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"El primer dia de la semana, al rayar el alba, volvieron al sepulcro llevando los
aromas preparados. Y se encontraron con que la piedra habia sido rodada del
sepulcro. Entraron y no encontraron el cuerpo de Jesus, el Sefior. Mientras
estaban desconcertadas por esto, se presentaron dos varones con vestidos
deslumbrantes. Ellas se asustaron y bajaron los ojos; ellos les dijeron: «¢Por qué

buscais entre los muertos al que vive? No esta aqui, ha resucitado.»"

Lucas 24, 1-6
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RESUMEN

Los retinoides son una familia de compuestos que comprende a la
vitamina A y sus analogos naturales y sintéticos. Por su participacion en
procesos de diferenciacion y proliferacion celular, han despertado interés como
potenciales agentes anticancer y se utilizan en la actualidad para el tratamiento
de desordenes de la piel.

Este trabajo describe la sintesis de dos compuestos no reportados
previamente en la literatura, el (E) y el (2)-3-4,44-trifluoro-(2,2,4,4-
tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo, como resultado de la
aproximacion hacia la obtencion del acido (2E,4E,6E)-3-metil-8,8,8-trifluoro-7-
(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2,4,6-octatrienoico, posible analogo del acido 9-

cis-retinoico.
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INTRODUCCION

1.1 Retinoides

Los retinoides son una familia de compuestos que comprende al retinol
(vitamina A), sus derivados naturales y analogos sintéticos. Este grupo de
compuestos con alta diversidad estructural se enlazan a uno o varios receptores
e inician multiples respuestas fisiologicas en el organismo.

Los retinoides endégenos como el acido todo-trans-retinoico (ATRA), el
acido 9-cis retinoico (9-cis-RA), el acido-13-cis-retinoico (13-cis-RA) y el 11-cis-
retinal regulan procesos celulares como desarrollo, reproduccién, formacion de
huesos, proliferacion y diferenciacion celular, muerte celular programada,

hematopoiesis. Ademas participan en la funcién inmune y en la visién.?
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Por esta gran cantidad de propiedades bioldgicas los retinoides se han
evaluado para el tratamiento de enfermedades de la piel y de algunos tipos de
cancer.-3 EI ATRA, el 13-cisRA y los retinoides sintéticos Etretinate®,
Adapalene®, Tazarotene® y Acitretin® estan siendo empleados en la actualidad
para el tratamiento de desordenes proliferativos de la piel como psoriasis, acne,
queratinizacion y tratamiento de la piel dafiada por la luz.

Se han encontrado retinoides que han demostrado ser agentes
potenciales anticAncer por inhibir la progresién de células neoplasicas o
preneoplasicas o por inducir su diferenciacién a un fenotipo normal.24 Algunos
de ellos se encuentran en etapas de desarrollo clinicas y preclinicas, como el

LGD1069, 9-cis-RA, AM80 y ATRA liposomal.
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1.2 Vitamina A

El término vitamina A es empleado para el retinol y los otros retinoides
naturales que tienen las mismas funciones biologicas. El retinol y sus derivados
biolégicamente activos son esenciales para la supervivencia de los organismos.
Los seres humanos requieren muy pequefas cantidades de retinol (entre 400 y
1300 ug/dia), pero el consumo insuficiente de vitamina A es un problema comun
en ciertas partes del mundo que afecta principalmente a nifos. EI consumo
deficiente de vitamina A puede provocar ceguera y se asocia con riesgos
severos de infeccién y muerte. La vitamina A puede ser obtenida de fuentes
vegetales, en forma de carotenoides (provitamina A) como el B-caroteno, o de

tejidos animales a partir de ésteres de retinilo.®



Ademas de su participacion en los procesos visuales, en los que el 11-cis-
retinal actia como croméforo en los fotoreceptores, otros derivados del retinol
son fundamentales para la reproduccion, el desarrolio embrionario y la

regulacion del crecimiento y la diferenciacién y proliferacion celular.6
1.3 Metabolismo de la Vitamina A

Los ésteres de retinilo son convertidos a retinol en el intestino antes de ser
absorbidos por las células intestinales (enterocitos). Los carotenoides son
parcialmente convertidos en retinol en los enterocitos. El retinol reacciona dentro
de los enterocitos convirtiéndose en ésteres de retinilo antes de ser absorbido
por los quilomicrones, las principales lipoproteinas intestinales. Hay dos enzimas
involucradas en la esterificacidn del retinol: una acil coenzima A (retinol acil
transferasa, ARAT) y una lecitina (retinol acil transferasa, LRAT). EI retinol debe
estar enlazado a una proteina intracelular de transporte de retinol [CRBP-(il)]
para ser sustrato de LRAT.>

Los quilomicrones pasan a la sangre, donde ocurren ciertos procesos
como hidrolisis de triacilgliceroles e intercambio de apolipoproteinas que
conducen a la formacion de residuos de quilomicrones (que contienen la mayor
parte del retinol en forma de ésteres de retinilo) y son absorbidos principaimente
por el higado. La absorcién extrahepética de residuos de quilomicrén se produce
principaimente en células de la médula ésea y del bazo, y en menores
proporciones el tejido adiposo, 6seo o0 muscular, los testiculos, pulmones o
rifiones. Aparentemente los residuos de quilomicron tienen un papel ifnportante
para el transporte de los ésteres de retinilo a tejidos que experimentan periodos

intensivos de proliferacion y diferenciacion celular.d



En el higado las células parenquimales son las responsables de la
absorcion de los residuos de quilomicron. Los ésteres de retinilo son convertidos
en retinol por una hidrolasa durante el proceso de endocitosis. En el reticulo
endoplasmico se une a la proteina de transporte de retinol (RBP) que se
encuentra en altas concentraciones. El retinol-RBP pasa al complejo de Golgi y
posteriormente se secreta fuera de las células. La mayor parte del retinol
derivado de los residuos de quilomicrén es transferido de las células
parenquimales a las células estelares. Entre el 50 y el 80% del retinol del
organismo de un mamifero es almacenado dentro de las células estelares en el
higado en forma de ésteres de retinilo.>

El retinol que se encuentra en el plasma y no forma parte de residuos de
quilomicréon se encuentra enlazado a RBP y proviene de las células estelares del
higado. Estas células controlan el aimacenamiento y la movilizacién del retinol
en el plasma y mantienen la concentracion cercana a 2 uM independientemente
de las variaciones en el consumo de vitamina A. En estas células la saturacion
de CRPB(l) y de RBP por el retinol, unida a la regulacién por retinoides de la
expresion de CRBP(l) controlan la absorcion, aimacenamiento, y movilizacién
del retinol. En el plasma el compliejo retinol-RBP se enlaza reversiblemente a la
proteina transtiretina (TTR), haciéndolo menos susceptible a la eliminacion por
medio de los rifiones. ®

Los mecanismos de entrada del retinol a las células extrahepéticas no se
conocen detalladamente. Se sabe que existen receptores que se enlazan al
retinol pero no se sabe si estos actuan como transportadores o si se
desencadenan procesos de endocitosis.5.6

Al igual que RBP, dentro de las células existen varias proteinas que

actuan como transportadoras de retinol y son importantes para su transformacion



en otros metabolitos activos como el ATRA, el 9-cis-RA, el 13-cis-RA o el acido
3,4-dideshidroretinoico (DDRA).6

La CRBP (I) se encuentra principaimente en el higado, los pulmones, la
epidermis y los testiculos, mientras que CRBP(Il) esta restringida a las celulas
intestinales absortivas.>.6

El retinol y el retinal enlazados a CRPB(l) son sustratos de una
deshidrogenasa dependiente de NADP vy una retinal deshidrogenasa en la
cascada que conduce a la obtencion de ATRA. Esta interaccion asegura la
proteccion en contra de otras deshidrogenasas no especificas.®

El ATRA se enlaza dentro de las células a las proteinas de transporte del
acido retinoico CRABP(1) y CRABP(Il) que participan‘en la regulacion del
catabolismo del ATRA. Las células que requieren ATRA expresan CRBP,
mientras que las que pueden verse afectadas por su presencia expresan
CRABP y lo catabolizan a metabolitos polares a mayor velocidad. Por otro lado
las CRABP pueden actuar secuestrando el ATRA en el citoplasma y previniendo
que llegue al nucleo.b

La concentracion de &cido retinoico dentro de las células depende de la
absorcion de retinol, de las velocidades de sintesis y degradaciéon que estan
relacionadas con la cantidad de CRBP y CRABP en el citoplasma. Por otro lado,
existen células que responden a la accién de los retinoides pero no expresan las

proteinas transportadoras. ®



1.3.1 Metabolismo del acido retinoico

ElI ATRA se isomeriza en el organismo a 13-cis-RA, 9,13-di-cis-RA7 y
9-cis-RA,8 estos dos Ultimos siendo metabolitos activos muy importantes. Mas

adelante se discutird con detalle los mecanismos de accidén de los acidos

retinoicos.
X
~
COooH
9,13-di-cis-RA

Otros metabolitos aislados en el plasma sanguineo son el B-D-
glucurénido de todo-trans-retinoilo (ATRAG) , el B-D-glucurdnido de 13-cis-
retinoilo (13-cis-RAG) y el B-D-glucurdénido de 9-cis-retinoilo (9-cis-RAG). Se
supone que los glucurdnidos son metabolitos de eliminacion pero podrian

participar en el mantenimiento de una concentracién 6ptima de RA en el

o}
HO
w =
OH
o}

B-D-glucurénido de todo-trans-retinoilo

plasma.9.10
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B-D-glucurdnido de13-cis-retinoilo
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p-D-glucéronido de 9-cis-retinoilo
Al interactuar con las CRABP el acido retinoico queda expuesto a la
accion de los citocromos P450 en la mitocondria que lo degradan a metabolitos
polares.’0 De diferentes organismos se han aislado el acido todo-trans-4-
hidroxiretinoico (4-hidroxi-ATRA), el acido todo-trans-4-oxoretinoico (4-oxo-
ATRA) S acido 13-cis-4-oxoretinoico (4-oxo-13-cis-RA) y el acido 13-cis-4-
hidroxiretinoico. El 4-oxo-ATRA demostré poseer actividad regulatoria del

crecimiento. 11

COOH

OH (o]
acido todo-trans-4-hidroxiretinoico acido todo-trans-4-oxoretinoico

X N 1?\j4
COOH

@)
acido-13-cis-4-oxoretinoico

4-oxoretinal 4-oxoretinol



El 4-oxoretinol y el 4-oxo-ATRA tienen funciones en el desarrolio
embrionario de Xenophus laevis (rana).12.13 .El 4-o0x0 retinol induce la
diferenciacion in vitro de células de teratocarcinomas F9 embrionarias.’3 Al
inyectar en ratas 13-cis-RA marcado se aislé el glucuronido de 13-cis-4-

oxoretinoilo.®

2 9%

f-D-glucurénido de 13-cis-4-oxoretinoilo

El RA también se oxida en el organismo a acido-5,6-epoxi-todo-trans-
retinoico (5,6-epoxiATRA) . Este metabolito y el glucurénido de 5,6-epoxiretinoilo

son considerados como metabolitos de eliminaciéni4:15

acido-5,6-epoxi-todo-trans-retinoico

7 HO
N N OH
o OH
oH
d

B-D-glucurénido de 5,6-epoxi-todo-trans-retinoilo

Otros metabolitos con diferentes grados de oxidacion en los metilos
unidos al carbono del ciclo han sido aislados de la orina, al igual que
compuestos resultantes de la saturacion o ruptura de la cadena pbliénica.9
Ademas se han aislado de las heces la retinotaurina,’¢ el 18-hidroxi-ATRA y 18-

hidroxi-9-cis-RA. ¢
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El fosfato de retinilo (RP) y el fosfato de g-D-manosilretinilo (MRP) estéan
involucrados en la incorporacion de azicares en glicoconjugados y han sido

aislados de células del intestino y del higado de ratas.®
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fosfato de retiniio

O- OH

| OH
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0 OoH

fosfato de p-D-manosilretinilo

Se han aislado tres miembros de la familia de retroretinioides, gue reciben
ese nombre por la ubicacion de sus dobles enlaces: el 14-hidroxi-4,14-
retroretinol (14-HRR), el 13,14-dihidroxiretroetinol (DHR) y anhidroretinol (AR). Ei
14-HRR y el DHR participan en la funcién inmune, interviniendo en la
proliferacion de los linfocitos B activados y en la activacién de los linfocitos T.17
El AR bloguea de una manera reversible la proliferacion de los linfocitos B y la
activacion de los linfocitos T, lo que lo convierte en un antagonista del 14-HRR y

del DHR.18

4 (5?\)\/\)\1‘4/ CHZOH é?/\\/\)\/
OH

14-hidroxi-4,14-retroretinol anhidroretinol
OH
4 V% P 14 ,CHoOH
13
OH

13,14-dihidroxiretroretinol

En tejidos de mamiferos y de aves se ha aislado el &cido 3,4-dideshidro-
todo-trans-retinoico (ddRA) y se encontré que presenta actividad bioldgica

similar al ATRA.19
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acido 3,4-dideshidro-todo-trans-retinoico

1.5 Mecanismos de accion
1.5.1 Receptores nucleares

La comprensién de los mecanismos de accion del acido retinoico dentro
del ntcleo se inicié en 1987, cuando se descubrié el primer receptor nuclear del
acido retinoico (RAR). 20-23

Los receptores del &cido retinoico son miembros de la superfamilia de los
receptores nucleares, que son proteinas que actian como factores de
transcripcion dependientes de ligandos. Regulan la expresion de genes
enlazandose a fragmentos del ADN. Se han descubierto receptores nucleares
para las hormonas esteroidales, la hormona tiroidea, vitamina D y los
retinoides.24

Los receptores se caracterizan por poseer varios fragmentos que cumplen
diversas funciones. El dominio de unién al ADN (DBD, del inglés DNA binding
domain) se une a secuencias conocidas como elementos de respuesta hormonal
(HRE, hormone response element). El dominio de unién al ligando (LBD) posee
la propiedad de reconocer un ligando especifico.?4 Los dominios de

transactivacion (AF-1 y AF-2) permiten la interaccion con otras proteinas del
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complejo de transcripcién. Los dominios de dimerizacidn facilitan la formacién de

homodimeros y heterodimeros con otros receptores.24
1.5.2 Receptores del acido retinoico

En 1987 se identificé al ATRA como el ligando activador de un receptor
miembro de la familia de receptores nucleares de la hormona tioroidea y de la
vitamina D3.20,21,22,23 A partir de ese momento se supo que los retinoides ejercen
su accién en el nucleo a traves de regulacidn transcripcional por medio de los
receptores del acido retinoico (RAR).

En 1990 se identificd un receptor "huérfano” que se denominé “receptor
del retinoide X" (RXR), y en 1992 se descubrié que el ligando correspondiente es
el 9-cis-RA.8 Los RAR son activados por ATRA y 9-cis-RA, mientras que los RXR
son activados tnicamente por 9-cis-RA.6

Los RAR son codificados por tres genes distintos presentes en
cromosomas diferentes generando tres subtipos (RARa, RARB y RARY).26 Cada
uno de ellos puede tener diferentes isoformas dependiendo de los promotores
activados durante la transcripcion, lectura diferenciada de los exones o distintas
secuencias de inicio de la traduccion. Las isoformas, en general, presentan
diferencias en las regiones del grupo amino terminal . Se han identificado dos
estructuras para el subtipo a (RARal1 y RARa2), cuatro para el p (RARB1 al
RARB4) y dos para el y (RARy1 y RARy2).6

Al igual que el RAR, en el RXR existen tres subtipos: RXRa, RXRb y RXRy.
Solo se han identificado isoformas para el RXR y de ratén, (RXRy1y RXRy2).6.27

Los RAR y RXR modulan la accién de los retinoides en el nucleo por la

interaccion de homodimeros (RXR-RXR) o heterodimeros (RAR-RXR) con
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elementos de respuesta especificos en el ADN. Como parte del complejo de
transcripcion, los dimeros interactian directamente ‘con el ADN uniéndose a los
HRE del 4cido retinoico (RARE) o del retinoide X (RXRE).6:28,29,30

Los RXR también pueden formar dimeros con otros receptores que
interactiian con otras hormonas 0 vitaminas, como el de la vitamina D3 (VDR), el
receptor de la hormona tiroidea (TR) u otros receptores huérfanos (de los que no
se conoce auln un ligando especifico).6.25.31.32 Otra actividad importante es la
que presentan los RAR y RXR como represores de la transcripcion de ciertos
genes al interactuar con otras proteinas reguladoras de la transcripcion como el
AP-1.5 Los HRE estan situados en la region promotora lejana del gen. Estos
contienen secuencias consenso de bases que interactian con el dominio de
unién al ADN (DBD, del inglés DNA binding domain).

Los elementos de respuesta de los receptores de estrogeno, Ts, la
vitamina D3, el ATRA, el 9-cis-RA y varios receptores huérfanos comparten dos
secuencias (medio-sitios) en forma de repeticiones directas(DR), repeticiones
invertidas (IR) o repeticiones de adentro hacia afuera (ER) de secuencias
similares al consenso (AGGTCA) separadas por una secuencia pequena de

bases (espaciamiento entre medio-sitios)s:

3-TCGAGG.. TCGAGG-5' 3-TCGAGG...CTTCGA-5' 3-CTTCGA..TCGAGG-5
> > » - »
5-AGCTCC...AGCTCC-3' 5-AGCTCC..GGAGCT-3' 5'-GGAGCT...AGCTEC-3'
DR IR ER

Una parte de la proteina, conocida como "dedos de zinc" participa en el
reconocimiento de los HRE en el ADN. Cada uno de los dos "dedos de zinc"

tiene una funcidn especifica. El primero es responsable del reconocimiento de
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las secuencias de los medios sitios mientras que el segundo participa
discriminando segun el espaciamiento entre ellos.6

Los receptores de la hormona T3, el RAR y el RXR tienen un alto grado de
similitud en sus dominios de unién al ADN, por lo que pueden interactuar con
HRE comunes y efectuar una regulacion doble de genes.6 La similitud de los
DBD permite que diferentes homodimeros y heterodimeros puedan interactuar
con las regiones promotoras de varios genes, posibilitando la regulacion por
dos hormonas distintas. |

Se han caracterizado varios RARE y RXRE en muchas configuraciones. La
mayoria de los RARE presentan la configuracion DR-5 (ver tabla 1), con la
secuencia consenso AGGTCA separada en repeticion directa por cinco pares de
bases: AGGTCA/Bbp/AGGTCA. Ademas existen RARE con configuraciones DR-
2, DR-3 y DR-4. En los RXRE identificados hasta el momento se encuentra
principalmente la configuracion DR-1. Se han encontrado HRE palindrémicos,
constituidos por repeticiones invertidas (IR-1, IR-3) y repeticiones de adentro
hacia afuera (ER-8).25

Tabla 1: Secuencias de RARE®

tipo gen secuencia

DR-5 hRARB2 5-AGGTCACCGAAAGGTCA-3'
DR-2 MCRABP-|| 5-AGGTCACCAGGTCA-8
DR-1 mCRABP-i 5-AGGGCAGAGGGCA-3
ER-8 hMCAD 5-TGACCTTTCTCCCTGGTCA-3

La especificidad y la potencia transcripcional relativa de los RARE
dependen tanto del tamafo como de la secuencia de nucledtidos. La secuencia

mas comun (DR-5) ha demostrado ser més potente que DR-2 y ER-8. Ademas los
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HRE que contienen las secuencias AGGTCA o GGGTCA son mas potentes que
los que presentan secuencias que se alejan del consenso.6 La secuencias DR-5
tienen una respuesta selectiva hacia RAR, mientras que las DR-2, IR-1 y ER-8
presentan respuesta hacia RAR y TR. Los DR-1 responden a varios receptores
huérfanos ademas de los RXR.6

Un factor muy importante es la presencia de RARE y RXRE en varios
genes que participan en varios pasos del metabolismo de los retinoides. Los
genes de los tres RAR contienen RARE en una de sus dos regiones promotoras,
generando un posible mecanismo de autoamplificacién. Ademas CRBP-l y la
alcohol deshidrogenasa ADH3 son activadas por ATRA y CRBP-II, y contienen
RXRE y RARE en sus regiones promotoras & |

Se ha demostrado que el RAR, el receptor de la hormona tiroidea (TR), el
de la vitamina D (VDR), el receptor del activador del proliferador de peroxisomas
(PPAR) y varios receptores huérfanos, deben formar dimeros con RXR para
enlazarse a los respectivos HRE.33

La configuracion del HRE es muy importante porque actita como
discriminador de la especificidad de los heterodimeros. El RXR actua formando
homodimeros y se enlaza a HRE que contienen DR-1, al igual que los
heterodimeros RXR-PPAR. EI RAR-RXR actia preferentemente a través de DR-2
y DR-5, mientras que los VDR y los TR lo hacen a través de DR-3 y DR-4
respectivamente.33

La presencia de RXR en el dimero es necesaria para la formaciéon de
enlaces de alta afinidad entre los receptores RAR, TR y VDR. La actividad
inducida por homodimeros RXR se pierde cuando estd eniazado a otros
receptores. En ciertas células la presencia de dimeros RAR/RXR que se unen a

DR-1 reprime la actividad del homodimero RXR/RXR.25
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La formacién de heterodimeros RXR/TR y RXR/RAR provoca que el RXR
pierda su capacidad de enlazarse al 9-cis-RA, por lo que se dice que actua como
un "compafero silencioso". Sin embargo hay varios casos en los que se ha
encontrado que el RXR es un "compafero activo", como el PPAR/RXR en el que
los dos receptores responden independientemente y se activan sinérgicamente
en presencia de los dos ligandos. RXR conserva su respuesta a 9-cis-RA con el
receptor del farnesoide X (FXR) y con el receptor huérfano LXR.25

No se ha elucidado el mecanismo mediante el cual los RAR y RXR activan
la transcripcién. La interaccion ligando-receptor debe producir un cambio
conformacional en la proteina que expone los dominios de interaccion con otros
miembros del complejo de transcripcion.

Otro caso importante de accion del RXR se presenta al interactuar con el
receptor huérfano NGFI-B, que actuando como mondmero se enlaza al ADN e

induce la apoptosis (muerte celular programada) de las células T. EI dimero
RXR/MNGFI-B responde al 9-cis-RA.25

El gran numero de procesos fisiolégicos afectados por el RA sugiere que
cada una de las isoformas de los RAR y RXR tienen una funcién especifica. Se
han establecido los patrones de distribucion de las isoformas en los diferentes
tejidos y etapas de desarrollo del organismo. Aunque casi todos los tejidos son
susceptibles a la accién del RA en el organismo, hay distintos homodimeros de
RXR y heterodimeros RAR/RXR que modulan la accién de los retinoides en cada
tejido.6

La administracién de retinoides puede provocar efectos teratogénicos
durante el desarrollo embrionario de los mamiferos y generar anormalidades en

las extremidades y el craneo, defectos en el corazon y deformidades en el tubo
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neuronal. Este efecto debe ser causado por la activacion anormal de genes que

responden a RAR y RXR.6

1.6 Receptores del acido retinoico y enfermedades humanas

Existen varias evidencias de la relacidbn entre mutaciones que implican
genes que codifican RAR vy ciertas enfermedades humanas. En primer lugar, se
ha encontrado que el gen RARP es el sitio de integracion del virus de la hepatitis
B en un carcinoma hepatocelular humano.629 Ademas células de algunos
canceres del pulmoén no contienen una parte del cromosoma 3p en el que esta
presente el gen RARP. Por otro lado, la activacion de RARP en células pequefas
epidermioides cancerosas present6 actividad antitumoral .6

La prueba definitiva de que la interrupciéon de los mecanismos que
involucran a RAR puede conducir a carcinogénesis fue aportada por el
descubrimiento de que la translocacion [t(15:17)] en la' leucemia aguda
promielocitica (APL) se produce en la secuencia del gen RARa. El resultado es
la obtencién de proteinas quiméricas que contienen fragmentos de RARao y de
otra proteina que presentan propiedades transcripcionales alteradas y
conducen a la generacion de las células leucémicas no diferenciadas.3.34

Las células APL responden a la accién de ATRA, experimentando
diferenciacion y luego apoptosis. Se han hecho estudios en los que pacientes
con APL han sido tratados con ATRA y se ha logrado un alto indice de remisién.
Sin embargo, la mayoria de los pacientes han recaido en menos de un afo.34

Otras complicaciones, como disminucién de las cantidades de ATRA en el

plasma por la estimulacién del metabolismo y los efectos secundarios serios
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debidos a la toxicidad han hecho necesaria la blsqueda de alternativas para el
tratamiento.35 |

Se ha experimentado combinaciones de ATRA con ldarubicina, otro
agente inductor de remisién, obteniendo mejores resultados clinicos.36 A
diferencia de ATRA, el 9-cis-RA no induce la activacién de su propio catabolismo
por lo que es efectivo cuando se tratan pacientes que no han sido expuestos
previamente a retinoides.4,37 Por este motivo administracion de 9-cis-RA a
pacientes previamente tratados con ATRA no logré inducir la remisién.4

Los retinoides han demostrado limitar el crecimiento de células malignas,
retardar la progresion de ciertos tumores y bloquear la accion de promotores de
tumores debido a la accion antagonista que ejercen los RAR contra el factor de
transcripcion AP-1.

El dimero AP-1 esta compuesto por las proteinas c-juny c-fos, que son
producto de la activacion de protooncogenes por factores de crecimiento o
ésteres de forbol promotores de tumores.?

Se han encontrado dos mecanismos por medio de los cuales los RAR
ejercen su accién anti-AP-1. En el gen humano osteocalcina, esta presente un
promotor compuesto HRE/AP-1 que puede ser blqueado por RAR impidiendo
que sea activado por su receptor. La regulacion negativa de los genes
colagenasa y estromelisina, sobreexpresados en células transformadas por TPA
(10-tetradecanoilforbol-13-acetato, un éster de forbol), se debe a la formacién de
complejos entre RAR y c-jun que inhabilitan el complejo de transcipcién. 1.6
_ Se ha documentado ademas la regulacion negativa de AP-1 inducida por
retinoides de genes c-fos, TGF-§1, papilomavirus humano (HF’V)-18 y

transglutaminasa | (TGase-!)."
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Un ejemplo muy importante es la represion de iL-6, un gen inducible por
TPA que acta como mitégeno en células del sarcoma de Kaposi (KS) y esta
sobreexpresado en las células de artritis reumatoide y psoriasis. La
sobrexpresién de estromelisina, colagenasa y metaloproteinasas puede
contribuir a la patogénesis de la artritis reumatoide y a la metastasis de tumores.
La accién antagonica a la expresion de genes dependientes de AP-1 puede ser
uno de los mecanismos para la accidn terapeutica del RA en la piel dafiada por
la luz, la displasia cervical inducida por HPV, la psoriasis, el acné y la artritis
reumatoide.?

Los retinoides alteran los patrones de expresion genética culminando en
alteraciones del crecimiento celular, la diferenciacién y la muerte celular
programada (apoptosis).!

Los efectos que causan los retinoides endégenos o sintéticos pueden ser
utilizados en tejidos malignos o premalignos y de esa manera controlar
comportamientos celulares anormales como cancer o problemas
dermatolégicos. Los efectos antiproliferativos de los retinoides son utiles en el
tratamiento de canceres de crecimiento rapido como leucemias y melanomas o
en canceres del epitelio escamoso. Las células cancerosas muestran
anormalidades en la diferenciacién y retienen caracteristicas primitivas de
crecimiento rapido, conduciendo a una acumulacion de células malignas.?

La muerte celular programada, es una funcion importante regulada por los
retinoides, que le permite al organismo renovar constantemente las células. La
apoptosis es una secuencia de eventos, activada a nivel de expresion genética,
gue culminan en la muerte celular.! En contraste a la necrosis, las células se
hinchan, la cromatina se flocula y se presenta una rapida perdida de integridad

en la membrana que produce la lisis.35
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En las células leucémicas HL-60 (leucemia aguda mielocitica) se puede
inducir la diferenciacion y apoptosis mediante tratamiento con retinoides.38

La capacidad de los retinoides de regular el crecimiento, la diferenciacion
y la muerte programada de las células, asi como su participacion en la
modutacién de la respuesta inmune ha permitido su utilizacion en el tratamiento
del apné, de lesiones relacionadas con la luz, neoplasias cutaneas, psoriasis,
desordenes de queratinizacion, inflamacion y varios canceres.39

Para el tratamiento de canceres los retinoides pueden ser empleados
como agentes quimioterapeuticos y quimiopreventivos. A diferencia de los
compuestos quimioterapeuticos tradicionales, que implican mecanismos
citotoxicos que afectan tanto a células saludables como anormales, los
retinoides ejercen su accién estimulando procesos naturales que implican un
menor nimero de efectos secundarios.’

Los retinoides se han utilizado a nivel dermatolégico para el tratamiento
de desordenes malignos y no malignos de la piel. Varias formas de acné, que se
produce por queratinizacion anormal de los foliculos pilosos, han respondido al
ATRAY a 13-cis-RA.1

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria de la piel en la que se
presenta hiperproliferacion de la epidermis e infiltracién de células de la funcion
inmune. Eretrinate, solo o en combinacién, ha mostrado ser efectivo para el
tratamiento de esta enfermedad.1

La exposicion a radiacion ultravioleta produce piel aspera, arrugada,
hiperpigmentada y atrofiada, debido a la hipertrofia de! tejido elastico y la
disminucién del colageno de tipo |. La administracion de ATRA genera una
mejoria en la apariencia general y la desaparicion de las arrugas y la

hiperpigmentacion.?
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ATRA ha resultado efectivo en casos de hiperpigmentacion facial
(melasma)40 y de piel hiperpigmentada a causa del acné, foliculitis, eczema e
irritacion al afeitarse.?

La administracion de ATRA también se ha utilizado con éxito para el
tratamiento la enfermedad de Darier, ictiosis, queratosis palmoplantar, pitiriasis
rubra pilaris y dermatosis cutaneas. 13-cis-RA también ha sido efectivo en
enfermedades relacionadas con desordenes de queratinizacion, la enfermedad
de Darier e ictiosis.!

Se han logrado buenos resultados utilizando 13-cis-RA en el tratamiento
de pacientes con estados avanzados de carcinoma de las ceélulas escamosas
(SCC). Los resultados mejoraron notablemente cuando se combind el
tratamiento con a-interferon (a-IFN), debido al efecto sinérgico en las
propiedades antiproliferativas y diferenciativas de los dos agentes.!
| Al igual que SCC, el carcinoma de las células basales (BCC) responde al
tratamiento combinado de 13-cis-RA y a-IFN. La micosis fungoide, un linfoma
cutaneo de las células T que se propaga a los nodos linfaticos y a los 6rganos
viscerales, ha sido clinicamente tratado con 13-cis-RA, Eretrinate y otros
retinoides sintéticos. En este caso también se obtuvo una respuesta aumentada
al combinar los retinoides con a-IFN.1

El sarcoma de Kaposi es el tumor mas comunmente asociado a la
infeccidn por el virus de inmunodeficiencia humana (HIV). Se desarrolla
predominantemente en la piel, pero puede existir desarrollo visceral. ATRA,
Acitretin®, Eretrinate han sido usados efectivamente para su tratamiento.?

Los resuitados obtenidos hasta el momento con retinoides en el
tratamiento y prevencidon de canceres y problemas dermatologicos son

prometedores. Sin embargo, las altas dosis requeridas para que sean eficaces y
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los efectos secundarios generados por los tratamientos prolongados limitan su
uso en la actualidad. Los efectos secundarios debidos a la hipervitaminosis
incluyen toxicidad en el higado, anormalidades en la estructura ésea, reacciones
mucocuténeas, ceguera nocturna, teratogénesis y mal funcionamiento sinaptico.
Producen dolor de cabeza, irritacién de la piel, resequedad en la boca,
depresion y letargia. Ademas, estan contraindicados en mujeres en edad fértil
debido a sus efectos teratogénicos.?

Los efectos secundarios de los retinoides deben estar asociados a la
activacion indiscriminada de los diferentes procesos celulares en los que estan
involucrados. La existencia de seis subtipos de receptores puede sugerir que
cada uno de ellos esta involucrado en procesos fisioldgicos distintos y que el
desarroilo de retinoides selectivos para cada receptor puede generar mayor
especificidad y posiblemente menos efectos secundarios.

Se requieren ademas retinoides que sean selectivos en las respuestas
biolégicas que producen para disminuir sus efectos secundarios. Compuestos
gue activen los mecanismos de represién de AP-1 y no lo hagan con la
transcripcién podrian detener la proliferacion de células cancerosas sin

presentar teratogenicidad ni toxicidad.!

1.7 Retinoides sintéticos

En las ultimas dos décadas se han preparado miles de retinoides
analogos de ATRA con el objeto de establecer relaciones estructura/actividad
(SAR) que permitan la obtencién de compuestos con mejores indices
terapéuticos. El descubrimiento en 1992 de la importancia del 9-cis-RA, marco el

inicio de la preparacién de los analogos sintéticos de este isémero.
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Los arotinoides son retinoides que poseen por lo menos un anillo
aromatico, como TTNPB. Los heteroarotinoides, como Tazarotene®, presentan
un anillo aromatico y un heteroatomo (S, O, N) formando parte del ciclo
parcialmente saturado.3® La introduccién de diferentes grupos funcionales
inducen cambios conformacionales que afectan la interaccion de los compuestos
con los receptores, modifican su reactividad ante procesos degradativos o
isomerizaciones, que resultan en variaciones en su estabilidad, actividad,

toxicidad y propiedades farmaco-cinéticas.

COOEt
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TTNPB Tazarotene®

Los ligandos interactian con diferentes grados de afinidad con los
receptores e inducen diferentes cambios conformacionales en las proteinas,
particularmente la del dominio de unién al ligando (LBD) y a los subdominios
que contiene, como el de dimerizacion y el de activacion. Los retinoides con
diferentes caracteristicas estructurales y funcionales deben afectar en distintas
formas a los receptores e inactivar o activar estos diferentes subdeminios,
generando selectividad en las respuestas biologicas.

Los actividad de los retinoides es evaluada iniciaimente mediante
ensayos en los que se mide la afinidad por receptores recombinantes al

desplazar compuestos patrén (ATRA o 9-cis-RA marcados con 3H). Son
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analizados por separado con cada uno de los seis subtipos, y se determinan
constantes de inhibicion.

Los ensayos de transactivacion miden la capacidad de los retinoides de
activar la transcripcion a través de los RARE. Para ello son utilizadas lineas
celulares transformadas en la que se ha insertado un plasmido que contiene uno
de los seis receptores nucleares, una region promotora y el gen de una enzima
cuantificable. Usualmente se emplean genes de CAT (cloranfenicol acil
transferasa) o luciferasa. La presencia de los retinoides induce la expresion del
gen y la enzima producida se cuantifica. Son efectuados ensayos diferentes para
los seis receptores nucleares y los resultados se comparan con los obtenidos
para ATRAy 9-cis-RA.

La informacién obtenida de los ensayos de afinidad ha permitido
seleccionar compuestos con alta afinidad por los receptores y correlacionar |os
datos obtenidos con los resultados de los ensayos de activacion. Los
compuestos que presentan afinidad por un receptor y producen la activacion de
la transcripcion se denominan agonistas. Los retinoides afines a los receptores
que no activan la transcripcién se de denominan antagonistas, porque compiten
con los agonistas por los LBD y neutralizan su efecto.

Hasta el momento se han alcanzado mas avances en la obtencidén de
retinoides con selectividad por los RAR. Se han obtenido compuestos con
actividad por los tres receptores RAR al mismo tiempo y otros que tienen la

capacidad de activar selectivamente uno de los subtipos:
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Otro grupo de compuestos importantes son los que presentan actividad

como antagonistas selectivos de los diferentes receptores nucleares:

COOH

Antagonista RAR a.,,y49 Antagonista RAR 50
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agonista RAR B,y, antagonista RAR a>?
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Se har descubierto también compuestos que actian como antagonistas
de los homodimeros RXR/RXR o de los heterodimeros RXR/RAR y compuestos

que son agonistas de los homodimeros RXR/RXR pero no activan los

heterodimeros RXR/RAR:

HOOC,

COOH

Fs OMe
Antagonista RXR/RXR52 Antagonista de ciertos heterodimeros
RAR/RXR53
o} o}
SOAGW

SR11237 SR11217

COOH
Agonistas selectivos RXR/RXR54. 55

Un grupo interesante de retinoides lo componen HX630 y HX640, que son
inactivos cuando estan solos, pero se enlazan al RXR de un heterodimero
RXR/RAR en presencia de un ligando RAR agonista y producen un efecto

sinérgico en la induccién de la diferenciacion celular:56
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Los retinoides SR11238, SR11220 y SR11302 presentan actividad anti-
AP-1 pero no tienen efecto en la induccién de diferenciacion en diferentes tipos
de célula. SR11235 induce diferenciacion y presenta poca actividad anti AP-1.
Estas observaciones sugieren que se pueden obtener retinoides que ejercen su
influencia selectivamente en los dos mecanismos que involucran la accion de los

receptores nucleares.57-59
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1.8 Evaluacion de la actividad biolégica de los retinoides

Existen bioensayos que evalGan el potencial terapéutico de los retinoides
al medir la capacidad de promover la diferenciacién de células cancerosas in
vitro. Algunos retinoides como AM80, AM580, CH55 son capaces de inducir la
diferenciacion de células leucémicas HL-60.60

La combinacién de retinoides RAR y RXR selectivos dio como resultado en
un aumento sinérgico en la muerte por apoptosis de células. Aquel|os'
experimentos que combinaron TTNPB (RAR selectivo) con LGD100269 y
SR11237 (RXR selectivos) en células leucémicas HL-606162 o AM80 (RAR
selectivo) con AGN191701 (RXR selectivo) en células de carcinoma embrional,83
parecen indicar que es necesaria la diferenciacion inducida por RARo para que
la apoptosis mediada por RXR se produzca.®3 Un estudio posterior con células
HL-60 comprobé que es necesaria la selectividad RARa para la induccion de
diferenciacién previa a la apoptosis.64

La diferenciacion de células de carcinoma embrional P19 o F9 también es
inducida sinérgicamente mediante combinaciones de AM80 o CD666 (RAR
selectivos) con SR11237 (RXR selectivo).°

Varios tipos de células epiteliales cervicales pierden la capacidad de
proliferar normalmente debido a la accion del papilomavirus humano (HPV). La
hiperproliferacién de estas células cancerosas es controlada con ligandos RAR
selectivos y no con ligandos RXR selectivos.66 La combinacion de los dos tipos
de retinoides selectivos aumento la eficacia de una manera sinérgica. Ademas

se obtuvo un aumento significativo en la actividad al utilizar combinaciones con

a—interferon.6”
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También se han empleado retinoides RARP/y selectivos y anti AP-1 en
combinacion con a-Interferon para inhibir el crecimiento de células de cancer de
mama.88 Ademas se ha reportado que compuestos con alta selectividad RARy
inhiben el crecimiento de células de melanoma.6®

Existen dos ejemplos que demuestran los efectos in vitro de los retinoides
en procesos regulados por heterodimeros con RXR. El empleo combinado de
retinoides y analogos de vitamina D3 ha permitido obtener un efecto permanente
y sinérgico en la promocién de diferenciacion y apoptosis de células leucémicas
HL-60 que no responden al uso exclusivo de ATRA.70.71

Por otro lado, la activacion del heterodimero RXR/PPARy con retinoides
RXR selectivos y agonistas PPARy permitié la disminucion de hiperglicemia,
hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia en ratones diabéticos.?2

Existen varios bioensayos disefiados para evaluar el potencial terapéutico
de los retinoides en enfermedades de la piel. Los efectos antiproliferativos son
evaluados mediante la inhibicion de expresion de la ornitina-decarboxilasa
(ODC) en hiperplasia inducida por ésteres de forbol. La utilizacion de ensayos in
vitro con queratinocitos transformados permiten evaluar directamente el efecto
de los retinoides en células de la piel. Se evalua la presencia de
transglutaminasa (Tgase I) que es una enzima caracteristica de corneocitos, que
son queratinocitos terminalmente diferenciados.2

A diferencia de la piel psoriatica, la piel normal contiene corneocitos sin
nucleo. En la cola de los ratones se presentan alternadamente corneocitos con y
sin nucleos. De esta forma, se puede evaluar la actividad anti-psoriatica de los
retinoides por su capacidad de inducir la diferenciacion de los corneocitos con

nucleo .2
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El acné se produce por hiperproliferacion de los corneocitos dentro de los
foliculos pilosos que produce obstruccién y acumulacion de grasa generando
comedones (puntos negros). Los ratones ‘thino™ son una variante mutante que
pierde el pelo y sufren acumulacion de queratina dentro de los foliculos,
generando lesiones similares a la del acné. La aplicacion de retinoides a los
ratones "rhino" produce reduccion del tamafo de las lesiones, lo que permite

evaluar su actividad comedolitica y su potencial uso como agentes contra acné.2

1.9 Retinoides en ensayos clinicos

La informacién obtenida a través de los bioensayos disponibles ha
permitido seleccionar nuevos retinoides selectivos para etapas de desarrollo
clinica y preclinica. Drogas como Adapalene® y Tazarotene® fueron aprobados
‘recientemente para su comercializacién.”3

Adapalene® es un retinoide RARp,y selectivo que demostré poseer
actividad anti-acne, anti-psoriatica y anti-inflamatoria.274 Su actividad
comedolitica fue confirmada en el bioensayo con ratones rhino2y al evaluarlo en
ensayos clinicos demostré tener actividad comparable a ATRA con una
disminucién significativa en la magnitud de los efectos secundarios En 1996 fue
aprobado por la FDA (Administraciéon de Drogas y Alimentos de Estados Unidos).
para su uso como agente anti-acné.”3

Tazarotene® es un retinoide RARB,y selectivo que fue aprobado por la
FDA en 1997 para su uso contra psoriasis y acne. En estudios clinicos se
demostré su efectividad, se encontré que provoca menos efectos secundarios
que ATRA o 13-cis-RA y ademas que es eliminado rapidamente por el

organismo.1.75
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9-cis-RA esté siendo evaluado clinicamente para el tratamiento de SCC,
linfomas y sarcoma de Kaposi. Como se menciond anteriormente, este
compuesto induce ia remision en pacientes con APL y no estimula su propio
catabolismo, como lo hace ATRA.1

El LGD1069 es un retinoide RXR selectivo que induce la apoptosis de
células cuando se adminstra con retinoides RAR selectivos. Se han obtenido
resultados prometedores en ensayos de SCC de cabeza y cuello. Actualmente
esta en evaluacion en fase clinica para el tratamiento de canceres entre los que
se encuentran SCC y el sarcoma de Kaposi. No se notan efectos secundarios
significativos en los pacientes tratados y a diferencia de los compuestos RAR
selectivos LGD1069 no produce cambios en los niveles de triglicéridos,
colesterol y lipidos de alta densidad.!

Acitretin®, la forma acida de Etretinate® fue aprobada para su uso en
pacientes con formas severas de psoriasis. También, se ha evaluado para el
tratamiento de desordenes de queratinizacion, lupus eritematoso cutdneo y el
sindrome de Papilon-Lefevre. Ha demostrado tener eficacia y toxicidad similares
a Etretinate® para el tratamiento de psoriasis y la enfermedad de Darier. Se ha
evaluado clinicamente para su uso en el tratamiento de pacientes con sarcoma
de Kaposi, aunque presenta los efectos secundarios tipicos de los retinoides.1

El AM80, RARa,p selectivo, es evaluado en Japon para el tratamiento de
varios desordenes dermatoldgicos, canceres y poliartritis primaria cronica.
También demostro poseer actividad antiangiogénica por lo que puede tener
utilidad para desordenes dependientes de angiogénesis como tumores solidos,

psoriasis, artritis reumatoide y retinopatia diabética.’
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E! ATRA encapsulado en liposomas se ha empleado en ensayos clinicos
para el tratamiento de sarcoma de Kaposi y APL. En ensayos in vitro esta
formulacion ejercié los mismos efectos antiproliferativos que ATRA' y en estudios

preclinicos se obtuvo menores indices de toxicidad y resistencia.”6.77



35

DISCUSION

2.1 Justificacién

Hasta el momento se han sintetizado miles de retinoides. pero Unicamente
se han logrado mayores avances en la obtencién de compuestos con
selectividad por los receptores RAR. Después del descubrimiento del 9-cis-RA
como ligando de los RXR, ha habido un mayor interés en la obtencién de
compuestos que activen este tipo de receptores nucleares (RXR). Se han
obtenido pocos retinoides RXR-selectivos y no se ha logrado encontrar
compuestos RXR subtipo-selectivos.

En este trabajo se propone desarrollar una estrategia sintética para la
obtencidn de un heteroarotinoide analogo al 9-cis-RA, el acido (2E,4E,6E)-3-

metil-8,8,8-trifluoro-7-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2,4,6-octatrienoico (1):

COOH _
1 9-cis-RA 15

La evaluacion de los perfiles de toxicidad/actividad anticancer en
analogos de ATRA sugieren que los compuestos azufrados presentan alta
actividad y baja toxicidad en comparacion con sus analogos oxigenados o sin

heteroatomos.78-84
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La introduccion de un anillo aromatico tiene la intencién de proteger al
compuesto de los mecanismos de oxidacion que involucran hidroxilacion del
carbono 18 y epoxidacion del enlace 5-6 de los retinoides en el organismo.80
Los dos grupos metilo unidos al carbono adyacente al atomo de azufre, suponen
proteccion adicional en la posicion 4, retardando la oxidacion del. heteroatomo
por su naturaleza lipofilica y su volumen. Como resultado adicional de la

presencia del anillo aromatico se logra la restriccidon de la conformacion 6-s-cis.

S
0 COOCH

El grupo trifluorometilo en la posicion 7 favoreceria la obtencion de
estereoquimica cis entre los dos grupos mas voluminosos en el enlace 6-7
(equivalente al 9-10 en el acido retinoico). Esta suposicion se basa en la
evidencia obtenida por Ruban y colaboradores,8® que al sintetizar el a-
trifluorometilestilbeno (2) obtuvieron el isbmero cis en una mayor proporcion
(86%), pese a la proximidad entre los dos grupos fenilo. Mediante cristalografia
de rayos X se demostré que existe una interaccion H-F de tipo puente de
hidrégeno que le da mayor estabilidad a la molécula.85 Los resultados obtenidos
por Spruce y colaboradores,86-87 al sintetizar heteroarotinoides trifluorometilados
analogos del estilbeno con configuracién cis (3-5), concuerdan con las

observaciones anteriores. Se propone entonces, que la introduccion del grupo
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trifluorometilo en la posiciéon 7 va a estabilizar y permitira obtener en una mayor
proporcion isomeros con conformacion 6E, la cuél es la caracteristica que hace

al compuesto meta similar al 9-cis-RA.
2.2 Estrategia sintética

La estrategia sintética escogida contempla dos aproximaciones que
involucran acoplamientos del tipo Wittig o Horner-Emmons. Se contempla la
obtencién del éster 6 mediante ia reaccidn del fosfono-ester 7 con el aldehido 8
(ver Esquema 1). Por otro lado se podria obtener 6 haciendo reaccionar el
aldehido 9 con la sal de fosfonio 10.

Los compuestos 8 y 10 pueden ser obtenidos en un paso a partir del
alcohot 11 (mediante reacciones con un oxidante apropiado o ftrifenilfosfina,
‘respectivamente), que a su vez puede provenir de la reduccién del isémero E del
éster metilico 1 2.

Los dos isémeros del éster metilico 12 pueden ser obtenidos de la
reaccion Horner-Emmons entre el fosfonoacetato de trimetilo 13 y la
trifluorometilcetona 13 (ver Esquema 2). Para la obtencién de este uitimo
compuesto se adaptéd la secuencia descrita por Spruce y colaboradores.86-87
'Los compuestos 7 y 9 son muy comunmente empleados en la sintesis de
retinoides. Para su obtencién se exploraron las secuencias descritas por Igbal y

colaboradores®8 y por Solladié y Geradin.8®
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Esquema 1: Estrategia sintética para la obtencion de 6
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Esquema 2: ‘Estrategia sintética propuesta para la obtencién de 12

2.3 Obtenciéon de (E/Z) 3-etoxicarbonil-2-metilpropen-2-enilfosfonato
de dietilo (7)
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Esquema 3. i) dioxano, KOCI ii) EtOH, H,S O4, reflujo iii) NBS, AIBN,
CCl,, reflujo iv)P(OEt);, reflujo



40

Varias rutas sintéticas para la obtencién de retinoides requieren la sintesis
de ésteres del 4cido 3-metil-2-butenoico (16) funcionalizados en la posicion 4
para los acoplamientos en reacciones tipo Wittig. Tanto la obtencidén del
carbaldehido-ester (9) o del ester-fosfonato (7) pueden lograrse, en varios
pasos, partiendo del acido 3-metil-2-butenoico (16) (Esquema 3).

La reaccion de oxidaciéon con hipoclorito de sodio comercial (3%) del
6xido de mesitilo (15), siguiendo el procedimiento descrito por Vogel,%0 permitid
obtener el acido 3-metil-2-butenoico (16) con rendimientos cercanos al 10%,'
muy inferiores al reportado.

La busqueda de las condiciones ideales para la reaccion tipo haloformo
con el 6xido de mesitilo condujo a la escogencia de hipoclorito de potasio
concentrado recién preparado como agente oxidante, utilizando el
procedimiento descrito por el Vogel.?0 La preparacién de esta disolucién se
efectué mediante la reaccion de doble desplazamiento entre hipoclorito de calcio
y carbonato de potasio en presencia de hidroxido de potasio. La precipitacion
del carbonato de calcio permitid obtener por filtracion una disolucion basica y
concentrada de hipoclorito de potasio, idonea para una reaccion de tipo
haloformo. En la oxidacién se obtuvo un rendimiento de 35 % que superd
significativamente a las reacciones con hipoclorito de sodio comercial pero no
alcanzd el 60 % reportado.

La causa del bajo rendimiento podria ser atribuida al control de la
temperatura al inicio de la reaccion de oxidacion. En esta reaccién no se usan
fuentes externas de calentamiento, debido a que al mezclar los reactivos se
produce un gran aumento en la temperatura. Es necesario enfriar la mezcla para
regular el reflujo del cloroformo producido, y un enfriamiento excesivo podria

influir significativamente en el éxito de la reaccién. El producto fue purificado por
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recristalizacién con agua y se emple6 el punto de fusidon para determinar su
pureza. Se obtuvo un ambito, sin corregir, entre 64 y 65°C cercano al valor
reportado de 68°C.90

En la sintesis de 3-metil-2-butenoato de etilo (17) se escogio la
esterificacion catalizada por &cido sulfurico con un exceso de etanol
empleandose tamices moleculares (4A) para eliminar el agua producida del
medio de reaccién. La destilacion a presion reducida, permitié obtener el éster
en un 63% de rendimiento y se confirmé su obtencién mediante el analisis del
espectro de TH-RMN (ver Figura 5), en el que no se aprecian sefales
correspondientes al acido carboxilico.

La bromacién con NBS y AIBN del 3-metil-2-butenoato de etilo produjo de
manera cuantitativa (sin purificacién) los dos isémeros del 4-bromo-3-metil-2-
butenoato de etilo (18) en una proporcion Z/E de 55:45. No se requeria
separacion de los dos compuestos para el siguiente paso y el espectro de RMN
comprobo la presencia de la mezcla (ver Figura 6).

El tratamiento de la mezcla de los dos y-bromoésteres con ftrietilfosfito
permiti6é obtener la mezcla de los isbmeros (E/Z) -3-etoxicarbonil-2-metilpropen-
2-enilfosfonato de dietilo (7). En la reaccion de Arbuzov, al igual que en la
bromacién alilica, se atendieron las recomendaciones de Igbal y
colaboradores,8 por lo que no se efectud purificacion. El espectro 'H-RMN
obtenido verificé la obtencion de los dos fosfonatos en una proporcién de 50:50
(ver Figura 7). En los dos casos se compard los espectros con los datos
obtenidos por Pattenden y Weedon,®' que sintetizaron y separaron los y-

bromoeésteres y los dietilfosfonatos de metilo analogos.
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2.4 Obtencion de (E)-3-metil-4-oxo-2-butenoato de metilo (9)

Para la obtencion del éster etilico 20 (analogo al aldehido 9) se escogid
originalmente la ruta descrita por Curley y Ticoras%? (ver Esquema 4), que
involucra una oxidacion del 3-metil-2-butenoato de etilo (17) con didxido de
selenio para obtener estereoespecificamente el (E)-3-hidroximetil-2-butenoato
de etilo (19). En general, se obtuvo muy bajos rendimientos (35%) por lo que se
decidio intentar la oxidacion catalitica con hidroperéxido de tert-butilo y Se0,.93
La presencia de las sefales del reactivo y del alcohol en el espectro de 'H-RMN
prético evidencid una conversion incompleta con un rendimiento similar al
obtenido con las condiciones anteriores (ver Figura 8), por lo que se decidié

evaluar otra opcién para la obtencién del compuesto.

o) , o)
P
~ Oet X OFEt
19
17 OH

0]

' A OFEt

20

Esquema 4. i) SeO,, EtOH, hidroperéxido de tert-butilo/diperéxido
de tert-butilo ii) MnO, activado, CH,Cl,
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Esquema 5. i) MeO-Na*, MeOH/benceno ii)H2S 04/H,0, Et,0

Se adaptd el método descrito por Solladié y Girardin,8° para la reaccion
Horner-Emmons entre el 3,3-dimetilacetal de piruvaldehido (21) vy
fosfonoacetato de trimetilo (13) utilizando metdxido de sodio como base (ver
Esquema 5).

La reaccién generd la mezcla de (E/Z)-4,4-dimetoxi-3-metil-2-butenoato
de metilo (22) en un 96% de rendimiento. El espectro IR del producto demostrd
la presencia de una sola absorcidn para carbonilo a 1710 cm-1, la aparicién de
las bandas que sugieren la presencia del doble enlace a 1660 y 3000 cm-! y
ademas varias absorciones en la regiéon de los eniaces C-O (ver Figura 9). La
hidrolisis de los acetales se llevd a cabo con H>S0O,4 al 35%, obteniéndose un
rendimiento de 36%, inferior al 70% reportado. El espectro infrarrojo del aceite
amarillo obtenido mostr6 dos absorciones en la region del carbonilo, a
1701 y 1725 cm1. Los autores reportan que esta reaccion produce ademas la

isomerizacion del doble enlace generando unicamente el (E)-3-metil-4-oxo-2-
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butenoato de metilo (9). En el momento de la preparacién de los compuestos 9 y
22 no estaba funcionando el espectrometro de RMN, por lo no que se midieron
espectros 1H-RMN.

El producto fue utilizado sin purificacion adicional para evitar la
descomposicion, siguiendo las recomendaciones de Solladié y Girardin® que
demostraron la pureza del producto mediante el espectro de 'H-RMN. Se
encontraron reportes en la literatura que mencionan que la destilacién de este
aldehido 1abil y volatil reduce significativamente el rendimiento.92 Ademas,
Curley y Ticoras demostraron que la cromatografia de columna con gel de silice

también es poco eficiente.94

2.5 Obtencion de 2,2,4,4-tetrametiltiocromano (26)

@ M @

5% ©\ i 77% s

26

Esquema 6. i) trietilamina/CHCI3 ii) a. CH3MgI/Et;0, b. HQSO4/H20
iii) P2Os/H3P O4/benceno
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La ruta sintética escogida para la construccion del heteroarotinoide
involucraba la formacién del heterociclo azufrado 26 y su posterior
trifluoroacetilacion para generar la trifluorometilcetona 14 que serviria como
sustrato para la extension de la cadena carbonada. Se adaptd el procedimiento
descrito por Spruce y colaboradores para esta serie de reacciones.86.87

La primera reacciéon comprende la adicion tipo Michael del tiofenol (24) al
oxido de mesitilo (15) (ver Esquema 6). Se emplearon las mismas condiciones
que las descritas en el procedimiento original, que involucra el empleo de
trietilamina como catalitico.

La 4-metil-4-tiofenil-2-pentanona (24) fue obtenida después de la
purificacién con un rendimiento similar al reportado y la pureza se comprob¢ al
comparar el espectros de 'H-RMN conel reportado (ver Figura 10).

En el caso de la reaccion de Grignard de la 4-metil-4-tiofenil-2-pentanona
(24), se utilizd un exceso de un equivalente de yoduro de metilmagnesio,
generando la obtencién de 2,4-dimetil-4-tiofenil-2-pentanol (25) con un alto
rendimiento de reaccion (95%). Al intentar efectuar la purificacion por destilacion
al vacio se produjo la descomposicién del alcohol terciario debido al
calentamiento. El espectro infrarrojo del producto obtenido evidencio la aparicion
de dobles enlaces carbono-carbono, presentes en un posible producto de
deshidratacién. El analisis del producto crudo por infrarrojo generd un espectro
idéntico al reportado en el procedimiento original por lo que se decidié omitir el
paso de destilacion.

Inicialmente se intentd la formacién del 2,2,4,4-tetrametiltiocromano (26)
mediante la reaccién intramolecular Friedel-Crafts que fue descrita por Spruce
utilizando condiciones tipicas, con tricloruro de aluminio como &cido de Lewis y

disulfuro de carbono como disolvente. La obtenciéon de un bajo rendimiento y de
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una mezcla de reaccién compleja (segun el analisis por IR), condujo a la
blsqueda de otras condiciones para llevar a y cabo la conversion. Al seguir el
método descrito por Waugh y colaboradores,83 en el que se emplea pentdxido
de fdsforo y acido fosférico como catalitico. La purificacion de la mezcla de
reaccion obtenida se efectudé de una manera rapida y eficiente empleando la
técnica de VLC (cromatografia liquida al vacio)® y el rendimiento obtenido fue
de 77%. Pese a que es inferior al reportado por Spruce, los reactivos empleados
son mas faciles de manipular y no se requieren las condiciones anhidras de la
reaccion de Fiedel-Crafts. La pureza se comprobd al comparar el espectro 1H-

RMN con el reportado (ver Figura 11).

2.6 Obtencién de la (2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-

trifluorometilcetona (14)

27 i
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28
CFs
¥. O
i
S 25% S
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Esquema 7. i) POCI; ii) AICl;, CS,
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La reaccién de acilacion Friedel-Crafts en la que se introduce el grupo
trifluoroacetilo fue uno de los pasos mas complicados que se efectuaron (ver
Esquema 7). La reaccién de acilacion involucra la adicion de cloruro de
trifluoroacetilo, gas a temperatura ambiente, al medio de reaccion. Este
compuesto se prepard haciendo reaccionar trifluoroacetato de sodio anhidro con
oxicloruro de fésforo. El cloruro de trifluoroacetilo es destilado a otro recipiente,
reflujando y condensandolo mediante trampas de hielo seco/isopropanol
(-78°C). Posteriormente, se destila al balén de reaccién arrastrandolo con una
corriente de nitrégeno y se emplea un condensador grande de hielo
seco/isopropanol. para minimizar su escape (ver figura 1).

El crudo obtenido fue separado mediante cromatografia de columna
empleando gel de silice y mezclas de hexano/acetato de etilo con polaridad
creciente. Se obtuvo un rendimiento de 25%, similar al reportado por Spruce, de
| 24% Yy la pureza se comprobd por comparacion del espectros TH-RMN (ver
Figura 12).

Spruce y colaboradores,86.87 sintetizaron también 4,4-tetrametiltiocromano
y 4,4-tetrametilcromano y los sometieron a las mismas condiciones de
trifluoracetilacion. con rendimientos de 31 y 53% respectivamente. Es importante
sefialar que obtuvieron los mas bajos rendimientos en los casos en los que el
heterociclo contienia azufre y que también tuvieron problemas para obtener el
derivado con cloruro de acetilo en las condiciones similares. El sistema
CSo/AlClIs/cloruro de acido provee posiblemente las condiciones para la
obtencién de productos de descomposicién en los que se rompen enlaces
carbono-azufre. El bajo rendimiento podria ser atribuido a la descomposicion del

producto acetilado o trifluoroacetilado.



Figura 1. Equipo empleado en

la reaccion de trifluoroacetilacién
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2.6 Obtencién de (E/Z)4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-
6-il)-2-butenoato de metilo (12)

CFs
X 2
0]
COMe
S 19 , (E)-12
MeONa* (producto
+ o principal)
9 MeOH/Menceno
COMe
OMe
PO(OMe),

@212
Esquema 8. Reaccion de obtencion de Ey Z(12)

Uno de los métodos tradicionales para la sintesis de él éster metilico del
acido retinoico, involucra la reaccion Horner-Emmons entre la $-ionona (29) y el
fosfonoacetato de trietilo (30) (ver Esquema 9). Se adaptaron las condiciones de
reaccion descritas por Tietze% para emplear (2,24 4-tetrametiltiocroman-6-il)-
trifluorometilcetona (14) como sustrato (ver Esquema 8). El iluro se formd
empleando metdxido de sodio como base y los disolventes de la reaccion fueron
benceno y metanol. La mezcla obtenida se separ6 mediante cromatografia de
columna con gel de silice y el producto principal de la reaccion fue un aceite
amarillo, que, como se discutira posteriormente, corresponde a (E)-4,4,4-trifluoro-

3-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12).
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Esquema 9. Rutas sintéticas descritas por Tietze y Eicher®6 para la

obtencidon de ésteres del acido retinoico.
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De el crudo de reaccidn se aislo inicialmente un segundo componente
que no presentd hidrogenos vinilicos en el espectro de TH-RMN (ver Figura 13).
Se propone que la estructura del compuesto aislado es el éster metilico 3 6,
producido por la reaccion de adicién-eliminacién sobre el carbonilo de la cetona
(ver Esquema 10). El ataque nucleofilico del ion metoxido sobre el carbonilo de
la cetona
produce la sustitucion del grupo trifluorometilo, que actia como grupo saliente

en una reaccién de tipo haloformo:®”

(O i O)
CF; =~—— CFg! =~——
{ N
S "OMe S
14
0]
OMe
+CF3-

S 36

Esquema 10. Mecanismo propuestio para la obtenciéon de 36

En reacciones posteriores la separacion cromatografica del crudo permitié
el aislamiento de un solido amarillo claro que demostré ser el isomero Z del éster
12. Aparentemente este compuesto no esta presente en la mezcla de reaccion
en cantidades apreciables y se produce por la isomerizacion del doble enlace al
permanecer varios dias en disolucion.

Los espectros de TH-RMN prético confirmaron la obtencion de los dos
isomeros del éster metilico. Se pueden apreciar claramente dos singuletes a
campo alto que corresponden a los dos grupos gem-dimetilo y un singulete

producidé por el metileno (ver figuras 14 y 15).
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La obtencion de los dos compuestos isomeéricos se evidencié por la
diferencia de desplazamientos quimicos entre los metoxilos y los hidrégenos
vinilicos. En el espectro del aceite a 90 MHz, el hidrégenc vinilico aparece como
un singulete ancho a 6,54 ppm y el metoxilo como un singuiete a 3,57 ppm. En
el caso del solido las sefales corresponden a singuletes a 6,33 ppm y 3,88 ppm
respectivamente.

Es importante sefalar que en cada uno de los espectros se nota la
presencia del otro isomero. Esto se debe a que transcurrieron muchos dias entre
el momento de la disolucion en CDCl3 y la realizacidon del experimento, por lo
que se produjo isomerizacion. Esta situacion se presenté en un menor grado al
medir los espectros TH-RMN a 500 MHz, porque se hicierbn las mediciones poco
tiempo después de preparar las disoluciones.

Con el espectrometro Jeol de 90MHz no se hicieron experimentos de
NOE, por lo que con los datos espectroscopicos obtenidos hasta ese momento
no era posible la determinacién de la estereoquimica de los dobles enlaces.

La asignacion de los hidrogenos aromaticos se efectudé al obtener un
espectro de 400 MHz (ver Figura 2), en el que se aprecian claramente los
acoplamientos entre ellos. Se observa el acoplamiento meta (2,0 Hz) entre H5
(7,28 ppm) y H7 (6,99 ppm) y el acoplamiento orto (8,1 Hz) entre H7 y H8 (7,13
Ppm).

En el caso del sdlido, se observa el acoplamiento meta (2,0 Hz) entre H5
(7,38 ppm) y H7 (7,08 ppm) y el acoplamiento orto (8,2 Hz) entre H7 y H8 (7,13
ppm). Los valores de las constantes de acoplamiento estan dentro de los
ambitos esperados (orto 7-9 Hz, meta 1-3 Hz).

Usualmente la constante de acoplamiento entre hidrogenos para es

menor a 1 Hz. La presencia de acoplamientos H-F a larga distancia , que seran
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discutidos mas adelante, genera multipletes en los que es muy dificil apreciar los
acoplamientos entre H5 y H8.

La identificacion de la estereoquimica del doble enlace en cada uno de
los isdmeros obtenidos se efectudé mediante experimentos de efecto nuclear
Overhauser (NOE) (ver Figuras 3 y 4). Gracias a que se cuenta con los dos
isomeros es posible, mediante una medicion del NOE, distinguir uno del otro. La
irradiacion de la sefial de H2’, correspondiente al hidrégeno vinilico, debe
producir un efecto NOE en las sefiales de H5 y H7 Unicamente en el caso del

isébmero Z

En la primera conformacién H2" y H7 pueden estar cerca, al igual que H2’
y H5 en la segunda. En el otro isémero, debido a la configuracién del doble
enlace, el hidrégeno vinilico no puede estar cerca de los hidrogenos del anillo
aromatico, por lo que no debe ser posible observar un NOE.

De esta forma, al saturar la sefal correspondiente al hidrégeno vinilico,
sblo se observd un NOE en el caso del sélido (ver Figura 3): la saturacion de la
sefial a 6,36 ppm produce un aumento en las sefales a 7,10 (H7, 0,5%) vy 7,41
(H5, 0,8%). En el caso del aceite la saturacion de la sefial a 6,60 no produce un
efecto en las sefiales aromaticas. Esta informacion permite sugerir la
estereoquimica del doble enlace para los dos compuestos. El aceite es el (E)-
4.4 A-trifluoro-3-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo y el

solido el isbmero (2).
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Figura 2. Espectros TH-RMN 400 MHz (CDCl;) de Ey Z-(12)
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En los espectros obtenidos a 400 MHz se comprobd que el la sefal
correspondiente al hidrégeno vinilico det isbmero E es un cuartetos producido
por el acoplamiento a larga distancia con el flior (J4) con una constante de 1,4
Hz. Ademas se observan acoplamientos J°con H7 (0,80 Hz) y H5 (br). En el caso
del isobmero Z se observan las constantes observadas son de. 0,8 y 0,6 Hz
respectivamente.

En el caso del isbmero E, se pueden distinguir faciimente en el espectro
las sefales del carbonilo (1) a 165,06 ppm, el trifluorometilo (122,82 ppm; J! C-F
= 276 Hz) y C37(142,30 ppm; J2 C-F = 31 Hz). Los desplazamientos de los
carbonos 27, 3, 5, 7, 8 y del metoxilo fueron obtenidos por la correlacion a un
enlace de distancia con las sefiales de 'H-RMN previémente asignadas (ver
Tabia 2), mediante un experimento gHMQC (Heteronuclear Multiple Quantum
Coherence, ver Figuras 16 y 17).

Los desplazamientos de los carbonos restantes se determinaron mediante
un experimento de gHMBC.(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) (ver
Figuras 18 y 19), que correlaciona a tres o dos enlaces de distancia las sefiales
de THy 13C

Las senales a 42,48 y 35,75 ppm corresponden a los dos carbonos
alifaticos cuaternarios. Se observa un acoplamiento J3 entre H5 (7,31 ppm) vy la
sefal a 35,75 ppm, por lo que esta corresponde a C4 y la de 42,48 ppm a C2.

Las senales a 127,25, 135,21 y 142,58 corresponden a los carbonos
cuaternarios aromaticos. Se observa un acoplamiento entre la sefial a 1,41 ppm
y el carbono que aparece a 142,58, que se debe a la correlaciéon J3 entre el los
hidrogenos de los metilos enlazados a C4 y C10. Con esta informacion, al

observar los acoplamientos J'en el gHMQC, se puede asignar la sefal a 32,58 a
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos de 'Hy 13C-RMN para Ey Z (12)

Posicién 1H 8, ppm 13C 3, ppm 1H 8, ppm 13C d, ppm
1’ 165,06 s (br) 165,34
2 6,59q(1,4Hz) 126,03 s (br) 6,36s (br) 126,23 q (2,9 Hz)
3 142,30 q (31 Hz) 13849 q (25 Hz)
4° 122,82 q (275 Hz) 122,41 q (276 Hz)
2 42,48 42,56
3 2,00 54,42 2,00 54,38
4 35,75 35,88
5 7,31 d (2,0 Hz) 127,78 s (br) (2’3,;401, g% 5 126,37 q (1,0 Hz)
6 127,25 s (br) 130,06 s (br)
T e1s5 o8ty B0IO) OoE ) (1ot
8 (8,176;105,)3(? Hz) 127,88 (8,72’;106,36(,!9!2) 128,26
9 135,21 135,71
10 142,58 143,18
OCHjs 3,64 52,21 3,84 52,66
C2(C H3) 1,46 31,86 1,45 31,92
C4(C Ha)» 1,41 32,85 1,40 32,74
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los metilos enlazados a C4. Al otro grupo gem-dimetilo (enlazado a C2) se le
asignan las sefiales a 1,46 y 31,86 ppm.

Para distinguir entre los carbonos cuaternarios 9 y 6, se observo el
acoplamiento entre H2'(6,56 ppm) y la sefal a 127,25 ppm, que corresponde a
C6. La sefial a 135,21 ppm fue asignada a C9 porque esti acoplada con H5
(7,31 ppm) y H7 (7,02 ppm) y no muestra acoplamiento con H2".

Se efectud un analisis similar para asignar las sefiales correspondientes
al isbmero Z En la tabla 2 se pueden comparar los desplazamientos quimicos de
1H y 13C-RMN para los dos isémeros. Las diferencias mas visibles, discutidas
anteriormente, se presentan en la sefales de 'H para el hidrégeno vinilico (H2")
y el metoxilo.

Los atomos de flior interactian con otros nucleos por medio de un
mecanismo directo a través del espacio. No se trata de una interaccion dipolar,
sino de un acopl'amiento de espines que se produce por el traslape de los
orbitales no enlazados.102 Por esta razén se observa, para el isdbmero E, un
acoplamiento grande (g 1,4 Hz) entre los atomos de fldor y el hidrégeno vinilico,
mientras que en el isémero Z soélo se observa un singulete ancho (ver Figura 20).

En el isobmero Z, aunque estan a 5 enlaces de distancia, se observan
constantes de 0,6 y 0,8 Hz debidas a la interaccion de los atomos de flaor con H5
y H7. En el isbmero E Unicamente es visible el acoplamiento entre H7 y F (0,8
Hz). Posiblemente esta situacion se debe a la conformacion que adquiere
preferentemente este compuesto por las interacciones estéricas del grupo éster
con los hidrégenos aromaticos.

El comportamiento las constantes de acoplamiento C-F observadas es
similar al esperado para este tipo de sistema (J1 ~ 270 Hz; J2 ~ 30 Hz; J3 ~ 4 Hz;

J4 ~ 1 Hz)102, En el caso del isbmero E se obtuvo valores de 275 (C4")y 31 Hz
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(C37) y se observaron acoplamientos débiles_, evidenciados por singuletes
anchos, con C27, C1, C5, C6 y C7. Con el isdbmero Z las constantes fueron de
276 (C47), 25 (C3"), 2,9 (C27), y 1,0 Hz (C5 y C7) y se observaron acoplamientos
débiles con C1 y C6 (ver Figuras 22 y 23).

Al medir los espectros de '9F se obtuvo desplazamientos quimicos de
-60,52 ppm para el isémero Zy de -67,29 ppm para el isémero E (empleando
CeHsCF3 disuelto en CgDg como estandar externo, -60,82 ppm). Las sefales
obtenidas son multiplete producidos por los acoplamientos con H discutidos
anteriormente (ver Figura 24) y en los dos casos se observé la presencia del otro
compuesto, producido por isomerizacion. Los resultados son similares a los
reportados por Spruce y colaboradores,86-87 que obtuvieron valores cercénos a
-66,6 ppm para los compuestos 2, 3 y 4. Ademas, el valor obtenido para el
isémero Z es cercano a datos obtenidos por Liu y colaboradores,10 que
sintetizaron varios retinoides triflucrometilados (ver Tabla 3)

La estereoquimica obtenida en el producto principal, el isémero E,
comprobd la influencia de el grupo trifluorometilo en la reaccién. En las
reacciones de Horner-Emmons se presenta una tendencia a la obtencion de
ésteres insaturados con los grupos mas voluminosos de lados opuestos del
doble enlace. Para revertir esta tendencia deben utilizarse fosfonatos
modificados y sistemas basicos altamente disociados (bis-trifluoroetil
fosfonoacetato de metilo y KN(TMS)2/18-corona-6).98 La obtencién
predominante del isémero E en la reacciéon de obtencién de 12 puede ser
explicada unicamente basandose en la posible estabilidad conferida al
compuesto por la interaccién entre uno de los atomos de fltor y el hidrégeno

vinilico. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por los grupos de



61

Ruban8> y Sprucedss’ al someter trifluorometiicetonas a reacciones de

olefinacion Horner-Emmons.

Tabla 3. Desplazamientos de 19F de retinoides trifluorometilados86

Retinoide d, ppm vs CFCl3
-
CF4
R=Me X=S5 “66,60
. R=HX=S -66,61
R=MeX=0 -66,59
R=He X=0 -66,61
COoH
CF3
g CHO had
CF,
A CHO 59,3
CFs
-65,3
X
CHO
CF,
-64,3

CHO
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El analisis del trifluorometilestilbeno (2) obtenido por Kopmehl mediante
cristalografia de rayos X, comprobé la existencia de una interaccion similar a la
que ocurre en los puentes de hidrégeno. entre uno de los atomos de fluor y el
hidrégeno vinilico. La distancia observada entre los dos nucleos (224 pm) es

menor que la suma de los radios de Van der Waals (255 pm).8>

2.7 Aproximaciones a la sintesis de acido (2E,4E,6E)-3-metil-8,8,8-

trifluoro-7-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2,4,6-octatrienoico (1)

La sintesis del acido 9-cis-retinoico reportada por Boehm vy
colaboradores, 9 involucra la reduccién del (2Z4E)-3-metil-5-(2,6,6-
trimetilciclohexen-1-il)penta-2,4-dienoato de etilo (36) al alcohol alilico (37), el
cual fue tratado posteriormente con dioxido de manganeso activado para la
obtencién del aldehido (38). El acoplamiento, en una reacciéon Horner-Emmons,
de 3 8 con el fosfonato (7) dio como producto el éster metilico del 9-cis-RA (ver

Esquema 12).
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Esquema 12. Método descrito por Boehm y colaboradores?® para la

obtencion del 9-cis-RA
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Esta serie de reacciones se adapto partiendo del (E)-4,4,4-trifluoro-3-
(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12) para tratar de
obtener el éster metilico del compuesto meta (6) (ver Esquema 11).

Para la obtencién del alcohol alilico 40 se efectud la reduccion del éster
(E)-12 con LiAlH,4. Se produjo un aceite incoloro que solo mostré una mancha en
TLC. En ese momento, la identidad quimica de este compuesto no pudo ser
verificada pues el producto demostré6 ser inestable, inclusive bajo
almacenamiento a -20°C. Pocos dias después el andlisis por TLC presentaba
varias manchas.

El producto de la reaccion fue sometido inmediatamente a la oxidacion
con MnO., activado, generando mezclas que demostraron ser muy compléjas al
ser analizadas por TLC. El producto crudo no presentd sehales caracteristicas de
un aldehido ni de hidrégenos vinilicos al ser analizado por TH-RMN (Ver Figura
25). El dibxido de manganeso activado fue preparado justo antes de efectuar la
oxidacion del producto de la reduccién. Se siguid el método descrito por
Hudlicky1®0 y el reactivo fue probado oxidando alcohol cindmico antes de
probarlo con el material sintético valioso. No hay suficientes datos para explicar
con certeza la razén de la no obtencion del aldehido 41, se puede suponer,
ante la falta de datos que confirmen la obtencion del alcohol alilico 4 0, que este
no es el producto de la reaccion de reduccidon. Otra posibilidad es la
descomposicién del alcohol en el medio de reaccion durante la oxidaéién o la
inestabilidad del aldehido 28. Adicionalmente, se traté con PCC el producto de
reduccion de 22. Se obtuvo una mezcla de reaccién muy compleja, segun el
analisis por TLC, similar a la anterior.

Es posible que la reduccién de ésteres o,p-insaturados, B-

trifluorometilados requiera condiciones de reaccion diferentes a las de los
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analogos metilados. En una revision de los métodos de obtencion de retinoides
trifluorometilados, se encontré que la reduccion de este tipo de ésteres puede
efectuarse con DIBALH o LiAlH4, y no hay indicaciones especificas o limitaciones
con respecto al agente reductor.101Sin embargo no se encontré ningun caso en

el que el grupo trifluorometilo estuviera a al anillo aromatico.

Ante esta situacion se decidié escoger otra aproximacion para obtener el
heteroarotinide, que involucra la formacion de la sal de fosfonio 42 a través de la
reaccién del alcohol alilico con hidrobromuro de trifenilfosfina. El producto de la
reaccion de reduccion de (E)-2 2 fue tratado inmediatamente con hidrobromuro
de trifenilfosfina disuelto en metanol. Después de eliminar el disolvente, el sdlido
incoloro recuperado fue tratado con n-BuLi pero no se presento el cambio de
color caracteristico de este tipo de reacciones, que se produce cuando se genera
el iluro altamente conjugado. De todas formas se agrego el (E)-3-metil-4-oxo-2-
butenoato de metilo (9) pero el anélisis de la mezcla de reaccion por TLC no
reveld la aparicién de los productos esperados, con poca polaridad y visibles a
365 nm.

Ademas de la inestabilidad del prdducto de reduccion de 22, que puede
haber influido significativamente en el poco éxito de las reacciones posteriores,
los recursos espectroscopicos disponibles en ese momento no permitieron
determinar las causas de los resultados obtenidos. Sin embargo, se cometié un
error importante en la escogencia de las secuencias sintéticas, debido a que las

dos requieren la obtencién de un mismo compuesto (40) para ser completadas.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se sintetizaron, aislaron e identificaron dos compuestos no
reportados previamente en la literatura, el (E) y el (£)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-
tetrametiltiocroman-6-il);2-butenoato de metilo (12). Se obtuvo un rendimiento
del 8% en una secuencia de 5 pasos.

La hipétesis respecto a la estereoquimica de la reacciéon Horner-Emmons
en la que participa la (2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-trifluorometiicetona (14)
se confirmg. Contrario a lo esperado con las condiciones de reaccion
empleadas, el grupo tifluorometilo dirige la reaccién hacia la obtencién del
producto E

Se adaptaron las secuencias descritas por Igbal y colaboradores8® y por
Solladié y Girardin,89 para la obtenciéon de (E/Z) -3-etoxicarbonil-2-metilpropen-
2-enilfosfonato de dietilo (7) y (E)-3-metil-4-oxo-2-butenoato de metilo (9), dos
reactivos muy importantes para la preparacion de retinoides.

No se logro alcanzar la sintesis de acido (2E,4E,6E)-3-metil-8,8,8-trifluoro-
7-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2,4,6-octatrienoico utilizando dos rutas
sintéticas. La inestabilidad del producto de reduccion de (E)-12 es la causa
probable del fracaso de las reacciones posteriores. Debe verificarse la identidad
quimica del producto obtenido y evaluar otras posibilidades, que involucren
quimica de grupos protectores, como alternativa para la construccion de la

cadena poliénica.



68

PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fusion se reportan sin corregir y fueron medidos en un
aparato Fisher-dohns. Para la medicion de espectros UV se empled un
espectrofotémetro Shimadzu UV-1601 PC. Los espectros IR fueron medidos en
un espectrometro FT-IR 8101 Shimadzu. Los espectros de RMN de 90 MHz
fueron medidos en un espectrometro Jeol FQ-90, los de 300 MHz en un Bruker
ARX-300, los de 400 MHz en un Varian-Mercury 400, los de 500 MHz en un
Varian-Unity 500 y los de 600 MHz en un Bruker AMX-600.

El éter etilico se destilé de KOH y se reflujo de sodio/benzofenona en
atmosfera de nitrégeno y se destild antes de usar. El THF se destildé de LiAlH, y
- se refluj6 de sodio/benzofenona en atmosfera de nitrégeno y se destilé antes de
usar. El MeOH, EtOH y las mezclas benceno/MeOH fueron secadas con tamices

moleculares de 4A.
Obtencién de acido 3-metil-2-butenoico (16)°°

En un baldén de fondo redondo (1 L) se disolvié 125 g (0,57 mol) de Ca(OCl),
65% (éloro para piscina) en 500 mL de H)O y se afadié una disolucién
compuesta por 87,5 g (0,63 mol) de KoCO3y 25 g (0,45 mol) de KOH en 250 mL
de HyO. Se formd un gel, el cual se agité hasta que desaparecit. Se filtré la
disolucion al vacio, directamente hacia un balén de tres bocas (1 L), colocado
dentro de un bafio HyO/hielo sobre un agitador magnético. El baldén estaba
provisto de pastilla de agitacion, adaptador con termémetro, condensador de

espiral enfriado con HyO a 0°C y un embudo de adicién. Cuando la disolucién
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alcanzé 10°C se adicionaron 30 mL (0,26 mol) de 6xido de mesitilo (15) y 50 mL
de dioxano. Se retir6 el H,O/ielo del bafio y la mezcla comenzé a refiujar 10
minutos después. Se adicioné HyO al bafio para disminuir la temperatura y
regular la intensidad del reflujo. Se retir6 el HO y se agité hasta que la mezcla
llegd hasta temperatura ambiente (4,5 h). Se enfrié a 0°C la mezcla de reaccion
y se adicionaron 1 g de NayS;05 y 50 mL de HySO4 50%. La disolucion
resultante fue extraida con éter etilico (8 x 50. mL). La disolucién organica se
secd sobre CaSQ4 anhidro. Luego de la filtracion concentrd al vacio mediante
un evaporador rotatorio y el residuo se destiié (103°C/20 mmHg) para obtener un
s6lido amarillo (10.70 g 0,11 mol, 43 %). Este solido se recristalizé de HyO,
obteniéndose 9.0 g (0,09 mol, 35%) de 16 como un sdlido blanco cristalino, p.f. =

64-65°C, (lit.86 68°C).

Obtencién de 3-metil-2-butenoato de etilo (17)

En un balén de fondo redondo (250 mL) provisto con una pastilia de agitacion,
un extractor soxhlet con 12 g de tamices moleculares 4A y un condensador de
espiral con entrada de Ny, se colocaron 5,1 g (50 mmol) de &cido 3-metil-3-
butenoico (16), 75 mL de EtOH y 0,5 mL de HSO,4 98%. La mezcla se calent6 a
reflujo utilizando una manta de calentamiento por 24 h. Al enfriar, se afadié una
disolucién saturada de NaHCO3; hasta lograr un pH =7 (papél indicador). La
disolucién se concentrd al vacio hasta un volumen de 25 mL. Luego se agregoé
H>O (25 mL) y éter de petrdleo 60-80 (25 mL). La fase acuosa se extrajo con éter
de petréleo 60-80 (4 x 25 mL). Las fase orgénica combinada se lavd con
NaHCO3 saturado (25 mL), HoO (25 mL) y NaCl saturado (25 mL). La disolucion

organica resultante se secd con NaSO4 anhidro, se filtré y se concentrd al vacio
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hasta un volumen de 10 mL. La destilacion del residuo generd 4.00 g (32 mmol)
63% de 17 como un aceite amarillo (1 16‘-118°C/54 mmHg), . IR (pelicula) 1710
cm (v C=0); TH-RMN, 90 MHz (CDCl3, d ppm): 1,2 (3H, t. CHCH3), 1,8 (3H, s,
=CCH3), 2,1 (8H, s, =CCH3), 4,1 (2H, g, CH2CHas), 5,6 (1H, s, CH=)

Obtencién de (E/Z)-4-bromo-3-metil-2-butenoato de etilo (18)88

En un balén de fondo redondo de 25 mL, provisto con pastilla de agitacion y un
condensador con entrada de N», se colocaron 1,02 g (8 mmol) de 3-metil-2-
butenoato de etilo, 1,45 g (8 mmol) de N-bromosuccinimida, 3 cristales de AIBN,
8 mL de CCls. La mezcla se calenté a reflujo utilizando una manta de
calentamiento por 3 h. Se suspendié el calentamiento y la mezcla a temperatura
ambiente se filtrd al vacio para eliminar la succinimida. Se concentré al vacio
para obtener 1,53 g (8 mmol, 100%) de una aceite incoloro que corresponde a
una mezcla 45:55 de (E) y (Z2) 4-bromo-3-metil-2-butenoato de etilo (18). 1H-
RMN, 90 MHz (CDCls, & ppm): 1,3 (3H, t, CHxCH3), 2,0 ; 2,3 (3H, d, =CCH3), 4,0 ;
4.6 (2H, s, =CCH2Br), 4,1 (2H, g(superpuestos), CH2CHa), 5,7 ; 5,9 (1H, br s,

CH=). El aceite se utiliz6 en el siguiente paso sin ninguna purificacion.

Obtencién de (E/Z) 3-etoxicarbonil-2-metilpropen-2-enilfosfonato de
dietilo (7)88 '

En un baldn aperado de dos bocas (5 mL), provisto de pastilla de agitacion, un
septum y un condensador con entrada de N», se colocaron 1,35 g (8' mmol) de
trietilfosfito. El baldén fue puesto dentro de un bafo de glicerina a 90°C y Se

adicionaron 1,43 g (7 mmol) de (E/Z) 4-bromo-3-metil-2-butenoato de etilo (18)
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utilizando una jeringa a través del septum. La mezcla se calentd a reflujo con
agitacion por 3 h, se enfrié a temperatura ambiente y se aplicé vacio (1 mmHg)
para eliminar el bromuro de etilo y la trietilfosfito sin reaccionar. Se obtuvo 1,689
(6 mmol, 75%) de un aceite amarillo que corresponde a una mezcla 50:50 de (E)
y (Z) 3-etoxicarbonil-2-metilpropen-2-enilfosfonato de dietilo (7) con un tercer
componente no identificado (ver integraciones de los grupos etilo). TH-RMN, 90
MHz (CDClg, & ppm): 1,3 (12H, m, CH,CHa3), 2,0 ; 2,3 (3H, dd, =CCH3), 2,7 ; 3,5
(2H, d, =CCH2P), 4,1 (8H, q(superpuestos), CH,CH3), 5,8 (1H, s(superpuestos);

CH=). El aceite se utilizé en el siguiente paso sin ninguna purificacion.
Obtencion de (E/Z)-4,4-dimetoxi-3-metil-2-butenoato de metilo (22)99

En un balén de tres bocas (100 mL), provisto de pastilla de agitacidon, un tapon
de vidrio, un embudo de adicion con igualador de presion y un condensador con
entrada de N», se colocaron 3,0 g (90 mmol) de sodio metalico. Se adiciond una
En una hora se adicioné 40 mL de mezcla MeOH/benceno 3:2 gota a gota. Se
agitd hasta que se disolvié todo el sodio. Se coloco en el embudo de adicién una
mezcla de 1,1-dimetilacetal de piruvaldehido (21) (10,0 g 80 mmol) y
fosfonoacetato de trimetilo (13) (17,0 g, 90 mmol). Se adiciond gota a gota por
45 minutos y se agitd la mezcla por 48 horas bajo atmdsfera de Np. Se adiciond
H20 (25 mL) y se extrajo con éter etilico (3 x 25 mL). La fase orgénica se tavé con
NaCl saturado y se dejé sobre Na,SO4 anhidro. Se concentré al vacio para
obtener 13,50 g (77 mmol, 96%) de un aceite incoloro que corresponde a una
mezcla de (E)y (Z2)-4,4-dimetoxi-3-metil-2-butenoato de metilo. IR(pelicula) 1710

cm-t (v C=0) El aceite se utilizé en el siguiente paso sin ninguna purificacién.
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Obtencién de (E)-3-metil-4-o0x0-2-butenoato de metilo (9)90

En un balén de tres bocas (200 mL), provisto de pastilla de agitacion, un tapon
de vidrio, un embudo de adicién con igualador de presion y un condensador con
entrada de Ny, se colocaron 50 mL de HySO4 35%. Se enfrié en un bafio a 0°C y
se afiadieron 50 mL de éter etilico. Se afadieron gota a gota 6,75g (0,038 mol)
de (E/2)-4,4-dimetoxi-3-metil-2-butenoato de etilo (22) (30 minutos). La mezcla
se agit6é a temperatura ambiente por 36 horas. La fase acuosa se extrajo con éter
(8 x 25 mL) y la fase organica combinada se lavé con NaHCOg saturado (3 x 25
mL), NaCl saturado (50 mL) y agua (50 mL). Se concentr¢ al vacio par obtener 9

(2,109, 0,014 mol, 36%) como un aceite amarillo, IR(pelicula) 1701 cm-T,
1725 cm-1 (v C=0).

Sintesis de 4-metil-4-tiofenil-2-pentanona (24)86

En un balén de tres bocas (500 mL), provisto de condensador de espiral con
entrada de Ny, pastilla de agitaciéon y colocado dentro de un bafio HxO/ielo, se
prepard una disolucién de 30 mL (32,199, 0.29 mol) de tiofenol (23), 28,04 g
(0.28 mol) de 6xido de mesitilo (15) y 100 mL de CHCI3. Se afadieron 2 mL de
trietilamina, se agitdé mezcla por 1h y se retiré el bafio Se calenté a reflujo
utilizando una manta de calentamiento por 24 h. La mezcla de reaccion se dejé
enfriar, se transfirié a un embudo separador (500 mL) y se lavé el balén con éter
etilico (25 mL). La fase etérea se lavé con NaOH 10% (2 x 50 mL) y la fase
acuosa se extrajo con éter (3 x 50 mL). Los extractos etéreos fueron combinados,
lavados con H20 (2 x 50 mL), NaCl saturado (2 x 50 mL) y secados sobre

Na>SO4 anhidro. Después de la filtracién, se concentré al vacio para obtener 2 4
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como un liquido incoloro (46,7g, 83%). p.e.: 134-135°C/5 mmHg), IR(pelicula)
1713 cm1 (v C=0); 'H-RMN, 90 MHz (CDClg,  ppm): 1,4 (6H, s, (CH3)2), 2,1
(8H, s, COCH3), 2,7 (2H, s, CH2), 7,5 (5H, m, ArH)

Sintesis de 2,4-dimetil-4-tiofenil-2-pentanol (25)86

En un baldén de tres bocas (500 mL) provisto con embudo de adicién con
igualador de presion, condensador de espiral con entrada de No, septum y una
pastilla de agitacion, se colocaron 12,0 g (0,50 mol) de Mg y 50 mL de éter
anhidro. En el embudo de adicidn se prepar6 una disolucion de CHsl (30 mL, 68
g, 0,48 mol) en éter seco (125 mL). Se adicionaron 10 mL gota ‘a gota hasta que
se notob turbidez en la disolucién. El resto se afiadi6é durante dos horas y al final
se agregaron 3 mL adicionales de CHgl por el embudo de adicion. Se adiciond
una disolucion de 24 (46,0g, 0,22 mol) éter anhidro (100 mL) durante 30
minutos. La solucion fue agitada por 48 h y vertida sobre 300 g de hielo. La
disoluciéon resultante fue neutralizada con Ho.SO4 5%. La fase etérea fue
separada y la acuosa extraida con éter (6 x 50 mL). Las fase orgénica
combinada se seco con Na>SQO4 anhidro y los disolventes removidos al vacio. Se
obtuvo 14 (47,10 g, 0,21 mol, 95%) como un liquido incoloro que se usd sin

ninguna purificacion. IR (pelicula) 3588 cm-1 (v O-H)
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Sintesis de 2,2,4,4-tetrametil-2-tiocromano (26)

En un balén de fondo redondo (1L) provisto de condensador Graham con
entrada para Ny dos tapones de vidrio y pastilla de agitacion, se mezclaron 300
mL de benceno, 46,5g (0,21 vmol) de 2,4-dimetil-4-tiofenil-2-pentanol (25),34,0 g
(0,24 mol) de P-Os y 25 mL de HzPO4 85%. La mezcla se calentd a reflujo
utilizando una manta de calentamiento por 24 h. La fase organica fue decantada
a un embudo separador (1L) y el residuo viscoso lavado con éter (4 x 100 mL).
Las fases orgénicas fueron combinadas, lavadas con NaHCO3; saturado (4 x 100
mL), HoO (4 x 100 mL), NaCl saturado (4 x 100 mL) y secados sobre NazSO4
anhidro. Mediante filtracién y evaporacion al vacio se obtuvo 49,7 g de un liquido
amarillento. Se empacd una columna VLC (cromatografia liquida al vacio)® con
80g de gel de silice Merck 60 GF254 y se eluyd con 5 fracciones de 100 mL de
hexano. Al concentrar al vacio se obtuvo 26 (35,73 g, 0,17 mol, 77%) como un
aceite amarillo en las fracciones 2 y 3. R; = 0,6 (hexano/EtOAc 1:1); IR (pelicula):
3030 cm’” (6 C-H); TH-RMN, 90 MHz (CDCl3, 6 ppm): 1,4 (12H, s(superpuestos),
CH3), 2.0 (2H, s, CH3), 7,0-7,5 (4H, m, ArH)

Sintesis de (2,2,4,4-tetarametiltiocroman-6-il)-trifluorometilcetona

(14)86

En un balén de tres bocas (50 mL) se pesaron 12,50 g de trifluoroacetato de
sodio. Se anadié una pastilla de agitacidén, se conectd al balén a un embudo de
adicion con igualador de presién, una liave de entrada de Ny y un condensador
de tipo Friedrichs. La salida del condensador estaba conectada, por medio de

una manguera Tygon®, a la salida de uno de los dos condensadores de hielo
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seco unidos a un balon aperado de dos bocas de 10 mL. La salida del segundo
condensador estaba conectada a un burbujeador con glicerina.

Se hizo pasar N» a traves del sistema, se colocé hielo seco e isopropanol
(-80°C) en los condensadores y se adicionaron 15 mL de POCI3 durante 15
minutos. Se calenté a reflujo la mezcla durante 30 minutos y se obtuvo
aproximadamente 8 mL de cloruro de trifluoroacetilo en el bal6n de dos bocas.
Se conect6 la salida del segundo condensador a un balén de tres bocas de 250
mL, en el que se habian colocado 8,00 g (0,060 mol) de AlCl;, 5,00 g (0,024
mol) de 26 y 40 mL de CS,. El balon estaba provisto de un condensador de
hielo seco grande, que a su vez estaba conectado a un burbujeador con
glicerina.

Desde el balén aperado de dos bocas de 10 mL se destilaron 8 mL de cloruro de
trifluoroacetilo, al retirar el hielo seco/isopropanol del segundo condensador. y
haciendo pasar una corriente de No. Se agitd la mezcla por 2 h y se vertié en un
beaker con hielo. La fase acuosa fue extraida con éter (3 x 25 mL) y las fases
organicas se lavé con una disolucidén de NaCl saturado y se secd sobre Na,SO4
anhidro.

Mediante filtracion y evaporacion de los disolventes al vacio se obtuvo 6,84 g de
un aceite café. Se empacé una columna de 88 cm de alto y 1,6 cm de diametro
con 100g de gel de silice 40 (70-230 mallas) y hexano/EtOAc 40:1(175 mL). Se
eluyé con hexano/EtOAc 40:1(300 mL), hasta que se confirmd la sélida del
producto de partida Rs = 0,6 (hexano/EtOAc 1:1). Se continud la elucién con
hexano/EtOAc 30:1. A

Se obtuvo 1,82g (0,006 mol, 25%) de (2,2,4 4-tetrametiltiocroman-6-il)-
trifluorometilcetona (14) como un aceite amarilio. R; = 0,65 (hexano/EtOAc 40:1);

IR (pelicula) 1715 cm™ (v C=0), TH-RMN, 90 MHz (CDCls, & ppm): 1,4 (12H, s
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(superpuestos) CH3), 2,0 (2H, s, CH32), 7,2 (1H, d, H8), 7.8(1H, brd, H7), 8.1 (1H,
brs, H8)

14

Sintesis de 3-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-4,4,4-trifluoro-2-

butenoato de metilo (12)

En un balén aperado dé dos bocas de 10 mL, provisto de una pastilla de
agitacion, un condensador con entrada de Np y un embudo de adicién con
igualador de presién, se colocaron 0,45 g (0,0025 mol) de fosfonoacetato de
trimetilo, 0,50 g (0,0017 mol) de (2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-
trifluorometilcetona (14) y 2 mL de benceno seco. Utilizando una jeringa se
transfirieron 3 mL (0,002 mol) de una suspension de MeO-Na* / MeOH/benceno
(0,25g de Na en 15mL de benceno/MeOH 3:2 (reflujado por 5h en un soxhlet
con tamices moleculares 3A) al embudo separador. Se adiciond el metéxido de
sodio gota a gota durante 1h. La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 48 h, se vertioé sobre un beaker con 30 g de hielo. La fase acuosa fue
extraida con éter (3 x 20 mL) las fases organicas combinadas, lavadas con HxO
(2 x30 mL) y secadas sobre NaxSO4 anhidro. Mediante filtracién y evaporacion
al vacio se obtuvo 0,53 g de un aceite café que fue separado por cromatografia

de columna. Se eluyé con hexano/EtOAc 40:1 hasta que sali6 el producto de
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| partida (R; = 0,65, hexano/EtOAc 40:1), y luego con hexano/EtOAc 30:1). El
producto principal, (E)-3-(2,2,4, 4-tetrametiltiocroman-6-il)-4,4,4-trifluoro-2-
butenoato de metilo, (0,242 g, 40%) fue un aceite café. Rf=0,42 (hexano/EtOAc
10:1); UV(Amax): 306 nm (hexano); TH-RMN, 500 MHz (CDCl3, 8 ppm): 1,41 (6H, s,
C4(CHa3)o), 1,46 (6H, s, C2(CH3)), 2,00 (2H, s, CH3), 3,64 (3H, s, COCH3), 6,59
(1H, g, C=CH), 7,02 (1H, dd, 8Hz, 2 Hz, H(7)) 7,15 (1H, d 8Hz, H(8)), 7,31 (1H,
d, 2 Hz, H(5))

13C-RMN, 500 MHz (CDCls, 8 ppm): 31,57 (s, (CH3):C(2)), 32,58 (s, (CH3z)2C(4)),
35,46 (s, C(4)(CHa)2), 42,19 (s, C(2)(CHa)p), 51,95 (s, COCHg), 54,13 (s, CHy) ,
121,51(s, C(6)), 123,62 (q, C(27)), 125,80 (s, C(7)), 127,59 (s, C(5)), 127,66 (s,
C(8)), 134,99 (s, C(9)), 141,95 (g, C(37)), 142,35 (s, C(1‘0)), 164,86 (s, C(17))

Ademas se obtuvo (Z)-4,4 4-trifluoro-3-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2-
butenoato de metilo (0,078 g, 13%) como un soélido crema. Rf=0,33
(hexano/EtOAc 10:1); UV(Amax): 306 nm (hexano); 'H-RMN, 500 MHz (CDCls, 6
ppm): 1,40 (6H, s, C4(CH3),), 1,45 (BH, s, C2(CHs)z), 2,00 (2H, s, CHy), 3,84
(3H, s, COCH3), 6,36 (1H, g, C=CH), 7,10 (1H, dd, 8Hz, 2 Hz, H(7)) 7,16 (1H, d
8Hz, H(8)), 7,41 (1H, d, 2 Hz, H(5))

13C-RMN, 500 MHz (CDClg, & ppm): 31,63 (s, (CH3)2C(2)), 32,49 (s, (CHg)2C(4)),
35,58 (s, C(4)(CHa)o), 42,29 (s, C(2)(CHg)o), 52,45 (s, COCHg), 54,06 (s, CHy) ,
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129,72(s, C(6)), 126,05 (g, C(27)), 125,11 (s, C(7)), 126,17 (s, C(5)), 128,04 (s,
C(8)), 135,46 (s, C(9)), 138,00 (q, C(37)), 142,93 (s, C(10)), 165,19 (s, C(1°))

Reduccion de (E)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-

2-butenoato de metilo (12)

En un balén de dos bocas (10 mL) provisto de una pastilla de agitacion, una
entrada de nitrégeno y un tubo de adicion de solidos con 25 mg de LiAlHy4, se
colocaron 50 mg de (E)-4,4, 4-trifluoro-3-(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2-
butenoato de metilo (22), 4 mL de THF anhidro. Se colocé el balén dentro de un
bafo hielo seco/acetona, el LiAlH, se adiciond lentamente y se agitd hasta el
bafo llegé a temperatura ambiente (2 h). Se afiadieron gota a gota 4 mL de

agua. Cuando cesd la evolucidon de hidrogeno se transfirio la mezcla a un
| embudo separador. La fase acuosa fue lavada con éter (3 x 5 mL) y las fases
organicas combinadas, lavadas con agua (2 x 5 mL) y secadas sobre MgSO,
anhidro. Mediante filtracién y evaporacion de los disolventes (evaporador
rotatorio) se obtuvo 41 mg un aceite amarillo que se us6 en el siguiente paso sin
ninguna purificacion. En TLC se observaron dos manchas hexano/EtOAc 4:1. La
mancha de mayor intensidad presentd un Ri= 0,5 y la de menor intensidad un

Ri= 0,2. El reactivo de partida no estaba presente.

Oxidacién del producto de reduccién de (E)4,4,4-trifluoro-2-3-

(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-butenoato de metilo (12)

El crudo obtenido en el paso anterior se disolvié en CH,Cl, en un balén de 10

mL. Se afiadieron 300 mg de MnO, activado y una pastilla de agitacion, se
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colocod una entrada de N, y se agitdé la mezcla a temperatura ambiente por 8
horas. Se efectu6 una filtracion al vacio a través de Kieselghur y se evaporé el
disolvente al vacio. El andlisis por RMN del producto obtenido no present6

sefales caracteristicas de un aldehido ni del hidrégeno vinilico (ver figura 25).

Reaccion del producto de reduccion de (E)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-
tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12) con

hidrobromuro de trifeniifosfina.

En un balén de tres bocas se colocaron 111 mg del producto de reducciéon de
(E)-22, 125 mg de hidrobromuro de trifenilfosfina y 5 mL de MeOH. Se afiadié
una pastilla de agitacion y se agitd la mezcla bajo atmésfera de Ny, por 24h. Se
evapord el disolvente en el evaporador rotatorio y se obtuvo un sélido blanco
amorfo. Se adicionaron 15 mL de éter anhidro y se agité bajo atmésfera de N»
por 30 minutos. Se filtré el sélido rapidamente, se lavd con éter anhidro (2x5 mL)
y se coloco en una desecadora al vacio. Se obtuvo 98 mg (0.16 mmol) de un
solido blanco que se usé directamente en el siguiente paso.

Se afadié una pastilla de agitaciéon, se evacué el sistema por 30 minutos. Se
conectd al sistema una entrada de Ny y se afadi6 con jeringa éter seco (3 mL).
Se enfrié en un bafo acetona/CO, y se adicionaron 0.15 mL de n-BulLi 1.58M
(0.24 mmol) y la mezcla presentd turbidez pero no hubo cambio de color. Se
tapo el baldn con papel aluminio y se afiadieron 26 mg de 11 disueltos en 2 mL
de éter anhidro (0.20 mmol). Después de 48h el andlisis por TLC de la mezcla no
revelo la presencia del productos menos polares que el producto de la reduccion

de (E)-22.
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Figura 5: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCl3) del 3-metil-2-butenoato de etilo
(17)
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Figura 6: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCls) del (E/Z)-4-bromo-3-metil-2-

butenoato de etilo (18)
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Figura 7: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCls) del (E/Z)-3-etoxicarbonil-2-

metilpropen-2-enilfosfonato de dietilo (7)
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Figura 8: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCls) de la mezcla de 3-metil-2-butenoato
de etilo (17) y (E)-4-hidroxi-3-metil-2-butenoato de etilo (19)



92

R O .
R
4.0 . :
i.
f i
2.60_|
8,99
S
4669.8 %688.9

Figura 9: Espectro IR (pelicula) del (E)-3-metil-4-0xo-2-butenoato de metilo (9)
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Figura 10: Espectro RMN 'H 90 MHz (CDCls) de la 4-metil-4-tiofenil-2-pentanona
(24)
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Figura 11: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCls) del 2,2,4,4-tetrametiltiocromano
(26)
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Figura 12: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCls) de la (2,2,4,4-tetrametiltiocroman-

6-il)-trifluorometilcetona (14)
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Figura 13: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCls) del (2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-

il)-carboxilato de metilo (36)

96



97

i
h
|
i

A
- B

1.

D
!
i

|

|

7
_

llJJlllll'lllllIllllllllJlJIlIlllllllllllllll
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 14: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCl3) del (£)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-

tétrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12)
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Figura 15: Espectro 'H-RMN 90 MHz (CDCls) del (E}-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-

tetrametiltiocroman-6-it)-2-butenoato de metilo (12)
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Figura 16: gHMQC 500 MHz (CDCl3) del (2)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-

tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12)
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Figura 17: gHMQC 500 MHz (CDCl3) del (E)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-
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Figura 19: gHMBC 500 MHz (CDCl3) del (E)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-

tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12)



Figura 20: Espectros 'H-RMN 400 MHz (CDCls) del (E) y (2)-4,4, 4-trifluoro-3-

(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12) (ampliacién)
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Figura 21: Espectros *C-RMN 100 MHz (CDClg) del (E) y (2)-4,4,4-trifluoro-3-

(2,2,4,4-tetrametiItiocroman-G-il)-2-butenoato de metilo (12)
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Figura 22: Espectro *C-RMN 100 MHz (CDCls) del (2)-4,4,4-trifluoro-3-(2,2,4,4-

tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenoato de metilo (12) (ampliacion)
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(2,2,4,4-tetrametiltiocroman-6-il)-2-butenocato de metilo (12)

(estandar externo CgHsCF3/CgDg = -62,80 ppm)
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Figura 25: Espectro 'H-RMN 300 MHz (CDCls) de los productos de oxidacion
con MnO, del producto de reduccion de (E)-1 2 con LiAlH,



