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RESUMEN

TITULO: REACCION DE STRECKER COMO PROCESO DE CIANAC ION CATALITICO DE
TRES COMPONENTES: ACCESO FACIL DE OBTENCION DEL ALC ALOIDE
GIRGENSOHNINA Y SUS ANALOGOS

Autor: Aurora Lisette Carrefio Otero”

Palabras Clave: Girgensohnina, enzima acetilcolinesterasa, insecticidas, enfermedad de
Alzheimer

Uno de los ejemplos mas intrigantes en la naturaleza es la presencia de compuestos
cianogeénicos en las plantas. La cianogénesis es la habilidad de las plantas y otros organismos
de sintetizar compuestos que liberan acido prusico por hidrélisis. Una de las clasicas fuentes de
HCN son las semillas de Prunus amygdalus, las almendras amargas, que contienen la
amigdalina, una toxina glicosidica.

El alcaloide girgensohnina fue aislado con un rendimiento del 0.04% de los pétalos verdes de la
Girgensohnia oppositiflora, arbusto que crece en los desiertos de Rusia e Iran; éste es uno de
los pocos casos en los que se han aislado compuestos cianogénicos sin union glicosidica, y
que presentan en su estructura el anillo de la piperidina.

Recurriendo a una modificacién de la reaccion de Strecker, se uso: piperidina, pirrolidina y
morfolina, como sustratos de la reaccion, p-hidroxibenzaldehido, piperonal y 3, 4-
metoxibenzaldehido como el componente aldehidico, una fuente de cianuro, y cantidades
cataliticas de InCl; y acido sulfurico soportado en gel de silice (5 % mol y 20 %
respectivamente), en acetonitrilo como disolvente, se logré la preparacion de la girgensohnina y
la generacion de una nueva serie de compuestos guiada por un producto natural.

La girgensohnina y sus analogos fueron capaces de inhibir, in vitro, la enzima
acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus (una de las mas similares a la predominante en
las uniones neuromusculares de los mamiferos e invertebrados) en el orden de micromoles. El
mayor uso de los inhibidores de aceltilcolinesterasa (INAChE) se da en la agricultura, en el
control de los insectos y otros artrépodos. En medicina los INAChE se emplean frecuentemente
en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y para revertir los efectos de los relajantes
musculares. La medida de su actividad inhibitoria dio un estimativo de su posible utilidad como
INAChE.

" Trabajo de grado para optar al titulo de Quimico

Director: Vladimir V. Kouznetsov, PhD, DSc. Laboratorio de Quimica Organica y
Biomolecular. Escuela de Quimica. Facultad de Ciencias
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ABSTRACT

TITLE: STRECKER REACTION AS A THREE COMPONENTS CATALITIC C YANATION
PROCESS: EASY ACCESS FOR THE OBTENTION OF GIRGENSO HNINE ALKALOID AND
HIS ANALOGS .*

Author: Aurora Lisette Carrefio Otero”
Keywords: Girgensohnina, Acetylcholinesterase, insecticides, Alzheimer's disease

One of the most intriguing examples in nature is the presence of alkaloids and cyanogenic
glycosides in plants. The Cyanogenesis is the ability of plants and other organisms to
synthesize compounds that release prussic acid because of tne hydrolysis. One of the classic
HCN sources is the seeds of Prunus amygdalus, the bitter almonds, which contain amygdalin, a
glycosidic toxin.

Girgensohnine, an alkaloid, was isolated with a 0.04% vyield from the petals of the green
Girgensohnia oppositifiora a shrub that grows in the deserts of Russia and Iran, this is one of
the few cases in which cyanogenic compounds have been isolated without glycosidic union, and
presented in their structure a piperidine ring.

Using a modification of the multicomponent Strecker reaction, were used: piperidine, pyrrolidine
and morpholine as substrates of the reaction, p-hydroxybenzaldehyde, piperonal and 3,4-
dimethoxybenzaldehyde as aldehydic component, a source of cyanide, catalytic amounts of
InCl; and silica sulfuric acid (5 mol% and 20% respectively) in acetonitrile as solvent, have
managed the preparation and generation of girgensohnina and a new serie of compounds
guided by a natural product .

The girgensohnine and its analogues were able to inhibit the acetylcholinesterase enzyme
Electrophorus electricus, in vitro, one of the most similar to the predominantly in the
neuromuscularmammals unions) in the order of micromoles. The increased use
of acetylcholinesterase inhibitors (InNAChE) is given inagriculture, on insects and
other arthropods control. In medicine the use InAChE are frequently used to supply the
deficiency of acetylcholine in the treatment of Alzheimer's disease and to reverse the effects of
muscle relaxants. The measure of its inhibitory activity gave us an estimate its potential
usefulness as INAChE.

* Paperwork required to obtain chemist title
** Director: Vladimir V. Kouznetsov, PhD, DSc. Laboratory of Organic and Biomolecular
Chemistry. Chemistry Department. Faculty of Sciences
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INTRODUCCION

Ya que la calidad de vida y salud del hombre dependen mayoritariamente de
sustancias naturales y sustancias fabricadas o modificadas por él mismo, la
guimica organica sintética se ha centrado desde siempre no solo en el
descubrimiento de los beneficios de los productos naturales sino también en el
desarrollo de productos sintéticos que cumplen funciones especificas y que
permiten el desarrollo de la humanidad. La generacion de nuevas técnicas y
métodos que permiten la sintesis de productos bioactivos a partir de fuentes
naturales, se evidencia en el aumento de las librerias moleculares, las cuales,
ademas de brindarnos informacion quimica y biologica, también permiten
determinar los derivados o familias de productos que pueden ser explotados y
gue a su vez podrian, en un plazo de tiempo mas largo, ser utilizadas como

moléculas cabezas de serie para la generacion de futuros farmacos.*?

Una de estas familias de compuestos son los derivados heterociclicos
nitrogenados, los cuales han mostrado gran importancia tanto farmacoldgica
como industrial. Debido a este estimulo, la busqueda de métodos efectivos,
seguros y mas rapidos para su generacién, mantienen a la quimica organica
sintética como el principal pilar para el descubrimiento de nuevas moléculas
heterociclicas polifuncionalizadas, obtenidas con rendimientos razonables y

que presenten actividad fisiolégica marcada.®

Es por esto que el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular esta desde
hace ya algunos afios comprometido con la busqueda de soluciones viables a
enfermedades de gran impacto, incursionando en este campo de la quimica
medicinal con el desarrollo y consolidacion de metodologias que permiten la
obtencion de moléculas con actividades antifingicas, antiparasitarias vy

anticancerigenos, entre otras.



Buscando ampliar aun mas su campo de accién y pretendiendo aportar al
control y manejo de enfermedades sufridas actualmente por el hombre, nuestra
atencion se centra ahora en aquellas enfermedades surgidas debido al
deterioro lento pero progresivo del sistema nervioso central (SNC), como la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer, relacionadas

directamente con la degeneracion celular.

De éstas, la enfermedad de Alzheimer (EA), que se evidencia al presentarse un
deterioro gradual y continuo de las funciones tanto intelectuales como
cognitivas, ha generado desde la década de los setenta numerosas
investigaciones que buscan determinar sus causas, ademas de encontrar
formas de tratamiento que mejoren, entre otros factores, la calidad de vida de
los pacientes que la padecen. Aparte de este aporte “medicinal’, el desarrollo
de la quimica organica se orienta hacia el impacto socio-ambiental del planeta
Tierra. Actualmente, reducir los desechos de produccién quimica, los gastos
energeéticos y evitar usar reactivos y disolventes nocivos buscando recuperar
los productos usados es la tarea principal de la quimica organica sintética. La
busqueda de soluciones efectivas se basa en varios principios que se
concentran en la denominada nueva ciencia, quimica verde o quimica

sostenible.

El objetivo principal de este trabajo de investigacion fue el de desarrollar rutas
sintéticas efectivas, mas sencillas y ambientalmente amigables (sostenibles)
gue permitieran la preparacion econdmica de los a-aminonitrilos en general y
del alcaloide girgensohnina (producto natural) y sus analogos en especial, via
la reaccion de Strecker. Luego, una vez establecidos los procedimientos
sintéticos, se generar una nueva serie de moléculas piperidinicas, pirrolidinicas
y morfolidinicas buscando agentes inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa

implicada fuertemente en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

Este trabajo de pregrado fue posible gracias a la ayuda financiera del LQOBIo y
Colciencias a través del CENIVAM (contrato 432-2004).



2. ESTADO DEL ARTE

2.1 HISTORIA E IMPORTANCIA DE LOS COMPUESTOS NATU RALES DEL
TIPO METABOLITOS SECUNDARIOS

Aun en nuestros dias, la mayoria de las sociedades se apoyan en la medicina
tradicional basada en el uso de plantas como alternativa en el tratamiento de
diversas enfermedades. La busqueda de los principios activos responsables
de su efecto terapéutico ha llevado a encontrar numerosas sustancias, entre
las cuales se tienen metabolitos secundarios de gran diversidad tanto
fisiolégica como quimica. Los flavonoides, terpenoides y alcaloides hacen

parte de este grupo.*

Entre los metabolitos secundarios los alcaloides son un importante grupo de
compuestos que presentan principios activos dotados de actividades marcadas
acompafiadas numerosas veces de toxicidad.> Aunque la palabra alcaloide fue
utilizada por primera vez en 1819 por W. Meisser para designar compuestos
gue mostraban actividad biolégica y que se encontraban en las plantas, fue en
1805 cuando Sertlner extrajo la morfina en forma impura de la Papaver
Somniferum, después de lo cual se consiguieron extraer la quinina y la cafeina
(1820), la coniina (1826), la atropina (1831), la codeina (1832), para finalmente
en 1886 lograr obtener la coniina, primer alcaloide sintetizado en el laboratorio
(Tabla 1).°

La afirmacion que sostiene “200 afios de investigacion no han sido suficientes
para explicar la compleja conexién entre los alcaloides y la vida”, se ve
apoyada por el creciente namero de investigaciones acerca de estos
alcaloides, los cuales hasta el 2006 llegaban a 11000 articulos, aumentando

cada afo con cientos de trabajos adicionales.



Tabla 1. Primeros alcaloides estudiados.
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Dentro de varios grupos de alcaloides se encuentran los compuestos
cianogeénicos. Su presencia desde hace varias décadas en las plantas ha
generado numerosas publicaciones que buscan determinar, aclarar y
consolidar las diversas hipotesis que se tienen acerca de sus rutas
biosintéticas, funciones y roles en el desarrollo y sostén de las plantas que los
poseen. Como resultado de estas investigaciones el hombre se ha
aprovechado del potencial que ofrecen las sustancias nitrogenadas bioactivas
para proponerlas en campos diferentes que van desde la farmacologia y la
biotecnologia hasta la agricultura.

Aunque la habilidad de producir cianuro por cianogénesis en las plantas se ha
reconocido desde hace largo tiempo, al presentarse en alrededor de 3000
especies de mas de 550 géneros y 130 familias, la gran mayoria de
informacion disponible presenta estudios de compuestos cianogéenicos con uno

o mas fragmentos glicosidicos, dejando rezagados a los compuestos



cianogénicos que no presentan glicésido alguno, lo cual es mucho mas

extrafio, intrigante y dificil de explicar.’

2.2 CIANOGENESIS

Bajos niveles de acido prusico o HCN en plantas mayores cianogénicas y no
cianogénicas pueden surgir como un subproducto en la biosintesis del etileno -
lo cual explica la presencia de niveles significativos de la enzima 3-cianoalanina
sintasa encargada de la desintoxicacion de cianuro en plantas -, es el
fenémeno de cianogénesis el que ha despertado un gran interés.®®

La cianogénesis, reconocida y estudiada desde su primera descripcion en
1803, es la habilidad de las plantas y otros organismos para liberar acido
cianhidrico por hidrdlisis de sus compuestos cianogénicos (Esquema 1), los
cuales en su mayoria son derivados de aminoacidos proteicos, otros del
aminoacido no proteico 2-(2-ciclopentenil)glicina y en pocos casos del acido

nicotinico.*°

Esquema 1. Cianogénesis general del compuesto glicosidico.
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Aungue son muchas ya las décadas dedicadas a su estudio, solo en menos de
500 especies (equivalente a algo menos del 18% del total de especies que
presentan compuestos cianogénicos) se ha logrado identificar la fuente del
HCN producido, la cual frecuentemente es un glicésido cianogénico.***3

Los compuestos cianogénicos se han encontrado en numerosas especies de
plantas comestibles de primera necesidad y de mayor produccién en el Mundo
como son el maiz, la cebada, el arroz y el trigo, entre otras. Estas especies
necesitan procesos o tratamientos que permiten la liberacion del HCN antes de
su ingestion. Un ejemplo de la exposicion a dosis bajas pero continuas de
cianuro debido al consumo de plantas que lo contienen, resulta en el trastorno
denominado Buka-Buka o “piernas tiesas”, enfermedad neuroldgica que
produce pardlisis rapida (de minutos a horas) de los miembros inferiores

(paraparesia) comprometiendo en ciertos casos también los brazos.



Esta enfermedad se continua observando en paises africanos como la
Republica del Congo, Mozambique, Tanzania y Africa Ecuatorial (Figura 1),
donde la yuca amarga es el principal y casi exclusivo producto de consumo y
su deficiente tratamiento, almacenamiento y coccion someten al consumidor a
dosis diarias no letales de cianuro que le incapacitan al presentar, ademas de
la dificultad progresiva para caminar, retencién urinaria, estrefiimiento, dolor

lumbar y atrofia Optica.

Figura 1. Enfermedad de Buka Buka. Zona tropical de alto riesgo.

Fotografias cortesia de Konzo.info. Facultad de Medicina de la Universidad de Bergen, Alemania.

La exposicion a dosis letales de cianuro conduce a la hipoxia citotdxica, ya que
el cianuro tiene gran afinidad por el hierro en estado férrico (Fe®*") con el que
reacciona rapidamente al ser absorbido. Esta interaccion con el Fe** del
citocromo P450 mitocondrial inhibe la respiracién celular y la produccion de
ATP, disminuye la respiracion celular y produce acidosis lactica. Aunque el
mecanismo exacto no esta definido, el mas aceptado sostiene que se deberia a
la inhibicibn de enzimas antioxidantes como las catalasas, glucatién
deshidrogenasa y reductasa o la superéxido dismutasa. La interaccion del
cianuro con el citocromo es reversible a través de vias de detoxificacion que
incluyen sulfotransferasas, las cuales son los cimientos de la investigacion de

antidotos efectivos.

2.3 COMPUESTOS CIANOGENICOS

En la naturaleza se pueden distinguir dos grupos principales de compuestos
cianogeénicos: los glicésidos cianogénicos, muy estudiados e investigados y los
compuestos cianogeénicos sin glicosidos, mucho mas escasos en niamero y con

estudios reducidos.**



2.3.1 Glic6sidos cianogénicos

Muy frecuentemente la produccion de HCN resulta del catabolismo de
glicésidos cianogénicos presentes en las plantas.’® De los aproximadamente
75 glicésidos cianogénicos que se conocen todos se presentan como derivados
O—p—glicosidicos de a-hidroxinitrilos provenientes de alguno de los cinco
aminoacidos proteicos hidrofébicos a saber: tirosina, fenilalanina, valina,
leucina o isoleucina (Esquema 2). Los ciandgenos ciclopentanoides

presumiblemente se originan a partir de la ciclopentinilglicina.*®

Esquema 2. Aminoéacidos proteicos hidréfobicos precursores.
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En las plantas cianogénicas es comun encontrar B—glicosidasas, enzimas
capaces de degradar los glicésidos cianogénicos hasta azucares vy
cianohidrinas, estas Ultimas se encuentran controladas evitando la liberacién

suicida de cianuro a menos que el tejido vegetal sufra algin dafio.*’

Debido a la conocida y bien documentada toxicidad del HCN se le asign6 solo
un rol de proteccién contra herbivoros, patégenos y algunos competidores
naturales,”®*? lo cual fue fuertemente cuestionado al encontrar indicios que
sugirieron que los glicosidos cianogénicos podrian servir como compuestos de
almacenamiento de nitrégeno. Cuando se estudio la materia seca de la Hevea
brasiliensis se encontré que del 90% de linamariana (un glicésido cianogénico)

que se almacena en las semillas, su potencial cianogéenico decaia en un 85%



durante la germinacién y el desarrollo, sin la liberacion de cantidades
significativas de HCN.

Los glicésidos cianogénicos son ejemplificados por la amigdalina, constituyente
gue se encuentra en las almendras, semillas de melocotén, cerezas y

ciruelas®># (Figura 2).

Figura 2. La amigdalina. Frutos comestibles que le contienen.

El proceso de cianogénesis de la amigdalina se da mediante dos procesos
consecutivos de hidrdlisis catalizados enzimaticamente por la oxinitrilasa (una
B-glucosidasa) brindando glucosa, benzaldehido y HCN (Esquema 3).



Esquema 3. Cianogénesis natural de la amigdalina.
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Otros de los mas importantes glicésidos cianogénicos se encuentran en plantas
de alto consumo, como la prunasina, que se obtiene como producto de la
primera etapa de hidrolisis de la amigdalina y que también se encuentra en las
ciruelas negras y las manzanas, la linamarina y la lotaustralina que se
encuentran en algunas especies de trigo y yuca, y dhurrin que se encuentra en

el sorgo, centeno y trigo, entre otros.*

Al observar la informacion ofrecida en la Tabla 2 se puede llegar a pensar
equivocadamente que el consumo de estas plantas generaria un gran riesgo
para nuestra salud, por lo cual se deben considerar dos factores: Primero, la
toxicidad de los compuestos cianogénicos depende de la coingesta de las
enzimas cataliticas encargadas de su degradacién, por ejemplo, los granos de
la almendra amarga contienen amigdalina y enzimas hidroliticas lo que las
hacen potencialmente téxicas, mientras las almendras de la variedad Dulcis no
lo son ya que no contienen los glicosidos cianogénicos.?* Cuando se toman
almendras amargas, se maceran (dafio mecanico) y se dejan al aire, se da la
liberacion del HCN gaseoso lo que elimina su toxicidad; ademas, la glucosa
remanente del proceso de cianogénesis ocurrido le brinda al fruto un sabor

dulce.

Segundo, en muchas de estas plantas los compuestos cianogénicos se
encuentran en las partes no comestibles de las mismas, por ejemplo, las hojas
de la papaya, mango y la mayoria de cereales contienen estos compuestos y
las semillas de la manzana y del melocoton son cianogénicas, no la pulpa

comestible.?*



Tabla 2. Estructuras y fuentes naturales de los glicdsidos cianogénicos.

GLICOSIDOS CIANOGENICOS

ESTRUCTURA

Amigdalina
Almendras (Frunus Dulcis)

Manzana (Walua Pumila)
Rodas (Enobotrya Japonica)
Melocotdn (F. Persica)
Guindas (FP. Cerasus)

Prunasina
Manzana (Walus Fumila Hybrids) OH
Durazno (F. Fersica) HO o
Cereza (F. Awviunm) HO) 0, H
Bayas de Salco (Sambucus Nigra) P
Fapaya (Carca Papaya) -
Linamarina
Trigo (7. Monococcumm)
Avena (Awvena Jativa) 2 2
Yuca (Manihot Esculenta) RO 9 \C: CH;
Lima (Phasedus Lunatus) 2o =5a—°
CH;
Lotaustralina L M.,
Trigo (T. Monococcur) HO 9, ¢ CH;
Yuca (Manifiol Esculenta) HO aH 03
Frijol (F. Yuigans)
HsC
OH

Dhurrin
Triga (7. Speta)
Centeno (Secale Cereals)
Sorgo (Sorghum Bicalar)
Wacadamia (Wacadamiz Ternifalia)

Cafia azlcar (Saccharmm Spontameum)

Maiz (Zea Ways)

Arroz (Qryza Sp, Onza perens)
Mani (Arachis Hypoges)
Arveja (Fiswm Sativir)
Mango (Mangifera fndica)
Canola [Brassica Napus)

Con compuestos cianogénicos
no identificadaos




2.3.2 Alcaloides

Los alcaloides representan un grupo importante, interesante y complejo de
compuestos quimicos con una alta presencia en la naturaleza al encontrarse en
al menos un 25% de las plantas mayores. Es decir en una de cada cuatro
plantas se puede encontrar al menos uno de los 12000 productos conocidos
que lo conforman.?® Los alcaloides son producidos, al igual que los glicésidos
cianogeénicos, por el metabolismo secundario de las plantas, pero a diferencia
de estos ultimos, los alcaloides son casi siempre compuestos heterociclicos
gue contienen nitrégeno, exhiben alguna actividad bioldgica y pueden ser
potenciales agentes farmacoldgicos.?®

Derivados de aminoacidos o de procesos de transaminacion son clasificados
segun su origen biogénico, de acuerdo al tipo de constituyente del cual
proviene su atomo de nitrégeno y la parte principal de su estructura; asi se
tienen:

a. Alcaloides conocidos como verdaderos: derivados de amino&cidos tales
como ornitina/arginina, lisina, histidina, fenilalanina/tirosina, triptéfano y
del &cido antranilico y nicotinico;

b. Alcaloides purinicos;

Terpenoides aminados;

d. Alcaloides policétidos.

Los alcaloides han sido y contindan siendo objeto de interés al brindar nuevas
posibilidades para su utilizacion ofreciendo beneficios importantes para la
salud. La medicina centra su atencion en el hecho de que los alcaloides, en
algunos casos toxicos aun en dosis muy bajas, generan una intensa accion
fisiologica al ser activos a diferentes niveles celulares en los organismos
expuestos a su accion.?’” El potencial que se ha encontrado en el estudio de
los farmacos desarrollados de alcaloides y su uso como modelos naturales han
brindado esperanzas en el tratamiento de enfermedades, algunas tan

complejas e importantes como el SIDA y el cancer.
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2.3.3 Alcaloides cianogénicos. Alcaloides piperid inicos y pirrolidinicos

Los alcaloides piperidinicos y pirrolidinicos provienen, salvo algunas
excepciones, del metabolismo de los aminoéacidos lisina y ornitina demostrado
por Herbert y colaboradores por marcacion isotépica en plantas del género
Belladona, donde el amino terminal de la ornitina y la lisina es el que finalmente
se incorpora para formar las iminas ciclicas para obtener las aminas ciclicas
secundarias (Figura 3).

Figura 3. Fuentes aminoacidicas de los alcaloides pirrolidinicos y piperidinicos.
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En la literatura se encuentran trabajos recientes sobre derivados de
compuestos piperidinicos con el grupo ciano debido a la reactividad de este
altimo para la obtencién de productos intermediarios y anélogos de alto valor
sintético. En la naturaleza se encuentra el alcaloide girgensohnina el cual
exhibe similitudes estructurales con el glicésido cianogénico dhurrin (Figura 4);

presenta en lugar del fragmento glicosidico un anillo de piperidina.?®

Figura 4. Semejanzas estructurales de la girgensohnina y el dhurrin.

Dhurrin Girgensohnina Girgensohnia oppositifiora
Este alcaloide se extrae de los pétalos verdes de la Girgensohnia oppositiflora,
arbusto que crece en los desiertos de Rusia e Iran. Aunque su elucidacion
estructural se logr6 en 1946 no se contaba con reportes acerca de sus
actividades biolégicas. Trabajos de aislamiento informan que se puede obtener
con un rendimiento no mayor al 0.04% en el mejor de los casos, aunque se
cuenta con trabajos donde no se logra detectar y se concluye su ausencia en el

material estudiado.?®
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Previamente en nuestro laboratorio se desarrollé una ruta sintética para
acceder a este sistema natural utilizando piperidina, p-hidroxibenzaldehido,
KCN y cantidades cataliticas de InCl;. El alcaloide se obtuvo con un
rendimiento del 76%. Fue entonces hasta el 2008 que Vargas reporté en su
trabajo doctoral los resultados de los estudios de inhibicion de la girgensohnina
sobre la acetilcolinesterasa, los cuales mostraron que, aunque su inhibicién no
es mayor que la de los patrones empleados, podria convertirse en un
compuesto cabeza de serie que mediante transformaciones quimicas podria

ofrecer anélogos que brinden una inhibicién mayor.*
2.4 ENSAYOS BIOLOGICOS

2.4.1 Acetilcolina y acetilcolinesterasa

La acetilcolina se encuentra ampliamente distribuida en el sistema nervioso
tanto central como periférico y su funcién, al igual que la de otros
neurotransmisores, es mediar en la actividad sinaptica del sistema. Su
participacion en diversas funciones fisiolégicas y su caracter de
neurotransmisor en la unién neuromuscular y cerebral de vertebrados e
invertebrados ha propiciado su investigaciéon buscando nuevas formas de
bloquear o incrementar su actividad colinérgica. El estudio de sistemas y
receptores colinérgicos del SNC ha generado gran interés debido a que
diversas alteraciones en la transmision de impulsos nerviosos han sido
relacionadas con trastornos severos como la enfermedad de Alzheimer y la de
Parkinson, ademas de ser uno de los principios para el desarrollo de nuevos y

mejores insecticidas.

La acetilcolina, éster acético de la colina, es sintetizada en el citoplasma
neuronal a partir de la unién de la colina, producida en el higado y transportada
a las neuronas por via hematica, y el acido acético en presencia de la
acetilCoA. Un punto para su control se encuentra en la inhibicion de la enzima
encargada de su degradacion por hidrolisis a colina y acido acético, la

acetilcolinesterasa®. (Esquema 4).
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Esquema 4 . Degradacion de la acetilcolina.

CHy gz i AChE CHy gz
HyC-N-C”~ 0" “CHj T’ HC-N=C " OH
éHg'l»_' Cng

CH3COOH

La enzima AchE es una proteina tetramérica, cuyo sitio activo incluye un grupo
hidroxilo que realiza un ataque nucleofilico sobre el carbonilo de la acetilcolina,
desarrollando una transicion tetraédrica produciendo la acetilacion de la serina

y la liberacion de la colina (Figura 5).

Figura 5. Mecanismo simplificado de la degradacién de la acetilcolina en el sitio activo de la
AChE.

2.4.2 Inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa han encontrado un amplio campo de
accion al surgir, por ejemplo, como estrategia terapéutica para el tratamiento de
la EA contrarrestando el deterioro de la actividad colinérgica al estabilizar la
concentracion de la acetilcolina en la sinapsis de la corteza cerebral impidiendo
la hidrdlisis de este neurotransmisor.?'?

Su uso como plaguicidas (por ejemplo carbamatos y los compuestos
organofosforados inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa) se debe a la
acumulacion de acetilcolina en el tejido neuromuscular de insectos y

vertebrados observandose su continua estimulacion y posterior paralisis,
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siendo ésta uno de los mecanismos de accidbn aun empleados para el

tratamiento de plagas™ (Tabla 3).
Tabla 3. Inhibidores de la AchE.

INHIBIDORES DE AChE MOLECULA EJEMPLO/USO
CHa o
O
@’ \G(J\CH;, o’”“r:rc"h
H
CARBAMATOS
Meostigmina Carbaril
(Glaucoma) {Insecticida)
o 9
>—0-E-F HsC-0-F-F
COMPUESTOS o 9
ORGANOFOSFORADOS AN AN
Floroprl Sarin

(Insecticida)

(Gas Mervioso)

o

m{jb”\@m
Melr é

Donepezil
(Enfermedad de Alzehimer)

COMPUESTOS CON
HETEROCICLOS NITROGENADOS

I:JHH
o< )
<00

MH

Galantamina
(Enfermedad de Alzehimer)

La busqueda de mejores y mas efectivos inhibidores de la AChE se ve
estimulada por las desventajas presentes y/o producidas por los inhibidores
actualmente usados ya que, por ejemplo, a pesar de la eficacia de muchos
insecticidas sus residuos suponen contaminacién de agua y suelo, asi como su
acumulacién en productos alimenticios.?*

Referente al tratamiento de enfermedades, como la EA, ademas de contarse
con pocos farmacos con accidn selectiva para los sistemas colinérgicos
cerebrales, éstos presentan limitaciones como su corto tiempo de vida media,

baja biodisponibilidad y posibles efectos secundarios.®

2.4.3 Enfermedad de Alzheimer. Tratamientos
La EA es la causa mas comun de demencia senil en los adultos mayores. Se
presenta con una marcada disminucién de la capacidad cognitiva ademas de

graves alteraciones de comportamiento entre las que se cuentan irritabilidad,
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ansiedad, depresion y desorientacion. Fue descrita y documentada en el afio
1906 por Alois Alzheimer en su estudio de cuatro afios a una paciente de 51
afios que presentaba un deterioro gradual de sus facultades intelectuales,
desde entonces el interés por proponer un posible tratamiento o cura ha
generado una ardua investigacion cientifica que busca también prevenirle.

En la actualidad se cuentan con pocas alternativas para enfrentar el mal de
Alzheimer. Los farmacos actuales solo han mostrado producir una mejoria muy
modesta y transitoria a la enfermedad, ademas de no presentarse estos
mismos beneficios para todos los pacientes bajo tratamiento lo cual,
acompanado por los efectos secundarios a corto plazo, llevan al abandono del
tratamiento a mas de un 20% de los pacientes. %

Entre los farmacos utilizados en la actualidad se tienen la galantamina, el
donepezilo, la fisostigmina, la tacrina y la rivastigmina (Tabla 4). Entre estos
inhibidores de la enzima AChE, la fisostigmina y la tacrina presentan
limitaciones como su corto tiempo de vida media y efectos secundarios como la
hepotoxicidad, otros como la rivastignina, un carbamato, presenta problema de
biodisponibilidad.

La galantamina, alcaloide con propiedades inhibitorias de la acetilcolina
cerebral, es el farmaco de mayor uso en la actualidad al brindar, entre los
demas disponibles, los mejores resultados cuando se sigue su tratamiento en
forma continua. Su primera sintesis se llevd a cabo en 1962 por Barton a
través de la biooxidacion de derivados fendlicos, desde entonces y hasta
nuestros dias los rendimientos con los que se logra su obtencidon no son muy
alentadores, por lo cual sigue siendo de gran interés la busqueda de nuevos y

mejores inhibidores selectivos y reversibles de la AChE.

Tabla 4. Dosis de los farmacos empleados para el tratamiento de la EA.

Nombre Dosis max recomendada

Al Donepezil 10 mygfdia dnica dosis
B) Galantamina | 24 mg/dia dividida 2 daosis
C) Rivastignina | 12 mg/dia dividida 2 daosis

0 Tacrina 160 mg/dia dividida 4 dosis
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2.5 CONSTRUCCION DE a-AMINONITRILOS

2.5.1 Reaccion de Strecker. Antecedentes

Conocida como la primera reaccion multicomponente, desarrollada en 1850 por
Adolph Strecker, es la mas antigua ruta sintética para la produccién de a-
aminoacidos los cuales se obtienen como resultado de la condensacion de un

N38,39

aldehido, una amina y NaC (Esquema b).

Esquema 5. Reaccion clasica de Strecker: Generacion de a-aminoacidos.

HN-R;
Q NaCN HN-=R; R,
_J.I\ + RE‘_NHZ e Ri —_— 0
Ry H AGOH =N HG

Algunas modificaciones realizadas a la metodologia clasica, desarrollada por
Strecker, como variaciones en la fuente de cianuro, compuestos carbonilicos y
aminas utilizadas, asi como de sus condiciones de reaccion la convirtieron en
una ruta mas atractiva a nivel de sintesis organica al brindar productos de gran
importancia tanto a escala de laboratorio como a escala industrial.*® Es asi que
su fiabilidad, disponibilidad de los materiales de partida y su versatilidad la
convirtieron en un muy importante proceso para la obtencién de productos de
gran interés quimico (como herbicidas y agentes quelantes), biolégico (como

aminoécidos) y farmacolégico (como analgésicos y antimicéticos) .**

El estudio de su mecanismo de reaccion mostr0 que la mayoria de las
versiones modificadas no pueden ser consideradas propiamente como
reacciones multicomponentes dado que implican 2 adiciones en secuencia
(Esquema 6): Primero, se genera la imina correspondiente a la adicién
nucleofilica de la amina al compuesto carbonilico y luego, la adicién nucleofilica

del ion cianuro para atrapar in situ la imina formada.*?
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Esquema 6. Mecanismo propuesto para la reaccion de Strecker.

H
@' HxafH

)L Ad. Nu. ‘;\L/ . E HRz

C Sl

! W R, H

HEF'-II—RZ
C=MN| Ad. Mu.

c=N o N
/l\ R - W =+ g

poe2 —N

Ry M — y

a «
Imina

c-Aminonitrilos

2.5.2 Fuentes de cianuro

Al ser la cianacién de iminas una de las mas importantes herramientas para la
construccion de moléculas en las que se encuentra el nitrdgeno funcionalizado,
la exploracion de otras fuentes de cianuro mas seguras y eficientes sigue
presentandose como un objetivo para el desarrollo de nuevas metodologias
(Tabla 5).

Entre los inconvenientes que surgen al emplear fuentes de cianuro como HCN,
(EtO),P(O)CN, Et,AICN y BusSnCN, se cuentan principalmente las fuertes
condiciones de reaccion, al igual que su manejo ya que, por ejemplo, la
manipulacion del HCN gaseoso y de los liquidos (EtO),P(O)CN, Et,AICN y
BusSNnCN es muy engorrosa y se hacen necesarios equipos especiales y
condiciones de seguridad mas exigentes para su uso a pequefia y gran escala.

Tabla 5. Fuentes de cianuro empleadas.

Fuente de cianuro | Referencia

HCM, MaCM 43
KICM 44
CaHz QTN 45

TRS TR LB
(EtO)PO0C N 48
Et2AICH 45
Bu;SnCH a0
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Sin embargo, cabe resaltar que al usar el TMSCN como fuente de cianuro en
muchas reacciones no requiere el uso de catalizadores como los acidos de
Lewis para promover la reaccion, si y solo si se utilizan aldehidos y aminas
aromaticas y se emplean disolventes organicos como MeCN, tolueno o
diclorometano ya que mejoran considerablemente la solubilidad de los
precursores empleados.® En estos casos los rendimientos alcanzados
superan el 75%, llegando hasta un 99%, lo que hace menos tedioso su
aislamiento y purificacion, ademas de no detectarse derivados cianohidrin
trimetilsililicos entre los productos de reaccién, permitiendo afirmar asi que el
TMSCN no es lo suficientemente nucleofilico como para reaccionar
directamente con el precursor carbonilico (Esquema 7). Pero el TMSCN es un

reactivo bastante costoso y dificil de manipular.

Esquema 7. Ruta sintética de la reaccién de Strecker empleando TMSCN.

j’\ NH ik
a'] + R_.-‘ 2 —_— | + OH
R-1 H = R1f'l\H
Me {'FN )
b) TMSCN + OH’ ME\".EIi-Ma
OH
CN ) H.+.Ry CN
Me . N
c) MZ.B:i-Me . Pl - ,J\N,Rz
OH Ry "H i K
Me;SiOH
CN
Me. -
©4si-Me
d) Me" L H
Ri/{ﬁeﬁz
Hz

Intermediario zwitterionico

La busqueda de mejores y mas seguras fuentes de cianuro condujo a la

generacion y empleo de la acetona cianhidrina (CN(OH)CMe;). Este
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compuesto, utilizado en las industrias quimicas y metallrgicas como agente
complejante en el refinado y separacion de metales, al igual que en la de
plasticos y caucho, es producido a partir de la reaccion de acetona con NaCN
en presencia de acido sulfarico, siendo poco empleada debido a que aunque es
econdémica y estable, se ve opacada por la alta eficiencia que ofrecen las
reacciones llevadas a cabo con TMSCN ya sea en disolventes organicos o en

procesos libres de disolventes.>?

2.5.3 Catalizadores

Esta exploracién que va desde el HCN hasta el TMSCN de naturaleza toxica y
elevado costo (ademas de presentar fuertes restricciones para su importacion a
nuestro pais), se ha visto favorecida por la inclusion de diferentes tipos de
catalizadores que han logrado, en muchos casos, mejoras significativas en los

rendimientos y tiempos de reaccién.>®

Entre los presentados en la Tabla 6 sobresalen los acidos de Lewis por su
economia, simplicidad operacional, estabilidad al encontrarse con pequefas
cantidades de agua en la reaccion y la ampliacion del rango de disolventes a
usar. Presenta como mayor ventaja que la reaccion se da en un modo “one-
pot”, ya que no requiere un paso de separacion de la imina generada para su
subsecuente uso, lo cual permite eliminar el trabajo de aislamiento de

intermediarios y agiliza la obtenciéon de los a-aminonitrilos esperados.

Tabla 6. Catalizadores frecuentemente empleados en la obtencion de diversos a-aminonitrilos.

Catalizadores/Disolventes | Referencias

InCls/THF o4
BiClw/MeC M 25

CoClaMeCh a6, 57
Cul{0OTf)z, Etsh/MeCM a3

ksCoWy2O04n . IH QMG 529, B0
MiCls 61
40% PV SI0 M e G B2
Si0-0505HICH: Cla B3
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2.5.3.1 Catalizadores soportados

Desde hace algo menos de 10 afios los catalizadores heterogéneos soportados
sobre gel de silice o aliumina han emergido en la metodologia organica sintética
debido a aspectos tanto ambientales como econdmicos e industriales. Entre los
catalizadores acidos mas comunmente usados se tienen los obtenidos a partir
de gel de silice o alimina y HF, H,SO,4, HCIO, y H3PO,, los cuales ofrecen
incrementos en las velocidades de reaccion, facil manejo, mayor selectividad y
en la mayoria de los casos un tratamiento mas sencillo de la masa de reaccion.
Ademas disminuyen los problemas de corrosion de plantas y reactores a escala
industrial.®* El catalizador preparado por la reaccién del gel de silice y el 4cido
clorosulfénico ha mostrado gran eficiencia en las reacciones de condensacion

in situ a partir del compuesto carbonilico y la amina (Esquema 8).%°

Esquema 8. Generacion del catalizador acido clorosulfonico sélido.

o 0
$0,—OH + CI—§-OH —= Si0,—0-§-OH + HCl

La reusabilidad de este catalizador es uno sus los beneficios mas importantes
haciéndolo muy atractivo para su aplicabilidad comercial. El trabajo realizado
por Chen y Lu, mostré que después de la recuperacion por filtrado y lavado con
CH.Cl,, su actividad catalitica era comparable y constante, por lo menos
después de tres ciclos. Estudios mas recientes mostraron que si el filtrado y
lavado se realiza con cloroformo y el secado a una temperatura no mayor a
60°C puede ser utilizado, por lo menos, durante cinco ciclos mas sin ninguna

disminucion de su actividad.®®

2.6 METODOS SINTETICOS PARA LA GENERACION DE a-
AMINONITRILOS

2.6.1 Empleo de &cidos de Lewis
Las variaciones a las que ha estado sujeta por afios la reaccion de Strecker se

ven favorecidas por el amplio uso de los catalizadores tipo acido de Lewis. En
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la actualidad los catalizadores &cidos de Lewis mas utilizados son los cloruros
de indio, cobalto y bismuto, los cuales son empleados en un mayor grado
cuando se emplean aldehidos alifaticos o aromaticos con aminas tanto
primarias como secundarias ciclicas en un solvente organico como el MeCN y
en presencia de KCN, llevandose a cabo a temperatura ambiente y bajo
agitacion vigorosa.>*°**’

Bajo estas condiciones los menores rendimientos de los productos de la
reaccion se obtienen al emplear aldehidos alifaticos y aminas primarias como la
anilina. EIl empleo de aldehidos aromaticos con grupos electroatractores como
los haldgenos en posicion 4 ha mostrado favorecer la obtencién del producto,
con respecto a los resultados al utilizar aldehidos con grupos electrodonadores
como el grupo metoxi- en esta misma posicion. Con respecto a las aminas
utilizadas se observa una tendencia positiva al emplearse aminas primarias

como la bencilamina (Tabla 7).>*°

Tabla 7. Comparacion de los rendimientos encontrados al emplear diferentes acidos de Lewis

en la reaccion de Strecker.

InClz BiCl; CoCl:
el Amina Rend | Tiempo | Rend | Tiempo | Rend | Tempo
%% h %% h a5 b
Benzaldehido Anilina 75 5 a4 M o1 0
Benzaldehido Marfolina g2 4 a9 7 74 19
Furfural Bencilamina 47 a3 a2 E B} :
Tiofen-2- L
| el B B4 B 52 1
A-Metoxi L
henzalde hido Bencilamina o3 a a0 5 85 3
A-Metox .
benzaldehido Anilina - - = . g3 12
A-Metoxi .
henzaldehido Pirralidina - - g6 = - .
4-Cloro —_
henzaldehido Bencilamina - - &1 8 - .
4-Cloro o
benzaldehido Anilina - - = . i) 12

2.6.2 Empleo de la acetona cianohidrina en lareac cion de Strecker
El uso de disolventes organicos en la reaccion de Strecker modificada, en lugar
de llevarla como en su forma clasica en medio acuoso, ha conducido a la

busqueda de fuentes organicas de cianuro que resuelvan el problema de
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solubilidad de las sales inorganicas en este medio de reaccion. El uso de la
acetona cianhidrina ha brindado solucion no solo a esta problemética, sino
también a las marcadas exigencias de fuentes de cianuro como el HCN, el
(Et0),P(O)CN*® 0 el BusSnCN® entre otras, ademas de ofrecer rendimientos
comparables con los alcanzados por el TMSCN.

El uso del sistema acetona cianhidrina/acido de Lewis ha sido empleado en la
sintesis de a-aminonitrilos. De los encontrados en la literatura llama
especialmente nuestra atencidon el uso reciente de catalizadores organicos
como la Et3N la cual brinda alternativas mas limpias que las ofrecidas por los
catalizadores metalicos tradicionales como el BiCls, que necesita un “work up”
mas tedioso al generarse emulsiones durante el proceso de extraccion e

inconvenientes al tratar de separarse por columna de gel de silice o alimina.

Los rendimientos de reaccion observados con el sistema acetona cianhidrina/
EtsN cuando se emplean aldehidos aromaticos con grupos ya sean
electrodonadores o electroatractores y aminas como la 4-metoxianilina y la
bencilamina son altos y comparables con los alcanzados por uno de los
mejores sistemas para este objetivo reportados en la literatura, el cual emplea
el TMSCN y el Cu(OTf), como catalizador acido de Lewis®® (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacioén de los rendimientos de reaccién empleando Cu(TOf),y Ets3N como

catalizadores.

HO. CN
>
HiC™ "CHs cN
O Acatona Cianhidrina
I+ Ry=NH, = - R
Ry H Catalizador Ri H
Rendimiento (%)
Ry Re Catalizador
Cu(T Of); Et:N
CaHs CaHs- CHz o3 o9
CaHs 4-Mle - CaHy o5 o3
A-hle 0- CaHg 4-Mle - CaHy o9 o5
4-0H-CgHq 4-Mle - CaHy [t &
3 A-(Me D CeHs 4-Mle - CaHy o2 o5
3A4-(0-CHe- 0 CeHz | 4-MeD-CgHy S0 o3
2-Furil 4-Mle - CaHy 74 s
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El mecanismo mas probable para la reaccion catalizada por la EtsN genera un
aducto EtzN-HCN, formado por la reaccion de la acetona cianhidrina con la
EtsN, transfiriendo el ion CN™ a la imina generada in situ, regenerandose asi la

EtsN y el a-aminonitrilo de interés (Esquema 9).*®

Esquema 9. Ciclo catalitico propuesto para la hidrogenacién de iminas empleando Ets;N como

catalizador.
@
EtyNH %N N R
P
>=':|' : Iminas
zRI
o HM

><D H EtyM (34 /]\G M

Fuente de cianuro Cat, n-Aminonitrlos

Al evaluar la efectividad y los beneficios de la acetona cianhidrina como fuente
de cianuro organica se reconocio su alto valor sintético, su manejo mas simple
y su mayor reactividad por lo cual se hizo necesaria la busqueda de una ruta

sintética que permitiera su sintesis en nuestro laboratorio.

2.6.3 Empleo del catalizador acido clorosulfénico soportado sobre gel de
silice

El desarrollo de metodologias eficientes que incluyan la utilizacion de
catalizadores reusables se ha convertido en un objetivo importante de la
guimica organica ya que la direccidon que ha tomado indaga por rutas sintéticas
mas limpias, siguiendo los planteamientos de la quimica verde la cual se define
mediante principios que buscan reducir o eliminar el uso y generacion de

sustancias peligrosas para el medio ambiente.®
En un procedimiento tipico la obtencion de los a-aminonitrilos se logra por la

reaccion del compuesto carbonilico, la amina, la fuente de cianuro y el

catalizador acido soportado utilizando un disolvente organico como el
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diclorometano (Tabla 9). Para reacciones de este tipo, al utilizar TMSCN junto
con aldehidos aromaticos o alifaticos, se obtienen en ambos casos los
productos esperados con altos rendimientos, mientras que al utilizar cetonas no
se observan ni en el mejor de los casos resultados aceptables. Este método
demostrd ser igualmente efectivo con aldehidos o aminas con sustituyentes
electroatractores y electrodonadores en sus anillos aromaticos, lo mismo que al
emplear aminas primarias (alifaticos o aromaticas) o aminas secundarias

ciclicas (como la pirrolidina y la morfolina).

Tabla 9. Resultados del empleo del SiO,-OSOz;H como catalizador.

0 TMSCN / CH,Cl, CN
)L + Ry—NH; = Ry
R1 H SIOg—O-EDqH R1 H
Si0:-.050:H
Aldehido Amina
Rend % | |°P°
Benzaldehido Anilina ag o]
Benzaldehido Bencilamina 7B 2.5
d-Metoxi benzaldehido | Bencilamina it g
4-Cloro benzaldehido | Bencilamina = 4.5
4-Cloro benzaldehido Anilina 91 7

Sin embargo, su uso con aldehidos como el furfural y el tiofen-2-carbaldehido
no brinda los productos esperados debido a que estos compuestos carbonilicos

sufren facilmente descomposicién o polimerizacién en medios &cidos.®*®

El uso del catalizador acido sulfénico soportado en gel de silice también ha sido
empleado para la generacion de imidazoles y oxazolinas. Para estos casos se
emplean fuentes de cianuro organicas como el benzonitrilo, cianotiofeno y 4-
cianopiperidina, entre otros.®® En estas reacciones el nitrilo es primero activado
por el catalizador para obtener el intermediario 1, seguidamente el compuesto
aminico como la etilendiamina o el 2-aminoetanol ataca a 1 para ofrecer ahora
el intermediario 2, el cual finalmente se cicla para ofrecer los heterociclos 3
dejando asi al catalizador listo para iniciar otro ciclo catalitico (Esquema 10).
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Esquema 10. Ruta de regeneracion del catalizador acido sélido.

o CN
N -
Si0,-0S04H r-M,, T0s80-si0,
1
X
R—{ékj + NHy
M HM - T XH
(Cy H
3 HNT* R Hx N2
_H X=NHj ; O
0,S0-5i0,
2

2.6.4 Condensacion de tres componentes. Productos no esperados

Aungue la reaccion de Strecker puede llevarse a cabo con una amplia variedad
de sustratos y catalizadores, la seleccidon de éstos no es una tarea sencilla; ya
que, por ejemplo las ventajas mostradas por el catalizador acido sulfénico
soportado en gel de silice se limitan solo a los aldehidos tanto aromaticos como
alifaticos, mientras que su empleo con las cetonas como compuestos
carbonilicos no ha mostrado resultados favorables, al igual que su uso junto

con aldehidos como el furfural y el tiofen-2-carbaldehido.

Referente a los sustratos empleados, la presencia de grupos vecinales puede
llevar a la formacion de productos diferentes a los a-aminonitrilos esperados.
En particular, el carbono carbonilico del compuesto inicial 4 es susceptible a
ataques nucleofilicos tanto intra- como inter-moleculares, provocando la
generacion de los productos ciclicos 5 y 7, no esperados, con rendimientos
altos.®® (Esquema 11).
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Esquema 11. Generacion de productos inesperados.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las mayores dificultades para la realizacion de pruebas en las que se
evalla la bioactividad de moléculas naturales, como alcaloides o glicésidos, es
la obtencion de cantidades considerables de productos con alta pureza. Los
meétodos tradicionales de extraccion de productos naturales se encuentran, en
estos casos ampliamente limitados debido a la gran cantidad de metabolitos
secundarios obtenidos junto con el material de interés, ademas de presentarse
en la mayoria de las ocasiones con rendimientos extremadamente bajos, sin

siquiera representar el 1% del material vegetal estudiado.

Es asi que buscando ampliar el estudio de los alcaloides, especificamente del
tipo cianogénico, esta investigacion se centré6 en la implementacién de una
nueva metodologia, desarrollada en nuestro laboratorio, que busco, teniendo
en cuenta los resultados encontrados previamente al sintetizar el alcaloide
girgensohnina, el estudio de diferentes estrategias sintéticas que permitan,
aparte de disminuir los riesgos, costos y desechos producidos por las
metodologias hasta hoy implementadas, la generacibn de una serie de
analogos guiados por un producto natural, para los que se determinara su
actividad inhibitoria frente a la AChE, los cuales al brindar resultados positivos
podrian ser empleados como herbicidas para el control de plagas en cultivos o,
en el mejor de los casos se estudiarian como potenciales agentes
farmacoldgicos para el tratamiento de desordenes del SNC como la
enfermedad de Alzheimer. La importancia del estudio de estos compuestos se
debe, entre otras razones a los inconvenientes discutidos en el estado del arte.

Es por esto que aun en nuestros dias aumentan los esfuerzos para obtener
compuestos que presenten este tipo de actividad biolégica, como lo hace la
galantamina, o aun mejor derivados estructurales mas simples de los

compuestos que la presentan, buscando siempre disefiar y emplear rutas

28



sintéticas mas cortas y que permitan obtener mejores rendimientos, ya que
como es sabido, a medida que se aumentan los pasos sintéticos para su

obtencion, se disminuye el rendimiento total del proceso sintético.

4. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Al revisar la poca informacion hasta ahora publicada en trabajos de
investigacion que buscan la generacion de nuevas rutas para la obtencion de
alcaloides cianogénicos, se cree que sea posible lograr preparar la
girgensohnina, alcaloide inhibidor moderado de la AChE, mediante el empleo
de la conocida reaccion de Strecker, variando las condiciones y precursores
por muchos afilos empleados. Condiciones que seran evaluadas y analizadas
al estudiar su potencial sintético empleando diversos precursores aldehidicos y

aminicos, variando la fuente de cianuro y el tipo de catalizador utilizado.

Luego para explorar el alcance de esta ruta sintética y teniendo en cuenta los
reportes en la literatura cientifica, se prevé que sea posible, siguiendo esta
misma ruta, generar una serie de analogos que permitan aumentar la galeria
de nuevos agentes farmacologicos, brindando asi mayores posibilidades en el
tratamiento de plagas o de enfermedades tan limitantes como las producidas

por la degeneracion del SNC.
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5. OBJETIVOS

Establecida la anterior hipétesis nos propusimos desarrollarla formulando los

siguientes objetivos:

5.1 GENERAL

Disefar y desarrollar una ruta sintética para la obtencién de la girgensohnina y
sus analogos estructurales, como posibles agentes inhibidores de la enzima
AChE.

5.2 ESPECIFICOS

Realizar un estudio previo de la reaccion de Strecker preparando una serie de
de las iminas generadas por la condensacion de aldehidos como el furfural y el
tiofen-2-carbaldehido, bencilamina para posteriormente emplear KCN y asi

buscar obtener los a-aminonitrilos de interés.

Determinar las condiciones mas favorables que involucren las variables
disolvente, temperatura, catalizador, fuente de cianuro y tiempo de reaccion,
gue conduzcan a la formacion de a-aminonitrilos con fragmentos heterociclicos

nitrogenados de interés, con rendimientos razonables.

Caracterizar todos los compuestos sintetizados empleando las técnicas
instrumentales IR, CG-MS, RMN *H Y *3C y sus constantes fisicas segun su

estado de agregacion.
Preparar una serie representativa de los alcaloides cianogénicos obtenidos,

para evaluar su actividad en bioensayos enzimaticos in vitro de inhibicién de la

enzima acetilcolinesterasa.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y reactivos

Todos los precursores liquidos de partida (furfural, tiofen-2-carbaldehido,
bencilamina, piperidina, morfolina y pirrolidina) fueron destilados en el momento
previo a su uso. Los aldehidos solidos y fuentes de cianuro empleadas fueron
usados directamente sin purificacion previa.

Los disolventes utilizados como medio de reaccién y en las purificaciones
cromatograficas fueron destilados y secados previamente a su uso.

La pureza de las sustancias sintetizadas y la composicion de las mezclas de
reaccion se monitorearon por cromatografia de capa fina (CCF) sobre
cromatofolios de Silufol UV254, empleando luz UV de 254 nm para observar las
manchas o empleando, para su revelado vapor de yodo.

Para las separaciones cromatograficas en columna se utiliz6 como soporte
sélido 6xido de aluminio neutro (grado de actividad I, 70-230 Mesh) y como
eluyentes mezclas éter de petroleo/acetato de etilo en proporciones
determinadas por los resultados observados en las placas cromatograficas.

Los reactivos empleados para los ensayos de inhibicion enzimatica fueron

suministrados por Sigma-Aldrich.

Técnicas Analiticas

Puntos de fusion

Los puntos de fusién fueron medidos empleando un fusiometro Fisher
Johns.
Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo se llevaron a cabo en un espectrometro
Infralum FT-02, empleando pastillas de bromuro potasico para los compuestos
sélidos y ventanas de cloruro de sodio para los compuestos liquidos. Sélo se
reportan las bandas de absorcién caracteristicas expresadas en cm™.
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Cromatoqgrafia de gases-Espectrometria de masas

Los espectros de masas se obtuvieron en un cromatégrafo de gases HP
5890A serie 1l acoplado a un detector selectivo de masas HP 5972, con
ionizacion por impacto de electrones (70 eV).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Se utilizaron los espectrometros Bruker AMX-400, Bruker AC-300,
utilizando el disolvente deuterado adecuado en cada caso, cloroformo o
dimetilsulféxido. Los valores de los desplazamientos quimicos (&) se expresan
en ppm, en los espectros de 'H, utilizando como referencia interna el
tetrametilsilano, y referidos a la sefial del disolvente (cloroformo deuterado)
para los de *C. Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz.

Las abreviaturas utilizadas para indicar la multiplicidad de las sefales son
las siguientes: (s) = singlete, (sa) = singlete ancho, (d) = doblete, (da) = doblete
ancho, (dd) = doblete de dobletes, (ddd) = doble doblete de dobletes, triplete (t)
y (m) = multiplete.

Inhibicién enziméatica. Lector de microplacas

Las microplacas se leyeron en un lector VERSAMAX de Molecular

Devices empleando una longitud de onda de 412 nm.

32



6.1. SINTESIS DE PRECURSORES

6.1.1 Obtencion del precursor acetona cianhidrina

A un balén provisto de un embudo de adicién, un condensador, un termémetro
y constante agitacion, se adiciono una disolucion de cianuro de sodio (15.12 g),
acetona (30 mL) y agua (36 mL). Posteriormente se adiciondé muy lentamente
una disolucién de H,SO,4 al 40% por espacio de 1.5 horas a 15 °C. Después de
completarse la adicion, la disolucién acida se dejé agitar por 20 min. mas
permitiéndosele alcanzar la temperatura ambiente. Se decanto la disolucion, se
extrajo con éter etilico y se dej6é sobre sulfato de sodio por 2 horas después de
lo cual se concentrd y se destilé a presion reducida (Esquema 12). La masa de

reaccién se almacend protegida de la luz a -5°C para su posterior uso."”®

Esquema 12. Sintesis del precursor acetona cianhidrina.

0 NaCH HO G
—_—
HEC CHS H25C|4.|'H10 HEC CHS

Acetona cianhidrina

Se obtuvo como un liquido incoloro con rendimiento del
HO CN 75% (19.53 g, 0.23 moles); p.eb. 81°C, IR (KBr): 3410 v (0-H),
HaC ><‘CH3 2245 y cny, 1373 v ey €m . Férmula empirica: C4H7NO (P.M.

85.11 g/mol). Las demas caracteristicas estan de acuerdo

con los datos referidos en la literatura.

6.1.2 Preparacion del catalizador acido soportado en gel de silice

Se carg6 un balén de fondo redondo con gel de silice (15.0 g) y se acondicioné
a un sistema de agitacion y una trampa de gases para observar el burbujeo
caracteristico producto del desprendimiento de gas (HCI) durante la reaccion.
Se agregd el &acido clorosulfonico (5.83 g) gota a gota lentamente a
temperatura ambiente hasta que no se observo generacion de gases. Se dejo

el sistema por media hora mas obteniendo 19.2 g de catalizador acido sélido de
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color blanco, el cual fue almacenado a temperatura ambiente. La cantidad de
H* en el catalizador se determina por titulacion acido-base. La liberacion de
HsO" se titula con una solucion de NaOH estandar calculandose asi la cantidad

de H* como 0.05 g de catalizador soportado/0.13 mmoles.
6.2 ESTUDIO PREELIMINAR DE LA REACCION DE STRECKE R

6.2.1 Obtencion de las aldiminas

La sintesis de aldiminas se llevo a cabo adicionando bencilamina 2 a los
carboxaldehidos 1, en agitacion, sin la utilizacion de disolvente, generando las
aldiminas 3 exclusivamente. Se controlé la temperatura de esta reaccion
exotérmica. Después de comprobar la finalizacién de la reacciéon por CCF se
extrajo con éter etilico y agua y se seco6 sobre sulfato de sodio. Se elimino el

disolvente y los productos crudos se analizaron por CG-EM.

(E)-N-(Furan-2-ilmetileno)-1-fenilmetanamina 3a

Compuesto preparado a partir de furfural 1.16 g (12.2 mmoles) y
bencilamina 2.60 g (24.1 mmoles).
Aspecto fisico : liquido amarillo translucido

o X Rto.: 92 %
VARG
3a

Férmula empirica : C12H11NO

P.M.: 185.22 g/mol

IR (KBTr): 1651v(c=n), 1080v(cn), 1157v(c.0), 926v(coycm™.
CG: tr 11.3 min.
EM: m/z (%): 185 (M*, 53), 91 (100), 65 (18).
'H-RMN

(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm) 8.30 (1H, sa, 4-Hgy), 7.83 (1H, sa, 1-Hcp=n), 7.35
- 7.28 (1H, m, 2Hpp), 7.35 - 7.28 (1H, m, 3-Hpp),
7.35 - 7.28 (1H, m, 5-Hpy), 7.35 - 7.28 (1H, m,
6-Hpn), 7.27 (1H, dd, J; = 6.9 Hz, J, = 1.6 Hz, 4-
Hpn), 6.95 (1H, d, J = 3.4 Hz, 3-Hg,), 6.62 (1H,
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BC-RMN
(100 MHz) & (ppm)

dd, J; = 3.4 Hz, J, = 1.8 Hz, 2-Hp,), 4.71 (2H, s,
2-Hn-cH2)-

151.9 (1-Cen), 151.1 (1-Cr), 145.8 (4-Cry),
139.9 (1-Cpp), 128.8 (3-Cpp y 5-Cpn), 128.5 (2-Cen,
y 6-Cpp), 127.3 (4-Cpp), 114.8 (2-Cr), 112.4 (3-
Cru), 64.5 (2-Cn.0).

(E)-1-Fenil-N-(tiofen-2-ilmetileno) metanamina 3b

Compuesto preparado a partir de tiofen-2-carbaldehido 1.16 g (12.2

mmoles) y bencilamina 2.60 g (24.1 mmoles).

0
3b
IR (KBr):
CG:
EM: m/z (%):
'H-RMN
(DMSO0-d6, 400 MHz) & (ppm)

13C-RMN
(100 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : liquido amarillo translucido
Rto.: 91 %

Foérmula empirica : C12H11NS

P.M.: 201.29 g/mol

1635 v(c=n), 1080 v(cn), 1219 vicsyem™

tr 13.5 min.

201 (M*", 51), 200 (18), 91 (100), 65 (17)

8.60 (1H, sa, 4-Hnie), 7.67 (1H, d, J = 5.0 Hz, 3-
Hrhie), 7.51 (1H, d, J = 3.0 Hz, 2-He), 7.36 -
7.28 (1H, m, 2Hpyp), 7.356 - 7.28 (1H, m, 3-Hpp),
7.36 - 7.28 (1H, m, 5-Hpp), 7.36 - 7.28 (1H, m,
6-Hpn), 7.26 (1H, ddd, J; = 6.8 Hz, J,=1.7 Hz, 4-
Hpn), 7.15 (1H, dd, J; = 5.0 Hz, J, = 3.6 Hz, 1-
Heron), 4.71 (2H, s, 2-Hn.chz)

155.3 (1-Cca), 142.1 (1-Crpie), 139.3 (1-Cpp),
131.4 (2-Cthie), 129.5 (3-Cpp ¥ 5-Cpp), 128.2 (4-
Crhie), 127.8 (2-Cpn Yy 6-Cpn),127.7 (3-Crnie),
126.7 (4-Cpn), 63.3 (2-Cn-c)
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6.2.2 Cianacion del enlace iminico

Al producto iminico 3 (10.88 mmoles ) se adiciono el catalizador elegido (10.0
mol %) y finalmente la fuente de cianuro (16.32 mmoles). Tanto el catalizador
como la fuente de cianuro utilizada se agregaron en solucion de MeCN anhidro.
La reaccion se llevo a cabo tanto a temperatura ambiente como a una

temperatura de 80 °C siempre con constante agitacion (Tabla 10).

Tabla 10. Condiciones para los ensayos 4 realizados.

Imina Fuente “-CN” Catalizador | Temperatura Tiempo de
(°C) reaccion (h)

3a NaCN BiCls 20° 10

3a KCN InCl3 20° 12

3 ab KCN InCl3 80°C 8

3 a,b | Acetona cianhidrina Et;N 20° 8

3b KCN BiCls 20° 8

3b KCN BiCls 80° 8

3 b | Acetona cianhidrina BiCl; 20° 8

La masa de reaccién se dejo en agitacion vigorosa por toda una noche. Luego
se extrajo con diclorometano o acetato de etilo segun el caso y se secé sobre
sulfato de sodio o magnesio, finalmente se destild, se concentré y se purificd
por cromatografia de columna empleando como soporte alimina.

Los resultados encontrados hasta esta instancia mostraron que la imina
formada no reaccion6 en ninguno de los medios evaluados para obtener los a-
aminonitrilos esperados. Solo un sistema de los ensayados mostréo en los
controles realizados por CCF un nuevo producto, el cual se busco estabilizar

mediante su derivatizacion, obteniendo el producto 4 c inesperado.

6.2.3 Aislamiento del producto 4°c

A la mezcla de la imina 3b (2.20 g, 10.88 mmoles) y la trietilamina (0.22 g, 2.18
mmoles) se adiciond la acetona cianhidrina (1.94 g, 21.76 mmoles). La
reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente. La masa de reaccion se dejo
en agitacion vigorosa por una noche. Luego se extrajo con éter etilico, se seco

sobre sulfato de sodio, y se concentro.
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Los resultados observados en la CCF mostraron la presencia producto nuevo,
diferente a los encontrados en resultados anteriores. Se tratd entonces la
muestra suponiendo que se habia logrado formar el a-aminonitrilo 4b, y sin
pasarla por columna cromatografica de purificacion, se adicionaron la
trietilamina (4.75 g, 46.91 mmoles) y el cloruro de acriloilo (4.24 g, 46.91
mmoles) al producto obtenido.

Se extrajo con diclorometano y se purificO por columna cromatografica rapida
logrando asi obtener el producto 4’c, la purificacidn se realizo rapidamente

para evitar la descomposicion y retencién del producto en el soporte.

N-Bencil-N-(2-cianopropan-2-iDacrilamida 4'c

Aspecto fisico : sélido blanco

s i ke Rto.: 73%
5 < N 2>7
EjA 3 Formula empirica : C14H16N2O
4 20ﬁ4

P.M.: 228.29 g/mol

5 4c
IR (KBr): 2222 Vc=n), 1666 V(n.c=0) cm™
CG: tr 14.1 min.
EM: m/z (%): 228 (M*"), 160 (70), 106 (100), 91 (63), 65 (13),
55 (66)
'H-RMN
(CDCls-d, 400 MHz) & (ppm) 7.40 (1H, t, J = 7.2 Hz, 2-Hpy), 7.40 (1H, dd, J =

7.2 Hz, 6-Hpp), 7.31 (1H, t, J1 = 7.2 Hz, J, = 5.0
Hz, 4-Hpp), 7.24 (1H, d, J; = 7.4 Hz, 3-Hpy), 7.24
(1H, d, J; = 7.4 Hz, 5-Hpyp), 6.51 (1H, dd, J; = 16.6
Hz, J, = 2.1Hz, S5yans-He=c), 6.41 (1H, dd, J; =
16.6 Hz, J, = 10.0 Hz, 4-Hc=c), 5.74 (1H, dd, J; =
10.0 Hz, J; = 2.1 Hz, 5¢s-Hc=c), 4.71 (2H, s, 1-
Hero-n), 1.75 (3H, s, 6-Heha), 1.75 (3H, s, 7-Hcpa)
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6.2.4 Reduccion del enlace iminico

A una solucién de imina 3 en MeOH (10 mL) se agregaron lentamente NaBH,4
por pequefias porciones teniendo en cuenta la intensidad del burbujeo
generado durante el proceso de reduccién. Finalizada la adicion se mantuvo la
agitacion por 6 horas. Luego la masa de reaccién se extrajo con acetato de
etilo y se seco sobre sulfato de sodio. La purificacion de los productos 5a,b se
efectu6 mediante cromatografia en columna empleando gel de silice como

soporte y mezclas de disolventes de éter de petrdleo/ acetato de etilo.

N-Bencill-1-(furan-2-il)metanamina 5a

Compuesto preparado a partir de la imina 3a 2.24 g (12.1 mmoles) y NaBH,

1.37 g (36.2 mmoles). Se observo variacion en la coloracién de la masa de

reaccion, que pasO de un amarillo intenso inicial a uno muy tenue y claro

después de finalizada la reaccion.

5 Aspecto fisico : liquido amarillo translucido

<\f H@‘ Rto.: 96 %
23 Formula empirica : C1,H13NO

P.M.: 201.29 g/mol

IR (KBr): 3325 vy, 1458 Vi), 1180 vy, 1080 v,
1149 vc.0), 918 vic.oycm™
CG: tr 11.6 min.
EM: m/z (%): 187 (M*), 106 (26), 96 (51), 92 (17), 91 (100)
'H-RMN

(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm) 7.56 (1H, dd, J; = 1.7 Hz, J, = 0.8 Hz, 4-Hg),
7.35-7.28 (1H, m, 2-Hpy), 7.35 - 7.28 (1H, m, 3-
Hpn), 7.35 - 7.28 (1H, m, 5-Hpy,), 7.35 - 7.28 (1H,
m, 6-Hpn), 7.28 - 7.20 (1H, dd, J; = 6.2 Hz, J ,=
2.4 Hz, 4-Hpp), 6.38 (1H, dd, J; = 3.1 Hz, J,=1.9
Hz, 3-Hgy), 6.24 (1H, dd, J1 = 3.1 Hz, J,= 0.7 Hz,
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13C-RMN
(100 MHz) & (ppm)

2-H|:u), 3.67 (ZH, S, 2-HN-CH2)! 3.64 (2H, S, 1-Hcho-
n), 3.34 (1H, sa, NH)

154.3 (1-Cry), 141.6 (4-Cry), 140.4 (1-Cpp), 128.0
(3-Cpn ¥ 5-Cpn), 127.8 (2-Cpp Y 6-Cpr), 126.4 (4-
Cpn), 110.2 (3-Cgy), 106.5 (2-Cr), 51.8 (2-Cn-c),
44.6 (1-Cen)

N-Bencil-1-(tiofen-2-il)metanamina 5b

Compuesto preparado a partir de la imina 3b 2.19 g (10.9 mmoles) y NaBH,

1.23 g (32.6 mmoles). Se observo variacion en la coloracién de la masa de

reaccion, que pas6 de un amarillo inicial a uno claro después de finalizada la

reaccion.

<

e

IR (KBr):

n T=

CG:
EM: m/z (%):

'H-RMN
(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : liquido amarillo translucido
Rto.: 98 %

Foérmula empirica : C12H13NS

P.M.: 203.30 g/mol

3301 V(N-H), 1450 V(H-N), 1173 V(N-C), 1080 V(Cc-N),
1219 vic.sycm™
tr 14.5 min.

203 (M* ), 112 (48), 106 (39), 97 (100), 92 (20),
91 (82)

7.37 (1H, dd, J; = 4.8 Hz, J; = 1.5 Hz, 4-Hmi),
7.33 -7.29 (1H, m, 2-Hpp), 7.33 — 7.29 (1H, m, 3-
Hph), 7.33 — 7.29 (1H, m, 5-Hpp), 7.33 = 7.29 (1H,
m, 6-Hpp), 7.22 (1H, ddd, J; = 6.7 Hz, J, = 6.7 Hz,
J3= 1.8 Hz, 4-Hpy), 6.96 (1H, dd, J;= 3.4 Hz, J, =
1.2 Hz, 3-Hrie), 6.74 (1H, sa, 2-Hie), 3.85 (2H,
s, 1-Hchzn), 3.70 (2H, s, 2-Hn.chz), 3.38 (1H, bs,
NH)
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BC-RMN
(100 MHz) & (ppm) 144.9 (1-Ctnie), 140.4 (1-Cpp), 128.0 (3 Cpn VY
5Cpn), 127.8 (2Cpp y 6Cpp), 126.5 (3C Crhie Y 4-
Cpn), 124.3 (2-Cthie),124.4 (4-Crhie), 51.8 (2-Ccon),
46.8 (1-Cy.c)

6.2.5 N-Acilacion de los productos aminicos 5 _a,b. Generacién de
sistemas N-acriloil y N-cloroacetil

A la solucién conformada por la amina 5 y trietlamina en diclorometano
anhidro se adiciono el cloruro de acriloilo 6 disuelto en 10 mL de diclorometano
anhidro a una temperatura que no superaba los 2 °C por espacio de una hora
en agitacion. Después de completada la adicion se mantuvo la agitacion
constante durante 6 horas permitiendo alcanzar la temperatura ambiente. La
masa de reaccion se extrajo y se purificé por columna cromatografica rapida
logrando asi obtener los productos 8. La purificacion debe realizarse
rapidamente para evitar la descomposicion y retenciéon del producto en el
soporte. Para obtener las aminas terciarias N-cloroacetiladas 9 se llevo a cabo
el mismo procedimiento; se emplearon las aminas 5, cloruro de cloroacetilo 7
disuelto en diclorometano anhidro y trietilamina. Se traté al igual que la N-
acroilacion obteniéndose los productos 9 esperados.

N-Bencil-N-(furan-2-ilmetilacrilamida 8a

Compuesto preparado a partir de la amina 5a 1.00 g (5.34 mmoles), trietilamina
1.62 g (16 mmoles) y cloruro de acriloilo 1.45 g (16 mmoles) en 20 mL de
diclorometano anhidro.

Aspecto fisico : liquido amarillo translucido

<Oj/\N Rto.: 98 %
\ !
ﬁ;\© Férmula empl'rica : C1sH15NO,

8a P.M.: 241.29 g/mol

IR (KBI’)Z 165:[1 V(c=0), 1450 V(N-C), 1080 V(C-N) 941 V(c-0)
cm’
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CG:
EM: m/z (%):

tr 18.6 min.

241 (M*", 63), 106 (63), 96 (100), 55 (63)

N-Bencil-N-(tiofen-2-ilmetil)acrilamida 8b

Compuesto preparado a partir de la amina 5b 1.00 g (4.92 mmoles), trietilamina

1.50 g (14.8 mmoles) y cloruro de acriloilo 1.33 g (14.8 mmoles) en 20 mL de

diclorometano anhidro.

IR (KBr):

CG:
EM: m/z (%):
'H-RMN
(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

®C-RMN
(100 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : liquido amarillo claro
Rto.: 88%

Formula empirica : C15H15NO>

P.M.: 257.35 g/mol

1651 V(c=0), 1473 V(N-C), 1080 V(C-N) 933 V(c-0)
cm™
tr 18.6 min.

257 (M, 63), 106 (63), 96 (100), 55 (63)

7.45 (1H, dd, J; =5.0 Hz, J; = 4.5 Hz, 4-Hmmi),
7.18 (1H, da, J = 7.0 Hz, 4-Hpy), 7.27 (1H, c, J =
7.0 Hz, 2-Hpp), 7.27 (1H, ¢, J = 7.0 Hz, 6-Hpp),
7.34 (1H, ¢, J = 7.0 Hz, 3-Hpy), 7.34 (1H, ¢, J =
7.0 Hz, 5-Hpp), 7.18 (1H, d, J = 7.3 Hz, 4-Hpyp),
7.01 (1H, dd, J; = 7.4 Hz, J, = 2.6 Hz, 3-Hmi),
6.94 (1H, m, 2-Hhie), 6.71 (1H, dd, J; = 16.5 Hz,
J,=10.3 Hz, 4-Hc=c), 6.26 (1H, dd, J; = 10.6 Hz,
Jo = 2.3 Hz, 5pans-Hc=c), 5.73 (1H, ddd, J; = 10.3
Hz, Jo,= 2.1 Hz, 5¢s-He=c), 4.73 (2H, m, 2-Hn.cHy),
4.61 (2H, s, 1-Hcho-n)

165.4 (3-Cc=0), 140.6 (1-Crhie), 139.7 (1-Cpp),
137.4 (4-Cc=c), 128.5 (3-Cph Y 5-Cppn), 127.9 (2-
Ceh Y 6-Cpp), 127.7 (3-Crnie Y 4-Cpp), 127.1 (5-
Cc=c), 136.5 (2-Crnie), 49.5 (4-Crpie), 45.3 (2-Cc.
N), 43.7 (1-Cnec)
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N-Bencil-N-(furan-2-ilmetil)-2-cloro-acetamida 9a

Compuesto preparado a partir de la amina 5a 1.00 g (5.34 mmoles), trietilamina
0.64 g (6.41 mmoles) y cloruro de cloroacetilo 0.7 g (6.41 mmoles) en 20 mL de
diclorometano anhidro.

Aspecto fisico : liquido rojizo

<Cj/\N Rto.: 96%
\ (K/O\Q Formula empirica : C14H14CINO,

Cl 9a P.M.: 263.72 g/mol
IR (KBI’)Z 165:[1 V(c=0), 1450 V(N-C); 1080 V(C-N) 941 V(c-0)
cm
CG: tr 18.33 min.
EM: m/z (%): 263 (M" ), 172 (86), 106 (39), 96 (100), 91 (63),
81 (49)

N-Bencil-N-(tiofen-2-ilmetil)-2-cloro acetamida 9b

Compuesto preparado a partir de la amina 5b 1.00 g (4.92 mmoles), trietilamina
0.60 g (5.90 mmoles) y cloruro de cloroacetilo 0.67 g (5.90 mmoles) en 20 mL
de diclorometano anhidro.

Aspecto fisico : liquido rojizo

<\SJ/\N/\© Rto.: 98%
,/go Formula empirica : C14H14CINSO

¢l = P.M.: 279.79 g/mol
CG: tr 22.7 min.
EM: m/z (%): 279 (M*), 190 (37), 188 (100), 112 (84), 97 (68),
91 (60)
'H-RMN

(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm) 7.45 (1H, dd, J; =5.0 Hz, J, = 4.5 Hz, 4-Hmnie),
7.18 (1H, da, J = 7.0 Hz, 4-Hpy), 7.27 (1H, c, J =
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7.0 Hz, 2-Hpy), 7.27 (1H, ¢, J = 7.0 Hz, 6-Hpp),
7.34 (1H, ¢, J = 7.0 Hz, 3-Hpy), 7.34 (1H, ¢, J =
7.0 Hz, 5-Hpp), 7.00 (1H, m, 3-Hmie), 7.00 (1H, m,
2-Hrhie), 4.61 (2H, m, 1-Hcron), 4.61 (2H, m, 2-
Hn-chz),4.42 (2H, s, 4-He.q)
13C-RMN

(100 MHz) & (ppm) 166.1 (3-Cc-=0), 138.9 (1-Crne), 136.3 (1-Cpp),
128.6 (3-Cpn Y 5-Cpp), 127.5 (2-Cpn Y 6-Cpp),
127.0 (3-Crhie Y 4-Cpp), 126.6 (2-Crhie), 126.1 (4-
Crhie), 49.8 (2-C), 45.4 (1-C) 41.9 (4-Cc.c))

6.3 SINTESIS DEL ALCALOIDE GIRGENSOHNINA Y SUS ANA LOGOS

6.3.1 Obtencion de la girgensohnina 12__

Para acceder al alcaloide girgensohnina 12 se utilizo piperidina 10 1.96 g (23.0
mmoles), p-hidroxibenzaldehido 11 2.56 g (21.0 mmoles), cianuro de potasio
1.54 g (1.13 mmoles) y como catalizador InCl; 0.25 g (1.13 mmoles), en
acetonitrilo (25 mL) a temperatura ambiente. Se dej6 en agitacién durante
media hora, luego se agregé el KCN 1.54 g (32.0 mmoles) previamente
macerado, en pequefias porciones sélidas y se dejé con agitacion vigorosa

toda la noche a temperatura ambiente.

Durante el proceso de purificacion se empleé agua fria lo que permitio la
formacion de cristales blancos que fueron separados del licor madre y secados
en un desecador con KOH sélido durante 5 dias, cambiando peridédicamente
las granallas del desecante, hasta eliminar toda la humedad del producto. El
alcaloide 12 se purific6 por cromatografia en columna rapida sobre aliumina
para evitar la descomposicion y posible retencion del producto en la columna.

En la Tabla 11 se presentan las variaciones realizadas a las condiciones de

reaccion al igual que los rendimientos alcanzados.
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Tabla 11. Rendimiento de las condiciones ensayadas para la

obtencién del alcaloide 12.

Fuente de “CN” Catalizador Calentamiento Tiempo de Rendimiento
(°C) reaccion (h) (%)
KCN InCly B 12 76
KCN Si0,-0-SO3H _ 12 68
Acetona cianhidrina | SiO,-O-SO3zH _ 12 73
Acetona cianhidrina | SiO,-O-SO3zH 60 24 60

2-(4-Hidroxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 12

OH

~ ’\Q
N/
12

IR (KBr):
CG:
EM: m/z (%):
'H-RMN

(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

13C-RMN
(100 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : sélido blanco
p.f.: 115-117°C

Rto.: 60-76%

Formula empirica : C13H16N20
P.M.: 216.28 g/mol

2232 V((C=N) cm'l
tr 18.9 min.
216 (M*, 17), 132 (48), 85 (15), 84 (100), 77 (12)

9.61 (1H, s, OH), 7.22 (2H, d, J = 8.5 Hz, 2-Hpp y
6-Hpr), 6.80 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3-Hpn ¥ 5-Hpn),
5.11 (1H, s, CH), 2.40 (4H, m, 2-Hpip, y 6-Hpip),
1.51 (3-Hpip Y 5-Hppp), 1.39 (2H, m, 4-Hppp)

157.5 (4-Cpp), 128.9 (2- Cpp ¥ 6- Cpp), 123.6 (1-
Cpn), 116.2 (CN), 115.2 (3- Cpn y 5- Cpp), 60.9
(CH), 50.0 (2- Cpip Y 6- Cpip), 25.2 (3- Cpip Y 5-
Cpip), 23.6 (4-Cpip)
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6.3.2 Obtencion de los analogos 15__b,c de la girgensohnina 12 __

Para obtener los analogos del alcaloide 12 se utilizaron aminas secundarias (la
pirrolidina 13 y la morfolina 14), 4- hidroxibenzaldehido 11, KCN y acetona
cianhidrina como fuentes de cianuro y como catalizadores InCl; (1.1 mmoles) y
catalizador SiO,-O-SO3H sdlido (1:1 en peso) respectivamente, en acetonitrilo
(25 mL) a temperatura ambiente. Se sigui6 el mismo procedimiento de
purificacion empleado para el alcaloide 12 buscando la obtencion de 15b,c.
Cuando se empleo la morfolina la purificacion de los productos finales no tuvo

problemas obteniendo un nuevo analogo 15c.

Tabla 12. Condiciones de obtencién del producto 15b.

Fuente de “- CN” Catalizador Rendimiento (%)
KCN InCl; 47
KCN Si0,-0-SOzH 43
Acetona cianhidrina | SiO,-O-SOz;H 57

2-(4-hidroxifenil)-2-morfolinoacetonitrilo 15c

Compuesto preparado a partir de la morfolina 14 1.00 g (11.5 mmoles), 4-
hidroxibenzaldehido 11 1.40 g (11.5 mmoles). Se vario el catalizador empleado

entre InCl; 0.24 g (1.1 mmoles) y el catalizador &cido soportado 1.0 g.

OH Aspecto fisico : liquido rojizo
p.f.: 115-117°C
Rto.: 43-57%

NCS I\O Formula empirica : C12H14N205
15¢ © P.M.: 218.25 g/mol
IR (KBr): 2237 V((czn) , 1242 vicyem™
CG: tr 19.3 min.
EM: m/z (%): 218 (M*, 37), 132 (100), 86 (52), 77 (22), 56 (39)
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Cuando se empled pirrolidina 13 0.86 g (12.1 mmoles), 4-hidroxibenzaldehido
11 1.5 g (12.1 mmoles) bajo las mismas condiciones seguidas para el producto
15b, se vari6 el catalizador empleado entre InCl; 0.13 g (0.6 mmoles) y el
catalizador acido soportado 0.86 g. Luego se extrajo y se traté de la misma
manera que a la girgensohnina. Después de su purificacion por columna
cromatografica rapida se obtuvo una mezcla inseparable (76%). Los resultados
de GC-MS de esta mezcla mostraron que cada uno de los productos obtenidos
se presenta en la mezcla con un porcentaje del 50/50. GC-MS: sefal 1: tg:
12.6 min; m/z (%): 177 (M* ", 31), 176 (29), 107 (92), 84 (33), 70 (100). (P. M.
177 g/mol), sefial 2: tg: 17.6 min; m/z (%): 173 (M* ", 100), 172 (42), 145 (42),
144 (24), 115 (33). (P. M. 173 g/mol).

6.3.3 Obtencion de los analogos 18 _y 19 a la girgensohnina 12_

Para la preparacion de los compuestos 18a,b,c y 19a,b,c se empled un
procedimiento similar al utilizado para obtener el alcaloide girgensohnina 12, se
utilizaron como aldehidos el 3,4-dimetoxibenzaldehido 16 y el piperonal 17 en
presencia de las aminas secundarias 10, 13 y 14 en relacion 1:1 y como
catalizador el acido clorosulfonico soportado en gel de silice. Se empleo tanto
el KCN como la acetona cianohidrina (en relacion 1.5 con respecto a la amina
empleada) para la generacion de los a-aminonitrilos, se trataron y se purificaron
los productos siguiendo el protocolo empleado para el alcaloide 12.

2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 18a

Compuesto preparado a partir de la piperidina 0.86 g (10.1 mmoles), 3,4-
dimetoxibenzaldehido 1.68 g (10.1 mmoles), como catalizador SiO,-O-SO3H
0.86 g y se varid la fuente de cianuro entre KCN 0.99 g (15.1 mmoles) y

acetona cianhidrina 1.30 g (15.1 mmoles).
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P.M.: 260.33 g/mol
IR (KBr):
CG:
EM: m/z (%):
'H-RMN

(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

BBC-RMN
(100 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : sélido blanco

p.f.: 60 — 62°C
Rto.: 72% (con KCN) y 75% (con acetona

cianhidrina)

Formula empirica : C15H20N20;

2229 v(c=n), 1250 viy.cycm™
tr 20.7 min.
260 (M*", 6), 177 (30), 176 (100), 131 (5), 84 (59)

7.00 - 6.97 (1H, m, 5-Hpp), 7.00 - 6.97 (1H, m, 6-
Hpn), 6.95 (1H, sa, 2-Hpp), 5.19 (1H, s, CH), 3.76
(3H, sa, 3a-Ho-chz), 3.76 (3H, sa, 4a-Ho.chs),
2.42 — 2.34 (2H, m, 2-Hpjp), 2.42 — 2.34 (2H, m,
6-Hpip), 1.57 — 1.48 (2H, c, 5-Hpip), 1.57 - 1.48
(2H, ¢, 5-Hpip), 1.40 (2H, d, J = 5.17 Hz, 4-Hpip)

149.9 (4-Cpp), 148.7 (3-Cpp), 125.8 (1-Cpp), 119.8
(6-Cpp), 116.1 (CN), 111.3 (2-Cpp), 111.0 (5-Cpp),
61.0 (CH), 55.4 (3a-Co.c y 4a-Co.c),50.1 (2-Cpip Y
6-Cpip), 25.2 (3-Cpip ¥ 5-Cpip), 23.6 (4-Cpip)

2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(pirrolidin-1-il) acetonitrilo 18b

Compuesto preparado a partir de la pirrolidina 0.86 g (12.1 mmoles), 3,4-

dimetoxibenzaldehido 2.01 g (12.1 mmoles), como catalizador SiO,-O-SO3zH

0.86 g y se varid la fuente de cianuro entre KCN 1.18 g (18.1 mmoles) y

acetona cianhidrina 1.54 g (18.1 mmoles).
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IR (KBI):
CG:
EM: m/z (%):

Aspecto fisico : liquido amarillo

Rto.: 56% (con KCN) y 58% (con acetona
cianhidrina)

Férmula empirica : C14H18N20>

P.M.: 246.30 g/mol

2229 vczn), 1273 vin.cpcm™
tr 20.0 min.
260 (M*", 6), 177 (30), 176 (100), 131 (5), 84 (59)

2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(morfolin-4-il) acetonitrilo 18c

Compuesto preparado a partir de la morfolina 1.00 g (11.5 mmoles), 3,4-

dimetoxibenzaldehido 1.90 g (11.5 mmoles), como catalizador SiO,-O-SO3H
1.00 g y se vario la fuente de cianuro entre KCN 1.12 g (17.0 mmoles) y
acetona cianhidrina 1.45g (17.0 mmoles).

N/,/C N/\
18¢ \_o

IR (KBr):
CG:
EM: m/z (%):
'H-RMN
(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : solido blanco

p.f.: 95 - 96°C

Rto.: 75% (con KCN) y 78% (con acetona
cianhidrina)

Férmula empirica : C14H18N203

P.M.: 262.30 g/mol

2229 vic=ny, 1281 vinc), 1111 vicocem™
tr 21.0 min.
262 (M*", 7), 177 (23), 176 (100), 86 (38), 56 (29)

7.02 -6.98 (1H, m, 5-Hpp), 7.02 - 6.98 (1H, m, 6-

Hpr), 6.96 (1H, sa, 2-Hpn,), 5.25 (1H, s, CH), 3.77
(3H, m, 3a-Ho_CH3), 3.77 (3H, m, 4a-Ho_CH3), 3.60
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3C-RMN
(100 MHz) & (ppm)

(2H, sa, 2-Hworf), 3.60 (2H, sa, 6-Hwmorr), 2.49 —
2.38 (2H, m, 3-Hwmorf), 2.49 - 2.38 (2H, m, 5-Hyorf)

148.8 (3-Cpn Yy 4-Cpp), 124.9 (1-Cpp),120.1 (6-
Cpn)115.9 (CN), 111.4 (2-Cpp), 111.2 (5-Cpp),
65.8 (CH), 60.6 (3-Cwmort Y 5-Cwor), 55.4 (3a-Co-c
y 4a-Co.c), 49.4 (2-Cyiort Y 6-Chiors)

2-(3,4-Dioximetilenfenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 19a

Compuesto preparado a partir de la piperidina 0.86 g (10.1 mmoles), piperonal

1.52 g (10.1 mmoles), como catalizador SiO,-O-SO3H 0.86 g y se vario la

fuente de cianuro entre KCN 0.99 g (15.1 mmoles) y acetona cianhidrina 1.30 g

(15.1 mmoles).

0\
O

N/
19a

IR (KBr):
CG:
EM: m/z (%):
'H-RMN
(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : sélido blanco

p.f.: 74 —75°C

Rto.: 71% (con KCN) y 72% (con acetona
cianhidrina

Formula empirica : C14H16N20>

P.M.: 244.29 g/mol

2229 vczny, 1257 vinc) cm™
tr 20.0 min.
244 (M*", 10), 161 (24), 160 (100), 84 (85)

6.95 - 6.90 (1H, m, 2-Hpp), 6.95 - 6.90 (1H, m, 5-
Hen), 6.95 - 6.90 (1H, m, 6-Hpp), 6.05 (2H, s, 3b-
Ho.chz-0), 5.17 (1H, s, CH), 2.41 - 2.35 (2H, m, 2-
Hpip), 2.41 - 2.35 (2H, m, 6-Hpjp), 1.54 — 1.47 (2H,
m, 3-Hpip), 1.54 — 1.47 (2H, m, 5-Hpjp), 1.40 (2H,
d, J=5.11 Hz, 4-Hpjp)
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¥C-RMN
(100 MHz) & (ppm)

147.6 (3-Cpn y 4-Cpp), 127.3 (1-Cpy), 120.9 (6-
Cen), 116.0 (CN), 107.9 (2-Cpn), 107.7 (5-Cpn),
101.3 (3b-Co.chz.0), 61.0 (CH), 50.1 (2-Cpjp y 6-
Crip), 25.2 (3-Cpip Y 5-Cpip), 23.6 (4-Cpip)

2-(3.,4- Dioximetilenfenil)-2-(pirrolidin-1-il) acetonitrilo 19b

Compuesto preparado a partir de la pirrolidina 0.86 g (12.1 mmoles), piperonal

1.82 g (12.1 mmoles), como catalizador SiO,-O-SOzH 0.86 g y se varid la

fuente de cianuro entre KCN 1.18 g (18.1 mmoles) y acetona cianhidrina 1.54 g

(18.1 mmoles).

0—\
O

N\
(@]

O

IR (KBr):
CG:
EM: m/z (%):
'H-RMN
(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

= Z
© N
O

¥C-RMN
(100 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : sélido blanco

p.f.: 55 - 56°C

Rto.: 62% (con KCN) y 54% (con acetona
cianhidrina

Foérmula empirica : C13H14N20;

P.M.: 230.26 g/mol

2229 Viczny, 1257 vn.cyem™

tr 18.3 min

230 (M*", 10), 161 (23), 160 (100), 70 (20)

6.91 - 6.95 (1H, m, 2-Hpp), 6.91 — 6.95 (1H, m, 5-
Hph), 6.91 — 6.95 (1H, m, 6-Hpy), 6.05 (2H, s, 3b-
Ho-chz-0), 5.33 (1H, s, CH), 2.57 - 2.45 (2H, m, 3-
Hpir), 2.57 - 2.45 (2H, m, 5-Hp;), 1.73 - 1.70 (2H,
m, 2-Hpir) 1.73 - 1.70 (2H, m, 6-Hpy)

147.5 (3-Cpn Yy 4-Cpp), 128.2 (1-Cpp), 120.7 (6-
Crn), 116.6 (CN), 108.0 (2-Cpn), 107.7 (5-Cen),
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101.3 (3b-Co-cHz-0), 57.5 (CH), 49.5 (2-Cpir y 6-
Crir), 22.8 (3-Cpir Y 5-Cpir)

2-(3,4- Dioximetilenfenil)-2-(morfolin-1-il) acetonitrilo 19c

Compuesto preparado a partir de la morfolina 1.00 g (11.5 mmoles), piperonal

1.72 g (11.5 mmoles), como catalizador SiO,-O-SO3H 1.00 g y se vario la

fuente de cianuro entre KCN 1.12 g (17.0 mmoles) y acetona cianhidrina 1.45 g

(17.0 mmoles).

CG:
EM: m/z (%):

'H-RMN
(DMSO0-d6, 400 MHz) & (ppm)

¥C-RMN
(200 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : sélido blanco

p.f.: 118 - 119°C

Rto.: 78% y 79%, respectivamente

Férmula empirica : C13H14N203

P.M.: 246.26 g/mol

IR (KBr): 1250v(n.c), 1119 vico.cem™

tr 20.3 min.

246 (M* ', 12), 161 (21), 160 (100), 102 (14), 86
(69), 56 (64)

6.95 - 6.97 (1H, m, 2-Hpyp), 6.95 — 6.97 (1H, m, 6-
Hpn), 6.93 (1H, d, J = 7.9 Hz, 5-Hpp), 6.06 (2H, s,
3b-Ho.chz0), 5.24 (1H, s, CH), 3.63 - 3.55 (2H,
m, 2-Hyorr), 3.63 - 3.55 (2H, m, 6-Hwyor), 2.47 -
2.35 (2H, m, 3-Hyior), 2.47 - 2.35 (2H, m, 5-Huor)

147.7 (3-Cpn Y 4-Cppn), 126.5 (1-Cpp), 121.2 (6-
Cen), 115.8 (CN), 108.1 (2-Cpp), 108.0 (5-Cpp),
101.4 (3b-Co.cHz.0), 65.8 (CH), 50.1 (3-Cyiorf Y 5-
Cworf), 49.3 (2-Cwiorf Y 6-Cworf)
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6.3.4 O-Acilacién del producto 15 __c. Generacion de sistemas O-acriloil y
O-cloroacetil

A una solucién del producto 15c vy la trietilamina en diclorometano se adiciono
gota a gota la solucién del cloruro de acriloilo 6 en diclorometano durante una
hora a una temperatura de 0°C agitando la masa de reaccion, después de

finalizada la adicion se agito por seis horas mas a temperatura ambiente.

Luego segun CCF se finalizé la reaccién con la extraccion y purificacion pro
recristalizacion del producto 20. Se siguié el mismo procedimiento para
obtener el producto 21 cambiando el cloruro de acriloilo por el cloruro de
cloroacetilo 7. El procedimiento de purificacion empleado también fue como en

el caso anterior por un proceso de recristalizacion.

4-(Ciano(morfolino)meti)fenil acrilato 20

Compuesto preparado a partir de 15¢ 0.5 g (2.31 mmoles), trietilamina 0.70 g
(6.94 mmoles) y cloruro de acriloilo 0.63 g (6.94 mmoles) en 20 mL de

diclorometano anhidro.

0
0 Aspecto fisico : cera amarilla
Rto.: 93%
Formula empirica : Ci5H16N203
_ P.M.: 272.30 g/mol
20
IR (KB): 2229 Vc=ny, 1751 Vic=oycm™
CG: tr 21.9 min.
EM: m/z (%): 272 (M*", 9), 187 (5), 86 (48), 56 (40), 55 (100)
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4-(Ciano(morfolino)metil)fenil 2-cloroacetato 21

Compuesto preparado a partir de 15¢ 0.26 g (1.2 mmoles), trietilamina 0.15 g

(1.5 mmoles) y cloruro de cloroacetilo 0.18 g (1.5 mmoles) en 20 mL de

diclorometano anhidro.

o

W

P

N
iy

IR (KBr):
CG:
EM: m/z (%):

'H-RMN

(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm)

¥C-RMN
(200 MHz) & (ppm)

Aspecto fisico : liquido amarillo claro
Rto.: 85%

Férmula empirica : C14H15CIN2O3
P.M.: 294.73 g/mol

2229 vic=n), 1782 v(c=oycm™
tr 23.0 min.
294 (M*", 23), 132 (100), 86 (86), 77 (23), 56 (48)

7.52 (1H, d, J = 8.5 Hz, 3-Hpy), 7.52 (1H, d, J =
8.5 Hz, 5-Hpp), 7.28 (1H, d, J = 8.5 Hz, 2-Hpy),
7.28 (1H, d, J = 8.5 Hz, 6-Hpn), 5.42 (1H, s, CH),
471 (2H, s, 4-Hchzc), 3.66 - 3.58 (2H, m, 2-
Hwvorf), 3.66 - 3.58 (2H, m, y 6-Hyorf), 3.47 — 3.39
(2H, m, 3-Hworf), 3.47 — 3.39 (2H, m, 5-Hyior)

166.2 (4-Cco), 150.2 (4-Cpn), 130.8 (1-Cpp),
129.1 (6-Cen y 2-Cpr), 121.8 (3-Cen y 5-Con),
115.6 (CN), 65.8 (CH), 60.3 (3-Cwor Y 5-Cuion),
49.4 (2-Cwmort Y 6-Cwmiorr), 41.2 (4-Cc.c)
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El desarrollo del proyecto de investigacién disefiado por el Laboratorio de
Sintesis Organica y Biomolecular, se compuso de 3 etapas: En primer lugar se
estudio el potencial sintético de la reaccion de Strecker modificando sus
condiciones clasicas, en la segunda etapa se preparé el alcaloide
girgensohnina mediante el empleo de diferentes sistemas determinando el méas
adecuado para, finalmente, generar una serie de analogos de este alcaloide
basados en los resultados antes encontrados y llevar a cabo su estudio

bioldgico buscando nuevos inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa.
7.1 SINTESIS DE LAS ALDIMINAS 3 a,b

En esta primera etapa, cuya tarea era generar nuevas series de a-aminonitrilos
via la realizacion de la reaccidon de Strecker, se comenzé con la obtencién de

las aldiminas 3a,b (Esquema 13).

Esquema 13. Sintesis de las aldiminas 3a,b.
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Para su preparacion se emplearon la bencilamina 2 y aldehidos
heteroaromaticos (furfural 1a y tiofen-2-carbaldehido 1b). La reaccion, que se
llevé a cabo sin el uso de disolventes, generd las aldiminas esperadas con una
alta pureza, por lo que no fue necesario someterlas a procesos de purificacion.
Los productos se obtuvieron como liquidos amarillos claros con rendimientos
superiores al 90%. Contrario a lo conocido, las aldiminas 3a,b mostraron una
gran estabilidad, permitiendo su analisis por Espectroscopia Infrarroja (IR),
Espectrometria de Masas (EM) y Resonancia Magnética Nuclear RMN de *H y
13C.

54



El andlisis de IR mostrd coherencia entre su estructura y las sefiales obtenidas,
donde se observé una banda entre 1635 — 1655 cm™, atribuida a la tension
C=N que presentan los productos como caracteristica principal. Sus espectros
de masas son pobres en fragmentaciones salvo la ruptura ®; que genera el ion
m/z 91 caracteristico de los compuestos con sustituyentes bencilicos y los
iones m/z 156 y 157 que se atribuyen a la pérdida de —COH y CO
respectivamente (Figura 6).

Figura 6. Fragmentograma del producto 3a.
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Teniendo en nuestras manos material iminico estable se procedié a la

realizacion de la reaccion de Strecker.
7.2 GENERACION DE LOS a-AMINONITRILOS 4

La sintesis de los aminonitrilo (4a,b), se llevo a cabo a partir de las aldiminas 3

previamente sintetizadas (Esquema 14)

Esquema 14. Intentos para la construccion de los a-aminonitrilos 4.

x \ N ] Ch'
\ / 3ab Cat
T MeCN
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b: X=8 KCN y (Cl‘g)gC(Ol‘)Cl\

Cete zeccres (Cet)
B Cg nCsc Et3l\

Con el fin de encontrar las mejores condiciones para esta reaccion se
plantearon diversos experimentos, en los cuales se vario tanto las fuentes de
cianuro, como los catalizadores (Tabla 13). En primer lugar se emplearon
cianuro de sodio (NaCN) y como catalizador BiCl; (Exp. 1) en acetonitrilo sin
obtener el a-aminonitrilo 4a esperado, entonces se modificaron las condiciones

empleando como catalizador el InCl; (Exp. 2, 3y 7) y el EtsN (Exp. 4) y cianuro
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de sodio (NaCN) y de potasio (KCN) (Exp. 2, 3, 5, 6 y 7) al igual que la acetona
cianhidrina (Exp. 4 y 8) como fuente de cianuro organica buscando al aumentar
la estabilidad de éste y el poder del catalizador, ademas de, en algunos casos,
variar la temperatura y el tiempo, un progreso satisfactorio de la reaccién, sin
embargo ninguno de los sistemas ensayados brindo resultados positivos en lo

absoluto.

Tabla 13. Condiciones para los ensayos 4 realizados.

Exp. | Imina | Fuente “-CN” | Catalizador | T °C | Tiempo (h)
1 3a NaCN BiCl; 20 10
2 3a KCN InCl; 20 12
3 3a KCN InCl; 80 8
4 3 ab HO){CN EtsN 20 8
5 3b KCN BiCl; 20 8
6 3b KCN BiCl; 80 8
7 3b KCN InCl; 20 8
8 3b HO){CN BiCl; 20 8

Los resultados de los experimentos de CG-EM de los crudos de las reacciones
revelaron la presencia de la aldimina 3 en el producto de reaccién, la cual se
logro recuperar en su totalidad en casi todos los casos, excepto al emplearse la
aldimina 3b bajo las condiciones de experimento 4, siendo este otro indicio de
la estabilidad alcanzada por los productos 3 generados.

El monitoreo de reaccién realizado al experimento 4 mostré el avance de la
reaccion a un producto antes no observado. El andlisis del resultado de IR
mostré la presencia de una sefial a 2222 cm™, banda atribuible a la tensién del
enlace nitrilo en moléculas organicas.

Buscando estabilizar este producto, después de su extraccion y posterior
concentracion se derivatizé utilizando cloruro de acriloilo 6 y trietilamina en
diclorometano, obteniéndose un producto solido blanco con un rendimiento
sorprendentemente alto (73%).

El resultado de EM encontrado reveldé que su peso molecular (228 g/mol) no
coincidia con el a-aminonitrilo acroleilado esperado 4b (Esquema 13), pero se

observé el ion m/z 55 que indica la presencia del fragmento acriloilo ademas
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del ion m/z 91 encontrado en las aldiminas. La pérdida de 15 unidades y la
ausencia de fragmentos que soporten la presencia del anillo de tiofeno en el
producto condujeron a la hipétesis de la pérdida de este fragmento durante la
reaccion (Figura 7).

Figura 7. Fragmentograma del producto 4'c.
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Los resultados de RMN de protones mostraron la presencia en la zona alifatica
de un singulete a 1.75 ppm integrable a 6 protones (dos grupos metilo), un
singulete a 4.71 ppm perteneciente a 2 protones (grupo Ph-CH»-N-), como dd a
5.74, 6.41 y 6.51 ppm se encontraron sefiales correspondientes a un protén
(sistema del acriloilo oleofinico), mientras que a campo bajo se observan
sefales, como multipletes a 7.24, 7.31 y 7.40 ppm atribuibles a protones

aromaticos (Figura 8).
Figura 8. Espectro de 'H RMN del producto 4’c.
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Después de un andlisis detallado (IR, CG-EM y *H RMN) se propuso la posible
estructura para el producto 4°c y a partir de esta un mecanismo de obtencién

(Esquema 15).

Esquema 15. Posible m ecanismo para la obtencion de 4'c.
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En primer lugar la acetona cianhidrina genera acetona y acido cianhidrico,
siendo este compuesto carbonilico el que con el compuesto 3b y por medio de
un intercambio iminico genera el intermediario 3'c, el cual rapidamente
reacciona con el HCN presente en el medio de reaccion para finalmente, con el

cloruro de acriloilo y trietilamina en diclorometano generar el producto 4'c.

El intermediario iminico 3’c formado estd mucho menos impedido
estéricamente que el precursor 3'b lo cual podria explicar la direccion seguida

por la reaccion.

El producto 4'c se sustenta en los resultados obtenidos de EM y *H RMN lo

que permitié confirmar su estructura propuesta (Figura 8) (Esquema 16).
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Esquema 16. Posible ruta de fragmentacion del producto 4'c.
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Cabe mencionar que un producto analogo 4°c derivado del furfural (aldimina

3a) no fue observado.

Al no lograr sintetizar los a-aminonitrilos propuestos se busco6 generar, a partir
de las aldiminas obtenidas, fragmentos estructurales versatiles y valiosos que
pudieran ser empleados como precursores de compuestos como los
oxanobornenos 0 bien como sustituyentes para los sistemas analogos

generados, para lo cual se realizaron las siguientes modificaciones:
7.3 REDUCCION DEL ENLACE IMINICO DE LAS ALDIMINAS 3_

Las reducciones de las aldiminas preparadas se realizaron empleando NaBH,
con metanol como disolvente (Esquema 17) y los productos finales fueron
caracterizados después de su purificacion por columna cromatografica usando

como soporte gel de silice.

Esquema 17. Sintesis de la aminas secundarias 5a,b.
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La comparacién entre los resultados de IR de las aldiminas y de sus productos
de reduccién permiten observar la aparicién de la banda caracteristica de las
aminas secundarias entre 3300 y 3400 cm™, y la eliminacién de la banda
observada entre 1635 y 1655 cm™ en las aldiminas, primeros indicios de la

reduccion del enlace (Figura 9).

Figura 9. Resultados de IR de la aldimina 3a y su producto de reduccion 5a.
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Los resultados de EM de los productos 5 mostraron las masas de sus iones
moleculares, 187 m/z para el producto 5a y 203 m/z para el producto 5b. A
modo de ejemplo se presenta en la Figura 10 el fragmentograma del producto
Sa.

Figura 10. Fragmentograma del producto 5 a.
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El producto 5a presentdé una masa de ion molecular de m/z 187 y produjo los
iones m/z 81 y 106 complementarios, ademas del ion m/z 91 y los iones m/z
158 y 159, previamente observados. La posible ruta de fragmentaciéon para el
producto 5a se presenta en el Esquema 18, la cual sigue el mismo patron y se

aplica también al producto 5b.
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Esquema 18. Posible ruta de fragmentacion del producto 5a.
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Los espectros de *H RMN de los productos 3ay 5a (Figura 11) se diferencian
con claridad debido a la presencia de los singuletes 7.83 y 4.71 ppm de la
aldimina asignados al proton 1-Ccqon Y a los dos protones 2-Ch.chz
respectivamente mientras que para la molécula 5a se presentan singuletes a
3.64 y 3.67 ppm correspondientes a dos protones tanto en 1-Ccyo.y COMO €n el
2-Cn.cH2; se observé un singulete ancho en 3.34 ppm correspondiente al protén
de la amina secundaria presente en la moléculas producto de la reduccién. Las

caracteristicas presentadas por el producto 5b fueron similares.
Figura 11. Espectros de 'H RMN de los productos 3ay 5a.
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7.4 SINTESIS DE LOS PRODUCTOS 8 Y 9 N- ACILADOS

Para la N-acroleilacion de los productos 5a,b se emplearon cloruro de acriloilo

6 y trietilamina en presencia de diclorometano como disolvente (Esquema 19).

Esquema 19. Sintesis de los productos 8 y 9 N-acilados.
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En ambos casos los productos 8a,b obtenidos se presentaron como un liquido
amarillo traslucido con rendimientos del 87 y 88%, respectivamente. Los
resultados de IR muestran en estos casos la aparicion de una banda entre

1720 y 1650 cm™ caracteristica de la vibracién de tensién de las amidas y la
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ausencia de la banda alrededor de los 3325 cm™ observada en los productos 5

perteneciente a la vibracion del grupo NH de los productos precursores.

Los resultados de EM de los productos 8a,b mostraron coherencia con las
fragmentaciones propuestas para estos productos (Figura 12).

Figura 12. Fragmentograma del producto 8a.
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En todos los casos se observan los iones moleculares y los fragmentos debidos
a la presencia del acriloilo unido al nitrogeno de la molécula; en general se
encontraron los iones complementarios m/z 150 y m/z 91 y los iones m/z 55 y
m/z 173, respectivamente (Esquema 20).

Esquema 20. Posible ruta de fragmentacion del producto 8a.
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En el espectro de *H RMN para el producto 8b (Figura 13) se observan a
campo bajo (altas frecuencias) multipletes a 7.45, 7.01 y 6.94 ppm
correspondientes a protones heredados del tiofeno y entre 7.31 y 7.18 ppm las
sefales correspondiente a los protones del anillo aromatico. También, estan

presentes entre los 6.70 y 5.75 ppm los protones del fragmentos acriloilo y
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finalmente a 4.73 y 4.61 los protones metilenicos (Ph-CH,-N- y Thie-CH»-N) en
forma de cuarteta.
Figura 13. Espectro de 'H RMN del producto 8b.
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Sin embargo, un anélisis mas detallado del espectro de *H RMN del producto

8b, mostro resultados realmente interesantes (Figura 14).

Figura 14. Ampliacion de las sefiales observadas para el producto 8b.
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Del analisis de la Figura 16 surgieron las siguientes observaciones: i) el nimero
de sefales presentes es superior al de las esperadas para la N-acroleilamina
8b, ii) el analisis individual de algunas de dichas sefiales muestra las
caracteristicas para el sistema esperado, iii) la relacion entre las sefales

individuales es aproximadamente 1:1.

A partir de estas consideraciones se concluye que las sefiales para la N-bencil-
N-(tiofen-2-ilmetil)acrilamida 8b se encuentran duplicadas, -caracteristica
inequivoca de la existencia de dos isémeros rotacionales para la acroleilamina
(8b). De igual forma, el andlisis debe realizarse teniendo en cuenta estas
consideraciones. En la figura 15 se presentan los posibles isdmeros y cuales

podrian ser sus asignaciones en el espectro de *H RMN.

Figura 15. Is6meros rotacionales para la acroleilamina 8b.
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En este analisis se demuestra que todas las sefiales caracteristicas del sistema
N-Bencil-N-(tiofen-2-ilmetil)acrilamida 8b, se encuentran consignadas en el
espectro de *H RMN. Aunque con los datos existentes no es posible hacer un
analisis méas detallado de las sefiales pertenecientes a cada rotamero, si se
presentan ciertas caracteristicas que pueden® ser de ayuda para esclarecer las
posibles estructuras de los mismos. La sefial perteneciente al proton 4-Hc=c,

caracteristica del grupo acroleilico, se encuentran ubicadas en 6.70 ppm (dd,

® Las asignaciones realizadas se hacen teniendo en cuenta la existencia de una mezcla de isémeros, este
ejercicio se realiza con el fin de mostrar las caracteristicas de dichas moléculas. Sin embargo, es menester
recordar que no necesariamente cada asignacion pertenece a la molécula en cuestion
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16.5, 10.3 Hz) para el rotamero A y 6.96-6.89 (m) para el rotamero B, esta
diferencia en desplazamientos quimicos se debe posiblemente a la cercania
del protén 4-Hc=c del rotamero B con el atomo de azufre del tiofeno que puede
interaccionar con dicho protén, generando un efecto desprotector que
ocasionarian un desplazamiento hacia campo bajo, diferencia fundamental con
el rotamero A.

La existencia de estas especies isoméricas puede deberse a la influencia que
ejerce el grupo acroleilico sobre la rotacién de los sistemas fenilicos y tiofénico,
este grupo puede generar efectos tanto de repulsion electrénica, debido al
atomo de oxigeno amidico, ademas de un efecto estérico gracias a su tamafio.

Para confirmar la posible existencia de estas especies se realizaron calculos
computacionales usando una base B3LYP/6-31G(d) de los diversos isbmeros
rotacionales que puede poseer la N-bencil-N-(tiofen-2-ilmetil)acrilamida 8b, con
el fin de analizar el contenido energético de dichas estructuras y por ende su
estabilidad (Figura 16).

Figura 16. Isémeros rotacionales propuesto para el producto 8b.
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En la Tabla 15 se presentan las energias calculadas para cada uno de estos
rotamero, encontrando que el contenido energético para estos compuestos es
mayor para los rotamero C y D, que se encuentran en condiciones de
repulsion, debido a la interaccidon del grupo carbonilico con el sistema fenilico y
el &tomo de azufre perteneciente al tiofeno respectivamente. Por otra parte, los
rotamero A y B presentan los valores energéticos mas pequefos,

convirtiéndose en las especies mas probables.

Tabla 15. Energias calculadas para los posibles isémeros del producto 8b.

Posibles B3LYP/6-31G(d)
Isémeros E (au) E(kcal/mol)
-1103.555 -692491.798
B -1103.550 -692488.428
C -1103.557 -692492.744
D -1103.556 -692492.175

En el rotamero B (-692488,428 Kcal/mol) se observa la cercania entre el atomo
de azufre con el hidrogeno 4-Hc-c, esta interaccion tipo puente de hidrogeno
puede explicar la mayor estabilidad de este sistema, ademas de los

corrimientos quimicos observados en el experimento de *H RMN.

Para la N-acetilacion de los productos 5a,b se empleo cloruro de cloroacetilo y
trietilamina usando diclorometano como disolvente. En ambos casos los
productos 9a,b obtenidos se presentaron como un liquido amarillo traslucido

con rendimientos del 96 y 98% respectivamente.

Los resultados de IR mostraron en estos casos la aparicion de una banda a
1650 cm™ caracteristica de la vibracién de tensién de la amida, ademas la
ausencia de la banda alrededor de 3325 cm™ del grupo NH de los productos

iniciales (Figura 17).
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Figura 17. Resultado de IR para el producto cloroacetilado 5a.
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Los resultados de EM de las amidas obtenidas mostraron fragmentos
indicadores de la presencia del cloroacetilo como en el caso del producto 9a
con el ion m/z 77 y su complementario en m/z 172, observandose también su

ion molecular a m/z 263 al igual que en todos los productos de esta
serie(Figura 18).

Figura 18. Fragmentograma del producto 9a.
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La posible ruta de fragmentacion para el producto 9a se presenta en el
Esquema 21. Rupturas equivalentes se encuentran al analizar los resultados
de EM para el producto 9b.
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Esquema 21. Posible ruta de fragmentacion del producto 9a.
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El espectro de 'H RMN para el producto 9b muestra a campos bajos

multipletes a 7.47, 7.31 y 7.00 ppm correspondientes a los protones de los
anillos aromaticos. En la zona de campos altos a 4.66 y 4.42 estan presentes
todas las sefales de los protones de los tres grupos: Thie-CH»-N-, N-CH»-Ph y
N-C(O)-CH,-Cl. Debido a la rotacion del enlace N-CO no fue posible hacer

asignaciones mas detalladas (Figura 19).
Figura 19. Espectro de 'H RMN del producto 9b.
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El espectro de *H RMN para el producto 9b, muestra resultados idénticos que

los observados para la N-Bencil-N-(tiofen-2-ilmetil)acrilamida 8b, lo que
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confirma la influencia del grupo sustituyente sobre la aparicion de dichas

especies isoméricas.

7.5 SINTESIS DEL ALCALOIDE GIRGENSOHNINA 12

Empleando el procedimiento descrito anteriormente para la obtencion de varios
a-aminonitrilos (pero no para preparar este alcaloide o sus analogos cercanos)
(Esquema 22), se logré obtener la girgensohnina 12 con un rendimiento de

76% (Exp. 1), confirmando la viabilidad del procedimiento propuesto por Dra.

Vargas, L%.
Esquema 22. Sintesis del alcaloide Girgensohnina 12.
OH
CHO 5 3
KCN /1InC 3
. B ——— 6 2
N MeCN 1 g
H
5
OH N
2 4
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Luego segun tendencias modernas en la quimica organica sintética y criterios
de la quimica verde, se cambi6 el catalizador metélico InCl; por un catalizador
acido soportado en gel de silice (SiO,-O-SO3H) que tiene varias ventajas ante
catalizadores acido de Lewis como el antes mencionado, a saber: Es

recuperable, es reutilizable, no es toxico y su manipulacion es sencilla.

Por estas razones, este catalizador fue empleado en la preparacion del
alcaloide 12, primero usando cianuro de potasio como fuente de cianuro; Los
resultados fueron positivos (Tabla 15, Exp. 2), y segundo, cambiando el KCN
por otra fuente de cianuro —la acetona cianhidrina; igualmente los resultados
fueron similares. Tanto el catalizador SiO,-O-SOsH como la acetona
cianhidrina se sintetizaron en el LQOBIo durante el desarrollo del presente

trabajo.
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Tabla 15. Condiciones de reaccién y rendimientos del producto 12.

Exp. | Fuente de “CN” Catalizador | T (°C) | Tiempo (h) | Rend. (%)

1. KCN InCl3 20° 12 76
KCN Si0,-0-SOsH | 20° 12 68

3 RO CN Si0,-0-SOzH 20° 12 73

4. HO_ CN Si0,-0-SOsH |  60° 24 60

Vale la pena mencionar que las ventajas brindadas por el catalizador SiO,-O-
SO3H empleado suponen una regeneracion de la actividad catalitica del mismo
después de su recuperacion al lavarse con disolventes organicos (los reportes
en la literatura hablan de su posible uso hasta por 5 ciclos sin disminucion
considerable en los rendimientos de los productos obtenidos®), ademas de
simplificar el trabajo de tratamiento de la masa de reaccion ya que éste puede
retirarse por simple filtrado, mientras que al emplear acidos de Lewis (InClz y
BiCl3), éstos no se recuperan y se destruyen por el tratamiento previo de
lavado del producto o en el proceso de extraccion (el cual se ve dificultado por
la formacion de emulsiones de dificil ruptura) ya que en ambos casos se
emplea agua, que les destruye. Adicionalmente, los desechos obtenidos por su
empleo suponen la contaminacion de las fuentes de agua y la corrosion de los
elementos metélicos expuestos a su accion.

El fragmentograma encontrando para este alcaloide mostré a m/z 216 su pico
molecular (Figura 20), la posible ruta de obtencién de sus fragmentos mas

representativos se presentan en el Esquema 22.

Figura 20. Fragmentograma del producto 12.
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El andlisis de los datos de EM mostr6 ademéas de su pico molecular, y como
caracteristica principal, la escisién del enlace C-N que une a la piperidina con el
resto de la molécula, brindando los iones m/z 84 y 132 complementarios. Esta
ruptura se convirtid en una caracteristica general de todos los resultados
encontrados para los analogos sintetizados al igual que la presencia de su ion

molecular (Figura 19).

Una posible ruta para la obtencién de los fragmentos mas representativos

observados para el producto 12 se presenta en el Esquema 23.

Esquema 23. Posible ruta de fragmentacion del producto 12.
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El espectro de *H RMN de la girgensohnina 12 (Figura 21) mostr6 en la zona
alifjtica tres grupos de sefiales todas como multipletes de los protones
piperidinicos a 1.39, 1.51 y 2.40 ppm. A campo mas bajo se encuentra una
sefal resonando en forma de singulete a 5.11 ppm perteneciente al hidrégeno
a al grupo nitrilo. Las sefiales de los protones aromaticos aparecen a 6.80 y
7.22 ppm, y el grupo OH fendlico aparece a 9.61 ppm como un singulete

ancho.
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Figura 21. Espectro de 'H RMN del producto 12.
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El analisis del **C RMN permiti6 identificar todos los carbonos de la estructura.
Como carbono se encuentra el perteneciente al nitrilo (C=N) de la
girgensohnina a 116.2 ppm, ademas a 60.9 ppm se encontré resonando el

carbono directamente unido al nitrilo (CH-C=N).
7.6 GENERACION DELOS ANALOGOS DEL ALCALOIDE 12 _

7.6.1 Analogos 15 b,c

Empleando los procedimientos seguidos para la Girgensohnina, se introdujeron
el 4-hidroxibenzaldehido como compuesto carbonilico, la pirrolidina y la
morfolina como aminas secundarias, se aplicaron las mejores condiciones

ensayadas para obtener los productos 15b,c (Esquema 24).

Esquema 24. Sintesis de los analogos 15 b,c al alcaloide girgensohnina 12.
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Los productos fueron tratados, purificados y analizados al igual que la

girgensohnina encontrando solo resultados positivos cuando la morfolina 14 fue

empleada (Tabla 16).

Tabla 16. Condiciones de reaccién y rendimientos de encontrados para 15c.

Fuente de “CN” Catalizador Rendimiento
(%)
KCN InCl; 47
KCN Si0,-0-SO3zH 43
FHO |
CA Si0,-0-SO3H 57

Los resultados de EM mostraron rupturas similares a las observadas para la
girgensohnina; en primer lugar se observa la escision del enlace C-N que une a
la morfolina con el resto de la molécula brindando los iones m/z 86 y 132
complementarios, ademas del ion m/z 56 generado a partir del ion molecular y

de la pérdida de CH,O del fragmento m/z 86 (Figura 22).
Figura 22. Fragmentograma del producto 15c.
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El producto 15b se traté de sintetizar empleando a la pirrolidina como amina
pero, aungue se siguidé el mismo procedimiento con el cual se logré obtener con
éxito tanto la girgensohnina como el analogo 15b, este producto no fue
observado. La masa de reaccion fue extraida y purificada obteniéndose un
sélido blanco que fue analizado por EM. Los resultados indican la presencia de
dos productos, denominados segun sus mayores fragmentos observados como
15b; para m/z 173 y 15b, para m/z 177, en una proporcion cercana al 50/50.

Sus fragmentogramas se presentan en la Figura 23.
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Los intentos por obtener los productos 15b en forma separada resultaron
infructuosos ya que siempre al analizarlos empleando EM mostraron que se
obtuvieron siempre como mezclas.
El producto 15b; presenté una fragmentacion caracteristica de los sistemas
aromaticos donde se observa un aumento en forma exponencial de los m/z de
los fragmentos, un ion molecular intenso con m/z 173, pérdida de —OH
generando el ion m/z 156, el ion m/z 145, producto de la perdida C=0, el ion
m/z 91 (ion tropilio), ion m/z 77 C¢Hs' y iones sucesivos de la pérdida
recurrente de m/z 28.
El fragmentograma del producto denominado 15b, muestra, como los demas
analogos 15, la escision del enlace C-N que une a la pirrolidina con el ciclo
bencénico brindando los iones m/z 70 y 107 complementarios, es este ultimo
ion el indicio mas fuerte que llevo a la proposicion de la estructura 15b, ya que
segun los resultados antes observados para moléculas de esta misma serie se
esperaba un ion complementario con m/z 70 de m/z 132 lo que supondria la
presencia del nitrilo en la molécula pero ninguno de los fragmentos observados
lo indico.

Figura 23. Fragmentogramas obtenidos para los productos 15b.
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Estos resultados son opuestos a los esperados ya que una primera suposicion
sostenia que la disminucion del tamafio del sustituyente aminico empleado
promoveria la reaccion debido a una disminucion del impedimento estérico que
tendria el nitrilo al atacar el intermediario iminico generado. Los resultados
indican que la basicidad de esta amina y su inestabilidad con respecto los
precursores empleados, debida a su anillo de cinco miembros mas tensionado,
superan la ventaja ofrecida por la disminucion del impedimento estérico para
este producto. En el esquema 25 muestra un mecanismo propuesto para la

formacion de estos productos.

Esquema 25. Mecanismo propuesto para la generacion de los productos 15b.
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7.6.2 Anélogos 18 a-cy 19a-c

Buscando ampliar la serie de analogos del alcaloide girgensohnina, se empled
a la piperidina, a la pirrolidina y a la morfolina como aminas secundarias y se
vario el compuesto carbonilico entre el 3,4-dimetoxibenzaldehido, generando

asi los analogos 18, vy el piperonal, obteniendo los productos 19 (Esquema 26).
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Como condiciones de reaccion se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos
frente a los diferentes sistemas ensayados para generar los productos 12 y 15,
empleando el catalizador acido clorosulfénico soportado en gel de silice
variando la fuente de cianuro (KCN y la acetona cianhidrina) buscando asi

comparar los rendimientos de los dos sistemas.

Esquema 26. Sintesis de los analogos 18 y 19 al alcaloide Girgensohnina 12.
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Los productos 18a,c fueron obtenidos como soélidos blancos mientras que el
18b se obtuvo como un aceite amarillo claro traslucido. Los resultados de los

rendimientos se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17. Parametros fisicoquimicos de los productos 18a-c.

Rendimiento %
Estado fisico
Producto Método
(p.f.) °C

a b
18a Solido blanco (60-62) 72 75
18b Liquido 56 58
18c Salido blanco (95-96) 75 78

Método = a. KCN b. Acetona cianhidrina
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Los resultados de espectroscopia IR de los productos 18 generados muestran

en forma general para todos los casos un pico débil entre 2220 y 2235 cm™

atribuido a la tensién del nitrilo (C=N) (Figura 24).

Transrmittance

Figura 24. Resultados de IR para el producto 18 b.
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Los resultados de la EM mostraron para todos los productos, al igual que para

los analogos antes sintetizados, la ruptura del enlace C-N que mantenia

enlazada a la amina con el resto de la molécula, produciendo el ion m/z 176 y

sus iones m/z 84, 70 y 86 para los productos 18a-c respectivamente, el

producto 18c presentd, al igual que el 15¢ el ion m/z 56 debido a la pérdida de

CH,0 del ion m/z 86 (Figura 25).

Figura 25. Fragmentograma del producto 18c.
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Los espectros de *H RMN mostraron para estos productos en la zona alifatica

tres multipletes de sefiales pertenecientes a los protones del heterociclo
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aminico con valores entre 1.40 y 2.39 ppm para el producto 18a y entre 2.40 y
3.60 ppm para 18c. Los protones de los sustituyentes —metoxi resonaron como
un singulete ancho a 3.70 ppm en ambos casos y el protdon a al carbono del
nitrilo (CH-CN) produjo un valor de 5.19 ppm para el a-aminonitrilo 18a y 5.25
ppm para la molécula 18c (Figura 26).

Figura 26. Espectro de 'H RMN del producto 18c
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El producto 18b obtenido como un aceite presenté una descomposicion rapida
lo que hizo imposible su analisis bajo esta técnica. Los espectros de **C RMN
de los productos mostraron correlacion entre si, presentando a valores entre
61.0 y 66.0 ppm al carbono directamente unido al nitrilo, ademas entre 55.0 y
56.0 ppm los carbonos de los sustituyentes —metoxi equivalentes. A modo de
ejemplo en las Figuras 25 y 26 se presentan los resultados del producto
18c(Figura 27).

Los productos 19a-c fueron obtenidos como sélidos blancos con rendimientos
pro encima del 70% a excepcion del producto 19b que no superd el 60% bajo
ninguna de las dos condiciones empleadas. Los resultados de los rendimientos

se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Rendimientos de los productos 19a-c bajo diferentes condiciones

Rendimiento %
Estado Fisico
Producto (0£)°C Método
a b
Sélido blanco
19a 71 72
(74-75)
Soélido blanco
19b 62 54
(55-56)
Sélido blanco
19c 78 79
(118-119)

Método a. KCN. Método b. OH(CN)C(CH3).

Los espectros de *H RMN mostraron en la zona alifatica tres multipletes de
sefales pertenecientes a los protones de los heterociclos aminicos con valores
entre 1.40 y 2.39 ppm para el producto 19a, 1.72 y 2.64 ppm para el producto
19b y entre 2.31 y 3.60 ppm para el compuesto 19c. Los protones del grupo O-
CH>-O resonaron a campos bajos como un singulete a 6.10 ppm para los tres
productos mientras que el protén a al carbono del nitrilo produjo un valor entre
5.1 y 5.3 ppm para los mismos (Figura 28). Los espectros de **C RMN de los

productos mostraron a valores de 61.0, 57.5 y 65.8 ppm el carbono
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directamente unido al nitrilo (CH-C=N), ademas a 101.3 ppm el carbono O-
CH2-O. A modo de ejemplo se presentan los resultados del producto 19b
(Figura 29).

Figura 28. Espectro de 'H RMN del producto 19b.
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En la Tabla 19 se resumen las propiedades fisicoquimicas mas importantes y
rendimientos encontrados de los productos 18 y 19, analogos del alcaloide

girgensohnina.

Tabla 19. Resumen de las principales propiedades de los productos 18 y 19.

Comp. Formula PM IR veen CG-EM

Molecular (g/mol) (cm '1)

tr(min) M*

18a CisH0NO, | 260.33 2226 20.713 | 260
18b C1H1igN,O, | 246.30 2224 19.356 | 246
18¢ C1HigN,O5 | 262.30 2226 21.027 | 262
19a
19b

C14H16N20; 244.29 2218 19.958 244
C13H14N20; 230.26 2223 19.701 250
19c C13H14N,03 246.26 - 20.329 246

- 19 c. No presento banda de absorcion para el C=N.

7.6.3 O-Acilacion del producto 15__¢

Implementando el mismo procedimiento que permitid la obtencion de los
productos 8 y 9 se utilizaron el cloruro de acriloilo 6 y cloruro de cloroacetilo 7,
trietilamina en diclorometano y el producto 15 ¢ para generar los productos 20 y
21 (Esquema 27).

Esquema 27. O-Acilacién del analogo 15c.
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Los andlisis de los resultados de EM para el producto 20 mostraron su ion
molecular con m/z 272, los fragmentos m/z 55 y 86 caracteristicos de que
indica la presencia en la molécula del sustituyente acriloilo y de la morfolina,
respectivamente y sus iones complementarios en m/z 217 y 186 de los cuales
se generan los iones m/z 132, 147, 159 y 201 (Figura 30). Para el producto 21
se encontrd su ion molecular con m/z 294 y los iones caracteristicos m/z 55 y
86, ademas del ion m/z 132 producto de la ruptura del anillo aromatico del ion

molecular (Figura 31)

Figura 30. Fragmentograma del producto 20.
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Figura 31. Fragmentograma del producto 21.
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En el espectro de *H RMN del compuesto 21 se observan a campos altos los
protones del fragmento aminico, a 3.34 y 3.62 ppm resuenan los protones del
fragmento morfolino, los dos protones del carbono 4-CH,-Cl se encuentran a
4.71 ppm resonando como un singulete y a campos bajos se encuentran entre
7.2y 7.6 ppm los protones aromaticos (Figura 31). Los resultados del ensayo
13C RMN muestran el carbono del nitrilo a 115.6 ppm y a 65.8 ppm el a-
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carbono directamente unido al nitrilo, mientras que a 41.2 ppm se encuentra el

carbono C=0y 166.2 el carbono unido al cloro C-CI (Figura 33).

Figura 32. Espectro de 'H RMN del producto 21.
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7.7 RESULTADOS DEL ESTUDIO DE BIOACTIVIDAD DEL ALC ALOIDE 12
Y DE SUS ANALOGOS 18 Y 19

7.7.1 Evaluacion bioldgica de los productos obtenid oS

Con base a la informacion encontrada en la literatura y presentada en el estado
del arte se consideré evaluar los productos 12, 18 y 19 determinando su
inhibicion sobre de la enzima acetilcolinesterasa bovina. Estos experimentos
fueron llevados a cabo en nuestro Laboratorio basados en una modificacion de

la metodologia descrita por Ellman’ realizada por la Doctora Vargas Méndez.

La identificacion de la inhibicibn de la actividad se realiz6 mediante la
evaluacion de la actividad enzimatica en presencia de los potenciales
inhibidores, la girgensohnina y sus analogos. EI método mas ampliamente
utiizado para la determinacion de la actividad de la acetilcolinesterasa
elaborado por Ellman en 1961, se basa en un ensayo colorimétrico, donde, en
lugar de utilizar acetilcolina, compuesto que no presenta propiedades
espectroscopicas caracteristicas, se utiliza la acetiltiocolina como sustrato

alternativo.

Para permitir su deteccion por medio de la absorcién de la luz se acopla una
reaccion a la conversion. La acetiltiocolina se hidroliza por medio de la AChE
produciendo sus respectivos compuestos tiol (Esquema 28). Este es
interceptado por el 5,5°ditiobis (acido-2-nitrobenzéico) DTNB formando un
enlace bisulfuro y liberando el anién TNB2 de color amarillo. La formacién de
este compuesto fue monitoreada midiendo la absorcion de la mezcla
reaccionante a una longitud de onda de 412 nm'3, ofreciendo los resultados

gue se reportan en la Tabla 20.
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Esquema 28. Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa.

H20 + (CHy)sNCH,CH,SCOCH; —AME —  (CH,)NCH,CH,S  + CH;CO0™ + 2H*
Acetiltiocolina Tiocolina

o
QS‘S CcCoO
OoN DTNB

COO
y
S. g~ N(CHa)s s
O,N” : O,N
coor oo

(Color amarillo)

Tabla 20. Resultados de inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa
para la girgensohnina y sus analogos.

Molécula Estructura ICso (Lg/pL)

/

18 a 11.6+0.2

o)

19a 1541
O\

18b 10.30.1
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19b

0\

0

h/

11.6+0.2

18 c

~

4

@)

14.1+0.4

19c¢

L I\O
<

14.21+0.09

Girgensohnina

-C
(0]
—\
-.C N
OH

N
N

20.1+0.2

Galantamina

0.30+0.01

Diazinén

N"SN €

/“\/ko/(lli\o/\

0.57+0.00

Los resultados preliminares indicaron que todos los analogos sintetizados

produjeron una inhibicion mayor que el alcaloide natural preparado en este
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trabajo, a su vez no supera la inhibicibn obtenida al compararse con un
inhibidor farmacolégico de amplio uso como la galantamina. La inclusion de
grupos electrodonadores en los fragmentos fenil de los analogos 18a y 19a
mostraron un aumento en la inhibicion de la AChE mayor al observado por el
alcaloide natural.  Modificaciones en el tamafio y tipo de heterociclo
nitrogenado también mejoraron la inhibicion de la AChE, donde los analogos
18b y 19b con fragmento pirrolidin-1-il obtenidos son, entre la serie generada,
los mejores inhibidores de la AChE.
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8. CONCLUSIONES

Realizando la reaccion de cianacion de las aldiminas derivadas de la
bencilamina y del furfural (tiofen-2-carbaldehido) para la obtencion de nuevos
a-aminonitrilos se demostrd que estas iminas, preparadas facilmente, son
inactivas frente fuentes de cianuro como KCN (NaCN) y acetona cianhidrina en
diferentes condiciones de reaccion (presencia de catalizadores como InCls,
BiCl; y EtsN). Sin embargo, se logré aislar, purificar y caracterizar un nuevo a-
aminonitrilo 4’c, de diferente estructura, como producto Unico con un buen
rendimiento (76%)

Se obtuvieron las dos N-bencilaminas derivadas de las aldiminas
preparadas y sus cloroacetilaciones y acrilaminas (cuatro compuestos),
modelos interesantes tanto en la quimica organica sintética como en la quimica

medicinal

Desarrollando la sintesis del alcaloide girgensohnina por medio de la
reaccion catalitica de Strecker de tres componentes se obtuvo un novedoso
disefio propio que consiste en utilizar el sistema “verde” acetona
cianhidrina/acido clorosulfénico soportado en gel de silice que brinda mejores

rendimientos del producto final

Usando las condiciones de reaccion y el sistema catalitico estudiado se
logré generar una nueva serie de analogos estructurales de la girgensohnina (7
nuevos compuestos), cuya formacion se realiza facilmente bajo las normas de

la quimica sostenible
Gracias a la simplicidad y eficacia, forma economica de la reaccion de

Strecker bajo las condiciones encontradas se hizo posible hacer bioensayos
enzimaticos frente a la AChE
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Al analizar por primera vez las propiedades biolégicas de las moléculas
analogas al alcaloide girgensohnina se encontré que tanto el mismo alcaloide
como sus analogos cianogénicos tienen una buena actividad inhibiendo la
AChE. Se destacan, sobremanera, las moléculas (compuetos 18a, 18b y 19c¢)
cuyos ICsp (Mg/uL) permiten llamarlos como compuestos lideres en el desarrollo
de nuevos inhibidores de AChE que podrian ser utiles en la basqueda de

nuevos herbicidas (insecticidas)

Todos los compuestos preparados fueron caracterizados por técnicas
instrumentales (IR, CG-EM, RMN) indicando sus estructura molecular.
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9. RECOMENDACIONES

Aumentar la galeria de aminonitrilos analogos a productos naturales
aprovechando las diferentes rutas sintéticas establecidas, buscando inhibidores
mas poderosos de la enzima acetilcolinesterasa, los cuales puedan suplir las
necesidades y limitaciones que presentan los herbicidas y los farmacos hasta
nuestros dias empleados.

Se recomienda realizar ensayos bioldgicos de citotoxicidad de las
aminas y sus correspondientes productos de N-acetilacion buscando darle aun
un mayor valor a los productos sintetizados durante el desarrollo del presente
trabajo. Igualmente se recomienda evaluar de forma mas exhaustiva la
actividad bioldgica del alcaloide girgensohnina y de sus analogos.

Disefiar rutas sintéticas que permitan la condensacion de los sistemas
aminicos disefiados junto con los alcaloides analogos producidos buscando
generar hibridos para su posterior evaluacion bioldgica determinando su

potencial farmacoldgico.
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ANEXOS |

Espectros de Infrarrojo IR de los compuestos sintet

izados
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Anexo |-A. Acetona cianhidrina A.
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Anexo I-5B. N-Bencil-1-(tiofen-2-il)metanamina 5b.
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Anexo I-9A.

N-Bencil -N-(furan-2-ilmetil) -2-cloro-acetamida 9a
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Anexo I1-9B. N-Bencil -N-(tiofen-2-ilmetil) -2-cloro-acetamida 9b.
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Anexo I-18A. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 18a
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Anexo I-19A. 2-(3,4-Dioximetilenfenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 19a
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Anexo I-21C. 4-(Ciano(morfolino)metil)fenil 2-cloroacetato 21c
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ANEXOS I

Fragmentogramas de los compuestos sintetizados
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Anexo II-3A. (E)-N-(Furan-2-ilmetileno)-1-fenilmetanamina 3a.
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Anexo II-3B. (E)-1-Fenil-N-(tiofen-2-ilmetileno) metanamina 3b.
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Anexo II-8A. N-Bencil-N-(furan-2-ilmetil)acrilamida 82
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Anexo II-12. 2-(4-Hidroxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 12.
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Anexo II-18A. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 18°
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Anexo II-18C. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(morfolin-4-il) acetonitrilo 18c
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Anexo II-19B. 2-(3,4- Dioximetilenfenil)-2-(pirrolidin-1-il) acetonitrilo 19b
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ANEXOS Il

Espectros de RMN de los compuestos sintetizados
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Anexo IlI-3B-1. (E)-1-Fenil-N-(tiofen-2-ilmetileno) metanamina 3b.
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Anexo IlI-18C-1. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(morfolin-4-il) acetonitrilo 18c
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Anexo IlI-18C-1. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(morfolin-4-il) acetonitrilo 18c
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Anexo IlI-21C-1. 4-(Ciano(morfolino)metil)fenil 2-cloroacetato 21c
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(E)-N-(Furan-2-ilmetileno)-1-fenilmetanamina 3a.

o o o ) © 1 ™ o <
o o 0 o @ @ I~ < o 0
v v ® N NN o o <
-~ -~ — — = - - ©
|
|
|
L 1 B B S BN B
150 140 130 120 110 100 90 80 70
ppm (f1)

116



Anexo IlI-5A-2.

N-Bencill-1-(furan-2-il)metanamina 5a.
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Anexo IlI-5B-2. N-Bencil-1-(tiofen-2-il)metanamina 5b.
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Anexo Il1-9B-2. N-Bencil-2-cloro-N-(tiofen-2-ilmetil)acetamida 9b.
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Anexo IlI-18A-2. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo 18a
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Anexo IlI-18C-2. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(morfolin-4-il) acetonitrilo 18c
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Anexo IlI-19B-2. 2-(3,4- Dioximetilenfenil)-2-(pirrolidin-1-il) acetonitrilo 19b
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Anexo IlI-18C-2. 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(morfolin-4-il) acetonitrilo 18c
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Anexo IlI-19C-2. 2-(3,4- Dioximetilenfenil)-2-(morfolin-1-il) acetonitrilo 19c
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Anexo IlI-21C-2. 4-(Ciano(morfolino)metil)fenil 2-cloroacetato 21c
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