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RESUMEN

TITULO: NUEVOS o-AMINONITRILOS CON FRAGMENTOS DE P-HIDROXIARILOS
PREPARADOS VIA REACCION DE STRECKER CATALIZADA POR SSA COMO
POSIBLES MODULADORES GENETICOS.

AUTOR: KHEILA NAIRET SILGADO GOMEZ

PALABRAS CLAVE: Gingersohnina, Transposicién de Claisen, Reaccion de Strecker, Regla de
Lipinski.

CONTENIDO:

La reaccion de Strecker es una de las reacciones multicomponente mas importantes en la quimica
orgénica ya que permite la sintesis one-pot a-aminonitrilos, son precursores eficaces, para la sintesis
de a-aminoéacidos naturales y no naturales junto a diferentes heterociclos que contienen nitrégeno
como imidazoles, tiadiazoles, etc. Los a-aminonitrilos se sintetizan generalmente por adicion
nucleofilica del anién cianuro a iminas formadas in situ, usando una variedad de agentes de
cianacion tales como HCN, KCN, Et,AICN, Me;SiCN y, acetona cianohidrina.

Actualmente, el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular tiene gran interés en aumentar la
diversidad estructural de nuevos analogos al alcaloide natural Gingersohnina, con el objetivo de
evaluar el aporte de nuevos fragmentos lipofilicos en la estructura final de dichos derivados. La ruta
disefiada consistié de cuatro etapas: en las dos etapas iniciales se realizé la sintesis de diversos O-
alil-éteres y O-alquil-éteres que sirvieron como precursores de la etapa final: obtencién de nuevos
a-aminonitrilos y, la tercera etapa consistié en el estudio de las condiciones de reaccion de la
transposicion térmica de Claisen.

En las dos primeras etapas sintéticas fue posible unificar un nico protocolo que permitié obtener
todos los productos con excelentes rendimientos, permitiendo demostrar la versatilidad de3 las
condiciones de reaccion empleadas. En cuanto a la Transposicion térmica de Claisen se implementd
un novedoso protocolo para llevar a cabo dicho reordenamiento, en el cual se empled el carbonato
de propileno como disolvente. Finalmente, se logré la sintesis exitosa de nuevos analogos al
alcaloide natural Gingersohnina, los cuales, segun estudios preliminares in silico, segin la regla de
Lipinski, pueden presentar una buena biodisponibilidad en el cuerpo humano. De esta forma se
reporta un nuevo protocolo ecoamigable para la transposicion de Claisen junto con la exitosa
obtencion de nuevos o-aminonitrilos, que quedan a disposicion del grupo de investigacion para
posteriores ensayos bioldgicos.
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ABSTRACT

TITLE: NEW o-AMINONITRILES WITH FRAGMENTS OF P-HYDROXYARYL
PREPARED VIA STRECKER REACTION CATALYZED BY SSA AS POSSIBLE
GENETIC MODULATOR

AUTHOR: KHEILA NAIRET SILGADO GOMEZ

KEYWORDS: Gingersohnina, Transposition of Claisen, Strecker Reaction, Lipinski Rule

CONTENT.:

The Strecker reaction is one of the most important multicomponent reactions in organic chemistry
and which enables one-pot synthesis a-amino nitriles, are effective precursors, for the synthesis of
natural o-amino acids and unnatural together to various nitrogen-containing heterocycles as
imidazoles, thiadiazoles, etc. The a-amino nitriles are generally synthesized by nucleophilic
addition of cyanide anion to imines formed in situ, using a variety of agents such as cyanation
HCN, KCN,Et,,AICN, Me;SiCN and acetone cyanohydrin.

Currently the Chemistry Laboratory Organic and Biomolecular is keen to increase the structural
diversity of new analogs of the natural alkaloid Gingersohnina, in order to evaluate the contribution
of new lipophilic fragments in the final structure of these derivatives. The route designed consisted
of four stages: the initial two steps synthesis of various was O-allyl-ethers and O-alkyl-ethers that
served as precursors to the final stepperformed: development of new a-amino nitriles, and the third
stage consisted of studying the reaction conditions of the thermal Claisen rearrangement.

In the first two synthetic steps were possible to unify a single protocol that yielded all products in
excellent vyields, allowing demonstrate the versatility of the reaction conditions employed.
Regarding thermal Claisen rearrangement a novel protocol was implemented to carry out such
reorganization, in which the propylene carbonate was used as solvent. Finally, the successful
synthesis of new analogues was achieved Gingersohnina natural alkaloid, which, according to
preliminary studies in silico, according to Lipinski rule, may have good bioavailability in the human
body. Thus reported this new eco-friendly protocol for the Claisen rearrangement with the
successful development of new a-amino nitriles, which are available to the research team for further
bioassays.
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INTRODUCCION

Histéricamente, el reino vegetal ha beneficiado a la humanidad, no solo a través de la
produccion de alimentos, sino también en la generacion de metabolitos secundarios; estos,
en el momento de su aislamiento y purificacion, proporcionan nuevas moléculas modelo
que orientan los caminos trazados hacia la exploraciéon insistida de nuevos agentes
farmacoldgicos, que buscan mejorar la calidad de vida del ser humano.

Durante dicho proceso de busqueda y mejoramiento del nivel de vida del ser humano, la
quimica organica sintética ha jugado un papel crucial, sirviendo como agente mediador y
potencializador entre la naturaleza y la obtencién de nuevas moléculas bioactivas. De igual
forma, esta ciencia ha permitido el avance en la pesquisa de una nueva ruta de conexion
entre la biologia y la quimica, facilitando la obtencion de nuevas moléculas lideres en
estudios biomédicos, mediante la sintesis basada en estructuras obtenidas de la naturaleza.

Se ha demostrado que, los compuestos generados por los organismos vivos han servido
como base en el desarrollo y mejoramiento de diferentes tratamientos farmacologicos
contra diversas enfermedades y dolencias. Entre metabolitos secundario se destacan los
alcaloides. Dichos compuestos, aunque generalmente toxicos en grandes concentraciones,
han demostrado un excelente comportamiento clinico a bajas concentraciones,
convirtiéndose en compuestos lideres en investigaciones que, buscan generar nuevos
farmacos que garanticen un excelente desempefio junto con una toxicidad minima.

En la obtencidn de nuevas biomoléculas con capacidad de modular funciones principales
(genes y proteinas) de cualquier ser vivo, es necesario evaluarla bioactividad y toxicidad
mediante diversos bioensayos, con el objetivo de descartar o aseverar la actividad y
biodisponibilidad de dichas estructuras en posteriores ensayos clinicos. Consecuentemente,
el desarrollo de nuevos compuestos cabeza de serie junto con el mejoramiento de la
viabilidad y eficacia de bioensayos in vivo e in vitro, contintan siendo un reto cientifico de
actualidad mundial.

Sin embargo, es de resaltar que, las metodologias implementadas previo a los estudios
clinicos no son muy eficientes en cuanto a tiempo y veracidad de los resultados, ya que,
segun la FDA (Agencia de Medicamentos y Alimentos) anualmente se invierten
aproximadamente 600000 millones de dolares en las evaluaciones previas de posibles
farmacos, de los cuales pocos son evaluados y aprobados ya que, la conectividad y agilidad
de los estudios actuales no son los mejores. Por tanto, el desarrollo de nuevas metodologias
de validacion para estudios in vitro que permitan predecir el comportamiento in vivo, son
de gran importancia en la investigacién biomédica.
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Finalmente, modelos naturales como los alcaloides entre otros metabolitos secundarios de
un raro disefio, tales como el alcaloide girgensohnina, son motivo constante de
investigacion, ya que permiten generar y evaluar nuevas familias de moléculas que puedan
presentar posible actividad bioldgica y por tanto, convertirse en importantes modelos
cabeza de serie en futuras investigaciones. Junto con el desarrollo de nuevas familias de
moléculas semejantes a los metabolitos vegetales y/o animales, es importante evaluar las
rutas sintéticas actualmente disponibles y, de ser posible, proponer nuevas metodologias
que permitan acceder al sistema de interés mediante condiciones “suaves” de reaccion, con
excelentes rendimientos y bajo protocolos ecoamiagles.

En el presente trabajo de grado se reporta la sintesis de novedosos andlogos de la
girgensohnina, a-aminonitrilos, obtenidos mediante el empleo de la sintesis orientada a la
diversidad, bajo parametros de reaccién ecoamigables. Ademas, como resultado del
presente trabajo de investigacion realizado se reporta un nuevo protocolo de reaccion para
la transposicion de Claisen, mejorando considerablemente parametros de reaccion
(rendimientos, tiempo de reaccion, procedimiento etc.) obteniéndose una nueva serie de a-
aminonitrilos con fragmentos de p-hidroxiarilos preparados via reaccion de Strecker
catalizada por SSA como posibles moduladores genéticos.

La financiacion de esta investigacion proviene de los recursos propios del LQOBIo y del
proyecto de Colciencias titulado “Analisis de los cambios fenotipicos del pez cebra (Danio
rerio), producidos por nuevas moléculas tetrahidroquinolinicas en busca de potentes y
selectivos moduladores genéticos” (codigo: 1102-569-34597). El trabajo presentado es una
etapa inicial y exploratorio de este proyecto.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Glucosidos cianogénicos

Las plantas, los herbivoros y patdgenos han co-evolucionado en un aguerra quimica
constante de unos 430millones de afios. Como resultado de ello y, dado que las plantas no
presentan un mecanismo fisico de defensa, existen una gran cantidad de metabolitos
secundarios usados como métodos de defensa quimica, especialmente actuando como
fitoalexinas contra dafios fisicos, quimicos y bioldgicos.

Por su parte, las plantas producen mas de 300.000metabolitossecundarios bioactivos
diferentes (productos naturales), dependiendo de la necesidad propia de cada especie,
incluyendo el grupo de los glucdsidos cianogénicos (CNglcs). Estas estructuras son
clasificadas como fitoanticipinas (antibidticos presentes de forma constitutiva en las
plantas), ampliamente distribuidas en el reino vegetal. Actualmente se sabe que, varios
miles de especies de plantas, incluyendo muchas plantas alimenticias de importancia
econdémica, sintetizan glucosidos cianogénicos y cianolipidos; se conocen mas de
60CNglcsdiferentes, repartidos en mas de 2500especies de plantas incluyendo helechos,
gimnospermas y angiospermas™? (Figura 1).

OH OH
(o) o
HO™  oH CN HO™  OH
R, H3;C R CH,;
1 R{=R,=H: Linamarin 5 R=H: Heterodendrin (2S)
2 R4=H, Ry=CHaj: Lotaustralina (2R) 6 R=H: Epiheterodendrin (2R)
3 Ry=H, R,=CHj: Epilotaustralina (2S) 7 R=0OH: 3-Hidroxiheterodendrin

4 R4=0OH, R,=CHj: Sachalosida V
Figura 1. Glucésidos cianogénicos comunes.

La mayoria de los CNglcs son derivados de aminoécidos esenciales como, la L-valina, L-
isoleucina, L-leucina, L-fenilalanina, L-tirosina o el acido no proteico aminoacido L-2-(20-
ciclopentenilo) glicina. La ruta comin de biosintesis se compone principalmente de cinco
pasos® (Esquema 1). Las plantas, generalmente, producen CNglcs a partir de un dnico
precursor aminoacido. Sin embargo, sus derivados de valina e isoleucina, cominmente se
co-producen, derivados de la 2-(20-ciclopentenilo) glicina.?
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Esquema 1. Biosintesis de glucosidos cianogénicos.

El mecanismo de defensa que emplean las plantas usando los CNglcs se denomina la
cianogénesis. Este proceso es conocido desde hace varios siglos y se define como la
capacidad de las plantas y otros organismos vivos para liberar HCN. Desde su primera
descripcion en plantas en 1803, el fendmeno de la cianogénesis ha sido reconocido en mas
de 3.000 especies de plantas superiores distribuidas a lo largo de 110 familias diferentes de
helechos, gimnospermas y angiospermas tanto monocotiledéneas como dicotiledoneas. Sin
embargo, sélo en aproximadamente 300 especies de plantas se ha identificado la fuente de
HCN. Este proceso también se conoce en animales, pero se encontré que esta restringido a
los artrépodos, en particular a ciertos ciempiés, milpiés e insectos. *

Asi, cuando se interrumpe el tejido de una planta que contiene CNglcs, por ejemplo por el
ataque de un herbivoro, estos glucésidos, almacenados en las vacuolas, entran en contacto
con enzimas de degradacién, las cuales causan la hidrolisis de los compuestos y la posterior
liberacion de &cido cianhidrico (HCN). Este resulta ser toxico, principalmente debido a su
afinidad por el citocromo oxidasa terminal en la via respiratoria mitocondrial, un aldehido o
cetona y la glucosa.® La hidrdlisis de los disacaridos cianogénicos puede proceder de forma
secuencial o simultanea, dependiendo de si los residuos de azucar se eliminan por pasos
(11) 0 como una unidad de disacérido (1)*(Esquema 2).

O—G|u10\ Glucosa 1 O, Glucosa 2

NEC—(ID/\ H Glu, I
R B-Glicosidasa

Disacarido Cianogénico _ &,

Glucosa

Monosacarido Cianogénico H

Esquema 2. Hidrdlisis de disacaridos cianogénicos.
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De otro lado, en la naturaleza se han distinguido dos grupos principales de compuestos
cianogénicos, los glicésidos cianogénicos, mencionados anteriormente, los cuales han sido
muy estudiados e investigados, y los compuestos cianogénicos sin union glicosidica 6
alcaloides cianogénicos, escasos en niimero y con estudios reducidos (Figura 2).°

o_cNi R N
Glu” X ! RA|/
RH

Glucésido Alcaloide

Figura 2. Diferencia estructural entre glucésido cianogénico y alcaloide cianogénico.
1.2 Los alcaloides

Dada la diversidad estructural y la variedad en la actividad bioldgica, los alcaloides
representan una de las mayores clases de productos naturales producidos no sélo por las
plantas, sino también por los animales terrestres y marinos, anfibios, ciertas bacterias y
hongos. Su funcion general, en plantas y animales, parece ser, proporcionar defensa
quimica. Dado que la mayoria de los alcaloides exhiben actividades farmacologicas y
toxicoldgicas sustanciales, este grupo se considera como uno de los mas importantes entre
las sustancias naturales de interés terapéutico.’

Los alcaloides representas una de las clases méas grades de productos naturales, con mas de
12.000 estructuras definidas. Aungue no existe una definicion exacta para el termino
alcaloide, éstos se pueden considerar como compuestos organicos de origen natural
(generalmente vegetal), nitrogenado (el nitrégeno se encuentra generalmente endociclico),
derivados generalmente de aminoacidos, de caracter basico, de distribucion restringida, con
propiedades farmacoldgicas importantes a dosis bajas y que responden a reacciones
comunes de precipitacion.®

Los alcaloides, esencialmente se encuentran presentes en todos las partes de la planta,
pueden encontrarse mayoritariamente en hojas (cocaina, nicotina, pilocarpina), flores
(escopolamina, atropina), frutos (alcaloides del opio, peletiarina, coniina), semillas
(piperina, arecolina), corteza (quinina, tubocurarina) y raiz (emetina y cefalina) (Figura 3).°
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Figura 3. Alcaloides en las plantas

Los alcaloides vegetales por pertenecer al grupo de metabolitos secundarios producidos por
las plantas, intervienen en las interacciones ecoldgicas entre las plantas y su medio
ambiente, por tanto, los alcaloides al igual que los CNglcs, cumplen funciones quimicas de
defensa contra depredadores (herbivoros, carnivoros, etc.), y en menor proporcién contra
bacterias, hongos y virus.® Para cumplir con su funcién, dichos compuestos deben
interactuar estrechamente con las dianas especificas de los herbivoros, depredadores o
microorganismos, modulando el crecimiento y desarrollo del ser vivo.’

1.3 La girgensohnina

El alcaloide Girgensohnina, segun estudios preliminares, fue aislado de los pétalos verdes
de la Girgensohnia oppositiflora (Fam. Chenopodiaceae), un arbusto que crece en Asia
central.® Sin embargo, estudios posteriores demostraron que dicha planta solo contiene el
CNglc denominado taxiphillin (Figura 4), y que no hay presencia del alcaloide
girgensohnina.™* A pesar de ello, este es uno de los pocos casos en los que se han reportado
compuestos cianogénicos sin unién glicosidica y que presentan en su estructura un anillo de
piperidina. Aungue su elucidacion estructural y sintesis fueron reportadas en 1946, en la
literatura no hay mencion acerca de su accion bioldgica.
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Figura 4.Girgensohnia oppositiflora en floracion, fuente reportada inicialmente del alcaloide girgensohnina.

Aunque actualmente no se ha evaluado la citotoxicidad y bioactividad del alcaloide
Gingersohnina, se han reportado estructuras sintéticas analogas con potente actividad
antifingica y algicida (Figura 5,a)."> Asi mismo, se han reportado a-aminonitrilos tipo 8-
11, como posibles farmacos contra enfermedades cardiacas, tales como los ataques de
angina, la enfermedad de Meniere y en el tratamiento sintomatol6égico de los trastornos
visuales de origen circulatorio (Figura 5,b).****Ademés, durante los estudios realizados se
reporté que dichos compuestos presentan baja toxicidad, en algunos casos, menores a los
presentados por los farmacos usados actualmente como medicamento contra dichas
enfermedades.

(a) (b) R
R CHs N
% " ()
N-R, HyC 4@_<N
CZH50—©—< o
CN CN

R4y Ry: hidrocarburos 8 R=H; 9 R= COOC,H5
alifaticos de 1 a 4 carbonos 10 R= CH3;COOC,Hs
11 R= CH,CH,Ph

Figura 5. Analogos sintéticos del alcaloide Gingersohnina

Debido al interés actual por la elaboracion de estos derivados, se han reportado diversas
rutas sintéticas incluyendo la mas importante, la reaccion de Strecker. Previamente en el
LQOBIo se utilizd la reaccion de Strecker como herramienta sintética para acceder al
sistema de la Gingersohnina, obtenido mediante dos metodologias diferentes. En la primera
metodologia desarrollada se emple6 la reaccion de Strecker mediada por InCls,
obteniéndose con un rendimiento del 75%." En dicho estudio preliminar la Dra. Leonor
Vargas reportd en su trabajo doctoral los resultados de inhibicion de la Gingersohnina sobre
la acetilcolinesterasa, lo cual demostrd la versatilidad de dichos compuestos para ser
cabezas de serie en sucesivos estudios que ampliaran la diversidad estructural y evaluaran
en mayor escala dicho comportamiento.
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La segunda metodologia empleada consistié en realizo la reaccion de Strecker catalizada
por el &cido sulfarico soportado sobre gel de silice (SSA), generando una nueva serie de
analogos estructurales (7 nuevos compuestos).*®

De igual forma, como resultado de dicho estudio y estudios posteriores, se ratifico la
inhibicidén sobre la acetilcolinesterasa por parte de compuestos analogos al alcaloide
original, encontrandose que, todos los analogos sintetizados mostraron una inhibicion
mayor que la expuesta por el alcaloide natural.

Los resultados mencionados anteriormente muestran que, es factible y razonable ampliar la
diversidad estructural para generar nuevos analogos al alcaloide original.

1.4 Reaccidén de Strecker

Los a-aminonitrilos son intermediarios utiles en la sintesis de a-aminoacidos quirales y sus
derivados, tanto a escala de laboratorio como a escala industrial. De igual forma, es
conocida su importancia en la sintesis de proteinas, como bloques de construccion quirales
en la industria farmacéutica, como precursores en la preparacion de 1,2-diaminas y
heterociclos que presenten nitrégeno o azufre (imidazoles y tiodiazoles)."’

En 1850 Adolph Strecker llevé a cabo la sintesis de glicina y alanina por tratamiento de
formaldehido y acetaldehido con soluciones acuosas de amoniaco y acido cianhidrico,
seguido por hidrélisis del a-aminoacetonitrilo y a-aminopropionitrilo formado. Esta
reaccion se extendio posteriormente a cetonas y aminas y se conoce como la reaccion de
Strecker.'® Esta reaccion se lleva a cabo por condensacién de un aldehido, amoniaco y
cianuro para la formacion del respectivo a-aminonitrilo. Desde entonces, ha sido de gran
interés en sintesis organica debido a la formacion de enlaces C-C y la versatilidad quimica
del grupo funcional nitrilo. Adicionalmente, es ampliamente utilizada en la industria debido
a su viabilidad econdmica. Actualmente, los a-aminonitrilos se sintetizan mediante la
adicion nucleofilica del anién cianuro a una imina formada in situ (reaccién de Strecker
clasica (Esquema 3; ruta a)) o previamente sintetizada'® (reaccion de Strecker modificada
(Esquema 3; ruta b)).
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Esquema 3. Reaccidn de Strecker clasica (a) y modificada (b).

+

A pesar de las dos versiones reportadas hasta el momento para la sintesis de a-aminonitrilos
a través de la reaccion de Strecker, la propuesta mecanistica, basada en evidencias
experimentales, se compone de la misma secuencia de pasos'® (Esquema 4).

Esquema 4. Propuesta mecanistica para la reaccién de Strecker.

Debido a la ya mencionada importancia de esta reaccion en la sintesis de los a-
aminonitrilos como bloques de construccién de una amplia variedad de estructuras
bioactivas, se han implementado distintas rutas y condiciones que permiten acceder a esta
topologia. Se han empleado diferentes &cidos de Lewis y de Brgnsted, solventes, al igual
que diferentes fuentes de cianuro.

Un gran numero de fuentes alternativas de cianuro se han introducido en las distintas rutas
sintéticas desarrolladas para superar los problemas asociados con KCN y NaCN, dentro de
los més usados se incluyenBusSnCN,% Et,AICN,?* (ETO),P(O)CN,? (CH3),C(OH)CN,*
EtOCOCN,* y K[Fe(CN)e],**queson a menudo peligrosos, téxicos y requieren
condiciones de reaccion dréasticas.
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De otro lado, la eficacia de la reaccion se ha incrementado por el uso de catalizadores que
promuevan la transferencia del ion cianuro. Como consecuencia, la reaccion de Strecker ha
sido promovida por una gran variedad de catalizadores acidos, de Lewis y de Bronsted,
tales como: GaCls,? InCl3,%® Fe(Cp):PFs, " Inls,? Rhls,?® Cu(OTH)2,% I, BiCls,* NiCl,,*
Ga(OTf)s,>* CeCls,® RuCls,* FeCls,*" v el 4cido p-toluenosulfénico.**Sin embargo, dichos
catalizadores homogéneos convencionales, han mostrado muchas limitaciones tales como el
uso de sistemas cataliticos costosos, dificultad en la separacion, tedioso trabajo en marcha,
largos tiempos de reaccidén y la generacion de una gran cantidad de residuos tdxicos.
Ademaés, muchos de estos protocolos se limitan Unicamente a ciertos aldehidos, y muchos
de los catalizadores utilizados son desactivados o destruidos, en algunas ocasiones, por las
aminas.*®

Incluso, ya se han dado avances en la sintesis asimétrica de a-aminonitrilos, ya que estos
son ampliamente utilizados para la sintesis de a-aminodcidos, cuya actividad bioldgica
depende fundamentalmente de su configuracién.'® Por lo tanto, una considerable atencion
se ha dado por los quimicos sintéticos en la implementacion de métodos enantio-selectivos
en la obtencién de a-aminonitrilos. Su sintesis se ha realizado empleando iminas y posterior
adicion nucleofilica del i6n cianuro en presencia de un agente catalitico quiral. Se han
empleado diversos agentes cataliticos entre ellos: Acidos de Brgnsted: fosfato BINOL (1,1'-
bi-2-naftol) y BINOL derivado de &acidos fosféricos; sales de amonio protonadas; ureas,
tioureas (Figura 6), entre otros.*’

NH
o0 Jie
o
o H,N” “NH,
N
Ph.....(\ ’>_
y ’L\N Ph

Fosfato BINOL Sales protonadas de amonio
H
en N L I RN
N N Y H
H H H o) H H N
o N N
HO
"YU 3 i
UBt OJj\tBu UBt O tBu

Ureas y Tioureas

Figura 6. Agentes cataliticos empleados en la reaccion de Strecker.
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De igual forma, la catalisis asimétrica ha sido exitosamente empleada, en la reaccion
multicomponente clasica de Strecker. Entre los catalizadores empleados se encuentran:
TOT (2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina) y tioureas.*’ De otro lado, se han desarrollado reacciones
anélogas a la reaccion de Strecker, que conducen a productos comparables. Estos enfoques
se basan en el uso de cualquier otro donante en lugar de cianuro o un sistema de iminio, en
lugar de una imina,*® empleando catalizadores quirales semejantes a los mencionados
anteriormente.

Con el fin de ofrecer solucion a los diversos inconvenientes, recientemente la sintesis
orgdnica ha dado considerable importancia al uso de catalizadores heterogéneos
reutilizables debido a sus aspectos medioambientales, econdmicos e industriales.** Por
tanto, el desarrollo de métodos eficientes utilizando catalizadores recuperables y
reutilizables es una meta importante en la quimica organica, especialmente en la sintesis
asimétrica. Hasta ahora, diversos catalizadores reutilizables y heterogéneos se han disefiado
y utilizado, entre los méas usados se encuentran: coloides metélicos, arcillas minerales,
reactivos soportados sobre gel de silice, soportes solidos de alimina, entre otros. Estos
catalizadores han atraido gran atencién debido a su facilidad de manipulacién, aumento de
las tasas de reaccion, mayor selectividad y facil manejo, en la mayoria de los casos.*?

Un ejemplo util es el acido sulfurico soportado sobre gel de silice (SSA), que ha sido
ampliamente estudiado en los ultimos afios. SSA se prepara facilmente a partir del
tratamiento de gel de silice con acido clorosulfonico a temperatura ambiente (Esquema 5).
Cabe sefialar que el método de preparacion es simple, limpio y no requiere purificacién, ya
que el sub-producto generado, el cloruro de hidrégeno es liberado del recipiente de reaccion
y atrapado en agua como acido clorhidrico. Por lo general, el nimero de sitios acidos, es
3.5mmol /g de soporte.***?

Si0, ——OH + CISO3H (puro)—» | SiO, ——OSO;H  + HCIT

Esquema 5. Preparacion del SSA.

Estudios preliminares han mostrado que el SSA puede ser utilizado con éxito en la reaccion
de Strecker clasica, en la que se obtienen los a-aminonitrilos por la reaccion del compuesto
carbonilico, la amina y la fuente de cianuro (TMSCN) en presencia del catalizador
soportado y diclorometano. Dicha metodologia mostré que, al emplear aldehidos y aminas
aromaticas y alifaticas con sustituyentes electrodonadores y electroatractores, es posible
obtener los productos esperados con buenos rendimientos, mientras que, al utilizar cetonas
no se observa el mismo comportamiento (Tabla 1).**
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R1 R2 CH2C|2

Tabla 1. Resultados preliminares reaccion de Strecker catalizada por SSA.

Aldehido Amina Rendimiento Tiempo
(%) (h)
Benzaldehido Anilina 88 6
Benzaldehido Bencilamina 76 5.5
4-metoxi-benzaldehido Bencilamina 77 8
4-cloro-benzaldehido  Bencilamina 91 4.5
4-cloro-benzaldehido Anilina 91 7

El mecanismo de reaccion del SSA permite que éste pueda ser ampliamente utilizado en
quimica organica sintética en reacciones tales como: sintesis de a-aminonitrilos, imidazoles
y oxazolinas (Esquema 6), tionitritos, disulfuros, etc.**°

+

OSO3 R——CH2NH-H OSO3 8102

N\_/ \(_\

Esquema 6. Mecanismo de accion del catalizador en la sintesis de imidazoles y oxazolinas

OSO3H

Con el fin de acceder a las estructuras de interés, andlogas a la expuesta por el alcaloide
Gingersohnina y haciendo uso de los resultados preliminares obtenidos en el laboratorio y
aplicando el concepto de la sintesis orientada hacia la diversidad, se emplearon la
reacciones de alquilacion y transposicion de Claisen, con el fin de introducir fragmentos
arilo y alquilo en los reactivos de partida a sintetizar y, posteriormente hacer uso de la ya
mencionada reaccion de Strecker.
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1.5 Transposicion de Claisen

Los reordenamientos sigmatrépicos han sido explotados por mucho tiempo en sintesis
orgéanica como un medio eficaz para la construccion de lazos estratégicos en un entorno
arquitectonico desafiante. El reordenamiento sigmatrépico [3,3] se caracteriza por un
proceso de reorganizacion periciclica intramolecular de enlaces que da un resultado
predecible en términos de conectividad y configuracion de productos (Esquema 7). El
esquema muestra una reaccion periciclica elemental caracterizada por un proceso de
reorganizacion concertada de enlaces y un estado de transicion que ofrece una disposicion ciclica de
atomos enlazados de forma continua.

b by
a” \(|3 - a/,»\?(l: ? ~c
LS d
f% d f\é/ f\e//

Esquema 7. Clasico reordenamiento sigmatrépico [3,3].

Esta reaccion descubierta por Ludwig Claisen en 1912, se aplicd originalmente a
reordenamientos de alilo - aril éteres para proporcionar orto- y de vez en cuando para-
fenoles sustituidos. Posteriormente, su definicién se amplio a reordenamientos andlogos de
vinil éteres de alilo en compuestos insaturados, que fue clasificada como reaccion de
reordenamiento sigmatrépico [3,3], una poderosa estrategia para la construccion de
moléculas bioldgicamente activas en la quimica organica sintética. Asi, el reordenamiento
de un éter alil vinilico o analogos, ocurre a temperaturas altas y muy lentamente a presion
atmosférica, proceso durante el cual se presenta la migracién intramolecular de un &tomo de
hidrégeno o un grupo alquilo a un enlace ¢ por accion térmica o fotoquimica (Esquema 8).
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Esquema 8. Esquema general del reordenamiento sigmatropico [3,3]

La transposicion de Claisen ha sido ampliamente estudiada, incluyendo su version
aromatica.*’Asi, fue posible determinar que durante la transposicién de Claisen, el primer
paso del reordenamiento [3,3] proporciona una dienona en orto que, generalmente enoliza
para formar el producto mas estable, uno-alil-fenol. Esta reaccion es conocida como el
reordenamiento de orto-Claisen. Cuando el reordenamiento se lleva a cabo en un reactivo
que presente un sustituyente en la posicién orto, es decir R # H, se produce un segundo
reordenamiento [3,3] (reordenamiento de Cope), el cual se produce seguido por la
correspondiente enolizacion. Esta reaccion generalmente se denomina reordenamiento de
para-Claisen, el cual conduce alcorrespondientep-alil-fenol*® (Esquema 9).
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Esquema 9. Mecanismo general de la transposicion de Claisen.

Hasta la fecha, el mecanismo por el cual se lleva a cabo el reordenamiento se ha clasificado
en cuatro tipos: ( 1 ) transposicién térmica, ( 2 ) proceso catalizado por metales de
transicion , ( 3) el mecanismo nucleofilo y (4 ) el proceso catalizado por &cidos de Lewis.
Los tres ultimos tipos se han estudiado muy a fondo, mientras que, la transposicion térmica
carece de generalidad con respecto a las posibilidades mecanicistas: radicales, ionicas, y
concertadas.”® Sin embargo, aunque se ha definido el mecanismo de la transposicién de
Claisen como un mecanismo no ionico, se ha demostrado experimentalmente que grupos
electrodonadores incrementan la velocidad de reaccion y grupos electroatrayentes la
disminuyen.*®

Ademas, dado que el reordenamiento de éteres vinilicos es un proceso térmico que
generalmente requiere temperaturas de alrededor de 200°C, se han hecho diferentes
estudios con el objetivo de aumentar la velocidad de dichas reacciones. Los primeros
estudios emplearon acidos de Lewis tales como el BF3, BCl; y alumina, para coordinar el
atomo de oxigeno del éter alil vinilico (Figura 7), dicha interaccién permite debilitar el
enlace CO vy estabilizar la carga negativa del estado de transicion, lo cual dio como
resultado un ligero incremento en la velocidad de reaccidn, sin embargo, los rendimientos
fueron pobres y se produjeron una gran cantidad de reacciones secundarias.*®
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Figura 7. Acidos de Lewis catalizan el reordenamiento de Claisen.

Finalmente, dichos estudios permitieron demostrar que, aungue inicialmente se penso que
esta reaccion no es catalitica, los acidos de Lewis en combinacion con ligandos quirales
adecuados, son buenos candidatos para mejorar la velocidad de reaccion, aunque no
favorecen el rendimiento y conllevan a la formacion de diversos sub-productos.
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Por otra parte, la influencia del solvente es marcada, de acuerdo con White y
Wolfarth.**Ademas, dado que el reordenacién térmico de Claisen requiere generalmente
temperaturas muy altas y tiempos de reaccion relativamente mas largos, la
dimetilfformamida (DMF) y el diclorobenceno (DCB) han sido elegidos como los
disolventes méas empleados en el estudio de esta reaccion.>'Sin embargo, en investigaciones
realizadas previamente en el laboratorio empleando el DCB, no se obtuvieron tiempos de
reaccion y rendimientos muy deseables (Tabla 2).

Tabla 2.Porcentajes de rendimiento transposicion de Claisen empleando DCB

Comp. R, R, R3 R4 Rto (tRX)
4a H H  H H 55 (40 h)
4b OMe H H H Nt
4 CHMe, H H Me Nt
4d  CH=CH-CH=CH  H H 52 (30 h)
4e H H CH=CH-CH=CH 70 (10h)
4f H H CHO H Nt
49 CHO H H H 75 (40 h)
ah OMe H CHO H Nt
4i OMe H H CHO  74(15h)

Nt* no fue trabajado.

Asi, se empleé la transposicion de Claisen en condiciones mejoradas y no reportadas en la
literatura y la reaccion de O-alquilaciéon de fenoles seleccionados en esta investigacion,
para introducir grupos alquilos (sustituyentes lipofilicos: parametro lipofilia es el factor
mas importante de los procesos ADME-Tox) hacia la posterior cianacion, via reaccion de
Strecker, con el objetivo de obtener moléculas de interés para futuros estudios biol6gicos.

Al planear un disefio sintético para nuevos compuestos parecidos a los productos naturales,
se debe predecir sus propiedades bioguimicas y su posible comportamiento frente dianas
farmacoldgicas y procesos bioldgicos de interés cientifico. También se debe definir y
entender los problemas biomédicos relacionados con estas dianas o procesos. Por eso, a
continuacidn se da una caracterizacion breve de problemas que estan en centro de atencion
del grupo.

1.6 El cancer y su proliferacion

La proliferacion neoplésica en condiciones de hipoxia se caracteriza por una alteracion del
metabolismo, implicando varias caracteristicas cruciales de cancer. El crecimiento celular
requiere glucosa como la fuente mas importante de energia, para generar moléculas de
adenosina-5'-trifosfato (ATP). En consecuencia, el consumo de glucosa se incrementa
generalmente en células que se dividen rapidamente, tales como las constituyentes de
tejidos tumorales invasores.>
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De otro lado, las células cancerosas a menudo se encuentran en condiciones de hipoxia, ya
que la oxigenacion de los tumores por medio de vascularizacion es por lo general poco
eficiente. Dicha condicion se comporta como un interruptor metabolico de la fosforilacion
oxidativa normal a la glicolisis anaerobia, también conocida como efecto Warburg, es
decir, glucolisis via lactato, ruta encontrada muy a menudo en tumores invasivos. Esta
adaptacion permite que las células malignas produzcan ATP a partir de glucosa, incluso en
ausencia de oxigeno, promoviendo el proceso glicolitico mediante la produccion de &cido
lactico. Como consecuencia, dicho "fenotipo glicolitico” confiere a las células cancerosas la
habilidad de adaptarse a los ambientes hostiles hipdxicos, aunque, la eficacia de esta via
metabélica es mucho menor en comparacion con la de fosforilacién oxidativa (Figura 8).>

Glucosa

Piruvato : PDH
"Bifurcacién” T

Células : Células
Tumorales ! Saludables Mitocondria

Figura 8. Rutas de adaptacion en células cancerigenas

Esta ruta es considerada como caracteristica Unica del metabolismo de los tumores
invasivos bajo condiciones de hipoxia y no se produce en tejidos sanos. Por tanto, esta
siendo considerada como un objetivo ideal para la terapia selectiva del cancer, ya que su
inhibicion afectaria Unicamente a las células donde la fosforilacion oxidativa ha sido
interrumpida, como las células tumorales. Esto significa que la inhibicion selectiva del
metabolismo de glucosa via LDH, no debe presentar efectos tdxicos relevantes para las
células normales, debido a que éstas aprovechan la degradacion normal mitocondrial del
piruvato. Por tanto, la inhibicion de la LDH empleando los productos finales permitiria
encontrar moléculas lideres en tratamientos anticancerigenos.*?

1.6.1 Lactato deshidrogenasa (LDH)

La LDH es un enzima oxidorreductasa que cataliza la interconversion de piruvato y lactato
utilizando como co-factor nicotinamida adenina dinucleétido (NADH / NAD™) (Figura 9).
La LDH humana es una enzima tetramérica que puede estar compuesta por tres
subunidades de monomeros diferente: LDH-A, LDH-B y LDH-C. Las subunidades A 'y B
se encuentran combinadas en cinco isoformas tetraméricas (hLDH1-5) constituidas de
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homotetrdmeros, tales como hLDH1 (LDH-B4) y hLDH5 (LDH-A4), y heterotetrameros,
obtenidos de tres posibles combinaciones de subunidades A y B (hLDH2-4). La
localizacion de hLDH1 se limita sobre todo al corazén, donde por lo general, cataliza la
oxidacion de lactato a piruvato, mientras que la isoforma hLDH5, preferentemente cataliza
la reduccion de piruvato a lactato y es la principal forma presente en los musculos
esqueléticos y en el higado, las demas isoformas: LDH-2, LDH-3 y LDH-4 se encuentran
en el sistema reticulo-endotelial y leucocitos, en los pulmones y en los rifiones, placenta y
pancreas, respectivamente.’***

Lactato Piruvato

+
NAD NADH

Figura 9. Funcién de la lactato deshidrogenasa (LDH)

La inhibicién de la LDH, dada la posicion de esta enzima metabdlica, justo después de la
“bifurcacion” de los destinos del piruvato, se considera una intervencién ideal para la
terapia selectiva del cancer ya que, se ha demostrado experimentalmente que su inhibicién
unicamente afectaria a las células donde la fosforilacion oxidativa esta comprometida,
como es el caso de las células cancerosas. Esto significa que la inhibicion de dicho bloque
del metabolismo de la glucosa, se espera que no presente efectos toxicos relevantes para las
células normales, que aprovechan la degradacién normal mitocondrial del piruvato.>

La inhibicion de la actividad de la enzima LDH se determina en un ensayo enzimatico en el
cual los sustratos y la enzima entra en contacto con los compuestos objeto de estudio, en
este caso, - a-aminonitrilos, es decir, la inhibicion enzimética estard afectada directamente
por la actividad que puedan ejercer los compuestos evaluados. Durante el ensayo, el primer
paso es la reduccion de NAD" a NADH/H™ por la conversién catalizada por la LDH de
lactato a piruvato. En una segunda etapa, el catalizador (diaforasa) transfiere H/H" desde el
NADH/H" a la sal de tetrazolio (INT: Cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltetrazolio), el cual estd implicado en la reaccion colorimétrica junto con la oxidacion
de lactato a piruvato, durante dicho sistema el INT se transforma en un formazan rojo que
es detectado a 490 nm®? (Esquema 10).
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INT Formazan
Esquema 10. Reaccion colorimétrica del ensayo enzimatico.

Los ensayos de toxicidad in vitro pueden ser utilizados para predecir la toxicidad humana y
para la evaluacion general de los productos quimicos. Sin embargo, dichos estudios deben
ser verificados mediante ensayos in vivo que permita