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CAPITULO I

1.1 RESUMEN

En el presente trabajo de maestria se llevd a cabo la sintesis de nuevas
estructuras esteroidales diméricas derivadas de trans-androsterona (1), con un
grupo éter como espaciador 2 y 3 y glutarato 4 y 5 sobre el anillo A de la trans-
androsterona.

HO

T

Posteriormente se preparo el derivado C-16 bromohalogenado 6 que se utilizd
para la formacion en el anillo D de un sistema heterociclico de tiazol 7.
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(0]

nmBr

AcO AcO
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Finalmente se obtuvieron diversos derivados esteroidales aromaticos 8 - 15 de

ureas y tioureas monomeéricas.
H
O
~ h (8) X = CH,

N

\.§s S (9) X=H
(10) X = OMe
(11) X = Cl

AcO (12) X=F

H

X
@/ (13) X=H

(14) X=CHj
(15) X= CI

AcO




CAPITULO I

1.1 INTRODUCCION

La palabra esteroide proviene del griego (stereos = solidos), estos compuestos
organicos son alcoholes solidos que constituyen un amplio grupo de productos
naturales los cuales se encuentran distribuidos en el reino vegetal y animal.* Los
esteroides poseen un esqueleto derivado del ciclopenta[a]perhidrofenantreno
(Figura 1), el cual esta conformado por cuatro anillos fusionados denominados
A, B, Cy Dy por lo general, contiene grupos metilo sobre las posiciones C-10y
C-13, mientras que en C-17 frecuentemente hay una cadena lateral
hidrocarbonada.? La gran mayoria de los compuestos esteroidales poseen un
grupo hidroxilo en C-3 y la numeracion de los esteroides esta definida por la
IUPAC.?

Figura 1. Estructura derivada del ciclopenta[a]perhidrofenantreno

Los dobles enlaces son también grupos
funcionales usualmente observados en
moléculas esteroidales naturales; un
ejemplo de ello es el colesterol (Figura 2),
uno de los derivados esteroidales mas
comunes presentes en la naturaleza que
contiene un grupo alcohol en C-3 \ y,

Figura 2. Estructura del colesterol

Challinor, V. L.; De Voss, J. J. Nat. Prod. Rep. 2013, 30, 429-454.

Moss, J. P. Pure Appl. Chem. 1995, 67, 1307-1375.

Panico, R.; Powell, W.; Richer, J. C.; A guide to IUPAC nomenclature of organic compounds,
Blackwell Scientific Publications: Oxford, 1993. 3

wnN e



CAPITULO I

Existen cuatro grandes familias de hormonas esteroidales: androgenos
(ej. dihidrotestosterona y androstenediona), estrégenos (ej. estradiol),
progestinas (ej. progesterona) y corticoides (ej. cortisol)* (Figura 3), las cuales
tienen como precursor comun al colesterol que mediante reacciones de
dehidroxilacion-oxidacion e hidroxilacion catalizadas por las enzimas citocromo
P450 y deshidrogenasas las cuales permiten la biosintesis de las familias antes
mencionadas.®

[ Androgenos]

Dihidrotestosterona Androstenediona
OH o
0~ : f

(o]
‘H on
OH °

T

W, HO nmQH
 mmm— —
HO (o)
Estradiol HO Cortisol
[ Estrogenos ] Colesterol [ Corticoides ]

I

Progesterona

[ Progestinas]

Figura 3. Familia de hormonas esteroidales

4. Poirier, D. Drugs. Devel. Res. 2008, 69, 304-318.

5. Melmed, S.; Conn, P. M. Endocrinology, basic and clinical principles, 2" Ed. Humna Press.
Totowa, New Jersey, 2005.
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CAPITULO I

Los esteroides han sido uno de los principales focos de investigacion a lo
largo de la historia cientifica.® Ademas de todo el grupo de esteroides naturales,
hay otros compuestos derivados que en conjunto es muy extenso,’ la gran
mayoria ha mostrado diferentes propiedades biologicas interesantes, por lo que
pueden actuar como farmacos para el tratamiento de diversas enfermedades
incluyendo: las cardiovasculares, insuficiencias suprarrenales, infecciones
flngicas y microbianas, entre otras.® Por otro lado se han sintetizado diversos
derivados esteroidales como agentes anticancerigenos; para el tratamiento del
cancer de mama, de préstata, tumores cerebrales y leucemia.®*°

Se ha demostrado que pequefias modificaciones en la estructura del
sistema esteroidal pueden dar lugar a importantes cambios en la actividad
biolégica lo que ha llevado a muchos grupos de investigacion al desarrollo y
obtencién de este tipo de compuestos.!?

A grandes rasgos la modificacion estructural de los esteroides se puede
dividir en dos categorias. La modificacion del esqueleto esteroidal, mediante la
sustitucion de algun atomo de carbono del nucleo esteroidal por ciertos
heteroatomos.’? La segunda categoria implica la incorporacién de nuevos
grupos funcionales a la estructura del esteroide, esta ultima suele ser la mas
comun debido al extenso trabajo sintético que es necesario para la incorporacion
de heteroatomos en el nucleo esteroidal lo que ha permitido la obtencion de
nuevas moléculas con mayor actividad biolégica que las materias primas de
partida.’® La sintesis de esteroides que contienen un heterodtomo o un anillo
heterociclico unido o fusionado al esqueleto del esteroide ha atraido la atencion
de muchos sectores cientificos debido a que presentan propiedades bioldgicas
interesantes.!* Diversos autores han reportado derivados esteroidales con
fragmentos heterociclicos en los anillos A o D, estos compuestos presentaron
actividad antimicrobiana, antioxidante y antiinflamatoria entre otros.'® Cabe

Salvador, J. A,; Carvalho, J. F.; Neves, M. A,; Silvestre, S. M. Nat. Prod. Rep. 2013, 30, 324-374.
Bhatti, H. N.; Khera, R. A. Steroids. 2012, 77, 1267-1290

Gautier, S.; Martel, C.; Labrie, F. J. Steroid Biochem. 2012, 132, 93-104.

Billich, A.; Nussbaumer, P.; Lehr, P. Steroid Biochem. 2000, 73, 225-235.

. Shang, S.; Zhang, Z.; Zhuang, X.; Luo, J.; Cao, X.; Li, H.; Tu, Z.; Lu, X.; Ren, X. Bioorg. Med. Chem.

Lett. 2012, 22, 1208-1212.

. Kopel, L. C.; Ahmed, M. S.; Abdelaziz, M. A.; Steroids. 2013, 78, 1119-1125.
12.
13.
14.

Mohareb, R. M.; Ahmed, M. S.; Halawish, F. T.; Steroids. 2014 86, 45-55.
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resaltar que diversos heterociclos esteroidales han mostrado actividad citotéxica
y antiproliferativa en diversas lineas celulares cancerigenas.!® (Figura 4).

5 g

Acthldad antlcancerlgena Acthldad anticancerigena
Cancer de prostata Cancer cervicouterino

° |
N< \ N

/ NH H NN

=N —N I
Z
o
HO o

[ Inhibidor de deshidrogenasa] {Agente antiinflamatorio}

Figura 4. Compuestos esteroidales unidos o fusionados a heterociclos con
diferente actividad biologica

Otro tipo de familia que ha sido objeto de estudios por parte de diversos grupos
de investigacion son los dimeros esteroidales debido a que han mostrado
actividad farmacolégica importante, ademas de que presentan propiedades que
que permiten su aplicacion en diferentes campos de la ciencia. Por ejemplo,
como catalizadores para diferentes reacciones organicas o0 como micelas para
detergentes.’

Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo de tesis esta orientado en la
busqueda y desarrollo de nuevas metodologias, que permitan la obtencion de
derivados esteroidales diméricos y heterociclicos con estructuras novedosas v,
una posible actividad biolégica semejante o0 mejorada con respecto a los nucleos
ya reportados.

15. Tantawy, M. A.; Nafie, M. S.; Elmegeed, G. A.; Ali, I. A. I. Bioorg Chem. 2017, 73, 128-146. (b)
Grupta, A.; Kumar, B. S.; Negi, A. S. J. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 2013, 137, 242-270.

16. Kristic, N. M.; Matic, I. Z.; Juranic, Z. D.; Novacovic, I. T.; Sladi, D. M. J. Steroid. Biochem. Mol.
Biol. 2014, 143, 365-375
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1.2 ANTECEDENTES
Androgenos

Los androgenos (del griego "andro" que significa hombre o masculino) son
esteroides sexuales tradicionalmente considerados responsables de las
caracteristicas masculinas.!® La testosterona es la principal hormona esteroidal
producida en el organismo y el principal andrégeno en los hombres. Muchos
efectos de estas biomoléculas no estdn mediados por la testosterona sino mas
bien por los llamados "metabolitos activos”. La enzima Sa-reductasa convierte la
testosterona en el mas potente androgeno la 5a-dihidrotestosterona (DHT). Esta
conversion es de suma importancia para el desarrollo de los genitales durante la
gestacion embrionaria. Asi también la DHT sigue siendo el principal agente
androgénico que actla en la prostata durante la edad adulta. La aromatizacién
de la testosterona da como resultado un segundo metabolito activo, el 17(3-
estradiol (Esquema 1), el cual desempefia un papel importante en el desarrollo
fisico durante la etapa adulta en mujeres y hombres.*®

OH

Testosterona

Aromatasa
5o—Reductasa

OH OH OH
—~————————
HO (o) Ho\\\\

17p-Estradiol 5a-Dihidrotestosterona 3a-17p-Androstenodiol

Esquema 1. Produccion de metabolitos activos a partir de la testosterona

17. Schiffer, L.; Arlt, W.; Storbeck, K. H. Mol Cell Endocrinol. 2018, 465, 4-26.
18. Narayanan, R.; Coss, C. C.; Dalton, J. T. Mol Cell Endocrinol. 2018, 465, 134-142
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La enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3 (173-HSD3) juega
un papel importante en el metabolismo de los andrégenos. Esta enzima es
responsable aproximadamente de un 60% de la produccion de andrégenos
presentes en el cuerpo de los hombres.?® La 17B-HSD3 se encarga de la
transformacion de 4-androsten-3,17-dione a testosterona, sin embargo, también
es la responsable del origen del cancer de préstata 2! (Figura 5).%2

0 OH OH
17B-HSD3
5 : 5a-reductasa
(o] (o) (o}

4-androsten-3,17-diona Testosterona Dihidrotestosterona

Inhibicién ‘ \

Accion Accion
androgenica androgenica

Prostata

Figura 5. Bloqueo de la biosintesis de testosterona y dihidrotestosterona
mediante un inhibidor de 173-HSD3

En las ultimas décadas se ha llevado a cabo el desarrollo y sintesis de
inhibidores esteroidales y no esteroidales de esta enzima con el fin de combatir
la proliferacion tumoral sensible a andrégenos.?? En el esquema 2 se muestran
algunos derivados esteroidales de trans-androsterona que resultaron ser buenos
inhibidores de la enzima 173-HSD3.2% 24

19. Andersson, S. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 1995, 55, 533. (b) Luu-The, V. J. Steroid Biochem.
Mol. Biol. 2001, 76, 143.

20. Mohler, M. L.; Naranayan, R.; He, Y.; Miller, D. D.; Dalton, T. D. Recent Pat. Endocr. Metab.
Immune Drug Discov. 2007, 1, 103.

21. Tchedam Ngatcha, B.; Luu-The, V.; Poirier, D. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2000, 10, 2533.

22. Djigoué, G. B., Kenmogne, L. C.; Roy, J.; Maltais, R; Poirier, D. Bioorg Med Chem 2013, 23,
6360-6362.

23. Huang, Y.; Cui, J.; Zhong, Z.; Gan, C.; Zhang, W.; Song, H. Bioorg Med Chem. 2011, 21, 3641-
3643.

11



CAPITULO I

HOOC

HN

OI//,

HNT N
N o
o

(0]
| N H
o=s"

©/CF3

Esquema 2. Derivados esteroidales inhibidores de la 173-HSD3

Se ha reportado la sintesis de diversos analogos androgénicos con
pequefios fragmentos en su estructura de tipo amino, amido, urea, imino entre
otros (Figura 6), este tipo de derivados presentaron actividad biolégica frente a
diversas lineas celulares de cancer?®, los derivados con un atomo de azufre en
su nucleo esteroidal presentaron inhibiciébn de esteroide sulfatasa (STS), este
tipo de inhibidores han recibido considerable interés debido a su papel en la
produccion local de androgenos y estrogenos, por lo que han sido empleados en
terapias de tratamiento de cancer dependientes de hormonas esteroidales como
el de mama, cervicouterino y prostata también en enfermedades dependientes
de andrégenos como el acné y alopecia androgénica. 28

24. S, Ray.; |, Dwivedy. Development of estrogen antagonists as pharmaceutical agents, Advances
in Drug Research. 1997, 29, 171-270. (b) Perreault, M.; Maltais, R.; Dutour, R.; Poirier, D.
Steroids. 2016, 115, 105-113.

25. Pasqualini, J. R.; Gelly, C.; Nguyen, B. L.; Vella, C. J. Steroid Biochem. 1989, 34, 155-163.
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Figura 6. Derivados androgénicos con diferente actividad bioldgica

Dimeros esteroidales

Uno de los mayores retos de la quimica organica moderna es el disefar
moléculas nuevas que se encuentren diversamente funcionalizadas y que sean
utiles para el estudio de diversos procesos bioldgicos y farmacolégicos.?’

En muchos de ellos, la simetria juega un papel crucial. Por ejemplo,
numerosas proteinas responsables de la proliferacion y diferenciacion celular
existen como homodimeros y se activan a través de la dimerizacion, un paso
clave en sus respectivas cascadas de sefializacion.?’ Por esta razén se han
desarrollado diversas sintesis de moléculas diméricas capaces no solo de
interactuar con receptores bioldgicos especificos, sino también de inducir
respuestas biolégicas mayores que las correspondientes especies
monomeéricas.

26. Hadden, M. K.; Blagg, B. S. J. Med. Chem. 2008, 8, 807-816.
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Un dimero es una especie quimica que consiste en dos subunidades
estructuralmente similares denominadas mondémeros unidas por enlaces que
pueden ser fuertes o débiles.?®

En particular, los dimeros esteroidales son un grupo de esteroides
modificados pero mas complejos que sus monémeros, y es muy conocido que
conservan las caracteristicas propias de los esteroides tales como su rigidez y
su estructura inherentemente asimétrica. Ademas, contienen numerosos centros
guirales que se encuentran presentes sus cuatro anillos fusionados tal como se
muestra con el acido célico (Figura 7)
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20
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OH
OH
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Figura 7. Estructura del &cido colico

Estos derivados diméricos fueron descubiertos por primera vez en los
50s,2°como subproductos en diversas sintesis y no adquirieron importancia sino
hasta después de 1973, cuando fueron aislados en la naturaleza.*° En la década
de los 80s fue cuando comenz6 a surgir el interés por estos analogos de los
esteroides.® La evidencia de que existian en la naturaleza otras formas
diméricas esteroidales y, de que la dimerizacion del esqueleto esteroidal puede
otorgar caracteristicas y aplicaciones unicas, se reforzé con el descubrimiento
de la transformacion microbiana del acido dehidrocélico.®? (Figura 8).

27. Nahar, L.; Sarker, S. D. Steroids Dimers. John Wiley & Sons, Ltd. 2012.

28. Crabbe, P.; Zdeic, J. A.; Bull. Soc. Chem. Belg. 1961, 70, 403

29. Fieser, L. F.; Fieser, M. Steroids. New York: Reinhold Publishing Corppration. 1960.

30. Pettit, G. R.; Inoue, M.; Kamano, Herald, D. L.; Arm, C.; Dufresne, C.; Christie, N. D. J. Am.
Chem Soc. 1988, 110, 2006-2007.

31. Nakao, K.; Iwadoh, A.; Hirota, T.; Hayakuwa, S. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1987, 1, 1508-
15009.
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Figura 8. Sintesis microbiana de dimeros esteroidales

Debido a que los dimeros esteroidales han mostrado diversas
propiedades que resultan interesantes, por ejemplo: muchos exhiben
comportamiento micelar, son detergentes o cristales liquidos.®® Por otra parte,
muchos derivados son relevantes en el campo farmacéutico ya que muestran
variadas actividades biolégicas como citotoxicidad con potencial
anticancerigeno,® antimalarico,®® también han sido usados como paraguas
moleculares, % bloques de construccion de receptores artificiales.®” Muchos
grupos de investigacion se han interesado en realizar innumerables sintesis de
dimeros esteroidales.

Clasificacion de los dimeros esteroidales.

Dado que la estructura de una molécula es la que determina sus propiedades,
los dimeros esteroidales pueden clasificarse de diversas maneras.

En primer lugar, se pueden clasificar de manera general segun sean
ciclicos o lineales. Los dimeros lineales (también conocidos como dimeros
aciclicos) son aquellos que presentan la conexion por medio de los diferentes

32. Mc Kenna, J.; Mc Kenna, J. M.; Thornthwaite, D. W. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1977, 809.

33. Lépez- Antdn, N.; Rudy, A.; Barth, N.; Schmitz, L. M.; Pettit, G.R.; Schulze- Osthoff, K.; Dirsch,
V. M.; Vollmar, A.M. J. Biol. Chem. 2006, 281, 33078-33086.

34. Opsenica, D.; Pocsfalvi, G.; Juranic, Z.; Tinant, B.; Declercq, J- P.; Kyle, D. E.; Milhous, W. K;
Solaja, B. A. J. Med. Chem. 2000, 43, 3274-3282

35. Pandey, P. S.; Rai. R.; Singh. R. B. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2002, 918-923

36. Janout. V.; Jing, B.W.; Regent, S. L. Bioconjugate Chem. 2002,13, 351-354.
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anillos del esqueleto esteroidal o a través de grupos espaciadores directos. Los
dimeros ciclicos esteroidales, pueden estar unidos directamente, o por medio de
espaciadores que generan nuevas estructuras macrociclicas, por ejemplo,
ciclocolatos o colafanos.®® (Figura 9).

C3|:|17 C8H17

OH OH

Dimero lineal

(o)
N
: H
OH OH o "
HN
(o}

Colafano Ciclocolato

Figura 9. Ejemplo de dimeros esteroidales ciclicos y aciclicos

Los dimeros esteroidales también pueden clasificarse como dimeros
simétricos y asimétricos; *° cuando un derivado dimérico se encuentra formado
por dos unidades esteroidales idénticas se denomina dimero simétrico, cuando
dos unidades esteroidales diferentes o bien, cuando dos unidades esteroidales
idénticas se unen de manera que no hay simetria en el dimero resultante se
conoce como dimero asimétrico.*° (Figura 10).

37. Yuexian, L.; Dias, R. J. Chem. Rev. 1997, 283-304

38. Jurasek, M.; Dzubdk, P.; Sedlak D.; Dvorakova H.; Hajduch M.; Bartunek, P.; Steroids, 2013, 78,
356-361.

39. Carrillo, R. M. B.; Pereira, M. M.; Moreno, M. J. S. M.; Takacs, A.; Kollar, L.; Tetrahedron Lett.
2013, 54, 2763-2765.
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Figura 10. Derivados diméricos simétricos y asimétricos.

Una manera alternativa de clasificar los dimeros esteroidales es dividirlos
en dimeros naturales y sintéticos.

La japindina fue el primer esteroide dimérico hallado en la naturaleza el
cual fue aislado de la corteza de Chonemorpha macrophylla en 1973.4 Desde
entonces, se han encontrado distintos derivados esteroidales aislados de
diversas especies marinas y vegetales. Los mas relevantes son las
cefalostatinas aisladas y caracterizadas por Pettit y colaboradores®® de la
especie de gusano marino Cephalodiscus gilchristi y consideradas una de las
citotoxinas mas potentes que existen, las riterazinas aisladas de la esponja
marina Ritterella tokioka %? y las crelastatinas aisladas de la esponja marina
Crella sp (Figura 11).

40. Banerji, J.; Chatterjee, A. Indian J. Chem. 1973, 11, 1056-1060.
41. Fukuzawa, S.; Matsunaga, S.; Fusetani, N. J. Org. Chem. 1994, 59, 6164-6166
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Figura 11. Dimeros esteroidales de origen natural.

Muchos de los derivados diméricos antes mencionados, son conocidos
como agentes citotoxicos, por ejemplo, la cefalostatina 1 se encuentra entre las
citotoxinas naturales mas potentes ya evaluadas por el Instituto Nacional del
Céancer (NCI por sus siglas en inglés) este compuesto de origen natural demostro
un prominente potencial anticancerigeno en lineas celulares de leucemia y
cancer de mama.*® 44

Sintesis de dimeros esteroidales.

Existen diversos métodos de variada eficacia para la preparacion de un amplio
rango de dimeros estructuralmente diferentes. A continuacion, se presentan
algunos ejemplos.

42. Pettit, G. R. Pure & Appl. Chem. 1994, 66, 2271-2281
43. Muller, I. M.; Dirsch, V. M.; Rudy A.; Lopez-Anton, N.; Pettit, G. R.; Vollmar, A. M. Mol. Pharmacal.
2005, 67, 1684-1689.
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Una de las estrategias mas sencillas para la sintesis de dimeros
esteroidales es emplear grupos espaciadores a través de reacciones de
acilacion o esterificacion, utilizando la funcion éster como linker , bajo esta linea
de trabajo Hoffman y Kump % unieron dos moléculas de estrona mediante acido
teraftalico para obtener el derivado dimerico conectado por una funcién éster
(Esquema 3).

—_— (0]

HO o

(o)

Esquema 3. Dimero de estrona utilizando un linker teraftalato

Karmas y colaboradores “¢ reportaron la sintesis de un nuevo tipo de
esteroide dimerico asimétrico mediante la reaccion de hemitioacetales de
cetonas esteroidales (Esquema 4).

CgHq7
CgH47

CgH47

a) 1) TsOH, Ac,0, 2) HCI, THF, 3) H,0

Esquema 4. Dimeros asimétricos.

44. Hoffman, S.; Kumpf, W. Z. Chem. 1986, 8, 293
45. Karmas, G., J. Org. Chem. 1968, 33, 2436.
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Recientemente Vesper y colaboradores,*’ reportaron la sintesis de derivados
monomeéricos y diméricos de testosterona, destacando el dimero b por su
actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer de préstata (Esquema 5)

OH OAc
—_—
—_—
. O
o o //,,,,/\)J\o/\/OH
a
testosterona
OAc
P
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© ' ° YO
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Esquema 5. Derivado dimerico de testosterona con actividad antiproliferativa.

En nuestro grupo de investigacion, Arenas-Gonzalez y colaboradores*
reportaron la sintesis de dimeros esteroidales conteniendo heterociclos de
triazolopirimidina en su estructura (Figura 12).

Figura 12. Dimero esteroidal con nucleos heterociclicos

46. Vesper A, R.; Lacroix, J.; Gaudreault, R.; Tajmir-Rihai, H.A.; Bérubé, G. Steroids. 2016, 115, 98-
104

47. Arenas-Gonzalez, A.; Mendez-Delgado, L.A.; Merino-Montiel, P.; Padrén, J.M.; Montiel- Smith,
S.; Vega-Baez, J.L.; Meza Reyes, S. Steroids. 2016, 116, 13-19
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Heterociclos

Los heterociclos juegan un papel importante en la quimica medicinal, son pieza
clave en la estructura de cualquier farmaco, ya que poseen grupos donadores y
aceptores de puentes de hidrégeno que permiten la interaccién con enzimas y
proteinas. Los heterociclos pueden mejorar la potencia in vitro, la lipofilia o la
solubilidad del farmaco proporcionando asi las propiedades farmacocinéticas y
farmacéuticas deseadas.*® Los compuestos heterociclicos son de gran interés
en el campo farmacéutico y de diversos campos como son: plaguicidas
herbicidas, etc., debido a que poseen diversas propiedades bioldgicas. La
versatilidad de los heterociclos en el descubrimiento de nuevos farmacos, abre
la posibilidad al tratamiento de diversos padecimientos, ejemplos de estos
derivados son; el axitinib,>® ponatinib,®® dasatinib,>? y lapatinib,>® farmacos
utilizados en diferentes terapias contra el cancer (Figura 13).
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Axitinib Ponatinib

Cl

Dasatinib Lapatinib

Figura 13. Compuestos heterociclicos utilizados como farmacos.

48. Lewis, D. F.; Jacobs, M. N.; Dickins, M. Drug Discover.Today. 2004, 9, 530-537

49. Escudier, B.; Gore, M.; Drugs R. D. 2012, 11, 113-126

50. Huang. W,S.; Metcalf, C.A.; Sundaramoorthi, R.; Wang, Y.; Zou, D.; Thomas, R. M.; Zhu, X.; Cali,
L. J. Med. Chem. 2010, 53, 4701-4719.

51. Goldman, J.M.; Melo, J. V. N Engl J Med, 2003, 349, 1451-1464.
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En la busqueda de nuevos compuestos con mejores propiedades

terapéuticas,> se han realizado diversas modificaciones en la estructura de los
esteroides, ya sea en la cadena lateral o en cualquiera de los anillos del
esqueleto esteroidal, mediante la introduccion de heteroatomos o reemplazando
uno o mas atomos de carbono con diferentes grupos funcionales (Figura 14),
este cambio en su estructura puede dar como resultado un cambio en sus
actividades biolégicas. 55657
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Figura 14. Derivados esteroidales con heterociclos fusionados o ligados a la
estructura esteroidal.
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Sintesis de tiazoles

Entre los compuestos heterociclicos de cinco miembros se encuentra el tiazol.
Este heterociclo se caracteriza por tener un atomo de nitrégeno y uno de azufre
como parte de su estructura. Los tiazoles ocupan una posicion prominente entre
los heterociclos, en la naturaleza, el anillo de tiazol es el centro activo de la
coenzima derivada de la vitamina B1 (tiamina) °8 (Figura 15)

@
N NT N NN\
483 )\N/ NHZ\\S OH
Tiazol Tiamina

Figura 15. Estructura del tiazol y de la Viatamina B1 (tiamina)

Existe una gran cantidad de compuestos de origen natural y sintético
(Figura 15), que presentan anillos de tiazol en su estructura, y los cuales exhiben
importantes efectos biologicos, tales como antitumoral, actividades antifungicas,
antibioticas y antivirales, mientras que otros tienen diversas aplicaciones como;

cristales liquidos, protectores solares o cosméticos.*®
(o]

o N NH,
(]
HO
S

Derivado sintetico
S \ Actividad antitumoral
%N _ o
- 2 N
N “?k “ﬁ
A O > S
o NH H o /_2/ =
\H\WN,,,/ /"NJ\O S Ph NH HN
H /\E D, N o
o OH N o~ \>/k
v :

Ritonavir ] _
Antiretroviral ‘ Didmolamida A

Origen Narutal

Figura 16. Derivados de tiazol con diversa actividad biologica
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El método clasico para la sintesis de tiazoles es mediante la reaccion
Hantzsch, donde se condensa una a-halocetona con una tioamida o tiourea
(Esquema 6). Este método da excelentes rendimientos para ciclos simples. %60

S X

H
Rz R1 S R
J b L—"0"
R1 NHz o R3 R
3

X=Cl, Br. I, OTs, OMs

Esgquema 6. Sintesis de tiazoles mediante la sintesis de Hantzsch

En cuanto a la obtencion de estos heterociclos en esteroides, Burkhart y
colaboradores ®! reportaron la sintesis de diversos derivados de tiazol a partir de
pregnenolona (Esquema 7), los derivados sintetizados resultaron buenos
inhibidores de la enzima Ci7(20) liasa, enzima involucrada en el origen de cancer
de mama y prostata.

HBr-Hzlj\
78
N
_—
H,N HO
2
~ /S
—_— IIIIIH N =
—_—
E— Ulle];!
HO HO
Pregnonolona HO

Tiazoles esteroidales obtenidos

Esquema 7. Sintesis de tiazoles esteroidales con actividad bioldgica

60. Burkhart, J. P.; Gates, C. A.; Laughlin, M. E.; Resvick, R. J.; Peet, N. P. Bioorg Med Chem. 1996,
4, 1411-1420.
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En el 2008 Khan y colaboradores®? reportaron la sintesis one-pot mediante
microondas de diversos tiazoles fusionados en el anillo B de 5a-colestan-6-ona
(Esquema 8).

CgHq7

S

HZNJ\NHPh‘

-

I5, isopropanol X

H
o) M.W

5a-colestan-6-ona

X=H, OAc, OPr

Esquema 8. Sintesis de tiazoles fusionados al anillo B del esteroide

Posteriormente Zhang y colaboradores,®® llevaron a cabo la sintesis de
diferentes analogos esteroidales que contienen heterociclos derivados de imino
tiazoles fusionados al anillo D del esteroide utilizando como materia de partida
la dehidroepiandrosterona. (Esquema 9).

o] N NH2 N R
AP el
- o .

Epiandrosterona , <
Cl

R=
/N\/O /Nﬁ

OMe

\ J

Esquema 9. Sintesis de iminotiazoles esteroidales

61. Khan, A.; Alam, A.; Mushfig, M. Chinese. Chem. Lett. 2008, 19, 1027-1030
62. Zhang, B. L.; Zhang, E.; Pang, L. P.; Song, L. X.; Li, Y. F.; Yu, B.; Liu, H. M. Steroids. 2013, 78,
1200-1208.
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Recientemente Ansari y colaboradores, reportaron la sintesis de
multicomponentes one-pot de tiazoles acoplados al anillo B de diversas cetonas
esteroidales derivadas del 5a-colestan-6-ona, mediante el wuso de
tiosemicarbazida y 2-cloroacetoacetato de etilo (Esquema 10). Los compuestos
obtenidos presentaron actividad antifiingica y antimicrobiana.®*

Y/
7y, 1,

s
HZN.H)'\NH2
5 CH,COONa
2 EtOH, Reflujo X |
X ™h X COOEt N_ X= OAc, ClI, H

NH

cl b
- N”"S

X= OAc, CI, H _

)‘S:o

EtO

Esquema 10. Tiazoles derivados de 5a-colestan-6-ona

Ureas y tioureas.

Los derivados de urea y tiourea son una importante clase de compuestos que
han sido utilizados en un gran namero de campos; como el farmacéutico,
agroguimico, y en la ciencia de materiales.®® En el sector farmacéutico la utilidad
de las ureas y tioureas se debe a la gran variedad de actividades bioldgicas que
presentan, por ejemplo: son encontradas en compuestos antimalaricos, como
inhibidores de las proteasas de la hepatitis C, como inhibidores de proteasas del
VIH, como agente terapéutico contra la obesidad, como agentes
anticancerigenos, antibiéticos, anticonvulsivantes y antimicrobianos ® (Figura
17). Ademas, de ser utilizadas como catalizadores, ligandos, reactivos, solventes
y sustratos para una gran cantidad de transformaciones sintéticas.®’

63. Ansari, A.; Ali, A.; Asif, M.; Rauf, M. A.; Owais, M.; Shamsuzzaman. Steroids. 2018, 134, 22-36.

64. Du, X.; Hansell, E.; Engel, J. C.; Caffrey, C. R.; Cohen, F. E.; McKerrow, J. H. Chem. Biol. 2000,
7, 733-742.

65. Youssef, K. M.; Al-Abdullah, E.; EI-Khamees, H. Med. Chem. Res. 2003, 11, 481-503.

66. Strukil, V. Beilstein J. Org. Chem. 2017, 13, 1828-1849.
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Figura 17. Farmacos con el grupo tiourea y urea en su estructura

En la literatura se ha descrito una variedad de compuestos que contienen
la funcion tiourea y urea en su estructura, y que han mostrado actividad
antiproliferativa y antitumoral en contra de diversas lineas celulares cancerosas
sin embargo, a pesar de que diversas tioureas y ureas, asi como estructuras
esteroidales por si solas han presentado actividad biolégica importante, son
pocos los casos en que se han sintetizado esteroides con enlaces tioureido y
ureido.

En 2006 Khan y colaboradores, ® llevaron a cabo la sintesis de un
derivado esteroidal con la funcién tiourea en el anillo B del colesterol (Figura
18), el compuesto sintetizado mostro ser un potente agente antibacteriano dando
mejores resultados que el antibidtico cloranfenicol.

C1oH1g

Figura 18. Tiourea esteroidal con actividad antibacteriana

67. Khan, S. A,; Singh, N.; Saleem, K. Eur. J. Med. Chem. 2008, 43, 2272-2277
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En nuestro grupo de investigacion, Romero-Hernandez y colaboradores
han reportado la sintesis de tioureas esteroidales unidas al anillo A de la
diosgenina (Esquema 11) las cuales mostraron actividad antiproliferativa.

o (o)

HO

Diosgenina

R= W W TN%

Esquema 11. Derivados de tiourea con actividad antiproliferativa

Recientemente, Romero-Hernandez llevo a cabo la sintesis de 2-
aminooxazolinas espirostanicas utilizando como precursores de estos
heterociclos diversas tioureas derivadas de la trans-androsterona’™
(Esquemal?).

Funcion
tiourea
_______ NH
(o] ; : N<
HO | $ | 4\gR
N “‘“\:N’IkNLR 2
—_— EH H:
> : e
HO ">~ .
trans-androsterona R=
R= Bu, Ph, Ciclohexilo = Bu, Ph,
Ciclohexilo

Esquema 12. Derivados de tiourea a partir de trans-androsterona

68. Romero-Hernandez, LL.; Merino-Montiel, P.; Montiel-Smith, S.; Meza-Reyes, S.; Vega-Baez,
JL.; Abasolo, I.; Schwartz, S. Jr.; Lopez, O.; Fernandez-Bolafos, JG. Eur. J Med Chem. 2015,
99, 67-81.

69. Romero-Hernandez, LL.; Merino-Montiel, P.; Meza-Reyes, S.; Vega-Baez, J.; Lopez, O.; Padron,
JM.; Montiel-Smith, S. Eur. J Med Chem. 2018, 143, 21-32.
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Asi también en nuestro grupo de investigacion se llevo a cabo la sintesis
de un dimero esteroidal a partir de estrona utilizando un linker de urea *

(0]
HO Estrona
(0]
0
: H H
Funcion
Urea

Esquema 13. Dimero esteroidal de estrona con un linker de urea

Como se ha citado anteriormente los compuestos esteroidales que
presentan heterociclos de tiazol u oxazol, o espaciadores de ureas o tioureas en
su estructura han mostrado propiedades bioldgicas interesantes. Por lo que
basandonos en estos antecedentes se plantean los siguientes objetivos en este
trabajo de investigacion.

70. Fuentes-Aguilar, A. Sintesis de heteroesteroides derivados de estrona y estudios de actividad
biologica. 2016.
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1.4 OBJETIVOS

Sintetizar nuevos compuestos monomeéricos derivados de la trans-androsterona
con un heterociclo de tiazol diversamente funcionalizado en el anillo D del
esqueleto esteroidal. Ademas de compuestos diméricos con diferentes grupos
espaciadores con el fin de obtener estructuras con actividad biolégica
prometedora.

OBJETIVOS PARTICULARES

Sintetizar nuevos dimeros esteroidales con diferentes grupos
espaciadores en C-3 de la trans-androsterona.

Sintetizar derivados esteroidales monoméricos y diméricos con
heterociclos sobre el anillo D de la trans-androsterona.

Disefiar rutas eficientes que permitan la formacién de los nuevos
derivados esteroidales.

Proponer mecanismos de reaccion para explicar la formacién de los
diferentes productos obtenidos.

Caracterizar inequivocamente los diferentes derivados esteroidales
obtenidos mediante las diferentes técnicas fisicas y espectroscépicas
como RMN, masas e IR.

Realizar la evaluacion biolégica de los derivados esteroidales obtenidos
en el presente trabajo.
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1.5 DISCUSION DE RESULTADOS Y ANALISIS
ESPECTROSCOPICO

trans-Androsterona (1)

La trans-androsterona es uno de los esteroides presentes en la naturaleza mas
importantes a nivel sintético y farmacoldgico, el cual presenta una funcion
hidroxilo en C-3, por lo que puede ser empleado en la sintesis de nuevos
derivados diméricos de tipo esteroidal. De la misma manera cuenta con un grupo
carbonilo en posicién C-17, el cual es pieza clave en la formacion de sistemas
heterociclos unidos o fusionados al esqueleto esteroidal esteroidal con
potenciales actividades biologicas. Debido a la importancia de la trans-
androsterona 1, en este trabajo se utilizara como materia prima en la sintesis de
novedosas estructuras esteroidales.

A continuacion, se presenta el espectro de RMN de *H (Espectro 1) de la
materia de partida 1, en el cual se aprecian los desplazamientos de las sefiales
mMAas representativas: protdn de base oxigeno H-3, protones en posicion a al
carbonilo de cetona (H-16a.y H-16y), y los protones correspondientes a los CH3z
(H-18 y H- 19)

H-164

jJ: :IAJL ] ""LJM lL".l MM’WNW *:J'" hw|‘

as ’—"—l—"—v—“—l—' o '—T'

8

0.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 4.8 4.6 4.4 42 4.0 38 36 34 32 30 26 24 22 20 1,5 1,4 12 1.0 06 04

28
1 (ppm)

Espectro 1. RMN de 'H (500 MHZ, CDCIls) de trans-androsterona 1

En el espectro de 13C (Espectro 2), se puede apreciar la sefial de carbono del
carbonilo de cetona C-17 a frecuencias altas, el carbono base oxigeno C-3, el
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carbono C-16 en posicion a al carbonilo de cetona y los carbonos
correspondientes a los metilos C-18 y C-19 como sefales mas destacadas.

Cc-14 C-9 . Cc-4
18 O C-13 s C-16

19 0 J | { _J_
16 y - ; ;
1 55 50 f (ppg‘E) 40 c-18

T T T T T T T T T T T v T T T T T T T T T T T
220 210 200 1% 180 170 60 150 140 130 429 0 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm)

Espectro 2. RMN de 3C (125 MHZ, CDCIz) de trans-androsterona 1

Los datos espectroscopicos para RMN de H y '3 C fueron comparados
con los reportados en la literatura.’?

1.5.1 Sintesis de dimeros esteroidales simétricos a partir de trans-
androsterona

Existen pocos reportes de dimeros esteroidales derivados de trans-androsterona
(1) por lo que se llevo a cabo la obtencién de nuevos derivados esteroidales
diméricos, utilizando al grupo éter y glutarato como linkers sobre el anillo A del
esteroide.

1.5.1.1 Obtencion de dimeros a través de un grupo espaciador éter

La unién de dos fragmentos esteroidales por medio del anillo A, se llevo a cabo
mediante una reaccion de Williamson sobre el hidroxilo en C-3 de la trans-

71. Bridgeman, J. E.; Cherry, P. C, Clegg, A.S.; Evans, J. M.; Jones, E. R.; Kasal, A.; Kumar,
V.; Meakins, G. D.; Morisawa, Y.; Richards, E. E.; Woodgate, P. D. J. Chem. Soc. Perkin 1.
1970, 2, 250-257
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androsterona (1) con 1,2-dibromoetano como linker, hidroxido de potasio como
base y DMF como disolvente de reaccion generando 2 con un rendimiento del
56% aunque se ensayaron diversas condiciones de reaccién no fue posible
incrementar el rendimiento del nuevo derivado esteroidal (Esquema 11).
Posteriormente, se llevo a cabo la reduccién del grupo carbonilo en C-17
empleando un reductor suave como el borohidruro de sodio. lo que permitio
obtener el derivado dimérico hidroxilado 3 con un rendimiento del 85% (Esquema
11).

(o)

KOH/DMF |
Bra g -
HO = Br : !
H Reflujo, 6 h L2 56%

-

NaBH, / MeOH OH

1= =
o—\—
w
oo
&)}
X

HO

Esquema 11. Sintesis de dimeros esteroidales con un linker tipo eter

Mediante la técnica de IR, es posible observar los cambios en los grupos
funcionales de la materia de partida con respecto a 2 (Espectro 3), se pueden
apreciar las bandas de absorcion en 1759 y 1722 cm™ correspondientes a las
vibraciones de tension (C=0) de los carbonilos de cetona en C-17. Asi también,
se observa una banda ancha en 1183 cm¥, la cual pertenece a las vibraciones
de tension (C-O) en C-3, indicando que el grupo espaciador éter esta presente
en la estructura
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Espectro 3. IR del derivado dimérico 2

En el espectro de IR de del dimero 3 (Espectro 4), se observa una banda
ancha en 3205 cm™ la cual se debe a la vibracion de tensién del enlace O-H, asi
también, resalta la ausencia de las bandas correspondientes a los grupos
carbonilos de cetona lo que indica la reduccion del carbonilo en C-17 generando

la funcionalidad hidroxilo.

Asi mismo, se observan dos bandas intensas en 1058 y 1026 cm? las
cuales se deben a la vibracion de tensién de (C-O) del éter dimérico en C-3 y al
grupo hidroxilo en C-17
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Espectro 4. IR del derivado dimérico 3
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La formacion de los dimeros 2 y 3 fueron confirmados por espectroscopia de
RMN: dada la simetria de los productos, Unicamente se observa un juego de
sefales tanto para el espaciador como para el nucleo esteroidal. En los
espectros de H se observa la presencia de una nueva sefial simple en 4.41 ppm
correspondiente a los protones de CH> (H-1"), lo que nos indica la presencia del
grupo éter con respecto a la materia de partida 1. (Espectro 5)

La reduccidén del grupo carbonilo en C-17 genera la funcionalidad OH en el
dimero 3, por lo que su espectro de 'H muestra ahora una nueva sefial
correspondiente a H-17 en 3.50 ppm, la presencia de este grupo hidroxilo genera
un desplazamiento a frecuencias menores de H-16. de 2.44 a 1.96 ppm respecto
al dimero 2, provocado por el menor efecto de desproteccion del nuevo grupo
funcional OH, asi también, se aprecia que los protones correspondientes al
grupo metilo C-19 se desplazan ligeramente a frecuencias mas bajas en 0.71
ppm, el resto de las sefiales permanecen practicamente sin cambios.

18 fo) H-18
H-19
19
16
1' S
(0) H
2 H
2
H-16. | H-9
JIl} JJJJ r'“-f\l hﬂ M'ﬁn“w" "l' il NM| s
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36 3!4 3'2 3',[] 28 26 ;,‘A 2‘2 (.2I,CI m1,8 1,‘5 :I,A‘l 1',2 1.0 U,IEICI CLIE
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18 OH
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H-19
ﬁ 2 H-18
3
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n MeOD H- 16|,
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Espectro 5. RMN de 'H (500 MHz) de los compuestos 2y 3

Los espectros de RMN de *3C revelan los siguientes cambios:
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En el espectro del derivado 2 se observa una sefial adicional en 68.2 ppm el cual
corresponde al carbono (C-1") de la funcidon éter, lo cual confirma que ambas
unidades monomericas han reaccionado para generar el derivado dimerico 2. La
sefal de C-3 se desplaza ligeramente a frecuencias mayores, de 71.0 a 73.6
ppm respecto a la materia de partida 1.

Por otro lado, en el espectro del compuesto 3, la sefal asignada a C-17 se ha
desplazado a frecuencias menores (de 221 ppm a 81.2 ppm), al pasar de un
carbono de cetona (C=0) a un carbono con un grupo hidroxilo (C-OH), por lo
que el efecto electroatractor del oxigeno con hibridacion sp? ya no esta presente
cuando se genera el dimero esteroidal 3 (Espectro 6).

18 o -1
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I j c-19
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2 H |
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5 a0 75 70 65 60 55 s0 40 as a0 5 o 15 10

= f111Y)

Espectro 6. RMN de 3C (125 MHz) de los compuestos 2y 3

El experimento de masas del dimero 3 (Espectro 7) corrobora el pico ion
molecular M* con una relacion m/z = 610 para la formula quimica CoHesO4 con
unamasa molecular de 610.1961 g/mol con una abundancia pequefia (8), lo que
permite evidenciar que el éter formado esta sustituido por dos fragmentos
esterodiales.
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Espectro 7. Espectro de masas para el dimero 3

La configuracion absoluta de C-17 en el derivado 3 fue asignada como el
diasteroisomero (S) con ayuda del experimento de RMN 2D-NOESY. La
correlacion espacial NOESY se observa de manera clara entre el protén H-14
con H-17 esta correlacion da evidencia de la configuracién antes mencionada
(Espectro 8).

H-3
| “ “ | 7 ﬁ

L MUy \

L fpm)

Espectro 8. Experimento NOESY del derivado 5
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1.5.1.2 Obtencion de dimeros a través de un grupo espaciador glutarato

Siguiendo la misma linea de trabajo se llevo a cabo la sintesis de derivados
diméricos mediante la union de dos fragmentos esteroidales utilizando un tipo
de espaciador diferente mediante la reaccién de acilacion del hidroxilo en C-3 de
la trans-androsterona (1) con cloruro de glutaloilo, DMAP y cloruro de metileno.

(Esquema 12).

DMAP / CH,Cl,

o o

CI)I\/\/U\CI

HO

HO NaBH,4 / MeOH OH
z ta 3h

= 111D

Esquema 12. Sintesis de dimeros esteroidales con un linker tipo glutarato

Las sintesis de este tipo de compuestos no se encuentran
reportados en la literatura, por lo que fue necesario establecer las mejores
condiciones para esta reaccion (Tabla 1).

Exp. DMAP Cloruro de Tiempo Rendimiento
glutaloilo
1 0.6 0.6 20 h 30 %
2 1 0.6 20 h 40%
3 1.5 0.6 4h 65 %
4 2 0.6 8 h 65 %

Tabla 1. Optimizacion de la reaccion de dimerizacion

De la tabla 1 se puede concluir que, cuando la reaccion se mantiene
durante tiempos prolongados, utilizando DMAP con una relacion 1:0.6 con
respecto al esteroide (Experimento 1), se observo la formacion de subproductos
y la presencia de materia prima 1 provocando rendimientos bajos.
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Al aumentar los equivalentes de DMAP en una relacién 1:1.5 con respecto
a 1 se observo que, aunque no se logra la conversion completa de la materia de
partida, disminuyé a un producto de reaccion en un tiempo de 4 horas
recuperando materia prima como se muestra en el experimento 3. Un pequefio
aumento en el tiempo de reaccion y equivalentes de DMAP (Experimento 4), no
mostro una diferencia significativa en el rendimiento con respecto al experimento
3, optando por las condiciones de reaccion de este ultimo.

En el espectro de IR del dimero 4, se aprecia 2 bandas de absorcion
traslapadas en 1730 cm™ correspondientes a las vibraciones de tensiéon (C=0)
de los carbonilos de cetona en C-17 y de grupo éster, indicando que el grupo
espaciador glutarato se encuentra presente en la estructura. Asi mismo, dos
bandas en 1274 y 1132 cm™ asignadas a las vibraciones de tensién (C-O) en C-
3 (Espectro 9).
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Espectro 9. IR del derivado dimérico 4

Por ultimo, se llevo a cabo una reduccidon quimioselectiva sobre el carbonilo
de cetona en C-17, empleando borohidruro de sodio para generar el compuesto
dimerico 5. Su espectro de IR muestra una banda ancha caracteristica del grupo
hidroxilo en 3318 cm%, esta se debe a la vibracion de tension del enlace O-H.
Asi mismo, se observan dos bandas intensas en 1275y 1170 cm™ las cuales se
deben a la vibracién de tension de (C-O) en C-3 y a la nueva funcion hidroxilo
en C-17 (Espectro 10).
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Espectro 10. IR del derivado dimérico 5

Los productos obtenidos 4 y 5 también fueron caracterizados por RMN.
En el espectro de H del derivado 4, se pueden apreciar cambios en los
desplazamientos de las sefiales de H-3, observando un desplazamiento a
frecuencias mas altas de 3.55 a 4.62 ppm debido al efecto de desproteccidn
generado por el grupo glutarato (Espectro 11). Asi mismo se observa la
presencia de dos nuevas sefiales correspondientes a los protones de CH: de la
cadena espaciadora (H-1" y H-2") en 2.25 y 1.85 ppm, dichas sefiales nos
permiten confirmar la dimerizacion de la materia de partida 1.

La reduccion de forma selectiva del carbonilo de C-17 permite generar un
grupo hidroxilo en el dimero 5 por lo que su espectro de *H muestra ahora una
nueva sefal t en 3.62 ppm correspondiente a H-17, la presencia de este grupo
hidroxilo genera un desplazamiento a frecuencias bajas de H-164, de 2.37 a 2.04
ppm con respecto al dimero 4, provocado por el menor efecto de desproteccién
del nuevo grupo funcional OH en la posicion C-17, el resto de las sefiales
permanecen practicamente sin cambios. (Espectro 12). s

I |

T T T T T T T T T
6 44 42 40 3.8 3.6 34 32_ 30 28
1 (ppm)

Espectro 11. RMN de 'H (500 MHz, CDClz) del derivado 4
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Espectro 12. RMN de 'H (500 MHz, CDClIz) del derivado 5

Los espectros de RMN de 13C de los derivado diméricos 4 y 5, permiten

obtener una mayor informacién de su estructura. A continuacion, se realiza una
comparativa entre ellos:

En el espectro (13) correspondiente al derivado 4, se aprecian 3 nuevas
sefales; La primera de ellas corresponde al carbono del grupo carbonilo de
la funcidn glutarato, la cual se observa en 174.4 ppm, las sefiales restantes
pertenecen a C-1"y C-2" en 33.6 y 27.8 ppm, este conjunto de sefiales nos
permite confirmar la unién de dos unidades monomeéricas de 1 mediante un
espaciador de tipo glutarato.

En el espectro (14) del dimero 5, se observa el desplazamiento a frecuencias
menores de C-17 (de 221.2 ppm a 82.3 ppm), confirmando la reduccién de
C-17 de manera selectiva, al no verse afectado la sefial del carbonilo del
grupo glutarato. El resto de las sefales no sufren un cambio significativo.

Tun
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c=0 €3
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Espectro 13. RMN de *C (125 MHz, CDCIs) del compuesto 4
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Espectro 14. RMN de *C (125 MHz, CDCls) del compuesto 5

En el experimento de HMBC (Espectro 15) del dimero 5, se observan las
correlaciones C-H a tres enlaces entre el carbono del glutarato (C=0) y el
hidrogeno H-3, el cual es fundamental para el establecimiento de la formacion
del dimero esteroidal dimerico sobre la posicién C-3 del esteroide. También
resalta las relaciones de los protones H-1" y H-2" con el grupo carbonilo del
glutarato.
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Espectro 15. Experimento de HMBC del derivado 5

La configuracién del nuevo centro estereogénico en C-17 del derivado 5
fue asignada como el diasteroisémero (S) con ayuda del experimento de RMN
2D-NOESY. La correlacién espacial NOESY se observa de manera clara entre
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el protén H-14 con H-17 esta correlacién da evidencia de la configuracién antes
mencionada (Espectro 16).
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Espectro 16. Experimento NOESY del derivado 5

El experimento de masas del dimero 5 (Espectro 17) corrobora el pico ion
molecular [M+H]* con una relacion m/z = 681 para la formula quimica C43zHessOs
con una masa molecular de 680.5016 g/mol con una abundancia pequefa
(Espectro 17).
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Espectro 17. Espectro de masas para el derivado 5
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1.5.2 Sintesis de anillos de tiazolo fusionados al anillo D del esqueleto
esteroidal con diferente funcién wureido vy tioureidio y como
espaciadores de dimeros esteroidales.

La sintesis de estos compuestos fusionados al esqueleto del esteroide se
plante6 empezando por la modificacion de la trans-androsterona para la
obtencioén del precursor a-halogenado util en la reaccién de condensacion con
tiourea y la obtencion del correspondiente anillo de tiazol y su posterior
acoplamiento con diferentes isotiocianatos e isocianatos arilicos para generar
las tiazolo (ureas) tioureas esterodiales correspondientes. Esta estrategia se
aplico en la sintesis de dimeros esteroidales con un heterociclo de tiazolo en su
estructura utilizando al grupo ureido como linker de una novedosa estructura
dimérica derivada de la trans-androsterona.

El correspondiente andlisis retrosintético de la ruta de sintesis (Esquema
13), muestra la generacion de las correspondientes ureas y tioureas mediante el
acoplamiento del heterociclo 2-aminotiazol esteroidal con diferentes
iso(tio)cianatos arilicos, los cuales fueron sintetizados a partir de anilinas
comerciales. El derivado de tiazol, se obtuvo mediante la condensacién de
tioureas con el compuesto a-bromado previamente sintetizado a partir de la
trans-androsterona.

\ s +
Adicion nucleofilica
N-C R
AcO AcO EI “ IGF
Condensacion C-N NH,
Cc-s
[o] (0]
R
IGF i
—— Br
AcO =
HO a

= {1110

trans-androsterona

Esquema 13. Andlisis retrosintético para la generacion de derivados
heteroesteroidales.
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1.5.2.1 Obtenciodn del derivado a-bromado de trans-androsterona.

Haciendo uso de la materia de partida 1, se llevd a cabo una reaccion de
halogenacion en condiciones acidas para generar el compuesto esteroidal a-
bromado 6, el cual es un precursor importante en la sintesis de heterociclos
fusionados al esqueleto esteroidal.

(0 (0]

AcOH ||||IBr

PyBrj
t.a AcO

Tinni

75%

Esquema 14. Sintesis del derivado esteroidal a-bromado

Generalmente la sintesis de cetonas a-bromadas se realiza mediante el
uso de bromo molecular, el cual es toxico y dificil de manejar, por lo que se utilizo
un nuevo meétodo empleando una sal de bromo como el perbromuro de piridinio
(PyBrz) con el fin de evitar las dificultades antes mencionadas.

A continuacion, se muestran las mejores condiciones encontradas para esta
reaccion (Tabla 2).

Exp. AcOH PyBrs Temperatura Tiempo Rendimiento
1 25 eq. 1.5 25°C 8h 40 %
2 25 eq. 1.1 25 °C 3h 60%
3 25 eq 1.1 35°C 2h 75 %

Tabla 2. Optimizacion de la reaccion a-halogenacion

Siguiendo el procedimiento descrito en el experimento 1 (Tabla 2)
mediante CCF, se encontré la formacion de una cantidad importante de
subproductos haciendo dificil la separacion del producto deseado vy
disminuyendo el rendimiento del compuesto. Utilizando PyBr3z en relacion 1.1:1
respecto al esteroide este cambio se tradujo en la reduccion de los tiempos de
reaccion y, aumento de rendimiento de hasta un 60% (Exp. 2). Un ligero aumento
en la temperatura nos permite disminuir los tiempos de reaccion y aumentar el
rendimiento del derivado 6 a un 75% (Exp. 3).
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El mecanismo de reaccién propuesto para la formacion del derivado
esteroidal 6 se muestra en el esquema 16. En la primera etapa el oxigeno de la
cetona en C-17 se protona con el medio acido presente, una posterior
eliminacion del proton o al carbonilo da lugar a la formacion del enol,
posteriormente el ataque nucleofilico por parte del par electronico del oxigeno
del enol a una molécula de PyBrs genera la bromacion en posicién o al carbonilo,

finalmente la desprotonacién por parte de la cetona en C-17 conduce al derivado
6.

| AN
, D
® . -
“~_H N ©
0.7 (o-H (o N Br
[ H /\Br—Br
AcOH N H N
H‘\
1 ©0Ac o
Br
®
o] o:/H
H ar
Br  .HBr Br

6

Esgquema 15. Mecanismo propuesto para la formacion del derivado 6

Como se puede apreciar en el esquema anterior, se ha generado un
centro estereogenico en C-16 que podria dar origen a los dos epimeros de
configuracion R o S en dicho carbono. Sin embargo, debido a que el metilo 19
tiene efecto estérico con el &tomo de bromo, ademas de que el grupo carbonilo
en C-17 ejerce cierta repulsion electronica en la formacion del esteroisomero
16S, por lo que se propone que el derivado a-halogenado 6 presenta una
configuracion R en C-16 (Figura 20).

C"'y CH
CH; 0/ CH, o
AcO Br AcOMH
0/
H H H H H (Br
S efectos R
estereoelectronico efectos )
maximos estereolectronicos

minimos

Figura 20. Posible estereoquimica de C-16
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Se lograron obtener cristales adecuados para el estudio por difraccion de rayos
X del derivado 6, el analisis por esta técnica nos permite confirmar la
configuracion R del centro estereogénico en C-16 (Figura 21), generando una
estructura donde el atomo de bromo y el metilo C-18 son opuestos entre si. Se
muestran algunas distancias de enlace, por ejemplo, el enlace sencillo entre C-
3y el atomo de oxigeno de tipo éster con una distancia de enlace de 1.458 A
que difiere significativamente de los enlaces que presentan caracter de enlace
simple. Asi mismo, la longitud del enlace del grupo carbonilo de cetona (C=0)
de 1.209 A, es caracteristica de un enlace con hibridacion sp? Cabe mencionar
la longitud de enlace entre C-16 y el &tomo de bromo de 1.942 A, caracteristico
para este tipo de enlace. El enlace entre C-16 y C-17 no se ve afectado por la
presencia de dos grupos electroatractores (Br y C=0), al mantener una distancia
de enlace de 1.539 A propio de un enlace sencillo carbono-carbono.

Figura 21. Diagrama ORTEP del derivado 2 y algunos valores de distancia de
enlace.

Datos cristalogréaficos y refinamiento de la estructura

Formula C21H31BrOs
Peso de la formula 411.37
Temperatura 295(2) K
Longitud de onda 0.56083 A
Sistema cristalino Monoclinico
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Grupo espacial P2;
a=10.1100(7) A | a=90°
Dimensiones de celda unidad b=7.2791(4) A B=101.589(6)°
c=13.9807(11) A | y=90°
Volumen 1007.89(12) A3
z 2
Densidad (calculado) 1.355 g/cm?
Coeficiente de absorcion 1.107 mm-1
Factor-R (%) 4.32

El derivado 6 fue lo suficientemente estable para poder ser caracterizado
por IR, RMN y espectrometria de masas. A continuacion, se muestran los datos
mMAas importantes.

El espectro IR del derivado 6 muestra una banda intensa y angosta en
1730 cm? correspondiente al estiramiento del enlace C=0 del carbonilo de
cetona en C-17 y éster en C-3. Dos sefales en 1243 cm? y 1015 cm?
caracteristicas de las vibraciones de tension del enlace C-O, una sefial en 740
cm-! correspondiente a las vibraciones de tensién del enlace C-Br (Espectro 18).
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Espectro 18. IR del derivado a-halogenado 6

De acuerdo con el experimento de RMN de H (Espectro 19), se observa
una sefal doble en 4.52 ppm correspondiente a H-16, este desplazamiento se
aprecia a frecuencias mayores respecto a la materia prima se debe al efecto de
desproteccion generado por el atomo de bromo. Por ultimo, se aprecia una sefial
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simple en 1.99 ppm correspondiente a los protones del grupo acetato en posiciéon
C-3.

18 lo)
19
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H-18
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M
o
X(my
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Espectro 19. RMN de *H (500 MHz, CDClz) del derivado 6

En el experimento de 1*C (Espectro 20), muestra dos sefiales en la region
del grupo carbonilo, siendo en 213.4 ppm, el carbono de cetona C-17,
posteriormente se observa en 170,7 ppm el carbono de carbonilo del grupo
acetato, en 73.4 ppm la sefial correspondiente al carbono base oxigeno C-3 y
en 47.8 ppm. La sefial correspondiente a C-16 se ha desplazado a frecuencias
mas altas con respecto a la materia de partida (de 36.0 a 47.8 ppm) debido al
efecto electroatractor del bromo.
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Espectro 20. RMN de 3C (125 MHz, CDCls) del derivado 6
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El experimento de masas del derivado 6 (Espectro 21) corrobora el pico
ion molecular M™ con una relacién m/z = 411 para la formula quimica C21H3z1BrO3
con una masa molecular de 411.17 g/mol.
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Espectro 21. Espectro de masas para el derivado 6

1.5.2.2 Obtencion del anillo de tiazol fusionado al esqueleto esteroidal.

Se llevé a cabo la condensacion del derivado bromado 6 con tiourea, para
generar el correspondiente 2-aminotiazol esteroidal, utilizando las condiciones
descritas a continuacion. (Esquema 16).

AcO

= 1T

o)

nmBr t1) tiourea / EtOH
_—

2) NaOH ac (10%)

AcO

75%

Esquema 16. Sintesis del derivado 2-aminotiazol 7
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El mecanismo propuesto de formacién de 7 se muestra en el esquema 17.

H H @
o o~ N H
2 @/N/H
wBr /Q —_— /‘\
S NHZ NH2
a
/ﬁg Se
HaN (;N-Hz HoN NH, ® H \
® N NH, H— /N HO N® NH,
. S >~
tiourea \( \( \(
- — (jfé% %:f&
tiazol d

Esquema 17. Mecanismo propuesto para la formacion del derivado 7

Comienza con el desplazamiento nucleofilico del atomo de bromo unido
al carbono C-16 del esteroide generando el intermediario (a), el cual es
desprotanado por una reaccion acido—base para producir (b). El ataque
nucleofilico por parte del nitrdgeno hacia el &tomo de carbono del carbonilo
provoca la ciclacion intramolecular (c) generando un anillo de 5 miembros,
nuevamente una reaccion acido -base provoca que se elimine agua (d) y por
consecuencia la formacion del anillo de tiazol fusionado al anillo D del esqueleto
esteroidal.

El espectro de IR (Espectro 22), muestra una banda débil en 3399 cm™*
debida a la vibracion de tension del enlace N-H, una banda intensa y aguda en
1724 cm™ caracteristica de la vibracion de tension del enlace C=0 del grupo
acetato en C-3. Desplazado a menor numero de onda, se observa en 1650 cm-
1 una sefial comun para la vibracién C=C del anillo de tiazol. En 1604 cm™ se
aprecia una banda de menor intensidad correspondiente a la vibracion de
tension del enlace C=N, la sefial correspondiente a las vibraciones de tension
del enlace C-N se observan en 1244 cm™. En la misma region, alrededor de 1068
cm-! se encuentra la vibracion atribuible al enlace sencillo C-O. Una banda de
baja intensidad atribuible al enlace C-S en 975 cm™.
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Espectro 22. IR correspondiente al heteroesteroide 7

El experimento de RMN de *H (Espectro 23), confirma la formacién del
producto, a frecuencias altas se observa en 5.27 ppm una sefial simple y ancha
correspondientes al grupo —NH>, sefal caracteristica del fragmento amino. La
ausencia de la sefal de H-16 indica la condensacion y posterior ciclaciéon de la
tiourea permitiendo obtener el anillo de tiazol fusionado entre las posiciones C-
16 y C-17. Finalmente, las sefales correspondientes a los protones
diasterotopicos H-15 se han desplazado a frecuencias altas con respecto a la
materia de partida (2.3 a 3.43 y 3.33 ppm). Las seiiales restantes no sufren
cambios significativos
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Espectro 23. RMN de *H (500 MHz, CDCIz) del derivado 7
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En el experimento de '*C (Espectro 24), muestra en la region del grupo
carbonilo, una sefal correspondiente al carbonilo del grupo acetato en C-3 en
170.9 ppm y otra sefial correspondiente al fragmento tipo imina (C=N) en 153.8
ppm imino del anillo de tiazol. En frecuencias menores se observa las sefiales
correspondientes a C-17y C-16 (121.8 y 121.1 ppm respectivamente), los cuales
ahora forman parte del sistema heterociclico de tiazol. Posteriormente, se
observa la sefal de C-3 en 77.2 ppm, y un desplazamiento a frecuencias
mayores de C-15 (30.7 a 58.5 ppm), provocado por el efecto de desproteccion
del heterociclo formado.

CDCls

C-9
\ C-18
- - - ‘ C-19

T T
54 52

AcO

50 43 46
1 (ppmj

C-15
Cc=0
acetato

C-17 C-16 l

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 10 100 90 20 70 60 50 40 30 20 10
M (ppm)

Espectro 24. RMN de 3C (125 MHz, CDCIs,) del derivado 7

El experimento de HMBC (Espectro 25) del derivado 7 permite apreciar el
acoplamiento C-H a dos enlaces entre C-16 y los protones H-15, también es
posible observar las correlaciones C-H a tres enlaces entre los protones H-18
del grupo metilo y C-17, el acoplamiento C-H a tres enlaces entre C-17 y los
protones H-15 también fue detectado mediante este experimento.

Por ultimo, destacan las correlaciones a tres enlaces de H-3 con el
carbonilo del grupo acetato (C=0) y la correlacion a dos enlaces de este ultimo
con los hidrogenos del mismo grupo.
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Espectro 25. Experimento HMBC del derivado 7

El experimento de masas del derivado 7 (Espectro 26) corrobora el pico ion
molecular [M+H]* con una relacion m/z = 389 para la formula quimica
C22H32N202S con una masa molecular de 388.21 g/mol.
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Espectro 26. Espectro de masas para el derivado 7

1.5.3 Obtencion del fragmento precursor de la funcién ureay tiourea.

Se llevd a cabo la sintesis de diversos isotiocianatos e isocianatos a partir de
materias primas comerciales; anilinas sustituidas en C-4 (Figura 20).

NCS NCO
x) X=CHjs, xv) X=H,
xi) X=H xvi) X= CHj
xii) X= OMe, xvii) X= CI
xiii) X=F xviii) X= NCO
xiv) X= ClI

Figura 20. Iso(tio)cianatos utillizados en la sintesis de ureas y
tioureas tiazolo esteroidales
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Inicialmente se prepararon los isotiocianatos aromaticos partiendo de las
correspondientes anilinas obteniendo los productos con rendimientos
cuantitativos (Esquema 18)

NH, NCS

tiofosgeno, CaCO,
CH,Cl,/ H,O0
X X

i) X=CHj,
ii) X=H

iii) X= OMe,
iv) X=F

v) X=Cl

Esquema 18. Sintesis de isotiocianatos aromaticos

Posteriormente se sintetizaron los isocianatos derivados de la anilina (vi),
p-toluidina (vii), p-cloroanilina (viii) y p-fenilendiamina (ix), usando la metodologia
reportada por Lopez y colaboradores” donde utilizando trifosgeno y un medio
bifasico de reaccion permite la obtencion de los correspondientes isocianatos.
(Esquema 19)

NH, NCO

Trifosgeno

CH,Cl,/ NaHCO5
X X

vi) X=H,
vii) X=CH,
viii) X= CI
ix) X=NH,

Esquema 19. Sintesis de isocianatos aromaticos
Es importante mencionar que los isocianatos preparados no son estables,

por lo que son utilizados sin previa purificacion e in situ, en la obtencion ureas
tiazoloesteroidales.

72. Lopez, O.; Maza, S.; Maya, |.; Fuentes, J.; Fernandez-Bolafios, J.G. 2005. Tetrahedron, 61,
9058-9069.

56



CAPITULO I

1.5.4 Acoplamiento del sistema heteroesteroidal y el fragmento derivado
de iso(tio)cianato.

Se llevé a cabo el acoplamiento del 2-aminotiazolo 7 con los diferentes iso(tio)
cianatos obtenidos previamente para generar las correspondientes tioureas y
ureas esteroidales utilizando las condiciones descritas a continuacion.
(Esquema 20)

(8) X = CH,
(9)X=H
(10) X = OMe
(1) x=cl
(12) X=F
AcO
NCS
EtOH, 74°C
X
NH,
AcO
NCO
CH2C|2/N8HCO3 ,ta
(13) X=H
X (14) X=CH,
H “ X (15) X=Cl
N#N\\( (16) x=
N\.s ©O H H

ANNNTYT :
T
AcO 5 i

TTun

Fragmento esteroidal

Esquema 20. Sintesis de tiazoloureas y tioureas esteroidales
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1.5.4.1 Obtencion de la tiazolotiourea de p-tolilo esteroidal (8)

NCS
H H CH;
NH, N N‘O/
\_S X \_S S
—_—
7 EtOH, 74°C 8

40 %

Esquema 21. Sintesis de tiazolotiourea esteroidal

La reaccion de acoplamiento entre el derivado 7 y el p-tolil isotiocianato
(i), se llevo a cabo de manera satisfactoria, generando la tiazolotiourea 8 como
un producto mayoritario sin consumo total de materia prima, a pesar de qué x se
afiadio con un exceso molar. El compuesto 8 fue caracterizado por técnicas
espectroscopicas de RMN e IR

El espectro de IR (Espectro 27) muestra una banda débil en 3219 cm™*
debida a la vibracién de tension del enlace N-H, una banda intensa y aguda en
1730 cm™ caracteristica de la vibraciéon de tensién del enlace C=0 del grupo
acetato en C-3 y desplazado a menor nimero de onda en 1514 cmse aprecia
una banda intensa correspondiente a la vibracion C=N, cabe mencionar que en
la region de 2650-2500 cm-! podria aparecer la banda caracteristica del tiol (CS-
H) vy no de la forma tiona (C=S), sin embargo, la ausencia de esta banda
facilmente visible confirma la existencia de la forma tiona C=S. En 1244 cm™ se
observan las vibraciones de tension del enlace C-N En la misma region,
alrededor de 1076 cm™ se encuentra la vibracion atribuible al enlace sencillo C-
O. Una banda de flexion fuera del plano perteneciente al sistema =C-H de baja
intensidad en 818 cm™ caracteristicas de un anillo aromaético para-sustituido, no
es posible observar los sobretonos del sistema aromatico en la regién de 1800-
1650 cm™.
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Espectro 27. IR correspondiente a la tiazolotiourea esteroidal 8

El espectro de RMN de H (Espectro 28) de 8 muestra a frecuencias altas
7.67 y 7.38 ppm los hidrégenos correspondientes a los grupos N-H
caracteristicos del fragmento tiourea. Estos dos grupos pudieron ser distinguidos
con base al experimento de dos dimensiones de (HMBC).

La region aromatica del espectro muestra dos sefiales importantes, una
de ellas se aprecia en 7.17 ppm como una sefial multiple que corresponde a los
hidrégenos equivalentes de la posicion meta del anillo aromatico, a frecuencias
menores es visible una sefal en 7.11 ppm y que integra para dos hidrégenos la
cual pertenece a los hidrogenos orto. A frecuencias menores se puede observar
las sefiales de H-3 y H-15 en 4.63 y 3.27 ppm respectivamente. Resaltar la
presencia de una sefal simple en 2.28 ppm la cual integra para tres hidrégenos
y que corresponde al grupo metilo unido a la posicion para del anillo aromatico.
Las sefales restantes que corresponden al esqueleto del esteroide permanecen

sin un cambio significativo
18 H N— P

-OAC

AcO

Ph-CHz

T

<pCl  ph-H Ph-H
meta orto H-19
"
8 =4
= =
T T T T T T
7.20 7.16 712
1 (ppm)

CDCl=

L\/U -\J\;‘LU H-5

&
5

100{)—ﬁ
150{? !
E;

1
2931

116-]

i
o =i

T T T T T T T v T T T
65 6.0 55 5.0 45 4.0 3s 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5
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Espectro 28. RMN de *H (500 MHz, CDCIz) del derivado 8
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En el experimento de RMN de 13C (Espectro 29) del compuesto 8 se puede
observar en la region de altas frecuencias una sefal que corresponde al grupo
tiocarbonil (C=S) de la nueva funcion tiourea en 177.9 ppm, asi también es
posible apreciar dos sefiales que se traslapan en 170.9 y 170.7 ppm
correspondiente al carbonilo del grupo acetato en C-3 y otra debida al grupo C=N
del anillo de tiazol. En seguida se observan las sefiales debidas a los carbonos
del grupo fenilo, el carbono Ciyso Se aprecia en 130.3 ppm, a su vez el carbono
Cpara €S Visible en 129.5 ppm, los carbonos metinicos Cmeta Y Coro S€ 0Observan
como dos sefiales intensas en 125.5y 124.4 ppm respectivamente, los carbonos
C-17 y C-16 los cuales forman parte del sistema heterociclico muestran sefiales
en 121.3 y 120.9 ppm respectivamente. El grupo metilo unido a la posicion para
del anillo aromatico se aprecia en 21.1 ppm. Las sefales restantes que
corresponden al nucleo esteroidal se mantienen sin cambios significativos

H n CH,;
N ) p
N§|/ \“/ i N

19 \S S

18

16

cocl; | AcO

b= ofT11)

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

Espectro 29. RMN de 3C (125 MHz, CDCIs) del derivado 8

El experimento de HMBC (Espectro 30), permitid distinguir entre los
grupos —NH, se puede observar el acoplamiento del carbono del grupo C=N a
dos enlaces con el hidrégeno del grupo NH enlazado al anillo de tiazol
desplazado a mayores frecuencias, por otro lado, el acoplamiento entre el
carbono Cipso y el —NH unido al anillo aromatico, Destacar que ambos
hidrogenos de los grupos —NH muestran correlacion a dos enlaces con el
carbono del grupo C=S. También es posible observar los acoplamientos a dos y
tres enlaces entre los hidrégenos Horto Y Hmeta CON l0s carbonos Cipso Y Cpara
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Espectro 30. Region expandida del experimento HMBC del derivado esteroidal 8

1.5.4.2 Obtencion de la tiazolotiourea de fenilo esteroidal (9)

El acoplamiento entre el heteroesteroide 7 y el isotiocianato xi condujo a la
obtencion de la tiazolotiourea 9 como producto mayoritario con un rendimiento
del 51% (Esquema 22).

NCS

H H
NQ(NHZ N N\‘(N
\_S Xi \ s S
EtOH, 74°C
7 9

Esquema 22. Sintesis del derivado heteroesteroidal 9

El espectro de IR (Espectro 31) muestra una banda débil en 3261 cm™ la
cual corresponde a la vibracion de tension del enlace N-H, una banda intensa y
aguda en 1728 cm caracteristica de la vibracion de tension del enlace C=0 del
grupo acetato en posicién C-3, a menor numero de onda se aprecian dos bandas
intensas solapadas en 1560 y 1501 cm™ correspondientes a las vibraciones de
enlace C=N y C=C respectivamente. En 1244 cm™ se observan las vibraciones
de tensién del enlace C-N En la misma region, alrededor de 1072 cm? se
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encuentra la vibracion atribuible al enlace sencillo C-O. Dos bandas de flexion
fuera del plano perteneciente al sistema =C-H de baja intensidad en 757 y 695
cm* caracteristicas de un anillo aromético mono sustituido.
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Espectro 31. IR correspondiente a la tiazolotiourea esteroidal 9

El producto fue confirmado por RMN de *H (Espectro 32) donde se aprecia
a frecuencias altas 8.36 y 7.62 ppm los hidrogenos correspondientes a los
grupos N-H del fragmento tiourea. Una sefial multiple en 7.32 ppm que
corresponde a los hidrogenos del sistema aromatico la cual integra para cinco
hidrogenos. También se presentan ligeros cambios en los desplazamientos de
las sefiales de H-3 y H-15 pero concuerdan cuando se comparan con el tiazol 7.
Las sefales restantes permanecen sin un cambio significativo.
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16
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Espectro 32. RMN de *H (500 MHz, CDCIz) del derivado 9
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El experimento de RMN de **C (Espectro 33) muestra en la region de los
carbonilos una sefial que corresponde al grupo (C=S) de la funcion tiourea en
178.6 ppm, dos sefales en 170.7 y 170.6 ppm correspondiente al carbonilo del
grupo acetato en C-3 y otra debida al grupo C=N del anillo de tiazol. En seguida
se observan las sefiales debidas a los carbonos aromaticos, el carbono Cipso S€
aprecia en 134.0 ppm, mientras que los carbonos metinicos Cmeta Y Coro S€
desplazan a frecuencias menores como una sefal intensa y traslapada en 128.7
ppm, el carbono Cpara Se observa en 123.6 ppm, C-17 y C-16 muestran sefales
en 122.0 y 119.3 ppm respectivamente.
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Espectro 33. RMN de *H (500 MHz, CDCIz) del derivado 9

1.5.4.3 Obtencién de las tiazolotioureas esteroidales (10-12)

La sintesis de los derivados 10, 11, 12 se llevé a cabo mediante la metodologia
antes descrita con rendimientos moderados. (Esquema 23)

10 1" 12

34 % 46 % 42 %

Esquema 23. Tiazolotioureas esteroidales sintetizadas
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Los espectros IR de los derivados sintetizados (Espectro 34) muestran
sefales caracteristicas en la region de 1750 a 700 cm destacando la banda
de flexién fuera del plano perteneciente al sistema =C-H de baja intensidad
cercanas a 730 cm caracteristicas de un anillo aromatico para-sustituido. Cabe
destacar el espectro correspondiente al derivado 12, en el cual se observa una
banda intensa en 1212 cm* distintiva del enlace C-F.
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Los productos obtenidos también han sido analizados por RMN de H y
13C. A continuacion, se presentan los experimentos de H para cada uno de ellos
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Espectro 35. RMN de *H (500 MHz, CDCIz) de los derivados 10, 11, 12

En el espectro de 'H de 10 (Espectro 35-A) se pueden observar los
protones aromaticos en posicion orto con respecto a la funcion tiourea en 7.40
ppm, los protones aromaticos en posicion meta se aprecian en 6.85 ppm ambas
seflales se observan como una sefial multiple con una integral para dos
hidrogenos cada una. La sefial correspondiente al metilo de la funcidon metoxilo
del anillo aromaético es visible en 3.80 ppm. Asi también se aprecian dos sefiales
de baja intensidad y ligeramente anchas en 8.47 y 7.95 ppm pertenecientes al
grupo NH de la tiourea.

Por otro lado, el experimento de 'H (Espectro 35-B) correspondiente al
derivado 11 muestra las sefales correspondientes a los protones del anillo
aromatico como una sefial multiple en 7.44 pm con una integral para cuatro
hidrégenos, NH de la funcion tiourea se observan en 8.54 y 8.26 ppm.
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Finalmente, en el espectro de RMN de 'H del compuesto 12 (Espectro 35-
C) muestra las sefiales correspondientes a los protones aromaticos en posicion
orto con respecto a la tiourea en 7.5 ppm, los protones del sistema aromatico en
posicion meta son visibles en 7.0 ppm. La sefial correspondiente al grupo NH de
la tiourea se aprecian en 8.6 y 8.4 ppm.

Los espectros de RMN de '3C de los derivados 10 y 11 revelan los
siguientes datos:

El espectro del heteroesteroide 10 (Espectro 36-A), muestra una sefial en
178.3 ppm la cual corresponde al carbonilo de tiourea (C=S), a frecuencias
menores se encuentran dos sefiales traslapadas en 170.9 y 170.8 ppm las
cuales pertenecen al carbonilo del grupo acetato en posicién C-3 y al grupo
(C=N) del heterociclo. En 151.4 ppm se aprecia la sefal del carbono aromatico
Craray €n 126.6 ppm la sefial del carbono Cipso, I0s carbonos metinicos Coro SON
visibles en 124.1 ppm, a frecuencias menores se observan las sefales de los
carbonos del sistema heterociclico C-17 y C-16 en 122.6 y 121.0 ppm
respectivamente, los carbonos Cmeta muestran una sefial en 114.2 ppm. La sefial
correspondiente al carbono de la funcion metoxilo se puede apreciar en 55.7

ppm.

El experimento de '3C del derivado 11 (Experimento 36-B) muestra las
mismas sefiales con respecto al derivado 10 excepto por el desplazamiento a
frecuencias bajas del carbono del sistema aroméatico Cpara (de 151.4 ppm a 132.2
ppm) provocado por el menor efecto de desproteccion por parte del halégeno.
Asi también destaca la ausencia del metilo de metoxilo. Las sefiales restantes
permanecen sin un cambio significativo
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Espectro 36. RMN de *3C (125 MHz, CDCIs) de los derivados 10, 11

El flior 19 se encuentra en un 100% de abundancia, tiene un espin = 1/2,
y se caracteriza por tener una relacion giro magnética, la cual es casi
proporcional a la del proton (94%), por lo que es casi tan sensible como el proton.
Debido a que el espectro de *C no esta desacoplado de °F, los acoplamientos
con flior pueden aparecer en los espectros 1D de 3C.

A manera de referencia se presenta un el rango de constantes de
acoplamiento para el fluorobenceno’ (Figura 22).

F )
"JUcr = 245 Hz
2Jee= 21
SJcr=8
4Jce=3

~——

Figura 22. Valores de las contantes de acoplamiento C-F

Conociendo esta informacion procederemos a analizar el espectro de
RMN de!3C del derivado 12

El experimento de **C (Espectro 37), muestra en frecuencias altas una
sefal que corresponde al carbonilo de tiourea (C=S) en 178.88 ppm, una sefial
debida al grupo carbonilo de acetato en C-3 en 171.15 ppm y una sefal
correspondiente a la funcién (C=N) del heterociclo en 171.08 ppm

73. Guide to flourine NMR for organic chemistts Dolbier, W. R Wiley, 2nd edition. 2016, 106-109
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Espectro 37. RMN de 3C (125 MHz, CDCls) del compuesto 12

Dentro del acoplamiento heteronuclear *C-°F del derivado esteroidal 12
se puede destacar lo siguiente:

En el espectro 38-A a frecuencias altas se aprecia una sefal doble de baja
intensidad con una constante de acoplamiento extremadamente grande que es
indicativo del acoplamiento **C-1°F a un enlace, por lo que se infiere que dicha
sefal corresponde al carbono cuaternario del anillo aromético enlazado al atomo
de flior asignado como Ck para.

Por otro lado, el espectro 38—-B se observa nuevamente una sefial doble
en 126.68 ppm con una contante de acoplamiento pequefia, caracteristica para
el acoplamiento *C-1°F a tres enlaces, lo cual es indicio de que se trata de los
carbonos en posicién orto con respecto al grupo NH asignadas como CH orto.
Por ultimo, en el espectro 38-C también es posible apreciar las sefiales
correspondientes a los carbonos en posicion meta, con respecto al grupo NH
etiguetados como CH meta los cuales presentan una constante de acoplamiento
tipica para *C-1°F a dos enlaces.
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Espectro 38. Acoplamiento heteronuclear **C-1°F para el derivado 12.

1.5.4.4 Obtenciodn de tiazoloureas esteroidales

La sintesis de los isocianatos xv-xvii, que son utilizados como intermediarios en
la formacion de las tiazoloureas esteroidales 13-15, fueron obtenidos
previamente siguiendo el método antes descrito, dichos precursores presentan
una alta reactividad por lo que fue necesario utilizarlos in situ para generar los
diferentes derivados esteroidales.

El acoplamiento entre el derivado 7 y los diferentes isocianatos condujo a
la obtencién de tiazoloureas como producto mayoritario con diferentes
rendimientos (Esquema 24).
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Esquema 24. Sintesis de tiazoloureas esteroidales

Los espectros de IR de los heteroesteroides sintetizados 13-15 (Espectro
39), muestran una banda débil cercana a 3350 cm™ debida a la vibraciéon de
tension del enlace N-H, también se puede apreciar una banda intensa y aguda
cercana a 1730 cm caracteristica de la vibracion de tension del enlace C=0 del
grupo acetato en C-3, destacar la banda entre 1668-1663 cm™ presente en los
tres compuestos caracteristica de la vibracion de tension del enlace C=0 de la
funcién urea, y desplazado a menor nimero de onda cercano a 1515 cm™ es
visible una banda intensa correspondiente a la vibracion C=N. Entre 1242y 1238
cm™ se observan para los tres derivados una banda intensa la cual corresponde
a las vibraciones de tension del enlace C-N. En la misma regién, proximo a 1030
cm™ se encuentra la vibracion atribuible al enlace sencillo C-O. Resaltar que el
espectro correspondiente al derivado 13 presenta dos bandas de flexion fuera
del plano perteneciente al sistema C=C-H de baja intensidad en 756 y 690 cm™
caracteristica de un anillo aromatico mono sustituido. A su vez los derivados 14
y 15 presentan una banda de flexion fuera del plano cercana a 820 cm™
caracteristicas de un anillo aromatico p-sustituido, en los tres casos no fue
posible observar los sobretonos del sistema aromatico en la region de 1800-1650
cm™.
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Espectro 39. IR de las tiazoloureas 13, 14 ,15

Los productos obtenidos también fueron caracterizados por RMN de Hy
13C, cabe mencionar que los derivados 13-15 presentaron poca solubilidad en
cloroformo, metanol y acetona deutarados, por lo que se optd en utilizar una
mezcla de disolventes deuterados en este caso cloroformo/metanol generando
en algunos casos que los hidrégenos de los grupos —NH no sean visibles en el
espectro.

1.5.4.5 Obtencion de latiazolotiourea de fenilo esteroidal (13)

El experimento de RMN de !H (Espectro 40) del derivado 13 muestra a
frecuencias altas 7.58 y 7.40 ppm los hidrégenos correspondientes a los grupos
N-H caracteristicos de la funciébn urea. Estos dos grupos pudieron ser
distinguidos con ayuda del experimento de dos dimensiones (HMBC). Una sefial
multiple en 7.30 ppm que corresponde a los hidrégenos orto y meta del sistema
aromatico. A frecuencias menores, se aprecia una sefial multiple en 7.04 ppm
asignada al hidrégeno en posicién para del anillo aromatico. También se
presentan ligeros cambios en los desplazamientos de las sefales de H-3 y H-15
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pero concuerdan cuando se comparan con la materia de partida 7. Las sefales
restantes permanecen sin un cambio significativo.
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Espectro 40. RMN de *H (500 MHz) del derivado 13

T
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El espectro de RMN de 13C (Espectro 41) muestra en la region de los
carbonilos dos sefales en 171.2 y 171.0 ppm correspondiente al carbonilo del
grupo acetato en C-3 y otra al grupo C=N del anillo de tiazol, resaltar la sefial en
154.2 ppm perteneciente al carbonilo de la funcion urea. En seguida se observan
las sefales debidas a los carbonos aromaticos, el carbono Cipso SE aprecia en
139.5 ppm, los carbonos metinicos Coro Y Cmeta S€ desplazan a frecuencias
menores como una sefial intensa y traslapada en 129.6 ppm, el carbono Cpara S€
observa en 1235 ppm, C-l1muestran sefales en 119.9 y 119.5 ppm
respectivamente, las sefiales que pertenecen al nucleo del esteroide no sufren
un desplazamiento quimico importante.

CH meta
CH orto

N

130 120 128
1 (pprm) CcDCl=

AcO

c=0 C=N
acetato

0 S

T T T
173 472 471 470 169
1 (ppmi

MeOD

Cc-3

!

20 70

c-19
Cc-18
C-15 l
L uLJL_JJ ‘_...J
%1 [ppmg;u 50 s0 40 30 20 10

Espectro 41. RMN de 3C (125 MHz) del compuesto 13
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El experimento HMBC (Espectro 42) permitié distinguir entre los grupos —
NH, se puede observar el acoplamiento del carbono del grupo C=N a dos
enlaces con el hidrogeno del grupo NH enlazado al anillo de tiazol desplazado a
mayores frecuencias, por otro lado, el acoplamiento entre el carbono Cipso y el
—NH unido al anillo aromatico, destacar que ambos hidrégenos de los grupos —
NH muestran correlacion a dos enlaces con el carbonilo de urea. También es
posible observar los acoplamientos a dos y tres enlaces entre los hidrégenos
Horto Y H meta cON los carbonos Cipso Y Cpara.
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Espectro 42. Region expandida del experimento HMBC del derivado 13

1.5.4.6 Obtencion de latiazolourea esteroidal de p-tolilo (14)

El espectro de 'H del derivado esteroidal 14 (Espectro 43) muestra en la region
aromatica dos sefiales, una de ellas se aprecia en 7.38 ppm como una seial
multiple que corresponde a los hidrogenos equivalentes de la posicion meta del
anillo aromatico, a frecuencias menores es visible una sefia simple en 7.10 ppm
y que integra para dos hidrogenos, la cual pertenece a los hidrogenos orto.La
ausencia de las sefiales pertenecientes a los grupos —NH, se debe al uso de
metanol deuterado para disolver la muestra. A frecuencias menores, se puede
observar las sefiales de H-3 y H-15 en 4.62 y 3.53 ppm respectivamente.
Resaltar la presencia de una sefial simple en 2.30 ppm la cual integra para tres

73



CAPITULO I

hidrogenos y que pertenece al grupo metilo unido a la posicion para del anillo
aromatico. Las sefiales del esteroide permanecen sin un cambio significativo.
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Espectro 43. RMN de 'H (500 MHz) del compuesto 14

El espectro de RMN de *C (Espectro 44) muestra dos sefiales a
frecuencias altas en 171.7 y 170.4 ppm las cuales pertenecen al carbonilo del
grupo acetato en C-3 y otra al grupo C=N del sistema heterociclico fusionado al
esteroide, en 153.7 ppm es visible la sefial correspondiente al carbonilo de la
funcion urea. En seguida se observan las sefiales debidas a los carbonos
aromaticos, el carbono Cpara S€ aprecia en 136.1 ppm, en 132.1 ppm se aprecia
el carbono Cipso, mientras que los carbonos metinicos Cmetay Coro S€ desplazan
a frecuencias menores como una sefal intensa y traslapada entre 129.5y 129.4
ppm, C-17 y C-16 muestran sefales en 119.2 y 118.6 ppm. En 73.5 ppm la sefial
correspondiente al carbono base oxigeno C-3, importante mencionar la
presencia de una nueva sefal correspondiente al grupo metilo unido a la
posicion para del anillo aromatico se aprecia en 19.26 ppm.
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Espectro 44. RMN de *3C (125 MHz) del compuesto 14

1.5.4.7 Obtencidn de la tiazolourea esteroidal de p-clorofenilo (15)

El espectro de RMN de H del compuesto 15 (Espectro 45), muestra en la region
aromatica a frecuencias altas tres sefiales significativas: una sefial ancha en
7.51 ppm que corresponde a los protones quimicamente equivalentes en
posicion orto con respecto a la funcion urea. Una sefal simple en 7.34 ppm para
un proton correspondiente al hidrogeno de la funcion urea (-NH) y finalmente una
sefal multiple en 7.24 que integra para dos protones correspondiente a los
hidrégenos de la posicion meta del anillo aromético. En seguida se observa una
sefal multiple en 4.62 ppm perteneciente al hidrogeno en C-3, en 3.54 ppm se
aprecia una sefal correspondiente a los protones H-15. El resto de las sefales
se mantienen sin cambios significativos.

En el espectro de 3C (Espectro 46) muestra en la regién de altas
frecuencias dos sefiales en 170.8 y 170.8 ppm correspondiente al carbonilo del
grupo acetato en C-3 y otra al grupo C=N del anillo de tiazol, destaca la sefial en
151.4 ppm perteneciente al carbonilo de urea formado. En frecuencias menores,
se observan las sefiales debidas a los carbonos aromaticos, el carbono Cipso S€
aprecia en 137.6 ppm, el carbono Cpara €S Vvisible en 132.6 ppm, a su vez los
carbonos metinicos Coro Y Coro S€ desplazan a frecuencias menores como dos
sefales intensas en 128.8 ppm y 127.9 ppm respectivamente, los carbonos del
sistema heterociclico; C-17 y C-16 muestran dos sefiales que se solapan en
120.1y 119.5 ppm, las sefiales correspondientes a C-3 y C-15 se mantienen sin
cambios significativos en 73.6 y 60. 2 ppm.
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Espectro 46. RMN de 3C (125 MHz) del compuesto 15

1.5.5 Condensacion con 1,4-fenildiisocianato (xviii)

Finalmente se llevd a cabo el acoplamiento de los fragmentos 7 y xviii (Esquema
25) lo que condujo a un derivado mayoritario observado por CCF. En los
espectros de IR y RMN de H y 3C del crudo de reacciéon se observan sefiales
gue son caracteristicas del producto deseado, sin embargo, no fue posible el
aislamiento del dimero heteroesterodial 16 en forma pura debido a que este se
degrada durante la purificacion por CC y en placa preparativa.
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Esquema 25. Sintesis de tiazoloureas diméricas esteroidales

1.5.6 Ensayos antiproliferativos

La actividad antiproliferativa in vitro de los compuestos 2, 4, 5, 7 y 8 se evalu6
usando el protocolo del Instituto Nacional del Cancer (NCI) de los Estados
Unidos.” Este estudio fue realizado por el Dr. José M. Padrén en el laboratorio
BioLab del Instituto Universitario de Bio-Organica “Antonio Gonzalez”, de la
Universidad de la Laguna (Tenerife). Los compuestos se evaluaron contra un
panel de seis lineas celulares cancerosas: A549 (pulmén), HBL-100, (mama),
HelLa (cérvix), SW1573 (pulmén), T-47D (mama) y WiDr (colon). Los datos
referentes a la actividad antiproliferativa de los compuestos sintetizados se
muestran en la tabla 3 y se expresan como Glso, es decir, la concentracion del
compuesto que inhibe el 50% del crecimiento de células cancerosas tratadas en

relacion con las no tratadas.

LINEAS CELULARES

A549 HBL-100 HelLa SW1573 T-47D WiDr
COMPUESTOS Pulmon Seno Cervix Pulmén mama Colon
2 29+3.5uM 2442 .3uM 16+1uM 27+5.4uM  26£0.96uM 12+2.2uM
4 >100uM >100uM >100uM >100uM >100uM >100uM
5 9.4+4.4uM 21+4.4uM 18+4.2uM 57+2.5uM 34+1.4uM 33+4.2uM
7 11+1.3uM 13+0.76uM  3.9+0.4pM  9.9+1.6puM  9.1+1.9uM  5.8+0.68uM
8 >100uM >100uM >100uM >100uM >100puM >100uM
Etoposido | = -—--—--- 1.4+0.9uM  3.3+1.6uM 15+1.5uM 22+5.5u 23+3.1uM
Cisplatino 49402 uM  1.9+0.2uM  1.8+0.5uM  2.7+0.4uM 17+3.3u 23+4.3uM

Tabla 3. Actividad antiproliferativa (Glso, uM) frente a diversas lineas celulares

cancerosas.

75. Monks, A.; Scudiero, D.; Skedan, P.; Shoemaker, R.; Paull, K.; Vistica, D.; Hose, C.; Langley, J.;

Cronice, P.; Vaigro-Wolf, M.; GaRY-Goodrich, M. Campbell, H.; Mayo, M. J. Natl. Cancer Inst.

1991,83,757-766.
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En la figura 23 se muestra una comparacion de la actividad antiproliferativa de
los compuestos activos (2, 5y 7) en las diferentes lineas celulares cancerosas
ensayadas. Los compuestos que no se incluyen en esta tabla presentan un Glso
mayor a 100 pM y como se menciona en el protocolo se clasifican como
inactivos.
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1 'I I --L I m Cisplatino

0
A549 HBL-100 HELA SW1573  T-47D WiDr

Glso pM

o

Lineas celulares

Figura 23. Resultados del ensayo de antiproliferacion.

Todos los compuestos fueron comparados contra cisplatino y etopdsido, un par
de farmacos antiproliferativos de uso actual. De los compuestos evaluados el
gue presentd mejores resultados fue el derivado 7 observando valores inferiores
de Glso que el etoposido y el cisplatino en lineas celulares de cancer de colon y
de mama, asi también el derivado 7 presento valores inferiores de Glso en la
linea celular de cancer de pulmon en comparacion con el etoposido.

Los derivados diméricos en general 2 y 5 no presentaron buenos resultados en
las lineas cancerosas evaluadas, destacar que el compuesto 2 presento valores
inferiores de Glso en la linea celular de cancer de colon con respecto a los
farmacos utilizados como control.
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1.6 DESARROLLO EXPERIMENTAL
Equipo Y Técnicas Utilizadas

Punto de fusién

Los puntos de fusién fueron determinados por técnica de capilar abierto en un
equipo Melt-temp, con escala de grados Celsius y no fueron corregidos.

Espectroscopia Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un espectrofotémetro Agilent Cary
630 FT-IR con interface ATR de punta de diamante y los datos se expresan en
numeros de onda (v) en cm™

Resonancia Magnetica Nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H y ¥C se
adquirieron en los espectrometros Varian-Mercury multinuclear a 300 MHz, para
pruebas rapidas y Bruker Avance IlIl a 500 MHz para la caracterizacion completa
de las estructuras. Como disolvente se emple6 cloroformo deuterado (CDCIs) y
metanol deuterado (CDsOD). Los desplazamientos quimicos se presentan en
ppm (&), las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz. La multiplicidad
de las sefiales de los espectros de H se describe como: s para una simple, d
para una sefal doble, dd para una sefal doble de doble, ddd para una sefal
doble de doble de doble, dc para una sefial doble de cuadruple, t para una sefial
triple y m para una sefal multiple.

Espectrometria de Masas

Los datos de pico iébn molecular [M+H]" para cada compuesto se determinaron
en un espectrofotometro JEOL JMS-AX505 HA, a 70 eV.

Cromatografia

Para monitorear las reacciones se utilizé la cromatografia en capa fina (CCF) y
placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.25 mm de espesor con
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indicador de fluorescencia, para su revelado se emple6 luz ultravioleta de onda
corta (254 nm), lampara de UV-G-54 o bien por calcinacién, previo tratamiento
con revelador de acido sulfarico al 5%, vainillina al 1% y nihidrina al 10%.

La purificacién de los productos esteroidales de realizo empleando la
técnica de cromatografia en columna (CC) tipo flash [18], utilizando columnas de
vidrio las cuales fueron empacadas con gel se silice grado 60 Merck (230-400
mallas).

Rayos X

Las pruebas de difraccion se llevaron a cabo por el Dr. Sylvain Bernes en el
instituto de Fisica de la BUAP. Se realiz6 la cristalizacion y recristalizacion de
los polvos obtenidos de las reacciones realizadas en diferentes sistemas de
disolventes bajo la evaporacion lenta a temperatura ambiente de manera que se
obtuvieran cristales capaces de difractar.

Disolventes y materias primas

Los reactivos que se utilizaron fueron de calidad grado analitico. Algunos de los
disolventes se purificaron y secaron de acuerdo con las técnicas reportadas en
la literatura.

76. Perrin, D.P.; Armarego, W. L. F “Purification of laboratory chemicals” 6a Ed. USA, 2009
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trans-Androsterona (1)

(0]

HO

T

Los datos espectroscopicos de RMN de *H y*2 C de la materia prima 1 obtenidos
se compararon con la literatura. 2

RMN *H (500 MHz, CDCls,)

&: 3.53 (1H, m, H-3), 2.40 (1H, dd, J= 9, 11 Hz, H-16a), (1H, td, J = 9, 10 Hz, H-
16b), 1.89 (2H, m, H-15), 1.09 (1H, m, H-5), 0.94 (2H, m, H-1), 0.82 (3H, s, H-
18), 0.79 (3H, s, H-19). 0.66 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

221.8 (C-17), 71.0 (C-3), 54.1 (C-14), 51.3 (C-9), 47.8 (C-13), 45.1 (C-5), 38.0
(C-4), 36.0 (C-16), 31.4 (C-2), 30.1 (C-7), 28.4 (C-6), 21.8 (C-15), 20.5 (C-11),
13.8 (C-18), 12.3 (C-19).

Sintesis de dimeros esteroidales

Obtencion del etano de bis(5a-androstan-17-on-3g-ilo), (2)

o (0]

Tunnl
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CAPITULO I

En un matraz de bola se disuelven 250 mg (0.86 mmol, 1 eq.) de 1 en 6.0 mL de
DMF, se afiaden 97 mg (1.72 mmol, 2 eq.) de KOH, el crudo de reaccion se
coloca en agitacion a 40°C durante 25 minutos Posteriormente se afiaden 37.0
pL (246.4 mmol, 0.5 eq) de dibromoetano. La mezcla de reaccion se deja en
agitacion a temperatura de reflujo de la DMF durante 8 horas, después de
comprobar por cromatografia en capa fina hexano/AcOEt (7:3), la transformacion
de la materia prima, se agregan 5 mL de agua destilada y se deja en agitacion
por 20 minutos. La fase organica se extrae con AcOEt y se realizan lavados con
salmuera (4x30 mL) y agua destilada (3x30 mL); a continuacion, se seca con
MgSOs, se filtra y se evapora a presion reducida, posteriormente se purifica por
cromatografia en columna con un sistema 95:5 hexano/AcOEt, se obtiene un
sélido color crema con un rendimiento del 55% (287 mg).

[.f=111-113 °C

RMN *H (500 MHz, CDCls,)

&: 4.83 (1H, m, H-3), 4.41 (2H, s, H-1"), (1H, dd, J = 19.3, 8.3 Hz, H-16a), (1H,
m, H-16b), 1.84 (2H, m, H-15), 1.05 (2H, m, H-1), 0.85 (3H, s, H-18), 0.84 (3H,
s, H-19). 0.72 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

221.8 (C-17), 73.2 (C-3), 68.2 (C-1'), 54.2 (C-14), 51.5 (C-9), 47.8 (C-13), 45.0
(C-5), 38.0 (C-4), 36.0 (C-16), 31.9 (C-12), 30.8 (C-2), 28.2 (C-7), 27.4 (C-6),
21.6 (C-15), 20.5 (C-11), 14.1 (C-18), 12.6 (C-19).

Obtencion del etano de bis(17B-hidroxi-5a-androstan-3-ilo) (3)

OH

Tl

En un matraz de bola se disuelven 100 mg (0.16 mmol, 1leq.) de 4 en 5.0 mL de
MeOH, el crudo de reaccion se deja en agitacion a temperatura ambiente por 20
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minutos posteriormente se afiaden 16.45 mg (0.32 mmol, 2 eq.) de NaBHa4 la
mezcla de reaccion se coloca en agitacién a temperatura ambiente durante 3
horas, después de comprobar por cromatografia en capa fina CH2Cl,/MeOH
(100:1), la transformacion de la materia prima, se afiaden 0.5 mL de agua
destilada y se deja en agitacion por 20 minutos. Se evapora el disolvente a
presion reducida posteriormente se purifica por cromatografia en columna con
un sistema 100:0.2 CH2Cl>/MeOH, obteniéndose un soélido blanco con un
rendimiento del 87% (84.0 mg).

|.f = 155-158 °C

RMN *H (500 MHz, CD3Cls,)

8: 4.2 (2H, s, H-1"), 3.55 (1H, m, H-3), 3.50 (1H, m, H-17), 1.95 (1H, m, H-16a),
1.81 (1H, m, H-16b), 1.70 (2H, m, H-15), 0.83 (3H, s, H-18), 0.71 (3H, s, H-19).
0.62 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

81.2 (C-17), 70.5 (C-3), 69.0 (C-1), 54.6 (C-14), 50.9 (C-9), 44.8 (C-13), 42.7
(C-5), 37.5 (C-4), 36.9 (C-16), 31.5 (C-12), 30.7 (C-2), 29.3 (C-7), 28.5 (C-6),
23.0 (C-15), 20.6 (C-11), 11.6 (C-18), 10.5 (C-19).

Obtencion de glutarato de bis(5a-androstan-17-on-3g-ilo), (4)

0] (0

(0 o

///,/owo

En un matraz de bola se disuelven 200 mg (0.68 mmol, 1leq.) de 1 en 8.0 mL de
CHClI, se afiaden 83 mg (0.68 mmol, 1eq.) de DMAP y 52.7 pL (0.40 mmol. 0.6
eq) de cloruro de glutarilo la mezcla de reaccién se coloca en agitacion a
temperatura ambiente durante 4 horas, después de comprobar por
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cromatografia en capa fina hexano/AcOEt (7:3), la transformacion de la materia
prima, se realizan lavados con NaHCO3 (3x30 mL), salmuera (3x30 mL) y agua
destilada (3x30 mL), la fase organica se extrae con CH2Cl, a continuacién se
seca con MgSOa se filtré y se evapora a presion reducida, luego se purifica por
cromatografia en columna con un sistema con un sistema 85:15 hexano/AcOEt,
se obtuvo un solido blanco amorfo con un rendimiento del 65% (303.0 mg).

I.f =204-206 °C

RMN *H (500 MHz, CDCls,)

5: 4.63 (1H, m, H-3), 2.37 (1H, dd, J= 9, 11.5 Hz, H-16a), 2,25 (2H, t, J = 7.4, H-
1), 2.0 (1H, m, H-16b), 1.86 (2H, m, H-2"), 0.94 (2H, m, H-1), 0.79 (3H, s, H-18),
0.78 (3H, s, H-19). 0.64 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

221.3 (C-17), 172.3 (C=0 glutalato), 73.4 (C-3), 54.3 (C-14), 51.2 (C-9), 47.7 (C-
13), 44.6 (C-5), 36.7 (C-4), 35.8 (C-16), 33.9 (C-12), 33.6 (C-1"), 31.4 (C-2), 30.1
(C-7), 28.2 (C-2), 27.5 (C-6), 21.7 (C-15), 20.4 (C-11), 14.1 (C-18), 12.4 (C-19).

Obtencion de glutarato de bis(17B-hidroxi-5a-androstan-3g-ilo), (5)

H OH

(0 (0

”lllowo

g

En un matraz de bola se disuelven 150 mg (0.22 mmol, 1leq.) de 2 en 5.0 mL de
MeOH, el crudo de reaccion se deja en agitacion a temperatura ambiente por 20
minutos posteriormente se afiaden 16.45 mg (0.44 mmol, 2 eq.) de NaBH4 la
mezcla de reaccion se coloca en agitacion a temperatura ambiente durante 3
horas, después de comprobar por cromatografia en capa fina CH>Cl,/MeOH
(100:1), la transformacion de la materia prima, se afiaden 0.5 mL de agua
destilada y se deja en agitacion por 20 minutos. Se evapora el disolvente a
presiéon reducida posteriormente se purifica por cromatografia en columna con
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un sistema 100:0.5 CH.Cl,/MeOH, obteniéndose un soélido blanco con un
rendimiento del 85% (128.0 mg).

I.f=217-220 °C

RMN *H (500 MHz, CDCls,)

8: 4.69 (1H, m, H-3), 3.63 (1H, t, J= 8.6 Hz, H-17), 2.32 (1H, t, J = 7.4, H-1"), 2.03
(1H, m, H-16a), 1.81 (2H, m, H-16b), 0.93 (2H, m, H-1), 0.82 (3H, s, H-18), 0.72
(3H, s, H-19). 0.65 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

172.0 (C=O glutalato), 82.3 (C-17) 73.8 (C-3), 54.7 (C-14), 51.4 (C-9), 45.1 (C-
13), 43.3 (C-5), 37.0 (C-4), 36.8 (C-16), 34.8 (C-12), 34.4 (C-1), 31.9 (C-2), 30.1
(C-7), 28.8 (C-2'), 27.5 (C-6), 21.3 (C-15), 20.7 (C-11), 12.6 (C-18), 11.5 (C-19).

Sintesis de derivados esteroidales de ureas y tioureas.

Obtencién del 3B-acetato de 16a-bromo-trans-androsterona (6)

0O

nmBr

AcO

T

En un matraz de bola se disuelven 200 mg (0.68 mmol, 1leq.) de 1 en 1.0 mL de
AcOH (25 eq.) el crudo de reaccion se deja en agitacion a temperatura ambiente
por 20 minutos posteriormente se afiaden 236.7 mg (0.74 mmol, 1.1 eq.) de
PyBrs, la mezcla de reaccion se coloca en agitacion a temperatura de 35 °C
ambiente durante 2 horas, después de comprobar por cromatografia en capa
fina hexano/AcOEt (7:3) la transformacion de la materia prima, se coloc6 en un
bafio de hielo durante 15 minutos y se realizan lavados con NaHCO3 (4x30 mL),
salmuera (3x30 mL) y agua destilada (3x30 mL), la fase organica se extrae con
CH2Cl> a continuacion se seca con MgSOs se filtra y se evapora a presion
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reducida, luego se purifica por cromatografia en columna con un sistema 95:5
hexano/AcOEt, se obtuvo un soélido blanco amorfo con un rendimiento del 75%
(159.0 mg). Parte del producto se recristaliza por evaporacion lenta de una

disolucién (Hex:AcOEt) obteniéndose cristales incoloros.

I.f =186-189 °C

RMN *H (500 MHz, CDCls,)

&: 4.66 (1H, m, H-3), 4.52 (1H, d, J= 6.7 Hz, H-16), 2.15 (2H, m, H-15), 2.0 (3H,
s, CHsCOO), 1.02 (2H, m, H-1), 0.87 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, s, H-19). 0.76 (1H,

m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

213.7 (C-17), 170.8 (C=0 acetato), 73.7 (C-3), 54.0 (C-14), 47.8 (C-9), 47.8 (C-
16), 46.4 (C-13), 44.5 (C-5), 36.6 (C-4), 31.5 (C-12), 30.7 (C-15), 29.3 (C-7), 28.5
(C-6), 27.3 (CHsCOO), 21.8 (C-2), 20.3 (C-11), 14.2 (C-18), 11.9 (C-19)

Datos cristalogréaficos y refinamiento de la estructura

Formula C21H31BrOs
Peso de la formula 411.37
Temperatura 295(2) K
Longitud de onda 0.56083 A
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2

Dimensiones de celda unidad

a=10.1100(7) A | a=90°

b=72791(4) A | B= 101.589(6)°

c=13.9807(11) A | y=90°

Volumen 1007.89(12) A3
z 2
Densidad (calculado) 1.355 g/cm?
Coeficiente de absorcion 1.107 mm-1
Factor-R (%) 4.32
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Obtencion del 3B-acetato de 2’-amino[1,3]tiazolo[5’,4°:16,17]-5a.-
andostano (7)

N NH;

S

\ S

AcO

T

En un matraz de bola se disuelven 100 mg (0.27 mmol, 1leq.) de 6 en 6.0 mL de
EtOH, el crudo de reaccion se deja en agitacion a temperatura ambiente por 20
minutos posteriormente se afiaden 51 mg (0.67 mmol, 2.5 eq.) de tiourea, la
mezcla de reaccidn se coloca en agitacion a temperatura de reflujo durante 3
horas, después de comprobar por cromatografia en capa fina hexano/AcOEt
(7:3), la transformacion de la materia prima, se coloco en un bafio de hielo
durante 15 minutos y se aflade gota a gota una solucion de NaOH al 10% hasta
alcanzar un pH=8 posteriormente se evapora el disolvente a presion reducida,
se purifica por cromatografia en columna con un sistema 8:2 hexano/AcOEt
(conteniendo 1.0 mL de NH4OH), obteniéndose un sélido blanco con un
rendimiento del 75% (84.0 mg).

[.f =152-155 °C

RMN H (500 MHz, CDCls)

8:5.24 (2H, s, NHa), 4.62 (1H, m,H-3), 3.43 (1H, m, H-15a), 3.31 (1H, m, H-15b),
1.98 (3H, s, CHsCOO), 0.97 (2H, m, H-1), 0.84 (3H, s, H-18), 0.78 (3H, s, H-19).
0.66 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

170.9 (C=0 acetato), 163.8 (C=N), 121.8 (C-17), 121.2 (C-19), 73.2 (C-3), 58.5
(C-15), 53.5 (C-14), 48.8 (C-9), 46.9 (C-13), 44.5 (C-5), 36.7 (C-4), 31.5 (C-12),
28.4 (C-7), 27.4 (C-6), 27.3 (CHsCOO), 21.6 (C-2), 20.7 (C-11), 15.2 (C-18),
12.9 (C-19).
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Método general para la obtencion del fragmento precursor de tioureas
y ureas aromaticas

Obtencion de isotiocianatos

NH, NCS

tiofosgeno, CaCOg3
CH,Cly/ H,O

X=H, CH;, OMe, CI, F

En un matraz de bola se disuelve (1.0 eq) de la correspondiente amina aromética
en un sistema 1:1 CH2Cl>/H20 (50 mL), posteriormente se agregan (3.0 eq) de
CaCOs3 seguido de (1.4 eq) de tiofosgeno el crudo de reaccion se deja en
agitacion a temperatura ambiente por 3 horas, después de comprobar por
cromatografia en capa fina hexano/AcOEt (7:3) la transformacion total de la
materia prima, se filtra sobre papel filtro y se lava con CH2Cly, al filtrado es tratado
con CHCI, (3x30 mL) a continuacion se seca con MgSOs se filtra y se concentra
a sequedad obteniendo los isotiocianatos correspondientes. Los productos
fueron utilizados sin previa purificacion.

Obtencidn de isocianatos

NH, NCO

Trifosgeno

CH,Cl,/ NaHCO5
X X

X= H, CH3, CI, NCO

En un matraz de bola se disuelve (1.0 eq) de la correspondiente amina aromatica
en un sistema 1:1 CH>CIl2/NHCO3 (8 mL), se coloca en bafio de hielo durante 15
minutos posteriormente se agregan (0. 44 eq) de trifosgeno y se deja en
agitacion la mezcla de reaccion durante 20 minutos. El crudo de reaccion es
utilizado in situ sin previa purificacion debido a la reactividad de los isocianatos.
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Método general para la obtencion de tioureas de tiazolo de trans-
androsterona

grupo tiourea
H
N Y N OX

anillo
tiazol

sustituyente
arilico

AcO Z
H

Parte esteroidal

En un matraz de bola se disuelve (1.0 eq) del heteroesteroide 7 en 8.0 mL de
EtOH, el crudo de reaccién se deja en agitacién a temperatura ambiente por 15
minutos posteriormente se afiaden (2.5 eq.) del correspondiente isotiocianato
aromatico, la mezcla de reaccion se coloca en agitacién a temperatura de reflujo
durante 12 horas, después de comprobar por cromatografia en capa fina
hexano/AcOEt (7:3), la transformacién de la materia prima, se evapora el
disolvente a presién reducida y se disuelve con CH2Cl>. Se soporta sobre gel de
silice y el producto se purifica por cromatografia en columna obteniendo asi las
tioureas esteroidales deseadas

Obtencion del 3pB-acetato de 2’-(3”’-p-metilfeniltioureido)
[1,3]tiazolo[5°,4’:16,17]-5a-andostano (8)

AcO

I.f = 152-155 °C
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RMN H (500 MHz, CDCls)

5: 7.67 (1H, s, NH,), 7.38 (1H, s,Ph-NH), 7.17 (2H, M, Hmeta ) 7.11 (2H, M, Horto),
4.60 (1H, m, H-3), 3.27 (2H,m, H-15), 2.28 (3H, s, Ph-CHs), 1.96 (3H, s,
CHsCOO0), 0.94 (2H, m, H-1), 0.88 (3H, s, H-18), 0.78 (3H, s, H-19). 0.70 (1H, m,
H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

177.9 (C=S), 170.9 (C=0 acetato), 170.7 (C=N), 130.3 (Ph-Cipso), 129.5 (Ph-
Cpara), 125.5 (Ph-Crmeta), 124.4 (Ph-Cono),121.3 (C-17), 121.1 (C-19), 73.3 (C-3),
59.4 (C-15), 54.5 (C-14), 49.3 (C-9), 47.1 (C-13), 44.5 (C-5), 36.7 (C-4), 31.5 (C-
12), 28.6 (C-7), 27.8 (C-6), 27.2 (C-2), 21.2 (CHsCOO), 21.1 Ph-CHs, 20.7 (C-
11), 13.9 (C-18), 12.3 (C-19).

Obtencién del 3pB-acetato de 2’-(3”-
feniltioureido)[1,3]tiazolo[5’,4’:16,17]-5a-andostano (9)

AcO

I.f =201-203 °C

RMN H (500 MHz, CDCls)

5: 8.36 (1H, s, NH,), 7.62 (1H, s, Ph-NH), 7.32 (5H, M, Hmeta, Horto, Hpara), 4.65
(1H, m, H-3), 3.60 (2H, m, H-15), 1.97 (3H, s, CHsCOO), 0.97 (2H, m, H-1), 0.93
(3H, s, H-18), 0.82 (3H, s, H-19). 0.70 (1H, m, H-9)
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RMN 13C (125 MHz, CDCls)

178.4 (C=S), 170.8 (C=O acetato), 170.6 (C=N), 134.6 (Ph-Cipso), 126.6 (Ph-
Cpara), 128.5 (Ph-Coro), 124.6 (Ph-Creta),122.1 (C-17), 119.8 (C-16), 73.5 (C-3),
60.0 (C-15), 54.5 (C-14), 49.9 (C-9), 47.9 (C-13), 44.6 (C-5), 36.6 (C-4), 31.1 (C-
12), 28.3 (C-7), 28.0 (C-6), 27.4 (C-2), 21.5 (CHsCOO) 20.6 (C-11), 15.1 (C-18),
11.9 (C-19).

Obtencion del 3pB-acetato de 2’-(3"'p-
metoxifeniltioureido)[1,3]tiazolo[5’,4’:16,17]-5a-andostano (10)

AcO

RMN H (500 MHz, CDCls)

5: 8.64 (1H, s, NH,), 8.23 (1H, s, Ph-NH), 7.32 (2H, m, Horo ), 6.85 (2H, M, Horo
4.68 (1H, m, H-3), 3.80 (3H,m,-OCHs), 3.54 (2H, m, H-15), 2.02 (3H, s,
CH3sCOO), 1.09 (3H, s, H-18), 0.96 (2H, m, H-1), 0.85 (3H, s, H-19). 0.72 (1H, m,
H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

178.3 (C=S), 170.9 (C=0 acetato), 170.8 (C=N), 151.4 (Ph-Cpara)126.6 (Ph-Cipso),
124.1 (Ph-Cono), 122.6 (C-17), 121.0 (C-16), 124.1 (Ph-Cmeta) 73.7 (C-3), 59.8 (C-
15), 55.7 (Ph-OCHs), 54.5 (C-14), 47.4 (C-9), 46.0 (C-13), 44.1 (C-5), 36.1 (C-4),
30.3 (C-12), 27.9 (C-7), 27.2 (C-6), 27.3 (C-2), 21.6 (CHsCOO) 20.7 (C-11), 14.4
(C-18), 12.2 (C-19).
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Obtencion del 33-acetato de 2’-(3”’-p-clorofeniltioureido)
[1,3]tiazolo[5°,4’:16,17]-5a-andostano (11)

AcO

RMN H (500 MHz, CDCls)

5: 8.66 (1H, s, NH,), 8.25 (1H, s, Ph-NH), 7.58 (2H, m, Horto ), 7.33 (2H, M, Horo
4.64 (1H, m, H-3), 3.39 (2H, m, H-15), 2.02 (3H, s, CHsCOO), 0.93 (3H, s, H-18),
0.86 (2H, m, H-1), 0.82 (3H, s, H-19). 0.72 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

179.0 (C=S), 171.2 (C=0 acetato), 171.0 (C=N), 137.5 (Ph-Cipso), 132.3 (Ph-
Cpara), 128.4 (Ph-Cono), 125.6 (C-17), 123.0 (C-16), 118.2 (Ph-Cmeta), 73.7 (C-3),
60.7 (C-15), 53.8 (C-14), 47.0 (C-9), 46.6 (C-13), 44.6 (C-5), 36.9 (C-4), 30.9 (C-
12), 28.6 (C-7), 28.0 (C-6), 27.5 (C-2), 21.8 (CHsCOO), 20.8 (C-11), 14.6 (C-18),
12.6 (C-19).

Obtencioén del 3B-acetato de 2’-(3”-p-
fluorofeniltioureido)[1,3]tiazolo[5’,4’:16,17]-5a-andostano (12)

AcO
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RMN H (500 MHz, CDCls)

5: 8.65 (1H, s, NH,), 8.43 (1H, s, Ph-NH), 7.55 (2H, m, Horto ), 7.04 (2H, m, Horo
4.67 (1H, m, H-3), 3.30 (2H, m, H-15), 2.03 (3H, s, CHsCOO), 0.98 (3H, s, H-18),
0.92 (2H, m, H-1), 0.88 (3H, s, H-19). 0.70 (1H, m, H-9)

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

178.9 (C=S), 171.1 (C=0 acetato), 171.1 (C=N), 162.1 (Ph-Cpara)134.8 (Ph-Cipso),
126.1 (Ph-Coro), 124.5 (C-17), 122.4 (C-16), 115.9 (Ph-Cumeta) 73.6 (C-3), 60.5 (C-
15), 55.1 (C-14), 47.6 (C-9), 45.2 (C-13), 44.2 (C-5), 36.5 (C-4), 29.4 (C-12), 27.5
(C-7), 25.3 (C-6), 22.7 (C-2), 21.9 (CHsCOO) 21.0 (C-11), 15.5 (C-18), 12.6 (C-
19).

Método general para la obtencidon de tiazoloureas de trans-adrosterona

grupo urea

R
N§(\‘(
\ S

sustituyente
arilico

AcO =
H

Parte esteroidal

En un matraz de bola se disuelve (1.2 eq) de la correspondiente amina aromatica
en una mezcla 1:1 de CH2Cl, y una solucién saturada de NaHCOs (8 mL), se
coloca en agitacion sobre un bafio de hielo durante 15 minutos. Posteriormente
se afiade trifosgeno (0.44 eq.) se deja en agitacion a 0°C durante 15 minutos,
luego se afladen (1 eq) de 7, la mezcla de reaccion se mantiene en agitacion a
0°C por 20 minutos y posteriormente a temperatura ambiente durante 3 horas,
después de comprobar por cromatografia en capa fina hexano/AcOEt (7:3), la
transformacion de la materia prima, se extrae la fase organica con CH>Cl» (3x30
mL) a continuacion se sec6 con MgSOs se filtrd y se evapora a presion reducida,
Se soporta sobre gel de silice y el producto se purifica por cromatografia en
columna obteniendo asi las ureas esteroidales deseadas.
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Obtencion del 3pB-acetato de 2’-(3”-fenilureido)[1,3]tiazolo[5°,4°:16,17]-
5a-andostano (13)

AcO

RMN H (500 MHz, CDCls)

5:7.58 (1H, s, NH,), 7.40 (1H, s,NH), 7.30 (4H, M, Horto, Hpara), 7.04 (1H, m, Hpara)
4.61 (1H, m, H-3), 3.68 (2H, m, H-15), 1.99 (3H, s, CHsCOO), 1.19 (3H, s, H-18),
0.95 (2H, m, H-1), 0.82 (3H, s, H-19). 0.61 (1H, m, H-9).

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

171.2 (C=0 acetato), 171.0 (C=N), 154.2 (C=0 urea)), 139.5 (Ph-Cipso), 129.6
(Ph-Coro), 129.2 (Ph-Ceta), 123.5 (Ph-Cpara), 119.9 (C-17), 119.5 (C-16), 74.2 (C-
3), 60.8 (C-15), 54.1 (C-14), 52.2 (C-9), 47.9 (C-13), 44.3 (C-5), 37.3 (C-4), 30.3
(C-12), 28.8 (C-7), 27.9 (C-6), 22.1 (CH3COO) 21.2 (C-2), 21.0 (C-11), 16.0 (C-
18), 12.6 (C-19).

Obtencion del 3pB-acetato de 2’-(3”-p-tolilureido)[1,3]tiazolo[5°,4’:16,17]-
5a-andostano (14)

AcO
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RMN H (500 MHz, CDsOD)

8: 7.38 (2H, M, Humeta), 7.10 (2H, M, Hmeta) 4.62 (1H, m, H-3), 3.59 (2H, m, H-15),
2.30 (3H, s, Ph-CHs), 2.01 (3H, s, CHsCOO), 1.20(3H, s, H-18), 0.88 (2H, m, H-
1), 0.75 (3H, s, H-19). 0.66 (1H, m, H-9).

RMN 13C (125 MHz, CDsOD)

171.7 (C=0 acetato), 170.4 (C=N), 153.7 (C=0 urea)), 136.1 (Ph-Cpara), 132.1
(Ph-Cipso), 129.5 (Ph-Cmeta), 129.4 (Ph-Corto), 119.2 (C-17), 118.6 (C-16), 73.5
(C-3), 59.9 (C-15), 53.6 (C-14), 51.2 (C-9), 47.6 (C-13), 44.1 (C-5), 37.0 (C-4),
3.1 (C-12), 28.8 (C-7), 28.1 (C-6), 22.4 (CHsCOO) 21.9 (C-2), 21.2 (C-11), 19.7
(Ph-CHs), 15.3 (C-18), 12.9 (C-19).

Obtencion del 3pB-acetato de 2’-(3”-p-
clorofenilureido)[1,3]tiazolo[5°,4’:16,17]-5a-andostano (15)

AcO

RMN H (500 MHz, CDCls)

&: 7.51 (2H, m, Horo), 7.34 (1H, s, NH,), 7.24 (2H, M, Hmet), 4.61 (1H, m, H-3),
3.62 (2H, m, H-15), 1.99 (3H, s, CHsCOO), 0.99 (3H, s, H-18), 0.92 (2H, m, H-
1), 0.83 (3H, s, H-19). 0.62 (1H, m, H-9).

RMN 13C (125 MHz, CDCls)

170.8 (C=0 acetato), 170.7 (C=N), 151.4 (C=0 urea)), 137.5 (Ph-Cipso), 132.6
(Ph-Cpara), 128.8 (Ph-Coro), 128.0 (Ph-Creta),120.1 (C-17), 119.5 (C-16), 73.6 (C-
3), 60.2 (C-15), 53.3 (C-14), 51.2 (C-9), 47.2 (C-13), 44.6 (C-5), 36.6 (C-4), 31.5
(C-12), 28.2 (C-7), 27.5 (C-6), 21.5 (CHsCOO) 21.0 (C-2), 20.3 (C-11), 15.2 (C-
18), 12.1 (C-19).
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1.7 CONCLUSIONES

e Se sintetizaron 4 nuevos dimeros esteroidales derivados de trans-
androsterona a través de reacciones como lo son la acilacion y la sintesis
de Williamson con rendimientos de moderados a buenos (50-80%).

e Se disefid una ruta corta y eficiente para la sintesis de tiazolo-tioureas y
ureas monoméricas y diméricas fusionadas al anillo D de la trans-
androsterona que permitid la obtencion de derivados deseados con
rendimientos moderados y de manera selectiva.

e Sellevo a cabo la sintesis del derivado 6 mediante una nueva metodologia
con un rendimiento del 70%. Se logr6é obtener cristales del compuesto
esteroidal permitiendo asi confirmar su estructura.

e Se propusieron mecanismos de reaccion para explicar la formacion de los
distintos productos.

e Se obtuvo la caracterizacion completa de los mismos utilizando diferentes
técnicas fisicas y espectroscopicas.

e Se realizaron pruebas de actividad antiproliferativa de algunos
compuestos obtenidos, siendo el derivado 7 el que presento mayor
actividad antiproliferativa en diferentes lineas celulares cancerosas en
comparacion al Etoposido y Cisplatino.
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2.1 RESUMEN

La presente investigacion se desarrollé en el laboratorio de investigacién de
Quimica Orgéanica de la Facultad de Quimica de la Universidad de Sevilla,
Espafia, bajo ia direccién del Dr. Oscar Lopez Lopez. En el presente capitulo se
aborda la sintesis de ureas y tioureas derivadas de 1-desoxinojirimicina alquilada
en el nitrégeno endociclico con un fragmento hidrocarbonado de distinta
longitud. De esta forma, se llevara a cabo un analisis estructura-actividad donde
se estudiara la influencia de la longitud del espaciador, la naturaleza del
heteroatomo (oxigeno y azufre), asi como los sustituyentes en el anillo aromético
sobre la actividad biolégica (inhibicion de B-glicosidasas y acetilcolinesterasa)

OH
HO 0 OBn
HO > BnO NH o
OH = Bnm 1-Desoxinojirimicina
OMe OBn bencilada

[ Metil a—D-glucopiranésido ]

|

.

' ~\; [ R= OMe, Br, CH; ]

.

~ 2

\
N\H
XQ( Donadores de puentes

N-H de hidrégeno
OH

Howmeto en la selectividad en
HO OH la inhibicién de B-glicosidasas

inhibicion de glicosidasas

Figura 1. Disefio de nuevos derivados de 1-desoxinojirimicina con
grupos ureido y tioureido
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Los nuevos derivados obtenidos fueron caracterizados mediante las
técnicas espectroscépicas, espectrométricas habituales.

OBn OBn
Bnowh‘?’ BnO N/HS\NHz
BnO BnO

OBn OBn
1 12

(14) R= CH,
OBn (15) R=Br

o)
R
OBn L @/ 13) R= OMe

0 R
(16) R= OMe
HO OHN/H5\N)J\N/®/ (17) R= CH3
H H (18) R=H
OH (20) R=Br

S R
(21) R= OMe
HOéO;HN/HfS\N/U\ @/ (22) R= Me

N
H H (23) R=Br

El intermedio clave en el presente trabajo de investigacion fue la 1-
desoxinojirimicina  per-O-bencilada 6, obtenida a partir del metil a-D-
glucopiranésido comercial 1 mediante 5 etapas de reaccion (bencilacion
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exhaustiva, hidrolisis del glicésido, reduccion, oxidacion de Swern y aminacion
reductiva). A continuacién, el producto 6 fue alquilado con 1-azido-6-
yodopentano, para dar lugar al intermedio 11 (Esquema 1).

OBn OBn
) NaH / DMF BSOo AcOH BnO
BnBr n H2$O4 BnO

OBn
BnO "O Oxidacion de BnO OBn
BnO Swern BnO NaBH4 Bnoﬂ
CHzclleeOH BnO —0
S A OBn
1) NH4HCO,, Nay;SOy4
2) NaBH3CN/MeOH
OBn
OBn /H\
B"Oﬁ K,CO3 /DMF, 120°C  BnO N~ 5 N;
BnO _ > BnO
OBn N, 4, OBn
6 11
1) NaN3,DMSO, ta
2) EtsN, TsCl, CH,Cly, ta
HO/H5\ Br 7 3)NalAcetona, 60°C

Esquema 1. Sintesis de derivados de 1-Desoxinojirimicina

La segunda etapa consistio en la obtencidn de ureas y tioureas aromaticas
derivadas de la 1-desoxinojirimicina mediante el acoplamiento del amino-
derivado 12, 60 19 y el correspondiente isocianato o isotiocianato (Esquemas 2y
3).
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OBn

P
BnO&N 5 N3
BnO

11OBn

1) PPhg / THF
2) H,0 NCO

0 R (13)R=0OM
OBn _h_ © oBn 4 A @ (14) Re Ve
BnO’é ;N 5 NH, R BnoﬁN s N N (15) R= Br
BnO ————— BnO
OBn R= Br, OCHj, CH, OBn
12

l H,,Pd(OH),/C

o R
OH i /@ (16) Rf OMe
HO E N/HS\H N (17) R= Me

Ho (18) R=H
OH
NCO
o Br

OBn 4 OH 4 oH 4 N /©/
BnO N 5 NH2 HO N 5 NH2 B HO N 5 N H
BnO - . HO& — 5 . Ho H

OBn  H, Pd(OH),/C OH DMF OH
12 19 20

Esquema 2. Sintesis de ureas derivadas de 1-desoxinojirimicina.

NCS

S R
OH © OH PN @
HO HO

OH R= Br, OCH3, CH3 OH (21) R= OMe
» (22) R= Me
(23) R= Br

Esquema 3. Sintesis de tioureas derivadas de 1-desoxinojirimicina.
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2.2 INTRODUCCION

Han pasado aproximadamente mas de cinco décadas desde el reporte del
aislamiento del primer iminoazlcar, nojirimicina (Figura 2), el cual fue
descubierto a partir de un cultivo de la especie Streptomyces.’’

Los iminoazucares son analogos de monosacaridos y presentan en su estructura
un atomo de nitrogeno reemplazando al atomo de oxigeno endociclico; esta
sustitucion aparentemente simple plantea muchos desafios sintéticos y abre el
camino a notables propiedades bioldgicas.”

H
HOH,C N OH HOH,C 0] OH
HO"" "OH HO"" "OH
OH OH
Nojirimicina D-glucosa

Figura 2. Estructura basica de los iminoazucares

Los iminoazlcares actian como miméticos de los carbohidratos,
provocando que sean agentes atractivos desde el punto de vista farmacolégico
debido a sus propiedades inhibitorias frente a glucosidasas y glicosiltransferasas
a causa de su parecido estructural con la fraccion del azucar del sustrato
natural.”®

Estos analogos de los carbohidratos se dividen en: piperidinas (ej. nojirimicina y
desoxinojirimicina), pirrolidinas (ej. CYB3), indolizidinas (ej. castanospermina y
swainsonina), pirrolizidinas (ej. alaxina ) y nortropanos (ej. calistegina Ag)
(Figura 3).8°

77. Inoue, S.; Tsuruoka, T.; Niida, T. J. Antibiot. 1966, 19, 288-292.

78. Asano, N. Glycobiology. 2003, 13, 93-104.

79. Diot J.; Garcia, I.; Twigg, G. J. Org. Chem. 2011, 76, 7757-7768.

80. M. Bols, O. Lopez, F. Caballero. Glycosidase Inhibitors: Structure, Activity, Synthesis, and
Medical Relevance. En: Comprehensive Glycoscience-From chemistry to systems biology; J. P.
Kamerling (Ed.), Elsevier Science, Oxford, 2007, Vol. 3, pp. 820-822.

102



OH OH
HO OH HO
OH OH
Nojirimicina

(+)-1-Desoxinojirimicina

Piperidinas polihidroxidadas

[

OH

NH
Ho% — ‘ Iminoazicares naturales ’ >

CYB3

Pirrolidinas polihidroxidadas
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HO
HO N

HO
OH

Castanosperm

nQ

HO OH

=
N

Swainsonina

mI

ina

Indolizidinas

7\

HO HO NH

Calistegina A3

OH

«OH

OH

Alaxina

Pirrolizidinas Nortrapanos

Figura 3. Diferentes tipos de iminoazucares

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 actGlan como antimicrobianos,
anticancerigenos e inmunosupresores.8!

El origen de su uso terapéutico se remonta a la antigua China con el
empleo de hierbas y extractos en su medicina tradicional. En Occidente en el
siglo XVII, el aceite de Haarlem fue el primer medicamento producido a escala
industrial el cual era utilizado para el tratamiento de la diabetes y blanqueamiento
de la piel. Uno de los componentes principales del aceite de Haarlem, era el
extracto de hojas de mora blanca (Morus alba), una fuente extremadamente rica
en iminoazucares.®

81. Ghisaidoobe, A.; Bikker, P.; de Brujin, A. Med. Chem. Lett. 2011, 2, 119-123.
82. Asano, N.; Tamioka, E.; Kizu, K.; Matsui, K. Carbohydr. Res. 1994, 253, 235-240.
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La historia cientifica de los iminoazures comienza en la década de 1960
con las primeras sintesis y obtencién de derivados de azucar con un atomo de
nitrégeno en su estructura, reportados por los grupos de Paulsen 8, Jones 8y
Hanessian.® Posteriormente en 1966, Inouye y colaboradores lograron aislar de
Streptomyces roseochromogenes y Streptomyces nojiriensis el primer alcaloide
polihidroxilado, conocido como nojirimicina (NJ) 1 8, la cual demostr6 inhibir las
a- y B-glucosidasas. Los mano y galacto-epimeros 2 y 3 de NJ (Figura 4),
también fueron aislados de cepas de Streptomyces y mostraron ser potentes
inhibidores de glucosidasas.?’

OH HO_ oH OH OH
Hoﬂw HO -NH NH
HO OH HO
OH HO H
OH on " ©

Nojirimicina 1 Mano-Nojirimicina 2 Galacto-Nojirimicina 3

Figura 4. Inhibidores de glucosidasas de origen natural

Sin embargo, la presencia del grupo hidroxilo en la posicion anomérica
de estos iminoazucares reducia su estabilidad quimica ya que sufrian el
reordenamiento o transposicion de Amadori (Figura 5). Este reordenamiento
implica la deshidratacion de la funcién hemiaminal lo cual conduce a la formacién
del correspondiente ion iminio, que evoluciona hasta un intermedio cetonico,
que es hidratado 2 Esta inestabilidad quimica de los iminoazlcares de tipo
hemiaminal representd una fundamental limitacibn a sus usos in vivo
obstaculizando asi sus aplicaciones terapéuticas.

83. a) Paulsen, H. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1962, 1, 597. b) Paulsen, H., Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1962, 1, 454.

84. Jones, J.; Turner, J. C. J. Chem. Soc. 1962, 5, 4699-4703. (b) Jones, J.; Szarek, W. A. Can. J.
Chem. 1963, 41, 636—640.

85. Hanessian, S.; Haskell, T. H. J. Org. Chem., 1963 28, 2604—-2610. (b) Hanessian, S. Chem.
Commun. 1966, 796—798.

86. Inouye, S.; Tsuruoka, T.; Niida, T. J. Antibiot 1966, 19, 288—-292. (b) Inouye, S.; Tsuruoka, T.;
Koaze, Y.; Niida, Tetrahedron 1968, 24, 2125-2144.

87. Stutz, A. E. Iminosugars as glycosidase Inhibitors: Nojirimycin and beyond; Wiley-VCH (Ed.),
1999, pp 8-14.

88. Kondo, K.; Adachi, H.; Shitara, E.; Kojima, F.; Nishimura, Y. Bioorg. Med. Chem. 2001, 9 1091-
1095.
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OH OH OH
NH HY N -H,0  HO N®
HO HO 9 2 N )
HO OH HO oy HO ~
OH OH 2
OH
HT

OH

OH
HO HO H,0
HO -NH — HO NH HO NH
HO HO HO —
OH
(o) OH

Figura 5. Rearreglo de Amadori de la nojirimicina

Este problema pudo ser superado mediante la reduccién del grupo
hidroxilo anomérico con borohidruro de sodio lo cual resultd en la formacion del
correspondiente 1-desoxiderivado, la 1-desoxinojirimicina (1-DNJ), ademas de
mostrar una gran estabilidad, la DNJ mostré ser un potente inhibidor de a-
glucosidasas.® Por lo tanto, a lo largo de los afios, los desoxiaminoazucares
fueron exclusivamente seleccionados como candidatos a farmacos (ej.
Zavesca® y Glyset®) (Figura 6).

OH OH OH
HO N o NRCH, o N~ 5 oH
HO HO HO

OH OH OH
1-Desoxinojirimicina Zavesca ® Glyset ®
(DNJ)

Figura 6. Ejemplo de deoxiiminoazucares

89. Paulsen, H.; Sangster, I.; Heyns, K. Chem. Ber. 1967, 100, 802-815. (b) Yagi, M.; Kouno, T.;
Aoyagi, Y.; Murai, H. Nippon Nogei Kagaku Kaishi 1976, 50, 571-572.
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2.3 ANTECEDENTES

Glicosidasas

Las glicosidasas y las glicosiltransferasas son enzimas importantes las cuales
son responsables de la hidrdlisis y formacion de enlaces glicosidicos (Figura 7).
Generalmente las glicosidasas tienen dos grupos acidos carboxilicos en el sitio
activo y solo es catalitico cuando uno de estos esta protonado y el otro en la
forma de carboxilato. Esto significa que la actividad de la enzima es dependiente
del pH, ya que a un pH donde ambos carboxilatos estan protonados o no
protonados la enzima es inactiva.®®

OH o Glucosidasa OH o
HO » HO
HO 0 /\' HO
R
OH H,0  ROH OH " OH

Figura 7. Reaccién general catalizada por una glucosidasa

Estas enzimas juegan un papel fundamental en el control del metabolismo
de los carbohidratos (descomposicidn y sintesis), en la formacion de paredes
celulares e incluso en el reconocimiento celular.®® Las glicosidasas también
estan involucradas en una variedad de trastornos metabdlicos y otros procesos
mediados por carbohidratos, enfermedades como diabetes, trastornos de
almacenamiento lisosomal, infeccién viral y bacteriana, cancer.®? Debido a la
importancia de estas enzimas en una amplia gama de procesos biologicos, se
ha desarrollado un interés en los inhibidores de glicosidasas como posibles
agentes terapéuticos.

90. (a) Asano, N.; Kato, A.; Watson, A. Med. Chem. 2001, 1, 145-154. (b) Compain, P.; Martin, O.
R. Curr. Top. Med. Chem. 2003, 3, 541-560.

91. O. Lopez. Carbohydrate Chemistry-Specialist Report, P. Rauter, T.K. Lindhorst (Eds.), RSC,
2012, 38, 215-262.

92. Gloster, T. M.; Madsen, R.; Davies, G. J. ChemBioChem. 2006, 7, 738.
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Inhibidores de glicosidasas

Como se mencioné anteriormente, las glicosidasas también glicdsido-
hidrolasas, son enzimas implicadas en fundamentales procesos como; el
metabolismo de glicoproteinas y glucolipidos, la digestion o la hidrolisis
lisosomica de glicoconjugados.®® Acttian catalizando la hidrélisis del enlace C-O
exociclico en glucésidos; por lo tanto, la modificacion o bloqueo de estos
procesos puede ser de interés terapéutico.%

Hasta ahora se han sintetizado y aislado centenares de inhibidores de
glicosidasas de los cuales se han estudiado sus propiedades inhibitorias con el
objetivo de desarrollar nuevos farmacos con aplicaciones como antidiabéticos,
agentes antivirales o anticancerigenos o en trastornos metabdlicos.®® En
general, se acepta que un compuesto que imita en términos de carga y
geometria el estado de transicion de la hidrdlisis del sustrato de las glicosidasas
puede ser un potente inhibidor de estas.®

Iminoazucares como inhibidores de glicosidasas

Entre las familias de inhibidores de glicosidasas reportados hasta ahora se
encuentran los iminoazulcares. Las propiedades miméticas de los iminoazucares
se atribuyen a la similitud estructural y electronica del estado de transicion
catidnico de la hidrélisis de los glicésidos naturales. A pH fisiolégico, el atomo de
nitrégeno de los iminoazucares se encuentra protonado (Figura 8). Esto permite
que el iminoazucar compita con los sustratos de la enzima por el sitio activo de
las glicosidasas, impidiendo asi la hidrolisis del hidrato de carbono natural.®’

93. Kato, A.; Kato, N.; Kano, E.; Adachi, I.; Ikeda, K. J. Med. Chem. 2005, 48, 2036-2044

94. Compain, P.; Martin, O. R. Curr. Top. Med. Chem. 2003, 3, 541-560. (b) Dwek, R. A.; Butters, T.
D.; Platt, F. M.; Zitzmann, N. Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1, 65—75.

95. Asano, N. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2000, 15, 215-234. (b) Yamada, H.; Nagai, T. Recent
Res. Dev. Phytochem. 1998, 2, 413-428.

96. Bols, M. Acc. Chem. Res. 1998, 31, 1-8. (b) Heightman, T. D.; Vasella, A. T. Angew. Chem., Int.
Ed. 1999, 38, 750-770.

97. Jensen, H. H.; Lyngbye, L.; Bols, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 3447-3449. (b) Varrot, A.;
Tarling, C. A.; Macdonald, J. M.; Stick, R. V.; Zechel, D. L.; Withers, S. G.; Davies, G. J. J. Am.
Chem. Soc. 2003, 125, 7496-7497.
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Sitio activo de la enzima

Figura 8. Iminoazucar protonado

Inspirado por la actividad biol6gica observada en los iminoazUcares presentes
en la naturaleza, los quimicos han buscado métodos eficientes para sintetizar
estas moléculas u obtener analogos de ellas, lo que podria conducir a
compuestos con actividad biolégica y selectividad mejoradas.

La siastatina B descubierta en 1974 fue aislada de un cultivo de
Streptomyces; este iminoazucar de origen natural se caracterizaba por tener el
atomo de nitrdgeno endociclico en posicion pseudo anomérica lo cual estimuld
la sintesis de analogos de este compuesto. Este tipo de miméticos de
carbohidratos, donde el &tomo de nitrdgeno sustituye un a&tomo de carbono se
denomina azaazucar. La Siastatina B demostré ser un potente inhibidor de la [3-
D-glucuronidasa y N-acetil-B-D-glucosaminidasa.®® En 1994 Jespersen y
colaboradores *° sintetizaron el primer iminoazlcar que pertenece a este nuevo
tipo de analogos a partir de levoglucosano el cual fue llamado isofagomina
debido a su gran parecido con la fagomina (Figura 9)

Se observé que la posiciéon del atomo de nitrégeno en posicién pseudo
anomérica conduce a un aumento importante en la capacidad inhibitoria hacia
ciertas glucosidasas.

98. Umezawa, H.; Aoyagi, T.; Komiyama, H.; Morishima, M.; Hamada, M.; Takeuchi, T. J. Antibiot.
1974, 27, 963-969.

99. Jespersen, T. M.; Dong, W.; Sierks, M. R.; Skrydstrup, T.; Lundt, I.; Bols, M. Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 1994, 33, 1778-1779.
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Dong y colaboradores!® realizaron una comparacion interesante entre
dos inhibidores de a y B glucosidasas; la DNJ y la isofagomina, se observo que
DNJ es un inhibidor de a-glucosidasas tres veces mas potente, mientras que la
isofagomina es aproximadamente 400 veces mas potente para B-glucosidasas.

HO,C OH
HO NH
HO NH H?—IO
NHAc
siastatina B fagomina
OH OH
HO o
"\ T _=, HO
‘o) —_— HO NH
OH
levoglucosano isofagomina

Figura 9. Diversos iminoazucares con propiedades inhibitorias

Aunque la isofagomina es un potente inhibidor de glicosidasas, no es un
buen mimético del sustrato natural de glucosa. En el afio 2000 Liu y
colaboradores (Universidad de Aarhus, Dinamarca)!®® descubrieron la
noeuromicina (Figura 10), la cual por su estructura es un analogo natural de la
nojirimicina y un buen mimético de la glucosa. El nombre noeuromicina procede
de la analogia estructural con la nojirimicina y al hecho de que fue descubierto
el mismo dia que Dinamarca decidio, mediante referéndum, no acogerse al euro
como moneda (28 de septiembre del afio 2000). La noeuromicina resulto ser
4000 veces mas potente que la isofagomina al inhibir las a-glucosidasas.

100. Dong, W.; Jespersen, T.; Bols, M.; Skrydstrup, T.; Sierks, M. R. Biochemistry. 1996, 35, 2788-
2795.
101. Liu, H.; Liang, X.; Sohoel, H.; Biulow, A.; Bols, M. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 5116-5117
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OH

HO
HO NH

OH

Figura 10. Estructura de la noeuromicina

Sin embargo, como se menciond anteriormente la presencia de la
funcion hemiaminal en C2 causa la inestabilidad de este tipo de compuestos
provocando la descomposicion del iminoazucar mediante el rearreglo de
Amadori lo cual representa una problematica en las diferentes pruebas de
actividad biologica.

Desoxinojirimicina y derivados

En 1960 Paulsen y colaboradores!®? realizaron la primera sintesis de la
desoxinojirimicina a partir de L-sorbofuranosa (Figura 11). Desde entonces se
han desarrollado una gran variedad de métodos para su obtencion.03104.105

i, O. OH OH OH
o - = HO
HO OH g OH
L-sorbofuranosa DJN

Figura 11. Obtencion de la desoxinojirimicina a partir de la L-sorbofuranosa

102.  Paulsen, H.; Todt, K. Adv. Carbohydr. Chem. 1968, 23, 115-232.

103. Takahata, H.; Banba, Y.; Sasatani, M.; Remoto, H.; Kato, A.; Adachi, |. Tetrahedron, 2004,
8199-8205.

104. Pistia-Brueggeman, G.; Hollingsworth, R. I. Tetrahedron 2001, 57, 8773-8778.

105. Comins, D. L.; Fulp, A. B. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 6839-6841
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Matos reporté en 1999, una simple y eficiente metodologia para la
obtencion de la 1-desoxinojirimicina a partir del 2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-
glucopiranésido (Esquema 4).

OBn OBn OBn
BnO BnO CF3CO ,0 BnO —0
CH,Cl,, EtsN OBn
+ _
NH4CHOO
NaBH4CN
MeOH
OH OBn
HO NH Li BnO NH
HO NH; BnO
OH OBn

Esquema 4. Sintesis de 1-desoxinojirirmicina

Barili y colaboradores®’ llevaron a cabo la sintesis eficiente de la 1-
desoxigalactonojirimicina (Figura 12) a partir del metil 3-D-galactopiranosido. El
desoxiderivado obtenido mostro ser un potente inhibidor de B-galactosidasas.

OH oH OH oH
° oM — NH
HO © —> HO
OH

OH

metil f—D-galactopiranosido 1-desoxigalactonojirimicina

Figura 12. Obtenciéon de 1-desoxigalactonojirimicina.

106.

Matos, C. R. R.; Lopes, R. S. C.; Lopes, C. C. Synthesis 1999, 4 571-573.
107.

(a) Barili, P. L.; Berti, G.; Catelani, G.; D’Andrea, F.; De Rensis, F.; Puccioni, L. Tetrahedron

1997, 53, 3407-3416. (b) Bairili, P. L.; Berti, G.; Catelani, G.; D’Andrea, F. Gazz. Chim. Ital. 1992,
122, 135-142.
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Derivados N-alquilados de desoxinojirimicina

Se ha observado que la presencia de una cadena alquilica en el a&tomo de
nitrdgeno endociclico de la desoxinojirimicina, no solo mantiene la capacidad
inhibitoria del iminoazucar, sino que muchas veces ha sido incrementada. Un
ejemplo de ello es la N-butil-desoxinojirimina (Zavesca ®), el cual resultd ser un
potente inhibidor de la ceramida glucosiltransferasa.'%®

En el afio 2000 fue aprobado para su uso clinico en terapias contra la
enfermedad de Gaucher.% Debido a las propiedades inhibidoras de este tipo de
compuestos, muchos derivados N-alquilados de deoxinojirimicina han sido
sintetizados y probados como posibles inhibidores de glucosidasas.!'°

Por ejemplo, se ha reportado que el aumento en la longitud de la cadena alquilica
hasta 9 o 10 4tomos de carbono (Figura 13) genera una mayor capacidad
inhibitoria y selectividad hacia a-glucosidasa en comparaciéon con
desoxinojirimicina.!!

Otro ejemplo de este tipo de compuestos es el derivado 6 el cual presenta un
grupo adamantilo en el extremo de la cadena alifatica; este analogo de la
desoxinojirimicina resulto ser un inhibidor selectivo de la enzima
glucoceramidasa no lisosomal.!?

HO cadena :
OH alquilica
(4) n=6 )

(5) n=7

adamantilo

Figura 13. Ejemplo de derivados N-alquilados de desoxinojirimicina

108. Butters, T. D.; Dwek, R. A,; Platt, F. M. Curr. Top. Med. Chem. 2003, 3, 561-574.

109. Butters, T. D.; van den Broek, L. A. G. M.; Fleet, G. W. J.; Krulle, T. M.; Wormald, M. R.;
Dwek, R. A.; Platt, F. M. Tetrahedron: Asymmetry 2000, 11, 113-124.

110. (a) Mellor, H. R.; Platt, F. M.; Dwek, R. A.; Butters, T. D. Biochem. J. 2003, 374, 307-314.
(b) Asano, N.; Kizu, H.; Oseki, K.; Tomioka, E.; Matsui, K.; Okamoto, M.; Baba, M. J. Med. Chem.
1995, 38, 2349-2356.

111.  Mellor, H. R.; Nolan, J.; Pickering, L.; Wormald, M. R.; Platt, F. M.; Dwek, R. A.; Fleet, G. W.
Biochem. J. 2002, 366, 225—-233.

112.  Andersson, U.; Butters, T. D.; Dwek, R. A,; Platt, F. M. Biochem. Pharmacol. 2000, 59, 821—
829.
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Romaniouk y colaboradores!!? llevaron a cabo la sintesis de amidas de 1-
desoxinojirimina mediante la reaccion acidos w-carboxilicos con el grupo amino

endociclico (Esquema 5). Los compuestos obtenidos 8 y 9 presentaron potente
inhibicion frente a B-glucosidasa 1.

NH,
OH

o
(o] N
HO NH Br/\(v)%LOH HO N 2 “OH Ns HO N 4 N
HO - - HO — > HO
7 OH 8
OH

OH

4-(p-Azidosalicilamido)butilamina

o H N3
on N/\M)J\N/\/\/NW/Q/
HO 2
H& H
OH 9

o OH

Esgquema 5. Sintesis de amidoderivados de desoxinojirimicina

Lesur y colaboradores!'* sintetizaron derivados sililados de
desoxinojirimicina (Esquema 6). Los compuestos obtenidos 10 y 11 resultaron

ser inhibidores extremadamente potentes de sacarasa, con valores de Kide 8 y
0.15 nM, respectivamente.

R s CH
OBn Iy Si<cn OH e
NH 3] 3 N Si_
BnO CH, HO "t 1 TCHs
BnO HO CH;,
OBn Base, DMF OH
80 °C, Ar 10
2) H, Pd/C
HCOOH
CH
OH [ OH HoC. g, ~CHs
HO N eSS Ho N
HO CH; " Ho CH;,
OH - OH

Esquema 6. Analogos de desoxinojirimicina con silicio en su estructura

113. Romaniouk, A. V.; Silva, A.; Feng, J.; Vijay, |. K. Glycobiology 2004, 14, 301-310.

114. Lesur, B.; Ducep, J.B.; Lalloz, M.N.; Ehrhard, A.; Danzin, C. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1997,
7, 355—-360.
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Recientemente Olsen y colaboradores!!® reportaron la sintesis de N-alquil
derivados de deoxinojirimicina conteniendo diferentes tipos de selenoureas
aromaticas (Figura 14); dichos compuestos mostraron actividad dual ya que
presentaron inhibicion tanto de [-glucosidasa como de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), enzimas implicadas en la enfermedad de Gaucher y
en los desoérdenes neuroldgicos de un cierto porcentaje de pacientes.

Se
on I
NN ONH
HO
OH
R

R= OMe, Me, Br
Figura 14. Sintesis de selonoureas derivadas de desoxinojirimicna.

Como se ha citado en este capitulo los compuestos derivados de iminoazucares,
en especial de 1-deoxingjirimicina, han resultado buenos miméticos de los
glicosidos naturales y presentado actividades biolégicas importantes hacia
glicosidasas especificas. Por lo que basandonos en esto se plantean en el
presente trabajo de investigacion los objetivos especificos mostrados a
continuacion.

115. Olsen, J. |; Plata, G. B.; Padrén, J. M.; Lopez, O.; Bols, M.; Fernandez-Bolafios, J.G.; Eur.
J. Med. Chem. 2016, 123, 155-160.
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2.4 OBJETIVO GENERAL

Llevar a cabo la sintesis de nuevas tioureas y ureas aromaticas derivadas de la
1-desoxinojirimicina, las cuales puedan presentar propiedades de inhibicién
enzimatica en B-glucosidasa y acetilcolinesterasa (AChE).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Llevar a cabo la sintesis de la 1-desoxinojiromicina adecuadamente
protegida a partir de una materia prima de facil acceso como el metil a-D-
glucopiranosido comercial.

e Preparar las materias primas correspondientes (cadenas alifaticas,
isocianatos e isotiocianatos) para llevar a cabo la obtencion de los
derivados ureido y tioureido del correspondiente iminoazucar.

e Establecer condiciones de reaccién oOptimas, quimio- y regioselectivas
para la sintesis de cada uno de los compuestos, las cuales permitan
obtener derivados con buenos rendimientos y alta pureza.

e Proponer mecanismos de reaccion para explicar la formacién de los
diferentes productos obtenidos.

e Caracterizar las moléculas obtenidas por los diferentes métodos fisicos y
espectroscopicos.

e Aprender la metodologia de la medicion de inhibicion de glicosidasas:
glicosidasas y acetilcolinesterasa (AChE).
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2.5 DISCUSION DE RESULTADOS Y ANALISIS
ESPECTROSCOPICO

Metil a-D-glucopirandsido (1)

El metil a-D-glucopiranosido presenta cuatro grupos hidroxilo en posiciones C-
2, C-3, C-4 y C-6 respectivamente y una funcién acetal en C-1 la cual es
susceptible a diversas modificaciones, por lo que puede ser empleado en la
sintesis de nuevos derivados de carbohidratos. En este trabajo se utilizara el
metil a-D-glucopiranésido 1 como nucleo base de nuevos derivados de
iminoazUlcares.

A continuacion, se presenta el espectro de RMN de 'H (Espectro 1) de la materia
de partida 1 en el cual se observan los desplazamientos de las sefiales mas
representativas, protdbn anomérico (H-1), una sefial dd para el protén base
oxigeno (H-2), sefial simple para los protones de CHsz (OMe), sefial ddd para el
protéon (H-5).

CHS3

MeOD

H-1 H-4 "o
H-2 H-3
H-5

E)

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
54 53 52 51 50 48 48 47 46 45 44 43 42 44 40 39 38 37 38 35 34 33 32 51 30 25 28 27
pPPM

Espectro 1. RMN de 'H (300 MHZ, CDsOD) del metil a-D-glucopiranésido (1).

En el espectro de *C (Espectro 2) se presenta 7 sefiales de carbonos que
corresponden a los carbonos que conforman la molécula, destacando la sefal
de C-1 a frecuencias altas correspondiente al carbono anomérico, la sefial de C-
6 y C-7 correspondiente al grupo metileno y metilo respectivamente y las sefiales
pertenecientes a los carbonos base oxigeno C-2, C-3, C-4y C-5.
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MeOD

| Espectro 2. RMN de 13C (75 MHZ, CD30D) de Metil a-D-glucopiranésido (1).

Los espectros de RMN de 'H y'* C de la materia prima fueron obtenidos y los
datos se compararon con la literatura.!

2.5.1 Sintesis de 1-Desoxinojirimicina
Existen diversos reportes de la obtencion de la 1-Desoxinojirimicina, a

continuacion se presenta una sintesis de 4 etapas para obtener el iminoazucar
deseado, el cual es un intermediario clave en las moléculas objetivo.

2.5.1.1 Sintesis del metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-glucopiranésido (2)

La sintesis de derivados de iminoazucares se inicio con la proteccion exhaustiva
de los grupos hidroxilos de la materia prima con un grupo bencilo para generar
2 con un rendimiento del 86% y asi evitar futuros inconvenientes de reactividad
con dichas posiciones.

HO OBn
HO 0 1) NaH /DMF  BnO 0
HO o 2)BnBr . BnO
OB
, OMe 2  OMe

Esgquema 7. Obtencion del derivado 2

116. Kovac, P.; Lerner, L. Carbohydr. Res. 1988, 31, 87-112.
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El espectro de RMN de *H (Espectro 3) nos permite corroborar la proteccion de
los grupos hidroxilo de la materia prima 1 con grupos bencilo permitiendo
observar las siguientes sefales.

Sefiales multiples en frecuencias altas en 7.25 y 7.08 ppm caracteristicas de los
protones aromaticos. Una sefial d en 4.9 ppm correspondiente al proton
anomérico; la constante de acoplamiento Ji 2 = 3.8 Hz muestra la anomeria a del
compuesto. Posteriormente un conjunto de sefiales de 4.8-4.4 ppm
correspondientes a los protones de CH2 de los grupos bencilo una sefal t para
el protén base oxigeno (H-3) y en frecuencias mas bajas una sefial simple para
los protones de CHs del grupo OMe.

CHz

Aromaticos

‘ ..JO-CHaPh
H-1 H6
| I e
i
o 7JI' U‘L__ R ,,,,,,,,,,,,,,,,,,AAQLLI!U,L,,uL,JL_JhL,,f_LuJ ll'lll oo
R PARNARANA T iaas

@ o
T o g =
= o o =

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 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 34 32 30 28

Espectro 3. RMN de H (300 MHZ, CDCIs) del derivado 2.

Los espectros de RMN de 'H y'3 C de la materia prima fueron obtenidos y los
datos se compararon con los ya reportados.!’

117. Wang, J.; Zhao, Y.; Zhao, W.; Wang. P.; Li, J. J. Carbohydr. Chem. 2017, 35, 445-454
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CAPITULO II
2.5.1.2 Sintesis de la 2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-glucosa (3)

Haciendo uso del derivado 2 sintetizado previamente, se llevé a cabo una
hidrolisis acida del enlace glicosidico para generar el derivado de glucosa 3 con
un rendimiento del 70%

OBn
BEOO 1) AcOH m
n sto4
3

Esquema 8. Obtencion del derivado 3

El andlisis por RMN de *H (Espectro 4) para el compuesto 3 confirma la ruptura
del enlace glicosidico de manera exitosa mediante la desaparicion de la sefal
correspondiente a CHs y la nueva presencia de una sefial correspondiente al
grupo hidroxilo de C-1 en 3.04 ppm. El espectro muestra una mezcla de los
anomeros a y B de 3, en el cual puede observarse por ejemplo el proton
anomeérico para el anémero a (6 = 5.14ppm, J12 = 3.3 Hz).

Aromaticos

il

-\ L JL__J'
6.8 64 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 32 28 24 2.0

T
1 (ppm})

=

_szz

~ 18w
[N

T T T T T
8.4 8.0 7.6

Espectro 4. RMN de 'H (300 MHZ, CDCIs) del derivado 3.
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En el espectro de RMN de *3C (Espectro 5) los cambios mas significativos que
se observan son la ausencia de la sefal del grupo OMe, el cual formaba parte
del enlace glicosidico. Destacar la presencia de dos sefiales en frecuencias mas
bajas correspondientes a los andbmeros By ade 3 en 97.6 y 91.3 ppm

CH
Aromaticos

CDCl:

-0-CHz Ph

c C—4\
Aromaticos c3 r

aC-1
T T T T T T T T T

- ; T T T : - ‘ T T T
185 150 145 140 135 930 125 120 M5 MO 105 (mu ) 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
ppm

pC-1

'y I

Espectro 5. RMN de 3C (75 MHZ, CDCIs) del derivado 3

Los espectros de RMN de 'H y*3 C del compuesto 3 fueron obtenidos y los datos
se compararon con los ya reportados.!!®

2.5.1.3 Sintesis del 2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-glucitol (4)

Los azlcares generalmente se encuentran en su forma ciclica. En solucién
existe un equilibrio entre el hemiacetal y la forma abierta del correspondiente
azucar generando asi un intermediario con un grupo aldehido e hidroxilo en la
misma molécula (Esquema 9) Sin embargo este intermediario no es estable por
lo que el equilibrio tiende a desplazarse a su forma hemiacetélica.

118. Reddy, G.; Raju, P.; Satyanarayana, K.; Ravindra, V.; Vyala, S.; Venkateshwarlu, G. J.
Chem. Biol. Interfaces. 2012, 2, 251-257.

120



CAPITULO 1l

OBn OBn

BnO BnO —0
OBn OH OBn
Hemiacetal Intermediario
aldehidico

Esquema 9. Equilibrio entre la forma hemiacetélica y abierta del compuesto 3

Aprovechando esta condicion de los azUcares se llevo a cabo la reduccion del
intermediario aldehidico del derivado 3 utilizando borohidruro de sodio y un
sistema CH2Cl,/ MeOH 75:25 generando asi el diol correspondiente 4 un
excelente rendimiento (95%, Esquema 10).

OBn OBn
BnO o NaBHs  _ BnoO OH
BnO OH CH:Cl/MeOH BnO OH
OBn YA OBn
3 4

Esquema 10. Obtencion del derivado 4

El espectro de RMN de 'H (Espectro 6) nos permite observar la reduccion del
hemiacetal 3 lo cual genera que la sefal de H-1 se observe como un par de
sefales en frecuencias mas bajas en 3.82 y 2.9 ppm correspondiente a los
nuevos protones diasterotdpicos generados H-la y H-1b, con una constante
geminal (J1a,10= 11.7 HZz). Asi también se observan dos sefiales correspondientes
a los grupos hidroxilo de C-1 en 3.95 ppm y C-5 en 2.09 ppm; ademas, al tratarse
de un sistema de tipo alditol, ya no existen juegos de sefales correspondientes
a los anémeros a y B, sino un solo conjunto. Las sefiales correspondientes a los
protones de los grupos bencilos y los protones restantes de la estructura del
azucar no sufren un cambio significativo.
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Aromaticos

BnO
BnO OH
H-6
I
H-1p I
I MM
!I‘,JJ.\IIUF J\J|‘ H-3
MM T
T
T \N T T T
3.75 70 365 3.60 3.55 350 3.45
1 (ppm)
v 0-CHz-Ph
{UQ mw o:_iaih M -4 OH
) . MR PRI A b
e l— [ — —_ —
7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 3.8 34 3.0 26 22 18 14
1 (ppm)

Espectro 6. RMN de 'H (300 MHZ, CDCIs) del derivado 4.

En el espectro de RMN de **C (Espectro 7) el cambio mas relevante se observa
en el desplazamiento a frecuencias mas bajas de la sefial de C-1 en 61.9 ppm,

el cual formaba parte del sistema hemiacetalico siendo ahora un carbono unido
a un grupo hidroxilo.

CH
Aromaticos

C
Aromaticos c1

L 11T L

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 1

o 30 80 70 60 50 40 30 20
£1 (ppm)

Espectro 7. RMN de 3C (75 MHZ, CDCIs) del derivado 4.

Los espectros de RMN de *H y*2 C del derivado 4 fueron obtenidos y los datos
se compararon con los ya reportados.*?
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2.5.1.4 Sintesis del 2,3,4,6-tetra-O-bencil-5-oxohexanal (5)

La formacion del derivado dicarbonilico 5 (Esquema 11) reportado ya en la
bibliografial’® se llevd a cabo mediante una oxidacion del compuesto 4 en
condiciones de Swern. El derivado obtenido es bastante inestable debido a la
reactividad del sistema 1-5 dicarbonilico, por lo que la reaccion se llevo a cabo
bajo condiciones anhidras a -78 °C, y se empleé directamente para la siguiente
reaccion, sin ningun tipo de purificacion.

o
1) Cl)l\r(m
OBn o

OH OBn
Bno&OH DMSO /DCM. anr; BnO —o0
BnO BnO —0

OBn 2) Et,N OB
4 78 °C, Ar S

Esgquema 11. Obtencion del derivado 5

Swern y colaboradores'?® propusieron el mecanismo para la oxidacion de
alcoholes primarios a aldehidos y alcoholes secundarios a cetonas bajo las
condiciones antes descritas, el cual se presenta en el esquema 12. El
mecanismo se inicia con la adicién nucleofilica del DMSO a uno de los carbonilos
del cloruro de oxalilo provocando la expulsion del idn cloruro el cual actia como
nucleofilo atacando al atomo de azufre cargado positivamente generando el
cation clorosulfonio ademas de monoxido y dioxido de carbono como
subproductos. Posteriormente el alcohol ataca al cation clorosufonio liberando
cloruro de hidrégeno, conduciendo a la formacion del cation alcoxisulfonio, el
cual es desprotonado en posicion alfa por la trietilamina generando asi el iluro
de alcoxisulfonio. Por ultimo, el iluro de alcoxisulfonio evoluciona al
correspondiente aldehido o cetona y sulfuro de dimetilo como subproducto.

119. Wennekes, T.; Lang, B.; Leeman, M.; van der Marel, GA.; Smits, E.; Weber, M.; Wiltenburg,
J.; Wolberg, M.; Overkleeft, HS. Org. Process Res. Dev. 2008, 12, 414-423
120. Omura, K.; Swern, D. Tetrahedron. 1978, 34, 1651-1660
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Esquema 12. Mecanismo de la oxidacién de Swern

2.5.1.5 Sintesis de la 2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina (6)

El crudo de reaccion del derivado 5 fue sometido a una aminacion reductiva con
formiato de amonio y cianoborohidruro de sodio para obtener el derivado de
desoxinojirimicina bencilado. La CCF nos permitié observar la formacién de un
producto mayoritario y la presencia de varios subproductos los cuales se
atribuyen sean originados durante la oxidacion de Swern. Una purificacion
minuciosa en CC nos permitio obtener el derivado 6 con un rendimiento
moderado de 60%.

OBn OBn
BnO —o0 1) NH4HCOz, NaZSOi BnO NH
BnO —0 BnO
OBn 2) NaBH3;CN/MeOH OBn
5 6

Esquema 13. Obtencion del derivado 6
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Los datos espectroscopicos de RMN de *H (Espectro 8-A) muestran la ausencia
de las sefiales correspondientes a los protones de los grupos hidroxilos de C-1
y C-5, sin embargo, ahora se puede observar una nueva sefial ancha en 1.9 ppm
la cual pertenece al proton del grupo amino lo que permite corroborar la
formacién del iminoazucar 6; también se puede apreciar la sefial de H-5 como
un ddd en 2.63 ppm. Por otro lado, se observa un desplazamiento a frecuencias
mas bajas de las sefales de los protones diasterotopicos Ha-1y Hp-1 en 3.26 y
2.41 ppm debido al menor efecto desapantallante del grupo amino con respecto
al hidroxilo.

En el espectro de RMN de *C el cambio mas significativo se aprecia en el
desplazamiento de C-5 y C-1 a frecuencias menores con respecto a la materia
de partida, dichas sefiales se observan en 59.83 y 48.2 ppm respectivamente,
concordando con lo reportado en la literatura.'?
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Espectro 8. Espectros de RMN para el derivado 6.

121. Wennekes, T.; van den Berg, RJ.; Donker,W.; van der Marel, GA.; Strijland, A.; Aerts, JM,;
Overkleeft, HS. J Org Chem. 2007, 72, 1088-1097.
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2.5.2 Sintesis de derivados N-alquilados de 1- desoxinojirimicina
2.5.2.1 Sintesis del 1-azido-5-iodopentano (10).

Se llevé a cabo la sintesis del fragmento hidrocarbonado a partir de 5-
bromopentanol 7 el cual se hizo reaccionar con azida de sodio para obtener la
azida 8;'?? |la posterior tosilacién del hidroxilo condujo al derivado 9 el cual fue
convertido mediante una reaccién de Finkelstein en el compuesto 10. 123

e NaNs AN EtsN AN
HO Br ———— HO Ny, — > » TsO N
7 DMSO, t.a 8 TsCl, CH,Cl, 9

ta
Nal, Acetona

60°C
I/\/\/\N3
10

Esquema 14. Obtencion del fragmento hidrocarbonado 10

2.5.2.2 Sintesis de la N-(5-azidopentil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-
desoxinojirimicina (11)

Haciendo uso del derivado de desoxinojirimicina 6 sintetizado previamente se
llevd a cabo una reaccién de alquilacion para generar el derivado 11 el cual es
un precursor importante en la sintesis de ureas y tioureas derivadas de
iminoazucares del presente proyecto.

OBn
OBn /H\
BnO NH  «,co,/DMF, 120°c  BRO N~ 5°Ns
BnO > BnO
OBn 1N, OBn
6 11
10

Esgquema 15. Obtencion del derivado 11

122. Asano, K.; Matsubara, S. Org Lett. 2010, 12, 4988-4991.
123.  Suleymanov, A. A.; Scopelliti, R.; Tirani, F. F.; Kay, Severin. Org Lett. 2016, 20,3323-3326.
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Se utiliz6 la metodologia reportada en la literatura,'?* pero no se lograron buenos
rendimientos por lo que se decidié optimizar las condiciones de reaccion para
generar mejores resultados.

Exp. Base Compuesto | Temperatura | Tiempo | Rendimiento
10
1 3 eg. K2COs3 1.5 eq. 85 °C 15h 62 %
2 3 eqg. K2COs 1.5 eq. 85°C 15h 40%
3 3 eqg. K2COs 2 eq. 120 °C 6 h 65 %
4 3 eq.K2COs3 2 eq. 140 °C 6 h 40 %

* Condiciones utilizadas por Kooij y colaboradores empleando 1-bromohexano
como agente alquilante.

Tabla 2. Optimizacion de la reaccion de alquilacion

Siguiendo el procedimiento descrito en el experimento 1 (Tabla 2), por CCF se
encontrd la presencia de un porcentaje importante de materia de partida
provocando bajos rendimientos lo cual hacen que esta metodologia no sea
adecuada (Exp. 2). Utilizando el derivado 10 en relaciéon 2:1 respecto al
iminoazucar 6 manteniendo la misma relacion molar de base y un aumento en
la temperatura de reaccidn, estos cambios se tradujeron en el aumento del
rendimiento hasta un 65 % (Exp. 3). A pesar que la transformacion de la materia
de partida no fue completa, es posible su recuperacion debido a su diferencia de
polaridad, por lo que es posible su reutilizacion en otros experimentos. Cabe
mencionar que al aumentar la temperatura de reaccion a 140 °C (Exp. 4) se
observo la descomposicidon del derivado 10 en el correspondiente producto de
eliminacién provocando que los rendimientos disminuyeran considerablemente.

De acuerdo con el espectro de RMN de H (Espectro 9) se puede observar la
presencia de nuevas sefiales confirmando la introduccion de la cadena alquilica,
por ejemplo, en 3.11 ppm una sefial t correspondiente a los protones H-7; asi
también se aprecia en 2.15 ppm la sefial correspondiente a H-11, en 1.43 ppm
se observa una sefial perteneciente a H-8 ppm y entre 1.31-1.05 ppm un
conjunto de sefales traslapadas pertenecientes a los protones H-9 y H-10. Por
otro lado, se puede observar la desaparicion de la sefial correspondiente al
protéon del grupo amino lo que corroborara la formacion del derivado 11.

124. Kooij, R.; Branderhorst, H. M.; Bonte, S.; Wieclawska, S.; Martin, N. I.; Pieters, J. R. Med. Chem
Comm. 2013, 4, 387-393.
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Espectro 9. RMN de 'H (300 MHZ, CDCIls) del derivado 11.

El espectro de RMN de C (Espectro 10) muestra 5 nuevas sefales
correspondientes al fragmento alquilico introducido, dichas sefales se aprecian
en 53.44 y 50.9 ppm las cuales pertenecen a C-7 y C-11 y en frecuencias
menores se observan las sefales de C-10 en 27.9 ppm, C-8 en 23.56 ppmy C-
9 en 22.38 ppm. Las sefiales restantes correspondientes a la estructura del
iminoazucar no muestran un cambio significativo.
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Espectro 10. RMN de 3C (75 MHZ, CDCIs) del derivado 11.
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2.5.2.3 Sintesis de la N-(5-aminopentil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-
desoxinojirimicina (12)

El derivado 11 fue sometido a una reduccion de Staudinger!?® para evitar algin
incoveniente de reactividad con la estructura del iminoazucar y asi para generar
la amina primaria 12 (Esquema 16) con un rendimiento del 85%.

OBn OBn
Bnowm 1) PPhy / THF Bnowwz
BnO 2) H,0 BnO

OBn OBn
11 12

Esquema 16. Obtencion del derivado 12

El mecanismo de formacion de 12 (Esquema 17) se inicia con el ataque del
fosforo de la trifenilfosfina al nitrdgeno terminal del grupo azido provocando un
desplazamiento del par electrénico por parte del atomo de nitrégeno generando
asi una fosfoazida la cual forma un intermedio ciclico de 4 miembros el cual es
inestable y se descompone liberando nitrégeno gaseoso y el correspondiente
iminofosforano. En presencia de agua el iminofosforano es hidrolizado formando
el compuesto 12

trifenil
fosfina

'/— :PPhg fosfoazida

iminoazucar | 3 3 3

° H i
Avtiram —— A it e At
' LS 1L ’
PPh, <~ +
i HY
® 0=PPh,

1}
PPh, Oxido de trifenil fosfina

Esquema 17. Mecanismo de formacion de la amina 12

125. Gololobov, Y. G.; Zhmurova, I. N.; Kasukhin, F. L. Tetrahedron. 1981, 37, 437-472
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El andlisis por RMN de 'H (Espectro 11) para el compuesto 12 confirma la
reduccion del grupo azido mediante el desplazamiento a frecuencias mayores
de la sefial correspondiente a los protones H-11; dicha sefial se encuentra
traslapada por las sefiales de H-7 y H-5 entre 2.65-2.47 ppm
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Espectro 11. RMN de *H (300 MHZ, CDCIs) del derivado 12.

En el espectro de RMN de 3C (Espectro 12) el cambio mas significativo se
aprecia en el desplazamiento de C-11 a frecuencias menores con respecto a la
materia de partida, esta sefal se observa en 42.2 ppm. Las sefiales restantes
correspondientes a la estructura del iminoazdcar no muestran un cambio
importante.
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Espectro 12. RMN de 3C (75 MHZ, CDCIs) del derivado 12.
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CAPITULO II
2.5.3 Sintesis de ureas (13-15)

La sintesis de los isocianatos de fenilo iv-vi utilizados en la reaccién se
sintetizaron a partir anilinas comerciales i-iii siguiendo el método descrito por
Lopez y colaboradores.”® En esta metodologia se utiliza trifosgeno como
sustituto del fosgeno por ser mas seguro de usar (Esquema 17). Resaltar que
los isocianatos preparados fueron utilizados in situ debido a su gran reactividad

NH, NCO
Trifosgeno iv) R=OMe
—_— V) R= CH3
CH2C|2/ NaHCO3 V|) R= Br
R R

Esquema 17. Sintesis de isocianatos de fenilo (iv-vi)

Una vez formados los isocianatos iv-vi se hicieron reaccionar con el iminoazucar
12 para dar las ureas correspondientes 13, 14 y 15 (Esquema 18)
NCO

(o]
OBn 4 ¢ Cj/R (13) R= OMe
BSO& 5 NH; R BnO OBn/HS\N)I\H ::g; 2: cB;Hs
n =
OBn R= (iv) OMe, (v) CHj, (vi) Br Bnom H '
12

OBn

Esquema 18. Ureas sintetizadas.

El mecanismo de formacién de los derivados 13-15 (Esquema 19) consiste en el
ataque nucleofilico por parte de parte de la amina 12 sobre al carbono del
isocianato; la posterior desprotonacion del grupo amino conduce a la formacion
de las ureas deseadas.

e
o M O I fo)
A S ) Ry “
5 "?{N/?M;\NHZ i . fiN/\Ms/\ﬁg%N — ;\N/\M;\HJ\NH
L mlm " N - h’ -
Iminoazucar 12 13-15
R R R

isocianato

Esquema 19. Mecanismo de formacion de las ureas 13-15
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Figura 15. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (300 MHZ, CDCls) de

los derivados 13-15

Los espectros de 'H de las ureas se muestran en la Figura 15. En los tres
espectros se pueden observar las sefiales de los protones aromaticos
correspondientes a los bencillos y al grupo fenilo unido directamente con la
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nueva funcion urea entre 7.31-6.70 ppm; resaltar que en el espectro del derivado
13 los hidrégenos H-3' los cuales se encuentran en posicion meta con respecto
al grupo —NH del fragmento de urea, se desplazan ligeramente a frecuencias
menores (6.71 ppm) en comparacion con los espectros de los compuestos 14 y
15 debido al efecto electrodonador del grupo metoxilo. Los tres espectros de H
presentan las sefales correspondientes a los hidrogenos bencilicos entre 4.80-
4.30 ppm, las sefales anchas de los hidrégenos de urea —NH en 6.66 y 4.92
ppm, asi como las sefales correspondientes a la estructura del iminoazucary a
la cadena alquilica. La principal diferencia entre los espectros de 13, 14 y 15
radica en la presencia de una sefial simple en 3.67 ppm que pertenece a los
hidrégenos del grupo metoxilo unido en posicion para al anillo aromatico en el
compuesto 13. El espectro del derivado 14 presenta una sefial simple en 2.19
ppm que corresponde a los hidrogenos del grupo metilo unido al anillo aromético,
mientras que el derivado 15 no presenta ninguna sefal de este tipo.

En los espectros de '3C (Figura 16) se puede observar la aparicion de una sefial
en 156 ppm correspondiente al carbonilo del grupo urea (C=0), asi también se
aprecian las sefales correspondientes a los carbonos aroméaticos de los grupos
bencilos y del grupo fenilo unido directamente a la funcién urea; destacar que el
desplazamiento quimico de C-4’ para los tres casos es diferente; para el
derivado 13 se aprecia en frecuencias altas en 156.4 ppm mientras que para el
derivado 14 y 15 se desplaza a frecuencias menores en 129.6 ppmy 115.3 ppm
respectivamente, esto es provocado por los diferentes efectos electronicos de
los diversos grupos unidos en posicion para del anillo aromatico del fragmento
urea. Los tres espectros presentan las sefales caracteristicas de los carbonos
bencilicos entre 75-71 ppm, asi como las sefales correspondientes a la
estructura del iminoazucar y al fragmento de la cadena alquilica. Cabe
mencionar que para el compuesto 13 se puede apreciar una nueva sefial
caracteristica de los carbonos base oxigeno en 56.7 ppm perteneciente al
carbono del grupo metoxilo; a su vez el derivado 14 presenta una seiial adicional
correspondiente al carbono del grupo metilo unido en posicion para del anillo
aromatico en 20.8 ppm.
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Figura 16. Comparacion de los espectros de RMN de 13C (75 MHZ, CDCls) de
los derivados 13-15
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Los experimentos de masas de los derivados 13-15 (Figura 17) corroboran la
férmula molecular para cada una de las ureas formadas.
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Figura 17. Espectros de masas de los derivados 13-15
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2.5.3.1 Obtencidn de las ureas hidroxiladas (16-18)

La desproteccion de los hidroxilos de los derivados de desoxinojirimicina se
realizo utilizando Hz y Pd(OH)./C durante 12 horas (Esquema 20); los espectros
de RMN corroboraron la completa desproteccién, y por consiguiente la formacion
de 16 y 17. Sin embargo, bajo estas condiciones, el derivado 15 sufrié una
deshalogenacion del anillo aromatico generando el compuesto 18, la
deshalogenacion de haluros de arilo utilizando condiciones de hidrogenacion
catalica ya ha sido reportada.'?2” (Esquema 20).

H

Lot Lo
OBn/H\ OH P /@/
Bnoﬁ"‘: 5 N H,/ Pd(OH), HO&N: 5"N° N

HO

_

OBn MeOH, HCI 1M, t.a OH
(13) R= OMe (16) R= OMe
(14) R= CH, (17) R= CHs
(15) R=Br (18) R=H

Esquema 20. Desproteccion de los derivados 13-15 para obtener los derivados
16-18

En los espectros de RMN de 'H se puede apreciar la desaparicion de las sefiales
correspondientes a los hidrégenos aromaticos, asi como de los hidrégenos
bencilicos.

Se observa un cambio en el desplazamiento de los hidrégenos pertenecientes
al iminoazucar hacia frecuencias ligeramente altas. Las sefales del sistema
aromatico para los derivados 16 y 17 no sufren modificacion alguna ya que es
visible para el compuesto 16 una sefal simple en 3.66 ppm que pertenece a los
hidrégenos del grupo metoxilo unido en posicién para, a su vez el derivado 17
presenta una sefal caracteristica del grupo metilo en 2.17 ppm. La
deshalogenacion del derivado 15 pudo ser comprobada mediante la presencia
de una sefal multiple en la regiébn aromatica en 6.94 ppm con una integral para
un hidrogeno correspondiente a H-4’ lo que permitié confirmar la formacion del
compuesto 18 (Figura 18).

126. Ramanathan, A.; Jimenez, L. Synthesis, 2010, 2, 217-220
127. Akita, Y.; Inous, A.; Ishida, K.; Terui, K.; Ohta, A. Syn. Comm. 1986, 16, 1067-1072
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Figura 18. Comparacion de los espectros de RMN de 'H (300 MHZ, CD30D) de
los derivados 15-18

En el espectro de RMN 3C (Figura 19) de los derivados 16-18 se observa
también la desaparicion de los carbonos aromaticos correspondientes a los
grupos bencillos, asi como los carbonos metilénicos de los bencilos entre 75 y
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72 ppm. Las sefales pertenecientes a la estructura del iminoazucar y del
fragmento de urea no sufren cambios significativos para los derivados 16 y 17,
sin embargo, en el espectro del compuesto 18 podemos apreciar un
desplazamiento a frecuencias ligeramente altas del carbono C-4" en 122.1 ppm
con respecto a la materia de partida 15 provocado por la eliminacién del atomo
de bromo.

o
OH 7 9 " MeOD
4 6, /\/\/\ )k
HO 5 —N 3 N NH
2 10 H 1
HO 1 .
3 2 2 c-3
OH :
16 3 3
W
OCH;
c-2'
c-3
c=0
urea e c11 €10 cg
c4'\ c;i JJ c-9
R “ s - s
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10
 (ppm)
o
s _OH 7 9 11 )k
4 NN
HO s —NT N~ "NH
2 10 H 1
HO 1 .
3 2 2
OH MeOD
17 3 3
@
c-2 CHj3
c-3 g:i Ph-CH>
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c=0 c-a c-s5 Cc-11 c9 cC8
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c-3 c-a C-6
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Figura 19. Comparacion de los espectros de RMN de 3C (75 MHZ, CD30D) de
los derivados 15-18
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La espectrometria de masas nos permitid corroborar la obtenciéon de los
derivados 16 y 17 mediante la presencia de los picos ion molecular [M+H]"
correspondientes, La desproteccion y deshalogenacion del derivado 15 fue
confirmado mediante la presencia pico ion molecular [M+H]* con una relacion
m/z = 368 para la formula quimica CisH3N3Os con una masa molecular de
367.21 g/mol confirmando la obtencién de 18 (Figura 20), y por consiguiente, la
ausencia del atomo de bromo.

180209_GS138 #5765 RT: 0.22-0.26 AV: © NL: 4.48E8
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [60.00-900.00]

- NN
> HO N H NH
70: HO

E OH 16

OCH,

Formula molecular: C4gH31N30¢

396.5 397.0 3975 398.0 se8.5 399.0 s90.5 200.0 200.5 201.0 4015 a0z2.0 2025 403.0
iz

zzzzzzz

> HO N N"NH
60- Ho
i

H;

OH

[
Formula molecular: C1gH31N305

180212 _GS137B #60 AV: 1 NL: 3.88E8
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [60.00-900.00]
368.2174
ro0o  -wess 9 ppm
o5
90
85
80

o 1
- HO N ” NH
60 Ho

°° 18

s0 OH

35

2o Formula molecular: C1gH;gN305
25

15

20

Figura 20. Espectros de masas de los derivados 16-18
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2.5.3.2 Sintesis de la N-{5-[N’-p-bromofenilureido]pentil}-1
desoxinojirimicina (20)

Considerando el producto obtenido (18) en la hidrogenacion catalitica del
derivado 15 se decidié modificar la ruta de sintética, esta vez desprotegiendo los
hidroxilos del iminoazicar 12 para generar el amino derivado 19 desprotegido,
el cual se acopl6 con el isocianato de p-bromofenilo previamente sintetizado para
obtener la urea 20 (Esquema 20).

OBn
BnO

12 OBn

Hy,Pd(OH),/C | MeOH, HCI 1M, t.a NCO

OH /?1\ o
OH Br A N
HOwNHZ - “l_?os&;; N: 5N H
HO on DMF, t.a OH

19 20
Esguema 20. Metodologia para la obtencion del derivado 20

La estructura de los derivados 19 y 20 fue confirmada mediante RMN de H y
13c_

En el espectro de H del iminoazlcar 19 se observa la desaparicion de las
sefales correspondientes a los hidrogenos aromaticos, asi como de los
hidrogenos bencilicos. Se puede apreciar un cambio en el desplazamiento de
los hidrégenos pertenecientes al nacleo del iminoazucar hacia frecuencias
ligeramente mas altas; las sefiales correspondientes a la cadena hidrocarbonada
no sufren un cambio significativo (Espectro 13).

El acoplamiento entre la amina 19 y el isocianato de p-bromofenilo permite
generar la correspondiente urea con un sustituyente aromatico 20 por lo que su
espectro de 'H muestra una sefial mltiple con una integral para cuatro
hidrégenos entre 7.53-7.44 ppm, correspondientes a los protones en posicion
orto (H-2’) y en posicion meta (H-3’) del anillo aromatico. Las sefiales
correspondientes a la estructura del iminoazicar y a la cadena hidrocarbonada
se mantienen sin cambios importantes (Espectro 14).
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Espectro 13. Experimento de RMN de 'H (300 MHZ, CDsOD) del derivado 19
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Espectro 14. Experimento de RMN de *H (300 MHZ, CDsOD) del derivado 20

Los espectros de RMN de *3C revelan los siguientes cambios:

En el espectro del derivado 19 se observa la desaparicion de los carbonos
aromaticos correspondientes a los grupos bencillos entre 138 y 128 ppm, asi
como los carbonos metilénicos de los bencilos entre 75y 72 ppm. Las sefiales
pertenecientes a la estructura del iminoazucar se ven desplazadas ligeramente
a frecuencias mas bajas con respecto a la materia de partida 12 (Espectrol5).
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oH MeOD

-9
-8

= e M |

0

Espectro 15. RMN de 3C (75 MHZ, CDs0D) del derivado 19.

Por otro lado, el experimento de RMN de *C (Espectro 16) del derivado 20 se
aprecia en region de altas frecuencias una sefial que corresponde al grupo
carbonilo (C=0) de la nueva funcién urea en 154.9 ppm; a frecuencias mas
bajas, entre 137.8 y 118.3 ppm, se observan las sefales correspondientes a los
carbonos metinicos del anillo aromatico, lo que nos permite confirmar el
acoplamiento entre la amina 19 y el isocianato de p-bromofenilo para generar la
urea 20.

MeOD

Espectro 16. RMN de 3C (75 MHZ, CDs0D) del derivado 20.

Los espectros de masas de los derivados 19 y 20 (Figura 21) corroboran los
picos ion molecular [M+H]" para cada uno de los compuestos obtenidos, la
obtencion del derivado 20 fue confirmada mediante la presencia pico ion
molecular [M+H]* con una relacibn m/z = 446 para la férmula quimica
C18H28BrNzOs con una masa molecular de 445.12 g/mol.
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Figura 21. Espectros de masas de los derivados 19 y 20

2.5.4 Obtencidn de tioureas (21-23)

La sintesis de las tioureas derivadas de la deoxinojirimicina se realizé mediante
la reaccion de la amina 19 con los correspondientes isotiocianatos comerciales
(vii-ix) para dar los derivados 21, 22 y 23 (Esquema 21). La reaccion se lleva a
cabo con la amina desprotegida 19 en lugar del derivado per-O-bencilado 12
porque la presencia de azufre envenenaria el catalizador de paladio en la etapa
de desproteccion.

143



CAPITULO 1l

NCS  vii) R= OMe
viii) R= Me
ixX) R=Br
R
X
OH OH R
HO N—5NH, 1) EtN,MeOH o E N~ N HO
- H
HO HO
OH 2)  Ncs OH
19 (21) R= OMe
(22) R= Me
& (23) R=Br

Esquema 21. Tioureas sintetizadas.

El mecanismo de formacion de los derivados 21-23 (Esquema 22) al igual que
en la formacion de las ureas, consiste en el ataque nucleofilico por parte de la
amina 19 sobre al carbono del isotiocianato; la posterior desprotonaciéon del
grupo amino conduce a la formacion de las tioureas deseadas

L+ ©
-S:

s
: R
fiN/}\M/\ﬁHz ﬁ - . f‘{N/\M/\Hf)jN _— ;{NWHJJ\NH

31

Iminoazucar 12 © 21-23
R

isotiocianato

Esquema 22. Mecanismo de formacion de las tioureas 21-23

Los espectros de *H de las tioureas 21, 22 y 23 se muestran en la Figura 22. En
los tres espectros se pueden observar dos grupos de sefales correspondientes
a los hidrégenos aromaticos del grupo fenilo unido directamente a la nueva
funcién tiourea entre 7.30-7.10 ppm. Es posible apreciar un ligero
desplazamiento a frecuencias altas de las sefales correspondientes a la
estructura del iminoazucar con respecto a la materia de partida 19. La principal
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diferencia entre los espectros de 21, 22 y 23 radica en la presencia de una sefal
simple en 3.80 ppm que pertenece a los hidrogenos del grupo metoxilo unido en
posicion para al anillo aromatico en el compuesto 21. A su vez el espectro del
derivado 22 presenta una sefial simple en 2.33 ppm que corresponde a los
hidrégenos del grupo metilo unido al anillo aromatico, mientras que el derivado
23 no presenta ninguna sefal de este tipo debido a que presenta un atomo de
bromo unido en posicién para del grupo arilo. Las sefiales correspondientes a la
cadena alquilica no sufren algan cambio significativo.

En los espectros de 3C (Figura 23) se puede observar la aparicion de una sefial
en 182.7 ppm correspondiente al grupo tiocarbonilo de la tiourea (C=S); también
se aprecian las sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos del grupo
fenilo unido directamente a la funcion urea entre 160 y 115 ppm. Destacar que
el desplazamiento quimico de C-4’ para los tres casos es diferente; para el
derivado 21 se aprecia en frecuencias altas en 159.6 ppm mientras que para los
derivados 22 y 23 se desplaza a frecuencias menores en 132. ppmy 117.7 ppm
respectivamente; esto es provocado por los diferentes efectos electronicos de
los diversos grupos unidos en posicion para del anillo aromatico del fragmento
tiourea. Los tres espectros presentan las sefiales caracteristicas
correspondientes a la estructura del iminoazucar y al fragmento de la cadena
alquilica. Cabe mencionar que para el compuesto 21 se puede apreciar una
nueva sefial caracteristica de los carbonos base oxigeno en 56.3 ppm
perteneciente al carbono del grupo metoxilo, a su vez el derivado 22 presenta
una sefal adicional correspondiente al carbono del grupo metilo unido en
posicion para del anillo aromatico en 24.7 ppm.
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Figura 22. Comparacion de los espectros de RMN de *H (300 MHZ, CDsOD) de
los derivados 21-23
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Figura 23. Comparacion de los espectros de RMN de 3C (75 MHZ, CDsOD) de
los derivados 21-23
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Los espectros de masas nos permitieron corroborar la obtencién de los
derivados 21, 22 y 23 mediante la presencia de los picos ion molecular [M+H]*
correspondientes (Figura 23).

180301_GS142 #52-65 RT: 0.21-0.26 AV: 14 NL: 1.02E7
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [60.00-900.00]
414.2053
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100 -1.0191 ppm

9

11 S
/\/\/\ N )J\ NH
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Figura 23. Espectros de masas de los derivados 21-23
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2.5.5 Evaluacion bioldgica

Se realiz6 un estudio de inhibicion enzimatica de algunos de los derivados
obtenidos. Los compuestos 16-18 y 23 se probaron como posibles inhibidores
de B-glucosidasa (almendras) utilizando la metodologia descrita por Bols vy
colaboradores'?® los datos referentes a la actividad inhibitoria de los compuestos
sintetizados se muestran en la figura 24 y se expresan como K; (constante de
inhibicidn), los compuestos obtenidos presentaron una mejor actividad inhibitoria
con relacion a los valores presentados por la 1-desoxinojirimicina, observandose
una inhibicion de tipo competitiva, sin embargo, estos fueron mayores a 10uM,
valor considerado en compuestos con buena actividad inhibitoria.

1-Desoxinojirimicina N/\(‘/)/\N)J\NH
HO 3 H
HO
OH OH
HO [Inhibicién competitiva] R

OH

[ K;=47 7 uM (B-Glucosidasa)] 16) R=0OMe K=31%+11 M X
17) R=Me K=21%+3puM X
18) R=H K=25+9uM X=
23) R=Br K=25%6uM X

Figura 24. Resultados del ensayo de inhibicion frente $-glucosidasa

Los derivados sintetizados seran evaluados frente a otras glicosidasas, con el
fin de obtener la selectividad del compuesto como inhibidor; (a-glucosidasa
(Saccharomyces cerevisiae), a-galactosidasa (granos de café verde), [-
galactosidasa (Aspergillus oryzae) y B-galactosidasa (Escherichia coli), asi
también se evaluaran frente dos colinesterasas acetilcolinesterasa (raya
eléctrica), butilcolinesterasa (serum bovino), relacionadas con la enfermedad de
Alzheimer

127. Bols, M.; Hazell, R. G.; Thomsen, |. Chem. Eur. J. 1997, 3, 940-947
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2.6 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Equipos y técnicas Utilizadas

Todos los espectros tanto de RMN como de masas, se realizaron en el Centro
de Investigacion Tecnolbégicas e Innovacion de la Universidad de Sevilla
(CITIUS).

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H y ¥C se
adquirieron en los espectrometros Bruker Avance 1ll a 300 MHz con sonda de
banda ancha BBFO Plus de 5mm, y Bruker Avance Ill a 500 MHz con criosonda
de TCl de 5 mm. Como disolvente se empled cloroformo deuterado (CDClz) y
metanol deuterado (CDsOD). Los desplazamientos quimicos se presentan en
ppm (8), las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz. La multiplicidad
de las sefiales de los espectros de H se describe como: s para una simple, d
para una sefal doble, dd para una sefal doble de doble, ddd para una sefal
doble de doble de doble, dc para una sefial doble de cuadruple, t para una sefal
triple y m para una sefial multiple.

Espectrometria de Masas

Los datos de pico ion molecular [M+H]* para cada compuesto se determinaron
en un espectrofotdmetro ThermoFisher Scientific Orbitrap ELITE.

Cromatografia

Para monitorear las reacciones se utilizé la cromatografia en capa fina (CCF) y
placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.25 mm de espesor con
indicador de fluorescencia, para su revelado se empleé luz ultravioleta de onda
corta (254 nm), lampara de UV-G-54 o bien por calcinacion, previo tratamiento
con revelador de acido sulfurico al 5%, vainillina, ninhidrina o acido
fosfomolibdico segun sea el caso.

La purificacion de los derivados de los iminoazucares se realiz6 empleando la
técnica de cromatografia en columna (CC) tipo flash, utilizando columnas de
vidrio empacadas con gel se silice grado 60 Merck (230-400 mallas).
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Metil a-D-glucopirandsido (1)

OH

HO 0
HO

OH
OMe

Los datos espectroscépicos de RMN de *H y** C de la materia prima 1 obtenidos
se compararon con la literatura.*°

RMN H (300 MHz, CDsOD)

5:5.34 (1H, d, Ji = 3.6 Hz, H-1), 4.41 (1H, dd, J23= 11.8, J21= 2.3 Hz, H-2),
3.70 (1H, m, H-3), 3.63 (1H, m, H-4), 3.54 (1H, ddd, J54=9.8, Js6a=5.5, Js.6a =
2.3 Hz, H-5), 3.42 (3H, s, H-7), 3.34 (2H, m, H-6).

RMN 13C (75 MHz, CDsOD)
&: 101.3 (C-1), 75.2 (C-2), 73.6 (C-3), 71.8 (C-4), 62.8 (C-6), 65.6 (C-7).

Obtencion de 1-desoxinojirimicina

Obtencion del metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-glucopirandsido (2)

OBn
BnO 0
BnO
OBn
OMe

Una disolucion del metil-a-D-glucopiranosido 6.0 g (30.9 mmol) en DMF (20 mL)
se mantiene durante 15 minutos en agitacién a 0°C. Posteriormente se afiaden
9.8 g (246.4 mmol) de NaH y la mezcla se mantiene en agitacion durante 20
minutos mas. Una vez trascurrido dicho tiempo se agregan gota a gota 29.3 mL
(246.4 mmol) de BnBr. La mezcla de reaccion de deja en agitacion a temperatura
ambiente durante 15 horas.
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El crudo de reaccién se coloca sobre un bafio de hielo y se afiaden 20 mL de
agua destilada y se deja en agitacién por 20 minutos. La fase organica se extrae
con AcOEt y se realizan lavados con salmuera (4x40 mL) y agua destilada (3x40
mL); a continuacion, se seca con Na>SO4anhidro, se filtra y se evapora a presion
reducida, luego se purifica por cromatografia en columna con un sistema 95:5
hexano/AcOEt, se obtiene un soélido blanco amorfo con un rendimiento del 85%
(14.79).

Los datos espectroscopicos de *H del derivado 2 se compararon con la literatura.
108

RMN H (300 MHz, CDCls)

&: 7.31-7.20 (18H, m, Ph-H), 7.11-7.05 (2H, m, Ph-H), 4.93 (1H, d, J1.=3.8 Hz,
H-1), 4.80-4.72 (3H, m, -O-CH.-Ph), 4.63-4.53 (3H, m, -O-CH.-Ph), 4.43 (2H, d,
Jgem= 12.1 Hz, -O-CH2-Ph), 3.93 (1H, t, H-3), 3.72-3.64 (2H, m, H-6), 3.61-3.54
(2H, m, H-4, H-5), 3.51 (1H, dd, J23= 9.6, J21=3.6, H-2), 3.33 (3H, s, H-7).

Obtencion de la 2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-glucosa (3)

OBn
BnO 0
BnO OH
OBn

Se disuelven 14.7 g de 1 en 45 mL de AcOH, la mezcla de reaccién resultante
se coloca en agitacion sobre un bafio de hielo. Posteriormente se agregran 36
mL de H2SO4 1M, el crudo de reaccion se mantiene en agitacion y reflujo (120°C)
durante 15 horas. La suspension formada se enfria durante una hora (0-10°C) el
precipitado formado se separa por filtracién al vacio y se lava con agua (50 mL)
luego se purifica por cromatografia en columna con un sistema 9:1 y 75:25
hexano/AcOEt, se obtiene un solido blanco con un rendimiento del 70% (10.0 g)

Los datos espectroscopicos de 'H y 3C del derivado 2 se compararon con la
literatura.
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RMN H (300 MHz, CDCls)

&: 7.23-7.15 (18H, m, Ph-H), 7.07-7.01 (2H, m, Ph-H), 5.14 (1H, d, J1> = 3.3 Hz,
H-1), 4.89-4.36 (8H, m, O-CH-Ph), 3.93 (1H, dd, Js4= Js,2=11.3 Hz, H-3), 3.63-
3.35 (5H, m, H-2, H-4, H-6, H-5), 3.04 (1H, s, OH).

RMN 13C (75 MHz, CDCls,)

5: 138.8 (Cpr), 138.3 (Cpn), 137.9 (Cpn), 138.0 (Cer), 128.6 (CHpn), 128.5 (CHpn),
128.2 (CHph), 128.1 (CHph), 128.1 (CHpr), 128.1 (CHpr), 128.0 (CHpr), 127.8
(CHpn), 127.8 (CHpn), 127.7 (CHer), 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 (-O-CH2-Ph), 75.1 (-O-CH,-Ph), 73.5 (-O-CHo-
Ph), 73.3 (-O-CH2-Ph), 70.31 (C-5), 68.7 (C-6).

Obtencion del 2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-glucitol (4)

OBn
BnO OH
BnO OH
OBn

Se disuelven 6g (11.1 mmol) del derivado 3, en una mezcla CH.Cl,/MeOH, 75:25
(50 mL), se deja en agitacion por 15 minutos, posteriormente se agregan 2.1g
(55.5 mmol) de NaBH4, la mezcla de reaccion se calienta a reflujo (40-45°C)
durante 6 horas.

Una vez concluida la reaccidon se afladen 30 mL de agua destilada y se deja en
agitacion por 20 minutos. La fase organica se extrae con CHxCl> (3x40 mL). a
continuacion, se seca con Na>SO4 anhidro, se filtra y se evapora a presion
reducida, obteniéndose un aceite incoloro, con un rendimiento del 95% (5.7 g).

RMN H (300 MHz, CDCls)

5: 7.30-7.11 (20H, m, Ph-H), 4.64 (1H, d, Jgem= 11.3 Hz, O-CH2-Ph), 4.89-4.36
(7H, m, O-CH-Ph), 3.96 (1H, s, OH), 3.82 (1H, d, J1a2 = 6.3, Jgem= 11.7 Hz, H-
1). 3.74-3.63 (3H, m, H-3, H-2, H-11), 3.55 (2H, dd, Jeas= 5.7, Jen,s = 4.3 Hz, H-
6), 3.52-3.45 (1H, m, H-3), 2.90 (1H, d, Jas= 4.5 Hz, H-4), 2.09 (1H, s, OH).
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RMN 13C (75 MHz, CDCls,)

5: 138.3 (Cpn), 138.1 (Cpn), 138.0 (Cpn), 138.0 (Cpn), 128.6 (CHpn), 128.5 (CHpn),
128.5 (CHpn), 128.2 (CHpr), 128.1 (CHpr), 128.0 (CHpr), 127.9 (CHpn), 127.9
(CHpr), 79.6 (C-2), 79.2 (C-3), 77.5 (C-4), 74.6 (-O-CH2-Ph), 73.6 (-O-CH,-Ph),
73.4 (-O-CH,-Ph), 73.2(-0O-CH2-Ph), 77.2 (C-5), 76.8 (C-6).

Obtencion del 2,3,4,6-tetra-O-bencil-5-oxohexanal (5)
OBn

BnO —O0
BnO —0

OBn

Se disuelven 3.8 mL (10.5 mmol) de cloruro de oxalilo en 7.5 mL de CH2Cl,
anhidro, esta solucion se coloca en agitacion a -78°C bajo una atmosfera de
argon durante 20 minutos. Posteriormente se adicionan de manera lenta, gota a
gota una solucién de DMSO anhidro 4 mL (55.7 mmol) disueltos en 7.4 mL de
CHzCl. anhidro bajo una temperatura de -78°C. La mezcla de reaccion resultante
se mantiene en agitacion y a la temperatura antes mencionada durante 30
minutos. Luego se agregan de manera lenta gota a gota 5.7 g de 4 (10.50 mmol)
disueltos en 10 mL de CHxCl, anhidro, se mantiene en agitacién a -78°C durante
2 horas bajo una atmosfera de argén. Posteriormente se afiaden 15.8 mL (113.4
mmol) de EtsN anhidra, la mezcla de reaccion se mantiene en agitacion a -78 °C
durante 4 horas. El crudo de reaccion obtenido no es purificado y se utiliza para
la siguiente reaccion.

Obtencion del 2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-desoxinojirimicina (6)

OBn

BnO NH
BnO

OBn

Se pesan 6.6 g (105 mmol) de NH4HCO, 4.5 g (31.5 mmol) de Na>SOsy 2.63 g
(42 mmol) de NaBH3CN y se disuelven en 25 mL de MeOH, la mezcla de
reaccion resultante se coloca en un bafio de hielo y agitacion durante 40 minutos,
posteriormente a la solucidon resultante se le afiade el crudo de reaccion del
derivado 5. Se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 15 horas. Una
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vez concluido el tiempo de reaccion se realizan lavados con salmuera (4x40 mL)
y agua destilada (3x40 mL); la fase organica es extraida con CH:Cl; a
continuacion se seca con Na>SO4 anhidro, se filtra y se evapora a presion
reducida, posteriormente se purifica por cromatografia en columna con un par
de sistemas 85:15 y 7:3 hexano/AcOEt, obteniéndose un aceite amarillo con un
rendimiento del 60 % (3.3 g).

RMN H (300 MHz, CDCls)

0: 7.28-7.08 (20H, m, Ph-H), 4.89 (1H, d, Jgem= 10.9 Hz, O-CH>-Ph), 4.78 (1H, d,
Jgem= 7.9 Hz, O-CH2-Ph), 4.75 (1H, d, Jgem= 7.9 Hz, O-CH-Ph) 4.63-4.53 (2H, m,
O-CH»-Ph) 4.42-4.31 (3H, m, O-CH»-Ph) 3.58 (1H, dd, Jgem= 9.0, J6a5 = 2.6 Hz,
H-6a). 3.50-3.36 (3H, m, H-2, H-3, H-4), 3.27 (1H, dd, Jgem= 12.2, J1e,2= 6.2 Hz,
He-1), 3.15 (1H, dd, Jgem= 12.3, Jeb,5= 4.7 Hz, H-61), 2.63 (1H, ddd, Js54= 9.6, J56a
=6.9, Jsep= 2.6, Hz, H-5), 2.41 (1H, dd, Jgem= 12.2, J1a,> = 10.1 Hz, Ha-1), 1.91
(1H, simple y ancha, N-H).

RMN 13C (75 MHz, CDCls)

5: 139.0 (Cpn), 138.6 (Cpn), 138.5 (Cpn), 138.1 (Cpn), 128.5 (CHpn), 128.5 (CHpn),
128.4 (CHpn), 128.4 (CHpr), 128.1 (CHer), 128.0 (CHpn), 127.9 (CHpn), 127.8
(CHpr), 127.8 (CHer), 127.6 (CHpn), 87.4 (C-3), 80.7 (C-4), 80.1 (C-2), 75.7 (-O-
CHo-Ph), 75.3 (-O-CH,-Ph), 73.5 (-O-CH,-Ph), 72.8 (-O-CH,-Ph), 70.3 (C-6),
59.8 (C-5), 48.2 (C-1).

Obtencion de derivados N-alquilados de 1- desoxinojirimicina

Obtencion del 5-azidopentanol (8)

HO™ " "N,

Se pesan 2g (12 mmol) de 5-bromopropanol los cuales se disuelven en 20 mL
de DMSO, se deja en agitacion a temperatura ambiente por 15 minutos
posteriormente se afiaden 3.9g (59.9 mmol) de azida de sodio, la mezcla de
reaccion de mantiene en agitacion a temperatura ambiente por 15 horas. Una
vez concluida la reaccion se afiaden 20 mL de agua destilada y se mantiene en
agitacion por 20 minutos. La fase organica se extrae con CH2Cl, y se realizan
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lavados con salmuera (3x30 mL) y agua destilada (3x30 mL); a continuacion, se
seca con Na>SO. anhidro, se filtra y se evapora a presion reducida
posteriormente se purifica por cromatografia en columna con éter etilico
obteniéndose un aceite incoloro con un rendimiento del 95% (1.47 Q)

Obtencidn del 5-azidopentil tosilato (9)

TsO/\/\/\N3

Se disuelven 1.5 g (11.4 mmol) de 8 en 12 mL de CHCl,, posteriormente se
agregan 2 mL (14.80 mmol) de EtsN, la mezcla de reaccion se coloca en
agitacion a temperatura ambiente. Transcurridos 15 minutos se afiaden 2.8 g
(14.8 mmol) de cloruro de p-toluensulfonilo. La mezcla de reaccion se mantiene
en agitacion a temperatura ambiente durante 12 horas.

Una vez concluida la reaccion se afiaden 10 mL de agua destilada, se mantiene
en agitacion por 20 minutos. La fase organica se extrae con CHxCl, y se realizan
lavados con salmuera (3x30 mL) y agua destilada (3x30 mL); a continuacion, se
seca con Na;SO4 anhidro, se filtra y se evapora a presion reducida luego se
purifica por cromatografia en columna con un par de sistemas 95:5 y 85:15
hexano/AcOEt, obteniéndose un aceite incoloro con un rendimiento del 70 %
(2.25 g).

Obtencion del 1-azido-5-iodopentano (10)

|/\/\/\N3

Se disuelven 2.3 g (7.9 mmol) de 9 en 15 mL de acetona, se deja en agitacion a
temperatura ambiente por 15 minutos posteriormente se afiaden 4.8 g (31.8
mmol) de yoduro de sodio, la mezcla de reaccidn se mantiene en agitacion y
reflujo por 2 horas.

Transcurrido el tiempo de reaccion se evapora el disolvente a presion reducida,
se realizan lavados con salmuera (3x30 mL) y agua destilada (3x30 mL), la fase
organica se extrae con CH2Cl, a continuacion se seca con Na>SO4 anhidro, se
filtra y se evapora a presion reducida obteniéndose un aceite amarillo con un
rendimiento del 95 % (1.80 Q).
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Obtencion de la N-(5-azidopentil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-
desoxinojirimicina (11)

OBn
/\/\/\
BnO N N3

BnO
OBn

Se pesan 2g (3.8 mmol) del compuesto 6 y 1.5 g (11.43 mmol) de K>COs los
cuales se disuelven en 15 mL de DMF, la mezcla de reaccion se deja en
agitacion a temperatura ambiente por 20 minutos posteriormente se afiaden 2g
(8.4 mmol) del derivado 10, el crudo de reaccion se mantiene en agitacion y
calentamiento (120 °C) durante 5 horas. Una vez trascurrido el tiempo de
reaccion se agregan 10 mL de agua destilada y se deja en agitacion por 20
minutos. La fase organica se extrae con AcOEt y se realizan lavados con
salmuera (4x30 mL) y agua destilada (3x30 mL); a continuacion, se seca con
Na>SO4 anhidro, se filtra y se evapora a presion reducida, luego se purifica por
cromatografia en columna con un sistema 95:5 hexano/AcOEt, se obtiene un
aceite incoloro con un rendimiento del 65% (1.57 g).

RMN H (300 MHz, CDCls)

8:7.27-7.13 (18H, m, Ph-H), 7.08-7.04 (2H, m, Ph-H), 4.88 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz,
O-CHa-Ph), 4.80 (1H, d, Jgem= 10.9 Hz, O-CH,-Ph), 4.73 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz,
O-CH,-Ph) 4.63-4.52 (2H, m, O-CH2-Ph) 4.43-4.29 (3H, m, O-CH-Ph) 3.61-3.58
(1H, m, H-64). 3.55-3.47 (2H, m, H-2, H-3), 3.46-3.36 (2H, m, 4H, He-1), 3.12 (2H,
t, J78= 6.8 Hz, H-7), 2.99 (1H, dd, Jgem= 11.1, Jens = 4.9 Hz, H-6v), 2.60 (1H, ddd,
Js4=13.5, Jsea= 10.1, Js6o = 5.8 Hz, H-5) 2.45 (1H, m, Ha-1), 2.15 (1H, m, H-11).
1.44 (2H, m, H-8), 1.31-1.02 (4H, m, H-9, H-10).

RMN 3C (75 MHz, CDCls)

0: 138.0 (Cpn), 137.5 (Cpn), 136.7 (Cpn), 127.4 (CHpp), 127.3 (CHpn), 127.3 (CHpn),
127.3 (CHpn), 126.8 (CHpn), 128.8 (CHpn), 126.6 (CHpn), 126.5 (CHpn), 126.4
(CHen), 86.2 (C-3), 77.6 (C-4), 77.3 (C-2), 74.3 (-O-CH2-Ph), 74.1 (-O-CH>-Ph),
72.4 (-O-CH>-Ph), 71.7 (-O-CH»-Ph), 64.4 (C-6), 62.8 (C-5), 53.4 (C-7), 51.1 (C-
11), 50.3 (C-1). 27.7 (C-10). 23.5 (C-8), 22.4 (C-9).
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Obtencion de la N-(5-aminopentil)-2,3,4,6-tetra-O-bencil-1-
deoxinojirimicina (12)

OBn
/\/\/\
BnO N NH,
BnO

OBn

Una mezcla de derivado 11 500 mg (0.8 mmol) y de PPhs 266 mg (1 mmol) se
disuelven en 6 mL de THF anhidro. La mezcla de reaccidn se coloca en agitacion
a temperatura ambiente en atmosfera de argoén por 3 horas. Posteriormente se
agregan 57.6 pL (3.2 mmol) de agua destilada y se mantiene en agitacion a
temperatura ambiente durante 12 horas. Transcurrido el tiempo de reaccién se
evapora el disolvente a presion reducida, se realizan lavados con NaHCOz3 (3x30
mL) y agua destilada (3x30 mL), la fase organica se extrae con AcOEt a
continuacion se seca con Na>SO4 anhidro se filtra y se evapora a presion
reducida, luego se purifica por cromatografia en columna con un sistema 19:1
CH:Cl2/MeOH (conteniendo 0.5% de EtzN), se obtiene un solido blanco con un
rendimiento del 85% (407 mg).

RMN H (300 MHz, CDCls)

5: 7.28-7.16 (18H, m, Ph-H), 7.09-7.06 (2H, m, Ph-H), 4.89 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz,
O-CHa-Ph), 4.82 (1H, d, Jgem= 10.9 Hz, O-CH2-Ph), 4.75 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz,
O-CHa-Ph) 4.65-4.56 (2H, m, O-CHa-Ph) 4.44-4.34 (3H, m, O-CH,-Ph) 3.63-3.60
(1H, m, H-64). 3.58-3.52 (2H, m, H-2, H-3), 3.46-3.34 (2H, m, 4H, He-1), 3.02 (1H,
dd, Jgem= 11.1, Jevs= 4.8 Hz, H-6p), 2.66-2.45 (6H, m, H-7, H-11-H-5, N-H) 2.25-
2.09 (2H, m, ,Ha-1, NH), 1.41-1.04 (6H, m, H-8, H-9, H-10).

RMN 13C (75 MHz, CDCls)

0: 138.0 (Cpn), 137.5(Cpn), 136.7 (Cpn), 127.4 (CHpn), 127.3 (CHpn), 127.3 (CHepn),
127.2 (CHpn), 126.8 (CHpn), 126.7 (CHppn), 126.6 (CHpen), 126.5 (CHpen),
126.4(CHpn), 86.2 (C-3), 77.6 (C-4), 77.3 (C-2), 74.3 (-O-CH»-Ph), 74.1 (-O-CH>-
Ph), 72.4 (-O-CH>-Ph), 71.7 (-O-CH>-Ph), 64.4 (C-6), 62.8 (C-5), 53.4 (C-7),51.1
(C-11), 50.3 (C-1). 27.6 (C-10). 23.5 (C-8), 22.4 (C-9).
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Obtencion de la N-{5-[N’-p-metoxifenilureido]pentil}-2,3,4,6-tetra-O-
bencil-1-desoxinojirimicina (13)

o

OBn )J\
BnO

OBn

OMe

Se disuelven 33 mg (0.3 mmol) de p-anisidina en una mezcla 1:1 de CH2Cl> y
una solucion saturada de NaHCO3 (8 mL), se coloca en agitacion sobre un bafio
de hielo durante 15 minutos. Posteriormente se afiaden 29 mg de trifosgeno (0.1
mmol) se deja en agitacion a 0°C durante 10 minutos, posteriormente se afiaden
135.5 mg (0.2 mmol) de 12, la mezcla de reaccion se mantiene en agitacion a
0°C 20 minutos y después a temperatura ambiente durante 1 hora. Transcurrido
el tiempo de reaccidn se extrae la fase organica con CH2Cl, (3x30 mL) a
continuacion se seca con Na>SO4 anhidro se filtra y se evapora a presion
reducida, luego se purifica por cromatografia en columna con un par de sistemas
85:15 y 6.4 hexano/AcOEt, obteniéndose un solido blanco con un rendimiento
del 69% (117 mg).

RMN H (300 MHz, CDCls)

8: 7.24-7.14 (18H, m, Ph-H), 7.11-7.03 (4H, m, Ph-H, H-2’), 6.73 (2H, m, H-3)),
6.66 (1H, s, N-H), 4.86 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz, O-CH2-Ph), 4.78 (1H, d, Jgem= 10.9
Hz, O-CH2-Ph), 4.71 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz, O-CH-Ph) 4.61-4.52 (2H, m, O-CH.-
Ph) 4.44-4.30 (3H, m, O-CH.-Ph) 3.63 (3H, s, Ph-O-CHs), 3.59-3.56 (1H, m, H-
6a), 3.55-3.46 (2H, m, H-2, H-3), 3.46-3.33 (2H, m, 4H, He-1), 3.08-2.95 (3H, m,
, H-11, H-6p), 2.55 (1H, m, H-5) 2.43 (1H, m, Ha-1), 1.35-1.03 (6H, m, H-8, H-9,
H-10).

RMN 3C (75 MHz, CDCls)

5: 156.8 (C-4’), 156.5 (C=0 urea), 138.8 (Cpn), 138.5 (Cpn), 137.7 (Cpn), 131.5
(C-1"), 128.5 (CHpr), 128.4 (CHer), 128.3 (CHpn), 128.3 (CHpr), 127.9 (CHer),
127.8 (CHph), 127.7 (CHen), 127.6 (CHpn), 127.5 (CHpr), 123.9 (C-2'), 114.5 (C-
3’), 87.1 (C-3), 78.5 (C-4), 78.4 (C-2), 75.3 (-O-CH,-Ph), 75.1 (-O-CH»-Ph), 73.4
(-O-CH,-Ph), 72.7 (-O-CH2-Ph), 65.4 (C-6), 63.7 (C-5), 55.5 (Ph-O-CH3) 54.3 (C-
7), 52.2 (C-1), 40.1 (C-1). 29.3 (C-10). 24.3 (C-8), 23.3 (C-9).
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EMAR-ES (m/z): Calc. para C19HssN3Os [M+H]" 758.4124, observada: 758.5164

Obtencion de la N-{5-[N’-p-metilfenilureido]pentil}-2,3,4,6-tetra-O-
bencil-1-desoxinojirimicina (14)

(0}
OBn )k
BnO
OBn
CH,

Se disuelven 29.6 mg (0.3 mmol) de p-toluidina en una mezcla 1:1 de CHxCl> y
una solucion saturada de NaHCO3 (8 mL), se coloca en agitacion sobre un bafio
de hielo durante 15 minutos. Posteriormente se afiaden 29.7 mg de trifosgeno
(0.1 mmol) se deja en agitacion a 0°C durante 10 minutos, posteriormente se
afladen 140.0 mg (0.2 mmol) de 12, la mezcla de reaccion se mantiene en
agitacion a 0°C 20 minutos y después a temperatura ambiente durante 1 hora.
Transcurrido el tiempo de reaccion se extrae la fase organica con CH2Cl; (3x30
mL) a continuacion se seca con Na>SO, anhidro se filtra y se evapora a presion
reducida, luego se purifica por cromatografia en columna con un par de sistemas
85:15 y 6.4 hexano/AcOEt, obteniéndose un solido blanco con un rendimiento
del 61% (104 mg).

RMN H (300 MHz, CDCl3)

8: 7.24-7.13 (18H, m, Ph-H), 7.09-6.97 (6H, m, Ph-H, H-2’, H-3'), 6.70 (1H, s, N-
H), 4.99 (1H, s, N-H) 4.86 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz, O-CH,-Ph), 4.78 (1H, d, Jgem=
10.9 Hz, O-CH,-Ph), 4.71 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz, O-CH,-Ph) 4.61-4.52 (2H, m, O-
CHa-Ph) 4.43-4.31 (3H, m, O-CH,-Ph), 3.59-3.56 (1H, m, H-64), 3.55-3.45 (2H,
m, H-2, H-3), 3.46-3.34 (2H, m, 4H, He-1), 3.07-2.94 (3H, m, H-11, H-6p), 2.56
(1H, m, H-5), 2.41 (1H, m, Ha-1), 2.19 (3H, S, Ph-CHs), 1.36-1.04 (6H, m, H-8, H-
9, H-10).

RMN 13C (75 MHz, CDCls)

8: 156.3 (C=0 urea), 139.0 (C-1’), 138.5 (Cpn), 137.7 (Cen), 135.9 (Cer), 133.1
(Cpr), 129.8 (C-4'), 128.5 (CHpn), 128.4 (CHpn), 128.3 (CHpn), 128.3 (CHen), 127.9
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(CHpr), 127.9 (CHpn), 127.8 (CHen), 127.6 (CHpr), 127.5 (CHpn), 127.5 (CHer),
121.3 (C-3"), 87.0 (C-3), 78.5 (C-4), 78.4 (C-2), 75.2 (-O-CH2-Ph), 75.1 (-O-CHa-
Ph), 73.4 (-O-CHa-Ph), 72.7 (-O-CH,-Ph), 65.3 (C-6), 63.8 (C-5), 54.2 (C-7), 52.1
(C-1), 40.20 (C-1). 29.7 (C-10). 24.5 (C-8), 23.3 (C-9), 20.8 (Ph-CHs).

EMAR-ES (m/z): Calc. para C19HssN3Oe [M+H]* 742.4175, observada: 742.4214

Obtencion de la N-{5-[N’-p-bromofenilureido]pentil}-2,3,4,6-tetra-O-
bencil-1-desoxinojirimicina (15)

(0]
OBn )k
BnO N/\/\/\H NH
BnO
OBn
Br

Se disuelven 47.3 mg (0.3 mmol) de p-bromoanilina en una mezcla 1:1 de CHxCl;
y una solucion saturada de NaHCOs (8 mL), se coloca en agitacion sobre un
bafio de hielo durante 15 minutos. Posteriormente se afiaden 30 mg de
trifosgeno (0.1 mmol) se deja en agitacion a 0°C durante 10 minutos, luego se
afiladen 140 mg (0.2 mmol) de 12, la mezcla de reaccién se mantiene en
agitacion a 0°C 20 minutos y después a temperatura ambiente durante 1 hora.
Transcurrido el tiempo de reaccion se extrae la fase organica con CH2Cl> (3x30
mL) a continuacion se seca con Na.SO4 anhidro se filtra y se evapora a presion
reducida, luego se purifica por cromatografia en columna con un par de sistemas
85:15 y 6.4 Hexano/AcOEt, obteniéndose un sdélido blanco con un rendimiento
del 72% (134 mg).

RMN *H (300 MHz, CDCls)

8: 7.26-7.14 (20H, m, Ph-H), 7.12-7.06 (4H, m, H-2, H-3'), 5.23 (1H, s, N-H),)
4.87 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz, O-CH2-Ph), 4.79 (1H, d, Jgem= 10.9 Hz, O-CH,-Ph),
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4.71 (1H, d, Jgem= 11.1 Hz, O-CH,-Ph) 4.61-4.52 (2H, m, O-CH,-Ph) 4.44-4.30
(3H, m, O-CH.-Ph), 3.62-3.59 (1H, m, H-62), 3.56-3.48 (2H, m, H-2, H-3), 3.48-
3.36 (2H, m, 4H, He-1), 3.07-2.95 (3H, m, H-11, H-6p), 2.58 (1H, m, H-5), 2.42
(1H, m, Ha-1), 1.36-1.08 (6H, m, H-8, H-9, H-10).

RMN 13C (75 MHz, CDCls)

8: 155.9 (C=0 urea), 138.8 (Cp), 138.4 (Cpr), 138.3 (Cer), 137.7 (Cer), 131.9 (C-
3'), 128.4 (CHpr), 128.4 (CHpn), 128.4 (CHer), 128.4 (CHpr), 128.0 (CHpn), 127.9
(CHpr), 127.9 (CHpn), 127.8 (CHen), 127.7 (CHen), 127.6 (CHpn), 127.5 (CHer),
121.2 (C-2'), 115.3 (C-4’), 86.2 (C-3), 78.2 (C-4), 78.1 (C-2), 75.1 (-O-CH,-Ph),
74.9 (-O-CHz-Ph), 73.5 (-O-CH2-Ph), 72.7 (-O-CH»-Ph), 65.5 (C-6), 63.7 (C-5),
53.6 (C-7), 51.6 (C-1), 40.0 (C-11). 29.3 (C-10). 24.4 (C-8), 24.3 (C-9).

EMAR-ES (m/z): Calc. para Ci9BrHssN3Os [M+H]" 806.3124, observada:
806.3183

Obtencion de la N-{5-[N’-p-metoxifenilureido]pentil}-1-
desoxinojirimicina (16)

(0]
or X
HO
OH
OMe

Se disuelven 105 mg (1.4 mmol) de 13 en 10 mL de MeOH, posteriormente se
anaden 20% Pd(OH)./C (100 mg) la suspension formada es acidificada con HCI
1M. La mezcla de reaccion se coloca en agitacién a temperatura ambiente en
atmosfera de hidrogeno por 15 horas. Una vez trascurrido el tiempo de reaccion,
el crudo se filtra sobre Celite y se concentra al vacio obteniendo un aceite
incoloro con un rendimiento del 98% (54 mg).

RMN H (300 MHz, CDsOD)

5:7.97 (1H, s, N-H), 7.15 (2H, m, H-2’), 6.75 (2H, m, H-3'), 4.06-3.82 (2H, m, H-
64, H-3), 3.66 (3H, s, Ph-O-CHs), 3.57-3.37 (2H, m, H-2, H-3), 3.36-3.24 (2H, m,
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4-H, He-1), 3.24-3.11 (3H, m, H-11, H-6v), 3.10-2.98 (2H, m, H-5, Ha-1), 2.95-2.74
(4H, m, H-7, H-11) 1.76-1.36 (6H, m, H-8, H-9, H-10).
RMN 13C (75 MHz, CDsOD)

5: 159.1 (C-4), 157.3 (C=0 urea), 133.4 (C-1’), 123.3 (C-2'), 115.3 (C-3"), 78.1
(C-3), 69.1 (C-4), 67.7 (C-5), 56.5 (Ph-O-CHs), 55.3 (C-6), 54.6 (C-1), 40.1 (C-
11), 32.3 (C-7), 30.7 (C-10). 25.1 (C-8), 23.9 (C-9).

EMAR-ES (m/z): Calc. para C19H32N30s [M+H]* 398.2246, observada: 398.2286

Obtencion de la N-{5-[N’-p-metilfenilureido]pentil}-1-desoxinojirimicina

(17)
(o)
or iy
HO
OH
CH,

Se disuelven 90 mg (1.4 mmol) de 14 en 10 mL de MeOH, posteriormente se
afiadier 20% Pd(OH)./C (70 mg) la suspension formada es acidificada con HCI
1M. La mezcla de reaccion se coloca en agitacién a temperatura ambiente en
atmosfera de hidrogeno por 15 horas. Una vez trascurrido el tiempo de reaccion,
el crudo se filtra sobre Celite y se concentra al vacio obteniendo un aceite
amarillo con un rendimiento del 98% (45 mg).

RMN H (300 MHz, CDsOD)

8: 7.96 (1H, s, N-H), 7.13 (2H, m, H-2'), 7.96 (2H, m, H-3'), 4.02-3.81 (2H, m, H-
62, H-2), 3.66-3.53 (3H, m, He-1, H-3, H-4), 3.49-3.41 (2H, m, H-5, Ha-1), 2.17
(3H, s, Ph-CHs) 1.76-1.36 (6H, m, H-8, H-9, H-10).
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RMN 23C (75 MHz, CDsOD)

5: 157.4 (C=0 urea), 136.4 (C-1’), 131.7 (C-4’), 129.0 (C-2’), 119.6 (C-3), 76.6
(C-3), 67.4 (C-4), 66.4 (C-5), 53.9 (C-6), 53.3 (C-1), 38.9 (C-11), 32.2 (C-7), 29.48
(C-10). 23.3 (C-8), 22.3 (C-9), 19.3 (Ph-CHs).

EMAR-ES (m/z): Calc. para C19H3z2 N3Os [M+H]"382.2297, observada: 382.2336.

Obtencion de la N-{5-[N’-fenilureido]pentil}-1-desoxinojirimicina (18)

or N
HO

OH

Se disuelven 120 mg (1.4 mmol) de 15 en 10 mL de MeOH, posteriormente se
afiaden 20% Pd(OH)./C (100 mg) la suspension formada es acidificada con HCI
1M. La mezcla de reaccién se coloca en agitacién a temperatura ambiente en
atmosfera de hidrogeno por 15 horas. Una vez trascurrido el tiempo de reaccion,
el crudo se filtra sobre Celite y se concentra al vacio obteniéndose un aceite
incoloro con un rendimiento del 98% (360 mg).

RMN H (300 MHz, CDsOD)

8: 7.34 (2H, m, H-2'), 7.22 (2H, m, H-3'), 6.94 (1H, m, H-4), 4.07 (1H, m, H-6,)
3.94 (1H, m, H-2), 3.73-3.61 (2H, m, H-3, H-4), 3.54 (1H, m, He-1) (2H, m, H-5,
Ha-1), 3.15-2.79 (4H, m, H-7, H-11) 1.78-1.38 (6H, m, H-8, H-9, H-10).

RMN 23C (75 MHz, CDsOD)

5: 157.4 (C=0 urea), 139.6 (C-1'), 128.4 (C-2’), 122.1 (C-4’), 118.8 (C-3'), 76.6
(C-3), 67.4 (C-4), 66.5 (C-2), 66.1 (C-5), 53.7 (C-6), 53.1 (C-1), 38.9 (C-11), 32.2
(C-7), 29.2 (C-10). 23.5 (C-8), 22.5 (C-9).

EMAR-ES (m/z): Calc. para C19H300sN3 [M+H]" 368.2141, observada: 368.2180
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Obtencion de la N-(5-aminopentil)-1-desoxinojirimicina (19)

OH
HO N/\/\/\NHZ

HO
OH

Se disuelven 900 mg (1.4 mmol) de 12 en 40 mL de MeOH, posteriormente se
afaden 20% Pd(OH)2/C (400 mg) la suspension formada es acidificada con HCI
1M. La mezcla de reaccion se coloca en agitacion a temperatura ambiente en
atmosfera de hidrogeno por 15 horas.

RMN *H (300 MHz, CDsOD)

5: 4.12 (1H, m, H-62) 4.05-3.75 (1H, m, H-2), 3.65-3.47 (3H, m, H-3, H-4, He-1),
3.27-3.09 (2H, m, H-5, Ha-1), 1.83-1.34 (6H, m, H-8, H-9, H-10).

RMN 13C (75 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), 53.4 (C-7),
39.6 (C-11), 29.2 (C-10). 25.9 (C-8), 22.7 (C-9).

EMAR-ES (m/z): Calc. para C11H24N206 [M+H]" 249.1770, observada: 249.1810

Obtencidon de la N-{5-[N’-p-bromofenilureido]pentil}-1-
desoxinojirimicina (20)

(0

on Jiy
HO N/\/\/\H NH
HO

OH

Br

Se disuelven 99.4 mg (0.6 mmol) de p-bromoanilina en DMF (6 mL), se coloca
en agitacion sobre un bafio de hielo durante 15 minutos. Posteriormente se
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afiaden 63 mg de trifosgeno (0.2 mmol) se deja en agitacion a 0°C durante 10
minutos, posteriormente se afaden 120 mg (0.5 mmol) del aminoazucar
desprotegido 19, la mezcla de reaccién se mantiene en agitacion a 0°C 20
minutos y después a temperatura ambiente durante 1 hora, Transcurrido el
tiempo de reaccion se extrae la fase organica con AcOEt (3x30 mL) y se realizan
lavados con salmuera (3x30mL) y agua destilada (3x30mL) a continuacion se
seca con Na>SOs anhidro se filtra y se evapora a presion reducida, luego se
purifica por cromatografia en columna con un sistema CH.Cl,/MeOH 100.1
obteniéndose un aceite incoloro con un rendimiento del 42% (90.6 mg).

RMN H (300 MHz, CDsOD)

8: 7.53-7.44 (4H, m, H-2',H-3'), 3.90-3.79 (2H, m, H-64, H-3), 3.72-3.35 (3H, m,
H-4, H-2, He-1), 3.01 (1H, m, H-61), 2.80 (2H, m, H-11), 2.55 (1H, m, Ha-1), 2.12
(2H, m, H-7,) 1.67-1.29 (6H, m, H-8, H-9, H-10).

RMN 23C (75 MHz, CDsOD)

5: 154.9 (C=0 urea), 137.9 (C-1'), 133.8 (C-3'), 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-11), 32.3 (C-7),
27.80 (C-10). 24.5 (C-8), 23.7 (C-9).

EMAR-ES (m/z): Calc. para Ci9BrHsoN3Os [M+H]* 446.1246, observada:
446.1281

Obtencdn de la N-{5-[N’-p-metoxifeniltioureido]pentil}-1-
desoxinojirimicina (21)

S
on I
HO
OH
OMe

Se disuelven 95.4 mg (0.40 mmol) de 17 en 5 mL de MeOH, se afaden 0.1 mL
(0.7 mmol) de EtsN, la mezcla de reaccion se coloca en agitacion a temperatura
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ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se agregan 110 mg (0.67 mmol)
de 4-metoxifenilisotiociantano y se deja en agitacion a temperatura ambiente
durante 4 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion se evapora el disolvente a
presién reducida, luego se purifica por cromatografia en columna con un sistema
8:2 y 1:1 CH2CIl>/MeOH (conteniendo 0.5% de EtsN), obteniéndose un solido
color crema con un rendimiento del 67% (91 mg).

RMN H (300 MHz, CDsOD)

&: 7.20 (2H, m, H-2’), 6.90 (2H, m, H-3"), 3.88 (1H, m, H-64), 3.80 (3H, s, O-CHs),
3.63-3.37 (3H, m, H-2, H-4, H-3), 3.19 (1H, m, H-6), 3.06 (1H, m, Ha-1) 2.23 (2H,
m, H-7) 1.75-1.35 (6H, m, H-8, H-9, H-10).

RMN 13C (75 MHz, CDsOD)

5: 182.6 (C=S tiourea), 158.6 (C-4’), 130.0 (C-1’), 128.2 (C-2’), 115.7 (C-3'), 78.5
(C-3), 69.4 (C-4), 68.34 (C-2), 67.6 (C-5), 56.3 (O-CHs), 55.3 (C-6), 54.4 (C-1),
45.5. (C-11), 29.4 (C-10). 25.0 (C-8), 24.1 (C-9).

EMAR-ES (m/z): Calc. para Ci9H32N3OsS [M+H]" 414.2018, observada:
414.2053

Obtencion de la N-{5-[N’-p-metilfeniltioureido]pentil}-1-
desoxinojirimicina (22)

or I
HO

OH

CH,

Se disuelven 100 mg (0.4 mmol) de 17 en 5 mL de MeOH, se afiaden 0.1 mL
(0.7 mmol) de EtsN, la mezcla de reaccion se coloca en agitacion a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se agregan 110 mg (0.7 mmol) de
4-metoxifenilisotiociantano y se deja en agitacion a temperatura ambiente
durante 4 horas.
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Transcurrido el tiempo de reaccidn se evapora el disolvente a presion reducida,
luego se purifica por cromatografia en columna con un sistema 8:2 y 1:1
CH2Cl2/MeOH (conteniendo 0.5% de EtsN), obteniéndose un sélido color crema
con un rendimiento del 81% (86 mg).

RMN *H (300 MHz, CDs0OD)

&: 7.30 (2H, m, H-2’), 7.16 (2H, m, H-3"), 3.93 (1H, m, H-6,), 3.83-3.57 (3H, m,
H-2, H-4, H-3), 3.25-3.15 (2H, m , H-6p, Ha-1), 2.79 (2H, m, H-7), 2.33 (3H, s, Ph-
CHs), 1.77-1.37 (6H, m, H-8, H-9, H-10).

RMN 13C (75 MHz, CDsOD)

5: 181.9 (C=S tiourea), 134.7 (C-1'), 132.4 (C-4’), 129.5 (C-2’), 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-7), 43.70.
(C-11), 29.7 (C-10). 27.8 (C-8), 25.5 (C-9), 24.7 (Ph-CHs).

EMAR-ES (m/z): Calc. Para CioH32N3Oss [M+H]® 398.2069, observada:
398.2110

Obtencién de la N-{5-[N’-p-bromofeniltioureido]pentil}-1-
desoxinojirimicina (23)

S
or I
HO
OH
Br

En un matraz de bola se disuelven 100 mg (0.40 mmol) de 17 en 5 mL de MeOH
y se afiaden 0.11 mL (0.80 mmol) de EtsN, la mezcla de reaccion se coloca en
agitacion a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se
agregan 139 mg (0.6 mmol) de 4-bromofenilisotiocianato y se deja en agitacion
a temperatura ambiente durante 4 horas.
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Transcurrido el tiempo de reaccidn se evapora el disolvente a presion reducida,
luego se purifica por cromatografia en columna con un sistema 85:15 y 1:1
CH2Cl2/MeOH (conteniendo 0.5% de EtsN), obteniéndose un sélido color crema
con un rendimiento del 70% (130 mg).

RMN *H (300 MHz, CDs0OD)

&: 7.35 (2H, m, H-2), 7.23 (2H, m, H-3"), 3.98 (1H, m, H-64), 3.83 (1H, dd, Js2=
12.3, J34= 11.9 Hz, H-3), 3.57-3.43 (3H, m, H-2, H-4, He-1), 3.32-3.24 (5H, m, H-
6o, Ha-1, H-7,), 2.78 (2H, m, H-7) 1.69-1.25 (4H, m, H-8, H-9), 1.23 (2H, m, H-
10).

RMN 13C (75 MHz, CDs0OD)

5: 181.1 (C=S tiourea), 138.0 (C-1’), 131.6 (C-3), 125.6 (C-2'), 117.7 (C-4’), 77.1
(C-3), 67.8 (C-4), 66.7 (C-2), 66.0 (C-5), 53.8 (C-6), 52.6 (C-1), 46.5 (C-11), 27.9
(C-10). 23.2 (C-8), 22.60 (C-9).

EMAR-ES (m/z): Calc. para Ci19BrH29N3Oe [M+H]" 462.1017, observada:
462.1057
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2.7 CONCLUSIONES

e Se obtuvo mediante la modificacion de la metodologia ya reportada la
desoxinojiromicina bencilada en 4 etapas con un rendimiento del 60%.

e Se prepararon como intermedios clave amino-derivados de 1-
desoxinojirimicicina, tanto protegida como desprotegida, con un puente
hidrocarbonado de 5 atomos de carbono.

e El acoplamiento entre los correspondientes isocianatos y el derivado 12
permitié obtener las ureas benciladas deseadas con buenos rendimientos.

e La eliminacion de los grupos bencilo de los derivados 13 y 14 se logré sin
ningun problema con rendimientos cuantitativos, en el derivado 15 la
desproteccion de los grupos hidroxilos condujo a una deshalogenacion del
grupo fenilo generando el derivado 18.

e Se obtuvo la caracterizacion completa de los mismos utilizando diferentes
técnicas espectroscopicas.

e Algunos de los productos obtenidos se sometieron a pruebas bioldgicas
de inhibicién enziméatica frente a B-glucosidasa, los derivados sintetizados
presentaron mejores valores de actividad inhibitoria en comparacién con
la 1-Desoxinojirimicina.
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