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ABREVIATURAS

6: Desplazamiento quimico en partes por millon, usando TMS como referencia

interna.
ppm: Partes por millén
J: Constante de acoplamiento
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DEPT: Distortionless Enhacement by Polarization Transfer
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La influenza es una enfermedad contagiosa de las vias respiratorias causada
por diferentes tipos de retrovirus de la familia de los Orthomyxiviridae. Dentro
de esta familia de virus, sélo 3 subtipos son capaces de provocar la
enfermedad: los Influenza-virus A, By C. En general, esta enfermedad produce
un cuadro clinico que provoca sintomas desagradables pero tolerables, los
cuales desaparecen por accién natural del sistema inmunolégico. Sin embargo,
en ocasiones, aparecen nuevas cepas mutantes que debido a su facilidad de
contagio e inmunidad a las defensas naturales, provocan pandemias con
consecuencias desastrosas. En el siglo XX se registraron 3 grandes
pandemias,entre las cuales la peor de todas fue la que produjo una nueva
variante de los virus HIN1 de 1918 a 1920, la gripe espafola, ya que se calcula

que alrededor del mundo maté entre 100 y 200 millones de personas.

Actualmente, la influenza contindia siendo un problema de gran importancia en
el ambito de la salud mundial, se estima que entre 20 000 y 40 000 personas
mueren anualmente debido a éste padecimiento. Adicionalmente a las muertes
anuales registradas, la reciente pandemia de la influenza de tipo AH1N1
culminé con un numero mayor de muertes, ademas de que existe la
preocupacion por el posible esparcimiento del virus de la gripe aviar cuya

mortalidad es de mas del 50%. ["!

También hay un fuerte temor ante el desarrollo de una pandemia cuya
mortalidad sea mayor que la registrada por la AH1N1. La mayoria de los
virélogos coinciden en que una pandemia se presentara en las préximas
décadas derivada de la influenza AH5N1 o de alguna de las mutaciones

provenientes de la subfamilia de virus tipo A%,
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El mecanismo principal de prevencién de la influenza es a través de la
vacunacion. Sin embargo, el tiempo estimado en producir suficientes vacunas
para una gran cantidad de poblacién, es de seis a ocho meses y la vacuna solo
puede ser almacenada por diez y ocho meses, ademas de que debe ser
administrada por lo menos 4 semanas antes de entrar en contacto con el virus
para tener una buena efectividad. Aunado a esto, los virus de la influenza
mutan de temporada a temporada, lo que obliga a fabricar nuevas vacunas

para estas cepas resistentes.

Por otra parte, la influenza tiene un fuerte impacto en la economia de diversas
naciones, las cuales gastan una cantidad considerable de su presupuesto para
tener almacenados antivirales en caso de una pandemia. Tan solo los Estados
Unidos de Norteamérica, gastaron en 2004 alrededor de trece millones de

délares en vacunas en contra de la influenza de tipo AH5N1,

No obstante, el mecanismo de replicacion unico que presenta el virus de la
influenza, ha permitido que, en la actualidad se pueda identificar un namero
potencial de moléculas del virus que pueden ser atacadas por los
medicamentos. Entre estos blancos, se encuentra la Neuroaminidasa (NA)
(Figura 1), la cual es una de las glicoproteinas que mas se encuentra
expresada en la superficie de los virus de la influenza tanto de tipo A como de
tipo B. Esta Neuroaminidasa remueve las terminaciones de acido salicilico de
las glicoproteinas y glicolipidos y se piensa, que su actividad es necesaria para
la liberacion de los nuevos virus formados en las células infectadas, asi como
para permitir el movimiento del virus a través del sistema respiratorio, lo cual

aumenta su capacidad infecciosa. Por todas estas razones, se ha considerado
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a la Neuroaminidasa como el blanco mas propicio en el combate contra la

influenza ™.

Figura 1: Estructura de rayos X de
la enzima Neuroaminidasa.

Los actuales inhibidores de la Neuroaminidasa son una nueva clase de
medicamentos contra la influenza, siendo el Zanamivir y el Oseltamivir (Figura
2). Los dos medicamentos han sido aprobados para consumo humano. Sin
embargo, de éstos dos, el oseltamivir es el Unico que presenta una buena

biodisponibilidad después de su administracién por via oral.
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Figura 2: Inhibidores de la Neuroaminidasa.

Se piensa que ambos farmacos tienen interacciones con la proteina, similares
a las que presenta el sustrato natural, el acido neuroaminico (Figura 3), aunque
ambos medicamentos dependen también de interacciones con residuos de
aminoacidos diferentes de aquellos con los que interacciona el &cido
neuroaminico y la enzima. Se ha anticipado que la resistencia a los inhibidores
de la Neuroaminidasa, sera dada por las modificaciones en los residuos de la

estructura de la proteina, antes que por modificaciones en el sitio activo .

HO OH

Figura 3: Acido neuroaminico, sustrato natural de
la Neuroaminidasa.
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Se ha descubierto que la molécula de la Figura 4, es un estado de transicion
que se une al sitio activo de la influenza. Con base en esto, fueron sintetizados
algunos compuestos similares, a los cuales se les evalu6 su capacidad como
inhibidores de la Neuroaminidasa. Ademas de estas estructuras cuya actividad
fue medida in vitro, también se probaron por modelaje molecular, otras
estructuras que también fueron comparadas con su actividad in vitro arrojando

resultados favorables .

@)

Figura 4: Estado de transicidén que interacciona con el sitio activo.
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ANTECEDENTES



Como ya se ha descrito anteriormente, la importancia del Oseltamivir provoco
el desarrollo de diversos métodos para su sintesis. Este medicamento fue
descubierto y patentado en 1995 por la compania “Gilead Sciences”. Sin
embargo, en sus inicios, la produccion de este &cido se realizé a partir del
(-)-&cido Shiquimico (Figura 6), el cual por contener dentro de su estructura al
sistema carbociclico y 3 centros quirales, facilité la obtencion del Oseltamivir,

mediante una ruta de 14 reacciones que tuvo un rendimiento global del 15%.

O OH

W\

AN
AN

AN

HO OH

H

Figura 6: (-)-Acido Shiquimico.

Debido al alto costo del (-)-acido Shiquimico y la baja disponibilidad, ésta
companfia se vio en la necesidad de optimizar su ruta de sintesis y buscar otra
materia prima inicial, por lo que se escogi6é el (-)-&cido quinico, el cual se
transformaba en el acetdnido correspondiente usando un método previamente
descrito *?. El resultado de esta modificacién produjo que la sintesis del
Oseltamivir fuera redituable, ya que el (-)-acido quinico es un reactivo barato y
de facil acceso, por lo que “Gilead Sciences” pudo asi proponer la primera ruta

de sintesis a gran escala Esquema | .
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A partir de este trabajo, a la fecha se ha realizado una fuerte investigacion para
obtener diversas maneras de sintetizar el Oseltamivir. Dentro de estos nuevos

métodos para sintetizar Oseltamivir, encontramos:

e Las desarrolladas por las compafias Hoffmann-LaRoche Ltd®”' y Roche
Colorado Corporation'®, basadas en el epoxido 11. Mientras que la
metodologia propuesta por Hoffmann-LaRoche Ltd, propuso un
mecanismo que evitaba el uso de las azidas y en el trabajo de la
compafia Roche, sus variantes fueron la introduccién de nuevas formas
de abrir al epoxido 11.

e La sintesis basada en la reaccién asimétrica de tipo Diels-Alder para la
obtencién del Oseltamivir. Entre los grupos que desarrollaron estas
sintesis se encuentra el grupo de Corey®!, las realizadas por el grupo de
Shibasakil® y las mas recientemente realizadas por el grupo de Akio!'%.

e Rutas basadas en reacciones de metatesis como las propuestas por el
grupo de Yao!'"l.

e Los desarrollos hechos con base en la apertura asimétrica de anillos de
las meso-aziridinas realizadas por el grupo de Shibasaki®.

e Las nuevas rutas que aprovechan y optimizan el uso de &cido
Shiquimico, que originalmente habia sido propuesto '2.

e Sintesis viables basadas en el costo de los reactivos como la que
propone el uso de D-manitol o D-Ribosa, como sustratos de partida y
empleando reactivos de bajo costo'*4],

Pese a todo el estudio que se ha hecho sobre el Oseltamivir, se ha visto que el

uso clinico de estos inhibidores de la Neuroaminidasa en el tratamiento del

virus de la influenza H1N1, ha provocado la formacion de cepas resistentes a

18



estos farmacos y, aunque se sabe que los nuevos virus que desarrollan
resistencia al Oseltamivir, emergen con menos frecuencia que aquellos que
son tratados con otros inhibidores de la Neuroaminidasa, se ha visto
recientemente que se ha elevado el numero de casos resistentes a este
medicamento, especialmente en nifos. Debido a la formacién de estas nuevas
cepas mutantes, es necesario desarrollar derivados del Oseltamivir con el
objetivo de probar su actividad biologica en cepas resistentes al

medicamento!'>18l,
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OBJETIVOS

Llevar a cabo una nueva ruta de sintesis que permita obtener moléculas
similares a Tamifli®, que parta de reactivos de bajo costo, mediante
reacciones sencillas y que implique la menor cantidad de pasos
posibles.

Caracterizar y determinar la estructura tridimensional de las nuevas

moléculas sintetizadas a partir de las técnicas espectroscépicas como

son: RNM-H', RNM-C™3, IR y EM.

METAS

Sintetizar moléculas similares a Tamifli®.

Obtener la caracterizacion espectroscépica de estas moléculas.

Generar una ruta sintética, a partir de la cual, sea posible obtener una

familia de moléculas similares al Tamifl(®.

20
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Para obtener nuevos farmacos similares estructuralmente al Oseltamivir, se
tienen que hacer modificaciones en las posiciones y grupos funcionales de los
sustituyentes dentro del anillo del (3R,4R,5S)-4-Acetilamino-5-amino-3-(1-
etilpropoxi)-1-ciclohexen-1-carboxilato de etilo (Tamifli®, 1). Se propone la ruta

de sintesis mostrada en el ESQUEMA I

En esta sintesis, se propone que a partir de 1, se lleve a cabo una reduccion de
Birch, ya que se aprovecha al grupo electroatractor del anillo aromético para
que las dobles ligaduras queden en la posicion 2 y 5 del anillo aromatico,
generando la estructura 2. Una vez que se ha llevado a cabo esta reduccion,
sera necesario proteger el grupo acido, esto se puede hacer mediante una
esterificacion de Fischer en medio acido de 2 para generar el éster metilico 3.
Posteriormente, se propone que 3 reaccione con 2 equivalentes del Ac. MCPB
para formar la mezcla de diepdxidos 4, 5 y 6. Una vez obtenidos estos
diepdxidos, sin llevar a cabo ninguna separacion, se les tratara con una base
impedida con el objeto de aprovechar la propiedad &cida del proton a al
carbonilo y asi llevar a cabo la apertura de uno de los epdxidos para generar
las estructuras 7 y 8. Estas estructuras se separaran por medio de
cromatografia en columna de tipo “flash”. Una vez aislados y caracterizados
cada uno de los epoxi-alcoholes, se trabajara con ellos, para que a traves de
una reaccion nucleofilica por parte del grupo azida nos de como resultado la
mezcla de los productos 9 y 10. Como se observa, estos compuestos ya
presentan una estereoquimica definida para los grupos azida y alcohol.
Posteriormente se hara una reaccién de Staudinger intramolecular, lo que nos

generara las estructuras 11 y 12 y finalmente realizaremos la apertura por
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medio de amoniaco liquido para fomar los diaminoalcoholes 13 y 14 que tienen

una estructura similar a la del Tamifli®.
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ESQUEMA II: Ruta de sintesis propuesta para poder generar las nuevas
moléculas.
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Y
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Reaccion de reduccion de Birch

Para llevar a cabo la reduccién de Birch del acido benzoico, se empled
Na°’/NH;(),EtOH. Se encontré6 que para esta molécula, el amoniaco que se
emplea no requiere previa destilacion. Esta reaccién se llevé a cabo a -70°C, al
principio la disolucién es incolora y conforme avanza la reaccién, al agregar la
primera cantidad de Na°, se puede observar la formacién de un precipitado
blanco, el cual se atribuiy6 a la formacién de etéxido de sodio que es insoluble
en la mezcla de EtOH/NH3(). Posteriormente, se puede apreciar la aparicion de
una coloracion azulada, que desaparece rapidamente y cuando la reaccion se
ha completado, persiste por un lapso de alrededor de 3 a 5 minutos. Por lo que
se ha informado en la literatura, esta coloracion corresponde a la especie
NHze’, es decir, se debe a un electrdn solvatado, el cual es el causante de la
reduccion del anillo aromatico y de la coloracién azul intensa que se observo,
por lo que su persistencia indica que la reaccién de reduccién se ha
completado. Posteriormente se evapora el exceso de NHgz, y el EtOH. Se
adiciona agua a la mezcla de reacciéon y después se le agrega HCI al 10%
hasta llegar a pH<3. Se escogi6 este pH, por que el pKa del acido benzoico
reportado es de 4.21, por lo que al estar al menos 1 unidad por debajo el pH
del pKa se garantiza que mas del 90% del acido se encuentra protonado,
siendo la especie mas indicada para realizar una extraccién liquido-liquido. Una
vez que se ha acidulado, es necesario extraer de manera rapida, ya que se ha
observado que el O, del medio ambiente tiene la capacidad de oxidar al acido

2-5-ciclohexadien-1-carboxilico y regresarlo al &cido benzoico.

Si la extraccién y la evaporacion del disolvente a presion reducida se hacen lo

suficientemente rapido, es posible obtener hasta un 95% de rendimiento crudo.
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Para poder seguir la formacion de nuestro producto reducido, se prepara una
c.c.f. la cual se eluye en un sistema 80:20 (Hex:AcOEt), observdndose una
mancha caracteristica de acido carboxilico que absorbe en UV de onda corta
cuando el producto esta oxidado y la misma mancha caracteristica que no
revela en UV de onda corta, pero si en yodo cuando el producto se encuentra

reducido.

El Espectro de IR que se obtiene de este compuesto reducido, presenta una
banda de alta intensidad en la regién de 1699 cm™, la cual corresponde a la
vibracion del carbonilo atribuible a un acido carboxilico, asi como una sefal
muy ancha en la regién comprendida entre los 3600-2800 cm™' que
corresponde de igual forma a un &acido carboxilico. Por otro lado, no se
observan sobretonos en la regién de 2200-2000 cm™, lo que nos confirma que
la parte aromatica fue reducida, asi como la formacién de una sefal de
intensidad media en 1639 cm™, correspondiente a la vibracién de las dobles

ligaduras entre carbono y carbono.

En la espectroscopia de RNM-H', se presentan 4 sefiales: la primera
correspondiente a un multiplete en 2.71 ppm, que equivale a los hidrogenos 1y
que integra para 2 (Figura 7), la segunda sefal ubicada en 3.79 ppm en forma
de multiplete, y que se atribuye al protén 2 y que integra para 1, la tercera sefal
ubicada en 5.88 ppm se asigné a los hidroégenos 3 y 4, que integra para 4.
Finalmente se puede ver que existe una sefal muy ancha centrada en 8.42

ppm correspondiente al proton del acido 5.
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Figura 7: Acido 2-5-ciclohexadien-1-carboxilico con las asignaciénes
correspondientes.

Reaccion de esterificacion de Fisher

Una vez que se ha obtenido el acido 1,5 dihidrobenzoico 2, éste se hace
reaccionar con un exceso de MeOH, se adiciona 10 gotas de H>SOuconc) Y S€
pone a reflujo durante 48 horas. Durante el transcurso de toda la reaccién, se
debe mantener atmésfera de N,, ya que se ha observado que si no se
mantienen estas condiciones se vuelve a aromatizar. Después de que ha
transcurrido este tiempo, se concentra la muestra en el rotavapor y cuando
queda alrededor de un cuarto de la muestra original, se adicionan 100 mL de
buffer de  AcOH/AcO™ de concentracion 0.5M y pH=5.5. Posteriormente se
procede a realizar 4 extracciones sucesivas con 30 mL AcOEt. La adicién de
este buffer es con la finalidad de que el acido que no haya terminado de
reaccionar se quede en la fase acuosa y el éster metilico se extraiga a la fase
organica. Todo esto se debe realizar de la manera mas rapida que sea posible
ya que el 1,5 dihidrobenzoato de metilo es un producto que reacciona con el
oxigeno del medio ambiente y se oxida a benzoato de metilo. Esta reaccion se
ha logrado obtener con rendimiento crudo del 90% y pureza de alrededor del

86%. Para determinar la pureza con la que se esta trabajando, se envia el
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producto crudo a RNM-H' y se calcula con base en los protones de las dobles
ligaduras y los aromaticos del benzoato de metilo, el cual se puede observar

que es la Unica impureza presente.

Para seguir la reaccion de esterificacion del acido, se hace c.c.f y se observa
que nuestro nuevo producto eluido en un sistema 70:30 [Hex:AcOEt] tiene un
r.f de 0.9 mientras que la materia prima tiene un r.f de 0.5. Al igual que en la
reaccion anterior, el producto deseado no presenta absorcion en la region del
UV cercano y si revela con yodo, mientras que la impureza presenta casi el

mismo r.f, absorcidn en la region del UV cercano y no revela con yodo.

El espectro de IR no se obtuvo debido a que el producto se descompone de
manera muy rapida, sin embargo, si se logré obtener el espectro de RNM-H".
Se puede observar con respecto al de la materia prima un singulete en la
posicion 3.72 ppm que integra para 3 hidrégenos, lo cual nos indica que se ha
formado el éster metilico correspondiendo esta sefal a los protones marcados
como 5 cuya integracién corresponde a 3 (Figura 8). Asimismo no se observa

la sefial ancha de 8.42, con lo que se confirma que el 4cido ha reaccionado.

o) o}
CHg®

Figura 8: Se muestra el 2,5 dihidrobenzoato de metilo con la asignacion del
nuevo grupo funcional generado.
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Para finalizar, es necesario decir que el producto de esta reaccion, no se
purifica, debido a que se descompone, por lo que una vez que se tiene el
producto crudo, se hace reaccionar inmediatamente con el Ac. MCPB para

obtener una molécula mas estable.

Reaccion de formacion de los epoxidos-alcoholes

Para esta reaccién se calculd la pureza del 1,5-dihidrobenzoato de metilo con
base en lo mostrado por los espectros de RNM-H' y a partir de esta estimacién
se hicieron reaccionar por cada mol de 3, 2.1 equivalentes del Ac. MCPB en
CHCl,. Primero se anadié 1 equivalente de Ac. MCPB y después de esperar 2
horas, se adicionaron los otros 1.1 equivalentes del peracido. Esto se hizo con
el objetivo de que se complete toda la reaccion, ya que si no se realiza de esta
manera, se ha observd que no se completa la diepoxidacion llevandose a cabo
solamente la reaccion de monoepoxidacién. El seguimiento de esta reaccion se
hizo por c.c.f, y se determiné que ésta ha finalizado cuando no aparece la
mancha de la materia prima y cuando al revelar con solucion de Ce(SOs), se
observarén 2 productos con que presentaban rf en 0.4 y 0.3. Sin embargo,
cuando se reveld la cromatoplaca con luz UV, se observé la presencia de un
acido lo que podemos atribuir a la formacién de acido 3-clorobenzoico. Esto se
confirma al observar la formaciéon de un precipitado blanco en la disolucién, ya
que este producto es insoluble en CHxCl,. La formacién de este subproducto no
permite la purificacién de los diepdxidos ya que su r.f coincide con el que tienen
los productos, y no es posible usar sus propiedades acido-base, ya que una
extraccion con medio basico provoca la descomposicion de nuestros productos
debido a una adicion nucleofilica por parte de los "OH presentes en el agua. Se

intentd purificar empleando una filtracion al vacio, sin embargo se observo que
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la solubilidad intrinseca de esta impureza no permite que se obtenga un
producto con una pureza aceptable, ya que después de filtrar aun se observo

en la c.c.f la presencia del contaminante.

Una vez que se han obtenido los productos 4,5 y 6 de la diepoxidacién, se
elimind el exceso de Ac. MCPB y posteriormente se adiciond trietilamina, con el
objetivo de llevar una reaccion acido-base entre la trietilamina y la mezcla de
las moléculas 4, 5 y 6, ya que para todas estas moléculas el hidrégeno a al
carbonilo tiene propiedades acidas y al ponerse en contacto con una base
formaran el alcohol vinilico. Por otra parte, el uso de trietilamina, que por ser
una base impedida, garantiza que se abstraera el protdén acido y que el epdxido
resultante no sufrira ningun ataque nucleofilico. Una vez que se adiciona la
trietilamina, se observa un cambio en la coloracion, formandose una disolucién
de color amarillo. Al realizar una c.c.f en un sistema 60:30:10
(Hex:Acetona:CH2Cl,) se observa la formacion de cuatro productos que
revelan UV. El primero con un r.f de 1 y que corresponde a parte de la materia
prima que se re-oxid6 hasta benzoato de metilo; los productos que presentan
un rf de 0.5 y 0.4 corresponden a las moléculas 7 y 8. Finalmente, en el punto
de aplicacion se observa una mancha mas, la cual corresponde al 3-
clorobenzoato de trietilamonio que permanecié como impureza proveniente de

la reaccion anterior.

Una vez que se logran separar las moléculas 7 y 8 a través del uso de
cromatografia en columna de tipo Flash, se mandaron caracterizar a través del
uso de técnicas espectroscopicas para determinar su conformacién y

estereoquimica.
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Para la molécula con un r.f de 0.5, la cual denominaremos epéxido B (7), se
obtuvo un espectro de IR, que muestra las siguientes bandas: una muy ancha
en la regién entre los 3600-3150 cm™, a la que se le atribuye al grupo —OH,
también se observa una banda fina de gran intensidad en 1712 cm™, la cual
nos confirma la existencia de un carbonilo de tipo éster, ademas se observa
una banda en 1643 cm™” que indica la existencia de una doble ligadura
carbono. Finalmente encontramos una banda de igual intensidad a la del

carbonilo en 1254 cm™, lo que nos indica que existen vibraciones O-C.

El espectro de RNM-H' de este compuesto muestra 8 sefiales: La primera se
ubica en 7.28 ppm, que integra para un unico hidrégeno y que tiene la forma de
un doble de dobles (J=3,6,2.1) correspondiente al H', la segunda sefial se
presenta como un multiplete en 4.25 ppm e integra para 1 hidrégeno asignado
como H?, la tercer sefal aparece como un doble de doble de dobles (J=4.1,
2.3,0.9), en 4.14 ppm, integrando para 1 y marcado como H° la cuarta sefial se
presenta como un singulete en 3.85 ppm y corresponde a los hidrégenos
marcados como H*, la quinta sefial aparece en un desplazamiento de 3.82
ppm, asignada a H° y que presenta una forma de multiplete, por estar muy
cerca de la cuarta sefal hace que ambas tengan una integracion de 4
hidrégenos, la sexta sefal se ubica en 2.59 ppm, integrando para 1 y
presentandose como un doble de triples (J=15.9,1.8,1.5), ha sido asignada H°,
la séptima senal aparece como un doblete (J=11.7) en 2.34 ppm, integrando
para 1 e impuesta por el H’, finalmente la octava sefal se encuentra como
doble de doble de dobles (J=15.9, 4.5, 0.9) en 1.79 ppm integrando para 1y

atribuida a H®.
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Figura 9: Se muestran los protones asignados al espectro de RNM-H' para la

molécula epoxido B.

Con base en estas senales, nos es posible afirmar que se trata del epdxido B

con una conformacién en la que el alcohol se encuentra en posiciéon axial, ya

que:

La multiplicidad observada para H', solo puede ser explicada si este
hidrégeno se acopla con H?, lo cual Gnicamente ocurre mientras ambos
coexistan en el mismo plano.

Para que H® tenga esa multiplicidad, es necesario que la molécula 7
adopte una conformacion en la que el alcohol se encuentra en posicion
axial. Esto es debido a que al hacerlo, el angulo que forma con H? y H®
es aproximadamente de 60° por lo que presentard 2 constantes de
acoplamiento muy parecidas, que daran origen a un doble de doble de
dobles, en el que dos de las J seran practicamente iguales, mostrandose

como un triplete, mientras que el acoplamiento con el proton geminal
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provocara que se observe una constante mayor por lo que la sefial se
observa como un doble de triples.

e Al formar esta conformacion con la configuracién mostrada, podemos
observar que el grupo —OH tiene la posibilidad de formar un puente de
hidrégeno interno, lo que explica que esta molécula sea menos polar
que su diasteroisémero a, ya que el alcohol no esta en posibilidad para

formar puentes de hidrégeno con otras moléculas.

Para comprobar la estructura que propuesta, se obtuvo el espectro de RNM-
C'®, que presenté 8 sefales, dentro de las cuales observamos una sefial en
165.9 ppm, correspondiente a un carbono cuaternario, esto se confirma dado
que el experimento DEPT muestra la ausencia de dicha sefnal; y nos corrobora
la existencia de un carbono de carbonilo de éster. También aparecen 3
carbonos bases de oxigeno ubicados en 62.07, 55.51 y 52.27 ppm. El primero
de ellos corresponde al carbono base del alcohol alilico y los 2 siguientes, a los

carbonos base del epoxido.

Finalmente, se obtuvo el espectro de masas de 7, que muestra al ibn molecular
en 170 de m/z, y la primera fragmentacion produce una m/z de 15 unidades
menor, lo que corresponde a la pérdida de un —CHs. El pico base se encuentra
en 95 de m/z, corresponde a la molécula que se muestra en la figura 10, la cual
se puede explicar a través de la pérdida del grupo éster y del alcohol mediante

un rearreglo McClafferty.

La molécula 8 presenta un rf de 0.4que corresponde al epdxido a, presenta un
espectro de IR casi idéntico al que se describi6é para el epdxido B, por lo que la

descripcién corresponde a la que se realizé para este Ultimo compuesto.
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Sin embargo, el espectro de RNM-H', presenta diferencias significativas. En
este espectro, se observan 8 sefales distintas: la primera de ellas aparece
como un singulete en 7.03 ppm, la cual integra para 1y que corresponde a H'
la segunda sefnal es muy ancha y se presenta como un multiplete en 4.44 ppm,
que integra para 1y asignada a H?, la tercer sefial corresponde a un doble de
dobles (J=4.2,2.1)que se encuentra en 3.95 ppm y que integra para 1 marcado
como H° la cuarta sefial se presenta como un singulete en 3.82 ppm,
integrando para los 3 hidrégenos marcados como H* correspondiente al metilo
del ester, la quinta sefal se ubica en forma de un triplete (J=3.3) en 3.57 ppm,
presenta una integraciéon de 1 y se le asigné al protén H® la sexta sefial
corresponde a un doble de doble de dobles (J=14.1, 8.1,2.7), ubicada en 2.70
ppm que integra para 1y que fue asignada al hidrégeno H®, la séptima sefial es
ancha igual que la anterior, ubicada en 1.90 ppm y que integra para 1
correspondiente a H’, finalmente la Gltima sefial, se ubica en 1.59 ppm en
forma de un doble de dobles de dobles (J=14.1,10.5,0.9) que integra para 1y

se atribuye al proton H®.

0
TTSCHY,

Figura 10: Se presenta la molécula denominada como epdxido a con las
asignaciones correspondiente a la RNM-H".
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Podemos afirmar que a temperatura ambiente, se tiene una interconversiéon de

conformacion en la que el alcohol axial pasa a ecuatorial.

Para confirmar esta estructura, se obtuvo el espectro de RNM-C'3, el cual es
muy similar al que se tiene para el epdxido B, con excepcion de los carbonos
que son base del alcohol y de los epdxidos, ya que estos se presentan en

63.23, 52.07 y 51.00 ppm respectivamente.

Finalmente, al igual que para el epoxido B se obtuvo el espectro de masas, el
cual presenté el mismo ion molecular en 170 de m/z pero el pico base se
encontré en 139 de m/z correspondiendo a la pérdida del grupo —OCHgs de

nuestra molécula.

Es importante decir, que las moléculas anteriormente descritas, son muy
sensibles al medio ambiente, pues se ha observado que se descomponen, esto
debido a que, como se ha indicado en la literatura !'”), estos epéxidos tienen la
tendencia de formar polimeros, ademas de que la humedad del medio
ambiente tiene la capacidad de abrir al epdxido de las moléculas formando asi
el triol. Por todas estas razones es necesario purificar lo mas rapido posible a
los isébmeros a y B para continuar las siguientes reacciones y asi evitar su
descomposicién, asi como también mantener a los compuestos bajo atmosfera

de Nz y a temperatura menor de -10°C.
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Reaccion de formacion de azidodioles

A partir de los epéxidos a y B, se llevd a cabo una reaccion nucleofilica sobre el
epoxido, con el objetivo de obtener la apertura de éste Ultimo y generar los
azidodioles correspondientes. Para ambos epéxidos se colocd 1 equivalente de
cada uno de ellos en disoluciéon de MeOH/H,O y se le adicionaron 2.88
equivalentes de Azida de Sodio y Cloruro de Amonio. Pese a que las
estructuras de los epoxidos son muy parecidas, se han obtenido resultados
muy diferentes para ambos, por lo que se describirdn los resultados y las
condiciones particulares de cada una de las reacciones con los diferentes

epodxidos
Reaccion para el epéxido B (7)

Para este epdxido la mezcla de reaccién se dejé durante 45 minutos a una
temperatura e entre los 50°C y los 70°C, al cabo de los cuales se realizé una
c.c.f en la cual se observa la formacién de un nuevo producto y el consumo de
la materia prima. Después de purificar mediante una columna cromatografica,
se obtuvo un espectro de IR que muestra una sefial muy intensa en 2103 cm™,
lo cual nos confirma que el grupo azida se ha insertado en la estructura. El
resto de las sefnales se mantiene de manera muy similar a las que se describen

para el epoxido .

Para confirmar esta caracterizacion, se obtuvo el espectro de RNM-'H el cual
arroj6 9 senales: la primera ubicada en 7.21 ppm, integrando para un protén en
forma de un doblete (J=4.2), la segunda en forma de un doblete ubicado 4.37
ppm (J=3.3), la tercera esta ubicada en 4.36 ppm en forma de una sefial muy

ancha, estas Ultimas sefiales integran juntas para 2 hidrogenos, la cuarta senal

37



ubicada en 4.18 ppm integra para un protén pero se ve como una sefial ancha,
la quinta sefal se presenta como un singulete ubicado en 3.85 ppm y que
integra para 3 hidrogenos correspondiente al metilo, la sexta sefal es ancha,
integra para 1 hidrégeno y se ubica en 3.60 ppm, la séptima sefnal esta en 3.43
ppm igualmente es ancha e integra para 1, la octava sefial esta en 2.19 ppm,
se presenta en forma de un doble de triples (J=74.7,3.9) y junto con la novena
sefal, la cual esta ubicada en 2.02 ppm y que es un doble de dobles de dobles
(J=14.1, 10.5,0.9), integran ambas para 2 hidrégenos. Una vez obtenido este
espectro, se realizd un intercambio con D,O, observandose la ausencia de la
sexta y séptima sefales y transformando la cuarta y quinta senal en cuartetos.
Con esta informacion, podemos afirmar que para el epoxido B, el ataque de la
azida se da sobre el carbono 6 del anillo, generando la estructura 10b
mostrada en la figura 11. Esto ultimo se confirma debido a que la senal que se
ubica en 4.37 ppm se presenta en forma de doblete, y ya que esta sefnal no
sufre ningun cambio cuando se realiza el intercambio con agua deuterada,
podemos afirmar que se trata del hidrégeno unido al carbono que es base de la
azida, ademas de que el hecho de que se un doblete nos indica que se
encuentra acoplado a 3 enlaces de distancia con un unico hidrégeno, por lo
que la unica opcion posible para explicar estas sefales es la que se muestra en
ésta figura. La estereoquimica se asign6 debido a que la molécula proviene del
epoxido B puro, y se considera el mecanismo de reaccion que propone un

ataque anti al grupo oxirano.
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Figura 11: Producto Unico que se obtiene a partir del epoxido .

Reaccion del epoxido a (8)

La mezcla de reacciéon se mantuvo en agitacién durante 1 hora y al igual que
para el epoxido 3 se conservo la misma temperatura, sin embargo al cabo de
este tiempo se realizé una c.c.f, y se observdé que la reaccibn no habia
avanzado, por lo que se continud con la agitacién y se mantuvo la temperatura
entre 70-78°C por 12 h. Al cabo de este tiempo, se observé por c.c.f el
consumo de la materia prima, sin embargo se observo la formacion de tres
nuevos productos, los cuales no se pudieron separar usando cromatografia por
columna, por lo que se les mando a hacer un espectro de RNM-'H, con el
objetivo de tener una idea de que era lo que habia ocurrido. Este espectro
reveld6 que se habian formado diferentes productos de reaccién. Al comparar
las senales con las que arroja 10b, podemos observar que se tiene una mezcla
de nuevos productos de los que se caracterizaron los 2 principales y que se

propone que sean 9ay 10a, mostrados en la figura 12.
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Figura 12: Moléculas que se obtienen usando como
materia prima al epoxido a (8).

La diferencia entre los resultados obtenidos para la reaccion de formacién de
azidas a partir de los diferentes epoxidos, la explicamos por el hecho de que el
epoxido B presenta un puente de hidrégeno interno, y cuando se lleva a cabo el
ataque nucleofilico sobre el oxirano, éste dirige el ataque hacia el carbono 6 del
anillo, ya que de este modo puede seguir formando el puente de hidrégeno con
el nuevo alcohol que se forma, esto facilita la reaccion y es por eso que el
tiempo de reaccidn y las condiciones son mas suaves para este epdxido. Sin
embargo en el caso del oxirano que esta en posicién a con el alcohol, no existe
un puente de hidrégeno interno, por lo que esta molécula no tiene un grupo
interno que acelera la reaccion, ni que la haga estereoespecifica, asi se
observa la formacién de los diasteroisbmeros, ademas de que las condiciones

de reaccién necesarias son mas drasticas que para el otro caso

Al no poderse purificar estos nuevos compuestos, se decidi6 llevar a cabo la

siguiente reaccidn sobre ellos como mezcla de productos crudos.
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Es importante destacar que los azidodioles obtenidos, son mucho mas estables
que los reactivos de los que provienen, debido a que al ya no tener un grupo
electrofilico, pierden reactividad lo que facilita su almacenamiento y trabajo en

el laboratorio.

Reaccion de Staundinger intramolecular

A ambos productos de las reacciones de formacion de azidodioles, se les
sometidé a una reaccion de Staudinger intramolecular, para ello se disolvieron
1.08 mmol de la materia prima en 25 mL acetonitrilo de pureza HPLC y se les

adicionaron 1.14 equivalentes de P(®)s, bajo atmésfera de Na.

Se siguid el desarrollo de esta reaccién por c.c.f y se observé que al cabo de
cuatro horas, se habia agotado la materia prima y se tenia una placa con 3
nuevos productos que presentaban los siguientes rf Primer producto
correspondiente al exceso de P(®); en un rf de 1, el segundo producto con rf
de 0.5 que al aislarse mostr6 que era oOxido de trifenilfosfina y un tercer
producto que no eluyd en ninguno de los sistemas empleados. Ademas en la
mezcla de reaccion se observé la formacién de un liquido inmisible en
acetonitrilo y mas denso que éste, por lo que se piensa que este liquido
contiene al producto. Sin embargo, debido a la gran polaridad que presenta el
nuevo compuesto no fue posible separarlo por cromatografia en columna, ya
que ningun sistema de eluyentes probado fue capaz de hacer que la muestra
eluya. Por otro lado, se intenté purificar recristalizando al posible aminodiol de
etanol agregando HCI, a través de la formacion del clorhidrato de la amina. Sin
embargo, al realizarse experimentalmente, no se observo la cristalizacién del

clorhidrato y el producto resultante no fue soluble en ningun disolvente
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diferente al agua. Este resultado se obtuvo para la reaccién de Staudinger con
ambas azidas, por lo que no fue posible obtener el producto deseado ya que
que la polaridad de la nueva molécula formada, que viene dada por el grupo
alcohol y el grupo aziridina que tiene, no permite su purificacién y posterior
trabajo. Ademas de que se piensa que la reaccion intramolecular que se
pretende realizar, puede ser impedida por la presencia de agua, que podria
conducir a la formacién de los aminodioles (figura 13) los cuales serian adn

mas dificiles de aislar y trabajar por ser mas polares.

/O ) /o 0 /O o
HNy, HO, HNy,
2y W ‘e
HO “on NS “on HO OH

Figura 13: Mezcla de posibles aminodioles formados de una reaccion de
Staudinger con agua del medio.

Debido a los resultados obtenidos experimentalmente, se decidi®é modificar la
ruta sintética propuesta originalmente para trabajar con una nueva ruta

propuesta en el ESQUEMA III.
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ESQUEMA llI: Modificacién realizada a la sintesis original para poder
estudiar la formacion de derivados de los amidodioles.

La nueva ruta sintética consistira en realizar una proteccion al grupo hidroxilo
del epoxido a 8, con el objetivo de disminuir la polaridad de nuestra molécula.
Posteriormente se llevara a cabo un ataque nucleofilico sobre el grupo oxirano
esperando obtener la molécula 16, la cual es un derivado del aminodiol que nos

interesa obtener.

Reaccion de proteccion del grupo hidroxilo

Se llevo a cabo la reaccién entre el alcohol a del epéxido 8 y cloruro de acetilo,
para lo cual se colocaron 5.21 mmol del ep6xido, 5.74 equivalentes del cloruro
de etanoilo y 5.7 equivalentes de piridina, estos se hacen reaccionar a
temperatura ambiente durante 1 hora al cabo de la cual, la c.c.f indicé que la
materia prima se habia consumido y que se formé una nueva molécula con una
polaridad menor. Debido a la poca estabilidad que se observo para el epdxido
a, se decidié no purificar la reaccién y mandar una muestra a RNM-"H, El resto
de la muestra se almacend bajo atmdsfera de N, para trabajar directamente el
producto de esta reaccidn. El espectro obtenido de RNM, muestra la presencia

de una nueva sefal en forma de singulete ubicada en 2.13 ppm, el cual
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corresponde al metilo del nuevo grupo acetilo. Ademas se observa el
desplazamiento de la sefial de 4.44 ppm del alcohol alilico a 5.38 debido a la
formacion del éster, lo que nos confirma la proteccién del grupo alcohol

presente en la molécula.

Reaccion de apertura del epoxido a protegido (15)

El compuesto 15 se hizo reaccionar con amoniaco liquido en MeOH. Para que
se lleve a cabo la reaccion, debe estar en muy diluida, ya que de no ser asi, se
presenta un producto de polimerizacion, por lo que después de realizar varias
pruebas se encontré que las mejores condiciones son: 381 mg del ep6xido a
acetilado (15) en 26 mL de MeOH, a los cuales se les adicionaron
aproximadamente 1,1 mL de NHj;, manteniendo la temperatura en -70°C, para

lo cual la reaccion se realizé en un bano de hielo seco/acetona.

Al cabo de dos horas y media se realiz6 una c.c.f y se observo la desaparicion
de la materia prima y al usarse un sistema de elucién que contenia amoniaco,
se observo la formacién de 4 productos de reaccion, siendo uno de ellos el
principal. Debido a que solo se observa la eluciéon de los productos en sistemas
de pH basico, se prosiguié a usar placas preparativas para su purificacién. De
esta forma se obtuvo un producto principal el cual se caracterizé por diferentes

técnicas espectroscopicas.

El espectro de IR mostré una banda muy ancha y muy intensa en 3289 cm™,
asociada a los grupos hidroxilo, dos bandas intensas en 1716 cm™ asociada al
carbonilo del éster metilico y una banda intensa en 1651.41, la cual

corresponde a un carbonilo asociado al carbonilo de una amida.
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El espectro de RNM-"H se realiz6 en CD3;0D, este espectro mostré 8 sefiales:
la primera en 6.96 ppm, que integra para 1 protén y que se presenta como un
doble de dobles (J=3.6) no muy bien definido, ya que una de las J no se
alcanza a resolver marcado como H', la segunda sefial se presenta como un
doblete (J=3.9) en 4.98 ppm que integra para 1 protén representado como H?,
la tercera senal se encuentra en forma de un cuarteto (J=4.2), ubicado en 4.45
ppm e integrando para 1 hidrégeno marcado como H?, la cuarta sefial aparece
en forma de un doble de triples (J=6.6,3.9) en 4.09 ppm, que integra para 1
hidrégeno representado como H*, la quinta sefial aparece como un singulete
que integra para 3 protones en 3.74 ppm y sefialados como H> la sexta y
séptima sefal aparecen muy juntas en 2.01 ppm y 1.97 ppm respectivamente
e integran para 4 hidrogenos, para la sexta senal se observa una multiplicidad
de doble de doble de dobles (J= 13.6, 10.4, 6.2) y se le marca como H°®
mientras que para la séptima sefial se observa un singulete asociado a los
protones del metilo de la amida H’, finalmente la octava sefial muestra un
doblete de triples (J=13.6,3.2) que integra para 1 proton ubicada en 1.77 ppm vy

representado como H?.

17

Figura 14: Molécula 17 representada en 2 dimensiones.
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Puesto que la senal del acetato alilico se espera a campo mas bajo que 4.98
ppm se propone la existencia de una amida dentro de la estructura, y con base
en el resto de las senales podemos proponer la estructura 17. Para poder
explicar la formacién de la amida, se propone que el ataque nucleofilico sobre
el epoxido 15 en el carbono 6 del anillo, sea de tipo anti y una vez que se
realiza este ataque sobre el oxirano la molécula adquiere una conformacién de
semibote, esto permite que el grupo carbonilo del éster quede cercano al grupo
amina, con esta conformacién se permite la migracion del grupo éster, ya que
por la distancia a la que se encuentra la amina formada, es posible un ataque
nucleofilico sobre el carbonilo del éster, o que dara origen a la formacion de la
amida. Sin embargo una vez que ha ocurrido este ataque, la molécula sufre un
cambio conformacional para llegar a la conformaciéon de semicorbata mostrado
en la figura 14 que nos da concordancia con las sefales observadas en

resonancia. Este mecanismo de reaccion se ilustra en el Esquema IV.

El espectro de RNM-'"H ademas de que permite elucidar este mecanismo,
también brinda informacién suficiente para definir la conformacién en la que se
encuentra el compuesto la cual se muestra en la figura 14, 15y en el Esquema

Iv.
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ESQUEMA IV: Mecanismo de reaccion propuesto de acuerdo a la evidencia

experimental encontrada.

Esta propuesta se sustenta en la siguiente interpretacién:

1.

La sefal en forma de cuarteto que se observa asociado al proton 3 que
esta unido al carbono base del alcohol alilico, indica que existe un
acoplamiento con 3 protones y que este acoplamiento es igual para
todos ellos. Para que esto ocurra, es necesario que el angulo diedro que
formen los protones entre ellos sea igual y el conférmero que se propone
cumple esta condicion.

El doble de triples que se observa en 4.09 ppm, se asocia al
acoplamiento del protén que esta enlazado al carbono del alcohol
alifatico, el cual tiene 3 hidrogenos a 3 enlaces de distancia con los que

se acopla. Debido a la multiplicidad, 2 constantes de acoplamiento
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deben ser iguales, y una diferente y mayor que las anteriores. Para la
conformacion propuesta, ésto se cumple pues el protén de este carbono
tiene 2 hidrégenos axiales y 1 ecuatorial, lo que nos daria el triplete
duplicado que se observa.

La sefnal que se encuentra en 2.01 ppm en forma de doble de dobles de
dobles, corresponderia al acoplamiento de uno de los 2 protones del
metileno, el cual se acopla con 3 protones con constantes diferentes.
Para la estructura en la conformacién mostrada, uno de estos protones
tiene una constante de acoplamiento geminal, una constante de tipo
ecuatorial con el proton del alcohol alilico y una constante de tipo axial
con el protdn del alcohol alifatico, lo que nos da la multiplicidad
observada.

La sefal que se encuentra en 1.77 ppm correspondiente a un doble de
triples, nos indicaria que este protdn se acopla con otros 3 protones a 3
enlaces de distancia con una constante grande (J=73.6) y con dos mas
pequenas (J=3.2) e iguales entre si. Dentro de la conformacién que se
propone, uno de los protones de metileno se acopla con el proton
geminal, lo que resulta en una J de 13.6 Hz y a los protones enlazados a
los carbonos que contienen al grupo alcohol, los ve con un angulo muy
cercano, lo que propiciaria que las constantes de acoplamiento que se
esperan entre estos protones sea igual, explicando la multiplicidad
observada.

La senal asignada al carbono base de la amida, aparece en 4.98 ppm, lo

cual nos indica que se ha llevado a cabo la migracion del grupo acetilo,
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ya que si éste estuviera unido a un oxigeno, esperariamos la sefal

correspondiente, arriba de 5 ppm.

Con el objetivo de poder corroborar la estructura que se propone se realizo el
experimento COSY. Este experimento nos mostrd que existe un acoplamiento
que no se puede detectar en el espectro de RNM-"H entre el protén unido al
carbono alilico y el protdn base de la amida, por lo que esto sugiere que al ser
un acoplamiento a 4 enlaces de distancia y via carbonos sp?, el angulo diedro
que se forma entre estos protones y sus respectivos carbonos debe de ser
aproximadamente de 90°. Ademas de esto, se observan los acoplamientos a 3
enlaces de distancia entre los protones del metileno descritos anteriormente,
tanto con ellos mismos como con los protones unidos a carbonos base de
alcohol, con lo que se confirmd que habiamos propuesto a partir del primer

espectro de RNM-'H.
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Figura 15: Se muestran imagenes tridimensionales de la molécula obtenida, la
imagen de la parte superior muestra una vista superior y la de la parte inferior
muestra una vista lateral de la molécula.




CONCLUSIONES



» Se obtuvo la molécula 17 similar a Tamiflt® I, (se muestran en la figura
16), el compuesto sintetizado presenta nuevos grupos funcionales en su
estructura. Dentro de las diferencias mas importantes se encuentra el
cambio del grupo amida a la posicién 6 del anillo, asi como el cambio del

grupo amina por un grupo alcohol en la posicién 5.
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Figura 16: Se muestra la nueva molécula sintetizada y la
molécula de Oseltamivir.

> Después de realizar una busqueda bibliografica, no se ha encontrado
reportada la molécula 17 que se sintetizd, por lo que se trata de un

compuesto novedoso.

» La ruta de sintesis propuesta, no ha sido encontrada en la literatura, por

lo que se ha creado una nueva metodologia para la obtencion de

moléculas similares a Tamifld.
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> El uso de grupos protectores nos facilit6 que las nuevas moléculas
sintetizadas puedan ser aisladas y caracterizadas por técnicas

espectroscopicas adecuadas.

» Se observé la migracién del grupo protector en la formacién de las
nueva molécula 17, fenémeno que puede ser empleado para la

obtencién de moléculas similares a Tamiflu®.

» El uso de técnicas de RNM, IR y EM nos permitié identificar y
caracterizar a las nuevas moléculas. La RNM-H' ademads, nos permitié

obtener la conformacioén de las moléculas.
> La estrategia en que se propuso el uso de la reaccién de Staudinger,

debera realizarse empleando una previa proteccion de los compuestos 7

y 8 para poder obtener las aziridinas.
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SECCION
EXPERIMENTAL



NOTAS

Los reactivos utilizados para la sintesis de los compuestos, son de grado
reactivo analitico (R. A.), con la excepcion del Ac. MCPB, el cual se uso

con pureza comercial de 80-85%.

Se utilizé silica gel 60 como fase estacionaria en la cromatografia en

columna. La técnica empleada fue de tipo “flash™®”,

El avance de las reacciones fue observado mediante el uso de
cromatoplacas TLC Plates SILICA GEL 60 F-254 y se revelaron usando

una lampara de UV de onda cortay una camara de Yodo sélido.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se adquirieron usando un
espectrofotémetro PerkinElmer  Spectrum 400 FT-IR/FT-FIR

Spectrometer usando el accesorio Universal ATR Sampling Accesory.

En la descripcion de los espectros de IR, | significa muy intensa, i
intensa, m media, d débil, A muy ancha, a ancha, f fina, F muy fina y las

bandas estan en una escala de cm™.
Los espectros de Resonancia Nuclear Magnética (RNM), se obtuvieron

en un equipo Varian Unity Inova de 300 MHz. La referencia interna

utilizada fue TMS.
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Para la RNM-'H se describe: el desplazamiento quimico en partes por
millén (ppm), el nimero de protones que corresponde (), la multiplicidad
asociada [s]:singulete, [d]:doblete, [t]:triplete, [c]:cuarteto, [m]:multiplete

(y sus combinaciones) y la constante de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

La espectrometria de masas (EM) se realizd con un equipo acoplado de
cromatografia de gases-espectrometria de masas. El cromatégrafo de
gases (Thermo-Electron, modelo DFS, analizador masico [magnético y
eléctrico, geometria inversa]). Se describen Unicamente los iones

moleculares.
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Formacion del Acido 2,5 dihidrobenzoico (2):

Se pesan 0.04 mol de acido benzoico, los cuales se colocan en un matraz
redondo de 3 bocas en un bafno de hielo seco/acetona, se disuelven en 60 mL
de EtOH y se le agrega NH3(, hasta completar un volumen aproximado de 250
mL. Posteriormente se adiciona Na° limpio hasta observar la formacién de una
disolucién de color azul que permanece por mas de 1 minuto. Se retira el
disolvente y se agrega agua suficiente para disolver la sal resultante. A la
disolucién acuosa se le agregan gotas de HCI al 10% hasta observar un pH<3.
Posteriormente se realizan 3 extracciones con AcOEt, se seca la fase organica

y se retira el disolvente en el rotavapor.

IR: (FTIR por reflectancia ATR) 1/A (cm™): 3039.14 (a,m), 2882.18 (f,m),

2819.58 (F,m), 1699.28 (f,/), 1410.50 (f,m), 1275.02 (f,m), 1216.61 (f,m).

RNM-"H: (300 MHz, CDCls, 20°C),5 (ppm), (/,multiplicidad, J): 8.42, (1H, s),

5.88 (4H, m), 3.79 (1H, m), 2.71 (2H, m)
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Formacion del 2,5 dihidrobenzoato de metilo (3):

Al producto de la reaccion anterior y se le adicionan 150 mL de MeOH, 10
gotas de HaSOuconc) Y Se deja a reflujo por 48 h. Al término de este tiempo, se
concentra la mezcla de disolucion hasta una cuarta parte de su volumen
original , se afiaden 100 mL de una disolucién amortiguadora de [AcOH]/[AcO’]
de pH=5.5 y concentracién analitica 0.5 M. Se realizan 4 extracciones con

AcOEt, se seca la fase organica y se retira el disolvente a presién reducida.

RNM-'H: (300 MHz, CDCls;, 20°C),5 (ppm), (J,multiplicidad, J): 5.86 (4H,m),

3.74 (1H,m), 3.72 (3H,s), 2.70 (2H, m).
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Técnica general de formacion de los epoxialcoholes.

Por cada equivalente de 2,5 dihidrobenzoato de metilo, se adicionan 2.1
equivalentes de Ac. MCPB disuelto en 100 mL de CH.Cl,, adicionando primero
1 equivalente y posteriormente el resto. Se dejan reaccionar por un lapso de 8
h tiempo después del cual se adicionan 25 mL de una disolucién de NaHSO; al
5% y se deja en agitacion vigorosa por 10 minutos, posteriormente se filtra y se
separa la fase organica. A esta fase organica se le adicionan en agitacion 5 mL
de trietilamina. Posteriormente se realiza una filtracion en una columna de silica
y la disolucion de esta filtracion se evapora y se pesa el producto crudo de
reaccion. La mezcla se purifica por cromatografia en columna “Flash”

empleando un sistema de elucién 60:30:10 (Hexano:Acetona:CH,Cly).
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(5B)-epoxi-(3B)-ol-ciclohex-1-enoato de metilo (7): La fraccion
correspondiente al r.f de 0.5 eluido con la mezcla usada en la técnica general

se colecta y se evapora el disolvente a presion reducida.

IR: (FTIR por reflectancia ATR) 1/A (cm™): 3424.95 (m,a), 3000.82 (d.f),
2952.82 (m, F), 1713.29 (/,f), 1643.82 (m,f), 1437.57 (m,F), 1242.79 (if),

1084.88 (m,f), 1036.32 (i,f), 823.06 (m,F).

RNM-"H: (300 MHz, CDCls, 20°C),d (ppm), (/,multiplicidad, J): 7.28 (1H, dd, 3.6,
2.1), 4.25 (1H, m), 4.14 (1H,ddd, 4.1, 2.3, 0.9), 3.85 (3H, s), 3.82 (1H, m), 2.59

(1H, ddd, 1.8, 1.5, 15.9), 2.34 (1H, d, 11.7), 1.79 (1H, dd, 15.9, 4.2).

RNM-3C: (300 MHz, CDCls, 20°C),5 (ppm): 165. 94 (Ccua), 142.00 (CH),

130.71 (Couat), 62.07 (CH), 55.52 (CH), 52.27 (CH3), 47.62 (CH), 29.02 (CHy).

EM: m/Z: 170 [M*].
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(5B)-epoxi-(3a)-ol-ciclohex-1-enoato de metilo (8): La fraccion
correspondiente al r.f de 0.4 eluido con la mezcla usada en la técnica general

se colecta y se evapora el disolvente a presion reducida.

IR: (FTIR por reflectancia ATR) 1/A (cm™): 3423.94 (m,a), 3000.82 (d.f),
2953.59 (d, F), 1712.81 (I,f), 1643.68 (d,F), 1438.76 (m,F), 1377.42 (d,F),

1243.92 (I,m), 1097.44 (m,f), 1032.25 (m,f), 1016.13 (m,f), 837.02.06 (m,F).

RNM-"H: (300 MHz, CDCls, 20°C),5 (ppm), (/,multiplicidad, J): 7.03 (1H, s), 4.44
(1H, m), 3.95 (1H,dd, 4.2, ,2.1), 3.82 (3H, s), 3.57 (1H, t, 3.3), 2.7 (1H, ddd,

14.1,8.1,2.7), 1.9 (1H, s), 1.59 (1H, ddd,14.1, 10.5, 0.9) .

RNM-3C: (300 MHz, CDCls, 20°C),5 (ppm): 165. 73 (Ccua), 146.94 (CH),

128.71 (Couat), 63.23 (CH), 52.06 (CHs), 50.99 (CH), 45.96 (CH), 29.23 (CH»).

EM: m/Z: 170 [M*]
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Técnica general de formacion de azidodioles

Se coloca en un matraz bola de 25 mL, un milimol del epoxialcohol, 2.88
miliequivalentes de NaNg3, disueltos en MeOH/H-O, posteriormente se agregan
2.88 miliequivalentes de NH4Cl. Una vez que estas sales se han disuelto, es
necesario calentar cuidando que la temperatura no sobrepase los 78°C, para
evitar una explosion causada por la descomposicién de la azida de sodio. Se
deja reaccionar la mezcla hasta obtener la formacién de los productos vy
posteriormente se retira el disolvente, se agregan 10 mL de EtOH anniaro) ¥ S€
lleva a cabo una filtracion con vacio. Posteriormente se adiciona AcOEt, y se

vuelve a filtrar la disolucion, se seca este filtrado y se retira el disolvente.
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(6a)-azido-(3B,5B)-diol-ciclohex-1-enoato de metilo (10b): Para Ia
preparacion a partir del epoxido B, se sigue la técnica general de preparacion
de azidodioles, con la particularidad de que la temperatura es <70°C y el

tiempo de reaccion es de 45 min.

IR: (FTIR por reflectancia ATR) 1/A (cm™): 3387.45 (m,a), 2954.77 (d,F),
2103.02 (I,F), 1705.67 (i,f), 1650.47 (d,f), 1437.20 (m,f), 1249 (i,a) , 1046.31

(m,f), 1018.32 (m, .

RNM-"H: (300 MHz, CDCls, 20°C),5 (ppm), (/,multiplicidad, J): 7.21 (1H, d, 4.2),
4.37 (1H, d, 3.3), 4.36 (1H,s), 4.18 (1H, s), 3.85 (3H, s), 3.6 (1H, s), 3.43 (1H,

s), 2.14 (1H, td, 14.7, 3.9), 2.02 (1H, ddd,14.1, 10.5, 0.9) .

RNM-"3C: (300 MHz, CDCls, 20°C),5 (ppm): 166.68 (Ccuar), 142.20 (CH), 126.99

(Couat), 68.14 (CH), 62.92 (CH), 59.01 (CH), 52.38 (CHs), 31.94 (CH,).

Mezcla de (6a)-azido-(3a,58)-diol-ciclohex-1-enoato de metilo y (5a)-azido-
(3a,6B)-diol-ciclohex-1-enoato de metilo (9a,9b): Para la preparacion a partir
del epdxido a 8, se sigue la técnica general de preparacion de azidodioles, con
la particularidad de que la temperatura se mantiene entre los 70°C-78°C
controlado a través de un bafo de agua y el tiempo de reaccién es de 12 horas.
Debido a la sintesis propuesta en el Esquema Il no se considerd necesario la

purificacion de esta mezcla.
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Técnica de formacion de (5B)-epoxi-(3B)-(etanoato)-ciclohex-1-enoato de

metilo (15):

Se hace reaccionar 1 equivalente del epdxido a 8 con 1.1 equivalente de
cloruro de acetilo en presencia de 1.1 equivalentes de piridina, disueltos en 25
mL de CH.Cl,. Se deja la mezcla de reaccién por 1 hora y se sigue la reaccion
por c.c.f. Cuando esta ultima indica que la reaccién concluyo, se evaporan los

disolventes y se extrae con AcCOEt. Se secay se retira el disolvente.

Técnica de formacion de (6a)-N-(etanamida)-(3B,58)-diol-ciclohex-1-enoato

de metilo 16:

Para llevar a cabo esta reaccién, se disuelven 1.7 meq en 26 mL de MeOH y se
adicionan despacio 32 gotas de NH3(), siempre manteniendo la reaccion en una
mezcla de hielo seco/acetona. Se deja agitar esta mezcla por 2 horas y cuarto,
para posteriormente retirar el bafno de hielo seco/acetona y asi permitir que el
exceso de amoniaco se evapore de la disolucion. Posteriormente se procede a
la purificacion de este compuesto a través del uso de placas cromatograficas
preparativas, las cuales se eluyen en un sistema Hex:AcOEt (60:40) adicionado

con NH,OH y MeOH.

IR: (FTIR por reflectancia ATR) 1/A (cm™): 3289.00 (/,A), 2940.76 (m,f), 1716.28
(i,F), 1651.41 (i,f), 1555.93 (i,f), 1434.47 (i,f), 1374.18 (m,f) , 1292.67 (m,f),

1249.43 (m,f), 1034.26 (d,F).
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RNM-'H: (300 MHz, CDs0OD, 20°C),d (ppm), ([,multiplicidad, J): 6.96 (1H, d,
3.6), 4.98 (1H, d, 3.9), 4.45 (1H,c, 4.2), 4.09 (1H, dt, 6.6, 3.9), 3.74 (3H, s),

2.01 (1H, ddd, 13.6, 10.4, 6.2), 1.97 (3H,s), 1.77 (1H, dd, 13.6, 3.2).

RNM-"3C: (300 MHz, CDsOD,, 20°C),5 (ppm): 173.70 (Ccuat), 167.79 (Couat),
143.31 (CH), 131.246 (Ccua), 66.54 (CH), 64.87 (CH), 52.52 (CHs), 48.46 (CH),

35.83 (CHy), 22.73 (CHa).

EM: m/Z: 230 [M']
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