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1. Resumen

En la primera parte se realizaron con éxito, ocho de diez etapas para la obtencién de (22R,
25R)-espirosol-4-en-3,6-diona (10). La sintesis se inicia con una reaccion de proteccion de
la posicion tres de la diosgenina con cloruro de cloroacetilo en CHCly, catalizada con

DMAP para obtener el compuesto 2 (esquema 1).

=7
o
a
HO RO
1 R=CICH,CO 2 3

a. CICH,COCI/CH,Cl,, DMAP; b. Ac,0, BF3*OEt,, -3°C; c. Ac,O/Py; d. Tiourea/EtOH/Py, 65 °C; e. Jones/CH3;COCH3/CH,Cl,, -5 °C; f.
KOH/CH30H (5%), 5°C; g. CH3SO,CI/EtsN/CH,Cl,,-10 °C; h. NaN3, CH3CN, 60 °C, i. ref. 35.

Esquema 1. Esquema de trabajo para obtencidn de nuevos alcaloides espirosolanos.
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Posteriormente por medio de una reaccion de acetdlisis catalizada con BF3-OEt. se llevo a
cabo la apertura de los anillos E y F del nucleo esteroidal generando el compuesto 3,
enseguida se protege el grupo hidroxilo de la posicién 26 con anhidrido acético/Py (4), y se
desprotege selectivamente el hidroxilo en C-3 con Tiourea/EtOH/Py obteniendo el
compuesto 5. A continuacion, el sistema homoalilico (A®-3p-OH) fue sometido a una
reaccion de oxidacion con el reactivo de Jones (CrOs, H.O, H2SO4) obteniendo de esta
manera el compuesto 6.

En seguida, 6 se sometié a una hidrolisis basica con KOH/MeOH al 5% para desproteger el
grupo hidroxilo de la posicion 26 (7). A continuacion se transformé el grupo hidroxilo en
un buen grupo saliente con CH3SO.CIl/ EtsN en CH:Cl, formando el compuesto 8,
posteriormente se llevo a cabo una sustitucion nucleofilica del grupo mesilato por NsNa
para obtener 9. La sintesis formal de 10 se completa mediante la metodologia desarrollada
previamente [35].
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2. Introduccion

El cancer representa uno de los mas graves problemas de salud en todo el mundo, y el
desarrollo de nuevos farmacos asi como tratamientos mas eficaces contra este padecimiento
son estrategias de suma importancia en la actualidad. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) sefiala que en 2008, fallecieron 7.6 millones de personas, aproximadamente 13%
del total de fallecimientos, y estima que para 2030, aumentarad a 13.1 millones (OMS, 2013)
[1]. En México de acuerdo a los registros del Instituto Nacional de Estadistica Geografia e
Informatica (INEGI) durante 2012, el cancer de mama fue la segunda causa de muerte entre
las mujeres con cancer mayores de 20 afios (15.38 de cada 100 mil mujeres de esa edad),
[1] y segun la Union Internacional Contra el Cancer (UICC), en México el cancer es la
tercera causa de muerte y se estima que cada afio se detectan 128 mil nuevos casos
(Secretaria de Salud [SSA], Subsecretaria de Prevencién y Promocion de la Salud [SPPS],
2013) [1].

La cirugia, las radiaciones y la quimioterapia son los tratamientos mas empleados para
tratar a pacientes con cancer. No obstante la eficacia de estos procedimientos, con
frecuencia se presentan fuertes efectos secundarios y, ademas no tienen la capacidad de
curar a pacientes con el mal avanzado, ademas su accién con frecuencia es poco selectiva.
Los glicoalcaloides esteroidales presentes en especies del genero Solanum se han empleado
en la medicina china para tratar diferentes tipos de cancer desde hace siglos [2].

La actividad bioldgica de los glicoalcaloides del género Solanum deriva principalmente de
dos propiedades, (a) de la habilidad que presentan para acomplejarse con los 3f-
hidroxiesteroles y romper la integridad funcional de la membrana, y (b) la inhibicién de la
acetilcolinesterasa (enzima importante en la transmision de impulsos nerviosos) vy
butirilcolinesterasa (enzima que presenta cierta funcion en contra de toxinas especificas)
[2].

En general, con respecto a la relacidn estructura-actividad de las saponinas esteroidales y

sus analogos nitrogenados, en la literatura estd ampliamente documentado [3] que las
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propiedades bioldgicas de estos compuestos dependen de las modificaciones estructurales
realizadas tanto en los grupos funcionales del carbohidrato, como en las modificaciones
realizadas en las funcionalidades de la aglicona, y en especial, la actividad citotoxica es
muy sensible a la orientacién de la unién glicosidica [4].

No obstante, consideramos que es necesario desarrollar nuevas rutas de sintesis que
permitan la obtencién de nuevas agliconas de tipo espirosolano de la serie (25R) con
modificaciones sustanciales en el estado de oxidacion de las funciones de los anillos Ay B
del nacleo esteroidal. La obtencion y caracterizacion de nuevas sapogeninas nitrogenadas
sera una contribucién importante a la quimica de esta clase de metabolitos secundarios, y
sera una fuente importante de nuevos compuestos con potencial anticancerigeno por los

antecedentes que se tienen de sus actividades bioldgicas.
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3. Antecedentes

3.1 Alcaloides esteroidales
Existen esteroides que contienen uno o mas anillos heterociclicos fusionados o sustituidos
en el anillo D, estos esteroides se pueden agrupar en las siguientes familias: cardandlida,
bufandlida, espirostano, furostano y alcaloides esteroidales [5].
Los espirosolanos forman un grupo de compuestos aislados a partir del género Solanum, se
caracterizan por presentar un esqueleto de tipo colestano con 27 &omos de carbono, con
una cadena espiroaminocetalica, estos se pueden dividir en dos grupos estereoisoméricos,
(25R) y (25S)-espirosolanos, el grupo metilo de la posicion 26 siempre ecuatorial, en
conjunto forman un grupo de mas de 40 compuestos, de estos la mas comun es la
solasodina, detectada en 207 de 367 especies del género Solanum que dieron positivo para
la prueba de alcaloides esteroidales [6].
Estos alcaloides pertenecen a una importante de metabolitos secundarios distribuidos en los
organismos Vivos, a diferencia de otros alcaloides, las estructuras esteroidales no se derivan
de aminoacidos, las bases esteroidales son derivados de esteroides triterpenoides, por lo
tanto se denomina como aminas esteroidales., las cuales se puede obtener a partir de
diversas familias vegetales: a) Buxaceae, b) Liliaceae y c) Solanaceae [7].
3.1.2 Aminas esteroidales de la familia Solanaceae.
Diversas plantas de la familia de las solanaceas, especialmente las del genero Solanum, son
conocidas como fuentes de sustancias estructuralmente muy relacionadas con las saponinas
esteroidales y son los llamados alcaloides esteroidales.
Las aminas esteroidales poseen un esqueleto de colestano con 27 atomos de carbono estan
presentes en las familias Solanaceae y Liliaceae y se pueden dividir en cinco tipos de
estructuras [7].

a) Solanidina (i)

b) Espirosolano (ii)

¢) Solacongestidina (iii)
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d) Solanocapsina (iv)
e) Jurbidina (v)

(i)

Figura 1. Diferentes estructuras colestanicas de esteroidales (i-v).

De la familia Solanaceae se han aislado un gran nimero de metabolitos secundarios,
destacando los alcaloides tropanicos, fitoesteroides, terpenoides y glicosidos de
flavonoides, estos metabolitos presentan una amplia gama de actividades bioldgicas.

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una préactica que se ha utilizado
desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las
plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso del que disponian los
"médicos™ en épocas ancestrales. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las
especies vegetales con propiedades medicinales y ampliar asi la experiencia en el empleo
de los productos que de ellas se extraen.

Los alcaloides esteroidales y sus glicosidos de la especie de Solanum, se sabe que poseen
una variedad de actividades bioldgicas incluyendo antitumoral, antifungico, teratogénico,
antiviral.

3.1.3 Glicosidos esteroidales

Son moléculas complejas formadas por azlcares unidos a agliconas, se caracterizan por
formar espuma cuando se disuelven en agua aln en bajas concentraciones [8].

La mayoria de los glicoalcaloides de la especie de Solanum pertenecen al solanidano y
espirosolano. Al menos de 90 esteroides estructuralmente dnicos, de los cuales se han

identificado alcaloides esteroidales en méas de 350 especies de Solanum [9].
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Las saponinas nitrogenadas desde el punto de vista fitoquimico, ecoldgico y comercial son
un grupo importante de metabolitos secundarios aislados principalmente de plantas del
género Solanum (familia Solanaceae).

Estudios realizados en los ultimos 10 afios han demostrado que los beneficios de los
glicoalcaloides depende de la dosis y la forma de uso, ya que han sido utilizados como
anticancerigenos, antiinflamatorios, anticonceptivos antipiréticos, disminuyen niveles de
colesterol, antifungico y bacteriano.

Los glicoalcaloides han demostrado actividad antiproliferativa por medio de apoptosis y
efectos quimiopreventivos contra diferentes carcindgenos conocidos.

Las especies del géenero Solanum son un recurso natural rico en alcaloides esteroidales,
flavonoides y sus glicosidos, de los cuales, se ha sabido que poseen variada actividad
bioldgica [10] lo que a permito a diversos grupos de investigacion nuevas alternativas de
sintesis para la obtencion de estos compuestos.

La solasodina importante alcaloide esteroidal, se extrae de numerosos generos Solanum
(Solanaceae) tiene una gran importancia dado que se ha empleado industrialmente como
materia para obtener diversas estructuras esteroidales, la cual se encuentra presente en
diferentes especies del genero Solamun.

Liu y colaboradores encontraron que la solasodina (11) presenta una potente actividad
citotoxica y el clorhidrato de solasodina se encuentra en estudios preclinicos como agente
antitumoral. Las plantas solandceas, por ejemplo, Solanum nigrum L. y Solanum
Dulcamara L., son ampliamente utilizados como farmacos antitumorales tradicionales en
China [11, 12].

Por su parte, la 3-acetilsolasodina (12) extraida de Solanum umbrelliferum es un producto
natural con una significativa capacidad para dafiar ADN asociado a la cadena
espiroaminocetalica de su estructura [13].

La solamargina (13), importante glicoalcaloide del genero Solanum [14], puede inhibir el
crecimiento de lineas celulares de cancer de colon, préstata, mama y hepatoma humano,

entre otros [15].
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Figura 2. Estructuras de solasodina, solamargina y solasonina

Por otro lado, la SBP002 (Coramsine), una preparacion que contiene solamargina (13) y
solasonina (14) (glicosido de la solasodina), se encuentra en ensayos clinicos fase Il para el
tratamiento de cancer de piel [8, 16,] (figura 2).

Otro tipo de compuesto con una importante actividad citotoxica son las saponinas
furostanicas como la metil protodioscina (15) semejante a la dioscina (16), la cual han
demostrado que presenta una potente accion anticancerigena al inducir la apoptosis en

células de leucemia humana, pero carece de actividad hemolitica [17].

0 (o]
o) sy

OH (o)1 . .
OH CH, Dioscina (16)

Figura 3. Estructura de metil protodiocina y dioscina.

En la literatura esta documentado que la actividad citotoxica de un glicésido depende de las
modificaciones de los grupos funcionales tanto del carbohidrato, asi como de las

modificaciones de los grupos funcionales de la parte esteroidal [18].

10
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3.1.4 Introduccion a la sintesis orgénica.

Se entiende como sintesis total o sintesis quimica de un compuesto a partir de compuestos
relativamente sencillos, la sintesis parcial o semisintesis hace referencia a la sintesis de un
compuesto a partir de un precursor elaborado, que se obtiene a partir de fuentes naturales,
procesos de fermentacion.

3.1.5 Sintesis lineal y sintesis convergente.

Para que una sintesis resulte lo mas eficaz posible, deben de realizarse el menor nimero de
etapas y reacciones de elevados rendimientos.

Una sintesis lineal es aquella en la que la molécula objetivo se sintetiza paso a paso a partir
de un Unico producto de partida hasta llegar al producto final, en el caso de la sintesis
convergente el compuesto objetivo se prepara a partir de una serie de fragmentos
moleculares, previamente sintetizados a partir de productos comerciales que se ensamblan
de forma secuencial.

En la mayoria de los compuestos organicos que contienen mas de un grupo funcional, y
cada grupo funcional presenta una reactividad caracteristica, por lo tanto hay que tomar en
cuenta que grupo funcional va a reaccionar, donde y como lo va hacer.

Existen diferentes tipos de selectividad, las mas frecuentes son: quimioselectividad,
regioselectividad y estereoselectividad.

Se habla de quimiselectividad cuando un grupo funcional reacciona preferentemente en
presencia de otros grupos funcionales similares o iguales. Una reaccidn es regioselectiva
cuando puede dar lugar a dos o mas isomeros constitucionales. Una reaccion
estereoespecifica cuando tiene un curso estereoquimico perfectamente definido por el
mecanismo de reaccion, en estas reacciones la estereoquimica del producto de partida
determina la estereoquimica del producto final.

3.1.6 Grupos protectores

La necesidad de lograr selectividad en sintesis organica ha llevado a que se desarrolle una
serie de grupos protectores para determinados grupos funcionales. Cuando se tiene un
compuesto con varios grupos funcionales y se desea realizar una transformacion selectiva
en uno de ellos existen dos alternativas:

v' Emplear un reactivo o condiciones selectivas, o
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v" Modificar temporalmente la funcionalidad del compuesto que se desea mantener
intacto mientras reacciona el otro grupo funcional.
Protegiendo una funcién determinada se consigue que ésta sea temporalmente inerte en
condiciones en las que si reacciona el otro grupo, la funcionalidad se recupera al final del
proceso. El grupo que se introduce modificando la funcionalidad y que luego se elimina se
Ilama grupo protector.
Todo buen grupo protector debe de cumplir con las siguientes caracteristicas generales:
v’ La etapa de proteccion debe poder realizarse en condiciones suaves, selectivamente
y con buen rendimiento.
v El grupo debe de tener la minima funcionalidad posible para evitar reacciones
secundarias.
v' La etapa de desproteccion se debe poder realizar selectivamente y con buen
rendimiento, y de forma que no se ataque al grupo funcional generado.
v El grupo protector protector debe de introducirse y eliminarse facilmente.
La proteccion y desproteccion de grupos funcionales es una operacion que se debe de
evitar, siempre que se pueda ya que implica dos pasos extra y puede disminuir el
rendimiento.
3.1.7 Importancia biolégica del sistema A*-3,6-dicetdnicos en compuestos esteroidales.
En distintas referencias se encuentran reportes de compuestos con el sistema A*-3,6
dicetonico aislados originalmente de la esponja marina Galaxura marginata (figura 4)
presentaron actividad contra diferentes lineas celulares P-338 (provenientes de leucemia

linfocitica en raton) y KB (provenientes de carcinoma oral epidermoide humano) [19].

R, R,
O : f O : #
OH o
OOH OOH
R= (\/‘\( Ry= (\/‘\(
", A W
Moou e OOH

Figura 4. Ejemplos de metabolitos aislados de esponja marina Galaxura marginata.
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Posteriormente de la alga Turbinaria conoides se aislaron compuestos con un sistema A*-
3,6-dicetdnico que presentaron actividad contra células P-388 (leucemia) y KB [20].

Los compuestos esteroidales A*-3,6-dicetdnicos tienen importantes actividades bioldgicas,
como potentes inhibidores de la enzima aromatasa [21] ya que la produccion de estrégenos
via enzima aromatasa es un camino importante para el desarrollo y evolucion de tumores
malignos dependientes de estrogenos (ejemplo; carcinoma endometrial y cancer de mama
en mujeres) [22].

3.2 Obtencién de sistemas A*-3,6-dicetdnicos empleando diferentes condiciones de
reaccion.

Para obtener derivados con el sistema dicetonico en el anillo A y B de compuestos

esteroidales se han empleado diferentes metodologias variando las condiciones de reaccion.

a
—_—
o ix
o
— + +
Colesterol o o o
(o] OH
ix X xi

Esquema 2; Sintesis de derivados dicetdnicos.

a)

1. La oxidacion del alcohol homoalilico a A%*-3,6-dionas se ha logrado en altos
rendimientos utilizando al colesterol como materia prima y 4-metilmorfolina N-
oxido (NMO) como oxidante, en ultrasonido, realizandose la reaccion a 25°C, por
90 min, donde el producto mayoritario fue el colesten-A%-3,6-diona (ix) con un
rendimiento del 80% [23] (Esquema 2).

2. Parish, E, reportd la oxidacidbn de compuestos esteroidales con el sistema
homoalilico utilizando PCC a reflujo con benceno y atmosfera de N2 por 5 horas,
dando asi las correspondientes A*-3,6-dionas en excelentes rendimientos (80-90%)
[21].
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Otra metodologia reportada fue la oxidacién de A®-3-hidroxi esteroides en un solo
paso con PCC, y CHCl, anhidro a temperatura ambiente por 24 h. Obteniendo asi
el compuesto A*-3,6-diona con un alto rendimiento (80%) [24].

En 2006 Hunter y colaboradores reportaron la oxidacion del colesterol basandose en
la clésica oxidacion de Jones usando cromo (VI) como oxidante, dando altos
rendimientos del producto dicetonico en 86%, en periodos relativamente cortos de

reaccion [25].

La oxidacion de colesterol con el complejo de trioxido de cromo (V1) y piridina a
0°C por 30 minutos bajo atmosfera de nitrdgeno obteniendo una mezcla de colest-4-
en-3,6-diona (ix), colest-5-en-3-ona (x), y trazas de 6B3-hidroxicolest-4-en-3-ona (ix)
[26].

También se reporto la bioconversion oxidativa del colesterol por Pseudomonas sp.
St-200. Este microorganismo modifica al colesterol disuelto en un solvente organico
por hidrogenacion u oxidacion, en un lapso de tiempo de 8 dias, obteniendo una
mezcla de compuesto los cuales fueron ix en un porcentaje del 37% y xi con un
rendimiento de 43% [27].

Un estudio realizado a partir de dos especies de esponjas marinas (C. apion y C. alloclada)

encontr

aron compuestos con un sistema 6-hidroximino-A*-3-ceténico (figura 5) con

cadenas de tipo colesterol también han presentado una marcada actividad citotoxica contra
lineas celulares tumorales P-388 (leucemia), A-549 (pulmon), HT-29 (colon) y MEL-28

(melanona) [28].

R3

“SoH

R=H, Et

Figura 5. Esteroides aislados de la esponja marina C. apion and C. alloclada.
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Se ha demostrado que el incremento de la actividad citotoxica se debe a dos factores:
a) el grado de oxidacion de los anillos A 'y B del esteroide
b) la importancia de la cadena lateral, la cual potencializa la actividad bioldgica del

esteroide (figura 6).

a
POPe
lo) O
PORGINOS
O

A%

N

"o \OH (de/
HO HO' v

Figura 6. Ejemplos de esteroides con mayor actividad citotoxica.

3.3 Metodologias empleadas para generar solasodina.

La importancia de los alcaloides esteroidales y su actividad biologica, ha motivado que
diversos grupos de investigacion hayan emprendido la sintesis de solasodina y otros
compuestos relacionados. Entre los trabajos méas representativos se tiene:

En 2011 el grupo de investigacion de Zang y colaboradores [29] lograron obtener
solasodina partiendo de diosgenina mediante la apertura del anillo espirocetalico con TFAT
(Esquema 2). Para llegar a la molécula objetivo (solasodina) se protegio el hidroxilo de la
posicion 3, seguida de la apertura regioselectiva del anillo espirocetalico, la cual se realizd
con TFAT a -40°C, la activacion de la posicion 26 se obtuvo por hidrélisis con
NaHCO3/MeOH; posteriormente se hizo reaccionar con p-TsCl y piridina para obtener el
compuesto 26-p-toluensulfonato, una vez obtenido este compuesto, se logrd una sustitucion
en el C-26 por un grupo azida, el cual se consiguié con NaN3 en DMF. Se realizé una
hidrolisis para eliminar el grupo éster que se encontraba en C-3 mediante una solucion de
NaOH, finalmente se consiguid la reduccion de Ns mediante cloruro de trimetilsilano
(TMSCI)/Nal en MeCN; bajo condiciones acidas la amina primaria obtenida se logra ciclar

automaticamente dando como resultado la solasodina.
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_OCOCF; _OH

(0]
1. Ac,O/ Py

o
NaHCO,

1. Py, TsCl, DCM
MeOH/H,0
AcO

2. TFAT, DCM, -40°C
HO AcO

2. N3, DMF, 60°C

H
g/
0o

1. NaOH, MeOH/ H,0

.

2. Nal, CH;CN, TMSCI

AcO HO

Esquema 3. Obtencion de solasodina por Zang.

Recientemente Wu y colaboradores [30] obtuvieron solasodina en un rendimiento global de
50% a partir de acetato de diosgenina, mediante la apertura del anillo espirocetalico con
LiBr generando el compuesto 26-bromo pseudogiosgenina, el cual es muy susceptible a
sufrir reacciones de sustitucion nucleofilica mediante NaN3 en DMF, finalmente se
consigue la reduccion de N3 mediante cloruro de trimetilsilano (TMSCI)/Nal en MeCN;
bajo condiciones &cidas la amina primaria obtenida se logra ciclar automaticamente dando

como resultado la solasodina (Esquema 3).

N3

o o

1. LiBr, BF;0Et
e

Nal, CH,CN
s .

DCM TMSCI

AcO AcO

HO

Esquema 4. Sintesis eficiente de solasodina por Wu.
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3.4 Obtencién de compuestos con un sistema 6-hidroximino- A*-3-ceténico.

En el 2001 Deive y colaboradores [31] sintetizaron compuestos con un sistema 6-
hidroximino-A“-3-ceténico, utilizando como materia prima colesterol, P-sitosterol y
gorgosterol. En la primera etapa de la sintesis se protegié del hidroxilo de la posicion 3 con
anhidrido acético y piridina, en seguida se llevo a cabo la formacion del epoxido en A°®
posteriormente se lleva a cabo una oxidacion con CrOs. La eliminacion del grupo hidroxilo
de C-5 se llevo a cabo cloruro de tionilo (SOCI2/ Py) para formar un sistema o,p-insaturada,
el cual se hidrolizé el grupo acetato de la posicion C-3, con KOH/MeOH, posteriormente se
tratd con clorhidrato de hidroxilamina para formar la oxima en C-6, finalmente para la
obtencién del compuesto con un sistema 6-hidroximino-A*-3-cetdnico, se llevd a cabo una

oxidacion alilica con CrOz (Esquema 4).

1. Ac,0, Py SOCl,, Py
— 2
2. MCPBA, DCM
HO AcO
R=a,b, c

R R R

1. KOH, MeOH cro,

il i 3

2. NH,OH. HCl, H,0

AcO EtOH,H,0 o | o |
° AN N
OH OH
a b c

Esquema 5. Sintesis de compuestos con un sistema 6-hidroximino-A*-3-cetdnico.
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4. Objetivos

Objetivo General

v' Desarrollar nuevas rutas de sintesis para obtener alcaloides esteroidales de tipo
espirosolano, con estructuras no reportadas en la literatura, generados a partir de la

modificacion de los anillos A, B y F de la diosgenina.

Obijetivos Particulares

v Optimizar las condiciones que permitan transformar la diosgenina, en derivados 22-

oxocolestanicos, mediante la apertura de los anillos E 'y F.

v’ Estudiar diversos grupos protectores para los grupos hidroxilo de las posiciones 3,
16 y/o 26 de las sapogeninas o los intermediarios empleados en las diferentes
sintesis. En especial se optimizaran los reactivos y las condiciones que permitan la
desproteccion del alcohol homoalilico (A®-3B-ol) de diversas estructuras
esteroidales, manteniendo protegidas las posiciones 16 y 26 de los derivados 22

oxocolestanicos.

v’ Determinar las mejores condiciones para la preparacion un sistema A* 3,6-
dicetdnico, este sistema usualmente se obtiene mediante la oxidacion de Jones en
condiciones diluidas, de estructuras que contengan un alcohol homoalilico (A®-3p-
ol).

v’ Caracterizar los productos obtenidos mediante métodos fisicos y espectroscopicos.

v Determinar la actividad antiproliferativa de los compuestos obtenidos.
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5. Discusion de resultados

5.1 Quimica

Como ya se ha mencionado anteriormente, las sapogeninas se han utilizado como materia
prima durante muchos afios para sintesis de diversos farmacos, por lo cual se puede resaltar
a la industria farmacéutica, con el interés de buscar nuevas alternativas de medicamentos
que provoquen el menor nimero de reacciones adversas; asi minimizar el grado de
interaccion con otros medicamentos.

El trabajo experimental se inicio con la purificacion por cromatografia de diosgenina (1)
utilizando un sistema 7:3 (hexano: AcCOEt) para posteriormente llevar a cabo su
caracterizacion.

A continuacién se describe el espectro de RMN *H en el cual podemos observar en 5.34
ppm una sefial doble con una J = 5.2 Hz la cual corresponde la hidrogeno vinilico H-6. En
4.40 ppm observamos una sefial doble de doble de doble, que corresponde a H-16 con una
Ji6a-17a = Ji6a-15a = Jisa-15p = 7.6 Hz, en 3.52 ppm se observa una sefial multiple que
corresponde al hidrogeno base de oxigeno H-3. En 3.45 y 3.37 se observan dos sefiales
dobles de dobles asignadas a H-26 ecuatorial con Joee26a = 11.0 Hz Y J2ge25a = 4.0 Hz y H-
26 axial Jzsa-26e = 11.0 HZ ¥ J26a-25a = 11.0 Hz.
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Espectro 1. Espectro RMN *H de compuesto 1.

A continuacion se describe el espectro de RMN *3C donde se observan 27 sefiales que
corresponden con los atomos de carbono de la molécula de diosgenina. Las sefiales de los
carbonos vinilicos C-5 y C-6 se encuentran en 140.8 y 121.4 ppm respectivamente. El
carbono espirocetalico C-22 se observa en 109.3 ppm. A frecuencias bajas se observan las
sefiales de los carbonos base de oxigeno C-3, C-16 y C-26 en 71.7, 80.8, 66.8

respectivamente.

HO

3
6 16 2

6
5 22 ' ‘
. II i
r - bbb

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Espectro 2. Espectro RMN 3C de compuesto 2.
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5.1.1 Cloroacetato de diosgenina.

Q
W
o
<g/o
0
W
[e]
////o

CICH,COCI
CH,CI,/DMAP

HO 98% RO

R=CICH,CO-

Para iniciar con la sintesis para poder formar compuestos con sistema homoalilico de los
anillos A y B y generar la dicetona a, B-insaturada, se protegié el grupo hidroxilo en C-3
utilizando el cloruro de cloroacetilo, pues ademéas de ser de facil formacién con un
rendimiento cuantitativo, tiene una gran estabilidad ante condiciones fuertemente acidas y
su facil hidrolisis sin acudir a condiciones drasticas de reaccion.

Caracterizacion de cloroacetato de diosgenina

En el espectro de IR del compuesto 2 se observa en 2948, 2927 y 2893 cm™* una banda de
tension correspondiente al enlace C-H hibridacion sp® (CHs-, CHz-, CH-), en 1734 cm™ una
banda de vibracion correspondiente al grupo carbonilo de éster de la posicion C-3, en 1150-
1070 cm? se observa una banda correspondiente al enlace C-0-C de éster. Otra banda

caracteristica se puede apreciar en 798 cm™ una banda de tension al enlace C-Cl de nuestra

lécula
105=  Cloroacstato de diosgenina
100~
95—
50~
PR
3
5
B 80— l
2 @
o
8 75— 2870.822 1452125 | 1377907 7%2 884
70 1424.970 l
| 2893522
CHs3- 40 c=C C-Cl
B5-
2927.792 CH- e 51 il ) C-0-C
60~
CH,- 1734492 1193122 901216
. 562,372
C=0 1004.147

1164.294 7 1046 75 981500

S o 0 o o o e e e o e ) e o e e o
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Wavanimhar

Espectro 3. Espectro IR compuesto 2.
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En el espectro de RMN *H se puede observar un cambio significativo del H-3 a frecuencias
mas altas (4.36 ppm) en comparacion con el mismo proton de la materia prima (3.52 ppm),
debido al efecto electroatractor que ejerce el grupo carbonilo del cloroacetato en C-3, otro
cambio importante que se puede apreciar es una sefial simple en 4.0 ppm la cual
corresponde a metileno del cloroacetato, las demas sefiales no sufren cambios significativos

con respecto a la materia prima (1).

Z 0
2 S 19 18
Metileno
(o}

RO
21

R=CICH,CO-
2 27

1 01{
1.0
2,001
2.92x
3.40
5921

I8 AL o

1.9+
216
4 3]

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
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Espectro 4. Espectro RMN *H de compuesto 2.

A continuacion se describe el espectro de RMN *C donde se observan una sefial a
frecuencias altas que corresponde a carbono del carbonilo de C-3 y en 41.2 ppm se observa
una nueva sefial correspondiente al metileno del cloroacetato, las demas sefiales no sufren

cambios significativos con respecto a la materia prima.
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Espectro 5. Espectro RMN *3C de compuesto 2.

5.1.2 Acetato de (20S,25R)-3-cloroacetoxi-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-16-ilo (3).

Ac,0/BF,
CH,Cl,
RO 50% RO

R=CICH,CO- R=CICH,CO-

El compuesto 3 se obtuvo mediante una reaccion de acetolisis de 2, donde se logra la
apertura del anillo E y F, mediante la accidon de un &cido de Lewis (BF3-OEt2) y anhidrido
acetico en un rendimiento del 51%, pues se obtienen otros subproductos en la reaccién, ya
que el tiempo de reaccion interfiere con el rendimiento de la reaccion. EI mecanismo de
formacidén de 3 puede ocurrir mediante 2 alternativas, que se presentan en el esquema 2.

Bajo condiciones controladas de acet6lisis se conduce a la apertura regioselectiva del anillo
F, mediante la formacion de ion oxonio (i); este intermediario puede sufrir dos ataques ya
sea por medio del ion acetato o con agua respectivamente para llevar a la formacion del

compuesto 3.
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Esquema 2. Mecanismo de formacién de acetolisis.

Caracterizacion de 3.

En el espectro de IR del compuesto 3 se observa una banda ancha en 3400 cm™ que
corresponde al grupo hidroxilo, en la region de 2935, 2886 y 2853 cm™ una banda de
tension correspondiente a los carbonos con hibridacion sp® (CHs-, CHa-, CH-), en 1730 cr
!se encuentra la banda de tension correspondiente al enlace C=0 de éster.

En 1378 cm? se aprecia una banda de tension del enlace C-O éster, también podemos
observar en 1019 cm™ una banda de tensién de C-O-C, de éster. Finalmente se puede

observar una sefial caracteristica de enlace C-Cl en 789 cm™.

26-0H
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C-Cl

1378531

C-0

708 Cc=0 1000 858
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Espectro 6. Espectro IR compuesto 3.

El espectro de RMN !H de este producto muestra un cambio importante en el

desplazamiento de H-16, con respecto a la materia de partida, ya que ahora se encuentra
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unido a un acetato y aparece en 4.95 ppm, como una sefial maltiple que integra para un
hidrogeno. Se puede observar también el cambio evidente de los hidrégenos de 26 que
ahora se encuentran en una cadena lateral con giro libre y que al no formar parte ya del
anillo tetrahidropiranico F (ya no se encuentran en posiciones axiales o ecuatoriales) su
desplazamiento quimico es muy similar, a pesar de que estos protones contintan siendo
diastereotdpicos, se observa una sefial multiple en 3.40 ppm.

El desplazamiento para H-20 a frecuencias mas altas como una sefial multiple en 2.98 ppm
debido a que sufre un efecto de desproteccién que sufre el hidrogeno al estar cerca del
carbonilo, del mismo modo el H-21 se desplaza a frecuencias mayores. Se observa una
nueva sefial simple en 1.96 ppm que corresponden a los hidrégenos magnéticamente
equivalentes del metilo del acetato de C-16. No se observa cambio en H-6 con respecto al

espectro de cloroacetato de diosgenina.
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Espectro 7. Espectro RMN *H de compuesto 3.

En el espectro de RMN de 13C se observa un cambio significativo para C-22 a 214.2 ppm,
al pasar de un carbono espirocetalico sp® al carbono de un carbonilo. A frecuencias altas se
observa una nueva sefial correspondiente al carbono de carbonilos de C-16 (178.3 ppm).
También hay un ligero cambio en el desplazamiento de C-16 a frecuencias bajas (con

respecto a la materia prima) a 76.0 ppm
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Espectro 8. Espectro RMN *3C de compuesto 3.

5.1.3 Diacetato de (20S,25R)-3p-cloroacetoxi-22-oxocolest-5-en-16,26-diilo (4).

OAc

Ac,0/Py

RO 95% RO

R=CICH,CO- R=CICH,CO-

El compuesto 4, se obtuvo después de tratar al derivado 22-oxocolestanico 3 con
Ac,O/piridina, para lograr la proteccion del grupo hidroxilo de 26, el cual se obtiene en un

rendimiento del 95%, se logré purificar en un sistema 9/1 (hexano/ AcOEt).
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Caracterizacién de 4.

En el espectro de IR del compuesto 4 se observa en la region de 2936 cm™ una banda de
tension correspondiente al enlace C-H con hibridacion sp® (CHs-, CH.-, CH-), en 1728 cm®
se encuentra la banda de vibracién correspondiente al enlace C=0O de éster, también
podemos observar en 1027 cm™ una banda de tension de C-O-C (éster). Finalmente se

puede observar una banda caracteristica de enlace C-Cl en 789 cm™,
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Espectro 9. Espectro IR compuesto 4.

En el espectro de RMN *H se observa en 5.39 ppm una sefial doble, que corresponde a la
sefial doble de doble del proton vinilico H-6 Js.7s = 5 Hz y Je.7,= 0 Hz (debido al angulo
diedral que presenta H-6 con H-7B). En 4.9 y 4.71 ppm se observan dos sefiales maltiples
correspondientes a H-3 y H-16 debido al efecto de anisotropia que ejerce el grupo
carbonilo. En 4.06 ppm se presenta una sefial simple que integra para dos protones
corresponde al metilenicos del grupo cloroacetilo.

Los protones diasterotdpicos H-26a y H-26b se presentan como una sefial mualtiple que
integra para dos protones en 3.92 ppm. En 2.96 y 2.64 ppm se observan dos sefiales
multiples que integran para un proton que fueron asignadas a H-20 y H-23 y dos sefiales
simples, en 2.02 y 1.96, caracteristicas de los protones de éster; por lo cual se asignaron a
los protones de los metilos de acetato que se encuentran en C-3 y C-16.

Las sefiales simples hacia 1.04 y 0.88 ppm se asignaron a los protones de los metilos
angulares 19 y 18 respectivamente. Hacia frecuencias bajas se observan dos sefiales dobles

1.15y 0.93 ppm, asignados a los metilos 21 y 27 respectivamente.
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Espectro 10. Espectro RMN *H de compuesto 4.

En el espectro de RMN C se pueden observar una nueva sefial en 170.0 ppm
correspondiente al carbonilo del acetato de 26, asi como la aparicioén de una sefial en 21.0
ppm que corresponde al carbono del metilo de este acetato. Las demas sefiales no sufrieron

ningun cambio significativo.

OAc

RO

R=CICH,CO-

Acetatos 26

16 5 6
c-22 3 11‘
26
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Espectro 11. Espectro RMN *3C de compuesto 4.
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5.1.4 Diacetato de (20S,25R)-3p-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-164,26-diilo (5).

OAc OAc

S

BN

H,N” NH,

EtOH/Py

RO
95%
R=CICH,CO-

El grupo cloroacetilo se utiliza para la proteccién temporal de grupos hidroxilo, ya que es
un grupo muy sensible a la base, puede ser removido selectivamente en presencia de otros
grupos acilo.

Posteriormente mediante una hidrolisis regioselectiva utilizando tiourea en EtOH/Py [31]
se obtuvo el compuesto 5, el cual se purifico en un sistema 75/25 (hexano/AcOEt), con un
rendimiento 95%.

Caracterizaciéon de 5.

En el espectro de IR podemos observar una banda ancha a 3449 cm™ debida a la fuerte
absorcion del enlace O-H que corresponde al grupo hidroxilo. También se observan bandas
caracteristicas de los carbonos sp® entre 2934 y 2898 cm™ correspondientes a la vibracion
de tension de los enlaces C-H. Se observa las bandas de tension caracteristicas de los

ésteres, para el grupo carbonilo en 1735 y para los enlaces C-O en 1237 y 1026 cm™.
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o5l \
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Espectro 12. Espectro IR compuesto 5.
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En el espectro de RMN H se observan en 5.32 ppm una sefial doble de doble que
corresponde al proton vinilico H-6, en 4.97 ppm una sefial multiple que corresponde H-16.
Los protones diasterotdpicos H-26a y H-26b se presentan como una sefial multiple que
integra para dos protones en 3.88 ppm. Se observa en 3.52 ppm un cambio significativo a
frecuencias bajas H-3 debido a la ausencia del grupo cloroacetilo, con lo que se confirma la
hidrdlisis del grupo protector. Las demas sefiales no muestran un cambio significativo con

respecto a aquellas de la materia prima (4).

Me-OAc
26, 16
OAc
19 18
27
21
26
6 20
16 JMA 3 23
JU M A M MMM
s T TR 5 5 523

56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22

Espectro 13. Espectro RMN *H de compuesto 5.

El espectro de RMN 3C de igual forma, muestra la ausencia carbono de carbonilo del

grupo protector. EI C-3 muestra un ligero cambio en su desplazamiento pasando de 75.7 a

71.6 ppm.
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Espectro 14. Espectro RMN 3C de compuesto 5.

5.1.5 Diacetato de (25R)-3,6,22-trioxocolest-4-eno-16p,26-diilo (6).

OAc OAc

R. Jones

90%
HO

Los esteroides A*-3,6-dicetonicos son productos naturales y han sido utilizados como
intermediarios importantes en la modificacion de ndcleos esteroidales [32].

En consecuencia la conversion de A®-3B-alcohol es mas importantes desde el punto de vista
sintético y bioldgico A*-3,6-dionas han llamado la atencion en diversos grupos de
investigacion por lo que el sistema homoalilico (A °-3p-OH) del compuesto 5 se somete a
una reaccion de oxidacion con el reactivo de Jones en condiciones diluidas (CrOs, H20,
H2S04/CH3COCHS3) [33], se colocaron 100 mg del compuesto 5 en un matraz de 50 mL se
disolvié en 4 mL CH2Cl. y 10 mL acetona, se mantiene en agitacion constante, se adiciona
el reactivo de Jones durante aproximadamente 10 minutos a -5°C, obteniendo como Unico
producto el diacetato de (20S, 25R)-3,6,22-trioxocolesta-4-eno-3,16b-diilo (6), no obstante,
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5 al ser sometido a un medio &cido (CrOs/ H,SO4) podria generar epimerizacion o
eliminaciones.

El reactivo de Jones oxida alcoholes primarios a &cidos carboxilicos y secundarios a
cetonas el Cr(VI) se reduce a Cr(l11), oxidando el alcohol. En el esquema 3 se muestra el

mecanismo de reaccidn para la formacion del compuesto dicetonico [32].

[

H2C1‘03 + (0] _) (
H

H j
o) 5
\\5/: réo g 2
_Cry,
(o} uo

o %
o@/ — H2Cr02 + o
HY O
(\:"V
—Cr-
7" o

Esquema 3. Mecanismo de reaccion para la formacién de 4-en-3,6-diona.

Caracterizacion de 6.

En el espectro de IR se pueden observar una banda de tensién en 2945 cm™ correspondiente
al enlace C-H. En el espectro se observa una banda de tensién de los carbonilos de los
acetatos a 1732, y en 1234 cm* una banda del enlace C-O. Podemos apreciar una banda de

vibracion caracteristica de carbonilo o,p- insaturada en 1684.
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Espectro 15. Espectro IR compuesto 5.

En el espectro de RMNH se observa en 6.11 ppm una sefial simple que corresponde al
proton vinilico H-4. En 4.94 se observa una sefial multiple para H-16 debido al efecto de
anisotropia que ejerce el grupo carbonilo.

Los protones diasterotopicos H-26a y H-26b se presentan como una sefial multiple que
integra para dos protones en 3.84 ppm. En 2.90 y 2.59 ppm se observan dos sefiales
multiples que integran para un proton que fueron asignadas a H-20 y H-23 y dos sefiales
simples, en 1.99 y 1.91 ppm, caracteristicas de los protones de éster; por lo cual se
asignaron a los protones de los metilos de acetato que se encuentran en C-16 y C-26.

Las sefiales simples hacia 1.10 y 0.85 ppm se asignaron a los protones de los metilos
angulares 19 y 18 respectivamente. Hacia frecuencias bajas se observan dos sefiales dobles

1.08 y 0.87 ppm, asignados a los metilos 21 y 27 respectivamente.
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Espectro 16. Espectro RMN H de compuesto 6.

En el espectro de RMN 3C se observa un cambio significativo en el desplazamiento de C-6
(200.1 ppm) al pasar de un carbono de un doble enlace C=C a un carbono de una cetona a,
B-insaturada, de forma similar con el carbono C-3 al transformarse de carbono sp® a uno sp?
cetona en 202.3 ppm. Los desplazamientos de C-6 y C-3 indican que ambos carbonilos
estan conjugados ya que normalmente un carbonilo aislado se ubica hacia 210-215 ppm.
Podemos observar también el cambio considerable en el desplazamiento de C-4 al
transformarse en un carbono vinilico, ubicandose en 126.6 ppm. El desplazamiento de C-5
hacia frecuencias mas altas nos muestra la desproteccion que sufre este carbono al formar

ahora parte del sistema conjugado; este carbono se observa en 161.3 ppm.
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Espectro 17. Espectro RMN 3C de compuesto 6.

El experimento de dos dimensiones HSQC nos permitié observar la correlacion de los

protones unidos directamente con su carbono.
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Espectro 18. Espectro RMN HSQC de compuesto 6.
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Se realizd una expansion del experimento HMBC, en donde se observa las sefiales
caracteristicas de 26, en el espectro se observan los acoplamientos que tiene H-26 con C-
27, C-24y C-25.
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Espectro 19. Espectro RMN HSQC de compuesto 6.

5.1.6 Acetato de (20S,25R)-26-hidroxi-3,6,22-trioxocolest-4-en-16f-ilo (7).

OAc

KOH/MeOH

90%

Para poder formar la cadena espirocetalica, el primer paso fue llevar a cabo una hidrolisis
béasica regioselectiva utilizando una solucion de KOH/MeOH al 5%, la cual se mantuvo en
agitacion constante a 5°C hasta consumir la materia prima, para hidrolizar el acetato de la
posicion C-26 [34]. El crudo de reaccion se purifico con un sistema 75/25 (hexano:
AcOEt).
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Caracterizacion de 7.
Espectrometria de masas:

La espectroscopia de masas fue de gran importancia ya que ayud6 a determinar con
precision el pico ion molecular, a continuacion se muestra el espectro del compuesto 7

realizado mediante la técnica FAB en el que se observar [M+Na]" a m/z = 487.

8 +
137
BB o
78

Bl —

S8

489 487

el qz7
as7 | 483 J’
A [ | b .
T T T T T T

408

m-z

Figura 7. Espectro de masas de 7.

En el espectro de IR se puede observar una banda ancha en 3480 cm™ debida a la absorcion
de enlace O-H. De igual manera se observa una banda de tension en 2945 cm’
correspondiente al enlace C-H. En el espectro se observa una banda de tension de los
carbonilos de acetato a 1732 y en 1234 cm™ una banda del enlace C-O. Podemos apreciar

una banda de vibracion caracteristica carbonilo de o,B- insaturada en 1685 cm™,
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Espectro 20. Espectro IR compuesto 5.

En el espectro de RMN *H se nota la ausencia del metilo del acetato de la posicion C-26.

Las demas sefales no sufrieron cambios significativos con respecto a la materia prima.
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Espectro 21. Espectro RMN *H de compuesto 7.

En el espectro de RMN 3C de igual manera se puede observar la ausencia del carbono del
carbonilo de C-26, por lo que corrobora que solo se llevd a cabo una hidrolisis selectiva.
Para el C-26 sufrié un ligero desplazamiento a frecuencias bajas debido a la ausencia del
acetato por lo que se encuentra en 67.5 ppm. Las demas sefiale no sufrieron cambios

significativos.
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Espectro 22. Espectro RMN 3C de compuesto 8.

5.1.7 Metansulfonato de (20S,25R)-16p-acetoxi-3,6,22 trioxocolest-4-en-26-ilo (8).

OMs

CH,CI0,S

ETA/CH,Cl,
o] 87%

Con la finalidad de obtener un buen grupo saliente en la posicion C-26 se obtuvo el
compuesto 8 ya que los mejores grupos salientes son las especies menos basicas, puesto
que enlazan débilmente al carbono. El anién sulfonato es un compuesto poco basico, por lo
que es un buen grupo saliente en reacciones Sn2.

El hidroxilo sobre C-26 se transformé en un buen grupo saliente, para después llevar a cabo
una sustitucion del mismo, esto se consiguié mediante el tratamiento con CHsCIlO.S

(exceso molar 10%), trietilamina (exceso molar 50%) a <10°C [26].
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Caracterizacion de 8.

En el espectro de IR se pueden observar banda caracteristica del grupo metanosulfonilo en
1354 cm? ademas se aprecia una banda de tensién o deformacién en 735 cm’
correspondiente al enlace C-S.

De igual manera de observa una banda de tension en 2945 cm™ correspondiente al enlace
C-H. En el espectro se observa una banda de tension de carbonilo de acetato a 1731 y en
1242 cm* una banda del enlace C-O. Podemos apreciar una banda de tension caracteristica

de un carbonilo a,pB- insaturada en 1684 cm™.
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Espectro 23. Espectro IR compuesto 8.

En el espectro de RMN *H del compuesto 8, en 6.18 ppm se identifica una sefial simple que
corresponde al proton vinilico H-4, en 5.01 ppm se observa una sefial multiple que
corresponde H-16. Los protones diasterotdpicos H-26a y H-26b se presentan como una
sefial multiple en 4.06 ppm, debido al efecto de desproteccion del grupo mesilato. En 3.03
ppm se observa una sefial nueva que corresponde a los protones del metilo del
metansulfonilo (CHsSOs). Las demés sefiales no sufren ningiin cambio significativo con

respecto al espectro de RMNH del compuesto 7.
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Espectro 24. Espectro RMN H de compuesto 8.

En el espectro de RMN 3C, en 37.2 ppm se observa una sefial nueva que corresponde al
metilo del mesilo. En 74.0 ppm se localiza C-26, observandose un desplazamiento a
frecuencias altas en comparacion del compuesto 7 (67.5 ppm), debido al efecto de
desproteccion del grupo mesilo. En 169.6 ppm se observan el carbono de carbonilo que
corresponde al acetato C-16 respectivamente. El resto de las sefiales no presentan cambios

significativos con respecto a los observados en el compuesto 7.
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Espectro 25. Espectro RMN 13C de compuesto 8.

5.1.8 Acetato de (22S,25R)-3,6, 22-trioxo-26-azidocolest-4-en-16B-ilo (9).

N;Na/DMF

60°C

85%

La obtencion del compuesto 9 se realizd por una reaccion de sustitucion nucledfila
mediante un mecanismo Sn2, el cual es un proceso concertado y consiste en el ataque del
nucleofilo al carbono que soporta al grupo saliente, al mismo tiempo que ataca el nucle6filo
se produce la ruptura enlace carbono- grupo saliente; de esta manera obteniendo el
producto final.

Los disolventes méas adecuados para las Sn2 son los disolventes aproticos polares, ya que
estos consiguen disolver los reactivos que generalmente son muy polares, pero rodean poco

el nucledfilo dejandole libertad para atacar al sustrato.
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Caracterizacion de 9.

Espectrometria de masas:

En el analisis que se realizo de espectroscopia de masas fue de gran importancia ya que nos
ayudo a determinar con precision el peso molecular con respecto a la formula molecular del
compuesto 9, obteniendo el valor observado: 512.31 y estimado: 511.66.

En el espectro de IR se observa una banda de tension caracteristica de N3 en 2099 cm™ de
la posicion C-26. Se observan dos sefiales intensas correspondientes a los enlaces C=0 de
cetona y de una a,B-insaturada en 1737 y 1683 cm™. De igual manera observamos una

banda de tension del enlace C-O (éster) en 1239.25cm™.
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Espectro 26. Espectro IR compuesto 9.

En el espectro de RMN de *H de 9, no se observa en 3.03 ppm una sefial que correspondia a
los protones del metilo del metansulfonilo (CHsSOz), debido a que se llevé a cabo la
sustitucion por parte del grupo azida. Los protones de H-26a y H-26b se desplazaron a
frecuencias bajas en comparacion del espectro de *H del compuesto mesilado, encontramos
una sefial doble de doble de doble en 3.22 con H-26 con Jgem = 12 Hz, J26a-25 = 5.8 Hz, Joeb-
25 = 6.6 Hz.
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Espectro 27. Espectro RMN H de compuesto 9.

En el espectro de RMN *C se puede observar un cambio significativo con un
desplazamiento a frecuencias bajas en 57.7 ppm corresponde C-26 en comparacion al
espectro RMN C del compuesto 7 que se encontraba en 74.0 ppm, se observan sefiales
caracteristicas para C-22, C-3 y C-6 en 211.4, 201.3 y 198.2 ppm respectivamente. El
carbono del acetato de C-16 en 169.3. Los carbonos vinilicos C-4 y C-5 se pueden observar

en 125.4 y 160.1 ppm respectivamente.
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Espectro 28. Espectro RMN *3C de compuesto 9.

El experimento de HSQC nos permitio observar la correlacion de los protones unidos

directamente con su carbono.
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Espectro 29. Espectro RMN HSQC de compuesto 9.

Se realiz0 una expansion del experimento HMBC, en donde se observa las sefiales mas
importantes del compuesto 8, en el espectro se observa los acoplamientos que tiene H-26
con C-27, C-24, C-25y H-20 con C-21, C-17 respectivamente.
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Espectro 30. Espectro RMN HMBC de compuesto 9.

Formacién de la cadena aminoespirocetalica (10)

N3

OAc

CHa),SiCl/ Nal
KOH/MeOH (CHa)s

CH,CN

Para la formacion de la cadena aminoespirocetalica el compuesto 9 se hidrolizo el acetato
de la posicion C-16 con una solucion al 20% de KOH en MeOH, después de
aproximadamente 2 h se observaba por cromatografia en capa fina la hidrolisis total del
compuesto dando un compuesto mas polar, pero se tuvo un inconveniente ya que al realizar

la purificacion del crudo de reaccion este se degradaba en la columna, por lo que se intent6
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la siguiente reaccion, la cual consiste en la reduccion del grupo azida que se encuentra en
C-26, se utilizé una metodologia empleando (CHz)3SiCl/ Nal en CH3CN, optimizada por
nuestro grupo de investigacion [35].

Con la experiencia que se tiene al reducir la azida se llevaba la ciclacion del mismo, por lo
que en la placa de CCF se observa un compuesto ain mas polar que el crudo que se sometid
a reaccionar.

No se logré la caracterizacion del compuesto final, ya que al ser purificado este se degrada

en la columna. Por esta raz6n y por cuestiones de tiempo se decidié concluir con la sintesis.

5.2 Actividad bioldgica

Para realizar uno de los objetivos que se propusieron al inicio de este trabajo, el llevar a
cabo pruebas biologicas de actividad antiproliferativa, por lo que se llevaron al Bio-Lab,
donde se realizo el screening correspondiente, por el Dr. José Manuel Padron Carrillo del
Instituto Universitario de Bio-Organica “Antonio Gonzalez” de la Universidad de la
Laguna (Tenerife).

Como modelo para estudiar la actividad antiproliferativa de los compuestos obtenidos en
este trabajo, se emplearon las siguientes lineas celulares de tumores solidos humanos: A549
(pulmon), HBL-100, (mama), HeLa (cérvix), SW1573 (pulmén), T-47D (mama) y WiDr
(colon).

6.2.1 Resultados de la actividad bioldgica.

Se pretendia hacer el analisis de ocho de los compuestos sintetizados (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9),
sin embargo, solo fue posible realizar el screening de 4 (compuestos 2, 5, 7 y 8) debido a
que los demas fueron insolubles en DMSO.

A continuacion se muestra los valores de la actividad (IGso) que se define como la

concentracion del compuesto necesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular.
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Tabla 1. Actividad antiproliferava (IGse) contra células sdlidas humanas.
Compuesto A549 HBL-100 HelLa SW1573 T-47D WiDr
2 1.0E-04 1.0E-04 1.0E-05 2.3E-05 7.9E-06 1.0E-04
5 5.3E-06 9.7E-05  4.8E-06 6.6E-06 24E-06  3.8E-06
7 4.0E-05 5.0E-05 3.5E-05 41E-05 26E-05 3.7E-05
8 3.1E-05 3.1E-05 2.8E-05 3.4E-05 2.9E-05 3.0E-05

Como podemos observar en la tabla 1, el compuesto que presento una I1Gso en un rango

menor a 7 UM fue el compuesto 5, ya que inhibe a cinco lineas celulares y el compuesto 2

solo presento tener actividad bioldgica en una sola linea celular (T-47D).

La IGso que presento el compuesto 5, puede relacionarse con su estructura ya que presenta

un grupo hidroxilo en el C-3 del esqueleto esteroidal y una cadena lateral semejante a la del

colesterol.

Figura x. Estructura de 5.
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6. Conclusiones

Se desarrollé nuevas rutas de sintesis para obtener alcaloides de tipo espirosolano,
con modificaciones de los anillos A, B de la diosgenina.

Se optimizaron las condiciones de reaccion para obtener derivados 22-
oxocolestanicos, mediante la apertura de los anillos E 'y F.

Se logré la desproteccion regio-selectiva del alcohol homoalilico (A®-3B-ol),
manteniendo, manteniendo protegidas las posiciones 16 y 26 del derivado 22

oxocolestanico.

Se determind las mejores condiciones para la obtencién de un sistema A* 3,6-

dicetonico, utilizadas en nuestro grupo de investigacion.

Los compuestos obtenidos durante la sintesis fueron purificados y caracterizados

mediante métodos fisicos y espectroscdpicos.

Se realizaron ensayos de actividad antiproliferativa de los compuestos obtenidos.
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7. Parte experimental

Cromatografia

La purificacion de todos los productos esteroidales se realizd6 empleando la técnica de
cromatografia tipo flash, utilizando columnas de vidrio empacadas con gel de silice grado
60 Merck (230-400 mallas).

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales de gel
de silice grado 60, con espesor de capa 0.25 mm que contiene indicador de fluorescencia
(F254) empleando para su revelado una lampara de luz ultravioleta de onda (254 nm,
lampara de UVG-54) o por calcinacion de las placas impregnadas con &cido sulfurico al
5%.

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

utilizando la técnica de capilar abierto.

Espectroscopia de infrarrojo:

Los espectros de infrarrojo se registraron en un espectrofotometro Agilent Cary 630 FTIR,
los datos se expresan en nimeros de onda ¥ (cm™) utilizando interfaces como ATR con
punta de diamante y DIAL PATH.

Disolventes:

Los disolventes utilizados se purificaron segun las técnicas descritas en la literatura.

Polarimetria:
Las rotaciones especificas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 343 usando

cloroformo como disolvente. La fuente de radiacion fue una lampara de sodio de 589 nm.

RMN:
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Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), se determinaron en espectrometros
Brucker Avance 111 TM-500 MHz, Varian-Mercury a 400 y a 300 MHz para *H, empleando
CDCIz como disolvente, a menos que se indique lo contrario y tetrametilsilano como
referencia interna.

Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm (8), la multiplicidad se indica de la
siguiente manera: s (sefial simple), d (sefial doble), da (sefial doble ancha), t (sefal triple), ¢
(sefial cuadruple), dd (sefial doble de doble), ddd (sefial doble de doble de dobles), dc
(doble de cuartetos), m (sefial multiple), las constantes de acoplamiento (J) se expresan en
Hertz (Hz).

Purificacion de diosgenina (1).

La diosgenina comercial se purifico por cromatografia por columna con soporte gel de
silice, empleando un sistema 7/3 (hexano/AcO-Et), los desplazamientos fueron comprados
con los reportados en la literatura [36].

RMN H (400 MHz, CDCI3) &: 5.34 (1H, d, J=5.2 Hz, H-6), 4.40 (1H, ddd, Jise-17a=J160-
156=J160-15p=7.6 Hz, H-16), 3.51 (1H, m, H-3), 3.45 (1H, dd, Jgem=11.0 Hz, Jage-25:=4.0 Hz,
H-26g) 3.37, (1H, dd, Jgem=11.0 Hz, Joge-250=11.0 Hz, H26a), 0.79 (3H, s, CH3-,18) ppm.
RMN 3C (100 MHz, CDCI3) &: 14.5 (C-21), 16.3 (C-18), 17.1 (C-27), 19.4 (C19), 20.8
(C11), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25),31.3 (C-23), 31.4 (C-2), 31.6 (C-8), 31.8 (C-15), 32.0 (C-
7), 36.6 (C10), 37.2 (C-1), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 41.6 (C-20), 42.2 (C-4), 50.0 (C-9),
56.5 (C14), 62.0 (C-17), 66.8 (C-26), 71.7 (C-3), 80.8 (C16), 121.4 (C-6), 140.8 (C-5),
109.3 (C-22) ppm.

Cloroacetato de diosgenina (2).

Z
% o
Z S
S

/ w\

(o)

RO

R=CICH,CO-
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En un matraz se coloc6 1g (2.32 mmol) diosgenina, se disolvié en CH2Cl», se adiciono 0.40
mL de CICH2COCI (5 mmol)/ 1.63 mmol de DMAP, se mantuvo en agitacion constante, la
reaccion se siguié por CCF hasta consumir la materia prima, se realizé el work up. El crudo
de reaccion se lavo con una solucion saturada de NaHCO3 (4x15 mL), salmuera (3x15
mL), después con H>O destilada. La fase orgénica se secé con MgSO. anhidro, se filtro y el
disolvente se evaporo a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico en un sistema 9/1
(hexano: AcOEt).

Pf: 206-209 °C

[a]o?: -0.96 (¢ 0.11, CHCls)

IR (cm™): 2848 (vC-H), 1734 (vC=0 ester), 1150 (vC-O-C éster), 798 (vC-Cl).

RMN H (500 MHz, CDCI3) 8: 5.37 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-6), 4.70 (1H, ddd, Jise-170 = J16c-
150 = Ji6e-15p = 7.6 Hz, H-16), 4.40 (1H, m, H-3), 3.46 (1H, dd, Jgem =11.0 Hz, J26e-252 = 4.0
Hz, H-26e) 3.37, (1H, dd, Jgem = 11.0 Hz, Jo6e-250 =11.0 Hz, H26a), 1.01 (3H, s, H-19), 0.95
(3H, d, J =7 Hz, H-21), 0.77(3H, d, J = 5 Hz, CH3, 27), 0.76 (3H, s, CH3,18).

RMN *¥C (125 MHz, CDCI3) §: 14.5 (C-21), 16.3 (C-18), 17.1 (C-27), 19.3 (C19), 20.8
(C-11), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 31.3 (C-23), 31.4 (C-2), 31.7 (C-15), 31.8 (C-8), 32.0 (C-
7), 36.7 (C-10), 37.8 (C-1), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 41.5 (C-20), 41.6 (C-4), 49.9 (C-9),
56.5 (C-14), 62.0 (C-17), 66.8 (C-26), 76.0 (C-3), 80.8 (C-16), 109.3 (C-22), 122.8 (C-6),
139.2 (C-5), 166.7 (CICH2CO), 41.2 (CICH2CO2) ppm.

16-acetato 3-cloroacetato de (20S,25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p,16-diilo (3).

RO

R=CICH,CO-

En un matraz de 50 mL, se colocaron 0.6 g (1.18 mmol) de 2 y se disolvié en 10 mL de
CHCly, una vez disuelta se adicionaron 0.3 mL (3.17 mmol) de Ac20, se enfrié a -3 °C,

enseguida se adicionaron 0.320 mL de BFz-OEty, la reaccion se siguié por CCF durante 10
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minutos con agitacion constate, después se realiz6 el work up adicionando agua con hielo.
La mezcla de reaccion se extrajo con CH.Cl,, después con una solucion saturada de
NaHCO3 (hasta neutralizar), salmuera (3x15mL), posteriormente con agua destilada.
Finalmente la fase organica se secé con MgSOs y se concentro a presion reducida. EI crudo
de reaccion se purifico por cromatografia en columna utilizando un sistema 85/15 (hexano:
AOEt) como eluyente.

Pf: 188-192 °C

[a]o?: + 0.73 (c 0.11, CHCl5)

IR (cm™): 3400 (vO-H), 2935 (vC-H), 1730 (vC=0, éster), 1378 (vO-C-0),

1019 (vC-0O-C), 789 (vC-Cl).

RMN H (500 MHz, CDCI3) &: 5.39 (d,1H, Jne-r7e = 5.2 Hz, H-6), 4.99 (m, 1H, H-3), 4.71
(m,1H, H-16), 4.04 (s, 2H, CICH.CO>), 3.43 (d,1H, J =6 Hz, H-26a), 2.96 (m, 1H, H-20),
2.64 (m, 1H, H-23), 1.97 (s, 3H, CH3CO0.-C16), 1.15 (d, 3H, Ja1-20 = 7 Hz, CHs-21), 1.03
(s, H-3, CH3-19), 0.91 (d, 3H, Jo725 = 7 Hz, CH3-27), 0.87(s, H3, CH3-18) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCI3) §:13.2 (C-18), 16.7 (C-21), 16.9 (C-27), 19.3 (C-19), 20.7
(C-11), 26.1 (C-24), 27.5 (C-2), 31.2 (C-8), 31.6 (C-7), 34.8 (C-15), 35.5 (C-25), 36.5 (C-
10), 36.7 (C-1), 37.8 (C-4), 38.5 (C-23), 39.6 (C-12), 41.2 (CICH2C0O.-C3), 41.9 (C-13),
43.5 (C-20), 49.7 (C-9), 53.9 (C-14), 55.0 (C-17), 67.5 (C-26), 73.4 (C-3), 75.7 (C-16),
122.8 (C-6), 139.1 (C-5), 214.1 (C-22), 170.2 (CICH.CO, C-3), 178.3 (CHsCO, C-16),
21.2 (CH3-CO2-16) ppm.

16,26-diacetato 3-cloroacetato de (20S,25R)-22-oxocolest-5-eno-3,16,26-triilo (4).

OAc

RO

R=CICH,CO-

En un matraz de 50 ml se colocaron 150 mg (0.272 mmol) de materia prima (3), se disolvid
en 4 mL de CH2Cl>:2 mL de Py a temperatura ambiente, se adicionaron lentamente 0.4 mL

(4.23 mmol) Ac20, la mezcla de reaccidbn se mantuvo en agitacion constante hasta
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consumir la materia prima (aprox. 2 h). La reaccion se detuvo con una solucion HCI al 5%
(frio). La mezcla de reaccion se lavo con una solucion saturada de NAHCO3 (3x20 mL),
salmuera (3x20 mL) y finalmente con H.O. La fase orgénica se secé con MgSOQg, se filtro y
el disolvente se evaporo a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico por
cromatografia en columna utilizando un sistema 8/2 (hexano: AOEt) como eluyente.

Pf: 180-183 °C

[ @ ]o%: +0.46 (¢ 0.11, CHCls)

IR (cm?): 2936 (vC-H), 1730 (vC=O0, éster), 1378 (vO-C-0), 1027 (vC-O-C), 789
(vC-ClI).

RMN H (500 MHz, CDCls) 8: 5.37 (d,1H, Jue-7e = 5.0 Hz, H-6), 4.97 (m, 1H, H-3), 4.68
(m,1H, H-16), 4.02 (s, 2H, CICH2CO>), 3.90 (ddd,1H, J26a-25 = 6 Hz, J26b-25 = 5.6 Y Jo6gem =
17.0 Hz, H-26a, H-26b), 2.94 (m, 1H, H-20), 2.61 (m, 1H, H-23), 2.05 (s, H3, CH3CO,-
C26), 1.95 (s, 3H, CH3CO2-C16), 1.13 (d, 3H, Ja1-20 = 7 Hz, CH3-21), 1.02 (s, H3, CHs-
19), 0.91 (d, 3H, J2725 = 7 Hz, CH3-27), 0.86(s, H3, CH3-18) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCls) §:13.2 (C-18), 16.6 (C-21), 16.8 (C-27), 19.3 (C-19), 20.7
(C-11), 26.7 (C-24), 27.5 (C-2), 31.2 (C-8), 31.6 (C-7), 34.8 (C-15), 36.5 (C-10), 36.7 (C-
1), 37.8 (C-4), 38.3 (C-23), 39.6 (C-12), 41.2 (CICH,CO.-C3), 41.8 (C-13), 43.5 (C-20),
49.7 (C-9), 53.9 (C-14), 55.0 (C-17), 68.9 (C-26), 75.7 (C-3), 76.0 (C-16), 122.7 (C-6),
139.1 (C-5), 212.7 (C-22), 166.7 (CICH,CO,-C-3), 169.8 (CH3CO, C-16), 171.5 (CH3-CO,
C-26), 21.0 (CH3-C0,-26), 21.1 (CH3-CO-16) ppm.

Diacetato de (20S,25R)-3p-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-16,26-diilo (5).

OAc

HO'

Se colocaron 100 mg de materia prima (4) en un matraz de 50 mL, se disolvié en 5mL
Et/AImL Py, se coloc6 en un bafio maria a 65°C, se adiciono 20 mg (0.26 mmol) tiourea, la
reaccion se mantuvo en agitacién constante hasta consumir materia prima. Se realiz6 el

work up (H20/hielo), se realizaron las extracciones CH2Cly, se lavé con solucion de HCI 5%
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(3%x15 mL), NaHCO3 (3%x15 mL), salmuera (3%x15 mL) y finalmente con H.O destilada. La
fase orgénica se secd con MgSOa y se concentrd a presion reducida. El crudo de reaccion se
purifico con un sistema 8/2 (hexano: AcOEt) como eluyente.

Pf. 142-145 °C

[0]o®: +0.14 (c 0.1, CHCL3)

IR (cm™): 3449 (vO-H), 2934 (vC-H), 1735 (vC=0), 1371 (vO-C-O).

RMN *H (500 MHz, CDCls) &: 5.34 (d, 1H, Js-7ec = 5 Hz, H-6), 4.97 (m, 1H, H-16), 3.90
(ddd, J26a-25 = 3 Hz, Jaeb-25 = 3 HZ Jgem = 6 Hz, 2H, H-26), 3.50 (m, 1H, H-3), 2.95 (m, 1H,
H-20), 2.06 (s, 3H, CH3CO C26), 1.96 (s, 3H, CH3CH>, C16), 1.14 (d, JH21-+20 = 7.0 Hz,
3H, H-21), 1.01 (s, 3H, H-19), 0.92 (d, Ju27-+25 = 7.0 Hz, 3H, H-27), 0.87 (s, 3H, H-18).

RMN °C (125 MHz, CDCls) §:13.2 (C-18), 16.6 (C-21), 16.8 (C-27), 19.4 (C-19), 20.7
(C-11), 26.7 (C-24), 31.2 (C-8), 31.6 (C-7), 34.8 (C-15), 36.4 (C-10), 37.1 (C-1), 38.3 (C-
23), 39.6 (C-12), 41.9 (C-13), 42.2 (C-4), 43.5 (C-20), 49.8 (C-9), 53.9 (C-14), 55.0 (C-17),
68.9 (C-26), 71.6 (C-3), 75.8 (C-16), 121.6 (C-6) 140.7 (C-5), 212.8 (C-22), 169.8
(CHsCO, C-16), 171.3 (CH3sCO, C-26), 21.0 (CHs-CO3, C-26), 21.1 (CH3-CO2-16) ppm.

Diacetato de (25R)-3,6,22-trioxocolest-4-eno-16f,26-diilo (6).

OAc

a) Preparacion del reactivo de Jones

En un vaso de precipitado se pes6é CrOs (0.14 g, 1.4 mmol) y se disolvio en 0.43 mL de
H20 destilada y 0.12 mL de H2SOa.

b) Preparacion del compuesto 6

En un matraz de bola de 25 mL se coloc6 el compuesto 5 (0.18 g, 0.34 mmol) y se disolvio
con 3 mL de CH2Cl, y 10 mL de acetona. A continuacion, se agregaron 0.5 mL del reactivo

de Jones con lo que la solucién paso de transparente a naranja y se formd un precipitado
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color verde-azul. Después de 5 minutos de agitacion constante a -5 °C se agregd la minima
cantidad de isopropanol, para eliminar el exceso de reactivo de Jones, hasta que la solucion
cambid de naranja a color verde-azul. El crudo de reaccion se filtro en un matraz kitazato
para detener las sales de cromo, la fase organica se lavd con una solucién saturada de
Na>SO3 (3x20 mL) y salmuera (3x15 mL). La fase organica se secé con MgSO4 anhidro, se
filtrd y el disolvente se evaporé a presion reducida.

El compuesto se purificd por cromatografia en columna utilizando como eluyente una
mezcla de disolventes 85/15 (hexano: AcOEt).

Pf. 175-177 °C

[0]o%®: +0.46 (c 0.1, CHCl)

IR (cm™): 2945 (vC-H), 1732 (vC=0), 1684 (vC=0, cetonas o,B-insaturadas), 1234 (vC-
0).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 6.17 (s, 1H, H-4), 5.00 (m, 1H, H-16), 3.89 (dd, Juze-+25 =
3.0 Hz, Jgem = 6.0 Hz, 2H, H-26), 2.96 (m, 1H, H-20), 2.05 (s, 3H, CH3CO2, C26), 1.96 (s,
3H, CH3CO,,C-16), 1.10 (s, 3H, H-19), 1.08 (d, J21-20 = 7.5 Hz, 3H, H-21), 0.87 (d, J27-25 =
7.0 Hz, 3H, H-27), 0.85 (s, 3H, H-18).

RMN 3C (125 MHz, CDCls) &: 14.1 (C-18), 17.5 (C-21), 17.5 (C-27), 18.4 (C-19), 21.9
(C-11), 26.7 (C-24), 32.1 (C-25), 35.4 (C-1), 38.9 (C-12), 39.6 (C-10), 42.0 (C-13), 43.3
(C-20), 50.6 (C-9), 53.8 (C-14), 54.8 (C-17), 68.8 (C-26), 75.0 (C-16), 126.6 (C-4), 161.3
(C-5), 200.1 (C-6), 202.3 (C-3), 213.3 (C-22),170.4 (CHsCO, C-16), 170.4 (CHsCO-C-26),
21.4 (CH3-CO, C-26), 21.8 (CH3-CO,-16) ppm.
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Acetato de (20S,25R)-26-hidroxi-3,6,22-trioxocolest-4-en-16-ilo (7).

En un matraz se colocaron 100 mg de compuesto tricetdnico 6 y se adiciono una solucion
de KOH/ MeOH al 5%, se mantuvo en agitacion constante a 5°C durante aproximadamente
3 h. Se extrajo con CH2Cly, la fase organica se lavé con salmuera (3x15 mL) y H20, la fase
organica se sec6 con MgSO. y se evaporo a presion reducida. El crudo de reaccién se
purifico por cromatografia en columna utilizando un sistema 75/25 (hexano: ACOEt) como
eluyente.

[ @ ]o%: +0.46 (¢ 0.11, CHCls)

IR (cm™): 3480 (vO-H), 2945 (vC-H), 1732 (vC=0), 1685 (vC=0), 1234 (vC-0O).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 6.15 (s, 1H, H-4), 4.98 (m, 1H, H-16), 3.40 (m, 2H, 2H,
H-26), 2.95 (m, 1H, H-20), 1.95 (s, 3H, CH3CO2, C-16), 1.14 (s, 3H, H-19), 1.13 (d, J2120 =
7.0 Hz, 3H, H-21), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.88 (d, J27.25 = 8.0 Hz, 3H, H-27).

RMN 3C (125 MHz, CDCls) &: 13.3 (C-18), 16.6 (C-21), 16.7 (C-27), 17.5 (C-19), 21.0
(C-11), 26.2 (C-24), 34.4 (C-7), 35.3 (C-1), 39.0 (C-12), 39.6 (C-10), 42.0 (C-13), 43.2 (C-
20), 50.5 (C-9), 53.7 (C-14), 54.8 (C-17), 67.4 (C-26), 75.0 (C-16), 125.7 (C-4), 160.5 (C-
5), 199.4 (C-6 ), 201.5 (C-3), 213.5(C-22), 169.8 (CH3sCO,C-16), 20.6 (CH3-CO2-16) ppm.

Metanosulfonato de (20S,25R)-16f-acetoxi-3,6,22 trioxocolest-4-en-26-ilo (8).

OMs

En un matraz de 50 mL se colocaron 0.1 g (0.20 mmol) del compuesto 7, se disolvié en 100

uL trietilamina (exceso molar 50%) y 2 mL CH.Cly, se adiciond lentamente 84 uL MsCI

58



Capitulo 1 Sintesis de nuevos alcaloides esteroidales Parte experimental

(exceso molar 10%) en un periodo 5-10 min a -10°C. La reaccidn se siguié por CCF hasta
consumir la materia prima. La reaccion se vertio en un vaso de precipitado con agua/ hielo
durante 20 minutos. Posteriormente el crudo de reaccion se extrajo con CH.Cl, (3x15 mL),
la fase organica se lavé con una solucién saturada de NaCl (3x10 mL), se secé con MgSOas
anhidro, se filtré y el disolvente se evapor6 a presion reducida. EI crudo de reaccion se
purifico con un sistema 7/3 (hexano: AcOEt).

Pf: 120-123 °C

[a]o®: + 0.8 (c 0.11, CHCI5)

IR (cm™):2945 (vC-H), 1731 (vC=0), 1684 (vC=0, a,p-insaturada), 1354 (vRO.0R),
1242 (vC-0), 735 (vC-S).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 6.17 (s, 1H, H-4), 5.01 (m, H1, H-16), 4.04 (m, 2H, H-26),
3.02 (s, 3H, CH3S02-), 1.97 (s, 3H, CH3C0,-C16), 1.16 (s, 3H, H-19), 1.15 (d, 3H, J2120 =
7.0 Hz), 0.98 (d, 3H, J2725 = 6.5 Hz), 0.91 (s, 3H, H-19) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCl3) §:13.2 (C-18), 16.2 (C-27), 16.7 (C-21), 17.2 (C-19), 20.8
(C-11), 26.0 (C-24), 32.3 (C-25), 34.0 (C-7), 35.0 (C-1), 37.2 (CH3SO»-), 38.7 (C), 39.3
(C-12), 41.7 (C-13), 43.0 (C-20), 50.3 (C-9), 52.2 (C-14), 54.5 (C-17), 74.0 (C-26), 75.0
(C-16), 125.4 (C-4), 160.1 (C-5), 198.9 (C-6), 201.1 (C-3), 211.4 (C-22), 169.3 (CH3CO-
,C-16), 20.6 (CH3z-CO-, C-16) ppm.

Acetato de (22S,25R)-3,6, 22-trioxo-26-azidocolest-4-en-3-ilo (9).

En un matraz de 50 mL se colocaron 0.1 g (0.18 mmol) del compuesto 8 y se disolvié en 3
mL de DMF, se adicion6 30 mg de NaNs, se mantuvo en agitacion constante a 60 °C, hasta
consumir la materia prima (8), posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente, se
realizaron las extracciones con CH2Cl,, posteriormente se lavo con solucién saturada de

NaCl (3x15 mL) y H.O destilada. Finalmente la fase organica se sec6 con MgSQOs y se
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elimind el disolvente a presion reducida. El crudo de reaccidn se purifico por cromatografia
en columna con un sistema 85/15 (hexano: AcOEt) como eleyente.

Pf: 156-158 °C

[a]o®: - 0.5 (c 0.11, CHCls)

IR (cm™): 2099 (vNs), 1737 (vC=0), 1683 (vC=0, a,p-insaturada), 1239 (vC-0).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 6.17 (s, 1H, H-4), 5.0 (m, H1, H-16), 3.17 (ddd, 2H, J 26a-25
= 6 Hz, J 26b25 = 6 Hz, Josgem = 12 Hz, H-26), 2.96 (m, H1, H-20), 1.97 (s, 3H, CH3CO»-
C16), 1.16 (s, 3H, H-19), 1.14 (d, 3H, J2120 =7 Hz, H-21), 0.94 (d, 3H, J27.25 = 7 Hz, H-27),
0.91 (s, 3H, H-19) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCls) 13.4 (C-18), 16.5 (C-21), 17.5 (C-27), 17.6 (C-19), 20.6 (C-
11), 27.5 (C-24), 33.0 (C-25), 34.5 (C-7), 35.5 (C-1), 39.0 (C-12), 39.7 (C-23), 42.1 (C-13),
43.4 (C-20), 46.4 (C-17), 50.6 (C-9), 53.8 (C-14), 57.7 (C-26), 75.1 (C-16), 125.8 (C-4),
160.5 (C-5), 199.3 (C-6), 201.5 (C-3), 212.3 (C-22), 169.7 (CH3CO-C-16), 21.5 (CH3-CO-
, C-16) ppm.
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1. Resumen

En el presente trabajo se describe el disefio y sintesis de nuevos aminoalcoholes inhibidores
de CKle empleando como materia prima L y D-Fenilalanina, mediante la metodologia
enantio- y regioselectiva para la sintesis de aminoalcoholes.

El trabajo para obtener los anti-B-aminoalcoholes se inicié con el docking molecular. Esta
técnica nos permitio predecir la conformacion preferente de nuestros compuestos, con el fin
formar un complejo estable (proteina-ligando), obteniendo las energias de interaccion
(proteina-ligando) de nuestros compuestos con posible actividad frente a nuestra diana
molecular, en este caso la CKle.

Se utilizo esta metodologia (Esquema 1) para seguir explorando las relaciones estructura
actividad de esta familia de compuestos bioactivos.

El trabajo experimental para obtener los anti--aminoalcoholes, se inicid con la proteccion
del grupo amino de la materia prima 1 y ent-1 (L, D-fenilalanina), mediante una
esterificacion obteniendo el aminoacido perbencilado (2). A continuacion se llevo la
reduccion de los compuesto 2 y ent-2 en THF utilizando LiAIH4 a 0°C. Posteriormente el
compuesto 3 y ent-3 se oxido mediante las condiciones de Swern, en DMSO, CICOCOCI/
CH.Cl; a -78° C, en paralelo a una solucion del alquino correspondiente (n = 6, 8, 10, 12)
en Et20 seco se afiadio EtMgBr (3 M, en THF), la mezcla se calent6 a reflujo y se adiciono
lentamente a una solucién del aldehido previamente formado en Et20. Finalmente se llevo a
cabo una hidrogenacion de 4 y ent-4 obteniendo los corresponientes anti-p-aminoalcoholes
(5 y ent-5).

Por ultimo se efectud la evaluacién bioldgica de los compuestos obtenidos en un panel de

seis lineas celulares.
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o o
OH BnBr, K,COj,3, OBn LiAIH, ©/\/\OH
—_— —_—
NH NB NBn
2 NaOH/ HZO "2 THF, o°C 2
1 2 3
ent-1 ent-2 ent-3
1. CICOCOCI/CH,CI,, -78° C
2. BrMgCC(CH,)nCH,
Et,0, -78°C
OH
a,n=6 OH
= H,, Pd(OH),C
b, n = 8 n T
c,n=10 NH, -~
d,n=12 NBn, n
5a-d
ent-5a-d 4a-d
ent-4a-d

Esquema 1. Sintesis de nuevos anti-B-aminoalcoholes.

Introduccion

62



Capitulo 2 Disefio y sintesis anti-B-aminoalcoholes inhibidores selectivos CK1g Introduccion

2. Introduccidn

Los anti-B-aminoalcoholes son compuestos orgéanicos de origen natural o sintético. Durante
los ultimos afios han Ilamado la atencion en diversos grupos de investigacion debido a su
versatilidad que estos presentan, ya que pueden ser utilizados como ligandos quirales en
sintesis asimétrica, sintones quirales en la sintesis de productos naturales, asi como en la
sintesis de compuestos que presentan diversas actividades bioldgicas [1].

Una clase importante de aminoalcoholes son los esfingolipidos, son lipidos de membrana
que incluyen en su estructura las denominadas bases esfingoides conocidas también como
bases de cadena larga o esfingosinas [2]. En particular los anti-B-aminoalcoholes de cadena
larga han demostrado significante actividad como antitumorales y citotoxicos [3]. Algunos
ejemplos representativos incluyen compuestos marinos, dihidroesfingosina 6, esfinganina 7

y clavaminol Ay C (figura 1).
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Figura 1.Esfingolipidos de compuestos marinos.

Ademas de formar parte estructural de la membrana, controlan diversos procesos celulares
como crecimiento, proliferacion y apoptosis, siendo una base para el disefio y sintesis de
nuevos compuestos con actividad anticancerigena.

El genoma humano esta formado por 518 genes que codifican mas de 2000 proteinas
quinasas diferentes. Estas proteinas son especificas de serina, treonina y tirosina, es decir

fosforilan estos aminoacidos en las proteinas sustrato.
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Las proteinas quinasas son enzimas responsables de la regulacion de mecanismos celulares
como muerte o division, el transporte y secrecion de moléculas, el metabolismo o la sintesis
de proteinas. La irregularidad de la actividad de las proteinas quinasas es la responsable de
muchas enfermedades, como son el cancer, la inflamacion o desordenes neuronales [4].
En la década de 1970 se caracteriz6 por primera vez, identificando a dos diferentes caseinas
quinasas, caseina quinasa 1 (CK1) y caseina quinasa 2 (CK2). CK1 es una familia
monomera Serina/ Treonina (Ser/Thr). La familia de la CK1 estd formada por siete
isoformas, CK1,, CK1g, CK1,;, CK1l,,, CK1,3, CK1l;y CKlg [5].
Las isoformas CKZ1 son las principales reguladoras del crecimiento celular, control de ciclo
celular, reparacién del DNA vy apoptosis. Diversos estudios realizados demuestran que la
CK1 juega un rol importante en la oncogénesis. La CKle ha sido implicada en cancer de
colon, pancreas y mama, siendo la progresion del cancer a traves de la supresion de la
apoptosis.
Para poder disefiar un nuevo farmaco se pueden seguir diferentes metodologias en funcion
de que se conozca la estructura tridimensional de la diana farmacologica de interés. Una
diana farmacologica es una macromolécula, generalmente de naturaleza proteica, ubicada
en la célula, en un area fisiologica concreta, como la membrana celular, citoplasma o en el
nucleo, capaz de reconocer un sustrato produciendo una respuesta celular
Con respecto al disefio y sintesis de inhibidores CK1, se han desarrollado 3 diferentes
estrategias:

I.  Sobre el sustrato: se han desarrollado diversas modificaciones de los inhibidores de

la CK1 (PF-4800567).

Il. Para la segunda estrategia, se ha seguido el surgimiento de una nueva familia de
inhibidores selectivos de la CKlg, capaz de reducir la fosforilacion TDP-43 (TAR-
DNA-Binding protein-43) y presentar excelentes propiedades farmacocinéticas.

I1l.  La tercera estrategia, consiste en encontrar un cribado virtual, la cual se ha
convertido en una ventaja prometedora para la sintesis de nuevos inhibidores de la
CKlg [6].
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PF-4800567

Figura 2.Estructura de PF-4800567.
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3. Antecedentes

Los p-aminoalcoholes se encuentran presenten en una gran variedad de compuestos
naturales y farmacologicamente activas. La estereoquimica de los aminoalcoholes es muy
importante para su actividad biolgica de estos compuestos estos también se pueden utilizar
como auxiliares quirales en sistemas asimétricos [7, 8, 9].

Existe una estrecha relacién entre la cadena hidrofobica de los aminoalcoholes, incluyendo
a los esfingolipidos y sus propiedades citotdxicas que hacen de este tipo de compuestos
sean de interés como anticancerigenos.

Los esfingolipidos se han reconocido por su participacion en funciones celulares y eventos
de sefializacion que controlan una amplia gama de actividades celulares [10].

Se encontré que D-eritro-esfingosina (10) promueve la detencion del ciclo celular y la
apoptosis mediante la fuerte inhibicion de la proteina quinasa [11].

Los metabolitos esfingolipidos esfingosina 11 y ceramida 13 son potentes inductores de la
apoptosis y producen detencidn del ciclo celular [3], mientras que la esfingosina-1-fosfato

12 promueve el crecimiento celular y angiogénesis [11].
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Figura 3. Ejemplos de espingolipidos.
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La espisulosina (14) se aislo por primera vez de la almeja Spisula polynyma (Syn
Mactrometris polynyma) mostro muy fuerte citotoxica tanto en leucemia como en células
cancerosas solidas con una ICsp valores con un rango nanomolar [12].

En el 2000 Cuadros y colaboradores informaron que este compuesto causa perdida de fibras
de estrés de actina, probablemente debido a su parecido con el acido lisofosfatidico (LPA)
por una interaccion con el receptor LPA, el cual modula los niveles las proteinas Rho [13].
Sanchez reporto que la espisulosina se encuentra actualmente en ensayos de fase | contra
tumores sélidos en Europa [14].

En el 2015 Padron y colaboradores revelaron que espirosulina (14) se comporté como un
inhibidor selectivo de CKle y demostrd su notable actividad antiproliferativa en varias
células de cancer (HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr) [15].

Bittman y colaboradores han encontrado que la espisulosina bloquea selectivamente
esfingosina quinasa (SphK1) para inducir mediante ubiquitina- proteasomal, mediante la
degradacion en células de musculo liso arterial pulmonar humano (PASMC) con una ICsx
de 7.1 + 0.75uM. [16].

Otro analogo es el Xestoaminol C (15) de la esponja Xestospongia sp y posteriormente fue
aislada de Pseudodistoma obscurum, el cual presenta actividad contra la transcriptasa
inversa [17] asi como una notable actividad citotoxica y antiproliferativa en diversas lineas
celulares: A-549, HT-29, MeL-28, DU-145 y SHG-44.

NH, NHR
W /\l/\M()/
OH OR
14 15, R=H;

Xestoaminol C

Figura 4. Estructura de espisulosina y xestoaminol C.

La estructura quimica simple de estos compuestos ha conducido a varias estrategias para su
sintesis total para determinar su actividad biolégica. Estos métodos han contribuido al
desarrollo y estudio biolégico de varios andlogos que presentan diversos grados de

modificacion a partir de la estructura original.
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En 1999 Reetz reporto una metodologia para la obtencion de aminoalcoholes partir de un
aminoécido el cual involucra 3 simples etapas: bencilacion (BnBr, K2COs/NaOH), seguida
de una reduccion (LiAlH4) y posteriormente una oxidacion de Swern (CICOCOCI/ DMSO;
TEA), para obtener el aldehido correspondiente. Posteriormente se tratd con un reactivo

organometalico obteniendo N,N-dibencilamino alcohol [18].

HyN Bn,N BnyN

§—COH _ BnBr _ &——CO,Bn  LiAIH4 Q

$ S > N

R K,CO4/ NaOH R R OH
o 0 Bn,N o) Bn,N OH Bn,N OH
o \—-{ _RXeX \—< ¢
DMSO/TEA R H R H R H

R= Me R'=Ph

Esquema 2. Sintesis de aminoalcohol.

En el 2014 el grupo de investigacion de Padron reportaron una metodologia para la
obtencién de anti-B-aminoalcohol (Esquema 3), los cuales fueron sintetizados a partir de
esteres o-(N,N-dibencilamino) bencilo opticamente puros, derivados de a-aminoacidos,
posteriormente por la reduccién secuencial a aldehido con DIBAL-H a -78°C y la adicion
in situ del reactivo de Grignar (one-pot), finalmente se llevd a cabo una hidrogenacion
catalitica con Hz/Pd(OH): [1].

o OH o
i) DIBAL-H E
oBn Et0,-78°C N H,/Pd(OH),
> \ —_— 14

NBn, ii) BrMgCC(CH,),CH; NBn, " MeOH, rt NBn,

Et,0 70%
Alanina 60%, (anti/syn, 95:1) Espisulosina

one-pot

Esquema 3.Sintesis de espisulosina mediante one-pot.
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En la busqueda de nuevos inhibidores selectivos de la CKlg, el grupo de Padrén se ha dado
a la tarea de continuar con la busqueda de nuevos inhibidores selectivos de la CKle. En el
afio 2015, tras realizar un estudio computacional se encontré que el compuesto GSD0054
presentd el mejor acoplamiento sobre el complejo (proteina-ligando). Por lo cual después
de la sintesis con diferentes aminoacidos y teniendo en cuenta el tamafio de la cadena
hidrocarbonada (Esquema 4), se demostrd que el compuesto GSDO0054, inhibe el
crecimiento de cinco lineas celulares comparado con el compuesto PF-4800567 (1Cso = 32
nM), el cual no inhibe el crecimiento células de cancer humano a 1 puM, incluso después de

siete dias de tratamiento [15].

o OH OH
i) DIBAL-H i =
0Bn Et,0,-78°C % H,/Pd(OH), f
—_— - s
NBn, ii) BrMgCC(CH,),,CH, Nen, | Moo, \en,
E4,0
GSD0054
one-pot

Esquema 4.Sintesis de. GSD0054 inhibidor selectivo de CK1e.

En el 2016 Fabiikova y colaboradores reportan la sintesis se espisulosina a partir del acido
D-isoascorbico preparado mediante método reportado por el grupo de Fabisikova [19 b], a
continuacion se protegio el grupo hidroxilo libre con BnBr, Ag.O (i), seguida de una
reduccion (LiAIH4, THF). Para continuar la sintesis se obtuvo a, B-insaturado (ii) mediante
una reaccion one pot (oxidacién/Reaccion Wittig). La reduccion con DIBAL-H genero el
alcohol alilico (iii), seguida de una sustitucion nucleofilica de MsCl por KSCN (iv),
Posteriormente por un reordenamiento de aza-Claisen se generd la mezcla de isocianatos
(viy vii, Esquema 5).

Continuando con la sintesis, partieron del isocianato vi, que fue el que se obtuvo en mayor
rendimiento y se logré cristalizar, el cual se convirti6 en carbamato, posteriormente
mediante una ozonolisis seguida de una reduccion con NaBH4 se obtuvo el compuesto viii,
a continuacion el grupo hidroxilo se convirtié en un buen grupo saliente (ix).

Una vez que obtuvieron el compuesto ix, Fabiikova y colaboradores se dieron a tarea de

buscar condiciones adecuadas para la deshalogenacion-reductora, después de varios
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ensayos encontraron que la hidrogenacion catalitica con Hz, Pd/C (10%) en presencia de
EtsN, lograron obtener el compuesto x.

B

o
acido a o c
D-isoascorbico CO,Et d ° N CO,Et e

B

?

=
OQunm
w

=]

)

-

Oumm
w
=

iii, R= OH

l—» iv, R=SCN

a. Ref. [19b]; b. BnBr, Ag.0, CH:CIy, rt; c.LiAlHs, THF, rt; d. 1.IBX, MeCN, reflujo, 2. PhsPCHCO,,
CH.CIy, rt; e. DIBAL-H, CH:Cly, -50°C; f. 1. MsCl, EtsN, CH,Cl,, 0°C-rt. 2. KSCN, MeCN. 0°C-rt; g.
Heptano, 90°C.

Esquema 5.Sintesis para la obtencion de Espisulosina

Una vez que se obtuvo X, se centraron en la insercion de la cadena lateral de alquilo por una
reaccion de Wittig, seguido por la bencilacion del carbamato x, generando el compuesto xi
(Esquema 6). A continuacion se genero la formacion del diol, el cual se consiguié p-TsOH

en MeOH, el cual sometieron a una fragmentacion oxidativa para generar el compuesto xiii.
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740 NHCO,Me 740 NRCO,Me
O,
vi _a . o\/‘\/l\/R —d> \/k/l\ —f>

b : :
0Bn 0Bn
viii, R= OH x, R=H
c e
L — ix, R= L—> xi, R=Bn
I
OH NBnCO,Me NBnCO,Me NH,
HO h

X g F . /\M/\/I\
B 1 B i 13 H
OBn OBn OH
xii xiii Espisulosina

a. 1. MeONa, MeOH, 0°C-rt, 2. Oxido de mesitil-nitrilo (MNO), MeCN, rt; b. 1. O3, MeOH/
CHCIy, -78°C, 2. NaBH4, -78°C-0°C; c. PhsP, I, Imidazol, Et,O/MeCN, rt; d. Hz, 10% Pd/C,
MeOH; EtsN, rt; e. BnBr, NaH, TBAI, DMF, 0°C-rt; f. p-TsOH, MeOH, rt, g. 1. NalO4, MeOH/H,O
(1:2), rt; 2. LHMDS, THF, rt; h. Hz, 10% Pd/C, MeOH, 60°C; j. 2M. ac. NaOH, EtOH, reflujo.

Esquema 6.Sintesis final de Espisulosina.

Para completar la sintesis total del compuesto objetivo (espisulosina) se llevo a cabo una
hidrogenacion catalitica con Hz, 10% Pd/C, en MeOH, seguida de una hidrolisis basica con
NaOH en EtOH (2 M).
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4. Objetivos

Objetivo General,

v Obtencion de nuevos compuestos que produzcan inhibicion selectiva de la actividad

catalitica de la enzima CKle.

Obijetivo Particulares

v Determinar las energias de acoplamiento mediante estudios de docking molecular.

v' Sintesis de nuevos anti-B-aminoalcoholes, en una primera aproximacion se
estudiaran dos parametros:
a) Configuracion estereoquimica de los dos centros quirales

b) Longitud de cadena lipofilica.

v’ Caracterizar los productos que se generen, mediante los diferentes métodos fisicos y

espectroscopicos.

v Realizar pruebas antiproliferativas de los compuestos obtenidos.
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5. Discusion de resultados

5.1 Docking molecular

El presente trabajo para obtener anti-p-aminoalcoholes se inicié con el docking molecular,
esta técnica nos ayuda a predecir la conformacién preferente de nuestros compuestos, con
el fin formar un complejo estable (proteina-ligando).

En 2015 el grupo de investigacién de Padron reportaron la conformacion acoplada de un
nuevo inhibidor selectivo de la CKle (GSD0054), el complejo proteina-ligando predicho
muestra que la cola hidrofoba del compuesto GSD0054, se inserta en el sitio estrecho y
profundo del unién de CKle, el cual se encuentra alineandose con residuos hidrofobicos
[15], (Figura 5b). Los &tomos polares forman 4 enlaces por puente de hidrégeno con los
residuos Ser88, Asp91 y Aspl32 de CKle.

LEJ LE ASP
135 5 L=
¥ 4
oH AP
e z v 2
23 H
ILE H .
148 MH,
GLU
a0
ILE
37
MET
B2
ﬁ‘s‘ Pre
38 150
MET AL GLY SER
80 36 18 17

LE GLY
15

Figura 5. Prediccion del complejo proteina-ligando del compuesto GSD0054, solo con aminoacidos que
establecen puente de hidrogeno.

5.1.1 Calculos computacionales
El primer paso en el modelado molecular basado en célculo es dibujar y optimizar las
estructuras moleculares para poder utilizarlas para célculos de acoplamiento, por lo que se

dibujaron las estructuras propuestas (5a-d y ent-5a-d), teniendo cuidado con los centros
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quirales, la longitud de la cadena y los atomos presentes. Las estructuras optimizadas se

muestran en la figura 6.
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a)

b)

d)

Figura 6. Estructura molecular de (a) 5a (derecha) y ent-5a (izquierda), (b) 5b, ent-5b, (c) 5c, ent-5c¢, (d) 5d,
ent-5d en Software Hyperchem. Se afiadieron atomos de hidrégeno y se utiliz6 mecéanica molecular para
alcanzar su conformacién éptima.

Una vez que hemos optimizado la estructura de las moléculas que realiz6 calculos de
acoplamiento contra CKle.

Se criba la base de datos deseada, obteniendo las energias relativas de union CKle
(proteina-ligando) de nuestros compuestos con posible actividad frente a nuestra diana
molecular.

El software proporciond valores de energia de cada compuesto que es una manera de
predecir cual favorable es la interaccion entre la proteina y el ligando. Por lo tanto, menores

valores de acoplamiento (menor energia) indican una mejor interaccion.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1. Donde podemos observar que el
compuesto ent-5d es el que presenta menor energia de interaccion (-22.52 Kcal/mol),
correspondiente al aminoacido D-fenilalanina, con respecto a los demés compuestos.

Se observa que no existe una relacion lineal entre la longitud de cadena y la energia de
acoplamiento, aunque la interaccion mayor en ambas series la poseen los compuestos de

cadena mas larga (n = 12).

Tabla 1. Energia de acoplamiento de anti-B-aminoalcoholes de la serie L y D con la proteina CKle

Compuesto n S (UA)

5a 6 -17.95

5 5b 8 -19.21
Serie L 5¢c 10 -18.71
5d 12 -20.49

ent-5a 6 -21.17

6 ent-5b 8 -17.56
Serie D ent-5¢ 10 -17.70
ent-5d 12 -22.52

5.1.2 Disefio.

En la figura 7 se muestra la pose de los compuestos en el sitio de accion de CKle. Donde se
aprecia como las cadenas hidrofébicas se acomodan dentro del bolsillo hidrofobico del
centro activo de la proteina.

a.
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Figura 7. Conformacién del compuesto (a) 5a (derecha) y ent-5a (izquierda), (b) 5b, ent-5b, (c) 5c, ent-5c, (d)
5d, ent-5d dentro de sitio de union de la CK1e (PDB ID: 4HNI).

5.2 Quimica

El trabajo experimental para obtener los anti--aminoalcoholes, se inici6 con la proteccion
del grupo hidroxilo y amino de la materia prima 1 y ent-1 (L, D-fenilalanina), mediante una
esterificacion obteniendo el aminoécido perbencilado.

5.2.1 Obtencién de N,N-dibencil-L-fenilalaninato de bencilo (2 y ent-2).

1. Reaccion

OH BnBr OBn
_— »

K,CO3/NaOH QBn,

ent-2

El compuesto 2 y ent-2 se obtuvo mediante una reaccion de bencilacién, siguiendo la
metodologia ya reportada por el grupo de investigacion de Padron en el 2014, en la cual se
disolvié en un matraz una solucion de K>.COz y de NaOH en HO, posteriormente se
adiciono L, o D- Fenilalanina. La solucion se mantuvo a reflujo hasta disolver

completamente, posteriormente se adiciono por goteo BnBr, se mantuvo a reflujo hasta
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consumir la materia prima (L, o D-fenilalanina), posteriormente se dejé enfriar a
temperatura ambiente. El crudo de reaccion se purifico en un sistema 9: 1 (hexano: AcOEt).
El compuesto 2 y ent-2 se obtuvo en un rendimiento del 98%.

Caracterizacion de N,N-dibencil-L-fenilalaninato de bencilo (2 y ent-2).

En el espectro de RMN!H se observa dos sefiales dobles de dobles correspondientes a los
hidrégenos diasterotopicos de H-3a y H-3b en 3.06 y 3.21 respectivamente. En 3.60 y 3.97
ppm observamos dos sefiales dobles que integran para dos hidrogenos, los cuales
corresponden a metileno que se encuentra unido al nitrégeno (Ph-CH2-N-).
Aproximadamente 3.77 ppm se aprecia una sefial triple que corresponde a H-2. A
frecuencias altas (5.17 y 5.28 ppm), debido al efecto diamagnético que ejerce el grupo éster
(O-C=0) y el grupo aromatico se observan dos sefiales dobles que al metileno (O-CH.-Ph).
Aproximadamente en 7.15 ppm se observa una sefial multiple que corresponde a los
hidrogenos aromaticos. Para el espectro de hidrogeno del compuesto ent-2 presenta las
mismas sefiales que el compuesto 2. Los compuestos se pudieron diferenciar ya que

determinamos su actividad oOptica.

Aromaticos
o
N 0Bn
NBn,
Ph-CH,-N
Ph-CH,-O

M | |
L o R L Il
5 %;.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0

Espectro 1. Espectro RMN *H de compuesto 2.

En el espectro de RMNC se observa una sefial que se encuentra en 54.5 y 62.5 ppm que
corresponde al CH2-N y CH»-O, hay un ligera diferencia de desplazamientos debido a que

el atomo de oxigeno es mas electronegativo que el nitrégeno. En 66.1 se observa una sefial
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correspondiente al C-2. Aproximadamente en 130 ppm se encuentras los carbonos
aromaticos y en 140 observamos las sefiales de l0s Cipso.

En 172.2 ppm se observa el carbono del carbonilo que corresponde al éster. El resto de las
sefiales corresponden al compuesto. Para el espectro de carbono del compuesto ent-2

presenta las mismas sefiales que el compuesto 2.

NBn,

I ‘

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

Espectro 2. Espectro RMN *3C de compuesto 2

5.2.2 Obtencidn de 2-N,N-(dibencilamino)-3-fenilpropan-1-ol (3 y ent-3).
Siguiendo la metodologia reportada por el grupo de Padron en el 2014, la siguiente etapa de
reaccion para la obtencion de anti-B-aminoalcoholes propuestos en este proyecto era

realizar una reaccion one-pot como se muestra en el esquema 7.

o OH
i) DIBAL-H
oBn Et,0,-78°C %
NBn, ii) BrMgCC(CH,),,CH; NBn, 6
Et,0
2 4

ent-2 ent-4

Esquema 7.Reaccion one-pot.
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Se realizé un ensayo para familiarizarse con la metodologia, pero surgi6é un inconveniente,
no se obtenia el compuesto de acoplamiento, por lo que se realizaron varios ensayos a
diferentes temperaturas y equivalentes (Tabla 2) para obtener el compuesto objetivo, pero
el resultado no era favorable, ya que el reactivo DIBAL-H para obtener el aldehido
correspondiente, se lograba la reduccion total del aminoécido perbencilado.

Tabla 2. Condiciones de reaccion para obtener el compuesto 4.

Pruebas = Temperatura Tiempo de Equivalentes Reaccion
(°C) reaccion (DIBAL-H)
1 -85 18 h 1.3 No procedio
2 -80 18 h 1.3 No procedio
3 -78 18 h 1.3 No procedio
4 -75 18 h 1.3 No procedio
5 -85 10 075 No procedio
6 -78 10 075 No procedio

Por lo que se decidid llevar a cabo la reduccion total del aminoacido perbencilado de la
serie L y D para obtener el correspondiente alcohol del aminoéacido.

1. Reaccion

LiALH.
oBh — ' OH
THF, 0° C
NBn, NBn,

2 3
ent-2 ent-3

El compuesto 3 y ent-3 se obtuvo mediante una reduccién utilizando LiAIH4 en THF a 0°C
en una atmosfera de argén hasta consumir la materia prima. El crudo de reaccion se
purifico con un sistema 9:1 (Hexano: AcOEt) en un rendimiento 95%.

Caracterizacion del compuesto 2-N,N-(dibencilamino)-3-fenilpropan-1-ol (3 y ent-3).
En el espectro de RMN!'H se encuentran a frecuencias altas una sefial multiple
correspondiente a los hidrégenos aromaticos de los bencilos. Aproximadamente 4.0 y 3.5
ppm se observan dos sefiales dobles correspondientes a los metilenos que se encuentran
unidos al atomo de Nitrégeno (CH2a-N y CH2,-N). En 3.36 y 3.56 se observa dos sefiales

doble de dobles ya que existe un acoplamiento de H-2 con H-1a y H-1b respectivamente.
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Para el espectro de hidrogeno del compuesto ent-3 presenta las mismas sefiales que el

compuesto 3.

3 1 NoH
NBn,
Aromaticos
CHa2p-N
CH2a-N
1a 33
3b
1b
2
! T ™7 T T
P 8 g & 5 &
9 IS s 3 J 3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 7.6 74 72 7.0 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0

Espectro 3. Espectro RMN H de compuesto 3.
En el espectro de RMN 3C se observa la ausencia (172.2 ppm) del carbono del carbonilo,

las demas sefiales corresponden al compuesto 3. Para el espectro de carbono del compuesto

ent-3 presenta las mismas sefiales que el compuesto 3.

NBn,

80 70 60 50 40 30 20

T T T T T
150 140 130 120 110 100 90

Espectro 4. Espectro RMN 3C de compuesto 3.
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5.2.3 Obtencion de los compuestos acoplados (4a-d y ent-4a-d).

Para poder obtener los compuestos de acoplamiento (4a-d y ent-4a-d), se obtuvieron en
dos pasos, el primero de ellos fue realizar una oxidacion de Swern en DMSO, CICOCOCI
en CH2Cl, para poder formar el aldehido y llevar a cabo una reaccion de adicion
nucleofilica por parte del alquinuro (n= 6, 8, 10, 12) previamente formado para estudiar el
efecto de cadenas de alquilo cortas y largas, respectivamente en Et,O seco se afiadid
EtMgBr (3 M, en THF), la mezcla se calentd a reflujo durante 2.5 h y se dejo enfriar a
temperatura ambiente, y se adiciono lentamente a una solucion del aldehido previamente

formado en Et,0 a -78° C, se dejo calentar a -10° C.

1. Reaccion:
OH
1. CICOCOCI/CH,Cl, \
OH TEA; -78°C X
©/\§N8/nz\ 2. BrMgCC(CH),CH; NBn,
Et,0; -78°C n
3 4a-d
ent-3 ent-4a-d n=6,38,10, 12

Mecanismo de reaccion Oxidacion de Swern:

El primer paso es la activacion del dimetilsulfoxido, quien reacciona con un carbono del
carbonilo del cloruro de oxalilo como se observa en el esquema 7. Posteriormente el ion
cloruro ataca al azufre de del DMSO generando la sal de clorosulfonilo, didxido y
mondxido de carbono.

El segundo paso, el alcohol ataca a la sal de clorosulfonio generando &cido clorhidrico,
posteriormente la trietilamina (EtsN) abstrae un hidrogeno del DMSO generando el iluro de
alcoxisulfonio.

Finalmente hay un reordenamiento intramolecular del iluro formando de esta manera el

tioéster y el correspondiente aldehido.
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Esquema 7. Mecanismo de reaccion de la oxidacién de Swern.

Caracterizacion de los compuestos de acoplamiento
(2S,3R)-2-N,N-(dibencilamino)-1fenildocec-4-in-3-ol (4a).

En el espectro RMN *H se observa en 0.86 ppm una sefial triple correspondiente a H-10, en
1.38 ppm se observa una sefial multiple que integra para ocho hidrégenos correspondientes
a H-6, H-7, H-8, H-9, en 1.55 ppm se observa una sefial multiple que integra para dos
hidrogenos que corresponden al H-5, en 2.25 ppm se observa una sefial triple, debido al
efecto que ejerce el triple enlace (efecto tunel), el cual integra para dos hidrégenos que fue
asignada para H-4, con una J = 7.0 Hz. En 3.07 ppm se observa una sefial multiple que
integra para un hidrogeno, que fue asignada para H-2, en 2.98 y 3.07 ppm se observan dos
sefiales doble de doble que fueron asignadas a los hidrégenos diasterotopicos H-1a con J Ha-
Hb = 5 HZz, J Hav-2=10.0 Hz y H1, con J Ho-Ha = 10.0 HZ ¥ J Hp-H-2 = 10.0 Hz.

En 3.48 ppm se observa una sefial doble que integra para dos hidrogenos fue asignada para
los metilenos de H-11, con J = 13.0 Hz, aproximadamente en 4.02 se observa una sefial
simple ancha debido al efecto que ejerce el grupo hidroxilo. A frecuencias altas en 4.34 se
observa una sefial doble que integra para dos hidrogenos con una J = 13.0 Hz, la cual fue
asignada para H-2. En 7.32 ppm se observa una sefial maltiple que corresponde a los

hidrogenos aromaticos.
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Para el espectro de hidrogeno del compuesto ent-4a presenta las mismas sefiales que el

compuesto 4a.

o
I

w

2 4
1 % 7 9 11
NBn, 5
6 8 10 12

B

I T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 15 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

E AR [

Espectro 5. Espectro RMN *H de compuesto 4a.

,

74
817
798

29
000

3
0.6!

3.536
8.479

1
1]
0
3

Para los espectros de hidrogeno de los compuestos 4b-d y ent-4b-d presenta las mismas
sefiales que el compuesto 4a, el Unico cambio significativo que se aprecia observar en la
region de 1.26-1.45 (m, 12H, 4b), 1.24-1.42 (m, 18H, 4c), 1.13-1.30 (m, 20H, 4d) un
incremento en el valor de integracion de los hidrogenos de los metilenos al hacer el

acoplamiento con diferentes alquinuros.
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Espectro 6. Espectro RMN *H de compuesto 4b.
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Espectro 7. Espectro RMN *H de compuesto 4c.
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Espectro 8. Espectro RMN *H de compuesto 4d.

En el espectro de RMN *3C se observa las sefiales mas significativas del compuesto 4a, en
31.7 se observa a C-1, en 60.5 y 62.5 ppm se observan a los carbonos C-3 y C-2
respectivamente. Los carbonos cuaternarios C-4 y C-5 se observan a frecuencias
medianamente altas debido al efecto que ejerce el triple enlace aproximadamente en 79.9 y
87.6 ppm. Finalmente se observan a frecuencias altas aproximadamente en 130.0 ppm se
encuentran los carbonos aromaticos y en 140.0 los carbonos ipso de los grupo bencilo. Las
demas sefiales corresponden al compuesto 4a. Para el compuesto ent-4a se observa las

mismas sefiales que el compuesto 4a.
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Espectro 9. Espectro RMN *3C de compuesto 4a.

Para los compuestos 4b-d y ent-4b-d se aprecian las mismas sefiales caracteristicas del
compuesto 4a, la unica diferencia que se logra observar es aproximadamente en 30 ppm el
incremento de numero de sefiales que correspondientes a los metilenos de la cadena
lipofilica.

mnno
I

H i L

T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

Espectro 10. Espectro RMN 3C de compuesto 4b.
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Espectro 11. Espectro RMN *3C de compuesto 4c.
T T T T T T T T T T T T T T T T
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Espectro 12. Espectro RMN 3C de compuesto 4d.
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5.2.4 Obtencion de anti-g-aminoalcoholes (5a-d y ent-5a-d).

Finalmente para la obtencion de los anti-B-aminoalcoholes se llevd a cabo la reduccion de
los compuestos acoplados (4a-d y ent-4a-d) en MeOH seco y Pd(OH)2/C, la mezcla se
agito bajo 4 atm de H, a temperatura ambiente durante 18 h, la reaccion se control6é por
CCF. Después de la terminacién de la reaccion, el catalizador se elimind por filtrado a
través de celita y se lavd con 20 mL de MeOH. El disolvente se evaporo bajo presion
reducida para obtener el correspondiente anti-f-aminoalcohol.

Caracterizacion anti-g-aminoalcohol.

(2S,3R)-2-amino-1-fenildodecan-3-ol (5a).

En el espectro de RMN 'H se observa en 0.92 una sefial triple que integra para tres
hidrégenos corresponde con una J = 7.0 Hz correspondientes a H-12, en 1.40 ppm se
encuentra una sefial multiple que integra para 14 hidrégenos de los metilenos H-5, H-6, H-
7, H-8, H-9, H-10, H-11. Aproximadamente en 1.58 ppm se encuentra una sefial multiple
asignada a H-4, en 1.74 ppm observamos una sefial simple ancha que integra para dos
hidrogenos, la cual fue asignada para los hidrégenos del grupo amino. En 2.50 y 2.95 ppm
se observan dos sefiales doble de dobles que fueron asignadas a los hidrogenos
diasterotopicos Ha y Hp con una J Ha-vb = 4.0 Hz, J Ha-v-2 = 10.0 HZ y J Hb-Ha = 10.0 HZ, J Hb-
H2 = 14 Hz. Se observa una sefial multiple en 3.09 ppm, la cual integra para un hidrogeno
que corresponde a H-2. A frecuencias altas, aproximadamente en 3.61 ppm se observa una
sefial multiple que fue asignada a H-3. Finalmente en 7.35 ppm encontramos una sefial
multiple correspondiente a los hidrégenos aromaticos.

Para el espectro de hidrogeno del compuesto ent-4a presenta las mismas sefiales que el

compuesto 4a.
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Espectro 13. Espectro RMN H de compuesto 5a.

Para los espectros de hidrogeno de los compuestos 5b-d y ent-5b-d presenta las mismas
sefiales que el compuesto 5a, el unico cambio significativo que se aprecia observar en la
region de 1.29-1.40 (m, 17H, 45), 1.2-1.37 (m, 22H, 5c), 1.26-1.34 (m, 25H, 5d) un
incremento en el valor de integracion de los hidrogenos de los metilenos al incrementar la

cadena lipofilica.
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Espectro 14. Espectro RMN *H de compuesto 5b.
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Espectro 15. Espectro RMN *H de compuesto 5c.
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Espectro 16. Espectro RMN 'H de compuesto 5a.
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En el espectro de RMN 3C se observa en 57.3 y 74.3 ppm Dos sefiales que corresponden a
C-3 y C-2 respectivamente se encuentran a frecuencias altas debido al efecto que ejercen
los atomos de oxigeno y nitrogeno respectivamente. Se logra apreciar un cambio
significativo a frecuencias bajas para C-4 y C-5 debido a la ausencia del triple enlace. En
130.0 y 140.0 ppm se observan los carbonos aromaéticos, el resto de las sefiales
corresponden al resto de la estructura. Para el compuesto ent-5a se observa las mismas

sefiales que el compuesto 5a.
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Espectro 17. Espectro RMN *3C de compuesto 5a.

Para los compuestos 5b-d y ent-5b-d se aprecian las mismas sefiales caracteristicas del
compuesto 4a, la unica diferencia que se logra observar es aproximadamente en 30 ppm el
incremento de nimero de sefiales que correspondientes a los metilenos de la cadena

lipofilica.
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Espectro 18. Espectro RMN 3C de compuesto 5b.
QH
3
T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

Espectro 19. Espectro RMN **C de compuesto 5c.
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Espectro 20. Espectro RMN 3C de compuesto 5d.

5.3 Pruebas bioldgicas.

5.3.1 Actividad antiproliferativa.

Para finalizar los objetivos que se propusieron en este proyecto se evalud la actividad
antiproliferativa de los compuestos sintetizados, se emplearon las siguientes lineas celulares
de tumores solidos humanos: A549 (pulmén), HBL-100, (mama), HeLa (cérvix), SW1573
(pulmon), T-47D (mama) y WiDr (colon). Este estudio ha sido realizado por el Dr. José
Manuel Padrén, del Instituto Universitario de Bio-Organica “Antonio Gonzalez”, de la
Universidad de la Laguna (Tenerife).

La actividad antiproliferativa in vitro se evaluo después de 48 h de exposicién al farmaco
utilizando el ensayo de la sulforodamina B (SRB) del Instituto Nacional del Cancer (NCI)
de los Estados Unidos.

Se empled una placa de siembra de 96 pocillos (figura 1), se incuban 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.
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Figura 6. Placa de 96 pocillos.
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El método de tincion con sulforodamina B (SRB) permite, mediante analisis colorimétrico,

evaluar la actividad citotdxica de los compuestos sintetizados. La SRB es un colorante

anionico que se une electrostaticamente a los amino&cidos de las proteinas de las células

que han sido fijados previamente.

Tras la solubilizacién 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. Para ello se calcula el valor de Glso que se

define como la concentracion del compuesto necesaria para inhibir el 50% del crecimiento

celular.

Se evaluaron ocho compuestos acoplados (Tabla 3) y ocho anti-B-aminoalcoholes (Tabla

4).

Tabla 3. Actividad antiproliferava (1Gso) contra células sdlidas humanas de compuestos acoplados.

Compuesto A549 HBL-100 HelLa SW1573 T-47D WiDr
4a 2.5 E-05 5.2 E-05 5.1 E-05 2.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04
4b 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04
4c 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04
4d 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04
ent-4a 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04
ent-4b 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04
ent-4c 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04
ent-4d 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0 E-04 1.0E-04 1.0 E-04

En la tabla 3 podemos observar los valores de 1Gso de los compuestos acoplados, en los

cuales podemos observar que no presentaron ninguna actividad contra las seis lineas

celulares, ya se encuentran en un rango arriba de 100uM.
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Tabla 4. Actividad antiproliferava (1Gso) contra células sélidas humanas de anti-B-aminoalcohol. 1Gsg

Compuesto A549 HBL-100 HelLa SW1573 T-47D WiDr
5a 2.2 E-06 2.0 E-06 2.2 E-06 2.1 E-06 2.1 E-06 2.0 E-06
5b 2.0 E-06 2.0 E-06 1.7 E-06 1.8 E-06 1.8 E-06 2.0 E-06
5C 1.6 E-06 1.6 E-06 1.3 E-06 1.2 E-06 1.7 E-06 1.5 E-06
5d 1.9 E-06 2.2 E-06 1.8 E-06 1.6 E-06 1.9 E-06 1.4 E-06
ent-5a 1.2 E-05 4.6 E-06 2.9 E-06 3.2 E-06 2.3 E-06 3.4 E-06
ent-5b 1.8 E-06 2.0 E-06 1.9 E-06 1.9 E-06 1.7 E-06 1.9 E-06
ent-5¢ 1.7 E-06 2.2 E-06 2.1 E-06 2.0 E-06 2.5E-06 2.3 E-06
ent-5d 1.7 E-06 2.2 E-06 2.1 E-06 2.0 E-06 2.5E-06 2.3 E-06

En la tabla 4 podemos observar que después que se llevd a cabo la reduccién de los
compuestos acoplados mediante una hidrogenacion catalitica, estos presentaron tener una
importante actividad anticancerigena ya que los ocho compuesto que se evaluaron
presentaron tener una 1Gso en un rango menor a 5SpM.

Se observa de manera general que no existe influencia del tamafio de la cadena ni de la

configuracion estereoquimica de los centres quirales sobre la actividad biologica.
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6. Conclusiones

v’ Se disefiaron analogos de GSD0054, que presentan variaciones en la longitud de la
cadena hidrofobica y en la estereoquimica de los dos centros quirales.

v" Mediante docking molecular determinamos la energia de interaccion CKlg-ligando

de ocho anti-p-aminoalcoholes correspondientes a las series L y D de la fenilalanina.

v’ Se sintetizaron los ocho productos propuestos que fueron debidamente
caracterizados por metodos fisicos y espectroscépicos habituales.

v La actividad biolégica no se alterd significativamente por la longitud de la cadena

hidrofobica ni por la estereoquimica de los centros quirales.
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7. Parte experimental

Docking molecular

La estructura de CKle (PDB ID: 4HNI) se descargd de Protein Data Bank. Utilizamos el
software HyperChem para dibujar y optimizar las estructuras moleculares y la aplicacion
OpenBabel para convertir los archivos en formato adecuado antes de exportarlos al
software de docking MOE.

Para el propoésito de los célculos de acoplamiento, eliminamos ligandos y moléculas de
agua presentes en la estructura cristalina y agregamos atomos de hidrogeno polares a la

cadena de proteinas antes de ejecutar cualquier calculo de acoplamiento.

Cromatografia

La purificacion de todos los productos esteroidales se realizd empleando la técnica de
cromatografia tipo flash, utilizando columnas de vidrio empacadas con gel de silice grado
60 Merck (230-400 mallas).

Para la cromatografia analitica en capa fina (CCF) se utilizaron placas comerciales de gel
de silice grado 60, con espesor de capa 0.25 mm que contiene indicador de fluorescencia
(F2s4) empleando para su revelado una lampara de luz ultravioleta de onda (254 nm,
lampara de UVG-54) o por calcinacion de las placas impregnadas con &cido sulfurico al
5%.

Disolventes

Los disolventes utilizados se purificaron segun las técnicas descritas en la literatura.
Polarimetria

Las rotaciones especificas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 343 usando
cloroformo como disolvente. La fuente de radiacion fue una lampara de sodio de 589 nm.
RMN

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), se determinaron en espectrémetros

Varian-Mercury multinuclear a 500 MHz para H, y 125 MHz para 3C, empleando CDCls
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como disolvente, a menos que se indique lo contrario y tetrametilsilano como referencia
interna.

Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm (8), la multiplicidad se indica de la
siguiente manera: s (sefial simple), brs (sefial ancha), d (sefial doble), da (sefial doble
ancha), t (sefial triple), dd (sefial doble de doble), m (sefial multiple), las constantes de
acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz).

Procedimiento general para la obtencion de aminoéacido perbencilado (2 y ent-2).
o o

OH BnBr OBn
_ >

RH, K,CO4/NaOH KBn,

En un matraz de bola se coloca una solucion de 1.67 g (6.05 mmol) de K.COs y 0.48 g
(12.1 mmol) de NaOH en 12 mL de H20, posteriormente se adiciono 1 gr (6.05 mmol) de
L-fenilalanina. La solucidn se calento a reflujo hasta observar una solucion clara, luego se
adiciono por goteo 2.5 mL (21.85 mmol) de BnBr, se calenté a reflujo durante 1 h y se deja
enfriar a temperatura ambiente. La fase organica se lavo con una solucion saturada de NaCl

y se seco con MgSOa. El crudo de reaccion se purifico sistema 9/1 (hexano: AcOEt).

N,N-dibencil-L-fenilalaninato de bencilo (2).

(m/z) [M+H]" = calculado C3oH2sNO2435.57, encontrado 435.29.

[a]o?®: -67.63 (c 0.10, CHCls)

RMN H (500 MHz, CDCls) §: 3.06 (dd, 1H, Jgem =14.0 Hz, Jsaz = 8.0 Hz, H-3a), 3.21
(dd, 1H, J gem =14.0 Hz, Jap2 = 7.0 Hz. H-3b), 3.60 (d, 2H, J = 14.0 Hz, CH2s-N), 3.77 (t,
1H, J=8.0 Hz), 3.97 (d, 2H, J = 14.0 Hz, CH2-N), 5.17 (d, 1H, J =12.0 Hz, CH2,-0O), 5.28
(d, 1H, J = 12.0 Hz, CH2,-0), 7.04-7.06 (m, 2H, H-aromaéticos), 7.17-7.30 (m, 13H, H-
aromaticos), 7.39-7.45 (m, 5H, H-aromaticos) ppm.

RMN BC (125 MHz, CDCls) §: 35.8 (C-3), 54.5 (CH2-N), 62.5 (CH2-0), 66.1 (C-2),
126.3, 127.0, 128.2, 128.3, 128.4, 128.6, 128.8, 129.5 (C-aromaticos), 136.1 (Cipso- CH2),
138.1 (Cipso- CH2-0), 139.3 (Cipso-CH2-N), C-1 (172.2, C=0) ppm.
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N,N-dibencil-D-fenilalaninato de bencilo (ent-2).

(m/z) [M+H]" = calculado Cs0H29NO2435.57, encontrado 435.38.

[a]o?: +86.14 (c 0.23, CHCls)

RMN H (500 MHz, CDCls) &: 3.06 (dd, 1H, Jgem =14.0 Hz, Jsa2 = 8.0 Hz, H-3a), 3.21
(dd, 1H, Jgem =14.0, J3b-2 = 7.0 Hz. H-3b), 3.60 (d, 2H, J = 14.0 Hz, CH2.-N), 3.77 (t, 1H, J
= 8.0 Hz), 3.97 (d, 2H, J = 14.0 Hz, CH2x-N), 5.17 (d, 1H, J =12.0 Hz, CH2,-0), 5.28 (d,
1H, J = 12.0 Hz, CH2.-0), 7.04-7.06 (m, 2H, H-aromaéticos), 7.17-7.30 (m, 13H, H-
aromaticos), 7.39-7.45 (m, 5H, H-arométicos) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCls) §: 35.8 (C-3), 54.5 (CH2-N), 62.5 (CH,-0), 66.1 (C-2),
136.1 (Cipso- CH2), 138.1 (Cipso- CH2-0), 139.3 (Cipso-CH2-N), 126.3, 127.0, 128.2, 128.3,
128.4, 128.6, 128.8, 129.5 (C-aromaéticos), 172.2 (C-1) ppm.

Procedimiento general para la obtencion N,N-2-(dibencilamino)-3-fenilpropan-1-ol.

LiALH
OBn —4> OH

THF, 0° C

A una solucion de aminoacido perbencilado 1g (2.29 mmol) en 20 mL de THF, se mantuvo
a 0° C hasta disolver, en otro matraz se colocé 0.16 g (4.21 mmol) LiAIH4 en atmosfera de
argon a 0° C, se adiciond la solucién de aminoacido en la suspension de LiAlH4, mantener
en agitacion hasta consumir la materia prima.

Se realizo6 el work up con agua, 20% de NaOH, y solucion saturada de NaCl. Se secé con
MgSOs vy el disolvente se elimind a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico con
un sistema 9/1 (hexano/AcOEt).

PM= g/mol

RMN H (500 MHz, CDCls) §: 2.46 (dd, 1H, Jgem= 13.0 Hz, Jsa2= 10.0 Hz, H-3a), 3.10
(m, 1H, H-2), 3.14 (dd, 2H, Jgem= 13.0 Hz, J3v->= 4.0 Hz, H-3b), 3.36 (dd,1H, Jgem=13 Hz,
J2ap = 10.0 Hz, 1-Hb), 3.53 (d, 1H, J= 13.0 Hz, CH2p-N), 3.56 (dd, 1H, Jgem=11, HZ J2.1p =
10.0 Hz, H-1a), 3.98 (d, 2H, J = 13 Hz, CH2.-N), 7.0-7.3 (m, 15H, H-arométicos).
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RMN BC (125 MHz, CDCls) §: 31.7 (C-3), 53.2 (CH2-N), 60.3 (C-1), 60.8 (C-2), 129.0,
128.9, 128.5, 127.3, 126.2 (C-aromaéticos), 139.2 (Cipso).

Procedimiento general para la obtencion de 4a-d y ent-4a-d

OH
o 1. CICOCOCI/CH,Cl, \
TEA; -78°C
©/\r{nz\ 2. BrMgCC(CH)4CH,4 g NBn, \
Et,0; -78°C n
n=6,8, 10, 12

1. Se afadié 1.6 mL (1.5 mmol) DMSO gota a gota a una solucion de 1.3 mL (1.5
mmol) CI(CO)2Cl en 5 mL de CH:Cl. seco, se mantuvo en atmosfera de argon a una
temperatura de -78° C. Despueés de 5 minutos se afiadio una solucién del alcohol (0.5
g, 1.5 mmol) en 5 mL CH:Cl; gota a gota y se dejo la solucion a temperatura
ambiente, después de 10 min a -78°C se afiadid6 1 mL (7.17 mmol) de EtzN y la
solucion se dejo a temperatura ambiente. Se realizo el work up afiadiendo H.O, se
extrajo con CH2Cl, (3x10 mL); posteriormente se lavd con HCI (3M, 3x10 mL) y
finalmente se secd con Na>SOs..

2. En paralelo se coloco en un balén el alquino correspondiente (n= 6, 8, 10, 12)
disuelto en Et20 seco; se adiciono lentamente EtMgBr (0.241mL, 0.72 mmol, 3M) se
mantuvo a reflujo durante 2.5 h y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

3. Una vez que se formd el aldehido, se adiciono mediante una canula el alquinuro
previamente formado a una temperatura de -78°C, de dejo calentar a -10 °C.

4. Se realizo el work up con solucion saturada de NH4Cl, se extrajo con Et.0, la fase
organica se lavd con solucion saturada de NaCl, el disolvente se evaporo a presion

reducida. El crudo de reaccion se purifico con 95/5 (hexano: AcOEt).

Reactivo PM m (g) n(mmol) & (g/mL) V (mL)
Non-1-ino 124.22 0.090 0.72 0.759 0.120
Undec-1-ino 152.28 0.110 0.719 0.773 0.145
Tridec-1-ino 180.33 0.132 0.732 0.79 0.167
Pentadec-1-ino 208.39 0.153 0.735 0.79 0.193
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(2S,3R)-2-N,N-(dibencilamino)-1-fenildocec-4-in-3-ol

(m/z) [M+H]" = calculado C32H39sNO 453.67, encontrado 453.29.

[a]o?: +19.38 (¢ 0.10, CHCls)

RMN *H (500 MHz, CDCl3) &: 0.71 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-12), 0.99-1.12 (m, 7H, CH>),
1.18-1.24 (m, 2H, H-8), 1.31-1.37 (m, 2H, H-7), 1.42 (brs, 2H, OH), 2.10 (t, 2H, J = 7 Hz,
H-6), 2.81 (dd,1H, Jgem = 13 Hz, Jin2n = 10 Hz, H-1b), 2.90-2.94 (m, 1H, H-2), 3.01 (dd,
1H, J gem = 13.0, J1a21 = 4.0 Hz, H-1a), 3.33 (d, 2H, J = 13.0 Hz, H-CH2:-N), 3.87 (d, 1H, J
= 5.0 Hz, H-3), 4.20 (d, 2H, J = 13.0 Hz, H-CH2,-N), 7.05-7.20 (m, 15H, H-aromaticos)
ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCls) §: 14.0 (C-12), 18.9 (C-6), 22.6 (C-11), 28.6 (C-7), 28.8 (C-
8), 28.9 (C-9), 31.7 (C-1), 55.0 (CH.-N), 60.5 (C-3), 62.5 (C-2), 79.9 (C-4), 87.6 (C-5),
126.3, (C,-N), 128.5, 128.57, 129.2, 129.3 (C-aromaticos), 138.8 (Cipso), 139.1(Cipso-CH2-
N) ppm.

(2S,3R)-2-N,N-(dibencilamino)-1-feniltetradec-4-in-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado Cs4H43NO 481.72, encontrado 481.32

[a]o?: +48 (c 0.10, CHCls)

RMN H (500 MHz, CDCls) &: 0.94 (t, 3H J = 7.0 Hz, H-14), 1.26-1.45 (m, 14H, H-8, H-
9, H-13), 1.52-1.58 (m, 2H), 2.31 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 3.05 (dd, 1H, Jgem = 13Hz, J1p2n = 10
Hz, H-1b), 3.11-3.15 (m, 1H, H-2), 3.22 (dd, 1H, J gem = 13.0, Jib-21 = 4.0 Hz, H-1a), 3.56
(d, 2H, J = 13.0 Hz, CH2a-N), 4.08 (brs, 2H), 4.41 (d, 2H, J = 13.0 Hz, CH2,:-N ), 7.28 (m,
16H, H-aromaticos) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCls) §: 14.1(C-14), 18.9 (C-6), 22.7 (C-13), 28.6 (C-7), 29.0 (C-
8), 29.2 (C-9), 29.3 (C-11), 29.5 (C-10), 31.7 (C-1), 31.9 (C-12), 55.0 (CH2-N), 60.4 (C-3),
62.5 (C-2), 79.9 (C-4), 87.6 (C-5), 126.3 (Cp), 127.4 (Cy-N), 128.5, 128.57, 129.2, 129.3
(C-aromaticos), 138.8 (Cipso), 139.1(Cipso-CH2-N) ppm.
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(2S,3R)-2-N,N-(dibencilamino)-1-fenilhexadec-4-in-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C3sH47NO 509.77, encontrado 509.35.

[e]o?: +49 (¢ 0.15, CHCl3)

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 0.94 (t, 3H J = 7.0 Hz, H-15), 1.24-1.42 (m, 17H, CH>),
1.50-1.56 (m, 2H, H-7), 2.29 (td, 2H, J = 7.0 Hz, H-6), 3.02(dd, 1H, Jgem = 13 Hz, Jipon =
10 Hz, H-1b), 3.10-3.14 (m, 1H, H-2), 3.20 (dd , 1H, J gem = 13.0 Hz, Jia2n = 4.0 Hz, H-
1a), 3.53 (d, 2H, J = 13.0 Hz, CH2s-N), 4.08 (d, 2H, J = 5.0 Hz, H-3), 4.38 (d, 2H, J = 13.0
Hz, CH2p-N)), 7.23-7.38 (m, 15H) ppm.

RMN C (125 MHz, CDCl; §: 14.1 (C-16), 18.8 (C-6), 22.7 (C-15), 28.6 (C-8), 28.9, (C-
9), 29.2 (C-7), 29.4 (C-13), 29.6 (C-10), 29.7 (C-11), 29.7 (C-12), 31.7 (C-2), 31.9 (C-1), ,
55.0 (CH2-N), 60.4 (C-3), 62.6 (C-2), 76.8, 77.1, 77.3, 79.4 (C-4), 87.5 (C-5), 126.3 (Cy),
127.3,128.4, 128.5, 129.1, 129.2 (C-aromaticos), 138.8 (Cipso), 139.0 (Cipso-CH2-N) ppm.

(2S,3R)-2-N,N-(dibencilamino)-1-feniloctadec-4-in-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado CssHs1NO 537.83, encontrado 537.38.

[a]o?: +51 (c 0.10, CHCls)

RMN 'H (500 MHz, CDCls) §: 0.83 (t, 3H, J = 7.0 H, H-3), 1.13-1.30 (m, 20H, CH>),
1.39-1.45 (m, 2H, H-7), 2.17 (td, 2H, J = 7 Hz, H-6), 2.90 (dd, 1H, J gem 13.0 Hz, , J 1pon =
10 Hz, H-1b), 2.99-2.02 (m, 1H, H-2), 3.09 (dd, J gem = 13.0 Hz, , J 122+ = 4.5 Hz), 3.41 (d,
2H, J = 13 Hz, CH2.-N), 3.97 (d, 1H, J =5 Hz, H-3), 4.27 (d, 2H, J = 13 Hz, CH2-N) 7.12-
7.27 (m, 15H, H-aromaticos) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCl; §: 14.2 (C-18), 18.8 (C-6), 22.8 (C-15), 28.6 (C-7), 28.9 (C-
8), 29.8 (C-9), 29.4 (C-13), 29.6 (C-8), 29.7 (C-12), 29.7 (C14), 29.8 (C-7), 31.8 (C-17),
32.0 (C-1), 55.0 (CH2-N), 60.4 (C-3), 62.5(C-2), 79.9 (C-4), 87.6 (C-5), 126.4 (Cp), 127.4,
128.6, 128.6, 129.3, 129.3 (C-aromaticos), 138.8 (Cipso), 139.0 (Cipso-CH2-N) ppm.

14.2 (C-18), 18.8 (C-6), 22.8 (C-15), 28.6 (C-8), 28.9 (C-9), 29.8 (C-7), 29.4 (C-13), 29.6
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(2R,3S)-2-N,N-(dibencilamino)-1-fenildodec-4-in-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado Cs2H39NO 435.67, observado 535.22.

[0]o%: -76.3 (c 0.1, CHCls)

RMN *H (500 MHz, CDCl) &: 0.93 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-12), 1.22-1.35 (m, 6H, CH>),
1.41-1.46 (m, 2H, H-8), 1.53-1.59 (m, 2H, H-7), 2.32 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-6), 3.05 (dd, 1H,
Jgem = 13 Hz, Jib2n = 10 Hz, H-1b), 3.13-3.17 (m, 1H, H-2), 3.23 (dd,1H, Jgem = 13.0 Hz,
Jia2n = 4.0 Hz, H-1a), 3.56 (d, 2H, J = 13.0 Hz, H-CHas-N ), 4.12 (d, 2H, J = 3.0 Hz, H-3),
4.41 (d, 2H, J = 13.0 Hz, H-CH2,-N ), 7.27-7.42 (m, 15H, H-aromaticos) ppm.

RMN 23C (125 MHz, CDCl3) §: 14.2 (C-12), 18.9 (C-6), 22.7 (C-11), 28.7 (C-7), 28.8 (C-
8), 28.9 (C-9), 31.8 (C-1), 55.0 (CH2-N), 60.5 (C-3), 62.4 (C-2), 80.1 (C-4), 87.6 (C-5),
126.4, (C,-N), 127.4, 128.6, 129.3, 129.3 (C-aromaticos), 138.9 (Cipso), 139.2 (Cipso-CHa2-N)
ppm.

(2R,3S)-2-N,N-(dibencilamino)-1-feniltetradec -4-in -3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado Cs4H43NO 481.72, observado 580.31.

[a]o?: -36.92 (¢ 0.10, CHCl3)

RMN H (500 MHz, CDCl3) &: 0.81 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-14), 1.12-1.22 (m, 6H, CHy),
1.25-1.31(m, 2H, H-8), 1.38-1.44(m, 2H, H-7), 2.16 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-6), 2.99 (dd, 1H,
Jgem = 13 Hz, J1p2n = 10 Hz, H-1b), 2.98-3.01 (m, 1H, H-2), 3.08 (dd, 1H, Jgem = 13 Hz, J1a-
on = 4 Hz, H-1a), 3.41 (d, 2H, J = 13.0 Hz, CH2N), 3.93 (brs, 1H, OH), 3.96 (d, 1H, J = 5
Hz,), 4.26 (d, 2H, J = 13.0 Hz, CH2N), 7.12-7.27 (m, 15H) ppm.

RMN 23C (125 MHz, CDCls §: 14.1 (C-14), 18.9 (C-6), 22.7 (C-13), 28.6 (C-7), 29.0 (C-
8), 29.2 (C-9), 29.3 (C-11), 29.5 (C-10), 31.7 (C-1), 32.0 (C-13), 55.0 (CH2-N), 60.5 (C-3),
66.3 (C-2), 80.0 (C-4), 87.6 (C-5), 126.4 (C;), 127.4 (C,-N), 128.5, 128.57, 129.2, 129.3
(C-aromaticos), 138.9 (Cipso), 139.1(Cipso-CH2-N) ppm.
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(2R,3S)-2-N,N-(dibencilamino)-1-fenilhexadec-4-in-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C3zsH47NO 509.77, observado 509.33.

[0]o?: -52.61 (c 0.10, CHCls)

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-16), 1.15-1.32 (m, 16H, CH,),
1.41-1.47 (m, 2H, H-7), 2.19 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-6), 2.9 (dd, 1H, Jgem = 13 Hz, Jib2n = 10
Hz, H-1b ), 3.0-3.04 (m, 1H, H-2), 3.11 ( dd, 1H, Jgem = 13.0 Hz, J1a2n = 4.0 Hz, H-1a),
3.43 (d, 2H, J = 13.0 Hz), 3.98 (brs, 2H, H-3, OH), 4.29 (d, 2H, J = 13.0 Hz), 7.15-7.29 (m,
15Hz) ppm.

RMN %3C (125 MHz, CDClI3 §: 14.1 (C-16), 18.7 (C-6), 22.7 (C-15), 28.6 (C-8), 28.9 (C-
9), 29.1 (C-7), 29.3 (C-13), 29.5 (C-10), 29.6 (C-11), 29.6 (C-12), 31.7 (C-1), 31.9 (C-15),
55.0 (CH2-N), 60.4 (C-3), 62.5 (C-2), 79.9 (C-4), 87.6 (C-5), 126.3 (C,), 127.3, 128.5,
128.5, 129.1, 129.2 (C-aromaticos), 138.8 (Cipso), 139.0 (Cipso-CH2-N) ppm.

(2R,3S)-2-N,N-(dibenzylamino)-1-feniloctadec-4-in-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado CssHs:NO 537.83, observado 538.38.

[a]o?: -39.3 (¢ 0.1, CHCls)

RMN *H (500 MHz, CDCls) §: 097 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-18), 1.28-1.45 (m, 20H, CHy),
1.53-1.59 (m, 2H, H-7), 2.31 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-6), 3.05 (dd, 1H, Jgem = 13.0 Hz, J 1p2n =
10 Hz, H-1b), 3.14-3.17 (m, 1H, H-2), 3.22 (dd, 1H, 4.0 Hz Jgem = 13.0 Hz, J 1221 = 4 Hz,
H-1a), 3.56 (d, 2H, 13.0 Hz, CH2a-N), 4.07 (brs, 1H, OH), 4.13 (d, 1H, H-3), 4.41 (d, 1H,
CH2p-N), 7.25-7.43 (m, 15H, H-aromaéticos).

RMN 13C (125 MHz, CDCl; §: 14.2 (C-18), 18.8 (C-6), 22.8 (C-15), 28.6 (C-8), 28.9 (C-
9), 29.8 (C-7), 29.4 (C-13), 29.6 (C-10), 29.7 (C-11), 29.7 (C-12), 29.8 (C-14), 31.7 (C-17),
32.0 (C-1), 55.0 (CH2-N), 60.4 (C-3), 62.5(C-2), 79.9 (C-4), 87.6 (C-5), 126.4 (Cp), 127.4,
128.6, 128.6, 129.3, 129.3 (C-aromaticos), 138.8 (Cipso), 139.0 (Cipso-CH2-N) ppm.

105



Capitulo 2 Disefio y sintesis de anti-f-aminoalcoholes inhibidores selectivos CKlg Parte experimental

Procedimiento general para obtencion de anti-p-aminoalcohol.

mnmoQ
T

H, / Pd(OH),
_—

NBnj, Me-OH

? |

NH,

n=6,8, 10, 12 n= 8, 10, 12, 14

A una disolucion de N,N-dibencilamino alcohol (0.2 g) en metanol seco (5 mL), se
afiadieron 25 mg de Pd(OH)./C. La mezcla se agito bajo 4 atm de H> a temperatura
ambiente durante 48 h, la reaccion se controlé por CCF. Después de la terminacion de la
reaccion, el catalizador se elimino por filtrado a traves de celite y se lavo con 20 mL de
MeOH. EI disolvente se evaporo bajo presion reducida para obtener el correspondiente

anti-p-amino alcohol correspondiente.

(2S,3R)-2-amino-1-fenildodecan-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C18H3:NO 277.45, observado 277.13.

[a]o%: -55.0 (¢ 0.1, CHCls)

RMN !H (500 MHz, CDCls) §: 0.89 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-12), 1.26.-1.35 (m, 14H, CH>),
1.51-1.58(m, 3H, H-4), 1.84 (brs, 2H, NH), 2.50 (dd, 1h, J gem = 13.0 Hz, J 1p2+ = 10.0 Hz,
H-1b), 2.92 (dd, 1H, J gem= 13.0 Hz, J 1221 = 3.0 Hz), 3.09 (d, 1H, J = 10.0 Hz, H-2), 3.59-
3.61 (m, 1H, H-3), 7.21-7.35 (m, 5H, H-aromaticos).

33.61-3.65 (m, 1H, H-3), 7.2-7.33 (m, 6H, H-aromaticos) ppm.

RMN 13C (125 MHz, CDCls) §: 14.6 (C-12), 23.2 (C-11), 26.7 (C-7), 29.8 (C-9), 30.1 (C-
6), 30.1 (C-8) 30.2 (C-10), 32.4 (C-4), 32.8 (C-1), 57.3 (C-2), 74.3 (C-3), 126.9 (Cy), 129.2
(Cm), 129.7 (Co), 139.6 (Cipso) ppm.
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(2S, 3R)-2-amino-1-feniltetradecan -3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C20H3sNO 305.51, observado305.16.

[0]o?: -9.17(c 0.1, CHCl3)

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) &: = 0.90 (t, 3H, 7.0 Hz, H-14), 1.29-1.40 (m, 17H, CH,),
1.51-1.58 (m, 3H, H-4), 2.32 (brs, 2H, NH2, OH), 2.47 (dd, 1H, Jgem =14.0 Hz, J 15211 = 10.0
Hz), 2.90 (dd, 1H, Jgem =14.0, J 1221 = 3.0 Hz, H-1b), 3.08 (d, 1H, J = 9 Hz, H-2), 3.60-3.61
(m, 1H, H-3), 7.21-7.35 (m, 5H, H-aromaticos) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCl3) &: 14.4 (C-14), 22.9 (C-13), 26.5 (C-11), 29.6 (C-7), 29.8
(C-8), 29.9 (C-9), 30.0 (C-6), 32.1 (C-4), 32.5 (C-12), 37.5 (C-1), 56.9 (C-2), 73.9 (C-3),
126.6 (Cp), 128.9 (Cm), 129.5(Co), 139.4 (Cipso) ppm.

q
(2S,3R)-2-amino-1-fenilhexadecan-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C22H3sNO 333.56, observado 333.76

[a]o?®: -21.0 (¢ 0.1, CHCls)

RMN 'H (500 MHz, CDCls) §: 0.90 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-14), 1.29-1.37(m, 22H, CHy),
1.51-1.58 (m, 3H, H-4), 1.77 (brs, 2H, NH2), 2.47 (dd, 1H, Jgem = 13.0 Hz, J 1p2n = 10 Hz,
H-1b), 2.90 (dd, 1H, Jgem = 13.0 Hz, J 1221 = 3 Hz, H-1a), 3.08 (dt, 1H, Jn2-H1 = 10 Hz, J ho-
Hs = 4 Hz, H-2), 3.58-3.61 (m, 1H, H-3), 7.21-7.35 (m, 5H, H-aromaticos).

RMN C (125 MHz, CDCls) §: 14.6 (C-16), 23.2 (C-15), 26.2 (C-13), 29.9 (C-6), 30.1(C-
5), 30.1 (C-4), 30.3 (C-), 37.7 (C-1), 57.1 (C-2), 74.5 (C-3), 126.8 (Cp), 129.1 (Cm), 129.8
(Co), 139.5 (Cipso) ppm.

(2S, 3R)-2-amino-1-feniloctadecan-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C24H43NO 361.61, observado 361.32.

[0]o%: -14.0 (c 0.1, CHCls)

RMN H (500 MHz, CDCls) &: 0.88(t, 3H, J = 7.0 Hz), 1.26-1.34 (m, 25H, CH>), 1.50-
1.58 (m, 3H, H-4), 1.76 (brs, 2H, NH2), 2.48 (dd, 1H, Jgem = 13.0 Hz, Jip2n= 10.0 Hz, H-
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1b), 2.89 (dd, 1H, Jgem =13.0, J1a2n = 3.0 Hz, H-1a), 3.09 (d, 1H, J = 5 Hz, H-2), 3.58-3.61
(m, 1H, H-3), 7.20-7.34 (m, 5H, H-aromaticos).

RMN 3C (125 MHz, CDCls) §:14.1 (C-18), 22.7 (C-17), 26.2 (C-11), 29.3 (C-5), 29.6 (C-
7), 29.7 (C-8), 29.7 (C-9), 29.8 (C-6), 31.9 (C-16), 32.2 (C-4), 37.6 (C-1), 56.6 (C-2), 74.0
(C-3), 126.3 (Cp), 128.6 (Cm), 129.2 (Co), 139.4 (Cipso) ppm.

(2R,3S),-2-amino-1-fenildodecan-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C1sH3:NO 277.45, observado 277.06.

[a]o?: +9.9 (c 0.1, CHCl)

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: 0.89 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-12), 1.26-1.35 (m, 15H, CH>),
1.50-1.56 (m, 3H, H-4), 1.94 (brs, 3H, NH>), 2.50 (dd, 1H, Jgem = 13.0 Hz, J 1p2+ = 10 Hz,
H-1b), 2.89 (dd, 1H, Jgem = 13.0 Hz, J 1221 = 3.0 Hz, H-1a), 3.10 (d, 1H, J = 10.0 Hz, H-2),
3.61-3.65 (m, 1H, H-3), 7.2-7.33 (m, 6H, H-aromaticos) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCls) §: 14.6 (C-12), 23.2 (C-11), 26.7 (C-7), 29.8 (C-9), 30.1 (C-
6), 30.1 (C-8) 30.2 (C-10), 32.4 (C-4), 32.8 (C-1), 57.3 (C-2), 74.3 (C-3), 126.9 (Cy), 129.2
(Cm), 129.7 (Co), 139.6 (Cipso) ppm.

(2R,3S),-2-amino-1-feniltetradecan-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C20H3ssNO 305.51, observado 305.99.

[a]o®: +15.0 (¢ 0.1, CHCls)

RMN H (500 MHz, CDCls) &: = 0.90 (t, 3H, 7.0 Hz, H-14), 1.29-1.40 (m, 17H, CH>),
1.51-1.58 (m, 3H, H-4), 2.32 (brs, 2H, NH2, OH), 2.47 (dd, 1H, Jgem =14.0 Hz, J 1p2n = 10.0
Hz), 2.90 (dd, 1H, Jgem =14.0, J 1221 = 3.0 Hz, H-1b), 3.08 (d, 1H, J = 9 Hz, H-2), 3.60-
3.61 (m, 1H, H-3), 7.21-7.35 (m, 5H, H-aromaticos) ppm.

RMN 3C (125 MHz, CDCls) §: 14.4 (C-14), 22.9 (C-13), 26.5 (C-11), 29.6 (C-7), 29.8
(C-8), 29.9 (C-9), 30.0 (C-6), 32.1 (C-4), 32.5 (C-12), 37.5 (C-1), 56.9 (C-2), 73.9 (C-3),
126.6 (Cp), 128.9 (Cm), 129.5(Co), 139.4 (Cipso) ppm.
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(2R,3R),-2-amino-1-fenilhexadecan-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C22H3sNO 333.56, observado 333.55.

[0]o?: +16.5 (¢ 0.1, CHCls)

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &: = 0.92 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 1.28-1.37 (m, 22H, CH>), 1.51-
1.58 (m, 3H, H-4), 1.78 (brs, 4H; NH>), 2.50 (dd, 1H, J gem = 13 Hz, J 1pon = 10.0 Hz, H-
1b), 2.92 (dd, 1H, Jgem = 13.0, J 1221 =3.0 Hz, H-1a), 3.07- (dt, 1H, Juz-+1 = 10 Hz, J o3 =
4 Hz, H-2), 3.59-3.62 (m, 1H, H-3), 73.21-7.35 (m, 5H, H-aromaticos).

RMN 3C (125 MHz, CDCls) §: 14.6 (C-16), 23.2 (C-15), 26.2 (C-13), 29.9 (C-6), 30.1(C-
5), 30.1 (C-4), 30.3 (C-), 37.7 (C-1), 57.1 (C-2), 74.5 (C-3), 126.8 (Cy), 129.1 (Cm), 129.8
(Co), 139.5 (Cipso) ppm.

(2R,3R),-2-amino-1-feniloctadecan-3-ol.

(m/z) [M+H]" = calculado C24H13NO 361.61, observado 362.51.

[0]o%®: +11.0 (c 0.1, CHCIs)

RMN H (500 MHz, CDCls) 8: 0.88 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H-18) ,1.26- 1.34 (m, 26H, CH,),
1.49- 1.58 (m, 4H, H-4), 1.70 (brs,2H, NH>), 2.50 (dd, 1H, Jgem =14.0 Hz, J 1p24 = 10.0
Hz), 2.88 (dd, 1H, Jgem =14.0 Hz, J 1a2n = 4.0 Hz, H-1a), 3.07 (dt, 1H, J= 10.0 Hz, J= 4.0
Hz, H-2), 3.57-3.60 (m, 1H, H-3), 7.20- 7.33 (m, 5H, H-aromaticos).

RMN 13C (125 MHz, CDCls) §: 14.1 (C-18), 22.7 (C-17), 26.2 (C-11), 29.3 (C-5), 29.6
(C-7), 29.7 (C-8), 29.7 (C-9), 29.8 (C-6), 31.9 (C-16), 32.2 (C-4), 37.6 (C-1), 56.6 (C-2),
740 (C-3), 1263 (Cp), 1286 (Cm), 129.2 (Co), 1394 (Cips) ppPMmM.
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