UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOQUIMICAS Y FARMACEUTICAS

INSTITUTO DE QUIMICA ROSARIO
IQUIR (CONICET-UNR)

/\A facultad de RS 2

\ ’ ciencias as

] A M bioquimicasy & * @

CONICET warmaceaticas e
782,

U N R 1

e
—
ey
[—
—
N
%
m
S
5
2

»*
S5R3
2] N\m'ﬁ"’“k
bsou

-)
{'
G:—
d
0/53

SINTESIS DE ANALOGOS DE CARPATAMIDA A Y EVALUACION DE
SU ACTIVIDAD BIOLOGICA

INFORME DE PRACTICA FINAL PARA OPTAR POR EL TiTULO DE
LICENCIADA EN QUIMICA

AUTORA: MICAELA BELEN RIERA

DIRECTORA: DRA. ANDREA B. BRACCA

-2021-




Agradecimientos.

Agradecimientos

Agradezco profundamente a las siguientes personas e instituciones que me

apoyaron durante la realizacion de este Trabajo Final:

A la Dra. Andrea Bracca, quien me dirigid todos estos afios, y que con su
paciencia y dedicacibn me transmiti6 sus conocimientos y experiencias. Por
haberme acompafiado gratamente en este proceso de formacion, mostrando ser una

excelente persona y profesional.

Al Dr. Teodoro S. Kaufman, por haberme brindado un espacio en su grupo de
investigacion. Por haberme acompafado constantemente en este camino, siempre

atento, y que generosamente compartio sus saberes.
A mis padres y a mi hermano, por brindarme su apoyo durante todo este tiempo.

A mi profesora Jor, quién confi6 en mi y me impulsé para llegar a dénde me

encuentro hoy.

A Caren, mi amiga y compafiera de hogar, quien me apoya y ayuda en todo

momento y siempre esta presente.

A mis amigas, compafieras de la vida, que hacen amenos mis dias y a mis
amigas de la facultad con quienes comparti muchas horas de estudio, cursado,

mates y risas.

Un especial agradecimiento, a mi compafiera de mesada Maria Virginia quien

siempre estara en mis recuerdos.

A mis compafieros de mesada Didier, Eli, Ivan, Javi y Meli que siempre
estuvieron predispuestos a ayudarme y ensefiarme e hicieron de este trabajo una

linda y agradable experiencia.

Por dltimo, agradecerle a toda la comunidad de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas (FBIOyF) y del Instituto de Quimica Rosario (IQUIR)
donde considero que residen excelentes profesionales que me brindaron una

extraordinaria educacion e hicieron de estos espacios mi segundo hogar.



Tabla de contenido

Tabla de contenido

F o = o L=T o 1o 01 1=T o1 (o 1 SRS 1
ADbreviaturas Y SIMDOIOS ....uviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee et 4
ST U =] o PP 6
(=T o 114U ] o T A 101 (0 o 1V T od o3 Lo 1 o NP 9

[.1 LOS ProduCtOS NATUIAIES ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiti e 9

I.1.1 Los productos naturales como fuente de inspiracion de la quimica

MEAICINGL. ... et 9
[.1.2 Productos naturales de origen marinO ............cooeuuuiiiiieeeeieeeeiiiee e e e 12

[.2 Sintesis de Productos NALUNAIES ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiee e 19
1.2.1 EstrategiasS de SiNteSIS...........cuireeiii it e 24
Capitulo Il: Objetivos y Planeamiento de Trabajo ...........cccceeeeeeeeieeeeeeee, 31
[1.1 ODJEtiVOS gENEIAIES ...t e e e e e e e e eeanans 31
[1.2 Objetivos €SPECITICOS ....oiiiiiiiiiiiiieeiie e 31
[1.3 Planeamiento de TrabajO .........cccooeeiiiiiiiiiici e 32
Capitulo Ill: Resultad0S Y DISCUSION .......uuiiiiiieiiiiieiiee e 34
[1l.1 Estudios sintéticos dirigidos hacia carpatamida A.............ccccceeeeeiiiiiiiiiiieeennn. 34

[11.1.1 Sintesis de 3-[5-amino-2,4-bis(metoximetoxi)fenil] propanoato de metilo

(111.5) a partir de 2,4-dihidroxibenzaldehido (lll.1)............
..................................................... 34

[11.1.2 Sintesis del acido (2E,4E)-7-metilocta-2,4-dienoico (l11.13) a partir de

IsovaleraldeRnido. ................cco i 39

[11.1.3 Hacia intermediarios avanzados en la sintesis total de carpatamida A ....41
[11.2 Sintesis de analogos de carpatamida A..............cccuuuiiiiiiiiiiiiiiii, 45

[11.2.1 Optimizacién de la reaccién de amidacion..................ccoovvvviiiiiiiineeeeeeeeenn, 45



Tabla de contenido

[11.2.2 Optimizacion de la reaccion de desprotecCion.............ccovvvvvvvveiiiieeeeneeennnns 50
[11.2.3 Obtencion de analogos de carpatamida A ... 51
Capitulo IV: CONCIUSIONES ....uiiiiii e e e e 61
Capitulo V: MaterialeS Y MELOAOS ......uuuiiiiiieiiiiiiiiiieee e 63
V.2 SiNteSiS Y CaracCteriZaCION ..........ccceeeiiiieiiiiiiiee e e eeeeeeetias e e e e e e eeeaa e e e eeeeeannn 68
Capitulo IV: ESPECIros SEIECIOS ...ccoivveiiiiii e 82
Capitulo VI: Referencias Bibliograficas.........cccooouuiiiiiiiiiiiiiiii e 115



Abreviaturas y simbolos.

Abreviaturas y simbolos

Abreviatura/simbolo Significado
Ac Grupo acetilo

Ar Grupo arilo

cat. Cantidades cataliticas/catalizador
CCD Cromatografia en capa delgada

d Doblete

dd Doble doblete

DIPEA N, N’-Diisopropiletilamina
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HOBt Hidroxibenzotriazol
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J Constante de acoplamiento escalar
m Multiplete

M Molar, molaridad de una solucion
Me Grupo metilo

mg Miligramol/s

Mhz Megahertz, Megahercios= 10 Hz
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min
mL
mmol
MO
MOM
NBS

p.f.
Ph
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RMN

ta.
THF
B-CD

°C

Minuto/s

Mililitro/s

Milimol/es

Microondas (Radiacion de)
Grupo metoximetileno
N-Bromosuccinimida
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Grupo fenilo
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Cuarteto

Resonancia magnética nuclear
Singlete

Triplete

Temperatura ambiente
Tetrahidrofurano
Beta-ciclodextrina
Calentamiento

Grados centigrados

Desplazamiento quimico, referido a TMS; también

densidad

Frecuencia (en unidades de centimetros reciprocos, cm?)




Resumen.

Resumen

El cancer de pulmén de células no pequeiias (CPCNP) es una de las
enfermedades mas graves y el cancer con mayor incidencia en el ser humano, el
cual resulta ser, ademas, relativamente insensible a la quimioterapia comparado con

el cancer de pulmon de células pequefias.

Recientemente, gracias a los avances tecnologicos, los organismos marinos se
convirtieron en una nueva fuente para la busqueda de productos naturales aun poco
explorada. Se ensayaron varias fracciones de productos naturales marinos contra un
panel de lineas celulares CPCNP. Como parte de estos estudios, un grupo de
investigacion aisl6 una familia de estructuras de N-acil arilaminas llamadas
carpatamidas A-C; de la actinobacteria Streptomyces sp. que demostraron actividad
selectiva contra CPCNP. Estos compuestos poseen una estructura de amida que
consiste en un ndcleo derivado del &cido amino-fenilpropiénico y una cadena lateral

de acido graso a-6 insaturado.

En este trabajo se desarroll6 una estrategia sintética para construir el producto

natural carpatamida A y 5 anélogos estratégicos.

La ruta sintética propuesta del producto natural carpatamida A se realizd por una
sintesis convergente en mdultiples etapas. A partir de materiales sencillos y
accesibles como 2,4-dihidroxibenzaldehido se obtuvo en 4 etapas, involucrando una
nitracion, la proteccién de grupos fendlicos, una olefinacion y la reduccién de grupos
funcionales, el intermediario comun  3-[5-amino-2,4-bis(metoximetoxi)fenil]
propanoato de metilo (111.5), mientras que a partir de isovaleraldehido, y en 2 etapas,
qgue incluyeron una olefinacién seguida de isomerizacion de los dobles enlaces se
accedio al acido (2E,4E)-7-metilocta-2,4-dienoico (l11.13). Ambos intermediarios se
utilizaron para formar la amida intermediaria, precedente al producto natural
mediante una amidaciéon con activacién previa del acido en forma de un anhidrido
mixto, resultando mas eficiente que otros métodos de activacion. Por dltimo, a pesar
de los multiples intentos de desproteccion de los grupos fendlicos de dicha amida,

no se logro observar la formacién del producto natural.
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Finalmente, con el propdsito de aumentar la diversidad estructural y en busca de
una estructura incluso aun mas prometedora, se lograron sintetizar 5 analogos a
partir de la amidacion del intermediario aromatico de carpatamida A con distintos
acidos comerciales y seguido de la desproteccion de los grupos fenoles. De esta
manera se obtuvieron estructuras con cadenas laterales de distinta longitud, como

asi también, distinto grado de insaturacion, con y sin gem-dimetilo.
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Capitulo I: Introduccion

I.1 Los productos naturales

De manera general, un producto natural es un compuesto quimico producido por
un organismo vivo en la naturaleza e incluye tanto a las moléculas producidas en el
metabolismo primario como a las producidas por metabolismo secundario. Los
metabolitos primarios son moléculas que estan relacionas con el crecimiento, el
desarrollo o la reproduccion del organismo vivo. Por el contrario, los metabolitos
secundarios no son esenciales para su supervivencia y suelen proporcionar una
ventaja competitiva, mediar en la interaccién entre otros organismos o en la defensa
contra ellos. Una definicibn mas especifica es la de la quimica medicinal que solo
acepta como productos naturales a aquellas pequefias moléculas denominadas

metabolitos secundarios.!

Los metabolitos secundarios proceden de fuentes como plantas, animales y
microorganismos, tales como bacterias y hongos. Como son resultado de rutas
evolutivas mas especializadas, poseen una gran diversidad estructural y debido a
ello se han convertido en un desafio para el quimico en diferentes areas, ya sea
para la confirmacién estructural como para el descubrimiento de nuevas entidades

de interés, como farmacos, esencias, sabores, agroquimicos, etc.

I.1.1 Los productos naturales como fuente de inspiracion de la
guimica medicinal.

Historicamente, la medicina y los productos naturales han estado estrechamente
vinculados. Estos compuestos son una gran y exitosa fuente de potenciales

farmacos para la prevencion y el tratamiento de enfermedades humanas.

En la antigiedad, los medicamentos de origen vegetal ricos en productos
naturales bioactivos se utilizaban en forma de aceites, infusiones y pildoras para
tratar resfriados, tos y otras enfermedades. El uso de estos productos naturales de
plantas medicinales se basaba principalmente en la experimentacién por ensayo y

error durante cientos de siglos a través de pruebas de palatabilidad o de muertes
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repentinas y de la busqueda de alimentos disponibles para el tratamiento de

enfermedades.?

Durante siglos, China ha estado a la cabeza del mundo en el uso de productos
naturales para la curacion. Se considera que la compilacion mas antigua de hierbas
chinas es el Herbario Shennong (200 a 100 a.C., 365 farmacos). Por ejemplo, una
de las hierbas populares chinas mas famosas es la raiz de ginseng (Panax ginseng),
utilizada para el mantenimiento de la salud y el tratamiento de diversas
enfermedades. Otro medicamento popularmente conocido, es el extracto del arbol

Ginkgo, Ginkgo biloba, beneficioso para la memoria y la agudeza mental.

El registro farmacéutico mejor conocido es el “Papiro Ebers” que data desde
1500 a.C en el antiguo Egipto. Este escrito documenta mas de 700 farmacos de
plantas y 6érganos de animales junto con diversos minerales. Este papiro contiene
numerosas formulas para diversos productos, tales como gargarismos, cataplasmas,
infusiones, pildoras y ungtentos, utilizando como vehiculos cerveza, leche, vino y

miel.3

Hay varios sucesos importantes a lo largo de la historia del descubrimiento de
farmacos basados en productos naturales. En 1806, el farmacéutico aleman
Friedrich Wilhelm Adam Sertlrner report6 haber aislado del opio (Papaver
somniferum), un polvo cristalino blanco, al cual denominé morfina (Figura 1.1) en
honor a Morfeo, el dios griego de los suefios. Este constituye el primer registro del
aislamiento de un producto natural complejo, y morfina se cuenta entre los primeros
productos naturales comercializados como farmacos en forma pura y fue

comercializado por Sertlirner y su compafiia en 1817 como un analgésico.*

El concepto de que un microorganismo mate a otro fue introducido por Pasteur,
que acufd el término antibiosis en 1877, pero fue mucho mas tarde cuando este
concepto se materializé6 en forma de un antibiético real. Se considera el inicio de la
Edad de Oro de descubrimiento de farmacos basados en productos naturales el
descubrimiento del primer antibiotico en 1928, la penicilina, por Alexander Fleming y
Howard Florey, asi como el descubrimiento de la estreptomicina, el segundo

antibiético, por Selman A. Waksman? (Figura I.1).

10
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Figura I.1. Estructuras quimicas de morfina, penicilinas y estreptomicina.

La necesidad de la continua busqueda de nuevas drogas y sintesis de farmacos
se debe a varias cuestiones. Hasta la fecha aun se encuentran muchas
enfermedades sin atender. Ademas, se pueden mejorar medicamentos existentes
que poseen efectos secundarios indeseables, asi como también la sintesis de
aquellos que presentan dificultades en su producciéon. Por ultimo, pero no menos
importante, se destaca el concepto de resistencia de farmacos, que hace que
constantemente se esté en la busqueda de medicamentos mas potentes a los ya

encontrados.

En el proceso de descubrimiento de farmacos, un producto natural puede
funcionar como una molécula prototipo que tiene la actividad biolégica o
farmacoldgica deseada, llamado compuesto lider, pero que generalmente no puede
utilizarse en su forma nativa debido a que suele presentar alguna caracteristica
indeseable. Dentro del proceso sufrira transformaciones que nos ayudaran a
optimizar su seguridad y eficacia. Se deben examinar decenas de miles de

compuestos antes de que un nuevo farmaco salga al mercado.

Un ejemplo de ésto puede verse en el desarrollo de la aspirina, uno de los
analgésicos mas reconocidos que existe. El ingrediente activo de remedios naturales
extraidos de los sauces (Salix spp.) y otras plantas que han sido utilizados por sus
propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias fue identificado por Joseph

Blchner, quien obtuvo cristales de salicina (Figura 1.2) relativamente puros en 1828.

11
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Figura I.2. Acido salicilico y derivados naturales y sintéticos.

A continuacion, el quimico italiano Raffaele Piria aislé6 un componente acidico del
extracto de sauce, el acido salicilico (Figura 1.2), el cual se utilizaba para la
reduccion del dolor, fiebre e inflamacion, pero su uso fue r4pidamente limitado
debido a que producia irritacion gastrica como efecto adverso. En los esfuerzos para
disminuir estos efectos secundarios, quimicos de Bayer descubrieron el acido acetil

salicilico en 1897, casi 60 afios después.

A partir del afio 1899 la comercializacidn del &cido acetil salicilico (Figura 1.2) fue
un éxito. Este analogo sintético de salicina fue rapidamente aceptado por su menor
capacidad de irritacion gastrica, que en consecuencia evito los efectos secundarios
producidos por el 4cido salicilico y la salicina. Fue el primer farmaco sintético y se

comercializé con el nombre de Aspirina.®

[.1.2 Productos naturales de origen marino

La vida marina es una fuente de productos naturales aun poco explorada, a
diferencia de las fuentes naturales vegetales, debido a la dificultad para tomar
muestras desde el fondo del océano y de simular los medios adecuados donde
existen. Gracias a los avances tecnoldgicos en la toma de muestra y en el analisis
de la misma, estd aumentando la cantidad de metabolitos de origen marino en

investigacion.®

En los ecosistemas marinos, el foco se encuentra en especies sésiles que son
normalmente inmoéviles o sedentarios, como algas, corales, esponjas y otros
microorganismos. Estos organismos se encuentran en una continua competencia
por el espacio en el que viven y crecen; se enfrentan a duras condiciones
ambientales quimicas y fisicas por lo que la adaptacion a condiciones de estrés

como temperaturas frias, alta presion, ausencia de luz y la supervivencia frente a
12
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especies depredadoras han hecho que estas especies desarrollen una variedad de
metabolitos secundarios, con propiedades quimicas y estructurales Unicas. Se
observé que estos metabolitos poseen diversas actividades biolégicas, lo que los

convierte en potenciales compuestos lideres, utiles en el desarrollo de farmacos.

La diversidad de organismos en el medio marino ha inspirado a los
investigadores durante muchos afios para identificar nuevos productos naturales
marinos que podrian convertirse en farmacos. A finales de 1950 el concepto de
“farmacos del mar” atrajo a algunos interesados. En 1974, se dieron a conocer
citarabina (Ara-C) y vidarabina (Ara-A) (Figura 1.3) como los dos primeros farmacos
de origen marino. Estos compuestos fueron desarrollados a partir del spongouridine,
un nucledsido aislado originalmente de la esponja caribefia Tectitethya crypta. La
citarabina es un medicamento que se emplea en el tratamiento de algunos tipos de
cancer, principalmente leucemia mieloide aguda y linfomas. Recibio la aprobaciéon de
la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) en 1969. La
viradabina fue el primer medicamento contra los virus del herpes. Recibi6 la
aprobacion de la FDA en 1976 pero actualmente fue suspendido posiblemente
debido al menor margen terapéutico de la vidarabina frente a otros compuestos

antivirales actualmente en el mercado.’

(0]
H5N H,N
(L, w1y -
0 N/l%o O N \N)
HO
HO\\ OH |Antitumoral HO OH
. . . . N Antipsicético
Citarabina Viradabina
Ara-C Ara-A DMXBA
Fase Il

NH,-CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC-NH,

‘ Analgésico

omega-Conotoxin MVIIA

Figura I.3. Productos naturales marinos o sus derivados aprobados como farmacos.
13
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Tomo tres décadas en salir un nuevo medicamento de origen marino, la
ziconotida, una forma sintética de w-conotoxina MVIIA (Figura 1.3), es un analgésico
derivado de las toxinas del caracol cono marino. Fue aprobado por la FDA en 2004
bajo el nombre comercial de Prialt. Est4 indicado para el tratamiento del dolor
cronico. Los caracoles cono poseen en su veneno una gran cantidad de toxinas
(conotoxinas) que actuan sinérgicamente para atacar a las presas e inmovilizarlas
mediante un ataque al sistema neuromuscular. La w-conotoxina MVIIA es un péptido
policatidnico lineal de 25 aminoacidos que contiene seis residuos de cisteina unidos

por tres puentes disulfuro que estabilizan la estructura tridimensional.®

Por otro lado, otros farmacos se encuentran en distintas fases de los ensayos
clinicos del proceso de aprobacion de farmacos. Por ejemplo, el DMXBA (Figura
1.3), es un derivado sintético de la anabaseina, un alcaloide presente en varias
especies de gusanos marinos que muestran efectos nootrépicos y neuroprotectores
y se esta investigando para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, para la

dependencia de la nicotina y lo que es mas significativo, para la esquizofrenia.’

[.1.2.1 De los organismos marinos a los farmacos contra el cancer.

El cancer tiene una de las tasas mas altas de mortalidad en el mundo. El cancer
de pulmén y de mama son los canceres mas frecuentemente diagnosticados en todo
el mundo y son las principales causas de muerte relacionados con el cancer en
hombres y mujeres, respectivamente. El aumento del riesgo esta asociado a la edad
y a un estilo de vida poco saludable.? La incidencia del cancer sigue aumentando
debido a los cambios ambientales y a la modernizacién del estilo de vida.®

Existe un considerable interés cientifico y comercial en el descubrimiento de
nuevos agentes anticancerigenos a partir de fuentes de productos naturales.’® Se
esta en busca de nuevas sustancias con potencial actividad anticancerigena o una
alternativa a los farmacos quimioterapicos ya existentes que poseen una alta
toxicidad, efectos secundarios indeseables y ademas se observa un rapido

desarrollo de resistencia a ellos.

Debido a la relativa facilidad de acceso a las plantas, la mayoria de los

descubrimientos de compuestos anticancerigenos se derivaban de plantas. Sin

14
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embargo, los organismos marinos también proporcionan muchos compuestos
bioactivos prometedores con gran potencial terapéutico, pero su desarrollo se vio
muy reducido debido a las dificultades para obtener cantidades adecuadas de dichos

compuestos.

Por ejemplo, el agente anticancerigeno ecteinascidina-743 (ET-743/trabectedina)
(Figura 1.4), fue uno de los primeros en ser aislado de una ascidia tropical,

Ecteinascidia turbinata en 1984.

MeO NH
HO
Ecteinascidina-743 R=Me Cyanosafracina B
ET 729 R=H

Figura I.4. Ecteinscidina-743 y Cyanosafracina B.

En 1990 se publicé la estructura de alcaloides que se denominaron
ecteinascidinas. La obtencion del compuesto directamente del tunicado tenia
rendimientos extremadamente bajos, por lo que se recurrieron a otras formas de
produccién. Se logré desarrollar 15 afios después un método semisintético que
comienza con cyanosafracina B (Figura 1.4), un antibiético que se puede producir en
el orden de varios kilogramos mediante la fermentacion de Pseudomonas florescens.
En 2007, la Comisién Europea autorizé la comercializacion de trabectedina, con el
nombre comercial Yondelis, y es utilizado para el tratamiento del sarcoma de tejido

blando avanzado y el cancer de ovario.'!

La idea de la investigacién en bacterias marinas surge de la extrapolacion en la
experiencia de los estudios llevados a cabo en bacterias terrestres. Esto se ve
reflejado en los primeros resultados ya que involucran bacterias aisladas de
sedimentos marinos, un habitat similar al suelo terrestre. Las bacterias marinas

recientemente se encuentran bajo la lupa, gracias a los avances tecnoldgicos que
15
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permiten alcanzar una variedad de habitats marinos ricos y pobres en nutrientes,
tanto en océanos superficiales como profundos.!? Se trata hoy de una fuente de
productos naturales prometedora de estructuras quimicas como potenciales
farmacos y que requiere una colaboracion interdisciplinaria entre los quimicos y los

microbiologos.

Un ejemplo es la salinosporamida A (Figura 1.5), un producto natural estudiado
como posible agente anticancerigeno, producido por las bacterias marinas
salinispora tropica y salinispora arenicola que se encuentran en sedimento oceénico.
Pertenece a una familia de compuestos, conocidos como salinosporamidas, que
poseen un nucleo y-lactama-B-lactona biciclico.’® La salinosporamida A entr6 en
ensayos clinicos de fase | para el tratamiento del mieloma mdultiple solo tres afios
después de su descubrimiento. Progresé a un desarrollo clinico en etapa lll que
recibio la designacion de medicamento huérfano para el glioblastoma en los Estados

Unidos.14

Salinosporamida A

Figura I.5. Estructura de Salinosporamida A.

1.1.2.1.1 Streptomyces sp.

Las actinobacterias son bacterias gram positivas con alto contenido guanina-
citosina y conforman el dominio mas grande de bacterias. Han producido el 45%
(méas de 10000 compuestos) de todos los metabolitos secundarios microbianos
bioactivos conocidos. Alrededor de 7.600 compuestos son producidos por el
subgrupo de especies de Streptomyces.'® Son principalmente organismos del suelo,
de hecho, el olor a tierra caracteristico del suelo se debe a la produccién por parte
de los streptomyces de una serie de metabolitos complejos llamados geosmina

(Figura 1.6). Son perceptibles tipicamente cuando la tierra se humedece; por
16
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ejemplo, cuando llueve. Algunos Streptomyces también se encuentran en los
ecosistemas acuaticos. Se caracterizan por poseer un metabolismo secundario
complejo. Esta especie ha proporcionado el mayor numero de antibitticos, tanto
fungicidas (Nistatina, Natamicina) como bactericidas (Neomicina, lvermectina) en la

industria farmacéutica (Figura 1.6).16

H,N

Me O

N L
Nistatina atamicina

OH Ivermectina
H,N"" ~OH
r;JH? NHz_on Me
Nods g e
OH OH OO‘OH Geosmina
HN— %
Neomicina

Figura 1.6. Algunos productos naturales importantes provenientes de Streptomyces.

En los ultimos afios, gran parte de la atencion se ha centrado en los habitats de
entornos mas extremos, como las profundidades marinas, el desierto, la criogenia y
los entornos volcanicos para el aislamiento de potenciales especies de

Streptomyces.
17
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Desde finales de 2005, la exploracion de Streptomyces de las profundidades
marinas ha ido creciendo constantemente. El énfasis estd en la busqueda de
compuestos novedosos con diversidad estructural y actividad biolégica en este

habitat extremo.!’

[.1.2.2 Carpatamidas.

Con el fin de encontrar estructuras con actividad selectiva contra el cancer de
pulmén de células no pequefias (CPCNP), la forma méas prevalente del cancer de
pulmén, MacMillan y col. ensayaron varias fracciones de productos de una muestra
de sedimento marino recolectada de la isla Kiawah, Carolina del Sur (EEUU), en un
medio de acido humico a base de agua de mar. Se aisl6 una familia de estructuras
de N-acil arilaminas llamadas carpatamidas A-C (Figura 1.7) proveniente de la
actinobacteria Streptomyces sp., las cuales mostraron actividad citotoxica frente a
lineas celulares contra CPCNP. Estos compuestos presentan una estructura central
que deriva de un acido amino-fenilpropionico y una cadena de &cido graso

insaturado, dienoico, unida al resto amino mediante un enlace amida.18

H
N

ROZC\/I) \[(\/\/\(Me
O M
OH ©

R1

R=Me, R1=0OH, Carpatamida A
R=H, R4=OH, Carpatamida B
R= R4=H, Carpatamida C

Figura I.7. Estructura quimica de los productos naturales carpatamida A-C.

Carpatamida B no mostrO ninguna actividad contra las lineas celulares
cancerosas debido a su incapacidad para penetrar en las células cancerosas, ya que
los estudios han demostrado que el éster metilico carpatamida A actia como

profarmaco y se escinde en las células para dar el farmaco activo.®

Las carpatamidas no se habian sintetizado hasta la fecha en la que comenzo6

este trabajo. Las limitadas cantidades provenientes desde su fuente natural y los
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prometedores estudios previos nos fomentaron a abordar en el Laboratorio el

desafio de la sintesis total concreta de carpatamida A.

.2 Sintesis de productos naturales

Los quimicos organicos sintéticos tienen el desafio y la capacidad para replicar
las moléculas de la naturaleza con diversas estrategias y tecnologias sintéticas
empleando reacciones cataliticas y procesos sintéticos disefiados. La sintesis
organica se utiliza como una herramienta para la investigaciéon de productos

naturales y puede cumplir distintos roles.

Una de las ramas mas importantes de la sintesis organica se trata de la sintesis
total, la cual propone y disefia una ruta para una molécula objetivo compleja a partir
de moléculas simples, utilizando reacciones de manera estratégica en la menor
cantidad de etapas posibles. Los esmeros en la sintesis total brindaron numerosas
estructuras biol6gicamente activas, naturales o disefiadas, para estudios biologicos y
farmacéuticos. La sintesis total de productos naturales también sirve como terreno
para el descubrimiento de nuevas reacciones y rutas quimicas, el desarrollo de

nuevos mecanismos, catalizadores o técnicas.

En la actualidad, a pesar de la complejidad estructural caracteristica asociada a
los productos naturales marinos, hay un desarrollo notable de su sintesis quimica
total que a menudo se comunica poco después de su descubrimiento.?® La
realizacion exitosa de su sintesis es beneficiosa en varios aspectos. Nos garantiza el
suministro a gran escala de un compuesto bioactivo del que se obtienen cantidades
limitadas desde el origen natural. También nos permite realizar ensayos posteriores

de estructura-actividad y optimizacién de compuestos lideres.

Un ejemplo destacable fue el del producto natural marino halicondrina B (Figura
1.8). En 1986, Uemura y sus col. descubrieron halicondrina B de fracciones de
extractos de la esponja marina Halichondria okadai. Las halicondrinas han
demostrado tener una potente actividad inhibidora del crecimiento celular a
concentraciones nanomolares. Las sintesis de la halicondrina B y de la
norhalicondrina B se desarrollaron en 1992.5 Las estructuras de las halicondrinas

eran demasiado complejas para que su produccidon a escala sea viable por sintesis
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total. Finalmente, considerando su mecanismo de accion, nuevos estudios de SAR
revelaron un analogo mas potente, estructuralmente mas simple y mas estable,
eribulina (E7389) (Figura 1.8). De esta manera se garantizé la adecuada potencia,

seguridad farmacolégica, selectividad y suministro a un costo razonable.?°

Halicondrina B

Eribulina

Figura 1.8. Estructuras quimicas de eribulina y halicondrina B.

Un patron estructural similar al de carpatamida A se ha encontrado previamente
en manumycina A. En 1963, Buzzetti, Prelog, y col. describieron el aislamiento de
este antibidtico estructuralmente Gnico de Streptomyces parvulus.?* La primera
sintesis total de este antibidtico fue publicada en 1998.2? Se traté de una sintesis
convergente en la cual se prepararon por separado dos porciones dispuestas a
unirse para formar el producto (Esquema I.1). El ntcleo epéxido se formo en primer
lugar a partir del tratamiento de I.1 mediante una catdlisis asimétrica de Wynbergs.
Por otro lado, se prepar6 la cadena lateral superior (1.4) a partir de (R) y (S)-2-

metilpropanal (1.3) a través de la secuencia que se muestra en el Esquema I.1.
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MeO OMe MeO OMe
NHBOC NHBOC

1.1 0 1.2
Me Me Me
Me b-f HOo. o Ao Me
OM
(@]
1.3 1.4

Esquema |.1. Reactivos y condiciones: a) Cloruro de (-)-N-bencilcinconidinio, TBHP, NaOH cat., ta,
6d (32%; 89% ee) b) PhsP=C(Me)CO:Et, tolueno, A; ¢) DIBAL-H, THF, -78 °C; d) MnO2, CH2Clz, A; €)
PhsP=C(Me)CO:zEt, CH2Cl2, A, f) LiOH, THF-MeOH. (-), 55%, (+) 60%.

La amina resultante luego de la desproteccion del grupo amino (1.5), fue acilada
con el cloruro de &cido formado con 1.4. Luego, la amida resultante (1.6), se convirtio
en la quinona correspondiente (I.7) a través de una secuencia de oxidacién-
desproteccion-reduccion de tres etapas. Sabiendo que la adicion de reactivos
organometalicos a epoxiquinonas como |.7 prodece con estereoselectividad
completa, se adicion0 un reactivo de vinil lito a la quinona que dio
predominantemente una mezcla de productos 1.8. A través de una reaccion de Stille,
fue acoplado el bromo dieno (1.9) para dar manumycina A (1.10, Esquema 1.2).

A este escenario, se le suma otro de los roles de la sintesis total. A pesar de
todas las herramientas que estan actualmente disponibles, en algunas ocasiones se
sabe que un numero no despreciable de estructuras suele ser asignado
errbneamente, con una tasa de errores que no cede.?® Una de las alternativas
validas para la validacion final de la estructura continta siendo la sintesis total de la
estructura propuesta y la comparacién de sus datos fisicos y espectroscopicos con

los del producto natural.

21



Capitulo I: Introduccion.

MeQ OMe MeO OMe MeO OMeH Me Me Me

O

Me Me

HO =
19 g \H)\/\/\/\/Me
BF/WI\N
H 0

Manumycina A

1.10

Esquema I.2. Reactivos y condiciones. a) TFA-CHzClz (1:4) (98%); b) t-BuOLi, THF, luego cloruro de
acido derivado de 1.4 (91%); c) LiEtsBH, THF, -78 °C (95%); d) Montmorillonita K10, CH2Cl2, t.a (89%);
e) PDC, CH:Clz, t.a (91%); f) E-BusSnCH=CHLIi, THF, -78 °C (25%); g) 1.9, [5% PdCl>(PhszP)2, DIBAL-
H], THF-DMF, t.a (71%).

Manumycina A (Figura 1.9) forma parte de un grupo pequefio de compuestos,
manumycinas, que presentan actividades antibidticas, citotdxicas, y otras. Otros
ejemplos de este grupo son chinikomycinas A y B (Figura 1.9) que fueron aislados
de los sedimentos de la bahia de Jiaozhou en China. Estos compuestos mostraron
actividad moderada contra lineas celulares de cancer de mama y renal. Las
daryamides (Figura 1.9) también pertenecen a esta familia, las cuales fueron
recolectados de sedimentos marinos de la costa de San Diego, California y

presentaron citotoxicidad contra lineas celulares de carcinoma de colon humano.®
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(0] H Me Me Me
N N Me
H Me Me Me
HO N AR AN A Me

Manumycina A o y

N (6]

S SN OH

(0] Cl
OH
NH Chinikomycina A

HO\@O

o o o Me
NWMG NYMMe N\”/\/\)\Me
O™ o) Me 0 Me o
OH OH OH
o) H,N” 0

H,NT 0 HoN

Daryamida A Daryamida B Daryamida C

Figura 1.9. Estructuras de compuestos de tipo manumycinas.

La seleccién del producto natural objetivo para la sintesis total por parte del
quimico organico depende de la novedad de su estructura molecular, actividad
bioldgica y escasez natural, entre otros criterios. Asi, algunos quimicos sintéticos
pueden desear utilizar la estructura de la molécula como una oportunidad para
descubrir y desarrollar nuevas reacciones para las necesidades no satisfechas de la
sintesis organica con el fin de construir motivos estructurales inusuales o sensibles.
Otros pueden estar interesados en investigar y desarrollar un producto natural
biolégicamente activo escaso, 0 una variacion del mismo, como una herramienta
biolégica o un farmaco candidato para su desarrollo como agente clinico para su uso
contra enfermedades. Incluso, otros pueden desear emprender una campafa de
sintesis total para el desafio intelectual y la pura emocidén que proporciona. A estas
razones se debe agregar la educacion y formacion de los jovenes estudiantes y las
habilidades de resolucion de problemas que adquieren durante el desarrollo de la

sintesis, asi como el valor de los descubrimientos realizados.?*
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[.2.1 Estrategias de sintesis.

Las metodologias en sintesis en quimica organica han ido evolucionando para
generar nuevas herramientas para el descubrimiento de farmacos. Se pueden
generar desde moléculas individuales a colecciones de compuestos. Cuando uno
esta frente a una molécula con actividad biolégica, se puede desglosar en dos
partes. Una parte se trata del esqueleto de la molécula, el cual le confiere la forma
en el espacio. La otra parte, se puede hablar de bloques o grupos funcionales que
se encuentran unidos al esqueleto y forman un mapa de superficie. En este mapa,
se distribuye la densidad electronica en la superficie de la molécula la cual
interacciona directamente con el objetivo bioldgico. Colectivamente, nos dan una

funcién especifica a un blanco especifico.

Las estrategias se pueden agrupar por 3 formas en las que pueden ocupar el
espacio quimico como se puede ver en la Figura 1.10. Inicialmente, la sintesis total
consistia en un proceso orientado a una sola molécula objetivo (Ill). Los quimicos
sintéticos pueden abordar la sintesis total de productos con una complejidad
estructural sin precedentes. Esto se conoce como una sintesis orientada a objetivo.
(TOS, del inglés target-oriented synthesis). Estos objetivos suelen ser productos
naturales. Utilizando el andlisis retrosintético, se puede planificar la ruta sintética
desconectando la molécula objetivo en pequefios fragmentos (I y 1) o materiales de
partida simples. El proposito de TOS es un punto en el espacio quimico que se
conoce que posee una actividad biologica determinada. En algunos pocos casos, los
productos naturales como tal se registran como farmacos. Todo el proceso de TOS
es de naturaleza convergente, a diferencia de la sintesis orientada a la diversidad
(DOS, del inglés diversity-oriented synthesis) que esta disefiada en forma divergente

y es una estrategia alternativa a TOS.?®

DOS, introducido por primera vez por Schreiber, surgié de la necesidad de
explorar compuestos biolégicamente activos que cubran una amplia distribucién de
compuestos en el espacio quimico, incluido el espacio actualmente poco poblado (o
incluso vacio). Se trata de una tactica para el acceso rapido a bibliotecas de
moléculas con énfasis en la diversidad estructural. Desarrolla otros compuestos que

no sean a partir de los farmacos ya conocidos o productos naturales, aunque, en
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algunos casos los productos naturales le sirven de inspiracion en cuanto a motivos

subestructurales que pueden insertarse como esqueletos.?®

Sintesis orientada a un objetivo (TOS) Sintesis orientada a la diversidad (DOS)

\<> 0
L><5<>J O~
1 /

& Q— L) —L <

| .
o =<

=
O

o

B

- %<CHJ
B P

Figura 1.10. Diferencias entre TOS, DOS y DTS.

1] /

Actualmente, el quimico organico no busca preparar solo una molécula en
particular, sino preparar una molécula y/o una seleccibn de compuestos
estructuralmente relacionados. Como consecuencia surge la sintesis total desviada
(DTS, del inglés diverted total synthesis), que abarca la sintesis organica de
analogos de productos naturales en lugar del producto natural en si. Este es un

enfoque hacia la preparacion de una biblioteca de compuestos similares mediante la
25
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derivatizacion de un intermediario sintético comun y versatil. Tiene como objetivo
explorar una regién densa del espacio quimico en las proximidades de una region
precisa conocida por tener propiedades Utiles. Un proceso DTS, presenta caracter
tanto de TOS como de DOS. El esqueleto (lll) ahora se considera como un pseudo-
objetivo para la primera sintesis convergente siendo el mismo que en TOS y luego
sirve como el punto de partida para DOS y se transforma en una coleccion de
analogos diversos y complejos de productos naturales (IV y V). La planificacion
debe ser de manera tal que el punto de ramificacion, es decir, el intermediario
comun, tenga una complejidad estructural similar a los compuestos finales para
minimizar las transformaciones repetidas necesarias para cada uno de los productos

finales.?®

1.2.1.1 Sintesis total desviada en el desarrollo de farmacos

El concepto de sintesis total desviada fue introducido por Samuel J. Danishefsky
en 2004. En términos generales, se describe la estrategia (Figura 1.11) iniciando
con la ruta de la sintesis total de un producto natural. Una vez alcanzado de manera
exitosa un intermediario, que se tratara del punto de ramificacion, se procura
alcanzar analogos del producto natural. Estos pueden ser moléculas mas complejas
0 mas simples que el producto natural. A menudo, ninguno de estos tipos de
estructura se puede alcanzar a partir del producto natural, por razones que surgen

de limitaciones quimicas. Tampoco es posible llegar por vias metabdlicas.?’

DTS
Analogo 1

Complejlzar
D Sintesis Sintesis
— E— Producto Natural Biosintesis

Organica Total

Intermediario Simplificar
MP Avanzado

Analogo 2

DTS

Figura I.11. Sintesis total desviada.
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A modo de ejemplo, la sintesis total desviada se ha utilizado en el desarrollo de
una serie de candidatos a farmacos basados en productos naturales. Tal es el caso
de Migrastatina, un producto natural aislado de la bacteria Streptomyces sp.28, su
estructura ésta comprendendida por un anillo de macrolactona de 14 miembros y se
informo que inhibe la migracién de células tumorales ofreciendo asi un posible medio
para inhibir la metastasis. Se demostré que migrastatina y analogos simplificados
podrian ser facilmente sintetizado a partir de un intermedio avanzado comin.?® A
travées de DTS, se prepararon una serie de analogos sintéticos estructuralmente
simplificados, muchos de los cuales se encontr6 que exhiben niveles
significativamente mas altos de actividad in vitro e in vivo que el producto natural

original (Figura 1.12).30

Me OMe OMe
Nucleo de Nucleo lactamico
migrastatina de migrastatina
- —_—
- | —_—
Sintesis ‘OTBS DTS 0
total OMe Me

Intermediario

Migrastatina Avanzado
"'OH
OMe
Nucleo ceténico Nucleo éter de
de migrastatina migrastatina
Analogos

Figura 1.12. Comparacion esquemética de TOS y DTS de migrastina y analogos.

En otros casos, la sintesis total desviada ha sido util para identificar los modos
de accion de los productos naturales y fenotipos Unicos. Un trabajo reciente de
Andrew D. Steele y col.3* demostré por DTS el descubrimiento y desarrollo de un
nuevo tipo de antibidticos, con un diferente mecanismo de accion que los ya

desarrollados con el fin de encontrar una solucién a la resistencia a farmacos. A
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diferencia de los antibiéticos "clasicos” que matan de forma no selectiva a toda una
poblacidon de bacterias, la interrupcion de la captacion de hierro ha demostrado ser
una estrategia eficaz para reducir el crecimiento y la virulencia de una poblacion
bacteriana en particular. Por esta razon, se eligieron baulamycinas, compuestos
aislados en 2014 por Sherman y col.3> que demostraron inhibir la adquisiciéon de
hierro por parte de las bacterias in vitro y debido a que se mostré6 que la
estereoquimica no afectaba la actividad, sirvieron de plataforma ideal para
aprovechar la sintesis total desviada (DTS) y comprender mejor el modo de accion
bioldgico. Se llevo a cabo la sintesis total de baulamycinas de forma convergente y a
partir de uno de los intermediarios complejos se realizaron ocho analogos disefiados
estratégicamente (Figura 1.13). Seis de los analogos mostraron actividad inhibitoria

del crecimiento de la bacteria en estudio, apuntando a un mecanismo alternativo.

La sintesis también es una herramienta valiosa para la modificacion sistematica
de productos naturales para estudiar aspectos de los mecanismos de accion
biolégica. ElI poder de la sintesis quimica se manifiesta en la capacidad para
modificar la estructura a voluntad. Su implementacién, cuando se combina con
disefio innovador, permite sacar conclusiones en mecanismos que pueden ser

decisivos para diferenciar y validar hipotesis biolégicas a nivel molecular.
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Figura 1.13. Sintesis de Baulamicyna A y &nalogos.
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Capitulo 11: Objetivos y planeamiento de trabajo.

Capitulo II: Objetivos y Planeamiento
de Trabajo

II.1 Objetivos generales

Se tratara de adquirir las destrezas para el trabajo en un laboratorio de quimica
organica de sintesis por medio de la exploracion y el desarrollo de una ruta sintética
dirigida a la obtencion de moléculas complejas, interesantes y desafiantes que se
encuentran en la naturaleza, asi como también, estructuras relacionadas para formar
pequefias familias con el fin de aumentar la diversidad y acceder a nuevas entidades

lider.

1I.2 Objetivos especificos

Para este Trabajo Final se proponen los siguientes objetivos especificos:

% Desarrollar la sintesis total del producto natural carpatamida A de acuerdo con
el andlisis retrosintético planteado (Esquema Il.1) a través de una sintesis

convergente de multiples etapas.

“ Bajo la hipotesis de que la cadena lateral de &cido graso que caracteriza a
estos productos naturales puede modular la actividad citotoxica de las
carpatamidas, se plantea sintetizar una serie de analogos de carpatamida A

modificando dicha cadena.

% Como objetivo final, se pretende determinar la actividad citotoxica tanto del
producto natural como de los analogos, para poder realizar estudios de

estructura-actividad.
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11.3 Planeamiento de Trabajo

Segun los lineamientos que surgen del andlisis retrosintético de carpatamida A,
la misma podria obtenerse mediante una secuencia convergente, en la cual, uno de
los udltimos pasos corresponderia a la amidacion entre la anilina proveniente de la
reduccion del nitroderivado (I) y el acido graso insaturado (lI). En esta etapa se
podrian obtener los analogos reemplazando Il por distintos &cidos carboxilicos (V),
con diferente largo de cadena y grado de insaturacion (Esquema 11.1).

Interconversion de grupos funcionales Interconversion de grupos funcionales
Amidacion Amidacién
MeOZC\/Di J’( MeOzC\/I:E X
‘\ proteCC,on) ‘\ Protecmon) carpatamida A
Analogos o ) »
Wittig 6 HWE Nitracién Wittig 6 HWE
Reduccion Reduccion
MeO,C NH
HO\H/R + AN /I:E 2 \’(\/Q/\(
0] PGO OGP I (Y= OH, CI)
v )

UGP= Grupo Protector U
Q (@) Me
’ Y'Y
H Me

HO OH 1

v
Esquema Il.1 Andlisis retrosintético de carpatamida A y analogos.

A su vez, teniendo en cuenta las desconexiones C-C y C-N del intermediario (1),
el mismo podria surgir de 2,4-dihidroxibenzaldehido mediante reacciones de
nitracion, proteccion de fenoles, olefinacion de tipo Wittig o Horner-Wadsworth-
Emmons (HWE) y reduccién. Por otro lado, la desconexion C=C del intermediario (Il)
sugiere que el mismo podria provenir de una olefinacién de tipo Wittig o HWE entre
isovaleraldehido y el fosforano o fosfonato proveniente del 4-bromocrotonato de

metilo respectivamente.
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Capitulo I1l: Resultados y Discusion

Capitulo Illl: Resultados y Discusion

lll.1 Estudios sintéticos dirigidos hacia carpatamida A

l1l.1.1 Sintesis de 3-[5-amino-2,4-bis(metoximetoxi)fenil] propanoato
de metilo (Ill.5) a partir de 2,4-dihidroxibenzaldehido (l11.1)

De acuerdo al analisis retrgsintetico planteado en el Esquema 1.1, se realizé la
sintesis de la porcién aromatica (111.5) en 4 etapas. Comenzé con la nitracion de 2,4-
dihidroxibenzaldehido (Ill.1) seguido de la proteccion de los grupos fenoles como
metoximetil éteres (MOM), posterior olefinacion de tipo Wittig o HWE sobre el
aldehido y por ultimo una reduccién de la olefina y del grupo nitro de Ill.4 en un solo

paso para dar el intermediario avanzado (111.5).

@) 0] (0]
Nitracion NO, Proteccion NO,
HO OH HO OH MOMO OMOM

.1 .2 .3

MeOZC\/IjNHZ Reduccion MeOZC\/IjNOZ
MOMO OMOM MOMO OMOM

.5 .4

Acoplamiento
Cc-C

Esquema lll.1 Propuesta sintética realizada dirigida hacia la porciéon aromatica de carpatamida A.

El primer paso consisti6 en la nitracion de 2,4 dihidroxibenzaldehido (111.1)
obtenido de forma comercial. En una primera instancia se utiliz6 HNOs concentrado

en AcOH glacial a reflujo, generando un 19% del producto deseado 111.2.33

Debido al bajo rendimiento obtenido, se probd una variante de este protocolo
gue consistio en el agregado de MeCN para mejorar la solubilidad del material de
partida (Esquema lll.2). Este cambio permiti6 aumentar el rendimiento de la

reaccion al 41% en 20 h.

34



Capitulo I1l: Resultados y Discusion

o) 0
NO,

HO OH HO OH
.1 1.2

Esquema lIl.2. Reactivos y condiciones: HNOs cc, AcOH glacial, MeCN, 0°C — reflujo, 20 h (41%).

El producto de reaccidbn purificado fue caracterizado por estudios
espectroscopicos (Figura 1ll.1). En el espectro de RMN de !H las sefales de
protones aromaticos fueron concluyentes, observandose el cambio de un doblete en
el material de partida a un singlete con un desplazamiento quimico de 8,47 ppm del

protdn vecino al aldehido, ademas de la desaparicion de la sefial del H-5.

En el espectro de RMN de 3C se determiné la presencia de un carbono
cuaternario que presentd un desplazamiento quimico correspondiente a un carbono

unido a nitrégeno del grupo nitro a 127,9 ppm.

115,2 127.9
8,47 (s, 1H) o \ 1335
O H- . | NG
. NO, 194,0 H 2
9,82(s,1H) H
11,19 (s, 1H) HO OH
" Ho OH 1183 (5. 1) B RIRNAF
6,63 (s, 1H) - H o 106,0
.2 .2

Figura Ill.1. Asignacion de las sefiales de RMN de *H y de 3C de Ill.2.

Una vez obtenido el nitroderivado (Ill.2), se procedi6 a la proteccién de los
grupos fenoles libres como metoximetil éteres utilizando clorometil metil éter
(MOMCI), DIPEA como base, DMAP, Nal en cantidades cataliticas y CH3Cl como
solvente (Esquema III.3). Se eligid el uso de este grupo protector puesto que
soporta las condiciones de las reacciones posteriores de HWE, reduccion de grupos
funcionales y amidacion. Ademas, protectores como acetales o éteres de bencilo
podrian hidrolizarse.®* En una primera instancia, se alcanzé un 37% del producto

protegido I11.3.
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0] O

NO, NO,

HO OH MOMO OMOM
.2 .3

Esquema 111.3. Reactivos y condiciones: MOMCI, DIPEA, DMAP, CHCIs, 0°C — t.a, 4 h (85%).

El bajo rendimiento de esta reaccion podria deberse a una descomposicion
parcial del MOMCI, el cual es muy sensible a la humedad. Se decidi6 realizar una
preparacion fresca de MOMCI previamente a ser utilizado a partir de
dimetoximetano, cloruro de etanoilo y bromuro de zinc en tolueno. Utilizando esta

preparacion de MOMCI, se obtuvo un rendimiento del 85% de 111.3.3°

En los espectros de RMN de 'H y 3C se evidencié que el producto era el
esperado (Figura Ill.2). En el espectro de RMN de 'H se observé la aparicion de las
sefales de la porcibn metoximetoxi de los grupos protectores mostrando un singlete
a 3,55 ppm que integra para los 6 protones metilicos (-OCH20CHs) y dos singletes
que integran cada uno para 2 protones metilénicos (-OCH>OCHs) a 5,36 y 5,37 ppm,
en tanto que en el espectro de RMN de 3C las sefales de estos grupos se
encuentran a 57,0 y 57,1 ppm los carbonos primarios de metilo y a 95,0 y 95,3 ppm

los carbonos secundarios de grupo metileno.

8,43 (s, 1H)
127,0
O H O l
y NO, 186,5]\ NO,
/ 118,8 N 1349
10,32(s, 1H) O O o 0 053¢
H H H—A w0
)
[ /ﬂl\I/I 102,2 I\I/IK\
3,55 (s, 3H 55 (s, 3H) 57,0+ Me e 57,1
)710(8 b K \/ S 163,1 .3 156.5
5,37%(s, 2H) .3 5,36%(s, 2H) ’

Figura lll.2. Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y de 13C para el compuesto 111.3.

La secuencia prosiguié con una olefinacion sobre el grupo aldehido de 111.3. Para
tal fin, en una primera instancia la reaccion se llevo a cabo bajo las condiciones de
HWE utilizando fosfonoacetato de trimetilo, NaH como base y THF como solvente,

generando asi un 50% de 1.4 (Esquema l11.4).36
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O
N02 MeOZC\/IjNOZ
H —_—
MOMO OMOM MOMO OMOM

1.3 .4

Esquema lll.4. Reactivos y condiciones: NaH, fosfonoacetato de trimetilo, THF, t.a, 18 h (50%) 6
PhsP=CHCO:2Me (lIl.6), CH2Cl2/tolueno, 0°C —t.a, 18 h (92%).

No conformes con ese resultado, se decidi6 estudiar la reaccion bajo condiciones
de Wittig con el propdsito de seleccionar aquellas condiciones que permitan obtener

el mejor rendimiento del éster 111.4.

Para esta ultima reaccién fue necesario previamente sintetizar el fosforano 111.6.
La sintesis se realizd en 2 pasos como se observa en el Esquema IlI.5. El primero
de ellos involucro la esterificacion del &cido bromoacético mediante el uso de MeOH,
y H2SO4 cc en tolueno a 90°C para generar el éster metilico 111.8. El dltimo paso se
tratdé de la reaccion de 111.8 con PPhs en tolueno, y luego con NaOH en agua para

acceder asi a un 60% del fosforano deseado I11.6.37

a

0 0 0
b
B B — ~  PhgP
r OH Ir\)J\owle 3 VJ\OMe

1.7 1.8 1.6

Esquema lII.5. Reactivos y condiciones: a) MeOH, H2SOa4 cc, tolueno, 90°C, 2h; b) 1. PPhs, tolueno,
t.a, 18 h; 2. NaOH, H20 (60%, 2 pasos).

Una vez obtenido el (trifenilfosforaniliden)acetato de metilo (111.6), se utilizé en la
reaccion de Wittig sobre el aldehido 11.3, en una mezcla de CHCIs/tolueno como
solvente a temperatura ambiente. Bajo estas condiciones, se generd exitosamente
un 92% del éster 111.4.38

El producto obtenido Ill.4 se caracteriz6 por espectroscopia IR y RMN. El
espectro IR mostrd la desaparicion de la sefal de que correspondia al estiramiento
C-H del aldehido a 3100 cm™. En el espectro de RMN de 'H, se observo la aparicion
de la sefial correspondiente a protones vinilicos, como dos dobletes uno a 6,49 ppm
y otro a 7,88 ppm con constante de acoplamiento J = 16,2 Hz lo cual indica la
obtencion del isbmero trans. Ademas, se observo la aparicibn de un singlete

perteneciente a los protones metilicos del grupo éster a 3,81 ppm (Figura 111.3).
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En el espectro de RMN de 3C se visualizd la aparicion de los carbonos del
grupo vinilo a 119,2 y 137,4 ppm y el carbono primario perteneciente al nuevo metilo
del grupo éster a 51,7 ppm. También se observo la desaparicion del carbono
carbonilico de aldehido a 186,5 ppm y la aparicién de carbono carbonilico de éster a
167,3 ppm.

7,88 (d, J=16,17, 1H)

17,7
381 (s, 3H) R 8’415(5’ H) 1374/ 426 1
Y O H H 167,3 \O |
Me. A\~ NO, Me A~ NO,
134,8
TH G 517 19,1~ o \F/
6,49 (d, J=16,17, 1H) :
. 94,8
Lol w ST
[ /ﬂl\l/l 102,6 l\l/l;(\
3.54° (5, 3H) /7 08 (5, 1H) 351 (s, 3H) 570+ Me e 56,8
\J 160,0 .4 153,7

5,33*(s, 2H) .4 5,31*(s, 2H)

Figura I11.3. Asignacion de las sefiales de RMN de H y de 13C para el compuesto 1l1.4.

Para finalizar la sintesis del intermediario aromatico, se realizé en un solo paso la
reduccion de la olefina y del grupo nitro con trietilsilano y bajo catalisis de Pd/C, en
un solvente alcohdlico como MeOH, el cual proporcioné con un 84% de rendimiento

el intermediario avanzado 111.5 clave para la sintesis total (Esquema 111.6).3°

MeOZC\/I:[NOZ MeO2C\/I>NH2
MOMO OMOM MOMO OMOM

.4 .5

Esquema lIl.6. Reactivos y condiciones: Pd/C, TES, MeOH, t.a, 90 min (84%).

El anadlisis espectroscépico realizado en la caracterizacion de la anilina 111.5
evidencia, en primera instancia en el espectro IR, la presencia de una banda a 3458-
3361 cm! asignada a la tension N-H de amina primaria. En el espectro de RMN de
H se observo la desaparicion de los protones vinilicos y la aparicién de los protones
de los grupos metileno como tripletes a 2,49 y 2,76 ppm con una constante de

acoplamiento de J = 7,8 Hz (Figura ll1.4).
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El espectro de RMN de 3C mostré el cambio de los carbonos vinilicos a 119,1 y
137,4 ppm a carbonos secundarios de grupos metilenos con un desplazamiento

quimico de 24,5y 33,5 ppm.

2,49 (t, J=7,8, 2H) ] 1 122,7
3,59 (s, 3H) ~N 'jj(s’ H) 172.2 245 / 1159
O HH H N\ !
Me. NH, Me\o NO,
oK %5 D \J130 2
2,76 (t, J=7,8, 2H) o] O
O H 94,7 /\ /\94 5+
" 4 0 103 2
342" (5, 2H) My we 3,40" (s, 3H) 20 | Mie 550
' ' 6,77 (s, TH ' '
5,07 (s, 2H) (s, TH) — 77 146,7 .5 \ 1427

L5 5,01%s, 2H)

Figura lll.4. Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y de 13C para el compuesto 111.5.

[11.1.2 Sintesis del acido (2E,4E)-7-metilocta-2,4-dienoico (Ill.13) a
partir de isovaleraldehido
En esta etapa se abordd la sintesis del acido insaturado 111.13 necesario para

formar el grupo amida de la molécula objetivo.

La sintesis del acido insaturado comenzd con una olefinacion de Wittig entre
isovaleraldehido (l11.9) y el fosforano correspondiente 111.10. En primer lugar, se
sintetizé el fosforano por reaccién de 4-bromocrotonato de metilo con trifenilfosfina
en tolueno durante una noche y posterior tratamiento con Na2CO3s acuoso. De esta
manera se obtuvo un 59% de 111.10. A continuacion, isovaleraldehido fue sometido a
una olefinacion de Wittig con 111.10 en CH2Cl2 durante 2 h a temperatura ambiente
dando como resultado un 50% del éster 111.12 como una mezcla de isémeros
(Esquema 111.7).4°
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o)
Ph3PV\/H\OMe
11110
a
OHC/\(MG— MeW%/YOMe c MGW\H/OH
Me b Me o) Me o)
1.9 - 0 .12 .13
OEt JOMe
Eto_ﬁj .11
o)

Esquema lll.7. Reactivos y condiciones: a) CHz2Clz, 2 h, t a. (50%); b) LIOH.H20, THF, TM, 70°C, 18
h (24%); ) NaOH, THF, t a, 18 h (88%).

El andlisis espectroscopico confirmd la formacion del éster 111.12. Se asigné en el
espectro de RMN de *H los protones vinilicos de las dos insaturaciones como un
doblete que integra para un protén a 5,78 ppm con J = 15,5 Hz, un multiplete que
integra para dos protones a 6,03-6,20 ppm y un multiplete que integra para un proton
a 7,21-7,30 ppm (Figura IIl.5). Ademas, se evidencié un singlete a 3,72 ppm
atribuible a los protones metilicos del grupo éster. En tanto que, en el espectro de
RMN de 13C los carbonos vinilicos aparecieron a un desplazamiento quimico de
118,7,129,3, 143,5y 145,2 ppm, el carbono primario y carbono carbonilico del grupo

éster a 51,4 y 167,7 respectivamente.

6,03-6,20 (m,2H)

1,61-1,72 (m, 1H) ™ 7,21 (m, 1H) 22,3
3,72 (s, 3H
0,89 (d, 6H, J=6,66) < . (s 3H) 22,3 1435 1452 167,7
e M o HoO ) Me > 0 )
Xy .Me N N _Me
—~Me 0 Me ) o)
0,89 (d, 6H, J=6,66) H B N 28,2 ) 514
2,05 (t, 2H, J=6,5) 78 (d TH, J=15.5) 422" 1293 1187
lll.12 6.03-6,20 (m,2H) .12

Figura lll.5. Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y de 13C para el compuesto 111.12.

Desafortunadamente, dicha reaccion generé una mezcla de productos dificil de
purificar, haciendo este protocolo poco practico para llevar a cabo, por lo cual se
decidié probar una alternativa. La misma consisti6 en la olefinacion de HWE
promovida por LIOH entre isovaleraldehido (I11.9) y dietil-4-fosfonocrotonato de
metilo (Il1.11). Para ello, previamente, fue necesario preparar el fosfonato 111.11 por
reaccion de 4-bromocrotonato de metilo y P(OEt)s a reflujo durante 2h.*
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Seguidamente, 1l.11 sin purificar se someti6 a la olefinacion junto con
isovaleraldehido (I11.9) a reflujo para obtener el éster IIl.12 con un 24% de
rendimiento. Se repitid la reaccidbn aumentando la cantidad de equivalentes de I1l.11
y base, pero mostré resultados desfavorables dando 10% de 111.12.4? A continuacion,
el éster (11.12) fue tratado con NaOH en THF durante 1 noche para lograr la

hidroélisis e isomerizaciéon del mismo y obtener asi un 88% del acido E,E-(111.13).43

Se efectu6 la correspondiente caracterizacion del compuesto 111.13 por IR y
RMN. En el espectro IR se observo la aparicion de la sefial de que corresponderia al
estiramiento O-H del &cido carboxilico a 3400-2400 cm™. El espectro de RMN de H
mostré la desaparicién del singlete a 3,72 ppm correspondiente al metilo del grupo
éster. Lo mismo ocurrié en el espectro de RMN de 3C con la sefial del metilo que

aparecia a 51,4 ppm (Figura 111.6).

1,61-1,72 (m, 1H) 808023 (M2H) 7 o0 7 36 ., 1H) 22, 3\'
0,89 (d, 6H, J=6,66) < . 145,0 1474 172,8
) H OH OH O ) Me > } 0 )
ve )\/\/\/U\
-~ Me NN oH j OH
0,89 (d, 6H, J=6,66 H)—I H H 28,2 ) )
5,77 (d, 1H, J=15,2
2,00-2,08 (m, 2H, J=6,5) L 577 ( ) 4237 1292 4433

6,08-6,23 (m,2H)

.13 .13

Figura lll.6. Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y de 13C para el compuesto 111.13.

[11.1.3 Hacia intermediarios avanzados en la sintesis total de
carpatamida A

En esta instancia, en primer lugar, se llevd a cabo la reaccion de formacién de la
amida desde la anilina sintetizada 111.5 y el &cido 111.13 utilizando POCls como agente
activante, piridina como base, DMF catalitico y CH2Cl2 como solvente. En estas

condiciones se obtuvo un 39% de rendimiento de la amida I111.14 (Esquema 111.8).44
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Esquema lI.8. Reactivos y condiciones: POCIs, piridina, DMF cat, CH2Clz, 22 h, t.a, (39%).

Tras efectuar la amidacion y purificacion del compuesto, se realizé la
caracterizacion espectroscopica correspondiente. El espectro de RMN de *H
evidencio los patrones correspondientes a la porcién aromatica y a la cadena lateral
insaturada. Se visualizo la sefial de un singlete a 7,60 ppm correspondiente al protén
de amida y el corrimiento del singlete de uno de los protones aromaticos vecino al

grupo amina de 6,77 ppm a 8,26 ppm (Figura I11.7).

5,92 (d, 1H, J = 14,9) _ 6,05-6,2(m, 1H)
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291 (L 2R, J=7.9) 7,60 (s,1H) | ) 0.91(d I=66, 3H) 122,2
\ v | v v \ 5051726 \ 121.8 128,2
O HH H  H HHH ) V248 \1206 / 1212 / 413 273
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721 7,30 (m, 1H\ \0 91(d, J=6.6,3H) 334 O 4628 |\ / Me ~/
2,60 (t, 2H, J=7,9) HHH \ *0 | 1416 %213
9 H ‘ H 9 605623m, 1H)‘ ‘) ko g 14
349" (5,34 Me } \ Me 1,62-1 77(m, 1H) ? /101 3| g 21,3
6,92 (s,1H) | + 14 Me / \ Me” 55,1*
5,14* (s,2H) / « . A 1512
5,18* (s,2H) 347 (63H) 554 14521114

Figura lll.7 Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y 3C para el compuesto I11.14.

A continuacién, como se contaba con una escasa cantidad del compuesto 111.14
y bajo la hipétesis de que la desproteccion requeria condiciones suaves de hidrolisis
debido a que la molécula esta altamente funcionalizada, se probaron condiciones de
reaccion usando como modelo uno de los intermediarios del nucleo aromético (l11.4)
como se puede ver en el Esquema I1ll.9. Se encontré en la literatura que la
mencionada desproteccion se podia llevar a cabo mediante el uso de Amberlyst-15
en CH2Cl2 a temperatura ambiente. Bajo estas condiciones se obtuvo el producto

desprotegido 111.15 con un 83% de rendimiento.*®
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M902C\/I>N02 M902C\/I>N02
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Esquema II.9. Reactivos y condiciones: Amberlyst-15, CHz2Clz, t.a. 48 h (83%).

Teniendo en cuenta el buen resultado obtenido con el modelo, se decidi6é aplicar
las mismas condiciones al intermediario 111.14. Sin embargo, en este caso, aun luego
de incrementar las cantidades de reactivos y el tiempo de reaccién, no se obtuvo el
producto deseado, observandose en cambio, productos de descomposicion

(Esquema 111.10).

H H
MeO,C N N N Me MeO,C N N N Me
OMO R Me HO oH’ Me

M OMOM
11.14 .16

Esquema II1.10 Reactivos y condiciones: Ambelyst-15, CH2Clz, 96 h, t.a 6 NaHSO04.SiO2, H20, 96 h,
t.a.

Se buscaron otras condiciones suaves y se encontr6 un procedimiento basado
en el uso de NaHSO4.SiO2 como un catalizador heterogéneo en CH2Cl2 como
solvente y a temperatura ambiente. El catalizador fue previamente sintetizado
utilizando NaHSO4.H20 en H20 como solvente al cual se le agrega SiO2 y es
calentado hasta obtener el s6lido.*® Este protocolo se llevé a cabo sobre el
compuesto Il1l.14 y tampoco en este caso se observo la formacion del producto de

interés.*4’

Los intentos de desproteccion acabaron con el material de partida y ademas
desafortunadamente, una publicacion concomitante a este trabajo consigno las
sintesis totales de las carpatamidas A-D, mediante una estrategia sintética
extraordinariamente muy similar a la que estaba desarrollando en el Laboratorio.*81°
Este hecho, sin embargo, no hizo otra cosa que poner en evidencia la competitividad
de los objetivos sintéticos buscados y la calidad de los analisis retrosintéticos

empleados.
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En base a los conocimientos experimentales adquiridos al conseguir la sintesis
formal de carpatamida A hasta la N-fenilamida protegida 111.14 (Esquema Ill.11) y a
la eventual posibilidad de modificar facilmente su funcionalidad, se propuso sintetizar
analogos de carpatamida A modificando la cadena lateral.

O o] O
H)D\ a HJXZNOZ b H)nNO2
HO OH HO OH MOMO OMOM

.1 .2 .3
C
MeO,C NH, g MeO,C._~ NO,
\/Ij \/Ij
MOMO OMOM MOMO OMOM
.5 .4
O 4"1/\)\ Me
<_OHC/\(
g IS GNP
.13 .12 .9
MeOZC\/Ij h
MOMO OMOM
.14
X
H
MeOZC\/IjN\[(\/\/\(
HO o
.16

Esquema l1ll.11 Reactivos y condiciones: a) HNOs cc, AcOH glacial, MeCN, 0°C — reflujo, 20 h
(41%); b) MOMCI, DIPEA, DMAP, CHCIs3, 0°C—t.a, 4 h (85%); c) PhsP=CHCO:2Me (lll.6),
CH2Clo/tolueno, 0°C —taa, 18 h (92%); d) Pd/C, TES, MeOH, ta, 90 min (84%) e)
PhsP=CHCH=CHCO:2Me (11.10) ) CH2Cl2, 2 h, t a. (50%); f) NaOH, THF, t a, 18 h (88%) g) POCIs,

piridina, DMF cat, CH2Cl2, 22 h, t.a, (39%) h) Ambelyst-15, CH2Cl2, 96 h, t.a 6 NaHS04.SiO2, H20, 96
h, t.a.
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l11.2 Sintesis de analogos de carpatamida A

De acuerdo con el andlisis retrosintético planteado para carpatamida A, en el
ultimo paso correspondiente a la amidacién entre la anilina proveniente de la
reduccion y el acido graso insaturado, se pudieron obtener analogos del producto
natural reemplazando el acido graso insaturado por distintos acidos carboxilicos
comerciales, con diferentes largos de cadena y grado de insaturaciéon (Esquema
111.12).

H
Meozc\/\/@"‘“z Amidacién MeozC\/\/OiN\R
MOMO OMOM R-COOH MOMO OMOM

.5 .17 a-e
MeOZC\/I:[N\R  Desproteccion
HO OH
lll.18a-e
18a, R= 5\{(\/Me
= AN
o) 18d, R

- N Me
18e, R=
' WMG

18¢c, R= X Me o

2

Esquema 111.12 Propuesta sintética dirigida hacia analogos de carpatamida A.

[11.2.1 Optimizacion de la reaccion de amidacion

En la sintesis de carpatamida A, la reaccion de amidacion se puede considerar
el paso clave de la ruta sintética. A fin de establecer las condiciones de reaccion
mas favorables y mejorar el rendimiento de esta transformacion en la incorporacién
de los distintos grupos de N-acilo de los analogos 18a-e, se efectuaron diferentes

ensayos.
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Formalmente, el enlace amida se forma a través de la condensacion de un acido
carboxilico y una amina, pero resulta una opcion poco adecuada en la sintesis
quimica, ya que compite el intercambio de protones en una reaccién acido-base.
Convencionalmente, las amidas a-B insaturadas son preparadas por sustitucion
nucleofilica de los correspondientes derivados de acidos carboxilicos activados con
aminas. En base a ésto se llevaron a cabo distintas estrategias de amidacion
(Esquema 111.13).4°

Estrategia A: Activacion del acido carboxilico.

5 o R2NH,
JJ\ JI\ on .21 j)l\ R?
R “OH R N0 T RN
.19 l.20a-d .22
GA: Grupo Activante
F‘J\Q
111.20a= rriCl N i
20a= .20c= N 1.20e= < B
NMe, N OMe
N s +
m.2ob= & N I1.20d= - PPhs
0~ "NH -
| Br
Et
R1=§\/\
Estrategia B: Catalizador heterogéneo Me
R2= OMe
O Fe®*-K10 7
R1JJ\OH R1J]\N/R2
R?NH, H
.19 .21 .22

Esquema l11.13 Estrategias para la reaccién de amidacion.

La estrategia mas frecuente es convertir el acido en una forma activa mas
eficiente (Estrategia A). Se plantearon diferentes formas de activacion del acido
[11.19. En primer lugar, se planeo6 generar el cloruro de acido I11.20a con POCIs para
aumentar su reactividad. La formacion del cloruro de acido es una opcion
ampliamente estudiada, pero presenta los inconvenientes de ser susceptible a
hidrolisis, escision de grupos funcionales y la posibilidad de tener reacciones

secundarias a la esperada. En segundo lugar, se propuso activar mediante el uso de
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un agente acoplante como una carbodiimida, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDCI) formando de esta manera la o-acilisourea 111.20b, altamente
reactiva que luego reacciona con la amina correspondiente 111.21. Las o-acilisoureas
se encuentran entre los intermediarios mas activos para el acoplamiento de las
amidas. La activacion con EDCI tiene la desventaja de la formacion de
subproductos. Si el intermediario reacciona con una molécula de acido adicional se
produce primero el anhidrido de &cido que acto seguido forma la amida deseada
(111.22) haciendo més lenta la reaccion. Ademas, se generan productos indeseados,

debido a un reordenamiento de la o-acilsourea a una n-acilurea estable.

También se abord6 el agregado de catalizadores como HOBt que forman
rapidamente un intermediario altamente reactivo (I11.20c) 6 DMAP y el uso de una
base para ayudar en la ionizacion del &cido y evitar reacciones competitivas. Por
otra parte, se propuso convertir el &cido en un iminofosforano (I11.20d) por medio de
una N-halosuccinimida, NBS, en combinacién con trifenilfosfina. Por ultimo, una
activacion del 4cido mediante la formacion de un anhidrido mixto (111.21e) con fésforo
a partir de un intermediario activo, el yoduro de fosforilo.

Un protocolo alternativo (Estrategia B), sin activacion previa del acido, se traté
de la utilizacién de un catalizador heterogéneo de Fe3*-K10 con las expectativas de

evitar la formacién de subproductos.

Las estrategias fueron llevadas a cabo sobre un sistema modelo utilizando o-
anisidina (lll.21) y acido croténico. En la Tabla Ill.1 se describen los resultados

obtenidos de las diferentes estrategias planteadas.

Para las condiciones de la entrada 1, se llevé a cabo la reaccién con POCIs, en
CH2Cl2 como solvente, piridina y DMF catalitico que facilitan el acoplamiento, y se
formé un 42% de la amida 111.22.44 En otro caso, se decidié efectuar la reaccién
utilizando el agente activante EDCI/DMAP y CH2Cl2 como solvente. En un primer
intento se obtuvo un 24% de 1ll.22, por lo que nos llevd a incrementar 0.4
equivalentes la cantidad de acido y 0.8 equivalentes la cantidad de EDCI en un
segundo intento, aumentando el rendimiento de la reaccion a un 68% (entrada 2). En
busca de mejores resultados se incrementd nuevamente la cantidad de
equivalentes, pero inesperadamente, no se observo la formacion del producto.®® En

la entrada 3, se decidi6 reemplazar el uso de DMAP por HOBt y en estas
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condiciones se observo la formacion de multiples productos secundarios no

deseados. Algo similar sucedié cuando, en la entrada 4, se decidi6é agregar el uso de

una base como EtsN.5! La entrada 5 consistié en utilizar NBS y PPhs para realizar el

acoplamiento, el cual, a pesar de incrementar los equivalentes de reactivos, mostro

que aun se observaba material de partida y muchos subproductos de reaccién.>?

Tabla Ill.1 Ensayo de condiciones de amidacion de o-anisidina (111.21)

0
NHz . g =
©/0Me . N )OK/AMG Condiciones de reaccion HN - Me
I11.21 .19 .22
Rendimiento?
Entrada Condiciones de reaccién t (h)
11.22 (%)
1 POCIs, DMF cat., piridina, CH2Cl2, t.a. 60 42
2 EDCI, DMAP, CH2Cl2, t.a. 4 68
3 EDCI, HOBt, CH2Cl2, t.a. 24 0
4 EDCI, EtsN, CH2Cl2, t.a. 24 0
5 NBS, PPhs, piridina, CH2Clz, t.a. 168 0
6 P(OMe)s/l2, EtsN, CH2Clz, t.a. 3 75
7 Fe3*-K10, CHCIs, 60°C 7 0

a Rendimientos calculados después de purificacion por cromatografia en columna.

El protocolo de la entrada 6, consistio en una amidacion empleando P(OMe)s vy |2

como agente activante, trietilamina como base y CH2Cl. como solvente, el cual en 3

h generé un 75% del producto 111.22 del sistema modelo.%3

48




Capitulo I1l: Resultados y Discusion

Por el contrario, cuando no se activo el acido y se llevo a cabo el acoplamiento
entre la anilina 111.21 y el &cido 111.19 utilizando un catalizador heterogéneo y CHCIs
como solvente durante 7 h, no se observd la formacion del producto esperado
(entrada 7).5* Se prepar6 previamente el catalizador heterogéneo de Fe3*-K10 a
partir de FeCls y montmorillonita-K10, facilmente disponible y econdmico, como

soporte. Este catalizador puede ser reutilizado.>®

La entrada 6 fue seleccionada como la éptima ya que present6 el mayor

rendimiento y transcurrié en menor tiempo que las demas estrategias.

Tal como se muestra en el Esquema lll.14, el mecanismo propuesto por Qun-Lli
Luo y col.>® consiste en una serie de etapas donde inicialmente se disuelve el yodo
solido en una mezcla de P(OMe)s y CH2Cl2 y se forma primeramente el yoduro de
trimetoxi-yodofosfonio a 0°C, luego se transforma rapidamente en dimetil
yodofosfato. Después de agregar trietilamina se forma un anhidrido mixto (iii.19b),
siendo este dltimo un intermediario altamente reactivo. Al adicionar la anilina se

produce una amidacion con el intermediario para dar la amida 111.22 de interés.

OMe O
by — [P P ~
P(OM9)3 + 2 I I/ eMe | )]\

/+

o_
=c
oO-
§
('D
="
m 23
w
i/

o 0o ')
()J\/ -~ )I\I ‘) D )O]\/Jr\lﬁ\o

\ — |
0" 1 "OMe R™ 707 [ 'OMe R™ O oM e
lIl.19b lll.193
Ar—NH,
.21 R= 5\/\Me
(} (“) j\ OMe
Y _
4\ - \ —_— P + _Ar Ar=
OM g
Ar” .23 .22
iii.19¢ .

Esquema lll.14. Mecanismo propuesto para la reaccién de amidacién seleccionada.
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[11.2.2 Optimizacion de la reaccion de desproteccidn

Luego, en vista de que los resultados obtenidos en la etapa de desproteccion del
producto de amidacion en la sintesis formal de carpatamida A no fueron los
esperados se decidio ensayar en un sistema modelo de la desproteccion empleando
distintas condiciones de reaccion. En esta oportunidad se utilizO como modelo el

intermediario 111.4 de la sintesis de la porcidon aromatica (Tabla I1.2).

Tabla Ill.2: Ensayos de condiciones de desproteccion de IIl.4

MeoZC\/IjNOZ Condiciones de reaccion MeOZC\/IjNOZ
MOMO OMOM HO OH

.4 .15
o . Rendimiento
Entrada Condiciones de reaccion t(h)
[11.15 (%)
1 Bi(OTf)s, THF:H20, t.a. 72 0
Mezcla con
2 p-TsOH, CHzClz, t.a. 48 _
monoprotegido
3 HCI(4M), dioxano, t.a. 50 87

En la entrada 1, la reaccién se llevd a cabo utilizando Bi(OTf)s como catalizador
en condiciones bifasicas de solvente THF:H20 donde no se observo la formacién del
producto de interés.>® En la entrada 2, se utilizé p-TsOH como promotor en CH2Cl2
dando como resultado una mezcla entre el producto esperado donde se remueven
los dos grupos protectores y un producto donde solo uno de los dos grupos
protectores es removido.>” Por Ultimo, en la entrada 3, se realiz6 una hidrélisis con
HCI 4M en dioxano la cual mostré una conversion del 87% en el producto deseado
[1.L15 con pequeiia cantidad del producto monoprotegido. De esta manera, se

seleccionaron estas Ultimas condiciones para su posterior uso.*®
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[11.2.3 Obtencidén de analogos de carpatamida A

Una vez elegidas las mejores condiciones de reaccion a partir del sistema modelo

se procedi6 a la preparacion de los analogos.

Teniendo en cuenta lo analizado en la Tabla 111.3 se realiz6 la reaccion de
amidacion entre el ndcleo aromatico y los acidos comerciales utilizando P(OMe)s
como agente activante, Iz, trietilamina como base y CH2Cl. como solvente, logrando
aislar los distintos intermediarios avanzados 111.17 a-e. El siguiente paso, se traté de

una desproteccion de los grupos fenoles para dar con los derivados 1ll.18a-e.

Tabla 111.3;: Amidacién con diferentes acidos comerciales y desproteccion de GP

H H

MeOsz\/OiNHz a MeO,C N. b MeO,C N.
R O G O O

MOMO OMOM MOMO OMOM HO OH
.5 lll.17a-e lll.18a-e

Amidacion Desproteccion

I.17a-e [11.18a-e

Compuesto R t(h) o t(h) o

Rendimiento (%) Rendimiento (%)

M
a At | g 92 2 67
(0]
WM(&
b I 24 57 6 532
(e}

WMe
c 24 30 6 502

d § Y\/O 24 48 5 80P
(6]
Me
NS
(0]

48 31 6 40P

Reactivos y condiciones: a) P(OMe)s, |2, EtsN, CH2Cl2, TA b) 2B-ciclodextrina, H2O/THF, CeCls cat.,
MW, 90°C 6 "HCI 4M, dioxano, t.a.
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Como se puede observar para la formacion del primer analogo I11.18a se utilizé el
acido crotonico (I11.19) para el acoplamiento y se obtuvo un 92% de Ill.17a en 19 h.
Este fue caracterizado por estudios espectroscopicos IR y RMN. En el espectro de
IR se observo la aparicion de las bandas tipicas de amida secundaria, una banda a
3311 cm? asignada a la tensién N-H y una banda de tensién C-O carbonilico a
1735 cm™. El espectro de RMN de *H (Figura 111.8) mostré la aparicion de sefiales
caracteristicas a la porcion que correspondia al acido (111.19), un doble doblete a
1,91 ppm con J = 1,6 y 6,9 Hz perteneciente al grupo metilo; los dos protones
vinilicos como doble cuarteto a un desplazamiento quimico de 5,97 ppm con J = 1,6
y 15,2 Hz y como doble cuarteto a 6,89-7,01ppm con J = 6,9 y 15,2 Hz; y un singlete

correspondiente al protén del grupo amida a 7,57 ppm.

En tanto que en el espectro de RMN de 3C se visualizaron las sefiales de
carbono primario a 17,8 ppm perteneciente al grupo metilo, carbonos a 125,7 y
140,8 ppm asignables a los carbonos vinilicos y un carbono cuaternario

correspondiente al carbonilo del grupo amida a 163,4ppm.

8,24 (s,1H) 5,97 (dq, 1H, J=15,0y 1,6) 123,1
2,91 (t, 2H, J =8,1 122,6
( ) \757(31,4\191 (dd, 3H,J =69y 1,6) 5151736256 /7 s 178
\ N Vo o AN 1217/ /
O HH H , H ' NEREEE (
e. v
Me\o N\N)\/Me o) / \ﬂ/\/
34,4
3,68 (s,3H) '}' HO O o "{ j) k 1634
aq 048" _ = 140,8
2,60 (t, 2H, J =8,1) H H H : . 140,
( O)T 6.5 0 /, 21 O 957
. , H , (dg, 1H, J= 15,0 y 6,9) l\l/l 0 \ [
3,49* (s, 3H) i i e/ 56,1*
/6 92 (s1H \ 3,47% (s.3H) 56,4 151,2 1452
5,14* (s,2H) N.17a 5,18 (s,2H) ll.17a

Figura 1.8 Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y 13C para el compuesto Ill.17a.

Al realizar la desproteccién con HCI (4M) y dioxano como solvente no se observé
producto, por lo que se conjeturd que pudo deberse a dos posibles causas, una de
ellas es que se dejé mucho tiempo la reaccion, el cual fue un imprevisto al momento
de llevar a cabo el procedimiento, o bien las condiciones son muy fuertes para el
intermediario altamente funcionalizado. Por lo que se decidid probar un nuevo
protocolo, primero en el sistema modelo previamente utilizado, el intermediario 111.4,
el uso de un catalizador, suave y amigable con el medio ambiente, B-ciclodextrina (-

CD) en H20 bajo calentamiento de microondas.>®
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Este modelo mostro la ausencia del material de partida en 1 h 30 minutos y se
decidié continuar con el uso de estas condiciones en los intermediarios protegidos
(ll.17a-e).

En el primer intento utilizando como material de partida 1ll.17a durante 5 h de
calentamiento en MO y agregando 0,1 equivalentes de B-CD se obtuvo un 30% de
producto Ill.18a. Se llevé a cabo un segundo ensayo agregando THF como
cosolvente y 0,1 equivalentes de CeCls.7H20 como catalizador, ya que el Ce(lll) fue
descripto en varios protocolos de proteccion/desproteccion.>® Estas modificaciones

redujeron el tiempo de reaccidon a 2 h e incrementaron el rendimiento a un 67%.

Mientras que, para acceder al analogo IIl.18b empleando el acido 2E-hex-2-
enoico (l1.24) se obtuvo un 57% del producto de amidacion II1.17b en 24 h, el cual
fue desprotegido utilizando el protocolo modificado de B-CD, generando asi un 53%
de 111.18b luego de 6 h.

Se realiz0 la caracterizacidn por ensayos espectroscopicos. En el espectro IR de
[11.17b se observaron las bandas caracteristicas del nuevo grupo amida, la banda de
tension N-H a 3311 cm y tensién C-O de carbonilo a 1734 cm™. En el espectro de
RMN de *H se evidenciaron 2 protones vinilicos como un doblete a 5,93ppm con J =
15,2 Hz y como un multiplete a 6,09-6,9 ppm; un triplete a 0,95 ppm con J = 7,4 Hz
perteneciente a los 3 protones metilicos; un sexteto a 1,52 ppm con J =7,4 Hz y
cuarteto a 2,22 ppm correspondientes a los grupos metileno. Ademas, el protén del

grupo amida se observo como un singlete a 7,58 ppm (Figura I11.9).

Por otra parte, en el espectro de RMN de 3C se visualizé una sefial de carbono a
13,7 ppm correspondiente al grupo metilo; carbonos secundarios a 21,5y 34,1 ppm
atribuibles a los grupos metileno; carbonos a 124,3 y 145,7 ppm pertenecientes a los
grupos vinilicos y el carbono cuaternario carbonilico del grupo amida se observé a
163,5 ppm.
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5,93 (d, 1H, J = 15,2)

2,91 (t, 2H, J=7,9) 8,25 (s,1H) \ 2,22 (q, 2H, J =6,98) 1231
) 1736 122,7
I A 515 1 a5 \ 341 437
) | [ oe5@aHu=736) " | ; 1216 / 1243 70 13
0 H H ) \ / e |
HOH H H H | RN G
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! HH L0 HoHH 4 NON)
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1.17b 1.17b

Figura I11.9 Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y 3C para el compuesto II.17b.

Cuando la amidacion se realizd con el &cido sérbico (lIl.25) para acceder al
analogo 111.18c, se aislé solo un 30% de IIl.17¢c junto con un subproducto donde el
intermediario esta metilado en el grupo amino, pudiéndose ser ésta la causa del bajo
rendimiento en comparacion con los demas acidos. Se propone repetir la reaccion
en el futuro disminuyendo los equivalentes de P(OMe)s. En el siguiente paso, la
reaccion de desproteccién duré 6 h luego del agregado total de 4 equivalentes de (-
CD y se obtuvo un 50% de 111.18c.

[l1.17c se caracteriz6 por analisis espectroscopico el cual confirmo la formacion
del producto esperado. El espectro de IR mostré la aparicion de las bandas
correspondientes al grupo amida. Una banda de tension N-H a 3288 cm™ y otra de
C-O carbonilo a 1726 cm™. Tras examinaciéon del espectro de RMN de 'H (Figura
[11.10) se observé el patron de sefales correspondientes a la nueva porcion
incorporada proveniente del &cido sorbico, 3 protones metilicos como un doblete a
1,86ppm con J = 6,2 Hz; los protones vinilicos se asignaron a un doblete que integra
para un proton a 5,91 ppm con J = 14,9 Hz, un multiplete a 6,00-6,26 ppm que
integra para dos protones y un multiplete a 7,24-7,33 ppm que integra para un

protén; y un singlete a 7,60 ppm de protdn pertenecientes al grupo amida.

En el espectro de RMN de *2C, se visualizaron las sefiales de carbono primario a
18,6 ppm del grupo metilo; carbonos vinilicos a 122,0, 129,6, 134,8, 142,0 ppm; y un

carbono cuaternario carbonilico del grupo amida a 163,9 ppm.
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5,91 (Q\H J=14,9)
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2,92 (t, 2H, J =8,7) = ) 6,00-6,26(m, 1H) 515173 6256 1296
\ 186 (d, 3H, J=6,18) | | 121.6 1220 /P
O HH H , H H ) AN N I A VR G| \
Me\O NMM(& Me\o 4 ¥ N\[]/'\/\/Me
! H H O H H- 34,4 / 0\63 ;\\ )
3,68 (s,3H) i o 0 N\ T 0] ‘\ 1384
2,60 (t, 2H, J =8,7) " )VH H H+ T 8.00-6,26(m. 1H) 948" ) k/\ 957+ 1420
— H [ H ? 7,24-7,33 (m, 1H) /1021 \
3,49* (s, 3H) e . gy
/692 s1H)\ \ 3,477 (s,3H) 56'5*J 151,2 145,2
5,147 (s,2H) .A7c 5,19* (s,2H) .A17¢

Figura I11.10 Asignacion de las sefales de RMN de H y 3C para el compuesto Ill.17c.

Para el anélogo 111.18d, se llevo a cabo el acoplamiento con &cido cinamico (111.26)
dando como resultado un 25% de 111.17d en 24 h. Como en la etapa de purificacion
se recuperé mucha cantidad de acido cindmico se concluyé que el bajo rendimiento
podia deberse a la etapa de activacion del acido, por lo que en un segundo intento
se modifico el tiempo de activacion y, de esta manera, el rendimiento se elevo a un
48%.

Se pudo confirmar a través del analisis espectroscépico correspondiente que el
producto obtenido era el deseado. En el espectro IR se notd la aparicion de las
bandas correspondientes al nuevo grupo amida. Una banda de tensién N-H a 3298
cm™ y una banda de tensién C-O de carbonilo a 1735 cm™. Al realizar el espectro
de RMN de 'H de 1ll.17d se notaron las sefiales provenientes del acido cinamico,
presentando un doblete con un desplazamiento quimico de 6,56 ppm y un J = 15,9
Hz que corresponde a un proton vinilico; a 7,26-7,77ppm un multiplete que integra
para 6 protones, correspondientes a un proton vinilico y 5 protones aromaticos del
grupo fenilo incorporado; y, por altimo, la aparicion de un singlete a 7,70 ppm

perteneciente al proton del grupo amida.

Cuando fue analizado el RMN de 3C se determinaron dos carbonos a 121,2 y
141,4 ppm asignados a los carbonos vinilicos; carbonos aromaticos a 127,9,
128,2,129,8 ppm y carbono cuaternario a 134,0 ppm de grupo fenilo proveniente del
acido cinamico; y un carbono cuaternario correspondiente al grupo carbonilo de la

amida a 163,3 ppm (Figura 111.11).
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7,26-7,77 (m, 6H) 28777 (m, 6H)

[
(
6,56 (d, 1H, J = 15,9) \ \\7,26-7,77 (m, 6H)
8.32 WH)\ 7,70 ,1|—b Ho ) 1340 127,9

— S \
294 (L2RJ=19) - N \ P H H 1736 1231 1227\ | 12821298
515
P RA T w ‘ 256 1216/ 1212 )
'\?e\o Y H—~ 128,2
-
3,68 (5:3) |-T| HO o © [ H / H 726777 (m, 6H) J\/t©: \ N 1270
262 (t,2H,J=79) ~ )TH H H%\ L 7,26.7,77 (m, 6H) 34,4 O \1451°
— (I) T H c|) 7,26-7,77 (m, 6H) */——‘ k/\ 163,3
3,49 (s, 3H) Me | Me X 057+
6,95 (s,1H) N34T (5:30) | /1021\ .,
Bleean = | S 56 s*JMe1514 145, 56,1*
.17d , mA7d

Figura lll.11 Asignacion de las sefales de RMN de H y 13C para el compuesto I11.17d.

En la siguiente etapa, la desproteccion debid realizarse aumentando la cantidad
de B-CD a 3,5 equivalentes y, luego de 8h de calentamiento en microondas se di6
por finalizada, aun conteniendo material de partida y el producto parcialmente
desprotegido, por lo que se decidié que esta técnica resultaba bastante tediosa y no
cumplia con los objetivos de la utilizacion del microondas. Se probaron nuevamente
las condiciones de desproteccion con HCI 4M en dioxano durante 4 h y tras
confirmar la ausencia del material de partida y del producto parcialmente
desprotegido, se aislo 80% de 111.18d.

Cuando la amidacion se realizé con el acido (2E) -4-metilpent-2-enoico (111.27)
para dar el andalogo 111.18e, se obtuvo un 31% de la amida Ill.17e en 48 h de

reaccion.

Se caracterizo Ill.17e por estudios espectroscopicos. En el espectro de IR se
observo las sefiales correspondientes al grupo amida formado, tratandose de una
banda de tensién N-H a 3315 cm™ y de tensién C-O carbonilico a 1743 cm™. En el
espectro de RMN de 'H se observé un doblete a 1,09 ppm con J = 6,7 Hz que
integra para 6 protones metilicos correspondientes al grupo isopropilo incorporado;
un multiplete a 2,43-2,55 ppm asignado al proton CH del grupo isopropilo; dos
protones vinilicos uno como doble doblete a 5,87 ppm con J = 15,2y 1,4 Hz y el otro
como multiplete a 6,90-6,92 ppm; y un singlete a 7,59 ppm perteneciente al proton

del grupo amida (Figura 111.12).

En el caso del espectro de RMN de °C se observé una sefial de carbono primario

a 21,4 ppm perteneciente a los metilos de grupo isopropilico; el carbono terciario a
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30,8 ppm del grupo isopropilico; carbonos vinilicos a 121,4 y 152,1 ppm y carbono

cuaternario del grupo carbonilo de la amida a 163,8 ppm.

5,87 (dd, 1H, J=159y 1,4)

8,25 (s,1H) \Og(d 6H, J =6.6)
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Figura I11.12 Asignacion de las sefiales de RMN de 'H y 13C para el compuesto Ill.17e.

El paso siguiente, la desproteccion, se llevd a cabo con HCl 4M en dioxano
como solvente, durante 6 h a temperatura ambiente y se obtuvo I1l.18e con un 40%

de rendimiento.

Los anélogos de carpatamida A Ill.18a-e que resultan de la desproteccién de los
intermediarios 1ll.17a-e se pudieron confirmar por espectroscopia IR y RMN. En los
espectros IR se observo la aparicion de la banda ancha correspondiente al
estiramiento O-H de los fenoles en el rango de 3000-3700 cm. En los espectros de
RMN de 'H (Figura 111.13) se observd la desaparicion de las sefiales
correspondientes a los grupos protectores, dos singletes en el rango de 3,45-3,40
ppm asignados a los protones metilicos (-OCH20CH3s) y dos singletes en el rango de
5,14-5,18 ppm de protones metilénicos (-OCH20CHs). Se observé la aparicion de 2
singletes correspondientes a protones fenélicos con un desplazamiento quimico en
un rango de 6,75-6,90 y 9,10-9,30 ppm.

Mientras que en los espectros de RMN de 13C se observo la desaparicion de las
sefales correspondientes a los grupos protectores, los dos carbonos primarios en el
rango de 56,0-56,5 ppm de metilo y los dos carbonos secundarios en un rango de

94,0y 95,9 ppm asignados a los metilenos.
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Figura l11.13 Asignacion de las sefales de RMN de 'H y 13C para los analogos lll.18a-e.
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Capitulo IV: Conclusiones

Se consiguio realizar la sintesis en 4 etapas del nucleo aromatico 3-[5-amino-
2,4-bis(metoximetoxi)fenil] propanoato de metilo (lll.L5) a partr de 2,4-
dihidroxibenzaldehido comercial. Este compuesto es el intermediario comun para la
sintesis total de carpatamida A y para la sintesis de sus analogos.

Se desarrollé una estrategia convergente para acceder a carpatamida A,
pudiendo lograr la sintesis del ultimo intermediario de la secuencia, 11l.14. Este
intermediario avanzado se obtuvo mediante una reaccion de amidacion entre la
anilina 1.5 y el acido (2E,4E)-7-metilocta-2,4-dienocico (I11.13) sintetizado
previamente en 2 etapas a partir de isovaleraldehido comercial.

A pesar de diversos ensayos de desproteccion de los metoximetil éteres, la
reaccion no procedié como se esperaba y no se logré obtener carpatamida A. Se
probaron condiciones suaves de desproteccion debido a que se trata de una
molécula altamente funcionalizada. Restaria probar escenarios un poco mas fuertes

de desproteccion.

Se optimizé la reaccion de amidacion, fundamental para la construccién de la
familia de analogos de carpatamida A. Se activaron distintos acidos comerciales
formando un anhidrido mixto mediado por P(OMe)s, mas reactivo, para luego
acoplarlos a la anilina 111.5. Ademas, se exploraron condiciones de desproteccién de
los metoximetil éteres. Esta etapa presenté ciertas limitaciones y no dieron
rendimientos tan altos como se esperarian para este tipo de reaccion. Se propone

en un futuro optimizar las condiciones de esta reaccion.

Se lograron obtener 5 analogos de carpatamida A, diversificando la estructura
del producto natural en su cadena lateral para probar aquella caracteristica que
pueda aumentar la actividad citotéxica del compuesto. Acortando el &cido,
disminuyendo el nimero de insaturaciones, quitando el gem-dimetilo y agregando un

nuevo grupo funcional fenilo.

Se espera en el futuro poder realizarles pruebas de actividad citotoxica a los 5
analogos obtenidos. Las mismas se llevaran a cabo en colaboracién con otro grupo

de investigacion de nuestra facultad.
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Capitulo V: Materiales y métodos

V.1.1 Condiciones Generales

En las reacciones que necesitaron ser llevadas a cabo bajo presion positiva de
gas inerte los gases empleados para generar dichas atmosferas fueron nitrégeno
seco 0 argon de alta pureza, libres de oxigeno. La agitacion de las reacciones se
llevo a cabo en forma magnética y el seguimiento de las mismas se realiz6 mediante
CCD. Los solventes y reactivos se transfirieron empleando micro-jeringas, jeringas o

canulas segun los casos.

Para determinar la pureza de los compuestos se aplicaron los siguientes

criterios:

1. La aparicion de una uUnica banda en la CCD, llevada a cabo en diversos

sistemas de solventes.
2. El intervalo del punto de fusion, en el caso de muestras sélidas.

La remocion de solventes en extractos y fracciones cromatograficas se realizo
en un evaporador rotatorio marca Bichi modelo RE 111. Trazas de solventes se
eliminaron mediante una bomba de vacio (P <5 mm Hg) provista de una trampa

enfriada con nitrégeno liquido.

La separacién y purificacion de los productos de reaccién buscados se realizo
mediante cromatografia en columna en el modo de gradiente escalonado de

mezclas de solventes de polaridad ascendente.

V.1.2 Datos fisicos-Instrumental analitico

Los puntos de fusion fueron determinados en un microscopio con platina
calefaccionada eléctricamente marca Ernst Leitz Wetzlar modelo 350 y se informan

sin correqir.

Los espectros en el infrarrojo se adquirieron en espectrofotometros con
transformada de Fourier marcas Shimadzu modelo Prestige-21 empleando la banda
de 1601,4 cm™ del poliestireno como estandar de calibracién. La resolucién de los

espectros es 4 cm™.
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Las muestras sélidas se determinaron como dispersiones sélidas en pastillas de
KBr, preparadas por compresion (carga = 10 Tm/cm?) de una mezcla fina cuya
composicién aproximada fue de 1 mg de muestra y 100 mg de KBr, usado como
medio dispersante, pulverizada en un mortero de agata. Los valores de frecuencia

(v) de las bandas mas significativas se informan en unidades de cm-2.

Las determinaciones espectroscopicas de resonancia magnética nuclear fueron
realizadas en un espectrometro marca Bruker modelo Avance 300, a 300,13 (RMN
de 'H) y 75,33 (RMN de 3C) MHz respectivamente, usando la sefial del TMS como
estandar interno [6c(CDCI3) = 76,9]. Las medidas se realizaron con la muestra
(concentracion comprendida entre 0,1-0,3 M) disuelta en CDCls.

Tanto en las asignaciones, como en los espectros de RMN de *H y RMN de 3C,
los valores de los desplazamientos quimicos estan informados en unidades de
partes por millon en la escala 0. La informacién de los espectros de protones, se
expresa de la siguiente forma: primero se consigna el valor numérico de la sefal (d)
con dos cifras decimales; luego, entre paréntesis y en el siguiente orden: la
multiplicidad, valor de la/s constante/s de acoplamiento homonuclear (en Hz) con la
apreciacion de una cifra decimal, integracion y la asignacién del protén o conjunto de
protones responsable/s de dicha sefal.

Las abreviaturas utilizadas para indicar las multiplicidades son: s, singlete; d,
doblete; t, triplete; g, cuarteto. Se emplean combinaciones como dd para designar un
doblete de dobletes y dt para un doblete de tripletes. La letra m se emplea para el
caso de multipletes; para denotar que una sefal es ancha, se le agrega la letra “a”

inmediatamente después de la multiplicidad.

La informacién proveniente de los espectros de 3C se expresa escribiendo en
primer término el desplazamiento quimico de la sefal (8c) con una cifra decimal y
luego entre paréntesis, el o los a&tomos de carbono responsables de la misma. Las
sefales correspondientes a diferentes protones o carbonos cuya atribucion puede
ser intercambiada fueron designadas con un asterisco (*) o numeral (¥) como

superindice luego de la atribucion sugerida.

Los espectros de RMN de *3C reportados se refieren al espectro totalmente
desacoplado (BB, del inglés Broad Band). Asimismo, cuando fue requerido se

realizaron experimentos de RMN bidimensional, adquiriéndose los espectros HSQC
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(del inglés Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC (del inglés
Heteronuclear Multiple Bond Correlation) o COSY (del inglés COrrelation

SpectroscopY). También se registraron espectros de °F cuando fue necesario.

A modo de auxiliar en la asignacion de algunas sefales de ciertos espectros que
resultaron dificultosos de atribuir, se utilizaron las rutinas de simulacion de espectros
de RMN de 'H y ®C de Ila aplicacion ACDLabs, version 10.0
(AdvancedChemicalDevelopment, Inc., Toronto, Canada).

V.1.3 Nomenclatura, Numeracion, Composiciéon de Estructuras Quimicas y

Diagramas

Los nombres IUPAC de todos los compuestos sintetizados se derivaron de la
nomenclatura inglesa, provista por la rutina ChemSketch del aplicativo ACDLabs,
version 10.0 (AdvancedChemicalDevelopment, Inc., Toronto, Canada). Las
estructuras quimicas de los Esquemas y Figuras fueron realizadas con el programa
ChembDraw Ultra, version 13.0 (Cambridge Soft Corp., Cambridge, MA, EEUU).

V.1.4 Extraccion y Manipulacion de Extractos. Condiciones Generales:

El procedimiento habitual consisti6 en agregar solucion saturada de NaCl a la
mezcla de reaccion (5 — 20 mL) y extraer los productos con AcOEt (3 x 20 — 40 mL).
Luego, los extractos organicos reunidos se lavaron con solucion saturada de NacCl (5
mL) y se secaron sobre Na.SOas; posteriormente, se concentraron en evaporador
rotatorio a presion reducida y finalmente fueron sujetos a cromatografia en columna,

como método de purificacion de los productos de interés.

V.1.5 Métodos Cromatograficos

Las transformaciones quimicas efectuadas fueron monitoreadas empleando
técnicas de CCD sobre placas comerciales de aluminio marca Merck, art. 5554
(Merck, Darmstadt, Alemania), cubiertas con silica gel F2s4, que fueron desarrolladas
eluyendo con mezclas de solventes hexano-AcOEt de polaridad acorde a la del

analito o la mezcla a separar, procurando que la/s mancha/s de interés presente/n
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valores de Rf entre 0,20 y 0,80. En algunas ocasiones se han utilizado otros

solventes como etanol y diclorometano para realizar las CCD.

Las bandas fueron detectadas en las placas cromatogréaficas mediante examen
a la luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y también, cuando fue necesario,
mediante examen de la fluorescencia a la luz ultravioleta de onda larga (365 nm). En
algunos casos se reveld con revelador ninhidrina para las aminas primarias y para el
caso de fenoles, solucion FeCls al 1% en EtOH de 96°. Para mejorar la calidad y
sensibilidad de la deteccion, se efectu6 un calentamiento cuidadoso de las placas

cromatograficas reveladas por rociado mediante una pistola calefactora.

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo empleando Kieselgel 60
(tamafio de particula= 0,040-0,063 mm) y empacada en columnas a partir de

suspensiones en hexano.

La elucion se llevé a cabo empleando mezclas de hexano-AcOEt como eluyente,
bajo la modalidad de gradiente escalonado de polaridad creciente de solvente,

aplicando presion de aire (0,75 —1 atm.) para acelerar el proceso cromatografico.

La introduccién de la muestra se realizd preadsorbiéndola sobre silica gel con

soluciones de CH2Cla.

V.1.6 Gases y Solventes Anhidros

El nitrégeno empleado fue secado por pasaje a través de tamices moleculares,
mientras que el argon fue usado directamente desde el cilindro. Los solventes

anhidros empleados se purificaron y secaron de la siguiente manera:

Metanol (MeOH) absoluto: El producto técnico se calent6 a reflujo sobre virutas
de magnesio limpias y activadas con cristales de iodo; se destild el solvente del
alcoxido de magnesio asi formado, descartdndose los extremos del destilado. El

solvente se guardd en un envase hermético.

N,N’-Diisopropiletilamina (DIPEA): El reactivo comercial fue adicionado de

lentejas de KOH y se conservé sobre las mismas.
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Piridina (Py): El producto de grado “pro-analisis” se secd sobre lentejas de KOH
a temperatura ambiente; luego se calentd a reflujo sobre lentejas de KOH vy

posteriormente se destild; el producto anhidro se conservo sobre KOH.

Solventes clorados (CHCIlz y CH2Cly): Los productos comerciales fueron
calentados a reflujo sobre P20s durante 6 h bajo atmoésfera de nitrdgeno seco,
destilandose el producto lentamente. El cuerpo del destilado anhidro se almacend en

envases herméticos sobre tamices moleculares activados de 4A de poro.

Tolueno (PhMe): El solvente grado PA fue calentado a reflujo sobre sodio, en

presencia de benzofenona, y destilado del cetilo azul de benzofenona.

Trietilamina (EtsN): El solvente tipo “pro-analisis” se calenté a reflujo sobre CaH:2

y luego se destild, conservandose sobre lentejas de KOH.

Todos los otros reactivos utilizados fueron de calidad "pro-analisis”, de diversas
marcas reconocidas en el pais y en el exterior. EI manejo y disposicion de los
mismos se realizé de acuerdo a normas recomendadas tanto por el fabricante como

por el proveedor, o lo aconsejado por las buenas préacticas de laboratorio.

V.1.7 Equipamiento para Operaciones Especiales
Las transformaciones quimicas que requirieron calentamiento a reflujo fueron

refrigeradas mediante la circulacion cerrada de una mezcla EtOH-agua (1:1) de
temperatura constante, provista mediante un bafio refrigerado con circulador marca

Polystat.

La reaccion asistida por microondas fue llevada a cabo en un horno de

microondas CEM Discover, utilizando un sistema cerrado.
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V.2 Sintesis y Caracterizacion

Sintesis de  3-(2,4-bis(metoximetoxi)-5-((2E,4E)-7-metillocta-2,4-dienamida)
fenil)propanoato de metilo

1 NO, 1.2
2.4 Dihidroxi-5-nitrobenzaldehido

A una solucion de 2,4 dihidroxibenzaldehido (lll.1, 1000 mg, 7,24 mmol) en
MeCN (4 mL) a 0 °C se agreg6 gota a gota una solucién de HNOs cc (1,3 mL) en
HAcO glacial (6 mL). Posteriormente, se llevo a reflujo (120 °C) durante 20 h.
Transcurrido ese tiempo, la finalizacion de la reaccion fue comprobada por CCD
(Hexano-AcOEt 80:20 con 1 gota de acido acético). Se agreg6 solucion saturada de
NaCl (5 mL) y se realizé la extraccion de los productos con AcOEt (3 x 15 mL). Las
fases organicas combinadas fueron secadas sobre MgSOa4 y concentradas a presion
reducida. El residuo obtenido fue sometido a cromatografia en columna, aislandose
1.2 (538 mg, 41%), como un solido amarillo de P.f.: 108-110 °C. IR (KBr, v): 3263,
3164, 1683, 1601, 1566, 1478, 1432, 1389, 1246, 1215, 1144, 1090, 1061, 835, 815.
Espectro de RMN de 'H (CDCls) &: 6,63 (s, 1H, H-3), 8,43 (s, 1H, H-6), 9,82 (s ,1H,
Ar-CHO), 11,19* (s, 1H, 2-OH), 11,63 (s, 1H, 4-OH). Espectro de RMN de 3C
(CDCIs) 8: 106,0 (C-3), 115,2 (C-1), 127,9 (C-5), 133,5 (C-6), 161,3 (C-4), 194,0 (Ar-
CHO).

Me~ O~ C! Cloro(metoxi)metano
1

A una solucion de dimetoximetano (2,0 mL, 22,5 mmol) y ZnBr2 (1mg), en
tolueno (7,5 mL) se le afiadi6 gota a gota cloruro de etanoilo (1,6 mL, 20,6 mmol)
teniendo la precaucion de que la solucion no sobrepase los 45 °C. Se agité a
temperatura ambiente por 3 h. Se confirmé la finalizaciéon por RMN de 'H del crudo
de reacciéon en tolueno. Se obtuvo un liquido incoloro de una concentracion
aproximada de 2,3 M. Espectro de RMN de 'H (CDClz) &: 3,49 (s, 3H, O-Me), 5,43
(s, 2H, H-1).
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2 6
A e .3

: 4 2,4 Bis(metoximetoxi)-5-nitrobenzaldehido
Me\O/\o S T0TN\g-Me

En un balon conteniendo 111.2 (478 mg, 2,61 mmol) disuelto en CHCIs anhidro
(5,2 mL) a 0 °C se le agregdé DIPEA (1,8 mL, 10,44 mmol) y cantidad catalitica
DMAP (0,5 mmol). Luego, se afiadi6 MOMCI (10,44 mmol, ~2,3 M) gota a gota. Se
agito a temperatura ambiente durante 4 h. Transcurrido ese tiempo, la finalizacion de
la reaccion fue comprobada por CCD (Hexano-AcOEt 80:20 con 1 gota de acido
acético). Luego se agregd solucion saturada de NaCl (5 mL) y los productos de
reaccion se extrajeron con CH2Clz2 (3 x 15 mL). Las fases organicas reunidas se
secaron sobre MgSOa4 y luego se concentraron a presion reducida. La cromatografia
en columna permitié6 obtener el producto diprotegido 111.3 (600 mg, 85%) como un
sélido amarillo de P.f.: 58 - 60 °C. IR (KBr, v): 2926, 1683, 1615, 1570, 1485, 1346,
1284, 1149, 1089, 1045, 962, 871. Espectro de RMN de 'H (CDCls) &: 3,55 (s, 6H, -
OCH20CH3), 5,36* (s, 2H, -OCH20CHz3), 5,37* (s, 2H, -OCH20CH3s), 7,10 (s, 1H, H-
3), 8,43 (s, 1H, H-6), 10,32 (s, 1H, Ar-CHO). Espectro de RMN de 3C (CDCIs) &:
57,0* (-OCH20CHs), 57,1* (-OCH20CH3s), 95,0 (-OCH20CH3), 95,3% (-OCH20CH?3),
102,2 (C-3), 118,8 (C-1), 127,0 (C-6), 134,9 (C-5), 163,1 (C-4), 186,5 (Ar-CHO).

1.6
(trifenilfosfanilideno) acetato de metilo

(0]
1
thvj\
1
5 OMe

A una solucién de acido bromoacético (10 g, 71,9 mmol) y H2SO4 concentrado
catalitico (16 uL) disuelto en MeOH (7 mL) se calenté a reflujo (90 °C) durante 2
horas. Se confirmé la finalizacién por RMN de *H del crudo de reaccién y luego se
destilé en primer lugar el azeotropo de la mezcla de metanol como solvente y agua
formada durante la reaccion en un rango de 65-85 °C. A continuacion, se agregoé
tolueno (25 mL) para quitar el residuo de agua destilandolo en forma de azeétropo
de tolueno y agua a 85 °C, obteniendo 2-bromoacetato de metilo como un aceite
marrén. Espectro de RMN de 'H (CDCls) &: 3,76 (s, 3H, O-Me), 3,82 (s, 2H, H-1).

Una solucién de 2-bromoacetato de metilo (4 mL, 19,5 mmol) en tolueno (2 mL)

se adicion6 gota a gota a un balon conteniendo trifenilfosfina (5,114 g, 19,5 mmol)
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disuelta en tolueno (25 mL) y se dejo 18 h en agitacién a temperatura ambiente. Los
sélidos se separaron por filtracion al vacio y se lavé con tolueno y éter. El residuo se
transfirié a un balén y se sec6 en bomba de vacio para luego ser disuelto en H20
(100 mL). Se agregaron unas gotas de indicador fenolftaleina y se adiciondé una
solucion de NaOH 2M (6 mL) hasta viraje del indicador. Se extrajo el producto con
CH2Cl2 (3 x 20 mL). Los extractos organicos combinados se lavaron con solucion
saturada de NaCl (5 mL), se secaron sobre MgSO4 y se concentraron a presion
reducida para dar un solido color ocre (l11.6, 3,896 g, 11,6 mmol).

0 6
3 1.4
MeO” 1 2,/ : 5 NO, . ) ) . .
4 (2E)-3-[2,4-bis(metoximetoxi)-5-nitrofenil]prop-
,—0°2%7 0\ 2-enoato de metilo.
Me—-0O O-Me

A una mezcla agitada de 111.6 (1 g, 3,31 mmol) a 0 °C se agregd gota a gota una
solucién de 1.3 (600 mg, 2,21 mmol) en CHCIz anhidro (4 mL) y se agité6 a
temperatura ambiente durante 24 h. La reaccion se monitore6 por CCD (Hexano-
AcOEt 70:30) hasta observar desaparicion de material de partida. Una vez
finalizada, se afiadid solucién saturada de NaCl (10 mL) y los productos se
extrajeron con EtOAc (3 x 15 mL). Los extractos orgénicos se combinaron, se
secaron sobre MgSOa4 y se concentraron a presion reducida. La cromatografia en
silica gel permitié obtener IIl.4 (667 mg, 92%) como un soélido amarillo de P.f.: 76 -
78 °C. IR (KBr, v): 2916, 1699, 1616, 1521, 1278, 1151, 1055, 960, 918. Espectro de
RMN de H (CDCI3) &: 3,51* (s, 3H, -OCH20CHg), 3,54* (s, 3H, -OCH20CH3), 3,81
(s, 3H, CO2CH3) 5,31* (s, 2H, -OCH20CHs), 5,33* (s, 2H, -OCH20CHz3), 6,49 (d, J =
16,1, H-2), 7,08 (s, 1H, H-3), 7,88 (d, J = 16,1, H-3"), 8,16 (s, 1H, H-6). Espectro de
RMN de 3C (CDCI3) &: 51,7 (CO2CH3), 56,8* (-OCH20CH3s), 57,0* (-OCH20CH?3),
94,8% (-OCH20CH3s), 95,4% (-OCH20CHgs), 102,6 (C-3), 117,7 (C-1) 119,1 (C-2),
126,1 (C-6), 134,8 (C-5), 137,4 (C-3"),153,4 (C-4), 160,0 (C-2), 167,3 (C-1").
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O .
P .5
MeO™ 1 5 5 .
4 3-(5-amino-2,4-
/—072%7 0\ bis(metoximetoxi)fenil)propanoato de metilo.
Me—0O O-Me

A una solucion agitada de Ill.4 (260 mg, 0,79 mmol) en MeOH anhidro (5,9 mL)
se la desgasificdé con un globo de argon. Luego se agregé Pd-C 10% P/P (59 mg,
0,55 mmol) y trietilsilano (1,7 mL, 10,27 mmol) gota a gota. Se continu6 agitando a
temperatura ambiente durante 90 minutos. Una vez que se observo la desaparicion
del material de partida en la placa de CCD (Hexano-AcOEt 50:50, ninhidrina), la
mezcla se filtr6 a través de celite y el disolvente se eliminé al vacio. Se afiadié
solucion saturada de NaCl (10 mL) y los productos se extrajeron con EtOAc (3 x 15
mL). Las fases organicas reunidas se secaron sobre MgSOasy se concentraron a
presion reducida. La purificacion final mediante cromatografia en columna permitio
obtener I111.6 (200 mg, 84%) como un aceite marrén. IR (film, v): 3458, 3441,2949,
2846, 2304, 2080, 1745, 1693, 1556, 1494, 1294, 1172, 905. Espectro de RMN de
'H (CDCls) &: 2,49 (t, 2H, J =7,8, H-2"), 2,76 (t, 2H, J =7,8, H-1), 3,40* (s, 3H, -
OCH20CH3), 3,42* (s, 3H, -OCH20CH3s), 3,59 (s, 3H, CO2CH3) 5,01* (s, 2H, -
OCH20CHs), 5,07% (s, 2H, -OCH20CHs), 6,47 (s,1H, H-6), 6,77 (s, 1H, H-3).
Espectro de RMN de 3C (CDCIs) d: 24,5 (C-1"), 33,5 (C-2), 50,4 (CO2CHs3), 55,0* (-
OCH20CHs3), 55,2* (-OCH20CH3s), 94,5% (-OCH20CHs3), 94,7% (-OCH20CH3s), 103,3
(C-3), 1159 (C-6), 122,7 (C-1), 130,2 (C-5), 142,7 (C-4), 146,7 (C-2), 172,2
(CO2CH3).

\/?1\ 111.10

3 .

PhaPs o X

\fy ; | OMe (2E)-4-(trifenilfosfanilideno) but-2-enoato de metilo

A una solucion agitada de trifenilfosfina (668 mg, 2,55 mmol) en tolueno anhidro
(4,5 mL) se adicion6 4-bromocrotonato de metilo (300 pL, 2,55 mmol) gota a gota.
Se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 18 h. Los solidos se separaron
por filtracion al vacio y se lavaron con tolueno. Se transfirio a un balén y se seco en
bomba de vacio durante 10 minutos. Luego se agregé agua (1 mL), 1 gota de

indicador fenolftaleina y una solucion saturada de Na2COs (40 mL). Se observo el
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viraje del indicador, en este caso el color caracteristico se encontr6 enmascarado y
se vio una coloracion naranja. Se agregdé solucion saturada de NaCl (10 mL) y se
realizé una extraccion con CH2Cl2 (3 x 20 mL). Las fases organicas reunidas se
secaron sobre MgSOas y se concentraron a presion reducida para dar un glass color
naranja I11.10. (537 mg, 59%).

Me O .12

;5 3
Me N \)J\OMe

U (2E, 4E)-7-metilocta-2,4-dienoato de metilo

En un bal6n conteniendo 111.10 (109 mg, 0,30 mmol) disuelto en CH2Cl2 (1,5 mL)
se le agrego isovaleraldehido (55 pL, 0,50 mmol) a 0°C. La reaccién se mantuvo a
temperatura ambiente con agitacién vigorosa por 2 h. Transcurrido ese tiempo, se
observo la finalizacion de la reaccion por CCD (Hexano-AcOEt 95:5) y se procedi6 a
evaporar el solvente. Se afladi6é solucion saturada de NaCl (10 mL) y los productos
se extrajeron con CH2Cl2 (3 x 15 mL). Las fases organicas reunidas se secaron
sobre MgSOas y se concentraron a presion reducida. La cromatografia en columna
permitié obtener el acido I11.12 como un aceite incoloro. (25 mg, 50%). IR (film, v):
2956, 2931, 2852, 1728, 1697, 1469, 1435, 1369, 1303, 1269, 1172, 1035, 981.
Espectro de RMN de *H (CDClz) 3: 0,89 (d, J = 6,5, 6H, H-8 y H-9), 1,61-1,72 (m, 1H,
H-7), 2,05 (t, J = 6,5, 2H, H-6), 3,72 (s, 3H, CO2CH3), 5,78 (d, J = 15,5, 1H, H-2),
6,03-6,20 (m, 2H, H-4 y H-5), 7,21-7,30 (m, 1H, H-3). Espectro de RMN de 3C
(CDClI3) &: 22,3 (C-8 y C-9), 28,2 (C-7), 42,2 (C-6), 51,4 (CO2CHs3), 118,7 (C-2),
143,5 (C-5), 145,2 (C-3), 167,7 (CO2CHs3).

Me o .13

7 5 3
Me N \)J\OH

NS Acido (2E,4E)-7-metilocta-2,4-dienoico

Una solucion agitada de 111.12 (41 mg, 0,28 mmol) en THF fue tratada con NaOH
al 30% (3,5 mL) y se calentd por 1 h a 100°C. A continuacion, se dejo en agitacién a
temperatura ambiente por 18 h. Confirmada la finalizacion de la reaccién por CCD

(Hexano-AcOEt 95:5), se acidific6 con HC|I 2N hasta pH=2. Luego se agrego
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solucion saturada de NaCl (5 mL) y los productos de reaccion se extrajeron con
CH2Cl2 (3 x 15 mL). Las fases organicas reunidas se secaron sobre MgSOa4 y luego
se concentraron a presion reducida. La cromatografia en columna permitié obtener
el acido I11.13 como un sdlido blanco con P.f.: 45 - 47°C. IR (KBr, v): 3194, 3091,
2954, 2727, 2619, 2594, 1712, 1693, 1643, 1454, 1301, 1278, 1002. Espectro de
RMN de 'H (CDCls) &: 0,89 (d, J = 6,5, 6H, H-8 y H-9), 1,61-1,72 (m, 1H, H-7), 2,00-
2,08 (m, 2H, H-6), 5,77 (d, J = 15,2, 1H, H-2), 6,08-6,23 (m, 2H, H-4 y H-5), 7,29-
7,36 (m, 1H, H-3). Espectro de RMN de *3C (CDCIs) &: 22,3 (C-8 y C-9), 28,2 (C-7),
42,3 (C-6), 118,3 (C-2), 129,2 (C-4), 145,0 (C-5), 147,4 (C-3), 172,2 (CO2CHg).

o » 11114

» 6 H 2 4 g
Meo ™y N NN M | 3-2,4-bis(metoximetoxi)-5-(2E 4E)-
2 4,0 ° Me 7-metillocta-2,4-
Me—o/_O 3 O_\O_Me o dienamida)fenil)propanoato de
metilo

Una solucién de I11.13 (12 mg, 0,08 mmol) en CH2Cl2 (1,5 mL), DMF (4,4 L,
0,06 mmol), piridina (23 uL, 0,28 mmol) se dej6 en agitacién a temperatura ambiente
1 h. Se agreg06 gota a gota una solucion de 111.5 disuelto en CH2Cl2 (1,5 mL) y luego,
se llevo la mezcla a -10°C y se adicioné gota a gota POCIs. Se agit6 a temperatura
ambiente por 22 h. La reaccién se monitoreé por CCD (Hexano-AcOEt 60:40 p-
anisaldehido) hasta observar desaparicion de material de partida. Una vez
finalizada, se afiadié solucion saturada de NaCl (5 mL) y los productos se extrajeron
con CH2Cl2 (3 x 10 mL). Los extractos organicos se combinaron, se secaron sobre
MgSOasy se concentraron a presion reducida. La cromatografia en silica gel permitié
obtener 111.14 (12 mg, 39%) como un soélido marrén. Espectro de RMN de *H (CDClIs)
6:0,91(d,J=6,5, 6H,H-8" yH-97), 1,62-1,77 (m, 1H, H-7""), 2,05 (t, J = 6,5, 2H, H-
67), 2,60 (t, 2H,J =7,9, H-2"), 2,91 (t, 2H, J = 7,8, H-3"), 3,47* (s, 3H, -OCH20CH?3),
3,49* (s, 3H, -OCH20CH3), 3,68 (s, 3H, CO2CHa) 5,14 (s, 2H, -OCH20CH3), 5,18
(s, 2H, -OCH20CHpg), 5,92 (d, J = 14,9, 1H, H-2"), 6,05-6,23 (m, 2H, H-4"" y H-57"),
6,92 (s, 1H, H-3), 7,21-7,30 (m, 1H, H-3"), 7,60 (s, 1H, N-H), 8,26 (s, 1H, H-6).
Espectro de RMN de 3C (CDCIz) &: 21,3 (C-8"y C-97), 24,6 (C-2°), 27,3 (C-77),

33,4 (C-3"), 41,3 (C-67), 50,5 (CO20CH3), 55,1* (-OCH20CHs), 55,4* (-OCH20CH3),
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93,8* (-OCH2CH3), 94,7* (-OCH2CHa), 101,3 (C-3), 120,6 (C-6), 121,2 (C27), 121,8
(C-5), 122,2 (C-1), 127,2 (C-4"), 141,1 (C-3), 141,6 (C-5"), 162,2 (C-1"), 172,6
(CO2CHb).

Sintesis de analogos de carpatamida A
Procedimiento general para la reaccion de amidacion

Una solucién de P(OMe)s (1,5 equiv.) disuelto en CH2Clz se llevé a 0°C y luego
se agrego Iz (1,5 equiv.) y se agit6é vigorosamente hasta observar la disolucion total.
Se adicioné el acido correspondiente (1,5 equiv.) y EtsN (2,5 equiv.) y se agitod
durante 10 minutos a 0°C. Se adicion6 la amina (1 equiv.) y se agitdo durante 10
minutos mas. Se dej6 agitando a temperatura ambiente. La reacciéon se monitored
por CCD hasta observar la desaparicion del material de partida. Una vez finalizada,
se afiadid solucion saturada de NaCl (5 mL) y los productos se extrajeron con
CH2Cl2 (3 x 10 mL). Los extractos organicos se combinaron, se secaron sobre
MgSOs4 y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificd por
cromatografia en columna, eluyendo con mezclas de hexano y EtOH.

0 3
HN%KZ,AM%, 111.22
6 OMe . . :
2 (E)-N-(2-metoxifenil)but-2-enamida
5 3
4

28 mg, 75%, aceite marrén. Espectro de RMN de 'H (CDCls) &: 1,91 (dd, J =1,5
y 6,8, 3H, H-4"), 3,87 (s, 3H, -OCHj3), 5,94 (dd, J=1,5y 14,9, 1H, H-2"), 6,87 (dd, J=
15y 7,7, 1H, H-3), 6,90-7,07 (m, H-4, H-5, 3H, H-3"), 7,70 (s, 1H, N-H), 8,44 (d, J =
7,7, 1H, H-6). Espectro de RMN de '3C (CDCls) &: 17,8 (C-4"), 55,6 (OCHz), 109,8
(C3), 119,9 (C-6), 121,1 (C-5), 123,4 (C-4), 125,8 (C-2°), 127,8 (C-1), 141,0 (C-3"),
147,2 (C-2), 163,7 (C-1).
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1 LA N e .17
MeO™ 1" 7. Lra
02 o (E)-3-(5-(but-2-enamida)-2,4
/- 3 N\ bis(metoximetoxi)fenil)propanoato de metilo.
Me—O O-Me

38 mg, 92%. Soélido amarillo. P.f.: 95 - 97°C. IR (KBr, v): 3545, 3473, 3446, 3311,
2954, 2914, 2848, 1735, 1672, 1533, 1481, 1382, 1273, 1184,1053, 991, 887.
Espectro de RMN de 'H (CDCIz) &: 1,91 (dd, J=1,6 y 6,9, 3H, H-47"), 2,60 (t, J =8,1,
2H, H-2), 2,91 (t, J =8,1, 2H, H-3"), 3,47* (s, 3H, -OCH20CH3s), 3,49* (s, 3H, -
OCH20CHz), 3,68 (s, 3H, CO2CHs) 5,14* (s, 2H, -OCH2OCHs), 5,18% (s, 2H, -
OCH20CHz), 5,97 (dg, J = 1,6 y 15,2, 1H, H-2""), 6,89-7,01 (dg, J = 6,9 y 15,2, 1H,
H-37), 6,92 (s, 1H, H-3), 7,57 (s, 1H, N-H), 8,24 (s, 1H, H-6). Espectro de RMN de
13C (CDCls) &: 17,8 (C-4"), 25,6 (C-37), 34,4 (C-27), 51,5 (CO2CHas), 56,1* (-
OCH20CHz), 56,4* (-OCH20CHs), 94,8% (-OCH20CHs3), 95,7# (-OCH20CHs), 102,1
(C-3), 121,7 (C-6), 122,6 (C-5), 123,2 (C-1), 125,7 (C-2""), 140,8 (C-3""), 145,2 (C-4),
151,2 (C-2), 163,4 (C-1""), 173,6 (CO2CHba).

(@) 6
3 6 H 2 a4 .17b
1 NI Me .
MeO 1™ Y .
¢ m m (E)-3-(5-(hex-2-enamida)-2,4-
//O 2 O\\ bis(metoximetoxi)fenil)propanoato de
Me—O O-Me metilo.

41,8 mg, 57%. Sdlido blanco. P.f.: 103 - 105°C. IR (KBr, v): 3525, 3466, 3412,
3311, 2956, 2924, 1734, 1668, 1534, 1436, 1321, 1205, 1149, 1111, 1054, 984, 877.
Espectro de RMN de *H (CDCIz) 6: 0,95 (t, J = 7,3, 3H, H-6""), 1,52 (sext., J = 7,3,
2H, H-57), 2,22 (9, J = 6,9, 2H, H-47"), 2,60 (t, J = 7,9, 2H, H-2"), 2,91 (t, J=7,9, 2H,
H-37), 3,47* (s, 3H, -OCH20CHs), 3,49* (s, 3H, -OCH20CHz3), 3,68 (s, 3H, CO2CH3)
5,14% (s, 2H, -OCH20CHs), 5,19* (s, 2H, -OCH20CHz3), 5,93 (d, J = 15,2, 1H, H-27),
6,09-6,90 (m, 1H, H-37), 6,92 (s, 1H, H-3), 7,58 (s, 1H, N-H), 8,25 (s, 1H, H-6).
Espectro de RMN de 3C (CDClz) &: 13,7 (C-67), 21,5 (C-57), 25,6 (C-3"), 34,1 (C-
47), 34,4 (C-2), 51,5 (CO2CH3), 56,1* (-OCH20CHs3), 56,5* (-OCH20CHSs), 94,8% (-
OCH20CHj3), 95,7# (-OCH20CHs), 102,1 (C-3), 121,6 (C-6), 122,7 (C-5), 123,2 (C-1),
124,3 (C-2""), 145,2 (C-4), 145,7 (C-37"), 163,5 (C-17"), 173,5 (CO2CHy).
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O 6"
3 6 H 20 a4 .17c
1 N2 Me .
MeO 17 T _ _
© )S/Di \ém/\( 3-(5-((2E, 4E)hex-2,4-dienamida)-2,4-
//O 2 O\\ bis(metoximetoxi)fenil)propanoato de
Me—O O-Me metilo.

20 mg, 30%. Aceite color ambar. IR (film, v): 3545, 3466, 3414, 3288, 2956,
2916, 1726, 1656, 1614, 1533, 1442, 1348, 1261, 1114, 1078, 989. Espectro de
RMN de 'H (CDCIs) &: 1,86 (d, J = 6,1, 3H, H-6""), 2,60 (t, J = 8,7, 2H, H-2"), 2,91 (t,
J = 8,7, 2H, H-3"), 3,47* (s, 3H, -OCH20CHg), 3,49* (s, 3H, -OCH20CH?3s), 3,68 (s,
3H, CO2CH3) 5,14% (s, 2H, -OCH20CHg), 5,19% (s, 2H, -OCH20CHz3), 5,91 (d, J =
14,9, 1H, H-2""), 6,00-6,26 (m, 2H, H-4"" y H-5"), 6,92 (s, 1H, H-3), 7,24 (m, 1H, H-
3"), 7,60 (s, 1H, N-H), 8,20 (s, 1H, H-6). Espectro de RMN de 3C (CDClz) d: 18,6
(C-67), 25,6 (C-3), 34,4 (C-2), 51,5 (CO2Me), 56,1* (-OCH20CHzs), 56,5* (-
OCH20CH3), 94,87 (-OCH20CHg), 95,7# (-OCH20CCH?3), 102,1 (C-3), 121,6 (C-6),
122,0 (C-27), 122,8 (C-5), 123,2 (C-1), 129,6 (C-47"), 134,8 (H-57), 142,0 (C-37),
145,2 (C-4), 151,2 (C-2), 163,9 (C-17), 173,6 (CO2CH?3).

Ho Hm "
Q@ s s H 2 . .17d
, 1 N1 H,, . .
MeO™ 1" 5 3w, 3-(5-cinamamida-2,4-
072 40 O bis(metoximetoxi)fenil)propanoato de
/- 3 M\ metilo
Me—O O-Me

25 mg, 48%. Solido &mbar. P.f: 115 - 117°C. IR (KBr, v): 3417, 3338, 2951,
2929, 2848, 1737, 1732, 1681, 1487, 1217, 995. Espectro de RMN de *H (CDCIs) d:
2,62 (t, J=7,9, 2H, H-2), 2,94 (t, J =7,9, 2H, H-3), 3,48* (s, 3H, -OCH2CH3), 3,51*
(s, 3H, -OCH2CHs), 3,69 (s, 3H, CO2CH3) 5,16* (s, 2H, -OCH20CHs), 5,22% (s, 2H, -
OCH20CHs), 6,56 (d, J = 15,9, 1H, H-2"), 6,95 (s,1H, H-3), 7,26-7,77 (m, 6H, H-3",
Ho, Hm, Hp), 7,70 (s, 1H, N-H), 8,32 (s, 1H, H-6). Espectro de RMN de 13C (CDClz) &:
25,6 (C-3°), 34,4 (C-2'), 51,5 (COzMe), 56,1* (-OCH20CH3), 56,5* (-OCH20CHs3),
94,8* (-OCH20CHs), 95,8% (-OCH20CHs), 102,1 (C-3), 121,2 (C-2°), 121,7 (C-6)
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122,6 (C-5), 123,2 (C-1), 127,9 (Co), 128,8 (Cm), 129,8 (Cp), 134,0 (C-37-C), 141,8
(C-37), 145,3 (C-4), 151,4 (C-2), 163,3 (C-1"), 173,6 (CO2CHa).

MeO™ 1 ] 5N LN Me... e
2 i 5 ° (E)-3-(2,4-bis(metoximetoxi)-5-(4-
025 04 methilpent-2-
Me—O O-Me enamida)fenil)propanoato de metilo.

19 mg, 31%. Sdlido blanco. P.f.: 118-120 °C. IR (KBr, v): 3360, 3315, 2956,
2922, 2829, 1734, 1668, 1533, 1436, 1321, 1207, 1165, 1051, 918. Espectro de
RMN de H (CDCls) &: 1,09 (d, J = 6,6, 6H, H-5" y H-6""), 2,43-2,55 (m, 1H, H-47),
2,62 (t, J = 8,0, 2H, H-2"), 2,94 (t, J = 8,0, 2H, H-3"), 3,47* (s, 3H, -OCH20CH3),
3,50* (s, 3H, -OCH20CHz3), 3,68 (s, 3H, CO2CHz) 5,14% (s, 2H, -OCH2OCH?s), 5,19*
(s, 2H, -OCH20CHz), 5,87 (dd, J = 1,4 y 15,2, 1H, H-2"), 6,90-6,92 (m, 1H, H-3"),
6,92 (s, 1H, H-3), 7,59 (s, 1H, N-H), 8,25 (s, 1H, H-6). Espectro de RMN de 3C
(CDCls) &: 21,4 (C-5" y C-67), 25,6 (C-3"), 30,8 (C-47"), 34,4 (C-2°), 51,5 (CO2Me),
56,1* (-OCH20CHs), 56,5* (-OCH20CHS3), 94,8% (-OCH20CHs3), 95,7# (-OCH20CHz),
102,1 (C-3), 121,4 (C-2°"), 121,7 (C-6), 122,7 (C-5), 123,2 (C-1), 145,3 (C-4), 151,2
(C-2), 152,1 (C-37), 163,8 (C-17"), 173,6 (CO2CH3).

Procedimientos generales para la reaccion de desproteccion.
Procedimiento A

A una mezcla del producto protegido (1 equiv.) disuelto en THF, se agreg6 B-
ciclodextrina (0,5 equiv.) disuelta en H20 y CeCls.7H20 (0,2 equiv.) Se calienta en
microondas con una potencia de 300 W. La reaccién se monitore6 por CCD hasta
observar la desaparicion del material de partida. Una vez finalizada, se afadi6
solucion saturada de NaCl (5 mL) y los productos se extrajeron con CH2Cl2 (3 x 10
mL). Los extractos organicos se combinaron, se secaron sobre MgSOs y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia en

columna, eluyendo con mezclas de hexano y EtOH.
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MeO™ P Hﬁé\/Me“ [11.18a
? ioo Y (E)-3-(5-(but-2-enamida)-2,4-
HO™ 27 "OH dihidroxifenil)propanoato de metilo

10 mg, 67%. Aceite amarillo. IR (film, v): 3389, 3270, 3172, 2968, 2941, 1714,
1687, 1566, 1454, 1346, 1279, 1111, 974, 883. Espectro de RMN de 'H (CDCls) &:
1,92 (dd, J=1,4y 6,8, 3H, H-47), 2,63 (t, J = 6,4, 2H, H-2"), 2,78 (t, 2H, J = 6,4, H-
3'), 3,67 (s, 3H, CO2CHs), 5,99 (dg, J = 1,4 y 14,9, 1H, H-2""), 6,51 (s, 1H, H-3), 6,73
(s, 1H, H-6), 6,90* (s, 1H, O-H), 7,03 (dq, J = 6,8 y 14,9, 1H, H-3"), 7,48 (s, 1H, N-
H), 9,10* (s, 1H, O-H), Espectro de RMN de 3C (CDCIz) &: 17,9 (C-47), 24,2 (C-3),
34,8 (C-2'), 51,5 (CO2CHs), 107,6 (C-3), 118,9 (C-5), 119,3 (C-1), 1235 (C-
27),123,9 (C-6), 143,4 (C-3”), 148,8 (C-4), 153,4 (C-2), 165,1 (C-17), 1757
(CO2CH3).

O 6
3 6 H 20 a4 111.18b
1 NI Me :
MeO™ 1" 7. g
© )S/Ijz \fo(\s/\s/ (E)-3-(5-(hex-2-enamida)-2,4-
HO" 2~ "OH dihidroxifenil)propanoato de metilo.

14 mg, 53%. Solido blanco. P.f.: 124-126°C. IR (KBr, v): 3379, 3280, 3182, 2958,
2931, 1714, 1697, 1556, 1444, 1336, 1269, 1111, 974, 883. Espectro de RMN de H
(CDCls) 6: 0,95 (t, J =7,3, 3H, H-6""), 1,50 (sext., J =7,3, 2H, H-57), 2,21 (q, J = 6,9,
2H, H-4"), 2,62 (t, J = 6,5, 2H, H-2"), 2,77 (t, J = 6,5, 2H, H-3"), 3,67 (s, 3H, CO2Me)
5,97 (d, J = 15,2, 1H, H-2"), 6,49 (s, 1H, H-3), 6,74 (s, 1H, H-6), 6,90-7,00 (m, 2H,
H-3" y O-H*), 7,64 (s, 1H, N-H), 9,28 (s, 1H, O-H). Espectro de RMN de 13C (CDCla)
0: 13,6 (C-67), 21,3 (C-57), 24,3 (C-37), 34,2 (C-47"), 34,8 (C-27), 52,1 (CO2CHs3),
107,4 (C-3), 118,5 (C-5), 119,1 (C-1), 122,2 (C-2""), 123,9 (C-6), 148,1 (C-4), 148,7
(C37), 153,2 (C-2), 165, (C-17"), 175,7 (CO2CHz3).
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Capitulo V: Materiales y Métodos

O . . ”

v e Moz .17
1 N2 Me L1C
MeO 177 Y
° )S/Iji \é(\?’/\s/ 3-(5-((2E,4E)-hexa-2,4-dienamida)-2,4-
HO™ 2 OH dihidroxifenil)propanoato de metilo

3

7,3 mg, 50%. Solido amarillo. P.f.: 55-57°C. IR (KBr, v): 3400, 3340, 3280, 2960,
2852, 1732, 1714, 1504, 1444, 1263, 1111, 1018, 800. Espectro de RMN de *H
(CDCls) &: 1,83 (d, J = 4,9, 3H, H-67), 2,64 (t, J = 5,7, 2H, H-2"), 2,79 (t, J =5,4, 2H,
H-3), 3,67 (s, 3H, CO2CHzs) 5,90 (d, J = 15,2, 1H, H-2"), 6,18-6,23 (m, 2H, H-4" y
H-57), 6,52 (s, 1H, H-3), 6,75 (s, 1H, O-H), 6,69 (s, 1H, H-6), 7,24-7,38 (m, 2H, H-3""
y N-H), 9,24 (s, 1H, O-H). Espectro de RMN de 3C (CDCIs) d: 18,7 (C-6""), 24,0 (C-
3'), 34,9 (C-2), 52,2 (CO2CHa), 107,9 (C-3), 119,3 (C-1), 119,4 (C-2"), 123,8 (C-6),
129,4 (C-2"), 140,1 (C-57), 144,1 (C-3), 149,1 (C-4), 153,4 (C-2), 165,6 (C-1"),
175,7 (CO2CHb).

Procedimiento B.

A una mezcla del producto protegido (1 equiv.) disuelto en dioxano, se llevo a
0°C y se agrego6 una solucién de HCI 4M en dioxano (4 equiv.), B-ciclodextrina (0,5
equiv.) disuelta en H20 y CeCls.7H20 (0,2 equiv.) Se dej6 en agitacion a temperatura
ambiente hasta finalizar la reaccion. La reacciébn se monitore6 por CCD hasta
observar la desaparicion del material de partida. Una vez finalizada, se adiciond
solucién saturada de Na2COs hasta neutralizar. Luego, se afadié solucion saturada
de NaCl (5 mL) y los productos se extrajeron con CH2Cl2 (3 x 10 mL). Los extractos
organicos se combinaron, se secaron sobre MgSOas y se concentraron a presion
reducida. El residuo se purificé por cromatografia en columna eluyendo con mezclas
de hexano y EtOH.

o . ’ 111.18d

H
MeO 1 AN Hy . .
2 5 3 H, 3-(5-cinamamida-2,4-
HO™ 2 4 OHO dihidroxifenil)propanoato de metilo.
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Capitulo V: Materiales y Métodos

9,6 mg, 80%. Aceite amarillo. IR (film, v): 3415, 3355, 3295, 2975, 2867, 1717,
1714, 1518, 1444, 1263, 1111, 1018, 800. Espectro de RMN de H (CDClz) &: 2,66 (t,
J=6,4,2H, H-2"),281( J=6,4,2H, H-3), 3,68 (s, 3H, CO2CH3) 6,58 (d, J = 15,6,
1H, H-2"7), 6,55 (s,1H, H-3), 6,79 (s, 1H, H-6), 6,84 (s, 1H, O-H), 7,34-7,40 (m, 3H,
Ho, Hp), 7,50-7,55 (m, 2H, Hm,), 7,58 (s, 1H, N-H), 7,77 (d, J = 15,6, 1H, H-3"),
9,15*%(s, 1H, O-H). Espectro de RMN de *3C (CDCls) &: 24,0 (C-3"), 34,9 (C-2"), 52,2
(CO2CHs3), 108,0 (C-3), 118,6 (C-27), 118,9 (C-5), 119,5 (C-1), 123,9 (C-6), 128,0
(Co), 128,9 (Cm), 129,9 (Cp), 134,2 (C-37-C), 143,8 (C-37"), 149,1 (C-4), 153,6 (C-2),
165,1 (C-17), 175,7 (CO2CH3).

Q H oo Me®
s . 8 . 4” [11.18e
MeO™ 1" > . z NWM%” . . .
2 i o O (E)-3-(2,4-dihidroxi-5-(4-methillpent-2-
HO™ 2~ "OH enamida)fenil)propanoato de metilo.

5 mg, 40%. Sélido blanco. Espectro de RMN de 'H (CDClz) &: 1,10 (d, J = 6,6,
6H, H-5" y H-6"), 2,43-2,55 (m, 1H, H-4""), 2,64 (t, J = 6,4, 2H, H-2"), 2,94 (t, J =
6,4, 2H, H-3%), 3,69 (s, 3H, CO2CHs3), 5,90 (dd, J = 1,2 y 15,1, 1H, H-2""), 6,52 (s,
1H, H-3), 6,71 (s, 1H, H-6), 6,78 (s, 1H, O-H), 7,01 (dd, J = 6,5 y 15,1, H-3""), 7,32
(s,1H, N-H), 9,14 (s, 1H, O-H). Espectro de RMN de 3C (CDCls) &: 21,3 (C-5" y C-
67), 24,0 (C-3°), 30,9 (C-47"), 34,9 (C-2°), 52,2 (CO2CHa), 107,9 (C-3), 118,9 (C-5),
119,3 (C-1 y C-27), 123,8 (C-6), 149,1 (C-4), 153,2 (C-2), 154,5 (C-3"), 163,5 (C-
17), 175,7 (CO2CHg).
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Capitulo VI: Espectros Selectos

Capitulo IV: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos

- 100
o 120

140

H
- - MeOZC NMMG
m R Me 160

8 7 6 5 4 3 2 1 0 PPm

e 1 l I‘Hlm |

Me

. - ¢
Me - 100

S

120

by Lk |l I l‘ | |L|L

o . +
HN  OMOM | 140

OMOM . 160

9l Meo,C + - -
180

Espectro de HMBC del compuesto 111.13

93



Capitulo VI: Espectros Selectos
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Capitulo VI: Espectros Selectos
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