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Titulo: Precursores de compuestos hibridos combinando agrupamientos nitrona y 1,3-tiazol,
inhibidores de caspasa-3, como potenciales farmacos para el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer.

1. Resumen:
La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neuroldgico progresivo e irreversible que
deteriora de manera gradual la memoria y las capacidades cognitivas de la persona. La EA es una
de las demencias mas comunes en todo el mundo, aproximadamente 47 millones de personas
fueron afectadas en el afio 2015; esperandose que dentro de 35 afios este nUmero aumente a

131,5 millones.

Hasta la actualidad no se ha encontrado la cura para esta enfermedad, si se utilizan farmacos
para su tratamiento que suelen proporcionarle al paciente una mejora temporal a los sintomas,

sin revertir o detener el daiio neural que esta enfermedad ocasiona.

El objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones éptimas para la sintesis de precursores
de derivados hibridos de nitrona y 4-aril-1,3-tiazol como inhibidores de caspasa-3, disefados y
sintetizados por nuestro grupo de investigacion en el marco de un proyecto de investigacién de

busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

De los precursores sintetizados se logré obtener un rendimiento de 89% del derivado de 4-(4'-
nitrofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1a), siendo el mismo el de mayor rendimiento. Se obtuvo
43% del derivado 4-(4'-clorofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1b), del derivado 4-(4'-fluorofenil)-
2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1c) 50%, del derivado 4-(4'-metilfenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1d)
se obtuvo el rendimiento de 40% y por ultimo se logré obtener un rendimiento de 65% del
derivado 4-(4'-nitrofenil)-2-hidroximetil-1,3-tiazol (2a). Los rendimientos obtenidos de estos
precursores derivados hibridos de nitrona y 4-aril-1,3-tiazol estan en el rango de buenos a
moderados. La explicacién en la diferencia de los rendimientos obtenidos de los distintos
derivados sintetizados esta relacionada con el efecto electrénico de los sustituyentes del anillo

aromatico del derivado de la bromoacetofenona de partida.



4-(4'-nitrofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1a)
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Tabla 1. Estructura de compuestos precursores de nitrona y tiazol.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, sintesis de tiazol, caspasa-3.




2. Introduccidn y antecedentes

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurolégico que provoca la muerte de las
neuronas, causando un desorden neuroldgico avanzado que deteriora de manera gradual la
memoria y las capacidades cognitivas de la persona. Ademads, puede ir acompafiada de
comportamientos como cambios de humor, desorientacién, depresién y delirio. Esta enfermedad
es una de las causas mas comunes de demencia y aumenta de forma exponencial a medida que
la edad avanza. La EA se presenta mads frecuentemente en mujeres que en hombres y puede
llegar a durar 10 afios aproximadamente; durante los primeros anos, los sintomas suelen ser
escasos y la enfermedad se manifiesta de manera leve. Luego suele ir avanzando y provocando
un deterioro mental en la memoria y la funcién cognitiva. Las personas afectadas con esta
enfermedad, que se encuentran en la uUltima etapa presentan sintomas como incapacidad de
comunicacion y deglucion, ademas se vuelven pacientes dependientes de familiares o personas
encargadas del cuidado de ellos y requieren una supervision continua. La enfermedad de
Alzheimer puede ser mortal debido a que ocasiona también complicaciones extra cerebrales

(Dharmarajan et al., 2009).

La EA es una de las demencias mas comunes a nivel global, aproximadamente 47 millones de
personas fueron afectadas en el afio 2015; esperandose que dentro de 35 afos este nimero
aumente a 131,5 millones (Minini, et al., 2017). Dada la sintomatologia que presentan los
pacientes, esta patologia representa un problema importante para la salud publica ya que tiene
un impacto socioecondmico alto. En especial las familias de bajos recursos econdmicos en las
cuales existen personas afectadas por la enfermedad, no acceden a los cuidados paliativos que

permiten mejorar la calidad de vida de los pacientes (World Alzheimer Report, 2015).

Hasta el momento no se ha encontrado un tratamiento efectivo para esta enfermedad, aunque
se utilizan farmacos para su tratamiento, que suelen proporcionarle al paciente una mejora
temporal a los sintomas, sin revertir o detener el dano neural que esta enfermedad ocasiona

(Massoud & Léger, 2011).

La patologia en la EA esta caracterizada por un aumento en las placas amiloides extracelulares y

enredos u ovillos neurofibrilares intraneurales, llevando a la destruccion de neuronas en distintas



zonas del cerebro y causando una deficiencia de acetilcolina. Esto se relaciona con la evaluacion
clinica que describe una pérdida progresiva de memoria, cambios en la personalidad y trastornos

en el comportamiento (Ashrafian et al., 2020).

Se ha identificado a la enzima caspasa-3 como un blanco molecular potencial para el desarrollo

de farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. (Ptéciennik et al., 2015).

La caspasa-3 puede conducir a la escisidén de la proteina precursora amiloide, a la formacién de
placas seniles extracelulares y de ovillos neurofibrilares intraneuronales, y a la pérdida neuronal.
Ademas, contribuye a la disfuncién de la plasticidad sindptica y cognitiva, mas que nada en la

etapa inicial de la enfermedad (Dharmarajan et al., 2009).

Esta enzima participa en procesos apoptdticos en la etapa avanzada de la enfermedad y, ademas,
es muy importante en la patogénesis de la EA ya que esta involucrada en procesos no apoptéticos

en las etapas iniciales de la misma (Ptdciennik et al., 2015).

La inhibicidn de caspasas no es una tarea sencilla debido a la funciéon que cumplen estas enzimas
en el funcionamiento normal de la célula. La inhibicion reversible y selectiva de caspasa-3 con el
objetivo de modular su sobre activacién en condiciones patoldgicas surge como una alternativa

terapéutica novedosa e interesante (Mcllwain et al., 2013).

De este modo, una regulacion precisa de la actividad de la caspasa-3 en condiciones patoldgicas,
podria controlar la aparicidn de procesos aberrantes sin afectar las funciones normales de la
enzima. A la hora de disefiar inhibidores selectivos de la caspasa-3 es importante tener en cuenta
gue otras enzimas pueden presentar similitudes estructurales y de secuencia de aminoacidos que
dificulten el disefio de los mismos. En ese sentido la capasa-3 presenta un 56% de identidad de
secuencia y un 73% de similitud con la caspasa-7 (Walsh et al., 2008), siendo el grado de similitud
con otras caspasas considerablemente mas reducido. De esta manera se deberia considerar en
el disefo experimental si la inhibicion de la caspasa-3 es selectiva en relacién a la caspasa-7. Las
caspasas, como otras proteasas, presentan un sitio extenso de unién al sustrato con subsitios
definidos denominados S1-S5. Si bien los aminoacidos correspondientes a los subsitios S1 y S2
son iguales entre las caspasa-3 y caspasa-7, existen diferencias a nivel de los subsitios S3-S5 que
pueden ser explotadas en la busqueda de inhibidores selectivos (Figura 1) (Fang et al., 2006 &
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2009). De este modo se toma en cuenta para el disefio de los posibles inhibidores las diferencias

a nivel de los subsitios de ambas enzimas para mejorar la selectividad de los compuestos.

s1
ms2
S3
msa
ms5

Figura 1. Residuos que forman parte de subsitios S1-S5 en la hendidura de unién

del sustrato en las caspasa-3 (a) y caspasa-7 (b). Adaptado de referencia Cancela
et al, 2020.

3. Desarrollo de compuestos derivados de tiazol como inhibidores de la caspasa-3.

Nuestro grupo de investigacidn ha trabajado en el desarrollo de derivados de 4-fenil-1,3-tiazol,
(figura 2) como inhibidores de la caspasa-3. En observaciones preliminares, estos derivados
presentaron buena actividad inhibitoria frente a la caspasa-3, se unen al sitio activo de la enzima
realizando una accién reciproca con los residuos fundamentales para la estabilidad de la misma,

alternando la dindmica de varios loops sustanciales para la actividad catalitica.

Figura 2. Derivado del 4-fenil-1,3 tiazol sintetizado por nuestro grupo.



Por otro lado, actualmente, se esta desarrollando un proyecto de investigacion sobre la sintesis
y evaluacion bioldgica de derivados hibridos de nitronas y 1,3-tiazol como farmacos con actividad
neuroprotectora e inhibidora de la caspasa-3, figura 3. Para ello, estd previsto sintetizar diversos
compuestos disefiados derivados hibridos de nitrona y tiazol, y realizar estudios in vitro de

actividad bioldgica e in vivo en un modelo de la EA.

Dichos derivados fueron disefiados considerando que el agrupamiento nitrona tiene capacidad
neuroprotectora, y que algunos compuestos derivados sintetizados previamente han sido utiles
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, ademas de la prolongacién de la vida
debido a sus efectos neuroprotectores (Cancela et al., 2020). Estos derivados de nitronas fueron
capaces de reducir significativamente el porcentaje de caspasa-3 activa en las células. La
reduccion de caspasa-3 activa puede darse mediante la interaccién de las nitronas con la proteina
induciendo cambios conformacionales en la misma y alterando su reconocimiento por medio de

anticuerpos.

La sintesis de los compuestos objetivo se realiza en cuatro etapas, como se observa en la figura
4. La ruta sintética fue disefiada de manera que partiendo de bromoacetofenonas con distintos
grupos sustituyentes en la posicion 4 del anillo aromatico y tiooxamato de etilo, se pudieran
obtener los correspondientes derivados de 4-aril-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol. A nivel del anillo
aromatico de la bromoacetofenona de partida, se incluyen variaciones en los sustituyes en
posicidn 4, de manera de incluir agrupamientos con diferentes propiedades estéreo-electrénicas,
gue otorgan variabilidad a la serie disefiada. Atendiendo a la disponibilidad de reactivos, se

incluyeron: el grupo nitro, halégenos (cloro y fldor) y el agrupamiento metilo.

Es importante que en los primeros pasos de la sintesis los derivados sean obtenidos con muy
buenos rendimientos para poder obtener cantidades suficientes de los compuestos para realizar
los distintos ensayos bioldgicos, especialmente para realizar los ensayos in vivo, que
generalmente requieren de cantidades mayores a un gramo de compuesto sintetizado. En ese
sentido, la presente pasantia se enmarca en la optimizacion de la primera etapa de la sintesis de

los compuestos hibridos derivados de nitrona y 4-aril-1,3-tiazol.



Figura 3. Estructura quimica del compuesto hibrido combinando el agrupamiento
nitrona 1,3-tiazol

0 oK }
5 o- ’_2 )
it I—-NJl\r(OE: N=h, M= S
/@)\,Er ‘ i) /Ej)\/ Borohidrure de sodio S Az .y
G

EtOH/reflujo THF MeOH (10:1) Tolueno
: NHOH

J-nitrebenzaidehido
NaHCOIEWOH

MY

M . ;'
\T’F.
o

Figura 4. Ruta sintética para la obtencion de compuestos hibridos con potencial inhibitorio de la

caspasa-3.



4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Determinar las condiciones dptimas para la sintesis de precursores de derivados hibridos de
nitrona y 4-aril-1,3-tiazol como posibles fadrmacos para el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer.

4.2 Objetivos Especificos

1. Sintesis quimica de derivados de 4-aril-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol.
2. Sintesis quimica de derivados de 4-aril-2-hidroximetil-1,3-tiazol.
3. Andlisis del efecto de los sustituyentes del anillo aromdtico en posicién 4 en el

rendimiento de los derivados sintetizados.

5. Materiales y Métodos

5.1 Consideraciones generales de la sintesis organica.

Se utilizaron reactivos comerciales provenientes de Aldrich, Merck y Fluka con calidad P.A. Todos
los disolventes utilizados se destilaron previo a su uso o se adquirieron comercialmente con
calidad P.A. El avance de las reacciones y la pureza de los productos fue determinado por
cromatografia en capa fina (TLC). Para ello se utilizaron placas de silicagel (Merck) con indicador
fluorescente para observar la absorcién de la luz ultravioleta de los compuestos. Las placas de
TLC se revelaron por exposicion a luz ultravioleta a 254 nm o 365 nm o exposicidn a vapores de

yodo. Las cromatografias en columna (CC) fueron realizadas utilizando silicagel (Merck, 35-70

pum).
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4-(4'-nitrofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1a)

4-(4'-clorofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1b)
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4-(4'-metilfenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol (1d)
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4-(4'-nitrofenil)-2-hidroximetil-1,3-tiazol (2a)

Tabla 1. Estructura de compuestos precursores.

5. 2 Sintesis del derivado de 4-(4'-nitrofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol 1a (PF: 278 g/mol.):

Se partié de 0,25 g de 2-bromo-4'-nitroacetofenona como sdélido (1,02 x 103 moles, PF: 244,04

g/mol), y se lo hizo reaccionar con 0,143 g de tiooxamato de etilo (1,02 x 10-3moles, PF: 133,17

g/mol) en 25 mL de etanol. Se calenté a reflujo con agitacién durante 5 horas. El control de la

reaccion se realizd por TLC de silica gel como fase estacionaria y se utilizé como fase mévil una

mezcla de hexano:acetato de etilo con una proporcion 8:2. Posteriormente, se destild el
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disolvente a presion reducida y el crudo de reaccidn se purificd por cromatografia en columna
(hexano: acetato de etilo 8:2; fase estacionaria de silica gel. Se obtuvo un sélido de color amarillo

claro. Rf: (TLC)=0,68. (Anexo 1)

5.3 Sintesis de 4-(4'-clorofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol 1b (PF: 267.45 g/mol):

Se partié de 0,25 g de 2-bromo-4'-cloroacetofenona como sélido (1,07 x 10 moles, PF: 233,49
g/mol), y se lo hizo reaccionar con 0,143 g de tiooxamato de etilo (1,07 x 103 moles, PF: 133,17
g/mol) en 25 mL de etanol. Se calentd a reflujo con agitacion durante 7 horas y 30 minutos. El
control de la reaccidn se realizé por TLC de silica gel como fase estacionaria, empleando como
fase moévil una mezcla de hexano: acetato de etilo con una proporcién 9:1. Completada la
reaccion se destil6 el disolvente a vacio, se agregd agua y se extrajo con AcOEt (3 x 5 mL). Se logré
obtener el producto deseado para luego purificarlo mediante cromatografia en columna de fase
estacionaria de silica gel, empleando una fase mévil compuesta de hexano: acetato de etilo en

una proporcion 9:1. Se obtuvo un compuesto de color blanco. Rf: (TLC)=0,75. (Anexo 1)

5.4 Sintesis de 4-(4'-fluorofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol 1¢ (PF: 251 g/mol.):

Se partid de 0,25 g de 2-bromo-4'-fluoroacetofenona como sélido (1,15 x 103 moles, PF: 217,04
g/mol), y se lo hizo reaccionar con 0,153 g de tiooxamato de etilo (1,15 x 103 moles; PF: 133,17
g/mol) en 25 mL de etanol. Se calenté a reflujo con agitacidén durante 5 horas. El control de la
reaccion se realizo por TLC de silica gel como fase estacionaria, empleando como fase madvil una
mezcla de hexano: acetato de etilo con una proporcién 9:1. Completada la reaccidn se destild el
disolvente a vacio, se agregd agua y se extrajo con AcOEt (3 x 5 mL). Se logrd obtener el producto
deseado para luego purificarlo mediante cromatografia en columna de fase estacionaria silica
gel, empleando una fase moévil compuesta de hexano: acetato de etilo en una proporcién 9:1.
Una vez evaporado a vacio, se obtuvo un compuesto de color blanco cristalino. Rf: (TLC)= 0,54.

(Anexo 1)
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5.5 Sintesis de 4-(4'-metilfenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol 1d (PF: 246 g/ mol):

Se partié de 0,25 g de 2-bromo-4'-metilacetofenona como sélido (1,17 x 102 moles; PF: 213,07
g/mol), y se lo hizo reaccionar con 0,155 g de tiooxamato de etilo (1,17 x 10 moles, PF: 133,17
g/mol) en 25 mL de etanol. Se calenté a reflujo con agitacidn durante 4 horas. El control de la
reaccion se realizé por TLC de silica gel como fase estacionaria, empleando como fase mévil una
mezcla de hexano: acetato de etilo con una proporcién 9:1. Completada la reaccidn se filtré y se

obtuvo un producto de color amarillo claro. Rf: (TLC)=0,75. (Anexo 1)

5.6 Sintesis de 4-(4'-nitrofenil)-2-hidroximetil-1,3-tiazol 2a (PF: 234 g/mol):

Se colocaron a reaccionar 0,1 g del compuesto 1a (4,03 x 103moles) con un reductor suave
(NaBHa4) disuelto en 4,65 mL de THF (Tetrahidrofurano) y 0,77 mL de metanol proporcién 8,6:1,4.
Se calento a reflujo con agitacion durante 6 horas. El control de la reaccién se realiz6 mediante
TLC de silica gel como fase estacionaria, empleando como fase mdvil una mezcla de hexano:
acetato de etilo con una proporcion 8:2. Completada la reaccidn se filtré y se destilé el disolvente

a presion reducida. Se obtuvo un sélido de color amarillo palido. Rf: (TLC)=0,42. (Anexo 1)

5.7 Determinacion de las estructuras de los derivados sintetizados:

En todos los casos, los derivados 1a-1d y 2a obtenidos fueron comparados mediante TLC con
patrones de compuestos previamente obtenidos por nuestro grupo de investigacidn, los que a
su vez fueron elucidados mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

(Cancela, 2020).

6. Resultados

En el presente trabajo se sintetizaron derivados precursores de la sintesis de hibridos de 4-aril-
1,3- tiazol y fenilnitronas; empleando técnicas de sintesis organica convencional. La secuencia

escogida para la sintesis consta de 4 pasos de reaccion descrito en la figura 4.
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6.1 Ruta de la sintesis de compuestos hibridos con potencial inhibitorio de la caspasa-3.

Para obtener los derivados de nitrona y 1,3-tiazol, se inicia la secuencia sintética a partir de la
mezcla 2-bromoacetofenona con diferentes sustituyentes en la posicién 4 del anillo aromatico
(grupo nitro, cloro, bromo y metilo) y tiooxamato de etilo, dando lugar a la ciclacién del anillo de
tiazol para obtener los derivados de 4-aril-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol mediante la reaccion de
Hantzsch, esta etapa se realiza a reflujo con etanol como disolvente (Hantzsch & Weber 1887).
Luego en la segunda etapa, se realiza la reduccién del grupo éster ubicado en la posicién 2 del
anillo de tiazol utilizando NaBH4 en THF:MeOH para obtener un grupo -CH;OH en la misma
posicidn. En la tercer y cuarta etapa se realiza la oxidacién del grupo alcohol a un grupo aldehido
y posteriormente se pone a reaccionar con fenilhidroxilamina para lograr sintetizar los derivados
de a-(4-aril-1,3-tiazol-2-il)-N-fenilnitrona. En este trabajo se desarrolla la sintesis de precursores
para estos derivados, descrita en la figura 5 en donde se realizan las etapas uno y dos (para uno

de los derivados) de la secuencia completa.

6.2 Sintesis de derivados de 4-aril-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol

Partiendo de derivados de 2-bromoacetofenona adecuadamente sustituidos en posicion 4 del
anillo aromatico (por los grupos nitro, cloro, bromo y metilo), y tiooxamato de etilo a reflujo en
etanol, se realizé la sintesis del anillo tiazdlico (figura 6).

Se planted obtener derivados con sustituyentes con diferentes propiedades estero-electronicas
gue incluyeran grupos electron dadores y electrén atrayente para agregar variabilidad a la familia

de compuestos a sintetizar.
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Figura 5. Ruta de sintesis para la obtencidn del tiazol y reduccidon de éster a alcohol.

5
Br EtOH N\\)QO
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+ HzNJ\rr " calor R%S

R O

R=NO2, Cl, F, CH3

Figura 6. Ruta sintética de los compuestos 4-aril-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol.
La reaccion de sintesis de todos los compuestos ocurre a través de la sintesis de Hantzsch que
posibilita la formacién del anillo tiazdlico. Ocurre un ataque nucleofilico por parte del azufre que

se encuentra en el tiooxamato de etilo (como sulfuro) al carbono alfa del derivado de la
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bromoacetofenona, luego se da el ataque del nitrégeno de la imina del compuesto intermedio al

carbonilo adyacente del anillo aromatico, y formandose el anillo tiazdlico (figura 7).

S @ . R R g
R 2

0 0
s} s} 3 (gH
{“OBI'
R H
R R o en?
Q N QN { [ oH
9 ) v T Et>\“‘< OH O e g
HJ e’ g 2 ST {_aHB
Et H ©gr

Figura 7. Mecanismo propuesto de sintesis del anillo de tiazol.

Para realizar la sintesis del derivado 1a se partié de 2-bromo-4'-nitro-acetofenona y tiooxamato
de etilo, los cuales, a reflujo, condujeron a la formacion del anillo tiazélico correspondiente, como

se indica en la figura 8.

0 5

»

B EtOH \ 7}0
O 4‘- —
+ HzNJH( ~ Gl OQN%S

O,N 0

Figura 8. Sintesis del compuesto 1a

En un primer paso, la reaccidon se realizé en 5 horas y posterior a su purificacion se obtuvo un
derivado con un rendimiento de 89 %. Como forma de optimizar este primer paso en la ruta
sintética, se planted realizar un escalado de la reaccién, aumentando la masa de reactivos

progresivamente, como se observa en la tabla 2.
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En ese sentido se realizaron las siguientes reacciones:

N°de Tiempo (h, m) | Masa de 2-bromo- | Rendimiento % Masa obtenida del
reaccion 4'- producto 4-(4-nitrofenil)-2-
nitroacetofenona etoxicarbonil-1,3-tiazol
(g) (1a). (8)

I 5h 0,050 89 0,052

Il 5h 0,200 50 0,119

i 5h50m 0,200 59 0,141

v 5h 0,250 69 0,195

v 6h30m 0,250 56 0,158

VI 7h 0,250 77 0,217

Vi 8h 0,250 89 0,251

Tabla N° 2. Escalado de sintesis de derivados de 4-(4’-nitrofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol.

(h)horas, (m)minutos.

En la reaccidn |, fue posible obtener el derivado de interés con un rendimiento de 89%, siendo el
mas alto de toda la serie (junto a la reaccién VII). Durante el transcurso de la misma, se observo
por TLC la aparicidn de un producto secundario, y que los reactivos de partida no se consumieron
totalmente. Por lo tanto, se procedié a realizar una purificacion mediante cromatografia en
columna. En la reaccion I, se cuadruplicé la masa de los reactivos y se realizé en el mismo tiempo
que la reaccion I. Se obtuvo un rendimiento visiblemente menor, 50%, y también fue necesario
realizar una purificacién en columna. En la reaccidn lll, se cuadruplicé la masa de los reactivos y
se aumento el tiempo de reaccion, lo que generd un leve aumento del rendimiento de la reaccion,
siendo el mismo un 59% (tabla 2).

En las siguientes reacciones (IV a VII) se quintuplicd la masa de los reactivos y se observé que la
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a medida que aumentaba el tiempo de reaccién, los rendimientos aumentaban, excepto en la
reaccion V que no sucedié de tal forma. En todos los casos fue necesario realizar un paso de
purificacién mediante cromatografia en columna. Cuando la reaccién transcurrié en un tiempo
de 8 horas, fue posible obtener el derivado de interés con un muy buen rendimiento (89%,

reaccion VII).

Considerando estos resultados, se realizd la sintesis de los derivados 1b-1d en condiciones

similares a las de las reacciones IV-VII de sintesis del derivado 1a.

Para la sintesis del derivado 1b, 4-(4'-clorofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol se puso a reaccionar 2-
bromo-4'-cloroacetofenona y tiooxamato de etilo en etanol, a reflujo para formar el anillo
tiazdlico correspondiente (figura 9). El mismo se formdé mediante el mecanismo de sintesis de

Hantzsch al igual que el compuesto 1a.

o 5

.
Br EtCOH N\])io
O —_— =
+ HzNJHr ~ calor CI%S

Cl o

Figura 9. Sintesis del compuesto 1b

La reaccidn se realizé durante 7 horas y 30 minutos y se detuvo cuando no se observé avance
mediante su monitoreo por TLC. Se obtuvo el compuesto de interés mediante purificacién por
cromatografia en columna con un rendimiento de 43% y se obtuvo una masa practica de 0,122

gramos.
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Para realizar la sintesis del derivado 1c, 4-(4'-fluorofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol, se partié de
2-bromo-4'-fluoroacetofenona y tiooxamato de etilo, los cuales, a reflujo, condujeron a la

formacién del anillo tiazélico por el mecanismo anteriormente descripto (figura 10)

0 5 Q
Br EtOH Nj)io
O —h- —
/@)k + HzNJHf ~ Tl F%S
F 0

Figura 10. Sintesis del compuesto 1c

La reaccidn se realizé durante 5 horas y se detuvo cuando no se observé avance mediante su
monitoreo por TLC. Se obtuvo el derivado deseado mediante una purificacion por cromatografia

en columna con un rendimiento de 50% y se obtuvo una masa practica de 0,144 gramos.

Para realizar la sintesis del derivado 1d, 4-(4'-metilfenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol, se partié de
2-bromo-4'-metilacetofenona y tiooxamato de etilo. La reaccion se sometio a reflujo durante 4
horas y condujo a la formacion del anillo tiazdlico correspondiente, al igual que los otros
compuestos mencionados anteriormente (figura 11). El rendimiento de esta reaccion fue de 40

% y una masa practica de 0,114 gramos.

0 5

J
Br EtCH N\W)QO
0 — T =
/@)k/ + HQNJH( ~ calor HBC%S
HsC 0

Figura 11. Sintesis del compuesto 1d
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A continuacion, se muestra un resumen de las condiciones de obtencion de los derivados con

distintos grupos sustituyentes en el anillo de benceno (tabla 3):

Compuesto | Tiempo Masa de 2- Rendimiento Masa obtenida
(h) bromo-4'-aril de los productos

acetofenona (g)

1la 8h 0,250 89% 0,251
1b 7h30m | 0,250 43% 0,122
1c 4 h 0,250 50% 0,144
1d 4 h 0,250 40% 0,114

Tabla 3. Condiciones de obtencién de derivados tiazélicos con distintos grupos sustituyentes

(h)horas, (m)minutos.

Para realizar la sintesis del derivado 2a, 4-(4'-nitrofenil)-2-hidroximetil-1,3-tiazol, se partié de 100
mg de masa del producto 1ay se puso a reaccionar con borohidruro de sodio (NaBHa) los cuales,
a reflujo, condujeron a la reduccién del grupo éster al alcohol correspondiente (figura 12). El

producto de interés se obtuvo con un rendimiento del 65% y una masa practica de 0,61 gramos.

o

OEt

j" OH
N= THF mECH  8,6:14
-

NaBH

- {©)i\v )

M- calor
N 2

Y
i

Figura 12. Reaccidn de obtencion del compuesto 2a.
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7. Discusion:

El compuesto 1a se obtuvo con un muy buen rendimiento y esto puede deberse a la presencia
del agrupamiento nitro en la posicion para del anillo aromatico del derivado de la
bromoacetofenona. El efecto electrénico del grupo nitro es electrén atrayente por efecto
inductivo (-1) y electréon atrayente por efecto mesomérico (-M), por lo que podria contribuir a
aumentar la electrofilia del carbonilo del derivado de la bromoacetofenona, y de esa manera
contribuir a mejorar el rendimiento de la reaccién ante el ataque nucleofilico del tiooxamato de
etilo (figura 7).

Por otro lado, el rendimiento de obtencion de los derivados 1b y 1c donde ambos son
sustituyentes haldgenos (cloro y fllor) es bueno, aunque menor al del derivado 1a. El producto
1b tiene al cloro como sustituyente, siendo electréon atrayente por efecto inductivo (-1) y electrén
dador por efecto mesomérico (+M). El compuesto 1c con sustituyente fllor posee las mismas
caracteristicas electronicas que las del cloro, siendo mds electronegativo que este. De esta
manera, los sustituyentes cloro y flior pueden contribuir a aumentar la electrofilia del carbonilo
del derivado de la bromoacetofenona en menor medida que el sustituyente nitro del derivado

1a, por lo que el rendimiento de reaccién seria menor.

El compuesto 1d con el sustituyente metilo posee caracteristicas de electréon dador por efecto
inductivo (+1) y no posee efecto mesomérico, por lo que no estaria contribuyendo a mejorar la
electrofilia del carbonilo del derivado de la bromoacetofenona y puede explicar el rendimiento

obtenido, el mas bajo de toda la serie de compuestos sintetizados.

Es importante destacar que en la etapa de sintesis del derivado 1a se observd que a medida que
se aumenta la masa de reactivos se debe aumentar el tiempo la reaccién para lograr un mayor
rendimiento. En el caso de los derivados con sustituyentes halégenos y metilo en el anillo
aromatico, los rendimientos son menores con respecto al de la obtencién del derivado 1a. Este

hecho podria deberse como se explicé anteriormente al efecto electrénico diferencial del grupo
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nitro presente en el derivado 1a con respecto a los derivados halogenados 1b y 1c y al derivado
alquilico 1d.

El derivado 2a fue obtenido con un buen rendimiento por lo que la metodologia utilizada para la
sintesis de este precursor seria adecuada para continuar con los siguientes pasos de la ruta

sintética planteada para la obtencidon de los derivados hibridos de nitrona y tiazol.

8. Conclusiones:

Fue posible obtener 4-(4'-nitrofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol con muy buenos rendimientos. Se
determind que el aumento del tiempo de reaccidn favorece el rendimiento cuando se realiza el
escalado de la reaccion.

Fue posible obtener 4-(4'-clorofenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol, 4-(4'-fluorofenil)-2-etoxicarbonil-
1,3-tiazol y 4-(4'-metilfenil)-2-etoxicarbonil-1,3-tiazol con rendimientos de buenos a moderados.
Fue posible obtener el derivado de 4-(4'-nitrofenil)-2-hidroximetil-1,3-tiazol con muy buen
rendimiento.

El efecto electrénico de los sustituyentes del anillo aromatico del derivado de la
bromoacetofenona de partida podria explicar la diferencia de rendimientos observados en la

obtencion de los derivados 1a-1d.

9. Perspectivas:

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se continuard la ruta de sintesis
planteada para lograr obtener los derivados hibridos de nitrona y tiazol deseado, estos derivados
seran evaluados biolégicamente para determinar su inhibicién de caspasa 3 y determinar su

potencial avance hacia fases posteriores de su desarrollo como farmaco.
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11. Anexo

e Cromatografia en capa fina correspondiente al derivado sintetizado 1a (carril izquierdo) y
el correspondiente derivado 1a cuya estructura fue confirmada por RMN (carril derecho).

Rf: (TLC)= 0,68. (Cancela, 2020)

e Cromatografia en capa fina correspondiente al derivado sintetizado 1b (carril izquierdo)
y el correspondiente derivado 1b cuya estructura fue confirmada por RMN (carril

derecho). Rf: (TLC)= 0,75 (Cancela, 2020)
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Cromatografia en capa fina correspondiente al derivado sintetizado 1c (carril izquierdo)
y el correspondiente derivado 1c cuya estructura fue confirmada por RMN (carril
derecho). Rf: (TLC)= 0,54. (Cancela, 2020)

Cromatografia en capa fina correspondiente al derivado sintetizado 1d (carril izquierdo)
y el correspondiente derivado 1d cuya estructura fue confirmada por RMN (carril

derecho). Rf: (TLC)= 0,75 (Cancela, 2020)

Cromatografia en capa fina correspondiente al derivado sintetizado 2a (carril izquierdo)
y el correspondiente derivado 2a cuya estructura fue confirmada por RMN (carril
derecho). Rf: (TLC)= 0,42 (Cancela, 2020)
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