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1.- INTRODUCCION

E! disefio racional de farmacos es uno de los grandes objetivos de los
quimicos farmacéuticos. En este sentido el interés en la sintesis y actividad de
derivados de nucledsidos ha experimentado un notable aumento en la ultima
década como consecuencia de su creciente utilizacion en diversas areas
terapéuticas.

Asi, ejemplos notables de compuestos que han demostrado su eficacia
son, el aciclovir 1, uno de los virostaticos mas empleados, o el AZT 2, empleado
en el tratamiento del SIDA.

Asi mismo estos derivados nucledsidos tienen también una aplicacion
importante en la quimioterapia del cancer.

Fue G. B. Elion' quien introdujo la 6-mercaptopurina 3 en el tratamiento
de ciertas formas de leucemia, como inhibidor de la primera fase de la sintesis
de purinas.

En 1957 C. Heldelberger® utiliza andlogos pirimidinicos para interferir ia
sintesis del DNA. Dentro de estos compuestos destaca el 5-Fluorouracilo 4.
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El 5-Fluorouracilo (5-FU) es una pirimidina flucrada descrita por R.

Duschinsky y E. Pleven*® que se emplea como farmaco de primera gleccion en

algunos adenocarcinomas® del tubo digestivo (colon, pancreas, estémago), de
mama y con menor frecuencia en hepatomas, carcinomas de ovario, préstata,
cuello uterino, vejiga urinaria y orofaringe.

El 5-FU actua sobre las células por dos mecanismos distintos™

a) Inhibicién de la timidilato sintetasa.
b) Incorporacién al RNA provocando sintesis anémala de proteinas.

Aunque el 5-FU tiene un efecto beneficioso sobre algunos tumores
humanos, también se han descrito algunas manifestaciones téxicas®.




Esta alta toxicidad presentada por el 5-FU, ha motivado una constante
investigacion con el fin de encontrar derivados de mayor potencia y menor efecto

téxico. Se han descrito trabajos de grupos japonases e ingleses que presentan

1

profdrmacos de 5-FU, en los que se unen, tanto restos ciclicos*"' como

aciclicos'>", e incluso fragmentos de aminoacidos'; algunos ejemplos de los
cuales hemos recogido en la figura 1.
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Figura 1.- Principales ejemplos de farmacomodulacién del 5-FU.

En esta linea, nuestro grupo de investigacion viene desarrollando desde
hace un tiempo un importante trabajo de farmacomodulacién'® sobre estructuras
que responden al esquema mostrado en la figura 2.

Este tipo de moléculas estan consideradas como profarmacos del 5-FU,
ya que como consecuencia de que en el interior de la célula tumoral el pH es
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mas 4cido que en las células sanas, este hecho provoca la ruptura de la
molécula, como se sefala en al figura 2, liberandose 5-FU y acroleina, que
también contribuye a la accién antitumoral por su conocido efecto citotéxico.

Figura 2.

En esta memoria se ha desarrollado la sintesis, caracterizacién y estudio
de la actividad antitumoral de los compuestos representados con estructura
general | recogidos en la figura 3.

X —CHa)n—
n=23.4

Figura 3.

Para estos compuestos, el objetivo principal es que el fragmento quimico
que soporta las moléculas de 5-FU sea un vehiculo efectivo que permita una

mejora importante en los pardmetros farmacocinéticos del agente citostatico
5-FU.

Con este propdsito hemos variado X, introduciendo fragmentos tanto
alifaticos como aromdticos, a fin de modificar la lipofilia y también las
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caracteristicas macanicas de la moiécula.

Asi mismo hemos empleado una secuencia comun reconocible por la

célula como es el enlace tipo amidico que, a semejanza del enlace peptidico,
presente en las proteinas, proporcione una entrada més factible y una mejor
distribucion en el interior de la célula.

Ademds esta estructura general también nos va a permitir en un futuro
préximo un cambio de base, sustituyéndola por otra, bien sea de tipo pirimidinico
0 purico, en este caso tendria especial interés la unién de un resto de 6-
mercaptopurina, 'a cual, como ya hemos mencionado antes tiene probada
eficacia como citostatico. O bien, otra posibilidad consiste en la introduccién de
grupos planos, cargados positivamente, con la finalidad de permitir su accién
como agentes bis-intercalantes. No obstante estas variaciones quedan para
trabajos posteriores, actualmente en curso.
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2.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

Al objeto de sistematizar la revision bibliografica, hemos consideradc
conveniente dividir estos antecedenies en dos grandes apartados.

- Reacciones de formacion de amidas.
- Derivados de 5-Fluorouracilo.

2.1.- Reacciones de formacion de amidas.

Dentro de las distintas posibilidades de formacién de enlaces de tipo
amida, hay que recordar que éste se puede conseguir mediante la utilizacién de
un &cido carboxilico y una amina o bien, usando un derivado de &cido, que
puede ser un haluro de dcido, un anhidrido o un éster, siendo este mismo el
orden de reactividad.

En este sentido, nos encontramocs que para la sintesis de amidas
secundarias partiendo de acidos carboxiliccs, se podria utilizar el método
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convencional de sintesis de péptidos'**, que utiliza la diciclohexilcarbodiimida
(DCC) cuya funcién es la de activar el grupo carboxilico mediante la formacién
de una O-acilurea, un éster activo, para que tras la posterior sustitucion
nucleofilica de la amina de lugar a la amida. Este método suele incorporar la
presencia de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) como agente capaz de evitar la
racemizacion®'.

Otros metodos de sintesis peptidica utilizan soportes poliméricos con la
posibilidad de servir no sélo para la sintesis de péptidos sino para cualquier otra
sirtesis orgdnica, asi Horiki? propone la utilizacion de un polimero de
trifenilfosfina y 2,2'-dipiridilsulfuro junto al 4cido y el aminoacido-C-protegido.

En el campo de las amidas, en un trabajo de Hruby y colaboradores®, se
recoge un método de sintesis de estas utilizando una mezcla de trifenilfosfina y
tetracioruro de carbono, se forma asi un aducto al que se adiciona el acido
carboxilico formandose un cloruro de trifenilaciloxifosfonio que sufre el ataque de
la amina. En este mismo trabajo, otro procedimiento sustituye el tetracloruro de
carbono por el bromotriclorometano, pudiéndose aplicar este uitimo método a la
sintesis de péptidos.

Aunque si bien este método dio unos buenos rendimientos en la
preparacién de amidas alifaticas y aromaticas, cuando posteriormente Liu y

colaboradores® lo aplican a la obtencién de diamidas el rendimiento baja
considerablemente para situarse en tono al 60%.

En este apartado Melchiorre y colaboradores® sintetizan una serie de
diamidas partiendo de los correspondientes acidos carboxilicos y utilizando como
catalizador clorocarbonato de etilo y trietilamina en dioxano al objeto de formar
el éster activado que después se rompe con la diamina. En este caso los
rendimientos oscilan alrededor del 70%.
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Otras posibilidades de formacién de enlace amida mediante la utilizacién
de derivados de d4cido, varian en la metodologia de trabajo en funcién del
derivado utilizado, asi como en ios rendimientos obtenidos. De este modo para
los méas reactivos, los cloruros de acilo, existen antecedentes en ios que se
describe la obtencién del producto mediante un simple caleniamiento de la

mezcla de reaccion®; otros adicionan piridina al objeto de retirar el HCI

formado® y todavia otros més sofisticados utilizan catalizadores mas complejos
del tipo CoCl,2.

A. pesar de la enorme reactividad de estos derivados, todavia se plantea
un problema al pasar a la preparacion de las diamidas. Asi los rendimiento son
diferentes en funcion de los sustratos utilizados para la reaccién, de esta forma
encontramos, que aunque para los derivados de &cidos dicarboxilicos con
monoaminas los productos se obtienen con muy buenos rendimientos (90%)*,
sin embargo, para aquellos compuestos diaminados con cloruros de acilo en
presencia de triztilamina apenas se obtienen con un 50% de rendimiento™.

Una tercera posibilidad es la de utilizar como derivado de acido los
correspondientes ésteres para que reaccione con la diamina. Aunque la
bibliografia es también extensa para el caso de obtencién de amidas primarias,
no lo es tanto para las secundarias. En un trabajo de De Feonald®' , estudiando
la influencia de la estructura sobre la reactividad, se describe ia utilizacién de
ésteres (propionatos y benzoatos) fundamentalmente etilicos en reaccién con
aminas aromaticas y una alifatica, la ciclohexilamina, en presencia de metdxido
sddico como catalizador (relacién molar 1:1:1), para obtener las amidas en
rendimientos acepiables (aprox. 70%).

Més recientemente Yazawa y colaboradores®, aplican la catalisis del
tribromuro de boro a la sintesis d= amidas y reacciones de transesterificacion,
partiendo de ésteres carboxilicos y obteniendo rendimientos que van de
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discretos a buenos.

Entre los métodos de aminolisis de ésteres se encuentra el descrito por

Basha y colaboradores®, en el que se cuida que no exista una catdlisis fuerte

que podria perjudicar a otros fragmentos estructurales de la molécula, asi como
evitar altas temperaturas o largos tiempos de reaccion. Este método utiliza el
trimetilaluminio que reacciona mol a mol con las aminas primarias y secundarias
a temperatura ambiente dando dimetilaluminamida con desprendimiento de
metano. La adicion de un éster a este reactivo seguido de un leve calentamiento
conduce a la amida en aitos rendimientos.

HNRR, fpopR,
(CHa)sAl ——> (CHa3)sAINRR, ———> R3-CONRR,

CHCL
25-41C Ta

En un trabajo posterior de Phillips y Rae*, para la preparacién de
diamidas, se describe que el método maés satisfactorio de obtener un derivado
de la etilendiamina es dejarla en agitacién junto con ei éster etilico en etanol
absoluto, recogiendo la diamida con un rendimiento del 77%.
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2.2.- Derivados de S-Fiuorouracilo.

El 5-Fluorouracilo (5-FU) fue sintetizado, en los laboratorios de la
Hoffmann-La Roche, mediante una adaptacion de la sintesis de Wheeler®* por
condensacion de sales de S-alquil-isotiouronio y los correspondientes enolatos
de a-fluoro-B-cetoésteres. Asi una condensacién de Claisen entre el
fluoroacetato de etilo y formiato de metilo conduce a la sal sédica del 2-fluoro-2-
formilacetato de etilo (R'=H), que se condensa con el bromuro de 2-etil-
isotiouronio, dando 2-etilmercapto-5-fluoro-4(3H)-pirimidona y tras una hidrlisis
acida, se obtiene el correspondiente 5-fluorouracilo 4 con buenos rendimientos
(72%).

ca, 0 Na NaO
F—CH,;-C—O0Et H—C—OCH3 m" C=CF-—COOEt
3 R LB

El mecanismo de accion del 5-FU estd bien establecido y se basa en que
debido a la presencia del &tomo de fliior en el carbono 5 hace que su metabolito

activo, el 5-fluoro-2'-desoxiuridin-5'-monofosfato 5, inactive la timidilato sintetasa
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al formar un complejo terciario muy estable 6, y debido a la ausencia del proton
en el C-5, la enzima no puede eliminar el tetrahidrofolato y se comporta por tanto
como un inhibidor irreversible.

Ademds el 5-FU, convertido en 5-FUTP, se incorpora progresivamente al
RNA interfiriendo asi su procesamiento y su funcién especifica.

Sin embargo, esta importante accion antitumoral no esta exenta de
toxicidad. Tal toxicidad puede manifestarse de forma precoz con anemia,
nduseas, vomitos y vértigos; o manifestarse mas tardiamente con efectos
derivados de trastornos digestivos (estomatitis ulcerativa, enteritis, diarrea),
trastomos dermatolégicos (dermatitis, alopecia, trastornos tréficos de la piel y

formas cutdneas.), mielodepresion (que se presenta con leucopenia y

trombocitopenia) y efectos neurotdxicos (trastorno mental, ataxia cerebelosa).

Como consecuencia de esto, se han desarrollado una serie de
compuestos que enmascaran el 5-FU, con toxicidad mas reducida, actuando
como auténticos profarmaccs que se degradan en el organismo liberando el 5-
FU in situ.
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Un importante grupo de estos compuestos son los derivados tanto de
aminodcidos, como de restos polipeptidicos. En cuanto a los pirimidil
aminodcidos, han sido estudiados por M. Miyoshi®” en los laboratorios Tennabe
Seiyaku en Osaka (Japon). Son productos con una asociacién diaminogeminal
7, destacan los derivados de 2-acetamido-2-(5-fluorouracil-1-il)glicinatos 8, 3-
acilamino-3-(S-flucrouracil-1-il)-propionatos y 4-diacilamino-4-(5-fluorouracil-1-il)-
butiratos 9.

‘ |
N
0~ "N
R——CO—NH—CH—{CH2)n COOR’
|
R

Otro tipo de compuestos con estructura pirimidil asociado a aminoacidos
o péptidos pero sin caracter diaminogeminal son los recogidos en los trabajos
llevados a cabo por Renxi Zhuo®** y colaboradores en el Departamento de
Quimica de la Universidad de Wuham (Republica Popular China).

. P
B
P o d L
07w : i
(CH2) nCO—X—XL-%2 0 CH-CO—NB-CH ~COOH

R

CO—NH —CH—COOH
R

R: CH;-CH,-COOH R: B
Me 2CH

AN Me ;CHCH,
CBZ*‘* .\—’-OH EtMeCH

e PhCH ;

1 12
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Los productos con la estructura mostrada en 10 son derivados
dipeptidicos (X'-X*=Gly-Gly, Gly-Phe, Gly-Leu) y tripeptidicos (X-X'-X?=Gly-Gly-
Phe, Val-Leu--Gly).

En otra serie de profdrmacos del 5-FU se prepararon nucledsidos y
pseudonucledsidos del 5-fiuorouracilo. Dentro de este grupo encontramos
primeramente el Ftorafur (FT)13 , que fue descrito por S.A. Hiller y R.A. Zhuk*'.
La sintesis fue realizada por condensacién del bistrimetilsilil derivado del 5-
fluorouracilo 14 y 2-clorotetrahidrofuranc 15.

0Si(CH3)3
|

o

F
Ui o
N/| ¢
e

(CH3)3810 N~

14 15

l.a actividad de este compuesto promovié la busqueda de nuevas rutas
sintéticas, asi, se llevo a cabo la sintesis del Ftorafur por fluoracién directa*
como paso terminal, o por simple calentamiento del 5-fluorouracilo con los
correspondientes 2-alcoxitetrahidrofuranos**,

Posteriormente M. Yasumoto* y colaboradores estudiaron las reacciones
de condensacion entre el triOmetilsiliderivado del 5-fluorouracilo y 2-
acetoxitetrahidrofurano o 2-metoxitetrahidrofurano empleando catalizadores de
Friedel-Crafts o Nal. EI mejor rendimiento (91-93%) fue obtenido con una
proporcion de base, furano y SnCl, de 1.0:2.0: 0.01 6 0.1.
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Por otra parte, el equipo de H. Nomura*, encontré que la adicién directa
de 5-FU 4 a 2,3-dihidrofurano 16 tiene lugar lentamente, en un disoivente
aprotico, a temperatura elevada y da lugar a 5-fluorouracilos tetrahidro-2-
furilados con alto rendimiento.

En la busqueda de nuevos antitumorales que fueran mas activos que el
S-fluorouracilo y que el propio Ftorafur, continuaron los estudios, introduciendo
nuevos sustituyentes en el anillo de furano. Destacan los trabajos de Al Jeng

Lin¥” y colaboradores en la Universidad de Texas, que prepararon los cuatro

isémeros monohidroxilados en las posiciones 2 y 3 del anillo tetrahidrofuranico,
posibles metabolitos del Ftorafur. Estudios clinicos sugieren que el Ftorafur y sus
metabolitos hidroxilados protegen selectivamente la mucosa gastrointestinal de
la toxicidad del 5-FU.
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En 1978 se publica un nuevo método de silanizacién de las bases
heterociclicas*. En este método el proceso se lleva a cabo in situ y en una sola
etapa, tratando la base correspondiente con hexametildisilazano (HMDS) y
trimetilclorosilano (TMCS) con acidos perflucroalcanos-sulfénicos, percléricos o
acidos de Lewis.

Asi pues, T. Iwasaki® y colaboradores orientan sus trabajos a la

bisqueda de agentes antitumorales utilizando una nueva metodologia sintética
para obtener derivados del 5-fluorouracilo con mitades heterocicloalcanicas. Es
un proceso en el que intervienen trimetilsililoalcanales dialquilacetales (TMS
acetal) 17 y el 2,4 -bis-(trimetilsilil)-5-fluorouracilo (TMS-5-FU) 14 , catalizados
por acidos de Lewis.

Otro método de sintesis para aciclonucledsidos, fue descrito por K. Ochi'®
y colaboradores en Japdn. Los derivados bis-(trimetilsililéteres) de uracilos,
reaccionan con 1,3-dioxolanos-2-sustituidos, en presencia de 4cidos de Lewis,
para formar 1-[a-(2-hidroxietoxi)-alquil]-uracilo.
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Por modificacién del método de Iwasaki, el grupo del Prof. Espinosa™
desarrolié una nueva reaccion para la sintesis de aciclonucieésidos pirimidinicos,

basada en la apertura regioespecifica de aicoxi-1,4-diheterocicloheptanos 18,
bajo catalisis con SnCl,

e ey

Z=H'F'I'CF 3

Este tipo de productos, ademds de actuar como eficaces transportadores
del 5-fluorouracilo, son capaces de metabolizarse, y una vez descargado el
5-FU, se establece un equilibrio entre el hemiacetal y su aldehido
correspondiente, proceso que debido al pH mas bajo que existe en el interior de
la célula cancerosa respecto al exterior de esta y de la célula normal, permiite
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una p-eliminacion liberando acroleina. (Figura 4).
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Figura 4.
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Otros derivados del 5-fluorouracilo con otras funciones diferentes entre las
que se incluyen nitrilos, &cidos, ésteres, alcoholes y B-aminoécidos son las
sintetizadas por Hee Joo Lee® y colaboradores y por Jack C. Kim®' y

colaboradores.
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De entre las numerosas estructuras derivadas del 5-fluorouracilo que han
sido sintetizadas por ! grupo de Renxi Zhuo y colaboradores en el
departamento de quimica de la universidad de Wuham (Republica Popular
China) ya hemos comentado algunos derivados de aminoacil-5-fluorouracilos y
peptidil-5-fluorouracilos, pero el trabajo de estos investigadores abarca una serie
de derivados poliméricos del 5-FU mucho mas extensa, asi, por ejemplo se han
preparado productos N'-N°-bis-sustituidos®, o Iv'-hidroxialquil-5-fluorouracilos y
acidos «-5-fluorouracil-N'-dicarboxilicos™.

-+

HO(CH,)nNHCOCH,N  NCH,CONH(CH2)nOH

También tienen bastante importancia los diversos polimeros que han sido
sintetizados por el grupo de Renxi. Podemos citar conjugados de poliaspartamida
con 5-fluorouracilo®, poliésteres®, poliarilésteres®, polietilenimina®, ésteres de
polifostato™® y polifosfamidas®’.
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Esta serie de polimeros liberan el 5-FU en el 0:ganismo, actuando de este
modo como eficaces transportadores de la molécula farmacolégicamente activa
y presentando todos ellos una toxicidad menor que el 5-fluorouracilo.

Un caso peculiar dentro de estos polimeros lo constituye un polifosfato
que ademas de contener la molécula de 5-FU, también lleva unida en el
monémero una molécula de mostaza nitrogenac'a®™.
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La actividad antitumoral de este compuesto ha sido probada sobre ratones
con tumores EAC, HSC y S,g

Finaimente tienen un interés especial dentro de esta serie, los
compuestos preparados por Qushengy Weidong™®, en los que se incorporan dos
moléculas de 5-fluorouraciico en una cadena de diamida o bien de
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aminoacidildiamida como se muestran a continuacién y que han mostrado
actividad antitumoral en ratones.

0 0

T L
=y

0 “"'1 L N/‘L\.\o

CH,CONH (CH 2) nNHCOCH ;

n:2.5

0

%
Ry v
' |

o

|

|
A
SN o
CH;CONHCHRCONH (CH ;) nNHCOCHRNHCOCH

R: H,Me,PhCH ;
m: 2,6




PARTE
TEORICA




PARTE TEORICA

3.- PARTE TEORICA.

En la presente memoria hemos llevado a cabo la sintesis y
caracterizacion de una serie de compuestos 19-29, agrupados en dos familias
estructurales y representados en la figura 5, de los cuales los representados por
las estructuras 25-29 pueden ser consideracos como profdrmacos del
compuesto antitumoral 5-FU y a los que a algunos de ellos (25 y 28) se les ha
determinado la actividad biolégica.

Dentro de las caracteristicas estructurales de estos compuestos, hay que
considerar dos partes diferentes: la cadena centra! o esqueleto hidrocarbonado
y los extremos terminales. La parte central estd constituida por una cadena de
longitud variable y cardcter diferente; asi se han preparado una serie alifdtica
con longitud variable en 2, 3 6 4 atomos de carbono y una serie aromatica,
consistente en un anillo de fenileno con una doble sustitucion meta o para. En
esta cadena, ademas, existen enlaces tipo amida, que sin liegar a tener las
propiedades peculiares del enlace peptidico, si que pueden recordar a algunas
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de eilas, como son la posibilidad de formar puentes de hidrégeno que pueden
ser utiles tanto para el reconocimiento molecular como para su fijacién al sitio
activo.
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R:Me, X: [ |

R

- R:Me, X: —\Gf_
Figura 5.
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La otra parte de ia molécula tiene como caracteristica a destacar, en los
productos finales, la inclusion en cada molécula de dos fragmentos de 5-
fluorouracilo, unidos por el N-1, en los extremos terminales de la cadena, union
que se hace por medio de un enlace de tipo hemiaminal, el cual va a pemitir la
facil liberacién del 5-fluorouracilo en el momento de producirse la hidrélisis de
este compuesto derivado del carbonilo.

En la figura también se muestran dos de las posibles rutas de sintesis de
estos compuestos. Ambas tienen en comun ia utilizacién de las mismas materias
primas, que son el éster funcionalizado en 3 por la funcién acetdlica, la diamina
alifatica o aromética y el 5-fluorouracilo, todos ellos comerciales. La denominada
ruta A parte del éster, que se hace reaccionar con la diamina para obtener la
diamida, una vez conseguida, esta se hace reaccionar por los extremos
acetalicos con el 5-fluorouracilo para obtener los compuestos de condensacion.

La ruta B contempla la posibilidad de invertir las secuencias de

reacciones, haciendo primero reaccionar el éster con la base pirimidinica por e!

extremo acetdlico y una vez obtenido el producto completar la sintesis mediante
la formacion de la diamida correspondiente para dar los productos finales.

Con respecto a esta ultima ruta sintética, pudimos comprobar que aunque
el rendimiento del primer paso de la sintesis, es decir, la condensacion del éster
con e! 5-fluorouracilo, es bastante bueno, el segundo paso de la reaccion, la
formacioén de la diamida, se obtuvo con muy mal rendimiento. Estos resultados
posiblemente puedan ser explicados tanto por las caracteristicas fisicoquimicas
de los derivados del 5-FU, en concreto de la escasa solubilidad de estos
compuestos, que puede condicionar su reactividad, asi como a posibles
influencias de tipo estérico en el momento de la formacion de la diamida;
factores ambos que hacen que el rendimiento total de la sintesis se vea bastante
raducido, por lo que decidimos elegir la otra via sintética, Ia ruta A, hecho que
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no descarta que en un futuro la ruta B pueda ser retomada al objeto de
estudiarla en profundidad y poder obtener resultados més favorables.

De esta forma hemos llevado a cabo la cbtencién de los compuestos
mediante la via A, ya que aunque los resultados parciales no son del todo
excelentes, nos ha permitido obtener los productos finales con rendimientos
bastante aceptables.

3.1.- Preparacion y caracterizacion de las materias primas 19-24.

Antes de comenzar con la descripcién de la sintesis y caracterizacion
mediante técnicas espectroscipicas de estos compuestos conviene que
adoptemos un sistema de numeracién para todos ellos gue, si bien no
corresponde al sistematico, simplifica enormemente la localizacion de cada
posicion y cada sustituyente en dicha posicion.

Esta numeracién es peculiar y s6lo vélida para los compuestos descritos
en la presente memoria. Esta justificada solamente por la simetria de la molécula
y consiste en comenzar asignando el numero 1 a la posicién central de la
molécula para ia serie aliftica. Cuando no existe un solo atomo (caso de
derivados de etilendiamina o butilendiamina) se asignara el numero 1 a los dos
atomos equivalentes, a continuacion siguen nameros correlativos en el sentido
de cada extremo de la molécula de la diamida. Los dos radicales unidos a los
nitrégenos se numerardn partiendo del carbonilo con numeros prima ().

Para la serie aromatica se sigue el mismo criterio con la salvedad de que

los atomos del anillo aromético se designan con letras en lugar de numeros,
correspondiendo letras idénticas a las posiciones equivalentes.

La identificacion de todos los compuestos, se ha ralizado tras su
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purificacién cromatografica y constancia de su punto de fusion, siguiendo las
tecnicas espectroscopicas habituales de RMN (‘Hy °C), IR y analisis elemental.
En tres casos, ademas, hemos realizado el estudio de espectrometria de masas.

3.1.1.- Sintesis de N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-etilendiamina 19.

Para la sintesis de diamidas, de entre los numerosos meétodos
mencionados en la revisién bibliografica elegimos en un principio el propuesto
por Phillips y Rae*. De este modo hemos hecho reaccionar el 3,3-
dimetoxipropanoato de metilo y Ia etilendiamina en metanol absoluto, agitando
a temperatura ambiente.

La reaccién fue seguida por cromatografia en capa fina y al cabo de 10
dias se observé la desaparicién de los productos de partida por lo que se dio por
finalizada la reaccién y a continuacién tras la eliminacién de parte del disolvente
se recoge un sélido que se corresponde con el producto buscado 19.

=
H3CO

> b Y
HiCO~

Identificamos el producto mediante sus caracteristicas
espectroscépicas de resonancia de protones (espectro 'H-RMN-1), de carbono
(espectro *C-RMN-1), de infrarrojo (espectro iR-1) y espectrometria de masas
(espectro EM-1).
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Asi en el espectro de 'H-RMN (300.13 MHz)realizado en CI,CD, podemos
observar las siguientes sefales: 6.67 ppm (s, NH); 4.67 ppm (dd, J=5.3 Hz,
asignable al los M, acetdlicos); 3.35 ppm (s, 12 H del los OCH, y s,4H de los
H,); 2.5 ppm (d, J=5.3 Hz, asignable al los H,).

El espectro de C-RMN (**C-RMN-1)(75.78MHz, CI,CD) muestra las
siguientes seiiales : 170 ppm asignable a los C,, la seifial desaparece en el
espsctro DEPT; 102.15 ppm correspondiente a los C, acetdlicos; 54.12 ppm
asignables al los C, de los metilos; 40.87 ppm asignable a los C, de los CH,,
39.59 ppm asignable a los C, de los CH,. Como se puede comprobar en la
correlacién de C-H (Corr. 1) la asignacién de & para los dos metilenos es la
correcta, apareciendo los C, a campos menores que los C, .

En el espectio de infrarrojo (IR-1) podemos identificar las siguientes
sefiales (v, cm™): a 3300 (tensién N-H); a 2932 (tensién C-H); a 2836 (tensién

H-C-0); a 1646 (tensién C=0); entre 1458 y 1378 aparecen las bandas
caracteristicas de CH,; y a 1129 y 1063 (tension C-O).

En la tabla | se recogen los fragmentos inicos (m/e) junto con la
abundancia relativa de cada uno de ellos, resultado del estudio de la
espectrometria de masas.
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FRAGMENTO ABUNDANCIA RELATIVA (%)
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El esquema de las fragmentaciones mas importantes deducido del
espectro de masas (EM-1) es el siguiente.
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Una vez cbtenido el producto intentamos optimizar la reaccién variando
el tipo de disolvente, la temperatura y el tiempo de reaccién.

EXPERIENCIA

TIEMPO

TEMPERATURA

DISOLVENTE

RENDIMIENTO
(%)

10 dias

Ambiente

Metanol

47

5 dias

Ambiente

Etanol

34

4 dias

70°C

Metanol

51

12 dias

Ambiente

Etanol

55

Asi vemos que el disolvente no juega un papel importante en el
rendimiento final, no asi la temperatura, la cual acorta notablemente el tiempo
de reaccion.

Posteriormente, se hizo una nueva variacién al introducir como catalizador

de la reaccion una pequeiia cantidad de NH,Cl y manteniendo la mezcla a reflujo
sin disolvente durante 5 horas, baséndonos en el métedo de formacion de
amidas descrito en el Voge/'s®.

Al aplicar este procedimiento, el rendimiento de la reaccién es
considerablemente inferior debido lo méas probable a que, al tener que mantener
una temperatura alta durante 5 h, la diamina alifatica se descompone y en parte
se evapora, con lo que no reacciona correctamente. La reaccién mejora si la
llevamos a cabo con disolvente porque permite no tener que elevar tanto la
temperatura para mantener el reflujo.

No obstante, este método nos permite establecer un modelo general para
explicar el mecanismo por el que se lleva a cabo la reaccidn.
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Aunque no esta totaimente claro, el proceso por el que se forman amidas

a partir de ésteres carboxilicos en presencia de NH,Cl, el mecanismo podria ser
este:

R-OH + R-C-NH-R . N, B Ny

0

También fue realizada una experiencia siguiendo el procedimiento de
formacion de péptidos con DCC y HOBY, los resultados obtenidos nc fuercn
satisfactorios, debido a que partiamos del éster en lugar del acido carboxilico
como propone dicha sintesis™. La posibilidad de realizar una hidrdlisis previa del
éster fue descartada ya que, aunque dicha hidrélisis se llevé a cabo con éxito,
este proceso suponia la introduccién de un paso adicional en la secuencia de
sintesis, lo que a posteriori no reportaba beneficio sobre el método anterior.

Asi mismo se realizé un nuevo intento de obtencidn, siguiendo el método
descrito por Basha®, pero al tratarse de la formacién de una diamida el
rendimiento no superé al obtenido con el procedimiento de Phillips®.

3.1.2.- Sintesis y caracterizacion del N,N'-bis-(3,3-dietoxipropanoil)-
etilendiamina 20.

Una posible variacion era la de cambiar el producto de partida empleando
el 3,3-dietoxipropanoato de etilo. La razén de este cambio estriba en poder




PARTE TEORICA

disponer de resto etoxi an vez del metoxi para provocar el intercambio por el 5-
FU al obtener los productos finales.

La sintesis de este compuesto se llevo a cabo por agitacion del éster con
la etilendiamina en etanol absoluto, una vez a temperatura ambiente durante 11
dias y otra calentando a 70°C durante 3 dias. En ambos casos los rendimientos
fueron bastante bajos, un 11% y un 7% respectivamente.

No obstante, el producto obtenido se identificé por espectroscopia de
resonancia de protones ("H-RMN-2), de carbonos ('°C-RMN-2) y de infrarrojos.

H;C —&Hz\‘

3 H . %k
3 3 | || 2 :
5 4 S 2 _l/ia._ PR ,N’\ A 0—CH2-CH3
E3C—CH,—O s g 1 et ‘i\( (

20 ° % dém

E! espectro de 'H-RMN ('H-RMN-2)(300.13MHz, CI,CD) corresponde con
la estructura propuesta pudiendo identificar como sefiales caracteristicas las de
lcs H,, donde podemos observar que cada protén es diferente, apareciendo una
sefial a 3.64 ppm y la otra a 3.49 ppm, ambas como doble cuadruplete, debido
al acoplamiento con los 3 protones del CH; (Cs)(Je.s=7.05 Hz) y el
desdoblamiento de cada uno por el acoplamiento geminal (J,,,=9.37 Hz). En
3.32 ppm (t) vemos la sefial de los H, (J=2.5 Hz); finaimente a 1.16 ppm (dd) se
encuentra la seial de los CH, acoplada con los H; (J5.4=7.05 Hz); como cabe
esperar desaparece la sefial del metcxilo presente en el espectro anterior. El
resto del espectro es idéntico y se corresponden con las sefiales anteriormente
asignadas.

El espectro de *C-RMN (**C-RMN-2)(75.78 MHz, CI,CD) es més sencillo
de interpretar y similar en todo al anterior salvo en la sefal de los C, que
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aparece a 15.26 ppm y ia sefial de los metilos (C,) que, al no formar parte del
metoxilo, aparece mas apantallada, a 62.58 ppm.

En el espectro de infrarrojos (IR-2) podemos observar ias siguientes
bandas (v cm™): a 3301 tensién de N-H, a 2976 tensi6n de C-H, a 1641 banda
del carbonilo, a 1556 banda de flexién de N-H, a 1380 banda de CH, , a 1199
y 1064 banda de éteres.

En un principio se pensé que el grupo etoxilo era mas idéneo para la
postericr condensacién con 5-fluorouracilo, pero debido a la diferencia de
rendimiento en la reaccién comparado con su homdlogo inferior, el derivado
metilado, de decidi6 abandonar este tipo de intermeqios, centréndonos
unicamente en los derivados metilicos.

3.1.3.- Sintesis y caracterizacion del N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-
1,3-propanodiamina 21.

En ia sintesis tanto de este derivado como del siguiente se ensayaron dos
modificaciones diferentes. Una fue manteniendo la reaccién a reflujo sin

disolvente y con NH,CI durante 3 horas, con lo que el rendimiento fue de apenas
un 12%; la otra modificacion consiste en realizar también la reaccién con NH,Ci

durante 8 dias pero utilizando esta vez metanol como disolvente y
manteniendola a reflujo; en estas condiciones se consiguié superar el
rendimierto situandoio en un 25 %.

El producto obtenido se identificé por sus propiedades espectroscépicas
de resonancia de protones('H-RMN-3),resonancia de carbono("*C-RMN-3) y de
infrarrojo(IR-3).




En el espectro de 'H-RMN ('H-RMN-3)(300.13 MHz, Cl,CD) reconocemos
como rasgo distintivo las sefaies del fragmento propilicc central, asi vemos que
a 3.28 ppm aparece la seial de los H, como dobile triplete, acoplados con los H;,
y con los H, adyacentes (J,.,=6.0 Hz) y a 1.63 ppm vemos la sefial de los H,
como quintuplete al estar acoplados con 4 H de los dos metilenos con una
J,,=6.0 Hz.

El espectro de *C-RMN ("*C-RMN-3)(75.78 MHz, Cl,CD) confirma también
la estructura propuesta, apareciendo ahora a 29.65 ppm la senal del metileno

central que diferencia esta estructura de las anteriores.

En el espectro de IR (IR-3) vemios una serie de bandas caracteristicas de
los grupos funcionales de la molécula como son (v cm™): A 3308 aparece la
banda de tensién dei N-H; a 2944 aparece la banda de tension de C-H; junto a
esta aparece una banda débil a 2838 caracteristica de grupos CH,-O-; a 1652
la banda correspondiente al carbonilo de la amida; a 1554 se encuentra la banda
de flexion del N-H; a 1444 y 1373 aparecen dos sefales caracteristicas de
grupos metileno y a 1121 y 1064 se encuentran las sefiales caracteristicas de
tensién de asociaciones tipo éter, en nuestro caso correspondientes al acetal.
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3.1.4.- Sintesis y caracterizacién del N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-
1,4-butanodiamina 22.

Al igual que en el producto anterior llevamos a cabo la reaccién en dos
condiciones diferentes, con y sin disolvente obteniéndose, en ambos casos,
rendimientos dispares. En el caso de realizar la reaccién sélo caientando con
NH,CI sin disolvente el rendimiento era del 19 % y realizando la reaccién con
metanol el rendimiento se mejord hasta un 33%.

El producto se identificé por espectroscopia de resonancia de protones
('H-RMN-4), de carbono (**C-RMN-4) e infrarrojo (IR-4).

El espectro de 'H-RMN ('H-RMN-4)(300.13 MHz, CI,CD) es muy similar
al de 21 apareciendo las mismas sefales perc la sefal a 3.21 ppm

correspondiente a los H, aparece como un sistema mas complejo pudiendo
pensar en una doble sefial para cada proton que apareceria como doble doblete
pero que no esta bien resuelto en este espectro y que por tanto nos impide su
estudio en profundidad. A 1.48 ppm encontramos la sefial de los H, acoplados
con los H, (J,.,=3.2 Hz).
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En ol espectro de *C-RMN (**C-RMN-4)(75.78 MHz, CI,CD) las Unicas
diferencias apreciables con el de 21 son los desplazamientos del pico de los C,
que aparece a 38.97 ppm y el de los C, que aparece a 26.78 ppm, ademas la
intensidad de este Gltimo pico es mayor debido a que la molécula presenta dos

metilenos en lugar de uno.

En el espectro de IR (IR-4) podemos reconocer las siguientes bandas de
absorcion (v cm™): A 3299 estd la banda de tensién del N-H; a 2942 vemos la
banda de tensién del C-H; junto a ella a 2834, con menor intensidad la banda
caracteristica del metoxilo; a 1642 encontramos la sefal del carbonilo de la
amida; junto a ella y de igual intensidad, a 1565, la banda de flexion del N-H;
entre 1469 y 1336 _encontramos una serie de sefiales correspondientes a los
grupos CH,; a 1125 y 1068 encontramos las sefiales propias de los éteres del
acetal.

3.1.5.- Sintesis y caracterizacion del N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-
«,a'-diaminometaxileno 23.

Seguimos el procedimiento general de sintesis manteniendo la mezcla a
reflujo sin catalizador en metanol durante 10 dias, obteniendo un rendimiento del
45%; realizando la reaccién con NH,CI sin disolvente a reflujo se obtuvo en tan
sdlo una hora de reaccién un rendimiento del 36%; este resultado contrasta con
los obtenidos para las diamidas alifaticas y es posible explicario en base al
hecho de que, al tener las diaminas aromaticas un mayor punto de ebullicién, es
menos probable la evaporacion y descomposicion de estas y por tanto una mejor
reactividad.

En una experiencia posterior en estas mismas condiciones, es decir, sin
disolvente y con NH,CI, manteniendo la mezcla a reflujo durante 3 horas
conseguimos alcanzar un rendimiento del 53.7%
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El producto se identifica por sus propiedades espectroscopicas de
resonancia de protones ('H-RMN-5),de carbono ('*C-RMN-5), infrarrojos (IR-5)
y espectrometria de masas (EM-2).

En el espectro de 'H-RMN ('H-RMN-5)(300.13 MHz, CI,CD) las seiales
mas interesantes son las del sistema aromatico y las de los protones bencilico;
a 7.27 ppm encontramos la sefal del protén aromético H, acoplado con los H,
(J=7.2 Hz); a 7.15 ppm encontramos la sefial de los otros tres H aromaticos,
sefial que podemos analizar por una parte como un pico a 7.15 ppm como
doblete correspondiente a los dos H, acoplados con el H, (J=7.1 Hz), y por otra
parte otra sefial a 7.14 ppm que se corresponde con un unico protén H, y que
por tanto aparece como singlete; a 4.38 (d) estdn los H, bencilicos que
presentan acoplamiento con los H, (J,,=5.8 Hz).

En el espectro de "*C-RMN ('°*C-RMN-5)(75.78 MHz, CI,CD) podemos
observar a su vez la sefal de los C, que aparece a 138.85 ppm, la sefal
desaparece en el espectro DEPT; la sefal del C, a 128.92 ppm y a 126.62 ppm
la seiial del C, y a 126.43 ppm la de los C,, la sefal de los C bencilicos C,
aparece a 43.20 ppm. El resto de sefiales es coincidente con las de los

anteriores espectros.

Confirma la estructura el espectro de IR ({R-5) donde encontramos (v
cm™): a 3303 la sefial de tension del N-H; a 2936 sefial de tensién del C-H; a
2836 sefial caracteristica del metoxilo; a 1647 la de tensién del carbonilo
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amidico; a 1558 la de flexién del N-H; entre 1437 y 1379 bandas propias de
grupos tipo metileno; a 1124 y 1061 bandas correspondientes a los éteres del
acetal y a 831, 793 y 767 bandas caracteristicas de compuestos aromaticos

disustituidos en la posicion meta.

En el espectro de masas (EM-2) aparece una serie de valores para la

relacién carga masa de los que detallamos en la tabla Il los mds representativos

y segun los cuales podemos presentar el siguiente esquema con las posibles
fragmentaciones de la molécula y que confirman la estructura propuesta.

FRAGMENTO

ABUNDANCIA RELATIVA %
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3.1.6.- Sintesis y caracterizacién del N,N'-bis-(3,3-dimetexipropanoil)-
a,c '-diaminoparaxileno 24.

La sintesis se realiz6 manteniendo la mezcla a reflujo a 80C durante 10
dias, ei rendimiento obtenido fue del 49%. En un intento posterior de mejorar el
método de sintesis, se llevé a cabo la reaccién sin disolvente y catalizaca con
NH,CI, manteniendola a reflujo durante 5 h, pero apenas se consiguié obtener
un rendimiento del 22%.

El producto obtenido se identificé por sus propiedades espectroscopicas
de resonancia de protones ('H-RMN-6), de carbonos (“C-RMN-6) y
espectroscopia de_infrarrojo (IR-6).

El espectro de 'H-RMN ('H-RMN-6)(300.13 MHz, Cl,CD) es mucho méas
sencillo que el del otro derivado aromatico puesto que al ser la molécula
simétrica los cuatro protones aromaticos son equivalentes apareciendo como un
singlete a 7.25 ppm, el resio de las sefales son coincidentes en sus
desplazamientos con las asignaciones realizadas en apartados anteriores.

El espectro de "*C-RMN ("*C-RMN-6)(75.78 MHz, Ci,CD) confirma esta
estructura, asi pues observamos la sefial de los C, a 137,60 ppm, la sefal
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desaparece en el espectro DEPT: a 127.85 Ppm encontramos la senai de los
otros cuatro carbonos arométicos ©,. El resto ' : sefiales coinciden con las
asignaciones realizadas anteriormente.

Para completar la identificacién en el espectro de IR (IR-6) podemos ver
las bandas de absorcion caracteristicas de los grupos funcionales de la molécula
(¥ em™): a 3301 banda de tensién del N-H: a 2931 banda de tensién del C-H;
a 2836 banda propia de grupos metoxilo, a 1634 banda de absorcién del
carbonilo, a 1551 banda de flexion del N-H; entre 1461 y 1360 bandas propias
de grupos metileno; a 1126 y 1058 seriales caracteristicas de asociacién tipo
éter correspondiendo en nuestro caso al acetal y finaimente a 830 y 785 sefiales
caracteristicas de compuestos arométicos disustituidos en la posicién para.
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3.2.- Preparacién y caracterizacién de condensados con 5-
fluorouracilo 25-29.

Los condensados con S-fluorouracilo se prepararon siguiendo el método
propuesto por Yasumoto*® segun el cual los acetales sufren el ataque nuclecfilico
del 5-FU convenientemente silanizado, el ataque es catalizado por el SnCl, el
cua! forma un complejo con el acetal, eliminando uno de los radicales metoxilo
y permitiendo el ataque por parte del par de electrones del N-1 de! 5-FU.

0 OMe
/Q—én €1
|

wc1 -MeO’SnCl, I
Ll cl
2x ! -

=
=

Al producirse el ataque del 5-FU sobre el carbocatién planc cabe la
posibilidad de que el 5-FU entre por un lado u otro de dicho plano, originando
por tanto cuatro estereoisémeros, pero que al ser la molécula simétrica quedan
reducidos a dos enantidmeros y una forma meso. En la presente memoria
hemos obtenido en cada caso la mezcla de todos los estereoisémeros sin
separar.

Antes de seguir adelanta debemos aclarar que para referimos a las
distintas posiciones del anillo de piperidina aplicamos las normas de numeracion
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sistemédtica de la {UPAC, asignando a cada una de las pdsiciones los
localizadores que se muestran:

Otro hecho a considerar son las posibilidades de sustitucion en el 5-FU,
que teoricamente pueden ser las posiciones N-1 y N-3 del anillo pirimidinico. En

nuestro caso homos observado que la sustitucion se realiza preferentemente por
el N-1 en lugar del N-3 al estar este uitimo més impedido estéricamente por los
dos carbonilos silanizados. Esto esta en concordancia con los datos obtenidos
por Ozaki® y colaboradores, que llevan a cabo por estudios de RMN la

confirmacion experimental de la posicion de sustitucion. De este modo llegan a
la conclusion de que, un doblete agudo a 3=7-8 ppm por acoplamiento dei Hg-F
es indicativo que la sustitucion se ha llevado a cabo en el N-1, mientras que un
doble doblete a =7-8 ppm por acoplamiento del Hg con el F y con el N,-H indica
que la sustitucion se ha realizado en el N-3. En nuestras experiencias nunca
hemo detectado la incorporacion al N-3 del 5-FU, basandonos en estos criterios.

Para nuestros compuestos la reaccién se lleva a cabo afadiendo sobre
una suspensi6n de la amida y ei 5-FU en acetonitrilo, el hexametildisiiazano
(HMDS) y el trimetilclorosilano (TCS), para provocar la silanizacién de la base
y a continuacién se adiciona lentamente una solucién de SnCl, en acetonitrilo.
Se deja en agitacién durante varias horas. Para que la reaccion se de en
condiciones dptimas es necesario que el sistema esté completamente seco y los
disolventes también deben de estar recién destilados y completamente exentos
de humedad. Transcurrido el tiempo de reaccion, tras las correpondientes
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purificaciones por cromatografia preparativa en columna, tal como se describe
en la parte experimental de esta memoria, se obtienen los productos buscados
25-29 con rendimiento que oscilan entre el 38 y el 59 %..

3.2.1.- Caracterizacién del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-ii)-3-
metoxipropanoil)-etilendiamina 25.

La sintesis se lleva a cabo por el procedimiento general y es descrito en
la parte experimental de esta misma memoria, obteniendose el producto 25 con
un rendimiento del 42%.

W~

Se identifica el producto por sus propiedades espectroscépicas de
resonancia de protones ('H-RMN-7), de carbono ("*C-RMN-7), espectroscopia
de infrarrojo (IR-7) y espectrometria de masas (EM-3).

25

El espectro de 'H-RMN ('H-RMN-7){300.13 MHz, DMSO-d,) se diferencia
claramente del correspondiente al productc de partida 19, y asi podemos
comprobar como a 7.87 ppm aparece la sefial del Hg del 5-FU como doblete por
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el acoplamiento con el dtomo de fltor, lo que nos confirma que efectivamente
la sustitucién se ha realizado por la posicion N-1 del 5 fluorouracilo; los H,
aparecen a campos mas bajos lo que confirma el paso de acetal a hemiaminal,
asi aparece a 5.77 ppm como dd acoplado con los H, (J;.,=5.7 Hz); a 3.3 ppm
aparece una sedal ancha correspondiente al agua que contamina ei DMSQ; a
3.02 ppm aparece como un triplete ancho la sefial de los H,. Otra diferencia con
el espectro de la amida ("H-RMN-1) consiste en la sefial de los H, que ahora
aparece a 2.64 ppm como un sistema complejo de dos dobles dobletes, debido
a que como consecuencia de la aparicién en la molécula de dos centros quirales,
estos H que antes eran idénticos ahora pasan a ser enantiotopicos, es por eso
que aparecen dos sefiales, cada una de ellas correspondientes a un H del CH,,
asi pues aparece a 2.64 ppm un dd con una Jyea=7.4 Hz y a 2.52 ppm el otro
dd con una J,,,=5.7 Hz, como cabe esperar la constante de acoplamiento
geminal es idéntica para ambos siendo de Jyem=14.7 Hz.

En el espactro de *C-PMN (*C-RMN-7)(75.78 MHz, DMSO-d,) podemos
observar las sefiales comentadas para 19 salvo la de ios Cs que aparece a
83.70 ppm, ademds aparecen las sefales propias del anillo de 5-FU siendo
estas: a 157.11 ppm (d) la sefial del C,; a 149.54 ppm el C,; a 140.38 ppm (d)
el C; y a 124.46 ppm el Cg; las sefales de C. Cs y Cq aparecen desdobladas
3como censecuencia del acoplamiento con el &tomo de fluor.

En el espectro de IR (IR-7)(¥, cm™) vemos la banda de tensién N-H; a
3352 vemos la banda de tensién de C-H: entre 1740 y 1652 hay una banda
ancha donde se localizan las sefiales de! CO tanto de ia amida como del 5-FU;
a 1237 estd la banda de tensién del C-F y 1081 aparece la banda de los éteres.
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Del espectro de masas (EM-3) los fragmentos iénicos mas significativos
se detallan en la tabla |ll.

FRAGMENTO ABUNDANCIA %
I ' |

il 0.14

i 0.15

v 0.25

'

Vi 0.76

0.78
2.25
IX 76.68
X 24.58
Xl 1.57

il 85 100

Tabla Iii

En el esquema siguiente recogemos las fragmentaciones mas

representativas del EM de 25. Como se puede observar algunas de ellas son
similares a las obtenidas desde el 19 (EM-1), tras la correspondiente pérdida del
fragmento de 5-FU (IX, e/m=130).
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3.2.2.- Caracterizacién del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-
metoxipropanoil}-1,3 propanodiamina 26.

El producto 26 se obtuvo siguiendo el método descrito en el apartado 2.2
con un rendimiento del 37.8% y se identific6 por sus propiedades
espectroscopicas de resonancia de protories ('H-RMN-8), de carbono (*C-RMN-
8) y espectroscopia de infrarrojos (IR-8).

HN

R

o A
H

H

26

El espectro de 'H-RMN ('H-RMN-8)(300.13 MHz, DMSO-d,) es en todo
compatible con la estructura propuesta, las sefiales mas caracteristicas son la
que aparece a 3.00 ppm y que se corresponde con los H, y que sigue un patrén
de acoplamiento idéntico al descrito para la materia prima 21 y la otra sefal es
la que aparece a 2.60 ppm que se corresponde con los H, y que también es
identica a la comentada en el apartado 3.2.1 para el producto 25.

El espectro de *C-RMN (*°C-RMN-8)(75.78 Mhz, DMSO-d,) es el que
cabria esperar apareciendo las sefiales distintivas de 5-FU, asi como la sefial del
C, a 28.9 ppm.

En el espectro de infrarrojos (IR-8)(V, cm™) podemos observar las
siguientes bandas: a 2932 tension de C-H, a 1715 banda del carbonilo del 5-FU,
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a 1669 banda del carbonilo de ia amida, a 1550 flexién de N-H, a 1469 banda
de CH,, a 1259 banda de C-F y a 1078 banda de éteres.

3.2.3.- Caracterizaciéon del N,N'-bis-[3-(5-fluorcuracil-1-il)-3
metoxipropanoil}-1,4-butanodiamina 27.

El compuesto 27 se obtuvo con un rendimiento del 48% segun el metodo
general descrito en el apartado 3.2 y la identificacién se realizd por las
propiedades espectroscopicas de resonancia de protones ('H-RMN-9), de
carbono ("*C-RMN-9) y espectroscopia infrarroja (IR-9).

En el espectro de 'H-RMN ('H-RMN-9)(300.13 MHz, DMSO-d,) a 2.58
ppm aparecen los H, con el patrén de acoplamiento general para todos estos
condensados descrito en el apartado 3.2.1.; Las seriales de los H, a 2.98 ppm
y de los H, a 1.30 ppm aparecen ambas como dos singletes anchos debido al
ensanchamiento inducido por los NH.

En el espectro de *C-RMN ('C-RMN-9)(75.78 MHz, DMSO-d¢) no
aparece ningun aspecto de interés diferente de los comentados anteriorments.
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El espectro de infrarrojos (IR-9)(V, cm™) muestra las siguientes bandas de
interés: entre 1696 y 1653 banda ancha que incluye los CO de la amida y del 5-
FU; a 1521 banda de flexién del N-H; a 1218 banda de tensién de C-F y a 1086
banda de éteres.

3.2.4.- Caracterizacion del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-
metoxipropanoil}-«,«'-diaminometaxileno 28.

El compuesto 28 se obtuvo siguiendo el método descrito en el apartado
3.2, confirmando también en la serie aromatica, la unién a la molécula del 5-FU
por el N-1. El rendimiento de la reaccion fue de un 45.4%. La identificacion se
realiz en base a las propiedades especiroscopica de resonancia de protones
("H-RMN-10), de carbono (**C-RMN-10) y espectroscopia de infrarrojos (IR-10).

En el espectro de 'H-RMN {'H-RMN-10)(300.13 MHz, DMSO-dg)
encontramos diferencias notables con el del producte de partida (23, 'H-RMN-5),
la sefial de los H, si que aparece como un triplete claro a 8.43 ppm acoplado
con los H, bencilicos (J,,=5.6 Hz); asimismo la sefial de los H, también aparece
modificada, viéndose como multiplete a 4.21 ppm, esta variacion puede ser
debida a que al igual que ocurre con los H,, al ser quiral la molécula estos H
sean también enantiotdpicos, apareciendo entonces esta sefial como dos dobies
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dobletes pero que en el espectro aparecen solapados haciendo imposible un

estudio mas detallado (J,=15.5 Hz, J5,.1=Jz,1=5.6 Hz).

El espectro de '*C-RMN (**C-RMN-10)(75.78 MHz, DMSO-d, )no oresenta
rasgos destacacos aparte de los sefalados para la materia prima 28 en el

apartado 3.1.5 (“C-RMN-5) y las caracteristicas comunes a todos los
condensados con 5-FU descritos anteriorrisnte.

El espectro de infrarrojos (IR-10)(¥, cm™) confirma la estructura propuesta,
aparecen las siguientes bandas: a 3336 tension de N-H; a 1714 CO de 5-FU; a
1669 CO de amida; a 1550 flexién de N-H; entre 1434 y 1353 bzndas del CH,,
a 865 y 765 bandas de aroméaticos meta disustituicos.

3.2.5.- Caracterizacion del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3
metoxipropanoii}-«,ca'-diaminoparaxileno 29.

La obtencién del compuesto 29 se realizé siguiendo el método descrito en
el apartado 3.2 lograndose obtener un rendimiento en la reaccion de un 59% .
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Su caracterizacion se realizé por sus propiedades espactroscdpicas de
resonancia de protones ('H-RMN-11), de carbonos (**C-RMN-11) y de infrarrojos
(IR-11).

En el espectro de 'H-RMN ('H-RMN-11)(300.13 MHz, DMSO-d,) al igual
que en el anterior ('"H-RMN-10) la sefial de los H, aparece como multipiete, no

siendo posible su estudio; el resto de sefales son compatibles con las que
cabria esperar para la estructura propuesta.

El espectro de *C-RMN ("*C-RMN- i 1) tampoco merece mayor comentario
siendo las sefiales del todo acordes con la estructura propuesta, sin observar
ningun detalle resefiable adicional a los ya citados.

En el espectro de infrarrojos (IR-11)(¥, cm™) aparecen las siguientes
sefiales: a 3322 banda de tensién de N-H; a 3072 tensién de C-H; a 1715 CO
de 5-FU; a 1662 CO de la amida; a 1258 banda de tension de F-C y a 750
banda de arométicos para-disustituidos.
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Como resumen del estudio realizado sobre los distintos espectros de '°C-
RMN de todos los derivados, en la siguiente tabla se muestran los
desplazamientos quimicos correspondientes a los distintos C de las amidas junto
con los desplazamientos de los C los condensados con 5-fluorouragilo.

Tabla IV

Se puede apreciar en la tabla como el desplazamiento quimico del C,
varia en 18.51 +0,06 ppm, quedando mds apantallado, al pasar de la funcién
acetalica a una funcién hemiaminal debido ai cambio del O por N, que al ser
menos electronegativo provoca este apantallamiento, lo cual, ademas, nos
permite verificar la unién del 5-FU a la moiécula.

El resto de diferencias en los desplazamientos quimicos entre los
compuestos condensados y sin condensar, no son significativos, ya gue estas
variaciones en los desplazamientos se pueden interpretar como diferencia en los
promedios de las poblaciones conformacionales entre las dos series de
compuestos que no deben de ser iguales. Estas diferencias conformacionales
distintas entre las series, son posiblemente inducidas por la existencia ¢ no de
los restos de 5-FU en la molécula.
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4.- ENSAYOS BIOLOGICOS.

La determinacién de la actividad antineoplasica de los derivados con 5-FU
en su molécula se ha llevado a cabo sobre una linea de células tumorales HT-29
de cancer de célon humano qua expresa el fenémeno de MDR (Multidrug
resistance) y realizado en los laboratorios Knoll.

De esta forma hemos observado que para los compuestos 25 como
representativo de la serie alifatica y para los 28 y 29 de la serie aromatica se
obtienen los siguientes resultados de actividad antitumoral in vitro:

Compuesto 5-FU 25 28 29
ICq, (M) 1010% 7¢10° 9¢10° 8e10°

Como se puede observar, estos compuestos presentan una actividad

antineoplasica similar, pero aigo superior, a la del compuesto tomadc de
referencia que es el 5-FU*?,
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En otra serie de ensayos realizados en Médena (ltalia), frente a la enzima

timidilato sintetasa del Lactobacillus casej al objeto de determinar las

propiedades inhibitorias de estos comouestos, hemos podido observar que tanto
para el representante de la serie alifdtica 25 a la concentracion de 600 pmolar
como para el de la serie aromatica 28 a concentracién de 119 pmolar no
presentan actividades inhibitorias.

Estos dos hechos, la ausencia de actividad inhibitoria frente a la timidilato
sintetasa, unidos al anterior ensayo, es decir, una actividad antitumoral
levemente superior a la del 5-FU, justificaria un mecanismo de accién para estos
compuestos diferente al del compueste de referencia, el 5-fluorouracilo, pero
confirman su actividad antitumoral, lo que anima a explorar la serie al objeto de
mejorar su actividad.
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5.- PARTE EXPERIMENTAL

5.1.- Consideraciones generales.

Los espectros IR han sido registrados en forma sélida, en disolucion en
KBr, en un espectrofrémetro Perkin-Elmer 782 adosado a una Estacién de Datos
medelo 3600. Se dan sélo las bandas de adsorcion més caracteristicas Y sus
posiciones se indican utilizando valores de nimeros de onda v en cm™. La
abreviatura f indica que la intensidad relativa es fuerte, la m, que es mediana y
la d, es débil.

Los espectros de 'H-RMN se han realizado en un aparato Bruker AM-300
(300.13 MHz). Los datos se expresan en desplazamientos quimicos & (ppm),
respecto al TMS, tomado como referencia interna, en disoluciones deuteradas
de cloroformo o DMSO. Las constantes de acoplamiento J se expresan en Hz
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{ciclos por segundo). El aspecio y la multiplicidad de las sefales se indica
mediante las siguientes abreviaturas: s, singlete; d, doblete: dd, doble doblete:
t, triplete; dt, doble triplete; dc, doble cuadriplete Yy g, quintuplete.

Los especiros de ''C-RMN se registraron también en disoluciones
deuteradas de cloroformo y DMSO y con TMS, en un aparato Bruker AM-300
(75.78 MHz).

Los espectros de masas (EM) han sido registrados en un aparato Hewlett-
Packard 5.988 A a 70 eV.

La cromatografia en columna se ha realizado sobre silicagel Merck 7734,
empleando como eluyentes mezclas de metanol-cloroformo. La cromatografia en
capa fina se ha llevado a cabo sobre cromatofolios AL de silicagel 60 F,g,,
realizandose la lectura bajo una ldmpara de luz UV a 254 nm. En otras

ocasiones se ha revelado utilizando vapores de H,SO, caliente.

La cromatografia de media presién se ha realizado sobre silicagel Merck
60, utilizando una presién de 0.4 Kg/cm® y de eluyente mezclas de metanol-
cloroformo.

5.2.- Materias primas.

5.2.1.-Sintesis del N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-etilendiamina 19.

En un matraz redondo provisto de agitador se ponen 4.7 mL de 3,3-
dimetoxipropionato de metilo en 30 mL de etanol absoluto y se afiaden 1.11 mL
de etilendiamina.

Se deja en agitacion 12 dias a temperatura ambiente, al cabo de los
cuales se concentra a un tercio de su volumen y se deja que precipite el
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producto, se obtiene un sélido amarillento que se filtra. Se recogen 2.693g en
tres precipitaciones. Rto: 55%.

El sdlido se recristaliza en una mezcla de etanol y hexano caliente en
proporcién 0.5:15. p.f.=135-137°C.

iR (IR-1)(Disolucion KBr).- %, (cm™): 3301f, 2933m, 2836m, 1642f, 1565f,
1458, 1430m, 1392m, 1378m, 1129f, 1062f.

"H-RMN ('"H-RMN-1)(CI,CD. 300.13 MHz, 8(ppm), TMS): 6.67 (s, 2H, H,);
4.67 (dd, 2H, J,.,=5.3 Hz, H,); 3.35 (s, 16H, H, y H,); 2.5 (d, 4H, J,.,=5.3 Hz,
H,).

"»C-RMN ("*C-RMN-1)(CI,CD., 75.78 MHz, (ppm)): 170 (C,); 102.15 (C,);
52,12 (C,); 40.87 (C,); 39.59 (C,).

EM m/e (%).- 260 (<1), 245 (3), 229 (8), 197 (1), 171 (10), 159 (27), 127
(23), 85 (38), 75 (100), 58 (38).

Andlisis elemental (C,,H,,N,O;)

Calculado: C:49.30%; H:8.27%; N:9.58%.
Encontrado: C:49.30%; H:8.28%; N:9.65%.

5.2.2.- Sintesis del N,N'-bis-(3;3-dietoxipropanoil)-etilendiamina 20.

En un matraz redondo de 50 mL provisto de agitador se ponen 7.1 mL de
3,3-dietoxipropionato de etilo en 30 mL de etanol absoluto, a continuacion se

afiaden 1.11 mL de etilendiamina y se deja en agitacion a temperatura ambiente
durante 11 dias.
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Al cabo de ese tiempo corcentramos a un tercio de su volumen vy

dejamos que precipite el producto, se recoge un sélido amarillento de p.f.=135°C
en tres precipitaciones. Rto: 11%

IR (IR-2)(Disolucién KBr).- v, (cm’): 3301m, 2976m, 1641f, 1556f,
1380m, 1199f, 1064m.

'H-RMN ("H-RMN-2)(C1,CD, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 6.70 (s, 2H, H,);
4.77 (dd, Jyp=5.2 Hz, 2H. Hy); 3.64 (dc, BH, Jy0s=7.0 H2, Jper=9.52 HZ, Hyo);
3.49 (dc, BH, Jg5=7.0 HZ, Jyou=9.52 Hz, Hy); 3.32 (dd, J= 2.6 Hz, 4H, H,); 2.49
(d, 4H, J,.4=5.2 Hz, H,); 1.16 (dd, 6H, Jg.,=7.0 Hz, Hy).

13C.RMN (*C-RMN-2)(CI,CD, 75.78 MHz, &(ppm)): 170.14 (C,); 100.20
(C,); 62.58 (C,); 41.91 (C,); 39.47 (C,); 15.26 (Cy).

Anadlisis elemental (C,H;,N,04)

Calculado: C:55.15%,; H:9.25%; N:8.03%.
Encontrado: C:54.60%; H:9.08%; N:8.57%

5.2.3.- Sintesis del N,N'-bis(3,3-dimetoxipropanoil)-1,3-propanodiamina

En un matraz nrovisto de refrigerante y un agitador se pone una mezcla
de 4.5 g de 3,3-dimetoxipropanoato de metilo, 1.018 g de 1,3-propanodiamina
y una punta de espétula NH,Cl en 30 mL de metanol.

Se mantiene a reflujo a 80°C durante 8 dias, al cabo de los cuales se
corta la reaccion y se afiade agua acidulada (1% HCI), se extrae con cloroformo,
se seca sobre Na,SO,, se filtra y se concentra, p.f.=77°C. Rto: 25%
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Se recristaliza en una mezcla de etanol absoluto y hexano caliente en
proporcion 0.5:15

IR (IR-3)(Disolucién KBr).- v__(cm™"): 3308m, 2944m, 2838m, 1652f,
15541, 1444m, 1373m, 1121f, 1064f.

'"H-RMN ('H-RMN-3)(CI,CD, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 6.71 (t ancho,
2H, H,); 4.72 (dd, 2H, J;,=5.4 Hz, H,); 3.38 (s, 12H, H,); 3.28 (dt, 4H, J,,=6.0
Hz, H,); 2.54 (d, 4H, J,,=5.4 Hz, H,); 1.63 (g, 2H, J,,=6.0 Hz, H.).

3C-RMN ("°C-RMN-3)(CI,CD, 75.78 MHz, 3(ppm)): 169.67 (C,); 102.25
(C,); 54.02 (C,); 40.98 (C,); 35.99 (C,). 29.65 (C,).

Andlisis elemental (C,,H,;N,O,)

Calculado: C:50.96%:; H:8.55%; N:9.14%.
Encontrado: C:50.76%; H:8.33%; N:8.91%.

5.2.4.- Sintesis del N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-1,4-butanodiamina

En un matraz provisto de agitador y refrigerante se pone una mezcia de
4.5g de 3,3-dimetoxipropanoato de metilo, 1,21g de 1,4-butanodiamina y una
punta de espatula de NH,Cl, disuelta en 30 mL de metanol.

Se calienta a reflujo durante 12 dias, al cabo de los cuales se corta la

reaccién, se concentra y aparece un soélido que pesa 1.474g , p.f.=121-126°C,
Rto=33%.

Se recristaliza en una mezcla de etanol absoluto y hexano caliente en
relacién 0.5:15.
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IR (IR-4}(Disolucién KBr).- v, (cm™): 3269f, 29421, 2834m, 1642f, 15651,
1469m, 1430m, 1385m, 1336m, 1125f, 1068f.

'"H-RMN ("H-RMN-4)(CI,CD, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 6.41 (t ancho,
2H, H,); 4.65 (dd, 2H, J,.,=5.3 Hz, H,); 3.33 (s, 12H, H,); 3.21 (dt, 4H, H,); 2.47
(d, 4H, J,..=5.3 Hz, H,); 1.48 (q, 4H, J,,=3.2 Hz, H,).

"*C-RMN ('*C-RMN-4)(CI,CD, 75.78 MHz, &(ppm)): 169.18 (C,); 102.26
(Cs); 54.10 (C,); 40.91 (C,); 38.97 (C,); 26.78 (C,).

Andiisis elemental (C, H,N,O,)

Calculado: C:52.48%; H:8.81%; N:8.74%.
Encontrado: C:52.47%; H:8.91%; N:8.86%.

5.2.5.- Sintesis del N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-a,a'-
diaminometaxileno 23 .

En un matraz provisto de agitador y refrigerante se pone a reflujo una
mezcla de 4.5 g de 3,3-dimetoxipropionato de metilo, 1.87 g de a,a™-
diaminometaxileno y C.5 g de NH,CI pulverizado.

Se mantiene a reflujo 3 horas, se deja enfriar y se afiade agua acidulada
con unas gotas de HCI.

El agua se extrae con 7 fracciones de 20 mL de cloroformo, se seca
sobre Na,SO, anhidro y se concentra, aparece un sélido que se filtra.
Peso=2.660 g, p.f.=120°C Rto: 53.7%

Se recristaliza en hexano caliente.

IR (IR-5)(Disolucién KBr).- v, (cm™): 3303f, 2936m, 2836m, 1647f, 1558,
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1437m, 1426m, 1392m, 1379m, 1124f, 1061f, 831m, 793d, 767d.

'"H-RMN ("H-RMN-5)(CI,CD, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 7.27 (dd, 1H, J,.
\=7.2 Hz, H)): 7.15 (d, 2H, J,.=7.1 Hz, H,); 7.14 (s, 1H, H,); 6.71 (t ancho, 2H,
H,); 4.71 (dd, 2H, J,,=5.3 Hz, H,); 4.38 (d, 4H, J, ,=5.8 Hz, H,); 3.36 (s, 12H.
H,); 2.55 (d, 4H, J,.;=5.3 Hz, H,).

“C-RMN ('*C-RMN-5)(CI,CD, 75.78 MHz, (ppm)): 169.09 (C,); 138.85
(Cy); 128.92 (C,); 126.62 (C,); 126.43 (C,); 102.26 (C,); 54.10 (C,); 43.20 (C,);
40.90 (C,).

EM m/e (%).- 336 (1), 303 (58), 272 (14), 219, (24), 218 (3), 204 (11), 133
(12), 117 (11), 105 (24), 85 (24) 75 (100).

Andlisis elemental (C,;H,;N,Oq)

Calculado: C:58.68%; H:7.66%; N:7.60%.
Encontrado: C:58.24%:; H: 7.64%,; N:7.49%.

5.2.6.- Sintesis de N,N'-bis-(dimetoxipropanoil)-u,«'-diaminoparaxileno

En un matraz con refrigerante se ponen 4.8 mL de 3,3-dimetoxipropanoato
de metilo en 25 mL de metanol absoluto y se afaden 2.297g de «,a™-
diaminoparaxiieno.

La mezcla se calienta a 80°C durante 10 dias, al cabo de los cuales se
evapora el metanol, aparece un masa sélida en el matraz que se suspende en
etanol de 962, se filtra y se lava con éter. Peso=3.044g, p.f.=148-149°C, Rto:
A9%.
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El sélido se recristaliza en Etanol absoluto caliente dando agujas
cristalinas blancas de p.f.=147-148¢C.

IR (IR-6)(disolucién KBr).- v__(cm™): 3301f, 2931m, 2836m, 1634f,
1461m, 1442m, 1427m, 1398m, 1378m, 1360m, 1126f, 1058f, 830m, 785d.

'H-RMN ('H-RMN-6)(CI,CD, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 7.25 (s, 4H, H,);
6.56 (t ancho, 2H, H,); 4.73 (dd, 2H, J,.,=5.3 Hz, H,); 4.43 (d, 4H, J,,=5.8 Hz,
H,); 3.4 (s, 12H, H,); 2.59 (d, 4H, J,.;=5.3 Hz, H,).

C-RMN ("*C-RMN-6)(CI,CD, 75.78 MHz, 3(ppm)): 169.03 (C,); 137.60
(C,); 127.85 (C,); 102.28 (C,); 54.18 (C,); 43.10 (C,); 41.0 (C,).

Anilisis elemental (C,;H,,N,O,)

Calculado: C:58.68%; H:7.65%: N:7.63%.
Encontrado: C:58.66%; H:7.64%; N:7.57%.

5.3.- Condensados con 5-fluorouracilo.

5.3.1.- Sintesis del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-metoxipropanoil}-
etilendiamina 25.

En un matraz provisto de agitador y un embudo de adicién se coloca una
suspension de 0.500 g de N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-etilendiamina en 20
mL de acetonitrilo recién destilado sobre P,O, y se le afiaden 0.555 g de 5-
fluorouracilo, 0.68 mL de hexametildisiazano (HMDS) y 0.46 mL de
Trimetilclorosilano (TCS). A esta suspensién en agitacion, se le adiciona
lentamente una solucién de 0.80 mL de SnCl|, en 3 mL de acetonitrilo.
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Se deja agitando durante 20 horas, al cabo de este tiempo se corta la
agitacion, se neutraliza con NaHCO, al 4% hasta pH levemente basico.

Se filtra y el fitrado se concentra y se purifica por cromatografia
preparativa en columna tipo fiash en las siguientes condiciones:

Diametro de la columna: 4.5 cm.
Altura de la columna de silica: 15 cm.
Eluyente: metanol/cloroformo 1:12.

Se aislan cinco fracciones, de las cuales se identifica la Gltima por sus
propiedades espectroscopicas como N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-
metoxipropanoilletilendiamina 25. Peso=0.350 g. Rto: 42%.

IR (IR-7)(Disolucién KBr).- 3 (cm""): 3352f, 3078f, 2841m, 1740f, 1652t,
15541, 12371, 1081f, 1077+,

'H-RMN ('H-RMN-7)(DMSO-d,, 300.13 MHz, d(ppm), TMS): 7.93 (s, 2H,
H,); 7.87 (d, 2H, J,..=6.8 Hz, H,,); 5.77 (dd ancho, 2H, J,.,=5.7 Hz, H,); 3.19
(s, 6H, H). 3.01 (s ancho, 4H, H,); 2.64 (dd, 2H, J,, ;=7.3 Hz, Joem=14.8, H,,);
2.52 (dd, 2H, J,,,4=5.5 Hz, J,,,=14.8 Hz, H,,).

C-RMN (“C-RMN-7)(DMSO-d,, 75.78 MHz, &(ppm)): 167.35 (C,); 157.11
(d, J=26.5 Hz, C, 5-FU); 149.54 (C, 5-FU); 140.38 (d, J=231.8 Hz, C, 5-FU);
124.46 (d, J=33.3 HZ, C, 5-FU); 83.70 (C,); 55.94 (C,); 40.12 (C,); 38.11 (C,).

EM m/e (%).- 358 (<1}, 343 (<1), 315 (<1), 257 (<1), 215 (<1), 173 (2),
130 (76), 127 (24), 100 (1), 84 (100).
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Andlisis elemental (C,H,,F,N,0,¢2.4 H,0¢1.2 MeOH)

Calculado: C:40.45%; H:5.58%; N:14.74%.
Encontrado: C:40.55%; H:4.84%:; N:14.17%

5.3.2.- Sintesis del N,N'-bis-[3-(5--fluorouraciI-1-iI)-&metoxipropanoil]-
1,3-propanodiamina 26.

En un matraz provisto de agitador y embudo de adicién, todo ello
totalmente seco, se colocan 05g (1.53 mmol) de N,N-bis-(3,3-
dimetoxipropanoil)-1,3-diaminopropano en 30 mL de acetonitrilo, iecién destilado
sobre P,0, y se afiaden 0.397g de 5-fluorouracilo, 0.61 7g de hexametildisilazano
y 0.414g de trimetiiclorosilano.

Se le adiciona lentamente una solucién de 0.998g de SnCl, en 10 mL de
acetonitrilo también recién destilado.

Se deja agitando durante 21 horas, se corta la agitacion y se neutraliza
con NaHCO, al 4% hasta pH levemente basico.

Se filtra y se lava con acetonitrilo.

El filtrado se concentra y se purifica por cromatografia preparativa en
columna tipo flash en las siguientes condiciones:

Didmetro de la columna: 3 cm.
Eluyente: metanol/cloroformo 1:12.
Altura de la columna de silica: 15 cm.

Se aislan cinco fracciones y se identifica la dltima como el producto por

sus propiedades espectroscépicas y se corresponde con N,N'-bis-[3-(5-
fluorouracil-1-il)-3-metoxipropanoil]- 1 ,3-diaminopropano z6. Peso0=0.310 g
Rto: 37.8%.
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IR (IR-8)(Disolucién KBr).- v, (cm™): 3355m, 3073m, 2932m, 1715f,
1669f, 1550m, 1469m, 1259m, 1078m.

"H-RMN ("H-RMN-8)(DMSO-d,, 300.13 MHz, 8(ppm), TMS.): 11.7 (s, 2H,
NH,e,); 7.87 (d, 2H, J,.-=6.7 Hz, Hg)); 5.78 (dd, 2H, J;.,=5.7 Hz. Hy); 3.20 (s,
6H, H,); 3.00 (dt, 4H, J,,=6.5Hz, J,,=3.4 Hz, H,); 2.66 (dd, 2H, J,,,=7.3 Hz,
Joen=14.5 Hz, H,,); 2.54 (dd, 2H, J,5=5.3 Hz, Jg,=14.5 Hz, Hyy); 1.45 (q, 2H,
J,2=6.7, H,).

BC-RMN (*C-RMN-8)(DMSO-d,, 75.78 MHZ, &(ppm)): 167.06 (C,);
157.05 (d, J=25.9 Hz, C, 5-FU); 149.47 (C, 5-FU); 141.68 (C, 5-FU); 124.43 (d,
J=32.3 Hz, C, 5-FU); 83.76 (C,); 55.92 (C,); 40.12 (C,); 36.22 (C,); 28.97 (C,).

Andlisis elemental (C,H,,F,N:;O; * 0.4 CI,CHj)

Calculado: C:42.35%; H:4.47%; N:15.27%.
Encontrado: C:42.58%; H:4.82%; N:14.18%

5.3.3.- Sintesis del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-metoxipropanoil}-
1,4-butanodiamina 27.

En un matraz provisto de agitador y embudo de adicion, totalmente seco,
se colocan 0,5g (1,56 mmol) de N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-1,4-
diaminobutano en 40 mL de acetonitrilo recién destilado y se afiaden 0,508g de
5-fluorouracilo, 0,630g de hexametildisilazano y 0,424g de trimetilclorosilano.

Se deja agitando durante 15 minutos, tras los cuales se le adiciona
lentamente una solucién de 0,407g de SnCl, en 6 mL de acetonitrilo.

Se deja agitando durante 23 horas, se corta |a agitacién y se neutraliza

con NaHCO, al 4% hasta pH levemente basico.
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Se lleva a sequedad y se purifica por cromatografia preparativa en
columna tipo flash en las siguientes condiciones:

Diametro de la columna: 4 cm.
Eluyente: metanoi/cloroformo 1:10.
Altura de la columna de silica: 15 cm.

Se aislan tres fracciones y se identifica el producto de la tercera por sus
propiedades espectroscépicas que se corresponde con N,N“-pis-[3-(5-
fluorouracil-1-il)-3-metoxipropanoil]- 1,4-diaminobutano 27. Peso= 0.384 g.
Rto: 48%.

IR (IR-9)(Disolucién KBr).- v (cm™"): 3088m, 2948m, 1696f, 1653f, 15211,
1393m, 1354m, 1218f, 1086f.

"H-RMN ('H-RMN-3)(DMSO-d,, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 7.89 (t ancho,
2H, H,); 7.84 (d, 2H, J,.,=6.6 Hz, Hyr); 5.77 (dd, 2H, H,); 3.19 (s, 6H, H,); 2.98
(s ancho, 4H, H,); 2.64 (dd, 2H, J,,,=7.4 Hz, J,,.=14.3 Hz, H,,); 2.52 (dd, 2H,
Jp63=5.5 HZ, J0u=14.3 Hz, H,,); 1.30 (s ancho, 4H, H,).

"*C-RMN (**C-RMN-9)(DMSO-d,, 75.78 MHz, &(ppm)): 166.94 (C,); 157.16
(d, J=26.2 Hz, C, 5-FU); 149.53 (C, 5-FU); 138.80 (C, 5-FU); 124.41 (d, J=33.7,
Ce 5-FU); 83.72 (C,); 55.88 (C,); 40.10 (C,); 38.01 (C,); 26.27 (C,).

Andlisis elemental (C,,H,F,NsO, * 0.8 H,0)

Calculado: C:45.25%; H:5.24%; N:15.83%.
Encontrado: C:45.74%; H:5.26%:; N:14.98%.
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5.3.4.- Sintesis del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-metoxipropanoil]-
o,0'- diaminometaxileno 28.

En un matraz provisto de agitador y embudo de adicion se colocan 0.5g
(1.35 mmol) de N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-«,a'-diaminometaxileno en 30
mL de acetonitrilo y se afiaden 0.44g (3.38mmol) de 5-fluorouracilo, 0.54 mL de
hexametildisilazano y 0.42 mL de trimetilclorosilano.

Se le adiciona lentamente durante 45 minutos una solucién de 0.39mL de
SnCl, en 10 mL de acetonitrilo.

Se deja agitando durante 28 horas, se corta la agitacion y se neutraliza
con NaHCO, al 4% hasta pH levemente basico.

Se lleva a sequedad y se suspende en acetonitrilo, se filtra y se lava con
metanol/cloroformo 1:3.

El fitrado se concentra y se purifica por cromatografia preparativa en
coiumna tipo flash en las siguientes condiciones:

Diametro de la columna: 3.5 cm.
Elvyente: metanol/cloroformo 1:12.
Altura de la columna de silica: 15 cm.

Se recogen cinco fracciones. La cuarta se identifica por sus propiedades
espectroscépicas correspondiéndose  con  N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-
metoxipropanoil]-«, o '-diaminometaxileno 28. Pes0=0.346 g. Rto: 45.4%.

IR (IR-10)(Disolucion KBr).- v (cm™): 3336m, 1714f, 1669f, 1550m,
1434m, 1382m, 1353m, 1258m, 865d, 765d.

H-RMN ('H-RM -10)(DMSO-d,, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 11.7 (s, 2H,
NHg¢y); 8.43 (dd, 2H, J,.,=5.7 Hz, H,); 7.88 (d, 2H, J,.¢=6.7 Hz, H,); 7.21 (dd,
1H, J.,=7.6 Hz, H,), 7.06 (s, 1H, H,); 7.05 (d, 2H, J,.=7.5 Hz, H,); 5.83 (dd, 2H,
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J5.2=5.7 Hz, Hy); 4.25 (dd, 2H, J,,,=5.7H2, J,,=15.5 Hz, H,,); 4.18 (dd, 2H, J,,,
2=5.4 Hz, J,,,=15.5 Hz, H,); 3.22 (s, 4H, H,); 2.75 (dd, 2H, J,,4=7.2 Hz,
Jpom=14.6 Hz, H,,); 2.64 (dd, 2H, Jyy,4=5.7 Hz, J,0,=14.6 Hz, Hyy).

"“C-RMN ("°C-RMN-10)(DMSO-d,, 75.78 MHz, &(ppm)): 167.07 (C,);
157.02 (d, J=26.1 Hz, C, 5-FU); 149.45 (C, 5-FU); 140.29 (d, J=232.6 Hz, C, 5-
FU); 139.09 (C,); 128.11 (C,); 125.99 (C,); 125.40 (C,); 124.40 (d, J=33.4 Hz, C,
5-FU); 83.65 (C,); 55.87 (C,); 41.88 (C,); 39.96 (C,).

Andlisis elemental (C,H,;F,N;O; * 0.9 CI,CH)

Calculado: C:44.51%; H:4.04%; N:12.51%.
Encontrado: C:44.65%; H:4.19%: N:12.34%.

5.3.5.- Sintesis del N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-metoxipropanoil}-
«,e'-diaminoparaxileno 29.

En un matraz provisto de agitador y embudo de adicion se colocan 0.5g
(1,35 mmol) de N,N"-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-,«'-diaminoparaxileno en 30
mL de acetonitrilo y se aiiaden 0.44g (3,38mmiol) de 5-fluorouracilo, 0.7 mL de
hexametildisilazano y 0.42 mL de trimetilclorosilano.

Se le adiciona lentamente durante 25 minutos una solucién de 0.881g de
SnCl, (0.39 mL) en 10 mL de acetonitrilc.

Se deja agitando durante 21 horas, se corta la agitacién y se neutraliza
con NaHCO, al 4% hasta pH levemente basico.

Se lleva a sequedad y se suspende en acetonitrilo, se filtra y se lava con
metanol/cloroformo 1:3.

El filtrado se concentra y se purifica por cromatografia preparativa en
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columna tipo flash en las siguientes condiciones:

Diametro de la columna: 3.5 cm.
Eiuyente: metanol/cloroformo 1:10.
Altura de la columna de silica: 15 cm.

Se recogen dos fracciones y se identifica la segunda por sus propiedades
espectroscopicas como N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-metoxipropanoil]-«, « -
diaminoparaxileno 29. Peso=0.118 g. Rto: 59%.

IR (IR-11)(Disolucién KBr).- v__(cm™): 3322m, 3072m, 1715f, 1669f,
1662f, 1550m, 1258m, 750m.

'H-RMN ('H-RMN-11)(DMSO-d,, 300.13 MHz, &(ppm), TMS): 8.42 (t
ancho, 2H, H,); 7.85 (d, 2H, J,.=6.6 Hz, Hy); 7.11 (s, 4H, H,); 5.81 (dd, 2H,
J22=5.7 Hz, H,); 4.23 (dd, 2H, J,,,=5.9 Hz, J ,,=15.3 Hz, H,,); 4.16 (dd, 2H, J,,
=5.7 Hz, J ,,=15.3 Hz, H,); 3.21 (s, 6H, H,); 2.73 (dd, 2H, J,,,=7.1 Hz,
Jom=14.5 Hz, H,,); 2.62 (dd, 2H, Jpy,4=5.7 Hz, J_,=14.5 Hz, H,,,).

* ¥gem

C-RMN (DMSO-d,, 75.78 MHz, (ppm)): 167.29 (C,); 157.26 (d, J=26.2
Hz, C, 5-FU); 149.63(C, 5-FU); 140.45 (d, J=232.2 Hz, C, 5-FU); 137.72 (C,):
127.13 (C,); 124.50 (d, J=33.4 Hz, C, 5-FU); 83.78 (C,); 56.03 (C,); 41.84 (C,);
40.12 (C,).

Anilisis elemental (C,,H,;F,N;O4¢ 1.5 MeOH)

Calculado: C:49.99%; H:5.26%; N:13.71%.
Encontrado: C:48.88%; H:4.91%; N:13.09%.
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6.- CONCLUSIONES.

1.- Se han sintetizado y caracterizado espectroscopicamente los compuestos de
caracter bisacetdlicos 19-24, intentando opiimizar las condiciones para mejorar
el rendimiento de la obtencién.

2.- Se han sintetizado y caracterizado espectroscopicamente los derivados 25-29
por reaccion de los anteriores sustratos (19, 21. -24) con el 5-FU. En ningun caso
se han aislado los posibles estereoisémeros obtenidos en cada reaccion.

3.- Se han ensayado ias actividades antitumorales de los derivados 25, 28 y 29,
encontrandose que presentan una actividad levemente superior a la del propio
5-FU frente a células HT-29 de cancer de colon humano.

4.- En otros estudios bicldgicos realizados se ha podido comprobar que el
mecanismo de accién de los derivados 25 y 28 no es similar al del compuesto
de referencia, puesto que nc inhibe la enzima timidilato sintetasa para ejercer su
efecto antitumoral.
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Relacion de ios especiros de las sustancias estudiadas en esta memoria.

NOMBRE ESPECTROS Pagina

N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)- 'H-RMN-1 32
etilendiamina 'SC-RMN-1 33
CORR-1 34
IR-1 35
EM-1 36

N,N"-bis-(3,3-dietoxipropanoil)-etilendiamina 'H-RMN-2 40
C-RMN-2 41
IR-2 42

N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-1,3- 'H-RMN-3 45
propanodiamina SC-RMN-3 46
IR-3 47

N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-1,4- 'H-RMN-4 49
butanodiamina '*C-RMN-4 50
IR-4 51

N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-a,a'- 'H-RMN-5 56
diaminometaxileno C-RMN-5 57
IR-5 58
EM-2 59

N,N'-bis-(3,3-dimetoxipropanoil)-«,« - 'H-RMN-6 62
diaminoparaxileno C-RMN-6 63
IR-6 64
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NOMBRE

N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-if)-3-
metoxipropanoil]-etilendiamina

N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-
metoxipropanoil]-1,3-propanodiamina

N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-
metoxipropanoil]-1,4-butanodiamina

N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-
metoxipropanoil]-«, a'-diaminometaxileno

N,N'-bis-[3-(5-fluorouracil-1-il)-3-

metoxipropanoil}-«, o'-diaminoparaxileno

ESPECTROS

'H-RMN-7
3C-RMN-7
IR-7

EM-3

'H-RMN-8
“C-RMN-8
IR-8

'H-RMN-9
"*C-RMN-9
IR-9

'H-RMN-10
*C-RMN-10
IR-10

'"H-RMN-11
"*C-RMN-11
IR-11




Datos de los espectros de 'H-RMN.

NUMERO DiSOLVENTE  REF. INTERNA SUSTANCIA
1 Ci,CD ™S
C1,CD T™S
CI,CD ™S
CI,CD T™S
CL,CD T™S
CI,CD T™S
DMSO-d, ™S
DMSO-d, T™S
DMSO-d, ™S
DMSO-d, ™S
DMSO-d, T™S
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Datcs de los espectros de '*C-RMN.

NUMERO DISOLVENTE  REF. INTERNA SUSTANCIA
1 CI,CD T™S
CI,CD ™S
CI,CD ™S
CI,CD T™S
CI,CD ™S
CI,CD ™S
DMSO-d, T™S
DMSO-d, T™S
DMSO-d, T™S
DMSO-d, T™S
DMSO-d, T™S
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Datos de los espectros de IR

NUMERO CONDICIONES SUSTANCIA
Disolucién KBr
Disolucion KBr
Disolucion KBr
Disolucion KBr
Disolucion KB~
Disolucién KBr
Disolucién KBr
Disolucién KBr
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Disolucion KBr
Disolucion KBr
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