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1. Resumen

Se plantearon tres diferentes metodologias para la obtencion de derivados espiranicos esteroidales

que contienen el nucleo 1,4-diazina.
Ruta Sintética A

Se obtuvieron los espirociclos 3 y 3a mediante una reaccion “one-pot” de tres componentes, a
partir de trans-Androsterona 1 Yy trans-Dehidroandrosterona la como materia prima, o-
fenilendiamina 2 e isocianuro de terc-butilo como fuente de grupo isocianato. Esta reaccién se

llevd a cabo con una catalisis acida con BF3-EtO..

N

NH,

o HN /
sl <
NH,
i
+ —_—
NH
HO R1 2 HO R1
R2 R2
2
1: R, R’=H 3: R, R*=H
1a: R, R2 = A4 3a: R, R?2=A

i. Isocianuro de terc-butilo, THF/H,O, BF; OEt,

Esquema 1. Sintesis “one-pot” de derivados espiranicos

Ruta sintética B

En la segunda ruta de sintesis se llevaron a cabo exitosamente dos etapas sobre la trans-
Androsterona. Se partio de una reaccion de Strecker utilizando anilina 4 y TMSCN seguida de la
hidrolisis de la amina para obtener la amida 6 y finalmente hacerla reaccionar con bromuro de

bromoacetilo para lograr una ciclizacién y obtener el espirociclo esteroidal 7. Sin embargo, solo




fue posible la obtencién de 5, 5a, 6 y 6a, ya que no se encontraron las condiciones necesarias para

la formacion de los compuestos 7 y 7a.
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6 0 6a 7, 7a no se obtuvo

i). TMSC, CH,Cl,, BFy OEt,, t.a; ii). acetaldoxima, cat. Wilkinson, tolueno, reflujo; iii). BrCH,COBr, nBuOAc, reflujo.

Esquema 2. Segunda ruta sintética de derivados espiranicos

Ruta sintética C
Para la tercera ruta sintética se utiliz6 como materia prima el a-aminonitrilo 5, para posteriormente
ciclar con etilaminoacetato en presencia de piridina y de esta manera obtener un derivado

espirociclico de la trans-Dehidroandrosterona 8.




HO

i). Etilaminoacetato, DMF, Py, reflujo

Esquema 3. Ruta sintética C para la obtencién de derivados espiranicos

Los compuestos obtenidos 3, 3a, 5, 5a, 6 y 8, fueron evaluados como agentes antiproliferativos
ante un panel de seis lineas celulares pertenecientes a tumores sélidos humanos. Asi mismo, los
derivados que presentan mayor potencial, fueron sometidos a estudios de Docking molecular para

observar su interaccion con la enzima Topoisomerasa IIp.




2. Introduccion

A nivel mundial, uno de los principales problemas que tenemos en cuestion de salud, es la falta de
tratamientos efectivos y seguros para combatir diversas enfermedades mortales como son los
diferentes tipos de cancer, esta anormal proliferacion de celulas causa alrededor de 550,000
muertes al afio y para tratar de erradicar este problema, la ciencia en su labor diaria ha prestado
especial atencion a la busqueda de moléculas bioactivas que sean capaces de presentar propiedades
potenciales que puedan ser utilizadas para implementar o mejorar métodos de detecciéon o
tratamientos contra este y otros padecimientos.*

Muchas de estas investigaciones se han basado en el estudio de estructura y actividad biol6gica de
compuestos heterociclicos, es decir, compuestos organicos ciclicos que poseen en su estructura al
menos un atomo de un elemento distinto a carbono e hidrégeno. Estos heterociclos usualmente

poseen una estructura estable y pueden o no ser anillos aromaticos.?
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Figura 1. Nombre y estructura de algunos heterociclos comunes

Los compuestos heterociclicos se encuentran ampliamente en la naturaleza ya sea como hormonas,
vitaminas o antibidticos, asi mismo son esenciales para la vida puesto que su importancia radica en
las funciones reguladoras que llevan a cabo dentro de sistemas bioldgicos tal como su participacion
en el metabolismo de todas las células vivas.®

De acuerdo a la literatura, este tipo de estructuras presentan diversas propiedades bioldgicas como
antidepresivos,* antibacterianos,® antiinflamatorios,® antimicrobianos,® como agentes fungicidas,’

insecticidas,” e incluso anticancerigenos.” Estas caracteristicas nos llevan a buscar nuevas rutas




sintéticas efectivas para obtener compuestos novedosos que puedan ser capaces de mejorar esta
actividad biolégica.
En el &rea clinica, existen tres grandes clases de sustancias que interacttian con el ADN:

1. Alquiladores: Reaccionan de manera covalente con las bases del ADN.

2. ADN strand breakers: Generan radicales reactivos que producen rupturas en las cadenas de
polinucledtidos.

3. Compuestos que interaccionan de manera reversible con ADN: Intercaladores y poliaminas
catibnicas que presenten interacciones de van der Waals, puentes de hidrogeno,
polarizacién y fuerzas hidrofobicas.

Esta intercalacion se refiere a la insercion de moléculas entre las bases del ADN, estas estructuras
requieren de un tamafio y naturaleza quimica apropiada para ajustarse y suelen ser policiclicos o
aromaticos. Los intercaladores de ADN se utilizan en tratamientos quimioterapéuticos para inhibir
la replicacion del ADN en células cancerosas de rapido crecimiento. &

Los compuestos que contienen heteroatomos como nitrégeno, azufre y oxigeno pueden funcionar
como intercaladores puesto que aumentan la fuerza del complejo formando puentes de hidrégeno
con el ADN. Ademas, cuando en la molécula existe mas de un heteroatomo, le confiere a la
molécula un caracter polarizado lo que genera una interaccion 6ptima y con esto se esperaria una
mejor actividad anticancerigena.®

Debido a estas caracteristicas, diversas investigaciones se han enfocado en sintesis de heterociclos
ya que son altamente prometedores en la industria farmacéutica. La presencia de estos ciclos en la
estructura de un medicamento puede ser de utilidad para manipular la lipofilia, polaridad,
capacidad de formar puentes de hidrégeno entre las moléculas, entre otras caracteristicas que
pueden conducir a la obtencion de mejores propiedades farmacocinéticas, farmacologicas,
toxicoldgicas y fisicoquimicas de las estructuras candidatas a farmacos.°

Las propiedades ya anteriormente descritas, son de vital importancia para el compuesto activo de
un medicamento, sin embargo, este también debe poseer caracteristicas lipofilicas para tener la
capacidad de penetrar la célula a traves de la membrana lipidica. Considerando que los esteroides
poseen una estructura lipofilica aunado a que estos compuestos son ya moléculas biolégicamente
activas, se piensa que un esqueleto esteroidal puede mejorar la biodisponibilidad de un heterociclo
que actua como farmaco, es por ello que en las ultimas décadas el desarrollo de nuevos derivados

esteroidales heterociclicos ha sido uno de los principales objetivos de la quimica de esteroides.




Los esteroides son moléculas hidrocarbonadas cuyo esqueleto se basa en la estructura basica del
ciclopentanoperhidrofenantreno, esterano o gonano, mismo que se encuentra formado por la union
de 5 anillos (A, B, C y D) con numeracion especifica. Son familias de compuestos naturales
altamente estudiados por sus diversas actividades fisiologicas, se encuentran presentes en la
naturaleza sobre todo en vitaminas y hormonas.* Algunos de los esqueletos esteroidales mas
utilizados por los quimicos sintéticos son Estrona, trans-Androsterona, trans-

Dehidroandrosterona, Diosgenina, Pregnenolona, entre otros.

Figura 2. Estructura y numeracion del nacleo esteroidal

Dentro de la quimica de esteroides, un gran nimero investigaciones se han centrado en la union
con diferentes sistemas heterociclicos, particularmente pirazoles, pirazolinas, isoxazolinas,
tiadiazoles, piridinas, pirimidinas e imidazoles.

Ademas de estas modificaciones estructurales, también se han realizado estudios de derivados
esteroidales sintéticos o extraidos de productos naturales que demuestran su efectividad inhibiendo
la proliferacion de células tumorales.*?

De acuerdo con nuestra busqueda bibliografica no se han encontrado derivados espiro sobre C-17
que contengan el nacleo 1,4-diazina, por lo que es nuestro interés sintetizarlos y evaluar su

actividad antiproliferativa.




3. Antecedentes

Hasta ahora, en la literatura existen diversos reportes de compuestos N-heterociclicos que
presentan diferentes actividades bioldgicas, y de manera general, podemos decir que han
presentado efectos anticancerigenos a través de la inhibicion del crecimiento celular, la induccién
de la diferenciacion celular y la apoptosis. Sin embargo, aun se tiene la necesidad de desarrollar
métodos novedosos, practicos y eficientes para la obtencion de estos compuestos.?

Un porcentaje considerable de los medicamentos que actualmente se encuentran aprobados por la
FDA presentan heterociclos que contienen al menos un atomo de Nitrogeno, algunos ejemplos de
estos compuestos son Inlyta, Zydelig y Zytiga.*

AXitinib, conocido comercialmente bajo el nombre de Inlyta, es un inhibidor de la tirosina quinasa.
Se utiliza en el tratamiento de carcinoma de células renales (CCR), esta es la lesion solida mas
frecuente del rifion y comdn en hombres adultos entre 50 y 70 afios de edad.*® En el caso de
metastasis, se ha demostrado que este inhibidor es capaz de reducir el tamafio de tumores primarios,
es por ello que se ha utilizado como neoadyuvante para facilitar la cirugia de tumores que se
encuentran en atapas avanzadas de cancer.}41°

Por otra parte, el Idelalisib o Zydelig inhibe de manera selectiva a la enzina fosfoinositol 3-quinasa
& (PI3K&), misma que Se requiere para la supervivencia y activacion de linfocitos. Por este motivo,
el medicamento actualmente esta aprobado por la FDA para el tratamiento de adultos con leucemia
linfocitica cronica.®

Otro caso es la Zytiga, también llamada Abiraterona que es un claro ejemplo de un heterociclo
unido a un esqueleto esteroidal utilizado en pacientes con cancer de prostata ya que inhibe la

biosintesis de andrégenos, prolongando asi su capacidad de supervivencia.l’

F o

Axitinib Idelalisib Abiraterona

Figura 3. Estructura de los medicamentos aprobados por la FDA
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Dentro de los compuestos heterociclicos nitrogenados, también podemos encontrar una amplia
gama de moléculas interesantes biolégicamente que contienen el nicleo de 1,4-diazinas tanto de
origen natural como sintéticos, tales como la Riboflavina también conocida como
vitamina B2, de gran importancia en el crecimiento del cuerpo y de glébulos rojos,8
Coelenterazina que es la responsable de la bioluminiscencia de la medusa,'® Tionazin
ampliamente utilizado en insecticidas, fungicidas y nematocidas, 3-Alquil-2-
metoxipirazina (MPs) que contribuyen a proporcionar aromas en los alimentos,? entre

muchos otros ejemplos.

HO

OH

0=P,
/\

Rivoflavina Coelenterazina Tionazin

N N 0. N 0.
Z P
N/ N N
3-Alquil-2-metoxipirazina

Figura 4. Compuestos naturales con ndcleos 1,4-diazinas

Ademas de estas estructuras presentes en la naturaleza con sus variadas propiedades y usos,
también existen estudios de moléculas con nicleos de pirazinas que se han enfocado en explorar
sus propiedades como agentes anticancerigenos o posibles farmacos. Ejemplos de ello son los
antibioticos pelagiomicinas y los compuestos con actividad antitumoral Botrilazinas A y B quienes

presentan un nucleo central de pirazina, con sustituyentes fenolicos.?
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Pelagiomicina C,R = H

Figura 5. Derivados biol6gicamente activos de pirazina.

Uno de los biciclos més importantes derivado de la pirazina es la quinoxalina. Su importancia
radica en su actividad bioldgica reportada con diferentes aplicaciones en campos de medicina,
insecticidas, farmaceéutica, etc. Los ndcleos de quinoxalina se encuentran presentes en diferentes
antibidticos como equinomicina, levomicina y actinoleutina, actia también como antiviral,
antidiabético, antiinflamatorio, inhibidor de diferentes enzimas como topoisomerasa IIf} y algunas
quinasas, anticancerigenos, reguladores de canales i6nicos y agentes protozoos.??* Dos de sus
derivados mas importantes bien conocidos como inhibidores de topoisomerasa IIf y agentes
anticancerigenos son el acido (2-(4-(7-cloroquinoxalin-2-il)-fenoxi]propionico (XK469) y

cloroquinoxalina-sulfonamida (CQS).?*
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Figura 6. Estructura de quinoxalina y algunos derivados

En 2017, el grupo de investigacion de Prima reporté la sintesis de 1,4-diazinas fusionadas a un
anillo aromético fluorado (Esquema 4) encontrando que presentan actividad citotoxica frente a
células de carcinoma epidermoide de laringe (Hep2) con ICso = 2.2-26.4 uM ademas de inducir la

apoptosis en concentraciones de 1-25 pM.?>2¢

F F
F NH, F N
0\ /0 X
R R R
H20
F NH, F N/
F F

Esquema 4. Trabajo reportado por Prima y colaboradores.

Por otra parte, un estudio realizado en E.U.A se enfocé en derivados espiranicos de pirazinas como
posibles inhibidores de canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC). Anteriormente se habian
explorado ya moléculas con capacidad inhibitoria, pero carecian de selectividad ante los subtipos
de canales, en cambio este tipo de diazinas son capaces de funcionar como inhibidores selectivos
para no comprometer la conduccion del potencial de accion cardiaco. Permitiendo asi, su posible
uso en el tratamiento de enfermedades potenciales como la epilepsia y algunos casos de arritmia

cardiaca.?’
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Figura 7. Esqueletos de los derivados probados en inhibicion de canales de sodio.

La fusion entre 1,4-diazinas y esqueletos esteroidales existe también en la naturaleza presentes en
organismos marinos.? Las riterazinas y cefalostatinas son dos grandes familias de alcaloides que
fueron reportadas desde 1988 por los profesores G. R. Pettit y N. Fusetani. Son moléculas formadas
por dos unidades esteroidales enlazadas por el anillo A, a través de un anillo de pirazina y son
atractivas hacia la comunidad cientifica debido a su limitada disponibilidad, compleja estructura y

actividad antitumoral que puede presentarse incluso en concentraciones nanomolares.?%%

Cefalostatina 1 Riterazina B

Figura 8. Ejemplos de Cefalostatina y Riterazina

14



3.1 Formacién del nucleo 1,4-diazina
Dado que existen un sinfin de trabajos enfocados en la sintesis y evaluacién bioldgica de derivados

de la pirazina, se han reportado diferentes metodologias para poder obtener 1,4 diazinas dentro de

las cuales, Staedel-Rugheimer y Gutknecht son las mas utilizadas.

3.1.1 Sintesis de Staedel-Rugheimer
Fue reportada en 1876, para llevarla a cabo se requiere de 2-cloroacetofenona en presencia de
amoniaco para obtener la 2-aminoacetona, la cual se condensard posteriormente formando la

dihidropirazidina y finalmente se oxidara a la pirazina correspondiente.3!3?

Cl NH, o) R N R N R
2NH -
/Q | /Q ' j/ - J: j/ - Ji j/
R o R o H,N R \N R N/

Esquema 5. Sintesis de Staedel-Rugheimer

3.1.2 Sintesis de Gutknecht

Reportada en 1879, es una variante de Staedel-Rugheimer la cual se basa también en la
autocondensacion de una a-aminocetona, con la diferencia de que esta es sintetizada mediante la
reduccion de isonitroso cetonas, para obtener dihidropirazinas. Estas son posteriormente
deshidrogenadas con oxido de mercurio (1) o sulfato de cobre (lI), e inclusive puede ocurrir de

manera espontanea con oxigeno atmosférico.3334

R NH2 R1 N R R1 N R
:\i -H,0 I I Aire I ji
2 . —_— ‘
/ /
R o R N R, R N R,
Esquema 6. Sintesis de Gutknecht

3.1.3 Tratamiento térmico de aminodacidos y compuestos amino-hidroxilicos (aminoalcoholes)
Otra peculiar sintesis de pirazinas que se ha estudiado por diferentes grupos de investigacion como

los de Shui Wang y Adams, es por tratamiento térmico de diferentes amino acidos.
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Esta técnica es observada cominmente en la coccion de alimentos ya que es en estas condiciones
cuando se alcanza las temperaturas necesarias para que ocurra la sintesis de alquilpirazinas,
responsables de diferentes olores y sabores.*®

Shui Wang reporta la obtencion de pirazinas al someter a calentamiento (120 °C-300 °C) tanto
aminoacidos como compuestos amino hidroxilicos, obteniendo mejores resultados con Serina,
Treonina, etanolamina, glucosamina, &cido 4-Amino-3-hidroxibutirico y alanilserina.

Por otra parte, Adams reporta en 2009 una investigacion en la que observa que la sintesis de
diferentes pirazinas en los alimentos se da por condensacion entre aminoacidos y compuestos o.-
dicarbonilicos provenientes de la degradacion de acido ascorbico que se encuentra usualmente

como aditivo, antioxidante, saborizante, etc.36:%’

3.1.4 Sintesis por etapas de pirazinas espiranicas

En diferentes articulos se ha reportado también la amplia utilizacion de la reaccion de Strecker para
la obtencion de aminonitrilos, posteriormente estos compuestos son sometidos a ataques
nucleofilicos consecutivos para lograr una ciclizacion y obtener los nucleos 1,4-diazinas deseados.
Las etapas de reaccion necesarias y las especies nucleofilicas utilizadas son muy diversas

dependiendo del ciclo que se busque obtener.38%

3.1.4.1 Sintesis de Strecker

Descubierta por Adolph Strecker, es una reaccion de tres componentes: aldehidos o cetonas, aminas
y HCN, ésta sintesis y sus variantes son las mas utilizadas para obtener a-amino nitrilos que
funcionan como intermediarios versatiles en sintesis organica debido a su reactividad, en especial
para la obtencion de heterociclos y carbociclos, compuestos importantes en la investigacion
bioldgica y farmacolégica.*°

Parte de su importancia reside en su amplia utilizacién en la sintesis de aminoacidos producto de

una hidrélisis del a-amino nitrilo que se obtiene. 142

o)
HON NC_ NHR"
¢ ReNH, MY, e

R R' R R'

Esquema 7. Sintesis de Strecker
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3.1.4.2 Sintesis “one-pot” multicomponente

De manera mas reciente, en 2014 se ha reportado sintesis de estos nacleos 1,4-dizinas, derivados
de quinoxalina, mediante reacciones catalizadas de tres componentes: 1,2-diaminas, aldehidos o
cetonas e isocianuros. Esta novedosa metodologia, variante de la reaccion de Strecker, nos ofrece
una manera mas eficiente y amigable con el ambiente al ser un tipo de reaccion one-pot en la que,
como su nombre lo indica, la sintesis ocurre en un solo matraz, evitando aislar intermediarios que
implicarian utilizacion de grandes cantidades de disolventes orgénicos durante el tratamiento de

cada reaccion y purificacion.*®

H R
NH; o N R
R + + C=N—R! ————
Catalizador N =

R2 R3 —R!
NH, I':ll R

Esquema 8. Reaccion de tres componentes para la sintesis “one-pot” del niiceo 1,4-diazina
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4. Objetivos

Objetivo General

+ Desarrollar nuevas rutas de sintesis para obtener nuevos derivados conteniendo heterociclos
tipo 1,4-diazinas con una conformacion restringida basados en nucleos esteroidales que

contengan dichos heterociclos nitrogenados de tipo espiro sobre el anillo D.

Objetivos Particulares

+ Sintetizar a partir de dos materias primas (trans-Androsterona y trans-
Dehidroandrosterona) y tres rutas sintéticas (A, B y C) nuevos derivados esteroidales tipo

1,4-diazina con modificaciones en el anillo D, especificamente en el C-17.

+ Caracterizar los productos obtenidos mediante métodos fisicos y espectroscépicos como
resonancia magnética nuclear de *H y *3C, espectroscopia de infrarrojo (IR), espectrometria

de masas, rotacién Optica y punto de ebullicion para los compuestos solidos.

+ Proponer los mecanismos de reaccién mediante los cuales se llevé a cabo la formacion de

los productos obtenidos.

+ Determinar la actividad antiproliferativa de los compuestos obtenidos ante diferentes lineas

celulares de tumores cancerosos humanos.

+ Realizar estudios de docking molecular de los compuestos con mayor potencial

antiproliferativo para probarlos como inhibidores de la enzima topoisomerasa II3
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5. Discusion de resultados.
5.1 Ruta sintética A

Se proyectd realizar una sintesis “one-pot” multicomponente para obtener los derivados
espiranicos correspondientes, en la que se utilizaria CeO2-NP’s como catalizador, esto con base en

el trabajo reportado por Edayadula y Rock Lee en 2014.%

0]
N
=N HN Y
NHZ it
- s HN
+
Catalizador
NH,
HO R
1 R2
2
HO
LRL,R*=H R’ R?
la: R, R?= As

Esquema 9. Ruta A planteada de manera general

Se comenzO a trabajar a partir de la trans-Andrsoterona 1 probando diferentes condiciones
mostradas en la Tabla 1. Como primera opcion se ensay0 utilizando nanoparticulas con un tamafio
menor a 50 nm sin embargo no se observo ningdn cambio en la materia prima, debido a esto se
opto por utilizar particulas del catalizador de 25 nm (comercial), para aumentar el area especifica
para una masa dada de particulas y favorecer la reaccion, sin embargo, a pesar de las diferentes

condiciones que fueron probadas, no se logré obtener resultados positivos.

CeO2-NP’s Disolventes Equivalentes Temperatura Tiempo
DCM _
<50 nm Tolueno Reactivos: 1-4 ta— 100 °C 2-20h
<25nm THE/H,0 | Catalizador: 5-10 mol%

Tabla 1. Condiciones probadas utilizando CeO,-NP’s
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Bajo la hipotesis de que el catalizador utilizado no es lo suficientemente afin para coordinarse al
oxigeno del grupo carbonilo en C-17, se buscaron otros catalizadores utilizando desde 1 hasta 2

equivalentes.

Catalizador Observaciones

Amberlita-15 | Se observd gran cantidad de productos

PPTS Poca reactividad

PTSA Poca reactividad

EDTA No se observo reaccion
BF3-EtO2 Se logré aislar el compuesto puro

Tabla 2. Catalizadores ensayados para obtener el compuesto 3

Como primeros ensayos se continud con catélisis heterogénea, esta vez utilizando Amberlita-15
sin embargo, se obtuvieron multiples productos en cantidades pequefias que hizo imposible su

purificacion y caracterizacion.

Posteriormente se intentd una catalisis &cida homogeénea con diferentes acidos de Bronsted como
PPTS, PTSA y EDTA no obstante, la reactividad que se tenia de la materia prima era muy poca o
nula, debido a estas observaciones se optd por utilizar una catalisis con acido de Lewis con el cual

se obtuvieron los mejores resultados.

Después purificar el crudo de reaccion y realizar su caracterizacion, la informacion recopilada
arroja que los compuestos obtenidos no contienen el grupo terc-butilo unido a la molécula,
obteniendo asi los derivados 3 y 3a.
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HN N HN

NH, NH,

HO HO

Figura 9. Derivados espiranicos obtenidos

5.1.1 (17S)-3p-hidroxiespiro[Sa-androstan-17,3’-dihidroquinoxalin]-2°(3H)-amina. (3)

El compuesto 3 fue obtenido finalmente utilizando una mezcla THF/H2O como disolvente y
BF3-EtO. como catalizador, favoreciendo asi el ataque de la diamina 2 lo cual conduce a la
formacion del ion iminio vii que posteriormente sufrird una adicion nucleofilica por el ion
isocianuro para obtener el intermediario viii, el cual llevara a cabo una cicloadicién formando ix.

Finalmente, la isomerizacion de ix nos lleva al producto v.

En 2018, Jehbez y Safaei reportan el uso de acidos de Lewis como catalizadores para reacciones
entre cetonas, derivados de o-fenilendiaminas e isocianuros para la formacion de derivados de 3,4-
dihidroguinoxalin-2-aminas.®* Se propone un mecanismo de reaccion para la obtencién de
productos enantiopuros en el que el metal se coordina tanto al oxigeno del grupo carbonilo como
a uno de los nitrégenos de la diamina. Este mecanismo propuesto podria explicar también que se
hayan obtenido los mejores resultados con BF3-EtO- puesto que la coordinacion promueve que la

reaccion siga el curso que se desea. Esquema 10
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Esquema 10. Mecanismo propuesto

De manera similar a la propuesta de Jiang y colaboradores en 2014,%* se sugiere que la reaccion
procede mediante el mecanismo propuesto en el esquema 10, sin embargo la molécula formada v
sufre un cambio posterior, producto de la coordinacion entre el cido de Lewis y el nitrégeno unido
al terc-butilo, dejando a este con una carga positiva lo que conlleva a la eliminacion del grupo
alquilico como un carbocatidn terciario, que posteriormente sufre un ataque nucleofilico por parte

del H20 que se encuentra en el medio de reaccion, formando asi terc-butanol. Esquema 11

=F
’/—OHZ N
+ (©) —_ >
HN \“\ " Ho
H o T=NH,

vi vii viii 3 X

Esquema 11. Mecanismo propuesto para la pérdida del grupo tert-butilo

Despueés de una purificacion en columna, el compuesto 3 se obtuvo con un 22% de rendimiento,

sin embargo, también se recuperaron algunas fracciones en mezcla con subproductos.
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Para comenzar su caracterizacion, se obtuvo el espectro de RMN *H donde observamos nuevas
sefiales en la zona de los arométicos correspondientes al anillo de la o-fenilendiamina. Debido al
equilibrio que existe entre el intermediario iv y v, el ambiente quimico en el que se encuentran
inmersos los protones H-6" y H-9” es similar, de igual manera que lo es para H-7" y H-8, es por

ello que observamos una sefial para cada uno de estos pares de protones.

Por otra parte, también son perceptibles las sefiales caracteristicas del esqueleto esteroidal como
H-3 y los metilos 18 y 19.

18

19
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Espectro 1. Espectro RMN *H 500 MHz del compuesto 3

Para el espectro de *C, observamos las sefiales mas importantes para el anillo de quinoxalina que
ha sido anexado al esqueleto esteroidal de la trans-Androsterona. En cuanto a los carbonos
aromaticos, es posible distinguir entre las sefiales cuasi-equivalentes de C-6°, C-9’ y las
correspondientes a C-7°, C-8’; asi mismo se observa la sefial atribuida a los carbonos aromaticos
cuaternarios C-5’, C-10’. Una nueva sefial en 154.8 ppm correspondiente a C-3’ junto con el C-17
desplazado a 84.4 ppm, nos dan la pauta para saber que el afiillo ha cerrado y formado un derivado

espiranico.
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Espectro 2. Espectro RMN **C 125 MHz del compuesto 3
5.1.2 (175)-3p-hidroxiespiro[5a-androst-5-en-17,3’-dihidroquinoxalin]-2°(3H)-amina. (3a)

Para la obtencion del derivado de trans-Dehidroandrosterona espiranico se optd por seguir la
misma metodologia ya establecida anteriormente como la 6ptima para producir el compuesto 3. De
esa manera se coloco la materia prima en presencia de 1 equivalente de BFs.EtO2, posteriormente
se adicionaron 2 equivalentes de o-fenilendiamina para la formacion de la imina y finalmente

agregar el isocianuro de terc-butilo para lograr la ciclacion.

El compuesto 3a fue obtenido después de purificar el crudo de reaccion mediante cromatografia en
columna y posteriormente fue posible realizar su caracterizacion. En el espectro de RMN *H
obtenido se observan las sefiales mas representativas, correspondientes a los protones aromaticos
del derivado espiranico 3a. Observamos H-7’ y H-8’ en una sefial equivalente y el mismo caso para
H-6" y H-9°, esto podria deberse a que la molécula puede presentar cierta simetria en el nicleo de
quinoxalina ya que el doble enlace se encuentra en resonancia. Por otra parte, observamos también
los hidrégenos de los metilos H-18 y H-19 solapados en una sefial en 0.92 ppm, efecto que se
presenta también en la materia prima trans-Dehidroandrosterona. En este caso, las sefiales
correspondientes a los hidrégenos de grupos amino no se observan, debido a que se emple6 como

disolvente una mezcla de CDClsy CDsOD.
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Espectro 3. Espectro RMN *H 500 MHz del compuesto 3a

Para el espectro de *C observamos de igual manera las sefiales correspondientes a los carbonos
del anillo aromatico, asi como los carbonos vinilicos tanto de la insaturacién presente en C-5 como
C-3’ que se encuentra dentro del nicleo 1,4-diazina.

Lamentablemente el carbono espiro C-17 no es visible en espectro, al ser un carbono cuaternario y

tener un tiempo de relajacién lento, es posible que el tiempo de adquisicion del experimento no
haya sido suficiente para lograr ver esta sefial.

Debido a la presencia del CD3OD observamos el septuplete caracteristico alrededor de 49 ppm, sin
embargo, al expandir la sefial es posible reconocer 9 sefiales ya que existe un solapamiento con dos

de ellas que pertenecen a carbonos que forman parte del esqueleto esteroidal.
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Espectro 4. Espectro RMN **C 125 MHz del compuesto 3a

Finalmente, en el espectro de IR observamos la desaparicion de la banda correspondiente al grupo
carbonilo de la trans-Dehidroandrosterona en 1728 cm™ y la aparicion de las bandas

correspondientes a la vibracion de tension y flexion de aminas primarias en 3053 cm™ y 1539 cm

! respectivamente. Asi mismo son visibles las bandas caracteristicas de tension para C-sp® entre

3000 y 2700 cm™,

0=

3053.893

/2095659

10~ Tension N-H 2125 804 ‘
1623.61
3 4539
& 208 Flexion N-H
8 1271 758
s C.H 2925503 |
g 08 11438.019
_40-
_50_

e s A s s
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200
Wavenumber

Espectro 5. Espectro IR del compuesto 3a
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De acuerdo al mecanismo de reaccion, se sabe que al atacar el par de electrones de la diamina sobre
el grupo carbonilo, se da la formacion de una imina. Al ser plano este intermediario, el ataque
nucleofilico por parte del isocianuro puede ser por la cara Si o por la cara Re generando los

enantidbmeros R 0 S, respectivamente.

NH,
\
F
—
® - B\@
Cara Si |N F Cara Re HN
N N
NH, NH,

i
Figura 10. Diasteroisémeros posiblemente obtenidos

De acuerdo a Knochel y Molander,** es posible utilizar modelos tericos como para poder predecir
la posicion del ataque nucleofilico que dependera en gran medida tanto del sustrato quiral como de
la especie que se adiciona. Utilizando el modelo de Felkin-Ahn, podemos observar que el ataque
se encuentra favorecido por la cara Re debido a que existe un menor impedimento estérico; de esta

manera, se propone que el diasteroisdmero obtenido es el S.

H,N ° @><
C=N HN

H.c N N
3 "//,/////
H

4
I
N

Figura 11. Modelo predictivo Felkin-Ahn.

Esta prediccion se encuentra apoyada también, por célculos teéricos computacionales con los
cuales se busca determinar la estabilidad energética y la preferencia conformacional que es
calculada usando la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglées) con el
funcional B3LYP y el conjunto de base 6-31+G(d,p) en fase gas. De esta manera, La energia final
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para todas las estructuras optimizadas son calculadas usando el nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d,p).*

Por otra parte, también se realiz6é un célculo de frecuencias al mismo nivel de teoria para asegurar
que cada diasteroisdmero se encuentra en el minimo de la superficie de potencial de cada molécula

estudiada como se puede observar en la Tabla 3

Precursor Compuesto Configuracién Energia
(Kcal/mol)
Diasteroisomero R -786042

Y4

d J

g 8

W dt T

W ’J‘/ E )

/‘p T ‘/J /‘\J

T s

trans-Androsterona 3 786044
Diasteroisomero R -751287.31

b4 f [
trans- 34,8 4 9 &

Dehidroandrosterona 3a
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Diasteroisomero S -751287.85
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Tabla 3. Energias obtenidas para diasteroisdbmeros

De acuerdo a los datos que se muestran, las energias de los diaestereoisbmeros S fueron
insignificantemente mas bajos que los correspondientes a los diasteroisomeros R calculados en fase
gas, esto es debido seguramente a la formacion de un puente hidrégeno entre el par de electrones

libres del &tomo de nitrégeno del grupo Ph-NH y un dtomo de hidrégeno del grupo CH3-18.

Con los calculos de las frecuencias se obtuvieron las poblaciones a partir de las energias libres de
Gibbs de todos los isomeros para saber cual de los diesteroisomeros esta mayormente poblado.
Como se puede observar en la tabla 4, el andlisis poblacional usando la AG muestra que los
diaestereoisomeros S mayormente poblados son predominantes y cuyos angulos diedros entre C-

15—C-16—C-17—-NH se encuentran en valores cercanos a 143°.

Precursor Compuesto Configuracién Poblaciones Angulo

(%) diedro

trans-Androsterona 3 Diasteroisomero R 16.25 -99.58
Diasteroisomero S 83.75 143.62°

trans- 3a Diasteroisomero R 19.45 -99.68
Dehidroandrosterona Diasteroisomero S 80.55 143.53°

Tabla 4. Distribucion de equilibrio y los correspondientes valores de los &ngulos diedros de los
diferentes diaestereoisdmeros

Finalmente, otro argumento teodrico que fue tomado a consideracion son los calculos de los
desplazamientos quimicos de RMN 3C de C-17 que fueron comparados con los obtenidos
experimentalmente en la caracterizacion del compuesto 3. Los desplazamientos quimicos son

calculados usando el método Gauge-Including Atomic Orbital (GIAO)* usando el mismo nivel de
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teoria. Dichos desplazamientos quimicos son calculados de las constantes de apantallamiento de

los carbonos espiro con respecto al valor del TMS como valor de referencia.

Precursor Compuesto = § 18Ceyp. | Configuracion | § Cresrico AS
trans-Androsterona 3 84.46 ppm R 69.62 ppm 14.83 ppm
S 71.72 ppm 12.73 ppm

Tabla 5. Desplazamientos quimicos & *3C tedricos y el obtenido experimentalmente para el
compuesto 3
De acuerdo a los datos observados en la tabla 5, el valor del desplazamiento quimico obtenido para
C-17 en el compuesto 3, se encuentra mas cercano al valor tedrico del diasteroisomero S
concordando de esta manera los resultados obtenidos tanto en el analisis de poblaciones como de
estabilidad energética y el modelo tedrico de Felkin-Anh. Tomando en consideracion estos datos

recolectados, se decide proponer como S la configuracion de C-17 en los compuestos 3 y 3a.

Cabe mencionar que, todos los célculos se realizaron usando el programa computacional
Gaussian16*” y con los recursos computacionales del Laboratorio Nacional de Stper Computo del
Sureste de México de la BUAP (LNS-BUAP).

5.2 Ruta sintética B
5.2.1 Primera atapa.

Como primera etapa de sintesis, se plateo realizar una reaccion de Strecker de tipo “one-pot” para
obtener el compuesto 5. Durante los primeros ensayos se intentd nuevamente emplear como
catalizador CeO2-NP’s, sin embargo, una vez mas los resultados obtenidos no fueron favorables.
Debido a que en la ruta sintética A se encontr6 que el catalizador con mejor desempefio fue
BF3+OEt;, se decide utilizarlo nuevamente en la misma proporcién para facilitar de esta manera el
ataque nucleofilico del par de electrones libre de la anilina 4 al carbonilo en C-17 del esqueleto
esteroidal para la posterior adicion del grupo ciano.
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Esquema 12. Primera etapa de la ruta sintética B

5.2.1.1 17p-ciano-17a-fenilamino-5a-androstan-3p-ol. (5)

El a-amino nitrilo 5 fue obtenido con un rendimiento de reaccion del 84% despues de purificacion
en columna con un sistema 9/1 (Hexano/AcOEt) y utilizando gel de silice como fase estacionaria.

El mecanismo que sigue esta reaccion se ilustra en el siguiente esquema 13.

¢ICN

Esquema 13. Mecanismo de reaccion para la formacion del a-aminonitrilo

La caracterizacion del compuesto obtenido comenzo con el espectro de RMN *H en el que se puede
apreciar el proton correspondiente a la amina secundaria presente en la molécula, asi como las
sefiales del anillo aromético. Observamos un triplete para los protones equivalentes Ar-Hm,
mientras que a frecuencias mas altas se aprecia otro triplete para Ar-Ho que se encuentra solapado

con la sefial de Ar-Hp (Espectro 9).
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Espectro 6. Espectro RMN *H 500 MHz del compuesto 5

En el caso de RMN *3C observamos entre 110 y 150 ppm las cuatro sefiales correspondientes a los
carbonos aromaticos y una en 121.7 ppm atribuida al grupo ciano que se ha unido a la molécula.
Asi mismo es perceptible el desplazamiento de C-17 a 66.1 ppm resultado de la apertura del

carbonilo para la formacion del a-aminonitrilo. (Espectro 10)

Para la determinacion de la sefial del nitrilo, fue de gran ayuda el analisis del experimento HMBC
en el cual se puede observar la correlacion heteronuclear a larga distancia de este carbono con los
protones cercanos H-16. Asi mismo fue posible asignar C-17 observando su correlacion con H-15,
H-16a, H-16b y H-18. En el caso de H-16, se aprecian dos sefiales multipletes con diferentes

desplazamientos, debido a que estos protones son diasterotépicos. (Espectro 11)
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Espectro 8. Fragmento del espectro HMBC del compuesto 5

33

1 (pprm)



Por dltimo, para concretar la caracterizacion del productos se obtuvo un espectro IR donde
podemos observar la banda correspondiente al grupo nitrilo alrededor de 2100 cm™, ademas de las
bandas atribuidas a la amina secundaria y a los enlaces C-H.
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Espectro 9. Espectro IR del compuesto 5

5.2.1.2 17a-ciano-17g-fenilamino-5a-androst-5-en-3p-ol. (5a)

Para la obtencion del compuesto 5a se llevé a cabo la misma metodologia utilizando como materia
prima trans-Dehidroandrosterona, lo que nos condujo a obtener la molécula deseada en un
rendimiento del 86% después de purificacién en columna con gel de silice y un sistema 9/1
(Hexano/AcOEt). EI mecanismo de reaccidn propuesto es el mismo que se indica para el ensayo

con trans-Androsterona. (Esquema 13)

Una vez aislado el compuesto puro, se obtuvo el espectro RMN *H que se aprecia de una manera
muy similar al obtenido para el compuesto 5, incluyendo el patrén de sefiales para el anillo
aromatico. En esta ocasion, la diferencia mas notable es una sefial caracteristica en 5.25 ppm

correspondiente al protén alilico H-6.
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Espectro 10. Espectro RMN *H 500 MHz del compuesto 5a

El espectro de RMN 3C, de igual manera, se observa similar al del compuesto 5, en la zona
comprendida entre 115 y 145 ppm encontramos cuatro sefiales correspondientes a los carbonos
aromaticos, asi como la sefial del nitrilo en 121.4 ppm vy las sefiales de los carbonos vinilicos C-5

y C-6. Asi mismo se percibe la sefial de C-17 desplazada a frecuencias mas bajas.
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Espectro 11. Espectro RMN *C 125 MHz del compuesto 5a

Para el caso del espectro de IR, se observan nuevamente las bandas mas caracteristicas del
compuesto obtenido 5a atribuidas al grupo amino en 3400 cm™ para tension del enlace N-H un
poco solapada con una banda ancha en 3300 cm™* correspondiente al enlace O-H, en 1604 cm-1 se
encuentra la banda provocada por la flexion del enlace N-H, para el grupo nitrilo en 2167 cm™ y
enlaces C-H para C sp®en 2929 cm™?, finalizando asi la caracterizacion de la molécula.
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Espectro 12. Espectro IR del compuesto 5a
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Debido a que durante el mecanismo de reaccion se tiene la formacién del intermediario plano ién
iminio, el ataque nucleofilico por parte del TMSCN puede darse por la cara Si 0 por la cara Re,
generando dos enantidmeros posibles para el producto obtenido.

Cara Si H\N@ Cara Re

< / — L W W

Figura 12. Diasteroisémeros posiblemte obtenidos.

Nuevamente, se hizo uso de herramientas computacionales con el programa Gaussian y del modelo
tedrico Felkin-Ahn, por lo que, de acuerdo a los resultados obtenidos, se propone la configuracion

del carbono quiral C-17 tanto de 5 como de 5a.

TMSCN E
HN
H,c N
¢lC=N
H

ii

Figura 13. Modelo predictivo Felkin-Ahn.

El modelo predictivo de Felkin-Ahn muestra una inclinacion hacia el isébmero S, ya que esto
implicaria el ataque nucleofilico del TMSCN por la cara menos impedida de la imina intermediaria
ii.

Por otra parte, se realizaron también los célculos de energia correspondiente mostrados a

continuacion:
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Precursor Compuesto Configuracion Energia (Kcal/mol)
R -751287.31

trans-Androsterona 5

S -751287.85

R -750517.85

trans- ’

Dehidroandrosterona 5a S -750518.38

Tabla 6. Minimas energias de diasteroisomeros

Como se observa en la tabla 6, las energias muestran una diferencia muy pequefia entre los
diasteroisdmeros. Sin embargo, en el estudio poblacional es posible apreciar una diferencia mucho

mas notable con altos porcentajes para el isomero S.
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Precursor Compuesto Configuracién Poblaciones Angulo

(%) diedro

trans-Androsterona 5 Diasteroisomero R 21.87 -94.65°
Diasteroisomero S 78.13 148.08°

trans- 5a Diasteroisomero R 24.14 -94.76
Dehidroandrosterona Diasteroisomero S 75.86 147.93°

Tabla 7. Distribucion de equilibrio y los correspondientes valores de los angulos diedros de los
diferentes diaestereoisdmeros

Finalmente, se realiz6 la comparacion entre los desplazamientos quimicos de C-17 tedricos y
experimentales tanto del compuesto 5 como 5a, encontrando una mayor afinidad con los

diasteroisémeros S.

Precursor Compuesto | § B3Cexp. | Configuracion = § 3Ciesrico AS
trans-Androsterona 5 66.08 ppm R 68.02 ppm 1.94 ppm
S 66.8 ppm 0.8 ppm
trans- Sa 66.20 ppm R 68.04 ppm | 1.84 ppm
Dehidroandrosterona S 66.83 ppm | 0.63 ppm

Tabla 8. Comparacion de desplazamientos quimicos ¢ **C tedricos y experimentales

De acuerdo a los datos recopilados, se observa que el producto mas estable sera aquel en el que C-
17 tenga la configuracion S, es decir, que el grupo nitrilo se ha adicionado por la cara Si y se
encuentra de forma anti a C-18 tanto en el compuesto 5 como en 5a.

5.2.2 Segunda etapa

Para la segunda etapa de reaccion se busca realizar una hidrolisis sobre el grupo nitrilo presente en

los compuestos 5 y 5a para obtener las amidas correspondientes generando los derivados 6 y 6a.
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Esquema 14. Segunda etapa de reaccion de la ruta sintética B

5.2.2.1 3p-hidroxi-17 p-fenilamino-5a-androstan-17a-carboxamida. (6)

Partiendo de trans-Androsterona como materia prima, se realizaron ensayos para llevar acabo la
hidrdlisis utilizando condiciones &cidas con H.SO4 o0 HCI de acuerdo a lo reportado por Aboul-
Eneil,*® El-Latif*® y Stefane,* respectivamente.

Reactivo Volumen (ml) Tiempo (h) Temperatura (°C)
H2S0498% 1-4 20-90 ta-50
H2S040.5 M 10-15 5-20 50

HCI 37% 2-6 24 - 48 t.a

Tabla 9. Condiciones acidas probadas para hdr6lisis de nitrilo (100 mg)

Sin obtener resultados positivos, se pensd en probar condiciones basicas utilizando NaOH, sin

embargo, este ensayo tampoco arrojo buenos resultados.

Reactivo Equivalentes Tiempo (h) Temperatura

NaOH 1M 05-1 20-30 ta-50°C

Tabla 10. Condiciones basicas probadas para hdrdlisis de nitrilo
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Como se observa en las tablas 5 y 6, a pesar de haber modificado variables como el niumero de

equivalentes, tiempo y temperatura, no se logré obtener la amida bajo condiciones acidas o basicas.

Debido a esto se tomd la decision de probar una metodologia anteriormente utilizada en nuestro
grupo de investigacion sobre un sustrato esteroidal y reportada por Lee en el 2009.%° Esta técnica
se refiere a una hidrolisis anhidra utilizando acetaldoxima como fuente de agua en presencia de un
catalizador de Rodio RhCI(Phs)s y es de especial utilidad cuando se ensaya sobre moléculas que

contienen grupos sensibles a condiciones acidas o basicas.

El mecanismo propuesto de la reaccion implica una coordinacion entre el Rodio del catalizador
con los nitrogenos del grupo ciano y de la acetaldoxima generando el complejo viii, esto conlleva
a un ataque nucleofilico por parte del oxigeno de la oxima ilustrado en ix. Tras un reordenamiento,
se pierde una molécula de acetonitrilo para formar el intermediario x y finalmente al descoordinarse

del centro metalico obtenemos xi, quien al tautomerizarse genera el derivado 6.

@ H (H
HO—N\{\_ OQ\I@ H
HN R A ®0-.

RhL, N D -, "N L CRhb, o
i N N _ N
"""/CE%)" t \N _____ RhL, -CH3-CN H@)
®
~r H
viii ix X
HN (sz HN 0
..num< ---nllll/<
(x NH NH2
xi 6

Esquema 15. Mecanismo de accion propuesto para la hidrdlisis de nitrilo

El compuesto 6 se obtuvo en un rendimiento del 40% después de purificar en columna utilizando

gel de silice como fase estacionaria y un sistema 7/3 (Hexano/Acetato) como fase movil. Sin
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embargo, se recuperaron fracciones en las que se obtuvo mezcla del producto con materia prima

sin poder aislar las moléculas debido a la similitud entre los Rf.

Una vez que se conto con el derivado purificado, se procedi6 a realizar su caracterizacion, en el

espectro RMN *H se identifican claramente los protones aromaticos como una sefial en 7.3 ppm

para Ar-Hm, otra en 7.0 ppm para Ar-Hp y una mas a menores frecuencias en 6.75 ppm para Ar-

Ho.
HN o
.....un{
NH,
HO
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u Ar-Hp
|
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Espectro 13. Espectro RMN *H 500 MHz del compuesto 6

Para el caso de RMN 3C observamos nuevamente las cuatro sefiales de carbonos aromaticos ya

que Ar-Co son equivalentes de igual manera que Ar-Cm, ademas observamos también una sefial

en 185 ppm correspondiente al carbonilo del grupo amida, con lo que podemos corroborar su

presencia.
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Espectro 14. Espectro RMN *C 500 MHz del compuesto 6

En el espectro de IR se observa una banda a 1663 cm™ que corresponde al carbonilo de la amida,
confirmando una vez mas la presencia de este grupo funcional. Por otra parte, seguimos observando
las bandas atribuidas a las interacciones de los enlaces C-H y a niUmeros de onda mas altos, las
bandas de tension N-H se solapan con una banda ancha que abarca una region desde 3500 cm™
hasta 3100 cm™ atribuida a la fuerte absorcion del enlace O-H del grupo hidroxilo presente en la
molécula, asi mismo en 1595 cm encontramos la banda de flexion correspondiente a aminas y

amidas primarias
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Espectro 15. Espectro IR del compuesto 6
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5.2.2.2 3p-hidroxi-17p-fenilamino-5a-androst-5-en-17a-carboxamida. (6a)

La metodologia utilizando acetaldoxima fue probada de igual manera con el intermediario 5a. En
la mezcla se reaccion, por CCF se observaban dos compuestos mayoritarios, de los cuales uno de
ellos correspondia a la materia prima. Los Rf de ambos compuestos son similares, por 1o que no
fue posible aislar el compuesto 6a. Sin embargo, en RMN 300 MHz, se observa la presencia del
grupo amida, lo que nos sugiere que la reaccion se llevé a cabo, aunque no se consumio el 100 %

de la molécula de partida.

5.2.3 Tercera etapa

Como ultima etapa para formar el derivado espiranico, la ruta plantea una ciclacién utilizando
bromuro de bromoacetilo. De esta manera, al sufrir ataques nucleofilicos por el par de electrones
del nitrégeno del grupo amina y amida al carbonilo y carbono a, respectivamente, se desplazara

cada uno de los &tomos de bromo presentes en la molécula, y finalmente se obtendria el compuesto

espiro 7.
0
HN /< N 4
sl b
o .
NH, Br\)l\ \o
Br
.................. -
nBuOAc
HO' HO'
6 7

Esquema 16. Tercera etapa de la ruta sintética B

Esta ciclacion fue ensayada Unicamente partiendo del derivado de trans-Androsterona 6. En el
crudo de reaccion monitoreado a través de TLC, se observa que la materia prima se consume por
completo formando nuevos productos, sin embargo lamentablemente por falta de tiempo ya no fue

posible purificar ni caracterizar los compuestos obtenidos.
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5.3 Ruta sintética C

5.3.1 Primera etapa

5.3.1.1 17a-ciano-17p-fenilamino-Sa-androstan-3g-ol. (5)

Para la tercera ruta de sintesis, como primera etapa se propone obtener a-aminonitrilos, es por ello
que se utiliza la metodologia que se ha reportado en la ruta sintética B en la que se hace uso de la

reaccion de Stecker para la sintesis de los derivados 5 y 5a.

HN

«lCN

5:RLR?=H

HO 5a: R, R? = A4

Figura 14. Estructura de los derivado 5y 5a

5.3.2 Segunda etapa

5.3.2.1 17(S)-5’-amino-1’-fenil-3p-hidroxiespiro[Sa-androstan-17,6’-dihidropirazin]-2°(1H)-
ona. (8)

Para el segundo paso de sintesis, se utiliza como materia prima Unicamente el compuesto 5, mismo
que se coloca en presencia de base para posteriormente agregar etilaminoacetato en su forma de

clorhidrato para llevar a cabo la ciclizacion requerida y asi obtener el derivado espiranico 8.
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Esquema 17. Esquema general de la segunda etapa de la ruta sintética C

Debido a que el nucledfilo que se utiliza en esta reaccion se encuentra en forma de sal, es necesario
utilizar una base para que este reactivo pueda ser capaz de llevar a cabo el ataque nucleofilico
correspondiente. Para ello, fueron ensayadas diferentes bases y de esta manera se evaluaron las

condiciones éptimas de reaccién. Tabla 7.

Base pKa Observaciones Rendimiento
Piperidina | 11 Se obtuvo el compuesto 8, materia prima y otros NA
subproductos
TEA 10.75 | Se obtuvieron gran cantidad de productos y materia prima NA
Imidazol = 6.95 Se obtuvo el compuesto 8 y materia prima 42 %
Piridina = 5.17 Se obtuvo el compuesto 8 y materia prima 51 %

Tabla 11. Bases ensayadas en la etapa 2 de la ruta sintética C

De acuerdo a los valores de pKa de las bases utilizadas es posible observar que a mayor fuerza de
lamisma, como TEA y piperidina se observan subproductos no deseables que hacen que la reaccién
proceda con un rendimiento menor y su purificacion sea mas complicada. Debido a esto, se decidid
realizar ensayos con bases mas débiles como son imidazol y piridina observando que con ambos
reactivos la reaccion procede de mejor manera y se obtiene el derivado espiranico deseado, sin
embargo en ninguno de los dos casos se logra consumir el total de la materia prima; aun asi se
encuentra que el rendimiento de reaccion es ligeramente mas elevado con el uso de piridina que

corresponde a la base ensayada con el valor de pKa mas bajo.
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Con base en las observaciones experimentales, se decide utilizar piridina para llevar a cabo la
reaccion de interés, proponiendo como mecanismo el mostrado en el esquema 18 en el cual el par
de electrones del etilaminoacetato atacar4 de manera nucleofilica al carbono del grupo nitrilo
formando el intermediario xii quien posteriormente cerrara el anillo al ciclar de manera
intramolecular mediante un ataque nucleofilico del par de electrones de la anilina hacia el carbonilo

para finalmente obtener el espirociclo 8.

HN

N N
‘“‘“\\c%‘l “‘“ ..-ull\\/<
NH NH,

xii 8

© S Q/ﬁ/ ave

Esquema 18. Mecanismo propuesto para la segunda etapa de la ruta sintética C

Después de una purificacién en columna, fue posible retirar de la muestra la mayor cantidad de

materia prima sobrante, y de esta forma comenzar la caracterizacion del compuesto 8.

En primera instancia, se obtuvo el espectro de RMN *H, en el cual son apreciables las sefiales
correspondientes al anillo aromatico en un rango de 7.7 a 7.0 ppm, asi como las caracteristicas del
esqueleto esteroidal como H-3 en 3.59 ppm y los metilos H-18 y H-19. Los protones alfa a
carbonilo H-3" se localizan en un desplazamiento menor al esperado provocado por el efecto
anisotrépico que se genera debido a la presencia del anillo aromatico, de manera similar a los

reportes que presentan Klod y Kleinpeter.>*
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Espectro 16. Espectro RMN *H 500 MHz del compuesto 8

El experimento bidimensional HMBC fue de gran ayuda para determinar H-3’ puesto que se

alcanza a observar una correlacién con la sefial que corresponde al grupo carbonilo.
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Espectro 17. Fragmento del espectro HMBC del compuesto 8
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En este caso, el espectro RMN *C puede mostrar un poco mas de informacion debido a que se
observan de manera evidente las sefiales correspondientes al grupo carbonilo C=0 y al carbono de
tipo imina C=N en 162.27 y 158.93 ppm respectivamente. Las sefiales del anillo aromatico se
perciben dobleteadas, esto debido a que el grupo fenilo presenta rotacion lo que conlleva a que el
equipo de RMN detecte a los atomos de carbono como diferentes.
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Espectro 18. Espectro RMN *C 125 MHz del compuesto 8

5.4 Actividad biolégica

Tal y como marcan los objetivos de este trabajo, no s6lo se busca sintetizar derivados esteroidales
sino también evaluar la actividad bioldgica de ellos. Para lograr nuestro cometido hemos recibido
el apoyo del Dr. José Manuel Padron Carrillo, investigador perteneciente al Instituto Universitario

de Bio-Organica “Antonio Gonzalez” de la Universidad de la Laguna, Tenerife, Espana.

Bajo la direccion del Dr. Padrdn, se realizo la evaluacion antiproliferativa in vitro de todos los
compuestos obtenidos, sometiéndolos a 48 h de exposicion ante seis lineas celulares de tumores

solidos humanos: A549 (pulmén), HBL-100 (mama), HelLa (cérvix), SW1573 (pulmén), T-47D
(mama), WiDr (colon).
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5.4.1 Metodo de evaluacién antiproliferativa

El ensayo empleado fue el de sulforodamina B (SRB) del Instituto Nacional del Cancer (NCI) de
los Estados Unidos, el cual nos ayuda a determinar la inhibicion del crecimiento celular mediante
un analisis colorimétrico.

Se emplea una placa de siembra de 96 pocillos que se incuba a 37 °C, 95% de humedad y 5% de
CO- durante toda la noche para que las células se adhieran a la superficie de los pocillos.

Los compuestos a ensayar secos y puros son disueltos en DMSO mientras que células de control
también son expuestas a una concentracion equivalente de DMSO, cada fraccion es probada a tres

diluciones diferentes a una concentracion maxima de 250 pg/ml.

El tratamiento farmacoldgico inicia 24 h después de haber sembrado y tiene una duracién de 48 h,
una vez concluido el tiempo las células son precipitadas con &cido tricloroacético TCA vy fijadas
durante 60 min. Posteriormente se tifien con SRB, que es un colorante aniénico que se une
electrostaticamente a los aminoacidos de las proteinas de las células que han sido fijadas

previamente.

Tras la solubilizacion de los complejos SRB-proteinas con un buffer (Tris), se mide la densidad
Optica mediante espectrofotometria. Esta medida sera directamente proporcional al nimero de

células presentes en cada pocillo.

El porcentaje de crecimiento se calcula en funcion de la diferencia en DO de los puntos de inicio y
fin de la exposicion de la muestra. Finalmente, los resultados obtenidos se expresan como la
concentracion del compuesto necesaria para causar una reduccion del 50% en la proliferacion de

celulas cancerosas (Glso).
5.4.2 Resultados de evaluacién antiproliferativa

Se realiz6 el screening de seis derivados esteroidales, obteniendo los resultados de Glso que se

aprecian en la tabla 8.
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Compuesto Glso (UM)

A549 HBL-100 Hela SW1573 T-47D WiDr
3 15+4.3 18+4.38 12+20 17 +3.7 24+ 7.2 17+49
3a 51+16 16 £35 12+23 55+21 9,4+28 10+2.6
5 25+7.8 49+6.9 28 + 8.7 32+4.9 18+1.38 29+7.3
5a 94 +8.7 100 37+£1.2 24+1.0 17+3.9 37+8.6
6 24+6.7 20+4.0 16 £3.3 21+23 25%5.0 20+2.2
8 100 100 100 100 100 100

Tabla 12. Valores de Glso obtenidos ante células de tumores humanos

Al comparar los resultados obtenidos, observamos que los compuestos con mayor potencial para
inhibir el crecimiento celular de este panel de lineas son los derivados espiranicos 3 y 3a.
Recordando las estructuras de dichos compuestos, en su estructura se percibe la presencia de un
nacleo de quinoxalina, el cual ha sido ya reportado por presentar interesantes actividades

bioldgicas.
5.5 Docking molecular

El Docking molecular o acoplamiento molecular es una técnica computacional ampliamente
utilizada para el desarrollo de nuevos farmacos, esta herramienta nos ayuda a estudiar la interaccién
de podria existir entre un compuesto y su posible receptor, mediante el analisis de energias de

enlace entre ambas moléculas.®?

Existen diferentes vias que un compuesto puede seguir para inhibir la proliferacion de células, sin
embargo, de acuerdo al reporte de Edayadulla y Lee en 2014, diversos derivados de la quinoxalina
pueden desempefiarse como inhibidores de la enzima topoisomerasa IIf. Es por ello que como
complemento a este trabajo se decidié realizar un estudio de Docking molecular para predecir el
comportamiento del complejo proteina-ligando tanto con el nucleo de quinoxalina aislado como

con los compuestos 3y 3a.
5.5.1 Método

Esta técnica de acoplamiento molecular, fue realizada también con el apoyo del Instituto
Universitario de Bio-Organica “Antonio Gonzalez” de la Universidad de la Laguna, Tenerife,

Espafia y bajo la direccién del Dr. Miguel Xavier Fernandes.
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Como primer paso para realizar estas predicciones es necesario dibujar los derivados a ensayar
incluyendo las configuraciones de los centros quirales presentes en la estructura y de esta manera
optimizar las moléculas para poder utilizarlas en los calculos de acoplamiento. Posteriormente, la
estructura de la tomoisomerasa IIf} se obtiene de una base de datos y es preparada para su empleo
mediante la eliminacion de componentes que no forman parte de la propia proteina. Una vez
cubiertos estos pasos se ejecuta el programa que ird cambiando la posicion espacial de nuestra
molécula para encontrar la conformacion 6ptima en la que pueda interactuar con la proteina que se

ha elegido para el ensayo.

El software que se utiliza arroja valores de energia para cada compuesto probado, esta energia
pertenece a cada complejo proteina-ligando formado, de esta manera podemos interpretar que a

menor energia, sera mas favorable la interaccion entre las moléculas que forman el complejo.

Ligando Energia (Kcal/mol)
Quinoxalina -6.3
Derivado 3 -5.9
Derivado 3a -4.0

Tabla 13. Energias obtenidas para los complejos ligando-proteina

Como se aprecia en la tabla 9, la menor energia obtenida corresponde a la quinoxalina, es decir que
no se logra mejorar su interaccién, sin embargo, la variacion no es tan grande por lo que no se

descarta la posibilidad de que los compuestos 3 y 3a puedan ser un tanto inhibidores de esta enzima.

De igual manera, es posible visualizar las interacciones que tienen lugar en el complejo lo que nos
ayuda a observar como se encuentra la molécula dentro del sitio activo y las interacciones que se
generan. Las ligeras sombras de color gris sobre algunos atomos, nos indican que esa zona marcada

se encuentra fuera del sitio activo.

Para nuestro caso, la enzima fue ensayada con ADN acoplado, por tanto observamos las

interacciones con nucle6tidos del mismo.

En la figura 15 se percibe la quinoxalina que interactda con desoxiadenilato (DA), desoxiguanilato
(DG), desoxicitidilato (DC) y desoxitimidilato (DT) y parte del anillo aromatico se encuentra fuera

del sitio activo de la enzima.
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Figura 15. Interacciones topoisomerasa I1ff - Quinoxalina

En el compuesto 3 se observan las interacciones de dos de los heteroatomos presentes en la
estructura con desoxiguanilato (DG) y desoxiadenilato (DA), asi mismo podemos contemplar que
la zona del hidroxilo se encuentra ligeramente fuera del sitio activo de la topoisomerasa IIf. Figura
16

Finalmente en el complejo formado con el compuesto 3a observamos una interaccion por parte del
grupo amino secundario con desoxiadenilato (DA) y por parte del hidroxilo con el residuo
aminoacidico de Arginina (ARG). En este caso podemo percibir quien se encuentra fuera del sitio

activo es el anillo aromatico perteneciente al ndcleo de la quinoxalina. Figura 17
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Figura 17. Interacciones topoisomerasa Il — Compuesto 3a
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Con todos los datos obtenidos se plantea que los compuestos 3 y 3a presentan un potencial como
agentes antiproliferativos de células de tumores cancerosos debido a que podrian poseer un cierto
nivel de inhibicion de la enzima topoisomerasa IIf quien se encuentra implicada en el proceso de
replicacion del ADN, esta enzima se encarga de cortar las hebras de ADN para que este pueda
perder tension, desenrollarse y comenzar la transcripcion genética, por tanto al ser inhibida estamos

afectando la proliferacion celular.
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. Conclusiones

Se desarrollaron nuevas rutas de sintesis para obtener derivados espiranicos esteroidales

con nucleos 1,4-diazinas.

Se pusieron en préctica técnicas one-pot, contribuyendo a la reduccién de etapas y facilidad

para obtener compuestos de cierta complejidad.

Se obtuvieron dos compuestos espiranicos derivados de trans-Androsterona y un derivado

trans-Dehidroandrosterona, ademas de cuatro intermediarios de reaccion.

Métodos espectroscopicos y fisicos como RMN, IR, espectrometria de masas, punto de
fusion y rotacién Optica, fueron de ayuda para corroborar las estructuras de los compuestos

obtenidos, asi como realizar su correcta caracterizacion.

Se evaluo la actividad antiproliferativa tanto de los derivados espiranicos como de los
intermediarios de reaccion ante un panel de seis lineas celulares obteniendo los mejores

resultados para los compuestos 3 y 3a.

Los compuestos con mayor potencial como agentes inhibidores de crecimiento celular 3 'y
3a fueron sometidos a estudios de docking molecular simulando la formacion de un

complejo con la enzima topoisomeresa Il .

Se propone que los compuestos 3 y 3a presenten un cierto nivel de inhibicion de la enzima

topoisomeresa Il B y como resultado se afecte la proliferacion celular.
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7. Metodologia

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN aqui reportados, fueron obtenidos con un espectrémetro Bruker Ascend a
500 MHz para 'H y 125 MHz para **C. Como disolvente se utilizé cloroformo deuterado (CDCls)
y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. En caso de haber utilizado un disolvente

diferente, se indicara en el espectro correspondiente.

Los desplazamientos quimicos se indican en ppm (5), las constantes de acoplamiento (J) se reportan
en Hertz (Hz) y la multiplicidad de las sefiales para los espectros de 'H se expresan de la siguiente
manera: s (sefial simple), d (sefial doble), t (sefial triple), ¢ (sefial cuadruple), dd (sefial doble de

doble), sa (sefial simple y ancha) y m (sefial multiple).
Cromatografia

Para la purificacion de todos los compuestos obtenidos durante la sintesis, se utiliz6 la técnica de
cromatografia en columna (CC) en la cual se empleo, en la mayoria de los casos, como fase
estacionaria gel de silice 60 Merk (230-240 mallas) y un sistema de eluyentes hexano / acetato de
etilo. De igual forma, en caso de ser un espectro excepcional a estas condiciones, se reportara en

el experimento correspondiente.

En el caso de la cromatografia en capa fina (CCF) fueron utilizadas placas comerciales de gel de
silice grado 60 con un espesor de capa 0.25 mm el cual contiene un indicador de fluorescencia
(F2s4), como fase movil se emplearon sistemas de disolventes hexano / acetato de etilo. Finalmente,
para su revelado se empled luz ultravioleta de onda corta (254 nm) emitida por una ldmpara de
UVG-54, o diferentes reveladores como H>SOs4 al 5% o vainillina los cuales se sometian

posteriormente a calcinacion.
Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron mediante un espectrofotometro Agilent Cary 630 FTIR,
los datos obtenidos se encuentran expresados en nimero de onda ¥ (cm™), y la interfaz utilizada

fue de reflectancia total atenuada (ATR) con punta diamante.
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Puntos de fusién

El punto de fusion de los compuestos obtenidos fue medido mediante un equipo Melt-Temp, el

cual presenta una escala en grados Celsius. La técnica utilizada fue la de capilar abierto.
Polarimetria

Las rotaciones especificas de los compuestos quirales obtenidos, se midieron con un polarimetro
Perkin Elmer 341, a temperatura ambiente y con una radiacion proporcionada por una lampara de
sodio de 589 nm.

Disolventes y materias primas

Los reactivos utilizados fueron de calidad grado analitico y los disolventes empleados se

purificados de acuerdo a técnicas que se encuentran ya descritas en la literatura.
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8. Parte experimental

Sintesis de (17S)-3B-hidroxiespiro[5a-androstan-17,3’-dihidroquinoxalin]-2’(3H)-amina. (3)

HN

Lttt

NH,

HO

100 mg de trans-Androsterona (0.34 mmol) se disuelven en una mezcla 1:1 H.O/THF, se adicionan
0.04 ml (0.34 mmol) de BFs.EtO2 y la mezcla de reaccion de deja durante 30 min en agitacion.
Posteriormente se adicionan lentamente 73.4 mg (0.68 mmol) de o-Fenilendiamina continuando la
agitacion durante 2 horas, finalmente se agrega gota a gota 0.7 ml (0.68 mmol) de isocianuro de
terc-butilo y la reaccion continla hasta que, mediante monitoreo por CCF, se observe que la

reaccion ya no avanza mas.

La mezcla de reaccion se extrae con DCM, la fase organica obtenida se seca con MgSOas y se
concentra a presion reducida. El crudo de reaccién es purificado mediante cromatografia en
columna utilizando como fase estacionaria gel de silice basificada con TEA y un sistema 6/4
(Hexano/AcOEt). De esta manera, con un 22% se rendimiento se obtienen el compuesto 5 como

un aceite café.
[a]o?: +5.01 (c 1.0, CH,Cly)
IR (cm): 3300 (vO-H), 2925 (vC-H), 1540 (VN-H)

RMN H (500 MHz, CDCls) 5: 6.66 - 6.63 (M, 4H, H-6-9°), 3.51 (m, 1H, H-3) 3.13 (ddd, 1H,
Ji6a-16b = 17.0, Jisa-150 = 6.8, Jisa-15a = 2.8 Hz, H-16a), 2.98 (ddd, 1H, Jieb-16a = 17.0, J 16b-152 = 6.8,
Jisp1s = 2.8 Hz, H-16b), 2.45 (m, 1H, H-15a), 2.13 (t, 2H, Ji2-11 = 13.4 Hz, H-12) 1.80 (m, 1H, H-
14), 1.76 — 1.65 (m, 4H, H-1,H-2), 1.44 (m, IH, H-15b), 1.29 (m, 1H, H-8), 1.23-1.16 (m, 4H, H-
4, H-7), 0.97 (s, 3H, CH3-18), 0.92 - 0.72 (m, 5H, H-5,H-6, H-11), 0.70 (s, 3H, CHa-19), 0.67 (t, J
= 3.8 Hz, 1H, H-9) ppm.
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RMN 3C (125 MHz, CDCls) &: 154.86 (C=N), 134.64 (C-5,10"), 120.27 (C-7,8"), 116.85 (C-
6°,9%), 84.46 (C-17), 71.17 (C-3), 52.52 (C-9), 45.24 (C-14), 44.00 (C-5), 41.66 (C-8), 37.69 (C-
4), 36.86 (C-11), 35.57 (C-10), 34.62 (C-12), 32.71 (C-13), 31.26 (C-1), 29.69 (C-7), 28.73, 28.44
(C-16), 24.32 (C-15), 22.61 (C-2), 20.88 (C-6), 17.47 (C-18), 12.35 (C-19) ppm.

Sintesis de (17S)-3p-hidroxiespiro[androst-5-en-17,3’-dihidroquinoxalin]-2°(3H)-amina. (3b)

HN

-n\\\\\\

NH,

HO

La metodologia seguida fue la misma que para el compuesto 3, asi como las cantidades de materia
prima, reactivos y sistemas de elucion para la purificacion del crudo de reaccion. En este caso fue

obtenido un aceite oscuro con un rendimiento del 37%.
[a]o?®: +14.42 (c 1.0, CHCl3)
IR (cm™): 3053 (VN-H), 2925 (vC-H), 1539 (VN-H)

RMN *H (500 MHz, CDCls) 8: 7.52 (dd, 1H, J7-s'= 5.9, J7-¢' = 3.1 Hz, H-7°,H-8°), 7.19 (dd, 1H,
Jo7-=6.0 Hz, Jo-5-= 3.1 Hz, H-6>, H-9°), 5.25 (t, 1H, Jo.7 = 2.5 Hz, H-6), 3.50 (M, 1H, H-3), 2.78
(m, 2H, H-11), 2.27 (m, 1H, H-14), 2.25 (m, 2H, H-12), 1.99 (m, 2H, H-2), 1.85 (ddd, 1H, Jiea-165
= 14.4 Hz, J16a-150 = 5.8 Hz, J16a15a = 2.4 Hz, H-16a), 1.75 (m, 2H, H-1), 1.72 (m, 1H, H-15a), 1.51
(m, 1H, H-16b), 1.38 (m, 2H, H-7), 1.28 (m, 1H, H-8), 1.15 (m, 1H, H-15b), 1.02 (m, 2H, H-4)
0.92 - 0.91 (M, 6H, CH3-18, CHs-19), 0.88 (t, 1H, Jo11 = 9 Hz, H-9) ppm.

RMN 23C (125 MHz, CDCls) &: 155.64 (C=N), 140.11 (C-5), 122.01 (C-6",9°,5°,10"), 121.12 (C-
6), 114.33 (C-7,8"), 71.37 (C-3), 49.63 (C-13), 49.52 (C-9), 41.71 (C-14), 36.84 (C-4), 36.64 (C-
10), 35.33 (C-1), 33.98 (C-8), 33.78 (C-7), 31.50 (C-12), 31.22 (C-16), 26.51 (C-2), 25.58 (C-15),
23.57 (C-11), 20.09 (C-18), 19.23 (C-19) ppm.
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Sintesis de 17a-ciano-17p-fenilamino-5a-androstan-3g-ol. (5)

HN
+.iCN

HO

En un matraz de 50 ml se colocan bajo atmdsfera inerte 100 mg de trans-Androsterona y se
disuelven en DCM anhidro. Se coloca en agitacion y se agrega gota a gota un equivalente del
catalizador BFsEtO2 (0.04 ml, 0.4 mmol). Dos horas més tarde son adicionados 0.1 ml (1.2 mmol)
de anilina y continla la agitacion durante 21 horas, al término del tiempo se afiaden 0.21 ml (1.6
mmol) de TMSCN continuando la reaccion por 4 horas més.

Una vez concluido el tiempo se adicionan 5 ml HCI 1M y se deja agitar 10 min mas para después
extraer con DCM, secar la fase organica con MgSOas y concentrar a presion reducida. La
purificacion en columna se realiz6 con una mezcla de disolventes 9/1 (hexano/acetato de etilo) para

obtener el compuesto 5 en forma de s6lido blanco con un rendimiento de reaccién del 84%.
Pf: 178 - 182 °C

[a]o?: -42.21 (c 0.4, CH.Cl)

IR (cm): 3377 (WN-H), 2925 (vC-H), 2163 (vC=N) 1604 (vN-H)

RMN !H (500 MHz, CDCls) : 7.25 (dd, 2H, Jm-o= 8.5 Hz, Jmp = 7.5 Hz, Ar-Hm), 6.90 - 6.82 (m,
3H, Ar-Hm, Ar-Hp), 3.85 (sa, 1H, NH), 3.63 (m, IH, H-3), 2.78 (ddd, 1H, Jisa-16b = 14.3 Hz, J16a-
156 = 9.7 Hz, J16a-15a = 5.9 Hz, H-16a), 2.08 (m, 1H, H-16b), 1.93 (m, 1H, H-15a), 1.87 — 1.78 (m,
4H, H-11, H-12), 1.77 — 1.69 (m, 3H, H-5,H-7), 1.67 (dd, 1H, J14-15a = 7.8 Hz, J14-150 = 4.3 Hz, H-
14), 1.61 (m, 1H, H-2), 1.51 (m, 1H, H-1), 1.43 (m, 1H, H-15b), 1.31 (m, 1H, H-4), 1.16 (M, 2H,
H-6), 1.02 (td, 1H, Js-14 = 12.7 Hz, Js.7= 3.8 Hz, H-8), 0.95 (s, 3H, CH3-18), 0.85 (s, 3H, CH3-19),
0.80 (1H, Jo-12 = 11.6 Hz, Jo-11 = 3.0 Hz, H-9) ppm.
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RMN 3C (125 MHz, CDCls) §: 144.60 (Ar-Cipso), 129.20 (Ar-Cm), 121.61 (C=N), 119.67 (Ar-
Cp), 115.61 (Ar-Co), 71.03 (C-3), 66.08 (C-17), 53.35 (C-9), 50.78 (C-14), 48.52 (C-13), 44.53
(C-6), 37.86 (C-2), 37.49 (C-16), 36.81 (C-8), 35.75 (C-1), 35.37 (C-10), 34.13 (C-11), 31.57 (C-
7), 31.25 (C-12), 28.30 (C-4), 24.25 (C-15), 20.77 (C-5), 13.67 (C-18), 12.23 (C-19) ppm.

Sintesis de 17a-ciano-17p-fenilamino-androst-5-en-3g-ol. (5a)

HN
AlllCN

HO

Para la obtencidn de este compuesto se utiliz6 la misma metodologia que se plantea para el derivado
5. De igual manera, la purificacion en columna procedié bajo las mismas condiciones y de esta

manera se obtuvo un sélido blanco con 86% de rendimiento.

Pf: 165170 °C

[a]o?: -92.96 (c 0.6, CH:Cl)

IR (cmY): 3400 (vN-H), 3250 (vO-H), 2929 (vC-H), 2167 (vC=N) 1604 (vN-H)

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: 7.15 (t, 2H, Jom= 7.8 Hz, Ar-Ho), 6.78 (m, 3H, Ar-Hm, Ar, Hp),
5.29 (t, 1H, Jo.7 = 3.0 Hz, H-6), 3.47 (m, 1H, H-3), 2.69 (m, 1H, H-16a), 2.21 (m, 2H, H-4), 2.01
(ddd, 1H, Ji6gem = 14.3 Hz, J 16b-152 = 9.7 Hz, J 16p-150 = 5.9 Hz, H-16b), 1.86 (m, 1H, H-15b), 1.82
—1.75 (m, 6H, H-1, H-7, H-12), 1.69 — 1.54 (m, 3H, H-2, H-14), 1.52 (dd, 1H, , Js.7 = 10.4 Hz, Js.
1= 4.7 Hz, H-8), 1.39 (m, 1H, H-15a), 1.03 (m, 1H, H-9), 0.96 (s, 3H, CH3-19), 0.88 (s, 3H, CHa-
18) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) &: 144.65 (Ar-Cipso), 140.67 (C-5), 129.19 (Ar-Cm), 121.48 (C=N),
120.95 (C-6), 119.78 (Ar-Cp), 115.81 (Ar-Co), 71.46 (C-3), 66.20 (C-17), 51.05 (C-14), 49.27 (C-
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9), 48.30 (C-13), 42.07 (C-4), 37.54 (C-16), 37.13 (C-1), 36.39 (C-10), 34.00 (C-12), 32.27 (C-8),
31.41 (C-7), 24.33 (C-15), 20.67 (C-2), 19.36 (C-19), 13.44 (C-18) ppm.

Sintesis de 3p-hidroxi-17p-fenilamino-5a-androstan-17a-carboxamida. (6)

HO

El aminonitrilo correspondiente (0.3 mmol) es disuelto en tolueno y se mezcla con 4mg del
catalizador de Wilkinson y 0.1 ml (1.95) mmol de la acetaldoxima. La mezcla de reaccion se deja
a reflujo durante 4 horas. Una vez concluido el tiempo, se deja enfriar a t.a para después evaporar
el tolueno a presidn reducida. Finalmente, el producto obtenido se purifica mediante cromatografia
en columna con un sistema 7/3 (Hexano/Acetato de etilo) aislando el producto deseado con un

rendimiento del 40% como un sélido blanco.

Pf: 136 — 140 °C

[a]p?: +19.66 (c 0.7, CH2Cly)

IR (cm1): 3250 (vO-H), 2930 (vC-H), 1663 (vC=0) 1595 (VN-H)

RMN H (500 MHz, CDCls) &: 7.27 (dd, 2H, Jm-o = 8.2 Hz, Jm-p = 7.5 Hz, Ar-Hm), 7.03 (tt, 1H,
Jp-m=7.3 Hz, Jpo=1.3 Hz, Ar-Hp), 6.74 (dd, 2H, Jo.-m = 8.4 Hz, Jop=1.4 Hz, Ar-Ho), 3.61 (m, 1H,
H-3), 2.32 (m, 1H, H-16a), 2.02 - 1.97 (m, 2H, H-16b, H-8), 1.85 - 1.82 (m, 1H, H-5), 1.78 — 1.73
(m, 4H, H-4, H-15), 1.70 (dd, 1H, Ji1-9 = 12.1 Hz, Ji112 = 5.1 Hz, H-11), 1.58 (m, 2H, H-2), 1.53,
(dd, 2H, J7.6= 12.1 Hz, J7.8= 5.1 Hz, H-7), 1.43 (m, 2H, H-12), 1.31 (m, 2H, H-1), 1.21 (m, 1H,
H-14), 1.14 (m, 2H, H-6), 0.97 (s, 3H, CH3-18), 0.86 (s, 3H, CH3-19), 0.75 (td, 1H, Jo.11 = 11.5 Hz,
Jo-12=3.9 Hz, H-9) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCls) §: 185.91 (C=0), 152.13 (Ar-Cips0), 128.79 (Ar-Cm), 123.08 (Ar-
Cp), 119.47 (Ar-Co), 71.22 (C-3), 54.56 (C-9), 52.53 (C-14), 45.62 (C-13), 44.84 (C-6), 38.08 (C-
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2), 36.96 (C-4), 35.63 (C-10), 35.18 (C-7), 33.80 (C-8), 31.46 (C-12), 31.37 (C-5), 28.48 (C-1),
28.25 (C-16), 23.01 (C-15), 20.90 (C-11), 16.20 (C-18), 12.32 (C-19) ppm.

Sintesis de 3p-hidroxi-17g-fenilamino-androst-5-en-17a-carboxamida. (6a)

HO

Se empled la misma metodologia con la cual se obtuvo el compuesto 6, sin embargo por falta de
tiempo ya no fue posible purificar exitosamente el crudo de reaccidon. Aln con este inconveniente
es posible observar en los espectros conseguidos las sefiales mas representativas que nos indican

la presencia de la amida 6a.
IR (cm™): 3350 (vO-H), 2925 (vC-H), 1668 (vC=0) 1590 (VN-H)

RMN 13C (300 MHz, CDCl3) &: 186.13 (C=0), 151.60 (Ar-Cipso), 141.07 (C-5), 128.69 (Ar-Cm),
123.17 (Ar-Cp), 120.68 (C-6), 119.42 (Ar-Co), 71.20 (C-3) ppm.

Sintesis de 17(S)-5’-amino-1’-fenil-3p-hidroxiespiro[Sa-androstan-17,6’-dihidropirazin]-
2’(1H)-ona. (8)
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(0]

Q\h?/ZN

NH,

HO

Una mezcla equimolar del derivado 5 y el clorhidrato de etilaminoacetato (0.5 mmol) fue disuelta
en DMF, se trata con 1.2 equivalentes de piridina y la mezcla de reaccion se coloca a reflujo durante
5 horas. Una vez completado el tiempo, se deja enfriar at.a y se extrae con AcOEt y H20. La fase
organica resultante es secada con MgSOa4y concentrada en rotavapor a presion reducida. EI crudo
de reaccion es purificado en columna utilizando como fase estacionaria alimina basica y un sistema
9/1 (Hexano/Acetato de etilo).

[0]0%: +55.24 (¢ 1.0, CHCls)
IR (cm™): 3528, 3467 (vN-H), 2928 (vC-H), 1681 (vC=0) 1601, 1559 (vN-H)

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: (d, 1H, Jom = 7.7 Hz, Ar-Ho), 7.35 (m, 2H, Hm), 7.14 (t, 1H, Jpm
= 7.4 Hz, Ar-Hp), 7.09 (d, 1H, J = 7.7 Hz, Ar-Ho), 3.65 — 3.56 (m, 1H, H-3), 2.44 (dd, 1H, Jisa-16
= 19.3, Jiga1s = 8.4 Hz, H-16a), 2.12 — 2.02 (m, 1H. H-16b), 1.97 — 1.88 (m, 1H, H-15), 1.84 —
1.76 (m, 4H, H-7, H-28), 1.72 (m, 2H, H-2), 1.61 — 1.55 (m, 3H, H-6, H-8), 1.44 — 1.38 (m, 2H,
H-12), 1.35 - 1.22 (m, 5H, H-4, H-11, H-14), 1.17 — 1.12 (m, 1H, H-5), 1.01 — 0.97 (m, 2H, H-1),
0.86 (s, 3H, CH3-18), 0.83 (s, 3H, CHs-19), 0.72 — 0.66 (m, 1H, H-9) ppm.

RMN 13C (300 MHz, CDCl3) &: 162.27 (C=0), 158.93 (C=N), 136.86 (Ar-Cipso), 136.55 (Ar-
Cipso), 129.75(Ar-Cm), 129.08 (Ar-Cm), 125.31 (Ar-Cp), 124.74 (Ar-Cp), 119.86 (Ar-Co), 118.86
(Ar-Co), 71.12 (C-3), 54.38 (C-9), 51.38 (C-14), 47.79 (C-13), 44.79 (C-5), 38.01 (C-6), 36.89 (C-
1, C-2), 35.83 (C-16), 35.60 (C-10), 35.01 (C-8), 31.51 (C-28), 31.39 (C-12), 30.85 (C-7), 28.35
(C-4), 21.74 (C-15), 20.46 (C-11), 13.78 (C-18), 12.27 (C-19) ppm.
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Capitulo |1

Sintesis de inhibidores selectivos de CKl¢



1. Resumen

Se llevé a cabo la optimizacion de la sintesis del inhibidor GSD0054 a partir del aminoacido

L-fenilalanina.

Para iniciar fue necesario realizar la perbencilacion del aminoécido obteniendo el éster 1,
posteriormente se efectla una reduccion al alcohol correspondiente 2 para después realizar
una oxidacion de tipo Parikh-Doering consiguiendo el aldehido 3 y finalmente adicionar el
magnesiano. Como Ultima etapa se lleva a cabo una hidrogenacién catalizada por paladio
para obtener el anti--amino alcohol GSD0054.

o
OH i - 0Bn L o M
NH, NBn, NBn,
2

L-Fenilalanina 1

o OH OH
. v
H NV o ¢ N Y W o >
8 8
NBn, NBn, NH,
3
4 GSD0054

i. BnBr, K,C0O;,NaOH, H,0; ii. LiAlH,, THF, 0 °C; iii. DCM, DMSO, TEA, SO; Py; iv.CH4(CH,)sMgBr, THF, -78 °C. v. H,, Pd(OH),C
Esquema 1. Sintesis del inhibidor GSD0054

Para llevar a cabo la etapa nimero cuatro, fue necesario preparar el bromuro de
nonilmagnesio a partir de 1-nonanol. En primer lugar, se realiz6 una bromacién con HBr al
48% generando 6 y posteriormente se consiguid el reactivo de Grignard 7 al poner a

reaccionar con virutas de magnesio.




vii

/\/\/\/\/OH R ,/\/\/\/\/Br

1-Nonanol 6

/\/\/\/\/MgBr

vi. HBr, reflujo; vii. Mg, I, THF.

Esquema 2. Sintesis del reactivo de bromuro de nonilmagnesio
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2. Introduccion

Los B-amino alcoholes han sido el centro de atencion de diversas investigaciones por su gran
utilidad como auxiliares quirales en sintesis asimétrica y en organocatalisis,* sin embargo,
existen también multiples estudios que revelan que este tipo de compuestos han presentado
diversas actividades bioldgicas interesantes tales como agentes antibacterianos,
tuberculostaticos, antibioticos, e incluso algunos de ellos se han utilizado como principios
activos farmacéuticos (APIs) que, de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
podemos definir como “cualquier sustancia utilizada en un producto farmacéutico
terminado (FPP), que lleve como objetivo final el de desarrollar una actividad
farmacoldgica o generar algun efecto directo en el diagndstico, tratamiento o prevencion de
una enfermedad en el paciente”.?>Algunos ejemplos de APIs pueden ser los agonistas o y/o

B adrenérgicos,*® inhibidores de la proteasa del VIH® y anti-hipertensivos.’®

Dentro de esta categoria de amino alcoholes, encontramos los Ilamados esfingolipidos que
son aquellos que, de manera caracteristica, presentan en su esqueleto una cadenada larga.®
Estos compuestos, en conjunto con los glicerofosfolipidos y los esteroles, forman la bicapa
lipidica de las células eucariotas y se trata de moléculas biol6gicamente activas. Algunos de
estos esfingolipidos estan involucrados en la regulacion de la muerte celular, tal es el caso de

la ceramida y la efingosina, conocidas por ser moléculas pro-apoptdticas.*®
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Esfingosina

Q@
I

F

T (C H2)nCH3
o n= Cualquier acido graso puede ser acetilado

HO

HN

Ceramida

Figura 1. Estructuras de esfingosina y ceramida

Tal y como se observa en la figura 1, ambos esfingolipidos son anti-p-amino alcoholes, esto
concuerda con los reportes existentes en los que se presentan evidencias de que los
aminoalcoholes anti han sobresalido por actividad como compuestos citotoxicos y

antitumorales sobre los isomeros syn.!!

Dentro de la regulacion de mecanismos celulares, encontramos involucradas las proteinas
quinasas, que son de vital importancia en estos procesos de tal manera que, si existen
irregularidades en su actividad, estas pueden ser causantes de diversas enfermedades tales
como céncer. En la familia de estas proteinas podemos encontrar 7 elementos, dentro de las

cuales se encuentran la caseina quinasa 1 (CK1) y caseina quinasa 2 (CK2).%2

De manera general, contar con inhibidores para CK1 y CK2 seria una herramienta de gran
ayuda para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para tratamientos contra el cancer y
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, no solo se requieren moléculas bioactivas

que puedan inhibir estas enzimas, sino que ademas sean selectivas.

En la familia de caseina quinasa 1 (CK1) encontramos siete isoformas (o, B, y1, y2, v3, 9, €),
quienes estan involucradas en diversos procesos celulares que incluyen el trafico de
membranas, el ritmo circadiano, la progresion del ciclo celular, la segregacion de

cromosomas, la apoptosis y diferenciacion celular.®® Sin embargo, quien presenta una mayor
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relevancia farmacologica es CKlg, ya que si se altera su expresion o sufre algun tipo de
mutacion, puede desencadenar diferentes tipos de cancer como de colon, mama, ovario,
prostata, tumores de cerebro, leucemia, entre otros.'* Es por ello, que su inhibicion podria ser

una estrategia para desarrollar tratamientos efectivos.*®
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3. Antecedentes

Existen reportes en los que hay evidencias de diferentes actividades bioldgicas que han
presentado los anti-p-amino alcoholes incluyendo altos potenciales como agentes
citotoxicos, tal es el caso de los compuestos mostrados en la figura 2 quienes han sido

evaluados ante las lineas celulares SKBr3 y MCF-7/ADR correspondientes a cancer de

mama.!®
o o)
‘ X HN)kczH5 HN
CoHas X/ - OH C13H27\/\;/H
OH OH  OH

Figura 2. anti-g-Amino alcoholes con actividad citotoxica

De igual manera, muchos de ellos han sido reportados como inhibidores de diferentes
enzimas que se encuentran involucradas en el metabolismo de los esfingolipidos. Algunos de
ellos han sido sintetizados y algunos otros se han aislado de fuentes naturales, principalmente
de hongos y organismos marinos.!’” Ejemplos de ellos son la miriocina, antibiotico e inhibidor
de la enzima SPT, esfingofungina E y F que son capaces de bloquear la sintesis de
esfingolipidos induciendo a la apotosis, derivado del ciclopreno GT11 quien es inhibidor de
la enzima DCD a bajas concentraciones y D-MAPP que ha sido reportado con actividad

inhibitoria ante células de cancer de coldn al ser un inhibidor de CDasa.®
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Miriocina, R = CH,0OH, X =H
Esfingofungina E, R = CH,0OH, X = OH
Esfingofungina F, R = CH;, X = OH

0
NHR
HN Cy3Hyr
OH
Ci3Hz7 I
OH i
OH
GTI11, R = C;H,;
D-MAPP

GT17,R=H
Figura 3. anti-fg-amino alcoholes inhibidores de enzimas

Debido a la importancia de estos compuestos, diferentes grupos de investigacién se han dado
a la tarea de implementar rutas sintéticas para la obtencion de f-amino alcoholes sin embargo

muchas de estas reacciones no reportan un control acerca de la estereoquimica.

Una primera vision de como generar estas moléculas la muestra Reetz en 1999 donde utiliza
como fuentes de quiralidad a-aminoéacidos, de esta manera es posible realizar reducciones,
formando los correspondientes alcoholes primarios, sin caer en la racemizacién. Sin
embargo, existe un gran reto al tratar de obtener el aldehido correspondiente del a-
amino&cido debido a su baja estabilidad, para esto es necesario proteger el grupo amino
presente en la molécula.'® Hasta hace algunos afios, se utilizaban como grupos protectores
tert-butiloxicarbonilo (Boc) o carbobenciloxilo (Cbz). No obstante, a pesar de que estos o-
amino aldehidos podian ser manejados a bajas temperaturas sin apreciable racemizacion, al
momento de estar frente a reactivos de tipo Grignard, enolatos de litio o iluros de azufre, los

productos obtenidos eran mezclas de diateroisomeros.?°
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R"OC—NH R'MgX R"OC—NH OH R"OC—NH OH

_ +
CHO < —
5 R R’ R R
R" =¢Bu, Bn

Esquema 3. Uso de Boc y Chz como grupos protectores

Como solucidn a este conflicto se ha reportado como protector dos grupos bencilo sobre la
posicién del amino, permitiendo asi direccionar la diasteroselectividad y el manejo a
temperatura ambiente de los N,N-dibencilamino aldehidos.?! De esta manera, Reetz propone
en otro de sus estudios, una ruta para obtener este tipo de aldehidos a partir de a-aminoécidos

en tres pasos: bencilacion, reduccion y oxidacion.??

H2N anN anN anN o]
\ BnB
COH —————» Co,Bn — LAty \j $
$ K,CO3/NaOH N \s DMSO/TEA N
R R R

Esquema 4. Sintesis de N,N-Dibencilamino aldehidos propuesto por Reetz

El grupo de investigacion de Padron, se ha dado a la tarea de generar y optimizar sintesis
estereoselectivas que puedan dar acceso de una manera eficaz y enantiopura a los anti-f-
amino alcoholes. En el 2014, reportan una metodologia en la cual utilizan ésteres a-(N,N-
dibencilamino)bencilo épticamente puros obtenidos a partir de a-aminoacidos, seguida de
una reduccion con DIBAL-H a -78°C para la obtencion del aldehido y adicion in situ de
reactivos de Grignard. Estos ensayos se realizaron empleando como sustratos diferentes
aminoacidos como L-alanina, L-fenilalanina, L-serina y L-treonina obteniendo una

estereoselectividad mayor al 95%.23
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0 o) OH
R1 R1 5 R1 §
OBn DIBAL-H H R*MgX R2
-78 °C
NBI’IZ NBn2 NBI’I2
R! = Me, Bn, CH,OH, (R)-CH(CH;)OH R? = Et, CH=CH,,C=CH

Esquema 5. Metodologia reportada por Padrdn y colaboradores

Siguiendo una metodologia similar, en 2015 Padron y colaboradores se dieron a la area de
sintetizar diferentes anti-f3-amino alcoholes buscando un inhibidor selectivo de CK1¢ ya que
hasta ese momento el Unico compuesto que se ha reportado capaz de distinguir ente CK13 y
CKle es PF-4800567. No obstante, este compuesto no presenta buenos resultados para
inhibir células cancerosas a bajos valores de Glso.

(o)

b
| N

N A~/

NH, o)

Cl

Figura 4. Estructura del inhibidor PF-4800567

Después de multiples ensayos en los que se utilizaron como precursores diferentes o-
aminoéacidos y realizando modificaciones en longitudes de cadena y grado de insaturacion de
los reactivos de Grignard, se encontro que la estructura GSD0054 no solo se comporta como
inhibidor selectivo de CK1¢, sino que, ademas inhibe el crecimiento de cinco lineas celulares
correspondientes a tumores sélidos humanos: HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr.?*
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NH,

Figura 5. Estructura del inhibidor GSD0054

La metodologia reportada para la sintesis de este inhibidor implica la ruta sintética descrita
en el esquema 3, utilizando como materia prima L-Fenilalanina y sumando un altimo paso
de hidrogenacion para llevar a cabo la desproteccién del grupo amino y la completa
saturacion de la cadena hidrocarbonada. Esquema 4

6
/P\)\
OBn DIBAL-H MgBr
78 °C

Nan Nan

Q@
I
il Q
X

X Hy, Pd(OH),C

NBn2

Esquema 6. Sintesis de GSD0054

Uno de los primeros estudios que se realizaron para observar la interaccion entre el inhibidor
y la enzima CK1¢ fueron analisis de docking molecular en los cuales, se observa una afinidad
por esta isoforma y su favorable interaccion. De acuerdo a la figura, podemos observar como
los grupos polares que presenta la estructura interaccionan formando puentes de hidrogeno

con residuos de amino&cidos presentes en la enzima, asi como la conformacion de adopta la
molécula dentro del sitio activo.
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Figura 6. Interacciones del complejo GSD0054 — CK /¢
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4. Objetivos

Obijetivo general

+ Desarrollar una nueva ruta sintética para la obtencion del inhibidor selectivo de CK1¢
GSDO0054 para poder recabar mas evidencias de su alta eficacia tanto como de su

poder inhibidor como antiproliferativo.

Obijetivos particulares

+ Realizar modificaciones sobre la sintesis de GSD0054 ya establecida con el fin de

optimizar su obtencion.

+ Poner en préctica diferentes métodos de oxidacion para poder realizar comparaciones

y optar por el método mas efectivo.

+ Ensayar sobre sustratos similares las reacciones propuestas para evaluar su

efectividad.

+ Purificar y caracterizar cada uno de los intermediarios obtenidos mediante resonancia

magnética nuclear de *Hy 3C.
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5. Discusion de resultados

5.1 Obtencion de N,N-dibencil-L-fenilalaninato de bencilo (1)

Como primer paso de sintesis fue necesario proteger los grupos amino e hidroxilo presentes
en la materia prima. Esto se consiguid al perbencilar la L-fenilalanina con bromuro de bencilo
en presencia de K2COs y NaOH para obtener el correspondiente éster. La reaccion se lleva a

cabo de manera cuantitativa y es necesario purificar el compuesto obtenido.

o o
BrBn
OH —» OBn
NaOH / K,CO,
NH; NBn,

L-Fenilalanina 1

Esquema 7. Formacién del éster derivado de L-Fenilalanina

Para comenzar la caracterizacion del compuesto obtenido, se realizé un experimento de RMN
'H en el cual se aprecian las sefiales correspondientes a H-3 quienes aparecen como dobles
de dobles, al ser protones diasterotopicos por efecto de la presencia del centro quiral en el C-
2, también es posible observar dos sefiales dobles en 3.6 ppm y 4 ppm para los metilenos que
se encuentran unidos al nitrogeno (Ph-CH2-N), una sefial triple en 3.77 ppm como se espera
para la posicidon alfa a carbonilo H-2. A frecuencias mas altas encontramos dos sefiales dobles
que indicaran la presencia del metileno unido a oxigeno y se observan de esta manera debido
a que cada uno se encuentra en un ambiente quimicos diferente. Finalmente es posible

visualizar las sefiales caracteristicas de los protones aromaticos en un rango de 7 — 7.5 ppm.
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Espectro 1. Espectro RMN *H (500 MHz, CDCl; ) del compuesto 1

Para el caso del espectro de RMN 3C, a menores frecuencias se observa la sefial que
corresponde a C-3, en 54.3 ppm se aprecia una sola sefial que concuerda con los dos metilenos
unidos a nitrégeno, posteriormente en 62.3 ppm encontramos la sefial alfa a carbonilo del
éster y finalmente el metileno unido a oxigeno en 66 ppm. A frecuencias mas altas son
percibidas las sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos y los tres carbonos ipso,
considerando que los bencilos unidos al nitrdgeno muestran estas sefiales de manera
equivalente. Como Ultima sefial caracteristica, a una frecuencia de 172.1 ppm se aprecia el
carbonilo del grupo éster.
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Espectro 2. Espectro RMN **C 125 MHz del compuesto 1

5.2 Obtencion de (S)-2-N,N-(dibencilamino)-3-fenilpropan-1-ol (2)

Para continuar la metodologia de sintesis, inicialmente se planteaba realizar una reaccion de
tipo one-pot para formar el aldehido correspondiente reduciendo con DIBAL-H y
posteriormente adicionar el reactivo de Grignard para realizar la adicion a carbonilo, tal y

como se muestra en el esquema 6.

o OH
OBn 1) DIBAL-H R
2) RMgBr
NBn, NBn,

Esquema 8. Reaccion de tipo one-pot

Sin embargo, se tuvieron diversas dificultades en este procedimiento debido a que a pesar de
haber realizado numerosos ensayos modificando agentes reductores, nimero de equivalentes,
disolvente, temperatura, tiempos de reaccion, velocidad de adicion, etc., siempre se obtuvo

el producto completamente reducido al alcohol correspondiente. Tabla 1
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Agente reductor

Equivalentes

Disolvente

Temperatura

DIBAL-H

05-22

Et,O, Tolueno, THF

-78 °C hasta -90°C

LiAIH4

025-14

Et,O, Tolueno, THF

-78 °C hasta -90°C

Tabla 1. Condiciones ensayadas en reacion one-pot

Estos ensayos se llevaron a cabo tanto con el éster derivado de L-Fenilalanina como con otros

procedientes de acido glutamico, L-Leucina y &cido carboxilico derivado de este tltimo.

o (o] o o o
OBn BnOWOBn \MOBn \(\HI\OH
NBn, NBn, NBn, NBn,

Aminoacido
L-Leucina

precursor: L-Fenilalanina Acido glutamico

Figura 7. Materias primas ensayadas en reacion one-pot

Debido a los resultados obtenidos, se decidid descartar la reaccion de tipo one-pot y obtener
el aldehido mediante una oxidacién a partir del producto completamente reducido, y

posteriormente realizar la adicion del reactivo de Grignard correspondiente.

Para obtener el alcohol se procedio a realizar una reduccion del éster 2 con LiAIHsa 0°C tal

y como se muestra en el esquema 7, consiguiendo asi el alcohol 3 de manera cuantitativa.

OH
Nan

1 2

(¢}

LiAIH,
THF

OBn

Nan

Esquema 9. Reduccion del éster derivado de L-Fenilalanina

La estructura de este alcohol fue corroborada mediante RMN, en el caso del espectro de *H
se observan las sefiales de los protones diasterotopicos de H-3 en 2.35 ppm para uno de ellos
H-3a y en 3.07 ppm para H-3b que se encuentra un poco solapado con H-2. A una frecuencia
de 2.92 ppm es perceptible una pequefia sefial ancha que se puede atribuir al proton del grupo

hidroxilo O-H. Los protones H-1 también los encontramos en sefiales separadas al ser
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diasterotdpicos, en frecuencias de 3.27 y 3.45 ppm. Finalmente, en un rango de 6.90 a 7.30
ppm se encuentran las sefiales correspondientes a los protones de los tres anillos aromaticos

presentes en la molécula.

Ph-CH,-N

3b
1a 2 5.4
H-Aromaticos !M
o

34 33 32 31 30 29
Ph-CH>-N

J“M%E.‘L.JL

W

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
7.4 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 5.0f (4.8 ) 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22
1 (ppm

oo

Espectro 3. Espectro RMN *H (500 MHz, CDCI3) del compuesto 2

En el espectro de RMN de *C, principalmente se observa la ausencia de la sefal
correspondiente al grupo carbonilo que se encontraba presente en la materia prima y en
cambio, se localiza una sefial en frecuencias similares a C-2 que se atribuye a C-1 ya que
ahora corresponde a un carbono unido de manera directa al grupo hidroxilo. De igual manera,
en la zona de frecuencias altas se contintan observando las sefiales de los carbonos presentes

en los anillos aromaticos de la estructura.
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C-Aromaticos

Ph-CH>-N

31.77 —;

5329 —

T T T T T T T T

80 75 70 65

T T T T

T T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 9

0 85
f1 (ppm)

Espectro 4. Espectro RMN **C (125 MHz,CDCI3) del compuesto 2

5.3 Obtencion de (S)-2-N,N-(dibencilamino)-3-fenilpropanal (3)

Se pusieron en préactica tres diferentes métodos de oxidacion para obtener el N,N-

dibencilamino aldehido:

[0] H

OH —————  »

NBn, NBn,

Esquema 10. Reaccion general de oxidacion

5.3.1 Oxidacion con clorocromato de piridinio (PCC)

El alcohol fue disuelto en DCM en presencia de PCC, poco tiempo después el aldehido
deseado se obtuvo de manera cuantitativa y sin complicaciones. Sin embargo, a pesar de su
alta eficacia, el uso de PCC como agente oxidante cuenta con la gran desventaja de utilizar
Cr que es una amenaza latente para compuestos que se busca tengan alguna actividad
bioldgica, puesto que, si llegaran a permanecer trazas de este metal en las moléculas, podria

presentarse un problema de toxicidad.
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5.3.2 Oxidacion de Swern

Para esta reaccion, el agente oxidante es preparado in situ mediante la activacion de
dimetlsulfoxido por cloruro de oxalilo. Una vez formada la sal del clorosulfonio, el par de
electrones del oxigeno realiza un ataque nucleofilico sobre el azufre de la sal, de esta manera
se libera un i6n cloruro quien desprotonaré al oxigeno para formar HCI (esquema 9). Como
ultimo paso, la trietilamina extrae un protén de uno de los metilos y de esta manera generar
el intermediario iluro de alcoxisulfonio, quien después de un reordenamiento formara el

aldehido correspondiente 3 y un tioéter como subproducto.

Es importante recalcar que, debido a la inestabilidad de los intermediarios, esta metodologia
de reaccioén se lleva a cabo a una temperatura de -78 °C. Finalmente, el aldehido 3 fue

obtenido en un 88% de rendimiento sin requerir purificacion en columna.

Sal de clorosulfonio

NBn, NBn,

Iluro de alcoxisulfonio 3

Esquema 11. Mecanismo de oxidacién de Swern
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5.3.3 Oxidacion de Parikh-Doering

De manera similar a la oxidacién de Swern, en este método el dimetilsulfoxido sera activado,
esta vez por un complejo SOz¢Py. El resto del mecanismo de reaccion, transcurre mediante

etapas analogas a las descritas anteriormente.
so
(o) — 3
O o’
/S—N€< / - |
/Tg PN

o Agente reductor
®S—0

Esquema 12. Formacion del agente reductor para oxidacion Parikh-Doering

La metodologia de esta reaccion se realiza a temperatura ambiente, lo que muestra una
ventaja sobre la oxidacion de Swern, sin embargo, en este caso el aldehido obtenido requiere
de purificacion en columna antes de la siguiente etapa se sintesis. EI N,N-dibencilamino

aldehido se recupera en un rendimiento del 70% como un aceite amarillo.

El producto obtenido con cada una de las metodologias probadas, fue caracterizado mediante

RMN, concluyendo asi que en todos los casos se trata del compuesto 3.

En el espectro de 'H se perciben nuevamente los protones diasterotopicos H-3a y H-3b a
frecuencias de 3.00 y 3.20 ppm respectivamente, a campos mas bajos encontramos la sefial
correspondiente a H-2 seguida de dos sefiales dobles que indican la presencia de los bencilos
unidos a nitrégeno (Ph-CH2-N). En un rango de 7.00 a 7.45 ppm se localizan los 15 protones
aromaticos presentes en la molécula y como sefial caracteristica en 9.75 ppm encontramos el

proton del grupo aldehido.

89



H-Aromaticos
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Espectro 5. Espectro RMN *H (500 MHz, CDCls) del compuesto 3

Para el caso del espectro de RMN 3C encontramos a menores frecuencias la sefial de C-3,
posteriormente los carbonos de los grupos bencilo (Ph-CH2-N) en 54.80 ppm y un poco mas
desplazada, la sefial correspondiente a C-2. A frecuencias mayores se localizan las sefiales
aromaticas en un rango de 126.2 a 129.3 ppm, seguidas de los dos carbonos ipso en 138.8 y
139.0 ppm. Finalmente, a frecuencias mucho mayores observamos en 202.12 ppm la sefial

que corresponde al carbonilo del nuevo grupo aldehido que se ha formado.
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C-Aromaticos
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Espectro 6. Espectro RMN **C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 3

5.4 Obtencion de (2S,3R)-2-N,N-(dibencilamino)-1-fenildodecan-3-ol (4)

Para estudiar las condiciones 6ptimas de la adicion de Grignard a carbonilo, se realizaron
ensayos preliminares utilizando los N,N-dibencilamino aldehidos derivados de L-leucina y L-
fenilalanina y como reactivo de Grignard se emple6 EtMgBr. La tabla 1 muestra las

condiciones que fueron probadas.

Equivalentes Disolvente Temperatura (°C) Tiempo
EtMgBr
Et.O
15-6 THF -86 hasta -70 15-120h
Tolueno

Tabla 2. Condiciones ensayadas de adicién de Grignard a carbonilo

Una vez obtenidos los correspondientes N,N-dibencilamino alcoholes, se concluye que las
mejores condiciones de reaccion son utilizar 3 equivalentes de reactivo de Grignard
empleando THF como disolvente, realizar la adicidn a una temperatura de -78 °C y dejar que

la reaccion evolucione durante 24 h sin dejar que la temperatura sobrepase los -20 °C.
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OH OH
[ W
(2S,3R)-2-(dibencilamino)-1-fenilpentan-3-ol (3R.,4S5)-4-(dibencilamino)-6-metilheptan-3-ol

Figura 8. N,N-Dibencilamino alcoholes obtenidos

Siguiendo estas condiciones, se procedi6 a llevar a cabo la sintesis de compuesto 4 (Esquema
12). Para ello fue necesario sintetizar el compuesto organometalico previamente, esto se
logré mediante dos etapas de sintesis partiendo de 1-nonanol, tal y como se muestra en el
esquema 13. Como primer paso se realizd una bromacion con HBr, una vez obtenida la

molécula bromada, se coloco en presencia de magnesio para obtener el reactivo deseado.

(o} H

Hlll[{e]

8
/H\MgBr
—_—>

NBn, NBn,

Esquema 13. Reaccidn general para la obtencion del compuesto 4

D
/\/\/\/\/OH $> /\/\/\/\/Br

2
) /\/\/\/\/Br Mg » /\/\/\/\/MgBr

Esquema 14. 1) Bromacidn del alcohol. 2) Formacion del magnesiano

La formacion del bromado fue corroborada mediante RMN antes de colocarlo en presencia
de magnesio.

En el espectro de H, para el caso del compuesto bromado se observa el desplazamiento a

campos mas altos de la sefial atribuida a H-1, esta se muestra como un triplete en 3.52 ppm
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para el caso del alcohol y en 3.28 ppm para el producto de la bromacion. Este desplazamiento
es debido a la comparacion entre las electronegatividades de oxigeno y bromo, al ser este
ultimo menos electronegativo, es de esperarse que esta sefial se encuentre desplazada a

menores frecuencias.

De igual manera, es posible visualizar en 0.77 ppm otro triplete correspondiente al metilo,
un quintuplete atribuido a H-2 resultado del acoplamiento con H-1y H-2, los metilenos
restantes se observan en un rango de 1.10 a 1.20 ppm. Para el caso de 1-nonanol es apreciable

también en 1.6 ppm una sefial ancha que indica la presencia del O-H en la molécula.

(&)

/\/W\/OH
9 1 9
1

\“‘

|

|

2 !

| F

O-H 'J\)[ /
_h_AJIL_ o _/‘\.__}l Lij _,,_Jl _
/8\/\/\/2\/Br !
1 9 1
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1 (ppm)

Espectro 7. Comparacion de los espectros RMN *H 500 MHz de 1-nonanol y 1-bromononano

De acuerdo al espectro de RMN de **C, la sefial que nos da la pauta para saber que la
bromacion se ha llevado a cabo es la correspondiente a C-1 ya que, de igual manera que

sucede en el espectro *H, observaremos un desplazamiento a menores frecuencias.
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En el caso de 1-nonanol se muestra esta sefial en una frecuencia de 62.97 ppm debido a que
este carbono se encuentra formando un enlace directo a un oxigeno, mientras que en el 1-
bromononano este carbono se encuentra unido a un bromo, lo que se refleja en el

desplazamiento de la sefial a una frecuencia de 33.95 ppm.

/\\/\/\/\/OH

T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 (ppm)

Espectro 7. Comparacion de los espectros RMN *3C (125 MHz, CDCls) de 1-nonanol y 1-

Una vez que se corrobor6 la presencia del producto de bromacién, se llevd a cabo la
formacion del reactivo de Grignard, para posteriormente adicionarse al N,N-Dibencilamino
aldehido 3 y de esta manera se obtuvo el alcohol 4 después de realizar purificacion en

columna.

Para comenzar con la caracterizacion de este producto se obtuvo el espectro de RMN H en
el cual se observa como sefial caracteristica, un triplete en 0.76 ppm correspondiente al metilo

de la cadena alifatica que se ha acoplado, de igual manera es posible reconocer los protones
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diasterotdpicos H-4a, H-4b, H-5a y H-5b, sin embargo, el resto de metilenos presentes en la
cadena alifatica se observan como un multiplete que integra para 12 protones en un rango de
1.12 a 1.20 ppm. También se encuentran presentes los metilenos unidos a nitrégeno (Ph-
CH2-N) como dos sefiales dobles donde una de ellas se encuentra un poco traslapada con un
multiplete correspondiente a H-3. Finalmente, los protones pertenecientes a anillos
aromaticos se encuentran en un rango de 7.04 a 7.35 ppm como un multiplete que integra

para 15 protones.

H-Aromaticos

12

Ph-CH>-N \
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Espectro 8. Espectro RMN *H 500 MHz del alcohol 4

En cuanto al espectro de 3C observamos a bajas frecuencias las sefiales correspondientes a
la cadena lipofilica desde C-4 hasta C-12, a frecuencias un poco mas altas encontramos el
metileno bencilico (Ph-CH2-N) en 55.1 ppm seguido de los metinos C-2y C-3en63.2y 71.6
ppm respectivamente. Posteriormente son perceptibles las sefiales de carbonos aromaticos en
un rango de 125.9 a 129.3 ppm y finalmente los dos C-ipso diferentes presentes en la

molécula se encuentran en 139.8 y 140.5 ppm.
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Espectro 9. Espectro RMN **C 125 MHz del alcohol 4

La estructura propuesta para el compuesto 5 se corrobord con espectrometria de masas de

alta resolucién donde la formula molecular observada coincide con la esperada. Encontrando

una m/z = 458.

Por otra parte, es sabido que una adicion nuclofilica a grupos carbonilo en moléculas quirales,
implica un ataque con preferencia hacia una de las caras del carbono en cuestion. El
diasteroisomero que se obtendrd como mayoritario se puede predecir mediante modelos
tedricos como el propuesto por Felkin-Ahn, el cual apoya la aproximacion del ndcleofilo por
la cara del enlace C-O menos impedida. Debido a que, al igual que los ensayos similares que
se han realizado en el grupo de investigacion, la adicién del reactivo de Grignard obedece a

un modelo Felkin-Ahn, la configuracion del centro quiral del producto obtenido se determino

como R.
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Bng(CHz)SCH3

Bn

HO (CH3)sCH3
H

Y

Bn,N H
anN H

Esquema 15. Modelo Felkin-Ahn propuesto para la formacion del alcohol 4

5.5 Obtencion de (2S,3R)-2-amino-1-fenildodecan-3-ol

El dltimo paso de la ruta sintética involucra una hidrogenacion catalitica para remover los
grupos bencilos y obtener la amina libre.

anlllQ
I

Al Q
I

H,, Pd(OH),C
»
MeOH
NBn,

NH,

GSD0054

Esquema 16. Esquema de la Ultima etapa de reaccion

Esta reaccidon se ensay0 disolviendo el alcohol 5 en metanol seco, en presencia de Pd(OH).C.
Se dejo reaccionar durante 24 h, sin embargo, la reaccion no se logré completar, es por ello

que no se logré obtener una completa caracterizacion del producto obtenido GSD0054.
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. Conclusiones

Se desarroll6 una nueva técnica para la obtencién del inhibidor selectivo de CKleg

GS0054 mediante una sintesis de 5 etapas.

Se llevaron a cabo de manera exitosa 4 etapas de reaccion obteniendo un rendimiento

global de reaccion de 45%

En la nueva ruta sintética propuesta es posible mejorar las condiciones drésticas de

reaccion y evitar el uso de reactivos de costos elevados.

Todos los intermediarios obtenidos fueron debidamente purificados y caracterizados
mediante RMN tanto de *H como *3C.
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7. Metodologia

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN que se reportan en este trabajo, fueron obtenidos con un
espectrometro Bruker a 500 MHz para 'H y 125 MHz para *C. En todos los casos, se
utilizé tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y cloroformo deuterado (CDClz)

como disolvente.

Los desplazamientos quimicos son indicados en ppm (8), mientras que las constantes de
acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz) y la multiplicidad de las sefiales para los
espectros de *H se expresan de la siguiente manera: s (sefial simple), d (sefial doble), t
(sefal triple), ¢ (sefal cuadruple), dd (sefial doble de doble), ddd (sefial doble de doble
de dobles, sa (sefial simple y ancha) y m (sefial multiple).

Cromatografia

Para la purificacion de todos los compuestos obtenidos durante la sintesis, se utiliz6 la
técnica de cromatografia en columna (CC) en la cual se empleé como fase estacionaria
gel de silice 60 Merk (230-240 mallas) y una mezcla de eluyentes hexano / acetato de

etilo.

Para el caso de la cromatografia en capa fina (CCF) fueron utilizadas placas comerciales
de gel de silice grado 60 con un espesor de capa 0.25 mm el cual contiene un indicador
de fluorescencia (F2s4). Para la fase movil se emplearon sistemas de disolventes
mezclando hexano / acetato de etilo y para el revelado de estas placas se llevé a cabo
mediante el uso de luz ultravioleta de onda corta (254 nm) emitida por una lampara de
UVG-54 o bien, empleando diferentes reveladores como H2SO4 al 5% o vainillina para

Ilevar a cabo la correspondiente calcinacion.
Disolventes y materias primas

Los reactivos utilizados fueron de calidad grado analitico y los disolventes empleados se

purificados de acuerdo a técnicas que se encuentran ya descritas en la literatura.
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8. Parte experimental

N,N-dibencil-L-fenilalaninato de bencilo (1)

OBn

NBn2

Se coloca en un matraz 10 g L-Fenilalanina (0.06 mol) disuelto en acetonitrilo (120 ml), se
agregan 2.3 equivalentes de NaOH (5.5 g, 0.13 mol), 2.3 equivalentes de K.CO3 (18 g, 0.13
mol) y 3 equivalentes de bromuro de bencilo (30 ml, 0.18 mol). La mezcla de reaccién se
coloca a reflujo durante una noche. El crudo de reaccion se lava con una solucion saturada
de NaCl y se seca con MgSQ4 para posteriormente concentrar en rotavapor. Finalmente se
realiza una purificacion en columna utilizando un eluyente 98/2 (Hexano/AcOEt) para

obtener el compuesto 2 como un aceite ligeramente amarillo en un rendimiento de 95%.

RMN H (500 MHz, CDClz3) 8: 7.49 — 7.34 (m, 5H, H-aromaticos), 7.31 — 7.23 (m, 9H, H-
aromaticos), 7.22 — 7.18 (m, 4H, H-aromaticos), 7.10 — 7.05 (m, 2H, H-aromaticos), 5.30
(d, J =12.2 Hz, 1H, CH2a-0), 5.19 (d, J = 11.9 Hz, 1H, CH2,-0), 3.99 (d, J = 14.0 Hz, 2H,
CH2a-N), 3.79 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-2), 3.61 (d, J = 13.9 Hz, 1H, CH2n-N), 3.21 (dd, Jza-3b
= 14.0 Hz, Jap-2 = 7.4 Hz, 1H, H-3b), 3.07 (dd, Jsa-sb = 14.0 Hz, Jsa2 = 8.1 Hz, 1H, H-3a)
ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCls) &: 172.1 (C=0), 139.1 (Ar-Cipso-CH2-0), 138.0 (Ar-Cipso-
CH>-N), 135.9 (Ar-Cipso-CHy), 129.4, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 128.1, 128.1, 126.8, 126.2
(C-aromaticos), 66.0 (Ph-CH2-0), 62.3 (C-2), 54.3 (Ph-CH2-N), 35.6 (C-3) ppm.
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(S)-2-N,N-(dibencilamino)-3-fenilpropan-1-ol (2)

OH

NBn2

En un matraz se pesan 500 mg (1.14 mmol) del éster derivado de L-Fenilalanina y son
disueltos en 15 ml THF anhidro, la mezcla se coloca bajo atmdsfera inerte y en un bafio de
acetona fria. Una vez que la temperatura alcanza los 0 °C se adiciona 1 equivalente de LiAlIH4
(1.14 ml, 1.14 mmol) en solucion 1M en éter. Después de 30 min la reaccion es tratada con
H>0 y una solucion de NaOH al 20%. Finalmente se seca con NaSOa y se filtra sobre zeolita
eluyendo con acetato de etilo. El producto obtenido es purificado mediante cromatografia en
columna (CC) con una mezcla de sistema 9/1 (Hexano/AcOEt) y se obtiene un sélido blanco

cristalino en un rendimiento de 93%.

RMN H (500 MHz, CDCls) 8: 7.28 — 7.16 (m, 12H, H-aromaticos), 7.15 - 7.10 (m, 1H, H-
aromaticos), 7.05 — 7.00 (m, 1H, H-aromaticos), 3.86 (d, J = 13.3 Hz, 2H, Ph-CH2-N), 3.48
—3.39 (m, 3H, H-1a, Ph-CH2-N), 3.29 — 3.23 (m, 1H, H-1b), 3.06 (dd, J3a-3p = 13.0 Hz, Jza2
= 4.4 Hz, 1H, H-3a), 3.03 - 2.97 (m, 1H, H-2), 2.94 (sa, 1H, O-H), 2.37 (dd, Jsa-3b = 12.9 Hz,
Jap2 = 9.5 Hz, 1H, H-3b) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCls) &: 139.1 (Ar-Cipso-CH2-N), 139.1 (Ar-Cipso-CH2), 129.0,
128.9, 128.5, 128.5, 127.3, 126.2 (C-aromaéticos), 60.9 (C-2), 60.4 (C-1), 53.2 (Ph-CH2-N),
31.7 (C-3) ppm.
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(S)-2-N,N-(dibencilamino)-3-fenilpropanal (3)

NBn2

En un matraz de 25 ml se coloca 1 ml de DCM anhidro para disolver 100 mg del alcohol (0.3
mmol), la mezcla se coloca bajo atmosfera inerte. Posteriormente se afiaden 11.4 equivalentes
de DMSO (3.42 mmol, 0.25 ml) y 4 equivalentes SOz+Py (0.2 mmol, 0.2 g). Finalmente, a la
mezcla de reaccion se agregan 6 equivalentes de EtsN (1.8 mmol, 0.25 ml) y se deja en
agitacion durante dos horas para después lavar con HCI 5% y extraer con DCM. El crudo de
reaccion obtenido es purificado con una mezcla de disolventes 9/1 (Hexano/AcOEt). De esta

manera se obtiene un aceite amarillo con un rendimiento del 83%.

RMN *H (500 MHz, CDCls) 6: 9.75 (s, 1H, CO-H), 7.35 - 7.30 (m, 8H, H-aromaticos), 7.30
—7.21 (m, 5H, H-aromaéticos), 7.21 — 7.16 (m, 2H, H-aromaticos), 3.86 (d, J = 13.6 Hz, 2H,
Ph-CH2-N), 3.71 (d, J = 13.6 Hz, 2H, Ph-CH2-N), 3.59 (t, J = 5.9 Hz, 1H, H-2), 3.18 (dd,
Jaaap = 13.8 Hz, Jap-2 = 7.3 Hz, 1H, H-3b), 2.97 (dd, Jsa-3b = 13.5 Hz, J3a2 = 5.3 Hz, 1H, H-
3a) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCls) &: 202.1 (C=0), 139.0 (Ar-Cipso-CH2-N), 138.8 (Ar-Cipso-
CHy), 129.3, 128.7, 128.3, 127.3, 126.2 (C-aromaticos), 68.4 (C-2), 54.8 (Ph-CH2-N), 30.1
(C-3) ppm.
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(2S,3R)-2-N,N-(dibencilamino)-1-fenildodecan-3-ol (4)

H

W

Se pesan 100 mg del aldehido obtenido 3 y se colocan en un matraz para después disolver en

Al Q

3 ml de THF anhidro, la reaccion se coloca bajo atmdsfera inerte y se coloca en un bafio de
acetona que se enfria con nitrogeno liquido hasta llegar a -78 °C, en este momento se
adicionan gota a gota 3 equivalentes (0.9 mmol, 0.20 g) del correspondiente reactivo de
Grignard previamente preparado CH3(CH2)sMgBr. Una vez completada la adicion, Se deja
en agitacion en el bafio se acetona. La reaccion se monitorea mediante CCF hasta dejar de
observar evolucion. Para llevar a cabo el work up se agrega una solucion concentrada de
NH4Cl, para posteriormente extraer con Et.O y finalmente lavar la fase orgénica con
salmuera. Después de concentrar a presion reducida, el crudo de reaccion se somete a una
purificacion en columna utilizando como eluyente un sistema 95/5 (Hexano/AcOEt)

obteniendo finalmente un aceite ligeramente amarillo con un rendimiento del 62%.

RMN H (500 MHz, CDCls) &: 7.23 — 7.17 (m, 6H, H-aromaticos), 7.16 — 7.11 (m, 7H, H-
aromaticos), 7.11 — 7.06 (m, 2H, H-aromaticos), 3.69 (d, J = 13.8 Hz, 2H, Ph-CH2-N), 3.64
—3.59 (m, 1H, H-3), 3.57 (d, J = 13.8 Hz, 2H, Ph-CH2-N), 3.00 (dd, J1a-1o = 13.5 Hz, J1a2 =
7.2 Hz, 1H, H-1b), 2.96 — 2.91 (m, 1H, H-2), 2.72 (dd, J1a-1b = 13.5 Hz, J1a2 = 6.6 Hz, 1H,
H-1a), 1.78 (sa, 1H, O-H), 1.59 — 1.49 (m, 1H, H-4b), 1.42 — 1.26 (m, 2H, H-5b), 1.25 - 1.20
(m, 1H, H-4a), 1.15 (m, 12H), 1.12 — 1.03 (m, 1H, H-5a), 0.81 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H-12) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCIls) &: 140.5 (Ar-Cipso-CH2), 139.8 (Ar-Cipso-CH2-N), 129.3,
128.7, 128.2, 126.9, 125.9 (C-arométicos), 71.6 (C-3), 63.2 (C-2), 55.1 (Ph-CH2-N), 34.7
(C-4), 31.8 (C-1), 29.5 (C-10), 29.5 (C-9), 29.5 (C-6), 29.3 (C-7), 26.3 (C-5), 22.6 (C-11),
14.1 (C-12) ppm.
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Bromuro de nonilmagnesio

/\/\/\/\/MgBr

Para la preparacion del reactivo de Grignard es necesario realizar como primer paso una
bromacidn sobre el 1-nonanol. Se comenzd disolviendo 0.15 ml del alcohol (0.9 mmol) en 9
ml H2O, posteriormente se adicionan 6 ml de una solucion de HBr al 48% (0.11 mol). La
mezcla de reaccion se coloca a reflujo durante una noche para posteriormente dejar enfriar a
temperatura ambiente. El work up se realiza con una solucion acuosa saturada de NaHCOs,
posteriormente se extrae con acetato de etilo y la fase organica obtenida se lava con salmuera.
Finalmente, la fase organica se seca con NaSOas Y se concentra en rotavapor para obtener de

manera cuantitativa un aceite amarillento.

Como segundo paso, se prepara un sistema completamente anhidro en el cual el 1-
bromononano obtenido se disuelve en 3.6 ml de THF anhidro. Se adicionan 3 equivalentes
de magnesio (2.7 mmol, 65.6 mg) y algunos cristales de iodo. Posteriormente se proporciona
un poco de calor y se deja en agitacion hasta observar la desaparicién de las virutas de
magnesio, una mezcla incolora y un precipitado blanco. Se deja enfriar a temperatura

ambiente para después adicionar al aldehido.
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