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Capitulo 1
INTRODUCCION

El cancer es el termino general que engloba a un amplio grupo de enfermedades
caracterizadas por la aparicion de células andmalas con capacidad de multiplicacion
descontrolada (neoplasia), lo que conlleva una alta capacidad invasiva y proliferativa,
incluso mas alla del sitio de origen (metastasis).' Esta enfermedad es el resultado de
una acumulacion progresiva de dafios genéticos que inhabilitan uno o varios de los
mecanismos de control del ciclo celular. La comprension de estos procesos

biomoleculares constituye la base de la terapia oncolégica moderna.

En la terapia contra el cancer se emplean estrategias indirectas basadas en farmacos,
como los antagonistas del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus
siglas en inglés) que “asfixian” al tumor al interferir con la formacién de vasos
sanguineos que lo nutren.” También se utilizan fAarmacos analogos de metabolitos, que
afectan rutas metabdlicas esenciales para la supervivencia celular. Sin embargo, gran
parte de la quimioterapia se centra en el desarrollo de compuestos que interfieren en
los procesos mitdticos mediante diversos mecanismos, conduciendo finalmente la
apoptosis. Un ejemplo es el irinotecan, que bloquea a la topoisomerasa |, enzima
encargada de liberar la tensién mecdnica del ADN durante la replicacién.? Otro caso es
el de las combrestatinas, que se unen a la subunidad (3 de la tubulina, impidiendo su
polimerizacién y, en consecuencia, bloqueando la formacién de microtubulos.”
Finalmente, la piperlongumina actua inhibiendo las proteinas supresoras de apoptosis
(AP, por sus siglas en inglés) activando la via intrinseca de la cascada de muerte

celular programada® (Figura 1).



Figura 1. Resumen de los mecanismos de accion principales en la terapia antitumoral. a) inhibicién del VEFG, b)
inhibicién de IAPs, c) bloqueo del metabolismo de los microtubulos, d) inhibicion de la topoisomerasa.

A pesar de la existencia de numerosos farmacos para el tratamiento de distintos tipos
de cancer, la investigacion y el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos
continua siendo una linea de investigacion activa y prioritaria. Esto se debe, en gran
medida, a distintos factores, destacando la citotoxicidad inespecifica de los
tratamientos actuales, la cual provoca efectos secundarios no deseados.® Esta
situacién ha impulsado la busqueda de moléculas con actividad antineopldsica mas
especifica, ya sea mediante el diseno de nuevas estructuras o la revaloracion de
compuestos que anteriormente mostraron potencial terapéutico pero que no fueron

ampliamente explorados.

En este contexto, los 1,3-oxazinanos polisustituidos constituyen una familia de
compuestos con actividad antineoplasica comprobada en modelos murinos,
especificamente en el carcinoma ascitico de Ehrlich y el sarcoma ascitico inducido por
amital’ (figura 2). Esta actividad ya habia sido observada en benzo-1,3-oxazinas

estructuralmente similares,® sin embargo, su elevada toxicidad llevd a explorar



analogos con estructuras mas estables y menor perfil téxico, como los 1,3-oxazinanos.
Ensayos in vitro de cinco derivados mostraron resultados positivos en la inhibicion del
crecimiento de las células tumorales, y se planted la hipdtesis de que el puente
metileno entre los heterodtomos del anillo podria estar relacionado con dicha
actividad bioldgica. No obstante, desde 1960 no se han realizado nuevos estudios
sobre esta clase de heterociclos, nise han desarrollado rutas sintéticas modernas para

acceder a nuevas variantes estructurales con potencial quimioterapéutico.

_c-Hex
O/\N/ O/\N/ O/\N/ O/\NH O/\N
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Figura 2. Compuestos tipo oxazinano ensayados en modelos de carcinoma y sarcoma asciticos.

El presente trabajo se enfoca en desarrollar un acercamiento sintético hacia la
obtencion de 1,3-oxazinanos polisustituidos, con el objetivo de contribuir al rescate y
revaloracion de esta familia de compuestos como posibles candidatos en el

tratamiento del cancer.



ANTECEDENTES

Los compuestos reportados con actividad antineoplasica comparten como
caracteristica estructural la presencia de un anillo heterociclico saturado de seis
miembros, correspondiente al sistema 1,3-oxazinano (Figura 3a). Ademas, es notable
que la posicion 2 del anillo, correspondiente al puente metileno entre los
heteroatomos (Figura 3b) se encuentra libre de sustituyentes, lo que sugiere su

importancia estructural en la actividad biolégica observada.
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Figura 3. a) Compuestos 1,3-oxazinanos con actividad antineoplasica, b) anillo oxazinano con la numeracion
recomendada por la IUPAC, basada en la nomenclatura de Hantzch-Widman.®

Sintesis del heterociclo

Las estrategias sintéticas para la obtencidon de oxazinanos han incluido métodos
basados en hidrogenacién o adiciones sobre 1,3-oxazinas mono o poliinsaturadas, asi
como rutas mas directas mediante reacciones de condensacion.’'" A continuacion,
se describen algunas de las metodologias mas representativas, enfocadas en estas

ultimas:

I) El cierre de anillo entre 3-aminoalcoholes y compuestos carbonilicos (aldehidos y
cetonas), es una de las rutas mas sencillas y ampliamente utilizado para la obtencion
de 1,3-oxazinanos. Este enfoque ha sido descrito en multiples articulos cientificos y

patentes.’>"

Horii y colaboradores’ sintetizaron diversas estructuras 2-arilalquil- y 3-arilalquil-1,3-
oxazinanos a partir de 3-aminoalcoholes previamente obtenidos por su grupo de
investigacion. Algunos de estos compuestos demostraron actividad broncodilatadora

superior a la de la aminofilina e, incluso, a la de la efedrina. Para los derivados 2-



arilalquil-1,3-oxazinanos, utilizaron una mezcla de un compuesto carbonilo, de un 3-
aminopropan-1-ol y carbonato de potasio anhidro en benceno. La reaccién se lleva a
cabo en un sistema de reflujo equipado con una trampa de Dean-Stark, con el fin de
eliminar el agua generada durante la reaccion. Por otro lado, la sintesis de los 3-
arilalquil-1,3-oxazinanos se lleva a cabo en condiciones similares, utilizando

formaldehido al 37% y omitiendo el uso de carbonato de potasio (Esquema 1).

R R’
0 K2CO3 N

HN _A~_OH + | —— HN O

R R' Benceno
reflujo v

R
H
R\l/N\/\/OH . j)J\ R,)\N/\O
R’ H H Benceno
reflujo
R = H, alquil
R' = aril

Esquema 1. Reacciones generales usadas en el trabajo de Horii y colaboradores para la sintesis de sus
oxazinanos.

II) Urbanski desarrolld la sintesis de 5-nitro-1,3-oxazinanos con alta eficiencia
mediante la reaccién de 2-nitropropan-1,3-dioles con aminas primarias o amoniaco,

en presencia de formaldehido (Esquema 2a).

El mecanismo de reaccion mas plausible involucra, como primera etapa una reaccion
rapida entre el formaldehido con la amina produciendo una hexametilentetramina vy,
en segundo lugar, este compuesto forma complejos de adicién con el 2-nitro-1,3-
propanodiol, por medio de interacciones por puentes de hidrégeno, siendo la etapa

lenta de la reaccién (Esquema 2b). ">
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Esquema 2. a) Reaccidn general para la sintesis de 5-nitro-1,3-oxazinanos segun Urbanski y colaboradores, b)
etapas intermedias de la reaccion demostradas por Eckstein

[II) Mannich y Wieder lograron la sintesis de compuestos biciclicos con dos anillos 1,3'-
oxazina fusionados, mediante la condensacion de isobutiraldehido, formaldehido y
aminas primarias. Posteriormente, Johnson y colaboradores’ optimizaron las
condiciones de reaccidn, obteniendo altos rendimientos de 3,5,5-trialquil-6-
alcoxioxazinanos al hacer reaccionar isobutiraldehido con dos moléculas de
formaldehido y clorhidrato de alquilaminas en presencia de un alcohol (ROH) y un
acido (Esquema 3). Su trabajo demostrd que el camino que siga la reaccion depende
parcialmente del impedimento estérico que provoque el sustituyente de la amina

empleada.



Esquema 3. Condensacion de isobutiraldehido y la dependencia del producto mayoritario de las condiciones
iniciales. a) Si R=CHzsy/0 hay un exceso de formaldehido, la reaccidn tiende a la dimerizacién, b) conforme R es
mas voluminoso y se evita el exceso de formaldehido, la reaccidn se favorece a la formacidn del alcoxioxazinano.

IV) Finalmente, bajo ciertas condiciones ha sido posible obtener ariloxazinanos a partir
de la condensacion de estireno con formaldehido en presencia de cloruro de amonio,

obteniéndose la mezcla de regioisémeros. (Esquema 4).'"°

OH HN (0]
R\/\R' NH4X 1 eq e ’
R R
-H,0 R R
CH,025eq HO” >N~ O
R NH X 1 e
A g NHXdeq H/kR,
-H,0 R
R=H, Ph
R'=H, Ph
R#R’

Esquema 4. Sintesis de ariloxazinanos a partir de estireno.

En resumen, la ciclacion puede llevarse a cabo en condiciones relativamente suaves.
Para propdsitos de este trabajo, el método mas conveniente es el cierre de anillo

disolviendo un aminoalcohol en etanol, adicionando formaldehido acuoso al 40% y

una base débil como carbonato de potasio.?’
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Figura 4. Resumen de las estrategias de sintesis de oxazinanos basadas en la fragmentacion del anillo
heterociclico.

Sintesis del precursor aminoalcohol / aminocarbonilo

La sintesis de los 3-aminoalcoholes necesarios puede lograrse eficientemente
mediante la reaccion de Mannich, una de las reacciones de condensacién mas
versatiles en sintesis organica. Desde su descubrimiento por Carl Mannich, quien
condensé formaldehido, amoniaco y antipirina,”” hasta su aplicacién en
organocatalisis enantioselectivas,”” esta reaccidon ha permitido la construccién

eficiente de compuestos B-aminocarbonilicos.

La reaccion de Mannich se define clasicamente como la condensacidon de tres
componentes: una amina, un carbonilo enolizable y otro no enolizable (Esquema 5a).
Lareaccién normalmente se lleva a cabo en condiciones levemente acidas, aunque no
es un requisito en algunos casos. EL mecanismo consta de tres etapas, la primeraes la
formaciénde unioniminio a partirde laamina, que realiza un ataque nucleofilico sobre
elcarbonilo no enolizable, generando la correspondiente base de Schiff. En la siguiente
etapa, el otro compuesto carbonilico enolizado ataca nucleofilicamente al carbono del
grupo iminio. En la tercera etapa, se reajustan las cargas por traslocacién de protones

resultando en un compuesto B-aminocarbonilo (Esquema 5b).

11
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Esquema 5.a) reaccion general de Mannich, b) mecanismo de la reaccidon de Mannich

Aunque las aminas primarias presentan una limitacion por la posible dialquilacién,

esta caracteristica puede resultar Gtil en ciertos cierres de anillo.?®

0O O O )
. N —0 o—
) o
|

Esquema 6. Ejemplo del uso de la reaccidon de Mannich para la obtencidn de una piperidona por ciclacion

También existen enfoques que permiten la formacién in situ delion iminio mediante la
descomposicién térmica de una sal de amonio cuaternaria, como la sal de
Eschenmoser (yoduro de dimetilmetilenimonio), la cual se comporta como un
eficiente agente dimetilaminometilante (Esquema 7). Esta sal ha permitido la
obtencion de aductos de Mannich a partir de enolatos y su conversion en carbonilos

a,B-insaturados mediante eliminacién de Hofmann. 2#

12
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I

Esquema 7. a) Sintesis de la sal de Eschenmosher, b) ejemplo de uso de la sal de Eschenmosher como aceptor de
Mannich en la aminometilacion de un compuesto organometalico.

Para sistemas mas complejos o estéricamente impedidos, se prefiere la preparacion
directa de laimina, la cual reacciona con enolatos o silil enol éteres. Las ariliminas, en
particular, han mostrado una gran versatilidad y, combinadas con la adicion de
Mukaiyama, han permitido realizar reacciones de Mannich enantioselectivas con altos

rendimientos y excelente control estereoquimico.

Trost y Terrell® utilizaron complejos quirales dinucleares de zinc como catalizadores
en reacciones de Mannich entre glioxiliminas e hidroxiacetofenona. En sus
experimentos con distintos sustituyentes obtuvieron rendimientos elevados y excesos

enantiomeéricos (ee), en general, superiores al 94% (Esquema 8).
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l O\/

6-12h OH O
o Ar=Ph rend= 97%, dr= 8.6:1, ee 98%
Ar Ar Ar=4-biPh rend= 92%, dr= 12:1, ee >99%
’1 Zn Zn
Catalizador

Esquema 8. Reaccion de Mannich con catalizador organometalico asimétrico

En combinacion con las reacciones de adicion de Mukaiyama, las reacciones tipo
Mannich catalizadas por organometalicos quirales han mostrado excelentes

resultados.

Wenzel, Lalonde y Jacobsen®® realizaron varios ensayos de acoplamientos entre un
sililenoléter, una t-butoxicarbonilimina y una variedad de organocatalizadores

asimeétricos, obteniendo altos rendimientos (Esquema 9).

~t-BOC t-BOC.

|N TBDMS\O Catalizador

+ J\ 5 mol %
71\0 T 40°Cc
a: 100%, ee 94%

| ~ s b: 90%, ee 90%
Ph._N L C:37%, ee 42%
N
o

Catalizador
a: R=Ph
b: R= c-Hex

c Rﬁ;q(lllvPh
O

Esquema 9. Reacciones de Mannich con catalizadores organicos asimétricos

N

14



Las reacciones Mukaiyama-Mannich pueden llevarse a cabo mediante la generacionin
situ del sililenoléter, lo cual representa una ventaja experimental significativa, ya que

permite ahorrar tiempo y recursos mediante un proceso one pot.

Downeyy colaboradores?” probaron la factibilidad de reacciones de condensacién tipo
Mukaiyama-Mannich, mediante la formacién in situ de sililenoéteres, seguida de su
acoplamiento inmediato con ariliminas. El trifluorometanosulfonato de trimetilsililo
(TMSOTTf) fue utilizado como el agente formador del sililenolato. Al tratar tioacetato de
fenilo con TMSOTf, TEA y (E)-N-bencilidenanilina en diclorometano (DCM) a
temperatura ambiente, observaron la formacién del producto de Mannich con un

rendimiento superior al 90% (Esquema 10a).

Aun mas interesante fue la observacion de que la desproteccion del grupo sililo
aparentemente procedia de manera espontanea, asicomo que el DCM es el disolvente
que ofrecia los mejores resultados. También ensayaron las mismas condiciones de

reaccion sobre amidas, ésteres y arilcetonas con resultados similares (Esquema 10b).

Los autores proponen un mecanismo en el que el TMSOTf reacciona tanto con el
carbonilo con la arilimina. El primero se convierte en un sililenolato, mientras que la
segunda genera un ion sililimonio, cuya estructura explica el aumento de su caracter
electrofilico bajo las condiciones suaves de reaccion. Tras el acoplamiento, el grupo
TMS es intercambiado por un protdn proveniente del triflato de trialquilamonio que se

formé en la primera etapa (Esquema 10c¢).
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0) lN/Ph TMSOTf 0 HN”Ph
a + TEA Ph
) Ph\s)J\ Ph) DCM ~s Ph
rend: <90%
Ph X
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b + DIPEA Y: H, Me
Y —_— . ’
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Ph
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’ O RsNH* TfO- O
C) TMS. + -
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P —E— ] Ph Ph
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Esquema 10. a) Reaccidn de Mannich one pot entre un tioéster y una arilimina, b) Esquema general que muestra
los grupos funcionales para los que se probaron exitosas las condiciones de reaccién, c) mecanismo de reaccion
propuesto por Downey y col.

Eliminacion de PMP unido a aminas

La p-anisidina ha sido ampliamente empleada como material de partida en la
construccién de moléculas complejas, actuando como donador de nitrégeno. En
particular, se ha utilizado en reacciones tipo Mannich, donde se convierte en unaimina
que, tras la condensacion con un nucleéfilo, permite la eventual escision del grupo p-

metoxifenilo (PMP).

La escision del enlace N-PMP se obtiene clasicamente por oxidacion, que ocurre con

la formacion de quinonay la amina correspondiente (Esquema 11).

0] (0] R 0]
/©/ Oxidante /g H,O “NH +J<j
R - " |R.©® —— I
°N N~ R'" O

| |
R' R' R, R' = H, alquil

Esquema 11. Reaccion general para la eliminacion del grupo PMP unido a aminas

Mioskowskiy colaboradores evaluaron un método de oxidacién anddica sobre diversos
sustratos, obteniendo rendimientos que oscilan entre el 68 al 94%. El procedimiento
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consistié en disolver 0.5 mmol de la amina protegida en una mezcla de MeCN:H,0 9:1,
que contenia 5 mmol de NaClO,y 1 mmol de HClO,. La solucién se sometié a
electrélisis bajo un potencial constante de 0.85V, a 0 °C, bajo atmdsfera de nitrégeno

y en una celda dividida de vidrio equipada con dos electrodos de platino.?®

El diacetoxiyodobenceno (PIDA, por sus siglas en inglés) es un oxidante que ha sido
utilizado con éxito para la ruptura del enlace N-PMP en ciertos aductos de Mannich.
Ibrahem y colaboradores utilizaron este reactivo para realizar el intercambio de un
grupo PMP por un acetilo sobre un grupo amino con un rendimiento del 72% (Esquema

12).2

OH NHPMP OAc NHAc

-\\\ ‘\\\

1) PIDA
2) Ac,0

72%

Esquema 12. Remocion de PMP con PIDA y acetilacion en dos pasos del grupo amino sobre un aducto de Mannich

Hoveyda y colaboradores lograron remover un grupo o-metoxifenilo, unido a una
amina, a partir de un sustrato alifatico asimétrico. Posteriormente, mediante un
segundo paso de acetilacién en medio acido, obtuvieron un rendimiento del 65%

(Esquema 13).%°

oM
°H 1) PIDA 4 eq

N\-/\/Ph MeOH, 22 OC, 1h =ACHN\-/\/Ph
: 2)HCI1N,22°C, 1 h :
ACZO, N82CO3 65%

Esquema 13. Remocidn de un grupo andlogo a PMP con PIDA y acetilacién en dos pasos sobre una amina alifatica

El nitrato de cerio IV y amonio (NCA), es otro oxidante usado como el estandar en este

tipo de desprotecciones. Yamamoto y colaboradores utilizaron NCA en una mezcla de
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MeCNyH,0 a0°C para llevar a cabo laremocion de un grupo 2,4-dimetoxifenilo de un

aminoéster (Esquema 14).*"

OMeH
Nwo\ NCA HZNWo\
Meo/©/ Ph O H20, MeCN Ph O

0°C 91%

Esquema 14. Remocion de 1,4-dimetoxifenilo con NCA sobre un aminoéster

Overman y colaboradores realizaron la desproteccion de diversas aminas utilizando
NCA, seguida de su conversidon en sales mediante tratamiento con acido maleico,

obteniendo rendimientos moderadamente buenos (Esquema 15).%

® ©
NHPMP  TINCA NH3 O\EO/?J\
2% e
)\/ O OC, 3 h R)\/ \ OH

R

2) Acido maleico
a: R=Me a: 30%
b: R=n-Pr b: 74%
c: R=i-Bu c: 70%
d: R=Ph(CH,), d: 80%

Esquema 15. Remocidn de PMP con NCA y conversion en malato de diferentes alilaminas
No obstante, el NCA es un reactivo costoso, altamente toxico y, en ciertos casos, la
desproteccion no ocurre con descomposicion del sustrato. Durante la sintesis de 1,2-
bis(perfluorofenil)-etil-1,2-diamina, Sakai y colaboradores observaron la degradacion
de la diamina protegida en sus componentes de partida, y obtuvieron mejores
resultados mediante una ruta alternativa basada en hidrogenacidn catalitica a partir de

un precursor distinto (Esquema 16).**
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F ! F O |
N F (0]
NHPMP NCA . /©/
E F H,O, MeCN . F H,N
F
F F

PMPH

F
F
F F
F ‘ F
PMBHN H, (2 atm)
NHPMB 10% Pd/C
F F AcOEt
F ‘ F
F
a: (1) a: 86%
b: meso b: 38%

Esquema 16. Desproteccion de amina. Con PMP se observo la descomposicion de la diamina en sus precursores
al tratarla con NCA. Con PMB (p-metoxibencil), la reduccidn catalitica dio como resultado la diamina libre.

Durante una etapa en la sintesis de la (+)-salsolidina, Tomioka y colaboradores
enfrentaron el mismo problema, por lo que evaluaron diversas modificaciones en las

condiciones de reaccién, obteniendo resultados moderados con dos sustratos

homologos (Esquema 17).%*
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OMe
o - OO
2 OMe
0% o}
OMe ° OH
OMe
D oo i .0
e HoN
2) NaBH, 2 OMe
HN 0 OH
oM 47%
€ OAc
OMe OMe
1) NCA
OMe 2) NaBH, HoN + AcHN +
3) Ac,0, NaOHac OMe OMe
32% 43% OAc
OAc
OMe OMe OMe
N 1) NCA N . AN .
OMe 2) NaBH, H2N c
3) Ac,0, Na,CO3 ac OMe OMe

33% 56% OAc

Esquema 17. Desproteccion de amina con NCA. Se prueban varias condiciones para mejorar el rendimiento.

Chein y colaboradores utilizaron esta modificacién en una etapa de la sintesis de un
modulador de la senalizacién hormonal. Ademas, en otro paso de la misma ruta
sintética, probaron una alternativa en la que utilizaron persulfato de amonio con una

cantidad catalitica de NCA, con la que obtuvieron buenos resultados (Esquema 18).%°

e e
O  NCA, NaBH, 0
Hzo, MeCN
NHPMP NH,
32%
PMPSNH 0 1) (NH,);S,05, NCA NH, O NH, O
H,O, MeCN
EtO : 5) 50,0, TEA EtO : + EtO
0O = MeOH (o) = 77% (o)
937

Esquema 18. Desprotecciones de amina. Se observa un buen resultado al usar una combinacion de persulfato de
amonio con NCA como catalizador.
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OBJETIVOS

General

Disenar y desarrollar una estrategia sintética basada en reacciones de condensacion
para la obtencién de compuestos tipo 1,3-oxazinanos polisustituidos, con el fin de
contribuir a la exploracion de nuevas estructuras con potencial actividad

antineoplasica.

Especificos

Disefar una ruta sintética eficiente para la obtencién del 5-etil-4,6-difenil-1,3-
oxazinano, basada en metodologias de condensacidon empleadas en construcciéon de

anillos heterociclicos.

Sintetizar y caracterizar los estereoisdmeros del 5-etil-4,6-difenil-1,3-oxazinano

utilizando analisis de resonancia magnética nuclear de protény carbono.

Determinar el rendimiento total y la relacion diastereomérica de los productos

obtenidos en la ruta sintética propuesta.

Evaluar la versatilidad y el alcance de las reacciones involucradas, mediante la
modificaciéon de condiciones experimentalesy laincorporaciéon de diferentes sustratos

o reactivos.

Establecer la viabilidad de la metodologia desarrollada para su posible aplicaciéon en

la sintesis de compuestos analogos con potencial actividad antineoplasica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los antecedentes presentados, el analisis retrosintético para la obtencion
del heterociclo oxazinano se orientd hacia la estrategia a, por dos razones principales.
En primer lugar, las estrategias alternativas fragmentaban aun mas el anillo, lo que
complicaria la sintesis. Ademas, se hareportado que un ligero exceso de formaldehido
puede inducir la dimerizacién del oxazinano, lo que representaria un desafio practico
al intentar mitigar esta reaccidon secundaria. En segundo lugar, el aminoalcohol
requerido como precursor para la sintesis mediante la estrategia a puede obtenerse a
través de una reaccidn de Mannich partiendo de una imina aromatica, lo cual
representa una alternativa mas viable tanto desde el punto de vista practico como
econdmico. En particular, se tenia interés en trabajar con la N-(4-metoxifenil)-
bencilimina, una materia prima cuya sintesis se tiene bien establecida y cuya

versatilidad se ha explorado ya en trabajos anteriores.*®

Se evaluaron diversas estrategias retrosintéticas para conectar dicha materia prima
con la obtencidn de un oxazinano especifico. Como ruta preliminar, se propuso la que
se muestra en el Esquema 19, estableciendo inicialmente el compuesto 5a como la

molécula objetivo.
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6

Esquema 19. Retrosintesis preliminar de trabajo.

Como se muestra en el Esquema 20, los compuestos p-anisidina y benzaldehido,
ambos comercialmente disponibles, se utilizaron como materiales de partida para la
sintesis de la imina 1. Para ello, se disolvio la arilamina en DCM anhidro en presencia
de Na,SO, como desecante, seguido de la adicién del aldehido. Tras una purificacién
por cromatografia flash y posterior filtracion de los cristales, se obtuvo el compuesto 1

con un rendimiento del 51%.

L
NH O

>
>

o]
;S IO
DCM, Na,SO4 | TMSOTf, TEA o

ta,3h DCM, ta12h
NH,

Esquema 20. Sintesis de 3-((4-metoxifenil)amino)-3-fenil-2-metilpropanoato de etilo 6.
El espectro de RMN "H del compuesto 1 (figura 5), muestra una sefal simple a 8.26

ppm, correspondiente al protdn unido al carbono sp? directamente unido al nitrégeno
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de la imina. Las sefales en el intervalo de 7.73 a 7.26 ppm se asignan a los protones
aromaticos pertenecientes al benzaldehido, mientras que las sefales doblesen 7.08y
6.74 ppm corresponden a los protones aromaticos de la anisidina. Finalmente, la senal

del grupo metoxi se detecta a 3.57 ppm.

0 Y O o © T N

N ~ NQo N (o] 1

© [N NN N © © N (3]
RN N CH,

-

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
84 82 80 78 76 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 50 4.8 46 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4
f1 (ppm)

N —

et A

— M N —

7 3.0

Figura 5. Espectro de RMN "H a 500 MHz del compuesto 1.

Laimina 1 resultaba de interés para explorar acoplamientos con ésteres alifaticos. Por
ello, se sometié a una reaccion de Mannich con una modificacién tipo Mukaiyama, lo
que permitio su acoplamiento con propanoato de etilo, obteniéndose una mezcla
diastereomérica del compuesto 6 con un rendimiento del 56.5%. Los
diastereoisémeros resultaron inseparables por cromatografia en columna. El espectro
de RMN 'H del compuesto 6 (figura 6) muestra las sefales esperadas para la mezcla de

los diastereocisémeros. En la region de 7.33 a 7.20 ppm, se observan las sefiales
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correspondientes a los protones aromaticos del fenilo. Las senales dobles del p-
metoxifenilo provenientes de cada par de estereoisémeros aparecen en 6.68, 6.66,
6.50 y 6.48 ppm. Las sefales dobles a 4.64 y 4.43 ppm se asignan a los protones
asimétricos N-CH, mientras que los protones Me-CH se observan como senales
quintuples a2.92y 2.81 ppm. Las sefiales simples de los grupos metoxi se detectan en
3.68 y 3.67 ppm, mientras que los grupos etilo generan un conjunto de sefales
complejas en laregion de 1.18 a 1.12 ppm, donde también se encuentran las senales
correspondientes al grupo metilo alfa al carbonilo, con una integracién total de 12
protones. Finalmente, los protones metileno aparecen superpuestos en una sefal

complejaa4.10 ppm.
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Figura 6. Espectro de RMN "H a 500 MHz del compuesto 6.

El producto obtenido se reservé para efectuar pruebas de actividad bioldgica. Se

entregd una muestra del compuesto 6 al Instituto Universitario de Bio-Organica
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Antonio Gonzalez en Canarias, Espafa, el cual realizé ensayos de inhibicién de
crecimiento celular sobre seis cepas de células tumorales. Las GI50 y las SD se

resumen en la tabla 1.

Linea celular GI50 (M) SD #EXp
A549 4.7x10° 6.0x10°® 2
HelLa 3.7x10°® 4.1x10° 3

MIA PaCa-2 4.5x10°° 6.0x10°® 3
SW1537 6.9x10°® 7.9x10°® 3
T-47D 4.4x10° 6.6x10° 3
WiDr 4.6x10° 5.6x10°® 3

Tabla 1. Resultados de ensayos in vitro de la inhibicion de crecimiento celular del compuesto 6 sobre diferentes
cepas celulares.

Los datos mostraron una actividad antiproliferativa moderada, siendo HelLa la linea

celular mas sensible al compuesto 6, seguida de T-47D y MIA PaCa-2.

Durante la busqueda de condiciones 6ptimas para el intercambio de grupo funcional
(IGF) de 6 con el fin de obtener 2a, se replanted la retrosintesis y se exploraron dos

rutas alternativas (Esquema 21).
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NH OH
Mukaiyama-Mannich Stork
con arilcetonas estereoselectiva
L o o
NH O N HoN

O/\:Q) : +

0]
I
Esquema 21. Replanteamiento de la retrosintesis.

La primera propuesta consistié en aplicar condiciones de tipo Stork sobre la imina 1,
lo que permitiria lainclusién de un inductor quiral, abriendo la posibilidad de lograr una
sintesis enantioselectiva. La segunda ruta mantuvo el enfoque de la reaccion de
Mannich modificada, pero sustituyendo el éster por la arilcetona homologa. Esta via
resultaba prometedora, ya que se han reportado altos rendimientos para diversas
aminocetonas estructuralmente similares a 2a, y su posterior reduccion podria

realizarse sin necesidad de aislar el intermediario.

Para validar esta segunda estrategia, se llevd a cabo un ensayo preliminar en el que la
imina 1 fue tratada con acetofenona bajo condiciones tipo Mukaiyama-Mannich.
Posteriormente, se extrajo el crudo de reaccidon con diclorometano (DCM), se eliminé
el disolvente al vacio y se procedié a una reduccién con borohidruro de sodio (NaBH,)
en metanol. Como se discutira mas adelante, aunque esta ruta era viable desde el
punto de vista sintético, su ventaja relativa se vio disminuida por ciertos desafios

experimentales.
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Ambas rutas requerian el uso de propiofenona, un reactivo no disponible
comercialmente. Para evitar retrasos, se optd por sustituirlo con butirofenona, un
analogo estructural de mayor disponibilidad. Los ensayos realizados demostraron que
la via de sintesis mediante la reaccidon de Stork no fue efectiva bajo las condiciones
exploradas. En contraste, la reaccion tipo Mukaiyama-Mannich permitié la obtencion
del compuesto 2 con un rendimiento del 56% y un exceso diasteromérico del 45.16%

(Esquema 22).

0
a) ~""Ph

0) —X—> 9]
™~ APNBO0.2 eq, -
Cat 0.2 eq
N NH O

| THF, 60 °C, 20 h

0]

1 TMSOTf, TEA 2
DCM
ta.12h
[
N TMSO
H Ph
Catalizador

Esquema 22. Sintesis del compuesto 2, a) ensayo via reaccion de Stork con un catalizador quiral, b) ensayo via
reaccion de Mukaiyama-Mannich.

El espectro de RMN 'H del compuesto 2 (figura 7) mostré un conjunto complejo de
sefales en la regidon de 7.96 a 6.42 ppm, correspondientes a los protones aromaticos
de los diastereoisdmeros. Los protones asimétricos N-CH aparecen como senales
dobles en 4.70 y 4.60 ppm, mientras que los protones asimétricos del Et-CH se
superponen en una sefal ubicada en 3.84 ppm. Las sefiales de los grupos metoxilo se
detectaron a 3.68 y 3.66 ppm, mientras que los grupos etilo en la posicién 2 se
observan como cuatro sefiales multiples en 2.11, 1.96, 1.76 y 1.63 ppm, que
corresponden a los protones diastereotépicos del metileno, y dos sefiales triples en

0.92y 0.80 ppm, que corresponden a los protones metilo.
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Figura 7. Espectro de RMN "H a 500 MHz del compuesto 2.

Una vez obtenido el compuesto 2, se procedid a su reduccion. Para ello, se disolvio en
etanol con una pequefia cantidad de acetato de etilo para mejorar su solubilidad y se
redujo con NaBH,. El producto resultante, el aminoalcohol 7, se obtuvo como una
mezcla de los diastereisomeros esperados. En la figura 8 se muestra el espectro de

RMN "H del producto crudo después de la eliminacién de disolventes.

Para facilitar la asignacion estructural del compuesto 7, las sefiales correspondientes
a posiciones homodlogas se integraron de forma conjunta. En la region de 7.35 a 6.97
ppm, se observan las senales correspondientes a los anillos aromaticos, mientras que
los protones del grupo p-metoxifenilo (PMP) aparecen entre 6.63 y 6.34 ppm. Los
protones quirales N-CH se encuentran en el intervalo de 4.86 a 4.72 ppm, los protones

asimétricos de la posicion 1 se detectan entre 4.57 a 4.40 ppm. Por otro lado, los
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protones asimétricos de la posicion 3 se ubican en la regidon de 2.15 a 1.84 ppm,
mientras que los grupos metoxilo se presentan como sefiales simples entre 3.56 a 3.50
ppm. Los metilenos diastereotdpicos se encuentran en elintervalo de 1.69a 1.23 ppm

y finalmente, los grupos metilo se muestran como sefiales triples en la region de 0.83

a 0.40 ppm.
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Figura 8. Espectro de RMN "H a 500 MHz del compuesto 7.
Para evaluar su reactividad, el compuesto 7 se sometid a condiciones de ciclacion
intramolecular con el objetivo de formar la oxazina 3, siguiendo un procedimiento
basado en el uso de formaldehido como agente de condensacién. El protocolo
consistié en disolver el aminoalcohol en etanol y afadir una solucién de carbonato de
potasio (K,COs3)y formaldehido al 40%. Adicionalmente, se intentd proteger el grupo
amino mediante la adicién del grupo t-Boc. Sin embargo, ninguno de los ensayos

condujo a resultados positivos (Esquema 23).
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HCHO 1.6 eq

/O /O >
K,CO3 1 eq
NH O NaBH,4 3 eq NH OH EtOH, t.a, 8 h

_—
EtOH/AcOEt
-40°Cata.1h t-Boc,0, 7.5 eq
2 7 TEA
THF, t.a12h

Esquema 23. Sintesis de 7 y ensayos de ciclacion y proteccion con t-Boc.

El comportamiento inerte del compuesto 7 bajo las condiciones de reaccién probadas
se atribuye alimpedimento estérico considerable generado por el grupo p-metoxifenilo
(PMP) unido al grupo amino. Ademas, la deslocalizacion del par de electrones del
nitrégeno mediante resonancia con el sistema 1 del anillo aromatico disminuye

significativamente su caracter nucleofilico.

Ante esta limitante, el siguiente paso légico fue eliminar el grupo p-metoxifenilo (PMP)
enlazado al grupo amino. Para lo cual, se empled un método de oxidacién con

persulfato de amonio catalizado con NCA (Esquema 24).

L
NH O NH, O

(NH4)2S,08 2 eq
NCA 0.1 eq
SReoh st ee
0°Ca35°C,3h

Esquema 24. Oxidacion de 2 a condiciones estandar.

Sin embargo, los primeros intentos produjeron rendimientos practicamente
indetectables, recuperandose en cada experimento menos de la mitad del aducto
inicial. El resto de la materia prima se degradaba, se perdia durante la extraccion o en
la purificacidon por columna cromatografica. Dado que estos resultados eran poco
favorables, se realizd una serie de modificaciones con el objetivo de incrementar el

rendimiento de la reaccién (tabla 2).
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El procedimiento, de acuerdo con el de referencia, involucra realizar una disolucion de
2 en acetonitrilo, enfriar la soluciéon a 0 °Cy adicionar por goteo una disolucién acuosa
de persulfato de amonio y NCA. Al término de la reaccidon se realiza una serie de
lavados con DCM, la fase acuosa se basifica con Na,CO; 1M y se le realiza una
extraccidon con DCM para obtener el producto. Se planted la hipotesis de que el bajo
rendimiento inicial podria deberse a la limitada solubilidad del compuesto 2 en
acetonitrilo. Por ello, se exploraron otros disolventes con mayor afinidad con el aducto,
miscibles en agua, y facilmente eliminables. Entre los evaluados, se selecciond el 1,4-

dioxano, con el cual se repitieron los ensayos.

Aducto2 | (NH,).S:0s | CAN Disolvente t(h) | Resultado
(eq) (eq) (eq)

2 0.1 MeCN 3

2 0.1 MeCN 1 o

1 0.1 MeCN 3 o

1 0.1 MeCN 1 o

1 2 MeCN 3 ()
0.1 MeCN 3
1 0.1 1,4-Dioxano 1

1 0.1 1,4-Dioxano 3 [
1.5 0.1 1,4-Dioxano 1

1.5 0.1 1,4-Dioxano 3 [

Tabla 2. Condiciones de reaccion probadas para optimizar la remocion de PMP sobre 0.2 g del compuesto 2 por
ensayo. @: se observa remocion de PMP, ©:: no hay reaccion, @: el sustrato se descompone.

Si bien algunas condiciones demostraron una mejora en cuanto a la disminucién de
pérdidas de la materia prima por descomposicion, los rendimientos solo fueron
ligeramente mejores, conun promedio del 2.2%. Uno de los principales inconvenientes
experimentales fue la solidificacion del 1,4-dioxano a 0 °C, lo que impidi6 realizar la
adicion de la disolucién oxidante a baja temperatura. Como consecuencia, en los
ensayos donde se utilizd este disolvente, la adicidon tuvo que llevarse a cabo a

temperatura ambiente.
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En la figura 9 se representa el espectro de una de las muestras obtenidas, compuesta
por los dos pares de enantiomeros del compuesto 3. En la regién de 8.02 a 7.10 ppm,
se observa un complejo de senales correspondientes a los protones aromaticos,
destacando la separacion de las senales dobles en 8.01 y 7.80, atribuidos a los
protones aromaticos orto con respecto al carbonilo. Los protones asimétricos del N-
CH aparecen como sefiales dobles en 4.33 y 4.30, mientras que los protones
asimétricos Et-CH se observan como una sefal multiple a 3.73 ppm. Por otro lado, los
protones diastereotopicos de los metilenos se identifican en forma de senales
multiples en 1.99, 1.76, 1.59y 1.38 ppm y los metilos aparecen como sefnales triples

en 0.82y 0.69 ppm.
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Figura 9.Espectro de RMN "H a 500 MHz de una muestra del compuesto 3.

Para optimizar el proceso, serealizaron una serie de reacciones con 2 gdelcompuesto

2, utilizando una mayor cantidad de acetonitrilo hasta lograr la disolucién completa
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del sustrato y aumentando la cantidad del oxidante a 2 equivalentes. A diferencia del
procedimiento de referencia, en esta serie de ensayos se omitieron los lavados con
diclorometano (DCM)y no se basificé la fase acuosa con carbonato de sodio (Na,CO3),
lo que permitié obtener un rendimiento del 10.02% y un exceso diasteromérico del
5.82% tras la purificacion por cromatografia. A diferencia de los compuestos
asimétricos obtenidos en ensayos previos, los diastereoisémeros del compuesto 3
presentaron una diferencia en el factor de retencion (f.r.) en cromatografia en capafina
(CCF) lo suficientemente amplia como para intentar su separaciéon por columna. En la

figura 10, se presentan las fracciones obtenidas en este proceso.

a)

M J__/Mut_
NH, o NH, o
(o

el

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

b)

Figura 10. Espectros de RMN "H a 500 MHz de las fracciones del compuesto 3. a) fraccién mayoritaria, compuesta
por los enantiémeros anti, b) fraccion minoritaria, que contiene al par de enantiomeros sin.

El analisis de las constantes de acoplamiento mostro, para el caso de la fraccién
mayoritaria 3a, un valor de J= 9 Hz para la interaccidn entre los protones asimétricos

N-CH-CH-CO, consistente con una configuracion relativa anti entre si. Por otro lado,
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en la fracciéon minoritaria 3b se encontré un valor de J= 6.9 Hz para el mismo tipo de
interaccion, lo cual implica una configuracién relativa sin entre este par de protones

(figura 11).

J=9 Hz J=6.9 Hz
anti sin

R & p R

T i T

434 433 4.32 4. 4.32 4.30 4.2
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 11. Configuracion relativa entre los protones asimétricos de las fracciones del compuesto 3. Se muestran
los valores de J junto con las expansiones de las correspondientes sefales del proton N-CH

Aunque la resolucion de los diastereoisdmeros fue adecuada, la cantidad disponible
del compuesto 3 era limitada y, aunado al hecho de que se perdia parte de este por
retenciéon durante la separacion, impulsé a la decisiéon de utilizar directamente en la
siguiente etapa el producto crudo sin purificar, aligual que se hace en el procedimiento

de referencia.

Se efectud una ultima serie de intentos usando acetonitrilo hasta completa disolucion
del compuesto 2 (aprox. 150 mL), se usaron 2 equivalentes de oxidante y se realizaron
los lavados con DCM, la basificaciény la extraccidon obteniendo el mismo rendimiento,
pero con la ventaja de no necesitar purificarlo por cromatografia, dado que los
espectros del residuo se mostraron bastante limpios (figura 12). La relacion

diastereomeérica fue de 56:44.
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Figura 12. Espectro de RMN "H a 500 MHz del crudo del compuesto 3 obtenido con el ultimo método

La reduccion se realizo disolviendo el crudo en metanol, adicionando NaBH,a 0 °C, y
permitiendo que la mezcla alcanzara la temperatura ambiente bajo agitacidon durante

una hora (Esquema 25). El crudo tenia la apariencia de un liquido pardo muy viscoso.

NH, O NH, OH
NaBH, 3 eq
MeOH
3 -40°Cata.1h 4

Esquema 25. Reduccidén de la aminocetona 3.

Setomo una alicuota de esta reaccidn para analizar su composiciony se demostré por

RMN 'H la presencia del aminoalcohol 4 como una mezcla de los diastereoisémeros,
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en la figura 13 se muestra el espectro de RMN "H del producto crudo después de la
eliminacion de disolventes. Para facilitar la asignacién estructural del compuesto 4, las
sefales correspondientes a posiciones homodlogas se integraron de forma conjunta.
Enlaregionde 7.34 a 6.93 ppm se observan las sefiales correspondientes a los anillos
aromaticos. Las sefales del protén quiral O-CH se encuentran en el intervalo de 5.16
a4.74 ppm, los protones asimétricos N-CH se detectan entre 4.31 a 3.99 ppm. Por otro
lado, los protones asimétricos Et-CH se ubican en la region de 1.94 a 1.57 ppm. Los
metilenos diastereotopicos del etilo se encuentran en el intervalo de 1.44 a 0.94 ppm

y finalmente, los grupos metilo se muestran como senales triples en la regién de 0.83

a 0.00 ppm.
] SSRRRERERNRAZE SIBBHLEERY 8 3
N BINTFFLFLES T [ PN P P N . N e ] S <]
NN e AN
NH, OH
CH;
— g e b 4
- a a < -
(o)} o o — (o]
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 1.5 1.0 0.
f1 (ppm)

Figura 13 Espectro de RMN "H a 500 MHz del compuesto 4.
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El andlisis de las integrales mostré que la composicion de los diastereocisémeros fue
de 52:24:19:5, lo que evidencia que la reduccidon de la aminocetona se lleva a cabo

con cierta estereoselectividad.

Estos resultados se pueden explicar a partir de un analisis conformacional de los
estereoisdmeros durante la etapa de reduccion. En la figura 14 se representan los
estereoisdmeros del compuesto 3, por simplicidad, se muestra Unicamente un
enantiémero de cada par de diastereoisdmeros. Las respectivas proyecciones de
Newman ubican los sustituyentes mas voluminosos de cada carbono asimétrico en
posicidn anti. Al convertir las proyecciones a conformaciones en silla de ciclohexano,
donde una de las aristas corresponde a un puente de hidrégeno entre el oxigeno y uno

de los protones del grupo amino, se observa con claridad la proquiralidad del

carbonilo.
NH, O NH, O
(R) Q)
Ph* (S) Ph Ph” (S) Ph
Et Et
3a 3b
H Et
Ph Ph Ph Ph
Et H NH H Et NH
= gt Re O\\\\ = H Re O\\\\\
H NH, @ H H NH, @ H
COPh Ph Si COPh Ph Si
NH, OH NH, OH
Ph” (S) : (8 “Ph > Ph” (5 : (R) YPh Ph > Ph
Et Et
4a 4b 4c
Ataque Re Ataque Si Ataque Si Ataque Re

Figura 14. Analisis conformacional de los diasteredmeros del compuesto 3 y los aminoalcoholes que se hipotetiza
que se obtienen de sus reducciones respectivas. Se muestra solo uno de los enantiomeros de cada par para
simplificar

Para el caso de 3a, la conformacion de silla es estable al mantener tanto al fenilo como

al etilo en posicion ecuatorial. Dado que el etilo se orienta hacia abajo, supone un
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impedimento estérico sobre la cara Si del carbonilo, con la consecuencia de favorecer
laformacién delcompuesto 4a al someterlo areduccion. Para el compuesto 3b, el etilo
se ubica en posicién axial impidiendo estéricamente la cara Re del carbonilo, lo que

favorece la formacién del compuesto 4c durante su reduccion.

Con base en el analisis realizado, tomando en cuenta la mayor estabilidad del
conférmero de 3a, y la relacion diastereomérica de la aminocetona, se hipotetiza que

la composicion de la mezcla de alcoholes es 4a=52%, 4c=24%, 4d=19% y 4b=5%.

Dado que, al final, esta etapa se realizo sin aislar el compuesto 3, el rendimiento de
esta etapa fue del 6.9% a partir del nimero de moles del compuesto 2 empleado, por
tanto, el rendimiento estimado de la reduccidon fue del 68%, (Esquema 26). No se le dio

ningun tratamiento posterior al crudo y se usé inmediatamente para la siguiente

reaccion.
PMP<
NH O NH, O NH, OH
2 T OD—UJTO—Cr e
2 3 4
6.9%
rd. 52:24:19:5
NH, O NH, OH
g f%o o*bo
68%

Esquema 26. a) Rendimiento de la obtencién del compuesto 4 a partir de 2 en dos etapas, b) rendimiento de la
reduccioén del compuesto 3 inferido a partir del real

Una vez obtenido el compuesto 4, se disolvié en etanol absoluto y, bajo agitacién a

temperatura ambiente, se adicioné por goteo una mezcla compuesta de carbonato de
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potasio disuelto en formaldehido al 40%. La reaccion se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente. por 18 h (Esquema 27). Tras ese tiempo el crudo se diluyé en
salmuera, se extrajo con DCM por triplicado, la fase organica se seco con Na,SO,
anhidro, se filtré y se evapord el disolvente al vacio. El residuo se purificé por placa
preparativa obteniéndose dos fracciones (mayoritaria 5a, minoritaria 5b) en relacion

3:1.

NH, OH HN” O
HCHO 40%
K,CO3, EtOH

4 ta, 18 h 5

Esquema 27. Ciclacion del aminoalcohol 4

En la figura 15 se muestra el espectro de la fraccidn mayoritaria (5a). En la region de
7.24 a7.70 ppm, se observa el conjunto de sefiales que corresponden a los protones
aromaticos. Los protones diastereotdpicos del metileno puente entre los
heteroatomos se identifican en forma de dos sefales dobles en 4.70 y 4.61 ppm. ElL
protén O-CH aparece como una senal doble en 4.79 ppm con una constante de
acoplamientoJ=3.0 Hz, mientras que el proton asimétrico N-CH se observa como una
senal doble a 4.29 ppm. El protén asimétrico Et-CH se identifica en el espectro como
un multiplete en 2.18 ppm Por otro lado, los protones diastereotopicos del etilo se
identifican en forma de sefiales multiples en 1.65y 1.42 ppmy el metilo aparece como

una sefal triple en 0.87 ppm.
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Figura 15. Espectro de RMN "H a 500 MHz del compuesto 5a

De acuerdo con la hipdétesis de la composiciéon diastereomérica del aminoalcohol 4,y
analizando las constantes de acoplamiento de los protones asimétricos de la
estructura del oxazinano 5a, se infiere que se trata de la mezcla de enantidmeros
4S,5R,6S y 4R,5S,6R. Bajo las condiciones de reaccién, el compuesto 4a se convierte
en la formilimina intermediaria, esta sufre un ataque nucleofilico intramolecular por el
oxigeno delalcohol adyacentey se completala ciclaciéon. En el Esquema 28 se muestra
el estado de transicién de la ciclacién de uno de los enantiémeros y la conformacion

en silla del producto.
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Esquema 28. Analisis conformacional de la ciclacion de 4a. Se observa la conformacion de silla del producto
esperado, el protdn asimétrico de la posicion 5 se resalta en rojo, y los acoplamientos de este con los protones de
las posiciones 4 y 6 se sefialan con lineas punteadas

Los valores de las constantes de acoplamiento de los protones en las posiciones 4y 6
con el protéon de la posicidon 5, indican que sus posiciones relativas son sin. La
conformacién del compuesto 5a mas estable, tedricamente, deberia tener el grupo
etilo y uno de los fenilos en posicién ecuatorial, no obstante, en esta configuracion, el
proton de la posicion 4 se ubica en anti con respecto al de la posicion 5. Para ubicar en
sin a los protones involucrados, la estructura conformacional requiere posicionar al
etilo en posicion axial. Este conférmero presenta varias repulsiones estéricas, tanto
del etilo como del fenilo en axial. Una alternativa propuesta, es una conformacion
torcida (figura 16) en la que los sustituyentes se distribuyen en el espacio

disminuyendo las repulsiones antes mencionadas.
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a)

Figura 16. Conférmeros del compuesto 5a. a) conformacion en silla, b) conformacion torcida. Los angulos
diedrales se representan en su conformacion de Newman. El protdn de la posicion 5 se distingue en rojo

En la figura 17 se muestra el espectro de la fracciéon menor (5b). En laregion de 7.13 a
7.27 ppm, se observa el conjunto de sefiales que corresponden a los protones
aromaticos. Los protones diastereotdpicos del metileno puente entre los
heteroatomos se identifican en forma de dos senales dobles en 4.90 y 4.52 ppm. El
protén asimétrico de O-CH aparece como una sefal doble en 4.85 ppm con una
contante de acoplamiento de J= 2.3 Hz, mientras que el proton asimétrico de N-CH se
observa como una sefial doble a 4.30 ppm con una contante de acoplamiento de J =
3.0 Hz. El protén asimétrico de Et-CH se identifica en el espectro como un multiplete
en 1.93 ppm Por otro lado, los protones diastereotdpicos del etilo se identifican en
forma de senales multiples en 1.23 y 0.78 ppm y el metilo aparece como una sefnal

triple en 0.07 ppm.
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Figura 17. Espectro de RMN "H a 500 MHz del compuesto 5b

Siguiendo el razonamiento que se usoé para la fraccion anterior, se plantea la hipdtesis
de que 5b corresponde a la mezcla de enantiomeros 4S,55,6R y 4R,5R,6S. La
representacion en conformacion de silla muestra a los fenilos en posicidon ecuatorial
minimizando las fuerzas de repulsidon estérica entre ellos (Esquema 29). Aunque el
grupo etilo se ubica en posicién axial, en este conféormero no hay hidrogenos axiales

que interactuen estéricamente con él.
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Esquema 29. Analisis conformacional de la ciclacion de 4c. Se observa la conformacion de silla del producto
esperado, el protdn asimétrico de la posicion 5 se resalta en rojo, y los acoplamientos de este con los protones de
las posiciones 4 y 6 se sefialan con lineas punteadas

A diferencia del caso de ba, las constantes de acoplamiento observadas concuerdan
con las posiciones relativas de los protones asimétricos directamente en este
conférmero. En la figura 18 se muestran los angulos diedrales entre los protones

asimeétricos. Los productos de ciclaciéon de los compuestos 4b y 4d no fueron aislados.

Et
Ph
N
H N
Ph o
H
Et : Et
Ph H Ph o} H
P
H; H; H
568°°"H H H 567°"H H H

Figura 18. Conformacion en silla del compuesto 5a. Los angulos diedrales se representan en su conformacion de
Newman. El protdn de la posicidn 5 se distingue en rojo
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PERSPECTIVAS
La investigacion en materia farmacéutica es una actividad lejos de terminar, dada la
incesante necesidad de nuevos farmacos para combatir las enfermedades mas

desoladoras que azotan a la humanidad.

Las enfermedades neoplasicas son una causa por la que es imprescindible innovar y

actualizar las farmacoterapias disponibles.

La propuesta de sintesis aun necesita optimizacién en los rendimientos de algunas
etapas, concretamente, mejorar la reaccién de la oxidacidbn aumentara

considerablemente el rendimiento global de la ruta.

Con laruta de sintesis establecida se espera obtener derivados con variaciones en los
sustituyentes de las posiciones 4, 5y 6 y realizar una biblioteca de compuestos listos

para pruebas in vitro sobre varias lineas celulares tumorales.

Aunque la presente tesis se enfocé en la obtencion de un oxazinano polisustituido,
entre las ultimas etapas se vislumbro la posibilidad de obtener también la respectiva
oxazinona 9 (Esquema 30). Dicha estructura podria tener interés farmacolégico y
sintético potencial en consonancia con los objetivos planteados, por lo que la
exploracién de su viabilidad, su actividad bioldgica y su reactividad se plantean como

continuacion tentativa a este trabajo.

o]
NH; OH 1) t-Boc,0 HNJ\O
TEA, THF
O O 2) t-BuOK O O
4 9

Esquema 30. Posibles condiciones de ciclacion del compuesto 4 para la obtencidon de oxazinonas
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CONCLUSIONES

Se realizd la sintesis de 2 pares de enantiomeros del 5-¢til-4,6-difenil-1,3-oxazinano a
partir de la p-anisidina y benzaldehido. Aunque el rendimiento fue bajo (0.5%), la ruta
se acortd en tres pasos con respecto a la planteada al inicio, ademas se consiguio

ahorrar etapas de purificaciéon en varios de ellos.

P

HN" 0 NH, OH NH, O
5 4 3
” o Il
N H,N

L o
NH O
— — — . o
J T |
2 1
Esquema 31. Ruta sintética final

Se realizé la caracterizacién de los productos por RMN. Se planteo una hipoétesis para
explicar los resultados obtenidos con base en la evidencia espectroscoépica y el
analisis conformacional de los compuestos. Aunque se demostré la obtencion de los
oxazinanos objetivos, y se propone una hipoétesis basada en la evidencia recolectada,

no se cuenta con los datos suficientes para determinar su configuraciéon absoluta.

Se determind la relacién diastereomérica de los compuestos asimétricos a partir de la
evidencia espectroscopicarecabada. Se observo que lareduccion del compuesto 3 se

lleva a cabo de manera estereoselectiva.

Se confirmod que la metodologia de la condensacidon Mukaiyama-Mannich se comporta
de manera similar con ésteres y cetonas alifaticos de cadena corta. Se observo que, en

el caso de la condensacién de p-anisidina con propanoato de etilo, el rendimiento
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disminuye con respecto al de la reaccion con acetato de etilo que se usd como
referencia en la bibliografia (con propanoato el rendimiento fue del 56.5%, mientras
que el reportado con acetato fue del 80%). Con esta observacidon se prevé que la
reaccidn con cetonas de cadena mas larga seguird esta tendencia. El uso de
sustituyentes aromaticos muestra que sustituyentes voluminosos en las posiciones 4
y 6, si bien no propiciaron rendimientos altos, tampoco muestran impedimentos
significativos de tipo estérico durante las etapas de la sintesis. Esto permite suponer
que no habra mayor problema si se prueban las condiciones de reaccién de la ruta con

materias primas de diferentes sustituyentes.

Se sintetiz6 un aminoéster con actividad antineoplasica moderada in vitro. Los datos
muestran una ligera predileccion sobre epiteliomas, siendo Hela la linea celular mas
sensible. Aunque la actividad anti proliferativa es austera, el compuesto es interesante
como posible modelo para una linea de investigaciéon de analogos con actividad

antitumoral.
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Capitulo 2
PARTE EXPERIMENTAL

Métodos experimentales generales: Todas las reacciones se llevaron a cabo bajo
atmosfera inerte de nitrégeno, empleando solventes secados quimicamente y
destilados a condiciones anhidras. Se utilizaron las técnicas estandar de introduccién

de reactivos mediante inyeccion por jeringa.

Los reactivos se adquirieron y se usaron sin purificacion adicional. Las reacciones se
monitorearon mediante CCF utilizando placas comerciales de gel de silice 60 F2s, de la
marca Merck. Para su revelado, se empleé una ldmpara ultravioleta y una solucién de
acido fosfomolibdico al 10% p/p en etanol absoluto. La purificacién de productos por
cromatografia en columna se llevé a cabo bajo presion, utilizando gel de silice
Macherey-Nagel 60 como fase estacionariay mezclas de acetato de etilo y hexano en

proporciones adecuadas como eluyentes.

Los espectros de Resonancia Magnética Nucleas (RMN) de 'H y *C se obtuvieron en
un espectréometro Bruker 500 MHz, empleando cloroformo deuterado (CDCl;) como
disolvente y TMS como referencia interna. Los valores de los desplazamientos
quimicos se expresan en partes por millén (ppm) con respecto al TMS, y las constantes
de acoplamiento (J) en Hertz. Para describir la multiplicidad de las sefales en los
espectros de 'H se utilizaron las siguientes abreviaturas: (s) simple, (d) doble, (dd)
doble de doble, (dqg) doble de cuadruple, (ddq) doble de doble de cuadruple, (t) triple,

(q) cuadruple, (m) multiple, (sa) sefial ancha.
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Sintesis de la N-(4-metoxifenil)-bencilimina 1

[ jO\
o
Se introdujeron 5.5 g (44.66 mmol, 1 eq) de p-anisidina (recién purificada por
cristalizacion en HEX) en un matraz de baldn seco con agitador magnético. Se purgé el
sistema con N, y posteriormente, se disolvié la p-anisidina inyectando 15 mL de
diclorometano anhidro (DCM). A la solucién resultante se le anadieron por goteo 5 mL
(49.00 mmol, 1.1 eq) de benzaldehido y se dejé en agitacién a temperatura ambiente
por 3 horas. El crudo se purificé por cromatografia en columna (silica8 cmx5cm @,
HEX), obteniéndose un liquido amarillo oleoso y viscoso que finalmente cristalizo en

un sélido blanco brillante y ligeramente nacarado con un rendimiento del 51% (4.79 g,

22.67 mmol). p.f.=74°C.

RMN'H (500 MHz, CDCLy), 5 (ppm): 8.26 (1H, s, NH), 7.73 (2H, m, Ph), 7.26 (3H, m, Ph),
7.08 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ph), 6.75 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 3.57 (3H, s, OCHs).

RMNC (125 MHz, CDCLs), & (ppm): 158.43 (C-0), 158.3 (C=N) 144.9 (Ph), 136.6 (Ph),
131.1 (Ph), 128.9 (Ph), 128.7 (Ph), 122.4 (Ph), 114.5 (CH2-N), 55.5 (OCH.).
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Sintesis de la 2(((4-metoxifenil)amino)(fenil)metil)-1-fenilbutan-1-ona 2

O, .

Se introdujeron 4 g (18.93 mmol, 1.2 eq) del compuesto 1 en un matraz de balén seco
con agitador magnético. El sistema se purgd con N,, y posteriormente, el compuesto
se disolvio inyectando 15 mL de diclorometano (DCM) anhidro mediante canula. A la
disolucién resultante se le anadieron por goteo 2.4 mL (15.77 mmol, 1 eq) de
butirofenona, seguido de la inyeccion de 2.64 mL (18.93 mmol, 1.2 eq) de trietilamina
anhidra (TEA). Finalmente, se adicionaron 4.8 mL (26.81 mmol, 1.7 eq) de
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (TMSOTf). La mezcla de reacciéon se dejé en
agitacion a t.a. por 12 horas. El crudo se purificd mediante cromatografia en columna
(silica 8 cm x5 cm @, 1:1 HEX:DCM), tras la eliminacién del disolvente por vacio, se
obtuvo un liguido amarillo oleoso y viscoso que precipité en un sélido blanco, terroso
y opaco, que corresponde a la mezcla de diastereoisémeros. Se obtuvo un rendimiento
del 56% (3.32 g, 9.24 mmol) y un exceso diastereomérico (d.e.) del 45.16%, calculado

a partir del espectro de RMN'H del crudo de reaccién. p.f.=110 °C.

Mayoritarios RMN "H (500 MHz, CDCl;), & (ppm): [0.80 (3H, t, CHs), 1.63 (1H, m, CH,),
2.11 (1H, m, CH,), 3.66 (3H, s, OCHs), 3.84 (1H, m, O=CCH), 4.60 (1H, d, NCH), 6.42
(2H, d, PMP), 6.65 (2H, d, PMP), 7.18-7.96 (10H, m, Ar). RMN C (125 MHz, CDCl;), 6
(ppm): 12.6 (CHs), 19.7 (CH,), 54.4 (CHCO), 55.7 (OCHs), 60.0 (NCH), 114.5 (PMP),
114.8 (PMP), 127.1 (Ar), 127.3 (Ar), 128.3 (Ar), 128.7 (Ar), 128.8 (Ar), 133.4 (Ar), 137.5
(Ar), 141.6 (Ar), 141.9 (Ar), 152.1 (Ar), 203.0 (CO)].

Minoritarios RMNH (500 MHz, CDCLs), & (ppm): [0.92 (3H, t, CHs), 1.76 (1H, m, CH.),
1.96 (1H, m, CH.,), 3.68 (3H, s, OCHa), 3.84 (1H, m, O=CCH), 4.70 (1H, d, NCH), 6.49
(2H, d, PMP), 6.68 (2H, d, PMP), 7.18-7.96 (10H, m, Ar). RMN "*C (125 MHz, CDCLy), &
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(ppm): 12.4 (CHs), 24.8 (CH,), 53.8 (CHCO), 55.8 (OCHs), 60.6 (NCH), 114.6 (PMP),
115.0 (PMP), 126.8 (Ar), 127.2 (Ar), 128.1 (Ar), 128.5 (Ar), 128.6 (Ar), 133.1 (Ar), 138.5
(Ar), 141.4 (Ar), 142.3 (Ar), 151.8 (Ar), 205.0 (CO)].

Sintesis de 2-(amino(fenil)metil)-1-fenilbutan-1-ona 3

NH, O
Se disolvieron 1.5 g (4.17 mmol, 1 eq) del compuesto 2 en 111 mL de MeCN en un
matraz de baldén con agitador magnético. A la disolucién resultante, enfriada en bano
de hielo, se le adicioné por goteo una disolucién de 1.9019 g (8.33 mmol, 2 eq) de
persulfato de amonioy 0.2284 g (0.41 mmol, 0.1 eq) de nitrato cérico amdnico en 150
mL de agua destilada. La mezcla de reaccidn se retird del bafio de hielo y se calent6 a
bano Maria hasta 35 °C manteniéndose en agitacién por 3 horas. Posteriormente, el
crudo se diluy6 con agua (100 mL) y se lavé con DCM (3 x 15 mL). La fase acuosa se
basifico con Na,CO; 1M hasta un pH de 8, se extrajo con DCM (3 x 15 mL). La fase
organica se sec6 con Na,SO, y el disolvente se evaporo al vacio. El producto se obtuvo
como un residuo aceitoso de color carmesi, correspondiente a la mezcla de
diastereoisémeros, con un rendimiento del 10.02% (0.1059 g, 0.42 mmol) y una

relacion diastereomérico de 56:44 calculado a partir del espectro de RMN'H del crudo

de reaccion.

3a: RMN 'H (500 MHz, CDCLls), & (ppm): [0.83 (3H, t, CHs), 1.76 (1H, m, CH>), 2.10 (1H,
m, CH,), 3.73 (1H, m, O=CCH), 4.31 (1H, d, NCH), 7.14-7.81 (10H, m, Ar). RMN "°C (125
MHz, CDCLls), & (ppm): 12.0 (CHs), 21.2 (CH.), 55.6 (CHCO), 57.1 (NCH), 126.8 (Ar),
127.1 (Ar), 128.0 (Ar), 128.4 (Ar), 128.5 (Ar), 132.8 (Ar), 138.1 (Ar), 144.1 (Ar), 203.1
(CO)].
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3b: RMN "H (500 MHz, CDCLs), & (ppm): [0.70 (3H, t, CH3), 1.39 (1H, m, CH.), 1.60 (1H,
m, CH,), 3.73 (1H, m, O=CCH), 4.33 (1H, d, NCH), 7.27-8.01 (10H, m, Ar). RMN °C (125
MHz, CDCLls), 5 (ppm): 11.4 (CHs), 24.1 (CH,), 55.3 (CHCO), 58.3 (OCHs3), 127.2 (Ar),
127.5 (Ar), 128.3 (Ar), 128.6 (Ar), 128.6 (Ar), 133.0 (Ar), 138.7 (Ar), 144.2 (Ar), 205.1
(CO)I.

Sintesis de 2-(amino(fenil)metil)-1-fenilbutan-1-ol 4

NH, OH

Se disolvieron 106 mg (0.418 mmol, 1 eq) del compuesto 3 en 5 mL de MeOH en un
matraz de balén con agitador magnético. A la disolucién resultante, enfriada en un
bafio de hielo, se le adicionaron 47.4 mg (1.25 mmol, 3 eq) de borohidruro de sodio. La
mezcla de reaccion se llevo a temperatura ambiente y se dejé en agitacién durante 2
horas. La reaccidn se extingui6 con salmuera (10 mL), se extrajo con DCM (3 x 10 mL),
la fase organica se secd con Na,SO, y el disolvente se evaporo al vacio. El producto se
obtuvo como un residuo aceitoso pardo, correspondiente a la mezcla de
diastereoisémeros, con un rendimiento del 68% (0.0733 g, 0.287 mmol) y una
composicion diastereomérica de 52:24:19:5 determinada a partir de las senales de los

metilos en el espectro de RMN'H del crudo de reaccién.

4a: RMN'H (500 MHz, CDCls), 3 (ppm): [0.75 (3H, t, CHa), 1.00-1.45 (2H, m, CH,), 1.64.
(1H, m, Et-CH), 4.26 (1H, d, NCH), 4.77 (1H, d, OCH) 6.96-7.33 (10H, m, Ar). RMN™C
(125 MHz, CDCls), 8 (ppm): 12.2 (CHs), 17.7 (CH,), 52.2 (Et-CH), 56.2 (NCH), 72.9 (OCH)
125.9 (Ar), 126.3 (Ar), 126.4 (Ar), 127.3 (Ar), 127.9 (Ar), 128.8 (Ar), 143.5 (Ar), 144.2 (Ar)]

4b: RMNH (500 MHz, CDCLy), 3 (ppm): [0.33 (3H, t, CHa), 1.00-1.45 (2H, m, CH.), 1.92
(1H, m, Et-CH), 3.85 (1H, d, NCH), 4.73 (1H, d, OCH) 6.96-7.33 (10H, m, Ar). RMN'C
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(125 MHz, CDCLls), & (ppm): 9.2 (CHs), 21.5 (CH,), 49.5 (Et-CH), 60.8 (NCH), 79.0 (OCH)
125.4 (Ar), 126.2 (Ar), 127.4 (Ar), 127.4 (Ar), 128.3 (Ar), 129.0 (Ar), 144.1 (Ar), 146.0 (Ar)]

4c: RMN'H (500 MHz, CDCLly), & (ppm): [0.02 (3H, t, CHs), 1.00-1.45 (2H, m, CH.), 1.85
(1H, m, Et-CH), 4.28 (1H, d, NCH), 5.10 (1H, d, OCH) 6.96-7.33 (10H, m, Ar). RMN"3C
(125 MHz, CDCls), 8 (ppm): 13.9 (CHs), 14.7 (CH,), 53.1 (Et-CH), 60.1 (NCH), 77.9 (OCH)
125.7 (Ar), 125.7 (Ar), 126.6 (Ar), 126.9 (Ar), 128.1 (Ar), 128.5 (Ar), 143.9 (Ar), 145.2 (Ar)]

4d: RMN'H (500 MHz, CDCls), 5 (ppm): [0.80 (3H, t, CHa), 1.00-1.45 (2H, m, CH,), 1.68
(1H, m, Et-CH), 4.04 (1H, d, NCH), 4.79 (1H, d, OCH) 6.96-7.33 (10H, m, Ar). RMN™C
(125 MHz, CDCls), 8 (ppm): 12.5 (CHs), 17.1 (CH,), 52.1 (Et-CH), 54.7 (NCH), 74.7 (OCH)
126.1 (Ar), 126.1 (Ar), 126.7 (Ar), 126.9 (Ar), 128.3 (Ar), 128.3 (Ar), 143.8 (Ar), 145.5 (Ar)]

Sintesis de 5-¢etil-4,6-difenil-1,3-oxazinano 5

Se disolvieron 73.3 mg (0.287 mmol, 1 eq) de 4 en etanol absoluto (5 mL). A la
disolucién anterior en agitacion se le adiciond una disolucién de 40.1 mg de K,COs;
(0.29 mmol, 1.011 eq) en formaldehido al 40% (0.7 mL). La reaccién se mantuvo en
agitacion por 18 h a temperatura ambiente. Tras ese tiempo, se adicionaron 5 mL de
salmuera y la mezcla se extrajo con DCM (3x15 mL). La fase organica se secd con
Na,SO, y se evapord al vacio, el residuo se purificd por cromatografia en placa
preparativa (sistema DCM), se colectaron dos fracciones, la primera de 7.2 mg (0.027
mmol) y la segunda de 22.6 mg (0.084 mmol). El rendimiento total fue del 25.2 % con

una relacion diastereomérica 1:3.

5a: RMN'H (500 MHz, CDCLls), 5 (ppm): [0.87 (3H, t, CHs), 1.42 (1H, m, CH.), 1.65 (1H,
m, CH.), 2.18 (1H, m, Et-CH), 4.29 (1H, d, N-CH), 4.61 (1H, d, N-CH,-0), 4.70 (1H, d, N-
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CH,-0), 4.79 (1H, d, O-CH), 7.24-7.70 (10H, m, Ar). RMN™C (125 MHz, CDCLs), & (ppm):
12.6 (CHs), 18.6 (CH»), 44.2 (Et-CH), 54.4 (N-CH), 76.2 (N-CH,-0), 76.3 (O-CH), 125.4
(Ar), 126.6 (Ar), 126.8 (Ar), 127.4 (Ar), 128.2 (Ar), 128.7 (Ar), 141.5 (Ar), 141.8 (Ar)],

5b: RMN'H (500 MHz, CDCls), & (ppm): [0.07 (3H, t, CHa), 0.78 (1H, m, CHy), 1.23 (1H,
m, CH,), 1.94 (1H, m, Et-CH), 4.30 (1H, d, N-CH), 4.51 (1H, d, N-CH,-0), 4.85 (1H, d, O-
CH), 4.90 (1H, d, N-CH,-0), 7.13-7.27 (10H, m, Ar). RMN™C (125 MHz, CDCLls), 3 (ppm):
14.8 (CHs), 15.2 (CH,), 47.0 (Et-CH), 62.0 (N-CH), 80.3 (N-CH,-0), 81.5 (O-CH), 125.2
(Ar), 125.5 (Ar), 126.7 (Ar), 126.9 (Ar), 128.1 (Ar), 128.3 (Ar), 140.5 (Ar), 141.4 (Ar)]
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