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CAPITULO |




l. Resumen

En este capitulo de la tesis se presenta la sintesis de nuevos derivados esteroidales
conformacionalmente restringidos, a partir de estrona, trans-androsterona y trans-
dehidroandrosterona y su estudio como potenciales agentes antiproliferativos. Dichos
derivados con un fragmento de tipo espiroheterociclo en la posicién C-17, fueron obtenidos
mediante reacciones de ciclocondensacion con rendimientos moderados.

Se planted la obtencion de imidazolidina-2-tionas e imidazolidin-2-onas (tioureas y
ureas ciclicas, respectivamente), a través del derivado diamino como intermediario clave,
mediante tres pasos de sintesis donde el paso crucial fue la realizacion de la reaccion de
Strecker sobre el grupo carbonilo para obtener un aminonitrilo, seguido de su reduccion,

originando el correspondiente diamino (figura 1).

O NH,
NH, H,N
— O™ B
T %
X_
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Figura 1. Diagrama de formacion de espiroureas y espirotioureas ciclicas

Se ensayaron las condiciones de reaccion para la obtencion de la correspondiente
tiourea ciclica, empleando 1,1’-tiocarbonildiimidazol o tiofosgeno como agentes tionantes,
y por otra parte para la obtencion de la urea se traté con trifosgeno; no obstante, a pesar de
las numerosas modificaciones experimentales ensayadas, incluyendo cambio de disolvente,
temperatura y catalizador, solo fue posible obtener la espirotiourea derivada de estrona en 4
pasos de reaccion.

Alternativamente, se ensay0 la condensacion del carbonilo en C-17 con o-
aminotiofenol, o-fenilendiamina y o-aminofenol, originando compuestos espiranicos de tipo
benzotiazolina, benzimidazolina y benzoxazolina, respectivamente (figura 2). Esta ruta
sintética, por tanto, mantiene intacta la posicion C-3 del esqueleto estereoidal, posicion

fundamental en muchas interacciones bioldgicas.
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Figura 2. Diagrama de formacion de derivados benzofusionados

Los compuestos sintetizados fueron evaluados in vitro sobre un panel de 6 lineas
celulares de tumores solidos humanos: A549 (células no pequefias de pulmdén), HBL-100
(mama), HelLa (cérvix), SW1573 (células pequefias de pulmoén), T-47D, (mama) y WiDr
(colon), con el fin de comprobar nuestra hipétesis, de que el disefio y sintesis de nuevos
compuestos conteniendo los farmacoforos mencionados podrian presentar actividad como
agentes antiproliferativos. Los resultados obtenidos fueron comparados con dos agentes
guimioterapéuticos esteroidales, la abiraterona y la galaterona. Los derivados mas potentes
fueron los espiroheterociclos de benzoxazolina tanto de estrona como de trans-
dehidroandrosterona, con valores de Glso en el rango submicromolar, frente a la linea celular
SW1573, con un incremento de actividad de 4-160 veces con respecto a los farmacos
empleados como referencia. Finalmente, se completd este capitulo con el estudio de docking
molecular de los derivados obtenidos de mayor interés, ademas del estudio computacional
para determinar la configuracion del nuevo centro quiral en C-17 generado en la formacion
de los espiroheterociclos, y el docking molecular de la benzoxazolina de estrona sobre la

proteina Bcl-2, mostrando una buena interaccion con los aminoécidos del sitio activo de esta.




. Abstract
In this chapter it is described the synthesis of novel conformationally constrained

steroidal derivatives, from estrone, trans-androsterone and trans-dehydroandrosterone and
their study as potential antiproliferative agents. These compounds bearing a spiroheterocycle
fragment on C-17, were obtained through cyclocondensation reactions with moderate yields.

The preparation of imidazoline-2-thiones and imidazolidine-2-ones (cyclic thioureas
and cyclic ureas, respectively) was designed through a diamine derivative as key
intermediate, in a tree step synthesis route where the crucial step was a Strecker reaction
performed over the carbonyl group to obtain the aminonitrile, followed by a reduction of the

nitrile giving the desired diamine derivative (figure 1).
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Figure 1. Cyclic spiroureas and spirothioureas formation diagram
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It was essayed the reaction conditions to obtain the proposed cyclic thioureas,
using 1,1'-thiocarbonyldiimidazole or thiophosgene as tightening agents and triphosgene
for the cyclic ureas. Nevertheless, despite the numerous experimental modifications
tested, including change of the solvent, temperature and catalysts, it was only possible to
obtain the estrone-derived spirothiourea in 4 reaction steps.

Alternatively, the carbonyl group on C-17 was condensed with o-aminothiophenol,
o-phenylenediamine and o-aminophenol to afford the corresponding spiranic
benzothiazoline, benzimidazoline and benzoxazoline, respectively. This synthetic
pathway maintains untouched the C-3 position of the steroidal skeleton, which is

fundamental in many biological interactions.
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Figure 2. Formation diagram of benzofused derivatives

The synthesized compounds were evaluated in vitro on a panel of 6 human solid
tumor cell lines: A549 (non-small lung cells), HBL-100 (breast), HelLa (cervix), SW1573
(small lung cells), T- 47D, (breast) and WiDr (colon), in order to test our hypothesis, that the
design and synthesis of new compounds containing the aforementioned pharmacophores,
could present activity as antiproliferative agents. The results obtained were compared with
two steroidal chemotherapeutic agents, abiraterone and galaterone. The most potent
derivatives were the benzoxazoline spiroheterocycles, both from estrone and from trans-
dehydroandrosterone, with Glsg values in the submicromolar range, compared to the SW1573
cell line, with an increase of the activity of 4-160 times with respect to the drugs used for
reference. Finally, this chapter was completed with the molecular docking study of the most
interesting derivatives obtained, in addition to the computational study to determine the
configuration of the new chiral center at C-17 generated in the formation of
spiroheterocycles, and the molecular docking of estrone benzoxazoline on the Bcl-2 protein,
showing a good interaction with the amino acids of its active site.




l.1. Introduccion

Actualmente el cancer es uno de los principales problemas de salud pablica a nivel
mundial; se estima que en el afio 2015 murieron alrededor de 8.8 millones de personas en
todo el mundo a causa de este padecimiento. A nivel mundial el cancer es la principal causa
de enfermedad ya que representa 12.7 millones de nuevos casos por afio y se espera que esta
cifra aumente a 26 millones para el afio 2030.*

La identificacion de nuevos agentes quimioterapeuticos con menos efectos adversos
y mayor efectividad terapéutica es esencial para un mejor pronostico de pacientes con
cancer.? Desde 1940, el 48.6% de todas las nuevas moléculas descubiertas en el area del
tratamiento del cancer son productos naturales o derivados de estos.® La gran diversidad
estructural, asi como la amplia gama de actividades bioldgicas exhibida por los productos
naturales, hace que sean estructuras idoneas para el disefio racional de farmacos. #°°

En la primera parte de esta Tesis Doctoral nos centraremos en los esteroides, los
cuales han resultado ser utiles en el tratamiento de muchos tipos de cancer y de otras
enfermedades.’

Por otro lado, algunos heterociclos nitrogenados son reconocidos por una amplia
variedad de biomoléculas,® proporcionando a las moléculas diversas propiedades bioldgicas,
algunos ejemplos de estos son las oxazolinas,®*° oxazolidinonas,!! y las imidazolinas'?*?
(figura 1.3).
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Figura 1.3. Estructuras de heterociclicos de interés farmacolégico

La incorporacion de heterociclos a un esqueleto esteroidal ha conducido al
descubrimiento de nuevas moléculas que presentan un amplio espectro de propiedades
bioldgicas; estructuras esteroidales con heterociclos sobre el anillo D poseen propiedades
bioldgicas Unicas que confieren a este tipo de compuestos no solo las tipicas actividades
hormonales, sino que también actlan como potentes antibidticos, anticancerigenos, o

antioxidantes, entre otros.*




Con respecto a su actividad antiproliferativa, se ha observado que derivados
esteroidales con heterociclos nitrogenados en C-17 presentan propiedades antagonistas de
receptores androgénicos,*® como la galaterona y la abiraterona (figura 1.4), los cuales se usan

en el tratamiento del cancer de prostata avanzado.®
g -
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Figura 1.4. Compuestos esteroidales utilizados como farmacos anticancerigenos

Algunos estudios sugieren que la interaccion con los receptores androgénicos se
debe a la coordinacion de un par de electrones libres del N del heterociclo con el grupo hemo
del centro activo de la enzima.’

Debido a las interesantes propiedades de los compuestos conformacionalmente
restringidos, 18 asi como a la peculiar distribucion espacial implicita en una estructura
espiranica, la sintesis de espiroheterociclos esteroidales se ha convertido en objeto de gran
interés en el area de Quimica Organica, sin considerar su amplia gama de actividades
bioldgicas.

El presente trabajo implica el disefio, la sintesis y caracterizacion espectroscopica
de nuevos derivados esteroidales heterociclicos con conformacion restringida, asi como la
evaluacion de su actividad antiproliferativa, su estudio de docking molecular y los calculos

teoricos para establecer la configuracion de C-17.




l.2. Antecedentes

1.2.1. Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial; en 2015 los tumores
malignos fueron responsables de 8.7 millones de muertes, ademas 17.5 millones de nuevos
casos fueron registrados, y se espera que el numero de casos aumente en un 70% para las
proximas dos décadas,*® llegando a 26 millones para el afio 2030. Considerando el impacto
sobre la salud y la economia, el cancer representa un gran reto a nivel mundial, por lo que el
descubrimiento de nuevos agentes quimioterapéuticos se ha convertido en una auténtica
necesidad actual.?

Tan solo en México el cancer es la tercera causa de muerte y se estima que cada afio
mueren 14 de cada 100 mexicanos a causa de esta enfermedad?! aunque las cifras son
alarmantes, muchos de los casos pueden presentar un buen pronostico si son detectados a
tiempo.??

La célula eucaridtica posee estrictos mecanismos de control que la inducen a
replicarse bajo condiciones muy especificas.?® Por diferentes causas, estos controles pueden
anularse y como resultado la célula se reproduce descontroladamente originando un tumor
que puede ser el origen de un cancer.?* La transformacion de una célula normal en tumoral
es un proceso multifasico y suele consistir en la progresion de una lesion precancerosa a un
tumor maligno. Estas alteraciones son el resultado de la interaccion entre los factores

genéticos del paciente y tres categorias de agentes externos:

e Carcinogenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizante.

e Carcindgenos quimicos, como los asbestos, los componentes del humo de tabaco, las
aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el arsénico (contaminante del agua de
bebida).

e Carcindgenos bioldgicos, como las infecciones causadas por determinados virus,

bacterias o parasitos.?

Estas alteraciones llevan a diversas mutaciones, las cuales son causa importante de la

iniciacion y el progreso de muchas enfermedades, incluyendo la aterosclerosis, las




enfermedades del corazon, y el cancer. Se ha observado que los fitoquimicos que reducen la
mutagénesis pueden ofrecer potencial preventivo contra el cancer.

Estudios epidemioldgicos y en animales han indicado que los productos naturales
quimiopreventivos se asocian con un menor riesgo de desarrollo del cancer. ¥’ La
identificacion de nuevos agentes con menos efectos adversos y mayor efectividad terapéutica

es muy significativa para un mejor pronostico de pacientes con cancer.?®

1.2.2. Farmacos anticancerigenos

Algunos farmacos anticancerigenos presentan actividad antiproliferativa, la cual es la
capacidad de inhibir el desarrollo descontrolado de células eucarioticas.?®

Los utilizados en el tratamiento del cancer pueden clasificarse en varios grupos de
acuerdo con factores como, su mecanismo de accién, su estructura quimica y su relacion con
otros compuestos; de hecho, algunas moléculas pueden actuar de mas de una forma y
pertenecer a mas de un grupo.

Los corticoesteroides, o simplemente esteroides, son hormonas naturales, Gtiles en el
tratamiento de muchos tipos de cancer y de otras enfermedades, aunque poseen una funcion
méas como coadyuvantes en el tratamiento del cancer que propiamente como compuestos
anticancerigenos. Algunos ejemplos de estos son la prednisona, la metilprednisolona y la

dexametasona.®®

1.2.3. Productos naturales

Con la finalidad de combatir las diversas enfermedades, la medicina ha estado
vinculada desde siempre al uso de compuestos provenientes de plantas, animales o
microorganismos. En las ultimas décadas, los avances en los métodos de aislamiento y
purificacion, asi como los analisis espectroscopicos y espectrométricos, han permitido la
caracterizacion de los principios activos para su uso farmacéutico, ya sea como productos
naturales o como moléculas derivadas de ellos.*

Los productos naturales constituyen, sin lugar a duda, un buen punto de partida para el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas con potencial terapéutico,! ya que pueden
considerarse estructuras privilegiadas®? que han sido seleccionadas por la evolucion por su

capacidad de interaccionar con mudltiples receptores, por lo tanto, exhiben mdltiples




actividades bioldgicas.®® Los productos naturales, analogos o derivados de sus farmacoforos,
representan el 50% de los farmacos que existen actualmente en uso clinico, especialmente en
el area del cancer.3* Por ejemplo en los Gltimos afios, muchos componentes procedentes de
plantas se han purificado e identificado como agentes anticancerigenos eficaces.®*

Algunos estudios se han enfocado en los compuestos quimicos que normalmente se
encuentran en frutas y verduras, varios de estos agentes son conocidos por destruir células
cancerosas con independencia del estado de los receptores. Estos compuestos son capaces de
actuar en gran medida debido a su actividad pleiotropica, lo que significa que estos agentes
son capaces de presentar efectos en receptores no relacionados. % Un requisito previo
importante en la identificacién de tales agentes es que deben ser fisiolégicamente poco
toxicos y lo menos dafinos frente a las células normales.®

En los ultimos afios, se han descrito algunos compuestos naturales que tienen
propiedades contra el cancer, tales como el nucledsido cordicepina, que induce la apoptosis
y la autofagia en las células de cancer de mama, y la isoflavona genisteina, que inhibe la
metastasis dsea osteolitica de cancer de mama.3® El resveratrol (un polifenol de la uva) y la
sanguinarina (un alcaloide) también inhiben la proliferacion y promueven la apoptosis de las

células de osteosarcoma.3’

1.2.4. Esteroides
Los esteroides constituyen un amplio grupo de productos naturales ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Son compuestos organicos que poseen un esqueleto derivado
del ciclopenta[a]fenantreno (figura 1.5).

Figura 1.5. Estructura y numeracién del ciclopenta[a]fenantreno descrita por la IUPAC3®

Su esqueleto consta de 4 anillos nombrados como A, B, Cy D, por lo general contiene
grupos metilo sobre las posiciones C-10 y C-13, mientras que en C-17 frecuentemente poseen




una cadena lateral hidrocarbonada.*® La gran mayoria de los compuestos esteroidales poseen
un grupo oxigenado en C-3. Los dobles enlaces son también grupos funcionales usualmente
observados en moléculas esteroidales naturales; un ejemplo de ello es el colesterol, con una

insaturacion entre las posiciones C-5y C-6 (figura 1.6).
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Figura 1.6. Colesterol, esterol ampliamente distribuido en el reino animal

Se ha llegado a considerar que los compuestos esteroidales fueron de las primeras
estructuras moleculares construidas por los organismos vivos y que posteriormente a la par
de la diversificacion de las especies fueron tomando las funciones caracteristicas que hoy
conocemos.

En cuanto a los esteroides como familia, son un grupo de compuestos
estructuralmente relacionados, que poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas,*
podemos encontrar una gran diversificacion estructural, tanto en compuestos que presentan
el nucleo esteroidal como en derivados de estos, o que hace a este tipo de metabolitos una
familia inmensa con multiples y diversas actividades biologicas, lo que incrementa su
importancia a nivel farmacolégico.*? Los compuestos naturales y los derivados de estos son
las moléculas mas usadas como medicamentos alrededor del mundo.*® El primer agente
anticancerigeno con estructura esteroidal fue de origen herbal. Ademas de los esteroides
naturales de plantas, algunos metabolitos esteroidales enddgenos son también reportados
como potentes agentes antiproliferativos.*

Los esteroides juegan un rol primordial en la regulacion de procesos fisioldgicos y en
la interaccion con numerosas dianas terapéuticas.*

Presentan mdltiples aplicaciones*’ como antiinflamatorios, diuréticos, anabdlicos,

anticonceptivos, antiandrogénicos y anticancerigenos.*?




La obtencion de derivados esteroidales mediante semisintesis es un area de especial
interés en la Quimica Medicinal, con el fin de acceder a nuevas moléculas bioactivas, para el
tratamiento de diversas enfermedades. En particular, la incorporacion de heterociclos a los
esteroides ha conducido a derivados menos toxicos y con una menor quimiorresistencia.*?

Los esteroides naturales y sus congeneres sintéticos fueron extensivamente
estudiados en las dltimas décadas. Las hormonas sexuales, diuréticos y antibidticos son
algunos ejemplos representativos. En particular la actividad antiflogistica de los esteroides
Ilamada también caracteristica antiinflamatoria, es vista como un area activa en la quimica
bioorganica medicinal.*® Otro grupo de esteroides que ha sido ampliamente estudiada son los
de origen marino y especialmente los derivados polihidroxilados, presentan mdaltiples
actividades bioldgicas, como citotdxicas, antibacterianas, antifiingicas y antiinflamatorias.*’

Dos ejemplos representativos de esteroides con actividad bioldgica son la galaterona
y la abiraterona, utilizados para el tratamiento de cancer de préstata avanzado. La galaterona
posee un unico mecanismo de accion dual, caracterizado por la inhibicidn selectiva de la
actividad de la enzima CYP-17, a su vez actla como un antagonista del receptor de
androgenos, por otro lado, la abiraterona es un inhibidor de la sintesis de andrégenos por
bloqueo de la accion de la enzima CYP-17 que esta involucrada en la biosintesis de
androgenos.*®

Recientemente, Zhang y colaboradores han descrito la preparacion de nuevos
dihidropiridinil espirooxindoles esteroideos; la evaluacion biologica parece indicar que estos
compuestos inhiben potentemente el crecimiento de las células cancerosas humanas e
inducen el paro del ciclo celular y la apoptosis de una manera dependiente del tiempo y la
concentracion (figura 1.7). 48

Los agentes esteroidales utilizados en las practicas oncologicas son tipicamente
administrados por sus propiedades de disrupcion endocrina (como los antagonistas de
estrégenos o inhibidores de la aromatasa); los analogos sintéticos de los esteroides naturales
son ampliamente utilizados en el tratamiento de canceres del sistema reproductivo.*®

Ademas de los bien conocidos disruptores endocrinos, se ha descrito que otros
esteroides ejercen efectos anticancerigenos pronunciados de una manera independiente de la

hormona.®
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Figura 1.7. Espiroxindoles en estudio clinico y moléculas relacionadas*®

Los alcaloides esteroidales, metabolitos secundarios que contienen nitrogeno, se
encuentran en muchas familias de plantas como las liliaceaes, las solanaceaes, y muchos de
ellos se comportan como potentes agentes anticancerigenos; en este contexto, la solasodina
glicosilada se ha investigado contra el carcinoma humano.>® Por otro lado, los androstanos
y sus analogos estructurales son considerados como un prometedor esqueleto para el
desarrollo de agentes anticancerigenos basados en esteroides.

Se ha descrito una accién antiproliferativa considerable de varios conjuntos de
analogos de androstano innovadores contra una amplia variedad de lineas celulares, que
incluyen cancer de préstata, mama, cuello uterino, ovario, leucemia, melanoma, colon y
cancer gastrico.>

Los derivados de la 19-nortestosterona, por ejemplo, levonorgestrel, desogestrel y
dienogestrel, se utilizan ampliamente en la terapia de reemplazo hormonal, la anticoncepcion
y el tratamiento de la endometriosis.®® Mas alla de estas aplicaciones clinicas bien
establecidas, varios derivados de 19-nortestosterona han sido reportados recientemente como
potenciales agentes anticancerigenos, por ejemplo, se ha demostrado que la mibolerona (7o,
17a-Dimetil-19-nortestosterona), un miembro sintético metabolicamente estable de esta
clase inhibe eficazmente la proliferacion de célula cancerigenas estimuladas por estrégenos

en ensayos in vitro.>




Los derivados esteroidales que contiene nitrogeno son farmacos clinicos comunmente
usados en la quimioterapia del cancer; casi todos los farmacos anticancerigenos, de uso
clinico se limitan debido a su toxicidad hacia los tejidos normales. Un logro importante de la
quimioterapia del cancer es amplificar la inhibicion selectiva de las células tumorales,
mientras se disminuye la toxicidad a los tejidos normales. Un enfoque para mejorar esta
selectividad es fusionar diferentes heterociclos que contiene nitrégeno unidos a un nicleo
esteroidal. Los aductos citotdxicos formados pueden atacar a tumores especificos, observado
en muchos estudios previos de la interaccion entre los esteroides y sus receptores en el control
del crecimiento de las células cancerigenas.>

Los esteroides pueden ser utilizados en canceres dependientes de hormonas, por otro
lado, también se ha comprobado su efecto positivo en el carcinoma hepatocelular uno de los
tipos de cancer mas peligrosos. Es el causante de la tercera causa de muerte por cancer, se ha
visto que algunos heterociclos disminuyen la toxicidad e incrementan la selectividad.

En la figura 1.8 se muestran dos derivados esteroidales con hidrazona, una funcién
inusual; estos derivados presentaron una alta actividad antiproliferativa en carcinoma de

higado humano.>
o
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Figura 1.8. Derivados esteroidales con una porcién tipo hidrazona con potente actividad

antiproliferativa®®

Figura 1.9. 5a,8a-epidioxicolest-6-en-33-ol




Otro heterociclo esteroidal relevante es el 5a,8a-epidioxicolest-6-en-3p3-ol (CEP)
(figura 1.9), capaz de inhibir el crecimiento de células cancerosas, inducir apoptosis o detener
el ciclo celular por rutas tanto dependientes como independientes de p53.%

Al-Mohizea y colaboradores reportaron que la presencia de heterociclos en
estructuras esteroidales generan derivados que actian como analgésicos, anticonvulsivantes,
antiandrogenicos, y antimicrobianos. Recientemente algunos heterociclos con un residuo
esteroidal han sido reportados como antiandrogénicos y con actividad antitumoral frente al

cancer de prostata.*’




1.3. Objetivos

e Disenfar, sintetizar y caracterizar espectroscopicamente nuevos derivados esteroidales
con residuos heterociclicos de tipo urea y tiourea, de conformacion restringida, con
una union espiranica sobre la posicion 17, a partir de estrona (1), trans-androsterona

(2) y trans-dehidroandrosterona (3).

X X X

.

N
HN ‘N HN HN |

HO HO! : HO!

Figura 1.10. Heterociclos nitrogenados a partir de estrona (1), trans-androsterona (2) y trans-

dehidroandrosterona (3)

e Sintetizar, benzotiazolinas, benzimidazolinas y benzoxazolinas por reacciones de tipo
one-pot, sobre el grupo carbonilo de C-17 a partir de estrona (1), trans-androsterona

(2) y trans-dehidroandrosterona (3).
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Figura 1.11. Derivados esteroidales de tipo benzotiazolina, benzoxazolina y

benzimidazolina

e Evaluar la actividad antiproliferativa, de todos los derivados sintetizados sobre una

serie de lineas celulares de tumores solidos humanos.

e Realizar un estudio de relacién estructura-actividad.




l.a. Resultados y discusion

Todas las rutas sintéticas descritas en este primer bloque parten de los siguientes
esteroides comerciales: estrona (1), trans-androsterona (2) o trans-dehidroandrosterona (3)
(figura 1.12).

HO HO |5| HO
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Figura 1.12. Materias primas utilizadas en este trabajo. Estrona (1), trans-androsterona (2) y trans-

dehidroandrosterona (3)

Inicialmente se plante6 la sintesis de imidazolidina-2-tionas e imidazolidin-2-onas
espiranicas sobre C-17 (tioureas y ureas ciclicas, respectivamente), a partir de estrona, trans-
androsterona y trans-dehidroandrosterona. Para ello se requiere generar en C-17 un
aminonitrilo, y posteriormente reducirlo para obtener un diamino como intermedio clave,
para funcionalizarlo y asi obtener diversos heterociclos. A continuacién, se describe la

secuencia de sintesis requerida para tal fin:

1.4.1. Reaccion de proteccion del grupo hidroxilo sobre C-3
La primera etapa de la sintesis implica la proteccién del grupo hidroxilo de la posicion
C-3, con objeto de evitar posteriores reacciones secundarias, seleccionando inicialmente el
grupo bencilo. Se realizo la reaccion de proteccion sobre la trans-androsterona (2), usando
bromuro de bencilo, hidruro de sodio como base y DMF como disolvente, (esquema 1.1),
sin embargo; se observéd una descomposicion de la materia prima, por lo que fue necesario

cambiar de grupo protector, intentando como segunda opcién el grupo acetato.




NaH, BrBn

DMF, t. a.

HO BnO
2 2a

No se observo
Esquema I.1. Ensayo para la reaccién de proteccidn de 2 con bromuro de bencilo

Se realizd la proteccion del hidroxilo de la posicidon 3 con un grupo acetato, sobre
estrona (1) y trans-androsterona (2), utilizando anhidrido acéticoy DMAP como catalizador
(esquema 1.2). Se llevo a cabo la proteccion del hidroxilo en C-3 de manera satisfactoria,

(98% de rendimiento para estrona y 89% para trans-androsterona, tras purificacion en
columna).
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Esquema 1.2. Reacciones de proteccion de los grupos hidroxilos de 1 y 2 mediante la formacion de

un éster metilico

Se pudo confirmar la presencia de ambas estructuras mediante el analisis de la
espectroscopia de RMN de 'H, observando entre 1.70 y 2.20 ppm la sefial caracteristica del
metilo del grupo acetato en ambos espectros.

En el espectro del derivado de androsterona 2b (espectro 1.1), en alrededor de 0.60
ppm se encuentran los dos singuletes asignados a los metilos 18 y 19y entre 0.40y 2.20 ppm,

la mayoria de los protones del esqueleto esteroidal. Por otro lado, la presencia del grupo




acetato se confirma por la presencia del singulete a 1.8 ppm y por el fuerte

desapantallamiento experimentado por H-3, que resuena a aproximadamente 4.40 ppm.
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Espectro 1.1. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) del acetato de trans-androsterona (2b)

En el caso del derivado de estrona 1a (espectro 1.2) se observa un singulete por 0.70
ppm el cual corresponde al metilo 18. En 2.20 ppm se encuentra una sefial simple
perteneciente al metilo del grupo acetato, entre 6.50 y 7.20 ppm se muestra claramente la

presencia de los hidrégenos del anillo aromatico trisustituido de la estrona.
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Espectro 1.2. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClIs) del acetato de estrona (1a)
En el espectro de RMN de *C, del derivado de estrona 1a (espectro 1.3), se localiza

la sefial del metilo 18 en 10.0 ppm, mientras en 20.0 ppm la sefial del metilo del grupo acetato;

entre 115.0 y 150.0 ppm, se observan las sefiales de los 6 carbonos del anillo aromatico de la




estrona, ademas de una sefial en 170.0 ppm, la cual pertenece al carbonilo del acetato y en

222.0 ppm el carbono carbonilico C-17.
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Espectro 1.3. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de acetato de estrona (1a)

En el espectro de RMN de *C del derivado de trans-androsterona 2b (espectro 1.4),
observamos todos los carbonos de esqueleto esteroidal entre 10.0 ppm y 55.0 ppm. La
incorporacion del grupo acetato origina también en el espectro un fuerte desapantallamiento
de C-3, siendo la unica sefial del nucleo esteroidal con una resonancia superior a 70 ppm,
exceptuando, obviamente, los grupos carbonilo de acetato (170.0 ppm) y de C-17 (220.0

ppm). O
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Espectro 1.4. Espectro de **C RMN (125.5 MHz, CDCls) de acetato de androsterona (2b)




1.4.2. Sintesis del a-aminonitrilo sobre C-17

Se planted la formacion del a-aminonitrilo como intermediario sintético clave, a
partir de estrona (1) y trans-androsterona (2). Al realizar la primera reaccion para la
obtencion del aminonitrilo, se elimind el grupo protector de C-3, por lo que las reacciones
posteriores se llevaron a cabo sin proteccion del grupo hidroxilo de C-3. El acceso a dicho
intermedio implica una reaccion de Strecker a partir del grupo carbonilo de los esteroides
empleados como materia prima. A tal efecto se requiere la formacién de una imina, y este
paso supuso un mayor numero de problemas sintéticos de los previstos inicialmente. Las
estrategias seguidas se muestran en los esquemas 1.3 (estrona) y 1.4 (trans-androsterona).
Sobre ambos esteroides se ensay0 la formacion de tres tipos de electrofilos sobre los cuales
poder adicionar el anion cianuro: oxima (4, 7), empleando hidrocloruro de hidroxilamina
comercial; imina (5, 8), a partir de NHz y diversos acidos de Lewis como catalizadores; o N-
feniletilimina (6, 10) usando FEA y catalisis acida (APTS).

La reaccion sobre estrona (1) se realizd con una solucion de amoniaco en metanol
anhidro e isopropdxido de titanio como catalizador, se mantuvo a temperatura ambiente

durante 8 dias, pero la reaccion no procedio.

N-OH
/
o HO 4
e
o
ANy NH
o
0 a) NHs, MeOH, Ti(i-OPr),
b) BF3-OEt;
O
c¢) NH3, MeOH HO 5
No se
HO % detect6
47, S
/@/70 !
HO 6

Esquema 1.3. Reacciones sobre el C-17 de la estrona (1)




Para la formacion de las iminas a partir de estrona (1) y trans-androsterona (2), se
ensay6 el uso de amoniaco metandlico en presencia de un acido de Lewis como catalizador
(Ti(i-OPr)s o BF3); a pesar de emplear largos tiempos de reaccion (hasta 8 dias), o
temperaturas de reflujo, no se observo reaccién alguna.

En el caso de la reaccion con la trans-androsterona (2, esquema 1.4), para la
formacion de la imina, se observo mediante CCF la formacion del complejo del esteroide con
BFs; no obstante, tras la adicién de agua en el procesado de la reaccion, revirtié hasta el
compuesto original, sin obtenerse nada de la imina buscada. Se obtuvo el mismo resultado
empleando malla molecular durante el transcurso de la reaccion. La reaccion con estrona (1)
tampoco presento ningn cambio.

Alternativamente, se ensayaron otras dos reacciones utilizando estrona (1) y trans-
androsterona (2), para intentar el acceso a la imina N-sustituida 11 (esquema 1.5). Dicho
proceso implica una reaccion en dos etapas: la primera parte consistié en la formacion de la
imina 6 y 10 utilizando 2-feniletilamina (FEA) en xileno, y &cido p-toluensulfonico como
catalizador. La reaccion transcurrié a reflujo durante 72 horas; tras la eliminacion del
disolvente se observé la formacion de varios subproductos, ademéas de los productos

esperados y materia prima.
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HO 2 NH,OH
0 HO 9
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1) FEA, APTS, N
xileno
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MeOH
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Esquema 1.4. Reacciones sobre el C-17 de la trans-androsterona (2)




Una vez eliminado el disolvente se procedio a la segunda etapa de reaccion sin
purificacion (esquema 1.5). Para formar el amino nitrilo a partir de la imina sustituida, se
utiliz6 TMSCN vy cloruro de zinc anhidro, la reaccion se dejo en agitacion constante a

temperatura ambiente durante 7 dias, sin observar ningun cambio.

e S

HN
/ TMSCN, ZnCl, CN
_—
Metanol
HO 10 HO 11
No se
detectd

Esquema 1.5. Adicidn del grupo nitrilo sobre el C-17 de la imina sustituida 10

Posteriormente se modificaron las condiciones de reaccion para la trans-androsterona
(2), para intentar acceder al a-amino nitrilo 9 (esquema 1.4):

Primero se utiliz6 cianuro de potasio, cloruro de amonio e isopropanol, en agitacion
constante a temperatura ambiente durante 8 dias. Posteriormente, se modificé y se cambio el
cloruro de amonio por solucion de amoniaco en metanol y el isopropanol por metanol,
dejando la reaccién en agitacion constante a temperatura ambiente por 8 dias. En la tercera
se adiciond acetato de sodio y cianuro de potasio en metanol, la reaccion se dejo a reflujo
durante 3 dias, sin embargo, ninguna procedid. La Gltima reaccion se realizé en dos etapas,
la primera consistié en formar la imina 10 utilizando FEA y acido acético como catalizador,
la reaccion se mantuvo a reflujo durante 64 horas, pero tampoco se llevo a cabo.

Las oximas 4 y 7 obtenidas de estrona (1) y trans-androsterona (2) sobre el carbono
17, se generaron con clorhidrato de hidroxilamina y acetato de sodio a reflujo durante una
hora, ambas reacciones procedieron en su totalidad y fueron purificadas, observando la
formacion de ambas oximas, E y Z en el espectro de RMN. Una vez generadas las oximas 4
y 7, se ensay0 la adicion nucleofilica de cianuro empleando diversas condiciones
experimentales (esquema 1.6); en todas ellas se empleé metanol como disolvente, con un

rango de temperatura comprendido entre la temperatura ambiente y la temperatura de reflujo:

1-. Cianuro de potasio, en ausencia de catalizador.




2-. Cianuro de potasio en presencia de ZnCl, anhidro.
3-. TMSCN y ZnCl; anhidro.
4-. TMSCN y BF3.Et20.

Desafortunadamente, en ninguna de las condiciones anteriormente mencionada se
observo evolucion de la reaccion; con el BFs.Et2O se detectd la formacion del

correspondiente complejo mediante CCF pero tampoco evoluciono.

OH OH
-
';‘ HN”
CN
_—
b 407 ) 12 013

No se observaron

Esquema 1.6. Adicidn del grupo nitrilo a las oximas 4 y 7 de estrona y trans-androsterona
respectivamente

Alternativamente y partiendo de trans-androsterona (2), con 2 equivalentes de
cianuro de potasio y de cloruro de amonio en metanol, la reaccién se mantuvo a 80 °C durante
64 horas, obteniéndose inesperadamente la amida 17 y el aminonitrilo 9 (esperado), en un
rendimiento bajo. Con objeto de optimizar las condiciones de esta reaccion one pot hacia la
formacion del aminonitrilo deseado, se modifico tanto el nimero de equivalentes de ambos
reactivos (KCN y NH4ClI), como la temperatura de reaccion. Asi pues, partiendo de estrona,
trans-androsterona y trans-dehidroandrosterona (esquema 1.7), se observd que un
incremento gradual en el nimero de equivalentes de los reactivos (hasta 7.0) conducia a un
incremento sustancial en el rendimiento de la reaccion, asi como a una disminucién en el
tiempo de esta; también se comprob6 que no era necesario emplear condiciones de reflujo,
sino que bastaba agitacion a temperatura ambiente durante un periodo de 2 dias. En estas
condiciones se observo la formacion de una mezcla de los aminonitrilos buscados (14, 9, 15),
junto con las correspondientes amidas (16-18), que no pudieron ser separados mediante

purificacién cromatogréfica.
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Esquema 1.7. Formacidn de la mezcla de amida y aminonitrilo a partir de estrona (1), trans-
androsterona (2) y trans-dehidroandrosterona (3) con cianuro de potasio y cloruro de amonio

Una vez finalizada la reaccion de formacion del aminonitrilo y la amida, se realizo un
percolado sobre gel de silice con hexano: acetato de etilo, para quitar las sales formadas en
la reaccion, para su posterior purificacion en columna cromatografica. No fue posible separar
los productos de formacién de la reaccion ya que se encuentran en equilibrio, por lo que se
analizo la mezcla de ambos, observando sefiales caracteristicas de los dos en RMN.

Dado que la formacion de la amida debe ocurrir mediante la hidrolisis parcial del
grupo nitrilo, se decidié afiadir hidroxido de amonio, al inicio de la reaccion con la finalidad
de neutralizar el medio acido, y asi evitar la transformacion a la amida, lo que llevo a obtener
de forma pura los aminonitrilos buscados.

En el espectro de proton del aminonitrilo de trans-dehidroandrosterona (15) (espectro
1.5), se observan dos sefiales simples alrededor de 1.00 ppm, correspondientes a los metilos
18 y 19; las dos sefales a frecuencias mas altas del compuesto 15, ambas como sefiales
maultiples, resuenan a aproximadamente 3.50 y 5.40 ppm, y que corresponden al proton de

C-3y el proton vinilico de C-6, respectivamente.
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Espectro 1.5. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de aminonitrilo de trans-
dehidroandrosterona (15)




El espectro de RMN de *3C del compuesto 15 (espectro 1.6) muestra claramente la
incorporacion del grupo nitrilo, observandose la sefial correspondiente a aproximadamente
125.0 ppm, junto con la desaparicion del grupo carbonilo en C-17 (en torno a 220.0 ppm),
que se apantalla fuertemente hasta 60 ppm, lo cual es compatible con la formacion del a-
aminonitrilo. Otras sefiales relevantes son los carbonos vinilicos (C-5y C-6),a 140.0y 120.0
ppm, respectivamente, asi como C-3, que resuena a 70.0 ppm.
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Espectro 1.6. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de aminonitrilo de trans-
dehidroandrosterona (15)

En el caso del aminonitrilo de trans-androsterona (9), en su espectro de RMN de
proton (espectro 1.7), igual que en el caso anterior se encuentran todas las sefiales del
esqueleto esteroidal, pero ninguna sefial que nos confirme la formacién del derivado

esperado.
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Espectro 1.7. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de aminonitrilo de trans-
androsterona 9
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En el caso del espectro de carbono (espectro 1.8), entre 20.0 y 55.0 ppm se presentan
todos los carbonos del esqueleto esteroidal no funcionalizado, en alrededor de 70.0 ppm se
encuentra la sefial de C-3, mientras en 75.0 ppm la sefial de C-17, el cual se desplaz6 desde

220.0 ppm, finalmente como sefial que confirma la transformacion de la materia prima esta

el carbono del nitrilo en 122.6 ppm.
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Espectro 1.8. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de aminonitrilo de trans-androsterona (9)

Finalmente, en el caso del espectro de RMN de proton del aminonitrilo de estrona 14
(espectro 1.9), se observa un singulete alrededor de 0.96 ppm, sefial que pertenece al metilo
18, en 3.50 ppm, dos multipletes que corresponden con los protones de la aminay en la zona

de aromaticos entre 6.50 y 7.20 ppm los protones del anillo A de la estrona.
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Espectro 1.9. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de aminonitrilo de estrona 14
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De igual forma que en los casos anteriores para confirmar la formacion del
aminonitrilo 14 es necesario analizar el espectro de carbono (espectro 1.10), en el cual a
frecuencias bajas se ven las sefiales de los carbonos de los anillos B, C y D del esqueleto de
la estrona, por 60.0 ppm se observa C-17, el cual al ser funcionalizado sufre un gran
desplazamiento a frecuencias bajas, entre 110.0 ppm y 155.0 ppm los carbonos del anillo A,

la sefial del nitrilo en 121.3 ppm, confirma la formacion del compuesto 14.

H,N
CN

c-1
c-4 c-2

S IR

r——— T T 1 "~ T T T 1 1 1T T 71 "~ 1 "~ 1 "~ T "~ 1 "~ 1 "~ T "~ T "~ 71 "~ T "~ 17
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 1.10. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de aminonitrilo de estrona 14
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Una vez obtenidos los aminonitrilos de los tres esteroides, mediante una reaccion de
Strecker, en rendimientos moderados, para su posterior reduccion con LiAlHa, obteniendo el
diamino correspondiente, se decidido optimizar dichas reacciones, como el tiempo de
reaccion, se considerd que el tiempo dptimo para la reaccion es de 2 dias obteniendo menos
del 50% de rendimiento, por lo que se probaron las mismas condiciones, pero a reflujo con
la finalidad de reducir el tiempo de reaccién y aumentar el rendimiento, sin embargo dicho
proceso solo dio un buen resultado en el caso de la trans-dehidroandrosterona (3), ocurriendo
la reaccidn en un tiempo de 6 horas a reflujo del metanol, con un rendimiento que va entre el
70 y el 80%, por el contrario en el caso de la estrona (1) y la trans-androsterona (2) el
rendimiento disminuye, por lo que la obtencién de dichos compuestos se mantuvo a

temperatura ambiente (esquema 1.8).

o) H,N
CN
KCN, NHA4CI,
NH,OH, MeOH,
HO 3 reflujo HO 15

Esquema 1.8. Formacidn del aminonitrilo de trans-dehidroandrosterona 15




1.4.3. Obtencion del derivado diamino esteroidal

El siguiente paso en la estrategia sintética para la preparacion de heterociclos
espiranicos derivados de esteroides fue la reduccion del grupo nitrilo para originar un
diamino. Dado que es posible obtener el diamino por medio de reduccién tanto del
aminonitrilo como de la amida, la mezcla de ambos se sometié a una reduccion; para llevar
a cabo esta reaccion se utilizo hidruro de litio y aluminio (LiAlH4). Cuando se emple6 como
disolvente THF, la reduccion de los derivados de trans-androsterona 9 y 17 y de trans-
dehidroandrosterona 15y 18 (esquema 1.9) procedid sin problema, sin embargo, la reduccién
de los derivados de estrona 14 y 16 no se llevo a cabo, por lo que se decidié utilizar otro
disolvente como éter etilico (esquema 1.10). Cabe destacar que la sustitucion de THF por
éter dietilico permitié la reduccion de los derivados de estrona (esquema 1.8), pero no los de

trans-androsterona ni de trans-dehidroandrosterona.

Tabla I.1. Disolventes empleados en la reaccién de reduccion de los grupos aminonitrilo y aminoamida
Compuesto 14y 16 9y 17 15y 18

(Derivados de estrona) (Derivados de trans- (Derivados de trans-
Disolvente androsterona) dehidroandrosterona)
THF No hubo reaccién Se obtuvo el producto No hubo reaccién
esperado
Eter dietilico Se obtuvo el producto No hubo reaccion No hubo reaccion
esperado
0]
H,N H,N
NG NH, : NH, NH;
LiAIH,

THF, 24 h,0°C ata
HO 9 H5. HO HO
e 17:H-5% 20:H-5%
15: Ag 18: Ag 21: Ag

Esquema 1.9. Formacidn de los derivados diamino 20 y 21, a partir de la mezcla de aminonitrilo y
amida de trans-androsterona 9 y 17 y de la trans-dehidroandrosterona 15 y 18 respectivamente, con
LiAIH,




H2NO

NH, NH, H,N
NH,
. LiAIH,
Etehr dietilico,
24h,0°Cata
HO 14  HO 16 HO 19

Esquema 1.10. Formacion del derivado diamino 19, a partir de la mezcla aminonitrilo y amida de
estrona 14 y 16 con LiAlH4

En ambos casos las reacciones fueron detenidas mediante la adicién de agua, se
eliminaron las sales filtrando sobre gel de silice, y finalmente fueron purificados en columna

cromatogréafica, para su posterior caracterizacion mediante RMN de *H y de *C
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Espectro 1.11. Espectro *H RMN (500 MHz, CDs0D) de diamino de estrona (19)
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En el espectro de RMN de proton del diamino de estrona (19) (espectro 1.11), se
observa una sefial simple a frecuencias bajas la cual corresponde al metilo 18, por 2.20 ppm
y 3.20 ppm como sefiales dobles, se observan los protones del carbono unido a la amina
primaria, esta sefial sirve para inferir la reduccion del nitrilo. Para confirmar la formacion del
diamino 19 se analiz6 el espectro de carbono (espectro 1.12), en el que se observa en 53.0
ppm el CH> en el que se transforma el nitrilo, carbono que nos da la pauta de la reduccion,
por 80.5 ppm se encuentra el carbono 17, el cual se desplaza aproximadamente 20 ppm hacia

frecuencias altas con respecto al aminonitrilo esteroidal 14, en la zona de aromaéticos, se




aprecian todos los carbonos del anillo A de la estrona, por otro lado, ya no se observa el

carbono del nitrilo en 120 ppm.
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Espectro 1.12. Espectro *C RMN (125.5 MHz, CDs0D) de diamino de estrona (19)
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En el caso del diamino de trans-androsterona (20), en el espectro de RMN de protdn
(espectro 1.13), en 3.35 ppm se encuentra una sefial multiple que corresponde a uno de los
protones del CH> de la amina primaria, el otro proton se encuentra cerca de 4.00 ppm, por
3.50 ppm se presenta el multiplete del proton de C-3.
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Espectro 1.13. Espectro *H RMN (500 MHz, CDClIs) de diamino de trans-androsterona (20)
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En el espectro de RMN de carbono del diamino 20 (espectro 1.13) se encuentran
todas las sefiales del esqueleto esteroidal, comparando este con el del aminonitrilo 9 se puede
observar, la sefial del CH> de la amina primaria formada por la reduccion del nitrilo en 59.0
ppm, el cual reemplaza a la sefial del nitrilo en 120.0 ppm, a frecuencias altas por 75.0 ppm
se haya C-3y por 85.0 ppm el C-17, el cual de igual forma que en el diamino de estrona (19)

se encuentra a 10 ppm mas desplazado hacia frecuencias altas que en el aminonitrilo 9.
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Espectro 1.14. Espectro *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de diamino de trans-androsterona (20)

1.4.4. Funcionalizacion de los diaminos esteroidales

Una vez obtenidos los diaminos de los tres esteroides, se realizaron las pruebas de
formacion de los espiroheterociclos.

Los primeros intentos se realizaron con el diamino de trans-androsterona (20), con
objeto de optimizar esta reaccion, se ha llevado a cabo la modificacion de una amplia gama
de condiciones experimentales (tabla 1.2), que incluye el agente tioacilante (1,1’-
tiocarbonildiimidazol (TCDI) o tiofosgeno), disolvente, en cuanto a polaridad y punto de
ebullicion (DCM, THF, MeOH, DMF, temperatura (ambiente — 125 °C), catalizador
(ninguno, EtsN, K2COs, piperidina, NaHCO3z, Cs2COs3), 0 tiempo de reaccion (3 a 6 dias).

Los resultados ponen de manifiesto la importancia del empleo de altas temperaturas
(por encima de 80 °C), el disolvente (DMF), asi como la naturaleza del catalizador basico

(K2CO3, Cs2CO3) para observar alguna evolucion (Tabla 1.2, entradas 6, 9-11).




Tabla 1.2. Condiciones ensayadas para la obtencion de la espirotiourea a partir del derivado diamino
de la trans-androsterona 21 y el 1,1-tiocarbonil-di-imidazol

Ensayo | Disolvente | Temperatura | Catalizador Resultado

1 DCM ambiente Ninguno No hubo reaccién

2 DCM ambiente (CH3CH2)sN No hubo reaccién

3 DCM 40 °C (CH3CH2)3N No hubo reaccién

4 MeOH Reflujo (CH3CHa)sN No hubo reaccion

5 DMF ambiente K2CO3 No hubo reaccion

6 DMF 85 °C K2COs Forma un intermediario en muy bajo rendimiento
7 THF 70 °C Piperidina No hubo reaccién

8* DCM/MeOH | 0°C Na;HCO3 No hubo reaccion

g** DMF 85 °C K2CO3 Formacion de intermediario (50%)

10** DMF 85 °C Cs,COs Formacion de intermediario (cuantitativo)
11** DMF 125 “C Cs,CO3 Compuesto espiranico

* Se utilizo tiofosgeno como reactivo

**Se utiliz6 la diamina de estrona 19 como materia prima

Partiendo del diamino derivado de estrona 19, y usando DMF como disolvente, y
K2CO3 como base a una temperatura de 85 °C (Tabla 1.2, entrada 9) se aisld la tiourea 22
(50% de rendimiento tras purificacion cromatogréfica), producto intermedio en la formacion
de 23. Su formacidn demuestra que la reaccion comienza con el ataque nucleéfilo del grupo
amino primario de 19 sobre el TCDI, desplazando a uno de los dos fragmentos de imidazol
en un mecanismo analogo a una sustitucion nucleofilica acilica sobre derivados de acido; de
forma analoga, deberia producirse el ataque nucleéfilo intramolecular del grupo amino libre
en 22, eliminando el segundo fragmento de imidazol, y conduciendo al fragmento espiranico
de tipo imidazolidina-2-tiona de 23. No obstante, la baja reactividad del sistema se pone de
manifiesto con el hecho de que no se detectara el compuesto final deseado bajo estas
condiciones experimentales. La sustitucion del catalizador basico por Cs2COs3 (entrada 10)
permitié acceder al compuesto 22, esta vez con rendimiento cuantitativo. Sélo cuando se
incrementd la temperatura hasta 125 °C, en presencia de Cs2COs, se pudo aislar el
espiroderivado deseado 23 con bajo rendimiento (20%). Estos resultados también muestran
la diferencia de reactividad entre los distintos esteroides; asi pues, comparando las entradas
6y 9, que emplean las mismas condiciones (DMF, K>COs, 85 °C), para el caso de la estrona,




el intermedio 22 se obtiene con un 50% de rendimiento, mientras que, para la trans-

androsterona, el rendimiento del mismo producto es muy reducido.

S S
H,N  NH; H,N NNy HN>\\NH
Cs,CO, —
tiocarbonildiimidazol Cs,CO3
DMF, 85°C ” DMF, 125 °C
HO 19 HO 22 HO 23

Esquema 1.11. Formacién de compuesto 23 a partir del derivado diamino de estrona 19

En el espectro de RMN de proton de 22 (espectro 1.15) se observa a frecuencias bajas
una sefial simple que integra para 3 protones y corresponde al metilo 18, en la regién de
aromaticos entre 6.50 y 7.20 ppm se encuentran los protones del anillo A de la estrona y entre
7.20y 8.00 ppm los 3 protones del anillo de imidazol.
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Espectro 1.15. Espectro *H RMN (500 MHz, CDCls) de compuesto 22

En el espectro de carbono del compuesto 22 (espectro 1.16), se observa por 50.0 ppm
la sefial del carbono que soporta a la amina de la tiourea, por 65.0 ppm la sefial del carbono
17, entre 110.0 y 140.0 ppm los carbonos del anillo A de la estrona y los 3 carbonos del anillo
del imidazol, por 155.0 ppm la sefial del carbono 3 y sobre 160.0 ppm la sefial del carbono
del grupo tiona (CS).
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Espectro 1.16. Espectro *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de intermediario 22

Con estos resultados se decidio probar la reaccidon con carbonato de cesio a mayor
temperatura por lo que se realizd6 un nuevo ensayo con el intermediario 22 a 125°C,
observando la formacidn de un nuevo compuesto de menor polaridad. En este caso al analizar
el espectro de carbono del compuesto nuevo, se observo en 56.7 ppm la sefial de C-1" del
heterociclo recién formado. Por otra parte, en 68.4 ppm el carbono espiranico. En 167.9 ppm
el carbono del tiocarbonil. Ademas, en este espectro ya no se observan los 3 carbonos del
anillo de imidazol, de la materia prima. No obstante, en el espectro de protén no se pudo

observar alguna sefial que confirmara la formacidon del heterociclo.

S>E Carbono | Desplazamiento quimico
N NH (Ppm)
17 )y 2 167.9
1 3 160.7
5 10 5 139.6
10 132.6
HO 3 5 1 130.8
4 4 129.3
2 126.2
Tabla 1.3. Desplazamientos quimicos de *C de RMN 17 68.4
(125.5 MHz, CDCls) de la tiourea ciclica 23 v 26.7

Con laintencion de formar un espiro heterociclo isdstero, pero con oxigeno se decidié
llevar a cabo una reaccion con trifosgeno (esquema 1.12), en un medio bifasico, en una

solucion acuosa de bicarbonato y una mezcla DCM/MeOH, El trifosgeno (carbonato de




bis(triclorometilo)) es un equivalente sintético del fosgeno de mas facil manejo que este (es
sélido y facilmente manejable).>* No obstante, no se observd la formacion del producto
esperado.

0
HN - NH2 HNJLNH

24
No se obtuvo

HO 20 HO

Esquema 1.12. Formacidn de espiro derivados de tipo urea 24

Posteriormente se probo la reaccidn con trifosgeno, utilizando ahora el diamino de
estrona (19) (esquema 1.13), en esta ocasion se utilizd6 THF como disolvente y carbonato de
calcio como catalizador, la reaccion se sigui6 durante 3 dias a temperatura ambiente, pero no
se observo ningun cambio, por lo que se calento a reflujo, observando un ligero progreso en
la reaccidon. Se mantuvo por méas tiempo sin presentar avance, por lo que se decidié hacer
otros ensayos, cambiar el disolvente por DCM vy adicionar un catalizador como piperidina,

sin embargo, tampoco se not6 algin cambio en la materia prima.

O
H,oN NH; HNJJ\NH

HO 19 HO 25 )
No se observo

Esquema 1.13. Formacién del espiro derivado tipo urea 25

Posteriormente se prob6 el diamino de la trans-dehidroandrosterona (21), dicha
reaccion también se probo con trifosgeno, se utilizé catalisis acida en lugar de basica, como
APTS en DCM. Al observar que la reaccion no procedié se realiz6 otro ensayo, en medio
acido, pero sustituyendo el disolvente por THF, manteniendo la reaccién a reflujo, sin
embargo, este ensayo tampoco tuvo éxito. Continuando con los ensayos del diamino de trans-
dehidroandrosterona (21), se utilizé trifosgeno y acetato de sodio como catalizador en THF,
se observé la formacion de nuevos compuestos, pero en cantidades infimas, por lo que el

ensayo fue considerado como negativo. A partir del mismo compuesto de partida se llevé a




cabo un nuevo ensayo en THF, con 1,1-carbonildiimidazol, se calento a reflujo durante 6

dias, pero no hubo reaccion. Sin obtener resultados hasta el momento se decidio evaluar las

mismas condiciones con el tiocarbonildiimidazol, sin embargo, tampoco funciono, al no

presentar cambios a 125 °C se decidio probar a 150 °C, sin observar cambio alguno. Por lo

que se decidié continuar con trifosgeno, se prepard una reaccion utilizando piridina como

catalizador, en tolueno a 0 °C, observando en placa la formacién de dos nuevos compuestos,

los cuales no pudieron ser caracterizados.

Tabla 1.4. Condiciones de reaccion ensayadas para la formacion de espiroureas sin obtener los
resultados esperados

Materia
prima

21

19
19
19
20
20
20

20

19

19

20

Reactivo

Trifosgeno

Trifosgeno
Trifosgeno
Trifosgeno
Trifosgeno
Trifosgeno
Trifosgeno

1,1-
carbonildiimidazol
1,1-
carbonildiimidazol
1,1-
carbonildiimidazol
Trifosgeno

Disolvente

DCM/MeOH

THF
THF
DCM
DCM
THF
THF

THF

DMF

DMF

Tolueno

0°C

ambiente
Reflujo
Reflujo

ambiente
reflujo
reflujo

Reflujo
125°C
150 °C

0°C

Temperatura | Catalizador

Na;HCOs

CaCOs3
CaCOs3
Piperidina
APTS
APTS
Acetato de
sodio
Piperidina

Cs,CO3
CSzCOg

Piridina

Resultado

No hubo reaccién

No hubo reaccion
No hubo reaccion
No hubo reaccién
No hubo reaccién
No hubo reaccion
No hubo reaccion

No hubo reaccion
No hubo reaccién
No hubo reaccion

Mezcla compleja

Dado que no se consiguio acceder a la funcién de tipo imidazolidin-2-ona (urea

ciclica) en ninguno de los esteroides, bajo ninguna de las condiciones experimentales

ensayadas, se decidio incorporar otro tipo de estructuras heterociclicas espiranicas.




1.45. Sintesis de espiroesteroides con un fragmento de tipo
benzotiazolina sobre la posicion 17 de estrona (1), trans-androsterona

(2) y trans-dehidroandrosterona (3)

Para la formacion de los derivados de benzotiazolina a partir de los 3 esteroides, se
realizaron multiples experimentos, probando diferentes condiciones de reaccion. En primera
instancia se realiz6 la reaccion en un proceso libre de disolvente, usando como soporte
inorganico alimina neutra, dejando la reaccién en agitacion constante a temperatura
ambiente durante varios dias sin obtener ningun resultado. Posteriormente, se subio la
temperatura llevando la reaccion a 80 °C, sin observar ningun cambio. Tras varios intentos,
aumentando equivalentes y triturando en mortero se decidié cambiar la metodologia. Se
pensé en un disolvente apolar o uno polar aprético con la finalidad de favorecer la reaccion;
por lo que fue utilizado tolueno, en un inicio se realizd a temperatura ambiente y sin
catalizador, aumentando paulatinamente la temperatura sin observar cambio alguno, después
se prob6 con un catalizador acido, para activar al grupo carbonilo. Por reportes encontrados
en la literatura, se realizé con acido p-toluensulfonico a temperatura ambiente, sin observar
resultado, con la finalidad de aumentar la interaccion molecular y favorecer la reaccion, se
subio la temperatura, llevando la reaccién a 80 °C (esquema 1.14), de esta manera y con
ayuda del catalizador se obtuvo el producto esperado. En la sintesis de los derivados con una
porcién benzotiazolina en la posicion 17 de estrona (1), trans-androsterona (2), y trans-
dehidroandrosterona (3), se utiliz6 aminotiofenol como binucléofilo para la formacién del
grupo benzotiazolina, las reacciones procedieron en un alto rendimiento, en el caso de trans-
androsterona y trans-dehidroandrosterona se generé la mezcla de epimeros del
espiroheterociclo, sin embargo en su mayoria se observa la presencia de la imina
intermediaria 28, 29 o 30, observando la mezcla E y Z, la reaccion se presenta de manera
diasteroselectiva, en una proporcion 60:40 aproximadamente, en el caso de la reaccién de
estrona (1), solo se present6 la mezcla de iminas intermediarias 28, sin observar la presencia
del derivado benzofusionado 34. Las reacciones fueron purificadas en columna

cromatografica con gel de silice. Observando Unicamente la formacion de dos nuevos




productos (la imina y el benzofusionado), y materia prima de cada uno de los esqueletos

esteroidales.

o HS
NH
Aminotiofenol, p-TsOH
%Hu tolueno, 80 °C, 36 h //J::;:i:j%}
YA,
28 (1)

29 (2)
30 (3)

Esquema 1.14. Condiciones de reaccion para la formamon de espiro derivados utilizando
aminotiofenol

1,203

Los derivados fueron caracterizados mediante RMN *H y 13C.
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Espectro 1.17. Espectro de 'H RMN (500 MHz, CDCls) benzotiazolina de trans-androsterona (26)

En el espectro de *H RMN (espectro 1.17) del derivado de trans-androsterona 26, se
observa la presencia del nucleo esteroidal entre 0.58 ppm y 2.60 ppm, en este rango se
encuentran 4 sefiales simples, que corresponden a los metilos 18 y 19 de ambos epimeros, en
3.59 ppm se ve una sefial multiple perteneciente al proton de C-3, el cual se encuentra
desapantallado debido a su cercania con el grupo hidroxilo. A su vez se intuye una sefial

ancha en torno a 4.00 ppm la cual corresponde al OH de C-3. Entre 6.54 ppmy 6.93 ppm los




protones aromaticos del grupo benzotiazolina, a su vez se puede ver claramente la presencia
de dos juegos de sefiales debido a la presencia de ambos epimeros.

En el espectro de carbono del derivado 26 (espectro 1.18), se observan a frecuencias
bajas cuatro sefiales, que corresponden a los carbonos 18 y 19, a frecuencias altas por 70.0
ppm, se encuentra el carbono 3. Alrededor de 90.0 ppm las sefiales correspondientes a los
carbonos espiro de ambos epimeros; entre 108.0 ppm y 125.0 ppm los CH del anillo
aromatico de la benzotiazolina, a frecuencias altas entre 126.0 ppmy 147.0 ppm, los carbonos
ipso, los cuales también se presentan como dos juegos de sefiales, uno por cada epimero, los
carbonos cercanos al &tomo de nitrogeno se presentan mas desplazados a frecuencias altas,

que los carbonos proximos al atomo de azufre.
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Espectro 1.18. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) benzotiazolina de trans-androsterona
(26)

Para dilucidar la configuracion absoluta del nuevo estereocentro se realizd un
experimento NOESY; sin embargo, no fue posible observar las interacciones entre los
protones del metilo 18 y la amina, por lo que no se logro obtener la configuracion de ninguno
de los derivados. Por ello, se recurrié al empleo de célculos tedricos para la obtencion de las
configuraciones, los cuales se describen mas adelante.

Por otro lado, en los espectros de las iminas de trans-androsterona (29), se observan
en el espectro de proton (espectro 1.19), 2 sefiales simples, las cuales pertenecen a los metilos
18y 19 de la mezcla de iminas 29, por 4.50 ppm una sefial multiple que corresponde al proton

de C-3, entre 6.50 ppm y 8.00 ppm se encuentran dos juegos de sefiales los cuales pertenecen




a los anillos aromaticos de la mezcla de iminas E y Z, las cuales se encuentra en una

proporcion aproximada 50:50.
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Espectro 1.19. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) imina intermediaria benzotiazolina de
trans-androsterona (29)

Por otro lado, en el espectro de carbono (espectro 1.20) se observan a frecuencias
bajas las sefiales de carbono de los metilos 18 y 19, alrededor de 70.0 ppm se encuentra C-3,
a frecuencias altas entre 120.0 ppm y 130.0 ppm los CH del anillo aromaético. Por 135.0 ppm
los dos carbonos de C-6", y en 155.0 ppm los carbonos de C-1". Entre 175.0 ppm y 185.0

ppm los carbonos de la mezcla de iminas (C-17).
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Espectro 1.20. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDClIs) de imina intermediaria benzotiazolina de
trans-androsterona (29)

Considerando que el rendimiento de la reaccién era bastante bajo y el tiempo de

reaccion, bastante prolongado; se intentd optimizar la formacion de la benzotiazolina




derivada de androsterona. Utilizando PPTS como catalizador, se observo que, a 85 °C en
tolueno, la reaccion procede en 6 horas, la cantidad de disolvente se varié en dos ensayos,
observando que cuando se realiza una menor disolucion, hay una mayor presencia de la imina
intermediaria con relacion al derivado espiranico, por lo que en este ensayo la disolucion es
importante. Por otro lado, se probo la reaccion en DMC a 40 °C. En este caso la reaccion
procede de manera mas limpia, observando casi exclusivamente la formacion del derivado
benzofusionado. Sin embargo, el tiempo de reaccién es de tres dias debido a la menor
temperatura de ebullicion del disolvente, a su vez no se logra el consumo total de la materia
prima. De igual forma que en la trans-androsterona se realizaron los mismos ensayos para
trans-dehidroandrosterona (esquema 1.15), observando la formacién del mismo
subproducto. EI mejor rendimiento en ambos casos fue observado en tolueno, utilizando
PPTS como catalizador a 85 °C.

O HN

N
L H
+
—T
HO HO HO

2: A5 26: AS 29: AS
3: H-5¢% 27: H-5% 30: H-5%

Esquema 1.15. Formacion de benzotiazolinas y subproductos de trans-androsterona 26 y 29 y de
trans-dehidroandrosterona 27 y 30

Los compuestos 27 y 30 formados con trans-dehidroandrosterona, fueron
caracterizados mediante resonancia magnética nuclear de *H y de 3C, en el espectro de
proton (espectro 1.21) del derivado benzofusionado 27, se observan 4 sefiales simples
pertenecientes a los protones de los metilos 18 y 19. Hacia frecuencias altas por 3.50 ppm se
encuentra una sefial multiple que corresponde al protén de C-3, sobre 5.50 ppm otra sefial
multiple perteneciente al proton vinilico de C-6. En la regién de aromaticos se presentan 4
grupos de sefiales, pertenecientes a los protones de la region bencénica de la mezcla

epimérica de benzotiazolinas, observando claramente la presencia de ambos epimeros.
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Espectro 1.21. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) benzotiazolina de trans-
dehidroandrosterona (27)

En el espectro de carbono (espectro 1.22) se observan a frecuencias bajas las sefiales
correspondientes a los metilos angulares, alrededor de 70.0 ppm se presenta C-3, hacia
frecuencias altas por 90.0 ppm, la presencia de los dos carbonos espiranicos de la mezcla
epimérica. Mas adelante en la region de aromaticos entre 110.0 ppm y 120.0 ppm se

encuentran los H del anillo aromatico, entre 125.0 ppm y 130.0 ppm los carbonos vinilicos,

a frecuencias altas por 125.0 ppm los carbonos ipso.
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Espectro 1.22. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) benzotiazolina de trans-
dehidroandrosterona (27)
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También fue caracterizada la imina intermediaria 30, observando en el espectro de *H
RMN (espectro 1.23), alrededor de 1.00 ppm y 1.50 ppm 2 sefiales simples, las cuales
corresponden a los metilos angulares 18 y 19. En 3.50 ppm una sefial multiple que
corresponde al proton de C-3, hacia frecuencias altas alrededor de 5.20 ppm otra sefal
maultiple, correspondiente al protén vinilico del doble enlace entre C-5 y C-6, hacia
frecuencias altas en la region de aromaticos, se encuentran 8 grupos de sefiales que

pertenecen a los protones aromaticos de las iminas E'y Z.

T

H-Ar HO

mmmmmmm
ooooooo

HHHHHHH

mmmmmmmmmmm
mmmmmmm

DHdATNONAS H®

e = F
&
é

w | 115

g
oo
0981

|38

E

M
X

T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 -l

f1 (ppm)

Espectro 1.23. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de imina intermediaria de trans-
dehidroandrosterona (30)

En el espectro de carbono (espectro 1.24) a frecuencias bajas se observan las sefiales
de los metilos angulares, C-3 aparece alrededor de 70.0 ppm. El carbono 17 debido a la
influencia del doble enlace nitrégeno de la imina se encuentra entre 170.0 ppm y 185.0 ppm.
Se observan dos sefiales una perteneciente al isomero E y otro al isomero Z. A frecuencias
altas entre 120.0 y 155.0 ppm, se encuentran los carbonos vinilicos C-5y C-6 y los carbonos
aromaticos, los CH se observan un poco menos desplazados a frecuencias altas que los
carbonos ipso.
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Espectro 1.24. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de imina intermediaria de trans-
dehidroandrosterona (30)

Por otro lado, se decidi6 probar otro catalizador, un liquido iénico, el 1-metil-3-(4"-
sulfobutil)-imidazolio (33), esto se decido con base a reportes de la literatura, donde ha dado
buenos resultados como catalizador en la sintesis de 2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-onas 2,2-
disubstituidas.®® El liquido ionico imidazolio fue sintetizado a partir del 1-metilimidazol (31)
y 1,4-butanosultona (32), en butanol a 80 °C. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se
lavd con éter etilico para eliminar el disolvente; al compuesto se adiciono acido sulfarico y
se colocd nuevamente a 80 °C, hasta la disolucion total, lo que indica la formacion del liquido
ionico (esquema 1.16). Este se implementd en la formacion de las benzotiazolinas de estrona
(31) y trans-androsterona (26) (esquema 1.17), observando la formacion del derivado
espiranico correspondiente, en rendimientos mayores a los casos anteriores. En ambos casos,
se observa la formacion del derivado espiranico y de la imina correspondiente. La reaccion
se llevd a cabo en acetonitrilo a 85 °C, mostrando un comportamiento similar en el caso de
la androsterona, de hecho, presenta un rendimiento mucho mayor del compuesto espiranico,

en relacién con los otros catalizadores.

butanol 80 °C N i\j
'\IJ/\/) jS\\ T HS0, T SOsM
O/
31 32 33

Esquema 1.16. Formacion del liquido iénico 33




La formacion del liquido idnico fue confirmada mediante RMN de protén y carbono,
observando en el espectro de proton (espectro 1.25) dos sefiales multiples entre 1.20 y 1.80
ppm, los cuales pertenecen a los protones de los carbonos 2° y 3" de la cadena alifatica, por
2.70 ppm se encuentra una sefal triple que corresponde al protén del carbono 17, el cual
percibe més el efecto del imidazol, por 3.60 ppm se puede apreciar una sefial simple que
integra para 3 protones y corresponde al metilo del imidazol, alrededor de 4.00 ppm, se
observa otra sefial triple, que pertenece a los protones del carbono 4", hacia frecuencias altas
en la region de aromaticos se presentan dos sefiales pertenecientes a los protones de C-4 y C-
5 del imidazol, por 8.50 ppm el proton de C-2 el cual se encuentra mas desplazado a

frecuencias altas debido a la influencia de los dos nitrégenos.
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Espectro 1.25. Espectro de *H RMN (500 MHz, D,0) del liquido iénico 33
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Por otro lado, en el espectro de carbono (espectro 1.26) se observan entre 20.0 y 30.0
ppm dos sefiales que corresponden a los carbonos 2” y 3". Posteriormente por 35.0 ppm la
sefial del grupo metilo del imidazol. Entre 120.0 y 125.0 ppm se encuentran los carbonos 1
y 4", en la zona de aromaticos entre 120.0 y 125.0 ppm los carbonos 4 y 5y por 135.0 ppm,

el carbono 2 del imidazol.
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Espectro 1.26. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, D,0) del liquido i6nico 33

Sin embargo, en el caso de la estrona, ninguno de los catalizadores anteriores habia
logrado formar el derivado espiranico. Observando solo la presencia de la imina 28, la cual
fue caracterizada mediante RMN. En el espectro de protdn (espectro 1.27) alrededor de 1.50
ppm se encuentra un singulete perteneciente al metilo 18. A frecuencias altas en la regién de
aromaticos hay multiples juegos de sefiales, que corresponden tanto a los protones del anillo

A de la estrona, como a los protones aromaticos de la mezcla de iminas.
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Espectro 1.27. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de imina intermediaria de estrona (28)

Por otro lado, en el espectro de carbono (espectro 1.28), por 20.0 ppm se encuentra
la sefial del metilo 18, sobre 110.0 ppm los carbonos del anillo A de manera sencilla. Sin
embargo, las sefiales de carbono del anillo aromatico de la imina se encuentran dobleteadas,
entre 170.0 y 185.0 ppm se presenta el carbono 17 de ambas iminas E y Z, estas sefiales

confirman la presencia de la imina, ya que no se observa una sefial de carbono espiranico.
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Espectro 1.28. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de imina intermediaria de estrona (28)
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Sin embargo, al emplear el liquido i6nico como catalizador, si fue posible obtener el

derivado espiranico de estrona 34, con las condiciones indicadas en el esquema 1.17.

=

Esquema 1.17. Formacion de benzotiazolina de estrona y trans-androsterona

o) SH
NH2

liquido ionico,

acetonitrilo,
HO 85 °C

Esto se pudo comprobar mediante RMN, especialmente en el espectro de RMN de

13C. En el espectro de proton (espectro 1.29), se observa a frecuencias bajas, un grupo de

sefiales pertenecientes al esqueleto esteroidal, en la region de aromaticos entre 6.50 ppm y

8.00 ppm, tenemos mudltiples grupos de sefiales las cuales corresponden a los protones

aromaticos del anillo A de la estrona y al anillo de la benzotiazolina




NH

AL 1 Jut bML

\—4
i
=]

0.81
1.15
0.99.
1.39

1.07{

mmmmm
o T NGO
B

NNNNN

7.10

T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

f1 (ppm)

Espectro 1.29. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de benzotiazolina de estrona (34)
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Por otro lado, en el espectro de carbono (espectro 1.30), la sefial en 70.0 ppm
asignada a C-17 junto con la ausencia de la sefial de imina a aproximadamente 170.0 ppm

demuestran la formacion del espiro fusionado al esqueleto esteroidal, en este caso solo se
observa la formacion de un compuesto.
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Espectro 1.30. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de benzotiazolina de estrona (34)

Con objeto de explicar la diastereoselectividad facial, debe considerarse que el ataque
nucleofilico del nitrogeno del o-aminotiofenol sobre el grupo carbonilo puede producirse, en

principio, tanto por la cara Si como por la cara Re, produciendo la formacion de ambos




epimeros (esquema 1.18). El aislamiento de las iminas confirma que la reaccion comienza

con el ataque nucleofilo del grupo amino.

Si
1

HN [@) HN
hY
Ataque Si Ataque Re
- x >
Re

HO HO

HO

Esquema 1.18. Formacion de epimeros segun el ataque nucleofilico de las caras diastereotdpicas
del C-17

Sin embargo, debido al efecto estérico, es mas probable el ataque por la cara Re
debido a que el &tomo de azufre (radio covalente = 1.02 A) tiene un mayor tamafio que el
atomo de nitrégeno (radio covalente = 0.7 A), provocando que exista una mayor repulsion
estérica cuando el azufre se encuentra hacia adelante, lo que provoca un mayor efecto estérico
del azufre con el metilo 18, haciendo mas estable el epimero donde el nitrégeno se encuentra

hacia atrés (Figura 1.13).

menor repulsion estérica mayor repulsién estérica
CHy '\ HN CH, Cha S/Q
CH, H. .
: NH
LS At "
OH H OH
HN
S
W\ “\NH
HO HO
mas favorecido menos favorecido

Figura 1.13. Influencia del atomo de S con respecto al de N en el impedimento estérico

En el caso de estos compuestos, se obtuvo la mezcla de epimeros, la cual no fue

posible separar por columna cromatografica, debido a la similitud en el Rf de los compuestos.




En el caso de la reaccion realizada en tolueno, que condujo a una mayor proporcion de iminas,
con relacion E/Z de aproximadamente 50:50, pudo aislarse en los 3 esqueletos esteroideos.
Confirmando de esta manera que el mecanismo de dicha reaccion procede por la formacion
de la imina. En el caso de las iminas, todas las sefiales duplicadas pueden ser apreciadas
claramente, observando la ausencia de carbono espiro, sin embargo, el carbono 17 se observa
desplazado a altas frecuencias, por la presencia de la imina. En el caso de los derivados
benzofusionados, los carbonos espirdnicos se observan entre 70.0 ppm y 110.0 ppm, los
cuales también se observan duplicados debido a la presencia de ambos epimeros. Aunque
estos compuestos no pudieron separarse, en el espectro de RMN, se puede ver claramente
que la reaccion tiene diasteroselectividad, en una proporcién promedio de 60:40.

Dentro de los catalizadores empleados el APTS y el PPTS son acidos de Bronsted,
los cuales actuan donando un proton al oxigeno del grupo carbonilo, haciendo que el
carbonilo sea mas electrofilo, y favoreciendo de esta manera el ataque nucle6filo de la amina

(esquema 1.19).

. + .f\H
[oF ¢OH us }\)‘/H SH
+

S j& H \.
| SH H20+ H SH
HS+ N* N
NH 73 e
-H,0
- -
o HO

HO H

HO HO HO

Esquema 1.19. Probable mecanismo de reaccién para la formacion de benzotiazolinas a partir de
trans- dehidroandrosterona, con APTS como catalizador

Por otro lado, se tiene al liquido i6nico 33 el cual actua formando un aducto con el

grupo carbonilo, posteriormente entra el par electronico, dejando deficiente de carga al




carbono, lo que lo hace mas reactivo para el ataque nucleofilico del atomo de nitrégeno,
dando lugar a la imina intermediaria, en la mezcla E y Z, para el posterior ataque del segundo
nucleofilo, formando el derivado benzofusionado (esquema 1.20).
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Esquema 1.20. Probable mecanismo de reaccion para la formacion de espiroesteroides tipo
benzotiazolinas a partir de trans-androsterona empleando liquido idnico como catalizador

1.4.6. Sintesis de espiroesteroides con un fragmento de tipo
benzimidazolina sobre la posicion 17 de estrona, trans-androsterona y

trans-dehidroandrosterona
Una vez optimizada la formacion de benzotiazolinas esteroidales, se decidio
extenderla a la sintesis de benzimidazolinas; para ello se evalu6 el tratamiento de la cetona
en C-17 del esteroide con o-fenilendiamina (esquema 1.21). La sustitucion isostérica del
azufre por nitrogeno en el anillo heterociclico puede proporcionar interesantes relaciones
estructura-actividad.
Inicialmente se empled tolueno como disolvente a 80 °C; sin embargo, tras un tiempo

de reaccion de 24 h, se observo la formacion de una gran cantidad de subproductos,




provocado quizds por la mayor reactividad de la o-fenilendiamina con respecto al o-

o HN- ;

aminotiofenol.

O-FenHWina, NH
s .y tolueno, 80°C, ™,
24 h “n,
1,203 35 (1)
36 (2)
37 (3)

Esquema 1.21. Formacion de espiro derivados con fenilendiamino en tolueno

Debido a la formacion de mdaltiples subproductos, se decidio cambiar el disolvente
por metanol; de esta forma, puede disminuirse la reactividad de la o-fenilendiamina, por un
lado, por la formacidn de enlaces de hidrégeno con el disolvente, y por otro, por la reduccion
del punto de ebullicion. Como catalizadores, se evaluaron el APTS y el PPTS. En el caso de
este tipo de compuestos, no se genera un centro quiral en C-17, por lo que solo se observa la
formacion de un compuesto, y a diferencia de los tioisdsteros no fue posible aislar las iminas
intermediarias.

Igual que en el caso de las benzotiazolinas, la reaccion se realizé empleando trans-
androsterona (2), estrona (1) y trans-dehidroandrosterona (3) como materias primas; durante
la optimizacién de la reaccion con trans-androsterona se observo que se presentaba un mejor
rendimiento con el APTS como catalizador, por lo que se decidio llevar a cabo la reaccion
con estrona y trans-dehidroandrosterona en similitud de condiciones. Se obtuvo mejor
rendimiento para trans-androsterona, y una reduccion significativa en el caso de estrona y
trans-dehidroandrosterona, atribuible a una menor reactividad de estos sistemas, asi como a

la formacidn de maltiples subproductos, detectados en CCF.




La formacion de los derivados benzofusionados de tipo imidazolina, fue confirmada
mediante RMN de *H y de *3C. En los espectros de proton del derivado de trans-androsterona
36 (espectro 1.31), se observan dos sefiales simples que integran para tres protones cada una,
y pertenecen a los protones de los metilos angulares 18 y 19, alrededor de 3.50 ppm una sefial
maultiple, la cual corresponde al proton de C-3, finalmente en la region de aromaticos se

presentan dos sefiales multiples, que corresponden a los protones del anillo aromatico de la
benzimidazolina.
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Espectro 1.31. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDsOD) de benzimidazolina de trans-androsterona
(36)
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La formacién de la benzimidazolina espiranica 36 se confirma realmente con el
espectro de RMN de 3C (espectro 1.32), donde se observa la desaparicion de la sefial de la

cetona en C-17 por 220.0 ppm, y un fuerte apantallamiento de dicho carbono hasta
aproximadamente 70.0 ppm.
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Espectro 1.32. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CD3;0D) de benzimidazolina de trans-
androsterona (36)




Para el derivado de estrona 35 en el espectro de protdn (espectro 1.33), se observa en
la zona de aromaticos, entre 6.50 y 7.50 ppm dos grupos de sefiales, las primeros
corresponden al anillo A del esqueleto esteroidal, y el segundo que se encuentra a frecuencias
mas altas, pertenece al anillo aromatico de la benzimidazolina. De igual forma que en el caso
anterior la pauta de confirmacion de formacion del espiroheterociclo la da el espectro de
carbono de RMN.
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Espectro 1.33. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDs0D) de benzimidazolina de estrona (35)

En el espectro de carbono (espectro 1.34), se observa la resonancia del carbono 17
alrededor de 85.0 ppm, el cual confirma la formacion del benzofusionado; en la region de
aromaticos entre 110.0 y 160.0 ppm, se encuentran las sefiales tanto del anillo A de la estrona,

como el de la benzimidazolina.
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Espectro 1.34. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CD;0D) de benzimidazolina de estrona (35)




En los espectros del derivado de trans-dehidroandrosterona 37 (espectro 1.35) se
pueden observar dos sefiales simples, correspondientes a los protones de los metilos 18 y 19,
a frecuencia mas altas, por 3.30 ppm se encuentra el protén de C-3. En la regién de los
protones vinilicos, una sefial multiple que integra para 1 proton y corresponde al proton de
C-6. En la zona de aromaticos hay 4 grupos de sefiales que integran para un proton cada uno
y corresponden a los protones del anillo aromatico de la benzimidazolina, de igual forma que
en los casos anteriores, la confirmacion de la formacion del derivado benzofusionado se

observa en el espectro de carbono.
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Espectro 1.35. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDs;0D) de benzimidazolina de trans-
dehidroandrosterona (37)
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En el espectro de carbono (espectro 1.36) se observa por 90.0 ppm la sefial del
carbono 17, la cual corresponde al carbono espiranico. Como es caracteristico de los
espectros de carbono de trans-androsterona y trans-dehidroandrosterona se presenta la sefial
de C-3 alrededor de 70.0 ppm, y en 120.0 ppm y 155.0 ppm los carbonos vinilicos. Entre
120.0 ppm y 150.0 ppm se encuentran las sefiales de los carbonos arométicos de la

benzimidazolina.
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Espectro 1.36. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CD3;0D) de benzimidazolina de trans-
dehidroandrosterona (37)
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1.4.7. Sintesis de espiroesteroides con un fragmento de tipo
benzoxazolina sobre la posicion 17 de estrona, trans-androsterona y

trans-dehidroandrosterona

El otro binucleo6filo utilizado para la sintesis de estos compuestos fue el 0-aminofenol,
con objeto de conseguir una nueva sustitucion isostera en el fragmento heterociclico
espiranico. Inicialmente se intentd acceder a los espiros con un fragmento de benzoxazolina,
empleando condiciones analogas a las descritas en el apartado anterior; de esta forma, el
tratamiento de los esteroides 1-3 con o-aminofenol se efectué empleando tolueno como
disolvente, p-TsOH como catalizador, a una temperatura de 80 °C. No obstante, no se observo
ningun avance, a pesar de incrementar el niUmero de equivalentes de o-aminofenol al doble.

El mismo resultado se obtuvo al sustituir tolueno por DMF como disolvente, y emplear largos

g
<

No se observé

tiempos de reaccion de hasta 56 h (esquema 1.22).

O0-Aminofenol, p-TsOH

g

DMF, 80 °C, 56 h
M

1,203

Esquema 1.22. Condiciones de reaccion para formacion de espiro derivados con o-aminofenol




Posteriormente se intentaron una serie de condiciones presentadas en la tabla 1.5,
modificando el disolvente (tolueno, DMF, DCM), catalizador, tanto &cido como bésico
(APTS, AcOH, NaH, CaCO3), como temperatura (ambiente — 80 °C); no obstante, en

ninguno de estos casos se obtuvo resultado alguno.

Tabla 1.5. Condiciones de reaccion ensayadas para la sintesis de benzoxazolinas, a partir de 1,20 3
de manera indistinta, sin obtener el resultado deseado

Ensayo | Disolvente Catalizador Temperatura
1 Tolueno APTS Ambiente
2 DMF APTS Ambiente
3 Tolueno CH3;COOH Ambiente
4 DCM CH3;COOH Ambiente
5 DMF CH3COOH Ambiente
6 Tolueno NaH Ambiente
7 Tolueno CaCOs Ambiente
8 Tolueno APTS 80°C
9 DMF APTS 80°C
10 Tolueno CH3;COOH 80°C
11 DCM CH3;COOH 50°C
12 DMF CH3;COOH 80°C
13 Tolueno NaH 80°C
14 Tolueno CaCOs; 80°C

Al no observar reaccion con este tipo de catalizadores, se decidié probar otro tipo de
catalisis basica, utilizando piperidina en etanol (esquema 1.23). Dicha reaccion se llevé a
cabo inicialmente para la estrona a temperatura ambiente pero no se observaron resultados,
por lo que se decidié incrementar hasta la temperatura de reflujo; en este caso se observo un
ligero avance en la reaccion, conduciendo al espiro derivado buscado con un rendimiento
bastante bajo. En el caso de trans-androsterona (2) y trans-dehidroandrosterona (3), se
observo la formacién de la imina intermediaria, de hecho, en la trans-androsterona no se
detectd la formacion del producto benzofusionado. Debido al bajo rendimiento se decidio
trabajar en la optimizacion de las reacciones; asi pues, se aumenté el nimero de equivalentes
del o-aminofenol, y a su vez se aumento la cantidad de piperidina al doble, obteniendo un

rendimiento 10% mas alto.
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Esquema 1.23. Formacién de la benzoxazolina 40 a partlr de la trans-dehidroandrosterona (3)

Dicha reaccion se llevo a cabo en etanol anhidro, a reflujo con piperidina, lo que
ayudo a obtener la mezcla de benzoxazolinas, las cuales no fue posible separar en columna
cromatografica. La mezcla solo se obtuvo para estrona y trans-dehidroandrosterona, en el
caso de trans-androsterona, se obtuvo la imina correspondiente, por lo que se decidid probar
la reaccidn con el liquido ionico 33 (esquema 1.24). Se utilizaron las mismas condiciones
descritas en el apartado anterior, con lo que se obtuvo el derivado espiranico 39, ademas de
la imina 41. Este grupo de compuestos, al igual que las benzotiazolinas, se obtuvieron como
una mezcla no resuelta de epimeros, muy notable en los espectros de RMN.

0 OH
o, N N
Liquido ionico +
2 HO 39 HO 41

Esquema 1.24. Formacién de la benzoxazolina 39 de trans-androsterona

La formacion de los compuestos fue confirmada mediante RMN de proton y de
carbono. En el espectro de proton del derivado de trans-androsterona 41, realizado con
piperidina (espectro 1.37). Se observa en 4.30 ppm una sefial multiple que pertenece al protén
de C-3. Hacia frecuencias altas en la zona de los aromaticos entre 6.50 y 7.75 ppm un
conjunto de sefiales que integran para 4 protones, lo que corresponde al nimero de protones
del anillo aromatico del o-aminofenol, el cual se unid al esteroide mediante la cetona de la

posicion 17 dando lugar a la formacién de una imina.
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Espectro 1.37. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de imina intermediaria 41
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En el espectro de *C de 41 (espectro 1.38) se observa la ausencia de un carbono
espiranico ya que estos se presentan entre 70.0 ppm y 110.0 ppm; por el contrario, se observa
un carbono altamente desplazado hacia frecuencias altas por 170.0 ppm, lo que es indicativo
de un carbono de tipo imina.
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Espectro 1.38. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de imina intermediaria 41

En el caso del espectro de la reaccion realizado con liquido i6nico (espectro 1.39), se
aprecia la formacion del derivado benzofusionado 39. En el espectro de RMN de protdn, se

observan dos sefiales simples a frecuencias bajas, las cuales corresponden a los metilos 18 y




19. En torno a 3.50 ppm resuena el proton de 3 como una sefial multiple y a frecuencias altas,

se observan los 4 protones del anillo aromatico de la benzoxazolina.
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Espectro 1.39. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de benzoxazolina de trans-androsterona
(39)
En el espectro de carbono (espectro 1.40), se observa un doble juego de sefiales,
indicando la presencia de ambos epimeros de 39. La formacion de la benzoxazolina se
justifica por la ausencia de los grupos carbonilo e imino en C-17, y la aparicion de sefiales

asignadas a C-17 en torno a 100.0 ppm, que es compatible con el carbono espiranico.
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Espectro 1.40. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de benzoxazolina de trans-androsterona
(39)




De forma analoga en el espectro de RMN de proton de la benzoxazolina de trans-
dehidroandrosterona (40) (espectro 1.41) se puede observar en la region de aromaticos una
serie de sefiales multiples que pertenecen a los protones aromaticos de la benzoxazolina,

ademas del resto de las sefales del esqueleto esteroidal de la trans-dehidroandrosterona.
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Espectro 1.41. Espectro de *H RMN (500 MHz, CD;0D) de benzoxazolina de trans-
dehidroandrosterona (40)

Como en los casos anteriores, la formacion del espiroheterociclo se confirma con el
espectro de RMN de 3C (espectro 1.42). En €l se pueden observar, los carbonos vinilicos
entre 135.0 ppmy 145.0 ppm, alrededor de 70.0 ppm al carbono 3. Como sefial confirmatoria
se encuentra por 100.0 ppm al carbono espiranico C-17 de ambos epimeros, carbono que se

desplaza de 220.0 ppm. En la region de aromaticos se pueden ver los carbonos aromaticos de
la benzoxazolina.
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Espectro 1.42. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CD;0D) de benzoxazolina de trans-
dehidroandrosterona (40)




En el espectro de RMN de protdn (espectro 1.43) de la imina 42, se observan dos
sefiales simples a frecuencias bajas que corresponden a los metilos 18 y 19; el protén
vinilico de 6 se encuentra alrededor de 5.50 ppm. Finalmente, a frecuencias altas en la
zona de aromaticos entre 7.20 y 8.00 ppm se hayan los 4 protones aromaticos del anillo

bencénico del o-aminofenol.
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Espectro 1.43. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de imina intermediaria 42

En el espectro de carbono (espectro 1.44), se observan todas las sefiales del esqueleto
esteroidal. Por otro lado, entre 100.0 y 150.0 ppm se encuentran los carbonos del anillo
bencénico de la mezcla de iminas. La sefial que da la pauta de formacion de la imina son los
dos carbonos entre 170.0 ppm y 180.0 ppm, que corresponden al carbono 17 de ambos

epimeros, los cuales se desplazan de 220.0 ppm al transformarse la cetona en imina.
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Espectro 1.44. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de imina intermediaria de
benzoxazolina de trans-dehidroandrosterona (42)




Finalmente, en el espectro de RMN de protdn de la benzoxazolina de estrona (38)
(espectro 1.45), se observa a frecuencias bajas un singulete perteneciente al metilo 18. A
frecuencias bajas en la region de aromaticos se encuentran los protones del anillo A de la

estrona y los protones de la benzoxazolina.
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Espectro 1.45. Espectro de 'H RMN (500 MHz, CDCls) de benzoxazolina de estrona (38)
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Sin embargo, para confirmar la formacion del derivado benzofusionado se necesita
del espectro de carbono (espectro 1.46). En el cual se pueden ver entre 100.0 ppm y 105.0
ppm las sefiales de los carbonos espiranicos (C-17) de ambos epimeros, confirmado la
formacion del derivado benzofusionado. Finalmente, entre 110.0 ppm y 155.0 ppm se
observan los carbonos del anillo A y los carbonos de la porcion bencénica de la

benzoxazolina.
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Espectro 1.46. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDClIs) de benzoxazolina de estrona (38)

T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 40 30 20




1.4.8. Sintesis de espiroesteroides disustituidos en la posicion 3y 17 de

trans-androsterona (2) con grupos benzotiazolina y benzimidazolina
Con todo lo anterior y con base a los reportes de la literatura se decidi6 sintetizar una
variacion de este tipo de compuestos, los disustituidos de trans-androsterona, con porciones

benzotiazolinay benzimidazolina. Para esto fue necesario llevar acabo dos pasos de reaccion.

Paso 1: Oxidacion de trans-androsterona para obtencion del diceténico en C-3y C-17.
Para ello lo primero fue formar al diceténico de trans-androsterona (43) (esquema
1.25), utilizando PCC como agente oxidante y CaCOs, en cloruro de metileno; tras 24 h de

reaccion a temperatura ambiente, el compuesto 43 fue aislado con rendimiento cuantitativo.

o o)
PCC, CaCO,
DCM, 24 h, ta
HO O
2 43

Esquema 1.25. Reaccion de oxidacion de trans-androsterona (2)

Para confirmar la formacion de este compuesto, se registraron los espectros de RMN.
En el espectro de *H RMN (espectro 1.47) se pueden observar las sefiales del esqueleto

esteroidal, sin embargo, ya no se observa la sefial del protén de 3, lo que indica la conversion
del alcohol en una cetona.
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Espectro 1.47. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de diceténico de trans-androsterona (43)




En el espectro de carbono (espectro 1.48), se observan dos sefiales entre 210.0 ppm
y 220.0 ppm que corresponden a los carbonos carbonilicos de cetona de 3y 17, con lo que

se confirma la formacién del diceténico.
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Espectro 1.48. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de diceténico de trans-androsterona (43)

Ademas de los espectros de RMN también se obtuvo el espectro de IR en el que

(espectro 1.49) se pudo observar la presencia de dos grupos carbonilos como dos sefiales

intensas en 1741 cm™y en 1709 cm™, ademas ya no se observa la sefial del grupo hidroxilo.
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Espectro 1.49. Espectro de IR de dicetdnico de trans-androsterona (43)

Paso 2: Formacion del derivado disustituido con benzotiazolina y benzimidazolina
Para formar los dos espiros sobre las posiciones 3 y 17 fueron utilizadas las mismas
condiciones empleadas para las sintesis de los espiros de la posicion 17, anteriormente
mencionados; en concreto, para la benzotiazolina 44 (esquema 1.26) se empled p-TsOH
como catalizador, tolueno como disolvente, a una temperatura de 80 °C. Los rendimientos

observados en estos casos fueron de bajos a moderados.




Aminotiofenol, S NH
p-TsOH o PTSP

tolueno, 80 °C, 36 h

H
N
- o
Esquema 1.26. Condiciones de reaccion para la formacion del derivado disustituido 44

En el espectro de IR del derivado disustituido por benzotiazolinas (44) (espectro
1.50), se observan dos sefiales por encima de 3300 cm™ la cual corresponde a los grupos NH;
otro dato importante en este espectro es la ausencia de las sefiales intensas en torno a 1700

cm de los carbonilos, y finalmente por 738 cm™, se observa el estiramiento C-S como una
sefial intensa.

Lo

3455.928!

/ 3065.815 N\
3370.750 / ) \ | \ 965.01
/ \ / \ \
/ \ / N\
2954.116  '2854.217 Hl\i / AN 1072.847
/ / \
1719.739 / | “‘ |
\2923.366 / | 13789\ N eosd
S 1608.229 |
. / 1264.276
@/ N 1475.571

738.357

FI T T T T T T S S T S T S S O T O T O S S I O T N S S T S S S S S S S N S S S S B S S S B B SRS
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber

Espectro 1.50. Espectro de IR de disustituido benzotiazolina (44)

Para el caso de la benzimidazolina 45, las condiciones se muestran en el esquema
1.27.

O-Fenilendiamina, NH
p-TsOH o PTSP

>

MeOH, 45 °C, 24?1
HN
NH

Esquema 1.27. Condiciones de reaccion para formacion del derivado disustituido 45




En el espectro de IR de la benzimidazolina 45 (espectro 1.51) se observa una sefial
ancha en torno a 3300 cm™, la cual se debe al estiramiento N-H de las aminas de las
benzimidazolinas; de igual forma que en el espectro anterior tampoco se observan las sefiales

de los carbonilos.

/ /
2112.011~ y
1916.122 / 1218.540 |

|

| )
1706.953 ,1387.901 | 744.940
HN / |
2927.622 2854.612 . J :
: \ 1432.272
Q/N H A 1655.865/ 1610-5%6 /1025.078

L T T T T T T T T T U T S T I S S SO T T S T I O S S T S S S S S T K S S S S S O S S B S S R S S S S BN
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber

Espectro 1.51. Espectro de IR de disustituido benzimidazolina (45)

3367.334

3287.759

Los productos obtenidos fueron purificados en columna cromatografica y
caracterizados por RMN de *H y de 3C. Los compuestos formados con APTS comenzaron
a degradarse rapidamente, antes de la purificacion, sin contar que no habia consumo total de
la materia prima, por lo que se decidid, probar las reacciones con PTSP. Observando
consumo total de la materia prima en 6 horas de reaccion a 85 °C. Sin embargo, al momento
de la purificacion el derivado disustituido de benzotiazolinas se degradaba rapidamente en la
columna, por lo que no fue posible separar los 4 epimeros que se observaban en placa. Estos
se forman debido a la generacién de dos nuevos centros estereogénicos, los cuales son
claramente visibles en el espectro de carbono de RMN.

En el espectro de RMN de proton (espectro 1.52 y 1.53) de ambos derivados, se

observa los protones aromaticos de las dos porciones benzotiazolina o benzimidazolina.
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Espectro 1.53. Espectro *H RMN (500 MHz, CD;0D) de d

Por otro lado, en el espectro de carbono del di

(espectro 1.54), se observa la formacion de los 4 epim
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isustituido benzimidazolina (45)

sustituido de benzotiazolina (44)

eros, por lo que se ven una gran

cantidad de sefiales de carbono. Dificultando en gran medida su caracterizacion, sin embargo,
el desplazamiento hacia frecuencias bajas en torno a 75.0 ppm y 90.0 ppm de los carbonos

C-3y C-17, respectivamente, nos indica la formacion de

ambas benzotiazolinas.




N

NH

(9]

.‘ W M“n W Jﬂ.Jandmw__

T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 1.54. Espectro **C RMN (125.5 MHz, CDCls) de disustituido de benzotiazolina (44)
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En el caso del espectro de carbono del disustituido de benzimidazolina (45) se observa
unicamente la formacion de un derivado ya que, debido a la simetria del heterociclo, no se
generan centros estereogénicos ni en C-3, ni en C-17. Observamos solo dos carbonos
espiranicos entre 80.0 ppm y 90.0 ppm, se observan las sefiales de los carbonos aromaticos

de ambos anillos y las sefiales del esqueleto esteroidal.




I.5. Ensayos de antiproliferacion

En colaboracién con el Dr. José Manuel Padrén (Universidad de la Laguna, Espafia)
se ha llevado a cabo la evaluacion de la actividad antiproliferativa de los compuestos
preparados en este apartado de la Tesis Doctoral.

Para ello se empled un panel de 6 lineas celulares de tumores solidos humanos: A549
(células de pulmon no pequefias), HBL-100 (mama), HeLa (cérvix) y SW1573 (células de
pulmoén no pequefias), como lineas sensibles a farmacos, asi como T-47D (mama) y WiDr
(colon), como lineas resistentes a multifarmacos. La evaluacion se efectué usando una
implementacion del protocolo del Instituto Nacional del Cancer de EE.UU. (NCI60)*. Los
resultados, expresados como Glso (LM), (concentracion del compuesto requerida para inhibir
el 50% de la proliferacion celular tras 48 h de exposicion), se presentan en la tabla 1.6.

Dichos compuestos fueron comparados con los valores de inhibicion de los farmacos
esteroidales galaterona y abiraterona, los cuales fueron usados como control positivo de
agentes antiproliferativos esteroidales, empleados de manera convencional en quimioterapia.
De esta forma, se ha analizado la influencia del tipo de compuesto (imina o heterociclo), la
naturaleza del heterodtomo (S, N, O), asi como el tipo de esteroide de partida (trans-
androsterona, trans-dehidroandrosterona o estrona). De acuerdo con los resultados obtenidos,
se observa que la mayoria de los compuestos inhiben el crecimiento celular en el rango
micromolar, y pueden extraerse una serie de interesantes relaciones estructura-actividad. En
general, las iminas intermedias evaluadas, exhiben una actividad antiproliferativa moderada,
con valores de Glso comprendidos entre 11-78 uM. La excepcion es el compuesto 30, con
una actividad potente frente a las lineas HBL-100 (11 uM, mama) y HelLa (4.4 uM, céncer
cérvico-uterino).

Con respecto al residuo esteroidal, los derivados de estrona resultaron ser mas
potentes que sus analogos de trans-androsterona y trans-dehidroandrosterona, siendo
especialmente notable la diferencia en el caso de las benzimidazolinas. Asi pues, mientras el
compuesto 37 carecio de actividad destacable a la maxima concentracion ensayada (100 uM),
y el derivado 36 mostré actividad moderada, la benzimidazolina 35, exhibié valores de Glso
en el rango micromolar para todas las lineas celulares evaluadas (Glso = 1.6-4.5 uM).
Dichos valores son analogos a los del farmaco galaterona y suponen un incremento de

actividad de hasta 50 veces con respecto a la abiraterona.




Por otro lado, en cuanto al tipo de heterociclo, de forma general, los méas activos
fueron los derivados de tipo benzoxazolina. Son especialmente potentes los compuestos 38
y 40, con actividades en el rango submicromolar-micromolar. Dichos derivados resultaron
ser especialmente potentes frente a la linea SW1573, en un incremento de actividad de hasta
160 veces con respecto a la abiraterona.

Con esto podemos concluir que modificaciones en el anillo D del esqueleto
esteroidal, afectan su actividad, al igual que el heterodtomo presente en el heterociclo,
observando actividad moderada en los heterociclos de azufre, y de nitrégeno, salvo en el caso
de estrona, y una potente actividad en los derivados con oxigeno. Para inferir las relaciones
de actividad de la estructura, los datos se ven mejor utilizando el gréafico de rango Glso
(Figura 1.14).

|| trans-androsterone 1] dehydroandrosterone [ estrone

Figura 1.14. Grafica de valores de antiproliferacion de los derivados esteroidales




Tabla 1.6. Valores Glso de la actividad antiproliferativa de derivados esteroidales contra diferentes
lineas celulares de cancer humano
Valor de Gl (uM) frente a cada linea celular

Compuestos A549 HBL-100 HelLa SW1573 T-47D WiDr
29 27+4.7 33+5.1 24+3.4 25+1.7 36+3.0 30+2.4
26 22+0.4 24+3.2 19+4.5 18+3.8 19+1.8 28+7.1
28 44+6.6 >100 25+4.9 24+8.8 36+6.6 78+17
27 27+4.9 16+7.8 21+4.4 23+3.8 28+1.9 27+4.7
30 29+8.9 11+2.0 4.4+0.7 16+4.7 21+0.7 3010
36 21+3.1 24+1.4 225 22+4.1 32+5.6 24+4.7
35 3.3+0.5 4.5+0.7 3.6£0.6 1.6+0.6 3.7+04 4.3+0.9
37 >100 >100 98+.7 >100 >100 >100
41 21+3.0 27+2.7 16+3.1 16+4.0 3245.2 23134
38 2.1+0.4 3.6x£1.0 1.7+£0.2 0.52+0.1 2.9+.02 2.8+0.5
42 24+3.1 52+4.5 23+3.7 13+2.7 47+2.6 42+1.9
40 2.3£0.5 12+2 1.8+0.2 0.85+0.2 2.3£0.3 2.7£0.1
15 53+£7.5 82+9.1 18+2.4 7348.6 52+7.5 5746.2
19 >100 >100 7.5£1.3 >100 >100 >100
21 93+9.5 96+5.5 21+3.8 42+7.7 46+7.2 5343
20 37+2.1 58114 2949.3 68+22 >100 44+7.9

Abiraterona 9548.0 >100 7.9+£0.5 85%4.5 24+4.5 42+7.7

Galaterona 3.9£1.3 10+0.9 5.3+0.4 3.9+0.5 2.1+0.1 2.7%0.2

Los valores de Glsp se dan en uM. La desviacion estandar se calculd de dos a cuatro experimentos
independientes. La abiraterona y la galaterona se utilizaron como farmacos citotoxicos de referencia.
Los valores en negrita representan los mejores datos antiproliferativos contra lineas celulares
tumorales con valores de Glsg <10 pM.

L.s. Estudios computacionales

Los métodos basados en la quimica computacional son ampliamente utilizados en
la caracterizacion espectroscopica Yy asignacion estereoquimica de centros
estereogénicos, de una gran cantidad de moléculas bioactivas, las cuales han sido dtiles
para predecir tanto las estructuras moleculares como sus propiedades de RMN, como las
constantes de acoplamiento y los desplazamientos quimicos de H y 3C.5%¢.%

Actualmente, se han desarrollado metodologias fiables para comparar los




desplazamientos quimicos de RMN obtenidos experimentalmente con los calculados
tedricamente obtenidos.%®°° El aporte tedrico para este trabajo es aclarar la asignacion
correspondiente de cada espectro, calculando la configuracion relativa de siete derivados
esteroidales con posible actividad antiproliferativo. Se realizaron analisis de energia
Gap, energia libre, poblacion, densidad electronica y *C RMN, utilizando la

metodologia DFT, poniendo énfasis en el carbono espiranico C-17.

1.6.1. Estabilidad energética y analisis de poblacién

La figura 1.15 muestra las estructuras optimizadas calculadas al nivel teodrico
B3LYP / 6-31+G (d,p), de los siete derivados esteroidales con mayor actividad
antiproliferativa (GI150) en las seis lineas celulares cancerosas de acuerdo con la Tabla
1.6. Las propiedades estructurales y la diasteroselectividad fueron analizadas mediante
la presencia de un carbono espiranico, que se origina por el ataque nucleofilico sobre C-
17 del anillo D del sistema de anillos del esqueleto esteroidal. Los compuestos 30 se
obtuvieron a partir de trans-dehidroandrosterona (3), al igual que los compuestos 40 los
cuales son diasteroisomeros entre si, por otro lado, 38 son diasteroisomeros sintetizados
a partir de estrona (1). EI compuesto 35 se obtuvo como estructura Unica a partir del
precursor (1). Los diferentes reactivos dieron lugar a diferentes grupos como
benzotiazolinas (30), benzoxazolinas (38 y 40) y benzimidazolinas (35). Los diferentes
grupos y sustituyentes aportan diferentes caracteristicas electronicas, que confieren
diversas propiedades como estabilidad y reactividad. Experimentalmente, existen dos
formas de determinar la estabilidad cinética, una de ellas es mediante medidas
calorimétricas y otra mediante la constante de equilibrio. Computacionalmente, la
estabilidad relativa de un par de diasteroisomeros se puede determinar de forma directa
utilizando la energia libre, AG, en condiciones normales. Otra medida de estabilidad es
la energia de la brecha (Eg=ELUMO-EHOMO) en el marco de los orbitales moleculares
de frontera. Un gran valor de Eg implica una gran estabilidad cinética y una baja
reactividad quimica, debido a que es desfavorable eliminar electrones del orbital
molecular ocupado mas alto (HOMO) para transferirlos al orbital molecular desocupado
méas bajo (LUMO), y de esta forma transportar fuera la reactivacion de la reaccion

quimica.




En la Tabla 7 se muestra la energia libre, G (en a.u.), energias libres relativas
con respecto al compuesto o diasteroisdémero mas estable (AG, en kJ mol™), energias gap
(Eg, en eV), poblacion (en %) y los &ngulos diedros representativos de los siete
compuestos optimizados. Los resultados muestran la siguiente tendencia en la
estabilidad energética: 30a> 30b> 40a> 40b> 38a> 38b> 35. Los compuestos 30, con
los valores G maés pequefios, tienen un enlace de hidrégeno entre el grupo S—-H vy el
atomo de N del grupo imina, que estabiliza a las estructuras moleculares. EI compuesto
30a es mas estable que el compuesto 30b en 3.84 kJ mol™. Los compuestos 38a y 40a
con configuracién R son mas estables que sus respectivos diasteroisomeros S, 38b y 40b,
en 5.92 y 5.45 kJ mol™, respectivamente. Por otro lado, los diasteroisomeros 40 y 38
tienen el mismo sustituyente E, sin embargo, la mayor estabilidad observada de 40 con
respecto a 38 se debe a la diferencia en el anillo A y la presencia del doble enlace en el
anillo B de los precursores (3) y (1), respectivamente. La figura 16 muestra el potencial
electrostatico molecular (MEP) de los siete derivados esteroidales usando un mismo
valor de 4x10*a.u. Las regiones rojas indican carga negativa o alta densidad electronica,
las regiones azules indican carga positiva o densidad electronica deficiente y las regiones
amarillas corresponden a valores intermedios. Se observa que los compuestos 30 y 40
del precursor 3, muestran una region con alta densidad electronica en el doble enlace del
anillo B, mientras que en los compuestos 38 y 35, la densidad electronica se encuentra
en el anillo A. Otras regiones con alta densidad electrénica se encuentran en el
sustituyente E y en el O—H unido al anillo A de todos los compuestos, por otro lado, las
regiones con densidad electronica deficiente se encuentran en los atomos de H de los
enlaces O-H, N-H y S—H.

Eg (4.87 y 4.82 eV, respectivamente). Los compuestos 30 presentan un enlace
imina entre el carbono C-17 del anillo D y el a&tomo de N del sustituyente E (ver Figura
16), proporcionando densidad electronica en esta region. Los valores de Eg disminuyen
cuando el sustituyente E contiene mas atomos donantes de electrones, lo que afiade
densidad electronica hacia C-17, como se observa en el compuesto 35 el cual presenta
dos atomos de N en el sustituyente E. Esta indica cuando existe una contribucion
importante de donacion de electrones, una reactividad quimica importante y una

estabilidad cinética menor. Ademas, en la Tabla 7 se muestra el analisis de poblacion




utilizando AG en las tres series de compuestos (30, 40 y 38), los compuestos
mayoritariamente poblados tienen valores entre 83-92%. Para la serie 30, el compuesto
30a es el méas poblado, en esta configuracion el angulo diedro entre los dos carbonos del
grupo —Ph de E y el enlace imina —C = N— es 108 °, mientras que en el compuesto 30b
el angulo diedro es de -114 °, se encuentra hacia el lado contrario. Por otro lado, el
compuesto (17R) —40a de la serie 40, estd mayormente poblado con 91.6% mientras que
(17S) —40b solo tiene 8.4% poblado. El angulo diedro entre los dos carbonos de los
anillos C y D, entre el carbono espiro C-17 y el grupo —NH es -167.9 ° en (17R) —40a
mientras que en (17S) —40b es 81.6 °, verificando la posicion contraria del sustituyente
E para la serie 38, se observa que (17R) —38a es el diasteroisomero mas poblado con
90.02% mientras que (17S) —24 tiene 9.98% de poblacion, de manera similar a la serie
40, sus angulos diedros calculados (-168.2 °y 80.9 °) indican configuraciones contrarias
del sustituyente E, por lo tanto, el analisis tedrico de G y Eg sugiere que el compuesto
35, con el mayor G (menor estabilidad) y el menor espacio (4.32 eV) es una de las mas
propensas a presentar mayor actividad antiproliferativa en las seis lineas celulares

estudiadas en este trabajo.

Tabla 1.7. Energia libre (G in a.u.), energia libre relativa (AG, in kJ mol?), energia gap (Eg, en
eV), poblacién (en %), y el &ngulo diedro representativo (en grados) de los derivados esteroidales
con mayor actividad antiproliferativa (Glsg), calculados por el nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d,p).

Compuestos G (a.u) AG (kJ | Eg(eV) | Poblacion | Angulo diedro (grados)
mol?) (%)
30a -1500.2901 | 0.00 4.873 82.53 107.63°(—C17=N—-Cpn—Csn-)
30b -1500.2886 | 3.84 4.817 17.47 -114.27°(-C17=N-Cpn—Csn—)
(17R)-40a -1177.3215 | 0.00 4.711 91.60 -167.89°(~Cc—Cp—C17—NH-)
(17S)-40b -1177.3192 | 5.92 4.709 8.40 81.64°(—Cc—Cp—Ci17—NH-)
(17R)-38a -1135.6838 | 0.00 4.778 90.02 -168.22°(—Cc—Cp—C17—NH-)
(175)-38b -1135.6817 | 5.45 4.715 9.98 80.96°(—Cc—Cp—Ci17—NH-)
35 -1116.2284 | — 4.317 100.0 77.20°(—Cc—Cp—C17—-NH-)




Figura 1.15. Estructuras optimizadas de los derivados esteroidales con mayor actividad
antiproliferativa (GI150), calculados por el nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d,p).




Cont. Figura 1.15. Estructuras optimizadas de los derivados esteroidales con mayor actividad
antiproliferativa (Glso), calculado por el nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d,p).




Figura 1.16. Potencial molecular electrostatico (PEM) de los derivados esteroidales con mayor

actividad antiproliferativa (Glso), calculado por el nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d,p).




1.6.2. Calculos de 3C RMN

Los calculos de los cambios quimicos de **C RMN de los compuestos se llevaron a
cabo usando la ecuacion é=ecref-6, donde oref es la proteccion magnética isotropica de
tetrametilsilano (TMS) con un valor de eref = 192.599 ppm. Los resultados experimentales
y tedricos para el carbono espiranico C-17 se muestran en la tabla 1.8. Los valores calculados
concuerdan con los obtenidos experimentalmente. Por tanto, se predijo el valor para el
compuesto 38b. En general, el método RMN-DFT utilizado en este trabajo proporciona
valores ligeramente sobreestimados a 3 ppm en promedio, lo que sugiere que las estructuras

tedricamente propuestas son correctas.

Tabla 1.8. Desplazamientos quimicos experimentales y calculados de **C RMN (3, en ppm) para
el C-17 de los derivados esteroidales con mayor actividad antiproliferativa (Glso). Los valores
tedricos son calculados usando el método GIAO del nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d,p).

Compuesto & BCeo 8 BCexp
30a 182.08 181.70
30b 175.93 173.78
(17R)-40a 102.61 99.60
(175)-40b 101.68 98.86
(17R)-38a 103.76 100.60
(175)-38b 102.73 —

35 89.77 87.47




1.6.3. Docking molecular sobre Bcl2 (202F)

Como se ha visto con anterioridad los esteroides son productos naturales ampliamente
distribuidos en la naturaleza, los cuales se pueden encontrar como hormonas, lipidos de
soporte entre otros dentro de los organismos vivos. Debido a esto, utilizarlos como farmacos
suena prometedor, ya que son faciles de reconocer por el cuerpo humano. Por ello fueron
sintetizados una serie de derivados esteroidales, los cuales se disefiaron como agentes
antiproliferativos. Esta actividad podria ser llevada a cabo mediante el anclaje a receptores
nucleares, a la inhibicién de alguna enzima durante el proceso de replicacion o de alguna
proteina durante la apoptosis.®

Se decidid realizar un estudio de docking molecular sobre una proteina involucrada
en el proceso de apoptosis, la cual también se ha observado interactia con moléculas
estructuralmente semejantes a los compuestos sintetizados. Esta proteina es la Bcl-2, una
proteina antiapoptdtica que provee a las células cancerosas un mecanismo comin para
sobrevivir y crear resistencia a los fArmacos quimioterapéuticos actuales, en este caso debido
a la similitud del ligando co-cristalizado con nuestras moléculas se decidio utilizar la proteina
co-cristalizada con una acil sulfonamida (4-(4-bencil-4-metoxipiperidin-1-il)-n-[(4-{[1,1-
dimetil-2(feniltio)etil]lamino}-3-nitrofenil)sulfonil]benzamida) denominada 202F, esta se
expresa en Escherichia coli BL21(DE3), pero procede del humano (homo sapiens), es una
proteina de una sola cadena, con una longitud de 138 aminoacidos. Tiene un peso molecular
de 17.06 kDa y presenta un total de 1204 atomos.® Bcl-2 es un protooncogén extraido de las
células B de linfoma 2, se encuentra en la traslocacion reciproca entre los cromosomas 14 y
18 que se presenta en los linfomas foliculares.®? A diferencia de otros oncogenes este se
encuentra involucrado en el bloqueo de la muerte celular y no en el control de la proliferacion,
tiene una localizacién mitocondrial lo que indica la importancia de este organulo en los
procesos de apoptosis, esta proteina lleva a cabo una interaccién con su homélogo Bax, la
cual es una proteina pro-apoptética.®? Para que exista una regulacion en los procesos
apoptoticos debe existir una relacion Bcl-2/Bax, (anti-apoptotica/pro-apoptoética), la cual en
los procesos cancerosos se encuentra alterada. Las proteinas Bcl-2 y sus homologos estan
implicados en un gran nimero de procesos cancerosos como el melanoma y los carcinomas
de mama, préstata y pulmdn, a su vez se relaciona con la resistencia a los tratamientos

antitumorales més utilizados.%®




El acoplamiento molecular se llevo a cabo con la benzoxazolina de estrona, compuesto
que resulto mas activo en las pruebas de inhibicion de la proliferacion celular, sobre Bcl-2.
La estructura cristalizada de esta proteina fue obtenida de la base de datos Protein Data Bank
(PDB, https://www.rcsb.org/structure/202F), bajo el codigo de identificacion 202F,
estudiada por RMN en solucién, 1 conformero analizado. La proteina fue preparada en el
programa computacional Chimera,® en el que se minimizo su energia. Los célculos de
acoplamiento fueron realizados con AutoDock Vina (autodock vina_1 1 2 win32.msi).%
En el cual se realizd un acoplamiento automatizado del ligando semiflexible con el sitio de
union rigido de la proteina, en el programa se realizaron 10 corridas del experimento, cada
una de estas da una prediccion de modo de unién del ligando con el sitio activo de la proteina.

Todas las moléculas de agua fueron removidas de la proteina, a su vez todos los atomos
de hidrogeno fueron afiadidos. Para el ligando y la proteina fueron asignadas las cargas de
Gasteiger y los atomos no polares fueron escondidos. El grid fue generado dentro del
programa de Chimera, y centrado sobre las coordenadas cristalograficas del ligando
cristalografico, las dimensiones del grid fueron 25 x 25 x 25 A, para la visualizacion de los
compuestos fueron utilizados Pymol 1.3,% Discovery Studio, version 4.1 (Accelrys, Inc. San
Diego),%” y Proteins.plus.®® El ligando fue preparado en Chem Bio Draw, minimizando su
energia y fue utilizado en el programa Chimera y procesado en Autodock Vina.

Fue utilizado un equipo Toshiba de 4.0 GB con procesador Intel(R) Celeron(R) CPU
N2820 @ 2.13 GHz, con un sistema operativo de 64 bits, procesador basado en x64.

El primer paso fue la validacién del Docking, para esto se llevd a cabo el
reacoplamiento del ligando co-cristalizado (L10) sobre la proteina, observando que se
mantienen las interacciones originales y presenta un RMSD: 0.532 A, arroj6 un puntaje de -
10.3 kcal/mol. Los aminoacidos con los que interacta el ligando co-cristalizado con la
proteina son Leul34, Val130, Val145, Phel50, Phel47, Phel01, Phel09. Se realizo la
visualizacion de la pose 1 del ligando co-cristlizado en proteins.plus y se pudo observar la
mayoria de las interacciones mencionadas, las cuales se encuentran reportadas en la

literatura.®> Se muestran las interacciones de la validacion en la figura 1.17.



https://www.rcsb.org/structure/2O2F
https://www.rcsb.org/ligand/LI0

Figura 1.17. Interacciones del ligando co-cristalizado LI0 con la proteina Bcl-2 observadas en
proteins.plus

Una vez realizada la validacion se realizd el acoplamiento molecular de la
benzoxazolina de estrona, el compuesto mas activo en la evaluacion antiproliferativa sobre
las 6 lineas celulares cancerosas, con la proteina escogida Bcl-2, lo cual dio un puntaje de -
9.2 kcal/mol, el compuesto muestra interacciones por puente de hidrogeno con GIn96 por el
hidroxilo de C-3 de la estrona, unidon que no forma parte de las interacciones del ligando
cristalografico con la proteina, lo que puede resultar favorable ya que podria reforzar el
complejo ligando-proteina, esto se observa mediante una estructura tridimensional en el

programa PYMOL, y se presenta en la figura 1.18.




Figura 1.18. Presentacion en tres dimensiones de la benzoxazolina de estrona (presentada en azul),
dentro del sitio activo de Bcl-2, podemos observar la interaccion por puente de hidrogeno.

En cuanto al resto de las interacciones se pueden observar con claridad en las
visualizaciones bidimensionales, como son Discovery (figura 1.19) y Proteins.plus (figura
1.20). En Discovery studio se observan las dos poses que méas se asemejan al ligando
cristalogréfico, presenta interacciones con Leul34, Val130, Val145, Phel50, Phel0l y
Phel09, las cuales también presenta el ligando cristalografico, también se observan buenas

interacciones con la Tyr199, interaccion que no presenta el ligando LIO.

Figura 1.19. Visualizacion en 2D, de las interacciones de benzoxazolina de estrona con los
aminoacidos del sitio activo de Bcl-2, en Discovery.




Para observar con mas claridad las interacciones del docking, fue procesado en
protein.plus, en el que se pudo ver que los dos anillos arométicos generan interacciones de
tipo pi-pi con la Tyr105, y con la Tyr199, a su vez con el anillo de la benzoxazolina presenta
interacciones de tipo VVan der Waals con Phe101 y forma un puente de hidrogeno con GIn96.
El resto del esqueleto esteroidal presenta interacciones hidrofébicas con Ala97 y con Tyr199,
interacciones que presenta en una de las 2 conformaciones con mayor similitud, con todo
esto se puede concluir que la benzoxazolina de estrona podria actuar mediante la inhibicion
de la proteina Bcl-2 ya que presenta multiples interacciones con el sitio activo, esto concuerda
con lo observado en los resultados in vitro con buenos valores de inhibicion de la

proliferacion celular.

Figura 1.20. Visualizacion en 2D, de las interacciones de benzoxazolina de estrona con los
amino&cidos del sitio activo de Bcl-2, en protein.plus.




l.7. Conclusiones

Con la finalidad de llevar a cabo la preparacion de ureas y tioureas espiranicas, fueron
sintetizados dos intermediarios, de tipo aminonitrilo y diamino a partir del carbonilo de la
posicion 17 de estrona, trans-androsterona y trans-dehidroandrosterona, sin embargo, a pesar
de modificar las condiciones experimentales solo fue posible obtener la espirotiourea a partir
de la estrona.

Por otro lado, fue desarrollada una metodologia para sintetizar espiro heterociclos
benzofusionados sobre la posicion 17; mediante reacciones de ciclocondensacion de tipo
one-pot, formando benzotiazolinas, benzimidazolinas y benzoxalinas a partir de estrona,
trans-androsterona y trans-dehidroandrosterona, en rendimientos moderados. A su vez
fueron aisladas las iminas intermediarias de algunos de los compuestos, los cuales fueron
caracterizados mediante técnicas espectroscopicas. Dichas reacciones fueron llevadas a cabo
con la ayuda de diversos catalizadores; todos los compuestos sintetizados fueron evaluados
como agentes antiproliferativos.

Se observé que la imina 30, presenta una actividad potente frente a las lineas HBL-
100 (11 pM, mama) y HelLa (4.4 UM, cancer cérvico-uterino). Se vio que los derivados de
estrona resultaron ser mas potentes que sus analogos de trans-androsterona y trans-
dehidroandrosterona, siendo especialmente notable la diferencia en el caso de las
bezimidazolinas. Presentando valores de Glso en el rango micromolar bajo para todas las
lineas celulares evaluadas (Glso = 1.6-4.5 uM). Dichos valores son analogos a los del farmaco
galaterona y suponen un incremento de actividad de hasta 50 veces con respecto a la
abiraterona. Por otro lado, en cuanto al tipo de heterociclo, de forma general, los mas activos
fueron los derivados de tipo benzoxazolina. Los compuestos 38 y 40 son especialmente
potentes, con actividades en el rango submicromolar-micromolar. Dichos derivados
resultaron ser especialmente potentes frente a la linea SW1573, en un incremento de
actividad de hasta 160 veces con respecto a la abiraterona.

De los resultados tedricos se obtuvo que los compuestos 30a y 30b tienen la mayor
estabilidad energética. Los diasteroisdmeros 40a y 38a, con configuracion R, son mas
estables que sus respectivos diasteroisomeros S, mientras que 40b y 38b, son los mas
poblados. Los desplazamientos quimicos de **C RMN se calcularon con precision confiable

con respecto a los encontrados experimentalmente, lo que fue util para la prediccion de los




espectros de *C RMN del compuesto 38b. Finalmente en el estudio de docking se puede
concluir que la benzoxazolina de estrona podria actuar mediante la inhibicion de la proteina

Bcl-2 ya que presenta multiples interacciones con su sitio activo.




l.s. Seccion experimental
Esteroides
Meétodos generales
Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro Perkin Elmer FT-IR

One, los datos se expresan en nimeros de onda (cm™).

Los espectros de RMN fueron determinados en un equipo Bruker Ascend 500 MHz.
Los desplazamientos quimicos estan reportados en ppm (3) y el espectro fue referenciado
con el disolvente protonado residual (*H) y con el disolvente deuterado (**C): CDCls (7.26 y
77.16 ppm), CD30D (3.31y 49.0 ppm) para 'H, y *C RMN respectivamente. Las constantes
de acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz (Hz). Las sefiales de *H y 3C, estan asignadas
usando experimentos de RMN de 1D y 2D (DEPT, COSY, HSQC, y HMBC). La
multiplicidad de las sefiales de los espectros de H se describe como: s para una simple, d
para una sefial doble, dd para una sefial doble de doble, ddd para una sefial doble de doble de
doble, dc para una sefial doble de cuadruple, t para una sefial triple y m para una sefal

multiple.

Las columnas cromatogréaficas fueron empacadas utilizando gel de silice Merc 60
(malla 230-400).

Para la CCF se utilizaron placas comerciales de gel de silice de 60 platos F2s4; dichas
placas fueron observadas por luz UV y reveladas con vainillina al 10% en etanol con 1% de
H2SOa.

Todos los disolventes utilizados fueron de grado reactivo, o destilados antes de ser
utilizados. Los reactivos utilizados se adquirieron de Aldrich o Merck y se utilizaron sin

ninguna purificacion.




Ensayos antiproliferativos

La actividad antiproliferativa in vitro se evaluo utilizando el método de sulforodamina
B (SRB), con algunas modificaciones.*? Los compuestos puros se disolvieron en DMSO para
obtener la concentracion deseada. Las células se inocularon en una placa de 96 pocillos en
una concentracién de 100 uM cada placa a una densidad de 2500 (A549, HBL-100, HeLay
SW1573), o 5000 (T-47D y WiDr) células por pocillo, en base en su momento de
crecimiento. Aunado a estas células también fueron evaluadas, la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y vy la linea celular de fibroblastos humanos BJ-hTERT. Las
densidades de siembra celular fueron de 5,000 células / pozo para SH-SY5Y y 7,000
células / pozo para BJ-hTERT. Las células de control se expusieron a una concentracion
equivalente de DMSO (0,25% v / v, control negativo). Cada compuesto se evalué por
triplicado a diferentes concentraciones en un rango de 0.01 a 100 uM. Los tiempos de
incubacion del farmaco fueron de 48 h. La densidad Optica de cada pocillo se midio a
530 nm (primario) y 620 nm (secundario). La actividad antiproliferativa, expresada
como 50% de inhibicién del crecimiento (Glso), se calculd de acuerdo con las formulas
de NCIL.%3

Meétodos computacionales

Para determinar que compuesto es termodindmicamente mas estable en la mezcla
como se muestra en el esquema 1y en la tabla 1.6 [30a (3), 30b (3), 35 (1), 40a (3),
40b (3), 38a (1), 38b (1)], la estabilidad energética basada en la energia libre y las
preferencias conformacionales se calcularon utilizando la Teoria Funcional de la
Densidad, DFT, con el hibrido funcional B3LYP ® y el conjunto de bases 6-31+G (d,p)
70 en fase gaseosa. Asi, la energia libre, G, para los siete compuestos con mayor actividad
antiproliferativa (GI50) (ver Tabla 1.6) se obtuvo a partir de estructuras totalmente
optimizadas sin restricciones de simetria. Se realizaron célculos de frecuencias
vibratorias (con vi> 0) para asegurar estructuras minimas en la superficie de energia
potencial. A partir de los célculos de frecuencias vibracionales se obtuvieron las
poblaciones a partir de valores de energia libre de la serie [30a (3) —30b (3), 40a (3)
—40b (3), 38a (1) —38b (1)], para conocer cual es el compuesto energéticamente mas

estable y poblado. Los desplazamientos quimicos de 3C RMN se calcularon utilizando




la comparacion de medida del orbital atdmico (GIAO) "* como la diferencia entre la
proteccién magnética isotrdpica del carbono C-17 de cada compuesto con respecto al
TMS (tetrametilsilano) utilizado como valor de referencia. Todos los calculos se
realizaron con el programa Gaussian16 "2 y los resultados se visualizaron con el software

GaussianView 6.0.16.7




Parte experimental
Formacion de espiroheterociclos a partir de diaminos

17-Amino-3B-hidroxi-5a-androsta-17-carbonitrilo (9)

H.N
> CN

HO

A una solucidn de trans-androsterona (300 mg, 1.03 mmol) en MeOH (10 mL), se adiciono
NH4Cl (386 mg, 7.23 mmol, 7.0 eq.), KCN (470 mg, 7.23 mmol, 7.0 eq.) e NH4OH (40
gotas); la mezcla se mantuvo en agitaciéon durante 2 dias a temperatura ambiente. La reaccion
fue filtrada y llevada a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por columna
cromatografica (Hx: AcOEt 9:1—7:3). Obteniendo 9 como un solido blanco (254 mg, 78%).

IR (cm™) 3447-3255 (OH, NH), 2924-2858 (C-H alifatico), 2233 (C-N nitrilo), 1273 (C-N),
1022 (C-N).

RMN !H (500 MHz, CDCIls) & 3.38 (m, 1H, H-3), 2.23 (m, 1H, H-16b), 1.92 (m, 1H, H-
NH>), 1.81 (m, 1H, H-16a), 1.61 (m, 5H, H-2, H-11b, H-12b, H-15b), 1.42 (m, 3H, H-4, H-
15a), 1.31 (m, 1H, H-8), 1.21 (m, 7H, H-11a, H-12a, H-9, H-1, H-6), 1.01 (m, 1H, H-5), 0.86
(m, 2H, H-7), 0.75 (d, J = 18.8 Hz, 3H, H-18), 0.71 (d, J = 10.0 Hz, 3H, H-19), 0.57 (m, 1H,
H-14) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 122.6 (C-CN), 80.2 (C-17), 70.4 (C-3), 54.2 (C-14), 53.5
(C-14), 51.2 (C-9), 50.5 (C-9), 46.8 (C-13), 44.6 (C-5), 44.5 (C-5), 37.6 (C-4), 37.3 (C-15),
36.7 (C-7), 36.6 (C-6), 35.7 (C-8), 35.6 (C-10), 35.4 (C-10), 35.2 (C-2), 34.8 (C-16), 33.1
(C-16), 31.9 (C-4), 31.2 (C-12), 31.2 (C-12), 30.6 (C-2), 29.4 (C-6), 24.1 (C-11), 22.8 (C-
11), 21.5 (C-1), 20.5 (C-1), 16.0 (C-19), 13.4 (C-18) ppm.




17-Amino-3B-hidroxi-5a-androst-5-en-17-carbonitrilo (15)

H,N
2 CN

HO

A una solucion de trans-dehidroandrosterona (300 mg, 1.04 mmol) en MeOH (10 mL), fue
adicionado NH4ClI (389 mg, 7.28 mmol, 7 eq.), KCN (474 mg, 7.28 mmol, 7 eq.), e NH4sOH
(40 gotas), la mezcla fue puesta a reflujo durante 6 horas. La reaccion fue filtrada y llevada
a sequedad. El crudo de reaccién fue purificado por columna cromatografica (Hx: AcOEt
95:5—7:3). Obteniendo 15 como un sélido blanco (290 mg, 89%).

IR (cmt) 3420-3242 (OH, NH), 2933-2890 (C-H alifatico), 2225 (C-N nitrilo), 1722 (C-H
doble enlace), 1458 (C=C), 1458 (C-N), 1053 (C-N).

RMN !H (500 MHz, CDCl3) § 5.34 (m, 1H, H-6), 3.42 (m, 1H, H-3), 2.41 (m, 1H, H-4b),
2.15 (m, 2H, H-8, H-16b), 1.98 (m, 1H, H-9), 1.80 (m, 3H, H-7b, H-16a, H-15b), 1.68 (m,
3H, H-4a, H-11b, H-7a), 1.58 (m, 2H, H-2b, H-15a), 1.48 (m, 2H, H-11a, H-12b), 1.34 (m,
1H, H-1b), 1.24 (m, 2H, H-12a, H-2a), 1.09 (M, 1H, H-1a), 1.02 (s, 3H, H-18), 0.96 (s, 3H,
H-19), 0.86 (m, 1H, H-14) ppm.

RMN 1C (125.5 MHz, CDCls) 6 140.6 (C-5), 123.4 (C-CN), 120.8 (C-6), 70.8 (C-3), 59.8
(C-17), 49.3 (C-9), 47.8 (C-14), 47.7 (C-13), 41.4 (C-4), 37.4 (C-10), 37.0 (C-1), 36.3 (C-8),
32.2 (C-16), 31.6 (C-12), 30.7 (C-7), 29.6 (C-2), 24.2 (C-15), 20.2 (C-11), 19.0 (C-19), 16.5
(C-18) ppm.




17-Amino-3B-hidroxi-[estra-1,3,5(10)-trien-17-carbonitrilo (14)

HoN
CN

HO

A una solucion de estrona (300 mg, 1.10 mmol) en MeOH (10 mL), fue adicionado NH4Cl
(415 mg, 7.76 mmol, 7 eq.), KCN (505 mg, 7.76 mmol, 7 eq.) e NH4sOH (40 gotas) la mezcla
fue puesta en agitacion a temperatura ambiente durante 2 dias. La reaccion fue filtrada y
Ilevada a sequedad. EIl crudo de reaccion fue purificado por columna cromatogréfica (Hx:
AcOEt 95:5—7:3). Obteniendo 14 como un sélido blanco (98 mg, 30%).

IR (cm™) 3747-3299 (OH, NH), 2933-2860 (C-H alifatico), 2360-2329 (C-H aromatico),
2196 (C-N nitrilo), 1580 (C=C), 1055 (C-N), 784 (=C-H).

RMNH (500 MHz, CDCIs) § 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1), 6.63 (m, 1H, H-2), 6.56 (s, 1H,
H-4), 3.61 (m, 1H, H-NHy), 2.82 (m, 2H, H-6), 2.44 (m, 2H, H-11b, H-16b), 2.17 (m, 1H, H-
9), 2.03 (m, 1H, H-16a), 1.89 (m, 2H, H-15b, H-12b), 1.84 (d, J = 10.4 Hz, 2H, H-7b, H-14),
1.67 (m, 1H, H-7a), 1.52 (m, 1H, H-11), 1.42 (m, 3H, H-15a, H-12a, H-8), 0.96 (s, 3H, H-
18) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 154.2 (C-3), 137.6 (C-5), 131.0 (C-10), 126.1 (C-1), 121.3
(C-CN), 115.0 (C-4), 112.6 (C-2), 63.2 (C-17), 49.3 (C-13), 47.0 (C-14), 43.1 (C-9), 39.1
(C-8), 37.8 (C-16), 29.5 (C-7), 29.4 (C-6), 27.7 (C-12), 25.7 (C-11), 23.4 (C-15), 16.1 (C-
18) ppm.




17-Amino-17-aminometil-5a-androstan-3p-ol (20)

H,N

NH,

HO

A una solucién de aminonitrilo de trans-androsterona (254 mg, 0.76 mmol), en THF anhidro
(10 mL), fue adicionado LiAIH4 (72 mg, 1.89 mmol, 2.5 eq.), la mezcla fue puesta en
agitacion a temperatura ambiente, bajo atmosfera de argon, durante 24 horas, fue filtrada
sobre silica y llevada a sequedad. La purificacion se realiz6 mediante columna
cromatografica (Hx: AcOEt 9:1—7:3) Obteniendo 20 como un solido blanco (121 mg, 50%).

IR (cm™) 3947-3442 (OH, NH), 3051-2887 (C-H alifatico), 1266 (C-N), 1037 (C-N).

RMN IH (500 MHz, CDCls) & 3.88 (m, 1H, H-NH), 3.58 (m, 1H, H-3), 3.35 (m, 1H, H-
NH2), 1.97 (m, 1H, H-16b), 1.80 (m, 3H, H-11b, H-7b, H-5b), 1.69 (m, 3H, H-2b, H-15b, H-
4b), 1.53 (m, 3H, H-12, H-16a), 1.40 (m, 2H, H-8, H-11a), 1.28 (m, 6H, H-1, H-4a, H-6, H-
15a), 1.09 (m, 1H, H-7a), 1.02 (m, 1H, H-14), 0.91 (m, 2H, H-2a, H-5a), 0.82 (s, 3H, H-18),
0.72 (s, 3H, H-19), 0.64 (m, 1H, H-9) ppm.

RMN 3C (125.5 MHz, CDCl3) & 81.3 (C-17), 70.6 (C-3), 54.3 (C-9), 50.8 (C-14), 44.7 (C-
CH>-NHy), 42.7 (C-13), 37.5 (X-2, C-12, C-1), 36.9 (C-5), 36.5 (C-7), 35.4 (X2, C-8, C-10),
31.5 (C-2), 30.8 (C-11), 29.5 (C-16), 28.4 (C-6), 23.1 (C-4), 20.6 (C-15), 12.0 (C-19), 10.9
(C-18) ppm.




17-Amino-17-aminometilandrost-5-en-3p-ol (21)

HoN
NH,

HO

A una solucién de aminonitrilo de trans-dehidroandrosterona (15) (0.300 g, 0.9 mmol), en
THF anhidro (10 mL), fue adicionado LiAIH4 (85 mg, 2.25 mmol, 2.5 eq.), la mezcla fue
puesta en agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas, fue filtrada sobre silica y
llevada a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por columna cromatogréafica (Hx:
AcOEt 9:1—7:3) Obteniendo 21 como un sélido blanco (115 mg, 40%).

IR (cml) 3375-3219 (OH, NH), 2929-2866 (C-H alifatico), 1741 (C-H doble enlace), 1449
(C=C), 1375 (C-N), 1056 (C-N) 1025 (C-N).

17-Amino-17-aminometilestra-1,3,5(10)-trien-3-ol (19)

HoN
NH>

HO

A una solucion de aminonitrilo de estrona (0.393 g, 1.25 mmol), en éter etilico (20 mL), fue
adicionado LiAlH4 (0.118 g, 3.12 mmol, 2.5 eq.), la mezcla fue puesta en agitacion bajo
atmosfera de argon, a temperatura ambiente durante 24 horas, fue filtrada sobre silica y
llevada a sequedad. La purificacion se realiz6 mediante columna cromatogréfica (Hx: ACOEt
9:1—7:3) Obteniendo 19 como un solido blanco (375 mg, 60%).




IR (cm™) 3250(0H, NH), 2925-2861 (C-H alifatico), 2086-2046 (C-H aromatico), 1717
(C=C), 1579 (C=C), 1055 (C-N), 816 (=C-H).

RMN *H (500 MHz, CDsOD) § 6.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1), 6.44 (dd, J = 8.4, 2.7 Hz, 1H,
H-4), 6.37 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-2), 3.54 (t, J = 8.6 Hz, 1H, H-9), 3.20 (m, 1H, H-CH-NHy),
2.66 (M, 2H, H-6), 2.16 (m, 1H, H-CH-NH_), 2.00 (m, 1H, H-14), 1.92 (m, 1H, H-8), 1.83
(m, 1H, H-7b), 1.74 (m, 1H, H-7a), 1.57 (m, 1H, H-11b), 1.39 (M, 1H, H-15b), 1.31 (m, 1H,
H-16b), 1.26 (dt, J = 8.4, 4.6 Hz, 1H, H-11a), 1.20 (m, 1H, H-12b), 1.14 (m, 2H, H-15a, H-
16a), 1.04 (m, 1H, H-12a), 0.65 (s, 3H, H-CHz) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CD3OD) § 153.8 (C-3), 136.8 (C-5), 130.6 (C-10), 125.2 (C-1),
114.1 (C-4), 111.7 (C-2), 80.5 (C-17), 52.7 (C-C-NH>), 49.2 (C-14), 48.0 (C-13), 43.3 (C-
9), 42.3 (C-8), 38.4 (C-12), 36.0 (C-16), 28.7 (C-6), 26.5 (C-7), 25.6 (C-11), 22.0 (C-15), 9.8
(C-18) ppm.

17-[(3"-Imidazoltioureido)metil]-17-aminoestra-1,3,5(10)-trien-3-ol (22)

H,N S

HO

A una solucién de diamino de estrona (100 mg, 0.327 mmol), en DMF (7.5 mL), se le
adiciono tiocarbonildiimidazol (87 mg, 0.47 mmol, 1.5 eq.) y carbonato de cesio (213 mg,
0.6557 mmol, 2 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a 85 °C durante 66 horas,
transcurrido este tiempo la reaccién fue detenida y lavada con salmueray extraida con acetato
de etilo (3 x 50 mL), la fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se llevo a
sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por columna cromatografica (Hx: AcOEt
9:1—7:3), reaccion cuantitativa (134 mg).




IR (cm™) 3466-3199 (OH, NH), 2918-2733 (C-H alifatico), 2104-1890 (C-H aromatico),
1592 (C=C), 1462-1438 (N-C=), 1025 (C-N).

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 7.71 (s, 1H, H-2"), 7.35 (m, 1H, H-5"), 7.14 (s, 1H, H-4"),
6.71 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1), 6.65 (s, 2H, H-4, H-2), 2.83 (m, 2H, H-CH2-NH>), 2.50 (m,
1H, H-9), 2.38 (M, 1H, H-6b), 2.23 (m, 1H, H-6a), 2.12 (m, 1H, H-14), 2.04 (m, 1H, H-8),
1.96 (m, 2H, H-11b, H-NH), 1.61 (m, 2H, H-15b, H-7b), 1.50 (m, 4H, H-15a, H-12b, H-16b,
H-11a), 1.40 (m, 1H, H-16a), 1.21 (m, 2H, H-12a, H-7a ), 0.91 (s, 3H, H-18) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 162.6 (C-C=S), 155.3 (C-3), 137.6 (C-2'), 135.1 (C-5),
130.5 (C-10), 126.2 (C-4"), 121.7 (C-1), 115.5 (C-4), 113.2 (C-2, C-5), 65.6 (C-17), 53.5
(C-CH,-NHy), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 43.9 (C-9), 38.4 (C-8), 35.9 (C-12), 31.6 (C-16),
29.5 (C-6), 26.6 (C-7), 25.9 (C-11), 21.5 (C-15), 13.8 (C-18) ppm.

Espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17,5'-imidazolidina]-2’-tiona (23)

S

>\\NH

HN

HO

A una solucion del imidazoltioureido 22 (134 mg, 0.32 mmol), en DMF (8 mL), se le
adiciono carbonato de cesio (213 mg, 0.6557 mmol, 2 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion
a 125 °C durante 25 horas, transcurrido este tiempo la reaccion fue detenida y lavada con
salmuera y extraida con acetato de etilo (3 x 50 mL), la fase organica se sec6 sobre sulfato
de sodio anhidro y se llevd a sequedad. EI compuesto fue purificado mediante columna
cromatografica (Hx: AcOEt 98:2—7:3), obteniendo 23, como un aceite amarillento (20%, 22

mQ).




IR (cm™) 3459-3207 (OH, NH), 2978-2853 (C-H alifatico), 2491-2376 (C=S), 2082 (C-H
aromatico), 1671 (C=C), 1443 (C=C), 1024 (C-N), 837 (=C-H).

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 7.29 (m, 2H, H-1, H-4), 6.90 (m, 1H, H-2), 4.21 (m, 1H, H-
CH,-NH), 3.66 (m, 1H, H-9), 3.52 (m, 1H, H-CH2-NH), 3.34(m, 1H, H-6a), 3.05 (m, 1H, H-
6b), 2.86 (M, 1H, H-14), 2.40 (m, 2H, H-8, H-11b), 2.12 (m, 1H, H-7a), 1.90 (m, 2H, H-15b,
H-11a), 1.68 (m, 6H, H-16, H-12, H-15a, H-7b), 1.56 (s, 3H, H-18) ppm.

RMN 1C (125.5 MHz, CDCls) 5 167.8 (C=S), 139.6 (C-3), 132.5 (C-5), 130.9 (C-10), 130.2
(C-1),129.1 (C-4), 128.3 (C-2), 68.12 (C-17), 56.6 (CH2-NH), 38.8 (C-14), 36.4 (C-13), 34.5
(C-9), 32.8 (C-8), 30.4 (C-12), 29.0 (C-16), 28.0 (C-6), 27.5 (C-7), 23.1 (C-11), 19.8 (C-15),
14.1 (C-18) ppm.

Formacion de derivados benzofusionados
(17R/S)- 3B-Hidroxi-espiro[5a-androstan-17, 2" -benzotiazolina] (26)

NH

HO

Método 1:

A una solucidn de trans-androsterona (250 mg, 0.86 mmol) en DCM anhidro (20 mL) fue
adicionada una cantidad catalitica de APTS (35 mg, 0.18 mmol, 0.21 eq.). La mezcla fue
agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente fue adicionado el
aminotiofenol (323 mg, 2.58 mmol, 3 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a reflujo por
36 h. Despueés la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCO3, (3 x 20 mL), la fase
organica fue secada con Na;SOs anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El crudo de

reaccion fue purificado por columna cromatografica (hexano: AcOEt: trietilamina 95:5:0.5)




obteniendo 34 como un aceite azul, como mezcla de epimeros no resuelta en proporcion
62:48 (229 mg, 67%).

Método 2:

A una solucion de trans-androsterona (300 mg, 1.03 mmol) en acetonitrilo (25 mL), se le
agrego liquido iénico 33 (135 mg, 0.43 mmol, 0.41 eq.), y se mantuvo en agitacion durante
30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregdé aminotiofenol (360 mg, 0.300
mL, 2.88 mmol, 2.8 eq.) y reflujo durante 9 horas, la reaccion se detuvo agregando hielo y
se mantuvo en agitacion 30 minutos, luego se neutralizo con K.COz y se extrajo con AcOEt,
(3x50 mL), la fase organica se secé con sulfato de sodio anhidro y se secd. EI compuesto fue
purificado mediante cromatografia en columna (hexano: AcOEt 9:1—85:15). Para dar el
compuesto 28 como un aceite verde (33 mg, 8%) y los compuestos 34 como un aceite azul
(372 mg, 91%). Mezcla epimérica (38:62).

IR (cm™) 3316 (OH, NH), 2922-2855 (C-H alifatico), 2123 (C-H aromatico), 1582 (C=C),
1471 (C-N), 1035 (C-N), 732 (C-S).

RMN 'H (500 MHz, CDCI3) § 6.99 (dd, 2H, J3-4 = J3-> = 7.8 Hz, H-5"), 6.86 (d, 2H, J23
=7.3Hz, H-4"),6.67 (dd, 2H, J3.4 = Js5 = 7.3 Hz, H-6"), 6.57 (d, 1H, J5-.4 = 3.3 Hz, H-7"),
6.55 (d, 1H, Js.4 = 3.4 Hz, H-7"), 3.58 (m, 2H, H-3), 2.52 (m, 1H, H-16a), 2.34 (m, 1H, H-
16a), 2.18 (m, 2H, H-16b), 1.79 (m, 4H, H-12a, H-4b), 1.70 (m, 4H, H-1a, H-2a), 1.58 (m,
4H, H-2b, H-11a), 1.45 (m, 2H, H-12b), 1.38 (m, 4H, H-4a, H-8), 1.33-1.20 (m, 6H, H-2a,
H-2b, H-6a, H-6b, H-11b, H-14, H-15b), 1.12 (m, 2H, H-5), 0.97 (m, 4H, H-1a, H-7a), 0.87
(s, 2H, H-18), 0.85 (m, 1H, H-7b), 0.83 (s, 3H, H-18), 0.81 (s, 3H, H-19), 0.80 (s, 2H, H-19),
0.67 (m, 2H, H-9) ppm.

RMN 33C (125.5 MHz, CDCl3) § 146.5 (C-3a"), 146.3 (C-3a"), 127.2 (C-7a"), 126.2 (C-74),
124.8 (C-4'), 124.7 (C-4), 121.3 (C-5), 121.1 (C-5), 119.9 (C-6"), 119.6 (C-6"), 109.6 (C-
7), 108.9 (C-7'), 91.5 (C-17), 88.5 (C-17), 71.3 (C-3), 71.2 (C-3), 54.1 (C-9), 53.9 (C-9),
50.4 (C-14), 50.1 (C-14), 49.3 (C-13), 48.4 (C-13), 44.9 (C-5), 44.8 (C-5), 41.4 (C-12), 41.1
(C-12), 38.1 (C-2), 37.0 (C-2), 37.0 (C-1), 36.6 (C-1), 36.4 (C-8), 35.6 (C-8), 35.5 (C-10),




32.9 (C-10), 32.0 (C-7), 31.5 (C-7), 315 (C-4), 31.5 (C-4), 30.8 (C-6), 28.6 (C-6), 28.5 (C-
15), 23.4 (C-15), 22.5 (C-15), 20.9 (C-11), 20.6 (C-11), 16.6 (C-18), 14.6 (C-18), 12.4 (C-
19), 12.4 (C-19) ppm.

17-[2"-Mercaptofenilimino]-5a-androstan-3p-ol (29)

HS

HO

Método 1:

A una solucion de trans-androsterona (300 mg, 1.03 mmol) en tolueno anhidro (7 mL) fue
adicionada una cantidad catalitica de PPTS (60 mg, 0.23 mmol, 0.22 eq.). La mezcla fue
agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente fue adicionado el
aminotiofenol (387 mg, 3.09 mmol, 3 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a reflujo por
10 h. Después la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCOs, (3 x 20 mL), la fase
orgénica fue secada con Na>SO4 anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El crudo de
reaccion fue purificado mediante columna cromatografica (hexano: AcOEt: trietilamina
95:5:0.5) obteniendo el benzofusionado 34 como un aceite azul (86 mg, 21%) y la imina 28

como un aceite verde, (226.5 mg, 55%).

Método 2:

A una solucion de trans-androsterona (250 mg, 0.86 mmol) en tolueno anhidro (6 mL) fue
adicionada una cantidad catalitica de APTS (35 mg, 0.18 mmol, 0.21 eq.). La mezcla fue
agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente fue adicionado el
aminotiofenol (74 mg, 0.69 mmol, 2 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a reflujo por 7
h. Después la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCO3, (3 x 20 mL), la fase
organica fue secada con Na>SO4 anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. ElI compuesto

fue purifico mediante columna cromatogréafica (hexano: AcOEt: trietilamina 95: 5: 0.5)




obteniendo 28 como un aceite verde, como una mezcla de isGmeros geométricos en
proporcién 52:48 (79 mg, 23%).

IR (cm™) 3449 (OH, NH), 2925-2855 (C-H alifatico), 2113 (C-H aromatico), 1734 (C=C),
1455 (C-N), 1037 (C-N), 758 (=C-H), 729 (C-S).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7.99 (m, 1H, H-5"), 7.88-7.68 (m, 2H, H-2", H-5), 7.49-7.19
(m, 4H, H-2", H-3", H-3", H-4), 6.66 (M, 1H, H-4"), 451 (s, 2H, OH), 3.58 (m, 1H, H-3),
3.37 (M, 1H, H-16a), 3.05 (M, 1H, H-16b), 2.82 (m, 1H, H-14), 2.39 (m, 1H, H-4a), 2.07 (m,
1H, H-4b), 1.88 (m, 2H, H-7), 1.81-1.62 (m, 3H, H-1a, H-6a, H-6b), 1.57 (s, 3H, H-18), 1.47-
1.32 (m, 3H, H-1b, H-12a, H-12b), 1.33-1.15 (m, 6H, H-15a, H-15b, H-11a, H-2a, H-5),
1.14-0.99 (m, 2H, H-11b, H-2b), 0.92 (m, 2H, H-8, H-9), 0.81 (s, 3H, H-19) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) & 181.9 (C-17), 174.5 (C-17), 153.0 (C-1), 152.5 (C-1"),
135.3 (C-6), 134.5 (C-6"), 125.9 (C-3'), 125.7 (C-3"), 124.7 (C-4'), 124.5 (C-4'), 122.8 (C-
57), 122.3 (C-5), 121.5 (C-2"), 121.3 (C-2), 70.8 (C-3), 58.2 (C-14), 53.1 (C-9), 52.5 (C-

13), 46.7 (C-5), 44.3 (C-4), 44.1 (C-1), 41.9 (C-2), 39.5 (C-16), 36.9 (C-10), 35.6 (C-8, C-
12 (X2)), 31.9 (C-7), 31.2 (C-6), 28.5 (C-15), 20.9 (C-11), 18.6 (C-19), 12.3 (C-18) ppm.

(17R/S)- 3B-Hidroxi-espiro[androst-5-en-17, 2"-benzotiazolina] (27)

NH

HO

A una solucion de trans-dehidroandrosterona (250 mg, 0.87 mmol) en tolueno anhidro (15
mL) fue adicionada una cantidad catalitica de APTS (35 mg, 0.18 mmol, 0.21 eq.). La mezcla

fue agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente fue adicionado el




aminotiofenol (325 mg, 2.60 mmol, 3.0 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a reflujo por
10 h. Después la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCOs, (3 x 20 mL), la fase
organica fue secada con Na;SOs anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El crudo de
reaccion se purific6 mediante columna cromatografica (hexano: ACOEt: trietilamina

95:5:0.5) obteniendo 27 como un aceite marron, (46 mg, 13%). Mezcla epimérica (61:39).

IR (cm) 3327 (OH, NH), 3000-2800 (C-H alifatico), 2291 (C-H aromatico, C-H doble
enlace), 1735 (C-H doble enlace), 1579 (C=C), 1457 (C-N), 1048 (C-N), 738 (C-S).

RMN H (500 MHz, CDCls) & 7.02 (dd, 1H, Jz-3 = 7.6 Hz, Jo.4- = 1.0 Hz, H-4"), 6.99 (dd,
1H, J>3=7.6 Hz, Jo.4+ = 1.0 Hz, H-4"), 6.87 (dd, 2H, Js.5 = 43 =7.7 Hz, Jy > = 1.9 Hz, H-
67), 6.68 (dd, 2H, J3.4 = 9.4 Hz, J3» = 7.5 Hz, J35 = 1.1 Hz, H-57), 6.58 (dd, 1H, J5-4 = 3.5
Hz, Js.3 = 0.8 Hz, H-7"), 6.57 (dd, 1H, Js-+ =3.6 Hz, Js-.3 = 0.8 Hz, H-7"), 5.36 (dd, 2H, Js-
7=5.3 Hz, Jgem = 3.5 Hz, H-6), 3.53 (m, 2H, H-3), 2.48 (m, 2H, H-16a), 2.32 (m, 2H, H-23a),
2.24 (m, 2H, H-2b), 2.19 (m, 2H, H-16b), 2.0 (m, 2H, H-7b), 1.90-1.80 (m, 5H, H-4a, H-1a,
H-12a), 1.77 (m, 2H, H-15b), 1.66-1.55 (m, 6H, H-7b, H-11a, H-11b), 1.55-1.45 (m, 7H, H-
12a, H-12b, H-14, H-4b), 1.40 (m, 2H, H-11), 1.34-1.24 (m, 4H, H-9, H-154), 1.08 (m, 2H,
H-1b), 1.02 (s, 3H, H-19), 1.01 (s, 2H, H-19), 0.97 (m, 1H, H-8), 0.91 (s, 2H, H-18), 0.86 (s,
3H, H-18) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 146.5 (C-3a’), 146.3 (C-3a"), 141.0 (C-7a"), 140.8 (C-74),
127.4 (C-5), 126.2 (C-5), 124.9 (C-6"), 124.7 (C-6"), 121.4 (C-4), 121.3 (C-4"), 121.2 (C-
6), 121.1 (C-6), 120.1 (C-5"), 119.6 (C-5), 109.7 (C-7"), 108.9 (C-7), 91.5 (C-17), 88.5 (C-
17), 71.7 (C-3), 71.7 (C-3), 50.7 (C-9), 50.3 (C-9), 49.9 (C-8), 49.7 (C-8), 49.1 (C-13), 48.1
(C-13), 42.2 (C-2), 41.3 (C-16), 41.1 (C-16), 37.2 (C-1), 37.2 (C-1), 36.6 (C-10), 36.5 (C-
10), 33.0 (C-14), 32.8 (C-14), 32.8 (C-7), 31.8 (C-7), 31.6 (C-4), 31.6 (C-4), 31.4 (C-12),
30.6 (C-12), 23.5 (C-15), 22.7 (C-15), 20.8 (C-11), 20.5 (C-11), 19.5 (C-19), 19.5 (C-19),
16.4 (C-18), 14.4 (C-18) ppm.




17-[2"-Mercaptofenilimino]-androst-5-en-3p-ol (30)

HS

HO

A una solucion de trans-dehidroandrosterona (300 mg, 1.04 mmol) en tolueno anhidro (7
mL) fue adicionada una cantidad catalitica de PPTS (60 mg, 0.24 mmol, 0.23 eq.). La mezcla
fue agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente fue adicionado el
aminotiofenol (390 mg, 3.12 mmol, 3 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a reflujo por
16 h. Después la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCOs, (3 x 20 mL), la fase
organica fue secada con Na>SOg anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El crudo de
reaccion se purifico mediante columna cromatografica (hexano: ACOEt: trietilamina
95:5:0.5) obteniendo 30 como un aceite marrén, (73 mg, 18 mg), mezcla de iminas (52:48);

y 27 como un aceite marron (324 mg, 79%).

IR (cm) 3327 (OH, NH), 3000-2800 (C-H alifatico), 2291 (C-H aromatico, C-H doble
enlace), 1735 (C-H doble enlace), 1579 (C=C), 1457 (C-N), 1048 (C-N), 738 (C-S).

RMN H (500 MHz, CDCls) 8 7.99 (d, J3-+ = 8.1 Hz, 1H, H-3"), 7.83 (d, Jo-5 = 8.0 Hz, 1H,
H-67), 7.80 (d, J 3.4 = 8.1 Hz, 1H, H-3"), 7.73 (d, Js 5 = 7.9 Hz, 1H, H-6"), 7.40 (dd, J5-¢'
Js4 = 7.6 Hz, 1H, H-57), 7.35 (dd, Js¢ = Js5.4 = 7.6 Hz, 1H, H-57), 7.30 (dd, Js-5 = Js 3
7.6 Hz, 1H, H-4"), 7.26 (dd, Js-5 = 9.1, Ja-5 = 6.1 Hz, 1H, H-4"), 5.19 (t, Jo.7a = Jo.70 = 4.9
Hz, 1H, H-6), 3.51 (m, 1H, H-3), 3.10 (m, 2H, H-16), 2.79 (dt, Ju4-15 = 10.1 Hz, J148 = 6.8
Hz, 1H, H-14), 2.29-2.14 (m, 3H, H-4, H-7a), 2.10-1.99 (m, 2H, H-7b, H-1a), 1.95 (m, 1H,
H-1b), 1.92-1.79 (m, 4H, H-12, H-15), 1.79-1.61 (m, 2H, H-11a, H-2a), 1.61 (s, 3H, H-18),
1.58-1.46 (m, 2H, H-11b, H-2b), 1.32 (td, Jo-11 = 11.9 Hz, Jo.s = 4.3 Hz, 1H, H-9), 1.11 (dt,
Jg-14=13.9 Hz, Js.7 = 3.6 Hz, 1H, H-8), 1.06 (s, 3H, H-19) ppm.




RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) & 181.7 (C-17), 173.8 (C-17), 153.1 (C-1), 152.7 (C-1"),
139.8 (C-5), 135.6 (C-2), 134.7 (C-2), 125.9 (C-5), 125.7 (C-5), 124.7 (C-4°), 124.5 (C-
4), 122.8 (C-3'), 122.4 (C-3'), 121.6 (C-6"), 121.4 (C-6"), 121.4 (C-6), 71.6 (C-3), 52.7 (C-
14), 49.2 (C-9), 46.4 (C-13), 42.0 (C-4), 41.5 (C-1), 37.7 (C-16), 37.2 (C-8, C-12 (X2)), 36.8
(C-10), 36.1 (C-15), 32.2 (C-7), 31.6 (C-2), 20.7 (C-11), 19.5 (C-19), 18.5 (C-18) ppm.

(17R/S)- 3-Hidroxi-espiro[estra-1,3,5(10)-trien-17, 2"-benzotiazolina] (34)

NH

HO

A una solucion de estrona (300 mg, 1.1 mmol) en acetonitrilo (10 mL), se afiadio liquido
ionico, bisulfato de 1-metil-3-(4'-sulfobutil)-imidazolio (135 mg, 0.43 mmol, 038 eq.), la
mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego se afiadié
aminotiofenol (360 mg, 0.300 mL, 2.87 mmol, 2.6 eq.) y se mantuvo a reflujo durante 10
horas, la reaccion se detuvo agregando hielo y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos,
después se neutraliz6 con K2COs y se extrajo con AcOEt, (3 x 50 mL), la fase organica se
secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré hasta sequedad. El crudo de
reaccion fue purificado mediante cromatografia en columna (Hexano: AcOEt 9: 1—85:15);
se obtuvo la mezcla de iminas 28 (44:56), como un aceite amarillo (303 mg, 73%), y la

mezcla de 34 como un aceite marron (33 mg, 8%), mezcla epimérica (64:36).

RMN 1H (500 MHz, CDCls) § 7.90 (m, 1H, H-4"), 7.48 (m, 1H, H-1), 7.30 (m, 1H, H-6"),
7.11 (m, 2H, H-4, H-5), 6.59 (m, 2H, H-7", H-2), 3.07 (m, 1H, H-9), 2.83 (m, 1H, H-6b),
2.57 (m, 1H, H-6a), 2.40 (m, 1H, H-16b), 2.11 (m, 2H, H-8, H-14), 1.82 (m, 1H, H-16a),




1.59 (m, 2H, H-11), 1.40 (s, 3H, H-18), 1.30 (m, 2H, H-15), 1.23 (m, 1H, H-7b), 1.09 (m,
1H, H-7a), 0.89 (m, 2H, H-12) ppm.

RMN 3C (125.5 MHz, CDCla) § 135.2 (C-ipso), 125.0 (CH-Ar), 71.3 (C-17), 71.2 (C-17),
54.4 (C-14), 51.4 (C-14), 47.8 (C-13), 45.8 (C-13), 45.7 (C-9), 44.8 (C-9), 38.0 (C-16), 36.9
(C-16), 35.9 (C-8), 35.6 (C-8), 35.0 (C-12), 34.1 (C-12), 31.6 (C-6), 31.4 (C-6), 30.9 (C-7),
28.4 (C-7), 24.9 (C-11), 21.8 (C-11), 21.1 (C-15), 20.5 (C-15), 13.8 (C-18), 12.3 (C-18) ppm.

17-[2"-Mercaptofenilimino]-estra-1,3,5(10)-triene-3B-ol (28)

HS

HO

A una solucién de estrona (100 mg, 0.37 mmol) en tolueno anhidro (10 mL) fue adicionada
una cantidad catalitica de APTS (15 mg, 0.08 mmol, 0.21 eq.). La mezcla fue agitada a
temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente fue adicionado el aminotiofenol
(138 mg, 1.10 mmol, 3 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a reflujo por 14 h. Después
la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCOs3, (3 x 20 mL), la fase orgénica fue
secada con Na>SO4 anhidro, filtrado y concentrada a sequedad. ElI compuesto fue purificado
en columna cromatogréafica (hexano: AcOEt: trietilamina 95:5:0.5) obteniendo 28 como un
aceite marrén, (109 mg, 78%). Mezcla de iminas (49:51).

IR (cm™) 3492 (OH, NH), 3069-2858 (C-H alifatico), 2118 (C-H aromatico), 1498 (C=C),
992 (C-N), 758 (=C-H), 758 (C-S), 729 (C-S).

RMN *H (500 MHz, CDCls) § 8.01 (d, Js-s = 8.1 Hz, 1H, H-6"), 7.86 (m, 2H, H-6", H-3),
7.79 (d, J3- = 7.9 Hz, 1H, H-3"), 7.45 (dd, Js-.¢' = Js~4' = 7.7 Hz, 1H, H-5"), 7.40 (dd, J5 ' =

100



Jsa' = 7.7 Hz, 1H, H-5"), 7.34 (dd, Jo-s' = Jy-3 = 8.3 Hz, 1H, H-4"), 7.30 (ddd, Js-5 = Js3 =
11.5 Hz, Js = 3.7 Hz, 1H, H-4"), 7.15 (d, J1.2= 8.3 Hz, 1H, H-1), 6.66 (m, 1H, H-2), 6.53
(m, 1H, H-4), 3.15 (m, 2H, H-16), 2.96 (t, Ji4.15= 9.3 Hz, 1H, H-14), 2.79 (m, 1H, H-6a),
2.71-2.54 (m, 2H, H-9, H-6b), 2.44 (d, Ji1a-110 = 13.0 Hz, 1H, H-11a), 2.27 (t, Jizax-112x = 12.9
Hz, 1H, H-12a), 2.08 (m, 1H, H-12b), 1.99 (m, 1H, H-7a), 1.75 (q, Je.7 = Js.14 = 11.1 Hz, 1H,
H-8), 1.63 (s, 3H, H-18), 1.61-1.05 (m, 3H, H-7b, H-15b, H-11b) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCla) § 182.0 (C-17), 174.8 (C-17), 154.5 (C-1"), 152.9 (C-1),
152.3 (C-3), 137.7 (C-5), 135.1 (C-2), 134.5 (C-2), 130.6 (C-10), 126.5 (C-1), 126.0 (C-
5'), 125.8 (C-5), 124.8 (C-4"), 124.6 (C-4°), 122.6 (C-6"), 122.1 (C-6"), 121.6 (C-3'), 121.4
(C-3), 115.0 (C-4), 113.0 (C-2), 51.4 (C-14), 46.7 (C-13), 43.0 (C-8), 42.7 (C-9), 41.8 (C-
12), 36.9 (C-16), 30.0 (C-6), 27.3 (C-7, C-15 (X2)), 26.7 (C-11), 18.5 (C-18) ppm.

(17R/S)- 3B-Hidroxi-espiro[5a-androstan-17, 2°-benzimidazolina] (36)

HN
NH

HO

A una solucion de trans-androsterona (100 mg, 0.34 mmol) en MeOH (2.5 mL) fue
adicionada una cantidad catalitica de APTS (15 mg, 0.08 mmol, 0.22 eq.). La mezcla fue
agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente se adiciono
fenilendiamino (74 mg, 0.69 mmol, 2 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a 50 °C durante
10 h. Despues la reaccion fue detenida mediante eliminacion del disolvente concentrando a
sequedad, la mezcla fue diluidaen DCM, y lavada con NaHCOs, (3 x 20 mL), la fase organica

fue secada sobre Na>SO4anhidro, filtrada y concentrada a sequedad. El crudo fue purificado
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mediante columna cromatografica (DCM: acetona: trietilamina 95:5:0.5) obteniendo 36

como un aceite amarillo, (103 mg, 79%).

IR (cm) 3307 (OH, NH), 2930-2830 (C-H alifatico), 2109 (C-H aromatico, C-H doble
enlace), 1616 (C-H doble enlace), 1447 (C=C), 1273 (C-N), 1022 (C-N), 742 (=C-H).

RMN H (500 MHz, CD3OD) § 7.59-7.37 (m, 2H, H-5",H-7"), 7.27-7.08 (m, 2H, H-4"-H-
6), 3.52 (M, 1H, H-3), 3.04 (dd, Juss = 16.6 Hz, J14.15 = 3.4 Hz, 2H, H-14), 2.67 (m, 2H- H-
15), 2.10 (m, 2H, H-12), 1.93 (m, 2H, H-4), 1.74 (m, 2H, H-7), 1.61-1.47 (m, 4H, H-1, H-
11), 1.40 (m, 2H, H-6), 1.36-1.16 (m, 4H, H-2, H-5), 1.09 (m, 2H, H-16), 0.96 (m, 1H, H-8),
0.85 (s, 3H, H-19), 0.81 (s, 3H, H-18), 0.66 (m, 1H, H-9) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDsOD) § 156.8 (C-7a"), 155.3 (C-3a’), 121.7 (C-4", C-7" (X2)),
113.8 (C-5", C-6" (X2)), 71.1 (C-17), 70.4 (C-17), 70.1 (C-3), 53.4 (C-9), 44.3 (C-13), 38.6
(C-11), 37.5 (C-2), 37.3 (C-1), 36.9 (C-8), 36.6 (C-5), 35.4 (C-10), 32.0 (C-12), 30.5 (C-6),
28.5 (C-15), 28.4 (C-14), 28.2 (C-16), 24.6 (C-4), 11.4 (C-18), 10.8 (C-19) ppm.

(17R/S)-Espiro[3B-hidroxi-androst-5-ene-17, 2" -benzimidazolina] (37)

HN
NH

HO

A una solucion de trans-dehidroandrosterona (250 mg, 0.87 mmol) en metanol anhidro (15
mL) fue adicionada una cantidad catalitica de APTS (38 mg, 0.2 mmol, 0.23 eg.). La mezcla
fue agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente fue adicionado el
fenilendiamino (187 mg, 1.73 mmol, 2 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a 50 °C por

15 h. Después la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCOs, (3 x 20 mL), la fase
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organica fue secada con NaxSOs anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El crudo de
reaccion fue purificado por Columna cromatogréfica (DCM: metanol: trietilamina 90:10:0.5)

obteniendo 37 como un aceite naranja, (65 mg, 20%).

IR (cm™) 3380 (OH, NH), 2935-2852 (C-H alifatico), 2112.59 (C-H aromaético, C-H doble
enlace), 1609 (C-H doble enlace), 1452 (C=C), 1271 (C-N), 742 (=C-H).

RMN 'H (500 MHz, CDsOD) & 7.81 (m, 2H, H-3", H-4"), 7.61-7.38 (m, 4H, H-4", H-5", H-
6", H-7), 7.20 (m, 2H, H-4", H-7), 5.25 (m, 1H, H-6), 3.39 (m, 1H, H-3), 2.92 (m, 2H, H-
4), 2.28-2.03 (M, 4H, H-7, H-16), 2.02-1.82 (m, 3H, H-11a, H-2a, H-2b), 1.83-1.64 (m, 2H,
H-1a, H-15b), 1.63-1.50 (m, 3H, H-12a, H-8, H-15b), 1.47 (s, 3H, H-19), 1.20 (m, 1H, H-
14), 1.12-0.95 (m, 2H, H-1b, H-11a), 0.86 (s, 3H, H-18), 0.80 (m, 1H, H-9) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CD3OD) § 155.5 (C-5), 140.5 (C-3a’, C-7a’ (X2)), 138.9 (C-3a’, C-
7a° (X2)), 126.5 (C-5", C-6" (X2)), 126.0 (C-5", C-6" (X2)), 121.9 (C-4", C-7" (X2)), 120.7
(C-6), 114.0 (C-4", C-7" (X2)), 82.0 (C-17), 70.9 (C-3), 51.3 (C-9), 44.4 (C-13), 41.3 (C-16),
38.4 (C-10), 36.7 (C-11), 35.0 (C-8), 33.4 (C-1), 32.1 (C-7), 30.6 (C-15), 29.3 (C-14) 28.7
(C-4), 27.5 (C-19), 25.7 (C-2), 21.9 (C-12), 17.4 (C-18) ppm.

(17R/S)- Espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-triene-17, 2"-benzimidazolina] (35)

HN
NH

HO

A una solucion de estrona (100 mg, 0.37 mmol) en tolueno anhidro (5 mL) fue adicionada
una cantidad catalitica de APTS (15 mg, 0.08 mmol, 0.21 eq.). La mezcla fue agitada a
temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente fue adicionado el fenilendiamino

(74 mg, 0.69 mmol, 2.0 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a 85 °C por 10 h. Después
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la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCOg, (3 x 20 mL), la fase organica fue
secada con Na>SOs anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El crudo de reaccion fue
purificado mediante columna cromatografica (DCM: acetona: trietilamina 85:15:0.5)

obteniendo 35 como un aceite naranja, (90 mg, 34%).

IR (cm™) 3259 (OH, NH), 2975-2867 (C-H alifatico), 2011 (C-H aromaético), 1609 (C-H
doble enlace), 1453 (C=C), 1273 (C-N), 747 (=C-H).

RMN *H (500 MHz, CD30D) § 7.56-7.46 (m, 2H, H-4", H-7"), 7.27-7.16 (m, 2H, H-5", H-
67), 7.09 (d, J12=8.4 Hz, 1H, H-1), 6.55 (dd, Ju-H= 8.5, Jn-H= 2.7 Hz, 1H, H-2), 6.48 (d, Js-
2= 2.6 Hz, 1H, H-4), 2.95 (m, 1H, H-16a), 2.76 (dd, Jeax-7ax = 8.3, Jeax-7eq = 4.3 Hz, 2H, H-6),
2.40-2.14 (m, 4H, H-12a, H-7a, H-11a, H-15a), 1.80 (m, 1H, H-16b), 1.62 (m, 1H, H-11b),
1.48-1.31 (m, 4H, H-12b, H-14, H-12b, H-15b), 1.29-1.17 (m, 2H, H-8, H-7b), 0.98 (d, J1s-
18 = 7.2 Hz, 3H, H-18) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CD3OD) § 154.4 (C-3), 137.4 (C-5, C-3a’, C-4" (X3)), 1315 (C-
10), 125.9 (C-4), 121.9 (C-5", C-6" (X2)), 114.3 (C-1), 113.9 (C-4", C-7" (X2)), 112.4 (C-2),
87.5 (C-17), 44.3 (C-14, C-13 (X2)), 43.5 (C-9), 39.0 (C-8), 29.7 (C-6), 28.9 (C-12), 28.3
(C-11), 26.3 (C-7), 26.2 (C-16), 25.1 (C-15), 11.3 (C-18) ppm.

(17R/S)-Espiro[3B-hidroxi-5a-androstan-17, 2"-benzoxazolina] (39)

NH

HO

A una solucion de trans-androsterona (100 mg, 0.34 mmol) en acetonitrilo (10 mL), se afiadio

liquido idnico, bisulfato de 1-metil-3-(4'-sulfobutil)-imidazolio (45 mg, 0.14 mmol, 0.41 eq.),
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la mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se afiadié aminofenol (75 mg, 0.69 mmol, 2.0 eq.), y se mantuvo a reflujo
durante 30 h, la reaccién se detuvo mediante la adicion de hielo y se mantuvo en agitacion
durante 30 minutos, luego se neutralizo con K.COz y se extrajo con AcOEt (3 x 50 mL), la
fase organica se secd sobre Na>SOsanhidro y se llevo a sequedad. EI compuesto fue obtenido
mediante cromatografia en columna (DCM: MeOH 100: 0.005), se obtuvo el compuesto
benzofusionado 39 como un aceite marron (6 mg, 5%), mezcla de epimeros (44:56) y las

iminas 41 como un aceite amarillo (4 mg, 3%).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7.82-6.35 (m, 4H, H-Ar), 3.61 (m, 1H, H-3), 2.44 (m, 1H, H-
9), 2.08 (M, 1H, H-8), 1.92 (m, 1H, H-16a), 1.86-1.76 (m, 3H, H-16b, H-5, H-15a), 1.72
(ddd, Jza-20 = 14.3 Hz, Joa1 = 8.8 Hz, J2.1 = 5.5 Hz, 1H, H-2), 1.66 (m, 1H, H-1a), 1.57 (dt, Js-
5= 7.8 Hz, Jo.7 = 5.8 Hz, 2H, H-6), 1.52 (ddd, Jaa.40 = 8.9 Hz, Ja5= 7.8 Hz, Ja3= 3.6 Hz, 1H,
H-4a), 1.46 (m, 1H, H-7), 1.41 (dd, J11a110= 11.6 Hz, Ji1a12= 3.3 Hz, 1H, H-11a), 1.33 (m,
1H, H-7), 1.28 (m, 1H, H-11b), 1.26 (m, 1H, H-15b), 1.21 (m, 1H, H-1b), 1.12 , (m, 1H, H-
4b), 0.97 (m, 2H, H-12), 0.86 (s, 3H, H-18), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.70 (m, 1H, H-14) ppm.

RMN 1C (125.5 MHz, CDCIs3) § 134.3 (C-3a), 133.9 (C-3a), 129.6 (C-7a), 128.7 (C-7a),
128.0 (C-67), 125.3 (C-67), 125.0 (C-57), 120.9 (C-5"), 119.4 (C-7"), 116.7 (C-7"), 116.1 (C-
47, 115.3 (C-4"), 104.2 (C-17), 100.7 (C-17), 71.2 (C-3), 50.8 (C-14), 45.9 (C-14), 42.3 (C-
9), 39.2 (C-9), 38.8 (C-13), 37.8 (C-13), 36.9 (C-5), 36.5 (C-5), 35.9 (C-4), 34.0 (C-4), 33.5
(C-8),33.1 (C-8), 32.8 (C-10), 32.5 (C-10), 32.3 (C-12), 32.2 (C-12), 28.0 (C-1), 27.2 (C-1),
26.6 (C-16), 26.4 (C-16), 25.6 (C-2), 24.7 (C-2), 23.9 (C-7), 23.4 (C-7), 23.3 (C-6), 21.1 (C-
6), 20.6 (C-15), 19.7 (C-15), 19.0 (C-11), 18.8 (C-11), 14.4 (C-19), 11.8 (C-19), 10.9 (C-18),
10.4 (C-18) ppm.
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17-[2"-Hidroxifenilimino]-5a-androstan-3p-ol (41)

HO

HO

A una solucién de trans-androsterona (400 mg, 1.38 mmol) en EtOH anhidro (10 mL) fue
adicionada una cantidad catalitica de piperidina (80 uL, 93 mg, 1.09 mmol, 0.79 eq.). La
mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente fue
adicionado el aminofenol (150 mg, 1.38 mmol, 1.0 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion
a reflujo por 24 h. Después la reaccion fue detenida mediante eliminacion del disolvente
concentrando a sequedad, la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCO3, (3 x 20
mL), la fase organica fue secada sobre Na,SO4 anhidro, filtrada y llevada a sequedad. El
crudo de reaccion fue purificado mediante columna cromatogréfica (DCM: acetona:

trietilamina 90:10:0.5) obteniendo 41 como un solido rojizo (47 mg, 9%).

IR (cmt) 3358 (OH, NH), 2861 (C-H alifatico), 2126 (C-H aromaético), 1065 (C-N), 794
(=C-H).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7.73 (m, 1H, H-4"), 7.57 (m, 1H, H-3"), 7.30 (m, 1H, H-2),
6.89 (m, 1H, H-5"), 4.21 (M, 1H, H-3), 3.79-3.28 (m, 2H, H-9, H-14), 2.42 (m, 1H, H-16a),
2.03 (m, 1H, H-11a), 1.84-1.49 (m, 4H, H-4, H-6), 1.43 (m, 2H, H-1), 1.35 (td, Jo1 = 8.6 Hz,
J2.3=5.1 Hz, 2H, H-2), 1.34-1.28 (M, 4H, H-16b, H-8, H-12), 1.25 (m, 1H, H-5), 0.92 (s, 3H,
H-18), 0.90 (s, 3H-H-19), 0.83 (m, 1H, H-11b) ppm.

RMN 3C (125.5 MHz, CDCls) § 167.7 (C-17), 132.0 (C-1", C-6" (X2)), 130.7 (C-2", C-3’
(X2)), 128.5 (C-4, C-5" (X2)), 67.9 (C-3), 47.2 (C-14), 42.3 (C-9), 38.4 (C-4), 33.9 (C-16),
31.6 (C-13), 30.0 (C-2), 29.4 (C-5), 29.0 (C-10), 28.6 (C-8), 26.0 (C-15), 25.1 (C-7), 24.0
(C-6), 23.4 (C-1), 22.6 (C-12), 20.9 (C-11), 13.7 (C-19), 10.6 (C-18) ppm.
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(17R/S)-Espiro[3B-hidroxi-androst-5-en-17, 2"-benzoxazolina] (40)

HN

HO

A una solucién de trans-dehidroandrosterona (300 mg, 1.04 mmol) en EtOH anhidro (10
mL) fue adicionada una cantidad catalitica de piperidina (240 uL, 206 mg, 2.42 mmol, 2.32
eq.). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente fue
adicionado el aminofenol (454 mg, 4.16 mmol, 4.0 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion
a reflujo durante 16 h. Después la reaccion fue detenida mediante eliminacion del disolvente
concentrando a sequedad, la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCOg, (3 x 20
mL), la fase orgéanica fue secada con Na.SO4 anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El
compuesto fue purificado mediante columna cromatografica (DCM: acetona: trietilamina
95:5:0.5) obteniendo 40 como un solido rojizo, (124 mg, 31%). Mezcla epimérica (62:38).

IR (cm™) 3410 (OH, NH), 3301-2921 (C-H alifatica), 2119 (C-H aromatico), 1655 (C-H
doble enlace), 1568 (C=C), 1169 (C-N), 757 (=C-H).

RMN 'H (500 MHz, CD3OD) § 7.53 (m, 4H, H-5", H-6"), 7.22 (m, 4H, H-4", H-7"), 5.32
(m, 1H, H-6), 3.64 (M, 1H, H-3), 2.52 (M, 2H, H-16), 2.38-2.07 (M, 4H, H-4, H-7), 1.94-1.77
(m, 3H, H-12b, H-8, H-15a), 1.75-1.58 (m, 4H, H-11, H-15), 1.48 (m, 2H, H-2), 1.45-1.20
(m, 3H, H-1, H-14), 1.17 (s, 3H, H-18), 1.08-1.02 (m, 2H, H-9, H-12b), 0.97 (s, 3H, H-19)
ppm.

RMN 3C (125.5 MHz, CD3OD) & 151.4 (C-3a'), 149.9 (C-33"), 144.0 (C-7a"), 142.4 (C-
5), 134.9 (C-7a’), 130.4 (C-6), 128.8 (C-6), 126.6 (C-5" (X2)), 121.9 (C-6), 117.2 (C-
7 (X2)), 104.8 (C-4'), 101.7 (C-4"), 99.6 (C-17), 98.9 (C-17), 72.3 (C-3), 53.0 (C-14), 52.1
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(C-13), 51.8 (C-9), 43.0 (C-4), 37.8 (C-12), 36.7 (C-16), 32.8 (C-2), 32.7 (C-1), 32.2 (C-8),
31.8 (C-7), 27.3 (C-10), 22.8 (C-15), 21.5 (C-11), 19.7 (C-19), 13.9 (C-18) ppm.

17-[2"-Hidroxifenilimino]- androst-5-en-3p-ol (42)

I

HO

A una solucién de trans-dehidroandrosterona (300 mg, 1.04 mmol) en EtOH anhidro (10
mL) fue adicionada una cantidad catalitica de piperidina (50 uL, 40 mg, 0.5 mmol, 0.48 eq.).
La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente fue
adicionado el aminofenol (170 mg, 1.56 mmol, 1.5 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion
a reflujo durante 16 h. Después la reaccién fue detenida mediante eliminacion del disolvente
concentrando a sequedad, la mezcla fue diluida en DCM, y lavada con NaHCO3, (3 x 20
mL), la fase orgénica fue secada con Na>SO4 anhidro, filtrado y concentrado a sequedad. El
crudo de reaccién fue purificado por columna cromatografica (DCM: acetona: trietilamina
95:5:0.5) obteniendo el benzofusionado 40 como un solido rojizo (39 mg, 10%), y como un

aceite amarillo la mezcla de iminas 42 (24 mg, 6%). Mezcla de iminas (46:54).

IR (cm™) 3446 (N-H), 3325 (OH), 2933-2855 (C-H alifatico), 2084 (C-H aromatico), 1598
(C-H doble enlace), 1549 (C=C), 1232 (C-N), 746 (=C-H).

RMN H (500 MHz, CDClz) & 7.58 (m, 4H, H-Ar), 5.33 (m, 1H, H-6), 3.65 (m, 1H, H-3),
2.35 (m, 2H, H-16), 2.14-1.85 (m, 3H, H-15a, H-4), 1.78 (m, 2H, H-7a, H-9), 1.61-1.40 (m,
3H, H-15b, H-7b, H-9), 1.37-1.27 (m, 3H, H-12, H-14), 1.22 (dd, J2a-20 = 13.1 Hz, J2a.1= 3.8
Hz, 1H, H-2a), 1.11 (m, 1H, H-2b), 1.05-0.88 (m, 4H, H-1, H-11), 0.87 (s, 3H, H-18), 0.84
(s, 3H, H-19), 0.70 (m, 1H, H-8) ppm.
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RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 180.5 (C-17), 171.2 (C-17), 146.0 (C-2°), 142.8 (C-2"),
135.2 (C-5), 129.6 (C-4"), 128.7 (C-1"), 128.5 (C-4"), 127.6 (C-1"), 127.0 (C-67), 125.5 (C-
6), 125.4 (C-57), 125.0 (C-57), 116.1 (C-67), 104.2 (C-3"), 100.6 (C-3), 71.3 (C-3), 70.6 (C-
3), 70.0 (C-14), 69.1 (C-9), 63.7 (C-4), 32.2 (C-13), 31.9 (C-1), 31.7 (C-8), 30.9 (C-12), 29.7
(C-10), 29.7 (C-7), 28.3 (C-2), 26.4 (C-15), 23.4 (C-11), 22.7 (C-18), 21.0 (C-18), 19.3 (C-
19), 14.0 (C-19) ppm.

(17R/S)- Espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17, 2"-benzoxazolina] (38)

NH

HO

A una solucién de estrona (200 mg, 0.74 mmol) en EtOH anhidro (10 mL) fue adicionada
una cantidad catalitica de piperidina (40 uL, 46 mg, 0.54 mmol, 0.73 eq.). La mezcla fue
agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente fue adicionado el
aminofenol (121 mg, 1.11 mmol, 1.5 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion a reflujo durante
24 h. Después la reaccion fue detenida mediante eliminacion del disolvente concentrando a
sequedad, la mezcla fue diluidaen DCM, y lavada con NaHCOs, (3 x 20 mL), la fase organica
fue secada con Na>SO4 anhidro, filtrada y llevada a sequedad. EI compuesto fue purificado
mediante columna cromatografica (DCM: acetona: trietilamina 98:2:0.5) obteniendo 38
como un solido rojizo, (82 mg, 31%).

IR (cm) 3376 (N-H), 3302 (OH), 2921-2858 (C-H alifatico), 2113 (C-H aromatico), 1579
(C-H doble enlace), 1454 (C=C), 1246 (C-N), 738 (=C-H).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7.77 (m, 1H, H-4), 7.59-7.20 (m, 2H, H-1, H-2), 7.06 (m,
1H, H-5"), 7.02-6.34 (M, 3H, H-4",H-6", H-7"), 2.91 (m, 2H, H-16,), 2.50 (m, 1H, H-11a),
2.33 (m, 1H, H-11b), 2.13 (M, 1H, H-9a), 2.08-1.85 (M, 2H, H-15a, H-14b), 1.74 (m, 1H, H-
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15b), 1.63-1.36 (m, 5H, H-7, H-8, H-12), 1.35-1.09 (m, 3H, H-14a, H-6), 0.91 (s, 3H, H-18)
ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 153.7 (C-3), 138.0 (C-7a"), 131.9 (C-5), 129.6 (C-34),
128.7 (C-4), 126.5 (C-1), 125.4 (C-10), 116.2 (C-2), 115.3 (C-Ar), 112.9 (C-Ar), 104.1 (C-
4), 100.6 (C-17), 98.8 (C-7), 50.4 (C-13), 44.0 (C-9), 38.3 (C-12), 35.9 (C-11), 31.6 (C-
14), 29.7 (C-6), 29.5 (C-16), 26.5 (C-7), 25.9 (C-8), 21.6 (C-15), 13.9 (C-18) ppm.

Bisulfato de 1-metil-3-(4'-sulfobutil)-imidazolio (33)

o
HSO,

[\ _~Ts04H

H3C/N\fg>
H

Una solucion de 1-metilimidazol (31) (520 mg, 0.500 mL, 6.27 mmol) y 1,4-butanosultona
(32) (555 mg, 0.417 mL, 0.85 mmol), en butanol (5.0 mL), fue puesta en agitacién a 80 °C,
durante 24 horas, transcurrido el tiempo de reaccién fue lavada con éter dietilico 3 veces, y
secada al alto vacio, posteriormente fue adicionado acido sulfarico (0.33 mL, 6.27 mmol),
gota a gota, la mezcla se mantuvo en agitacion durante 8 horas a 80 °C, obteniendo un liquido

marrén, el cual fue usado sin purificar.

RMN !H (500 MHz, D20) & 8.43 (s, 1H, H-2), 7.20 (s, 1H, H-5), 7.15 (s, 1H, H-4), 3.95
(2H, t, J=5 Hz y J=10 Hz, H-4"), 3.60 (s, 3H, CH3-N), 2.65 (2H, t, J= 5 Hz, J=10 Hz, H-1"),
1.72 (m, 2H, H-3"), 1.44 (m, 2H, H-2") ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, D20) 8 135.7 (C-2), 123.5 (C-5), 122.0 (C-4), 49.9 (C-4"), 48.7 (C-
17), 35.5 (CH3-N), 27.7 (C-3), 20.7 (C-2") ppm.
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Androst-5-eno-3, 17-diona (43)
O

O

A una solucién de trans-androsterona (600 mg, 2.06 mmol) en DCM (10 mL) fue adicionado
PCC (1.33 g, 6.19 mmol, 3.0 eq.) y CaCOs3 (620 mg, 6.20 mmol, 3.0 eq.) bajo Ar, la mezcla
fue agitada a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente filtrada sobre gel de silice,
con DCM (200 mL) y fue concentrada a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por
columna cromatografica (Hx: AcOEt 7:3) obteniendo 43 como un sdélido blanco,
(cuantitativa, 590 mg).

IR (cml) 2920-2855 (C-H alifatico), 1740, 1709 (C=0).

RMN H (500 MHz, CDCIl3) 6 2.37 (m, 1H, H-14), 2.31 (m, 1H, H-16b), 2.22 (m, 2H, H-
15b, H-16a), 2.01 (m, 2H, H-4), 1.95 (m, 1H, H-8), 1.88 (m, 1H, H-15a), 1.75 (m, 2H, H-2),
1.63 (m, 1H, H-1b), 1.55 (m, 1H, H-1a), 1.47 (m, 2H, H-9, H-12b), 1.32 (m, 2H, H-11b, H-
7a), 1.21 (m, 3H, H-11a, H-12a, H-7b), 0.98 (s, 3H, H-18), 0.93 (m, 1H, H-5), 0.81 (s, 3H,
H-19), 0.74 (m, 1H, H-6) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 220.8 (C-17), 211.4 (C-3), 53.7 (C-14), 51.1 (C-9), 47.6
(C-13), 46.5 (C-4), 44.5 (C-5), 38.3 (C-2), 38.0 (C-1), 35.7 (X2, C-16, C-8), 34.8 (C-10),
31.4 (C-12), 30.4 (C-7), 28.5 (C-6), 21.7 (C-15), 20.6 (C-11), 13.7 (C-19), 11.3 (C-18) ppm.
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(3,17 R/S)-Diespiro[androst-5-en-3, 17, 2°,2""-benzotiazolina] (44)

NH

S
o

A una solucion de la dicetona derivada de trans-androsterona (300 mg, 1.03 mmol) en
tolueno (7 mL), fue adicionado PPTS (100 mg, 0.39 mmol, 0.38 eq.), la mezcla se mantuvo
en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente fue adicionado
aminotiofenol (775 mg, 0.646 mL, 6.19 mmol, 6.0 eq.) y la reaccion fue puesta a reflujo bajo
atmosfera de argon durante 7 horas, a continuacion fue lavada con bicarbonato y extraida con
acetato de etilo (3 x 50 mL), finalmente fue lavada con agua y extraida con DCM, la fase
organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. EI compuesto fue
purificado mediante columna cromatogréfica (Hx: AcOEt: EtsN 98:2:0.5). Obteniendo 44

como una mezcla epimérica como un aceite amarillo de forma cuantitativa (500 mg).

IR (cm™) 3455-3370 (OH, NH), 2954-2854 (C-H alifatico), 2400-2250 (C-H aromatico),
1719, 1608 (C=C), 1475 (C-N), 738 (C-S).

(3,17 R/S)-Diespiro[androst-5-en-3, 17, 2°,2""-benzimidazolina] (45)

HN

H
N
as
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A unasolucion de la dicetona derivada de trans-androsterona (200 mg, 0.69 mmol) en MeOH
(7 mL), fue adicionado PPTS (80 mg, 0.31 mmol, 0.45 eq.), la mezcla se mantuvo en
agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente fue adicionado o-
fenilendiamina (446 mg, 4.13 mmol, 6.0 eq.) la mezcla fue puesta en agitacion a 45 °C, bajo
atmosfera de argon, durante 13 horas, la reaccion fue lavada con bicarbonato y extraida con
acetato de etilo (3 x 50 mL), a continuacion fue lavada con agua y extraida con DCM (1 x 50
mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. El
crudo de reaccidn fue purificado mediante columna cromatografica (DCM — DCM: MeOH

95:5) Obteniendo 45 como la mezcla epimérica, como un aceite amarillento (146 g, 45%).

IR (cm™) 3287 (OH, NH), 2927-2854 (C-H alifatico), 2112-1916 (C-H aromaético, C-H doble
enlace), 1655, 1610 (C-H doble enlace), 1432 (C=C), 1273 (C-N), 1025 (C-N), 744 (=C-H).
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CAPITULO II




II. Resumen
Se realiz6 la sintesis de diversos iminoazlcares hibridos constituidos por dos

farmacdoforos bien diferenciados: por un lado, un residuo de 1-desoxinojirimicina (DNJ), vy,
por otro lado, un fragmento antioxidante de tipo polifendlico (figura I1.1a), que contribuya
a reducir el estrés oxidativo inherente a enfermedades como la diabetes, o enfermedades de
almacenamiento lisosomal. Fueron sintetizados 11 derivados, modificandose la longitud de
la cadena del espaciador, asi como los sustituyentes en el anillo aromatico. En particular, el
disefio de estos compuestos responde a un intento de que se comporten como inhibidores
duales de las colinesterasas (acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE)),
enzimas implicadas en el Alzheimer. Asi pues, por un lado, el residuo del iminoazucar,
protonable en condiciones fisiologicas, puede imitar al sustrato natural de dichas enzimas
(acetilcolina), por consiguiente, el amonio correspondiente interacciona con la region
anionica catalitica (CAS); por otro lado, el extremo aromatico puede establecer interacciones
de tipo de Van der Waals con la region anionica periférica (PAS) de la enzima, enriquecida
con aminodcidos con residuos aromatico. Dicha region estd implicada en la autoagregacion
de las placas amiloides, por tanto, la interaccion con el inhibidor puede ralentizar este proceso
caracteristico del Alzheimer. Este punto fue confirmado mediante calculos tedricos de tipo
docking.

Incremento de selectividad
frente a B-glucosidasa

Rl
Antioxidante
OH O
HO
OH n=1,3,4 RI, RZ H, OH, OMe, -CH,
Inhibidor de

B-glucosidasa

Figura Il.1a. Diagrama general de iminoazucares con porcion fenolica

Dependiendo del patrén de sustitucion en el anillo aromatico, asi como del tamafio
del espaciador, se observé una buena selectividad frente a la BUChE (colinesterasa cuya
actividad se incrementa sustancialmente en estados avanzados del Alzheimer). El compuesto
cabeza de serie (Figura I1.1b) se comporté como un potente inhibidor mixto de la BuChE

(ICso= 1.8 and 1.9 uM), ligeramente mas potente que el farmaco donepezilo; este modo de
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accion esta de acuerdo con que interaccione tanto con la region CAS, como PAS. Estos
compuestos también carecen de actividad antiproliferativa significativa frente a células
tumorales como no tumorales a una concentracién de 100 uM, evidenciando una

citotoxicidad reducida.

Potencia similar al donepezilo

3 veces mas potente que la
OMe galantamina

Inhibidor mixto

Thr284, Pro285 —
IRlgES PP AN

PAS

BuChE

No actividad antiproliferativa

Subsitio
e a 100 pMm

ICoy MM

Figura 11.1b. Compuesto cabeza de serie, con potente actividad frente a BUuChE

Por otro lado, fueron sintetizadas diferentes ureas, tioureas y selenoureas derivadas
de DNJ (figura 11.2), con la finalidad de evaluar la influencia del tamafio de cadena
espaciadora, el atomo de calcdgeno y los sustituyentes de los anillos aromaticos en las
propiedades biologicas (potenciales agentes anti-cancer y/o anti-Alzheimer). Para la sintesis
de estos compuestos se emplearon 3 tamafios de cadena espaciadora (3, 5y 6), y se utilizaron
como sustituyentes del anillo aromatico, el metilo, el metoxilo y el bromo con la finalidad de
evaluar sus efectos estereoelectronicos.

Efectos estereoelectrénicos

o~

‘ \
/ 1
¢ R
\ '

NP

X=0,8S, Se Interacciones hidrofdbicas

Atrapador de ROS
{"""%. N~y Donador de puentes de

hidrégeno bidentado

o i 5 ~H
Inhibidor de HoO N\L/él/\)\/
+ HO ' n=1,3,4 Incremento de selectividad

B-glucosidasa

________________

frente a B-glucosidasa

Figura 11.2. Diagrama general de ureas, tioureas y selenoureas derivadas de desoxinojirimicina
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A su vez se intentd la sintesis de derivados fenolicos a partir de azafagomina (figura
11.3), un hibrido de DNJ e isofagomina. Con este tipo de estructuras se pretendia analizar la
influencia de un segundo nitrégeno endociclico en las propiedades anti-Alzheimer, con
respecto a los derivados mostrados en la figura I1.1. No obstante, el iminoazucar no pudo
ser alquilado con la cadena correspondiente, obteniéndose Unicamente la azafagomina N-

benzoilada, en 8 pasos de reaccion.
R

U

Incremento de selectividad frente a B-glucosidasa Antioxidante

Inhibidor de " _glucosidasa

Figura 11.3. Diagrama general de derivados de azafagomina

Finalmente se intento la sintesis de analogos del ebselen y del donepezilo, fusionados
con DNJ (figura 11.4), como nuevos agentes anti-Alzheimer. Para ello se abordé la
hibridacion de la DNJ con un fragmento de tipo 1,2-benzoselenazol-3-ona (presente en el
ebselen) o de 5,6-dimetoxi indanona (presente en el donepezilo), como potenciales
inhibidores de colinesterasas. Desafortunadamente, no fue posible llevar a cabo la unién de
la cadena carbonada, el residuo terminal aromético y el iminoaazlcar. Diferentes
aproximaciones sintéticas permitieron obtener, por una parte, la DNJ funcionalizada con la
cadena espaciadora (5 y 6 atomos de carbono) con un hidroxilo terminal, y por otra, se
preparé el selenoheterociclo del ebselen con una cadena de 5 carbonos sobre el atomo de

nitrégeno.
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Figura I1.4. Nuevos hibridos de iminoazucares-donepezilo/ebselen abordados en este capitulo
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Il. Abstract

The synthesis of various hybrid iminosugars consisting of two well differentiated
pharmacophores was carried out: on the one hand, a 1-deoxynojirimycin (DNJ) residue, and
on the other hand, a polyphenolic type antioxidant fragment, (figure Il.1a), to reduce
oxidative stress inherent in diseases such as diabetes, or lysosomal storage diseases. Eleven
derivatives were synthesized, modifying the length of the spacer chain, as well as the
substituents on the aromatic ring. In particular, the design of these compounds responds to
an attempt to obtain compounds that behave as dual inhibitors of cholinesterases
(acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BUuChE)), enzymes involved in
Alzheimer’s disease. Thus, the iminosugar residue, protonatable under physiological
conditions, could mimic the natural substrate of these enzymes (acetylcholine), consequently,
the corresponding ammonium ion interacts with the catalytic anionic region (CAS);
furthermore, the aromatic side could establish van der Waals-type interactions with the
peripheral anionic region (PAS) of the enzyme, enriched with amino acids with aromatic
residues. This region is involved in the formation of amyloid plaques, therefore, the
interaction with the inhibitor can slow down this characteristic process of Alzheimer's. This
point was confirmed by docking-type theoretical calculations.

Increased selectivity
towards B-glucosidase .
R

OH @) Antioxidant
HO N\/Hn\/ \/\@RZ

HO
H n=1,3 or 4
B-Glucosidase R, RZ H, OH, OMe, -CH,
inhibition

Figure I1.1a. General diagram of iminosugars with phenolic portion

Depending on the substitution pattern in the aromatic ring, as well as the size of the
spacer, a good selectivity was observed against BUChE (cholinesterase whose activity is
substantially increased in advanced stages of Alzheimer's). The seeded compound (figure
11.1b) behaved as a potent mixed inhibitor of BUuChE (ICso = 1.8 and 1.9 uM), slightly more

potent than the drug donepezil; this mode of action agrees with its interaction with both the
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CAS and PAS regions. These compounds also lack significant antiproliferative activity
against tumor and non-tumor cells at a concentration of 100 uM, evidencing reduced

cytotoxicity.

Similar potency to donepezil
ove | potency pezi |

3-Fold stronger than galantamine

Thr284, Pro285 - -
—

PAS

OMe ‘

No antiproliferative activity
at 100 1M

Donepezil mimetics based on 1-DNJ: novel anti-Alzheimer's agents

Figure 11.1b. Seed compound, with powerful activity against BuChE

On the other hand, different ureas, thioureas and selenoureas derived from DNJ were
synthesized (figure 11.2), in order to evaluate the influence of the spacer chain size, the
chalcogen atom and the aromatic ring substituents on the biological properties (potential anti-
cancer and / or anti-Alzheimer's agents). For the synthesis of these compounds, three spacer
chain sizes (3, 5 and 6) were used, and methyl, methoxyl and bromine were used as
substituents of the aromatic ring to evaluate their stereoelectronic effects.
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Electronic effects

Hydrophobic interactions

‘ N
. ~H
/ SRR Bidentate hydrogenbond donor
: N _~An
;“ﬂ&: n=1,3,4
! OH: Increased selectivity in glycosidase inhibition

________________

Glycosidase inhibition

Figure 11.2. General diagram of ureas, thioureas and selenoureas derived from deoxynojirimycin

In turn, the synthesis of phenolic derivatives was attempted from azaphagomine
(figure 11.3), a hybrid of DNJ and isofagomine. With this type of structures, it was intended
to analyze the influence of a second endocyclic nitrogen on the anti-Alzheimer properties,
with respect to the derivatives shown in figure 11.1. However, the iminosugar could not be
alkylated with the corresponding chain, obtaining only the N-benzoylated azaphagomine, in

8 reaction steps.
R

- R
Increased selectivity

towards B-glucosidase

SO0

B-Glucosidase
inhibition

O
Antioxidant

Figure 11.3. General diagram of azaphagomine derivatives
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Finally, the synthesis of ebselen and donepezil analogs, fused with DNJ (figure 11.4),
was attempted as new anti-Alzheimer agents. For this purpose, the hybridization of DNJ with
a fragment of the 1,2-benzoselenazol-3-one type (present in ebselen) or of 5,6-dimethoxy
indanone (present in donepezil), as potential cholinesterase inhibitors, were essayed.
Unfortunately, it was not possible to attach the chain, terminal aromatic residue and the
iminosugar. Different synthetic approaches allowed on one hand, the obtaining of a
functionalized DNJ with the spacer chains (5 and 6 carbon atoms) bearing a terminal
hydroxyl group, and on the other hand, the selenoheterocycle of ebselen with a chain of 5

carbons on the nitrogen.

OH Se
N /
LS
OH

OMe

Me

OH o
N OH 0
H n1 HO, N
OH (@] n-1
OH
OMe
OMe
OMe
Me

Figure 11.4. New iminosugar-donepezil / ebselen hybrids discussed in this chapter
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Il.1. Introduccién

Aquellos anélogos de carbohidratos que contienen nitrégeno en la posicion del oxigeno
endociclico son conocidos como iminoazucares; por otro lado, la sustitucion de cualquier
atomo de carbono del anillo por un &tomo de nitrégeno origina una familia de miméticos de
carbohidratos conocida como azaazUcares.’”* El reemplazo formal de una posicion del anillo
sacaridico por un atomo de nitrégeno protonable en condiciones fisiologicas conduce a una
especie que imita en términos de carga y geometria al estado de transicion de la hidrélisis del
sustrato de las glicosidasas, enzimas que controlan tanto la formacién, como la hidrdlisis de
los enlaces glicosidicos.”

Los imino y aza-azUcares polihidroxilados, desde el punto de vista farmacoldgico
debido a sus fuertes propiedades inhibitorias frente a glicosidasas y glicosiltransferasas, han

aumentado su importancia en el posible tratamiento de una serie de patologias.™"!

Los iminoazucares son de interés particular debido a su potencial terapéutico en el
tratamiento de enfermedades mediadas por carbohidratos, asi como infecciones virales,
metastasis tumoral, diabetes o enfermedades de almacenamiento lisosomal;” también actuian
como antimicrobianos, anticancerigenos e inmunosupresores.”V!

Dentro de los imino y aza-azUcares con este tipo de propiedades bioldgicas destacan
las piperidinas polihidroxiladas, como la 1-desoxinojirimicina (1-DNJ), la isofagomina o

azafagomina (figura 11.5).7":8

OBn OB“H OBn
BnO NH BnO BnO
BnO BnO NH BnO H
Bn
1-Desoxinojirimicina Azafagomina Isofagomina

Figura I1.5. Iminoazlcares

Los iminoazucares han sido un objetivo importante tanto para la sintesis organica
como para la quimica medicinal desde su descubrimiento en los afios 60°s. De este tipo de
compuestos, uno de los mas conocidos es la 1-DNJ,” la cual es un producto natural aislado
de las hojas de morera®® que exhibe una potente inhibicion de o y B-glucosidasas. A partir de
la 1-DNJ se han obtenido dos farmacos conocidos, el Miglitol® (N-(2-hidroxietil)-1-DNJ) y
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la Zavesca® (N-butil-1-DNJ) (figura 11.6), los cuales son usados para el tratamiento de
diabetes no insulinodependiente y en la enfermedad de Gaucher, respectivamente.®* Por otro
lado, la azafagomina es un hibrido de 1-DNJ y de isosfagomina, por lo que puede
considerarse simultaneamente como un iminoazucar y un aza-azucar y es un inhibidor mas

potente que la propia desoxinojirimicina.®?

OH OH
HO N/\/OH HO N
HO HO
H H
Miglitol Zavesca

Figura 11.6. FArmacos inhibidores de glucosidasas

Las glicosidasas estan implicadas en procesos bioldgicos de gran importancia, como
son, el metabolismo de carbohidratos, la formacidn de paredes celulares y el reconocimiento
molecular; considerando que un mal funcionamiento de estas enzimas desencadena en graves
patologias, se han vuelto una atractiva diana terapéutica.®® Por todo esto el desarrollo de
potentes y selectivos inhibidores de glicosidasas, podria abrir una nueva puerta para el
tratamiento de este tipo de enfermedades.®*

Por todo lo anterior se plante6 la posibilidad de preparar nuevos derivados de
desoxinojirimicina y azafagomina y asi observar la influencia entre tener uno o dos
nitrégenos en la estructura base con respecto a la inhibicion de glicosidasas; también se
plante6 la posibilidad de analizar la inhibicion de dichos compuestos sobre
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE),, enzimas clave en el desarrollo
del Alzheimer,™Vi

Esta enfermedad se presenta como pérdida progresiva de la memoria, disminucion en
la capacidad cognitiva; y dificultad para reconocer; la etiologia de este padecimiento es
tremendamente compleja, de naturaleza multifactorial y no es conocida por completo, pero
existen algunos indicadores comunes en los pacientes de Alzheimer, como son los bajos
niveles de la acetilcolina (neurotransmisor responsable de la funcion cognitiva), los depésitos
beta-amiloides, la hiperfosforilacion de la proteina tau, que conduce a la formacion de ovillos
neurofibrilares, el estrés oxidativo y la neuroinflamacion.® Actualmente no existe ningin

medicamento que pueda curar esta enfermedad, pero los principales farmacos dirigidos a ella
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son inhibidores de la acetilcolinesterasa, enzima que hidroliza el neurotransmisor
acetilcolina. Los farmacos actuales son: galantamina, donepezilo y rivastigmina (inhibidores
de colinesterasas) y memantina (antagonista de receptores del acido N-metil-D-aspartico,

NMDA) (figura 11.7).8¢
HO
o)
o)
| MeO\@’% MeO \/@
~
MeO
\

Rivastigmina Galantamina Donepezilo

I

O

Figura I1.7. Farmacos contra el Alzheimer

Teniendo en cuenta que existen datos considerables que demuestran que el selenio
podria jugar importantes roles para frenar la progresion del Alzheimer,?® se decidid sintetizar
compuestos derivados de iminoazucares que contuvieran dicho metaloide. El selenio es un
nutriente mineral esencial con multiples roles en el crecimiento y funcionamiento de las
células animales; es conocido por proporcionar proteccion al eliminar el dafio celular
inducido por especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS, RNS). Un compuesto
selenado con interesantes propiedades bioldgicas es el ebselen (2-fenil-1,2-benzoselenazol-
3-ona) (figura 11.8), un ejemplo clasico de miméticos de glutation peroxidasa®’ (GPx),
selenoproteinas que actuan como defensas naturales frente al estrés oxidativo al reducir
perdxido de hidrogeno y alquilperoxidos hasta agua o alcoholes, respectivamente. Debido a
esa accion, el ebselen ha demostrado ser util en la proteccion celular frente a esas especies
pro-oxidantes.®® Recientemente, el ebselen ha mostrado también ser un mimético del cation

litio, y como tal, un potencial farmaco para el tratamiento del trastorno bipolar.®°

O

N
Se

Figura 11.8. Ebselen
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Il.2. Antecedentes

11.2.1. Iminoazlcares y aza-azUcares

Ambos son uno de los descubrimientos mas interesantes y una de las mas fascinantes
obras de la naturaleza en el campo de la quimica de productos naturales.®® Han pasado
alrededor de 5 décadas desde que la nojirimicina, el primer iminoazucar fue descubierto,
(figura 11.9),% llamada asi ya que fue extraida como un metabolito de la fermentacion de

Streptomyces nojiriensis %

aunque en realidad fue aislada por primera vez de S.
roseochromogenes; el descubrimiento de dicha molécula fue publicado en el afio 1968 y fue
altamente citado en las siguientes tres décadas como referencia en la bdsqueda de nuevos

iminoazucares,® mostrando actividad antibi6tica y como inhibidor de glicosidasas.®

OH

Figura 11.9. Nojirimicina

La 1-desoxinojirimicina (figura 11.10) también conocida como 1,5-dideoxi-1,5-
imino-p-glucitol, fue preparada originalmente por la remocion del grupo hidroxilo anomérico
de la nojirimicina y mas tarde fue extraida del cultivo de bacterias y plantas.*® En 1976 la
desoxinojirimicina fue descubierta como un producto natural en la especie Morus,91 fue
extraida de la raiz del arbol de mora y llamada moranolina.*® El correspondiente derivado 2-
desoxy, la fagomina (1,2,5-trideoxi-1,5-imino-p-arabino-hexitol), fue obtenido de una
especie de trigo (Fagopyrum esculentum) en 1974.%

Los iminoazucares actlan como analogos de los carbohidratos y se encuentran
distribuidos en mdaltiples plantas y microorganismos, ademas poseen una alta diversidad
estructural. Se ha encontrado que muchos de ellos tienen actividad en multiples procesos
bioldgicos, ya que inhiben un amplio rango de enzimas de interés clinico, entre ellas podemos
encontrar a las glicosiltranferasas, al glicégeno fosforilasa, a una aztcar nucleosidomutasa y
algunas metaloproteinasas.®? Los miméticos de los azlcares inhiben a las glicosidasas debido
a que asemejan estructuralmente a la porcién del azlcar del sustrato natural (glicosidos). Las
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glicosidasas estan involucradas en un amplio rango de importantes procesos biologicos, asi
como digestion intestinal, procesos post-translacionales de la cadena de azlcar de
glicoproteina, el catabolismo lisosomal de glicoconjugados y reconocimiento célula-célulay
virus-célula.90 Estas similitudes estructurales a los carbohidratos hacen a los iminoazUcares
importantes en la inhibicion de enzimas relacionadas con el la actividad de los carbohidratos,
lo que podria ser la razon de su actividad en multiples procesos biol6gicos.®?

Dentro de los imino y aza-azUcares una familia de gran importancia son las
piperidinas polihidroxiladas. Un gran nimero de aza-azucares han sido extraidos de fuentes
naturales, principalmente de plantas, microorganismos y mas recientemente de insectos y
esponjas marinas. % Entre los imino y aza-az(cares presentes en la naturaleza, estan la
desoxinojirimicina, desoximanojirimicina, adenoforina, fagomina y D-glucono-o-lactama
(figura 11.10), estos son andlogos estructurales de carbohidratos de tipo piranosa, se ha
encontrado que este tipo de compuestos actian como potentes inhibidores de glicosidasas y

glicosiltransferasas.%

OH OH OH OH
HO,, ﬁj;oH HO\(k/lf/H HO,,,('jf/H ('ji”
HO OH
N OH N OH NN OH N
H H H

1-Desoxinojirimicina Desoximianojirimicina  Adenoforina Fagomina
OH OH OH OH
Hom HO_ Z_ OH HO,, évoH HO,, ('\/lﬁ*
OH OH OH
0O ™N OH OIN\/l\/ N ’I%lu
H H HO__ |
D-Glucono-8-lactama  p-Altrono-8-lactama  N-Hidroxi-etil N-Butil
desoxinoiirimicina desoxinojirimicina
J (Zavesca®)

(Miglitol®)

Figura 11.10. Algunos ejemplos de polihidroxipiperidinas®*

Las familias de la desoxinojirimicina actian como poderosos inhibidores de las rutas
de glicosilacion.®® Como consecuencia de la inhibicion de la N-alquilacion de oligosacaridos
procesados en el reticulo endoplasmatico, las rutas de desdoblamiento de proteinas
dependientes de glicosilacion se bloquean.®

En afios recientes se han desarrollado otras estrategias para modificar la estructura de

iminoazucares la cual consiste en insertar sustituyentes electroatractores. Esta idea esta
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basada en el hecho de que grupos electroatractores fuertes pueden afectar grandemente el
pKa del iminoazucar, que podria tener interesantes consecuencias en el mecanismo de accion

contra ciertas glicosidasas.

11.2.2. Glicosidasas

Son enzimas que catalizan la hidrolisis de glicosidos en hemiacetales y alcoholes y
aqui son responsables del primer paso en su degradacion o catabolismo. Los glicdsidos son
los compuestos organicos mas abundantes en la biosfera, por lo que las glicosidasas estan
igualmente extendidas. En la historia de las enzimas la quimica de las glicosidasas juega un
rol crucial: una glicosidasa (la B-glucosidasa de almendra) fue la enzima estudiada por Emile
Fisher que le ayudo a postular el modelo Ilave-cerradura para explicar la especificidad de
las enzimas.®’

Las glicosidasas son enzimas muy abundantes y esenciales en todos los sistemas vivos
para realizar el procesado metabolico de los carbohidratos: desde la degradacion de cada
polisacarido como almiddn, celulosa, o quitina hasta el mas alto grado de sofisticacién en
secuencias de desglicosilacion-reglicosilacion en la maduracion y funcionalizacion de
glicoproteinas. Las glicosidasas que catalizan la hidrolisis de O-glicosidos y tioglicosidos
pertenecen a la clase EC 3.2.1, mientras que las proteinas que catalizan la hidrolisis de
enlaces N-glicosilicos, tales como las nucledsido hidrolasas, se clasifican EC 3.2.2.%

A pesar de que las glicosidasas son esencialmente catabolicas, degradando glicosidos,
las a-glucosidasas y a-manosidasas también juegan un rol clave en la fase temprana de la
biosintesis de glicoproteinas y su maduracion, en el reticulo endoplasmatico y en el aparato
de Golgi.®* Generalmente las glicosidasas tienen dos grupos acidos carboxilicos en el sitio
activo en forma de carboxilico y carboxilato. Esto significa que la actividad de la enzima es
dependiente de pH, ya que a un pH donde ambos carboxilatos estén protonados o no
protonados la enzima es inactiva.®’

Las enzimas constituyen un blanco terapéutico de gran interés en quimica medicinal,
ya que sus funciones anOmalas estan relacionadas con el desarrollo de mdaltiples
enfermedades, asi como las enfermedades de almacenamiento lisosomal, la diabetes o el
cancer. Por otro lado, también participan en el reconocimiento carbohidrato-carbohidrato

asociados a infecciones microbianas.®
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11.2.3. Enfermedades de almacenamiento lisosomal

Estas enfermedades son un grupo heterogéneo de patologias genéticas caracterizadas
por una funcion defectuosa en una de las enzimas lisosomales de tipo glicosidasa. Este déficit
produce una degradacion metabdlica parcial de los glicdsidos complejos y consecuentemente
su acumulacion en los lisosomas.'® Este tipo de enfermedades son desordenes autosoémicos
recesivos excepto la enfermedad de Hunter y la enfermedad de Fabry, que se encuentran
ligadas al cromosoma X.%

La patogénesis de esta enfermedad es mucho més compleja que la simple
acumulacién de catabolitos. Estas también incluyen anormalidades en la homeostasis de
calcio, activacion de transduccion de rutas apoptdticas y alteracion en el transporte de
membrana.%!

Clinicamente las enfermedades de almacenamiento lisosomal neuropaticas estan
caracterizadas por variabilidad en los fenotipos clinicos dependiendo de las diferentes
enfermedades. Sin embargo, en muchos casos hay disfuncion neuronal progresiva y muerte
temprana. 102

Las enfermedades de almacenamiento lisosomal que se presentan a nivel cerebral, de
modo contrario al resto de las enfermedades de este tipo no pueden ser tratadas con terapia
de reemplazo enzimatico, debido a que este es inefectivo, ya que las enzimas administradas
no son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica. Por lo que se ha explorado una
terapia alternativa haciendo uso de chaperonas, en donde una molécula pequefia se usa para
inducir el desplegamiento de la proteina la cual pasaria el control del reticulo endoplasmaético
lo que facilitaria que la enzima llegara al lugar de accion en los lisosomas. % Muchas
chaperonas con potencial farmacologico se han identificado para su uso en las principales
enfermedades de almacenamiento lisosomal, asi como la enfermedad de Gaucher y la
enfermedad de Fabry, con algunas ventajas en los tratamientos clinicos.%* Los inhibidores
de glicosidasas pueden ser empleados como chaperonas, una terapia para el tratamiento de
las enfermedades de almacenamiento lisosomal, donde un inhibidor, en concentraciones
subinhibitorias se utiliza para reestablecer el plegamiento correcto de la enzima deficiente;
de esta manera, se puede recobrar parte de su funcion y contribuir a hidrolizar los glicésidos

correspondientes.
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La enfermedad de Gaucher es la méas frecuente de las enfermedades de
almacenamiento lisosomal con acumulacion patoldgica de un esfingolipido Ilamado

glucocerebrosido o glucosilceramida. %
Hay 3 tipos de la enfermedad de Gaucher y se pueden resumir de la siguiente forma:

Tipo 1: forma no neuropatica, la mas comudn y la menos severa, puede afectar a pacientes de

todas las edades y esta caracterizada por un extenso rango de signos y sintomas.

Tipo 2: forma neuropética de tipo infantil, es muy raray severa, con un comienzo en el primer

afio de vida y muerte antes de los dos.

Tipo 3: forma neuropatica juvenil, es caracterizada por envolver progresivamente al cerebro

y comienza los sintomas en épocas cercanas a la nifiez.1%®

Esta enfermedad es causada por deficiencia de la B-glucocerebrosidasa cuyo gen esta
localizado en el cromosoma 1. Esta enzima hidroliza al glucocerebrésido, que es un
componente de las membranas de la red de células blancas de la sangre. Esto sugiere que la
acumulacion de glucosilesfingosina en el cerebro contribuye al dafio cerebral en pacientes
con enfermedad de Gaucher, a pesar de que el mecanismo de neurotoxicidad no esta

entendido del todo.%

11.2.4. Inhibidores de glicosidasas

Tienen un gran potencial para el tratamiento de la diabetes, infecciones virales,
enfermedades de almacenamiento lisosomal y cancer metastéasico.*
Biela-Banas y colaboradores han preparado un rango de diferentes iminoazicares como
miméticos de galactosidasas, los cuales fueron evaluados como inhibidores de GALC, de

este modo se identifica a la iso-galacto-fagomina (figura I11.11) como un potente inhibidor.’

OH OH on OH OH OH
NH NH
Hoés HO&\H HO&NH Hoﬁ\
HO NH HO H

azafagomina iso-galacto-fagomina aza-galacto-fagomina  isofagomina

Figura 11.11. Inhibidores de glicosidasas®’
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De acuerdo con algunos reportes de la literatura se ha observado por cristalografia
gue analogos de galactosa que contienen nitrdgeno pueden ser potentes inhibidores de GALC
de ratén de tipo salvaje, por ejemplo, con aza-galacto-fagomina e iso-galacto-fagomina
(figura 11.12), se pueden observar valores de inhibicion del rango nanomolar.%®

Debido a la naturaleza anfifilica de los sustratos naturales se especula que la adicion
de cadenas alquilicas extendidas puede incrementar la afinidad de unién entre GALC y el
ligando, y, consecuentemente resultar en chaperonas con mejor actividad, la presencia de
cadenas alquilicas también podria mejorar la selectividad enzimatica y las propiedades de
distribucion de un farmaco potencial contra desordenes neurolégicos como la enfermedad de
Krabbe por ser mas lipofilico.1%®

Lopez y Bols han preparado anteriormente una serie de derivados de azafagomina
que tienen como blanco a las glucosidasas, a su vez estudiaron el grado de selectividad entre
la a-glucosidasa de levadura y la B-glucosidasa de almendra dulce, ellos encontraron que la
cadena alquilica en el nitrégeno de la posicion dos permite incrementar la selectividad
inhibitoria para B-glucosidasa significativamente, con N-2-propil-fenil-azafagomina (figura
11.12) resulta alrededor de 5000 veces mas selectiva para p-glucosidasa que para o-

glucosidasa.'%

OH OH
HO&NH HOéN/\/
HO N~ HO NH
N1-propil azafagomina N2-propil azafagomina

Figura 11.12. Derivados propil fenil-azafagomina

Hasta ahora hay alrededor de 35 aza-azUcares naturales que actian como inhibidores
de glicosidasas, sin embargo, el aislamiento de forma pura de fuentes naturales es un trabajo
muy laborioso y caro. Por lo que un ndmero grande de rutas sintéticas para formar aza-
azucares han sido publicadas a la fecha, el desarrollo de nuevas estrategias sintéticas para la
sintesis tanto de aza-azUcares naturales como no naturales de forma facil, partiendo de
material con un alto nivel de estereocontrol esta siendo siempre solicitado en la quimica
organica.®* Entre los inhibidores de glicosidasas mas potentes tenemos a los ejemplos de la
figura 11.13.%7
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Figura 11.13. Imino y aza-az(cares como potentes inhibidores de glicosidasas

Muchos de los inhibidores clasicos de glicosidasas caen en las siguientes categorias:
pirrolidinas polihidroxiladas, piperidinas, o biciclos como indolizidinas, pirrolizidinas o
nortropanos (figura 11.14), pero el nimero de familias ha aumentado intensamente en las

Ultimas décadas.*°

OH OH
HO HO
OH OH H
Nojiromicina (+)-1-Deoxinojirimicina
Piperidinas

polihidroxidradas

HO  OH
OH HO -
NH N -
HO% —— { Iminoazlcares naturales ] :>HIS)O HO—<‘]\I/\j
OH
CYBs Castanospermina Swainsonina
Pirrolidinas polihidroxidradas / \’ Indolizidinas
HC% H OH HO HO NH
z H
OH
Alaxina Calistegina A3
Pirrolizidinas Notropanos

Figura 11.14. Iminoazucares naturales.®®

11.2.5. Piperidinas polihidroxiladas
Son anillos de seis miembros basados en iminoazucares. Desde el primer aislamiento
de derivados de piperidinas polihidroxiladas de productos naturales, como la nojirimicina la

cual una vez aislada se descubrié que era inestable debido al grupo hidroxilo de la posicion
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anomérica ya que sufre el Rearreglo de Amadori (figura 11.15). Este reordenamiento implica
la deshidratacién de la funcién hemiaminal lo cual conduce a la formacion de la
correspondiente imina y finalmente la hidrolisis del intermediario cetonico.!'! Por otro lado,
estd la desoxinojirimicina la cual con la pérdida del grupo hidroxilo se vuelve mucho mas
estable, y es una de los iminoazUcares mas estudiados hoy en dia. Muchos otros analogos
sintéticos se han desarrollado usando varios enfoques (N-alquilacion, sustitucion del grupo
hidroxilo, o grupos hidroxilo, adicion de halégenos, etc.) con la finalidad de mejorar el

espectro de actividad.*2

OH OH H@)
HO NH H  HO H) ® -HZO
B o |

H+

Figura 11.15. Rearreglo de Amadori

Otro enfoque para la sintesis de inhibidores basados en piperidinas mas potentes es
incrementar la lipofilicidad usando cadenas grasas y fragmentos aromaticos como accesorios.
Este postulado que favorece la interaccion hidrofobica intermolecular involucrando bolsillos
hidrofobicos del sitio activo de la enzima, podria permitir inhibidores mas potentes y

selectivos. !0

11.2.6. Azafagomina

Es una hidracina polihidroxilada ciclica con la configuracion p-gluco teniendo una
estructura hibrida entre un iminoazcar y un azaaztcar.*® En la busqueda de inhibidores mas
potentes y selectivos derivados de azafagomina, Lopez y Bols consideraron la posibilidad de
una alquilacion de 1-azafagomina en la posicion 2-N con fragmentos hidrofobos; de esta
manera se pretendia favorecer el establecimiento de interacciones del inhibidor con bolsillos

hidrofdgicos de la B-glucosidasa, y favorecer de esta manera la selectividad con respecto a la
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a-glucosidasa. La posicion 1-N fue previamente alquilada por Bols, observando que esto
reduce la actividad; la alquilacion de la posicion pseudoendociclica de isofagomina
(equivalente a N-2 en azafagomina) fue realizada por Zhu y colaboradores, conduciendo a
inhibidores de la B-glucocerebrosidasa en el rango nanomolar bajo.**3

El paso clave en la obtencion de los derivados N-alquilados en la posicion 2-N fue la
aminacion reductiva de la azafagomina per-O-bencilada y acetilada en 1-N, con diversos
aldehidos (figura 11.16).1°

OBn
8 pasos de reaccion 1) R-CHO
L-xilosa ~———> BnO NH o, PAOH),
_ >
BnO \\IAC 2) aq. HCI, D

3) aq. NH3

%%aﬂtglfgﬁﬁg,rgsﬁm, nonil,

Figura 11.16. Diagrama de reaccién de derivados de azafagomina alquilados en N-2

Los derivados totalmente desprotegidos fueron evaluados como inhibidores de a-
glucosidasa de levadura y B-glucosidasa de almendra, los compuestos se evaluaron a un pH
de 6.8.11% Los datos de inhibicion indican que la sustitucion en la posicion N-2 con cadenas
grasas disminuye fuertemente la actividad frente a-glucosidasa, sugiriendo que este tipo de
sustitucion ejerce un importante impedimento estérico en la interaccion enzima-inhibidor.
Sin embargo, mejora fuertemente la inhibicion de B-glucosidasa especialmente para el
derivado N-(3-fenilpropil) (figura 11.17) con un valor de inhibicion Ki=32 nM, 10 veces mas
potente que la azafagomina nativa. Estos resultados son debidos probablemente a la
interaccion favorable de los residuos hidrofobicos con el sitio activo de B-glucosidasa. Por

lo tanto, se observa una fuerte selectividad sobre B-glucosidasa.!*
OH
Tt )
1-N_(3-fenilpropil)azafagomina

Figura I1.17. Derivado de azafagomina con mejor actividad inhibitoria
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11.2.7. Actividad bioldgica de iminoazucares
La inhibicion de glicosidasas es la actividad biolégica mas conocida y més estudiada
de los iminoaz(cares, pero presentan un campo mucho mas amplio de actividades.®
o LH pr
Figura 11.18. Castanospermina

En las Ultimas tres décadas se ha demostrado que algunos inhibidores de la p-
glucosidasa del reticulo endoplasmatico, en particular la 1-desoxinojirimicina y derivados de
la castanospermina (figura 11.18), inhiben la morfogénesis de virus envueltos.!*® Muchos
derivados de la desoxinojirimicina y de la castanospermina han demostrado reducir la
viremia del virus del dengue y proteger (modelo de raton) de dosis letales de dicho virus, asi
como del virus de encefalitis japonesa, virus del ébola, y virus de Marburgo. También
demostraron disminucién en la viremia in vivo en marmotas infectadas cronicamente con el
virus de la hepatitis, un modelo para hepatitis B humana; ademéas los derivados de
desoxinojirimicina han demostrado buena eficacia contra el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH).!*® Estos estudios demuestran que las glicosidasas son unas excelentes dianas
terapéuticas para el desarrollo de nuevos agentes antivirales.!*

Ademas, los 1-desoxi-aza-azucares son usados como agentes terapéuticos para el
tratamiento de varias condiciones como el cancer, el VIH, el virus de la hepatitis C, la
diabetes, el virus de la influenza y otros desordenes metabolicos relacionados con los
carbohidratos.

Wu y colaboradores han descrito, mediante ensayos in vitro e in vivo, la actividad

como inmunosupresores de lactamas derivadas de iminoaztcares (figura 11.19).%

HO
N N

HO HO

OII-

H

Figura 11.19. Compuestos N-arilados de tipo lactamas
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Numerosos imino y azlcares han mostrado actividades farmacoldgicas relevantes
117" como antidiabéticos, *® anticancerigenos, 1*° antifiingicos, 1%° antiprotozoarios 2! o
antivirales,'? entre otros. En este sentido, Sirona Biochem Corp. acaba de anunciar®?® el
lanzamiento de un intenso programa de busqueda de nuevos antivirales para combatir la
pandemia causada por COVID-19, en el que los iminoazlcares son una de las tres categorias
del estudio. Esta eleccion esta fuertemente apoyada por el Centro de Shanghai de la
Asociacion Mundial de Laureados. También se ha descubierto que los iminoazUcares son

eficaces contra la fibrosis quistica, %

una enfermedad autosdmica recesiva que causa un dafo
severo en multiples 6rganos, particularmente en el sistema respiratorio. Los iminoazlcares
pueden actuar como correctores de la mala regulacion de la conductancia transmembrana de
la fibrosis quistica (CFTR)!?>12% una proteina de clase transportadora ABC que controla el
contenido de iones y agua en las células epiteliales, o alternativamente pueden reducir la
respuesta inflamatoria de patdgenos, como P. aeruginosa. '?’ Mas recientemente, la
conjugacion de iminoazucares con sulfonamidas resulté en la inhibicion de anhidrasas
carbdnicas humanas relevantes.?® Sin embargo, un campo que adn permanece relativamente
inexplorado en relacion con los iminoazdcares es la enfermedad de Alzheimer. EI Alzheimer
es una enfermedad neurodegenerativa devastadora, considerada hoy en dia la forma mas
prevalente de demencia, y representa aproximadamente el 70% del total de casos.?° Provoca
un severo deterioro de la funcionalidad cognitiva, neurodegeneracion e incluso sintomas
parkinsonianos, llevando al paciente a una completa dependencia incluso para la realizacion
de las tareas diarias.**® Segun el Informe mundial sobre el Alzheimer de 2019, se han

diagnosticado aproximadamente 50 millones de personas en todo el mundo.*3!

11.2.8. Farmacos derivados de iminoazUcares

Como se ha comentado previamente, actualmente se comercializan dos farmacos que
derivan de iminoazlcares. Por un lado, la N-butil-desoxinojirimicina (NB-
Desoxinojirimicina) se ha aprobado para el tratamiento de la enfermedad de Gaucher. Se
sabe que NB-DNJ imita al estado de transicion de tipo oxocarbonio para la hidrolisis del
sustrato de la a-glucosidasa | y las relaciones estructura-actividad ayudan a definir el epitopo

de reconocimiento para la enzima.%®
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La presencia de una cadena N-alquilada es necesaria para la inhibicion de la ceramida
glucosiltransferasa y un incremento en la longitud de la cadena alquilica proporciona un
modesto incremento en la potencia inhibitoria. Por otro lado, la inhibicion de a-glicosidasa,
es independiente de la cadena N-alquilada y de cambios en la longitud de esta. Los estudios
estructura-actividad sugieren que el hidroxilo de la posicion C-3 es esencial para la inhibicion
de ambas enzimas, por otro lado cambios en los hidroxilos de C1 y C6 (figura 11.20)

permiten modificar la perdida de la inhibicion de las transferasas.®

NH

HO
2 1

3 OH

Figura 11.20. Desoxinojirimicina numerada

Los derivados sintéticos de la 1-desoxinojirimicina, asi como la N-hidroxietil-
desoxinojirimicina (Miglitol o Glyset) y N-butil-desoxinojirimicina (Zavesca) estan
totalmente aprobados para el tratamiento de la diabetes no insulinodependiente y para la
enfermedad de Gaucher respectivamente.®*

La produccion a escala industrial de desoxinojirimicina mediante cultivos bacterianos
hizo posible la introduccién al mercado de Glyset® y Zavesca®.%

Los derivados de desoxinojirimicina N-sustituida son una importante clase de
moléculas en quimica medicinal y en el descubrimiento de farmacos, es comercializada como
Miglitol un agente antidiabético (en diabetes tipo 2) y actta como un inhibidor de amplio
espectro de muchas glicosidasas intestinales (maltasa, sucrasa y lactasa). La N-butil-
desoxinojirimicina (Zavesca) fue desarrollado como un inhibidor de la glucoceramida sintasa
y es utilizado en el tratamiento de enfermedades de almacenamiento lisosomal como la
enfermedad de Gaucher. Los sucesos terapéuticos de estas moléculas sirven como inspiracion
para aumentar la busqueda y mejorar los reportes sobre derivados de desoxinojirimicina N-

sustituidos que han aparecido en los Gltimos afios.!32
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11.2.9. Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia en nuestros
dias, sobre todo en personas de edad avanzada y esta asociada con la pérdida progresiva de
la memoria, dificultad en la capacidad cognitiva y dificultad para reconocer. Se estima que
46 millones de personas padecian esta enfermedad para el afio 2015 y que el ndmero
aumentara al doble dentro de unos 20 afios estimando unos 131.5 millones de personas con
Alzheimer para el afio 2050.1%3 Otro aspecto preocupante es que, aunque el Alzheimer se ha
asociado clasicamente a personas mayores, la edad media de los pacientes ha disminuido
significativamente.*®* Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la enfermedad de Alzheimer
es una de las enfermedades mas complejas en la actualidad, cuya etiologia multifactorial ni
siquiera se comprende del todo. Esto dificulta enormemente la busqueda de un tratamiento.
Los sellos méas reconocidos son % el depdsito de placas amiloides toxicas, ovillos
neurofibrilares (a través de la hiperfosforilacién de las proteinas tau) y niveles bajos del
neurotransmisor acetilcolina, que se asocia con el deterioro cognitivo.

Al estudiar la demencia, es muy importante comprender la base de los antecedentes
neuropatologicos. Por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer, se sabe que la acumulacion
de estructuras anormales como placas seniles y ovillos neurofibrilares es un sello distintivo.
Si la enfermedad presenta solo la hiperfosforlacion de la proteina tau, el grado y la
distribucion del deposito de esta proteina pueden estar asociados con sintomas clinicos. Sin
embargo, la EA también se acomparia de depdsito de placas f-amiloide e incluso atrofia,
entre otras. 1%

Actualmente no existe ningin farmaco que pueda curar el Alzheimer, y los
tratamientos son meramente paliativos. Los principales farmacos dirigidos a esta enfermedad
son inhibidores de la acetilcolinesterasa como la galantamina, el mejor farmaco de este tipo
es el donepezilo, sin embargo, este solo revierte los sintomas por un corto tiempo,®® por lo
gue es necesario encontrar farmacos que se enfoguen en mejorar estos efectos.

En afos recientes se ha acumulado informacion que indica que la mejor estrategia de
tratamiento podria incorporar un enfoque multifactorial, enfocado en enfermedades de
multiples facetas, empleando ligandos multidiana dirigidos,*3’ es decir una molécula con

varios farmacdforos que interaccionan con distintas dianas terapéuticas, esto podria ser muy
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efectivo en el tratamiento de enfermedades complejas, ya que tendria la habilidad de
interactuar con multiples blancos relacionados con dicha enfermedad.*

El donepezilo, la rivastigmina, la galantamina, y la memantina, estan aprobados por
la FDA para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Con excepcion de la memantina,
la accion de estos farmacos es la inhibicion de la acetilcolinesterasa con incremento
consecutivo de las concentraciones cerebrales de acetilcolina. Estos compuestos solo tienen
una eficacia moderada y a menudo confieren escaso o nulo beneficio en las etapas tardias de
la enfermedad; se relacionan con una mejoria en las funciones cognitivas del paciente.**°

En relacion con los iminoazlcares, se descubrié recientemente que ZavescaVR
reduce la produccion de placas B-amiloide en un modelo celular.'*® Compain y colaboradores
analizaron la inhibicion de la colinesterasa de una serie de iminoazucares con diferentes tipos

de sustituyentes y estereoquimica.#!

11.2.10. Selenio y derivados

El selenio es un nutriente mineral esencial con mdltiples roles en el crecimiento y
funcionamiento de las células animales; este metaloide es conocido por proveer proteccion
eliminando el dafo celular inducido por radicales libres y otras especies pro-oxidantes,
debido a su potente accion antioxidante. En los humanos, los niveles de selenio disminuyen
con la edad y existen datos considerables que demuestran que el selenio podria jugar
considerables roles en la progresion del Alzheimer.% Por esto ha crecido el interés en este
microelemento en relacion con desérdenes neuroldgicos.

El ebselen es, una selenamida ciclica y un ejemplo clasico de miméticos de la
glutation peroxidasa, el cual protege a las células catalizando la reduccion de peroxidos con
glutation, también ha demostrado ser un sustrato para la tioredoxina reductasa humana. Un
reciente estudio demostré que el ebselen podria ser usado como un potencial agente anti-
Alzheimer basados en su habilidad para inhibir la fosforilacion de la proteina tau inducida
por hierro.8 El efecto farmacoldgico del ebselen incluye actividad antiinflamatoria y
antioxidante, los cuales estdn ampliamente relacionados con la etiologia de la enfermedad de

Alzheimer .8

140



I1.3. Objetivos

Sintetizar diversos iminoazlcares hibridos constituidos por dos farmaco6foros bien
diferenciados: por un lado, un residuo de 1-desoxinojirimicina, que garantice la
inhibicion de glicosidasas, y, por otro lado, un fragmento antioxidante, de tipo
polifendlico (figura 11.21), que contribuya a reducir el estrés oxidativo inherente a
enfermedades como la diabetes, o enfermedades de almacenamiento lisosomal, a su
vez, ya que el iminoazlcar puede imitar al cation del sustrato natural de las

colinesterasa también fueron sintetizados como posibles moléculas contra Alzheimer.

Incremento de selectividad
frente a B-glucosidasa

Rl
Antioxidante
OH O
HO NN J\@RZ
HO
OH n=1,34 R1, R2 H, OH, OMe, -CH,’
Inhibidor de

B-glucosidasa

Figura 11.21. Diagrama general de iminoazUcares con porcién fendlica

Sintetizar otra familia de iminoazucares hibridos que presenten por un lado a la 1-
desoxinojirimicina y por otro un linker con caracter antioxidante y que ademas actie
como un fuerte donador de puentes de hidrogeno, (urea, tiourea y selenourea); de esta
manera se analizara la influencia del a&omo de calcdgeno en las propiedades
bioldgicas analizadas (cancer o Alzheimer). Se incluira un extremo aromatico que
pueda establecer interacciones hidrofobicas con ciertas regiones de los receptores

bioldgicos (figura 11.22),
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Efectos estereoelectrénicos

X=0,8S, Se
Interacciones
Atrapador de hidrofobicas
ROS

e . X;\‘\/ ~H
i oH | 7 DANAYYLAE BHANIENde
ADNS
, HO S n=134
R REEEEREEE ' Incremento de selectividad
Inhibidor de frente a B-glucosidasa

B-glucosidasa

Figura 11.22. Modelo de compuestos de tipo selenourea, urea y tiourea

Evaluacién de la actividad bioldgica de los derivados sintetizados en cuanto a su
posible inhibicion de enzimas de interés terapéutico (glicosidasas, AChE, BUChE),
asi como actividad antiproliferativa frente a un panel de células tumorales de tumores

solidos humanos.

Establecer relaciones estructura-actividad, que muestren la influencia de las
modificaciones estructurales en la actividad biologica: nimero de atomos de
nitrégenos endociclicos en el fragmento del iminoazdlcar, tipo y longitud del
espaciador, tipo y posicion de los sustituyentes en el residuo aromatico.

Preparacion de hibridos de iminoazlcares y ebselen/donepezilo como potenciales

inhibidores de AChE, y por consiguiente, potenciales agentes anti-Alzheimer.
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Il.4. Discusion de Resultados y andalisis espectroscopico

Como se ha comentado en el resumen de objetivos anterior, en la presente seccion se
persigue la preparacion de hibridos de la 1-DNJ con diversos fragmentos de tipo fenolico,
ureas/tioureas/selenoureas, benzoselenazolona o indanona, para la obtencion de nuevos

derivados bioactivos con actividad antiproliferativa o anti-Alzheimer.

11.4.1. Obtencion de 1-desoxinojirimicina per-O-bencilada

La materia prima de partida de la mayoria de los derivados propuestos en la presente
seccion es la 1-DNJ adecuadamente protegida en sus grupos hidroxilos (compuesto 6); para
la sintesis de esta es necesario llevar a cabo 5 pasos de reaccion a partir del metil a-D-
glucopirandsido comercial (esquema I1.1), con un 36% de rendimiento global. Dichos pasos

se trataran con mas detalle a continuacion.

HO
HO )
HO
H Me
1

1) NaH / DMF
2) BnBr
87%
OBn
OBn
Bélr?o 1) AcOH BIQOO O BnO OH
e > ms0. Bn =\ OH BnO B/O
A T70% 3 n
NaBH,
CH,Cl,/MeOH
90% A
OBn OBn Oxidacion de
BnO%’| NH4HC02, Na;SO4 BnO -0 o Swern OBn
BnO NaBH CN BnO Z (COCI BnO OH
Veon Bh ),,ocM  BnoO OH
5 DMSO, Et;N Bn
(2 pasos) 65% 78°C 4

Esquema I1.1. Sintesis de 1-desoxinojirimicina (6)
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11.4.1.1. Reaccion de proteccion del a-p-glucopiranosido

En la primera etapa del proceso se llevé a cabo la proteccion de los grupos hidroxilos
del glucosido comercial 1 en forma de éteres bencilicos. Para ello se empled bromuro de
bencilo, e hidruro de sodio como base en DMF. La reaccion transcurrié a temperatura
ambiente durante 15 horas; a continuacién, la reaccién fue tratada y purificada en columna
cromatografica, dando lugar al compuesto 2 con un rendimiento del 87%. A continuacion, se
muestra el espectro de *H-RMN de 2 (espectro 11.1); en dicho espectro destaca la sefial
simple en 3.31 ppm, que corresponde al grupo metoxilo de la posicion anomérica. Entre 3.5-
4.0 ppm resuenan las sefiales H-2 a H-6 del monosacérido, mientras que el proton anomérico
(H-1), lo hace a aproximadamente 4.9 ppm; esta suele ser la sefial mas desapantallada de un
carbohidrato, dado que el carbono anomérico es el Unico unido a dos atomos de oxigeno, lo
cual provoca un fuerte desapantallamiento en el proton unido a él. Por otro lado, la constante
de acoplamiento Ji .= 3.8 Hz muestra claramente que se trata del anomero o. Entre 4.39-4.78
ppm resuenan los grupos metilenos de los bencilos, y entre 7.04-7.31 ppm, los protones

aromaticos de los grupos protectores.

OBn

BnO
H-Bn Bn Me

H-O-Me

H-CH>-Bn
H-4
H-1 H6  Hos
H-3 H2
L B S R Ay A A
:;1 — o o — H{H.—i N

i 8
o
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f1 (ppm)

Espectro 11.1. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) del metil a-p-glucopiranosido bencilado
(2)
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11.4.1.2. Reaccion de hidrolisis del metilglicosido

Una vez protegida la molécula se procedio a hidrolizar en medio acido (AcOH-

H2S0.) el glicésido 2, para obtener el azucar reductor 3. Tras el procesado de la reaccion y
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la purificacion en columna, el producto 3 fue obtenido con un 70% de rendimiento. En su
espectro de *H-RMN (espectro 11.2) se observa que, en comparacion con el compuesto 2, ha
desaparecido la sefial del metoxilo, confirmando que ha tenido lugar la hidrélisis del enlace
glicosidico. Por ello, el compuesto 3 es un azlcar reductor, y a consecuencia del proceso de
mutarrotacion, coexistiran en equilibrio los dos anomeros (a y B), cuyas sefiales se observan
en el espectro. La sefial del proton H-1 del anomero a se encuentra desapantallada en torno
a 1 ppm con respecto al anomero B; ello es debido a que, en este ultimo, dicho proton se
encuentra en disposicion axial, y por consiguiente, es apantallado por los enlaces C-H del
carbohidrato. En la region comprendida entre 4.46-4.96 ppm se conservan los protones de
los grupos metilenos de los grupos bencilos, y entre 7.09-7.39 ppm, los protones aromaticos
de los mismos.
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Espectro 11.2. Espectro de 'H RMN (300 MHz, CDCls) de o,B-D-glucopiranosido bencilado (3)
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El espectro de RMN de 13C muestra una informacion analoga, observandose las sefiales para
ambos anémeros (espectro 11.3)
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Espectro 11.3. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, CDCls) de a.,-D-glucopiranosido
bencilado (3)

11.4.1.3. Reaccion de reduccion del hemiacetal

Debido a que en el paso anterior se llevo a cabo la hidrdlisis del glicésido, se generd
un hemiacetal, cuyo aldehido latente puede reducirse. Para esto se intent6 en primer lugar
una reduccion con LiAIH4 como agente reductor, pero no se observo ningin cambio en la
reaccion, a pesar de modificar los equivalentes y las condiciones experimentales. Por ello se
decidié cambiar el agente reductor por NaBH4, en una mezcla DCM-MeOH a reflujo durante
15 horas. En estas condiciones si se obtuvo el glucitol 4 con un rendimiento del 90% tras
purificacion cromatografica. Como consecuencia del proceso de reduccion, se ha
transformado el azUcar reductor en un alditol (poliol). De esta manera, el compuesto
resultante 4 ya no existe en forma de dos anomeros. En el espectro de *H-RMN (espectro
11.4) puede comprobarse que las constantes de acoplamiento Jo;3, J34, Jas ya no muestran
valores elevados (en torno a 8-9 Hz), caracteristicos de la disposicion antiperiplanar de dichos

protones en la silla *Cy de los derivados de glucosa.
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Espectro 11.4. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCls) del diol 4

4.4

Por otro lado, el especto de **C-RMN (espectro 11.5) muestra claramente la

desaparicion de los carbonos anoméricos en torno a 90 ppm, y la transformacion de C-1 en

un carbono de tipo hidroximetilo, con un desplazamiento quimico en torno a 60 ppm.
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11.4.1.4. Oxidacion de Swern y doble aminacion reductiva

Una vez obtenido el glucitol 4 se procedi a transformar los hidroxilos desprotegidos
de 4 en el derivado dialdehidico 5, mediante la oxidacion de Swern. El producto generado
durante la oxidacion es inestable, por lo que es necesario realizar la aminacién reductiva in
situ, sin purificacion de 5. Para la oxidacion de Swern se utilizo cloruro de oxalilo, DMSO y
EtsN en DCM; una vez realizada la reaccion, se procedid a intentar la aminacion reductiva;
para lo cual se intentd emplear acetato de amonio, pero la reaccién no procedio. La
transformacion ocurrié de manera exitosa usando en su lugar formiato de amonio, como
fuente de nitrogeno y NaBH3sCN como agente reductor, dando lugar a la 1-desoxinojirimicina
bencilada (6) como un aceite amarillo, en un rendimiento del 65%, tras purificacion
cromatografica. En el espectro de *H RMN (espectro 11.6) en 2.40 ppm se observa al proton
anomeérico ecuatorial, como un doble de dobles. Hacia frecuencias altas en 2.70 ppm como
una sefial maltiple al proton de C-5; los cuales se encuentran més apantallados que en el
espectro del diol 4 debido a la ausencia de oxigenos adyacentes, y a la cercania al &tomo de
nitrégeno. Estas dos sefiales son indicativos de la formacion del iminoazucar, Alrededor de

3.20 ppm como una sefial doble de dobles se encuentra el proton anomérico axial.

OBn
H-CH2-Bn BnO N
: H-CH 2-Bn Bno
Bn

H-lax

©
= = ~
o I - o

100{
201{

L I R T
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22
f1 (ppm)

Espectro 11.6. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCls) de 1-desoxinojirimicina per-O-bencilada
(6)
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Por otro lado, en el espectro de carbono (espectro 11.7), se observa a frecuencias bajas
por 47.0 ppm al carbono anomérico, seguido por el carbono 5 sobre 50.0 ppm. Estas dos

sefiales confirman la formacion del iminoazucar al apantallarse unas 15.0 ppm con relacion

a las sefales del compuesto 4.

OBn

C-Bn
BnO NH
BnO c-3 ca |[FeH B c-5
Bn C-6 c1

C-ipso
c-4 l

m

T T T T T T T T T T T T
145 140 185 130 125 120 115 110 105 100 95 90
f1 (ppm)

Espectro 11.7. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, CDCls) de 1-desoxinojirimicina per-O-bencilada
(6)
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11.4.2. Preparacion de fragmentos para alquilacion del iminoazucar
Una vez obtenido el iminoazlcar adecuadamente protegido, se procedié a la

preparacion de las fracciones que se unieron a dicho azlcar; para ello se emplearon las

siguientes materias primas (figura 11.23).

OH
OH o) OH
o oY
HO O Me
Tirosol Acido 2-(3,4-metilendioxifenil)etanoico  2-(3,4-Dimetoxifenil)etanol

OH OH MGOD/\/OH

Me0/©/\/ ©/\/ HO
2-Feniletanol Alcohol homovanilico

2-(4-Metoxifenil)etanol

HO OH
HOD/\/
Hidroxitirosol

Figura 11.23. Materias primas empleadas para la sintesis de nuevos iminoazucares
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Se planted la incorporacion de fragmentos fendlicos al iminoazucar a través de un
espaciador; por un lado, el fragmento de anillo aromatico puede establecer interacciones
hidrofobicas con ciertas regiones de las enzimas que se pretende inhibir, y por otro, los
hidroxilos fendlicos pueden proporcionar proteccion antioxidante frente al estrés oxidativo.
Se emplearon fragmentos con hidroxilos libres, o bien con éteres metilicos, que pueden ser
hidrolizados in vivo a través de mono- y dioxigenasas.*? Las estructuras mostradas en la
figura 11.23 se enlazaran al iminoazucar protegido 6 a través de un espaciador
hidrocarbonado. Entre ellas destaca espacialmente hidroxitirosol (8) (HT o 2-(3’,4’-
dihidroxifenil)etanol), responsable de algunas de las numerosas propiedades benéficas del
aceite de oliva y presente en el olivo en la forma del glucésido oleuropeina (7); Gran parte
de sus propiedades biologicas se deben a la presencia de la funcién catecol (o-
dihidroxibenceno).

El HT fue obtenido en esta Tesis Doctoral a partir de un extracto de hoja de olivo
comercial, el cual contiene entre un 25% y 40% de oleuropeina (7); un glicésido secoiridoide
especialmente abundante en la hoja del olivo. Para ello la oleuropeina se sometié a una
reaccion de hidrolisis en medio bésico para dar el hidroxitirosol (8) (esquema 11.2), junto

con otros subproductos.

OH

OH

NaOH, H,O HO]@/\/OH
ta,3h HO

8

Y

Esquema 11.2. Obtencidn de hidroxitirosol (8)

La primera etapa para la sintesis de los derivados fendlicos; fue la proteccion
quimioselectiva de los hidroxilos fendlicos, utilizando bromuro de bencilo como agente
protector y carbonato de potasio como base en DMF; solo fue necesario proteger bajo estas

condiciones al tirosol (9), al alcohol homovanilico (10) y al hidroxitirosol (8) (esquema 11.3).
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Dicho procedimiento puede realizarse debido a la diferencia de acidez entre los hidroxilos

fendlicos (pKa =~ 10) y los hidroxilos alquilicos (pKa = 16).

BnBr, K,CO4
le@/\/OH DMF, ta le@/\/OH
R, R,
9 R1=H, R2=0OH 11 R1=H, R2=0Bn
10 R1= OMe, R2=0OH 12 R1=OMe, R2=0Bn
8 R1=OH, R2=0OH 13 R1=0Bn, R2=0Bn

Esquema 11.3. Proteccion quimioselectiva del tirosol (9), alcohol homovanilico (10) e
hidroxitirosol (8)

A continuacion, se puede observar el espectro de los derivados bencilados del HT (13)
(espectro 11.8) y del alcohol homovanilico (12) (espectro 11.9), en los cuales hay dos sefiales
triples correspondientes a la cadena unida al anillo aromatico, uno mas desplazado a
frecuencias altas que el otro. En el caso del alcohol homovanilico se observa una sefial simple
en 3.79 ppm correspondiente al metilo del grupo metoxilo del anillo aromatico. A frecuencias
altas sobre 5.00 ppm se encuentra la sefial de los CH2 de bencilo, y en la zona de aromaticos
se encuentran dos grupos de sefiales, uno entre 6.60 ppm y 6.80 ppm el cual corresponde a
los protones del anillo aromatico del HT o del alcohol homovanilico y posteriormente se

encuentran entre 7.10 ppmy 7.40 ppm los protones bencilicos.

10.07«[
2.99 «[

1.89
191

- 2-]
H-2"
H-Bn
H-1"
H-Ar
M T
8

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24
f1 (ppm)

2.00 {

Espectro 11.8. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCls) de HT bencilado (13)
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H-O-Me

MeO OH
BnO He2”

H-Bn H-1"
H-Ar
o S

o
<~

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26
f1 (ppm)

Espectro 11.9. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de alcohol homovanilico bencilado (12)

En el caso del acido 2-(3,4-metilendioxifenil)etanoico (14) fue necesario reducir el
carbonilo para obtener el alcohol correspondiente (esquema 11.4). Para esto se realizo una
reaccion de reduccion utilizando NaBH4 y yodo en THF a reflujo durante 24 horas; bajo estas
condiciones se genera BHz in situ, que reduce al grupo carboxilo. La reaccion fue tratada y

purificada en cromatografia en columna, obteniendo un rendimiento cuantitativo.

NaBH,, I,
THF, reflujo

SoRs ° ”
O Cuantittiva %:©/\/
14 15

Esquema 11.4. Reaccion de reduccion del acido 2-(3,4-metilendioxifenil) etanoico (14).

Una vez protegidos o reducidos los compuestos, se sometieron a una sintesis de
Williamson empleando un exceso de 1,6-dibromohexano para las 7 materias primas
(esquema 11.5); utilizando hidruro de sodio como base en DMF a temperatura ambiente
durante 5 horas; las reacciones fueron tratadas y purificadas mediante cromatografia en
columna, obteniéndose rendimientos de buenos a moderados, para todos los compuestos

preparados, los cuales se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas.

152



1,6-dibromohexano
NaH, DMF, ta

R, OH
T

11 R,=H, R,=OBn

12 R;=OMe, R,= OBn
15 R1:CH20CH2:R2
16 R,=H, R,=H

17 R,=H, R,=OMe

18 R;=OMe, R,=OMe
13 R,= OBn, R,=0OBn

Br

o/\/\/\/

19 R;=H, R,=0Bn

20 R;=OMe, R,= OBn
21 R;=CH,0OCH,=R,
22 Ble, R,=H

23 4=H, R,=OMe

24 R,=OMe, R,=OMe
25 R,;= OBn, R,=0Bn

Esquema I1.5. Reaccion de alquilacion de materias primas

En el espectro de *H RMN del derivado de tirosol (19), se observa a

frecuencias bajas entre 1.29 ppm y 1.96 ppm, los protones de los carbonos intermedios de la

cadena alquilica, sobre 3.00 ppm, se encuentra una sefial triple correspondiente a los protones

del carbono unido al anillo aromatico. Entre 3.36 ppm y 3.50 ppm, se pueden ver dos sefiales

triples que se asignaron a los protones de los extremos de la cadena alquilica de bromo

terminal. En 3.61 ppm, se puede ver otra sefial triple, la cual corresponde a los protones del

carbono unido al oxigeno de la cadena original (espectro 11.10).

Br

CH 2-Bn

BnO Bn Ar L
T

2.00-1

4217
2,027

9.0 8.5 8.0 7.5

T

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0

T

f1 (ppm)

Espectro 11.10. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de tirosol bencilado alquilado con 1,6-
bromohexanol (19)
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De igual forma en los otros 6 espectros se observa el mismo patron de sefiales con la
Unica diferencia, de las sefiales correspondientes a los diferentes sustituyentes de los anillos
aromaticos (espectro 11.11y 11.12).

Br

/\/\/\/ H-O-Me

H-O-Me
Ar

H-O-Me-O Br

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

Espectro 11.11. Espectro *H RMN (300 MHz, CDClIs) de derivados metoxilado (23), dimetoxilado
(24) y acetal (21)

Ya sean metoxilos, bencilos, o0 CH. de acetal, las sefiales pertenecientes a las cadenas

alifaticas mantienen el mismo patrén.
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Br

MeO O
Bnoj©/\/ H-CH 2-Bn H-O-Me

H-Bn H-Ar

Br

o

Br
BnO O
H-Ar H.CH 2-Bn :@/\/
BnO
JIFU J I M 1‘}“ L M

15 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Espectro 11.12. Espectro *H RMN (300 MHz, CDCls) de derivados alcohol homovanilico (20),
fendlico (22) y HT (25)

Por otro lado, en el espectro de carbono del tirosol alquilado (19) (espectro 11.13) se
pueden observar, entre 20.0 ppm y 40.0 ppm todos los carbonos pertenecientes a la cadena
alifatica. Sobre 70.0 ppm se encuentran los carbonos de la cadena unida al anillo aromatico
y al carbono del CH> de bencilo. Hacia frecuencias altas entre 110.0 ppm y 130.0 ppm, se
encuentran los carbonos bencilicos y a los CH del anillo aromético. Entre 130.0 ppm y 160.0
ppm se pueden ver los carbonos ipso que soportan a la cadena alifatica y mas desplazado

aquel que soporta al grupo bencilo.
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Espectro 11.13. Espectro *C RMN (75.5 MHz, CDCls) de tirosol bencilado alquilado con 1,6-
dibromohexano (19)

A su vez, igual que en el caso de los espectros de protdn, la secuencia de sefiales en
todos los espectros de carbono (espectro 11.14), es similar, la Unica diferencia entre ellos son
las sefiales de los sustituyentes del anillo aromatico y el patron de sustitucion que cada uno
presenta. Los espectros se muestran en el mismo orden que los espectros de proton,

(metoxilado, dimetoxilado, acetal, alcohol homovanilico, fendlico y HT).

ey L L
" |l Il J L
P R L
L ool Mlcﬂ{ - LI
1 N —

/ C-CH Bn
e | | L
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Espectro 11.14. Espectro *C RMN (75.5 MHz, CDCls) de derivados metoxilado (23), dimetoxilado
(24), acetal (21), alcohol homovanilico (20), fenolico (22) y HT (25)

156



11.4.3. Alquilacion del iminoazucar

Una vez alquilados los compuestos se procedié a la reaccion de alquilacion de la
desoxinojirimicina protegida (6) (esquema 11.6), de nuevo una reaccion de tipo Sn2. Para
ello se empled un exceso de los derivados 19-25 con relacion al azticar en DMF, utilizando
como base carbonato de potasio. Las reacciones procedieron a 85 °C durante 15 horas, cada

reaccion fue tratada y purificada por cromatografia en columna.
OBn R,
B "550 N OBn O\O
o~ Bn  BnO N~~~
Rl O DVME > BnO
D/V K,COz Bn
R 85°C

19 R;=H, R,=OBn 26 R;=H, R,=OBn

20 R;=OMe, R,= OBn 27 R;=OMe, R,= OBn
21 R;=CH,OCH,=R, 28 R,;=CH,0OCH,=R,
22 R;=H, R,=H 29 R;=H, R,=H

23 R,=H, R,=OMe 30 R,=H, R,=OMe

24 R;=OMe, R,=OMe 31 R;=OMe, R,=OMe
25 R;=0Bn, R,=0OBn 32 R;=0Bn, R,=0Bn

Esquema 11.6. Reaccion de alquilacién de la desoxinojirimicina per-O-bencilada

En el espectro de *H RMN del derivado de 1-desoxinojirimicina protegida con tirosol
(26) (espectro 11.15), se pueden observar a frecuencias bajas las sefiales correspondientes a
los 8 protones de los carbonos intermedios del espaciador. Entre 2.00 ppm y 2.70 ppm se
encuentran los protones de los carbonos terminales de dicha cadena. En 2.75 ppm se observa
una sefial triple que corresponde a los protones de C-2"", carbono unido al anillo aromatico.
En 3.00 ppm se observa uno de los protones del carbono anomérico; alrededor de 3.30 ppm
hay otra sefial triple la cual corresponde a los protones del carbono unido a oxigeno. Entre
4.30 ppm y 5.00 ppm se pueden visualizar los protones de los CH> de bencilo, en la region
de aromaéticos se pueden ver dos juegos de sefiales, el primero entre 6.75 ppm y 7.20 ppm
que corresponde a los protones de la porcion fenolica y el siguientes entre 7.20 ppm y 7.50

ppm a los bencilos del iminoazucar.
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Espectro 11.15. Espectro *H RMN (300 MHz, CDClIs) de derivado de tirosol (26)

De igual manera se observan los espectros de los otros 6 derivados (espectro 11.16 y
11.17), observando el mismo patrén de sefiales, teniendo como unica diferencia las sefiales

de los sustituyentes del anillo aromatico.

Ae~O
Bno N
B H-O-Me

H-0-Me OBn /\/@\
OMe

0OBn
A0
Bn0 N
H-O-CH 2-0 BnO
Bn

MOM

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 -0.!
f1 (ppm)

Espectro 11.16. Espectro *H RMN (300 MHz, CDCls) de derivados: dimetoxilado (31), metoxilado
(30) y acetal (28)
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H-O-Me

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 -0.5

f1 (ppm)

Espectro 11.17. Espectro *H RMN (300 MHz, CDClIs) de derivados de alcohol homovanilico (27),
fendlico (29) y HT (32)

A su vez en el espectro de carbono del derivado de tirosol (26) (espectro 11.18) se
puede observar a frecuencias bajas entre 20.0 ppm y 35.0 ppm las sefiales correspondientes
a los carbonos centrales de la cadena alifatica unida al iminoazucar. Hacia frecuencias altas
entre 55.0 ppm y 75.0 ppm se observan los carbonos terminales de la cadena espaciadora; de
manera intermedia, los carbonos de los CH> de bencilos. Sobre la region de aromaticos a
partir de 115.0 ppm, se encuentran dos sefiales, que corresponden a dos carbonos cada una,
y pertenecen al anillo aromatico de la porcion fenélico. En medio de estas dos sefiales se
observan todas las sefiales pertenecientes a los bencilos, y entre 130.0 ppm y 160.0 ppm se

pueden ver todos los carbonos ipso de la molécula.
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Espectro 11.18. Espectro **C RMN (75.5 MHz, CDCls) de derivado de tirosol (26)
De manera similar, se observan las sefiales en los espectros de los otros 6 derivados,

se pueden ver las sefiales de los diferentes sustituyentes en cada uno de los espectros
(espectro 11.19). Los espectros presentan el mismo orden que los espectros de proton.

L [T . Il | 1 NI Ty | [ 1

I Jk J | i COJT[ [T

L [ | 1, T O Ll

L 1 AM Ll ol L [

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro 11.19. Espectros *C RMN (75.5 MHz, CDCls) de derivados: dimetoxilado (31),
metoxilado (30), acetal (28), alcohol homovanilico (27), fendlico (29) y HT (32)
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11.4.4. Desproteccion de grupos hidroxilo

Una vez obtenidos todos los compuestos alquilados (26-32) se procedio a
hidrogenarlos para desproteger los hidroxilos (esquema 11.7); para esto se utilizé H; a
presion atmosférica, Pd(OH)./C como catalizador, en una mezcla acetato de etilo: metanol
1:1, o DCM: metanol 1:1. Las desprotecciones se llevaron a cabo en presencia de unas gotas
de AcOH con objeto de neutralizar el medio basico proporcionado por el iminoazucar, lo

cual ralentiza el proceso de hidrogenacion de los grupos bencilos.

OBn o R, OH o Ry
Bnow/\/\/ Pd(OH)2: H2'  HO NN \/\CE
—_—
BnO oo R, MeOH, AcOEt HO H R,
26 gle, R,=OBn 33 Ele, R,=OH
27 ,,=OMe, R,= OBn 34 R1=OMe, R,= OH
28 ,=CH,OCH,=R, 35 R1=CH,0CH,=R,
29 B;=H, R,=H 36 ;=H, R,=H
30 ,;=H, R,=OMe 37 Bl=H, R,=OMe
31 ,,=OMe, R,=OMe 38 ,;=OMe, R,=OMe
32 1=0Bn, R,=0Bn 39 ;=0OH, R,=0OH

Esquema 11.7. Desproteccion de los compuestos 26-32

En el espectro de *H RMN, del derivado de tirosol (33) (espectro 11.20) se observa
la ausencia de los protones bencilicos, y de los CH> de bencilo, lo que indica que todos los
hidroxilos han sido desprotegidos, el resto de las sefiales se observan casi igual que en los

derivados protegidos.

MeOD

MeOD

H-6" - H-3"-H-4"

N |

T T T T T T T
7.5 7. 6.0 55 5.0 4.5

1.80{
1797

o
o
2

Espectro 11.20. Espectro *H RMN (300 MHz, CD;0D) de derivado de tirosol (33)
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De igual forma que en el caso anterior, en el espectro *H RMN de los 6 derivados
restantes (espectro 11.21) se observa el mismo patron de sefiales, mas la presencia de las

sefiales de los sustituyentes en cada caso.

H-0-Me

N ST B

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

Espectro 11.21. Espectros *H RMN (300 MHz, CDsOD, (CDs),CO) de derivados de 1-

desoxinojirimicina: dimetoxilado (38), metoxilado (37), acetal (35), alcohol homovanilico (34),
fendlico (36), HT (39)

En los espectros de carbono (espectro 11.22) se observa la ausencia de los grupos
bencilo. Se pueden observar a frecuencias altas los carbonos ipso, dependiendo del caso, ya
sean uno, dos o tres. En el caso del derivado de tipo acetal, se puede observar, el carbono del
CH: alrededor de 100.0 ppm. En los derivados metoxilado (37), dimetoxilado (38) y de
alcohol homovanilico (34) se ven los carbonos de los metilos de los grupos metoxilos
alrededor de 55.0 ppm; entre 50.0 y 80.0 ppm los carbonos del esqueleto del iminoazucar, y
entre 20.0 y 40.0 ppm se observa la presencia de los carbonos de la cadena unida directamente
al iminoazucar. En todos los casos se presenta el mismo patron en las sefiales, a excepcion

de los aromaticos, ya que tienen diferentes patrones de sustitucion.
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Espectro 11.22. Espectro *C RMN (75.5 MHz, CDs0D, (CDs).CO) de derivado de 1-
desoxinojirimicina: a) tirosol (33), b) dimetoxilado (38), c) metoxilado (37), d) acetal (35), e)
alcohol homovanilico (34), f) fendlico (36), g) HT (39)

11.4.5. Obtencion de derivados con espaciador de 5 &tomos de carbono

Una vez obtenidos los compuestos con un espaciador de 6 atomos de carbono, se
decidio probar con un tamafio diferente de cadena en algunos de los compuestos, con objeto
de analizar la influencia del tamafio de la cadena en las propiedades biologicas. Asi pues,
para el espaciador de 5 atomos de carbono (esquema 11.8), fueron sintetizados los
compuestos con el derivado de un metoxilo, el del hidroxitirosol y el del feniletanol, Para la
sintesis de estos compuestos se utilizd el mismo protocolo de sintesis que en el caso anterior,

pero utilizando el 1,5-dibromopentano como agente alquilante.
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OBn

BnO NH
BnO OBn
Bn (0] R
BnO N/\M/z\/ !
R OH R O\/\/\/Br K,CO3, DMF  BnO R
R 1,5-dibromopentano, R 85°C, 15 h 43 Ry=H, Ry=H

N H2, PA(OH),/| 44 R;=H, R,=OMe

16 Ry=H, R,=H 40 Ry=H, Ry=H ggMégg?_le 45 R;=0Bn, R,=08n
17 R;=H, R,=OMe 41 R;=H, R,=OMe 3
13 R,=0Bn, R,=0Bn 42 R,=OBn, R,=OBn o8

n

BnO
OB Ry
46 Ry=H, Ry=H

47 R;=H, R,=OMe
48 R;=0Bn, R,=0Bn

Esquema 11.8. Alquilacion de la desoxinojirimicina con espaciador de 5 4&tomos de carbono

De igual modo que para la cadena de 6, lo primero fue alquilar las porciones fendlicas
con el 1,5-dibromopentano. Esta reaccion se llevo a cabo en condiciones muy similares a las

anteriores, la alquilacion se comprob6 mediante RMN tanto de proton como de carbono.

/@/\/O\/\/\/ Br  owe
MeO

H-Ar

H-CH 2-Bn

BnO

:@/\/O\/\/\/ Br
H-Bn BnO

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 11.23. Espectro de *H RMN (300MHz, CDCls) de compuestos fenélicos alquilados con
1,5-dibromopentano
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En los espectros de proton (espectro 11.23) se puede observar, a frecuencias bajas,
como dos sefiales multiples entre 1.00 ppm y 2.00 ppm, a los protones de los carbonos
intermedios de la cadena alifatica. Hacia frecuencias altas se observan cuatro sefiales triples,
entre 2.50 ppm y 3.50 ppm, las cuales corresponden a los carbonos terminales de ambas
cadenas; en el caso del derivado metoxilado se encuentra una sefial simple por 3.50 ppm, la
cual corresponde al metilo del grupo metoxilo (41). El derivado 40 no presenta sustituyentes
y en el derivado del HT (42), se observan los protones de los CH: de bencilos, por 5.00 ppm.
En la zona de aromaticos entre 6.50 ppm y 7.50 ppm se pueden ver los protones bencilicos,
y los del anillo fendlico. Por otro lado, en los espectros de carbono (espectro 11.24), se puede
observar entre 25.0 ppm y 35.0 ppm las sefiales de los 4 carbonos intermedios de la cadena
alquilica. Sobre 35.0 ppm se encuentra el carbono adyacente al anillo aromatico. Alrededor
de 70.0 ppm se pueden ver los carbonos unidos al oxigeno del éter; en el derivado de HT, se
observan los carbonos de los CH> de bencilo en las mismas frecuencias. En el derivado
fenolico se observan 3 sefiales entre 115.0 ppm y 130.0 ppm, que corresponden a los 5 CH
del anillo aromatico; por 140.0 ppm resuena el carbono ipso. En el caso del derivado de HT,
entre 115.0 ppm y 130.0 ppm, se ubican 3 sefiales correspondientes a los 3 CH del anillo
aromatico; posteriormente se encuentra un conjunto de sefiales pertenecientes a los grupos

bencilos, y entre 127.0 ppm y 150.0 ppm los 5 carbonos ipso, de la molécula.

C-Ar

- LY

c-Bn

BnO O\/\/\/ Br
Bno:@/\/
C-CH 2-Bn

c-277-Cc-47"
C-Ar '/
c-Ar

J L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
f1 (ppm)

Espectro 11.24. Espectro de *C RMN (300MHz, CDCls) de compuestos fenélicos alquilados con
1,5-dibromopentano
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Posteriormente se llevd a cabo la alquilacion de la 1-desoxinojirimicina protegida,
con los compuestos formados; mediante las mismas condiciones de reaccion que los
derivados de cadena de 6; en estas se observé un rendimiento ligeramente menor que en los
derivados anteriores. La presencia de los compuestos fue comprobada mediante resonancia
magnética nuclear y mediante espectroscopia de masas. En el espectro de *H RMN del
derivado metoxilado (44) (espectro 11.25) se puede observar, el mismo patrén de sefiales que
en los derivados de cadena de 6. A frecuencias bajas entre 1.00 ppm y 1.50 ppm se pueden
observar los protones de la cadena espaciadora. Entre 2.50 ppm y 2.70 ppm se encuentran
los protones de los carbonos del éter de la cadena. En 3.70 ppm se observan una sefial simple
que integra para tres protones y corresponde a los protones del metoxilo; en la zona de
aromaticos se presentan dos grupos de sefiales, el primero entre 6.70 ppm y 7.10 ppm que
corresponde a los protones del anillo fendlico y el segundo entre 7.10 ppm y 7.25 ppm

corresponde a los protones bencilicos.

H-17, H-1
H-4, H-6b

OMe
0Bn /\/@/
H-6a N
BnO N 9]
fk j\ H-O-BEO
v

H-2,H-3

I I
« o
=3 °’.

T T L T T T

360 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25
f1 (ppm)

04 |

2

H-CHz-Bn

18.34{

~ 373 g
191 3
2499{
227 3
2.98 {

0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0

8.5 8.0 7.5

Espectro 11.25. Espectro de *H RMN (300MHz, CDCIs) del derivado metoxilado alquilado con
1,5-dibromopentano (44)
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En los espectros de *H RMN (espectro 11.26) de los derivados fendlico (43) y el de
HT (45) se observa el mismo patron de sefiales, salvo por el nimero de grupos bencilos. En
el derivado de HT se observan 2 grupos mas entre 6.50 ppm y 7.00 ppm, sobre 5.00 ppm se

observan dos singuletes mas, pertenecientes a los CH: de bencilo del HT.

n“

VAM.‘“‘LLMJWW_/WWWWLA—‘%

|
I b
Wl Lty l
OBn
0Bn
NN
BnO N O OBn
BnO
CH 2-Bn de HT OBn
Bn de HT
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0 05

f1 (ppm)
Espectro 11.26. Espectros de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de compuestos fendlicos alquilados con
1,5-dibromopentano derivados de desoxinojirimicina

En los espectros de carbono (espectro 11.27) se puede observar entre 20.0 ppm y 35.0
ppm los carbonos de la cadena que funge como espaciador, entre 50.0 y 90.0 ppm los
carbonos del esqueleto del iminoazucar, y el resto de los carbonos de la cadena alifatica.
También se encuentra al carbono del metoxilo, del compuesto metoxilado 44. En estas
mismas frecuencias se encuentran los carbonos de los CH> de bencilo y en el caso del
derivado del HT (45), se observan dos carbonos mas. Hacia frecuencias altas a partir de 110.0
ppm se pueden ver los carbonos arométicos, primero los CH del anillo de la porcion fendlica,

seguidos por los CH bencilicos, y por ultimo los carbonos ipso.

167



OMe
Ceipso Ceipso . 0; //cc:san e ey cow
| Il 1’ ) 1 nﬂ' L L
Bno/&’\‘/\/\/\ O/\/©
| [T T
OBn
ﬂosn
oo o N SN0
W 1 L
17‘0 1E‘30 15‘0 14‘10 13‘0 1&0 110 1(‘)0 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 6

f1 (ppm)

Espectro 11.27. Espectros de 1*C RMN (75.5 MHz, CDCls) de compuestos fenélicos alquilados con
1,5-dibromopentano derivados de desoxinojirimicina

Finalmente, los compuestos fueron sometidos a una hidrogenacion catalitica, con la
finalidad de desproteger los hidroxilos, dichas reacciones procedieron de manera
cuantitativa, y fueron caracterizadas mediante técnicas espectroscopicas. En los espectros de
'H RMN (espectro 11.28), podemos observar las mismas sefiales que en las moléculas

protegidas a excepcion de los protones bencilicos y los CH2 de bencilo.
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OMe H-O-Me
oH /\/O/ MeOD

H-2""
H-5"
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Espectro 11.28. Espectros de *H RMN (300 MHz, CDsOD) de compuestos fenélicos alquilados con

1,5-dibromopentano desprotegidos derivados de desoxinojirimicina

En los espectros de carbono (espectro 11.29), se observa el mismo comportamiento,
que en los derivados con espaciador de 6 carbonos. A frecuencias bajas, los carbonos de la
cadena alifatica, posteriormente a frecuencias mas altas los carbonos de los extremos de las
cadenas y los carbonos del esqueleto del iminoazucar. A diferencia de los espectros de los
derivados protegidos, ya no se observan los carbonos de los CH. de bencilo; en el caso del
derivado metoxilado (47), podemos observar en 66.0 ppm al carbono del metoxilo,
finalmente se observan los carbonos de los CH del anillo aromatico y a frecuencias mas altas,

los carbonos ipso.
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Espectro 11.29. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, CDs0D) de compuestos fenélicos alquilados con
1,5-dibromopentano desprotegidos

La formacion de los compuestos también fue confirmada mediante espectroscopia de

masas (figura 11.24).

180724_AIA55 07/24/18 14:20:48 AlA-55 PM=383 C20H33NO6

180724_AIA55 #90-97 RT: 0.36-0.39 AV: 8 NL: 2.23E8
T: FTMS + ¢ ESIFull ms [60.00-900.00]

384.2376
C20 H3s Og N =384.2381
10 -1.3358 ppm
95-
9
85
8
75
7
65
g 6
é 55
- Figura 11.24a. Espectro de masas
N de derivado metoxilado
- desprotegidos con espaciador de 5
20
15 carbonos
10
5
o 38‘2.5 ' o ' 38‘3,0 o . 38‘3.5 ' o ' 38‘4,0 . o 3811.5 ' I ' 38“50 ' T ' 38‘5.5 '

miz

170



180724_AIAS6 07/24/18 14:25:54 AIA-56 PM=353 C19H31NOS
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Figura I1.24b. Espectro de masas de derivado fendlico desprotegidos con espaciador de 5 carbonos
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Figura I1.24c. Espectro de masas de derivado HT desprotegido con espaciador de 5 carbonos
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11.4.6. Obtencion de derivados con espaciador de 3 &tomos de carbono

Por otro lado, se decidi6 sintetizar 3 compuestos con el espaciador de 3 atomos de
carbono, no obstante, los intentos de alquilacion del hidroxilo alifatico (esquemas 11.9 y
11.10) resultaron infructuosos, y condujeron de manera mayoritaria a una reaccion de

eliminacion de tipo E2 promovida por el medio bésico.
Br\/\/Br

R (@]
OH NaH, DMF O\/\/Br D/\/
D/\/ - h ta @/\/ )

Mayoritario

~ X

52 R;=OMe, R,=OMe
53 R,=H, R,=H
54 R;=0Bn, R,=0Bn

49 R;=OMe, R,=OMe
50 R;=H, R,=H
51 R;=0Bn, R,=0Bn

18 R;=OMe, R,=OMe
16 R;=H, Ry=H
13 R;=0Bn, R,=0Bn

Esquema 11.9. Reaccion alquilacién de alcoholes con 1,3-dibromopropano (método 1)

MeO e} BnO O\/\
Esquema 11.9-A. Compuestos formados en la reaccion de alquilacién en medio bésico

Br Br
\/\/

NaOH,BU4NHSO4 R

O
R OH H,0. DCM @/\/ ~ X
—_—
20 h, ta, R

R

Ar
16 Ble, R,=H 53 R;=H, R,=H

Esquema 11.10. Reaccidn alquilacion de alcoholes con 1,3-dibromopropano (método 2)

La formacion de este tipo de compuestos se pudo corroborar facilmente mediante los

espectros de resonancia magnética nuclear de proton (espectro 11.30), en los que se observan
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dos grupos de sefiales correspondientes a los protones vinilicos (aproximadamente a 5.10 y

5.80 ppm), lo que corrobora la eliminacion del bromo terminal.

MeO PN
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MeO

H-Ar
Vi

H-17"
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b M

H-27
O\/\
| JLL_A
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BnO O NN
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i m )‘LWL L\

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24
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Espectro 11.30. Espectros de *H RMN (300 MHz, CDCl3) de compuestos fendlicos alquilados con
1,3-dibromopropano (reaccion de eliminacion)

Como alternativa, se decidi6 partir del 3-bromo-propanol; en un principio se decidié
realizar la sintesis de dos derivados con espaciador de cadena de 3, el derivado dimetoxilado
y el de fenilo. Sin embargo, solo fue posible obtener el derivado dimetoxilado. EI primer paso
para la sintesis de este compuesto fue la proteccién del hidroxilo del bromo propanol, con
TBDPSCI, usando imidazol como base en diclorometano. Su formacion fue confirmada
mediante RMN de proton; en el espectro (espectro 11.31), se puede ver la presencia de una
sefial simple que integra para 9 protones, los cuales son los tres metilos del grupo terc-butilo.
Posteriormente se observan dos sefiales triples y un quinteto, sefiales que corresponden a los
6 protones de la cadena alifatica. A frecuencias altas en la zona de aromaticos se observan
los 10 protones de los dos anillos aromaticos del grupo protector. Una vez protegido el
compuesto se alquilé con el dimetoxifeniletanol; el producto fue purificado por

cromatografia en columna y caracterizado mediante RMN de proton (espectro 11.32), en el
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cual se presentan por 2.00 ppm, los dos metoxilos del dimetoxifeniletanol con el cual fue
alquilado. También se observan dos sefiales triples adicionales pertenecientes a la zona
alquilica de la porcién del dimetoxilo, y tres protones mas sobre 6.70 ppm como una sefial
maultiple, con estas nuevas sefiales se confirma la alquilacion del compuesto. Una vez
obtenido este compuesto se elimino el grupo protector mediante una reaccion con TBAF;
posteriormente se realizd una reaccion de tosilacion para hacer mejor grupo saliente al
hidroxilo y proseguir con un desplazamiento nucleofilico con Nal para dar lugar a 60. El
siguiente paso fue la alquilacion de la 1-DNJ bencilada 6 con el compuesto 60. En
condiciones similares a las mencionadas con anterioridad, obteniendo el derivado protegido
con cadena de 3 carbonos 62 (esquema I1.11). No obstante, tras varios intentos de
desproteccién de este compuesto en condiciones de hidrogenacion estandar, se observo un

lento avance de la reaccion.

OH
MeO
jc(;/ OTBDPS
TBDPSCI, MeO \/\/

imidazol, MeO o
CH,Cl, AN . NaH, DMF
Br\/\/OH Br OSi T 57
55 56 @ atm argon MeO
TBAF, THF
24 h, ta
| Ts OH
MeO O\/\/ Nal, acetona MeO MeO O\/\/
2h, requlo
60 TsCl, Et3N 58
MeO DCM, 15h,ta MeO

OBn K,CO3, DMF,
Bnoﬂ 15h, 85°C OMe H,, PAOH)2 OMe
2, f
BnO 6 OBn DCMZMGOH,
OMe CH3COOH OMe
oBn /O OH /\/\O 62
BnO N 61 HO N
BnO HO
Bn H

Esquema 11.11. Reaccidn para formacion de derivado de desoxinojirimicina con 3 &tomos de
carbono

Solo los dos primeros pasos de la ruta y el ultimo fueron caracterizados, mediante
RMN.
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Espectro 11.31. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClI3) de bromo propanol protegido con
TBDPSCI (56)
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Espectro 11.32. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClI3) de bromo propanol protegido con
TBDPSCI, alquilado con dimetoxifeniletanol (57)

En el caso de la cadena de tres carbonos solo fue posible obtener el derivado
dimetoxilado, el cual presenta en el espectro de *H RMN (espectro 11.33) el mismo patron
de sefales que los espectros con espaciador de 5y de 6, observando dos sefiales simples en

3.78 ppm, las cuales corresponden a los grupos metoxilos, que sustituyen al anillo aromatico.
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Espectro 11.33. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de derivado dimetoxilado con espaciador
de 3 (61)

En el espectro de carbono (espectro 11.34) se observan a frecuencias bajas los
carbonos de la cadena alifatica; por 55.0 ppm se encuentran los dos carbonos de los
metoxilos, los cuales presentan el mismo desplazamiento quimico. A continuacion, se
encuentra el resto de los carbonos del iminoazicar y entre estos los CH2 de bencilo y los
carbonos del éter. Hacia frecuencias altas entre 110.0 ppm y 120.0 ppm los CH del anillo

aromatico, seguidos por los CH de los bencilos y por ultimo los carbonos ipso.

C-Bn
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oBn /\/\ o
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‘ c3 crea {
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Espectro 11.34. Espectro de **C RMN (75.5 MHz, CDCls) de derivado dimetoxilado con espaciador
de 3 (61)
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La formacion del compuesto fue confirmada por espectroscopia de masas (espectro 11.35).

746.4042
C47 Hsg O7 N=746.4051
-1.2343 ppm
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Espectro 11.35. Espectro de masas de derivado dimetoxilado con cadena de 3 (61)

11.4.7. Formacion de wureas, tioureas y selenoureas derivadas de

iminoazucares

En este apartado se planted la combinacién de 1-desoxinojirimicina con funciones de
tipo N-aril ureido, tioureido y selenoureido (figura 11.25). Estas funciones pueden contribuir
sustancialmente a la modulacion de las propiedades bioldgicas de los derivados aqui
disefiados (actividad antiproliferativa y/o anti-Alzheimer). Por un lado, pueden actuar como
donadores de puentes de hidrogeno bidentados, y de esta manera establecer interacciones con
enzimas clave. Por otro lado, el anillo aromatico puede establecer interacciones hidrofébicas
modulables a través del efecto estereoelectronico de sus sustituyentes. Y finalmente, la
naturaleza del calcdgeno (S, O, Se) puede también influir de manera notable; por ejemplo,
en el caso de las selenoureas pueden también comportarse como potentes antioxidantes en la

eliminacion de ROS.
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Efectos estereoelectrénicos
X=0,S, Se

Interacciones
Atrapador de hidrofobicas

DRRAYQEAS BHFLHERGE

________________

Incremento de selectividad

YR8 %€a frente a b-glucosidasa

Figura 11.25. Diagrama general de ureas, tioureas y selenoureas derivadas de desoxinojirimicina

Fueron sintetizados un numero reducido de derivados, en los cuales se vari6 el
calcdgeno X=0, S, Se, y se modifico el tamafio de cadena espaciadora, n=3, 5 0 6, para asi
poder evaluar la influencia de estos, en las actividades ensayadas, y finalmente establecer
una relacion estructura-actividad.

El primer paso para la obtencion de este tipo de compuestos fue funcionalizar cadenas
hidrocarbonadas de 3, 5 y 6 a&tomos de carbono con un d&tomo de yodo en un extremo, como
grupo saliente, y una funcién azido en el otro extremo; dichos compuestos fueron sintetizados
a partir del 3-bromopropan-1-ol, 5-bromopentan-1-ol y 6-bromohexan-1-ol respectivamente.
Estos fueron sometidos a una reaccion de sustitucion nucleofilica con NaNs, la cual procedio
de manera cuantitativa, y no fue necesaria ninguna purificacion. Posteriormente se llevo a
cabo la tosilacion del alcohol, proceso que transcurrio con un rendimiento comprendido entre
el 40% y el 60%. Es importante destacar la importancia de controlar el tiempo de reaccion,
con objeto de evitar reacciones de eliminacion, reaccion secundaria que se observo
principalmente en las cadenas de 5 y 3 carbonos. Finalmente se realizd una segunda
sustitucion nucleofilica con Nal, sobre el grupo tosilo, para dar lugar a la formacion de las
yodo-azidas 71-73 (esquema 11.12).
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Esquema 11.12. Sintesis de las yodo azidas 71-73

En el espectro 11.36 se observan claramente las diferencias en las posiciones 1y 6 en
la secuencia de tosilacion y desplazamiento nucleofilico sobre el azido-alcohol 64. Puede
observarse el desapantallamiento del metileno unido a oxigeno al ser el alcohol tosilado
(aproximadamente de 3.7 a 4.0 ppm) y su apantallamiento tras el desplazamiento con yoduro

(hasta aproximadamente 3.3 ppm).

A |
A N

N 3/(/%OTS
JLQLMJJUM

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
f1 (ppm)

Espectro 11.36. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCl;) comparativo de 6-azida-hexanol y la
azida yodada

Vi L
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A partir de las cadenas yodadas de 3, 5y 6 &tomos de carbono con azida terminal se
llevé a cabo la N-alquilacion de la 1-desoxinojirimicina protegida (6) (esquema 11.13);
debido al fuerte impedimento estérico ocasionado por los grupos bencilos, especialmente de
la posicion C-6, la alquilacion del nitrogeno se encuentra dificultada. Por ello, se requirié de
la presencia de base (K2CO3) y altas temperaturas (120 °C); aun asi, los rendimientos no

superaron el 50% tras purificacion cromatografica.

OBn N
3
BnO N\/\/
|/\/\N3 Bno
71 Bn 74
OBn
BnO NH OBn N3
BnO N
o~ Ns 6 0Bn BnO ~
_ BnO -
72 K,CO3, DMF BN
120°C, 5h
OBn N
PN BnO N~
BnO
73 BN 76

Esquema 11.13. Reaccidn para la N-alquilacidn de 1-desoxinojirimicina con las yodo-azidas 71-73

La formacion de estos compuestos se corroboro mediante *H RMN, en los espectros
(espectro 11.37, 11.38, 11.39) se pudo observar la presencia del iminoazucar. Los protones
anoméricos y el proton de C-5 del se observan a frecuencias més bajas debido al efecto
electronico del nitrogeno, en 3.00 ppm como una sefial doble de dobles, el protdn anomérico
axial, y en 2.12 ppm el proton anomérico ecuatorial, ligeramente mas desplazado a
frecuencias altas como un doble de triples se ve la presencia del proton de C-5, por otro lado
se encuentran los protones de las cadenas con azida terminal, con las que fue alquilado el
nitrégeno. Entre 1.00 ppm y 1.80 ppm los protones medios de la cadena, ya sean 2, 6 u 8
protones segun el caso; para los protones de los extremos se observan entre 2.30 y 3.30 ppm,
ligeramente mas desplazados a frecuencias altas, los protones unidos a la azida, debido al

ligero efecto protector que esta genera.
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Espectro 11.37. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de derivado de desoxinojirimicina 75
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Espectro 11.38. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de derivado de desoxinojirimicina 76
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Espectro 11.39. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCls) de derivado de desoxinojirimicina 74

Posteriormente estos compuestos fueron hidrogenados mediante catalisis
heterogénea, empleando Pd(OH)./C como catalizador; se empled como disolvente una
mezcla de DCM:MeOH, debido a la gran diferencia de solubilidad de las materias primas y
de los productos finales. También fue necesario adicionar unas gotas de HCI, con la finalidad
de neutralizar el medio basico provocado por el iminoazlcar, que ralentizaria o incluso
evitaria la hidrogenacion de los grupos bencilo (esquema 11.14). De esta forma se obtuvieron
los derivados 77-79.

OH

OBn N NH,
BnO HO -
Bn 74 H
OBn N OH \ NH,
BnO N~ Ha, PA(OH),’ HO ~
BnO DCM/MeOH HO 78
Bh 75 HCl H
_—
OBn 24 h OH
BnO N\/\/\/\Ng HO N\/\/\/\NHZ
BnO HO 79
Bn H
76

Esquema 11.14. Reaccidn para desproteccion de hidroxilos y reduccion de azida terminal
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La formacidon de dichos compuestos fue corroborada mediante resonancia magnética
nuclear, al ya no observar los protones aromaticos entre 7.00 ppm y 8.00 ppm, debido a la
desproteccién de los grupos hidroxilos. Las sefiales se observan anchas y poco definidas,
pero es posible observar los protones del iminoazucar entre 2.80 ppm y 4.30 ppm, asi como
las sefiales correspondientes a los protones de los carbonos centrales de las cadenas (espectro
11.40).

OH

HO NMNHZ
HO 27-57

OH

OH

NH,
HO N\/\/\/
HO

OH 274

)

OH

NH,
HO N
HO

OH

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0O 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -0
f1 (ppm)

Espectro 11.40. Espectro *H RMN (300 MHz, CDs0D) desoxinojirimicina alquilada con cadenas
de 3, 5y 6 4&tomos de carbono con amina terminal
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En el espectro de 1*C RMN (espectro 11.41) se puede observar la ausencia de los
carbonos aromaticos, por lo que solo existen sefiales entre 20.0 ppm y 80.0 ppm; a modo de
ejemplo se presenta el espectro del iminoazucar desprotegido alquilado con cadena de 6

atomos de carbono.

OH
NH
HO N\/\/\/\ 2
HO
OH

5 -
6,1 o 5 3
1
I\ P P J‘ " Mool

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18
f1 (ppm)

Espectro 11.41. Espectro **C RMN (75.5 MHz, CDs0D) desoxinojirimicina alquilada con cadena 6
con amina terminal (79)

Una vez obtenida la desoxinojirimicina alquilada con diferentes tamafios de cadena

con amina terminal se procedid a la preparacion de las ureas, tioureas y selenoureas.

11.4.7.1. Formacion de urea de p-bromoanilina

Para la formacidn de la urea de la p-bromoanilina, se empled p-bromoanilina la cual
se hizo reaccionar con trifosgeno en DMF, para obtener el correspondiente isocianato,
seguido de la adicion in situ del aminoderivado de la 1-DNJ 78 (esquema 11.15). Se intent6
Ilevar a cabo el acoplamiento del isocianato con el derivado de 1-DNJ per-O-bencilado, con
objeto de favorecer el proceso de purificacion; no obstante, y de manera totalmente
inesperada, en la reaccion de hidrogenacion, se elimind el &tomo de bromo sobre el anillo
aromatico. Un problema importante a la hora de acceder a las ureas mostradas es su
purificacion, al ser compuestos con una polaridad apreciable. A consecuencia de ello, las
columnas cromatograficas debieron ser dopadas con EtsN, la cual resultd imposible de

eliminar por evaporacion en el rotavapor, posiblemente debido al establecimiento de

184



interacciones intensas por enlaces de hidrdégeno con el compuesto deseado. Por lo que las

reacciones fueron realizadas nuevamente para ser purificadas mediante tratamiento con
resina acida Amberlita® IR-120(H").
o

NH, \/\/\/
OH NH; DMF, trifosgeno
HO N~
HO + “oCata

78 r 80

Esquema 11.15. Reaccién de formacion de la urea de p-bromoanilina (81)

La formacion de la urea (81) fue corroborada mediante RMN de H (espectro 11.42)
y de 13C (espectro 11.43), observando la presencia de los protones aromaticos del sustituyente
de la urea, entre 7.30 ppm y 7.49 ppm. Una de las sefiales mas caracteristicas del iminoazucar
es un doble de dobles en 3.00 ppm que corresponde al proton axial del carbono anomérico.
En el espectro de carbono aunado a las sefiales de los carbonos del derivado 78, se observa
la presencia de los carbonos del anillo aromético entre 120.0 ppm y 140.0 ppm, una sefial en

154.9 ppm perteneciente al carbono carbonilico de la urea, sefial confirmatoria de la
formacion de la urea.

OH O MeOH
/\/\/\
HO N NJ\NH
HO H
OH Hio

T T T
15 1.0 0.5

fl (ppm)

Espectro 11.42. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDsOD) de urea de desoxinojirimicina (81)

185



T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

f1 (ppm)

Espectro 11.43. Espectro de RMN °C (75.5 MHz, CDsOD) de urea de desoxinojirimicina (81)

Finalmente, la formacion de este compuesto fue también corroborada mediante
espectrometria de masas de alta resolucion; dicho espectro muestra claramente la presencia
del atomo de bromo, al exhibir dos picos con una diferencia de 2 unidades de masa, y con

una relacion aproximadamente 1:1. (espectro 11.44).

447.1123

446.1281
C18 Hae Os N3 Br=446.1285 4481262

-0.9014 ppm C18 Hzg Os N3 81Br = 448.1265
85 -0.5930 ppm

a o 9 @

Relative Abundance
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&

IS

: ‘
e T ——p—————_——————— e-—w— T ——
4456 445.8 446.0 446.2 446.4 446.6 446.8 447.0 4472 4474 4476 447.8 448.0 4482 448.4 4486 4488
m/z

Espectro 11.44. Espectro de masas de alta resolucion de urea de p-bromoanilina (81)

11.4.7.2. Sintesis de tioureas

Las tioureas fueron sintetizadas por adicion nucledfilica de los aminoderivados de 1-
DNJ sobre los isotiocianatos de p-toluidina y p-anisidina; en este ultimo caso, el compuesto
no es comercial, y se prepar6 mediante tratamiento de la p-anisidina con tiofosgeno como

agente tionante, en un medio trifasico (DCM-H20-CaCOs) (esquema 11.16).
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NH, NCS

C
CaCO; <Cl,
DCM:H,0.
CH, 2h, ta CH,
82 83

Esquema 11.16. Sintesis de isotiocianato de p-anisidina 83

Estos isotiocianatos se hicieron reaccionar con el aminoderivado de 1-DNJ
desprotegido 78 en piridina (esquema 11.17). Inicialmente se emple6 EtsN como catalizador
basico; no obstante, e igual que ocurrid en el caso de las ureas, resultd imposible de eliminar

por completo.

N=C=S S
OH
OH NH, Piridina, 12 h )J\
, ) N N NH
HO ta HO
H H
83 R=OMe 78 85R=0OMe
84 R=Me 86 R=Me

Esquema 11.17. Reaccidn para la formacion de tioureas

Con objeto de no emplear EtsN como agente dopante de la columna, se realizaron
lavados con DCM, con los cuales se eliminaron gran parte de las impurezas de la reaccién.

Para confirmar la obtencion de los compuestos, estos fueron analizados mediante
RMN de *H y de 3C, y por espectroscopia de masas.

En los espectros de proton (espectros 11.45 y 11.46) se observa la presencia de los
protones aromaticos del sustituyente de la tiourea entre 6.74 ppm y 7.43 ppm; como sefial
mas caracteristica del iminoazucar esta el proton ecuatorial del carbono anomérico, como
una sefial doble de dobles en 3.00 ppm; sobre 2.60 ppm se encuentra el protén de C-5. Entre
2.92 ppm y 2.54 ppm se presentan los protones de C-5" pertenecientes a la cadena alifatica,
gue actla como espaciador entre el iminoazlcar y la tiourea, dichos protones sufren la
influencia de la tiourea por lo que se encuentran mas desapantallados. Por otro lado, a

frecuencias mas bajas debido al efecto protector del nitrégeno del iminoazlcar, se encuentran
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los protones de C-1", los cuales se observan entre 2.14 ppm y 2.03 ppm. La secuencia de
sefiales en los espectros de ambas tioureas sigue el mismo patrdn; la diferencia mas evidente
entre ellos es la sefial simple del metilo en 2.33 ppm, en la tiourea del p-tolilo (86), vy el

metoxilo de la tiourea de la p-anisidina (85) en 3.33 ppm.

MeOH

) 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0
f1 (ppm)

Espectro 11.45. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDsOD) de tiourea de p-anisidina (85)
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Espectro 11.46. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDsOD) de tiourea de p-tolilo (86)

Por otro lado, en los espectros de carbono (espectros 11.47 y 11.48) se observa una
sefial en 182.2 ppm para la tiourea de la p-anisidina (85) y en 182.2 ppm para la del p-tolilo

(86), las cuales corresponden a los grupos tiona (C=S) de las tioureas. En la region de los
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aromaticos se puede ver a los carbonos del anillo aromatico que sustituye a las tioureas. En
el caso de la tiourea de la p-anisidina, C-4"", se encuentra méas desplazado hacia frecuencias
altas debido al efecto del oxigeno del metoxilo que sustituye al anillo. En el caso del esqueleto
del iminoazucar y la cadena, mantienen el mismo patron de sefiales que en los casos
anteriores. Se pueden observar los carbonos del metilo y metoxilo que actdan como
sustituyentes del anillo aromatico, en 21.0 ppm y 57.6 ppm respectivamente.

S

OH
H
HO

OH c3

T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 % 80 70 60 50 40 30 20 10 0
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Espectro 11.47. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, CDs0D) de tiourea de p-anisidina (85)

c-3 Me cs

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Espectro 11.48. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, CD;0D) de tiourea de p-tolilo (86)

Finalmente se realizé la espectroscopia de masas para corroborar la formacién de

ambas tioureas (espectro 11.49 y 11.50).
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Espectro 11.49. Espectro de masas de alta resolucion de urea de p-anisidina (85)
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Espectro 11.50. Espectro de masas de alta resolucion de urea de p-tolilo (86)

11.4.7.3. Formacion de selenoureas

Por otro lado, también se formd el isoselenocianato a partir de la formamida de la p-
bromoanilina (esquema 11.18); esta reaccion tiene lugar mediante deshidratacion de la
formamida promovida por el trifosgeno, para dar un isonitrilo intermedio no aislado, seguido
de acoplamiento in situ con selenio negro elemental. La formacion de este compuesto resulto
ser muy sensible a la humedad, asi como a la escala empleada; asi pues, con escalas no

superiores a 300 mg, asi como mediante el empleo de disolventes secos y malla molecular
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en la reaccidn, se obtuvo con un rendimiento del 60%. La reaccién del isoselenocianato 88

con los derivados de 1-DNJ 77 y 79 condujo a las correspondientes selenoureas 89 y 90.

o

)]\ 1) Trifosgeno,
H Et;N, DCM N=C=Se

2) Selenio negro
_—

HN

. 87 r 88

Esquema 11.18. Formacion del isoselenocianato 88

El intento de formar las selenoureas deseadas, mediante el acoplamiento de 77 y 88
en MeOH resultd infructuoso (esquema 11.19). Ya que el Unico producto aislado fue el
correspondiente selenocarbamato de metilo, formado por el ataque nucleofilico inesperado
del MeOH sobre 76.

Se

NJ\OMe

N=C=Se
OH NH,
MeOH

N\/\/ 24 h, ta

H

\J

77 91

Esquema 11.19. Formacion de selenocarbamatos

Se

N=C=Se OH NH2
HO

r 88 77 Piridina
24 h, ta.

sy o%f“

Esquema 11.20. Formacion de selenoureas
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Posteriormente se repitid la reaccion, utilizando como disolvente piridina, la cual
también actia como base y ayuda a neutralizar el clorhidrato de la amina formado en la
reaccién anterior; con esta metodologia la reaccion procedi6 de forma cuantitativa de acuerdo
con la TLC (esquema 11.20). Los intentos de purificacion de las selenoureas preparadas
mediante cromatografia en columna resultaron infructuosos, ya que solo se observo
descomposicion en silica. Se opt6 entonces por, una vez finalizada la reaccién, llevar a cabo
lavados con ciclohexano con objeto de eliminar el exceso del isoselenocianato. Dichos
compuestos son bastante inestables en solucién, por lo que obtener los espectros de RMN
resulto bastante complicado, Gnicamente fue posible obtener los espectros de *H RMN, ya
que se presentaba descomposicién del compuesto durante el experimento. En el espectro de
'H RMN de las selenoureas (espectro 11.51 y 11.52), se pueden observar las sefiales de los
protones aromaticos entre 7.00 y 7.70 ppm, seguido por los protones del iminoazucar a
frecuencias mas bajas de 2.70 a 3.20 ppm y finalmente los protones de la cadena espaciadora

entre 1.00 y 2.20 ppm.
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Espectro 11.51. Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-¢s) de selenourea de 6 (90)

La elucidacion de los espectros de resonancia se vio un poco impedida debido a que
las sefiales del iminoazlcar se ven traslapadas con las sefiales del DMSO; ademas,
probablemente debido a la existencia de conformeros a consecuencia del grupo selenoureido,

las sefiales se encuentran bastante ensanchadas.
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Espectro 11.52. Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-¢) de selenourea de 3 (89)

Finalmente, para confirmar la existencia de las selenoureas se obtuvieron los
espectros de masas de alta resolucion (espectro 11.53 y 11.54) con los que se observo la
presencia de los iones moleculares de ambos isotopos del bromo en los dos casos.
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Espectro 11.53. Espectro de masas de alta resolucion de selenourea 90
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11.4.8. Sintesis de derivados de azafagomina

Con objeto de comprobar si la presencia de un atomo de nitrégeno adicional en el
cuerpo del iminoazucar ejercia algun efecto sobre la actividad bioldgica, se planeo llevar a
cabo la obtencion de derivados analogos a los anteriores sobre azafagomina, iminoazulcar que
presenta dos atomos de nitrogeno endociclicos en forma de hidrazina. Para la obtencion de
la azafagomina adecuadamente protegida se empled el método descrito por Viuff y Jensen'®,
con algunas modificaciones.

A partir de la L-xilosa se formé de manera cuantitativa el correspondiente metil
furandsido por tratamiento con cloruro de acetilo en metanol; en esta reaccion de
glicosilacion, se genera HCI in situ, que actia como catalizador, por reaccion del MeOH con
AcCI (esquema 11.21). Para corroborar la presencia de la forma furano del azlcar se realizé
un espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 3C RMN (espectro 11.55), en el
cual se pudo observar el desplazamiento del carbono 4 a frecuencias mas altas debido al
cambio estructural del azlcar. En el espectro se observan todas las sefiales dobles debido a

la presencia de ambos andémeros.

O OH MeOH, AcClI
HOY "OH 5h HO OH
OH 92 93

Esquema 11.21. Reaccidn de transformacion de L-xilosa a su forma metil furanésido

c-1 ] HO OH c-a : cs C-0-Me

T T T T T T T T T T T T T T T T
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45

f1 (ppm)

Espectro 11.55. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, CD;0D) de metil-L-xilopiranosa (93)
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Una vez obtenida la forma furano se procedio a proteger todos los hidroxilos libres
de lamolécula, para lo cual se utiliz6 bromuro de bencilo como agente protector e hidruro de
sodio como base (esquema 11.22).

@)
e OMe NaH, BnBr e O ~OMe
H({ ‘ DMF, Tolueno BnC/
HO “oH — BnO"
80°C,7h OBn
93 94

Esquema 11.22. Reaccidn de proteccion de forma furano de L-xilosa (93)

Continuando con la sintesis se hidrolizd el metil glicosido (94) utilizando una
solucion acuosa de TFA al 80% (esquema 11.23). En el espectro de resonancia (espectro
11.56) se puede observar la ausencia del grupo metilo, lo que confirma que la hidrolisis se

llevé a cabo.

0 0
OMe OH
I H [T
Bngd | _MOTFA - pnd
BnO"  “oBn ta, 3 h BnO"  “oBn
94 95

Esquema 11.23. Reaccidn de hidrolisis del metoxilo de 94
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f1 (ppm)

Espectro 11.56. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de L-xilofuranosa bencilada (95)
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Posteriormente se realizd una aminacion reductiva, utilizando terc-butilcarbazato,
acido acético y cianborohidruro de sodio como agente reductor en metanol (esquema 11.24).
En este paso de reaccion el carbohidrato 95, un azlcar reductor que se encuentra en equilibrio
con su forma aldehidica abierta, esta sufre el ataque del terc-butilcarbazato, dando lugar a la
aminacion reductiva; esto se observa claramente en el espectro de RMN de proton (espectro
11.57) observando un desplazamiento hasta 3.00 ppm de los protones de C-1, debido al efecto
desapantallante que generan los atomos de nitrdgeno, con relacién a os &tomo de oxigeno;
por otro lado también se observa una sefial simple en 1.35 ppm la cual integra para 9 protones

y corresponde a los metilos del grupo Boc.

. O_ oH H,N-NHBoc, OH OBn ITI
({ NaBH;CN, z z
Bn R > Y “*NHBoc
BnO OBn AcOH Bn OBnN
95 96

Esquema 11.24. Aminacion reductiva entre 95 y terc-butilcarbazato
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Espectro 11.57. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCls) de tert-butil 2-((2R,3R,4S)-2,3,5-

tris(benziloxi)-4-hidroxipentil)hidrazina-1-carboxilato (96)

7.5

Para dirigir la alquilacién de uno de los nitrogenos, fue necesario proteger
selectivamente a uno de ellos; para ello se utilizo cloruro de benzoilo, protegiendo de esta
manera al segundo nitrogeno. Esta es una reaccion que procede de forma cuantitativa; una
vez transcurrida la benzoilacion, se realizé una reaccion de mesilacion, con la finalidad de

favorecer la ciclacion entre el N-1, una vez desprotegido, y el carbono que porta el mesilo
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(esquema 11.25). En el espectro de resonancia (espectro 11.58) se puede observar la
presencia de los protones correspondientes al benzoilo entre 7.00 y 8.50 ppm. A su vez se
encuentra una sefial simple en 2.91 ppm que integra para 3 protones, correspondiente al

metilo de grupo mesilo.

1) cloruro de benzoilo, @)
OH OBnH EtsN OMs OBnN
N 2) MsCl, EtsN TN
(\:/V “NHBoc _ “NHBoc

96 10 min 97

Y

Esquema 11.25. Reaccidn de benzoilacion y mesilacién para formacion de azafagomina

H-Bn

H-CH 3-Ms

z
—
184{ 1

2272{

269

T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

T ppmy
Espectro 11.58. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCls) de tert-butil 2-benzoil-2-((2R,3S,4S)-
2,3,5-tris(benziloxi)-4-((metilsulfonil)oxi)pentil)hidrazina-1-carboxilato (97)

Para inducir la ciclacion de la azafagomina fue necesario eliminar el grupo Boc, para
lo cual se utilizo &cido trifluoroacético a temperatura ambiente (esquema 11.26). En el
espectro de resonancia de proton (espectro 11.59) podemos observar la perdida de la sefial
simple en 1.24 ppm perteneciente al grupo Boc. De esta manera la amina queda libre lo que

favorece el ataque nucleofilico sobre el carbono 4.
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Esquema 11.26. Reaccidn de eliminacién del grupo Boc.
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Espectro 11.59. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCls) de (2S,3S,4R)-5-(1-benzoilhidrazinail)-
1,3,4-tris(benziloxi)pentan-2-il metanesulfonato (98)

© 1204

Una vez eliminado el grupo Boc se indujo la ciclacion mediante calentamiento en
presencia de una base no nucleofilica (N,N-diisopropiletilamina o base de Hiinig); (esquema
11.27). En el espectro de resonancia de *H RMN (espectro 11.60), se puede observar el
desplazamiento del proton de C-4 a frecuencias mas bajas, y ademas ya no se observa la
presencia de la sefial simple del grupo mesilo. Por otro lado, en el espectro de 3C RMN
(espectro 11.61), se encuentra la sefial del carbono carbonilico del benzoilo en 171.0 ppm,
también se observa la sefial de C-1 en 39.3 ppm, y la del C-4 en 67.5 ppm, ambas sefiales se

encuentran desplazadas a frecuencias bajas debido a la influencia de los atomos de nitrégeno.

@) OBn
OMs OBn NH O
I N iPr,EtN, MeNO, Bn @
(\;/\/ "NH; — BnO \1
Bn OBn
99

60 °C, 24 h
98

Esquema 11.27. Reaccion de ciclacion de azafagomina bencilada
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Espectro 11.60. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDClIs) de azafagomina benzoilada bencilada (99)
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Espectro 11.61. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, CDCls) de azafagomina benzoilada bencilada
(99)

Una vez obtenida la azafagomina N-benzoilada per-O-bencilada se abordo la reaccion
de alquilacion del nitrégeno libre mediante las condiciones de alquilacion probadas
anteriormente con la desoxinojirimicina (esquema 11.28). La reaccién no tuvo lugar,

probablemente por impedimento estérico, por lo que se decidid desproteger los bencilos
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mediante hidrogenacion catalitica, lo cual fue confirmado mediante el correspondiente
espectro de *H RMN (espectro 11.62).

Br of@

OBn K,COs, DMF OBn
o N )
BnO \\)_@ BnO
99 100

Esquema 11.28. Reaccidn de alquilacion de azafagomina protegida

Se intentd alquilar de esta forma, una vez desprotegidos los hidroxilos del
iminoazucar siguiendo las mismas condiciones probadas anteriormente (esquema 11.29). No
obstante, a pesar de usar condiciones energicas, no se obtuvo el producto deseado, sino que

solo se observé degradacion de las materias primas.

OBn DCM/MeOH OH
BN e )
HO
BnO HCI 101
99 [0 1 N N
K2CO3, DMF
85-100°C, 24 h

OH
N~ O
Hdﬁ\\%@
HO
102

Esquema 11.29. Reaccidn de desproteccion y alquilacion de azafagomina benzoilada

Br

v,
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Espectro 11.62. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDs0D) de azafagomina benzoilada (101)
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25 2.0 15 1.0 0.5 0.0

Tras estos intentos fallidos se prob6 una aminacion reductiva (esquema 11.30), con
el aldehido 103, obtenido mediante oxidacion en condiciones suaves del 2-(3,4’-
dimetoxifenil)etanol empleando el reactivo de Dess-Martin. Desafortunadamente, la reaccion

tampoco tuvo lugar.

Dess-Martin
MeO 18 Meom
B O‘_ EOB:nNHO AcOEt:H,0
n \ >\—< > X Ac. acetico,
Bno 99 Hy, Pd(OH),
Y OMe
OMe

OBn
O
AN
BnO
104

Esquema 11.30. Reaccion para acoplar azafagomina al dimetoxifeniletanal mediante animacion
reductiva
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Tras todas las pruebas fallidas se decidié abandonar esta ruta de sintesis.

11.4.9. Derivados de ebselen y donepezilo

Considerando los problemas encontrados en la seccion anterior, se planted la sintesis
de otros derivados de iminoazUcares como potenciales agentes anti-Alzheimer. En este caso,
se abordo la combinacion de 1-DNJ como posible mimetico del cation amonio de la
acetilcolina, con otros dos fragmentos que podrian interaccionar con la PAS de las
colinesterasas: por un lado, el selenaheterociclo 1,2.benzoselenazol-3-ona, presente en el
ebselen, asi como un residuo de indanona, localizada en el farmaco donepezilo.

Para obtener dichos compuestos se plantearon dos rutas sintéticas, las cuales tienen
el mismo intermedio derivado de 1-DNJ. Las rutas propuestas para ambos casos se describen

a continuacion.

11.4.9.1. Sintesis de derivados de ebselen

Se planteo la posibilidad de sintetizar derivados de ebselen, ya que no sélo es un
potente antioxidante, sino que también se ha descrito la inhibicién de la AChE por este
selenoderivado.'*® A tal efecto se decidié conectar ambos farmacdforos, el iminoaztcar y el
selenoheterociclo a través de una cadena hidrocarbonada (5 ¢ 6 atomos de carbono) (figura

11.26). También se plante6 modificar los sustituyentes sobre el fragmento aromatico.

Rl
O R,
OH N
~Se
HO Nt R1=H, OMe
HO \ R2=H, OMe

n=4y5
Figura 11.26. Derivados de ebselen, planteados para sintesis
Para esto la primera ruta planteada para la sintesis consistié en la formacion de

cadenas de 5 y 6 atomos de carbono funcionalizadas con un grupo azido en un extremo y

yodo en el otro; estos derivados fueron discutidos anteriormente en la formacion de ureas,
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tioureas y selenoureas. En un inicio la cadena de 6 atomos de carbono se utilizé para alquilar
al nitrogeno de la 1-desoxinojirimicina, en presencia de K>COs, en DMF; esta alquilacion
procede con un rendimiento muy moderado, de alrededor del 30 %. Posteriormente el
compuesto fue hidrogenado, para obtener el iminoazlcar desprotegido con amina terminal
79; debido a que el selenio envenena los catalizadores empleados en la hidrogenacion, es
necesario llevar a cabo esta etapa previa a la incorporacion del selenoheterociclo.

A continuacion, fue sintetizado el cloruro de benzoil-2-cloroselenilo 109 a partir de
acido antranilico comercial (o su derivado 3,4-dimetoxilado) en tres etapas (esquemas 11.31
y 11.32). En primer lugar, los acidos antranilicos fueron tratados con HCI y NaNO; para la
formacion de las correspondientes sales de diazonio, las cuales fueron tratadas in situ con
NaSez; reactivo generado mediante la reduccion de selenio. En la formacion de Na.Sez es
esencial controlar el tiempo y temperaturas de reaccion, asi como los equivalentes del agente
reductor, ya que existe la posibilidad de observar la formacién del tri y tetra-selenuro,

imposibles de separar ya que presentan el mismo Rf.

NaOH, NaBH,
Se, Hz0 Na,Se,
o) o) o) R,
R, Ry Ry Ri
OH HCI, NaNO, OH Na,Se,H,0 OH
H,O
R; NH, 2 R; NE R; Se—Se
R cr
105 ;= H, R,=H 107 R,= H, R,=H O™ “OH
106 R;=OMe, R,=OMe 108 R,=OMe, R,=OMe

Esquema 11.31. Reaccion de formacion de diselenuros

De esta forma se obtienen los diselenuros simétricos 107 y 108; la formacion de los
compuestos fue corroborada mediante RMN de proton y de carbono, en las cuales se pueden
observar algunas impurezas, presumiblemente trazas del tri y tetra-selenuro, sin embargo, la
cantidad de estos compuestos no causa mayor inconveniente. La informacion
espectroscopica fue comparada con la de la literatura, confirmando la formacion de ambos
compuestos.

En el espectro de proton del diselenuro del acido antranilico (espectro 11.63), se

pueden ver trazas de un segundo compuesto el cual puede ser el tri o tetra selenuro; debido a

204



que la molécula es simétrica solo se observa un juego de sefiales. A desplazamientos
guimicos en torno a 8 ppm se encuentra una sefial doble de dobles con una J grande (J2-3=7.7
Hz) y una pequefia (J2-4=1.4 Hz) la cual corresponde al protén del carbono 2. Alrededor de
7.7 ppm se encuentra otro doble de dobles, que corresponde al protén de 5, el cual siente la
influencia del &cido carboxilico. Finalmente, entre 7.5 ppm y 7.3 ppm se ubican los protones
H-3 y H-4, en forma de dobles de triples.
o)
5
N1 se—Se

H-4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 15 74 73 72 71 70 69 68 67 66
f1 (ppm)

Espectro 11.63. Espectro de *H RMN (300 MHz, DMSO-d6) de diselenuro de cido antranilico
(107)

En el espectro de carbono (espectro 11.64) se puede observar alrededor de 170.0 ppm
al carbono carbonilico del acido carboxilico. A frecuencias mas bajas entre 135.0 ppm y
125.0 ppm se encuentran los carbonos aromaticos, entre estos se observan los carbonos ipso
observando un mayor desplazamiento hacia frecuencias altas, del carbono que sostiene al

acido carboxilico sobre 132.0 ppm.

5
C-Carbonilo 4 OH
de &cido 6
s 1
5 Se—Se c3 cs ©*
c-2 c6 c1
I.. -
T T T T T T T T T T T T T T T
185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115

f1 (ppm)

Espectro 11.64. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, DMSO-d6) de diselenuro de acido antranilico
(107)
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En el caso del derivado dimetoxilado, se observa en el espectro (espectro 11.65) la
formacion de 3 subproductos adicionales al compuesto deseado, lo cual no se observa en
placa. Se puede ver claramente como producto mayoritario al compuesto deseado; a
frecuencias bajas, se encuentra una serie de singuletes que corresponden a los protones de
los CHz de los metoxilos. A frecuencias altas entre 7.00 ppm y 7.50 ppm se presentan dos
singuletes, el més desplazado a frecuencias altas pertenece al proton de C-2 el cual siente la

influencia del selenio.

H-OMe
(@] OMe
MeO OMe
OH
MeO Se—Se
H2  Hs
O oH
5 TR R L
8 HB88ERES ] 29888888
o [eNeNeleeNeNeNe] o O NM—A M
T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f1 (ppm)

Espectro 11.65. Espectro de *H RMN (300 MHz, DMSO-d6) de diselenuro de cido antranilico
dimetoxilado (108)

En el espectro de carbono (espectro 11.66) se observan a frecuencias bajas por 55.0
ppm dos sefiales que pertenecen a los dos metoxilos; en la zona de aromaticos, entre 110.0
ppmy 125.0 ppm los protones aromaticos, en este caso 4 de los carbonos son cuaternarios y
presentan diferencias en el desplazamiento debido al sustituyente.

o} OMe
C-Carbonilo MeO OMe
. OH
de acido
c-6 MeO Se—Se
C-Ar-OMe C-5
O
c-2 c1 OH
C-MeO
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

f1 (ppm)

Espectro 11.66. Espectro de *C RMN (75.5 MHz, DMSO-d6) de diselenuro de 4cido antranilico
dimetoxilado (108)
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Una vez obtenidos los diselenuros se procedid a realizar el anclaje con la
desoxinojirimicina con amina terminal en cadena de 6; para obtener dichos compuestos fue
necesario formar el derivado 109, mediante tratamiento de los diselenuros correspondientes
con SOCl, y DMF como catalizador (esquema 11.32). De esta forma, la funcion acido se
transforma en cloruro de &cido, y el diselenuro en el grupo clorselenilo. Posteriormente este
se hizo reaccionar con el iminoazucar 79 utilizando trietilamina como base; el grupo amino
terminal de dicho compuesto actta como nucleofilo sobre el carbonilo del cloruro de &cido
y sobre el atomo de selenio de 109, que tiene caracter electrofilico. Aunque en los espectros
de RMN se observaron sefiales que sugerian que la reaccién prevista habia tenido lugar
(espectro 11.67), no fue posible la obtencidén del compuesto puro, ni por cromatografia en
columna, ni mediante acetilacion seguido de purificacion, ni mediante cromatografia en capa
fina preparativa. En el primer caso, durante la purificacion debido a la alta polaridad del
compuesto, llevé a utilizar un sistema altamente polar, lo que condujo a la contaminacion del
compuesto con las sales de trietilamonio (EtsNH") formadas durante la reaccion (espectro
11.67-A). En el caso de la acetilacion no fue posible llevar a cabo la acetilacion total de los
hidroxilos del iminoazdcar, por lo que esta técnica fue descartada y finalmente durante la

purificacion en capa fina, se observo una degradacion del compuesto.

(@) R
OH SOCl,, DMF dC| + HO
) HO
Se—-Se reflujo, Ar, 2 h SeCl -
108 109 79
g OH

DMF, Et3N

Ar, ta
Se
OH |
N\/\/\/\N * EtgNH"
HO
HO 110
H

Esquema 11.32. Reaccidn de formacion de derivados de ebselén

En el espectro de RMN de proton (espectro 11.67) se pudo observar, la presencia de
una serie de multipletes entre 1.00 ppm y 2.00 ppm los cuales corresponden a los protones
de los carbonos centrales de la cadena espaciadora. Alrededor de 2.80 ppm se encuentra un

multiplete que corresponde al proton de C-5 del iminoazucar y alrededor de 3.00 ppm otro
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multiplete el cual corresponde a los protones de C-1; por otro lado, entre 3.20 ppm y 4.00
ppm resuenan una serie de multipletes correspondientes al resto de los protones del
iminoazUcar y los protones de ambos extremos de la cadena espaciadora. Finalmente, en la
zona de aromaticos entre 7.00 ppm y 8.00 ppm se encuentran los 4 protones del anillo

aromatico del fragmento del ebselen.

H-iminoaztcar

mmmmmmm
SRTANI®

HHHHHHH

148

T T T T T T T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5

T
7.5 7.0 65 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f1 (ppm)

g q 3.01{

Espectro 11.67. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDsOD) de derivado de ebselen de iminoazUcar
con cadena de 6 (110)

Al observar el espectro sin ampliar lo que se observa de manera muy mayoritaria son

las sefiales de las sales de trietiamonio que se formaron durante la reaccion.

/\N(/-B\ H-CH 3
\\ MeOH
H-CH 2
T T
s 8
= 15
T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

f1 (ppm)

Espectro 11.67-A. Espectro de *H RMN (300 MHz, CD3;0D) de sales de trietilamonio formadas
durante la reaccion de derivados de ebselen

Tras el primer intento fallido se decidio sintetizar el iminoazucar bencilado con azida
terminal 76; sin embargo, dichas reacciones se obtuvieron en rendimientos muy bajos entre

un 25y 30%, para la cadena de 6, las reacciones fueron probadas tanto a 120 °C como a 85
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°C (esquema 11.33). Los mejores resultados se obtuvieron a 85 °C debido a que al aumentar
la temperatura se observa una mayor reaccion de eliminacion sobre el yodo terminal de 72,
obteniendo el producto de eliminacion 111 (esquema 11.34), evitando de esta forma la

alquilacién del iminoazucar. Esto ocurrio en mucho mayor grado en el caso del azido-yodo-

pentano.
OBn Ng R OBn
BnO NH 6 . BnO N N
BnO S K,CO, DMF BnO \%
6 30 % 26 OB

Esquema 11.33. Alquilacion de iminoazUlcar con yodo-azida

K,COs, DMF
Ng/\/\/\l » N NN

3
72 120°C

111

Esquema 11.34. Reaccion secundaria dentro de la reaccion de alquilacion

Debido al bajo rendimiento observado en la alquilacion del iminoazucar con la yodo-
azida, se decidio formar el derivado del ebselen sobre la cadena, para la posterior alquilacion
del iminoazUcar con este fragmento. Asi pues, se partio del 1,5-dibromopentano, el cual se
hizo reaccionar con azida de sodio, en un primer intento la reaccion se manejé con 3

equivalentes de azida de sodio (esquema 11.35), pero se obtuvo el diazido.

3 eq. NaN
BrMS\Br —3> NM\

3 BN,
cuantitativa

112-A

Esquema 11.35. Formacion de diazido-pentano

Esto se pudo observar claramente en los espectros de RMN (espectro 11.68), en el
cual se presenta solo la mitad de las sefiales debido a la simetria de 112. Se pueden ver 3
grupos de sefiales tanto en el espectro de proton como en el de carbono; se ve una sefial mas
desplazada a frecuencias altas por 3.20 ppm, la cual corresponde al proton mas cercano a la

aziday a su vez la sefial por 50.0 ppm corresponde a ese carbono, un poco mas a frecuencias
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bajas tanto en protén como en carbono tenemos al carbono siguiente y al proton que se

encuentra unido a este y finalmente hacia frecuencias mas bajas encontramos al carbono y
proton de 3.

H-1

40 35 370 215

210
f1 (ppm)
c-1 c-2

N Y

115 110 ' 105 ~ 100 ~ 95 90 ' 8 ' 80 ' 75 70 ' 65 anfs)m s 4 F P BN B M 5 0 5
1 (ppm

Espectro 11.68. Espectro *H y *C RMN (500 MHz, 125.5 MHz, CDClIs) de diazido pentano (112-
A)

Por lo que la reaccion se intentdé nuevamente, obteniendo la azida bromo pentano,
empleando Unicamente 1 equivalente de azida de sodio, observando su formacién en el
espectro de RMN (espectro 11.69). En el espectro de protdn se observa un multiplete en 1.45
ppm el cual corresponde al proton de C-4, hacia frecuencias altas en 1.60 ppmy en 1.90 ppm
se encuentran dos quintetos los cuales corresponden a los protones de C-3 y C-4. Finalmente
se pueden ver dos tripletes que pertenecen a los protones de C-1y C-5en 3.30 ppm y 3.40

ppm respectivamente.

1
/\/\/\N
Br 3

5

UJ\& | “

i

@
4
e

T T T
o ) <
< bl <
I o |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12

f1 (ppm)

Espectro 11.69. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de azida-bromo-pentano (112-B)
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En el espectro de carbono (espectro 11.70), se observan 5 sefiales, 4 de ellas entre 31
ppm y 34 ppm, de las cuales 3 pertenecen a los carbonos intermedios de la cadena. EI més
desapantallado de estos corresponde al carbono C-1, y finalmente, en torno a 51 ppm C-5,

unido al grupo azido.

/\/\/\ N e
Br 3 ?

C-5

342 338 T 334 330
f1 (ppm)

66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 42 2 40 3B 36 34 32 30 2 26 24 22
f1 (ppm)

Espectro 11.70. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de azida-bromo-pentano (112-B)

A continuacién, el compuesto 112 fue reducido en condiciones de Staudinger; para
ello, en primer lugar, se tratd con PPhs para formar un iminofosforano no aislado, que fue

hidrolizado en medio basico (NHsOH) (esquema 11.36).

/H\ leq. NaNs3 NH,OH, PPhg
Br sBr o BTM}N34> BI‘M\

o o 5 NH,
cuantitativa cuantitativa
112 113
Esquema 11.36. Obtencion de la bromo-amina-pentano.

Posteriormente el compuesto 109 se hizo reaccionar con la 1-amina-5-bromo-pentano
113 catalizada con trietilamina, lo que dio lugar al derivado del ebselen con la cadena

bromada de 5 &tomos de carbono 114 (esquema 11.37).
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0 OH OH 0] Br/MIB\NH2 o\}/@
O socl
%:© 2 c = Br\/\/\/N

Se_Se cuantitativa SeCl 30% Se

108 109 114

Esquema 11.37. Formacion de derivado del ebselen 114

En este caso la reaccion incluyo nuevamente trietilamina, ya que la ausencia de
hidroxilos hace a la molécula mucho menos polar, lo que facilita su separacion de las sales
de trietilamonio. En esta reaccion se observa la formacion de multiples subproductos, de los
cuales unicamente se caracterizo, el compuesto de interés. Este fue caracterizado mediante
resonancia magnética nuclear. En el espectro de proton (espectro 11.71) se observd a
frecuencias bajas entre 0.50 y 1.50 ppm dos multipletes los cuales corresponden a los
protones de C-3y C-4. En 2.00 ppm, se puede ver otro multiplete que pertenece al proton del
carbono 2, el cual todavia siente el efecto del Br; por 2.80 ppm se encuentra otro multiplete
que corresponde al protdn de C-5 y de manera proximal se haya otro multiplete casi en 3.00
ppm, el cual se asigna al protdn de C-1, estos protones se encuentran desplazados debido al
efecto de desproteccion tanto del bromo, como del anillo del ebselen; en la zona de los
aromaticos encontramos 4 multipletes, los cuales corresponden a todos los protones

aromaticos.

2454

T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.
f1 (ppm)

Espectro 11.71. Espectro *H RMN (500 MHz, CDCls) molécula de ebselen alquilada con bromo-
pentano (114)

S 2501

9.0 8.5
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Por otro lado, en el espectro de carbono (espectro 11.72) se observa a frecuencias
bajas entre 20.0 ppm y 55.0 ppm, 5 sefiales, las cuales pertenecen a los carbonos de la cadena
alifatica. Los carbonos mas desplazados entre 40.0 ppm y 50.0 ppm son el carbono 5y el
carbono 1. Entre 125.0 ppm y 135.0 ppm se encuentran los carbonos aromaticos y finalmente

el carbono que de la pauta de formacion del anillo es el carbono carbonilico por 162.0 ppm.

C-Ar 0

C-Carbonilo

L. Ju 1‘.‘_‘1

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro 11.72. Espectro 3C RMN (125.5 MHz, CDCI3) molécula de ebselen alquilada con
bromo-pentano (114)

El mecanismo de reacciéon para la formacion del selenoheterocilo derivado del
ebselen se muestra en el esquema siguiente (esquema 11.38). La reaccion se inicia con el
ataque nucleofilico de la amina de 113 sobre el carbono carbonilico del cloruro de &cido,
seguido de un ataque nucleofilico intramolecular sobre el selenio del cloruro de selenilo, para
obtener 114.

213



z

@
Z‘
w

/\/\/\Br
NN -~ +/NH
Oj/{'\l Br el Se
Se b

Esquema 11.38. Mecanismo de reaccién de formacién de derivado de ebselen 114

Una vez obtenido dicho compuesto se realiz6 la alquilacion sobre el nitrégeno del
iminoazucar, con carbonato de potasio en DMF a 85 °C (esquema 11.39). En placa su pudo
observar la formacion de un compuesto menos polar, y un consumo parcial de la materia
prima. No obstante, debido a la pandemia provocada por el COVID-19, dicha reaccion no ha

podido ser purificada y el compuesto deseado, aislado y caracterizado.

OBn 0 0@
OBn
BroNCNH -+ E/Q K2COs DMF Bno N N

BnOM—wsy | Brao~~Nst — >  Bno

85°C,15h OBn
6 114 115

Esquema 11.39. Formacion de derivado del ebselen con iminoazUlcar en cadena de 5

11.4.9.2. Sintesis de derivados de donepezilo

Por otro lado, se abordd también la sintesis de analogos del donepezilo (figura 11.27)
como potenciales inhibidores de colinesterasas.
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OH O OH O
N HO N
HI-?O% A HO%‘ n
OMe
N=3y4 OMe n=3y 4
Me Me

Figura 11.27. Analogos de donepezilo disefiados para sintesis

Para ello se sintetizaron dos espaciadores a partir de 6-bromohexanol y 5-
bromopentanol; se requirio en primer lugar la proteccion del grupo hidroxilo terminal con
TBDPSCI, utilizando como base al imidazol (esquema 11.40), transcurriendo con un

rendimiento cuantitativo.

TBDPSC]
Br/Hn\OH > Br/Hn\OTBDPS

Imidazol

63 N=5 cuantitativa 116 n=5

64 n=6 117 n=6

Esquema 11.40. Proteccion de 5-bromopentanol y 6-bromohexanol con TBDPSCI

Para confirmar la proteccion del grupo hidroxilo se analizaron los compuestos por
RMN, a modo de ejemplo se presenta el 5-bromopentanol protegido; en el espectro de proton
(espectro 11.73) se puede observar a frecuencias altas, los 8 protones aromaticos del grupo
protector; entre 3.20 ppm y 3.80 ppm dos sefiales triples, las cuales pertenecen al proton de
C-5y de C-1. Hacia frecuencias mas bajas entre 1.50 ppm y 2.00 ppm se encuentran 2 sefiales
multiples las cuales se asignaron a los protones de C-2, C-3 y C-4. Finalmente, en 1.00 ppm
resuena un singulete que integra para los 9 protones del grupo terbutilo. Lo que indica que el

hidroxilo fue protegido.
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Espectro 11.73. Espectro *H RMN (500 MHz, CDCls) de 5-bromopentanol protegido con
TBDPSCI (116)

En el espectro de carbono (espectro 11.74) de igual que en el espectro de protdn se
observan a frecuencias altas los 10 carbonos de los anillos aromaticos del grupo protector;
alrededor de 62.0 ppm, el carbono 5 el cual se desplaza hacia frecuencias altas debido al
efecto desprotector del oxigeno y del silicio. Entre 30.0 ppm y 35.0 ppm se encuentran 3
sefiales correspondientes a los carbonos 1, 2 y 3, seguido de una sefial en 25.0 ppm en la cual
se agrupan los 3 carbonos de los metilos del grupo terbutilo. A continuacién, se puede ver la
sefial del carbono 4 y finalmente cerca de 20.0 ppm el carbono cuaternario que corresponde

al carbono base del grupo terc-butilo.

C-Ar

Cc-2

Y

c-4
C-1 c-3

|

T T T T T T T T T T T T T T T
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 11.74. Espectro **C RMN (125.5 MHz, CDClIs) de bromo-pentanol protegido con
TBDPSCI (116)

C-C-terbutilo
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Una vez obtenidos los espaciadores, se emplearon para la alquilacion del iminoazucar
6 mediante una reaccion con carbonato de potasio en DMF; al contrario de los casos
anteriores, trascurrio satisfactoriamente a 120 °C. A continuacion, el hidroxilo fue

desprotegido con TBAF, obteniendo el hidroxilo libre (esquema 11.41).

OBn B k’hOTBDPS oBn o
B0 NH B BnO N_(yOTBDPS TBAF BnO N PH
BnO K,COq BnO cuantitativa BnO
6 OBn  45% OBn oBn
118 n=5 120 n=5
119 n=6 121 n=6

Esquema 11.41. Reaccidn para obtencion de iminoazucar alquilado con alcohol terminal

Los compuestos fueron caracterizados mediante RMN. En el espectro de proton (espectro
11.75) se encuentran las sefiales caracteristicas del iminoazucar, las de la cadena alquilica 'y
las del grupo protector, observando los 10 protones adicionales de los dos fenilos en la zona

de aromaticos y una sefial simple por 1.00 ppm, la cual corresponde a los tres metilos del

terbutilo.

OBn

i—é
BnO NN 07
BnO
OBn

H-Ar

H-CH 3

n

H-B
\,\ H-iminoazucar

J
T

0
~
Y o
o™

12 11 10 9 8 7

f1 (opm)
Espectro 11.75. Espectro *H RMN (500 MHz, CDCls) de iminoazutcar alquilado con bromo-

pentanol protegido con TBDPS (118)
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En el espectro de carbono (espectro 11.76), se observa claramente la formacion del
compuesto. Se encuentran todas las sefiales caracteristicas del iminoazucar, y los carbonos
de la cadena alifatica y del grupo protector, observando el carbono cuaternario del grupo

terbutilo antes de 20.0 ppm.

C-Ar

OBn i g C-CH 3
C-CH 2-Bn

C-iminoazucar j c
R “J
L —

c-4”
C-C-terbutilo

-5~
Mc’l Cc-3”
NE b Wil

T T "~ T " T T T T T " T " T " T T T T T T T " T T T " T " T " T " T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

Espectro 11.76. Espectro **C RMN (125.5 MHz, CDCls) de iminoazUcar alquilado con bromo-
pentanol protegido con TBDPS (118)

En el espectro de protdn (espectro 11.77) del compuesto desprotegido con hidroxilo
terminal de cadena de 6 (121) se puede observar entre 1.00 ppm y 1.50 ppm 3 sefiales
maultiples, que integran para 6 protones los cuales corresponden a los protones de los carbonos
intermedios de la cadena hidroxilada. Por 2.20 ppm se encuentra otra sefial multiple que
corresponde a los protones del carbono proximo al iminoazlcar. Sobre 2.60 ppm se
encuentran dos sefiales maultiples que fueron asignados a los protones del carbono que
sostiene al hidroxilo. Sobre 3.10 ppm se presenta un doble de doble que pertenece al proton
l1a del iminoazucar. Claramente se observa la eliminacion del grupo protector, ya que no se
observa el singulete en 1.00 ppm, del grupo terbutilo, ni los protones aromaticos de los

fenilos.
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Espectro 11.77. Espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de iminoazUcar con hidroxilo terminal en
cadena de 6 (121)

Con ayuda del espectro de carbono (espectro 11.78), se pudo corroborar la formacion
del compuesto. Observando entre 20.0 ppm y 35.0 ppm los carbonos centrales de la cadena
alifatica; entre 50.0 ppm y 85.0 ppm encontramos a los carbonos del iminoazucar, los
carbonos terminales de la cadena y los CH> de bencilo. Comparando este espectro con el del
compuesto anterior se pudo ver que el grupo TBDP- ya no esté presente, lo que indica que la

desproteccidn del hidroxilo fu exitosa.

OBn
N/\\/\\/“\/OH
BBRo
C-Ar OBn H-CH ,-Bn

c-27-C-5
c-4

L e L

150 "145 " 140 " 135 " 130 " 135 " 130 " 115 " 110 " 165 180 ~ 95 "~ 90 " &5 ff}(() )7‘5 70 " 65 "60 " 55 "50 45 40 "3 T3 "B 20 1B IC
ppm,

1
Cc-2

|

Espectro 11.78. Espectro de *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de iminoaztcar con hidroxilo terminal
en cadena de 6 (121)
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Posteriormente fue sintetizado el reactivo de Dess-Martin a partir de acido o-
yodobenzoico, con la finalidad de oxidar el hidroxilo y obtener el aldehido correspondiente

(esquema 11.42).

OAc
COOH H AcO_
@ 1) KBrOs, 2504 SI-OAC
> @)
| 2) Ac20, AcOH
120 121

Esquema 11.42. Reaccidén para formacion de reactivo de Dess-Martin

Una vez obtenido esté, se realiz6 la reaccion de oxidacion del grupo hidroxilo
(esquema 11.43), sin embargo, de manera totalmente inesperada, el hidroxilo se sobreoxido
hasta acido carboxilico, independientemente de las condiciones experimentales empleadas,

en cuanto a equivalentes del agente oxidante, temperatura o tiempo.

OBn
oBn O oBn O
BnO N_,OH Dess-Marti
&Oiﬂn cssMagin - BnO C')\'#:#*H —~ Bgro gMOH
n

BnO - O BnO
2) 0°C
3)-30°C 122 n=6
4) -45 °C No aislado 123 n=6

119 n=6
Esquema 11.43. Reaccidn de oxidacion con Dess-Martin sobre iminoazutcar con alcohol terminal

La formacién del acido 123 se confirmé mediante RMN, en el espectro de proton

(espectro 11.79) realmente no se observa ninguna sefial que nos indique la formacion del

acido carboxilico, pero no presenta la sefial de aldehido esperada.

OBn OH
N
Baﬁm
OBn

H-CH 2-Bn

1.49
0.88

N 174{
o 1
226

~

aaaaaa

o274 3

= | 272

23.29.

o
~
<

T T
6.5 6.0 5.5 5.0

T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0

Espectro 11.79. Espectro *H RMN (500 MHz, CDClIs) de iminoaztcar con acido carboxilico
terminal (123)
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Sin embargo, el espectro de carbono (espectro 11.80) permite confirmar la formacion
del acido carboxilico, en lugar del aldehido buscado, al observar el carbono carbonilico
alrededor de 170.0 ppm, lo que indica un carbono de &cido, en lugar de una sefial en 190.0

ppm que corresponderia a un carbono de aldehido.

OBn OH
N
Baﬁm
OBn

C-Ar
Cc-5 C-CH 2-Bn C-cadena

0 I ] |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 11.80. Espectro *C RMN (125.5 MHz, CDCls) de iminoazUcar con écido carboxilico
terminal (123)

b

Alternativamente se decidio emplear la oxidacion de Swern (esquema 11.44), sin

embargo, debido a fallas en el ultraenfriador esta se realiz6 a -66 °C, por lo que no se llevo a

cabo.
cocly,
DMSO, Et;N
B0~ N, OH 78°C B8O <o o
n
Bno%\ﬁs — X BnO S& \ng\H
OBn

Esquema 11.44. Reaccidn de oxidacion de Swern sobre iminoazucar con alcohol terminal

La reaccion también fue probada con PCC, pero se observo descomposicion de la
materia prima. Debido a la naturaleza alifatica de la cadenay a la longitud de esta es probable
que el aldehido sea altamente reactivo, por lo que se transforme muy rapidamente en el acido
carboxilico; por otro lado, existe la posibilidad de que se forme un diol sobre el carbono

terminal de la cadena, si existe agua presente en el medio, transformandose en el acido

correspondien
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Il.5. Actividad biologica

11.5.1. Evaluacion de inhibicion enzimatica

Los diez derivados de 1-DNJ preparados en el presente trabajo (33-39, 46-48) se
sometieron a ensayos de inhibicion en dos familias de enzimas: glicosidasas y colinesterasas.
Para la evaluacion de los compuestos sobre las enzimas se realizo un cribado inicial de la
concentracion del inhibidor a 100 uM; para aquellos compuestos que a esta concentracion
presentaron una inhibicion mayor al 50%, fueron obtenidos los pardametros cinéticos (Km y
Vmax), l0s cuales fueron utilizados para calcular las constantes de inhibicién (Ki). A su vez
también fue calculado el tipo de inhibicion en los compuestos mas potentes, mediante el
método de Cornish-Bowden. 44

Como se mencion0 anteriormente, las glicosidasas desempefian un papel fundamental
en el control no solo de las vias metabdlicas donde estan presentes los carbohidratos, sino
también de muchos otros eventos bioguimicos importantes, como los procesos de
comunicacion o reconocimiento de célula a célula. Aqui, se ha probado un panel de cinco
glicosidasas disponibles comercialmente, como modelos de enfermedades mediadas por
carbohidratos: a-glucosidasa (de Saccharomyces cerevisiae), B-glucosidasa (de almendras),
a-galactosidasa (de granos de café verde) y B -galactosidasa (de Aspergillus oryzae y de E.
coli). Las deficiencias en dichas enzimas estan asociadas a diabetes, enfermedad de Gaucher,
enfermedad de Fabry y gangliosidosis, respectivamente 3. La evaluacion de la capacidad
inhibitoria frente a las glicosidasas se logro utilizando la metodologia informada por Bols y
colaboradores. 1*° Se utilizaron p-nitrofenilglicosidos (o- para B-galactosidasas) como
sustratos modelo, y se controld espectrofotométricamente la liberacion de los p-
nitrofenolatos correspondientes a pH 6,8 (Amax = 400 o 420 nm para p- u o-nitrofenolatos,
respectivamente). Los resultados se muestran en la tabla 2, donde se presentan los valores
de ICso y las constantes de inhibicion, junto con el tipo de inhibicion. La 1-DNJ es un buen
inhibidor de la o-galactosidasa y moderado de la a-glucosidasa (ICso = 16 y 35 UM,
respectivamente), y un inhibidor débil de la B-glucosidasa (ICso = 71 uM).
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Tabla 2a. Inhibicion enzimatica para compuestos seleccionados 33-39 y 46-48 (ICso, Ki en uM)

OH
N
Hao OH\L* \/\Q\Rl
Compuestos 2
Enzimas
o-Glucosidasa B-Glucosidasa a—GaIacto&dasg p-Galactosidasa
(Saccharomyces (granos de café
. (almendras) (Asp. Oryzae)
cerevisiae) verde)
36 |C50 =126 |C50= 4.6
oy | Ke=93:32 | Ka=65%0.1 ICs0 >100 ICs0 >100
(Competitiva) (Competitiva)
33 |Cso =12
= > > >
i (SH g - 1Cs0 >100 Ko=17+5 1Cs0 >100 1Cs0 >100
' (Competitiva)
37 1Cs0 = 6.0
n==6
R1:OMe, 1C50 >100 Kia = 4.5 + 0.7 1Cs0 >100 1C50 >100
R%=H (Competitiva)
39 |C50 =15
Rl:nR=2:60H 1Cs0 >100 Kin=11+4 1Cs0 >100 1Cs0 >100
(Competitiva)
38 |Cso =14
Rl:rFL;:gMe 1Cs0 >100 K= 15+ 3 1Cs0 >100 1Cs0 >100
(Competitiva)
34 1ICs0=8.2
n==6
RlZOH, 1Cs0 >100 Kia = 9.6 + 0.8 1C50 >100 1Cs0 >100
R?>=0OMe (Competitiva)
35 ICso= 8.4
n==6
Rl,RZZ 1Cs0 >100 Kia = 9.0 + 3.0 1Cs0 >100 1C50 >100
-O-CH;-0O (Competitiva)
46 |C50 =28 HM
= >
erleFiH 1Cs0 >100 Kin=23+4 1Cs0 >100 1Cs0 >100
T (Competitiva)
47 |Cso =25
n=>5
>
R1=OME, 1Cs0 >100 Kin=14 6 1Cs0 >100 1Cs0 >100
R?=H (Competitiva)
48
n=5 1Cs0 >100 ICso >50 N.T. N.T.
R=R?=0OH
(1-DNJ) 1Cs0 =35 ICso=71 1Cs0 = 16 1Cs0 >100
Galantamina N.T. N.T. N.T. N.T.
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Compuestos

Tabla 2b. Inhibicion enzimética para compuestos seleccionados 33-39 y 46-48 (ICso, Ki en uM)

OH
HO N0
R
OH

R2
Enzimas
p-Galactosidasa AChE (anguila BuChE (suero
(E. coli) electrica) equino)

36

n==6 1Cs0 >100 ICs0 >100 ICs0 >100
R!=R*=H

33

n==6 1Cs0 >100 ICs0 >100 ICs0 >100
R!=0OH, R*=H
37
orie ICs0 >100 ICs0 >100 ICs0 >100
R?=H
39
n==6 1Cs0 >100 1Cs0 >100 IC50=76
R!=R?=0OH
ICs0= 5.8 uM 1ICs0=1.9 uyM
38
n==6 I1Cs0 >100 Kia=9.3 £ 1.2 Kia=1.4 = 0.4
R!=R?=0OMe Kip=5.2 £ 0.5 Kir=4.5+1.4
(Mixta) (Mixta)

34 |Cso=7.3 1Cs0=1.8 uM
Ao ICs0 >100 K174 | K 13202
R2=0Mé (I\llta)—colmpetitR/a) Kie= 5.0 % 2.0

(Mixta)
35 1Cs0 = 48 UM ICs0=7.3 uM
=6
e ICe0 >100 Kum 36210 | K=K =9.2£ 1.9
-0-CHy-O Kip= 43 * 14 (No—comp.etitivz.a)
2 (Mixta)
46
n=>5 1Cs0 >100 ICs0 >100 ICs0 >100
R!=R*=H
47
o ICs0 >100 Cs0 >100 Cs0 >100
R?=H
48
n=5 N.T. 1Cs0 >100 1Cs0 >100
R!=R?=0H
|Cso= 10
(1-DNJ) 1Cs0 >100 1Cs0 >100 Ki= Kip= 16 + 3
(No-competitiva)
|Cso =17 |Cso =55
Galantamina N.T. K= 1.5+ 0.6 Kia = 4.5 + 0.9
(Competitiva) (Competitiva)
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Sin embargo, todos los compuestos evaluados carecian de actividad significativa
contra a-glucosidasa y a / B-galactosidasas. Con respecto a la f-glucosidasa, los compuestos
33-39 variaron entre buenos (33, 39, 38, ICsp: 12-15 uM) a inhibidores competitivos fuertes
(36, 37, 34, 35, ICxo: 4,6-8,4 uM). Esto significa una inversion completa de la selectividad
hacia la B-glucosidasa, con una actividad 15 veces mayor en comparacion con el 1-DNJ
natural, lo que sugiere que los sustituyentes mas lipofilicos favorecen la interaccion con la f3-
glucosidasa. Se encontrd el mismo comportamiento tras la alquilacion en la posicion N-2 de
la azafagomina.'*® Curiosamente, se descubrié que una disminucion en la longitud de la
cadena (compuestos 46-48) era perjudicial para la inhibicion de la B-glucosidasa (por
ejemplo, 4—6 veces para 46, 47), lo que muestra la gran influencia de tal motivo estructural.

Los derivados 33-39 y 46-48 también se probaron contra AChE (Electrophorus
electricus) y BUChE (suero equino), como modelos reconocidos para las colinesterasas
humanas debido a su estrecha semejanza estructural.

Para ello, se utilizd el ensayo colorimétrico de Ellman; 147 este es un ensayo indirecto
en el que se utilizan yoduros de acetil y butiril tiocolina como modelos del sustrato natural
de la enzima, que al interactuar con la enzima liberan tiocolina, que a su vez reacciona con
el reactivo cromogeno 5,5'-ditiobis (&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) denominado reactivo de
Ellman para dar 2-nitro-5-mercaptobenzoato (a pH 8.0). Este reactivo, al pH del ensayo (8.0),
muestra una fuerte absorbancia a 405 nm (a pH 8.0); el registro de la variacion de la
absorbancia a esa longitud de onda con el tiempo se emplea para obtener los parametros
cinéticos, tanto en presencia, como en ausencia del inhibidor. También se pueden extraer
interesantes relaciones estructura-actividad de los datos de actividad (Tabla 2b). Con respecto
ala AChE, claramente la presencia de un resto dimetoxifenilo proporciona al compuesto mas
potencia (38, ICso y Ki en el rango micromolar bajo, inhibidor mixto), como se hipotetizo
inicialmente. Sin embargo, lo mas interesante de la actividad anticolinérgica de estos
compuestos es que muestran una clara preferencia por la BUChE. Por tanto, la disustitucion
relativamente lipofilica (34, 35, 38) proporciona los compuestos mas fuertes de la serie,
dentro del rango micromolar bajo (ICso 1,8-7,3 uM) (di-OMe~OMe / OH> OCH-0). Un
tema que debe abordarse es que la BUChE tiene un papel mas prominente que la AChE en
las personas mayores y en las etapas méas avanzadas de la enfermedad de Alzheimer. Ademas,

también se ha informado que la BUChE participa en la formacién de placas B-amiloides y en
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la neurodegeneracion mediada por ovillos neurofibrilares. Esto significa que los compuestos
34, 35 y 38 podrian ser utiles no solo para restablecer la funcionalidad cognitiva de los
pacientes (aumentando los niveles de colinesterasa), sino también para retardar o mejorar la
neurotoxicidad asociada a la amiloidogénesis en estadios avanzados de la enfermedad. La
ausencia de sustitucion en el armazén aromatico, la monosustitucion o la presencia de un
resto de catecol polar anulé completamente la actividad. Los compuestos 34, 35 y 38
resultaron ser inhibidores mixtos 0 no competitivos, como se evidencia en los graficos de
Cornish-Bowden. Lo que significa que los compuestos 34, 35y 38 puede unirse a la enzima
libre (Kia) o al complejo enzima-sustrato (Kib).

A continuacién, se muestran las graficas de calculo de los valores de 1Csg, asi como
las representaciones de Cornish-Bowden (1/V vs. [I], [S]/V vs. [I], que permiten dilucidar el
tipo de inhibicidn. Se incluyen ademas los parametros cinéticos (Vmax Y Km) obtenidos para
cada una de las distintas concentraciones de inhibidor para las inhibiciones mas
representativas; dichos parametros cinéticos fueron obtenidos mediante anéalisis de regresion

no lineal (ajuste de minimos cuadrados).
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OH
N

(o)
Hor \He/ OMe
oH 38

OMe

e p-glucosidasa (almendras)

- Calculode ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[I}/nuM Vmax Km (mM)
0 0,002613 4,451

5 0,002555 6,243

10 0,002584 7,978
33,3 0,002253 12,47

Inhibicion competitiva
Kia= 15+ 3 pM
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OH
N

0,
HOHO \(v)e/ OMe
OH
34 OH

e p-glucosidasa (almendras)

- Calculode ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[1)/pM Vmax Km

0 0,002613 4,451

5 0,002429 6,682

Inhibicion competitiva 10  0,002579 9,741
Kia= 9.6 + 0.8 uM 33,3  0,002124 18,86
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OH
N o,
HOZ \He/ o
OH
35 >
o

e p-glucosidasa (almendras)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[I}/nM Vmax Km (mM)
0 0,002625 4,286

5 0,002244 5,882

10  0,002437 9,355
33,3 0,003111 27,13

Inhibicion competitiva
Kia=9.0 £ 3.0 uM
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OH
N o
HOHO \HG/
OH 37

e p-glucosidasa (almendras)

OMe

- Calculode ICso

Representacion de Cornish-Bowden

1 (uM) Vmax Km (mM)
0 0,002625 4,286

5 0,002768 10,24

10  0,002482 13,17

33,3 0,002437 31,99

Inhibicion competitiva

Kia= 4.5 + 0.7 pM
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e p-glucosidasa (almendras)
- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

1 (uM) Vmax Km (mM)
0 0,002625 4,286

5 0,002658 6,848

10 0,00248 9,657

33,3 0,001694 12,66

Inhibicion competitiva

Kie= 11 = 4 pM
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OH

e p-glucosidasa (almendras)

- Calculode ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[I}/pM Vmax Km (mM)
0 0,002613 4,451

5 0,002632 6,659

10  0,002099 6,807
33,3 0,002315 11,43

Inhibicion competitiva

Kia= 17 + 5 pM
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OH

O,
HOHO Y
OH 36

e «a-glucosidasa (Saccharomyces cerevisiae)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[M)/uM Vmax Km (mM)
0  0,002906 0,1826

50  0,002405 0,2489

100  0,002829 0,4764
200  0,002644 0,6447

Inhibicion competitiva

Kia= 93 + 32 pM
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OH
N

O
HOHo \HG/ OH
OH 39

OH

e p-glucosidasa (almendras)

- Calculode ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[I}/uM Vmax Km (mM)
0 0,002613 4,451

5 0,002571 7,818

10 0,002551 11,4
33,3 0,002852 27,72

Inhibicion competitiva

Kia= 6.5 + 0.1 pM
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e p-glucosidasa (almendras)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[1}/uM Vmax Km (mM)
0 0,00246 4,557

5 0,002939 9,005

25 0,001985 10,82

41,7 0,002092
Inhibicion competitiva

Kia=14 £ 6 pM

14,72
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OH
N
HOMO
OH 46
e p-glucosidasa (almendras)

- Calculode ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[I}/uM Vmax Km (mM)
0 0,002936 5,248

10 0,002845 7,708

25 0,003016 12,5
50,0 0,002407 14,4

Inhibicion competitiva

Kia=23+4 }LM
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OH
N

o
HOL \Hs/ OH
OH 48

OH

e p-glucosidasa (almendras)

ICs0 > 100 pM
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OH

NH
HO

(1-DNJ) ©H

e a-glucosidasa (Saccharomyces cerevisiae)

- Calculode ICso

e pB-glucosidasa (almendras)

- Calculo de ICsp
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e o-Galactosidasa (granos de café verde)

- Calculo de ICsp
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(o)
Ho \He/ OMe
OH 38

OMe

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

Vmax
[I}/nuM (Abs/s) Km (mM)
0 0,003273 0,1156
8 0,001215 0,08796
10  0,001196 0,08262

Inhibicion mixta
Kia==9.3 £ 1.2 tM
Kib=15.2 £ 0.5 pM
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Representacion de Cornish-Bowden

[1}/uM

Inhibicidn mixta
Kiz=1.4 £ 0.4 pM
Kib=4.5+ 1.4 utM

Vmax (Abs/s)
0,0028475
0,002476
0,001811
0,001139
0,0013415

e Compuesto 38
e Butirilcolinesterasa (equine serum)

- Caélculo de ICso

Km (mM)
0,123
0,1771
0,1985
0,2059
0,271
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OH
N o
OH
34
OH

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

1] (nM) Vmax Km
0 0,003273 0,1156

2,4 0,002973 0,1416

10 0,00205 0,1725

12,5 0,001531 0,1299

Inhibicion no competitiva

Kia= Kib=17 £ 5 uM
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e Compuesto 34
e Butirilcolinesterasa (equine serum)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

Vmax
[I}/nuM (Abs/s)  Km (mM)
0 0,0028475 0,123

1 0,002493 0,1736

2,5 0,001523 0,1644

5 0,0009442 0,2033
Inhibicion mixta
Kia=1.5+£ 0.2 pM
Kib=15.0 £2.0 ptM
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OH
N o]
OH 35 >
(6]

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

Vmax
[I}/pM (Abs/s) Km (mM)
0 0,003273 0,1156
50 0,001196 0,09241
83,3  0,001329 0,1086

Inhibicidn mixta
Kia= 56 + 10 pM
Kib=43 £ 14 utM
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Compuesto 35

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

Representacion de Cornish-Bowden

[I}/uM
25

10
25

Inhibicion no competitiva

Kia= Kib =9.2 £ 1.9 pM

Calculo de ICso

Km
0,114
0,11
0,147
0,094
0,148

Vmax
0,003024
0,002215

0,0020125
0,0013495
0,0009785
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OH
N 0
OH 37\/\©\

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

OMe

ICs0 > 100 pM ([S] = 112 pM)

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)
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OH

o
HoHo \H@/ OH
OH
39

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)
ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)
e Butirilcolinesterasa (equine serum)

- Caélculo de ICso

ICs0=76 pM ([S] = 112 pM)
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OH
N

o
HOZ, \Hs/
OH 33

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

OH

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)

OH

(0]
HO? \Hﬁ/
OH 36

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

ICs0 > 100 pM ([S] = 112 pM)

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)
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OH

OMe

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)

OH
N

(0]
Ho%o N

5
OH 46

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)
e Butirilcolinesterasa (equine serum)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)
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OH
N o

OH

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)

OH

NH

HO!
HO

(1-DNJ)

e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

ICs0> 100 pM ([S] = 112 pM)
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(1-DNJ)

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

- Caélculo de ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[1/um Vmax Km (mM)
0 0,002836 0,1133

6,7 0,001952 0,1217
12,5 0,001616 0,1832
20 0,001067 0,1437

25 0,001297 0,1796

Inhibicion no competitiva

Kia= Kib =16 £ 3 uM
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Galantamina
e Acetilcolinesterasa (electrophorus electricus)

- Calculode ICso

Representacion de Cornish-Bowden

[I}/nuM Vmax Km (mM)
0 0,003501 0,1349
0,375  0,003078 0,1556
0,625  0,002777 0,2245
1 0,003042 0,2315

1,5 0,002759 0,2817

Inhibicion competitiva

Kia= 1.5 + 0.6 pM
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Galantamina

e Butirilcolinesterasa (equine serum)

Representacion de Cornish-Bowden

[1}/pM Vmax

0 0,006969
5 0,01092
12,5 0,008256
15 0,01132

18,5 0,009605

Inhibicion competitiva

Kia= 4.5 + 0.9 pM

- Calculode ICso

Km (mM)
0,1457
0,362
0,4631
0,6955
0,701
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A manera de simplificar los resultados se presentan las figuras 28 y 29; en las que los
compuestos sefialados en colores fueron los que presentaron una mejor actividad frente a 3-

glucosidasa (figura 11.28), y acetil y butirilcolinesterasa (figura 11.29).

OoH
o
HO YA
HO 3
H

Ki=6.5+0.1 uM
(Ki= 93 £ 32 1y, “-Glucosidase)

OH Incrementan inhibicion de p-Glucosidasa o R
HO- “*——i VN/\M/\/O HO N/\%/ \/\E:[ 1
HOM 3 M\@ Inhibicion competitiva HO o R,
i OH OMe
o Mejoran la selectividad 17 R1= H,R,=OH K=175uM
__‘: 5+£0.7
OH %o on HO NH 20 R,;=OMe,R,=0OH K=9.6+0.8uM
HO N HO
HC% 3 V\@ H 21 R;=R,=OMe K= 15%3uM
OH
H

IC50= 71 1M (B-Glucosidasa)

1C50= 35 UM (*-Glucosidasa)

OH i 1996, 35, 2788 2795)
o) (Dong et al. Biochem. , 39,
HO NN 0
HO 3 ()
H
K;=9.0 3.0 uM

Figura 11.28. Datos de inhibicion enzimatica para p-glucosidasas

En la figura 11.29 se pueden ver los valores de inhibicion sobre acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa, donde se observa que el derivado mas activo, con una inhibicién mixta
es el derivado dimetoxilado 38, sin despreciar al derivado del alcohol homovanilico 35, el

cual presenta valores de inhibicidén nada despreciables.

Buenos inhibidores de
acetilcolinesterasay butirilcolinesterasa

Inhibicion mixta o
no competitiva

OH
SONTINNOC - OMe HO o NN O OMe HO NN © o]
3 | 3 HO 3
P HO
OMe H OH H

AChE AChE AChE
Ki.=93f1.2pM K\a: »=17%5uMm Kia= 56 + 10 uMm
Ki,=5.2%0.5 uM Kip= 43 + 14 um

BuChE BuChE BuChE

(Ko~ L0 M2 K:,=15+0.2 uMm
{K‘b:451 1.4uMm Ko=50%2.0uM Kio= Kjp=9.2 £ 1.9 uM

ib

Potenciales compuestos lideres

Buen inhibidor de AChE y BUChE
contra la enfermedad de Alzheimer

Falta de citotoxicidad (at 100 UM, human fibroblasts)

Figura 11.29. Evaluacién biol6gica de derivados fendlicos sobre acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa
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Se decidio probar los derivados del iminoazicar como inhibidores de las
colinesterasas para observar su comportamiento en ambas enzimas. La acetilcolinesterasa
presenta dos sitios clave para llevar a cabo su accion, estos son la regidn anidnica catalitica
(CAYS), y la region anidnica periférica (PAS), CAS permite interacciones cation- «, con la
porcion de amonio cuaternario de la acetilcolina, la cual es el sustrato natural de la enzima,
por otro lado la regién anionica periférica (PAS), posee multiples residuos de aminoacidos
aromaticos y se encuentra ubicado a 15 A del sitio catalitico, a través de un estrecho canal,
esta region es capaz de establecer interacciones con residuos planos y aromaticos. Por otro
lado, PAS est4 involucrado en el inicio de la formacion de placas B-amiloides.*® Debido a
esto es posible que aquellos inhibidores que presenten buenas interacciones con CAS y PAS
pueden actuar tanto como potentes inhibidores de la enzima, como ayudar a reducir la
formacion de placas B-amiloides, las cuales provocan neurotoxicidad. En la figura 11.30 se
muestra la comparacion entre la estructura del donepezilo y los derivados de 1-DNJ
preparados en esta Tesis Doctoral. De esta forma, el iminoazlcar se asemejaria a la piperidina
en cuanto a que es un residuo protonable; se ha sustituido el anillo de indanona por un
fragmento hidrocarbonado con una conexion de tipo éter con objeto de incrementar la
flexibilidad conformacional. Dicho espaciador conecta al anillo del iminoazlcar con un

anillo aromatico con diversos sustituyentes.

OH . O
o

HO — OH

HO

mimeticos de donepezilo basados en
Donepezilo DNJ

Figura I1. 30. Estructura del donepezilo y derivados fendlicos sintetizados

El donepezilo presenta dos fragmentos fundamentales que interactian con la
acetilcolinesterasa (figura 11.30); por un lado, estd la N-bencil piperidina, que forma
interacciones de tipo cation- © con Phe330, a través del atomo de nitrogeno protonado, a su
vez genera interacciones de apilamiento de tipo m-n con el Trp84 mediante el residuo de

bencilo.'* También se ha comprobado que la indanona interactda eficientemente con el
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Trp279 mediante interacciones m-m en la entrada de la region anionica periférica (PAS), y
forma enlaces mediante puentes de hidrogeno a través de las moléculas de agua,** con la
AChE a través de los grupos metoxilo.

Lo que se sugiere en esta Tesis Doctoral es que los derivados de DNJ podrian
protonarse a un pH fisioldgico, imitando de esta forma la actividad del cation amonio de la
acetilcolina, lo que permite la formacién de interacciones favorables con el sitio catalitico de
la enzima (CAS). Por otro lado, existen reportes en la literatura de que la desoxinojirimicina
reduce las respuestas inflamatorias y aumenta la maquinaria antioxidante en pacientes con
angina de pecho; ™! considerando que en la enfermedad de Alzheimer existe un gran estrés
oxidativo y se presenta neuroinflamacion,? los cuales son eventos interconectados, el uso
del iminoazlcar como nucleo base, podria ayudar en otras cuestiones involucradas en esta
enfermedad, que como se ha mencionado con anterioridad, es de naturaleza multifactorial.

Con todo y que los valores de inhibicion del derivado dimetoxilado sobre la
acetilcolinesterasa, son bastante buenos, los valores presentados por el donepezilo siguen
siendo mejores (figura 11.31), sin embargo, para la butirilcolinesterasa la cual esta presente
en estados avanzados de la enfermedad, presenta mejores valores de inhibicion que el
farmaco comercial, lo que hace al compuesto 38 un interesante candidato para el tratamiento

de dicha enfermedad, en un estadio avanzado.

OMe
. OH NWOV\@:OMG NWOM'E
HO H 38 OMe ©/\
Acetilcolinesterasa Acetilcolinesterasa

Kia: 93+1.2 UM Ki:35 nM
Kip=52%0.5uM

Butirilcolinesterasa Butirilcolinesterasa

Kiz= 1.4 £0.4um ‘

Ki=2.3 UM
Kip=4.5+1.4uM es ’

Figura 11.31. Comparacion de las constantes de inhibicion del derivado 38 y donepezilo frene a
AChE y BuChE

El donepezilo es el farmaco mas utilizado actualmente contra la enfermedad de

Alzheimer ya que presenta un mejor perfil farmacodinamico que otros farmacos utilizados
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en la actualidad. Funciona como un potente inhibidor de acetilcolinesterasa en un rango
nanomolar, ya que presenta maltiples interacciones con la enzima.

Analizando los datos obtenidos podemos sacar informacion muy interesante sobre la
relacion estructura actividad de los compuestos, se puede observar que en el caso de la
acetilcolinesterasa es evidente que la presencia de un patrén dimetoxilado como sustitucion
del anillo aromatico da al compuesto mayor potencia, observando en este caso una inhibicion
mixta con una ICsg y constantes de inhibicién en el rango micromolar bajo, como se habia
planteado en un principio, sin embargo este compuesto no alcanza el nivel de inhibicién del
donepezilo pero si actda en el mismo nivel que la galantamina. Uno de los datos mas
interesantes es que el derivado dimetoxilado tiene una marcada preferencia hacia BUuChE,
caso contrario al donepezilo. Un tema importante que debe tratarse es el hecho de que la
BuChE participa en una etapa mas avanzada de la enfermedad de Alzheimer,*® también se
ha visto que participa en la formacion de las placas B-amiloides y en la neurodegeneracion
mediada por la hiperfosforilacion de la proteina tau.'>* Lo que indica que estos compuestos
podrian funcionar tanto para restablecer la funcionalidad cognitiva de los pacientes al
aumentar los niveles de la acetilcolinesterasa, como al retrasar o0 mejorar la neurotoxicidad,

la cual esta relacionada con la amiloidogenesis en etapas avanzadas de la enfermedad.

11.5.2. Estudios de Docking

Se realizd un estudio de Docking (acoplamiento molecular) del derivado
dimetoxilado 38 con la AChE y la BuChE para analizar qué tipo de interacciones, permiten
explicar la inhibicion de AChE y BuChE. Analizando los compuestos se observo que el
derivado dimetoxilado de cadena de 6 (38) es el que presenta la mejor interaccion, tanto con
PAS como con CAS. Se obtuvo el calculo para el derivado dimetoxilado con espaciador de
3, 5y 6 atomos de carbono (figura 11.32), con esto pudimos observar que el espaciador que
da lugar al mayor nimero de interacciones con los aminoacidos de los sitios activos de la
enzima es la cadena de 6, esto lo podemos comparar con los datos de la figura 11.33.
Concluyendo con esto que el tamafio de la cadena espaciadora esta altamente relacionado
con la actividad del compuesto.
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Figura 11.32. Docking de compuesto dimetoxilado de cadenade 3,5y 6

Figura 11.33. Aminodcidos presentes en los sitios activos de la acetilcolinesterasa®®

258



Los calculos de acoplamiento predicen que el compuesto 38 forma un complejo con
AChE (figura 11.34). El resto iminoazucar establece interacciones de enlace de puentes de
H con Trp86 y Glu202 en el subsitio anionico cationico (CAS). Ademas, el resto del anillo
aromatico participa en interacciones de apilamiento n-t con Trp286 en el subsitio aniénico
periférico (PAS). El anillo aromatico también participa en interacciones de van der Waals

con varios residuos en el subsitio aniénico periférico.

Figura 11.34. Simulacion de Docking de la interaccidn entre derivado dimetoxilado y AChE
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Figura 11.34. Simulacion de Docking de la interaccidn entre derivado dimetoxilado y AChE

Los célculos de acoplamiento molecular también predicen que el compuesto 38
forma un complejo con BUChE (figura 11.35). El resto iminoazucar establece interacciones
de enlace de puentes de H con Trp82 y Glul97 en el subsitio activo catidénico (CAS) y con
His438 en el subsitio catalitico. Ademas, el resto del anillo aromatico esté involucrado en las
interacciones de van der Waals con los residuos Thr284, Pro285, Asn289 en el subsitio
anionico periférico (PAS). Tomados en conjunto, estos calculos predicen que 38 interactua
en modos similares con ambas enzimas (como se ve en las figuras 3D) excepto por la
interaccion con His438 en BUChE que falta en AChE. Las interacciones de apilamiento n-nt
con Trp286 observadas en AChE no estan presentes en BuChE porque no hay un residuo

equivalente en el subsitio anionico periférico de BUuChE.
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Figura 11.35. Simulacion de Docking de la interaccién del derivado dimetoxilado con BuChE

Figura 11.35. Simulacion de Docking de la interaccion del derivado dimetoxilado con BuChE
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11.5.3. Datos de antiproliferacion

Se ha medido también la actividad antiproliferativa de los compuestos preparados en
este capitulo (tabla 11.2), mediante modificaciones menores del protocolo del Instituto
nacional del Cancer de EE. UU. (NCI).1%® 137 | os derivados desprotegidos con espaciador
de cadena de 6 (33-39) fueron evaluados sobre 6 lineas celulares cancerosas, sobre
fibroblastos no cancerosos (BJ-hTERT), y en una linea celular tumoral solida (SH-SY5Y,
glioblastoma), como modelo de células cerebrales. En casi todos los casos se observo
ausencia de inhibicion de crecimiento celular sobre las lineas celulares a 100 micromolar,
indicando que no produce dafio celular, lo que los hace buenos candidatos, para el tratamiento
de otro tipo de enfermedades, como la enfermedad de Gaucher o el Alzheimer. Solo se
observo que el derivado que presenta la porcion de tipo catecol 39, presenta un efecto
inhibitorio sobre la linea celular no cancerosa (Glso = 39 £ 5 uM). Por otro lado, también fue
evaluada la selenourea 90, la cual a diferencia de los derivados fendlicos presenta valores
bastante buenos de inhibicion de la proliferacion, en el rango micromolar bajo en 5 de las 6
lineas celulares evaluadas, al comparar estos valores con los del 5-fluorouracilo y el
cisplatino, agentes antiproliferativos utilizados actualmente, presenta valores similares de

inhibicion sobre SW1573, y mejores valores en T-47D y WiDr.

Tabla 11.3. Valores de antiproliferacion celular

Compuestos Ab49 HBL- HelLa SW1573 | T-47D WiDr SH- | BJ-hTert
100 SY5Y

33 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
34 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
35 73129 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
36 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
37 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
38 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

39 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 39+5.4
90 6.840.26 | 12+0.87 | 7.7+1.4 | 4.2+0.44 | 45+1.3 | 7.1£26 | - | -
5FU | - 55+2.3 | 15+4.7 4.3£1.6 47+18 49+6.7 | - | -
Cisplatino | 4.9+0.2 | 1.9+0.2 | 2.0£0.3 | 3.4+0.7 15423 | 2656 | - | -
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Il.6. Conclusiones
En este capitulo se ha abordado la preparacion de nuevos derivados de iminoazucar

(1-DNJ) como posibles inhibidores de glicosidasas o colinesterasas.

Por un lado, se llevo a cabo la sintesis de ureas, tioureas y selenoureas con fragmentos
de tipo N-arilo, con objeto de analizar la influencia del atomo de calcdgeno (oxigeno, azufre,
selenio), el tamafio del espaciador y los sustituyentes en el anillo aromatico sobre sus
propiedades bioldgicas. Aunque la actividad inhibitoria fue moderada, la selenourea derivada
de 1-DNJ se comportdé como un buen agente antiproliferativo, con valores de Glso inferiores
a 10 uM para 5 de las 6 lineas de tumores s6lidos humanos evaluadas.

Se intent6 asi mismo la preparacion de hibridos entre 1-DNJ y benzoselenazolona por
un lado, e indanona por otro, con objeto de acceder a analogos del ebselen y donepezilo; no
obstante, no se pudieron solventar debido a algunos problemas en la ruta sintética, lo cual
imposibilitd que se pudieran obtener los productos deseados.

Con la finalidad de evaluar la influencia de un segundo 4&tomo de nitrégeno dentro del
iminoazucar fue sintetizada la azafagomina benzoilada, sobre la cual se ensayaron diversas
condiciones de alquilacion, sin embargo, todos los intentos resultaron infructuosos.

Tambien se prepard una novedosa familia (10 compuestos) de miméticos del farmaco
donepezilo, usado en la actualidad en el tratamiento del Alzheimer, con tres unidades
estructurales fundamentales: la 1-DNJ, que puede ser protonada en condiciones fisioldgicas
e interaccionar con la region CAS de la enzima; un anillo aromatico con distintos
sustituyentes en su estructura, que puede establecer interacciones hidrofobicas con la region
PAS de la enzima; y un espaciador hidrocarbonado con grupo éter como conector. La
actividad inhibitoria fue muy sensible a las variaciones estructurales mencionadas.

Se observo que aquellos derivados que presentan un patrén disustituido relativamente
lipofilico (3,4-di-OMe, 3-OH / 4-OMe, 3,4-OCH-0), resultaron ser fuertes inhibidores de
AChE, pero sobre todo de BuChE, con valores de inhibicién en el rango micromolar bajo;
destacan especialmente los compuestos 38 y 34. Con relacion a la BUChE los compuestos
presentaron una actividad analoga a la del donepezilo, y un amento de aproximante 3 veces
con respecto a la galantamina.

Estudios de docking confirmaron las hipotesis establecidas en cuanto a la interaccion

con las regiones clave de las colinesterasas. Ademas, la actividad antiproliferativa
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despreciable observada frente a lineas celulares de tumores solidos humanos sugiere una baja
citotoxicidad de estos compuestos.

Es por todo ello que la nueva familia de derivados de iminoazucares presentada en
este capitulo puede constituir un punto de partida interesante en el desarrollo de nuevos

agentes anti-Alzheimer en el marco de la hipotesis colinérgica.
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Il.7. Seccion experimental
Iminoazucares
Meétodos generales
La rotacion optica fue medida en un polarimetro Perkin-Elmer 241 MC, utilizando la

linea de emision del Na (A 589 nm).

Los espectros de RMN y masas fueron realizados en el Centro de investigacion
Tecnoldgica e Innovacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS).

Los espectros de RMN *H y 3C fueron adquiridos en un equipo Bruker Avance Il a
300 MHz con sonda de banda ancha BBFO Plus de 5mm, y Bruker Avance Il a 500 MHz
con criosonda de TCI de 5 mm. Como disolvente se empled cloroformo deuterado (CDCIs)
y metanol deuterado (CD30D). Los desplazamientos quimicos fueron reportados en ppm (J)
y el espectro fue referenciado con el solvente protonado residual: CDCl3 (7.26 y 77.16 ppm),
CD30D (3.31 ppm y 49.0 ppm) para H, y 3C RMN respectivamente. Las constantes de
acoplamiento (J) fueron expresadas en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales de los
espectros de *H se describe como: s para una simple, d para una sefial doble, dd para una
sefial doble de doble, ddd para una sefial doble de doble de doble, dc para una sefial doble de
cuadruple, t para una sefial triple y m para una sefial maltiple. Las sefiales de *H y *3C, fueron
asignadas usando experimentos de RMN de 1D y 2D (HSQC, y HMBC).

Los espectros de masas de alta resolucion fueron obtenidos por El, ESIy FAB usando

un espectrometro Thermo Fisher Scientific Orbitrap ELITE.

Las columnas cromatograficas para purificacién tipo flash fueron empacadas
utilizando silica gel Merc 60 (malla 230-400).

La CCF fue corrida usando placas de aluminio pre-recubiertas con silica gel de 60
platos F2s4; dichas placas fueron observadas por luz UV (254 nm), lampara de UV-G-54 y

reveladas con vainillina al 10 % en etanol con 1% de H2SOs,.

Todos los disolventes utilizados fueron de grado reactivo. Los reactivos utilizados se

adquirieron de Aldrich y se utilizaron sin ninguna purificacion.
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Ensayos enzimaticos

Para el analisis de las enzimas evaluadas en este trabajo (glicosidasas y
colinesterasas), fueron preparadas soluciones madre de los inhibidores en DMSO; el
contenido de DMSO se mantuvo al 5% (V/V) para las glicosidasas y al 1,25% (V/V) para las
colinesterasas. Las enzimas se disolvieron adecuadamente en agua en una concentracion en
la cual cuando se usa [S] = 4 x Kw, la velocidad de la reaccion esta en el rango de 0.12-0.15
Abs / min.

En todas las enzimas, se realiz6 un cribado inicial a una concentracion de inhibidor
de 100 pM, utilizando las siguientes concentraciones de sustrato: [S] = 0.25 mM para a-
glucosidasa (Saccharomyces cerevisiae), 4.0 mM para B-glucosidasa (almendras), 0.60 mM
para a-galactosidasa (granos de café verde), 0,51 mM para B-galactosidasa (E. coli), 1,5 mM
para B-galactosidasa (Asp. Oryzae), 0,12 mM para AChE (Electrophorus electricus), y 0,11
mM para BUChE (suero equino).

Las tasas iniciales (pendientes de los graficos Abs vs. t) se usaron para calcular el %],
de acuerdo con la siguiente expresion:

v, —V
v

0o

% Inhibition = x100

Vo: velocidad de reaccion para la solucion enzimatica.
V: velocidad de reaccion en presencia del inhibidor.

Los valores de Clso se calcularon trazando %l frente a log [1], y ajustando la curva a
una funcién polinémica de segundo orden.

Cuando el porcentaje de inhibicion fue superior al 70%, los parametros cinéticos y
las constantes de inhibicion se calcularon usando cinco concentraciones de sustrato diferentes
que van desde ¥ Km a 4 x Kwm, y 2-4 concentraciones de inhibidor diferentes (que
proporcionan 20-70% de inhibicion). Cada ensayo se realizo por duplicado.

Los ensayos de glicosidasas se realizaron utilizando la metodologia descrita por Bols
y colaboradores.'*® Cada conjunto de experimentos se prepard en cubetas PS (1,2 mL de

volumen final) que contiene: tampon fosfato 0,1 M (pH 6,8), los correspondientes o- 0 p-
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nitrofenil glucopiranosidos, solucion inhibidora o DMSO (para la cubeta de control), méas
agua hasta a un volumen de 1.14 mL

Las reacciones se iniciaron agregando 60 pL de solucion enziméatica adecuadamente
diluida a 25 £ 0.1 °C y la formacion de los nitrofenolatos correspondientes, se monitored a
400 nm (glucosidasas y a-galactosidasa) o 420 nm (B-galactosidasas) durante un tiempo de
125s.

Para las colinesterasas, se realizaron modificaciones menores en el ensayo de
Ellman.'*" La actividad se midi6 en cubetas PS (volumen final de 1,2 mL) que contenian
tampon fosfato 0,1 mM (pH 8,0), DTNB 0,88 mM, sustrato (yoduros de acetil y
butiriltiocolina para AChE y BuChE, respectivamente), inhibidor (o disolvente para la
reaccion de control) mas agua hasta un volumen constante de 1,14 ml. La reaccion se inicid
agregando 60 uL de la solucion enzimatica acuosa a 25 °C. La formacion del croméforo se
controld a 405 nm durante un tiempo de 125 s.

Para inhibidores fuertes, el modo de inhibicion se determin6 usando el método de
Cornish-Bowden, que implica el uso de dos graficos diferentes: 1 / v vs. [I] (diagrama de
Dixon) y [S] / v vs. [I]. Para el célculo de los parametros cinéticos (Km, Vmax) se utilizd un

analisis de regresion no lineal (ajuste de minimos cuadrados).
Las constantes de inhibicion se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:
Inhibicion competitiva:

P U

Ku app
Ky !
Inhibicién mixta:
I Vmax
1+ ][(_] Vinax app =
Ky app = K L 14 11
M app M 14 ﬂ Kib
K;
Inhibicion no competitiva:
v _ Vmax
KM app = KM max app — [
1 +?
L
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Estudios de docking

Se realizaron en colaboracion con el grupo del Dr. José Manuel Padrén (Universidad
de la Laguna, Espafia). Las interacciones de las enzimas con los compuestos se analizaron
por acoplamiento computacional utilizando el software MOE (Chemical Computing Group).
Las estructuras cristalograficas de AChE humano y BUChE humano se obtuvieron del Protein
Data Bank (codigo PDB 4EY6 y 4AQD, respectivamente). Las estructuras de proteinas se
redujeron enérgicamente al minimo, utilizando el campo de fuerza Amber10 con parametros
EHT para moléculas pequefias, modelo de solvatacion de campo R, constante dieléctrica de
1 para el interior de la proteina y 80 para el exterior. La estructura del ligando se dibujo en el
software MOE, y su energia se minimizo utilizando los parametros anteriores utilizando
como criterio de detencion un gradiente RMS inferior a 0,01 kcal / mol / A. Para los célculos
de acoplamiento: en la etapa de colocacion utilizamos el algoritmo “Triangle Matcher” con
el esquema de score “London dG”. En la etapa de refinamiento se mantuvo el receptor rigido
y utilizamos el esquema de score GBVI/WSA dG. Se obtuvieron diagramas 2D del software

MOE vy se obtuvieron ilustraciones 3D utilizando el software Pymol.

Ensayos antiproliferativos

La actividad antiproliferativa in vitro se evalu6 utilizando el método de sulforodamina
B (SRB), con algunas modificaciones,®*” en colaboracion con el grupo del Dr. José Manuel
Padrdn (Universidad de la Laguna, Espafia). Los compuestos puros se disolvieron en DMSO
para obtener la concentracion deseada. Las células se inocularon en una placa de 96 pocillos
en un volumen de 100 uM cada placa a una densidad de 2500 (A549, HBL-100, HelLa y
SW1573), o0 5000 (T-47D y WiDr) por pocillo, en base en su momento de crecimiento.
Aunado a estas células también fueron evaluadas, la linea celular de neuroblastoma
SH-SY5Y vy la linea celular de fibroblastos humanos BJ-hTERT. Las densidades de
siembra celular fueron de 5,000 células / pozo para SH-SY5Y y 7,000 células / pozo
para BJ-hTERT. Las células de control se expusieron a una concentracion equivalente de
DMSO (0,25% v / v, control negativo). Cada compuesto se evaluo por triplicado a diferentes
concentraciones en un rango de 0.01 a 100 uM. Los tiempos de incubacion del farmaco

fueron de 48 h. La densidad 6ptica de cada pocillo se midié a 530 nm (primario) y 620
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nm (secundario). La actividad antiproliferativa, expresada como 50% de inhibicion

del crecimiento (Glso), se calculé de acuerdo con las formulas de NCI.1°8

Sintesis de desoxinojirimicina
Metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-glucopiranosido (2)
OBn

BnO o
BnO
OBn

OMe
A una solucion enfriada a 0 °C de metil-a-p-glucopirandsido (1) (2.0 g, 10.3 mmol, 1.0 eq.)
en DMF (20 mL) agitada durante 20 min se afiade lentamente NaH (1.98 g, 82.4 mmol, 8.0
eq.), manteniéndose con agitacion durante 15 min. A continuacion, se adiciona lentamente
bromuro de bencilo (9.8 mL, 82.4 mmol, 8.0 eq.), manteniéndose a 0 °C durante 20 min, y a
t.a. durante toda la noche. La reaccién se detuvo posteriormente mediante la adicion de agua;
el crudo se lavé con salmueray se extrajo con AcOEt (3x50 mL); las fases organicas reunidas
se secaron sobre Na>SQg, se filtrd y el filtrado se concentrd a sequedad a presion reducida, y
el residuo se purifico mediante cromatografia en columna (ciclohexano — ciclohexano-

AcOEt 9:1), obteniéndose 2 como un aceite incoloro (4.71 g, 81%).

RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.31-7.20 (m, 18H, H-Ph), 7.11-7.05 (m, 2H, H-Ph), 4.93 (d,
J12=3.8 Hz, 1H, H-1), 4.80-4.72 (m, 3H, H-O-CH>-Ph), 4.63-4.53 (m, 3H, H-O-CHz-Ph),
4.43 (d, Jgem= 12.1 Hz, 2H, H-O-CH2-Ph), 3.93 (t, 1H, H-3), 3.72-3.64 (m, 2H, H-6), 3.61-
3.54 (m, 2H, H-4, H-5), 3.51 (dd, J23= 9.6, J21=3.6, 1H, H-2), 3.33 (s, 3H, H-7) ppm.

2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-glucopiranosa (3)

OBn

OBn
BnO BnO
OH BnO _0

OBn
OBn
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Una solucion del derivado 2 (4.7 g), a 0 °C en &cido acético (16 mL) y &cido sulfurico 1M
(12 mL), se llevé a 125 °C y fue mantenida asi durante 15 horas. La reaccion se detuvo
filtrando al vacio con agua fria la cual se dejo secar al aire, el residuo se purifico mediante
cromatografia en columna (ciclohexano: acetato de etilo 9:1 — ciclohexano: acetato de etilo

7:3), obteniéndose 3 como un solido blanco (3.2 g, 70%).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § 7.23-7.15 (m, 18H, H-Ph), 7.07-7.01 (m, 2H, H-Ph), 5.14
(d, J12= 3.3 Hz, 1H, H-1), 4.89-4.36 (m, 8H, H-O-CHa-Ph), 3.93 (dd, Js4= J3,2=11.3 Hz,
1H, H-3), 3.63-3.35 (M, 5H, H-2, H-4, H-6, H-5), 3.04 (s, 1H, OH) ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCl3,) 5 138.8 (C-Ph), 138.3 (C-Ph), 137.9 (C-Ph), 138.0 (C-Ph),
128.6 (C-CH-Ph), 128.5 (C-CH-Ph), 128.2 (C-CH-Ph), 128.1 (C-CH-Ph), 128.1 (C-CH-Ph),
128.1 (C-CH-Ph), 128.0 (C-CH-Ph), 127.8 (C-CH-Ph), 127.8 (C-CH-Ph), 127.7 (C-CH-Ph),
91.3 (C-1), 81.8 (C-2), 80.1 (C-3), 77.9 (C-4), 62.8 (C-6), 65.6 (C-7), 75.8 (C-O-CH,-Ph),
75.1 (C-O-CHo-Ph), 73.5 (C-O-CH,-Ph), 73.3 (C-O-CHa-Ph), 70.31 (C-5), 68.7 (C-6) ppm.

2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-glucitol (4)
OBn

BnO OH
BnO OH

OBn

A unasolucion del hemiacetal 3 (1 g, 1.85 mmol) en DCM: MeOH (20:6 mL) agitada durante
20 minutos, se adiciono borohidruro de sodio (0.279 g, 7.39 mol, 4 eq.), manteniéndose en
agitacion a 45 °C durante 6 horas. La reaccion se detuvo mediante la adicion de agua, el
crudo se lavé con salmuera y agua y se extrajo con DCM (3x50 mL), las fases organicas
reunidas se secaron sobre Na>SOg4, se filtré y el filtrado se concentrd a sequedad a presion
reducida, la reaccidn procede de forma cuantitativa obteniendo 4 como un aceite amarillento

(cuantitativo, 1 g).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 7.30-7.11 (m, 20H, H-Ph), 4.64 (d, Jgem= 11.3 Hz, 1H, H-O-
CH,-Ph), 4.89-4.36 (m, 7H, H-O-CH,-Ph), 3.96 (s, 1H, OH), 3.82 (d, Jia2 = 6.3, Jgem= 11.7
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Hz, 1H, H-1a). 3.74-3.63 (m, 3H, H-3, H-2, H-1b), 3.55 (dd, Jeas = 5.7, Jeb,5 = 4.3 Hz, 2H,
H-6), 3.52-3.45 (m, 1H, H-3), 2.90 (d, Jas= 4.5 Hz, 1H, H-4), 2.09 (s, 1H, OH) ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCls,) 6: 138.3 (C-Ph), 138.1 (C-Ph), 138.0 (C-Ph), 138.0 (C-Ph),
128.6 (C-CH-Ph), 128.5 (C-CH-Ph), 128.5 (C-CH-Ph), 128.2 (C-CH-Ph), 128.1 (C-CH-Ph),
128.0 (C-CH-Ph), 127.9 (C-CH-Ph), 127.9 (C-CH-Ph), 79.6 (C-2), 79.2 (C-3), 77.5 (C-4),
74.6 (C-O-CH2-Ph), 73.6 (C-O-CH>-Ph), 73.4 (C-O-CHz-Ph), 73.2(C-O-CH2-Ph), 77.2 (C-
5), 76.8 (C-6) ppm.

2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina (6)

OBn OBn
BnO —0 BnO NH
BnO 0 > BnO
OBn OBn

A una solucién de cloruro de oxalilo (0.34 mL, 3.93 mmol, 4.27 eq.) en DCM anhidro (2
mL), a -78 °C, se adiciono muy lentamente una disolucién de DMSO (0.35 mL, 9.95 mmol,
10.8 eq.) en DCM (2 mL), la mezcla se mantuvo en agitacion durante 40 minutos,
posteriormente fue adicionado glucitol 4 (0.5 g, 0.92 mmol, 5.3 eq.), la mezcla se mantuvo
en agitacion durante 2 horas a la misma temperatura, transcurrido el tiempo, se adiciono EtsN
(1.39 mL, 9.95 mmol, 10.8 eq.), se mantuvo en agitacion durante 4 horas, in situ se realizé
la aminacion reductiva, para ello, una disolucion de formiato de amonio (581 mg, 9.2 mmol,
10.004 eq.) sulfato de sodio anhidro, (392 mg, 2.76 mmol, 3 eq.) y cianborohidruro de sodio
(2.316 g, 3.68 mmol, 4 eqg.) en MeOH (9 mL), se mantuvo en agitacion en bafio de hielo
durante media hora, y esta se adiciond al crudo de reaccion de la oxidacion de Swern, se
mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante toda la noche. La reaccion
fue detenida con agua, se midio el pH, observando entre 9 y 10, se llevo a sequedad y fue
extraida con DCM vy lavada con salmuera 3x50 mL, la fase orgénica fue secada sobre sulfato
de sodio anhidro y llevada a sequedad en el rotavapor. Columna cromatografica
(ciclohexano: acetato de etilo 85:15), obteniendo 6 como un aceite amarillo (313 mg, 65%).

RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.28-7.08 (m, 20H, H-Ph), 4.89 ( d, Jgem= 10.9 Hz, 1H, H-
O-CHa-Ph), 4.78 (d, Jgem= 7.9 Hz, 1H, H-O-CH,-Ph), 4.75 (d, Jgem= 7.9 Hz, 1H, H-O-CHo-
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Ph) 4.63-4.53 (m, 2H, H-O-CH>-Ph) 4.42-4.31 (m, 3H, H-O-CH>-Ph) 3.58 (dd, Jgem= 9.0,J6a,5
= 2.6 Hz, 1H, H-6a). 3.50-3.36 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 3.27 (dd, Jgem= 12.2, Jie,2= 6.2 Hz,
1H, He-1), 3.15 (dd, Jgem= 12.3, Jebs= 4.7 Hz, 1H, H-6b), 2.63 (ddd, J54= 9.6, J56a = 6.9,
Js 0= 2.6 Hz, 1H, H-5), 2.41 (dd, Jgem= 12.2, J1a,2=10.1 Hz, 1H, Ha-1), 1.91 (simple y ancha,
1H, N-H) ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls)  139.0 (C-Ph), 138.6 (C-Ph), 138.5 (C-Ph), 138.1 (C-Ph),
128.5 (C-CH-Ph), 128.5 (C-CH-Ph), 128.4 (C-CH-Ph), 128.4 (C-CH-Ph), 128.1 (C-CH-Ph),
128.0 (C-CH-Ph), 127.9 (C-CH-Ph), 127.8 (C-CH-Ph), 127.8 (C-CH-Ph), 127.6 (C-CH-Ph),
87.4 (C-3), 80.7 (C-4), 80.1 (C-2), 75.7 (C-O-CHa-Ph), 75.3 (C-O-CHa-Ph), 73.5 (C-O-CHa-
Ph), 72.8 (C-O-CH,-Ph), 70.3 (C-6), 59.8 (C-5), 48.2 (C-1) ppm.

Derivados fenolicos

Formacion de materias primas iniciales

Hidroxitirosol (8)
HO
A una solucion de polvo de extracto de hoja de olivo (14 g), en agua (25 mL), se adiciono
NaOH (1.28 g, 10 eq. con relacion a 40% de contenido de oleuropeina), manteniendo dos
horas a temperatura ambiente, la reaccion fue detenida con HCI, y concentrada a sequedad a
presion reducida, el crudo resultante fue disuelto en MeOH vy filtrado, se concentrd

nuevamente, y fue purificado en columna cromatografica (DCM: MeOH 20:1 — DCM:
MeOH 10:1.5), (1.6 g, cuantitativa).
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Metodologia general para la bencilacion de los hidroxilos fendlicos libres

2-(4’-Benciloxifenil)etanol (11)

/L:::T/A\V/OH
BnO

A una disolucion de tirosol (1.5 g, 10.86 mmol) en DMF (6 mL) fue adicionado K2COg3 (4.5
g, 10.85 mmol, 3 eq.), la mezcla fue agitada durante 30 minutos, a continuacion, se afiade
lentamente BnBr (1.55 mL, 13.03 mmol, 1.2 eq.), a temperatura ambiente durante 4 horas.
La reaccion se paro a continuacion mediante la adicion de agua; el crudo se lavo con salmuera
y se extrajo con AcOEt (3x50 mL); las fases organicas reunidas se secaron sobre Na;SOa, se
filtré y el filtrado se concentr6 a sequedad a presion reducida. Columna cromatografica
(ciclohexano: AcOEt 9:1 — 8:2), obteniendo 11 como un aceite incoloro (2.1636 g, 87 %).

2-(4’-Benciloxi-3’-metoxifenil)etanol (12)
MeO OH
BnOD/\/
Se utiliz6 alcohol homovanilico (0.100 g, 0.59 mmol), en DMF (2 mL). Columna

cromatografica (ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo 9:1), obteniendo 12 (145.7 mg,
95%).

RMN H (300MHz, CDCls) & 7.25 (m, 5H, H-Bn), 6.66 (m, 3H, H-Ar), 5.04 (s, 2H, H-CH,-
Bn), 3.78 (s, 3H, H-O-Me), 3.71 (t, Js.7=6.5 Hz, 2H, H-8), 2.69 (t, J.6=6.5 Hz, 2H, H-7) ppm.

2-(3’,4’-Dibenciloxifenil)etanol (13)
BnO OH
Se utilizd hidroxitirosol (1.5 g, 9.73 mmol), en DMF (8 mL). Columna cromatografica

(ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo 8:2), obteniendo 13 (2.41 g, 74%).
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RMN 'H (300MHz, CDCIs) § 7.40-7.12 (m, 10H, H-Bn), 6.80-6.60 (m, 3H, H-Ar), 5.05 (s,
2H, H-CH2-Bn), 5.03 (s, 2H, H-CH2-Bn), 3.65 (t, Js-7=6.5 Hz, 2H, H-8), 2.64 (t, J7.s=6.5 Hz,
2H, H-7) ppm.

2-(3",4"-Metilendioxifenil)etanol (15)

O OH

SO
A una disolucion enfriada de &cido 2-(3",4"-metilendioxifenil)etanoico, (0.5 g, 5.6 mmol) en
THF (15 mL), fue adicionado cianborohidruro de sodio (0.25 g, 6.6 mmol, 2.36 eq.). A
continuacidn, se afiadio muy lentamente (1 hora) una disolucion de yodo (0.7 g, 2.8 mmol, 1
eq.) en THF (5mL), manteniéndose a reflujo durante 24 horas. La reaccion se paré mediante
la adicion de metanol a la reaccion y se llevé a sequedad mediante presion reducida, al crudo
se le adicionaron 7 mL de NaOH al 5% y se extrajo con diclorometano (3 x 50 mL), la fase
organica se secO sobre Na;SOs y el filtrado fue concentrado a presion reducida, columna

cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 8:2 — 7:3). Se obtuvo 15 en forma de aceite.

(cuantitativa, 450 mg).

Alquilacién de la cadena sobre compuestos fenolicos

Procedimiento general para la sintesis de los compuestos fenélicos

alquilados con cadena de 6
1-Benciloxi-4-{2’-[(6’-bromohexil)oxi]etil}benceno (19)

Br

H o/\/\/\/
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A una solucion de 2-(4-Benciloxifenil)etanol (0.5 g, 2.19 mmol) (o anédlogos del tirosol) en
DMF (5 mL), a la que fue adicionado NaH (0.525 g, 13.14 mmol, 6 eq.) agitada durante
media hora en atmosfera inerte, se adiciono 1,6-dibromohexano (2.68 mL, 17.52 mmol, 8
eq.) manteniéndose en agitacion durante 5 horas, la reaccion fue detenida mediante la adicion
de agua, el crudo se lavo con salmuera y se extrajo con acetato de etilo (3x50 mL), la fase
organica se secO con NaSOsy se concentrd a sequedad, a presion reducida, cromatografia
en columna (ciclohexano: acetato de etilo) (728 mg, 85 %). R¢=0.69 (7:3 ciclohexano: acetate
de etilo).

RMN *H (300MHz, CDCls) § 7.39 (m, 5H, Ar-H Bn), 7.15 (m, 2H, Ar-H), 6.94 (m, 2H, Ar-
H), 5.06 (s, 2H, CH2Ph), 3.61 (t, 2H, J1'>=7.2 Hz, H-2"), 3.45 (t, 2H, J1~ >=6.5 Hz, H-1""),
3.41 (t, 2H, Je~5=6.8 Hz, H-6""), 2.85 (t, 2H, H-1"), 1.87 (m, 2H, H-5""), 1.60 (m, 2H, H-
2°), 1.42 (m, 4H, H-3"", H-4"") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) § 157.3 (C-1), 137.2 (C-1"""), 131.4 (C-4), 129.8 (C-3, C-5),
128.5 (Ar-C Bn), 127.8 (Ar-C Bn), 127.4 (Ar-C Bn), 114.7 (C-2, C-6), 72.0 (C-17"), 70.7
(CH2Ph), 70.0 (C-2), 35.5 (C-1"), 33.8 (C-6""), 32.7 (C-57"), 29.5 (C-4""), 27.9 (C-2""), 25.4
(C-37) ppm.

HRESI-MS: Calc. para C21H27BrNaO> ([M+Na]*) 413.1087, observada: 413.1083.

2-Benciloxi-4-{2’-[(6"’-bromohexil)oxi]etil}-1-metoxibenceno (20)

BnO

2-(4-Benciloxil-3-metoxifenil)etanol (0.566 g, 2.19 mmol) fue utilizado. EI compuesto fue

Br

O/\/\/\/

purificado mediante columna cromatografica (ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo

95:5), obteniendo 20 (692 mg, 75%). R¢=0.67 (7:3 cyclohexane: acetate de etilo).
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RMN *H (300MHz, CDCl3) § 7.22 (m, 5H, Ar-H Bn), 6.62 (m, 3H, H-3, H-5, H-6), 5.00 (s,
2H, CHaPh), 3.76 (s, 3H, OMe), 3.49 (t, 2H, Ji 2=7.1 Hz, H-2"), 3.32 (t, 2H, J1~2-=6.5 Hz,
H-17), 3.27 (t, 2H, Js.-=6.8 Hz, H-6""), 2.71 (t, 2H, H-1"), 1.73 (m, 2H, H-5""), 1.47 (m,
2H, H-2"), 1.28 (m, 4H, H-3"", H-4"") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) § 149.6 (C-2), 146.7 (C-1), 137.5 (Ar-Cipso Bn), 132.5 (C-4),
128.6 (Ar-Cm Bn), 127.8 (Ar-Cp Bn), 127.3 (Ar-Co Bn), 120.9 (C-5), 114.3, 113.0 (C-3, C-
6), 72.0 (C-2°), 71.2 (C-1""), 70.9 (CH2Ph), 56.1 (OMe), 36.0 (C-17), 34.0 (C-6""), 32.8 (C-
57), 29.6, 28.0, 25.5 (C-2"*, C-3’*, C-4"") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C22H29BrNaOs ([M+Na]™) 443.1192, observada: 443.1188.

4-{2’-[(6°"-Bromohexil)oxi]etil}-1,2-(metilendioxi)benceno (21)

Br

] ) /\/\/\/
I
2-(3",4"-metilendioxifenil)etanol (0.264 g, 2.19 mmol) fue utilizado. EI compuesto fue

purificado mediante columna cromatografica (ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo

98:2), obteniendo 21 (721 mg, cuantitativo). Rf =0.64 (7:3 ciclohexano: acetate de etilo).

RMN H (300MHz, CDCls) § 6.62 (m, 3H, H-3, H-5, H-6), 5.84 (s, 2H, OCH:0), 3.49 (t,
2H, J1 2=7.1 Hz, H-2"), 3.37-3.29 (m, 4H, H-1"", H-6""), 2.71 (t, 2H, H-1"), 1.77 (m, 2H, H-
57), 1.50 (m, 2H, H-27"), 1.30 (m, 4H, H-3"", H-4"") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) § 147.6 (C-2), 146.0 (C-1), 133.0 (C-4), 121.8 (C-5), 109.5
(C-3), 108.2 (C-6), 100.9 (OCH,0), 72.0 (C-1"), 70.8 (C-2'), 36.1 (C-1), 33.9 (C-6"), 32.8

(C-57),29.6 (C-47),28.1(C-27"), 25.5 (C-3"") ppm.

HRESI-MS: Calc. para CisH2:BrNaOs ([M+Na]™) 351.0566, observada: 351.0563.
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4-(2-((6-Bromohexil)oxi)etil)-benceno (22)

Br

2-fenil-etanol (0.268 g, 2.19 mmol) fue utilizado. EI compuesto fue purificado mediante

columna cromatogréfica (ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo 98:2), obteniendo 22

(625 mg, cuantitativo). Rf=0.71 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo).

RMN H (300MHz, CDCls) § 7.19 (m, 5H, Ar-H), 3.57 (t, 2H, Ji2>=7.2 Hz, H-2), 3.38 (t,
2H, J172=6.5 Hz, H-1""), 3.32 (t, 2H, J5 ¢+=6.8Hz, H-6""), 2.84 (t, 2H, H-1), 1.79 (m, 2H,
H-5"), 1.53 (m, 2H, H-2""), 1.34 (m, 4H, H-3"", H-4"") ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCIs) & 139.1 (Ar-Cipso), 128.9 (Ar-Cm), 128.3 (Ar-Co), 126.1
(Ar-Cp), 71.8 (C-17"), 70.7 (C-2°), 36.4 (C-1°), 33.8 (C-6"), 32.7 (C-5""), 29.5 (C-4""), 27.9
(C-2""), 25.4 (C-3"") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C14H21BrNaO ([M+Na]*) 307.0668, observada: 307.0668.

4-{2’-[(6°"-Bromohexil)oxi]etil}-1-metoxibenceno (23)

Br

H o/\/\/\/
Mer@/\/

(4-metoxifenil)etanol (0.333 g, 2.19 mmol) fue utilizado. EI compuesto fue purificado
mediante columna cromatografica (hexano — ciclohexano: acetato de etilo 98:2), obteniendo

23 (653 mg, 94%); Rf=0.65 (7:3 cyclohexane: acetate de etilo).

RMN 'H (300MHz, CDCl3) § 7.14 (m, 2H, Ar-Ho), 6.84 (m, 2H, Ar-Hm), 3.77 (s, 3H,
OMe), 3.59 (t, 2H Jr2=7.2 Hz, H-2), 3.43 (t, 2H, J12--6.5 Hz, H-1""), 3.40 (t 2H,
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Js67=6.8Hz, H-6""), 2.83 (t, 2H, H-1"), 1.85 (m, 2H, H-5"), 1.59 (m, 2H, H-2""), 1.41 (m,
4H, H-3"", H-4"") ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCls) § 158.1 (C-4), 131.2 (C-1), 129.8 (C-2, C-6), 113.8 (C-3, C-
5), 72.1 (C-17), 70.8 (C-2'), 55.3 (OMe), 35.5 (C-1°), 33.9 (C-67"), 32.8 (C-5""), 29.6 (C-
47),28.0 (C-2""), 25.4 (C-3"") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C15sH23BrNaO> ([M+Na]*) 337.0774, observada: 337.0773.

5-{2’-[(6°’-Bromohexil)oxi]etil}-1,2-dimetoxibenceno (24)

Br

MeO

2-(3,4-dimetoxifenil)etanol (0.4 g, 2.19 mmol) fue utilizado. ElI compuesto fue purificado
mediante columna cromatografica (ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo 95:5),

obteniendo 24 (552 mg, 73%); R+=0.59 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo).

RMN *H (300MHz, CDClIs) § 6.75 (m, 3H, H-3, H-5, H-6), 3.86 (s, 3H, OMe), 3.84 (s, 3H,
OMe), 3.59 (t, 2H, Jir2=7.2 Hz, H-2"), 3.42 (t, 2H, J1~2=6.5 Hz, H-17"), 3.38 (t, 2H,
Js6°=6.8 Hz, H-6""), 2.81 (t, 2H, J1'2=7.2 Hz, H-1"), 1.84 (m, 2H, H-57"), 1.57 (m, 2H, H-
2"7), 1.39 (m, 4H, H-3"", H-4"") ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCls) 5 148.8, 147.5 (C-1, C-2), 131.8 (C-4), 120.8 (C-5), 112.4 (C-
3), 111.2 (C-6), 72.0 (C-1"), 70.8 (C-2"), 56.0 (OMe), 55.9 (OMe), 36.0 (C-17), 33.9 (C-6""),

32.8 (C-57), 29.6 (C-4""), 28.0 (C-2""), 25.4 (C-3”") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C16H2sBrNaOs ([M+Na]*) 367.0879, observada: 367.0876.
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1,2-Dibenciloxi-4-{2’-[(6’’-bromohexil)oxi]etil}benceno (25)

Br

BnOD/\/
2-(3’,4’-Dibenciloxi)etanol (732 mg, 2.19 mmol) fue utilizado. EI compuesto fue purificado

mediante columna cromatografica (ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo 98:2, 95:5,

9:1, 8:2), obteniendo 25 (135 mg, 12%). R¢=0.68 (7:3 ciclohexano: acetate de etilo).

RMN H (300MHz, CDCls) § 7.36-7.09 (m, 10H, Ar-H Bn), 6.77-6.74 (m, 2H, H-5, H-6),
6.62 (M, 1H, H-3), 5.03 (s, 2H, CH2Ph), 5.01 (s, 2H, CH2Ph), 3.45 (t, 2H, J12=7.2 Hz, H-
2), 3.32-3.24 (m, 4H, H-1"", H-6""), 2.67 (t, 2H, H-1"), 1.72 (m, 2H, H-5""), 1.45 (m, 2H,
H-2"), 1.38-1.15 (m, 4H, H-3", H-4"") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) 5 148.9 (C-2), 147.5 (C-1), 137.6 (C-1""), 137.4 (C-1""),
132.7 (C-4), 128.5 (Ar-C Bn), 127.8 (Ar-C Bn), 127.7 (Ar-C Bn), 127.4 (Ar-C Bn), 127.3
(Ar-C Bn), 121.8 (C-5), 116.2 (C-3), 115.3 (C-6), 71.9 (C-2’), 71.5 (CH2Ph), 71.4 (CH2Ph),
70.8 (C-27), 35.9 (C-1"), 33.9 (C-67"), 32.8 (C-5""), 29.5 (C-4"), 28.0 (C-27), 25.4 (C-3")
ppm.

HRESI-MS: Calc. para C2sH33BrNaOs ([M+Na]™) 519.1505, observada: 519.1501.
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Alquilacién del iminoazucar bencilado
Procedimiento general para la obtencion de derivados fenolicos de

desoxinojirimicina bencilada

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{6’-[(2’’-p-benciloxifenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (26)

OBn

/\/\/\/O
BnO OBn

OBn

A una disolucién de per-O-bencil-1-desoxinojirimicina (6) (0.250 g, 0.48 mmol) en DMF (5
mL) fue adicionado K,COs (0.199 g, 1.44 mmol, 3 eq.), y 1-(benciloxi)-4-{2-[(6-
bromohexil)oxi]etil }benceno (19) (0.466 g, 1.19 mmol, 2.5 eq.) o derivados O-alquilados,
agitada durante 15 horas a 85°C, la reaccion fue detenida mediante la adicion de agua, el
crudo fue lavado con salmuera y extraido con acetato de etilo (3x50 mL), la fase organica
fue secada con NaSO4y evaporada a presion reducida, el residuo fue purificado en columna
cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 85:15). Se obtuvo 26 (180 mg, 45%). R=0.47
(7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]3° +5 (¢ 1.0, CH2Cly).

RMN H (300MHz, CDCI3) & 7.27 (m, 23H, Ar-H Bn), 7.08 (m, 4H, Ar-H), 6.84 (m, 2H,
Ar-H), 4.97 (s, 2H, CH2Ph), 4.82 (m, 3H, CH2Ph), 4.61 (m, 2H, CH2Ph), 4.39 (m, 3H,
CH2Ph), 3.65-3.56 (m, 2H, H-2, H-4), 3.56 (m, 1H, H-6b), 3.55-3.48 (m, 4H, H-6", H-1""),
3.45 (m, 1H, H-6a), 3.38-3.31 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.03 (dd, 1H, J1a1b=11.1 Hz, J1a2 =4.8
Hz, H-1a), 2.77 (t, 2H, J1~ »=7.3 Hz, H-2""), 2.56 (M, 2H, H-1"), 2.26 (t, 1H, J45= J56= 10.8
Hz, H-5), 2.16 (brd, 1H, Jia,10= 9.4 Hz, H-1Db), 1.47 (m, 2H, H-5"), 1.20 (m, 6H, H-2", H-3",
H-4") ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCl3) § 157.4 (C-4"""), 139.2 (Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso Bn),
138.7 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 137.3 (Ar-Cipso Bn), 131.5 (C-1"""), 129.9 (C-2""",
C-6"""), 128.7 (Ar-C Bn), 128.5 (Ar-C Bn), 128.5 (Ar-C Bn), 128.4 (Ar-C Bn), 128.4 (Ar-C
Bn), 128.0 (Ar-C Bn), 128.0 (Ar-C Bn), 128.0 (Ar-C Bn), 127.7 (Ar-C Bn), 127.6 (Ar-C Bn),
127.5 (Ar-C Bn), 127.5 (Ar-C Bn), 114.9 (C-3""", C-5"""), 87.5 (C-3), 78.7 (C-4), 78.7 (C-
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2), 75.4 (CHzPh), 75.3 (CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 72.8 (CH2Ph), 72.2 (C-6"), 71.0 (C-1"), 70.1
(CH2Ph), 65.4 (C-6), 63.8 (C-5), 54.6 (C-1), 52.5 (C-1°), 35.6 (C-2""), 29.8 (C-5), 27.5 (C-
2°), 26.2 (C-3°), 23.7 (C-4) ppm.

HRESI-MS: Calc. para CssHesNOg ([M+H]") 834.4728, observada: 834.4720.

2,3,4,6-Tetra-O-bencil- N-{6-[(2’’-(4"""-benciloxi-3’’’-metoxi)fenil)etoxi]hexil}-1-

desoxinojirimicina (27)

OBn

/\/\/\/o OMe
BHO& \/\@
BnO OBn

OBn

Se usO 1-(benciloxi)-4-{2-[(6-bromohexil)oxi]etil}-2-metoxibenceno (20) (503 mg, 1.19
mmol). Columna cromatografica (hexano: acetato de etilo 9:1), obteniendo 27 (278 mg,
67%). Ri=0.51 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]3°~2 (c 0.77, CH2Cl.).

RMN H (300MHz, CDCls) § 7.23 (m, 25H, Ar-H Bn), 6.69 (m, 3H, H-2""", H-5""", H-6"""),
5.05 (s, 2H, CH2Ph), 4.83 (m, 3H, CH2Ph), 4.61 (m, 2H, CH2Ph), 4.40 (m, 3H, CH2Ph), 3.81
(s, 3H, OMe), 3.65-3.57 (m, 2H, H-2, H-4), 3.56-3.46 (m, 4H, H-6", H-1""), 3.42 (m, 1H, H-
6a), 3.39-3.31 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.04 (dd, 1H, J1a1p=11.1 Hz, J12,=4.8 Hz, H-1a), 2.77 (t,
2H, J12=7.2 Hz, H-2""), 2.55 (m, 2H, H-1"), 2.23 (brd, 1H, Jia1= 9.6 Hz, H-1b), 2.17 (t,
1H, J45=10.7 Hz, H-5), 1.48 (m, 2H, H-5), 1.33-1.02 (m, 6H, H-2", H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) & 149.6 (C-3"""), 146.7 (C-4"""), 139.1 (Ar-Cipso Bn), 138.7
(Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 137.5 (Ar-Cipso Bn), 132.4 (C-1"7"),
128.6 (Ar-C), 128.5 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 127.9
(Ar-C), 127.8 (Ar-C), 127.7 (Ar-C), 127.6 (Ar-C), 127.5 (Ar-C), 127.3 (Ar-C), 120.8 (C-
6), 114.3 (C-577"), 113.0 (C-2"""), 87.5 (C-3), 78.7 (C-4), 78.6 (C-2), 75.4 (CH2Ph), 75.2
(CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 72.8 (CH2Ph), 72.1 (C-67), 71.3 (C-17"), 71.1 (CH2Ph), 65.4 (C-6),
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63.8 (C-5), 56.1 (OMe), 54.6 (C-1), 52.4 (C-1"), 36.1 (C-2""), 29.8 (C-5"), 27.5 (C-2"), 26.2
(C-37), 23.7 (C-4") ppm.

HRESI-MS: Calc. para CssHesNO7 ([M+H]") 864.4834, observada: 864.4826.

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{6’-[(2"’-(3""’,4”""-metilendioxi)fenil)etoxi]hexil}-1-
desoxinojirimicina (28)

OBn

/\/\/\/O
BnO N o
BnO

OBn

Se usd 5-{2-[(6-bromohexil)oxi]etil}benzo[d][1,3]dioxol (21) (390 mg, 1.19 mmol).
Columna cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 9:1 — 85:15), obteniendo 28 (184

mg, 50%). Rr=0.54 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]3® +3 (¢ 1.36, CHzCl.).

RMN H (300MHz, CDCls) & 7.16 (m, 18H, Ar-H Bn), 6.61 (m, 5H, Ar-H Bn, H-2""", H-
5" H-6"""), 5.80 (s, 2H, OCH20), 4.82 (M, 3H, CH2Ph), 4.59 (m, 2H, CHzPh), 4.37 (m, 3H,
CH,Ph), 3.63-3.53 (m, 2H, H-2, H-4), 3.53-3.41 (m, 4H, H-6", H-1""), 3.38 (m, 1H, H-6a),
3.35-3.28 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.03 (dd, 1H, J1a15=11.1 Hz, Jia»=4.8 Hz, H-1a), 2.71 (t, 2H,
Jim 2 =7.1 Hz, H-2), 2.52 (m, 2H, H-1"), 2.22 (brd, 1H, J1a10= 9.3 Hz, H-1b), 2.14 (t, 1H,
J45=10.8 Hz, H-5), 1.44 (m, 2H, H-5"), 1.34-1.00 (m, 6H, H-2, H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) § 147.6 (C-4"""), 146.0 (C-3"""), 139.1 (Ar-Cipso Bn), 138.7
(Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 133.0 (C-1""), 128.5 (Ar-C), 128.4
(Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 127.7 (Ar-C), 127.6 (Ar-
C), 127.5 (Ar-C), 121.7 (C-6"""), 109.4 (C-5"""), 108.2 (C-2"""), 100.8 (OCH,0), 87.5 (C-3),
78.7 (C-4), 78.6 (C-2), 75.4 (CH2Ph), 75.2 (CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 72.8 (CH2Ph), 72.0 (C-
6), 71.0 (C-1"), 65.4 (C-6), 63.8 (C-5), 54.5 (C-1), 52.4 (C-1°), 36.1 (C-2"), 29.8 (C-5"),
27.4 (C-2'), 26.2 (C-3), 23.7 (C-4") ppm.
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HRESI-MS: Calc. para C49HssNO7 ([M+H]") 772.4208, observada: 772.4199.
2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{6"-[(2’’-fenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (29)

OBn

/\/\/\/O
BnO N
BnO

OBn

Se usé {2-[(6-bromohexil)oxi]etil}benceno (22) (339 mg, 1.19 mmol). Columna
cromatografica (hexano: acetato de etilo 9:1 — 85:15), obteniendo 29 (195 mg, 56%). Rt
=0.60 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]Z> +5 (¢ 1.16, CH2Cl.).

RMN 'H (300MHz, CDCls) § 7.33-7.09 (m, 25H, Ar-H), 4.86 (m, 3H, CH2Ph), 4.65 (m,
2H, CH2Ph), 4.43 (m, 3H, CH2Ph), 3.69-3.61 (m, 2H, H-2, H-4), 3.61-3.47 (m, 4H, H-6",
H-17), 3.44 (m, 1H, H-6a), 3.41-3.35 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.06 (dd, 1H, J1a1b=11.1 Hz,
J1a2=4.9 Hz, H-1a), 2.87 (t, 2H, J1~2-=7.3 Hz, H-2""), 2.59 (m, 2H, H-1"), 2.26 (brd, 1H,
Jia10 = 9.5 Hz, H-1Db), 2.20 (t, 1H, J45= Js= 10.8 Hz, H-5), 1.52 (m, 2H, H-5"), 1.36-1.05
(m, 6H, H-2", H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCl3) & 139.2 (C-1"""), 138.7 (Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso Bn),
137.9 (Ar-Cipso Bn), 129.0 (x5) (Ar-C), 128.5 (Ar-C Bn), 128.5 (Ar-C Bn), 128.4 (Ar-C Bn),
128.4 (Ar-C Bn), 128.0 (Ar-C Bn), 128.0 (Ar-C Bn), 127.7 (Ar-C Bn), 127.6 (Ar-C Bn),
127.5 (Ar-C Bn), 126.2 (Ar-C Bn), 87.5 (C-3), 78.7 (C-4), 78.7 (C-2), 75.4 (CH2Ph), 75.3
(CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 72.8 (CH2Ph), 71.9 (C-67), 71.0 (C-17"), 65.4 (C-6), 63.8 (C-5), 54.6
(C-1),52.4 (C-1),36.5 (C-27"), 29.8 (C-5"), 27.5 (C-27), 26.2 (C-37), 23.7 (C-4") ppm.

HRESI-MS: Calc. para CsgHssNOs ([M+H]") 728.4310, observada: 728.4299.
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2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{6’-[(2’’-p-metoxifenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (30)

OBn

BnO OMe

OBn

Se us6 1-{2-[(6-bromohexil)oxi]etil}-4-metoxibenceno (23) (394 mg, 1.19 mmol). Columna
cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 9:1 — 95.15), obteniendo 30 (167 mg, 46%).
R¢=0.53 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]%> +8 (¢ 1.07, CHCL.).

RMN H (300MHz, CDCls) § 7.22 (m, 18H, Ar-H Bn), 7.08 (m, 4H, Ar-H), 6.77 (m, 2H,
Ar-H), 4.85 (m, 3H, CHPh), 4.61 (m, 2H, CH,Ph), 4.39 (m, 3H, CH,Ph), 3.70 (s, 3H, OMe),
3.65-3.57 (m, 2H, H-2, H-3), 3.56-3.48 (m, 4H, H-6", H-1""), 3.43 (M, 1H, H-6a), 3.38-3.30
(m, 2H, H-4, H-6b), 3.03 (dd, 1H, J1a15=11.1 Hz, J142=4.8 Hz, H-1a), 2.70 (t, 2H, J1~ 2-=7.3
Hz, H-2"), 2.56 (M, 2H, H-1"), 2.24 (brd, 1H, J1a15= 9.5 Hz, H-1b), 2.17 (t, 1H, J45= Js6=
10.8 Hz, H-5), 1.48 (m, 2H, H-5"), 1.41-1.03 (m, 6H, H-2", H-3", H-4") ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCl3) § 158.1 (C-4"""), 139.1 (Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso Bn),
138.7 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 131.2 (C-1"7"), 129.9 (C-2""", C-6"""), 128.5 (Ar-C
Bn), 128.4 (Ar-C Bn), 128.4 (Ar-C Bn), 128.4 (Ar-C Bn), 127.9 (Ar-C Bn), 127.9 (Ar-C Bn),
127.7 (Ar-C Bn), 127.6 (Ar-C Bn), 127.5 (Ar-C Bn), 113.8 (C-3""", C-5"""), 87.5 (C-3), 78.7
(C-4), 78.6 (C-2), 75.4 (CH2Ph), 75.2 (CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 72.8 (CH2Ph), 72.2 (C-6),
71.0 (C-17), 65.4 (C-6), 63.8 (C-5), 55.3 (OMe), 54.5 (C-1), 52.4 (C-17), 35.5 (C-27"), 29.8
(C-57), 27.4 (C-27), 26.2 (C-3"), 23.7 (C-4") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C49HsoNOe ([M+H]") 758.4415, observada: 758.4406.
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2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{6’-[(2°’-(3""",4’"’-dimetoxi)fenil)etoxi]hexil}-1-

desoxinojirimicina (31)

OBn

/\/\/\/O OMe
Bno& V\@
BnO OMe

OBn

Se usO 4-{2-[(6-bromohexil)oxi]etil}-1,2-dimetoxibenceno (24) (0.411 g, 1.19 mmol).
Columna cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 9:1 — 95.15), obteniendo 31 (257

mg, 68%). Rr=0.31 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]3® +5 (¢ 1.04, CHzCL.).

RMN 'H (300MHz, CDCls) & 7.18 (m, 21H, Ar-H), 6.71 (m, 2H, Ar-H), 4.83 (m, 3H, H-
CH3Ph), 4.61 (m, 2H, H-CH,Ph), 4.39 (m, 3H, H-CH2Ph), 3.80 (s, 3H, H-OMe), 3.78 (s, 3H,
H-OMe), 3.66-3.58 (m, 2H, H-2, H-4), 3.58-3.45 (m, 4H, H-6", H-1""), 3.40 (m, 1H, H-6a),
3.38-3.32 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.03 (dd, 1H, J1a15=11.1 Hz, J122=4.8 Hz, H-1a), 2.78 (t, 2H,
J2=7.3 Hz, H-2""), 2.55 (m, 2H, H-1"), 2.23 (brd, 1H, Jia1o= 9.3 Hz, H-1b), 2.17 (t, 1H,
J45=10.8 Hz, H-5), 1.50 (m, 2H, H-5"), 1.22 (m, 6H, H-2", H-3, H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) 5 148.8 (C-4"""), 147.5 (C-3""), 139.1 (Ar-Cipso Bn), 138.6
(Ar-Cipso Bn), 138.6 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 131.8 (C-1"""), 128.5 (Ar-C), 128.4
(Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.3 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 127.7 (Ar-C), 127.6 (Ar-
C), 127.5 (Ar-C), 120.8 (C-6""), 112.3 (C-2"""), 111.3 (C-5"""), 87.4 (C-3), 78.7 (C-4), 78.6
(C-2), 75.3 (CH2Ph), 75.2 (CH2Ph), 73.5 (CH2Ph), 72.8 (C-6"), 72.1 (C-1""), 71.0 (CH2Ph),
65.4 (C-6), 63.8 (C-5), 56.0 (C-O-Me), 55.9 (C-O-Me), 54.5 (C-1), 52.4 (C-1"), 36.0 (C-2""),
29.8 (C-5), 27.4 (C-2), 26.2 (C-3"), 23.7 (C-4") ppm.

HRESI-MS: Calc. para CsoHs2NO7 ([M+H]") 788.4521, observada: 788.4514.
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2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{6’-[(2’’-(3""",4’"’-dibenciloxi)fenil)etoxi]hexil}-1-

desoxinojirimicina (32)

OBn

/\/\/\/O OBn
Bno& X
BnO OBn

OBn

Se usé 25 (592 mg, 1.19 mmol). Columna cromatografica (hexano: acetato de etilo 9:1 —
85:15), obteniendo 32 (226 mg, 50%). R¢=0.50 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]3® +4
(c 0.96, CH2Clp).

RMN H (300MHz, CDCIs) 6 7.23 (m, 30H, Ar-H Bn), 6.76 (m, 2H, H-5""", H-6"""), 6.66
(m, 1H, H-2"""), 5.05 (s, 2H, CH2Ph), 5.03 (s, 2H, CH2Ph) 4.81 (m, 3H, CH2Ph), 4.57 (m,
2H, CH2Ph), 4.35 (m, 3H, CH2Ph), 3.61-3.53 (m, 2H, H-2, H-4), 3.51-3.42 (m, 4H, H-6",
H-17), 3.37 (m, 1H, H-6a), 3.34-3.28 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.00 (dd, 1H, J1a1p=11.1 Hz,
J1a2=4.8 Hz, H-1a), 2.70 (t, 2H, J1~2-=7.3 Hz, H-2""), 2.53 (m, 2H, H-1"), 2.20 (brd, 1H,
J1ap= 9.5 Hz, H-1b), 2.12 (t, 1H, J45=10.8 Hz, H-5), 1.45 (m, 2H, H-57), 1.17 (m, 6H, H-2,
H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) & 149.0 (C-4"""), 147.6 (C-3"""), 139.1 (Ar-Cipso Bn), 138.7
(Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 137.6 (Ar-Cipso Bn), 137.5 (Ar-Cipso
Bn), 132.7 (C-1"""), 128.5 (Ar-C Bn), 128.5 (Ar-C Bn), 128.4 (Ar-C Bn), 128.4 (Ar-C Bn),
128.0 (Ar-C Bn), 127.9 (Ar-C Bn), 127.9 (Ar-C Bn), 127.8 (Ar-C Bn), 127.7 (Ar-C Bn),
127.6 (Ar-C Bn), 127.5 (Ar-C Bn), 127.5 (Ar-C Bn), 127.4 (Ar-C Bn), 121.8 (C-6"""), 116.2
(C-277),115.4(C-5"""), 87.5(C-3), 78.7 (C-4), 78.7 (C-2), 75.4 (CH2Ph), 75.3 (CH2Ph), 73.5
(CH2Ph), 72.8 (CH2Ph), 72.0 (C-67), 71.6 (CH2Ph), 71.5 (CH2Ph), 71.1 (C-17"), 65.4 (C-6),
63.8 (C-5), 54.6 (C-1), 52.4 (C-17), 36.0 (C-27"), 29.8 (C-5"), 27.5 (C-27), 26.2 (C-3), 23.7
(C-4") ppm.

HRSESI-MS: Calc. para Ce2H70NO7 [M+H]* 940.5147, observada: 940.5138.
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Desproteccion de grupos hidroxilo

Metodologia general para la desproteccion de los hidroxilos bencilados
N-{6’-[(2’’-p-Hidroxifenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (33)

OH

/\/\/\/O
HO OH

OH

A una disolucién del producto bencilado (26) (167 mg, 0.20 mmol) en una mezcla DCM:
MeOH 1:1 (6 mL), fue adicionado acido acético (0.4 mL) bajo atmosfera de nitrégeno,
posteriormente se adiciono Pd(OH)./C, (150 mg, 0.859 mmol, 4.36 eq.) purgando
nuevamente con nitrégeno, a continuacion, se purgo con Hz dejando la reaccion con un flujo
de H2 durante 24 horas. La reaccion fue detenida mediante filtracion sobre celita con MeOH
y evaporada a presion reducida. Columna cromatografica (CH2Cl2: MeOH: EtsN,
190:10:1—140:60:1), obteniendo 33 como un aceite incoloro. (cuantitativo, 77 mg). R¢=0.42
(5:2 CH2Cl>-MeOH); [a]3°—6 (¢ 1.27, MeOH).

RMN H (300 MHz, CDsOD) § 7.03 (m, 2H, Ar-Ho), 6.70 (m, 1H, Ar-Hm), 3.90 (m, 2H,
H-6a, H-6b), 3.57 (t, 1H, Ji12»= 7.0 Hz, H-1""), 3.59-3.51 (m, 1H, H-2), 3.43 (t 1H, Js' =
6.3 Hz, H-6"), 3.46-3.41 (m, 1H, H-4), 3.21 (t, 1H, J23= J34= 9.1 Hz, H-3), 3.12 (dd, 1H,
J1a2= 5.0 Hz, Jia16= 11.3 Hz, H-1a), 2.99-2.89 (m, 1H, H-1’a), 2.74 (t, 1H, H-2""), 2.82-2.69
(m, 1H, H-1°b), 2.45-2.37 (m, 2H, H-1b, H-5), 1.60-1.43 (m, 4H, H-4’, H-5"), 1.41-1.27 (m,
4H, H-2’, H-3’) ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDsOD) 5 156.9 (C-4"""), 131.3 (C-1""), 131.0 (C-2""", C-6""), 116.2
(C-3"",C-5""), 80.3 (C-3), 73.4 (C-6), 71.9 (C-17"), 71.6 (C-4), 70.4 (C-2), 67.5 (C-5), 58.9
(C-6), 57.3 (C-1), 53.8 (C-1"), 36.5 (C-2""), 30.7 (C-5'), 28.4 (C-2), 27.2 (C-4'), 25.2 (C-3")
ppm.

HRESI-MS: Calc. para C2oHzsNOs ([M+H]") 384.2381, observada: 384.2386.
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N-{6’-[(2°’-(4’"’-Hidroxi-3’"’-metoxi)fenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (34)

OH

/\/\/\/O OMe
HO& \/\@
HO OH

OH

Compuesto bencilado (27) (173 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 34 (75 mg,
91%). Rr=0.56 (5:2 CH,Cl,-MeOH); [a]3>-9 (¢ 0.87, MeOH).

RMN H (300 MHz, CDsOD) 5 6.80 (d, 1H, J2~ 6= 1.6 Hz, H-2""), 6.71 (d, 1H, Js» 5=
8.0 Hz, H-5""), 6.64 (dd, 1H, H-6"""), 3.86 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.83 (s, 3H, H-OMe), 3.60
(t, 2H, Ji 2= 6.9 Hz, H-1"), 3.50 (m, 1H, H-2), 3.44 (t, 2H, Js 6= 6.4 Hz, H-6"), 3.38 (m,
1H, H-4), 3.16 (t, 1H, J2.5= Js4= 9.2 Hz, H-3), 3.03 (dd, 1H, J1a2= 4.8 Hz, J1a.10= 11.2 Hz, H-
1a), 2.84 (m, 1H, H-1"a), 2.76 (t, 2H, H-2"), 2.61 (M, 1H, H-1’b), 2.25 (t, 1H, Ji2= 10.9 Hz,
H-1b), 2.20 (dt. 1H, Jas= 8.4 Hz, Js.60= Js6b= 2.6 Hz, H-5), 1.60-1.44 (m, 4H, H-4", H-5),
1.40-1.31 (m, 4H, H-2’, H-3") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CD3sOD) § 148.7 (C-3"""), 145.8 (C-4"""), 132.0 (C-1""), 122.3 (C-
6), 116.1 (C-5""), 113.7 (C-2""), 80.4 (C-3), 73.2 (C-6), 71.8 (C-1""), 70.5 (C-4), 67.3
(C-2), 60.1 (C-5), 59.1 (C-6), 57.5 (C-1), 56.4 (C-OMe), 53.7 (C-1'), 36.8 (C-2""), 30.6 (C-
5), 28.3 (C-2°), 27.2 (C-4), 25.1 (C-3) ppm.

HRESI-MS: Calc. para C21H3sNO7 ([M+H]") 414.2486, observada: 414.2491.

N-{6’-[2"-(3""",4""’-Metilendioxifenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina

(35)
OH
0
HO NE P P \/\©:0>
HO o
OH
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Compuesto bencilado 28 (154 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 35 (38 mg,
46%). R¢=0.70 (5:2 CH,Cl>-MeOH); [a]3°-8 (¢ 1.74, MeOH).

RMN *H (300 MHz, (CDs)2CO) 5 6.78 (d, 1H, Jz» 3= 1.2 Hz, H-2""), 6.72 (d, 1H, J5 =
7.8 Hz, H-5""), 6.69 (dd, 1H, H-6"""), 5.93 (s, 2H, OCH,0), 3.91 (m, 6H, 40H, H-6a, H-
6b), 3.54 (t, 2H, 3.54 (t, 2H, J1 2= 6.9 Hz, H-1"), 3.40 (t, 2H, Js &= 6.4 Hz, H-6"), 3.56—
3.37 (m, 2H, H-2, H-4), 3.19 (m, 1H, H-3), 3.02 (m, 1H, H-1a), 2.85-273 (m, 1H, H-1’a),
2.75 (m, 2H, H-27), 2.48 (m, 1H, H-1’b), 2.19-2.13 (m, 2H, H-1b, H-5), 1.58-1.40 (m, 4H,
H-3’, H-5), 1.40-1.12 (m, 4H, H-2’, H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, (CD3)2CO) & 148.4 (C-4"""), 146.7 (C-3"""), 134.2 (C-1""), 122.6 (C-
67), 110.1 (C-2""), 108.7 (C-5"""), 101.6 (OCH;0), 80.4 (C-3), 72.4 (C-6"), 71.9 (C-1"),
71.2 (C-4), 70.4 (C-2), 67.0 (C-5), 59.3 (C-6), 57.4 (C-1), 53.2 (C-1"), 36.6 (C-2""), 30.5 (C-
5), 28.0 (C-2'), 26.9 (C-4), 25.6 (C-3) ppm.

HRESI-MS: Calc. para C21H3NO7 ([M+H]") 412.2330, observada: 412.2336.

N-{6°-[2"’-feniletoxi]hexil}-1-desoxinojirimicna (36)

OH

e S
HO N
HO

OH

Compuesto bencilado 29 (146 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 36 (46 mg,
62%). Rr=0.43 (5:2 CH2Cl,—~MeOH); [a]3® —7 (c 0.98, MeOH).

RMN 'H (300 MHz, CDsOD) § 7.29-7.15 (m, 5H, Ar-H), 3.87 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.63
(t, 2H, Ji27= 6.9 Hz, H-17), 3.50 (M, 1H, H-2), 3.44 (t, 2H, Js5'= 6.4 Hz, H-6"), 3.36 (t,
1H, J3.4= Ja5= 9.2 Hz, H-4), 3.17 (t, 1H, J2.3= 9.0 Hz, H-3), 3.04 (dd, 1H, J1a2= 4.7 Hz, J1a16=
11.3 Hz, H-1a), 2.82 (t, 1H, H-2""), 2.89-2.79 (m, 1H, H-1"a), 2.63 (m, 1H, H-1’b), 2.26 (t,
Jib2=10.7 Hz, H-1b), 2.22 (td, 1H, Js6a= Js60= 2.5 Hz, H-5), 1.60-1.26 (m, 8H, H-2’~H-5)
ppm.
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RMN 13C (75.5 MHz, CDsOD) § 139.1 (C-1"""), 128.5 (C-2""", C-6"""), 127.9 (C-3""", C-
577), 125.8 (C-4"""), 78.8 (C-3), 71.4 (C-6"), 70.4 (C-1"), 70.1 (C-4), 68.8 (C-2), 66.0 (C-
5), 58.7 (C-6), 57.4 (C-1), 52.4 (C-1"), 35.8 (C-2"), 29.2 (C-5), 26.8 (C-2"), 25.7 (C-4"),
23.6 (C-37) ppm.

HRESI-MS: Calc. para CHzsNOs ([M+H]") 368.2431, observada: 368.2436.

N-{6°-[2""-p-Metoxifeniletoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (37)

Compuesto bencilado 30 (152 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 37 (50 mg,
63%). Rf=0.59 (5:2 CH2Cl-MeOH); [a]3° —8 (c 1.07, CH,Cly).

RMN H (300 MHz, (CD3)2CO) & 7.15 (m, 2H, Ar-Ho), 6.83 (m, 2H, Ar-Hm), 4.18 (m, 6H,
50H, H-6a), 3.87 (m, 1H, H-6b), 3.74 (2, 3H, H-O-Me), 3.67-3.58 (m, 1H, H-2), 3.53 (t, 1H,
Jiv2»= 7.1 Hz, H-1""), 3.40 (t, 1H, Js' 6= 6.4 Hz, H-6"), 3.56-3.52 (m, 1H, H-4), 3.27-3.22
(m, 1H, H-3), 3.06 (m, 1H, H-1a), 2.87-2.83 (m, 1H, H-1’a), 2.76 (t, 2H, H-2""), 2.58 (m,
1H, H-1’b), 2.25 (m, 2H, H-1b, H-5), 1.58-1.44 (m, 4H, H-4, H-5), 1.42-1.23 (m, 4H, H-
2’, H-3%) ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, (CD3)2CO) & 158.2 (C-4""), 131.3 (C-1""), 129.8 (C-2""", C-6""),
113.6 (C-3"", C-57"), 79.4 (C-3), 71.7 (C-6"), 70.8 (C-1""), 70.4 (C-4), 69.4 (C-2), 66.1 (C-
5), 58.5 (C-6), 56.4 (C-1), 54.6 (C-O-Me), 52.4 (C-1"), 35.2 (C-2""), 29.6 (C-5'), 27.2 (C-
2°), 26.0 (C-4'), 24.5 (C-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C21H3sNOs ([M+H]") 398.2537, observada: 398.2529.
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N-{6’-[2"-(3""",4""’-Dimetoxifenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (38)

OH

/\/\/\/O OMe
HO& \/\@
HO OMe

OH

Compuesto bencilado 31 (158 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 38 (72 mg,
849%). R¢=0.59 (5:2 CH,Cl,-MeOH); [a]4°-5 (¢ 1.10, MeOH).

RMN H (300 MHz, (CD3)2C0) 5 6.87 (d, 1H, Jz = 1.6 Hz, H-2""), 6.83 (d, 1H, J5g=
8.2 Hz, H-5""), 6.75 (dd, 1H, H-6"""), 3.85 (m, 6H, 50H, H-6a, H-6b), 3.78 (s, 3H, OMe),
3.76 (5, 3H, OMe), 3.56 (t, 1H, J1-2»= 7.0 Hz, H-1’"), 3.58-3.52 (m, 2H, H-2, H-4), 3.40 (m,
2H, Js = 6.2 Hz, H-6"), 3.24 (m, 1H, H-3), 3.08 (m, 1H, H-1a), 2.87 (m, 1H, H-1a), 2.76
(t, 2H, H-2"), 2.55 (m, 1H, H-1’b), 2.25 (m, 2H, H-1b, H-5), 1.58-1.47 (m, 4H, H-4’, H-5),
1.42-1.28 (m, 4H, H-2’, H-3) ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, (CD3)2CO) & 149.3 (C-4"""), 147.9 (C-3"""), 132.1 (C-1""), 120.8 (C-
6), 113.1 (C-2""), 112.0 (C-5""), 79.3 (C-3), 71.7 (C-6"), 70.8 (C-1""), 70.4 (C-4), 69.3
(C-2), 66.2 (C-5), 58.5 (C-6), 58.1 (C-1), 55.3 (OMe), 55.2 (OMe), 52.4 (C-1"), 35.7 (C-2),
29.7 (C-5°), 27.1 (C-27), 26.0 (C-4’), 24.6 (C-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C22H3zsNO7 ([M+H]") 428.2643, observada: 428.2649.
N-{6’-[2°"-(3""",4’"’-Dihidroxifenil)etoxi]hexil}-1-desoxinojirimicina (39)
o e N OH
HO OH
OH

Compuesto bencilado 32 (180 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 39 (41 mg,
51%). R¢=0.30 (3:2 Et;O-MeOH); [a]3® —5 (c 0.94, CH,Cly).
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RMN *H (300 MHz, CD30D) 6 6.68 (brd, 1H, H-5"""), 6.67 (brd, H-2"""), 6.53 (dd, 1H, Js 6=
8.0 Hz, J26= 2.1 Hz, H-6"""), 3.94 (dd, 1H, Js6.= 2.6 Hz, Jeasb= 12.3 Hz, H-6a), 3.87 (dd,
1H, Js b= 2.7 Hz, H-6b), 3.57 (t, 2H, Ju = 7.0 Hz, H-1°"), 3.63-3.52 (m, 1H, H-2), 3.45 (t,
1H, J34= Jas5= 9.3 Hz, H-4), 3.43 (t, 2H, Js' = 6.3 Hz, H-6"), 3.25-3.13 (m , 2H, H-3, H-1a),
3.04-2.91 (m, 1H, H-1"a), 2.81-2.73 (m, 1H, H-1’b), 2.69 (t, 2H, H-2""), 2.45 (t, 1H, Jip2=
Jia1b= 11.1 Hz, H-1b), 2.45 (dt, 1H, H-5), 1.58-1.51 (m, 4H, H-4", H-5"), 1.38-1.28 (m, 4H,
H-2’, H-3”) ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CD3OD) & 146.2 (C-3"""), 144.6 (C-4"""), 132.2 (C-1""), 121.3 (C-
67), 117.3 (C-2""), 116.4 (C-5""), 78.9 (C-3), 73.2 (C-6), 71.7 (C-1"), 69.9 (C-4), 68.7
(C-2), 67.5 (C-5), 56.5 (C-6), 55.7 (C-1), 54.1 (C-1'), 36.7 (C-2"), 30.5 (C-5"), 27.7 (C-2"),
27.0 (C-4'), 24.6 (C-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para CHzsNO7 ([M+H]") 400.2330, observada: 400.2335.

Sintesis de derivados fendlicos con espaciador de 5 atomos de carbono
Alquilacién de la cadena con derivados fendlicos
Metodologia general para la formacion de derivados fendélicos alquilados

con cadena de 5

2-[(5-bromopentil)oxi]etilbenceno (40)

©/\/O\/\/\/Br

2-feniletanol (270 mg, 2.19 mmol) fue utilizado. Columna cromatografica (ciclohexano —
ciclohexano: acetato de etilo 98:2), obteniendo 40 (482 mg, 81%). R¢=0.78 (7:3 ciclohexano:

acetato de etilo).
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RMN 'H (300MHz, CDCls) § 7.28-7.01 (m, 5H, H-Ar), 3.55 (t, J».1=7.2 Hz, 2H, H-2"),
3.36 (t, J1-2-=6.3 Hz, 2H, H-1""), 3.31 (t, Js~-5-=6.8 Hz, 2H, H-6"), 2.80 (t, J1-2=7.2 Hz,
2H, H-1"), 1.78 (m, 2H, H-5""), 1.52 (m, 2H, H-2""), 1.45-1.33 (m, 4H, H-3"", H-4"") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) § 139.2 (C-1), 129.0 (C-2, C-6), 128.4 (C-3, C-5), 126.3 (C-
4),71.9 (C-17), 70.7 (C-2°), 36.5 (C-1), 33.9 (C-5""), 32.7 (C-4""), 28.9 (C-2"), 25.0 (C-3"")
ppm.

HRESI-MS: Calc. para C13H19BrNaO ([M+Na]*) 293.0511, observada: 293.0514.

1-{2-[5-bromopentiloxi]etil}-4-metoxibenceno (41)

/@/\/O\/\/\/ Br
MeO

A una solucién de 2-metoxi-feniletanol (333 mg, 2.19 mmol) en DMF (5 mL), fue
adicionado, hidruro de sodio al 60% (525 mg, 13.14 mmol, 6 eg.), en agitacion contante bajo
argon, durante 30 minutos, a la mezcla fue adicionado 1,5-dibromopentano (2.38 mL, 17.52
mmol, 8 eq.) y se dejé en agitacion contante a temperatura ambiente durante 4 horas, fue
detenida con agua, la fase organica se lavo con salmuera, y la fase acuosa fue extraida con
acetato de etilo (3x50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y
llevada a sequedad, columna cromatogréfica (hexano: acetato de etilo 98:2). Dando el
producto 41 (544 mg, 82.5 %). Rf=0.80 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo).

RMN H (300MHz, CDCls) § 7.05 (m, 2H, H-Ar), 6.74 (m, 2H, H-Ar), 3.70 (s, 3H, H-CH3-
0), 3.51 (t, Jy.1'=7.2 Hz, 2H, H-2"), 3.39-3.28 (M, 4H, H-1", H-5"), 2.74 (t, J12=7.2 Hz,

2H, H-17), 1.78 (m, 2H, H-2""), 1.45 (m, 4H, H-3"", H-4"") ppm.

HRESI-MS: Calc. para Ci14H2:BrNaO, ([M+Na]™) 323.0617, observada: 323.0618.
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1,2-dibenciloxi-4-[2’-(5"’-bromopentiloxi)etil]benceno (42)
BnO O\/\/\/ Br
Hidroxitirosol bencilado (13) (740 mg, 2.19 mmol) fue utilizado. Columna cromatogréafica

(ciclohexano — ciclohexano: acetato de etilo 98:2), obteniendo 42 (970 mg, 91%); R=0.69

(7:3 ciclohexano: acetato de etilo).

RMN !H (300MHz, CDCls) § 7.41-7.13 (m, 10H, H-Bn), 6.77 (m, 2H, H-Ar), 6.65 (m, 1H,
H-Ar), 5.06 (s, 2H, H-CH2>-Bn), 5.04 (s, 2H, H-CH>-Bn), 3.47 (t, J>.1'=7.1 Hz, 2H, H-2"),
3.34-3.28 (m, 4H, H-1"", H-57"), 2.70 (t, J1->=7.1 Hz, 2H, H-1"), 1.77 (m, 2H, H-2""), 1.55-
1.32 (m, 4H, H-3", H-4"") ppm.

RMN 23C (75.5 MHz, CDCl3) & 149.0 (C-4), 147.6 (C-3), 137.6 (C-6"""), 137.5 (C-6""),
132.7 (C-1), 128.5 (C-Bn), 127.8 (C-Bn), 127.8 (C-Bn), 127.5 (C-Bn), 127.4 (C-Bn), 121.9
(C-6), 116.2 (C-2), 115.4 (C-5), 72.0 (C-1"" ), 71.6 (C-CH,-Bn), 71.5 (C-CH2-Bn), 70.7 (C-
2°), 36.0 (C-1"), 33.9 (C-5""), 32.7 (C-4), 28.9 (C-2""), 25.0 (C-3"") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C27Hz1BrNa O3 ([M+Na]™) 505.1349, observada: 505.1345.

Alquilacion de iminoazucar por cadenas alquiladas
Metodologia general para la obtencidn de desoxinojirimicina bencilada

alquilada con derivados fendlicos en cadena de 5 carbonos

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{5’-[(2’’-p-metoxifenil)etoxi]pentil}-1-desoxinojirimicina (44)

OMe
OBn
/\/\/\
BnO N o
BnO

OBn
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A una solucién de 1-desoxinojirimicina per-O-bencilada (6) (250 mg, 0.48 mol) y 1-{2-[(5-
bromopentil)oxi]etil}-4-metoxibenceno 41 (359 mg, 1.19 mmol, 2.5 eqg.) o cualquier otro
derivado fendlico alquilado con cadena de 5 carbonos en DMF (5 mL), fue adicionado
carbonato de potasio (199 mg, 1.44 mmol, 3 eq.), la mezcla fue purgada bajo argén y
colocada a 85 °C durante 15 h, la reaccion fue detenida con agua y lavada con salmuera y
extraida con acetato de etilo (3x50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio
anhidro y llevada a sequedad. Columna cromatogréfica (ciclohexano: acetato de etilo 95:5
— 85:15). Obteniendo 44 como un aceite incoloro (137 mg, 38%). R¢=0.57 (7:3 ciclohexano:
acetato de etilo); [a]4> +3 (c 0.75, CH2Cl,).

RMN 'H (300MHz, CDCls) § 7.25-7.14 (m, 18H, Ar-H Bn), 7.09-7.02 (m, 4H, Ar-H),
6.78-6.71 (m, 2H, Ar-H), 4.85 (m, 3H, CH2Ph), 4.59 (m, 2H, CH2Ph), 4.35 (m, 3H, CH2Ph),
3.69 (s, 3H, OMe), 3.61-3.54 (m, 2H, H-2, H-4), 3.53-3.43 (m, 4H, H-5", H-1""), 3.40-3.36
(m, 1H, H-6a), 3.34-3.29 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.01 (dd, J1a10=11.1 Hz, J1a,=4.8 Hz, 1H, H-
1a), 2.75 (t, Ji~2-=7.3 Hz, 2H, H-2""), 2.54 (m, 2H, H-1"), 2.22 (brd, 1H, J1a10= 9.5 Hz, H-
1b), 2.14 (t, 1H, J45=10.8 Hz, H-5), 1.45 (m, 2H, H-2"), 1.33-1.02 (m, 4H, H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) & 158.2 (C-4"""), 139.2 (Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso Bn),
138.7 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 131.2 (C-1"""), 129.9 (C-2"", C-6"""), 128.6 (Ar-C),
128.5 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.2 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 127.9 (Ar-C), 127.7 (Ar-C), 127.6
(Ar-C), 1275 (Ar-C), 113.9 (C-3""", C-5""), 87.5 (C-3), 78.7 (C-4), 78.7 (C-2), 75.4
(CH2Ph), 75.3 (CH2Ph), 73.6 (CH2Ph), 72.9 (CH2Ph), 72.2 (C-57), 71.0 (C-17"), 65.4 (C-6),
63.8 (C-5), 55.3 (OMe), 54.6 (C-1), 52.4 (C-17), 35.6 (C-2"), 29.7 (C-4"), 24.2 (C-2'), 23.6
(C-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C4gHssNOg ([M+H]") 744.4259, observada: 744.4250.
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2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{5’-[(2’"-fenil)etoxi]pentil}-1-desoxinojirimicina (43)

OBn
NN
BnO N 0
BnO

OBn

Se usO {2-[(5-bromopentil)oxi]etil}benceno 40 (324 mg, 1.19 mmol, 2.5 eqg.). Columna
cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 95:5 — 85:15), obteniendo 43 (133 mg, 39%).
R:=0.54 (7:3 ciclohexano: acetato de etilo); [a]3° +7 (c 0.61, CH2Cl).

RMN H (300MHz, CDCls) & 7.34-6.97 (m, 25H, Ar-H), 4.80 (m, 3H, CH.Ph), 4.59 (m,
2H, CH2Ph), 4.35 (m, 3H, CH2Ph), 3.63-3.55 (m, 2H, H-2, H-4), 3.54-3.42 (m, 4H, H-5",
H-1""), 3.37 (m, 1H, H-6a), 3.33-3.29 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.00 (dd, 1H, J1a1b=11.1 Hz, J1a-
»=4.8 Hz, H-1a), 2.81 (t, 2H, J12»=7.3 Hz, H-2""), 2.54 (m, 2H, H-1"), 2.22 (brd, 1H, J1a,1b=
9.5 Hz, H-1b), 2.15 (t, 1H, J45=10.8 Hz, H-5), 1.46 (m, 2H, H-2"), 1.32-1.05 (m, 4H, H-3",
H-4") ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCl3) § 139.1 (C-1"""), 138.7 (Ar-Cipso Bn), 137.9 (Ar-Cipso Bn),
129.0 (x5) (Ar-C), 128.5 (Ar-C), 128.5 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.0 (Ar-C),
128.0 (Ar-C), 127.7 (Ar-C), 127.6 (Ar-C), 127.5 (Ar-C), 126.3 (Ar-C), 87.5 (C-3), 78.7 (C-
4), 78.7 (C-2), 75.4 (CH2Ph), 75.3 (CH2Ph), 73.6 (CH2Ph), 72.9 (CH2Ph), 72.0 (C-57), 71.0
(C-17), 65.4 (C-6), 63.8 (C-5), 54.6 (C-1), 52.4 (C-1"), 36.5 (C-2""), 29.7 (C-4"), 24.2 (C-
2'), 23.5 (C-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C47HssNOs ([M+H]") 714.4153, observada: 714.4147.
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2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{5’-[(2’’-(3""",4’"’-dibenciloxi)fenil)etoxi]pentil}-1-

desoxinojirimicina (45)

OBn
OBn
NN
BnO N (0] OBn
BnO

OBn

Se uso {[(4-(2-((5-bromopentil)oxi)etil)-1,2-fenilen)bis(oxi))bis(metilen] }dibenceno 42 (577
mg, 1.19 mmol, 2.5 eq.). Columna cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 95:5 —
85:15), obteniendo 45 (165 mg, 37%). [«]3° +4 (c 0.9, CH.Cly); Rr=0.50 (7:3 ciclohexano:

acetato de etilo).

RMN !H (300MHz, CDCls) & 7.42-7.00 (m, 30H, Ar-H Bn), 6.84-6.59 (m, 3H, H-2""’, H-
5" H-6"""), 5.05 (s, 2H, CH2Ph), 5.03 (s, 2H, CH,Ph) 4.81 (m, 3H, CH:Ph), 4.58 (m, 2H,
CH2Ph), 4.35 (m, 3H, CH2Ph), 3.63-3.53 (m, 2H, H-2, H-4), 3.52-3.42 (m, 4H, H-5", H-17"),
3.37 (m, 1H, H-6a), 3.30-3.26 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.00 (dd, Jia-1p=11.1 Hz, J1a.2= 4.8 Hz,
1H, H-1a), 2.70 (t, J2--1~=7.3 Hz, 2H, H-2""), 2.51 (m, 2H, H-1"), 2.21 (brd, 1H, J1a.15= 11.0
Hz, H-1b), 2.14 (t, 1H, J45=10.8 Hz, H-5), 1.43 (m, 2H, H-2"), 1.30-1.03 (m, 4H, H-3", H-
4°) ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDCls) § 149.0 (C-4"""), 147.6 (C-3"""), 139.1 (Ar-Cipso Bn), 138.7
(Ar-Cipso Bn), 138.7 (Ar-Cipso BN), 137.9 (Ar-Cipso Bn), 137.6 (Ar-Cipso BN), 137.5 (Ar-Cipso
Bn), 132.6 (C-1""), 128.5 (Ar-C), 128.5 (Ar-C), 128.4 (Ar-C), 128.0 (Ar-C), 128.0 (Ar-C),
127.9 (Ar-C), 127.8 (Ar-C), 127.7 (Ar-C), 127.6 (Ar-C), 127.5 (Ar-C), 127.5 (Ar-C), 127.4
(Ar-C), 121.9 (C-6""), 116.3 (C-2"""), 115.4 (C-5"""), 87.5 (C-3), 78.7 (C-4), 78.6 (C-2), 75.4
(CH2Ph), 75.3 (CH2Ph), 73.5 (CHoPh), 72.9 (CHPh), 72.0 (C-5"), 71.6 (CHzPh), 71.5
(CH2Ph), 71.0 (C-1""), 65.4 (C-6), 63.9 (C-5), 54.6 (C-1), 52.4 (C-1'), 35.9 (C-2""), 29.7 (C-
4),24.2 (C-2°), 23.6 (C-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para Ce1HesNO7 ([M+H]") 926.4990, observada: 926.4986.
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Desproteccion de grupos bencilo

Metodologia general para la desproteccion de grupos hidroxilo

N-{5’-[(2’’-p-Metoxifenil)etoxi]pentil}-1-desoxinojirimicina (44)

HO
H

OMe
o /\/©/
N/\/\/\O
(@]

OH

A una solucion del compuesto bencilado 41 (141 mg, 0.20 mmol) en una mezcla
DCM:MeOH (6 mL) , fue adicionado acido acético (0.4 mL), bajo atmosfera de nitrogeno, a
esto fue adicionado hidroxido de paladio (141 mg, 0.81 mmol, 4.1 eq.), y fue introducida una
atmosfera de hidrogeno y se mantuvo en agitacion durante 24 horas, la mezcla fue filtrada
sobre Celita con metanol (250 mL) y llevada a sequedad. Obteniendo 44 de forma
cuantitativa (77 mg). Rf=0.43 (5:2 CH2Cl>-MeOH); [a]3°—1 (c 1.13, CH2Cl>).

RMN 'H (300 MHz, CD3OD) & 7.13 (m, 2H, Ar-H), 6.83 (m, 2H, Ar-H), 4.07 (brd, 1H,
Jsagb= 12.3 Hz, H-6a), 3.90 (brd, 1H, H-6b), 3.75 (s, 3H, OMe), 3.70 (m, 1H, H-2), 3.60 (t,
2H, Ji»2» = 3.9 Hz, H-17"), 3.62-3.58 (m, 1H, H-4), 3.46 (t, 2H, Jo-5 = 6.0 Hz, H-5°), 3.37—
3.11 (m, 4H, H-3, H-1a, H-1"a, H-1°b), 2.96-2.84 (m, 2H, H-1b, H-5), 2.78 (t, 2H, H-2""),
1.71-1.57 (m, 4H, H-2", H-4"), 1.45-1.36 (m, 2H, H-3") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDsOD) § 159.5 (C-4"""), 132.4 (C-1"""), 130.9 (C-2""", C-6"""), 114.8
(C-3"",C-5""), 78.4 (C-3), 73.1 (C-1"), 71.4 (C-5°), 69.2 (C-4), 68.1 (C-2), 67.4 (C-5), 55.8
(C-6), 55.7 (OMe), 55.1 (C-1), 54.0 (C-1°), 36.3 (C-2""), 30.1 (C-4"), 24.5 (C-2"), 24.0 (C-
3’) ppm.

HRESI-MS: Calc. para C2H3sNOs ([M+H]") 384.2381, observada: 384.2376.
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N-{5’-[(2’’-fenil)etoxi]pentil}-1-desoxinojirimicna (46)

El compuesto bencilado 43 (143 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 46 (71 mg,
cuantitativa). Rf=0.48 (5:2 CH2Cl>-MeOH); [a]3°-3 (C 0.92, CH2Cly).

RMN 'H (300 MHz, CD30D) § 7.29-7.15 (m, 5H, Ar-H), 4.10 (m, 1H, H-6a), 3.94 (m, 1H,
H-6b), 3.78 (m, 1H, H-2), 3.67-3.61 (m, 4H, H-1"", H-5"), 3.52-3.42 (m, 3H, H-3, H-4, H-
la), 3.21-2.99 (m, 4H, H-1"a, H-1'b, H-2""), 2.89-2.82 (m, 2H, H-1b, H-5), 1.87-1.36 (m,
6H, H-2’, H-3’, H-4") ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CD30D) § 140.4 (C-1""), 129.9 (C-2""", C-6""), 129.3 (C-3", 5"),
127.1 (C-4"), 77.9 (C-3), 72.8 (C-1""), 71.3 (C-5"), 68.8 (C-4), 67.8 (C-2), 67.4 (C-5), 55.3
(C-6), 54.7 (C-1), 54.1 (C-1"), 37.2 (C-2""), 29.9 (C-4'), 24.3 (C-2), 24.0 (C-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C19H32NOs ([M+H]") 354.2275, observada: 354.227.

N-{5’-[(2’’-m,p-Dihidroxi-fenil)etoxi]pentil}-1-desoxinojirimicina (48)
OH

OH
OH
NN
HO N o
HO

OH

Compuesto bencilado 45 (185 mg, 0.20 mmol) fue hidrogenado. Obteniendo 48 (25 mg,
32%). R¢=0.29 (5:2 CH,Cl,-MeOH); [a]3°—7 (¢ 0.53, CHCly).
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RMN 'H (300 MHz, CDsOD) § 6.71 (brd, 1H, Js¢-=8.0 Hz, H-5""), 6.69 (brs, 1H, H-
2°"), 6.55 (dd, Jz 6= 1.9 Hz, H-6">"), 3.96-3.85 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.80-3.66 (m, 1H,
H-2), 3.60 (t, 2H, Ji2»= 7.1 Hz, H-1"), 3.64-3.53 (m, 1H, H-4), 3.46 (t, 2H, Ja 5= 6.4 Hz,
H-5%), 3.24 (t, 1H, J23= J34= 9.1 Hz, H-3), 3.18-3.09 (m, 2H, H-1a, H-1a), 2.92 (m, 1H, H-
1°b), 2.71 (t, 2H, H-2""), 2.39 (t, 1H, Ji2= J1a1p= 11.3 Hz, H-1b), 2.37 (M, 1H, H-5), 1.64—
1.50 (m, 4H, H-2’, H-4"), 1.30-1.30 (m, 2H, H-3") ppm.

HRESI-MS: Calc. para C19H32NO7 ([M+H]") 386.2173, observada: 386.2169.

Formacion de derivado fendlico dimetoxilado en cadena de 3
(3-Bromopropoxi)(terc-butil)difenilsilano (56)

Br "0 i%
3

Una solucion de 3-bromopropanol 55 (0.629 mL, 1 g, 7.19 mmol) en DCM (7.2 mL) en bafio
de hielo, se dejé en agitacion durante 20 minutos, posteriormente se adiciono imidazol (538
mg, 7.91 mmol, 1.1 eq.) y se mantuvo en agitacion, fue adicionado lentamente TBDFSCI
(1.870 mL, 1.977 g., 1 eq.), en agitacion contante, bajo atmosfera de argon, a temperatura
ambiente toda la noche, la reaccion fue lavada con una solucion saturada de cloruro amoénico
y extraida con diclorometano, la fase acuosa fue extraida con una mezcla de hexano: acetato
de etilo y posteriormente la mezcla de fases organicas fue lavada con salmuera y extraida con
DCM, la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y evaporada en rotavapor,
Columna cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 98:2), obteniendo 56, como un aceite
amarillo (1.49 g, 55%).

RMN IH (300 MHz, CDCl3) § 7.61-7.43 (m, 4H, H-Ar), 7.33-7.13 (m, 6H, H-Ar), 3.64 (t,
Ju.5= 5.6 Hz, 2H, H-3), 3.43 (t, J1.0= 6.5 Hz, 2H, H-1), 1.96 — 1.86 (M, 2H, H-2), 0.92 (s, 9H,
H-CHa) ppm.
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terc-Butil(3-(3,4-dimetoxifenetoxi)propoxi)difenilsilano (57)

OTBDPS
@)

MGOD/\/

MeO
A una solucién de dimetoxifeniletanol 26 (200 mg, 1.10 mmol), en DMF (3 mL), fue
adicionado, NaH al 60% (131.7 mg, 3.29 mmol, 3 eq.) y se mantuvo en agitacion durante 20
minutos bajo atmosfera de argdn, transcurrido este tiempo fue adicionado 3-bromopropanol-
sililado 56 (1.66 g, 4.39 mmol, 4 eq.) manteniendo a temperatura ambiente durante 4 horas
en agitacion constante, la reaccion fue detenida con agua, lavada con salmuera y extraida con
acetato de etilo 3x50 ml, la fase organica se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se llevé a

sequedad. Columna cromatogréfica (ciclohexano: acetato de etilo 98:2). Obteniendo 57 (101
mg, 19%).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § 7.63-7.54 (m, 4H-H-Ar), 7.36-7.22 (m, 6H, H-Ar), 6.73-6.58
(m, 3H, H-2, H-5, H-6), 3.75 (s, 3H, H-MeO), 3.75 (s, 3H,H-MeO), 3.68 (t, Js~2-= 6.1 Hz,
2H, H-37), 3.51 (t, Jo-17=273~ = 7.2 Hz, 2H, H-2""), 3.49 (t, Jy2= 6.4 Hz, 2H, H-1"), 2.73
(t, J1-2-= 7.2 Hz, 2H, H-1""), 1.75 (q, J2-1'= 6.3 Hz, 2H, H-2), 0.97 (s, 9H, H-Me) ppm.

HRESI-MS: Calc. para C29H3sNaSiOs ([M+Na]") 501.2432, observada: 501.2425.

3-(3,4-Dimetoxifenetoxi)propanol (58)

OH

MeO o/~

Una solucion de tert-butil(3-(3,4-dimetoxifenetoxi)propoxi)difenilsilano 57 (394 mg, 0.82
mmol) en THF (6 mL) fue adicionado TBAF (200 pl, 1.97 mmol, 2.4 eq.), la reaccién se

mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 48 horas, se llevo a
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sequedad. Columna cromatografica (ciclohexano:acetato de etilo 9:1 — 5:5) Se obtuvo 58

(197 mg, cuantitativo).

Metilbencenosulfonato de 3-(3,4-dimetoxifenetoxi)propilo (59)

OTs

o/~

Merij\/

MeO

A una solucion de 3-(3,4-dimetoxifenetoxi)propanol 58 (145 mg, 0.60 mmol) en DCM (5
mL), se adiciono, EtsN (109 pl, 0.78 mmol, 1.3 eq.) y TsCl (172 mg, 0.90 mmol, 1.5eq.) la
mezcla se dejo en agitacion constante durante toda la noche a temperatura ambiente bajo
atmosfera de argon, transcurrido este tiempo se lavé con agua y se extrajo con DCM (3x50
mL), la fase organica se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se llevo a sequedad. Columna

cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 9:1 — 5:5). Obteniendo 59 (95.2 mg, 40%).

4-(2-(3-Yodopropoxi)etil)-1,2-dimetoxibenceno (60)

MeO o/~

O

MeO

Una solucién de 3-(3,4-dimetoxifenetoxi)propil 4-metilbencensulfonato 59 (136 mg, 0.34
mmol) en acetona (5 mL), se adiciono yoduro de sodio (258 mg, 1.72 mmol, 5 eq.), la mezcla
se mantuvo dos horas a reflujo y se llevo a sequedad, posteriormente se lavo con agua y se
extrajo con DCM (3 x 50 mL), la fase organica se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se
evaporo en el rotavapor, el compuesto fue utilizado sin ninguna purificacion para la siguiente

reaccion (cuantitativa).
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2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-{3’-[(2’"-(3*"",4’"’-dimetoxi)fenil)etoxi]propil}-1-

desoxinojirimicina (61)

OMe
o ﬂ
NN\
BnO 0 OMe
BnO

OBn

Una solucién de desoxinojirimicina bencilada 6 (60 mg, 0.11 mmol) en DMF (4 mL), se
adiciono carbonato de potasio, (47.5 mg, 0.34 mol, 3 eq.) y 4-(2-(3-yodopropoxi)etil)-1,2-
dimetoxibenceno 60 (100 mg, 0.29 mol, 2.5 eq.), la mezcla fue puesta en agitacion a 85 °C
durante 15 horas bajo atmosfera de argdn, la reaccion fue lavada con salmuera y extraida con
acetato de etilo (3x50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y
llevada a sequedad. Columna cromatografia (ciclohexano: acetato de etilo 9:1 — 8:2). Se

obtiene 61 (15 mg, 17%). [a]o® 10 (c 1.51, CH2Cly).

RMN H (300 MHz, CDCls) & 7.40-6.93 (m, 20H, H-Bn), 6.75-6.59 (m, 3H, H-Ar), 4.78
(m, 3H, H-CH>-Bn), 4.56 (m, 3H, H-CH>-Bn), 4.35 (m, 2H, H-CH.-Bn), 3.78 (s, 3H, H-
MeO), 3.77 (s, 3H, H-MeO), 3.63-3.34 (m, 5H, H-2, H-4, H-1"", H-6a), 3.29 (m, 2H, H4, H-
6b), 2.99 (dd, J1a1b=11.1 Hz, J1a2=4.8 Hz, 1H, 1a), 2.72 (t, J3->= 6.8 Hz, 2H, H-3"), 2.59
(m, 2H, H-17), 2.24 (m, 2H, H-1b, H-5), 1.20 (m, 2H, H-2") ppm.

RMN £C (75.5 MHz, CDClz) 6 148.8 (C-4"""), 147.5 (C-3"""), 139.0 (C-ipso-Bn), 138.5 (C-
ipso-Bn), 137.8 (C-ipso-Bn), 131.6 (C-1""") 129.7 (C-Bn), 128.4 (C-Bn), 128.3 (C-Bn), 127.9
(C-Bn), 127.8 (C-Bn), 127.7 (C-Bn), 127.5 (C-Bn), 120.7 (C-3"""), 112.3 (C-2"""), 111.2 (C-
57), 87.3(C-3), 78.6 (C-4), 77.2 (C-2), 76.6 (C-CH2-Bn), 75.3 (C-CH2-Bn), 73.4 (C-CH>-
Bn), 72.1 (C-CH2-Bn), 65.6 (C-6), 62.8 (C-5), 55.9 (C-OMe), 55.8 (C-OMe), 54.5 (C-1),
49.3 (C-17), 35.9 (C-27), 29.7 (C-2) ppm.

HRESI-MS: Calc. para C47HssNO7 ([M+H]*) 746.4051.

303



N-{3’-[(2°’-(3""",4°"’-Dimetoxi)fenil)etoxi]propil}-1-desoxinojirimicina (62)

A una solucién del compuesto bencilado 61 (15 mg, 0.02 mmol) en una mezcla DCM:MeOH
(3 mL) , fue adicionado acido acético (0.2 mL), bajo atmosfera de nitrogeno, a esto fue
adicionado hidrdxido de paladio (15 mg, 0.81 mmol, 4.1 eq.), y fue introducida una atmosfera
de hidrogeno y se mantuvo en agitacion durante 24 horas, la mezcla fue filtrada sobre Celita

con metanol (250 mL) y llevada a sequedad. Obteniendo 62 de forma cuantitativa (7.7 mg).
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Ureas tioureas y selenoureas

Formacién de azidas yodadas

3-Azidopropan-1-ol (65)

Ns\/\/OH

Una solucidén de 3-bromo-1-propanol (1 g, 7.2 mmol) y azida de sodio (2.38 g, 36.69 mmol,
5.1 eq.) en DMSO (20 mL), se dejo en agitacion a temperatura ambiente, bajo atmosfera de
argon durante 24 horas, la reaccion fue detenida con agua, fue lavada y extraida con éter
etilico (3 x 50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a
sequedad. La reaccion procede de manera cuantitativa (728 mg) y se utiliz6 en la siguiente

reaccion sin ninguna purificacion.

4-Metilbencenosulfonato de 3-azidopropilo (68)

N3~ OTs

A una solucion de 3-azida-1-propanol (0.728 g, 7.2 mmol) en DCM (25 mL), fue adicionada
trietilamina (2.1 mL, 15.043 mmol, 2.08 eq.) la mezcla se mantuvo en agitacion durante 20
minutos, posteriormente fue adicionado cloruro de tosilo (2.868 g, 15.04 mmol, 2.08 eq.), la
reaccion se mantuvo en agitacion durante toda la noche bajo atmosfera de argdn. La reaccion
fue detenida con agua, se lavd y se extrajo con DCM (3 x 50 mL), la fase organica fue secada
sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. Columna cromatogréafica (ciclohexano:
acetato de etilo 9:1). Obteniendo 68 (1.25 g, 68%).

1-azido-3-yodopropano (71)

I

NS\/\/
Una solucion de azida tosilada 68 (1.25 g, 4.89 mmol), en acetona (10 mL), se mantuvo en
agitacion durante 20 minutos, posteriormente se adiciono yoduro de sodio (3.67 g, 24.48

mmol, 5 eq.), la mezcla se coloco a reflujo bajo atmosfera de argon durante 2 horas, se
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elimino el disolvente y la mezcla de reaccion fue lavada con agua y extraida con DCM (3 x
50 mL), la fase orgéanica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y se llevd a sequedad. La
reaccion procede de forma cuantitativa (1 g), por lo que se utiliz6 sin ninguna purificacion

para la siguiente reaccion.

5-Azidopentan-1-ol (66)

N3/\/\/\OH

Una solucion de 5-bromopentan-1-ol (0.5 g, 0.34 mL, 2.99 mmol) y azida de sodio (0.992 g,
15.26 mmol, 5.1 eg.) en DMSO (20 mL), se dej6 en agitacion a temperatura ambiente, bajo
atmosfera de argon durante 24 horas, la reaccion fue detenida con agua, fue lavada y extraida
con éter etilico (3 x 50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y
Ilevada a sequedad. La reaccion procede de manera cuantitativa (386 mg) y se utilizo en la

siguiente reaccion sin ninguna purificacion.

RMN 1H (500 MHz, CDCls) & 3.66 (t, J1.o= 6.5 Hz, 2H, H-1), 3.29 (t, Js.4 = 6.8 Hz, 2H, H-
5), 1.67-1.55 (m, 4H, H-2, H-4), 1.45 (m, 2H, H-3) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 62.5 (C-1), 51.4 (C-5), 32.1 (C-2), 28.6 (C-4), 23.0 (C-3)
ppm.

4-Metilbencenosufonato de 5-azidopentilo (69)

Ny >">""0Ts

A una solucion de 5-azida-1-pentanol (386 mg, 2.99 mmol) en DCM (15 mL), fue adicionada
trietilamina (0.285 mL, 3.89 mmol, 1.3 eq.) la mezcla se mantuvo en agitacion durante 20
minutos, posteriormente fue adicionado cloruro de tosilo (0.684 g, 13.89 mmol, 1.3 eq.), la
reaccion se mantuvo en agitacion durante toda la noche bajo atmosfera de argon. La reaccion
fue detenida con agua, se lavd y se extrajo con DCM (3 x 50 mL), la fase organica fue secada
sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. Columna cromatografica (ciclohexano:
acetato de etilo 9:1). Obteniendo 69 (313 mg, 37%).
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RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7.78 (m, 2H, H-Ts), 7.36 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-Ts), 4.03 {t,
Ji1-2= 6.3 Hz, 2H, H-1), 3.23 (t, J 5.4= 6.8 Hz, 2H, H-5), 2.45 (s, 3H, H-CH3), 1.67 (m, 2H,
H-2), 1.54 (m, 2H, H-4), 1.40 (m, 2H, H-3) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) § 144.9 (C-Ts), 133.0 (C-Ts), 129.9 (C-Ts), 127.9 (C-Ts),
70.2 (C-1), 51.2 (C-5), 28.1 (C-2), 22.5 (C-4), 21.5 (C-3) ppm.

1-Azido-5-yodopentano (72)

Ny >

Una solucién de azida tosilada (0.150 g, 0.53 mmol), en acetona (5 mL), se mantuvo en
agitacion durante 20 minutos, posteriormente se adiciono yoduro de sodio (0.396 ¢, 2.64
mmol, 5 eq.), la mezcla se coloco a reflujo bajo atmosfera de argdn durante 2 horas, se
elimino el disolvente y la mezcla de reaccion fue lavada con agua y extraida con DCM (3 x
50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y se llevé a sequedad. La
reaccion procede de forma cuantitativa (126 mg), por lo que se utilizd sin ninguna

purificacion para la siguiente reaccion.

6-Azidohexan-1-ol (67)

OH
NS/\/\/\/

Una solucién de 6-bromo-1-hexanol (1 g, 0.75 mL, 5.52 mmol) y azida de sodio (1.83 g
(28.16 mmol, 5.1 eg.) en DMSO (30mL), se dejé en agitacion a temperatura ambiente, bajo
atmosfera de argon durante 24 horas, la reaccion fue detenida con agua, fue lavada y extraida
con éter etilico (3 x 50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y
llevada a sequedad. La reaccion procede de manera cuantitativa (780 mg) y se utiliz6 en la

siguiente reaccion sin ninguna purificacion.

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & 3.64 (t, J1.2= 6.6 Hz, 2H, H-1), 3.28 (t, Jo.5= 6.9 Hz, 2H, H-
6), 1.65-1.55 (m, 4H, H-2, H-5), 1.46-1.34 (m, 4H, H-3, H-4) ppm.
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RMN %3C (125.5 MHz, CDClz) 6 62.7 (C-1), 51.4 (C-6), 32.5 (C-2), 28.8 (C-5), 26.5 (C-4),
25.3 (C-3) ppm.

4-Metilbencenosulfonato de 6-azidohexilo (70)

/\/\/\/OTS
N3

A una solucién de 6-azida-1-hexanol (67) (780 mg, 5.44 mmol), en DCM (20 mL), fue
adicionada trietilamina (0.053 mL, 7.07 mmol, 1.3 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion
durante 20 minutos, posteriormente fue adicionado cloruro de tosilo (1.347 g, 7.07 mmol,
1.3 eq.), la reaccién se mantuvo en agitacion durante toda la noche bajo atmosfera de argén.
La reaccion fue detenida con agua, se lavd y se extrajo con DCM (3 x 50 mL), la fase organica
fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. Columna cromatografica
(ciclohexano: acetato de etilo 9:1). Obteniendo 70 (1 g, 62%).

RMN 'H (500 MHz, CDCIs) § 7.36-7.20 (m, 6H, H-Ts), 3.56 (t, J1-2=6.6 Hz, 2H, H-1), 3.36
(s, 1H, H-CH3), 3.22 (t, J6-5=6.9 Hz, 2H, H-6), 3.14 (s, 3H, H-CH3), 1.68-1.44 (m, 4H, H-2,
H-5), 1.42-1.22 (m, 4H, H-3, H-4) ppm.

1-azido-6-yodohexane (73)

I
N3/\/\/\/

Una solucién de azida tosilada 70 (0.506 g, 1.76 mmol), en acetona (10 mL), se mantuvo en
agitacion durante 20 minutos, posteriormente se adiciono yoduro de sodio (1.32 g (8.82
mmol, 5 eq.), la mezcla se coloco a reflujo bajo atmosfera de argon durante 2 horas, se
elimino el disolvente y la mezcla de reaccion fue lavada con agua y extraida con DCM (3 x
50 mL), la fase orgéanica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y se llevd a sequedad. La
reaccion procede de forma cuantitativa (440 mg), por lo que se utilizd sin ninguna

purificacion para la siguiente reaccion.

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 3.28 (t, Js5= 6.9 Hz, 2H, H-6), 3.20 (t, J1.2= 6.9 Hz, 2H, H-
1), 1.84 (m, 2H, H-2), 1.61 (m, 2H, H-5), 1.50-1.33 (m, 4H, H-3, H-4) ppm.
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RMN 3C (125.5 MHz, CDCl3) § 51.4 (C-6), 33.2 (C-2), 29.9 (C-5), 28.6 (C-3), 25.6 (C-4),
6.7 (C-1) ppm.

Obtencidn de N-(3-azidopropil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina (74)

OBn
Bno N/\/\Ng
BnO
OBn

Una solucién de desoxinojirimicina bencilada 6 (0.400 g, 0.76 mmol), 1-azida-3-yodo-
propano (0.425 g, 1.68 mmol, 2.2 eq.) y carbonato de sodio (0.317 g, 2.29 mmol, 3 eq.), en
DMF (6 mL), se colocaron en agitacion a 120 °C, durante 5 horas, bajo atmosfera de argon.
La reaccion fue detenida con salmuera, y extraida con acetato de etilo (3x50 mL), la fase
organica fue secada sobre Na;SO4,y llevado a sequedad, la mezcla fue purificado en columna
cromatografica, usando como eluyente ciclohexano: acetato de etilo 85:15. Obtenido 74

como un aceite marron, en un rendimiento del 39% (180 mg). [a]o?® 10 (c 0.85, CH.Cly).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 7.32-7.13 (m, 18H, H-Bn), 7.09-7.01 (m, 2H, H-Bn), 4.81
(m, 3H, H-CH2-Bn), 4.59 (g, J = 11.6 Hz, 2H, H-CH»>-Bn), 4.38 (9, J = 12.2 Hz, 3H, H-CH>-
Bn), 3.62-3.49 (m, 3H, H-2, H-4, H-6), 3.49-3.35 (m, 3H, H-6, H-3), 3.11 (m, 2H, H-3"),
2.96 (dd, Jia-10=11.2, J1a2=4.8 Hz, 1H, H-1ax), 2.71 (dd, J1a-10= 13.6 Hz, J1a-2=9.4 Hz, 1H,
H-1a"), 2.51 (m, 1H, H-1b"), 2.24 (d, Js-4= 9.2 Hz, 1H, H-5), 2.12 (dd, J1eq-1ax= 10.8 Hz, 1H,
H-1eq), 1.58 (m, 2H, H-2") ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para C37H3N4O4 ([M+H]*): 607.3279, encontrado: 607.3278.

N-(3-Aminopropil)-1-desoxinojirimicina (77)

OH
HO N—" " NH,
HO
OH
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A una solucién de N-(3-azidopropil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina 74 (200
mg, 0.33 mmol) en DCM: MeOH (6 mL), fue adicionado Pd(OH)2/C 20% (210 mg), la
mezcla de reaccion fue acidificada con HCI 1M. La mezcla de reaccion se coloca en
agitacion a temperatura ambiente en atmosfera de hidrogeno por 24 horas. Una vez
trascurrido el tiempo de reaccion, el crudo fue filtrado sobre Celita y concentrado a

sequedad, obteniéndose como un aceite incoloro con un rendimiento del 98% (73 mg).

RMN 'H (300 MHz, CD30D) § 4.14-3.82 (m, 2H, H-4, H-2), 3.71 (m, 1H, H-6a), 3.62-3.29
(m, 4H, H-6b, H-3, H-1eq, H3", H-6a), 3.29-3.15 (m, 2H, H-6a H-1"a), 3.13-2.87 (m, 3H, H-
1'b, H-1ax, H-6b), 2.13 (m, 1H, H-5), 1.21 (m, 2H, H-3") ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para CoH21N204 ([M+H]"): 221.1496, encontrado: 221.1496.

N-(5-azidopentil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina (75)

OBn

SN
BnO N N3
BnO

OBn

Una solucion de 1-desoxinojirimicina 6, (2 g, 3.8 mmol), y K2COsz (1.5 g, 11.43 mmol, 3
eq.), en DMF (15 mL), se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 20 minutos, a la
mezcla se le adiciono el 6-azido-yodo-pentano 72 (2 g, 8.4 mmol, 2.2 eq.), y esta se mantuvo
en agitacién a 120 °C durante 5 horas, Se agreg6 agua destilada (10 mL) y se mantuvo en
agitacion por 20 minutos. La fase orgénica es extraida con AcOEt y fue lavada con salmuera
(4x30 mL) y agua destilada (3x30 mL), secada sobre Na>SO4 anhidro, filtrada y concentrada
a sequedad. Columna cromatogréafica con un sistema ciclohexano: acetato de etilo 95:5, se

obtuvo 75 como un aceite incoloro con un rendimiento del 65% (1.57 g).

RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.33-7.12 (m, 18H- H-Bn), 7.07 (m, 2H, H-Bn), 4.80 (m, 3H,
H-CH2-Bn), 4.59 (m, 2H, H-CH2-Bn), 4.36 (m, 3H, H-CH2-Bn), 3.61 (m,1H, H-4), 3.56 (m,
1H, H-6), 3.44-3.52 (m, 2H, H-6, H-2), 3.36 (dd, J3.4.= 17.5, J3.5=8.5 Hz, 1H, H-3), 3.01 (m,
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Jgem= 11.1 Hz, J12= 4.9 Hz, 1H, H-1ax), 2.57 (dd, Jgem= 16.5 Hz, J1'-2=9.3 Hz, 2H, H-1"),
2.44 (m, 2H, H-5), 2.22 (d, Js.6= 9.4 Hz, 1H, H-5), 2.12 (dd, Jgem = 18.6 Hz, J1..=7.9 Hz,
1H, H-1eq), 1.44-1.18 (m, 4H, H-3", H-4"), 1.10 (m, 2H, H-2") ppm.

RMN 1C (75.5 MHz, CDCl3) & 138.0 (C-Ph), 137.5 (C-Ph), 136.7 (C-Ph), 127.4 (CH-Ph),
127.3 (CH-Ph), 127.3 (CH-Ph), 127.3 (CH-Ph), 126.8 (CH-Ph), 128.8 (CH-Ph), 126.6 (CH-
Ph), 126.5 (CH-Ph), 126.4 (CH-Ph), 86.2 (C-3), 77.6 (C-4), 77.3 (C-2), 74.3 (C-O-CH,-Ph),
74.1 (C-O-CHy-Ph), 72.4 (C-O-CHa-Ph), 71.7 (C-O-CH2-Ph), 64.4 (C-6), 62.8 (C-5), 53.4
(C-1), 51.1 (C-5), 50.3 (C-1). 27.7 (C-4°). 23.5 (C-2°), 22.4 (C-3") ppm.

N-(5-aminopentil)-1-desoxinojirimicina (78)

OH
/\/\/\
HO N NH
HO
OH

A una solucién de 75 (0.9 g, 14 mmol) en MeOH (40 mL), fue adicionado Pd(OH)./C 20%
(400 mg), la mezcla de reaccién fue acidificada con HCI 1M. La mezcla de reaccidn se coloca
en agitacion a temperatura ambiente en atmosfera de hidrogeno por 15 horas. Una vez
trascurrido el tiempo de reaccion, el crudo fue filtrado sobre Celite y concentrado a sequedad,

obteniéndose como un aceite incoloro con un rendimiento del 98% (340 mg).

RMN *H (300 MHz, CDsOD) § 4.12 (m, 1H, H-6) 3.90 (m, 1H, H-2), 3.65-3.47 (m, 3H, H-
3, H-4, He-1), 3.27-3.09 (m, 2H, H-5, Ha-1), 1.83-1.34 (m, 6H, H-2", H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CD30D) 76.7 (C-3), 67.5 (C-4), 66.4 (C-2), 66.3 (C-5), 54.1 (C-6),
53.9 (C-1), 53.4 (C-1"), 39.6 (C-5), 29.2 (C-4°). 25.9 (C-2'), 22.7 (C-3") ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para C11H24N20¢ ([M+H]"): 249.1770, encontrado: 249.1810.
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N-(6-azidohexil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina (76)

OBn

N
/\/\/\/ 3
BnO N

BnO
OBn

Una solucién de 1-desoxinojirimicina per-O-bencilada (6) (0.640 g, 1.22 mmol), 1-azida-6-
yodo-hexano (0.679 g, 2.68 mmol, 2.2 eq.) y carbonato de potasio (0.505 g, 3.66 mmol, 3
eq.), en DMF (8 mL), se colocaron en agitacion a 120 °C, durante 5 horas, bajo atmosfera de
argon. La reaccion fue detenida con salmuera, y extraida con acetato de etilo (3x50 mL), la
fase organica fue secada sobre Na,;SOs y llevado a sequedad. Columna cromatogréfica,
usando como eluyente ciclohexano: acetato de etilo 85:15. Obteniendo 76 como un aceite

marrén, en un rendimiento del 27% (210 mg). [a]o?® 5 (¢ 1.32, CH.CLy).

RMN *H (300 MHz, CDCls) & 7.32-7.11 (m, 20H, H-Bn), 7.11-7.00 (m, 2H, H-Bn), 4.80
(m, 3H, H-CH2-Bn), 4.59 (m, 2H, H-CH2>-Bn), 4.38 (m, 3H, H-CH>-Bn), 3.58 (m, 2H, H-4,
H-6a), 3.48 (m, 2H, H-2, H-6), 3.38 (dd, J2.3=9.0 Hz, 1H, H-3), 3.14 (t, Js5= 6.9 Hz, 2H,
H-6), 3.00 (dd, Jiax-teq= 11.1 Hz, J1.=4.8 Hz, 1H, H-1ax), 2.59 (ddd, Jgem=13.5 Hz, J1a-
»=10.4 Hz, J1.3=5.8 Hz, 1H, H-1a"), 2.46 (m, 1H, H-1b"), 2.22 (d, Js4= 9.4 Hz, 1H, H-5),
2.13 (dd, Jieq-1ax= 10.8 Hz, 1H, H-1eq), 1.47 (m, 2H, H-57), 1.39-1.14 (m, 4H, H-3", H-2"),
1.06 (m, 2H, H-4") ppm.

Obtencion de N-(6-aminohexil)-1-desoxinojirimicina (79)

OH

HO N

HO
OH

A una solucion de N-(6-azidohexil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina (76) (0.210
g, 0.32 mmol) en DCM: MeOH (6 mL), fue adicionado Pd(OH)./C 20% (210 mg), la mezcla
de reaccion fue acidificada con HCI 1M. La mezcla de reaccién se coloca en agitacion a

temperatura ambiente en atmosfera de hidrogeno por 24 horas. Una vez trascurrido el tiempo
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de reaccién, el crudo fue filtrado sobre Celita y concentrado a sequedad, obteniendo 79 como

un aceite incoloro con un rendimiento del 98% (85 mg).

RMN H (300 MHz, CD30OD) 6 4.14 (d, Jas= 12.4 Hz, 1H, H-4), 3.94 (dd, J>-1= 12.9 Hz, J.
1=2.9 Hz, 1H, H-2), 3.74 (m, 1H, H-6a), 3.62 (t, Jgem= 9.7 Hz, 1H, H-6b), 3.49 (dd, J3..=12.0
Hz, J34=5.0 Hz, 1H, H-3), 3.41 (dd, Jgem= 9.2 Hz, 1H, H-1eq), 3.23 (m, 1H, H-6a), 3.08 (m,
2H, H-1"), 3.01-2.90 (m, 3H, H-1a, H-5, H-6b), 1.90-1.66 (m, 4H, H-3", H-5"), 1.56-1.44 (m,
4H, H-2", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CDsOD) § 76.7 (C-3), 67.5 (C-4), 66.4 (C-2), 66.3 (C-5), 54.1 (C-6),
53.9 (C-1), 53.3 (C-1'), 39.6 (C-6"), 27.0 (C-1'), 25.9 (C-5", C-4"), 25.7 (C-2'), 22.8 (C-3")
ppm.

HRESI-MS: m/z calc para C12H27N204 ([M+H]™): 263.1965, encontrado: 263.1966.
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Formacion de ureas, tioureas y selenoureas

N-{5-[N’-p-bromofenilureido]pentil}-1-desoxinojirimicina (81)

O
OH )]\
NE N N NN NH
HO H
HO
OH
Br

A una solucion de la p-bromoanilina (99 mg, 0.57 mmol) en DMF (6 mL), previamente
enfriada durante 15 minutos, fue adicionado trifosgeno (63 mg, 0.21 mmol, 0.37 eq.) y fueron
agitados durante 10 minutos a 0 °C, posteriormente fue adicionada la desoxinojirimicina N-
alquilada (120 mg, 0.5 mmol), la mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a 0 °C durante
20 minutos y llevada a temperatura ambiente durante 1 hora. Transcurrido el tiempo de
reaccion se extrae la fase organica con AcOEt (3 x 30 mL) y se realizan lavados con salmuera
(3 x 30mL) y agua destilada (3 x 30 mL) a continuacion se seco con Na>SO4 anhidro se filtro
y se evapord a presion reducida. Columna cromatografica con resina acida IR-120, con
metanol e hidroxido de amonio 1M. Obteniendo 81 como un aceite incoloro con un
rendimiento del 42% (90.6 mg).

RMN 'H (300 MHz, CD30D) § 7.53-7.44 (m, 4H, H-2"", H-3"), 3.90-3.79 (m, 2H, H-6a,
H-3), 3.72-3.35 (m, 3H, H-4, H-2, He-1), 3.01 (m, 1H, H-6), 2.80 (m, 2H, H-5"), 2.55 (m,
1H, Ha-1), 2.12 (m, 2H, H-5) 1.67-1.29 (m, 6H, H-2", H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CD30OD) 5 154.9 (C=0 urea), 137.9 (C-1"), 133.8 (C-37), 122.7 (C-
2""), 118.6 (C-4"), 77.7 (C-3), 67.7 (C-4), 67.5 (C-5), 55.5 (C-6), 54.80 (C-1), 38.2 (C-5"),

32.3(C-1), 27.80 (C-4"), 24.5 (C-2°), 23.7 (C-3") ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para C19BrHN3Og ([M+H]"): 446.1246, encontrada: 446.1281.
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Isotiocianato de 4-metoxifenilo (83)
NCS

CH3

Una solucién de p-anisidina (0.5 g, 4.05 mmol), en una mezcla DCM:H20 (50 mL), a la
mezcla fue adicionado CaCOs (0.812 g, 8.11 mmol, 2 eq.), y trifosgeno (0.7 g, 6.08 mmol,
1.5 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente, la
reaccion fue filtrada separando la fase organica, la fase acuosa fue extraida con DCM (3x50
mL), la fase organica fue secada sobre Na>SOs anhidro, fue llevada a sequedad y el

compuesto fue utilizado sin purificar en la siguiente reaccion.

N-{5-[N’-p-metoxifeniltioureido]pentil}-1-desoxinojirimicina (85)
s

OH )J\
N/\/\/\N NH
H

HO
HO
OH

OMe

A una solucién de desoxinojirimicina N-alquilada 78 (95 mg, 0.4 mmol) en piridina (5mL),
la mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion durante 15 minutos, transcurrido este tiempo
se adiciono 4-metoxifenilisotiociantano (110 mg, 0.67 mmol, 1.5 eq.), y la mezcla se dejo en
agitacion a temperatura ambiente durante toda la noche. Se evaporo el disolvente hasta
sequedad, se purifico mediante lavados con acetato de etilo. Se obtuvo 85 como un sélido
color crema en un rendimiento del 67% (91 mg); [a]o? -4 (¢ 1.01, CH30OH).

RMN 1H (300 MHz, CD30OD) § 7.20 (m, 2H, H-2""), 6.90 (m, 2H, H-3""), 3.88 (m, 1H, H-
62), 3.80 (S, 3H, H-O-CHs), 3.63-3.37 (m, 3H, H-2, H-4, H-3), 3.19 (m, 1H, H-6v), 3.06 (m,
1H, Ha-1) 2.23 (M, 2H, H-5) 1.75-1.35 (m, 6H, H-2", H-3", H-4") ppm.
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RMN 13C (75.5 MHz, CD30OD) § 182.6 (C=S tiourea), 158.6 (C-47"), 130.0 (C-1"), 128.2
(C-27), 115.7 (C-37"), 78.5 (C-3), 69.4 (C-4), 68.34 (C-2), 67.6 (C-5), 56.3 (C-O-CHs), 55.3
(C-6), 54.4 (C-1), 45.5.(C-5"), 29.4 (C-4'). 25.0 (C-2"), 24.1 (C-3") ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para C19H32N3SOs ([M+H]"): 414.2018, encontrado: 414.2053.

N-{5-[N’-p-metilfeniltioureido]pentil}-1-desoxinojirimicina (86)

S
OH J\
NN
HO N N7 NH
HO
OH
CHj

A una solucion de desoxinojirimicina N-alquilada 78 (100 mg, 0.4 mmol) en piridina (5mL),
la mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion durante 15 minutos, transcurrido este tiempo
se adiciono 4-metoxifenilisotiocianato (110 mg, 0.7 mmol, 1.5 eq.), y la mezcla se dejé en
agitacion a temperatura ambiente durante toda la noche. Se evaporo el disolvente hasta
sequedad, se purifico mediante lavados con acetato de etilo. Y posteriormente se purifico en
columna cromatografica con resina acida IR-120, con metanol y posteriormente con una
solucion de hidroxido de amonio 1 M. Se obtuvo 86 (81 %, 86 mg); [a]o®® -1 (c 1.22,
CH3OH).

RMN 1H (300 MHz, CD30OD) § 7.30 (m, 2H, H-2""), 7.16 (m, 2H, H-3""), 3.93 (m, 1H, H-
62), 3.83-3.57 (m, 3H, H-2, H-4, H-3), 3.25-3.15 (m, 2H, H-65, Ha-1), 2.79 (M, 2H, H-5), 2.33
(s, 3H, H-Ph-CHs), 1.77-1.37 (m, 6H, H-2", H-3", H-4") ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, CD3OD) § 181.9 (C=S tiourea), 134.7 (C-17"), 132.4 (C-4""), 129.5
(C-27),121.2 (C-3""), 80.4 (C-3), 71.8 (C-4), 70.5 (C-2), 67.1 (C-5), 57.2 (C-6), 55.6 (C-1),

53.4 (C-1'), 43.70 (C-5), 29.7 (C-4'). 27.8 (C-2"), 25.5 (C-3"), 24.7 (C-Ph-CHs) ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para C19H32N3SO4 ([M+H]"): 398.2069, encontrado: 398.2110.
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Metodologia general para la sintesis de selenoureas

Isoselenocianato de 4-bromofenilo (88)

N=C=Se

r

A una solucién de formamida de p-bromoanilina, (300 mg, 1.5 mmol), y EtsN anhidra (0.898
ml, 6.45 mmol, 4.3 eq.), en DCM (5 mL), a la mezcla fue adicionado trifosgeno (0.8 g, 2.7
mmol, 0.54 eq.) en DCM (2 mL), lentamente, bajo atmosfera de argon, se mantuvo a reflujo
durante 2.5 horas, posteriormente fue adicionado selenio negro (237 mg, 3 mmol, 2 eq.), y
se mantuvo a reflujo durante 7 horas y media, la mezcla fue filtrada sobre Celita con DCM,
se llevo a sequedad y fue purificada en columna cromatogréafica con hexano, obteniendo 88
en un 45% (261 mg). EI compuesto fue utilizado sin caracterizacion para la siguiente
reaccion.

N-{6-[N”-(p-Bromofenil)selenoureido]hexil}-1-desoxinojirimicina (90)

Se

OH )J\

e~ HNTONH
HO N
HO

OH

r

A una solucion de la desoxinojirimicina N-alquilada en cadena de 6 con amina terminal 79
(125 mg, 0.476 mmol), en piridina anhidra (3 mL) fue adicionado el isoselenocianato de p-
bromoanilina 88 (125 mg, 0.48 mmol, 1 eq.), y la mezcla fue agitada durante 24 horas a
temperatura ambiente bajo atmosfera de Ar, en obscuridad. La mezcla fue concentrada a
sequedad, co-evaporando con tolueno, y purificada mediante lavados con hexano frio.

Obteniendo 90 en un rendimiento cuantitativo (249 mg). [a]o? -3 (¢ 0.43, DMSO).
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RMNH (300 MHz, DMSO-g6) & 7.46 (m, 4H, H-Ar), 3.87 (m, 1H, H-2), 3.76-3.48 (m, 6H,
H-6b, H-4, H-6", H-6a, H-1a), 3.21-2.62 (m, 4H, H-3, H-1b, H-1"), 2.22 (m, 1H, H-5), 1.61
(m, 4H, H-2- H-5) 1.30 (m, 4H, H-3, H-4) ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para C19H31N3BrSeOs ([M+H]"): 524.0645, encontrada: 524.0646.

N-{3-[N”-(p-Bromofenil)selenoureido]propil}-1-desoxinojirimicina (89)

Se

OH
N/\/\NH)J\NH

HO
HO
OH

r
Desoxinojirimicina N-alquilada con cadena de 3 74 (65 mg, 0.295 mmol) y p-bromofenil
isoselenocianato (77 mg, 0.295 mmol, 1 eq.) fueron utilizados, purificacion mediante lavados
con hexano en frio. Obteniendo 89 en un rendimiento cuantitativo (141 mg). [a]po?® -6 (¢

0.34, DMSO).
RMN *H (300 MHz, DMSO-g6) § 7.48 (m, 4H, H-Ar), 5.57 (s, 1H- OH), 3.85 (m, 1H, H-2),
3.75-3.46 (m, 4H, H-6b, H-4, H-3"), 3.26-3.13 (m, 2H, H-6a, H-1a), 3.13-2.94 (m, 2H, H-3,

H-1b), 2.88 (m, 3H, H-1"), 2.03 (m, 1H, H-5), 1.28 (m, 2H, H-2") ppm.

HRESI-MS: m/z Calc para C1sH2sN3BrSeOs ([M+H]*): 482.0188, encontrado: 482.0183.
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Derivados de azafagomina

Metil L-xilofuranosido (93)

OMe

nd

HO  “oH

Una solucion de metil-L-xilopiranosido (92) (1.57 g, 10.45 mmol), en metanol anhidro (16
mL), se coloco en bafio de hielo, bajo agitacion constante, durante 30 minuto, posteriormente
fue adicionado cloruro de acetilo (0.41 g, 0.373 mL, 5.23 mmol, 0.5 eq.), bajo atmosfera de
argon, la reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 6 horas,
transcurrido este tiempo fue adicionado carbonato de sodio (1.7 g, 16 mmol, 1.53 eq.), y se
dej6 en agitacion durante 30 minutos, transcurrido este tiempo la reaccion se filtré sobre
celita, con metanol (200 mL), y se llevo a sequedad en el rotavapor; obteniendo 93 de forma

cuantitativa (1.50 g).

RMN 13C (75.5 MHz, CDsOD) & 109.4 (C-1), 102.0 (C-1), 82.7 (C-4), 80.6 (C-4), 78.4 (C-
2), 77.8 (C-2), 75.9 (C-3), 75.6 (C-3), 61.1 (C-5), 60.9 (C-5), 54.4 (C-OMe) ppm.

Metil 2,3,5-tri-O-bencil-L-xilofuranésido (94)

O
"
Bn(/

BnO' OBn

OMe

Una solucién de metil-L-xilosa en su forma furano (1.57 g, 10.46 mmol), en una mezcla
DMF: tolueno 1:2 (15 mL/ 30 mL), e hidruro de sodio al 60 % (2.3 g, 57.51 mmol, 5.5 eq.),
la mezcla se dejé en agitacion bajo atmosfera de argdn durante 30 minutos a temperatura
ambiente, transcurrido este tiempo fue adicionado bromuro de bencilo (6.61 mL, 57.51
mmol, 5.5 eq.), y se dejé en agitacion a 80 °C, durante 7 horas. La reaccion fue detenida con

agua y lavada con salmuera y extraida con acetato de etilo (3 x 50 mL), la fase orgéanica fue
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secada con sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. Columna cromatografica

(ciclohexano — ciclohexano: éter etilico 6:1). Obteniendo 94 (81%, 3.70 Q).
2,3,5-Tri-O-bencil-L-xilofuranosa (95)

OH

O
o
end |

BI’]O\\ OBn

Una solucidon de metil-L-xilosa bencilada (94) (3.71 g, 8.53 mmol) en TFA al 80% (40 mL),
se mantuvo en agitacion durante 4 horas a temperatura ambiente, la reaccién se diluyo con
DCM vy se lavo con bicarbonato de sodio y agua, se extrajo con DCM (4 x 50 mL), la fase
organica se secd con sulfato de sodio anhidro y fue llevada a sequedad. Columna

cromatografica (ciclohexano: éter 6:2 — 6:4), obteniendo 95 (2.813 g, 78%).

RMN 'H (300 MHz, CDCIl3) & 7.46-6.94 (m, 15H, H-Bn), 4.52 (m, 4H, H-CH»-Bn ), 4.45
(s, 1H, H-CH2-Bn), 4.41 (m, 1H, H-CH2>-Bn), 4.32 (m, 1H, H-1), 3.99 (ddd, Js-6= 6.7 Hz, J4
5=4.9 Hz, J46=2.7 Hz, 1H, H-4), 3.92 (dt, J3.4= 5.2, J35=2.6 Hz, 1H, H-3), 3.86 (dd, J>-1= 4.2
Hz , J,.3=2.3 Hz, 1H, H-2), 3.65 (m, 2H, H-5) ppm.

1-(terc-Butiloxicarbonil)hidrazino-1-desoxi-2,3,5-tri-O-bencil-L-xilitol (96)

OH OBn H
- = |

- N
(\;/V “NHBoc
Bn OBn

Una solucién del anillo de xilosa bencilada hidrolizado 95, (2.81 g, 6.68 mmol), en metanol
(20 mL), se le adiciono tert-butil-carbazato (1.766 g, 13.36 mmol, 2 eq.), &cido acético (0.67
mL), y cianborohidruro de sodio (1.6 g, 25.46 mmol, 3.81 eq.), la mezcla se dejé en agitacion
durante 18 horas a 60 °C, la reaccion fue detenida con bicarbonato de sodio y puesta en

agitacion durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se lavd con agua y se extrajo con
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DCM (3 x 50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a
sequedad. Columna cromatogréfica (DCM: AcOEt 8:1). Obteniendo 96 (2.785 g, 78 %).

RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.31-7.04 (m, 15H, H-Bn), 5.13 (s, 1H, NH), 4.53 (d, J= 11.5
Hz, 2H, H-CH,-Bn), 4.44 (d, J=5.4 Hz, 1H, H-CH,-Bn), 4.41 (m, 1H, H-CH2-Bn), 4.34 (m,
2H, H-CH,-Bn), 3.93 (m, 1H, H-4), 3.63 (m, 2H, H-5), 3.49-3.29 (m, 2H, H-3, H-2), 2.92
(m, 2H, H-1), 1.35 (s, 9H, H-CHs) ppm.

1-(1-Benzoil-2-terc-Butiloxicarbonil)hidrazino-1-desoxi-2,3,5-tri-O-bencil-4-O-mesil -L-
xilitol (97)

(@]
(_)Ms (_)Bn

N
“NHBoc

Bn OBnN

Una solucion de 1-(terc-Butiloxicarbonil)hidrazino-1-desoxi-2,3,5-tri-O-bencil-L-xilitol (96)
(1.5 gramos, 2.80 mmol), en DCM anhidro (20 mL), se colocd en agitacion a temperatura
ambiente durante 5 minutos, bajo atmosfera de argon, a la mezcla se adiciono cloruro de
benzoilo (0.324 mL, 2.80 mmol, 1 eq.), y trietilamina anhidra (2.3 mL, 16.78 mmol, 6 eq.),
la mezcla se mantuvo en agitacion durante 10 minutos y se adiciono cloruro de mesilo (0.323
mL, 4.19 mmol, 1.5 eq.), y se dejé en agitacion durante 5 minutos, transcurrido el tiempo la
reaccion fue detenida con agua y diluida con DCM, se lavo con bicarbonato de sodio y se
extrajo con DCM (3 x 50 mL), la fase organica se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se
llevé a sequedad, el compuesto fue utilizado sin ninguna purificacion para la siguiente

reaccion, (cuantitativa, 2.0 g).
RMN *H (300 MHz, CDClz) & 7.40-7.10 (m, 20H, H-Bn), 5.22 (s, 2H, NH), 4.90 (m, 1H,
H-4), 4.47 (m, 6H, H-CH2-Bn), 4.35-4.15 (m, 2H, H-2, H-1a), 3.93 (m, 1H, H-5a), 3.76 (m,

1H, H-3), 3.57 (m, 2H, H-1), 2.91 (s, 3H, H-CH3-Ms), 1.24 (s, 9H, H-CHz-Boc) ppm.

HRESI-MS: (m/z) Calc. para CasH4sN20g [M+H]" 741.2816, observada: 741.2808.
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1-(1-Benzoil)hidrazino-1-desoxi-2,3,5-tri-O-bencil-4-O-mesil-L-xilitol (98)

(@]
(_)Ms (_)Bn

N
- “NH,
OBn OBn

Una solucion de 97 (270 mg, 0.37 mmol) en TFA (5 mL), se colocé en agitacion durante 2
horas a temperatura ambiente, la reaccion fue llevada a sequedad. EI compuesto se utilizé sin

ninguna purificacion para la siguiente reaccion. (cuantitativa, 230 mg).

RMN 'H (300 MHz, CDCIs) 6 7.96 (m, 1H, H-Ar), 7.43-7.05 (m, 19H, H-Ar, H-Bn), 4.92
(m, 1H, H-4), 4.58 (m, 4H, H-CH2-Bn), 4.35 (m, 2H, H-CH>-Bn), 4.13-3.95 (m, 3H, H-2, H-
5), 3.82 (m, 1H, H-1a), 3.72-3.46 (m, 2H, H-3, H-1b), 2.88 (s, 3H, H-CH3-Ms) ppm.

(3R,4R,5R)-1-N-benzoil-4,5-dibencil-3-benciloxihexahidropiridazina (99)

OBn
NH O
Bn \\I SX—< >
BnO

Una solucion de 98 (150 mg, 0.24 mmol) en nitrometano (3 mL), se le adiciono
etildiisopropilamina (0.124 mL, 0.71 mmol, 3 eq.), lamezcla se mantuvo en agitacion durante
toda la noche a 60 °C. Columna cromatografica (ciclohexano: acetato de etilo 8:2),

Obteniendo 99 de forma cuantitativa (120 mg).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 7.60 (m, 1H, H-Ar), 7.40-7.08 (m, 19H, H-Bn, H-Ar), 4.81
(d, Jo1=11.1 Hz, 1H, H-2), 4.61 (m, 3H, H-CH2-Bn), 4.42 (m, 2H, H-CH2-Bn), 4.35-4.15 (m,
2H, H-CH2-Bn, H-1b), 3.99-3.77 (m, 2H, H-3, H-5), 3.76-3.52 (M, 2H, H-5a, H-4), 3.47 (dd,
Jia1v= 14.0 Hz, J12=2.1 Hz, 1H, H-1a), 2.87 (s, 1H, NH) ppm.
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RMN 3C (75.5 MHz, CDCls) § 171.0 (C=0), 138.4 (C-ipso), 137.8 (C-ipso), 137.5 (C-
ipso), 134.6 (C-1'), 130.5 (C-4°), 130.1 (C-1"), 130.0 (C-4"), 128.6 (C-Ar), 128.6 (C-Ar),
128.5 (C-Ar), 128.5 (C-Ar), 128.2 (C-Bn), 128.1 (C-Bn), 128.0 (C-Bn), 128.0 (C-Bn), 127.9
(C-Bn), 127.9 (C-Bn), 127.8 (C-Bn), 127.5 (C-Bn), 74.9 (C-2), 73.3 (C-CH2-Bn), 71.9 (C-
3), 70.8 (C-CH2-Bn), 70.5 (C-CH2-Bn), 69.1 (C-5), 67.6 (C-4), 39.3 (C-1) ppm.

HRESI-MS: (m/z) Calc. para C33sH3sN204 [M+H]*523.2591, observada: 523.2587.

(3R,4R,5R)-1-N-benzoil-4,5-dihidroxi-3-hidroximetilhexahidropiridazina (101)
OH
H
AR

A una solucion de la azafagomina bencilada benzoilada 99 (100 mg, 0.19 mmol), en una
mezcla DCM: MeOH (6 mL), se le adicionaron 5 gotas de HCI, bajo atmosfera de nitrogeno,
posteriormente fue adicionado Pd(OH)./C (150 mg), y fue hidrogenado, manteniéndose en
agitacion durante toda la noche, transcurrido el tiempo la reaccién fue purgada con nitrégeno
y filtrada sobre Celita con metanol y llevada a sequedad. (Cuantitativa, 48 mg).

RMN H (300 MHz, CD3OD) 6 8.20-7.18 (m, 4H, H-Ar), 4.34-3.88 (m, 2H, H-5, H-2), 3.76
(m, 1H, H-1), 3.49 (m, 1H, H-5), 3.23 (m, 1H, H-1), 2.98 (m, 1H, H-3), 2.66 (m, 1H, H-4),
1.35 (s, 1H, NH) ppm.

Formacion de derivados del ebselen

1-azido-5-bromopentano (112)

BI‘\/\/\/N3

A una solucién de 1,5-dibromo-pentano (0.5 g, 0.296 mL, 2.17 mmol) en DMSO (7.5 mL),
se le adiciono azida de sodio (0.141 g, 2.17 mmol, 1 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacion
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durante 20 horas, transcurrido este tiempo la reaccion fue lavada con agua y extraida con éter
etilico (3 x 50 mL). La reaccion procede de forma cuantitativa (410 mg) y fue utilizada para

la siguiente reaccidn sin ninguna purificacion.

RMN 'H (500 MHz, CDClz) 6 3.41 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H-4), 3.29 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H-3),
1.88 (m, 2H, H-2), 1.62 (m, 2H, H-5), 1.45 (m, 2H, H-1) ppm.

RMN 3C (125.5 MHz, CDCla) § 51.2 (C-5), 33.4 (C-1), 32.5 (C-2), 32.2 (C-4), 31.8 (C-3)
ppm.

5-bromopentan-1-amina (113)

A una solucion de bromo-azido-pentano (0.100 g, 0.5 mmol), en una mezcla THF:H20 4.5
mL:3 mL, se le adiciono trifenilfosfina (0.5 g, 1.90 mmol, 3.8 eq.), la mezcla se mantuvo en
agitacion durante 3 dias, transcurrido este tiempo, la reaccion se llevo a sequedad, y fue
lavada con NaHCO3 y extraida con AcOEt (3 x 20 mL), la fase organica fue secada sobre
sulfato de sodio anhidro, y llevada a sequedad, la reaccion procede de forma cuantitativa (82

mq) y fue utilizada sin ninguna purificacion para la siguiente reaccion.

Acido 2,2’-diselanodiildibenzoico (107)
O

: :Se—Se
0] OH

A una solucién de selenio negro (2 g, 0.25 mmol), e NaOH (1 g, 0.25 mmol) en agua (25
mL), a 0 °C, se adiciono gota a gota una disolucion de NaBH4 (120 mg, 0.03 mmol) e NaOH
(166 mg, 0.04 mmol) en agua (10 mL), al terminar la adicion se llevo a temperatura ambiente
y se mantuvo en agitacion contante durante 1 hora bajo atmosfera de argoén, transcurrido el

tiempo se llevo a reflujo durante 30 minutos.
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Al mismo tiempo fue preparada la sal de diazonio, a una solucion de &cido antranilico (1.71
g, 0.13 mmol) y HCI 37% (2.4 mL), en agua (14 mL), fue afiadido gota a gota a 0 °C, una
solucion de NaNOz (912 mg, 0.13 mmol) en agua (12 mL), y se mantiene en agitacion en
bafio de hielo 30 minutos.

Transcurrido el tiempo de reflujo de la primera reaccion, donde se ha formado el NaxSe», la
mezcla se deja enfriar, y se aflade gota a gota la sal de diazonio a 0 °C, la mezcla de reaccion
se mantiene en agitacion constante bajo atmosfera de argdn y en oscuridad a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

Por ultimo, la reaccion se llevé a ebullicion, al alcanzar la temperatura la mezcla se deja
enfriar y se filtra sobre Celita al filtrado se le adiciona HCI al 10 % hasta que alcance un pH
acido. El precipitado de color amarillo se filtra y posteriormente, se le afiaden MeOH (20
mL), y se mantiene a ebullicion durante 5 a 10 minutos; finalmente se filtra en caliente para
eliminar el solido en suspension y el filtrado se concentra a sequedad, obteniéndose el

diselenuro el cual se utilizd directamente en la siguiente reaccion, sin ninguna purificacion.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6) & 8.03 (dd, J2-3 = 7.7 Hz, J>4=1.4 Hz, 2H, H-2), 7.68 (dd,
Js.a= 7.4 Hz, J53=0.6 Hz, 2H, H-5), 7.49 (td, J3-2=J3.4=7.4 Hz, Ja.5=1.5 Hz, 2H, H-3), 7.35
(td, Jas=Js-3 = 7.7 Hz, J4-2=0.9 Hz, 2H, H-4) ppm.

RMN 13C (75.5 MHz, DMSO-d6) & 169.0 (C=0), 134.0 (C-2), 133.9 (C-3), 132.0 (C-6),
130.0 (C-1), 129.2 (C-5), 127.0 (C-4) ppm.

Acido 6,6’-Diselenanodiilbis(34-dimetoxibenzoico) (108)
o) OMe
MeO : I OH OMe
MeO Se—Se
o ~OH

A una solucion de selenio negro (2 g, 0.25 mmol), e NaOH (1 g, 0.25 mmol) en agua (25
mL), a 0 °C, se adiciono gota a gota una disolucion de NaBH4 (120 mg, 0.03 mmol) e NaOH
(166mg, 0.04 mmol) en agua (10 mL), al terminar la adicion se llevd a temperatura ambiente

325



y se mantuvo en agitacion contante durante 1 hora bajo atmosfera de argon, transcurrido el
tiempo se llevo a reflujo durante 30 minutos.

Al mismo tiempo fue preparada la sal de diazonio, a una solucion de &cido antranilico
dimetoxilado (1.71 g, 0.13 mmol) y HCI 37% (2.4 mL), en agua (14 mL), fue afiadido gota
agotaa0 °C, una solucion de NaNO2 (912 mg, 0.13 mmol) en agua (12 mL), y se mantiene
en agitacion en bafio de hielo 30 minutos.

Transcurrido el tiempo de reflujo de la primera reaccion, ya se ha formado el NazSe,, la
mezcla se deja enfriar, y se afiade gota a gota la sal de diazonio a 0 °C, la mezcla de reaccion
se mantiene en agitacion contante bajo atmosfera de argon y en oscuridad a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

Por ultimo, la reaccion se llevé a ebullicion, al alcanzar la temperatura la mezcla se deja
enfriar y se filtra sobre Celita al filtrado se le adiciona HCI al 10 % hasta que alcance un pH
acido. El precipitado de color amarillo se filtra y posteriormente, se le afiaden MeOH (20
mL), y se mantiene a ebullicion durante 5 a 10 minutos; finalmente se filtra en caliente para
eliminar el solido en suspension y el filtrado se concentra a sequedad, obteniéndose el

diselenuro el cual se utilizo directamente en la siguiente reaccion, sin ninguna purificacion.

2-(5-bromopentil)benzo[d][1,2]selenazol-3(2H)-ona (114)

Se
/\/\/\I\/l
Br
O
Una solucion de diselenuro de acido antranilico (0.228 g, 0.57 mmol), en DMF (0.120 mL)
y SOCI> (3.34 mL, 80.9 eq.), se puso a reflujo durante 2 horas bajo atmosfera de argon, y se
Ilevé a sequedad, se redisolvio en 2 mL de DMF a esta mezcla fue adicionado a 0 °C, bromo-
amino-pentano (0.090 g, 0.54 mmol) en DMF (3 mL), EtsN anhidra (0.218 g, 0.300 mL, 2.15
mmol, 4 eq.), y DMF anhidro (0.102 g, 0.108 mL, 1.39 mmol, 2.59 eq.), la reaccion se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente, en obscuridad, bajo atmosfera de argoén,
durante 16 horas. Se elimino el disolvente. Columna cromatografica (DCM — DCM:

Acetona 7:3), Obteniendo 114 (95 mg, 51%).
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RMN *H (500 MHz, CDClz) 6 7.89 (m, 1H, H-4"), 7.55 (m, 1H, H-5"), 7.44 (m, 1H, H-6"),
7.36 (m, 1H, H-7"), 2.83 (m, 2H, H-1), 2.74 (m, 2H, H-5), 1.90 (m, 2H, H-2), 1.30 (m, 2H,
H-4), 0.78 (m, 2H, H-3) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCla) § 162.9 (C=0), 132.1 (C-33"), 132.1 (C-6), 132.0 (C-7"),
131.9 (C-5'), 128.6 (C-4), 128.5 (C-7a"), 53.5 (C-5), 45.4 (C-1), 36.5 (C-2), 31.4 (C-3),

21.1 (C-4) ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-Bencil-N-[5-(3-oxobenzo[d][1,2]selenazol-2(3H)-il)pentil] (115)

Se
|
OBn N
BnO N\/\/\/ L
BnO
OBn

A una solucion de desoxinojirimicina bencilada (0.1 g, 0.19 mmol), en DMF (3mL), fue
adicionada la fraccion del ebselen en cadena de 5 (0.095 g, 0.27 mmol, 1.43 eq.) y K2CO3
(0.052 g, 0.38 mmol, 2 eq.) como catalizador, la reaccion se mont6 a 85 °C durante 7 horas.
Se lavo con salmuera y se extrajo con acetato de etilo (5 x 50 mL). Columna cromatogréafica
(DCM — DCM: MeOH 1:1). No caracterizado.

Derivados de donepezilo

((6-bromonhexil)oxi)(tert-butil)difenilsilano (117)
Br_~_">--""0TBDPS

A una solucion de 6-bromohexanol (1.5 g, 1.08 mL, 8.28 mmol), en DCM (13 mL), se le
adiciono imidazol (0.620 g, 9.11 mmol, 1.1 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacién durante
30 minutos y fue adicionado TBDPSCI (2.27 g, 2.15 mL, 8.28 mmol, 1 eq.), la reaccién se
mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 24 horas, la reaccion fue

lavada con una solucidn saturada de cloruro de amonio, y fue extraida con DCM (3 x 50 mL),
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posteriormente la fase acuosa fue extraida con una mezcla Hx: AcOEt 1:1, las fases organicas
fueron mezcladas y lavadas con salmuera 2 veces y una mas con agua, finalmente la fase
acuosa fue extraida con DCM (3 x 50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio
anhidro y llevada a sequedad. Columna cromatografica (Hexano). Obteniendo 117 (2.395 g,

69%). EI compuesto fue utilizado sin ninguna caracterizacion para la siguiente reaccion.

Tetra-O-bencil-N-[5-(terc-butildifenilsilil)oxi]hexil (119)

OTBDPS
OBn

BnO N
BnO

OBn

A una solucion de desoxinojirimicina per-O-bencilada (6) (1 gr, 1.90 mmol) en DMF (10
mL), fue adicionado bromo-hexanol protegido 117, (2.395 g, 5.75 mmol, 3 eq.), y K2CO3
(0.791 g, 5.72 mmol, 3 eq.), la mezcla se mantuvo a 120 °C, durante 13 horas, transcurrido
este tiempo la reaccion fue lavada con salmuera y extraida con acetato de etilo (3 x 50 mL),
la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. Columna

cromatografica (hexano: acetato de etilo 98:2 — 7:3), obteniendo 119 (0.957 g, 58 %).

RMN !H (500 MHz, CDClz) § 7.35-7.22 (m, 26H, H-Bn, H-Ar), 7.20 (m, 2H, H-Ar), 7.13
(m, 2H, H-Ar), 4.95 (dd, J = 14.4, 8.8 Hz, 1H, H-CH-Bn), 4.87 (m, 1H, H-CH»-Bn), 4.81
(m, 1H, H-CH2-Bn), 4.67 (m, 3H, H-CH,-Bn), 4.46 (m, 2H, H-CH-Bn), 3.70 (dd, J = 10.3,
5.6 Hz, 1H, H-4), 3.57 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-6a), 3.51 (m, 1H, H-6b), 3.46 (m, 2H, H-2, H-
3), 3.08 (dd, J = 11.1, 4.8 Hz, 1H, H-1ax), 2.59 (m, 2H, H-1"), 2.30 (m, 2H, H-6"), 2.21 (m,
1H, H-1eq), 1.69-1.59 (m, 5H, H-4", H-3", H-5"), 1.30-1.24 (m, 3H, H-2", H-4"), 1.05 (s, 9H,
H-CHjs) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCla) 8 161.2 (C-Ph), 138.6 (C-Ph), 134.1 (C-Ph), 134.0 (C-Ph),
129.6 (CH-Ph), 128.6 (CH-Ph), 128.5 (CH-Ph), 128.4 (CH-Ph), 128.4 (CH-Ph), 128.3 (CH-
Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.0 (CH-Ph), 87.4 (C-3), 78.6 (C-4), 75.3 (C-2), 75.2
(C-O-CHaz-Ph), 73.5 (C-O-CH2-Ph), 72.8 (C-O-CH,-Ph), 71.3 (C-O-CH,-Ph), 64.1 (C-6),
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63.6 (C-5), 54.5 (C-1), 52.4 (C-6"), 50.8 (C-1), 28.5 (C-5), 27.3 (C-27), 25.8 (C-3"), 25.6
(C-CHg), 25.5 (C-CH3),25.4 (C-4"), 21.0 (C-C-tertbutilo) ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-(6-hidroxipentil) (121)

OBn /\/\/\/
BnO N
BnO

OBn

OH

A una solucion de 119 (0.957 g, 1.11 mmol) en THF (6 mL), se le adiciono TBAF (0.696 g,
2.66 mmol, 2.4 eq., 2.66 mL), la reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
durante 20 horas, la reaccion fue lavada con salmuera 2 veces y una mas con agua y fue
extraida con DCM (3 x 50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y

llevada a sequedad. Columna cromatografica (hexano: acetato de etilo 9:1 — acetato de

etilo), obteniendo 121 (222 mg, 32%).

RMN *H (500 MHz, CDCls) § 7.39 -7.19 (m, 23H, H-Bn), 7.13 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-Bn),
4.95 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-CH.-Bn), 4.87 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-CH»>-Bn ), 4.81 (d, J =
11.0 Hz, 1H, H-CH2-Bn), 4.66 (m, 2H, H-CH2-Bn), 4.51-4.38 (m, 3H, H-CH2-Bn), 3.66 (m,
1H, H-4), 3.60 (s, 1H, H-6), 3.57 (d, J = 6.0 Hz, 2H, H-3, H-2), 3.53 (m, 1H, H-1"), 3.46 (m,
1H, H-17), 3.08 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H-1ax), 2.63 (m, 2H, H-6"), 2.30 (m, 1H, H-5), 2.23 (m,
1H, H-1eq), 1.63 (m, 2H, H-3"), 1.55 (m, 1H, H-4"), 1.29 (m, 3H, H-5", H-4"), 1.16 (m, 2H,
H-2") ppm.

RMN 3C (125.5 MHz, CDCl3) § 139.0 (C-Ph), 138.6 (C-Ph), 137.8 (C-Ph), 128.5 (CH-Ph),
128.4 (CH-Ph), 128.4 (CH-Ph), 128.4 (CH-Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.7 (CH-
Ph), 127.6 (CH-Ph), 127.5 (CH-Ph), 87.4 (C-3), 78.6 (C-4), 78.5 (C-2), 75.4 (C-O-CH,-Ph),
75.2 (C-O-CH,-Ph), 73.5 (C-O-CHa-Ph), 72.8 (C-O-CHa-Ph), 65.3 (C-6), 63.7 (C-5), 62.8
(C-1), 54.5 (C-6"), 52.3 (C-1), 32.8 (C-5"), 27.3 (C-4"), 25.6 (C-2), 23.6 (C-3) ppm.
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Peryodinano de Dess-Martin (121)
O

O
/
/l\\OAc

AcO OAc
Se preparo de acuerdo con una modificacion del método descrito por Dess y Martin [X]. A
una solucion de KBrOz (10.1 g, 60.48 mmol), y H2SO4 2M (95.5 mL) a 60 °C bajo atmosfera
de argon, fue adicionado poco a poco acido 2-yodobenzoico (10.2 g, 41.12 mmol), en un
lapso de 10 minutos, la mezcla se mantuvo en agitacion a 65 °C durante 2.5 horas,
posteriormente la reaccion fue enfriada a 2-3 °C forméandose un precipitado el cual fue
filtrado y posteriormente lavado con agua (60 mL), etanol absoluto (2 x 10 mL), y agua (60
mL). El sélido resultante se coloca en una solucion de Ac20 (40 mL) y AcOH (21 mL), esta
se calienta a 80 °C, bajo atmosfera de argon hasta completa disolucién. La mezcla fue
enfriada lentamente hasta temperatura ambiente. El precipitado resultante fue filtrado y
lavado con Et2O anhidro bajo atmosfera de argon. (14.5 g, 83%).

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-N-(5-Carboxipentil)1-desoxinojirimicina (123)
OBn OH
BHO&/\/\/\(@/
BnO
OBn
A una solucién del iminoazdcar con hidroxilo terminal en cadena de 6 (121) (20 mg, 0.03
mmol), en DCM (5 mL), se le adiciono reactivo de Dess-martin (14 mg, 0.032 mmol, 1 eq.),
y se mantuvo en agitacion durante 40 minutos a temperatura ambiente, transcurrido este
tiempo la reaccion fue lavada con una solucion de NaOH 1 M y fue extraida con éter etilico
(3 x 20 mL), la fase orgéanica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad.
La reaccion no requiere purificacion (cuantitativa, 20 mg).
Dicha reaccion se llevo a cabo también a 0 °C, -30 °C, -45 °C, en condiciones anhidras, y
con medio equivalente de Dess-Martin, sin embargo, todas Ilevaron al mismo resultado, el

acido carboxilico 123.
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RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 7.59 (m, 1H, H-Bn), 7.37 — 7.19 (m, 23H, H-Bn), 7.13 (m,
2H, H-Bn), 4.96 (dd, J = 10.7, 6.1 Hz, 1H, H-CH»-Bn), 4.86 (t, J = 9.3 Hz, 1H, H-CH>-Bn),
4.80 (m, 1H, H-CH2-Bn), 4.67 (m, 2H, H-CH2-Bn), 4.48 (m, 2H, H-CH2-Bn), 4.41 (dd, J =
11.4, 5.4 Hz, 1H, H-CH>-Bn), 3.62-3.58 (m, 3H, H-6, H-4), 3.54 (dt, J = 15.5, 13.0 Hz, 1H,
H-2), 3.45 (m, 1H, H-3), 3.08 (dd, J =11.1, 4.8 Hz, 1H, H-1ax), 2.60 (m, 2H, H-1"), 2.32 (m,
1H, H-5), 2.21 (m, 1H, H-1eq), 1.66 (m, 2H, H-5), 1.59-1.46 (m, 4H, H-3", H-4"), 1.45-1.29
(m, 6H, H-2", H-3", H-4"), 1.19 (m, 2H, H-2") ppm.

RMN 3C (125.5 MHz, CDCls) § 167.8 (C=0), 139.0 (C-Ph), 138.5 (C-Ph), 137.8 (C-Ph),
132.4 (CH-Ph), 130.9 (CH-Ph), 128.8 (CH-Ph), 128.5 (CH-Ph), 128.4 (CH-Ph), 128.4 (CH-
Ph), 128.4 (CH-Ph), 128.3 (CH-Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.7
(CH-Ph), 127.6 (CH-Ph), 127.5 (CH-Ph), 87.4 (C-3), 78.6 (C-4), 75.3 (C-2), 75.2 (C-O-CHa-
Ph), 73.5 (C-O-CHa-Ph), 72.8 (C-O-CH2-Ph), 68.2 (C-O-CH,-Ph), 63.7 (C-6), 62.9 (C-5),
54.4 (C-17), 52.3 (C-1), 38.7 (C-5"), 32.7 (C-5), 30.4 (C-4), 28.9 (C-4'), 27.2 (C-2"), 25.6
(C-27), 23.7 (C-3'), 23.0 (C-3") ppm.

{[5-bromopentil]oxi}(terc-butil)difenilsilano (116)

OTBDPS
Br

A una solucién de 5-bromo-pentanol (0.5 g, 0.36 mL, 2.99 mmol), en DCM (5 mL), se le
adiciono imidazol (0.224 g, 3.29 mmol, 1.1 eq.), la mezcla se mantuvo en agitacioén durante
30 minutos y fue adicionado TBDPSCI (0.822 g, 0.778 mL, 2.99 mmol, 1 eq.), la reaccion
se mantuvo en agitacion contante a temperatura ambiente durante 24 horas, la reaccion fue
lavada con una solucidn saturada de cloruro de amonio, y fue extraida con DCM (3 x 50 mL),
posteriormente la fase acuosa fue extraida con una mezcla Hx:AcOEt 1:1, las fases organicas
fueron mezcladas y lavadas con salmuera 2 veces y una mas con agua, finalmente la fase
acuosa fue extraida con DCM (3 x 50 mL), la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio
anhidro y llevada a sequedad. Columna cromatografica (Hexano). Obteniendo 116 (1.081 g,

89%). EI compuesto fue utilizado sin ninguna caracterizacion para la siguiente reaccion.
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RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7.66 (d, J = 7.6 Hz, 4H, H-Ph), 7.50 — 7.33 (m, 6H, H-Ph),
3.66 (t, J = 6.1 Hz, 2H. H-5), 3.38 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H-1), 1.84 (m, 2H, H-2), 1.58 (m, 2H,
H-4), 1.51 (m, 2H, H-3), 1.05 (s, 9H, H-CHs) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCls) 5 135.6 (C-Ph), 134.0 (C-Ph), 129.6 (C-Ph), 127.6 (C-Ph),
63.6 (C-5), 33.9 (C-1), 32.5 (C-2), 31.6 (C-3), 26.9 (C-CHs), 24.5 (C-4), 19.2 (C-tertbutilo)
ppm.

Tetra-O-bencil-N-[5-(terc-butildifenilsilil)oxi]pentil (118)

OBn
B0 N“ > 0TBDPS
BnO
OBn

A una solucidn de desoxinojirimicina per-O-bencilada (6) (0.500 g, 0.95 mmol) en DMF (5
mL), fue adicionado bromo-pentanol protegido 116, (1.157 g, 2.86 mmol, 3 eq.), y K2COs
(0.395 g, 2.86 mmol, 3 eq.), la mezcla se mantuvo a 120 °C, durante 7 horas, transcurrido
este tiempo la reaccion fue lavada con salmuera y extraida con acetato de etilo (3 x 50 mL),
la fase organica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro y llevada a sequedad. Columna
cromatografica (hexano: acetato de etilo 98:2 — 7:3), obteniendo 118 (0.550 g, 68 %).

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 7.79-7.59 (m, 10H, H-Ph), 7.21 (m, 20H, H-Bn), 5.16-4.37
(m, 8H, H-CH,-Bn ), 3.63 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H-4), 3.60 (m, 1H, H-6), 3.56 (M, 1H, H-6),
3.54-3.49 (m, 3H, H-1", H-2), 3.44 (m, 1H, H-3), 3.13 (m, 1H, H-1ax), 2.63 (m, 2H, H-5),
2.27 (M, 1H, H-5), 2.01 (m, 1H, H-1eq), 1.62-1.53 (m, 3H, H-3"), 1.52-1.46 (m, 3H, H-4",
H-3°), 1.39 (m, 3H, H-4", H-2"), 1.35-1.17 (m, 3H, H-2"), 1.07 (s, 9H, H-CHs) ppm.

RMN 13C (125.5 MHz, CDCla) 8 134.0 (C-Ph), 129.7 (C-Ph), 129.7 (C-Ph), 129.6 (C-Ph),
129.1 (C-Ph), 129.1 (C-Ph), 128.9 (CH-Ph), 128.9 (CH-Ph), 128.8 (CH-Ph), 128.7 (CH-Ph),
128.7 (CH-Ph), 128.6 (CH-Ph), 128.5 (CH-Ph), 128.4 (CH-Ph), 128.4 (CH-Ph), 128.3 (CH-
Ph), 128.2 (CH-Ph), 128.2 (CH-Ph), 128.0 (CH-Ph), 128.0 (CH-Ph), 128.0 (CH-Ph), 127.9
(CH-Ph), 127.9 (CH-Ph), 127.7 (CH-Ph), 127.7 (CH-Ph), 127.5 (CH-Ph), 75.4 (C-3), 75.3
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(C-4), 73.5 (C-2), 71.3 (C-O-CH2-Ph), 70.7 (C-O-CH2-Ph), 70.1 (C-O-CH2-Ph), 69.2 (C-O-
CH2-Ph), 66.4 (C-6), 63.9 (C-5), 63.7 (C-1"), 62.8 (C-5"), 32.5 (C-4"), 32.4 (C-2"), 27.0 (C-
CHs), 22.1 (C-3), 19.3 (C-Tertbutilo) ppm.
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	A una solución de estrona (100 mg, 0.37 mmol) en tolueno anhidro (10 mL) fue adicionada una cantidad catalítica de APTS (15 mg, 0.08 mmol, 0.21 eq.). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente fue adicionado el ami...
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	RMN 13C (125.5 MHz, CD3OD) δ 154.4 (C-3), 137.4 (C-5, C-3a´, C-4´ (X3)), 131.5 (C-10), 125.9 (C-4), 121.9 (C-5´, C-6´ (X2)), 114.3 (C-1), 113.9 (C-4´, C-7´ (X2)), 112.4 (C-2), 87.5 (C-17), 44.3 (C-14, C-13 (X2)), 43.5 (C-9), 39.0 (C-8), 29.7 (C-6), 28...
	(17R/S)-Espiro[3-hidroxi-5-androstan-17, 2´-benzoxazolina] (39)
	A una solución de trans-androsterona (400 mg, 1.38 mmol) en EtOH anhidro (10 mL) fue adicionada una cantidad catalítica de piperidina (80 L, 93 mg, 1.09 mmol, 0.79 eq.). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente ...
	IR (cm-1) 3358 (OH, NH), 2861 (C-H alifático), 2126 (C-H aromático), 1065 (C-N), 794 (=C-H).
	RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 7.73 (m, 1H, H-4´), 7.57 (m, 1H, H-3´), 7.30 (m, 1H, H-2´), 6.89 (m, 1H, H-5´), 4.21 (m, 1H, H-3), 3.79-3.28 (m, 2H, H-9, H-14), 2.42 (m, 1H, H-16a), 2.03 (m, 1H, H-11a), 1.84-1.49 (m, 4H, H-4, H-6), 1.43 (m, 2H, H-1), 1.35 (...
	RMN 13C (125.5 MHz, CDCl3) δ 167.7 (C-17), 132.0 (C-1´, C-6´ (X2)), 130.7 (C-2´, C-3´ (X2)), 128.5 (C-4´, C-5´ (X2)), 67.9 (C-3), 47.2 (C-14), 42.3 (C-9), 38.4 (C-4), 33.9 (C-16), 31.6 (C-13), 30.0 (C-2), 29.4 (C-5), 29.0 (C-10), 28.6 (C-8), 26.0 (C-1...
	IR (cm-1) 3410 (OH, NH), 3301-2921 (C-H alifática), 2119 (C-H aromático), 1655 (C-H doble enlace), 1568 (C=C), 1169 (C-N), 757 (=C-H).
	RMN 1H (500 MHz, CD3OD) δ 7.53 (m, 4H, H-5´, H-6´), 7.22 (m, 4H, H-4´, H-7´), 5.32 (m, 1H, H-6), 3.64 (m, 1H, H-3), 2.52 (m, 2H, H-16), 2.38-2.07 (m, 4H, H-4, H-7), 1.94-1.77 (m, 3H, H-12b, H-8, H-15a), 1.75-1.58 (m, 4H, H-11, H-15), 1.48 (m, 2H, H-2)...
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	IR (cm-1) 3376 (N-H), 3302 (OH), 2921-2858 (C-H alifático), 2113 (C-H aromático), 1579 (C-H doble enlace), 1454 (C=C), 1246 (C-N), 738 (=C-H).
	RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 7.77 (m, 1H, H-4), 7.59-7.20 (m, 2H, H-1, H-2), 7.06 (m, 1H, H-5´), 7.02-6.34 (m, 3H, H-4´,H-6´, H-7´), 2.91 (m, 2H, H-16,), 2.50 (m, 1H, H-11a), 2.33 (m, 1H, H-11b), 2.13 (m, 1H, H-9a), 2.08-1.85 (m, 2H, H-15a, H-14b), 1.74 ...
	RMN 13C (125.5 MHz, CDCl3) δ 153.7 (C-3), 138.0 (C-7a´), 131.9 (C-5), 129.6 (C-3a´), 128.7 (C-4), 126.5 (C-1), 125.4 (C-10), 116.2 (C-2), 115.3 (C-Ar), 112.9 (C-Ar), 104.1 (C-4´), 100.6 (C-17), 98.8 (C-7´), 50.4 (C-13), 44.0 (C-9), 38.3 (C-12), 35.9 (...
	IR (cm-1) 2920-2855 (C-H alifático), 1740, 1709 (C=O).
	IR (cm-1) 3455-3370 (OH, NH), 2954-2854 (C-H alifático), 2400-2250 (C-H aromático), 1719, 1608 (C=C), 1475 (C-N), 738 (C-S).
	IR (cm-1) 3287 (OH, NH), 2927-2854 (C-H alifático), 2112-1916 (C-H aromático, C-H doble enlace), 1655, 1610 (C-H doble enlace), 1432 (C=C), 1273 (C-N), 1025 (C-N), 744 (=C-H).
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