del compuesto 4 (figura 9) se observan de forma relevante,
la ausencia de sefiales en la zona de 200 ppm, correspondiente al carbonilo de cetona y
la presencia de la sefial en 108.2 ppm correspondiente al carbono espiro C-2, que
confirman la reaccion de ciclacion. La remocion de uno de los grupos isopropilideno se
corrobora al apreciar una unica sefial en 113.4 ppm correspondiente al carbono
cuaternario C-2°, asi como dos sefiales en 26.6 y 26.2 ppm correspondiente a dos
grupos metilo. Entre la zona de las sefiales aromaticas, se destaca la sefial en 147.1 ppm,
correspondiente al C-3a, que se desplaza a frecuencias mas altas debido al efecto de

resonancia ejercido por el &tomo de nitrégeno vecino.
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Figura 9. Espectro RMN de *C (125.7 MHz, CDCIs) del producto 23.

Los espectros de dos dimensiones homo y heteronucleares auxiliaron para la completa
asignacion de las sefiales. Por ejemplo el espectro HSQC (figura 10) permite distinguir
los carbonos CH- de los CH presentes en la unidad de sacaridica, siendo evidente que
las sefiales en 4.37 ppm y 3.93 ppm pertenecen al mismo carbono, asi como las sefiales

3.96 ppmy 3.80 ppm.
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Figura 10. Experimento B¥8QC del compuesto 4.

Por otra parte, el experimento COSY permite seguir el sistema de acoplamiento spin-
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spin de los hidrégenos H-4’, H-5" y H-6" a y b, asi como los protones H-5" a y b, tal

como se observa en la figura 11.
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Figura 11. Experimento COSY del compuesto 4
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La multiplicidad de los protones H-6 que aparecen como sefiales dobles, donde
Unicamente se observa un acoplamiento geminal (Jgem = 11.5 Hz) y se distingue un
acoplamiento muy pequefio (J = 1.91 Hz) en 3.99ppm que sugiere que el H-5" se
encuentra en disposicion ecuatorial, por lo que el compuesto 4 se encuentra en una
conformacion de silla 'Cs (figura 12). Desafortunadamente, los intentos de

cristalizacion del compuesto 4 no dieron buenos resultados.

Para establecer la configuracion del nuevo centro quiral, se realizaron los experimentos
de RMN de acoplamiento espacial NOESY y ROESY, sin embargo no se observaron
correlaciones que permitieran establecer la isomeria. No obstante, en la figura 12 se
observa que la cara a de la fructo-piranosa estd menos impedida que la cara B, por lo
que el &tomo de azufre podria preferente mente atacar por esta cara al intermediario i
(esquema 8), dejando al atomo de azufre en posicién ecuatorial; de tal forma que en la
conformacion de tipo silla 'Cq4 los sustituyentes mas voluminosos se encontrarian en

posicion ecuatorial.

HO
HO HN

Figura 12. Proyeccion de la silla *C, del compuesto 4.
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Obtencidn del benzoimidazol (5)

Empleando la misma estrategia sintética se llevo a cabo el acoplamiento de la cetona 3
con fenilendiamina, generando el benzimidazol 5 con un rendimiento del 26%
(esquema 9). Se propone que la reaccion transcurra a través de un analogo al
intermediario tipo imina i (esquema 8) con el subsecuente ataque del segundo 4tomo de

nitrégeno presente en la fenilendiamina.

NH;

NH, Q :
24 AT 5

Esquema 8. Obtencion del benzoimidazol 5.

Caracterizacion del benzoimidazol 5

En el espectro de *H-RMN del producto 5 (figura 13), se observan los las sefiales
correspondientes a los cuatro grupos CHs; de los dos acetales, por lo que se descarta la
desproteccion parcial en el medio de reaccion. Ademas entre 6.65 y 6.40 ppm se
observan las sefiales correspondientes al anillo aromatico. El cambio del atomo de
azufre por nitrogeno, se ve reflejado en un menor desplazamiento quimico para la sefial
correspondiente a H-7 en alrededor de 0.5 ppm. También se observan las sefiales
correspondientes a los H-5 a y b en 3.99 y 4.40 ppm, respectivamente con una
constante de acoplamiento Jem de 9.5 Hz. Ademas se pueden distinguir la sefial doble
de H-4’ en 4.12 ppm y la sefial de H-4” que se encuentra traslapada con H-7’a en 4.20

ppm, asi como la sefial en 4.34 correspondiente al H-3’a y a uno de los NH.
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Figura 13. Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCls) del compuesto 5.

En el espectro de *C-RMN (figura 14) se observan las 4 sefiales correspondientes a los
grupo metilo de los isopropilidenos en 25.4, 26.0, 26.3 y 26.4 ppm asi como las dos
sefiales de los carbonos cuaternarios C-2’ y C-2"’ en 139.1 y 139.5 ppm que confirman
que no se llevo a cabo la desproteccion parcial del compuesto. También se observa que
el intercambio del &tomo de azufre por un atomo de nitrégeno repercute en las menores
frecuencias de resonancia de los carbonos C-7°, C-7 y C-7a (107.1, 109.4y 112.7 ppm,

respectivamente) (tabla 2).
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Figura 14. Espectro RMN de *C (125.7 MHz, CDCls) del compuesto 5.

Debido a que el patron de acoplamiento del H-4’ es similar a la del compuesto 4,
también se presume que el benzoimidazol 5 se encuentra en una silla *C4 con los

sustituyentes mas voluminosos en posicion ecuatorial (figura 15).

32



Figura 15. Proyeccion de la silla *C, del compuesto 5.

Obtencion del benzooxazol (6)

El acoplamiento de la cetona 3 con orto-aminofenol, bajo las condiciones de reaccion
ya establecidas, condujo a la obtencion de una mezcla del benzooxazol 6 y un
subproducto que no pudo ser identificado (esquema 9). Tras la purificacién mediante

cromatografia en columna se obtuvo 6 con un rendimiento del 18 %.

0 O
NH,
.mll[/// + PTSA

_ R

\\\‘ [ \\
o : o OH e N
o
3 25 6

Esquema 9. Obtencidn del benzoxazol 6

Caracterizacion del benzooxazol 6

La espectroscopia del compuesto 6 es muy similar a la observada para el compuesto 5, no

obstante se observa un aumento general en la frecuencia de las sefiales. En el espectro de

'H-RMN del producto 6 (figura 16), por ejemplo se identifican las sefiales
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correspondientes a los cuatro metilos de los grupos protectores en 1.36, 1.43 y 1.53 ppm,
respectivamente; entre 6.76 y 6.62 ppm se localizan las sefiales correspondientes al anillo
aromatico, en 4.24 y 4.02 se observan las dos sefiales dobles de los protones diasterotdpicos

H-5"" con una constante de acoplamiento Jgem de 9.5 Hz y la sefial simple correspondiente

al NH resuena en 4.40 ppm.

" " 4000
3 2 2xCH,
5 O
4, O 4n 5" O 1" 3500
.
6' ’//// CH
NH
. 3a N 3000
\\ la 2 3
31 O\\ - 01 33. 4 1800
= I 1600
o = CHy
C)F 7a 5 H-5, H-6 y H-7 [ 1400 2500
1200
7T 6
+ 1000
2000
800
H-4 600
400 + 1500
+200
H-5" H-5" e Fo
+ 1000
T T T T T T T T T T T T T
7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40
f1 (ppm)
500
JUbbuo

T T T T T
-7 46 45 44 43 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3

T T
3323

f1 (ppm)

Figura 16. Espectro de RMN *H (500MHz, CDCI3) del compuesto 6.
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Por su parte en el espectro de *C-RMN (figura 17) se observan las 18 sefiales
correspondientes a los carbonos del benzoxazol 6. El desplazamiento de la sefial del

carbono espiranico C-2 (109.6 ppm), concuerda con el valor esperado para un carbono

espiranico.
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Figura 17. Espectro RMN de **C (125.7 MHz, CDCls) del compuesto 6.

Uno de los protones diasterotopicos H-4’ se acopla geminalmente con un valor de Jgem =
13,5 Hz y con el H-3’a con un valor de J3a..e = 3.5 Hz, mientras que el otro H-4’
Unicamente se observa el acoplamiento geminal. La ausencia de valores de constantes de
acoplamiento diaxiales sugiere que la conformacion del compuesto 6 es de tipo silla 'C4
(figura 18). No obstante se realizaron experimentos de acoplamiento espacial, no fue

posible determinar la isomeria del centro quiral C-2.
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Figura 18. Proyeccion de la silla 1C4 del compuesto 6.

En la tabla 2, se puede observar que al intercambiar uno de los heteroatomos presentes en el
heterociclo fusionado, el desplazamiento quimico de los carbonos vecinos se ve afectado,

no obstante los valores para el carbono espiro C-2 se mantienen cercanos.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos seleccionados de los compuestos 4,5y 6 (ppm)

compuesto C-2 C-3a C-7a
4 108.2 147.1 123.0
5 107.1 109.4 112.7
6 109.6 105.4 113.0

Se llevaron a cabo ensayos para llevar a cabo la remocion de los acetales. Los compuestos
4,5y 6 trataron con una mezcla de TFA-agua (9:1), obteniéndose una mezcla de productos
de degradacion. Alternativamente, se intentd realizar la reaccion de desproteccion
empleando resina Amberlite® IRN150, como fuente de protones, sin embargo se
obtuvieron resultados similares.

Los espirobenzoderivados se ensayaran como inhibidores enzimaticos frente a una serie de

glicosidasas y la glucdgenofosforilasa.
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CONCLUSIONES

Se desarroll6 una técnica para proteger regio y estereoselectivamente los hidroxilos

1,2 y 4,5 de la D-fructosa.

Se sintetizaron tres diferentes heterociclos a partir de una ulosa sacaridica.

Los compuestos obtenidos son inestables en condiciones de fuerte acidez por lo que

no fue posible la remocion de los grupos protectores.

Se logré la caracterizacion de los espirobenzoderivados de forma exitosa por RMN
de *H y 13C utilizando los expermientos COSY y HSQC. No obstante no fue posible

establecer la configuracion del nuevo centro quiral.
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PARTE EXPERIMENTAL
METODOS GENERALES

Los disolventes anhidros THF, CH2Cl, y MeOH se adquirieron directamente a la casa

comercial indicada en el apartado de productos comerciales.

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Melt-Temp, con escala en grados Celsius,

utilizando la técnica de capilar abierto y no estan corregidos.

La cromatografia analitica en capa fina (c.c.f) se realiz6 empleando placas comerciales de
gel de silice grado 60 con espesor de capa de 0.25 mm que contiene indicador de
fluorescencias (F254). Como fase movil se emplearon sistemas de elucion acetato de etilo-
hexano. Para su revelado se empled luz ultravioleta de onda corta (254 nm, lampara de UV -
G-54) o por calcinacion de las placas previamente empapadas con acido sulfurico al 5%,
ninhidrina en EtOH al 0.1% o revelador de vainillina (2 g de vainillinay 1 mL de H2SO4
en 100 mL de EtOH).

Para la cromatografia en columna se utilizo gel de silice 60 (230-400 mallas) de acuerdo a
la técnica de cromatografia en columna tipo flash, utilizando un sistema de eluyentes

hexano/ acetato de etilo.

Los espectros de *H-RMN y *C-RMN se han realizado en un espectrémetro BRUCKER
(multinuclear de 500 MHz). Se ha empleado como disolvente CDCls. Los valores de
desplazamiento quimico (0) se dan en ppm y los valores de las constantes de acoplamiento
(J) se dan en Hertz (Hz). Los espectros se han calibrado usando las sefiales del disolvente
como referencias internas. La multiplicidad de las sefiales de los diferentes espectros de 'H
estan asignadas de la siguiente manera s (sefial simple), d (sefial doble), dd (doble de

dobles), m (sefial multiple).

La asignacién de las sefiales de *H-RMN se ha realizado mediante experimentos de COSY

(Correlated Spectroscopy).
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La asignacion de las sefiales de °C se ha realizado mediante técnicas de correlacion
heteronuclear 2D *H-3C: HSQC (*H detection mode Heteronuclear Single-Quantum

Correlation).
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REACTIVOS COMERCIALES

o-Fenilendiamina (Aldrich)

2-Aminotiofenol (Aldrich)

2-Aminofenol (Aldrich)

Acetona (Aldrich)

CH_CI, Anhidro (Aldrich)

D-Fructosa (Aldrich)

Eter etilico (Aldrich)

PCC (Aldrich)

TFA (Aldrich)

THF anhidro (Aldrich)

Trietilamina (Aldrich)
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MATERIAS PRIMAS

Preparacion de 1,2:4,5 -di-O-isopropilideno-B-D-fructopiranosa (2)

&
N OH

OII“IH,

Se prepara segin el método descrito por Brady.*® A una suspension de p-fructosa (2 g,
11.10 mmol) en 40 mL acetona enfriada a 0 °C, se afiade gota a gota H.SO4 (0.15 mL). La
mezcla se mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas. Una vez pasado
este tiempo la reaccion se enfria a 0 °C y se afiade trietilamina hasta alcanzar un pH basico.
A continuacion, la reaccion se concentra a sequedad y el solido formado de disuelve con

AcOEt. Se lava con agua se seca sobre MgSQOa, se filtra y se concentra a sequedad. El

residuo se recristaliza en éter etilico (1.75 g, 60 %).

Preparacion de 1:2,4:5-di-O-isopropilideno-3-oxo -B-D-fructopiranosa

(3)
OA(
o 0
.ul[”ll/
0\\‘\\\\‘ Y o)
5

Se prepara segun el método descrito por Saito et al mencionado anteriormente. A una

suspension de 1,2:4,5-di-O-isopropilideno-p-D-fructopiranosa (300 mg, 1.15 mmol) en

% Brady, R. F. Jr. Carbohyd. Res. 1970, 15, 35-40.
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diclorometano comercial (4 mL), se afilade anhidrido acético gota a gota (0.45 mL),
posteriormente se agrega PCC (0.75 g, 3.47 mmol). La reaccion se mantiene en agitacion a
temperatura ambiente por 24 horas. Una vez pasado este tiempo la mezcla resultante es
filtrada sobre celita y se evapora a sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia
en columna (hexano/ AcOEt 7:3) (250 mg, 79%).
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NUEVAS INVESTIGACIONES

Meétodo general para la sintesis de los benzoderivados 4, 5y 6

A una disolucién de la cetona 3 (100 mg, 0.38 mmol) en metanol (5 mL) se adicionan el
compuesto orto-disustituido pertinente (0.58 mmol) y acido p-toluensulfénico (PTSA)
(6.54 mg, 0.03 mmol) disuelto en metanol (5 mL). La reaccidon se mantiene en agitacion
durante 24 h a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se lleva a sequedad a presion
reducida, el sélido se redisuelve en 3 mL de AcOEt y se purifica mediante cromatografia en
columna usando gel de silice neutralizada con EtzN, usando un sistema de eluyentes
hexano/AcOEt 7:3.

(2'S,4'R,5'R)-2",2"-dimetil-5',6'-dihidro-3H,4'H-dispiro[benzo[d]thiazol-
2,3'-piran-2',4"-[1,3]dioxolano]-4',5'-diol (4)

Compuesto orto-disustituido: 2-Aminotiofenol (62 uL)

Rendimiento: 12 mg, 10%. rf: 0.27 (Hex/AcOEt, 7:3)

p.f: 139°C-142°C

'H RMN (500 MHz, CDCls): 6 1.38 (s, 6H, 2 x CH3), 2.89 (sa, 2H, 2 x OH), 3.73 (d, 1H,

Jss = 3.0 Hz, H-4%), 3.80 (d, 1H, Jgem =11.5 Hz, H-6"), 3.93 (d, 1H, Jgem= 9.5 Hz, H-5""),
4.00-3.96 (M, 2H, H-6> y H-5"), 4.37 (d, 1H, H-5"), 5.18 (s, 1H, NH), 6.39 (dd, 1H, Js5 =
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7.5 HZ, \]4,6 :1.0 HZ, H‘4), 6.52 (td, 1H1 ‘]6,5 = ‘]6,7 = 7.5 HZ, J6,4 - 1.0 HZ, H-6), 6.77 (td’
1H, Js7 = 1.0 Hz, H-5), 6.86 (dd, 1H, H-7).

13C RMN (125.7 MHz, CDCls): & 26.2 (CHs), 26.6 (CHs), 63.6 (C-67), 69.2 (C-57), 70.7
(C-4), 73.0 (C-5""), 82.6 (C-2°), 108.2 (C-2), 108.4 (C-4), 113.4 (C-2""), 119.1 (C-6),
121.2 (C-7), 123.0 (C-7a), 125.7 (C-5), 147.1 (C-3a).

(3a'R,6'R,7a'S)-2',2',2",2"-tetrametil-1,3,3a’,7a'-tetrahidro-4'H-
diespiro[benzo[d]imidazol-2,7'-[1,3]dioxolo[4,5-c]piran-6',4"-
[1,3]dioxolano] (5)

Compuesto orto-disustituido: o-Fenilendiamina (63 mg)

Rendimiento: 34 mg, 26%. rf: 0.57 (Hex/AcOEt, 7:3)

p.f: 114°C-117°C

IH RMN (500 MHz, CDCls): & 1.34 (s, 3H, CH3), 1.46 (s, 3H, CHs), 1.52 (s, 6H, 2 x CH3),
3.90 (s, 1H, NH), 3.99 (d, 1H, Jgem = 9.5 Hz, H-5), 4.12 (d, 1H, Jgem = 13.5 Hz, H-4"),
4.21-4.18 (m, 2H, H-4> y H-7"a), 4.34 (m, 2H, H-3’a y NH), 4.40 (d, 1H, H-5>"), 6.41 (dd,

1H, J45 = 7.0 Hz, Jag =1.5 Hz, H-4), 6.50 (dd, 1H, J76 = 7.0 Hz, J75 =1.5 Hz, H-7), 6.57
(td, 1H, J = J = 7.5 Hz, H-6 0 H-5), 6.61 (td, 1H, J = J = 7.5 Hz, H-6 0 H-5).
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13C RMN (125.7 MHz, CDCl3): & 25.4 (CH3), 26.0 (CH3), 26.3 (CHz), 26.5 (CH3), 60.1 (C-
4, 71.8 (C-5"), 73.3 (C-3’a), 77.8 (C-7’a), 80.6 (C-6"), 107.1 (C-2), 107.2 (C-4), 108.4
(C-7), 109.4 (C-3a), 112.7 (C-7a), 119.1 (C-5 0 C-6), 120.0 (C-5 0 C-6), 139.1 (C-2’ o C-
27),139.5 (C2” 0 C-2").

(3a'R,6'S,7a'R)-2',2',2",2"-tetrametil-3a’, 7a’-dihidro-3H,4'H-
diespiro[benzo[d]oxazol-2,7'-[1,3]dioxolo[4,5-c]piran-6',4"-
[1,3]dioxolano] (6)

Compuesto orto-disustituido: 0-Aminofenol (63 mg)

Rendimiento: 24 mg, 18%. rf: 0.57 (Hex/AcOEt, 7:3)

p.f: 124°C-126°C

'H RMN (500 MHz, CDCls): § 1.36 (s, 3H, CHs), 1.43 (s, 3H, CH3), 1.53 (s, 6H, 2 x CHa),
4.02 (d, 1H, Jgem= 9.5 Hz, H-5"), 4.09 (d, 1H, Jgem= 13.5, H-4’), 4.24 (d, 1H, H-5""), 4.27

(dd, 1H, J4-3-= 3.5 Hz, H-4"), 4.40 (s, 1H, H-3), 4.43 (dd, 1H, J3474= 6.5 Hz, H-3’a), 4.55
(d, H-1, H-7"a), 6.63-6.62 (M, 1H, H-4), 6.76-6.69 (M, 3H, H-5, H-6, H-7).

13C RMN (125.7 MHz, CDCl3): 8 25.1 (CHs), 26.1 (x2) (2CH3), 26.4 (CH3), 60.6 (C-4"),
71.3 (C-5°"), 73.7 (C-3"a), 75.6 (C-7’a), 97.4 (C-6°), 105.4 (C-3a), 107.8 (C-5 0 C-6 0 C-7),
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109.6 (x2) (C-2 y C-4), 113.0 (C-7a), 120.5 (C-5 0 C-6 0 C-7), 121.5 (C-5 0 C-6 0 C-7),
137.1 (C-2’ 0 C-2""), 150.5 (C-2’ 0 C-2").
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ESPECTROS REPRESENTATIVOS
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