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1.- INTRODUCCION



La presente Tesis de Licenciatura, estd englobada en un Proyecto de Tesis
Doctoral, en el que nos proponemos la sintesis de diversos compuestos con potencial

actividad antitumoral contra células neopldsicas.

Para ello hemos elegido, como grupo de compuestos anticancerosos, los agentes
alquilantes, mostazas nitrogenadas! y ciclofosfamidas? entre otros, ya que éstos, junto
con los antimetabolitos, son actualmente los firmacos antineopldsicos de mayor

aplicacién clinica dentro del campo de la Quimioterapia del Céncer.

Las nuevas sustancias tienen como caracteristica comiin la presencia de un resto
de hidrato de carbono al que estd unida la fraccién alquilante. Presentamos en esta
Memoria la sintesis de nuevas sustancias que son mostazas nitrogenadas y estd en curso

de realizaci6n la preparacién de ciclofosfamidas derivadas de hidratos de carbono.

Es de esperar que el resto de aziicar pueda actuar como transportador selectivo3
del agente alquilante hacia las células cancerosas, ya que, al ser los monosacéridos
metabolitos primarios, serin mds demandados por las celulas malignas, en proceso de

rdpido crecimiento, que por las células sanas.

Ademds del hecho diferenciador de unir la fraccién activa al resto de azicar, otras
variaciones que se pueden introducir en la molécula, pueden ir encaminadas a modificar
sus propiedades fisico-quimicas, entre ellas, su balance hidréfilo-lipéfilo (HLB). Asi,
sustancias con un mayor HLB conseguirdn pasar mas eficazmente las barreras lipofilicas
(membranas celulares entre otras), que tienen que atravesar para llegar a su lugar de

accion.

La unidén entre el transportador (aziicar modificado) y el agente alquilante
(mostaza nitrogenada), en una serie de compuestos, se lleva a cabo mediante la formacién
de un enlace amidico, entre el nitrégeno de la mostaza nitrogenada y el grupo 4cido del
espaciador unido previamente al azicar, mientras que, en otro conjunto de compuestos, el

resto alquilante estd unido al espaciador por dicho nitrégeno en forma de amina terciaria.



2.- ANTECEDENTES



La Quimioterapia del cdncer trata de encontrar sustancias citotéxicas que,
inhibiendo el crecimiento tumoral, tengan la mayor selectividad para los tejidos
neopldsicos y la menor toxicidad posible para los tejidos normales, sobre todo cuando
se requiere un tratamiento prolongado. Este objetivo se puede conseguir, bien mediante
el empleo de sustancias que liberan los agentes citot6xicos intracelularmente4 por la
accién de enzimas, existentes preferentemente en los tejidos tumoralesS, o buscando
compuestos que incorporen grupos funcionales citotéxicos, por ejemplo, con accién
alquilante, a sustancias fisiolégicas como amino4cidos o hidratos de carbono®, o
sintetizando antimetabolitos que puedan inhibir selectivamente los enzimas esenciales
para el crecimiento de las células enfermas, tratando de explotar las diferencias

bioquimicas existentes entre los tejidos normales y neopldsicos’.

Los agentes alquilantes fueron el primer grupo de formacos investigados como
inhibidores efectivos contra células neopldsicas. Actualmente ellos junto con los
antimetabolitos, son los firmacos antineopldsicos de mayor aplicacién clinica dentro

del campo de la Quimioterapia del cdncer3. 9.

Ha habido al menos dos tendencias significativas en el reciente desarrollo de

agentes alquilantes:

a) La bisqueda de nuevas funciones alquilantes citotéxicas, las cuales encabezan lo que

se podria llamar la 12 generaci6én de agentes clinicamente usados.

b) La bisqueda de estructuras con selectividad intensificada hacia células malignas,
teniendo en cuenta algunos principios teéricos, como el concepto de actividad latente y

el de transportador, para el disefio de nuevos agentes alquilantes.

Hoy en dia se estdn llevando a cabo nuevas aproximaciones tales como, el uso
de anticuerpos monoclonales como transportadores selectivos de fracciones alquilantes,

el desarrollo de nuevos fragmentos de ADN encerrando, entre los espacios de la doble



hélice, agentes alquilantes capaces de reconocer y englobar secuencias especificas de

estas macromoléculas.

La eficacia antitumoral de los agentes alquilantes estd relacionada con su
habilidad para inducir mutaciones letales e inhibir la sintesis de ADN, por ello, los
compuestos capaces de unirse a moléculas de ADN, son los mds efectivos. Asi, los
agentes alquilantes, son capaces de producir mutaciones que provocan la mala

codificacién de los dcidos nucleicos.

Los agentes alquilantes son transformados, durante la solvolisis (en medio
acuoso), en especies electréfilas capaces de alquilar centros nucledfilos biolégicos; su

unién a ellos se realiza a través de un dtomo de carbono saturado.

La alquilacién de las biomoléculas responsables de la proliferacién celular y la
-especificidad de esta reaccién depende de la reactividad de los agentes alquilantes, la
cual, podemos usar como pardmetro controlador de la actividad antitumoral y la

toxicidad de estos compuestos.

Asf la cinética obtenida para la reaccién de hidrélisis en las condiciones:
Me2CO/H20 1:1, 66° C durante 30 minutos de las mostazas nitrogenadas 1, sugiere

que el mecanismo dependa de la basicidad del heterodtomo.

R-N(CH7CH,Cl)2
1

Asi si éste es muy bdsico, como ocurre en las mostazas nitrogenadas alifiticas,
la mostaza nitrogenada es capaz de ciclar rdpidamente, para formar un ién aziridinio
que, reaccionaria con los nucle6filos mediante un mecanismo de reaccién SN2
(Esquema 1), sin embargo, si la reaccién de formacién de este i6n aziridinio es mds
lenta, como ocurre en las mostazas nitrogenadas aromdticas, el paso determinante serd

la formacién del carbocation solvatado en equilibrio con el i6n aziridinio, siendo el



mecanismo de reaccién cada vez mds consistente con un mecanismo Sy18. 10, 11

(Esquema 2).
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La dureza o blandura como base del N de la mostaza nitrogenada, no altera el
mecanismo de alquilacidn, el cual transcurre por ataque del nucleéfilo al intermedio

ciclico.

Aunque son muchos los componentes celulares que sufren el proceso de
alquilaciéon (ADN, ARN, proteinas, membranas), la hipétesis mds aceptada
responzabiliza a la interaccién con el ADN como el mecanismo mds importante de la
actividad antitumoral. Dentro del ADN, aunque los grupos fosfatos pueden interactuar
con los agentes alquilantes, son las bases nitrogenadas las mds afectadas. En ellas, la
posicién mds activa es el nitr6geno 7 (N 7) de la Guanina. Su alquilacién produce

importantes cambios en las propiedades quimicas de la Guanina. La carga positiva,



generada en el anillo imidazélico, lo hace mds 14bil, favoreciendo la forma del
tautémero endlico. Como consecuencia, la Guanina puede mostrar preferencia de
emparejarse con la Timina, en lugar de hacerlo con su pareja natural que es la Citosina
(Esquer;xa 3). Ademds puede favorecerse la hidrélisis y sufrir el proceso de
despurinacién, desestabilizando asf localmente al ADN y favoreciendo la escisién de la
cadena; finalmente, puede abrirse el anillo imidazdlico, lo que también induce a la

despurinacién!2,

N O—H---- CH,

=N O----- H-N _~ \
Sl Sy S

i S o Gl o GNP o

H H
enlace guanina-citosina enlace guanina alquilada-timina
Esquema 3

Los agentes alquilantes bifuncionales, como las mostazas nitrogenadas,
presentan la capacidad de reaccionar secuencialmente con los grupos N 7 de dos
residuos diferentes de Guanina en el ADN, produciendo una alquilacién bifuncional que
se manifiesta en forma de un puente cruzado, bien dentro de una misma hebra de ADN

o entre las dos hebras de 1a doble hélice.

La actividad antitumoral de los agentes alquilantes se puede mejorar

aumentando, bien su citotoxicidad o bien su selectividad hacia células malignas.
La citotoxicidad parece ser mds facil de manejar porque estd relacionada con:

a) La reactividad quimica de la fraccién alquilante.



b) El caracter bifuncional del agente alquilante.

El disefio de agentes alquilantes altamente especificos contra las células
malignas, es a menudo dificil, porque se requiere, por ejemplo, alguna diferencia
bioquimica reproducible entre las células normales y las tumorales, para que éstas
puedan ser eliminadas. Esas diferencias podrian estar relacionadas con el sistema
enzimdtico, comportamiento metabélico, material genético etc. Desafortunadamente,
aunque varias de ésas existen!3, sélo presentan cardcter cualitativo. Por ejemplo,
muchos agentes antitumorales se han disefiado basdndose en que la multiplicacién de
las células del cdncer es mds rdpida que la de las células normales. Esta aproximacion
tuvo éxito, se obtuvieron muchas sustancias altamente citotéxicas contra las células de
rdpida proliferacion, pero desafortunadamente, también hay celulas normales que tienen

rdpida proliferacion, lo cual limita su uso.

* La estructura de los agentes alquilantes, para lograr la selectividad deseada,

debe cumplir:

a) Reactividad adecuada, de forma que el farmaco sea capaz de alcanzar el objetivo en

una concentracién suficiente.

b) Capacidad de lograr un transporte selectivo de la fraccién alquilante hacia las células

malignas.

¢) Susceptibilidad de que pudiera ser activada especificamente dentro de las células

malignas para realizar una alquilacién efectiva alli.

La estructura molecular y a menudo la estereoquimica, son elementos
importantes, para la permeabilidad celular a los agentes alquilantes y para su transporte
a través del citoplasma. Asi, las moléculas a las que se unen las fracciones alquilantes,

pueden considerarse como transportadores.

Dos tipos importantes de transportadores son:



a) Estructuras xenobidticas. Estos transportadores son importantes cuando intentamos
disefiar compuestos que muestren algunas propiedades fisico-quimicas

preseleccionadas, por ejemplo, disefiar agentes alquilantes latentes capaces de cruzar la

barrera hematoencefdlica.

b) Estructuras fisiolgicas. Tales transportadores son creados para atravesar las

membranas celulares mediante procesos de transporte especifico, acumuldndose asi en

las células tumorales.

Para evitar la alteraci6n de las propiedades transportadoras de tales moléculas, €l

agente alquilante debe cumplir:
a) Baja reactividad de la fraccién alquilante.

b) El log P de la fraccién alquilante debe ser lo mds cercano posible a 0.00. Donde log P

es la lipofilia expresada en términos del coeficiente de reparto entre n-octanol y agual4.

¢) La unidn entre la fraccién alquilante y el transportador no debe afectar u ocultar las

caracteristicas estructurales del transportador, involucradas en su capacidad para

transportar.

Muchos tipos de moléculas fisiolégicas, como hidratos de carbono, lipidos,

aminodcidos, péptidos y proteinas, esteroides, bases piricas y pirimidinicas han sido

usadas con este fin.

Una vez vistas las caracteristicas que deben reunir para un comportamiento
eficaz, tanto los agentes alquilantes como los transportadores, nos centraremos en

algunas mostazas nitrogenadas usadas en clinica.

Entre los primeros compuestos sintéticos utilizadps en la quimioterapia del
cédncerl3 se encuentra la N,N-bis(2-cloroetil)-N-metilamina (1, R=Me), farmaco
conocido como Mecloroetamina y, usado ampliamente en clinica, contra la enfermedad

de Hodgkin y la leucemia linfoide con gran efectividad. También existen, aunque en



10

nimero muy reducido, algunos 2-cloroetilamino y bis(2-cloroetil)amino derivados de
hidratos de carbono con actividad clinica; entre éstos se encuentra el 1,6-bis(2-
cloroetilamino)-1,6-didesoxi-D-manitol (Degranol)16 (2), que es efectivo por su
capacidad para suprimir el crecimiento metastitico y la 2-[bis(2-cloroetil)amino]-2-
desoxi-D-glucosa (3), que tiene una actividad similar a la Mecloroetamina.
Sorprendentemente, las mostazas derivadas de la 6-desoxi-D-glucosa con una sola rama
CH,CH>Cl muestran una sustancial actividad contra la leucemia L1210 en ratones
mientras que, las andlogas con dos ramas CHpCH7Cl, fueron apenas activas. Tal

distincién no fue vista cuando el transportador fue D-Ribosal7.

CH,NHCH,CH,Cl
HO'—l
Hi
HO—; 0 lo)
: ' HO
I—— OH HO OH
I__ OH N(CH,CH,Cl),
CH,NHCH,CH,Cl1
2 3

Por otra parte, las mostazas nitrogenadas aromadticas constituyen el grupo mds
ampliamente representado, debido al gran nimero de sistemas aromdticos y
heteroaromdticos usados para este propdsito. Dentro de este grupo caben destacar el
Clorambucil (4), que fue sintetizado por Everett y col.18 y es ampliamente usado en
clinica y la L-PAM, 4-[N,N-bis(2-cloroetil)amino]fenil-L-alanina (5), publicada su
sintesis en 1953 por Bergel y Stock!9, de gran utilidad en clinica para el carcinoma de

ovarios, cdncer testicular, osteosarcoma y mieloma muiltiple.



11

N(CH,-CH,Cl),
(CICH,-CHp)N CHzil—x:-COOH
2
(CHp);COOH
4 5

La actividad significativa de estos compuestos estimul6 otras investigaciones en
esta drea. Asi, se llevé a cabo la sintesis de cientos de mostazas nitrogenadas derivadas
de aminodcidos y péptidos; algunos derivados interesantes surgieron de esta

aproximaci6n20-23,

Un ejemplo de mostaza nitrogenada aromdtica, acoplada a moléculas
transportadora, puede ser el Fenesterine24 (6), obtenido por tratamiento del Colesterol
con el cloruro del 4cido 4-[N,N-bis-(2-cloroetil)amino]fenilacético?3, propuesto para el

~tratamiento del cdncer de prostata, pero con resultados clinicos limitados. -

(CICH,-CHp),N @' CH,-C

Como hemos podido comprobar, existen pocos antecedentes en los cuales, se
usen hidratos de carbono como transportadores de la fraccién activa y los que existen,
son o bien hidratos de carbono en forma abierta, los mds abundantes, o algin caso en
que el aziicar estd ciclado en forma furanésica, con la posicién anomérica libre; no
hemos encontrado ningiin azicar en forma de glicésido y por tanto, ningin glicésido
del alcohol bencilico o dodecilico que, le conferirfa un gran cardcter lip6filo al hidrato

de carbono como agente transportador, favoreciendo su permeabilidad a través de las
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membranas celulares y transportando la mostaza nitrogenada, hasta las mismas células

tumorales.

No hemos encontrado, tampoco, antecedentes en los que se utilice como

transportador hidratos de carbono derivados de la N-acetilglucosamina.

Por todo esto, en la presente Tesis de Licenciatura, se ha llevado a cabo la
sintesis de productos con una actividad potencial como agentes alquilantes, que retinen
todas o gran parte de las caracteristicas expuestas hasta el momento, usando como
fraccién alquilante la N,N-bis(2-cloroetil)amina, acoplada a través de un espaciador a
un hidrato de carbono, en el que hemos modificado su lipofilia al formar dodecil y
bencil glicésidos, tratando conseguir un mejor paso a través de la membrana
citoplasmdtica de las células malignas para que, pueda ejercer alli su accién alquilante,

impidiendo asf, la replicacién del ADN.



3.- SINTESIS Y CARACTERIZACION
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3.1.- SINTESIS DE LAS NUEVAS SUSTANCIAS
3.1.1.- Preparacion de productos de partida

La sintesis de las nuevas sustancias descritas en esta Tesis de Licenciatura se ha
realizado utilizando N-acetil-D-glucosamina (7) como monosacdrido precursor. En el
primer paso de la sintesis se obtiene el cloruro de 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-
desoxi-0-D-glucopiranosilo (8), por reaccién de 7 con cloruro de acetilo26. La posterior
reaccioén de 8 con alcohol bencilico en presencia de cianuro merciirico?’ conduce al
bencil 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (9). Igualmente,
por el método de Kéenigns-Knorr, se ha obtenido el dodecil 2-acetamido-3,4,6-tri-O-

acetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido28 (10), por reaccién de 8 con alcohol dodecilico

(Esquema 4).
HO AcO AcO
HO Q i AcO Q ii ACO Y
HO Ac AcO OR
OH
HNAc HNAc a HNAc
7 8 9 R=Bn
10 R=nCpH>5
i= CH3-COCl
ii= ROH/Hg(CN),

Esquema 4

La reaccién de 9 con metéxido de sodio en metanol conduce al derivado
desacetilado 11. Andlogamente, el mismo tratamiento para 10, conduce al
correspondiente derivado desacetilado 12. La posterior acetalacién de estos derivados
con benzaldehido, en presencia de cloruro de cinc, rinde los correspondientes 4,6-O-

bencilidén derivados (13 y 14) (Esquema 5).
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Aco . HO . Ph

O
AcO 0 1 HO o 1 o o
—e —
AcO OR HO OR HO OR
HNAc HNAc HNAc
9 R=Bn 11 R=Bn 13R=Bn
10 R=nC;H;s 12 R=nC;7Hys 14 R=nCy2Hys

i= MeONa/MeOH
ii= PhCHO/ZnCl,

Esquema 5

Los compuestos 13 y 14 son las sustancias de partida para la preparacién de las
mostazas nitrogenadas derivadas de azicares, que nos proponemos como objetivo en

este trabajo.
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3.1.2.- Preparacion de las nuevas sustancias

Hemos utilizado dos estrategias distintas para llegar a los objetivos marcados.
La priméra de ellas consiste en acoplar el clorambucil (4) al azicar, mediante la
formacién de una amida entre el grupo écido de 4 y el grupo amino de la posicién dos,
presente en el azicar convenientemente protegido. La segunda estrategia que hemos
utilizado en la preparacién de mostazas nitrogenadas con restos de azicar consiste en la
unién del resto activo a la posicién tres de la glucosamina convenientemente
funcionalizada. Esta forma de acoplar las dos partes de la molécula final, requiere la
utilizacién de un tercer resto que, por una parte actia de espaciador entre el azicar y el
resto alquilante y por otra, posee la funcionalidad adecuada para unir las dos partes
importantes de la molécula completa. El espaciador escogido, es un resto de 4cido
acético que, se une por el grupo dcido al nitrégeno de la mostaza nitrogenada, mediante
la formacion de una amida y a través del carbono dos, al oxigeno de la posicién tres del

azicar, mediante la formacion de un éter.

Asi, siguiendo la primera de las estrategias descritas anteriormente, hemos

sintetizado la sustancia 18, que es una mostaza nitrogenada aromdtica.

La hidrolisis del grupo acetamido presente en 14, con hidréxido potdsico en
etanol hirviente2?, conduce al dodecil 2-amino-4,6-0-benciliden-2-desoxi-B-D-
glucopiranésido (15). El tratamiento de 15 con el anhidrido mixto de clorambucil con
cloroformiato de metilo, segiin la metodologfa descrita por G. Wess30, conduce a la
sustancia deseada como producto minoritario de la reaccién. El producto mayoritario se
purificé ¢ identificé como el uretano 16. Para mejorar el rendimiento del producto
deseado se activé el clorambucil por el procedimiento del tricloroacetato de
pentaclorofenol31. El tratamiento del éster activado del clorambucil con la amina 15
condujo al dodecil 4,6-O-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi-3-D-

glucopiranésido (17), como producto mayoritario de la reaccién (Esquema 6).
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Esquema 6

La desbenzalacién de 17 se ha llevado a cabo con HCl/acetona, obteniéndose el
compuesto desbenzalado 18 (Esquema 7), que constituye una de las sustancias que nos

habfamos marcado como objetivo en esta Tesis de Licenciatura.

0O
HO

HCl/acetona HO

o

O(nC;,Has)

HNCO(CH,JTO— N(CH,CH,CI),

18

Esquema 7
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La molécula de la sustancia 18 contiene una fraccién de mostaza nitrogenada,
cuya actividad como agente alquilante ha sido ampliamente demostradal8. Por otra
parte, la presencia del resto de azicar convenientemente modificado en su lipofilia por
la cader{a dodecilica, puede ser aprovechado para conseguir un transporte fisiolégico
selectivo del farmaco hacia las células cancerosas, las cuales, requieren metabolitos
primarios (aziicares entre ellos) para su rdpido crecimiento. La capacidad de la
sustancia 18 como agente alquilante serd analizada mediante las pruebas bioldgicas

pertinentes.

Como ejemplo de la segunda estrategia, hemos introducido la N,N-bis(2-

cloroetil)amina, mostaza nitrogenada alifética, en un resto de aminoaziicar.

La agitacién de una suspensién de 13, con potasa machacada y d4cido
cloroacético, en DMSO, conduce al bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-0-
carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (19); mientras que, el tratamiento de 14 con
hidruro de sodio en THF/DMF y posterior adicién de 4cido cloroacético rinde el dodecil
2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (20).
Estos dcidos fueron caracterizados en forma de ésteres metilicos (21 y 22), obtenidos

por su reaccién con diazometano (Esquema 8).
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Esquema 8

La activacién de 19 con tricloroacetato de pentaclorofenol y su posterior
reaccién con dietanolamina, lleva a la formacién del correspondiente bencil 2-
acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetl]-
B-D-glucopiranésido (23). Andlogamente, el mismo tratamiento para 20, conduce al
correspondiente dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-bis(2-

hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (24) (Esquema 9).
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20 R=nCpHys 24 R=nCyHys

Esquema 9
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Para llevar a cabo la interconversién del grupo funcional OH por CI, se empleé
en primer lugar como reactivo la mezcla de Ph3P/Cl4C en caliente32. El andlisis
mediante espectrometria de masas (FAB) de los productos de la reaccién, una vez
aislados, nos llevé a la conclusién de que el producto mayoritario de la reaccion, era
aquel en el que se habia sustituido un solo hidroxilo (25 6 26) y que el producto
buscado (27 6 28) resultaba ser minoritario (Esquema 10a). Junto a éstos, se obtenia
otro producto secundario, cuya férmula se correspondia con la deshidratacién de la
sustancia de partida. Por ello, se llevé a cabo la sintesis de los compuestos 29 y 30, por
reaccién de los dcidos 19 y 20 con morfolina (Esquema 10b), al objeto de confirmar que
eran éstos, los productos minoritarios de la reaccién de formacién de 27 y 28. Para
mejorar el rendimiento en las sustancias dicloradas se emple6 un nuevo reactivo, €l
cloruro de clorometilendimetilamonio33. 34, obteniéndose los productos deseados como

mayoritarios de la reaccién y con buen rendimiento (Esquema 10a).

Ph/v
o

27 y 29R=Bn
* 28 y 30 R=nCj;Hys
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- 25R=Bn
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Esquema 10a
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Una vez llegado a este punto, sélo quedaba la desbenzalacién de los compuestos
27 y 28 para cumplir el objetivo de la sintesis. Actualmente estamos estudiando la
manera més adecuada de eliminar los grupos protectores de las posiciones 4,6 y de la
posicién uno en el caso del bencil glicésido. Hemos ensayado la desproteccién del
bencilideno del producto 28, mediante hidrélisis con HCl/acetona, aunque los

resultados obtenidos no son de momento muy concluyentes.

Dentro de la Tesis Doctoral, en la que se incluye este trabajo, se concluird la
sintesis de los productos desprotegidos, asi como otras mostazas nitrogenadas y

ciclofosfamidas derivadas de azicares.
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3.2.- DETERMINACION ESTRUCTURAL DE LAS NUEVAS SUSTANCIAS

La determinacién estructural de las sustancias descritas en la presente Memoria,
se ha realizado en base a los datos obtenidos por la aplicacién de técnicas
espectroscopicas tales como, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (\H y
13C-RMN), la espectrometria de masas de baja resolucién, realizada con diversas
técnicas de ionizacién como son, la ionizacién por impacto electrénico (EI), la
ionizacién quimica (CI) y la ionizacién mediante bombardeo con dtomos rdpidos
(FAB), la espectrometria de masas de alta resolucién (EI-HR) y la espectroscopia de

infrarrojo (IR).



23

3.2.1.- Determinacion estructural por RMN.

Se han estudiado los espectros de RMN de las diversas sustancias descritas en
esta Tesis de Licenciatura, registrados a 200 MHz para 1H y a 50 MHz para 13C. Como
disolvente, se ha utilizado DMSO-dg en todos los casos, salvo en los que se indica el

uso de otro.

Por otra parte, con el fin de facilitar la asignacién de los protones de algunos

compuestos, se han llevado a cabo experimentos de doble resonancia.

Estudio de los espectros de lH-RMN

Los datos de TH-RMN de las sustancias descritas en esta Tesis de Licenciatura

se encuentran recogidos en las Tablas 1 y 2.

En el espectro de IH-RMN del dodecil 4,6-O-bencilidén-2-clorambucilamido-2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (17) en Cl3CD registrado a 200 MHz y a 25° (Figura 1H),
se observa a campo alto las sefiales correspondientes al grupo dodecilo en posicién
anomérica. Asi a 0,91 ppm, aparece un triplete con integral para tres protones,
correspondiente al metilo terminal de la cadena, a 1,26 ppm un singulete ancho
correspondiente a los protones de los nueve metilenos siguientes al metilo terminal,
mientras que a 1,62 ppm aparece una sefial mal resuelta, correspondiente a los protones

. del metileno en [ al oxigeno anomérico.

Centrado a 1,92 ppm, aparece un multiplete con integral para dos protones y con

un acoplamiento vecinal de 7,3 Hz que asignamos al metileno intermedio, metileno f,

de los tres metilenos de la cadena alifdtica de la fraccidn alquilante.

A 2,22 ppmy a 2,55 ppm, aparecen dos tripletes con integral para dos protones
cada uno y un acoplamiento vecinal de 7,3 Hz que se asignan, al metileno en o y al

metileno en y a la amida, respectivamente.
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Entre 3,33 y 3,90 ppm, aparece una sefial compleja para catorce protones, de los
cuales algunos se pueden asignar. Asi, centrado a 3,38 ppm, apzircce un multiplete que,
mediante experimentos de doble resonancia, se puede asignar a H-2, con constante de
acoplarrﬁento INH 2= 5,7 Hz, J1 2=8,4 Hz y J, 3= 9,5 Hz. Centrado a 3,62 ppm, aparece
un multiplete correspondiente a los metilenos unidos a cloro y a nitrégeno de la fraccién
alquilante. A 3,8 ppm se distingue, un triplete con constante de acoplamiento de 10,2
Hz que se asigna a H-6,¢ y también centrado a 3,8 ppm se puede observar, un doble
triplete con acoplamiento vecinal de 6,5 Hz y acoplamiento geminal de 9,5 Hz asignado

a uno de los protones diasterotépicos en o al oxigeno anomérico. En esta sefial

compleja deben encontrarse también H-4, H-5 y el otro protén diasterotépico.

A 4,13 ppm aparece un triplete con integral para un protén, asignado a H-3 y

conunaJz3yJ34de9,1Hz.

A 4,32 ppm se observa un doble doblete con integral para un protén y que se
asigna a H-6¢q, con las dos constantes tipicas de este protén J5 geq= 4,5 Hz y J6ax 6eq=

10,4 Hz.

A 4,70 ppm se observa un doblete con integral para un protén que asignamos a
H-1, con un acoplamiento J; 2= 8,3 Hz que corresponde a una constante que indica la

disposicion anti de estos dos protones lo que confirma la anomerfa f3.

A 5,5 ppm aparece un singulete que corresponde al protén de tipo acetdlico del

grupo bencilideno presente en las posiciones 4,6 del azicar.

A 5,64 ppm aparece un doblete ancho que se asigna al protén del NH de la

acetamida con una JNg 2= 5,6 Hz.

A campo bajo, aparecen las dos seifiales correspondientes a los dos grupos de
protones aromdticos presentes en la molécula, una para 6,87 ppm correspondiente al
anillo aromdtico p-disustituido y otra a 7,43 ppm, correspondiente al anillo de

bencilideno.
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En el espectro de TH-RMN del dodecil 2-clorambucilamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranésido (18) registrado en DMSO a 200 MHz y 60° (Figura 2H), se observa a
campo alto las sefiales correspondientes a los protones del grupo dodecilo en posicién

anomérica. Su asignacién es la misma que en el producto anterior.

Centrado a 1,75 ppm aparece un multiplete con integral para dos protones y con
una constante de acoplamiento vecinal de 7,2 Hz que asignamos, al metileno

intermedio, metileno B, de los tres metilenos de la cadena alifdtica de la fraccidn

alquilante.

A 2,10 ppm y a 2,45 ppm aparecen dos tripletes con integral para dos protones
cada uno y con una constante de acoplamiento vecinal de 7,2 Hz que se asigna, al

metileno en o y al metileno en 'y a la amida respectivamente.

Centrado a 3,60 ppm aparece un multiplete correspondiente a los metilenos

unidos a cloro y a nitrégeno de la molécula.

A 4,30 ppm se observa un doblete con integral para un protén que asignamos a

H-1, con un acoplamiento J1 2= 8,1 Hz.

Lo que cabe destacar de este espectro, respecto del anterior, es que han
desaparecido las sefiales correspondientes al anillo de bencilideno mientras que, las
correspondientes al anillo aromdtico p-disustituido siguen observandose centradas a

6,85 ppm.

En el espectro de 'H-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-0O-
carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (19) registrado en DMSO a 200 MHz y

100° (Figura 3H), se observa a 1,85 ppm un singulete con integral para tres protones,

que se asigna a los protones del metilo del grupo acetamido presente en la molécula.
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A 4,15 ppm aparece un singulete con integral para dos protones, que se asignan

a los dos protones del metileno en o al oxigeno de la posicién tres del azicar, que

colapsan a 1000,

A 4,27 ppm se observa un doble doblete con integral para un protén y unas

constantes de acoplamiento de 4,7 y 10,1 Hz, caracteristicas del protén H-6¢q

A 4,66 ppm aparece un conjunto de cuatro seiiales con integral para dos
protones, que corresponde al sistema AB formado por los protones del metileno del
grupo bencilo presente en la posicién anomérica, con una constante de acoplamiento

geminal de 12,1 Hz.

A 4,73 ppm se observa un doblete con integral para un protén y con una

constante de acoplamiento de 7,5 Hz, que asignamos a H-1.

A 5,65 ppm aparece un singulete con integral para un protén, que se asigna al

protén de tipo acetdlico del grupo bencilideno presente en posiciones 4,6 del azicar.

En el espectro de !H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-0-
carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (20) se ha realizado en DMSO-dg a 100°
(Figura 4H). Algunos sefiales son muy dificiles de asignar, ya que en tan sélo 0,4 ppm
aparecen las sefiales correspondientes a 7 protones (H-2, H-3, H-4, H-5, H-64x y los dos

protones del metileno en o al oxigeno anomérico); por ello se llevé a cabo la formacién

de su éster metilico, con el fin de facilitar la caracterizacién de dicho producto.

Asi, a campo alto, observamos las sefiales caracteristicas del grupo dodecilo en

posicién anomérica, asignadas en los productos anteriores.

A 1,8 ppm observamos un singulete con integral para tres protones que se

asigna, al metilo del grupo acetamido en posicién dos del azicar.
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A 4,07 ppm aparece otro singulete con integral para dos protones que se asigna,
a los protones pertenecientes al metileno de la cadena lateral unido al oxigeno de la

posicion tres del aziicar.

A 4,21 ppm se encuentra un conjunto de cuatro sefiales con integral para un

protén y que presenta los acoplamientos caracteristicos para H-6eq (J56eq= 5 Hz y

J6ax 6eq= 10 Hz).

A 4,52 ppm aparece un doblete con integral para un protén y con un
acoplamiento de 8 Hz que se asigna a H-1. Esta constante indica una disposicién anti

entre los protones H-1 y H-2 lo que confirma la anomeria B.

A 5,61 ppm observamos un singulete con integral para un protén que se asigna,
al prot6n de tipo acetal del grupo bencilideno que se encuentra en las posiciones 4,6 del

azucar.

En el espectro de IH-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-
O-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (21) registrado en DMSO a 200 MHz y

1000 (Figura SH), se observa a 1,84 ppm un singulete con integral para tres protones,

que se asigna a los protones del metilo del grupo acetamido presente en la molécula.

A 4,24 ppm aparece un singulete con integral para dos protones, que se asignan

a los dos protones del metileno en a al oxigeno de la posicién tres del azicar, que

colapsan a 1000°.

A 4,25 ppm se observa un doble doblete con integral para un protdn y unas

constantes de acoplamiento de 5 y 10 Hz, caracteristicas del protén H-6¢q.

A 4,67 ppm aparece un conjunto de cuatro sefiales con integral para dos
protones, que corresponde al sistema AB formado por los protones del metileno del
grupo bencilo presente en la posicién anomérica, con una constante de acoplamiento

geminal de 12,3 Hz.



28

A 4,72 ppm se observa un doblete con integral para un protén y con una

constante de acoplamiento de 8 Hz, que asignamos a H-1.

A 5,62 ppm aparece un singulete con integral para un protén, que se asigna al

protén de tipo acetdlico del grupo bencilideno presente en posiciones 4,6 del azicar.

En el espectro de IH-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-
3-O-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (22) registrado en CI3CD a 200 MHz y a
temperatura ambiente (Figura 6H), se observa a campo alto las sefiales correspondientes
a los protones del grupo dodecilo en posicién anomérica. Su asignacién es la misma que

en espectros anteriores.

A 2,05 ppm aparece un singulete con integral para tres protones que

corresponde al metilo del grupo acetamido presente en la posicién dos del azicar.

Entre 3,38 y 3,52 ppm aparece una sefial compleja que corresponde a H-2 y H-5

del azicar y a uno de los protones del metileno en posicién o al oxigeno anomérico.

A 3,61 ppm aparece un singulete con integral para tres protones que

corresponde al grupo metilo del éster.

Entre 3,64 y 3,85 ppm aparece un conjunto de seiiales con integral para tres
protones que se pueden asignar de la siguiente manera; a 3,64 ppm un triplete con una
constante de acoplamiento vecinal de 9,1 Hz que se puede asignar a H-4, a 3,75 ppm se
aprecia un triplete con un valor de constante de acoplamiento de 10,3 Hz que se asigna
a H-6ax debido a que, se trata de un valor alto de constante de acoplamiento por su
acoplamiento geminal con H-6¢q y su acoplamiento anti con H-5, mientras que a 3,80
ppm se observa un doble triplete que se asigna al otro protén del metileno en « al
oxigeno anomérico, ya que, los valores de las constantes de acoplamiento estdn de
acuerdo con los esperados, pues se observa un valor de 9,4 Hz que corresponde al

acoplamiento geminal con el otro protén del metileno y otro valor de acoplamiento de 7
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Hz que se debe al acoplamiento con los dos protones del metileno en P al oxigeno

anomérico.

A 4,08 ppm se observa un doblete de doblete con integral para un protén y con

valores de constantes de acoplamiento de 9 Hz y de 10 Hz que se asigna a H-3.

A 4,31 ppm aparece otro doblete de doblete para un protén que se asigna a

H-6¢q ya que tiene los valores de acoplamientos caracterfsticos de éste (J5,6eq= 4.8 Hz y

Jeax,6eq= 10,4 Hz).

Centrado a 4,35 ppm aparece un conjunto de cuatro sefiales con integral para

dos protones, que corresponde al sistema AB formado por los protones en o al oxigeno

de la posicidn tres del aziicar y con una constante de acoplamiento geminal de 13 Hz.

A 4,79 ppm aparece un doblete con integral para un protén y con un valor de
acoplamiento vecinal de 8,3 Hz que se asigna a H-1, confirmédndose la disposicién anti

entre H-1 y H-2.

A 5,5 ppm aparece un singulete con integral para un protén que se asigna al

protén de tipo acetdlico del grupo bencilideno presente en las posiciones 4,6 del azicar.

A 6,27 ppm aparece un doblete con integral para un protén y con un valor de
constante de acoplamiento de 7,3 Hz, que corresponde al prot6n unido al nitrogeno del

grupo acetamido.

En el espectro de IH-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-
O-[N ,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (23) registrado en
DMSO a 200 MHz y 100° (Figura 7H), aparece a 1,85 ppm un singulete con integral
para tres protones, que se asigna a los tres protones del metilo del grupo acetamido

presente en la molécula.
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A 3,47 ppm se observa un triplete ancho, que se asigna a los metilenos unidos a
nitrégeno mientras que, centrado a 3,80 ppm se observa otro triplete ancho que

corresponde a los metilenos unidos a oxigeno.

Centrado a 4,25 ppm aparece un doble doblete con integral para un protén, que
asignamos a H-6¢q, ya que posee la constante de acoplamiento caracteristicas de este

protén (J5 6eq= 5 Hz y Jgax 6eq= 10,2 Hz).

A 4,35 ppm aparece un conjunto de cuatro sefiales con integral para dos

protones, que corresponde al sistema AB formado por los protones del metileno en o al
oxigeno de la posicién tres del aziicar y con una constante de acoplamiento geminal de

13 Hz.

Centrado a 4,68 ppm aparece otro conjunto de cuatro sefiales con una integral
correspondiente a dos protones, que asignamos al sistema AB formado por los protones
del metileno del grupo bencilo presente en posicién anomérica. Este sistema presenta

una constante de acoplamiento geminal de 12,4 Hz.

A 4,70 ppm aparece un doblete con integral para un protén y una constante de

acoplamiento de 7,7 Hz, que se asigna a H-1.

A 5,65 ppm aparece un singulete con integral para un protén, que asignamos al

protén de tipo acetdlico del grupo bencilideno presente en las posiciones 4,6 del aziicar.

A 7,60 ppm aparece un doblete ancho con integral para un protén, que se asigna

al prot6n unido al nitrégeno del grupo acetamido.

En el espectro de 1H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-
3-O-[N,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (24) se ha
realizado en DMSO-dg a 200 MHz y a 100° de temperatura (Figura 8H). A campo alto
se observan las sefiales correspondientes al grupo dodecilo en posicién anomérica y

cuya asignacidn, es idéntica a los espectros anteriores.
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A 1,85 ppm aparece un singulete con integral para tres protones que se asigna, al

metilo del grupo acetamido en posicién dos del azicar.

Entre 3,3 y 3,5 ppm aparecen dos sefiales complejas, que corresponden a los
metilenos unido a N y a OH, respectivamente, de la parte de dietanolamida y a los dos

protones del metileno en posicién o al oxigeno anomérico.

Entre 3,53 y 3,83 ppm aparece otro grupo de seiiales con integral para cinco
protones, que se pueden asignar haciendo un estudio cuidadoso del listado de
frecuencias, determindndose que estas sefiales corresponden a los protones H-2, H-3, H-
4, H-5 y H-6ax del aziicar; asf a 3,58 ppm aparece un triplete ensanchado con
acoplamiento de 9 Hz que se asigna a H-2, a 3,66 ppm aparece un doble doblete con
valores de constantes de acoplamiento de 10 y 6 Hz que se asigna a H-5, ya que sus
acoplamientos concuerdan con los valores de J56ax y J5,6eq respectivamente; a 3,68
ppm aparece un triplete con una constante de acoplamiento de 9 Hz, que es asignado a
H-4 y a 3,75 ppm, aparece un triplete con valores de acoplamiento de 10,1 Hz que se

asigna a H-6,«.

Entre 4,18 y 4,43 ppm se encuentra otro grupo de seiiales con integral para cinco
protones, que corresponde al metileno unido al oxigeno en posicién tres del azicar, a
los dos protones hidroxilicos de la molécula y al H-geq. Asf, centrado a 4,22 ppm se
observa un conjunto de cuatro sefiales con los acoplamientos caracterfsticos de H-geq
(J5,6eq= 5 Hz y Jgax,6eq= 10,2 Hz); a 4,35 ppm aparecen las sefiales correspondientes al
sistema AB formado por los protones del metileno en o al oxigeno de la posicién tres

del aziicar y con un acoplamiento geminal de 13 Hz.

A 4,56 ppm aparece un doblete con integral para un protén y con un valor de

acoplamiento de 8 Hz, que se asigna a H-1.

A 5,70 ppm aparece un singulete con integral para un protén que asignamos al
protén de tipo acetdlico presente en el grupo bencilideno en las posiciones 4,6 del

azucar.
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Entre 7,25 y 7,45 ppm aparecen las sefiales correspondientes al anillo aromdtico
del grupo bencilideno anterior y a 7,55 ppm, aparece un pequefio doblete que

asignamos al protén unido al nitrégeno del grupo acetamido en posicién dos del azicar.

En el espectro de IH-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-
O-[N,N—bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (27) registrado en
DMSO-dg a 200MHz y 80° (Figura 9H), se observa a 1,84 ppm un singulete con
integral para tres protones que se asigna al metilo del grupo acetamido presente en la

molécula.

Centrados a 3,20 y 3,30 ppm se observan dos tripletes con un acoplamiento de
6,5 Hz que asignamos a los protones de los metilenos unidos a nitrégeno presente en la

molécula.

A 3,60 ppm se observa un multiplete que asignamos a los protones de los

metilenos unido a cloro de la molécula.

Centrado a 4,65 ppm se observa un conjunto de cuatro sefiales que corresponde
al sistema AB formado por los protones del metileno del grupo bencilo de la posicién

anomérica que presenta un acoplamiento geminal de 12,3 Hz.

A 4,71 ppm se observa un doblete con integral para un protén que asignamos al
prot6n anomérico del azicar (H-1), que presenta un acoplamiento vecinal de 7,6 Hz, lo

que estd conforme con la anomeria 3 de la molécula.

A 5,65 ppm aparece un singulete con integral para un protén que asignamos al

protén de tipo acetdlico del grupo bencilideno presente en las posiciones 4, 6 del azicar.

En el espectro de 'H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-
3-0-[N,N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (28) registrado en
DMSO-dg a 200MHz y 100° (Figura 10H), se observa a campo alto las sefiales
correspondientes a los protones del grupo dodecilo presente en posicién anomérica, su

asignacion es la misma que en espectros anteriores.
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A 1,80 ppm aparece un singulete con integral para tres protones, que se asigna a

los tres protones del grupo acetamido presente en la molécula.

Centrado a 3,20 y 3,30 ppm se observan dos tripletes con constante de
acoplamiento de 6 Hz, que se asignan a los protones de los metilenos unidos a

nitrégeno.

A 3,68 ppm aparece un multiplete, que por comparacién con otros espectros, se

asigna tentativamente a los protones de los metilenos unidos a cloro.

A 4,31 ppm se observa un singulete con integral para dos protones, que

corresponde a los dos protones del metileno en o al oxigeno de la posicién tres del

azicar.

Centrado a 4,32 ppm, aparece un doble doblete con integral para un protén, que
asignamos a H-6¢q ya que posee las constantes de acoplamiento caracteristicas de este

protén (Js5,6eq= 5,1 Hz y Jgax,6eq= 10,5 Hz).

Centrado a 4,60 ppm aparece un doblete con integral para un protén y constante

de acoplamiento de 8 Hz que se asigna a H-1.

A 5,61 ppm aparece un singulete con integral para un protdn, que se asigna al

protén de tipo acetdlico del grupo bencilideno presente en las posiciones 4,6 del azicar.

En el espectro de TH-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-
O-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (29) registrado en DMSO a 200
MHz y 100° (Figura 11H), aparece a 1,85 ppm un singulete con integral para tres
protones que se asigna a los tres protones del metilo del grupo acetamido presente en la

molécula.

Centrado a 3,42 ppm se observa dos sefiales complejas, que se asigna a los
metilenos unidos a nitrégeno y a los metilenos unidos a oxigeno, respectivamente, de la

fraccion correspondiente a la morfolina.



34

Centrado a 4,23 ppm aparece un doble doblete con integral para un protén, que
asignamos a H-6¢q, ya que posee la constante de acoplamiento caracteristicas de este

protén (J5 6eq= 4,8 Hz y Jgax 6eq= 10 Hz).

A 4,30 ppm aparece un conjunto de cuatro sefiales, con integral para dos

protones, que corresponde al sistema AB formado por los protones del metileno en o al
oxigeno de la posicién tres del aziicar y con una constante de acoplamiento geminal de

12,5 Hz.

Centrado a 4,65 ppm aparece otro conjunto de cuatro sefiales, con una integral
correspondiente a dos protones, que asignamos al sistema AB formado por los protones
del metileno del grupo bencilo presente en posicién anomérica. Este sistema presenta

una constante de acoplamiento geminal de 12,3 Hz.

A 4,70 ppm aparece un doblete con integral para un protén y una constante de

acoplamiento de 7,63 Hz, que se asigna a H-1.

A 5,65 ppm aparece un singulete con integral para un protén, que asignamos al

protén de tipo acetélico del grupo bencilideno presente en las posiciones 4,6 del aziicar.

A 7,60 ppm aparece un doblete ancho con integral para un protén, que se asigna

al prot6n unido al nitrégeno del grupo acetamido.

En el espectro de 'H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-
3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (30) registrado en DMSO-dg a
200 MHz y a 100° de temperatura (Figura 12H), se observa a campo alto las sefiales
correspondientes al grupo dodecilo en posicién anomérica ya asignadas en espectros

anteriores.

A 1,81 ppm se encuentra un singulete con integral para tres protones

correspondiente al metilo del grupo acetamido.
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Entre 3,33 y 3,47 ppm aparece una sefial compleja y poco resuelta, que
corresponde a los protones de los metilenos unidos a nitrogeno y a los unidos a oxigeno

del fragmento de morfolina y al metileno en o al oxigeno de la posicién anomérica.

Entre 3,51 y 3,80 ppm aparece otro conjunto de sefiales que deben corresponder
a los protones H-2, H-3, H-4, H-5 y H-6,x, de los cuales sélo se puede distinguir H-6,x ,
que aparece a 3,75 ppm y con las constantes de acoplamientos caracteristicas para este
protén (J56ax ¥ J6ax,6eq= 10,1 Hz) y H-3, cuya sefial se encuentra centrada a 3,72 ppm y

con un valor de la constante de acoplamiento vecinal de 9,5 Hz.

A 4,22 ppm aparece un doble doblete con integral para un protén que se asigna a
H-6¢q, ya que tiene las constantes de acoplamiento tipicas para este protén (Js5 geq= 5,1

Hz y Jeax,6eq= 10,6 Hz)

Centrado a 4,29 ppm aparece un conjunto de cuatro sefiales, con integral para
dos protones, que corresponde al sistema AB formado por los protones del metileno en

o al oxfgeno de la posicién tres del azdcar y con una constante de acoplamiento

geminal de 12,4 Hz.

A 4,56 ppm aparece un doblete con integral para un protén con un acoplamiento

de 7,9 Hz que se asigna a H-1.

A 5,64 ppm aparece un singulete con integral para un protén, que se asigna al
protén de tipo acetdlico presente en el grupo bencilideno en las posiciones 4,6 del

azucar.

A 7,3 ppm aparece una seiial con integral para cinco protones, que corresponde

al anillo aromdtico del grupo bencilideno anterior.

Finalmente a 7,6 ppm aparece un doblete muy ancho que se asigna al protén de

tipo amidico del grupo acetamido en posicién dos del aziicar.



Tabla 1

Datos de 1H-RMN de las sustancias 17, 18, 20, 22, 24, 28 y 30 (DMSO-dg, 200 MHZ, 100°).

Sustancia PhCH OCH,CO COOMe CHpN CHpX H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6eq H-6ax
17* 5,50s 3,58m 3,66m 4,70d 3,38 m 4,131t 4,32 dd 3,8t
X=Cl J128 239 J349 J56eq4 J56ax 10
J6ax,6eq 10
18 3,55m 3,65m 4,30d
X=Cl
20 56ls 4,07s 452d 4,21 dd
J128 J5,6eq 35 J6ax,6eq 10
22% 550s 4,35 3,61s 4,79d 4,08 dd 3,64t 431dd 375t
Jgem 13 J128 J2310 J349 J5.6eq9  J56ax 10
J6ax,6eq 10
24 5,70s 4,35 3,30m 3,50m 4,56d 358t 3,68t 3,66 dd 4,22 dd 3751
X=OH Jgem 13 128 J239 J349 J459 J56eq 6 Js56ax 10
28 561s 4,31 320t 3,68m 4,60d 4,32 dd
X=Cl 3,30t J128 J5,6eq5,1
J6ax,6eq10,5
30 564s 429 3,33 347 4,56d 372t 4,22 dd 375t
X=0 Jgem 12 J128 J23=J349,5 J5,6e315 J56ax 10,6
. 6ax 6egf0,l

* Registrado en Cl3CD




Tabla 2

Datos de 1H-RMN de las sustancias 19, 21, 23, 27 y 29 (DMSO-ds, 200MHz, 100°).

Sustancia PhCH CH3CON PhCH, OCH,CO CH;N CHyX H-1 H-6eq
19 5,65s 1,85s 4,66 4,15s 4,73 d 4,27 dd
Jgem 12,1 11’2 7,5 JS’6eq 4,7;J6ax,6eq 10,1
21 5,62 1,84 s 4,67 4,24 s 4,72d 4,25 dd
23 5,65s 1,85s 4,68 4,35 347t 3,80t 4,70d 4,25 dd
27 5,65s 1,84 s 4,65 3,20t 3,60 m 471d
X=Cl Jgom 12,3 3,30t 1127,6
29 5,65 s 1,85s 4,65 4,30 3,35 3,44 4,70d 4,23 dd
X=0 Jgem 12,3 Jgem 12,5 J1’2 7,7 J5’6eq 4,8; J6ax,6eq 10
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Se han asignado las distintas sefiales de los espectros de 13C-RMN de las
sustancias descritas en esta Tesis de Licenciatura (Figuras 1C-12C). Los datos se

encuentran recogidos en las Tablas 3 y 4 y estdn de acuerdo con las estructuras de los

compuestos.



Tabla 3

Datos de 13C-RMN de las sustancias 17, 18, 20, 22, 24, 28 y 30 (DMSO-dg, 50 MHz).

Sustancia  Acetamido Aglucén Acido Azicar
CH3 CO PhCH CH3 OCHp OCHyCO COR CHsN CHX OCH3 C1 C2 C3 C4 C5C6

17* 101,9 14,1 68,6 174,6 404 53,2 100,5 59,3 71,2 81,7 66,2 70,1
R=N(C2H4X)
X=Cl

18 140 61,0 171,7 409 523 100,1 55,2 74,2 77,0 70,7 68,3
R=N(C2H4X)
X=Cl

20 229 1718 1019 139 678 69,1 169,5 100,0 54,2 77,8 81,3 65,5 68,7
R=OH

22* 23,6 171,7 101,5 14,1 68,6 70,2 171,1 51,6 101,5 56,7 77,5 82,7 65,8 68,8
R=0CHj

24 229 169,2 1016 139 678 70,3 168,7 48,3 584 100,0 54,3 78,1 81,0 654 68,7
R= N(C2H4X)2 49,7 59,1
X=OH

28 229 1696 101,3 139 653 68,8 169,1 48,1 59,3 100,2 54,2 79,0 80,9 65,3 68,3
R=N(C2H4X) 45,4
X=Cl

30 23,6 171,3  102,1 14,1 68,8 70,2 168,3 41,8 66,2 101,3 56,3 77,2 82,5 66,0 69,3
R= Morfolin-1-il 48 66,6
X=0

* registrado en Cl3CD



Tabla 4

Datos de 13C-RMN de las sustancias 19, 21, 23, 27 y 29 (DMSO-dg, 50 MHz).

Sustancia  Acetamido Aglucén Acido Aziicar
CH; CO PhCH OCH, OCH2CO COR CHaN CHzX OCH3 C1C2 C3C4 C5 C6

19 23,0 171,3 100,1 70,1 68,2 169,3 100,1 54,3 78,4 81,0 655 67,8
R=OH

21 23,0 170,3 101,1 70,1 68,3 169,2 51,2 100,2 54,2 789 81,0 654 67,8
R= OMe

23 23,0 170,1 100,1 70,3 70,1 169,4 48,4 58,5 100,1 54,3 78,0 81,3 65,6 67,9
R=N(C,H,X), 49,8 59,1
X=OH

27 23,0 169,6 1012 70,2 68,4 169,3 454 59,3 100,2 54,2 79,0 80,9 654 67,8
R=N(C;HX) 48,1
X=Cl

29 23,2 172,3 1000 71,3 70,9 169,7 424 66,5 100,0 559 77,3 82,3 66,1 69,0
R= Morfolina 44,8 68,7

X=0
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3.2.2.- Determinacion estructural por espectrometria de masas.

Se han estudiado los espectros de masas de las diversas sustancias descritas en
esta Memoria, obtenidos por impacto electrénico (EI), con electrones de una energfa
nominal de 70 eV. Asimismo, con objetd de caracterizacién, se han obtenido los
espectros de estas sustancias mediante ionizacién quimica (CI) y para los compuestos
en que los iones moleculares no eran observables, debido a su escasa volatilidad, se han
registrado sus espectros mediante una técnica de ionizacién mds suave, como es la

técnica de ionizacién mediante bombardeo con 4tomos rdpidos (FAB).

Por otra parte, con el fin de establecer los mecanismos de fragmentacion, se han
llevado a cabo experiencias de barridos ligados (biisqueda de iones padres, iones hijos y

pérdida de molécula neutra).

Las sustancias se han dividido en dos grupos, en funcién del grado de similitud
que presentan. Asi, en el primer apartado, se estudian los espectros de masas de
aquellas sustancias, en las que la fraccién alquilante se encuentra unida a la posicién 3
del aziicar; en el segundo apartado, estudiamos los compuestos en que el clorambucil se

une al azicar a través de la posicién 2 del mismo.

Antes de iniciar el estudio hay que decir que, el uso de una férmula estructural
determinada, no implica que el i6n en cuestién haya sido investigado y haya mostrado
esa estructura particular; su uso se hace sélo con carécter orientativo y con el objeto de

intentar facilitar la comprensién de las rutas de fragmentacién que se proponen.
3.2.2.1.- Fraccion alquilante unida a la posicién 3 del aziicar.

La estructura general, asi como las sustancias estudiadas, se recogen en la

Tabla 5.



Tabla 5

Ph/v o)
0
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COR,
Compuesto R Ry
19 CH,Ph OH
20 nCi2Hps OH
21 CH,Ph OMe
22 nCioHzs OMe
23 CH;,Ph N(CH2CH20H),
24 nCioHzs N(CH,CH,0H),
27 CH;,Ph N(CH2CH,Cl),
28 nCioHas N(CH2CH>Cl);
r~—~
29 CH,Ph N 0O
30 nCoHys N_O




39

Los espectros de masas de estas sustancias, obtenidos por CI y FAB, estdn
recogidos en las Figuras 3F-12F. Tanto en los espectros registrados en CI, como en los
espectros registrados en FAB, se observan los iones [M + HJ* y [M + NaJ*,
respectivamente, como una de las sefiales principales del espectro. En la Tabla 6, se
recoge la relacién masa/carga (m/z) e intensidad (%) de estos iones, para los diversos

compuestos integrantes de este grupo.
Tabla 6

Relaci6én masa/carga (m/z) y abundancia relativa (%) para los iones [M + H]* (CI) y [M + Na]* (FAB)

para las sustancias estudiadas en este apartado.

Compuesto [M+H]+ [M + NaJ* Intensidad (%)
19 458 90
20%* 580 100
21 472 30
22 550 | 25
23 567 85
24 645 100
27 603 100
28 681 80
29 | 527 20
30 627 100

* Sal sédica del dcido.
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Del estudio de EM realizados en condiciones de EI para estas sustancias, se

deduce que existen cuatro fragmentaciones primarias principales cuyos iones tienen una

relacién m/z que se recoge en la Tablas 8-11. Estas fragmentaciones son:

1)

2)

3)

La escisién de los enlaces que unen C3-C4 y C1-C2 para dar un fragmento
que contiene los carbonos 2 y 3, con sus respectivos sustituyentes, conocida
en la bibliograffa3> como ruta H. Esta ruta aparece en todos los espectros
estudiados y es la dnica que produce una fragmentacién primaria del anillo

de azicar dando lugar al fragmento-i6n primario H;2.

La escisién del enlace O-R; puede producirse de manera heterolitica, dando
el ién Ry, o de manera homolitica, rindiendo el ién [M-R;]*. Cuando R1=
Bn ambas fragmentaciones son importantes; ya que en el primer caso el ién
R1 es el i6n tropilio (m/z 91) y en el segundo caso se obtiene el radical

bencilo junto con el i6n [M-R1]+.

En el caso de R= dodecilo, sélo se detecta la rotura homolitica que conduce

al i6n [M-R1]*.

El i6n [M-R1]* evoluciona de dos formas distintas: a) por fragmentacién
del anillo de 1,3-dioxano, produciendo el i6n [M-R1-106]*; b) por expulsién
del fragmento C2-C3 del anillo de azicar, conduciendo al pico que
denominamos [M-Rj-H]* de relacién m/z 207, que evoluciona a su vez al
ién [M-Rj-H-106]* de m/z 101, por pérdida de benzaldehido. Esta ruta la

denominaremos (M—R1—)¥.

La ruptura del grupo protector acetdlico en posiciones 4,6 del azicar,
conocida en la bibliografia36 con el nombre de ruptura 4, la cual da lugar a
los iones hj y h2. Estos iones toman los valores m/z= 149 y [M—149]*

respectivamente cuando el grupo protector es el bencilideno.
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4) La escisién homolitica del enlace glicosidico. Esta ruta es muy general en
glicésidos derivados de aziicares y es conocida en la literatura35 como ruta
A. El fragmento primario Aj es un i6n oxonio proveniente de la rotura

homolitica del enlace C1-OR en la que se pierde un radical alcoxilo.

Este i6n A, también denominado [M—-OR1}*, sufre la pérdida de
benzaldehido dando lugar al fragmento [M—OR-106]*. Esta ruta la

denominaremos también (M—OR;—)*.

Esta ruta de fragmentacién es menos importante que las anteriores descritas,
para las sustancias cuyos espectros de masas de EI estudiamos en esta
Memoria. Aparece, sin embargo, en casi todos los espectros registrados
aunque resulta ser algo mds importante cuando el radical R es poco estable,

es decir, cuando se produce poco [M-R1]*.

Ruta H

Es la tnica ruta que produce una fragmentacién primaria del anillo de azicar.

Ph 0 ar a0t
T\, :
OR, < \-:—m
< COR, Ac

HNAc

COR,
i6n Hl 2

En la Tabla 7 se recogen la relacién masa carga y la abundancia relativa para los

iones de este tipo.
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Tabla 7

Relacién masa/carga (m/z) y abundancia relativa (%) para el ién H,2

Compuesto m/z (i6n H;2)
21 173
(5%)
22 173
(100%)
23 246
(1%)
24 246
(2,4%)
29 228
(4%)
30 228
(70%)

Como puede observarse, la abundancia relativa del i6n Hy2 es mayor cuando
R1= dodecilo que cuando Rj= bencilo; la explicacién que proponemos es que cuando

Ri= bencilo esta ruta entra en competencia con la ruta (M-Rj—)* y con la formacién

del i6n tropilio.

El i6n Hy2 puede generar varios fragmentos-iones que estudiaremos para cada

uno de los compuestos investigados en este grupo.

Asi, el i6n Hj2 para los compuestos 21 y 22 puede sufrir la pérdida de cetena
para dar un i6n con m/z 131 que tiene un 58% de abundancia relativa para la sustancia

22 y un 10% para la sustancia 21.
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Q Q
&
COOMe ) \/ H’H COOMe Y
H,%m/z 173 m/z 131

La distinta abundancia relativa de m/z 131 para 21y 22 es debida a que también

la abundancia relativa del i6n Hy2 es distinta para ambos.

El i6n H;2 para las sustancias 29 y 30 también sufre fragmentaciones

secundarias.
K\ ~H
(0] 0 H Y\NH
\/\.\J@H H o)
H H —— —_— /\+ —
O +/ \ N o)
] O +./ 1\ _/
\__/ O N O

H,2m/z 228 m/z 186 m/z 129

Si consideramos la carga en el nitrogeno de tipo acetamidico, se produce el i6n

m/z 99 mediante perdida de 129 como molécula neutra.

o N O
SN / m/z 99

En la Tabla 8, se recoge la relacién masa/carga (m/z) y la abundancia relativa

(%), para las fragmentaciones del i6n Hy2 para los compuestos 29 y 30.



Tabla 8

Relacién masa/carga (m/z) y abundancia relativa (%) para las fragmentaciones del ién H,2 para los
compuestos 29 y 30.

— —
Compuesto m/z %
29 99 30
29 186 4
29 129 30
30 99 41
30 186 21
30 129 78

Para los compuestos 23 y 24 la abundancia relativa del ién H;2 es tan pequefia
porque hay una fragmentacién primaria a partir del i6n molecular que inhibe la ruta H.

Esta fragmentacién implica al resto de dietanolamina y consiste en una B-eliminacién

de uno de los sustituyentes unidos al nitrégeno.

El ié6n m/z 114 que se produce es el pico base del espectro y lo explicamos en
base a las siguientes estructuras:

0O

+ /_—<+ +/==

S

OH

m/z 114 m/z 114
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Ruta de fragmentacién (M-R;—)*

Cuando la rotura del enlace O-R] se produce de manera homolitica se obtiene el
i6n [M-R1]* que es el primer fragmento cargado de la ruta con este nombre. El i6n [M-
R1]* evoluciona de formas distintas: a) por fragmentacién del anillo de 1,3-dioxano,
produciendo el i6n [M-R1-106]*; b) por expulsién del fragmento C2-C3 del anillo de
azucar, conduciendo al i6n [M-R1-H]* de relacién m/z 207 que evoluciona a su vez al
ién [M-R1-H-106]* de m/z 101 por pérdida de benzaldehido y con una abundancia

relativa mayor que el ién m/z 207.

El esquema de fragmentacién que hemos propuesto para esta ruta se representa

en el Esquema 11.

Ph’v o)
o 0]
o+
R0 Oql

HNAc

-

Ph o)
o) -PhCHO \/
0 —_— = o)
ot o
Rzo O+
R0
Ac
HNAc
+
O/Y 0 ~=°

1' R20/=-\VAc
P“/VO o -PhCHO

0 —_—

m/z 207 m/z 101

Esquema 11
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En la Tabla 9 se recoge la relacién masa/carga (m/z) y la abundancia relativa

para los iones correspondientes a esta ruta de fragmentacion.

Tabla 9

Relacién masa/carga (m/z) y abundancia relativa (%) para los iones procedentes de la ruta de

fragmentacion (M—Rl—))# para las sustancias estudiadas en este apartado.

Compuesto [M-R1]* [M-R;-106]* [M-R1-H]t* [M-R;-H-106]*

21 380 274 207 101
(18%) (35%) (12%) (62%)

22 380 274 207 101
(2%) (4%) (2%) (12%)

23 453 347 207 101
¢) ) (2%) (11%)

24 453 347 207 101
¢) ¢) (1%) (32%)

29 435 329 207 101
O%) (B3%) (3%) (23%)

30 435 329 207 101
(10%) (2%) (1%) (21%)

Esta ruta de fragmentacién tiene importancia s6lo cuando R es estable como
i6n o como radical. Asf, cuando R es bencilo, la rotura homolitica del enlace O-Ry
conduce a la formacién del radical estable bencilo, produciéndose el i6n [M-R1]* que al
igual que el i6n molecular tiende a romperse separdndose el fragmento C2-C3, pero en

este caso como molécula neutra (H) quedando la carga sobre el oxigeno anomérico.

La rotura heterolitica del enlace O-R; conduce al estable i6n tropilio (m/z 91)

que en la mayoria de los casos ¢s el pico base del espectro.
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Ruptura A

Para el tercer tipo de fragmentacién primaria, la conocida como ruptura A, se
recoge en la Tabla 10 la abundancia relativa de los iones [M-149]+ y m/z 149 observado
para los espectros de ionizacién por impacto eléctronico recogidos en las Figuras SE-

10E.
Tabla 10

Relacién masa/carga (m/z) y abundancia relativa (%) para los iones [M-1491* y m/z149 de los

compuestos estudiados en este apartado.

Compuesto [M-149}+ m/z 149
21 322
(1%) (10%)
22 400
(2%) (15%)
23 395
(1%) (3,5%)
24 473
(2%) (9%)
29 377
(1%) (12%)
30 455
(1%) (35%)

Como puede observarse la abundancia relativa tanto de los iones [M-149]*
como m/z 149 es mayor cuando R1= dodecilo debido a que, para R1= bencilo la ruta de

fragmentacién mds importante es la (M-R;—)* que origina mediante rotura heterolitica
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el i6n muy estable tropilio y por otra parte mediante escisién homolitica el ién [M-Ry]*

ya que se forma a la vez el estable radical bencilo.
Ruta de fragmentacién (M-OR;—)#

El esquema de fragmentacién que se ha propuesto para esta ruta se representa en

el Esquema 12.

Ph 4+ . + +
:0 ° o) o OR, Fh :0 ° O\ PRCHO = \ 0\
RO~ Ri ” R0 ' Rzgk_e
C

Esquema 12

En la Tabla 11 se recoge la relacién masa/carga (m/z) y la abundancia relativa

de los iones correspondientes a esta ruta de fragmentacién.
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Tabla 11

Relaci6n masa/carga (m/z) y abundancia relativa (%) para los iones procedentes de la ruta de

fragmentacién (M-OR1—)* para las sustancias estudiadas en este apartado.

Compuesto [M-ORy]* [M-OR;-106]*
21 364 258
(2%) (1%)
22 364 258
(3%) (4%)
23 437 331
(1%) 0,3%)
24 437 331
(1%) )
29 419 313
(1%) (1%)
30 419 313
(5%) (2%)

Esta ruta de fragmentacién es la menos importante para los compuestos cuyos
espectros de masas de EI estudiamos en este apartado. Aparece, sin embargo, en casi
todos los espectros registrados aunque resulta ser algo mds importante cuando el radical

R1 es poco estable, es decir, cuando se produce poco [M-R1]*.
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3.2.2.2.- Fraccién alquilante unida a la posicion 2 del azicar.

Este grupo consta s6lo de dos sustancias, 17 y 18, de férmula general:

Tabla 12
R,O
R,0 Q
HO O(nC12H25)
HNCO(CH2)3—©-— N(CH,CH,Cl),
Compuesto R} Ry
17 PhCH
18 H H

Los espectros de masas de estas sustancias, obtenidos por FAB, estdn recogidos
en la Figura 1F, 2F, observdndose los iones [M + Na]*, como una de las sefiales
principales del espectro. En la Tabla 13, se recoge la relacién masa/carga (m/z) e

intensidad (%) de estos iones, para los dos compuestos.

Tabla 13

Relacién masa/carga (m/z) y abundancia relativa (%) para el ién [M + Na]* para las sustancias estudiadas

en este apartado.
——
Compuesto [M + Naj+ Intensidad (%)
17 743 18
18 655 63

Se han realizado los espectros de masas mediante ionizacién por impacto

electrénico de ambos productos, que se representan en la Figura 1E y 2E para hacer un
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estudio de las fragmentaciones, pero en estos espectros aparecen pocos iones de
intensidad considerable, debido a la escasa volatilidad de estos compuestos;
generalmente aparecen uno o dos iones aislados en el centro del espectro, registrdndose
a masas bajas un grupo de iones de mediana a alta intensidad, por lo que no hemos

podido obtener mucha informacién de sus rutas de fragmentacion.



4.-PARTE EXPERIMENTAL
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4.1.- METODOS GENERALES

Las evaporaciones de disolventes se efectuaron a temperaturas inferiores a 60°C

a presion reducida (10 a 25 mm de mercurio).

Los puntos de fusi6n se determinaron en un aparato GALLENKAMP y estdn sin

corregir.

Las rotaciones épticas se midieron a 25°C, en un polarimetro automdtico

BELLINGHAM + STANLEY Ltd P-20, empleando luz amarilla de sodio (A=589 nm).

La notacién para esta magnitud es [a]p.

Los andlisis elementales han sido realizados, en los Servicios de Anélisis
Elemental del Instituto Quimico de Sarria de Barcelona, en el Centro de Microandlisis
Elemental de la Universidad Complutense de Madrid y en el Departamento de Quimica

Analitica de la Universidad de Sevilla.

Cromatografia en capa fina (ccf)

Esta técnica se ha utilizado como método anilitico cualitativo, empleando
cromatoplacas comerciales (Merck, 60 Fo54) de un espesor de capa de 0,25 mm y
cromatofolios de aluminio (Merck, 60 Fas4) de un espesor de capa de 0,20 mm. Los

eluyentes empleados se indican en cada caso.

Los reveladores empleados fueron: luz ultravioleta de 254nm, yodo, 4cido
sulfiirico al 20% y la mezcla de anisaldehido-dcido sulfiirico-dcido acético-etanol 95%
(25:25:1:450). En estos dos titimos casos el revelado se ha realizado por inmersién de la
placa en el revelador y posterior calentamiento en placa calefactora durante 1-2

minutos.
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Cromatografia en columna

Este procedimiento se ha utilizado con fines preparativos. El soporte empleado
ha sido gel de silice 60 (Merck), usando la técnica conocida como "Flash
chromatography”. El eluyente empleado se indica en cada caso. Las fracciones

colectadas se analizaron por ccf.

Espectros de absorcion en el infrarrojo (IR)

Se han registrado en un espectrofotémetro MICHELSON 100 FT-IR. Los

espectros de muestras sélidas se registraron en discos de bromuro potdsico (KBr).

Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN (1H y 13C), se han registrado en un espectrofotémetro
BRUKER AC-200, a 200 MHz (1H) y 50 MHz (13C). Como disolventes se han
empleado Cl3CD y DMSO-dg y como referencia interna TMS. Para el desplazamiento

quimico se usa el pardimetro 8.

Las constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz y se han lefdo directamente en
los listados del ordenador. La asignacién de las seiiales, en el caso de los espectros de

13C-RMN, se facilité mediante el empleo de la técnica DEPT.
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Espectros de masas

Los espectros obtenidos mediante, ionizacién quimica (CI), por impacto
electrénico (EI) o ionizacién por bombardeo con dtomos rdpidos (FAB), se registraron
en espectrometro de masas KRATOS, modelo MS-80-RFA. Las muestras se
introdujeron mediante una sonda de sélidos, calentada de 30° a 280°. La temperatura de
la fuente de ionizacién, fué de 1500 a 2509, segiin las experiencias realizadas que fueron

las siguientes:

- Ionizacién por impacto electrénico a 70 eV, corriente de ionizacién de 100
mA, voltaje acelerador de 4 KV, resolucién 1000 (definicién del 10% del

valle) y velocidad de barrido de 3 s/dec.

- Ionizacidén por impacto electrénico a 70 eV, corriente de ionizacién de 100
mA, voltaje acelerador de 4 KV, resolucién 1000 (definicién del 10% del
. valle) y velocidad de barrido de 10 s/dec.

» Ionizacién quimica a 150 eV, usando como gas reactivo isobutano a una
presién de 0,8 bar, corriente de ionizacién de 500 pA, voltaje acelerador de 4

KV, velocidad de barrido de 3 s/dec.



56

4.2.- NUEVAS SUSTANCIAS

4.2.1.- Dodecil 4,6-0-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido

Ph/v
O(nCle?j)

HNCO(CH2 ; N(CH,CH,Cl),

17

A una disolucién de clorambucil (0,2 g; 0,66 mmoles), en THF (10 mL) se le
afiade, trietilamina (0,92 mL; 6,6 mmoles) y se agita durante treinta minutos a
temperatura ambiente. Se afiade una disolucién de tricloroacetato de pentaclorofenol
(0,3 g; 0,76 mmoles), en THF (5SmL) y se agita a temperatura ambiente durante dos
horas, para formar el éster activado del clorambucil. Se adiciona una disolucién de
dodecil 2-amino-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (15) (0,29 g; 0,66
mmoles) en THF (5§ mL) y se agita durante cuatro horas, formdndose un nuevo
producto, que purificamos por cromatografia en columna, usando como eluyente
diclorometano-éter-hexano (1:1:1), resultando ser el producto buscado. Rend: 63 %
(después de aislar); P.f.: 150-1529; [a]p25: -0,67° (c 1,13; DMF); IR (cm1): 1656

(Banda I amida), 1525 (Banda II amida), 1313 (Banda III amida).
Espectro de RMN: 1H, Figura 1H; 13C, Figura 1C.
Espectro de masas: FAB, Figura 1F; EI, Figura 1E.
Espectro de IR: Figura 11.
Andlisis elemental:Calculado para C39HsgClaN2QOg: C, 64,90; H, 8,10; N, 3,88.

Encontrado: C, 65,15; H, 8,01; N, 3,50.
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4.2.2.- Dodecil 2-clorambucilamido-2-desoxi-f-D-glucopiranésido

HO

HO Q

HO O(nClezs)

HNCO(CH2)3—-©— N(CH,CH,Cl),

18

A una disolucién de dodecil 4,6-O-bencilidén-2-clorambucilamido -2-desoxi-f3-
D-glucopiranésido (17) (0,36 g; 0,5 mmoles) en acetona (50 mL), se le afiade 4dcido
clorhidrico concentrado (2 gotas) y se agita a temperatura ambiente durante dos horas.

Se concentra a sequedad en frio, se lava con éter, éter-hexano (1:1) y diclorometano,

rindiendo el producto deseado. Rend; 55%; P.f.: 1659 (d); [a]p25: -0,189 (c 1,14; DMF).
Espectro de RMN: 1H, Figura 2H; 13C, Figura 2C.
Espectro de masas: FAB, Figura 2F; EI, Figura 2E.
Espectro de IR: Figura 21
Andlisis elemental: Calculado para C3pHs4ClpN20g: C, 60,65; H, 8,59; N, 4,42.

Encontrado: C, 60,83; H, 8,48; N, 4,45.
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4.2.3.- Bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-0-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido.

Ph 0
N 3
{O OBn

HNAc

COOH
19

A una suspensi6n conteniendo bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-B-
D-glucopirandsido (5 g; 12,5 mmoles), potasa machacada (30 g) y DMSO (30 mL) se le
afiade, dcido cloroacético (7,5 g; 79,3 mmoles) disuelto en DMSO (10 mL) y se agita

manualmente durante 45 minutos. Se vierte sobre agua ~2 litros y se acidula con 4cido

clorhidrico 1N hasta pH ~4, precipitando el producto. Rend: 70%:; P.f.: 248-2499; [a]p:
-0.36° (c 1,7; DMF); IR (cm-1): 1658 (Banda I amida), 1560 (Banda II amida), 1310
(Banda III amida).

Espectro de RMN: IH, Figura 3H; 13C, Figura 3C.

Espectro de masas: FAB, Figura 3F; EI, Figura 3E.

Espectro de IR: Figura 31

Andlisis elemental: Calculado para Cy4H27NQOg:  C, 63,01; H, 5,95; N, 3,06.

Encontrado: C,63,17; H,5,79; N, 2,71.
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4.2.4.- Dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-0-carboximetil-2-desoxi-p-D-glucopirandsido.

Ph
NI o
(0 O(nC;2Hjs)

HNAc

COOH
20

A una suspensién conteniendo NaH (4 g), THF (150 mL) y DMF (32 mL), se le
afiade dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (14) (2 g;
4,2 mmoles) y se calienta a 600 durante 20 minutos. Una vez transcurrido este tiempo,
se afiade una disolucién de 4cido cloroacético (3 g) en THF (25 mL), gota a gota.
Cuando ha terminado la adicién, cesa el calentamiento y se deja a temperatura ambiente
toda la noche. Se destruye el exceso de NaH por adicién de agua (gota a gota), se vierte
en un vaso de precipitado que contiene agua (~ 2 L) y se acidula hasta pH~ 5,5. El
precipitado producido se filtra, se lava con agua y se deja secar. Rend: 90%; P.f.: 224-
2259; [o]p23: -0,25° (c 1; DMF); IR (cm-1): 1660 (Banda I amida); 1559 (Banda II

amida); 1321 (Banda III amida).
Espectros de RMN: 1H, Figura 4H; 13C, Figura 4C.
Espectro de masas: FAB, Figura 4F; EI, Figura 4E.
Espectro de IR: Figura 41.
Andlisis elemental: Calculado para CogH4sNOg:  C, 65,02; H, 8,47; N, 2,61.

Encontrado: C, 65,42, H, 8,33; N, 2,34,



4.2.5.- Bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido.

Ph (@)
/vo O
O OBn
{ HNAc

COOMe
21

Bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-f-D-
glucopiranésido (19) (1 g) se disuelve en diclorometano (100 mL) y se trata con una
disolucién etérea, preparada recientemente, de diazometano (50 mmoles). Después de
30 minutos, la disolucién se concentra a sequedad y se obtiene el producto buscado.
Rend: 95%; P.f.: 247-2489; [a]p: -0,70° (c 2,36; DMF); IR (cm-1): 1652 (Banda I

amida), 1556 (Banda II amida), 1307 (Banda III amida).
Espectro de RMN: 1H, Figura 5H; 13C, Figura 5C.
Espectro de masas: CI, Figura SF; EI, Figura 5E.
Espectro de IR: Figura 51.
Andlisis elemental:  Calculado para C5Ho9NOg:  C, 63,68; H, 6,20; N, 2,97.

Encontrado: C, 63,72; H, 6,21; N, 3,03.
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4.2.6.- Dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-0-metoxicarbonilmetil-3-D-

glucopiranésido.

Ph 0o
/TO o
o O(nCyoH,s)
( HNAc

COOMe
22

Dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-3-D-
glucopirandsido (20) (1 g) se disuelve en metanol (100 mL) y se trata con una
disolucién etérea recién preparada de diazometano. Después de 30 minutos la

disolucién se concentra a sequedad y se obtiene el producto buscado. Rend: 95%;

P.f.: 193-1950; [a]p?3: -0,43° (c 0,97; DMF); IR (cm-1): 1622 (Banda I amida); 1571

(Banda II amida); 1305 (Banda III amida).
Espectro de RMN: 1H, Figura 6H; 13C, Figura 6C.
Espectro de masas: CI, Figura 6F; EI, Figura 6E.
Espectro de IR: Figura 61.

Andlisis elemental: Calculado para C3gH47NOg:  C, 65,55; H, 8,62; N, 2,55.

Encontrado: C, 65,57; H, 8,33; N, 2,63.
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4.2.7.- Bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-

hidroxietil)Jaminocarbonilmetil}-3-D-glucopiranésido.

Ph 0
/TO O
0 OBn
( HNACc

CON(CH,CH,0H),
23

A una disolucién de bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-0-carboximetil-2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (19) (5,4 g; 10,8 mmoles), en DMF (54 mL) y trietilamina
(6,2 mL; 44,2 mmoles), se afiade tricloroacetato de pentaclorofenol (7,2 g; 17,7
mmoles) y se agita durante 20 minutos a temperatura ambiente, para formar el éster
activado del 4cido. Se afiade dietanolamina (7,6 g; 70,8 mmoles) disuelta en DMF (10
mL) y se agita durante una hora a temperatura ambiente. Se diluye con diclorometano y
se lava con hidréxido de sodio al 5% y agua, se seca sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentra a sequedad. Se purifica mediante columna de cromatograffa, usando como

eluyente diclorometano-metanol (20:1). Rend: 70%; P.f.: 216-2189; {a]p: -0,35° (c
2,36; DMF); IR (cml): 1652 (Banda I amida), 1557 (Banda II amida), 1314 (Banda III

amida).
Espectro de RMN: IH, Figura 7H; 13C, Figura 7C.
Espectro de masas: FAB, Figura 7F; EI, Figura 7E.
Espectro de IR: Figura 71

Andlisis elemental: Calculado para CpgH36N209: C, 59,78; H, 6,81; N, 4,98.
Encontrado: C, 59,96; H, 6,70; N, 4,99.
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4.2.8.- Dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-

hidroxietil)Jaminocarbonilmetil}-B-D-glucopiranésido.

Ph/v 0
0

O- O(nCy,Hys)
HNAc
CON(CH,CH,OH),
24

A una disolucién de dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-O-carboximetil-2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (20), (5 g; 9,34 mmoles) en DMF (50 mL) y trietilamina
(4,9 mL; 35 mmoles), se aiiade tricloroacetato de pentaclorofenol (5,8 g; 14 mmoles) y
se agita durante 20 minutos a temperatura ambiente, para formar el éster activado del
dcido. Se afiade dietanolamina (6 g; 56 mmoles) disuelta en DMF (10 mL) y se agita
durante una hora, a temperatura ambiente. Se diluye con diclorometano y se lava con
hidréxido de sodio al 5% y agua. Se purifica por cromatograffa en columna, usando

como eluyente diclorometano-metanol (25:1). Rend: 80%; P.f.: 184-1869; [a]p2°:
-0,25° (¢ 1,04; DMF); IR (cm-1): 1651 (Banda I amida); 1555 (Banda II amida); 1315
(Banda III amida).

Espectro de RMN: 1H, Figura 8H; 13C, Figura 8C.

Espectro de masas: FAB, Figura 8F; EI, Figura 8E.

Espectro de IR: Figura 8L

Andlisis elemental: Calculado para C33Hs4N2Og: C, 63,64; H, 8,74; N, 4,50.

Encontrado: C, 63,33: H,9,01; N, 4,49.



4.2.9.- Bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-cloroetil)aminocar bonilmetil]-

B-D-glucopiranésido.

Ph (0]
/vo 5
o) OBn
{ HNAc

CON(CH,CH,Cl),
27

A una disolucién de bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-
bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (23) (1 g; 1,8 mmoles), en
1,2-dicloroetano (20 mL.), se afiade cloruro de clorometilendimetilamonio (0,46 g, 7,2
mmoles) y cloruro de litio (0,30 g; 7,2 mmoles) y se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche. Se diluye con diclorometano y se lava con carbonato 4cido de
sodio al 5% y posteriormente con agua; se seca sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentra a sequedad. El producto se purifica por cromatografia en columna, usando

diclorometano-éter-hexano (5:5:1) como eluyente. Rend: 40%; P.f.: 191-1939; [a]p?:

-0,320 (c 1,26; DMF).
Espectro de RMN: 1H, Figura 9H; 13C, Figura 9C.
Espectro de masas: FAB, Figura 9F.
Espectro de IR:
Andlisis elemental: Calculado para CogH34CIoN207: C, 57,84; H, 5,90; N, 4,82.

Encontrado: C, 58,03; H, 5,81; N, 4,96.



65

4.2.10.- Dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-

cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopirandsido.

Ph/v 0 o
(o)
0

HNAc

O(nC;,H>s)

CON(CH,CH,Cl),
28

A una disolucién de dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-
bis(2- hidroxietil)aminocarbonilmetil]--D-glucopiranésido (24) (2 g; 3,2 mmoles) en
1,2-dicloroetano (40 mL), se afiade cloruro de clorometilendimetilamonio (1,25 g; 9,6
mmoles) y cloruro de litio (0,41 g; 9,6 mmoles) y se agita a temperatura ambiente,
durante cuatro horas, se cromatografia usando como eluyente para ccf, una mezcla de
diclorometano-metanol (10:1). Se diluye con diclorometano y se lava con carbonato
4cido de sodio al 5% y posteriormente con agua, se seca sobre sulfato de sodio anhidro
y se concentra a sequedad. El producto se purifica por cromatograffa en columna,
usando diclorometano-éter-hexano (2:2:1) como eluyente. Rend: 60%; P.f.: 156-1589;
[a]p?: -0,120 (¢ 1; DMF); IR (cm-1): 1660 (Banda I amida); 1560 (Banda II amida);

1310 (Banda III amida).
Espectro de RMN: 1H, Figura 10H; 13C, Figura 10C.
Espectro de masas: FAB, Figura 10F.
Espectro de IR: Figura 91
Andlisis elemental: Calculado para C33H52CIpN2O7: C, 60,08; H, 7,95; N, 4,25.

Encontrado; C, 60,13; H,7,88; N, 4,39.
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4.2.11.- Bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-3-D-

glucopirandsido.

Ph (®)
/vo O
[0) OBn
( HNAc

7\
CON O
—

29

A una disolucién de bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-0-carboximetil-2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (19) (1 g; 2,19 mmoles) en DMF (10 mL) y trietilamina
(0,33 mL; 2,39 mmoles) se afiade tricloroacetato de pentaclorofenol (1 g; 2,40 mmoles)
y se agita durante 20 minutos, para formar el éster activado, Se afiade morfolina (0,83

mL; 9,5 mmoles) y se agita durante una hora a temperatura ambiente. Se precipita sobre

agua-éter, se filtra y se lava con agua y éter. Rend: 75%; P.f.: 207-2099; [a]p: -40° (c
2,78; DMF); IR (cm-1): 1658 (Banda I amida), 1557 (Banda II amida), 1315 (Banda III
amida).

Espectro de RMN: 1H, Figura 11H; 13C, Figura 11C.

Espectro de masas: CI, Figura 11F; EI, Figura 9E.

Espectro de IR: Figura 101

Andlisis elemental: Calculado para CogH34N20g. C, 63,86; H, 6,51; N, .5,32

Encontrado: C, 64,05; H, 6,58; N, 5,33.
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4.2.12.- Dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-3-D-

glucopirandsido.

A
o

O O(HC12H25)
HNAc
CON O
\——
30

A una disolucién de dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-0O-carboximetil-2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (20) (1 g; 1,87 mmoles) en DMF (10 mL) y trietilamina
(0,28 mL; 2,04 mmoles), se afiade tricloroacetato de pentaclorofenol (0,85 g; 2,04
mmoles) y se agita durante 20 minutos, para formar el éster activado. Se afiade
morfolina (0,71 mL; 8,11 mmoles) y se agita durante una hora a temperatura ambiente.

Se precipita sobre agua-éter. Se purifica pasando por columna de cromatografia, usando

acetato de etilo-éter (2:1) como eluyente. Rend: 80%; P.f.: 164-1669; [a]p?5: -0,28°
(c 1,21; DMF); IR (cm-1): 1658 (Banda I amida); 1552 (Banda II amida); 1306 (Banda
III amida).

Espectro de RMN: H, Figura 12H; 13C, Figura 12C.

Espectro de masas: FAB, Figura 12F; EI, Figura 10E.

Espectro de IR: Figura 111

Andlisis elemental: Calculado para C33H5pN20g: C, 65,54; H, 8,67; N, 4,63.

Encontrado: C, 65,27; H, 8,43; N, 4,60.
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PRIMERA

Con el fin de ser usados como productos antineopldsicos, mediante las
oportunas pruebas bioldgicas, se han sintetizado los compuestos 18, 27 y 28, a

saber:
-Dodecil 2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (18).

-Bencil 2-acetamido-4,6-0O-bencilidén-2-desoxi-3-0O-[N,N-bis(2-
cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (27), como precursor del
bencil 2-acetamido-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-
glucopiranésido.

-Dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-bis(2-
cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (28), como precursor del
dodecil 2-acetamido-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-

D-glucopiranésido.
SEGUNDA

Los esquemas de sintesis de las sustancias citadas en la conclusién anterior, han

requerido la preparacién de los siguientes compuestos intermedios:

Dodecil 4,6-O-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi-p-D-glucopiranésido

7).

Bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-

glucopirandsido (19).

Dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-

glucopiranédsido (20).

Bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-bis(2-

hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (23).
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Dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-bis(2-
hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (24).

TERCERA

Se han obtenidos los ésteres metilicos (21 y 22 ), bencil 2-acetamido-4,6-O-
bencilidén-2-desoxi-3-O-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (21) y
dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi- 3-O-metoxicarbonilmetil-B-D-
glucopiranésido (22), de los 4cidos 19 y 20, bencil 2-acetamido-4,6-O-
bencilidén-3-0-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (19) y dodecil 2-
acetamido-4,6-O-bencilidén-3-0O-carboximetil-2-desoxi-f-D-

glucopiranésido (20), para facilitar su an4lisis estructural, por medio de IR, EM

y RMN.
CUARTA

La reaccién de interconversion del grupo funcional OH por CI, se llevé a cabo
usando cloruro de clorometilendimetilamonio, aumentdndose el rendimiento de
los productos diclorados, ya que, usando como reactivo la mezcla Ph3P/Cl4C en
caliente, se obtenian éstos como minoritarios, formdndose los productos

monoclorados como productos principales.
QUINTA

Se han sintetizado los derivados morfolinicos 29 y 30, bencil 2-acetamido-4,6-
O-bencilidén-2-desoxi-3-0O-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopirandsido

(29) y dodecil 2-acetamido-4,6-0O-bencilidén-2-desoxi-3-O-(morfolin-1-
ilcarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (30), para confirmar que eran éstos unos
de los productos secundarios, que se obtenfan en la reaccién de formacién de 27

y 28 , usando como reactivo la mezcla Ph3P/Cl4C en caliente.
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SEXTA

Se ha llevado a cabo, un estudio de RMN, de las sustancias descritas en

la presente Memoria (Apartado 3.2.1.).

SEPTIMA

Se ha realizado un estudio, por espectrometria de masas, de las nuevas
sustancias. La realizacién de barridos ligados, ha permitido confirmar, las rutas

de fragmentacién propuestas.

Para los compuestos en que el glicésido es bencilo, la ruta de fragmentacién

(M-R1—)# predomina sobre la ruta H, mientras que, cuando el glicésido es

dodecilo, 1a ruta H es la mds importante.



6.- BIBLIOGRAFIA



73

1. R. K. Furner and R. K. Brown, Cancer Treat. Rep., 64, 559 (1980); R. B.
Livingston, L. Heilbrun, D. Lehane, et al, Cancer Treat. Rep., 61, 1623 (1977); U. S.
Department of Health and Human Services, Fourth Annual Report on Carcinogens

(NTP-85 002) (1985).

2. D. L. Hill, in A Review of Cyclophosphamide, Charles C. Thomas, Springfield, IL
(1975); J. Passos Cohelho, A. Ross, J.M. Davis, B. Clarke, Cancer Res., 54, 2366

(1994).
3. H. Fujimoto, T. Takayanagi and K. Ajisaka, J. Med. Chem., 37, 3668-3670 (1994).

4. O.M. Friedman y E. Boger, J. Am. Chem. Soc., 81, 3750 (1959); H. Amold, F.
Bourseaux y N. Brock, Naturwiss., 45, 64 (1958); R. Gross y K. Lambers,
Naturwiss., 45, 66 (1958).

5. J. Meyer y J.P. Weinman, J. Histochem. and Chytochem., 1, 305 (1953); 5, 393
(1957).

6. M.H. Benn, L.N. Owen y A.M. Creighton, J. Chem. Soc., 2800 (1958).
7. H.E. Skipper y L.L. Bennet, Ann. Rev. Biochem., 137 (1958).
8. W.C.J. Ross, en "Biological alkilating agents" Butterworths, London 1962.

9. Handbook of experimental pharmacology. Vol. XXXVIIL. "Antineoplasis and
Inmunossupresive Agents”. Tomo 1, 1974 cap. 3. Tomo II, 1975 cap. 30-35

Springerverlag, Berlin.
10. W.C.J. Ross, Adv. Cancer Res., 1, 397 (1953).

11. C.C. Price, G.M. Gaucher, P. Koneru, R. Shibakawa, J.R. Sowa y M. Yamaguki,
Ann.N.Y. Acad. Sci., 163, 593 (1969).



74

12. J. Flérez y J.A. Armijo, "Farmacologfa Humana", Ediciones Cientificas y Tecnicas,
Barcelona (1992)

13. G. Weber, Cancer Res., 43, 3466 (1983).

14. A. Leo, C. Hansch y D. Elkins, Chem. Rev., 71, 929 (1977).

15. A. Gilman y R.S. Philips, Science, 103, 409 (1946).

16. I. Vargha, L. Toldy, O. Feher y S. Lendvai, J. Chem. Soc., 805 (1957).

17. E.J. Reist, R.R. Spencer, M.E. Wain, I.G. Junga, L. Goodman y B.R. Baker, J. Org.
Chem., 26, 2821 (1961).

18. J.J. Everett, J.J. Roberts y W.J.C. Ross, J. Chem. Soc., 2386 (1953).

19. F. Bergel y J.A. Stock, Br. Emp. Cancer Comp. Annu. Rep., 31, 6 (1953).
20. F. Fukuoka y Y. Shirasu, Gann, 52, 191 (1961).

21. L.F. Larionov, Cancer Res., 21,99 (1961).

22. S.L. Gurina, R.K. Batulina, L.V. Alekseeva y L.V. Pushkareva, Khim. Geterotsilkl.
Soedin., 431 (1968).

23. L.P. Rateikene, M.1. Dagene y LL. Knuniants, Usp. Khim., 39, 1537 (1970).

24. E.P. Wollmer, D.J. Taylor, 1.J. Masnik, et al., Cancer Chemother. Rep., 4, 121
(1973).

25. L. Niculescu-Duvaz, Oncologia (Bucharest), 18, 161 (1979)
26. D. Horton, "Organic Synthesis” , vol V, H.E. Baumgarter ed., Wiley, 1973, p. 1.

27. D. Charon, R. Chaby, A. Malinvaud, M. Mondange y L. Szabo, Biochemistry, 24,
2736 (1985).



75

28. J.L. Espartero, Tesis Doctoral, Sevilla (1992).
29. P. Gross y R. Jeanloz, J. Org. Chem., 32, 2759 (1967).

30. G. Wess, W. Kramer, G. Shubert, A. Enhsen, K.H. Baringhaus, H. Glombik, S.
Miillner, K. Bock, H. Kleine, M. John, G. Neckermann y A. Hoffmann, Tetrahedron
Lett., 34, 819 (1993).

31. M. Fujino y C.Hatanaka, Chem. Pharm. Bull., 16 (5), 929 (1968).

32. C.R. Haylock, L.D. Melton, K.N. Slessor y A.S. Tracey, Carbohyd. Res., 16, 375
(1971).

33. M. Benazza, R. Uzan, D. Beaupére y G. Demailly, Tetrahedron Lett., 33, 4901
(1992).

34. S. Hanessian y N.R. Plessas, J. Org. Chem., 34, 2163 (1969).
35. N.K. Kochekov and O.S. Chizhov, Adv. Carbohydr. Chem., 21, 39-93 (1966).

36. O.S. Chizhov, L.S. Golovkina and N.S. Wulfson, Carbohydr. Res., 6, 138 (1968).



7.- APENDICES



N TN

-+

6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 PPM 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00

Figura 1H
Espectro de '"H-RMN del dodecil 4,6-0-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (17)
(CDCl,, 200MHz)
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Figura 2H
Espectro de 'H-RMN del dodecil 2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (18)
(DMSO-dg, 200MHz, D,0, 100°)
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Espectro de 'H-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (19)

(DMSO-dg, 200MHz, 100°)

1

.50



JUNNN § 0, W U !

4 [
T

b
T

8.50

8.

| DRAARAARE RARA 1 T T LAARAS RORARARAN | | DARAAARRAS RARAL T AR |

. laadessasas; Y T T
00 7.0 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4P.P5M0 4,00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50
Figura 4H

Espectro de 'H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-$-D-glucopiranésido (20)
(DMSO-dg, 200MHz, 100°)
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Figura SH
Espectro de 'H-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (21)
(DMSO-dg, 200MHz, 100°)
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Figura 6H

Espectro de 'H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (22)

(C1,CH, 200MHz, 25°)
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Figura 7TH
Espectro de 'H-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (23)
(DMSO-dg, 200MHz, 100°)
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Figura 8H
Espectro de 'H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopirandsido (24)
(DMSO-dg, 200MHz, 100°)



Figura 9H
Espectro de 'H-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (27)
(DMSO-dg, 200MHz, 80°)



) Figura 10H
Espectro de 'H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil}-B-D-glucopiranésido (28)
(DMSO-dg, 200MHz, 100°)
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Figura 11H
Espectro de '"H-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin- 1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (29)
(DMSO-dg, 200MHz, 100°)
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Figura 12H

Espectro de 'H-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (30)

(DMSO-dg, 200MHz, 100°)
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Figura 1C

Espectro de 13C-RMN del dodecil 4,6-0-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (17)
(CDCl3, 200MHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado



Espectro de 1?C-RMN del dodecil 2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (18)
(DMSO0-dg, 200MHz, 25°)
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Figura 3C
Espectro de 13C-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (19)
(DMSO-dg, SOMHz, 25°



1 y T T Y T v T T
140 120 100 80 60 40 20

Figura 4C
Espectro de !3C-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiran6sido (20)
(DMSO-dg, S0OMHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado.
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Figura 5C
Espectro de 13C-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2—desoxi-3-0-mctoxicarbonilmetil-ﬁ-D-glucopiranésido 1)
(DMSO-dg, SOMHz, 25°)
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Figura 6C
Espectro de 1*C-RMN del dodecil 2-acetamido—4,6-0-bencilidén-2-desoxi—3-0-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (22)
(C1,CH, 50MHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado
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Figura 7C
Espectro de !3C-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (23)
(DMSO-dg, SOMHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado
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Figura 8C
Espectro de 1*C-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil}-B-D-glucopirandsido (24)
(DMSO-dg, S0MHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado
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Figura 9C
Espectro de 13C-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (27)
(DMSO-dg, 50MHz, 25°)
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Figura 10C
Espectro de *C-RMN del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (28)
(DMSO-dg, SOMHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado
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Figura 11C
Espectro de 13C-RMN del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopirandsido (29)
(DMSO-dg, SOMHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado
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Figura 12C
Espectro de *C-RMN del dodecil 2-acetamido—4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D—glucopiranésido 30)
(DMSO-dg, 50MHz, 25°). En la parte superior se recoge el registro DEPT realizado
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Figura 1F
Espectro de masas (FAB) del dodecil 4,6-0-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (17)
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Figura 2F :
Espectro de masas (FAB) del dodecil 2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (18)
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Figura 3F
Espectro de masas (FAB) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (19)
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Figura 4F
Espectro de masas (FAB) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-0O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (20)
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Espectro de masas (CI) del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-0-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopirandsido 21)
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Espectro de masas (CI) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopirandsido (22)
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Figura 7F
Espectro de masas (FAB) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N ,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil)-B-D-glucopirandsido (23)
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Figura 8F
Espectro de masas (FAB) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2

-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (24)



1GEad

it

1)
=
i
1T
it

<@

|
= T4

I R
=gl e RALA

B0 S

Figura 9F
Espectro de masas (FAB) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-[N,N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopirandsido (27)
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Figura 10F

Espectro de masas (FAB) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-cloroetil)Jaminocarbonilmetil]-B-D-glucopiranésido (28)
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Figura 11F )
Espectro de masas (CI) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin- 1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopirandsido (29)
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Figura 12F
Espectro de masas (FAB) del dodecil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (30)
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Figura 1E
Espectro de masas (EI) del dodecil 4,6-0-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (17)
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Figura 2E
Espectro de masas (EI) del dodecil 2-clorambucilamido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (18)
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Figura 3E

Espectro de masas (EI) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-0-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (19)

Z

4@



a7 1¢S5

S

-
Ny
N

8% |

70 _|

-1 a4

B

MPL*H.L_.LJ“_';-LJA_AL N l .A..

1 T -1 T l L]
-
LYy L 170G

. ['-

0
-

-
1 G

1}

n

SFug

Figura 4E
Espectro de masas (EI) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (20)



=S
S

16

]
—

3 &3

%———-:
= '

1

1 iEns

131 1
J mmwhhwqu“ I

g
- ]
+-

(1}
g
®

(4]

Lt

n

s ———— 1 §
e rA ] WIS PR ]
Figura SE

Espectro de masas (EI) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-O-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (21)
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Figura 6E
Espectro de masas (EI) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (22)
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Figura 7E
Espectro de masas (EI) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]- B-D-glucopiranésido (23)



I i@ R

=
S N
g ! .
Sin | .

. % ¥
SD _| =
49 _| -
L
=

|

16
DAL

T ]] J u\bhwm—’l Ak T l"I —l— T -l‘u l b

i =20 Hidiy T

Figura 8E
Espectro de masas (EI) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopirandsido (24)
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Figura 9E
Espectro de masas (EI) del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-f-D-glucopiranésido (29)
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Figura 10E
Espectro de masas (EI) del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopiranésido (30)
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Figura 11
Espectro de IR del dodecil 4,6-0-bencilidén-2-clorambucilamido-2-desoxi--D-glucopiranésido (17)
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Figura 31

Espectro de IR del bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-3-O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (19)
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Figura 41

Espectro de IR del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-3-0O-carboximetil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (20)
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Figura 51
Espectro de IR del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (21)



X TRANSMITTANCE

100.0 T T

£70.998
53.60 -
42.00 — — _
T T T T ' T T T l T T T ] ¥ Ll T
4000. 3360. 2720. 2080. 1440. 806 CM-1
Figura 61

Espectro de IR del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-metoxicarbonilmetil-B-D-glucopiranésido (22)
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Figura 71
Espectro de IR del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N,N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopirandsido (23)
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Figura 81

Espectro de IR del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N N-bis(2-hidroxietil)aminocarbonilmetil]-B-D-glucopiran6sido (24)



X TRANSMITTANCE

85.0

! |
2720. 2080.

T T T

Figura 91
Espectro de IR del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-[N ,N-bis(2-cloroetil)aminocarbonilmetit]-B-D-glucopirandsido (28)
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Figura 101

Espectro de IR del bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-

2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B-D-glucopirandsido (29)
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Figura 111 )
Espectro de IR del dodecil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-3-0-(morfolin-1-ilcarbonilmetil)-B- D-glucopiranésido (30)
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