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Lista de abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico
ARN: Acido Ribonucleico

Ar: Aromatico

CDs0D: Metanol deuterado

CH2Cl2: Diclorometano

cm: Centimetros a la menos 1

d: Sefial doble

dd: Senal doble de dobles

ddd: Sefial doble de dobles de dobles
DMSO-de: Dimetil sulfoxido deuterado
EM: Espectrometria de masas
ESI-Ms: Espectrometria de masas por
lonizacién por Electrospray

EtOH: Etanol

H20: Agua

HCI: Acido clorhidrico

IE: Impacto electronico

IR: Espectroscopia de infrarrojo

J: Constante de acoplamiento

K2CO3s: Carbonato de potasio

KBr: Bromuro de potasio

MeOH: Metanol

MHz: Megahertz

Hz: Hertz

m/z: Relacion masa/carga

mL: Mililitro

Na: Sodio

Na2COs: Carbonato de sodio

nm: Nanometro

ppm: Partes por milléon

RMN "H: Resonancia magnética nuclear
de proton

RMN 13C: Resonancia magnética
nuclear de carbono 13

t: Senal triple

s: Sefial simple

UV-Vis: Ultravioleta-visible

°C: Grado Celsius

A: Longitud de onda

Ou: Desplazamiento quimico de proton
en partes por milléon

Oc: Desplazamiento quimico de carbdn

en partes por millén
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1. Introduccion

En la actualidad existe una enorme cantidad de enfermedades incurables, de las
cuales todas pueden originarse debido a multiples factores. Entre ellos se pueden
mencionar los hereditarios, patégenos, fisioldgicos, de transmision, ambientales, la
edad o por la degeneracion del ADN. Estos son algunos de los motivos por los que
se pueden desarrollar dos tipos cancer y que seran fundamentales en éste trabajo:

El Mieloma Multiple y el Cancer de Ovario.

El Mieloma Multiple (MM) es la segunda neoplasia hematologica en orden de
frecuencia, definida por la presencia de células plasmaticas monoclonales con
capacidad para producir una paraproteina monoclonal y causar alteraciones
clinicas en forma de anemia, insuficiencia renal, hipercalcemia o lesiones Oseas,
ya que la presencia de anomalias cromosdémicas o moleculares es una constante
que ha mejorado el conocimiento de su patogenia y del método de diagndstico.
Aun asi, el MM sigue siendo una enfermedad incurable en la mayoria de los
casos, aunque su pronostico ha mejorado, cada vez con mas series que superan
la supervivencia media de 5 afos. Esto es debido al cambio terapéutico que
muestra indicios sobre la posibilidad de superar al trasplante antélogo, permitiendo
un aumento en la supervivencia de los pacientes, debido a una mayor
quimiosensibilidad.

Por otro lado el cancer de ovario es el séptimo cancer mas comun en las mujeres
de todo el mundo, representando el 4 % de todos los canceres que afectan a la
mujer y el 20 % de los canceres genitales. Pero debido a su dificil diagndstico
precoz, el 70 % de los casos se diagnostican en estado avanzado, y es por ésta
razon que se ha vuelto la quinta causa de muerte de la mujer, por debajo del
cancer de mama.

Uno de los tratamientos mas empleados a nivel nacional e internacional para
combatir los canceres de MM y de ovario es la quimioterapia, en la actualidad

existen una gran variedad de farmacos quimioterapéuticos
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Entre las familias de estos agentes quimioterapéuticos se encuentran las
mostazas nitrogenadas, que son de los farmacos antitumorales mas efectivos y
eficaces utilizados en la quimioterapia contra el cancer.

De ellos se destacan dos agentes anticancerigenos empleados actualmente: la
mecloretamina también conocida como mostaza nitrogenada y el melfalan (figura
1), ya que se ha demostrado experimentalmente que estos farmacos son
citotoxicos al presentar 2 grupos alquilos, que pueden ejercer su actividad

farmacolodgica al formar enlaces cruzados en el surco principal de ADN.

Cl

NH,

Cl
Melfalan.
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Los compuestos etil clorados son de gran importancia en la industria, debido a
que han encontrado un amplio uso como farmacos quimioterapéuticos, los cuales
son derivados de la mostaza nitrogenada, por lo que se les han denominado

compuestos mostaza.
2.1. Mostazas Nitrogenadas

El primer compuesto mostaza fue la mostaza sulfurada o también conocida como
gas mostaza (Figura 1), sintetizada por el quimico Belga, Cesar Mansuéte
Despretz en 1882. En 1886 el quimico Aleman Victor Meyer describio
completamente su estructura y mas tarde, en la Primera Guerra Mundial, el gas
mostaza fue utilizado como un arma quimica debido a sus efectos toxicos en

plantas, animales y humanos”.

NN

Figura 1. Gas Mostaza.

De igual manera la mostaza nitrogenada (Figura 2) inicialmente fue sintetizada
como un arma quimica pero nunca se empled de esta manera. Y fue hasta 1942
que se autorizd su estudio bioquimico, descubriendo sus efectos farmacologicos y

citotoxicos?.
cl
HsC——N

Cl

Figura 2. Mostaza Nitrogenada (MN).

Diferentes estudios han demostrado que la mostaza nitrogenada, forma aductos y

entrecruzamientos con el ADN, el ARN y las proteinas. Pero también se ha
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demostrado que puede darar el ADN, por lo que en un principio se utilizé para el
tratamiento de algunas enfermedades como el cancer de mama o la leucemia.
Ademas también se han realizado estudios del mecanismo de accion que
presentan los grupos alquilos en el ADNS.

De esta manera, el estudio de la mostaza nitrogenada ha sido de gran importancia
para el tratamiento de enfermedades como el cancer de diferentes tipos, por lo
que tiempo después, a partir del descubrimiento del mecanismo de accion de la
mostaza nitrogenada, se comenzaron a buscar derivados que puedan ser
utilizados como quimioterapéuticos contra los diferentes tipos de cancer que
existen y otras enfermedades incurables.

Algunos de los derivados de la mostaza nitrogenada de mayor importancia se
presentan en la figura 3, de los cuales en todos ellos se sustituye el metilo de la
mostaza nitrogenada por un grupo que le brindara las propiedades especificas

para el tipo de cancer o padecimiento en el que se podria emplear.

HQJ@:NMW ?W SN ioﬁé:b
/_/

Cl
¢ Bendamustina Melfalan cl Estramustina

Cl

N/O o
\ O\U/N\/\C,

v
N N
NN
o\P/N\; T cl ‘
’LH\O al o N\/\u

Ciclofosfamida lomustina Ifosfamida

Figura 3. Derivados de la mostaza nitrogenada.

A continuacion se muestran algunas de las aplicaciones asi como los nombres

comerciales de los farmacos previamente presentados:

e Bendamustina: Es utilizado para el tratamiento del cancer de mama, de
leucemia linfocitica crénica, linfomas y otras neoplasias hematoldgicas

linfoides. Sus nombres comerciales son Treanda®, Ribomustin® y Cytostasan.
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e Estramustina: Es empleado principalmente para el tratamiento del cancer de
préstata que ha evolucionado o se ha diseminado, ademas de poder inhibir la
produccion de hormonas masculinas. Su nombre comercial es Emcyt®.

e Ciclofosfamida: Es utilizado con frecuencia en el tratamiento de linfomas de
Burkitt, la enfermedad de Hodgkin, leucemias agudas y crénicas linfoblasticas,
leucemia no linfoblasticas, mieloma multiple, cancer de mama, ovario, pulmén
y sarcoma. Sus nombres comerciales son Citoxa®, Neosar®, Genuxal®,
Citofosfana® o Endoxan®.

e |omustina: Se utiliza en el tratamiento de tumores cerebrales primarios,
metastasicos, en la enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, del
melanoma, cancer de pulmén y de colon. Sus nombres comerciales son
CeeNU® y CCNU®

e |fosfamida: Se emplea en el tratamiento de algunas neoplasias malignas
como: cancer de pulmodn, testiculo, sarcoma 6seo, de tejidos blandos, mama,
ovario, endometrio, cuello uterino, pancreas, en la enfermedad de Hodgkin,

linfoma no Hodgkin e hipernefroma. Su nombre comercial es Ifex®* 8.

2.2. Acido (2S)-2-amino-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil]propanoico
(Melfalan)

El melfalan o por su nombre IUPAC Acido (2S) 2-amino-3-{4-[bis(2-
cloroetil)amino]fenil}propanoico fue sintetizado por primera vez en 1952 por Bergel
y Stock, a través de la sustituciéon de L-fenilalanina (Figura 4) por el grupo metilo
de la mostaza nitrogenada o conocido comercialmente como Mustargen®.
Algunas de las propiedades del melfalan son que practicamente es insoluble en
agua y tiene un pKa1 de 2.5, su formula molecular es C13H1sN202Cl2 con una masa
molecular de 305.20 g/mol, también fue conocida al inicio como sarcolicina o
mostaza L-fenilalanina, su isémero D conocido como medfalan, es menos activo
contra los tumores de animales y la dosis necesaria para producir el mismo efecto
que su isémero L es mucho mayor. A su vez, la mezcla racemica (DL-) es
conocida como merfaldn o sarcalosina, pero el Dr. Bergsagel D.E. en 1962

descubri6 que el isbmero L, podia emplearse como un nuevo agente
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quimioterapéutico para el tratamiento del mieloma multiple®. Desde entonces ha
sido empleado para el tratamiento de muchas otras enfermedades como el cancer

de ovario, cancer de mama, neuroblastoma, linfoma y leucemia aguda.

(0]

OH

NH,

Figura 4. L-fenilalanina.

El melfalan o conocido comercialmente como AKERAN®, es altamente empleado
para el tratamiento de las enfermedades previamente mencionadas, asi como su
estudio quimico, debido que éste compuesto presenta una extensa actividad
antitumoral, una gran habilidad por erosionar la médula 6sea, ademas de tener
una minima toxicidad extramedular, con fuertes efectos inmunesupresivos y un
ciclo celular no especifico.

Parte de su mecanismo de accién se debe a que el melfalan es un agente
alquilante bifuncional derivado del nitrogeno mostaza, el cual inhibe el ADN y la
sintesis del ARN por la formacion del entrecruzamiento de las cadenas con el
ADN, especificamente el nitrégeno 7 y el oxigeno 6 de la guanina, al ser las
posiciones mas importantes para la alquilaciéon del ADN (Esquema 1), ademas de

presentar actividad antitumoral y la inhibicion de la sintesis de algunas proteinas™.
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Cl Cl (¢]]
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xﬁ\> </fx‘—</ A

DNA

Cruce de cadenas Guanina alquilada

del residuo de guanina

Esquema 1. Mecanismo de alquilacién de la guanina del ADN'0.

Para que ésto se lleve a cabo, el melfalan es introducido a las células por los
sistemas de transporte de aminoacidos. Y una vez que se encuentra en el plasma,
mas del 90% del melfalan es enlazado a las proteinas, para asi tener una alta
penetracion al fluido cerebroespinal y finalmente es eliminado por una hidrélisis
quimica espontanea, en la excrecion renal, lo cual puede involucrar la activacion
de la secrecion tubular renal ademas de la filtracion glomerular™.

Por otra parte el tiempo de vida media biolégico del melfalan es de
aproximadamente 60 min, permitiendo la infusion en las células madre dentro de
las 8 horas de haberse administrado via intravenosa. Su biodisponibilidad
disminuye con la repeticion de las dosis, asi como con la presencia de alimentos,
que retrasa el tiempo para alcanzar la concentracion plasmatica maxima y reducir

el area bajo la curva de concentraciones plasmaticas (ABC) en un 39 al 45%"2.
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2.3. Sintesis del melfalan

Desde el momento de su descubrimiento se han buscado distintas rutas
sintéticas para obtener el melfalan, utilizando como materia prima la L-fenilalanina
o el 4-nitro-L-fenilalanina.

Algunas de las rutas sintéticas se muestran a continuacion:

e La primera ruta sintética fue reportada por F. Bergel y J. A. Stock en 19523,
esquema 2. En esta sintesis se utiliza como materia prima el acido 2-
acetamido-2-carboxietil-2-(4-nitrobencil)propanoico (compuesto 1’) que se
hace reaccionar con etoxido de sodio para la obtener al malonato de L-
fenilalanina (compuesto 2’), el cual mediante una hidrolisis alcalina se
descarboxilo, obteniendo el compuesto 3’. Después de proteger el grupo
amina con anhidrido ftalico (compuesto 4’), se llevd a cabo la reduccién del
grupo nitro, obteniendo el compuesto 5’, el cual se hizo reaccionar con 6xido
de etileno para formar el compuesto 6’ y después con cloruro de zinc y acido
clorhidrico se halogen6 (compuesto 7°), para finalmente hidrolizarlo en dos
pasos, usando anhidrido acético (compuesto 8’) y acido acético glacial para

obtener el melfalan 9’14

10| Pagina
’: Marca para indicar aquellos compuestos que ya se han reportado en la literatura.



2. Antecedentes

° on Hidroli:
idrolisis
Alcallna /\
NH

o o
red W
-~ ON o— —
N
o o 4
[o}
O/\

HO\\
N
cl
N o
&' o o ZnCl,
HCl
"o N o N
Q o
N
7 o o JL
Cl

A

o
AcOH gIaC|aI
/ Melfalan /

Cl

Esquema 2. Primera sintesis reportada del melfalan'.

e En el afio 2007, utilizando como materia prima la L-fenilalanina se describio la
sintesis del melfalan en 7 pasos sintéticos esquema 3'2. La L-fenilalanina 10’
se hace reaccionar con acido sulfurico y acido nitrico, obteniendo el
compuesto nitrado en la posicidon 4 (compuesto 11°). Posteriormente utilizando
anhidrido ftalico en piridina, se protegié el grupo amino (compuesto 12’) y
luego mediante una esterificacion con etanol y acido clorhidrico gaseoso se
protegiod el grupo carboxilo, (compuesto 13’), cuyo producto se redujo, bajo
una atmdsfera de hidrégeno en acetato de etilo/metanol y carbonato de calcio
sobre paladio, obteniendo al compuesto 14’. Este se traté con acido acético
glacial y Oxido de etileno para obtener el compuesto 15 y después
halogenarlo con cloruro de fosforilo en benceno (compuesto 16’), para
finalmente obtener el melfalan 9’ al hidrolizarlo con acido clorhidrico

concentrado°.
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Esquema 3. Sintesis del Melfalan con L-fenilalanina™®.

e Una de las sintesis para 9’, patentada por Estados Unidos el 21 de enero de
2016, con No. de Publicacion: US 2016/0016889 A1, partié del (S) 3-(4-
aminofenil)-2-(etoxi-carbonilamino)propanoato de metilo (compuesto 17°) en 4
pasos sintéticos, esquema 4.

Inicialmente se hace reaccionar el compuesto 17’ con 6xido de etileno en agua
para obtener el compuesto 18’, para después halogenarlo con cloruro de
fosforilo (compuesto 19’) y sin aislarlo se llevd a cabo la hidrélisis en acido
clorhidrico, obteniendo el compuesto 20°, que al tratarse con bicarbonato de

sodio se obtuvo el melfalan 9’15,
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Esquema 4. Patente para la sintesis del Melfalan’®.

Cl

Con base en lo anterior, debido a los distintos factores que existen para la sintesis

del melfaldan entre otros, los precios tienen algunas variaciones,

presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Precio comercial del melfalan

Producto Droga Presentacion Laboratorio
Alkerana melfalan 2mg Comp. x 25 Techsphere
Eriolan melfalan Liof. 50mg Ir  Eriochem
Me_lfalan melfalan Liof. 50mg Iny. F. Varifarma

Varifarma Amp.

Melfoma 2 melfalan 2mg Comp. x 25 Dosa
Melfoma 2 melfalan 2mg Comp. x 50 Dosa
Melfoma 5 melfalan 5mg Comp. x 25 Dosa
Melfoma 5 melfalan 5mg Comp. x 50 Dosa
Melfoma 50 melfalan 50mg Iny. F. Amp. x 1 Dosa

las que se

Precio
$ 1646.12
$6137.68

$ 2475.00
$ 1098.89

$ 2049.70

$ 1225.70
$ 2451.40
$7175.80
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2.4. Derivados del melfalan

A partir de los estudios citotoxicos que le han hecho al melfalan, se han hecho
modificaciones del farmaco obteniendo una gran cantidad de derivados, con el
objetivo de aumentar la actividad antitumoral, disminuir su toxicidad, su costo, y de

esta manera poder aplicarlo en el tratamiento de otras enfermedades neoplasicas.

Algunos de estos compuestos derivados del melfalan:
e Como se puede observar en la Figura 5 las principales modificaciones se han

realizado en el grupo acido del melfalan.

Cl
0 0
\ >/(CH2)HCH3 \ o O~ (CHy)14CHs
N o 4 Y
/ NH, \_Q 0 N 0 NH
fe} / NH2
o nm121416 ( cl \_& °
(CH,)NCH, _(

N
I N
(CH2)14CH3
© (CH2)14CH3
cl
\ 0 NH
Ol
/ " NH
2 CH,)14CH
ol )‘( 2)14CH3
] 0
Figura 5. Posibles agentes neoplasicos’®.
Los derivados I-lll fueron sintetizados a partir del melfalan 9’ con

Diterbutildicarbonato  ((Boc)20), con la obtencion del producto 21’ N-
terbutoxicarbonilo, posteriormente se hizo reaccionar con hexafluoruro de
(benzotriazol-1-iloxi)-tris(dimetilamino)fosfonio (BOP) y los respectivos alcoholes
racémicos primarios 22’-24’ con la obtencion de los productos 25’-27°, para
finalmente realizar la desproteccion del grupo amino de cada uno, al tratarlo con
acido clorhidrico en dioxano, proporcionando los respectivos diasterecisomeros I-

lll, esquema 5.
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Cl
\\ 0
H NH,
Cl 9'

0]

>/(CH2)nCH3
HO ¢ n=12122'
\_L 0 1423
cl o—( 16 24' o o
0 \\ >/(CH2)nCH3
(Boc),0 (CHo)NCHj \ o
—2 N OH > 0
P BOP/HOBt ~ wo A o
NH
al _< cl ><O—< ¢}
21>(0 0 (CH)nCH,
0 n=1225'
1426
16 27"
‘ HCl/dioxano

CI\\N 0 ] OY(
AT

CH,)NCH,3
0
(CHo)NCH;

n=121
1411
16 II

Esquema 5. Sintesis de los derivados I-111'6.

Para el caso del derivado IV (Esquema 6) se partio de la mezcla racémica del

acido 2,3-diaminopropanoico 28’,

que bajo condiciones de cloruro de

tionilo/metanol se obtuvo el producto 29’, el cual se reaccion6é con cloruro de

palmitoilo en presencia de trietilamina (producto 30’), reduciéndolo con borohidruro

de litio, cuyo producto 31 se hace reaccionar con el producto 21’ y cloroformiato

de isopropilo en presencia 4-dimetilaminopiridina (DMAP) para llevar acabo la

proteccion del grupo aminoacido (producto 32’), para finalmente usar acido

clorhidrico en dioxano para obtener el derivado IV.

NH,
SOCL,/McOH

NH,
0 28

HO,

(CHy);4CH3

NH,
MeO
NH,

0
29'

H H
N (CHy)14CH; N
CHy(CH),.C0C1  peo \H/ LiBe,  PO0 A
NH 0
0 ° ° )\
o [0)

CH,),4CH
30 (CH2)14CH3 31'( 2)14 3

al
< 0
<)Y oH
NH

o ol
21 A0

Cl

CICO,C(CH,)=CH,

Cl
(CHp)14CHy

\ 0 0
: 0 O (GH,)cH
N 0 NH HCl/dioxano }/( 2)14CH3
/ NHQ \_(\H 0 < NWO NH
— - (.

v

Cl
(CHp)14CHy
(CHa)14CH,

Esquema 6. Sintesis del derivado IV'S.
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Mientras que para el caso del derivado V, se sintetiz6 desde el 1,3-diamino-2-ol
33’, con cloruro de palmitoilo en presencia de trietilamina para obtener el producto
34’ y posteriormente se llevan a cabo las mismas reacciones que se describieron
anteriormente para los productos 21’ y 31’ con la formacion del producto 35°, para

la obtencién del derivado V (Esquema 7).

HO HO \\ CHZ)MCHS
f\NHz CH;(CH,),4COCI fNHCO(CHzMCHs CICO,C(CH;)=CH, W
—_— >
NHCO(CHz)uCHs O\ \_C

- C NH /

33 34
CI 21" >(O*l‘ CH2)14CH3

HCl/dioxano
C

Esquema 7. Sintesis del derivado V16.

CH2)14CH3

Cl
Hz)14CH3

Estos compuestos presentan algunas ventajas sobre la actividad biolégica que

tiene el melfalan, debido a la presencia de diacilgliceroles de cadena larga. Estos

les brindaran el potencial para utilizarse como agentes antineoplasicos, con las

modificaciones y estudios pertinentes’®.

e Otros compuestos reportados en la bibliografia son mostrados en la figura 6. En
donde se puede observar que ahora las modificaciones se realizan en la amina

a al carbonilo del melfalan.
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Cl Cl Cl
\ o) \ o) \ 0
NWOH NWOH NWOH
/ HN / HN / HN
Cl A%l fo Cl VI o Cl VITI fo
NH, NH N,
Cl Cl
\ (e} \ o
N_WOH N_WOH
/ HN / HN
cl X o o] X o
NH NH,
0
Figura 6. Posibles pro-farmacos para su uso en la terapia farmacolégica dirigida a
anticuerpos’®.

Estos derivados fueron sintetizados (Esquema 8) a partir de la 4-nitro-L-
fenilalanina 36°, a la cual se protegieron sus grupos carboxilico y amino, por la
formacion del bencil éster (producto 37’), utilizando alcohol bencilico y acido p-
toluensulfénico y posteriormente se forma derivado N-t-butiloxicarbonilo (producto
38’), seguido de la reduccién del grupo nitro con hidrazina y grafito (producto 39’),
para después introducir las dos cadenas de 2-hidroxietilos, utilizando 6xido de
etileno en 50 % de acido acético acuoso (producto 40’), asi mismo se removio el
grupo N-t-butiloxicarbonilo, usando HCI 4 M en dioxano, obteniendo el producto
41’, el cual se hace reaccionar con N-benciloxicarbonil-L-alanina, N-
benciloxicarbonil-L-prolina,  N-benciloxicarbonil-D-alanina, N-benciloxicarbonil-L-
alanina, acido N-benciloxicarbonil-L-piroglutamico o N-benciloxicarbonil-L-alanina,
N-benciloxicarbonil-L-fenilalanina, en dioxano anhidro y el éster N-hidroxi-
succinimida, para obtener los productos respectivos (42’a-42’e), a los cuales
individualmente se les traté con cloruro de tionilo y piridina en etanol anhidro,
formando los productos 43’a-43’e los que finalmente fueron hidrogenados con

paladio sobre carbono para obtener los derivados VI-X.
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(o}

o 0o
i HZNWOBZ
N,H, H,0
tBuOCO),0 M4
OZNWOH BzOH OZN—Q/\(U\OBZ ( )2 OZNWOBZ HN

NH, TsOH @ NH, HN grafito 39 o
' 38"
36 p-CH;-CgH,-SO; © 3 o t+Buo
o
t-BuO i z
HO AcOH/H,0
W —_ N “
- NS
e
NH
Ho  42'a-42e : N OBz
HO HN

NCOOBz ;
SOCl, t+-BuO
piridina
R R' R"

a H CHj H
N oe H, Pd/c W b H H CH,
c -CHy- | -CHyp- H
CI 43'a- 43‘ d co CH
- - - o=
COOBZ H € H CH2C6H5

o
Esquema 8. Sintesis de los derivados VI-X"7.

Estos derivados se proponen para su uso en la terapia farmacoldgica con enzima
dirigida a anticuerpos, la cual es un enfoque diferente para la quimioterapia contra
el cancer. Esta consiste en dos etapas; en la primera etapa una molécula
citotéxica se genera selectivamente en el sitio del tumor, ya que al inicio se
administra un conjugado formado entre un anticuerpo y una enzima, mientras que
en la segunda etapa, se localiza en el tumor a través de la unidon al antigeno
asociado al tumor. Se deja transcurrir suficiente tiempo para que cualquier
conjugado no unido presente se elimine de la circulacién y a continuacion se
administra una forma latente de un agente citotéxico (un pro-farmaco), en cuyo
caso el resto enzimatico del conjugado unido convierte el pro-farmaco no
citotéxico en la especie citotdxica activa. De esta manera, la terapia supera
muchos de los problemas asociados con la conjugacién directa de agentes

citotdxicos con anticuerpos monoclonales'”'8,

En 2006 se reporté un nuevo analogo del melfalan Xl (Figura 7), el cual es un

inhibidor mas activo del ADN y de la biosintesis del colageno en células de cancer
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de mama humano MDA-MB y MCF-7, ademas de ser un agente citotoxico mejor

que el farmaco precursor.

(0] Xl

CI\
N
CI/
Figura 7. Compuesto analogo al melfalan XI'9.

La sintesis para el analogo de amidina del melfalan, se realizd6 mediante dos
disoluciones, una con el hidrocloruro del acido 5-(4-N-isopropil)fenil)2-furan
carboxilico, en dimetilformamida (DMF) anhidra con N,N’-carbonildiimidazol, para
hacerla reaccionar posteriormente con la otra disolucién de hidrocloruro del éster
metilico del melfalan y trietilendiamina en DMF anhidra, para después ser tratado
con acido clorhidrico 2M y de ésta forma obtener el derivado del melfalan

(Esquema 9)'°.

NH 0 CI\
o 1. éster medilico del melfalan, DCJ

>‘ﬂ (e kel o~ %n{

(0]
Esquema 9. Sintesis del derivado de amidina del melfalan?®.
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2.5. Aplicaciones farmacéuticas del melfalan

El melfalan actualmente es utilizado en el area farmacéutica para el tratamiento
de multiples enfermedades, principalmente en el tratamiento del mieloma multiple
o el cancer de ovario o también, en el tratamiento del cancer de mama,
neuroblastoma, rabdomiosarcoma, macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma,
leucemia aguda y en el régimen de acondicionamiento pre-autologo y alogénico en

el transplante de la médula 6sea.
2.5.1. Mieloma Multiple

El mieloma multiple se puede definir como una enfermedad clonal adquirida que
afecta a los plasmocitos linfocitos B normales al inhibirlos.
En 1873 se utilizé por primera vez el termino de mieloma multiple (MM) por
Rustizky, para representar las variadas lesiones 6seas que presenté un paciente?,
pero en 1889 Otto Kahler publicé una revision sobre la enfermedad, dandola a
conocer como “Enfermedad de Kahler?!, sin embargo la enfermedad recibid
distintos nombres hasta que James Homer Wright en 1900 publicé en 2 articulos
sucesivos sus descubrimientos relacionados con los plasmocitos, demostrando
que eran las células malignas del mieloma?>23 y en 1927 Arinkin destaco la
importancia del aspirado de médula dsea en el diagndstico del mieloma multiple?*
lo cual se confirmé por Rosenthal y Vogel en 1938%°. Con estudios consecuentes,
se encontré en 1939 por Longsworth et al. al emplear electroforesis la existencia
de un pico monoclonal®®. Pero fue hasta 1962 que Bergsagel et al. informaron que
el melfalan, podia inducir remisiones en aproximadamente un tercio de los
pacientes con MM'"', hasta 1999 no se habia encontrado alguna combinaciéon de
medicamentos que fuera superior a la del melfalan/prednisona?’.
Algunos de los sintomas mas frecuentes en el momento del diagndstico son los
dolores 0seos, presentes en alrededor de dos tercios de los paciente, la astenia y
las infecciones de repeticion, asi como, por un diagnéstico de rutina de una
anemia, una velocidad de sedimentacion globular elevada o una insuficiencia

renal. Mientras que las lesiones 6seas son causa principal de morbilidad en la
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evolucion del mieloma (Figura 8), lo cual genera dolor cronico, fracturas

patoldgicas, compresion medular e hipercalcemia?8.

Figura 8. Radiografia de craneo anteposterior (A) y lateral (B) en relacion con
lesiones mielomatosas multiples28.

El melfalan al ser administrado via intravenosa, metabolizado por el higado y
excretado mediante las heces u orina, su degradacion toxica dependera del
funcionamiento renal, del indice de masa corporal, el género y del perfil del
paciente?®, con lo cual se podra continuar estudiando, para mejorar su uso en el

mieloma multiple.
2.5.2. Cancer de Ovarios

El cancer de ovario se conoce cientificamente por mas de 150 afios, pero
durante éste tiempo no se ha logrado cambiar la mortalidad que genera, lo cual lo
coloca como el sexto tumor mas comun en las mujeres, reportandose 200,000
nuevos casos en todo el mundo cada afo, constituyendo el 4% de todos los
canceres diagnosticados en las mujeres, con 6.6 nuevos casos por cada 100,000
mujeres al afio. Pero a pesar de lo anterior los tratamientos siguen siendo muy

caros y sofisticados, ya que en las ultimas dos décadas solo se han tenido ligeros
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avances en la tasa de supervivencia de los 5 afnos, con un incremento del 30-50%
utilizando cisplatino. Por ejemplo en Europa solo mas de un tercio de las mujeres
con cancer de ovario sobrevive a los 5 afos luego de hacerse el diagndstico.
Colocandola en la cuarta causa de muerte, ocasionada por tumores ginecoldgicos
en paises desarrollados y en México.

Esta baja tasa de supervivencia esta relacionada al avance de la enfermedad, en
cuanto se hizo el diagndstico. Por lo que el prondstico depende fundamentalmente
del tipo histolégico, originandose el 90 % de los casos en el epitelio que cubre la
superficie del ovario o que delimita los quistes de inclusion y el 10 % que se
desarrolla a partir del estroma, las cuerdas sexuales y en las células germinales.
Siendo que los canceres epiteliales responden a la cirugia y quimioterapia en
principio, pero recidivan y tan sélo sobreviven el 33 % a largo plazo, mientras que
los canceres derivados de estroma y de las células germinales se pueden curar en
la mayor parte de los casos, conservando a menudo su funcion reproductora.

Ya que aproximadamente del 75-80% de los casos de cancer de ovario epitelial
son de tipos histolégicos serios (Figura 9), mientras que los canceres mucinoso,
endometroide, de células claras, de Brenner y de linaje indiferenciado son los

menos comuness°,

Figura 9. Tipos de cancer de ovario de acuerdo a su origen®.
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Los agentes alquilantes fueron los primeros farmacos utilizados que a pesar de
sus peligros, siguen siendo el pilar de la terapia anticancerigena, ya que muy
pronto los pacientes mostraban eficacia al ser tratados con melfalan, incluso
cuando aparecio el cisplatino en los afos 80, estos farmacos como la
bendamustina, la ciclofosfamida, la nimustina y en especial el melfalan,
funcionaron de mejor manera3’.

Por lo que el melfalan es el agente alquilante que mas se ha utilizado en el
tratamiento contra el cancer de ovario, debido a su tasa del 40 a 50 % de
respuesta en pacientes sin tratamiento previo, sin embargo se llega a desarrollar
una resistencia, con lo cual tendra un tiempo medio de respuesta de solamente 17
meses y de todos los pacientes solo del 5 al 15 % continuaran respondiendo
después de los 2 afos de iniciar la terapia. Pero se encontré6 que si se
combinaban las quimioterapias en donde al menos se emplee un agente
alquilante, se lograba disminuir la remision de la enfermedad (20 al 30 %),
prolongando el desarrollo a la resistencia de los farmacos utilizados®?.

Por otra parte estudios preclinicos sugirieron que la infusién prolongada de
melfalan podria ser mas activa que la infusién corta, ademas, basandose en
consideraciones farmacocinéticas (corta semivida, pequefio volumen de
distribucion y baja capacidad de unién a proteinas), el melfalan es un buen
candidato para la infusion continua. Sin embargo, debido a su baja estabilidad en
5.0 % de dextrosa o cloruro sédico al 0.9 %, el melfalan se administra
generalmente por infusion a corto plazo, demostrando que la estabilidad del
melfalan puede aumentar un 3.0 % en cloruro de sodio®3.

Asi que el melfalan podra seguir siendo un agente quimioterapéutico principal para
poder aumentar la efectividad de nuevos farmacos o de nuevas combinaciones

quimioterapéuticas con mejor eficiencia para el tratamiento del cancer de ovario.
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3. Objetivos

3. Objetivos

3.1. Objetivo general.

Realizar la sintesis del melfalan, con un numero menor de etapas a las que ya se
encuentran reportadas, a partir de p-nitro-L-fenilalanina.

3.2. Objetivos particulares.

e Realizar la sintesis y caracterizacion de todos los intermediarios obtenidos
para la sintesis del melfalan.
¢ Proponer una nueva ruta sintética con menos etapas para la sintesis del

melfalan
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4. Reactivos y Equipos

4. Equipos y Reactivos
4.1. Equipos

e Resonancia Magnética Nuclear

JEOL, ECLIPSE 300 MHz '"H'y 75 MHz 3C.
BRUCKER, ADVANCE llI 400 MHz 'H y 100 MHz 3C.
Referencia "H Tetrametilsilano (MesSi, 0.00 ppm).
Disolventes Dimetilsulfoxido deuterado

Metanol deuterado

o Espectrofotometria de UV-Vis
Espectrofotdmetro SHIMADZU UV 160 U.

o Espectrofotometria de FT-IR
Espectrofotometro FT-IR MAGNA.700

e Espectrometria de Masas

Espectrémetro de masas Bruker Esquire.
Espectrémetro de masas Jeol, SX 102 A

e Analisis Elemental

Analizador elemental, marca Thermo Scientific, modelo Flash 2000.
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4.2. Reactivos y Disolventes.

e Reactivos.

4-Nitro-L-fenilalanina monohidratado 98% (Aldrich)
Acido cloroacético 299%

Acido clorhidrico 36.5-38% (J. T. Baker)

Acido p-toluensilfénico 98% (Aldrich)

Alcohol bencilico 299% (Aldrich)

Carbonato de potasio 299% (Aldrich)

Cloruro de acetilo 99% (Merck)

Complejo BH3-THF 1 M en THF (Aldrich)

Hidrato de Hidrazina 98% (Aldrich)

Fe(acac)s

e Disolventes

Acetato de Etilo

Acetona

Etanol

Metanol

Tetrahidrofurano (Aldrich)
Tolueno (Aldrich)

El acetato de etilo, acetona, etanol y metanol, fueron purificados por medio de
destilacién simple empleando como agente desecante hidroxido de potasio
(acetato de etilo), cloruro de calcio (acetona) u éxido de calcio (metanol y

etanol).
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5. Desarrollo Experimental

5.1. Sintesis del (2S)-2-amino-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo

().

Se disolvio 1 g (4.38 mmol) de 4-nitro-L-fenilalanina en tolueno; se colocaron
0.5 mL (4.80 mmol) de alcohol bencilico y 0.9 g (5.23 mmol) de acido p-
toluensulfonico. Posteriormente la mezcla de reaccion se colocé a reflujo a 130 °C
con agitacion constante por 18 horas, formandose un precipitado el cual se filtro y
posteriormente se lavo con diclorometano, obteniéndose 1.57 g (4.09 mmol), el
(2S)-2-amino-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo 1, como un soélido de

color blanco, con un rendimiento del 93.44%, esquema 10.

HO—S 0
w | wws
Tolueno, Alcohol Bencﬂlco 5 g

Hy

Esquema 10. Proteccion del grupo carbOX|I|co.

Datos espectroscopicos

UV-vis (MeOH) A (nm); 235, 264.

FTIR (KBr) cm-'; 3032, 2950, 2673, 2595, 2529, 1701.97, 1520, 1346, 1289, 1116.
RMN de 'H (MeOD, 300 MHz) & (ppm); 2.36 (s, 3H, Ar-CHs), 3.35 (ddd, 2H, J=
6.3, 14.7 Hz, CH2), 4.35 (dd, 1H, J= 6.7, 1.5 Hz, CH), 7.23 (d, 2H, J= 8.7 Hz, Ar®),
7.55 (d, 2H, J= 9.0 Hz, Ar?), 7.70 (d, 2H, J= 8.1 Hz, Ar?), 8.21 (d, 2H, J= 8.7 Hz,
Ard).

RMH de *C (MeOD, 75 MHz) & (ppm); 19.9 (CH3), 35.6 (CH2), 53.2 (CH), 123.6
(Ard), 125.6 (Ar?), 128.5 (Ar®), 130.4 (Ar?), 140.4 (Ar"), 142.2 (Ar', Ar*), 147.7
(Ar%), 169.5 (CO).

ESI-Ms (m/z); 383.0; M+1+H20

Punto fusién (°C); 209.7 (se descompone).

Analisis elemental calc. C 47.91 %; H 4.56 %; N 7.00 %; S 8.49 %.

Analisis elemental exp. C 50.20 %; H 4.74 %; N 7.33 %; S 8.38 %.

30|Pagina



5. Desarrollo Experimental

5.2. Sintesis del (2S)-2-diacetamido-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-

toluensulfonilo (2).

Se agregaron 1.5 mL (21.02 mmol) de cloruro de acetilo en MeOH anhidro
sobre un bano de hielo con agitacion por 15 min. Posteriormente se agregd 1 g
(2.61 mmol) del compuesto 1 a la mezcla de reaccién, elevando la temperatura a
70 °C por 72 horas a reflujo. Finalmente se evapord el disolvente a presidn
reducida y el solido obtenido se lavé 3 veces con tolueno, recuperando las aguas
madre para luego evaporar nuevamente el disolvente, obteniéndose 0.99 g (2.20
mmol) del (2S)-2-diacetamido-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo 2,

como un solido de color blanco, con un rendimiento del 84.45%, esquema 11.

0
(0] )‘\ (o)
0
i : ||
ON 0—S — ¥ ON yn S0—S
u A\ /0 I\
2 I MeOH s

Esquema 11. Amidificacién del compuesto 1.
Datos espectroscopicos

UV-vis (MeOH) A (nm); 264, 235.

FTIR (KBr) cm-'; 2958-2897, 1751, 1637, 1514, 1341, 1215, 1122.

RMN de 'H (MeOD, 300 MHz) & (ppm); 2.38 (s, 3H, Ar-CH3), 3.38 (ddd, 2H, J=
2.1, 5.1 Hz, CH2), 3.79 (s, CO-CHa), 4.44 (t, 1H, J= 5.2 Hz, CH), 7.25 (d, 2H, J=
6.0 Hz, Ar®), 7.53 (d, 2H, J= 6.6 Hz, Ar?), 7.72 (d, 2H, J= 6.3 Hz, Ar?), 8.20 (d, 2H,
J= 6.6 Hz, Ar3).

RMH de '3C (MeOD, 75 MHz) & (ppm); 19.9 (CHz), 35.5 (CH2), 52.3 (CH3), 53.2
(CH), 123.5 (Ard), 125.5 (Ar?), 128.5 (Ar%), 130.4 (Ar?), 140.5 (Ar"), 141.9 (Ar',
Ar*), 147.5 (Ar*), 168.6 (CO", CO?").

ESI-Ms (m/z); 449.1; M+1

Punto fusién (°C); 183.

Analisis elemental calc. C 49.44 %; H 4.91 %; N 6.91 %; S 8.49 %.

Analisis elemental exp. C 53.57 %; H 4.50 %; N 6.25 %; S 7.15 %.
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5.3. Sintesis del (2S)-2-diacetamido-3-(4-aminofenil)propanoato de p-

toluensulfonilo (3).

Se disolvio 1 g (2.22 mmol) del compuesto 2 en EtOH anhidro con 0.3 mL (6.19
mmol) de Hidrato de Hidrazina y 0.02 g (5.66x10? mmol) de Fe(acac)s, colocando
la mezcla de reaccidn en reflujo con agitacién constante a 90 °C por 24 horas y el
precipitado formado se filtr6. A las aguas madre se les evapord el disolvente a
presioén reducida para obtener 0.83 g (1.84 mmol) del (2S)-2-diacetamido-3-(4-
aminofenil)propanoato de p-toluensulfonilo 3 como un sélido color café claro, con

un rendimiento del 82.79%, esquema 12.

[0]
o] [0]
" | NH,NHy H50, Fe(acac)y_ . L
I EtOH ¢ : - !
o] N\”V 0 , !

Esquema 12. Reduccion del grupo nitro del compuesto 2.

Datos espectroscopicos

UV-vis (MeOH,) A (nm); 230, 269.

FTIR (KBr) cm™'; 3328, 3040, 2924, 2855, 1685, 1602, 1344, 1120.

RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm); 2.29 (s, 3H Ar-CHzs), 3.17 (s, 8H, CHz,
CO-CHa), 3.96 (t, J= 6.6 Hz, CH), 7.13 (d, 2H, J= 7.8 Hz, Ar®), 7.50 (d, 4H, J= 8.1
Hz, Ar?, Ar?), 8.17 (d, 4H, J= 8.4 Hz, Ar3), 9.10 (a, 2H, NH>).

RMH de '3C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm); 21.3 (CHa), 37.1 (CH2), 52.6 (CH3), 53.3
(CH), 124.1 (Ar®), 126.1 (Ar?), 128.7 (Ar?®), 131.5 (Ar?), 138.4 (Ar"), 143.6 (Ar"),
145.9 (Ar%), 147.5 (Ar%), 166.8 (CO"), 167.5 (CO?).

ESI-Ms (m/z); 449.2; M+1+N2H2.

Punto fusién (°C); 207.

Analisis elemental calc. C 43.84 %; H 5.15 %; N 11.35 %; S 8.69 %.

Analisis elemental exp. C 53.56 %; H 5.39 %; N 12.49 %; S 7.15 %.
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5.4. Sintesis del (2S)-2-acetamido-3-{4-[bis(2-cloroetil)Jamino]fenil}propanoato

de p-toluensulfonilo (4).

Se disolvié 1 g (2.22 mmol) del compuesto 3 en THF con 5 g (52.91 mmol) de
acido cloroacético, calentando ligeramente a 30 °C. Posteriormente se adiciono 1
mL (10.4 mmol) del complejo borano-tetrahidrofurano (BHs-THF), elevando la
temperatura a 50 °C con agitacién constante por 3 horas e inmediatamente se
subid la temperatura a 70 °C por 20 minutos mas. Después se adicionaron 5 mL
de MeOH, dejando en agitacion otros 20 minutos mas. La mezcla de reaccioén se
concentrd a presion reducida, y después se afiadieron ~20 mL de agua destilada y
ajustando el pH entre 5-6 con K2COs. Se evapor6 el disolvente obteniéndose un
soélido café, el cual se lavd con acetona, extrayendo 0.97 g, (1.55 mmol) del (2S)-
2-acetamido-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}propanocato de p-toluensulfonilo 4,

como un liquido café muy viscoso, con un rendimiento del 69.93 %, esquema 13.

Q Cl °
i i )j\/c‘ \L\ " i
@/\‘)k || Q = || Q
HoN o— e N 1" mo—s :
| BH;® THF, THF //2 N o I
\”/ \”/ o 9:0 s
o] o]
Esquema 13. Cloroetilacién del compuesto 3.

Datos espectroscopicos

UV-vis (MeOH) A (nm); 234, 267.

FTIR (KBr) cm'; 3015, 2953, 1719, 1643, 1391, 1346, 1164.

RMN de 'H (MeOD, 400 MHz) &(ppm); 1.41 (s, CO-CH3), 2.38 (s, 3H Ar-CH3), 3.28
(s, 2H, CH2""), 4.10 (s, 8H, CH2?", CH2%"), 3.78 (t, 1H, J= 6.7 Hz, CH), 7.25 (d, 2H,
J= 6.0 Hz, Ar®), 7.60 (dd, 2H, J= 5.6 Hz, Ar?), 7.72 (d, 2H, J= 6.0 Hz, Ar?), 8.20
(dd, 2H, J= 5.4 Hz, Ar3).

RMH de '3C (MeOD, 100 MHz) &(ppm); 19.9 (CH3), 24.6 (CHs), 36.6 (CH2""), 41.6
(CH2%"), 52.3 (CH), 59.4 (CH23"), 123.5 (Ard), 125.5 (Ar?), 128.4 (Ar%), 130.5 (Ar?),
140.4 (Ar"), 141.9 (Ar', Ar%), 147.4 (Ar*), 170.8 (CO™), 175.1 (CO?").

ESI-Ms (m/z); 523.0; +Na

Analisis elemental calc. C 29.34 %; H 3.34 %; N 4.97 %; S 1.04 %.

Analisis elemental exp. C 50.39 %; H 5.00 %; N 5.34 %; S 6.11 %.
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5.5. Sintesis del Acido (2S)-2-amino-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}
propanoico (5).

Se disolvio 1 g (1.59 mmol) del compuesto 4 en 10 mL de una mezcla de
HCI/H20 1:1 con agitacion constante y reflujpo a 30 °C por 20 horas.
Posteriormente se hicieron 5 extracciones de 15 mL con acetato de etilo a la fase
acuosa (color roja), la cual se tratd con carbédn activado, hasta la obtencion de una
coloraciéon amarilla, se filtré y a las aguas madre se les ajusté el pH a 3-5 con
Na2COs, luego se evapord el disolvente a presion reducida. Finalmente el producto
obtenido se suspendié en 40 mL de acetona y se mantuvo en agitacion constante
por 18 horas. Transcurrido el tiempo se obtuvo 0.33 g (1.09 mmol) del acido (2S)-
2-amino-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}propanoico 5, como un sdlido de color

café, con un rendimiento del 54.69 %, esquema 14.

ol o cl o
o 1
” HCI/H,O0 (1:1) 3
N 0—S > N OH
|| 4 1
/J HN o A" 3 2 NH,
cl > o cl 5

4

Esquema 14. Obtencion del Melfalan.
Datos espectroscopicos

UV-vis (MeOH) A (nm); 210, 261.

FTIR (KBr) cm™'; 3367, 2926, 1607, 1515, 1347, 1076,

RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz) d(ppm); 3.15 (s, 8H, CH2%", CH2%"), 3.27 (ddd,
2H, J=6.3, 18 Hz CH2""), 3.38 (t, 1H, J= 3.0 Hz, CH), 7.50 (d, 1H, J= 8.7 Hz, Ar?),
7.65 (d, 1H, J= 8.7 Hz, Ar?), 8.16 (d, 2H, J= 8.7 Hz, Ard®), 8.65 (a, 2H, NH2), 10.71
(s, 1H, CO2H).

RMH de '3C (DMSO-ds, 75 MHz) &(ppm); 37.1 (CH2""), 40.0 (CH2?"), 49.4 (CH2%"),
52.3 (CH), 123.9 (Ar®), 131.7 (Ar?), 143.9 (Ar"), 147.2 (Ar%), 176.8 (CO2H).

IE-Ms (m/z); 305

Punto fusién (°C); 180.

Analisis elemental calc. C 11.33 %; H 2.40 %; N 3.70 %.

Analisis elemental exp. C 51.16 %; H 5.94 %; N 9.18 %.
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6. Discusion de resultados
La sintesis del melfalan se inicid con la obtencion de los intermediarios 1-4.

6.1. (1) (2S)-2-amino-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo.

Para obtener el compuesto 1, inicialmente se disolvié la 4-nitro-L-felilalanina en
tolueno, alcohol bencilico y el grupo protector el acido p-toluensulfénico,
formandose el (2S)-2-amino-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo 1 como

un solido blanco, con un rendimiento del 93 % (Esquema 15).

0
HO_!
0
w o @/\HL g C
Tolueno, Alcohol Bencﬂlco ! ” v

NH, o

Esquema 15. Sintesis del compuesto 1.

La elucidacién estructural del compuesto 1, se inicia con el estudio de RMN de 'H.
En el espectro se pueden observar, una sefial simple a dn1 2.36 asignada al grupo
CHs del grupo protector, a 6+ 3.35 se observa una sefal doble de dobles de dobles
correspondiente al grupo CH2 de la L-fenilalanina con constantes de acoplamiento
de J=6.3, 14.7 Hz. Por otra parte también se observa una sefial doble de dobles a
OH 4.3 debido al grupo CH unido a la amina con constantes de acoplamiento de
J= 1.5, 6.7 Hz. Finalmente se observan 4 sefales dobles a &1 7.23, 7.55, 7.70,
8.21, correspondientes a los protones de los anillos aromaticos 3’, 2, 2’ y 3 con
constantes de acoplamiento de J= 8.7 Hz, J=9.0 Hz, J= 8.1 Hz, y J= 8.7 Hz,
respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de RMN de "H del compuesto 1 en MeOD a 300 MHz.

El espectro de RMN de '3C, muestra una sefial a d&c 19.9 debido al carbono del
metilo del grupo p-toluensulfonilo (p-TsO), seguido de la sefal a &c 35.6 asignada
al carbono del grupo metileno. Asi mismo a &c 53.2 se encuentra la sefal
correspondiente al carbono del grupo metino. Por otra parte las sefiales a &c
123.6, 125.6, 128.5, 130.4, asignadas a los carbonos 3, 2’, 3’ y 2 de los anillos
aromaticos respectivamente, mientras que la sefial para los carbonos ipso 1’y 4,
a Oc 140.4, 147.7 respectivamente, a oc 142.2 se observa una sefal para los
carbono ipso 1 y 4’ y finalmente a &: 169.5 corresponde la sefal del carbono del

grupo carbonilo (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de RMH de 3C del compuesto 1 en MeOD a 75 MHz.

La estructura del compuesto 1 se confirmé mediante espectrometria de masas de
lonizacién por Electrospray (I.E.S.), en cuyo espectro se observé un pico a 383
m/z, que corresponde al i6n molecular M*' (365 g/mol), mas una molécula de
H20.

El mecanismo de reaccion para la proteccidn del grupo acido del carboxilico del p-
nitro-L-fenilalanina A se muestra en el esquema 16, donde se puede observar,
que primero se activa el carbonilo de A por medio de un equilibrio acido-base con
el p-toluensulfonilo (p-TsOH) y pueda ser atacado nucleofilicamente por parte del

p-toluensulfonato formandose el intermediario B.

Posteriormente en el intermediario B ocurre una protonacion y desprotonacion en
el gen diol, generandose H20 como buen grupo saliente y en consecuencia, se
obtiene el compuesto 1.
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Esquema 16. Mecanismo de reaccién para la proteccion del grupo acido del

carboxilico.

Una vez obtenido y caracterizado por todas las técnicas espectroscopicas el

compuesto 1 se procedio a realizar la proteccidn de la amina.
6.2. (2) (2S)-2-diacetamido-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo.

Para la obtencion del compuesto 2, se utilizdé un exceso de cloruro de acetilo en
MeOH anhidro y el compuesto 1. Posteriormente se aislo el producto, con la
obtencién del (2S)-2-diacetamido-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo 2,

como un sdlido de color blanco, con un rendimiento del 84% (Esquema 17).
[o]
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Esquema 17. Sintesis del compuesto 2.

Una vez purificado el compuesto 2, presenta el espectro de RMN de 'H (Figura
12) para su caracterizacion. En éste se observa, a d1 2.38 una senal simple
perteneciente al grupo CHs del grupo p-TsO, seguido de una sefal doble de
dobles de dobles a &1 3.38 con constantes de acoplamiento de J= 2.1, 5.1 Hz,
asignado al grupo CH2 del compuesto obtenido. A 81 3.79 se encuentra la sefal
simple para los dos grupos CHs de las amidas, a dx 4.44 se encuentra una sefal
triple con constante de acoplamiento de J=5.2 Hz, correspondiente al grupo CH
unido a la diamida. Finalmente a o1 7.25, 7.53, 7.72 y 8.20 se encuentran cuatro
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sefales dobles para los protones de los anillos aromaticos 3’, 2, 2° y 3, con
constantes de acoplamiento de J= 6.0 Hz, J= 6.6 Hz, J= 6.3 Hz, J= 6.6 Hz
respectivamente.
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Figura 12. Espectro de RMN de "H del compuesto 2 en MeOD a 300 MHz.

En el espectro de RMN de "3C (Figura 13) para el compuesto 2, donde se observa
a 8¢ 19.9 la sefal correspondiente al grupo CHs del p-TsO. Asi mismo a &: 35.5 se
encuentra la sefial del grupo CH2 de la L-fenilalanina, seguida de la sefial a &c
52.3 para el carbono de los dos grupos metilos de las amidas, mientras que la
sefal a &c 53.2, pertenece al grupo metino unido a la diamida, a &c 123.5, 125.5,
128.5, 130.4, se encuentran la sefales para los carbonos de los anillos
aromaticos 3, 2’, 3’, 2 respectivamente, por tanto las sefiales a &c 140.5 y 147.5
corresponden a los carbonos ipso 1’ y 4, la sefnal a & 141.9 es asignada a los
carbonos ipso 1 y 4’, y finalmente una sehal a & 168.6 es asignada a los

carbonos de los grupos carbonilos 1” y 2”.
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Figura 13.Espectro de RMH de '3C del compuesto 2 en MeOD a 75 MHz.

Se confirmd la estructura por espectrometria de masas por I.E.S., cuyo espectro
se puede observar un pico a 449.1 m/z, correspondiente al idn molecular M*! del

compuesto 2.

Al caracterizarse por Uv-Vis, FTIR y analisis elemental, para comprobar la
formacion de esta estructura, es que se propone que el mecanismo de reaccion
para la formacion del compuesto 2 se segun el esquema 18, consiste en un
ataque nucleofilico simultaneo por parte de la amina a los carbonos de los grupos
carbonilos de dos moléculas de cloruro de acetilo, con la formacién de los grupos
alcoxidos C, cuyos oxigenos al introducir nuevamente su par de electrones se
libera dos iones cloruros al medio, para formar la diamida 2, a pesar de que esto

implique una total desactivacion del nitrégeno con respecto a su nucleoficidad.
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Esquema 18. Mecanismo de reaccion para la amidificacion del compuesto 1.
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Una vez obtenido y caracterizado por todas las técnicas espectroscopicas el

compuesto 2 se procedio a realizar la reduccién del grupo nitro.
6.3. (3) (2S)-2-diacetamido-3-(4-aminofenil)propanoato de p-toluensulfonilo.

La reduccién del grupo nitro del compuesto 2 se llevo a cabo en EtOH anhidro
con Hidrato de Hidrazina y Fe(acac)s, para obtener el (2S)-2-diacetamido-3-(4-
aminofenil)propanoato de p-toluensulfonilo 3 como un sdlido color café claro, con

un rendimiento del 83 % (Esquema 19).
[0]
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Esquema 19. Sintesis del compuesto 3.

De igual manera el compuesto 3 se caracterizdé por RMN de 'H (Figura 14), en el
espectro se observa a oH 2.29 la senal simple del grupo CHs del p-TsO, seguido
de la senal simple a &1 3.17, correspondiente a los grupos metilos de amidas y el
grupo metileno, mientras que la senal triple del grupo metino unido a la diamida se
encuentra a o1 3.96 con constante de acoplamiento de J= 6.6 Hz. Las sehales

dobles a o1 7.13 y 8.17 con constantes de acoplamiento de J= 7.8 Hz, J= 8.4 Hz,
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que corresponden a los protones de los anillos aromaticos 3’ y 3 respectivamente,
a oH 7.50 una senal doble con constante de acoplamiento de J= 8.1 Hz se asign6
a los protones de los anillos aromaticos 2 y 2'. Finalmente se observa una sefal a

OH 9.10 para los protones de la amina.
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Figura 14. Espectro de RMN de "H del compuesto 3 en DMSO-ds a 300 MHz.

De igual manera se obtuvo el espectro de RMN de '3C (Figura 15), a dc 21.3 se
observa la senal asignada al grupo CHs del p-TsO, seguida de la sefal para el
grupo CHz unido a la anilina, a & 37.1. A dc 52.6 se observa la sefal de los
grupos CHs de la diamida, mientras que a &c 53.3 se encuentra la senal
correspondiente al grupo CH, a &c 124.1, 126.1, 128.7, 131.5, se encuentran las
sefales de los carbonos de los anillos aromaticos 3, 2’, 3’, 2 respectivamente. A
Oc 138.4, 143.6, 145.9, 147.5 se encuentran las sefales de los carbonos ipso 1’,
1, 4, 4 respectivamente y finalmente a 6c 166.8 y 167.5 se observan las sefiales

de los carbonos de los grupos carbonilos 17, 2” respectivamente.
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Figura 15. Espectro de RMN de "3C del compuesto 3 en DMSO-ds a 75 MHz.

En espectrometria de masas, éste compuesto presentd un pico a 449.2 m/z, el
cual corresponde al id6n molecular M*' del compuesto 3, mas una molécula de

N2H2, debido al exceso de hidracina agregada sobre la cantidad de Fe(acac)s.

El mecanismo de reaccidn que ocurre para la reduccion del grupo nitro del
compuesto 2, es por medio de 2 pasos, el primero donde se oxida la hidrazina a
nitrgeno molecular, cuya reaccion (Esquema 20) es la fuente de protones y

electrones necesarios para la reduccion del grupo nitro.
2Fe’" + N,H, —> 2 Fe? + N,H,
N,H, + 2Fe*t —> 2Fe* + 2H" + N,

Esquema 20. Reaccion de oxidacion de la hidrazina.
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Mientras que en el segundo paso utiliza éste medio para formar el intermediario
nitroso y posteriormente el intermediario hidroxilamina, para finalmente obtenerse

el compuesto 3, como se muestra en el esquema 2134,
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Esquema 21. Mecanismo de reaccién de la aminacion reductiva34.

Una vez obtenido y caracterizado por todas las técnicas espectroscépicas el

compuesto 3 se procedio a realizar la obtencién del compuesto dicloroetilado.
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6.4 (4) (2S)-2-acetamido-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}propanoato de p-

toluensulfonilo.

Para realizar la dietilcloracion, se disolvié el compuesto 3 en THF, afadiendo
el acido cloroacético y el complejo BH3-THF, finalizando la reaccion con MeOH vy
ajustando el pH con K2C0s3, se obtuvo el (2S)-2-acetamido-3-{4-[bis(2-
cloroetil)amino}fenillpropanoato de p-toluensulfonilo 4, como un liquido café muy

viscoso, con un rendimiento del 69 % (Esquema 22).
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Esquema 22. Sintesis del compuesto 4.

o=—wn=—0

()

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 4, se observa a o1 1.41 una sefial
simple perteneciente al grupo CHs de la amida, seguido de la senal simple a on
2.38 asignada al grupo CHs del p-TsO, asi mismo a dn 3.28 se observa la sefial
simple correspondiente al CH2"", mientras que a &1 4.10 se encuentra otra sefal
simple asignada a los grupos metilenos 2 y 3", a dn 3.78, se encuentra una
sefal triple con constante de acoplamiento J= 6.7 Hz que corresponde al grupo
CH unido a la amida. Posteriormente se encuentra a én 7.25 y 7.72 las senales
dobles con constantes de acoplamiento de J= 6.0 Hz para ambos, los cuales se
asignaron a los protones 3’ y 2’ del anillo aromatico respectivamente, mientras
que las sefiales dobles de dobles a du 7.60 y 8.20 con constantes de
acoplamiento de J= 5.6 Hz y J= 5.4 Hz, pertenecen a los protones 2 y 3 del anillo

aromatico respectivamente (Figura 16).

46 |Pdgina



6. Discusion de Resultados

—4.215
—3.328

2.385
—1.414

1 32{
0.58]
1 28{
0.527

0]

0T
2 01{

(6, ]

0 91{

T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.
ppm

Figura 16. Espectro de RMN de "H del compuesto 4 en MeOD a 400 MHz.

A su vez el espectro de RMN de '3C (Figura 17) del compuesto 4, presenta una
sefal a &: 19.9 asignada al grupo CHs del p-TsO, seguida de la senal a 6c 24.6
para el grupo CHs de la amida, mientras que a &c 36.6, 41.6, 59.4, se encuentran

las sefales correspondientes a los metilenos 1’7, 2" y 3" respectivamente. Asi la
sefal a & 52.3 se asigna al grupo CH unida a la amida, por lo que a &c 123.5,
125.5, 128.4 y 130.5, se observan las sefales de los carbonos 3, 2’, 3’ y 2
respectivamente. Ademas de que las sefiales de los carbonos ipso 1’y 4 se
muestran a dc 140.4 y 147.4 respectivamente. A &c 141.9 se observa la sefal de
los carbonos ipso 1 y 4’. Finalmente a dc 170.8 y 175.1 se observan las sefales

de los carbonos de los grupos carbonilos 1” y 2” respectivamente.
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Figura 17. Espectro de RMN de 3C del compuesto 4 en MeOD a 100 MHz.

Para el compuesto 4 su estructura fue confirmada por espectrometria de masas,
por impacto electrénico, en el que se presenta un pico a 523.0 m/z, el cual

corresponde al ion molecular del compuesto 4 y Na.

El mecanismo de reaccion para la formacién del compuesto 4 (Esquema 23), se
presenta el ataque nucleofilico por parte de la amina del anillo aromatico al
carbono del grupo carboxilico del acido cloroacetico (ACA), formandose el
intermediario alcoxidos D y mediante un equilibrio acido-base se genera una
molécula de agua como buen grupo saliente, dando como resultado la primera
amida E, la cual es reducida por el complejo BH3-THF, obteniéndose la amina
secundaria, la cual sera mas nucleofilica debido al efecto inductivo del cloroetilo,
por lo que sucedera el mismo proceso con otra molécula del acido cloroacético,

para formarse la mostaza nitrogenada F.
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Esquema 23. Mecanismo de reaccion para la dicloroetilacion del compuesto 3.
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Al término de la reaccion se observo que, debido al exceso del acido cloroacético,
es que se lleva a cabo la hidrolisis de una de las amidas del compuesto 3, lo cual
explica el desplazamiento quimico de los protones del CHs, en RMN de 'H (Figura
16), cuya sefial se asigné mediante HMBC y HSQC. Por lo que en el esquema 24
se propone el mecanismo de reaccidon que realiza el acido cloroacético, en el cual
por un equilibrio acido-base, se activa uno de los carbonilos de las amidas y por
un ataque nucleofilico se forma el intermediario G, el cual por la protonacién del

nitrdgeno se rompe el enlace C-N, formandose el compuesto 4.

2 o A v

Esquema 24. Mecanismo de reaccion para la hidrélisis de amida.

Una vez obtenido y caracterizado por todas las técnicas espectroscopicas el
compuesto 4 se procedio a realizar la hidrdlisis de los grupos protectores para la

obtencién del melfalan.
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6.5 (5) Acido (2S)-2-amino-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}propanoico.

Para la obtencion del melfalan se hidrolizaron los grupos protectores del
compuesto 4, utilizando una mezcla de HCI/H20 1:1. Posteriormente se tratd con
carbon activado, ajustando su pH con Na2COs y suspendiendo en acetona se
obtuvo el Acido (2S)-2-amino-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}propanoico 5, como

un sélido de color café, con un rendimiento del 55 %, esquema 25.

a o cl o
o ™
|| HCV/H,O0 (1:1) 3m
N 0—s - N OH
| ‘ !
HN ° 2 3 2 NHz
Cl >:O Cl 5

4

Esquema 25. Obtencion del Melfalan.

El compuesto 5 se caracterizo inicialmente por RMN de "H, cuyo espectro (Figura
18) muestra a 1 3.15 una sefal simple para los protones de los grupos CH2 en
las cadenas cloroetilicas, una senal doble de dobles de dobles a &1 3.29 con

constantes de acoplamiento J= 6.3, 18.0 Hz, para el metileno 1", seguido de una
sefal triple a o+ 3.39 con constante de acoplamiento J= 3.0 Hz correspondiente al
grupo metino unido a la amina. Posteriormente se encuentran los protones en la
posicion 2 del anillo aromatico, a &1 7.65 con constante de acoplamiento de J= 8.7
Hz, una senal doble a &1 7.50 el cual no se pudo asignar y lo consideramos una
impureza (probablemente del cloruro de tosilo u otra impureza). Seguido de un
doble a dn 8.16 con constante de acoplamiento J= 8.7 Hz, pertenece a los
protones del anillo aromatico, mientras que a dx 8.65 se observa una sefnal ancha
probablemente otra impureza. Finalmente a &1 10.71 se encuentra la sefial simple

del protén acido del grupo carboxilico.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H deTmcompuesto 5 en DMSO-ds a 300 MHz.
El espectro de RMN de '3C (Figura 19) del compuesto 5, muestra a dc 37.1 la
sefal perteneciente al grupo CH2'"", mientras para las sefiales de los grupos
metileno 2”7 y 3" de las cadenas alifaticas se encuentran a &c 40.0 y 49.4,
seguidos de la senal a &c 52.3 para el grupo CH unido a amina. Ademas las
sefiales para los carbonos 3 y 2 del anillo aromatico a 6c 123.9 y 131.7
respectivamente y las sefales de los carbonos ipso 1y 4 se observan a 6c 143.9y
147.2 respectivamente. Finalmente a &c 176.8 se encuentra la sefial asignada al

carbono del carbonilo del grupo carboxilico.
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Figura 19. Espectro de RMN de 3C del compuesto 5 en DMSO-d6 a 75 MHz.

Finalmente se confirmd su estructura por espectrometria de masas por impacto
electrénico en el que se observd un pico a 305 m/z, el cual corresponde al i6n

molecular del compuesto 5.

El mecanismo de reaccion para la hidrdlisis de los grupos protectores
correspondientes de la amina y el carboxilo se muestra en el esquema 26, el cual
consiste en la activacion de los grupos carbonilos por medio de equilibrios acido-
base, para ser atacados nucleofilicamente por moléculas de agua, formando los
intermediarios dioles H y l. Posteriormente se rompen las uniones C-N, C-O,
liberandose acido acético y acido p-toluensulfonico, por lo que al ajustar el pH con

Na2COs3 se forma el compuesto 5, correspondiente al melfalan.

53| Pagina



6. Discusion de Resultados

\w HFO =0 -HO—— O

HN

/‘7:0}-1 HZO OH H

Hf H

- L — 1] oMo \w o

N
H,0

m

o

NH;

NH, o

cl ® cl
HO!
\ > ¢ \ 7
" 075{% - NW"WO
&)
/J /J Lo,
I
cl H,0 cl

DOt 0 OO

NaHCO,

Esquema 26. Mecanismo de reaccién para la hidrolisis de los grupos protectores.

Finalmente al obtener el compuesto 5 se procedié a caracterizarlo por todas las
técnicas espectroscépicas, concluyendo de esta manera la ruta sintética del
melfalan.

A éste compuesto se le realizaron una serie de lavados con 40 mL acetona en tres
ocasiones, obteniéndose un polvo blanco, el cual se volvio a caracterizar y el

espectro de resonancia magnética nuclear de 'H se muestra en la figura 20.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H del melfalan 5 en MeOD a 300 MHz después.

Figura 21. Melfalan.
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Se realizd la sintesis del (2S)-2-amino-3-(4-nitrofenil)propanocato de p-
toluensulfonilo mediante la proteccion del grupo carboxilo de la 4-Nitro-L-
fenilalanina con acido p-toluensullfénico en tolueno y alcohol bencilico con buenos
rendimientos.

Se realizé la proteccion de la amina del (2S)-2-amino-3-(4-nitrofenil)propanoato de
p-toluensulfonilo con exceso del cloruro de acetilo en etanol, y se obtuvo la
diamida. Probablemente la formacion de esta diamida ocurrié por un ataque
simultaneo a dos moléculas del cloruro de acetilo. El producto ((2S)-2-
diacetamido-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo) de la reaccion se
obtuvo con buenos rendimientos.

El grupo nitro del (2S)-2-diacetamido-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluen
sulfonilo se redujo con hidrazina y Fe(acac)s. El producto ((2S)-2-diacetamido-3-(4-
aminofenil)propanoato de p-toluensulfonilo) de la reaccion se obtuvo con buenos
rendimientos, y no se observd un cambio en la isomeria.

Se realizé la sintesis de la mostaza nitrogenada ((2S)-2-acetamido-3-{4-[bis(2-
cloroetil)amino]fenil}propanoato de p-toluensulfonilo) y se observd que el uso del
acido cloroacético genera la pérdida de un grupo acetilo.

La desproteccidon de los dos grupos protectores se realizé en una sola etapa de
sintesis para obtener el melfalan. El producto de la reaccién se obtuvo con buenos
rendimientos.

Todos y cada uno de los compuestos obtenidos se caracterizaron por RMN de 'H,

13C, espectroscopia de IR, Uv-Vis, espectrometria de masas y analisis elemental.

Se demostré que es posible obtener al melfalan empleando una nueva ruta sintética,

en solo cinco etapas de sintesis (menores a las reportadas en la literatura) y con un

mayor rendimiento total de 22.84 %.
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9.1. (2S)-2-amino-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo (1)

9.1.1. Espectrometria de masas
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9.2.3. Espectro de UV-Vis
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9.2. (2S)-2-diacetamido-3-(4-nitrofenil)propanoato de p-toluensulfonilo (2)

9.2.1. Espectro de RMN DEPT 90
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9.2.3. Espectro de RMN HVBC

ppm

1[ M n u b
ppm
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o
— 0 i
— 4 3] Mo G
I ,
— ' v o fobom 50
100 €
o
(=%
0 0 % ﬂ 8« b e w .
— H ] i ] 0 B
n ) t ‘ : F150
- o | o=
200
9.2.4. Espectro de RMN HSQC
ppm
9‘5 20 §5 8‘0 ZS ZO §5 6‘0 5‘.5 5‘0 4‘5 10 3‘5 3‘0 %5 2‘0 1‘5
Lo
— a@e
R ()
— ] ] L
@ @ 50
+100
¢ b
—— +150
200

66| Pagina



9. Anexo

9.2.5. Espectro de RMN COSY
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9.2.7. Espectrometria de masas
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9.2.9. Espectro de UV-Vis
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9.3. (2S)-2-diacetamido-3-(4-aminofenil)propanoato de p-toluensulfonilo (3)

9.3.1. Espectrometria de masas
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9.3.3. Espectro de UV-Vis

9. Anexo
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9. Anexo

9.4. (2S)-2-acetamido-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}propanoato de p-

toluensulfonilo (4)
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9. Anexo

9.4.3. Espectro de RMN HVBC
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9. Anexo

9.4.5. Espectro de RMN COSY
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9. Anexo

9.4.7. Espectrometria de masas
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9. Anexo

9.4.9. Espectro de UV-Vis
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9. Anexo

9.5. Acido (2S)-2-amino-3-{4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil}propanoico (5)

melfalan
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9. Anexo

9.5.3. Espectrometria de masas
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9. Anexo

9.5.5. Espectro de UV-Vis
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