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Area de estudio: Farmacia

Propdsito y método de estudio: La sintesis organica es un proceso esencial en el
descubrimiento de nuevos farmacos que puedan ser empleados como terapias de
distintas enfermedades, por tal motivo el presente estudio presenta la sintesis y la
caracterizacion de nuevas 1,3-oxazolinas y oxazoles y su evaluaciéon antituberculosa y
citotdxica in vitro bajo la técnica de Alamar Azul y WST-1 (sales solubles de tetrazolio)
respectivamente.

Contribuciones y conclusiones: Se llevd acabo la sintesis de 4 oxazoles, 4
oxazolinas, 4 acrilamidas, 4 acrilatos y 3 anhidridos de DCC (N,N~-
diciclohexilcarbodiimida) a partir del aminoacido L-serina y analogos de &cidos
cindmicos p-sustituidos, formados mediante la reaccién Horner Wadsworth Emmons
en un sistema de sonicacién, hidrélisis basica en rendimientos moderados a buenos,
siendo esta una alternativa a su sintesis convencional.

Estos compuestos fueron evaluados ante la cepa de M. tuberculosis H37Rv y G122,
donde las oxazolinas y oxazoles presentaron una alta actividad antifimica con CMI de
0.7812-25 pg/ml, ademas de que estas ultimas presentaron buena viabilidad celular
(>96%) ante la linea celular de crecimiento normal VERO.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis

1.1.1 Problematica actual

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis, la cual se presenta de forma pulmonar en la mayoria
de los casos. Esta es propagada cuando las personas enfermas con TB pulmonar
expelen bacterias en el aire al toser'. La mayoria de las personas expuestas a M.
tuberculosis montan una vigorosa respuesta inmune mediada por células que
arrestan el proceso de infeccion, limitdndolo al sitio inicial de invasion (Complejo
de Ghon). Sin embargo, la eliminacion completa del patégeno es lenta y dificil de

alcanzar?.

Se estima que cerca del 23% de la poblacién mundial presenta de forma latente

la TB, teniendo el riesgo de desarrollar la enfermedad activa durante su vida.

Sin embargo, la probabilidad de desarrollar la enfermedad de TB es mas alta en
personas infectadas con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) debido
a que se encuentran inmunosuprimidos y la TB participa como una infeccion
oportunista. En 2017 hubo un estimado de 10 millones de nuevos casos de TB a
nivel mundial, de los cuales 5.8 millones fueron hombres, 3.2 millones mujeres y

1 milldn nifos, siendo de estos el 90% adultos mayores de 15 afos y 9%



personas con VIH. En este mismo aro se reportaron 1.3 millones de muertes VIH
negativo y 300,000 muertes VIH positivo, manteniéndose dentro de las 10

principales causas de mortalidad a nivel mundial.

1.1.2 Tratamiento

El tratamiento de la TB inicial o nunca tratada es de aproximadamente 6 meses
de duracion: 2 meses con rifampicina, isoniacida, pirazinamida y etambutol
(primera linea de medicamentos o Grupo 1), seguidos de 4 meses con rifampicina
e isoniacida que se pueden alargar de 7 a 10 meses. Este régimen terapéutico
reune las condiciones para curar el 95% de los pacientes y ocasionar menos del
5% de intolerancias graves que obliguen a su modificacion'-2. La segunda linea
de medicamentos ante la TB la conforman los agentes inyectables del Grupo 2,
fluoroquinolonas del Grupo 3, agentes bacteriostaticos del Grupo 4 y el Grupo 5
(Tabla 1). Este ultimo grupo de medicamentos rara vez es usado en el esquema
de tratamiento pues usualmente se usa una combinacién entre los farmacos de

los Grupos 1, 2y 34

Tabla 1. Farmacos empleados para el tratamiento de TB.

Grupos Medicamentos

Grupo 1 — Agentes orales de primera linea Isoniacida, rifampicina, etambutol, pirazinamida
Grupo 2 — Agentes inyectables Amikacina, kanamicina, capreomicina

Grupo 3 — Fluoroquinolonas Ofloxacina, moxifloxacina, levofloxacina

Grupo 4 — Agentes orales bacteriostaticos Etionamida, protionamida, cicloserina

Grupo 5 — Agentes con eficacia poco clara Clofazimina, linezolida, claritromicina, imipenem




Por ser un régimen de tratamiento prolongado, los efectos adversos mas
frecuentes son la intolerancia digestiva y toxicidad hepatica y cutanea, causado
principalmente por isoniacida, rifampicina y pirazinamida. La toxicidad leve se
presenta con el aumento de las transaminasas y la fosfatasa alcalina, mismos
qgue suelen normalizarse sin modificar el tratamiento. Sin embargo, en la toxicidad
grave debe retirarse toda la medicacion durante una semana o sustituirlo con

farmacos no hepatotoxicos®.

Los pacientes que deben recibir tratamiento antirretroviral y antituberculoso de
forma concomitante suponen una situacién especial por las interacciones de la
rifampicina y los farmacos antirretrovirales. La rifampicina es un potente inductor
del citocromo P450 y acelera el metabolismo de muchos de los farmacos
antirretrovirales, disminuyendo significativamente los valores plasmaticos de los
mismos. Por este motivo, la rifampicina no puede coadministrarse con los

inhibidores de la proteasa (excepto ritonavir)3.

1.1.3 Multifarmacorresistencia

A pesar del progreso hacia nuevos farmacos, vacunas y diagndsticos, la
investigacion y desarrollo continda siendo insuficiente. La limitada eficacia y
tratamientos prolongados han provocado una pobre obediencia del paciente
causando TB multifarmacoresistente (MDR-TB por sus siglas en inglés) y de
farmaco resistencia extensiva (XDR-TB por sus siglas en inglés). La MDR-TB

define a la TB resistente por lo menos a dos de los medicamentos mas potentes



para tratar esta enfermedad: isoniacida y rifampicina. La XDR-TB la causan
cepas de la MDR-TB que también son resistentes a los medicamentos de
segunda linea, incluido por lo menos uno de la clase de las fluoroquinolonas y
por lo menos uno de los tres medicamentos de segunda linea inyectables. La
expresion TB totalmente resistente a los medicamentos se utiliza desde finales
de 2010, cuando un grupo de pacientes en India desarrollaron resistencia a todos
los medicamentos que se les administraron, sin embargo, esta no es una
terminologia aceptada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y estos
casos se definen oficialmente como XDR-TB. Todas las formas de resistencia a
mas de uno de los medicamentos de primera linea y que no son ni MDR-TB ni
XDR-TB, se definen como casos de TB polirresistente a los medicamentos (PDR-
TB por sus siglas en inglés). En 2017 558,000 personas desarrollaron TB
resistente a rifampicina (RR-TB), siendo 82% de los casos MDR-TB y de estos

altimos un 8.5% fueron XDR-TB'4.

En casos con TB multirresistente no existe ningin esquema recomendado y
demostrado efectivo, por lo que en la medida de lo posible el tratamiento
farmacol6gico debe ser individualizado, guiado por antibiograma y teniendo en

cuenta el historial farmacolégico del paciente®.

Como se ha visto hasta el momento, debido a la alta variabilidad genética
(resistencia) de Mycobacterium tuberculosis y a su capacidad de aparecer como
agente infeccioso oportunista, los tratamientos actuales no son del todo
convenientes principalmente ante las cepas catalogadas como MDR y XDR, ya

que de un inicio los tratamientos son mutltifarmacos, periodos prolongados y



ademas estos medicamentos presentan un numero considerable de efectos
adversos importantes como es la citotoxicidad (isoniacida) e incluyen también las

interacciones medicamentosas que estos presentan.

Dados los nuevos casos emergentes de TB, el incremento de cepas MDR y XDR,
el uso de medicamentos anti-TB con alto perfil riesgo/beneficio y la alta incidencia
de TB asociada con infecciones de VIH, es de vital importancia aportar nuevos
farmacos con potencial anti TB. Por ello, a nivel mundial, en los dltimos anos,
multiples grupos de investigacion se han dado a la tarea de buscar nuevas
estructuras quimicas que presenten una alta actividad antituberculosa, pero
sobre todo que estas no generen efectos adversos de consideracion los cuales
se presentan con el uso de farmacos actualmente en el mercado. Las moléculas
tipo acrilamidas y heterociclos como las oxazolinas y los oxazoles han
demostrado exhibir una excelente actividad antimicobacteriana, pero sobre todo

una muy marcada citotoxicidad®>~’.

Por tal motivo, el presente estudio presenta la sintesis y la caracterizacion de
nuevas 1,3-oxazolinas y oxazoles y su evaluacidén antituberculosa y citotdxica in

vitro bajo la técnica de Alamar Azul y WST-1 respectivamente.



CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

2.1 Oxazolinas y oxazoles

Las oxazolinas y oxazoles (Figura 1) son compuestos heterociclicos de cinco
miembros que contienen oxigeno y nitrdgeno presentando una y dos
insaturaciones respectivamente. Para las oxazolinas el doble enlace puede estar
localizado en una de las tres posiciones del heterociclo, dando la posibilidad de
tres diferentes anillos en base a su acomodo, existiendo como 2-oxazolinas, 3-
oxazolinas y 4-oxazolinas. El hidrégeno localizado en el carbono de un grupo
alquilo en la posiciéon 2 es activo, mientras que el nitrdgeno de la oxazolina es
basico y forma sales con acidos y compuestos cuaternarios con haluros de
alquilo. Ademas, el anillo 2-oxazolina tiene dos sitios en la posiciéon 4 y dos en la

posicion 5 donde grupos reactivos pueden ser localizados.
4
3
N N
Ly Ly
270 20
1

Figura 1. Oxazolina y oxazol.

Los oxazoles presentan una estructura similar a las oxazolinas con la excepcién
de estar doblemente insaturadas en el anillo de cinco miembros como se
mencion6 anteriormente. Estos eran considerados raros en la naturaleza hasta
que a partir de 1980 han sido encontrados en diversas plantas siendo metabolitos

primarios y secundarios, como en Lolium multiflorum, una graminea donde de las

6



raices se extrajo el oxazol Annulolina, o como Bengazol A, extraido de esponjas
marinas del género Jaspis (Figura 2), presentando este ultimo actividades
antifungicas, razén por la cual estas estructuras han llamado la atencion de

diversos equipos de investigacion para lograr su sintesis’®.
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Figura 2. Annulonina y Bengazol A, oxazoles provenientes de plantas.

2.2 Oxazolinas

En los ultimos afos se han reportado multiples metodologias para la obtencién
de oxazolinas, destacando el uso de materias primas como los 4&cidos
carboxilicos, aldehidos, nitrilos y ésteres en reaccién con aminoalcoholes, en
presencia de reactivos como cloruro de tionilo (SOCI2), tetracloruro de carbono y
trifenilfosfina (CCls/PPhs), bromato de sodio y bisulfito sédico (NaBrO3z/NaHSO3),

acetato de zinc (Zn(OAc)2)8.

Las 2-oxazolinas presentan muchas aplicaciones, desde quimicas hasta
terapéuticas, por ejemplo, son utilizadas como auxiliares quirales en sintesis
asimétrica, como ligandos para atrapamiento de metales, como grupos
protectores para &cidos carboxilicos y aminoalcoholes, mientras que en los
efectos terapéuticos se reporta su aplicacibn como agentes antifungicos,

antivirales, antidiabéticos y antimicrobianos (Figura 3)'9-'3,
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Figura 3. Metodologias para la sintesis de oxazolinas.

Uno de los grupos de investigacibn mas importantes en esta area es el de
Moraski y colaboradores (2010) quienes reportaron la relacién estructura
actividad (SAR) de bencil ésteres de oxazolinas y oxazoles derivadas del
compuesto ND-005859 (Figura 4), el cual es una porcion importante de la
estructura de derivados de las micobactinas, demostrando que la actividad
antituberculosa estd influenciada por los distintos sustituyentes que se
encuentren en su anillo fenilico, destacando la presencia de grupos
electroatractores (F, Cl, NO2) en posiciones 3 y 4 confiriendoles una mayor
actividad anti TB (Tabla 2). Los autores destacan que este tipo de moléculas

presenta una baja citotoxicidad ante células VEROS.

Figura 4. Compuesto ND-005859.



Tabla 2. Actividad antituberculosa de compuestos derivados de ND-005859.

Compuesto R4 R2 GAS (pM) GAST (pM)
A 4-OCHs H 26.1 2.29
B 4-OCHs 3-Cl 60.7 7.58
C 4-OCHs 3-F 50.5 3.91
D 4-F 3-NOz2 6.24 0.95
E 4-F 2-NO2 30.7 40.4

GAS: Sales de Glicerol Alanina; GAST: Sales de Glicerol Alanina con Tween 80

Por otro lado, De Souza y colaboradores (2014) evaluaron la actividad anti-TB de
moléculas con nucleo de 2-oxazolinas (Figura 5) obtenidas a partir de L-
aminoacidos (fenilalanina, etanolamina y valina). Los autores concluyen que la
cadena aromatica lateral hidrofébica en el C4 del nucleo de oxazolina es critica
para la actividad bioldégica. De igual manera la presencia de un grupo
electroatractor (NO2) en el anillo fenilico en el C2 lleva a la pérdida de actividad,
mientras que en la posicién para se potencia la actividad antituberculosa (Tabla
3). Cabe senalar que se destaca que estos compuestos presentan una muy baja

citotoxicidad ante células de crecimiento normal4.
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Figura 5. Molécula empleada por De Souza y colaboradores.

Tabla 3. Actividad antituberculosa de oxazolinas derivadas de L-fenilalanina.

 Compuesto R CMI (pg/mL) |
F p-Cl 50
G p-OCHs 25
H p-NO2 >100




Por su parte Avalos-Alanis y colaboradores (2017) evaluaron derivados de
moléculas con nucleo 2-oxazolinas (Figura 6) donde destacan aquellas con los
sustituyentes p-F, p-Cl y p-OCHs en el anillo fenilico por su actividad
antituberculosa ante la cepa sensible H37Rv (Tabla 4)'°.

O
e
N

~X

R

Figura 6. Oxazolinas a,3-insaturadas.

Tabla 4. Actividad antituberculosa de oxazolinas a,B-insaturadas.

CMI (pg/ml) CMI (pg/ml)

Compuesto R H37Rv Cepa resistente
I p-F 14.2 56.9
J p-OCHs 13.6 6.8
K p-Cl 26.9 26.9

Podemos observar en la comparativa de moléculas de De Souza y de Avalos-
Alanis que la molécula base de ambos es muy similar con excepcién de la doble
ligadura agregada entre los anillos, la cual aporta distancia entre el fenilo y la
oxazolina, planaridad a la molécula y una configuracién definida (trans). La
presencia de esta insaturacion nos hace suponer que le otorga una mayor
actividad antituberculosa, observada en la CMI donde comparten el sustituyente

p-OCHs y p-ClI.

Al respecto, Prithwiraj y colaboradores (2011) demostraron la importancia de
tener un doble enlace en configuracion trans al realizar la sintesis de derivados

de acidos cinamicos para sustituidos empleados como agentes antituberculosos
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(Figura 7). Los autores resaltan la disminucion significativa de la concentracién
minima inhibitoria de los derivados al sustituir el doble enlace por un ciclopropilo
pues sugieren que este en posicion trans podria actuar como un aceptor de
Michael e inhibir enzimas presentes en M. tuberculosis mediante la adicion a
residuos de cisteina. Para comprobarlo, emplean grupos electroatractores (4-
OCF3) donde esperarian tener CMI menores que con sustituyentes alquilicos
(OCHg). Sin embargo, se observa una disminucién en la actividad empleando los
sustituyentes electroatractores, refutando que su mecanismo sea mediante
adicion de Michael pero resaltando la importancia de la presencia del doble

enlace a comparacion del ciclopropilo (Tabla 5)®.

R/O !\]/ R/O [\]/
> N N
\ \
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Figura 7. Derivados de acidos cinamicos como agentes antituberculosos.

Tabla 5. Actividad antituberculosa de derivados de acidos cinamicos.

CMI (uM) H37Rv |

Compuesto g Insaturado Ciclopropilo
L CHs 53 395
M CFs 702 170
N CHsCH:2 39 378
(o) CF3CH:2 170 1302
P Isopentenilo 1.4 21
2.3 Oxazoles

Los oxazoles son moléculas heterociclicas aromaticas con una estructura

quimica muy fascinante, este tipo de compuestos inicialmente fueron

11



encontrados y reportados en algunos organismos marinos y terrestres®,
mostrandose que estos compuestos eran de alto interés biologico, debido a su
namero amplio de actividades reportadas ya sea como unidad fundamental o
como parte de macromoléculas, por ello varios autores han propuesto diversas
metodologias para lograr su sintesis, como por ejemplo tenemos el trabajo de
Senadi y colaboradores (2012) quienes propusieron la sintesis selectiva de
oxazolinas y oxazoles a partir de la ciclacion de una amida acetilénica en
presencia de diferentes solventes organicos como 1,2-dicloroetano (DCE) y
diclorometano (CH2Cl2) y catalizadores como yoduro de zinc (Znl2) y cloruro de
hierro Il (FeCls), respectivamente, obteniendo buen rendimiento para ambas

moléculas (Figura 8)'7

Y _Znlp j\ J|<R‘ _ FeCly \r
R, CH,CI, H R, 1 2-DCE

Figura 8. Sintesis selectiva de oxazolinas y oxazoles mediada por
catalizadores.

Por su parte, Phillips y colaboradores en el afio 2000 describieron la sintesis de
oxazolinas y oxazoles a partir de B-hidroxiamidas, realizando primero una
ciclodeshidratacion con agentes fluorados como trifloruro de dietilaminosulfuro
(DAST) vy trifloruro de bis(2-metoxietil)aminosulfuro (Deoxo-Fluor®) para formar
el heterociclo y posteriormente llevando a cabo una oxidacién (Figura 9). Los
autores destacan los buenos rendimientos obtenidos, los tiempos cortos para la

formacioén de las oxazolinas asi como la posibilidad de llevar a cabo en un solo
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paso la reaccidén al formar el producto oxidado en lugar de realizarlo en dos

etapas’®.
R. _OH DAST 6 R
i I Deoxo-Fluor O/gf
B
CO5R'
R" N CO,R' = 2
H 2 Ru)\N

Deoxo-Fluor
BrCCls, & Aﬁb
R
(0]
);\ngOZR'
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Figura 9. Sintesis de oxazolinas y oxazoles a partir de B-hidroxiamidas.

R"

Moraski y colaboradores (2010) empleando bromotriclorometano (BrCCls) y 1,8-
diazabiciclo(5.4.0)undec-7-eno (DBU) sintetizan oxazoles a partir de oxazolinas
(Figura 10), realizando una comparativa de la concentracion minima inhibitoria
antituberculosa de ambos heterociclos, destacando que los analogos oxidados

muestran una mayor actividad (Tabla 6)°.

Figura 10. Sintesis de oxazoles a partir de oxazolinas.

Tabla 6. Comparativa de oxazolinas y oxazoles respecto a su CMI.

Compuesto R4 R2 GAS (M) GAST (uM)
Oxazolinas 4-OMe H 26.1 2.29
4-OMe 3-Cl 60.7 7.58
Oxazoles 4-OMe 3-Cl 3.87 2.35
4-OMe H 3.49 1.72

GAS: Sales de Glicerol Alanina; GAST: Sales de Glicerol Alanina con Tween 80
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Li y colaboradores (2015), sintetizaron analogos de oxazoles (Figura 11) y los
evaluaron ante cepas de M. tuberculosis H37Rv, MDR-TB y XDR-TB,
encontrando que estos compuestos son altamente eficaces al tener
concentraciones minimas inhibitorias comparadas con etambutol y
estreptomicina, y mejores que rifampicina en las cepas multifarmaco resistentes.
También se resalta la importancia de que los heterodtomos del oxazol se
encuentren en posicion 1,3 en el anillo, pues una modificacién o sustitucion de

estos conduce a una baja actividad (Tablas 7 y 8)'°.
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R1\</ | N
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Figura 11. Analogos de oxazoles sintetizados por Li y colaboradores.

Tabla 7. Estructura de oxazoles sintetizados por Li y colaboradores.

Compuesto R R2, R3 X Y Z
Q p-F-fenil  -OCH2CH20- O C N
R p-Cl-fenil  -OCH2CH20- O C N
S p-F-fenil  -OCH2CH20- O N C
T p-Cl-fenil  -OCH2CH20- S C N

Tabla 8. Actividad antituberculosa de oxazoles sintetizados por Liy
colaboradores.

Compuesto CMI (ug/ml)  CMI (ug/ml) CMI (ug/ml)

H37Rv MDR-TB XDR-TB

Q 8 8 8
R 2 8 4
S >128 >128 >128
T >128 >128 >128
Rifampicina <0.5 >256 >256
Estreptomicina <0.5 <0.5 64
Etambutol <0.5 1 8




CAPITULO 3

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Los derivados de 1,3-oxazolinas y oxazoles presentan una mayor actividad
antituberculosa in vitro y una menor citotoxicidad en comparacion con los

farmacos rifampicina y etambutol (cepa H37Rv) y levofloxacino (cepa MDR).

3.2 Objetivo General

Sintesis y caracterizacion de oxazolinas y oxazoles y su evaluacion bioldgica ante

M. tuberculosis, citotoxicidad ante linea celular VERO in vitro.

3.3 Objetivos Especificos

1. Sintesis de oxazolinas y oxazoles a partir de L-serina y analogos de &cido
cinamico.

2. Caracterizaciéon de los compuestos sintetizados.

3. Evaluacién del efecto antituberculoso en cepa sensible H37Rv y cepa
resistente G122.

4. Evaluacion del efecto citotéxico en linea celular VERO.
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CAPITULO 4

4.MATERIALES Y METODOS

4.1 Material y equipo

4.1.1 Sintesis de compuestos

La parte experimental correspondiente a la sintesis organica fue llevada a cabo
en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales y Sintéticos (QPNS)
ubicado en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la UANL.

El material de vidrio, planchas de agitacion y calentamiento, jeringas, agujas y
tapones fueron correctamente lavados sin requerir algun requerimiento en
especial. Todas las materias primas utilizadas fueron adquiridas en Sigma-
Aldrich por diversos distribuidores de materiales y reactivos. Todos los solventes
empleados en reacciones fueron de grado reactivo. Los puntos de fusién se

determinaron en un equipo Fisher-dJohns.

El curso de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina, empleando
como fase estacionaria gel de silice y como revelador se utilizé luz ultravioleta y
vapores de yodo. La purificacion de los productos obtenidos de las reacciones
realizadas se llevé a cabo por cromatografia en columna utilizando silice gel

Sigma-Aldrich (60 A) y solventes grado industrial destilados.

16



Los andlisis de Resonancia Magnética Nuclear de 'H 400 MHz, '3C 100 MHz, '°F
376 MHz, NOESY, HSQC, HMBC se obtuvieron en un equipo de 400 MHz Bruker
BioSpin en el Departamento de Quimica Analitica ubicado en la Facultad de
Medicina de la UANL. Los desplazamientos quimicos (3) se reportan en partes
por millén (ppm) con respecto a la referencia interna de tetrametilsilano (TMS)
para 'H; las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hertz (Hz). La
multiplicidad de las sefales se denota con las siguientes abreviaturas: s para
indicar una sefal simple, d para indicar una sefal doble, dd para indicar una
senal doble de dobles, t para indicar una sefal triple, dt para indicar un doble de
triples, q para indicar una sefal cuadruple, dc para indicar una sefnal doble de
cuartetos, m para indicar una sefnal multiple, a para indicar una senal ancha,
Sistema AB; empleando en ocasiones combinaciones de ellas. Los disolventes

deuterados empleados en las determinaciones fueron CDCls y CD3OD.

La numeracion presentada en la caracterizacidn de los compuestos fue
designada de manera arbitraria para la identificacion de los protones y carbonos
presentes en la molécula, siendo esta independiente a la numeracién

determinada en la nomenclatura segun IUPAC.

4.1.2 Evaluacion bioldgica

La evaluaciéon antituberculosa fue llevada a cabo en el Departamento de

Gastroenterologia del Hospital Universitario de la UANL. Las placas ELISA, los
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reactivos, medios, gasas, micropipetas, guantes y cubrebocas fueron

proporcionados por este departamento.

La evaluacion citotéxica fue llevada a cabo en el Laboratorio de Ingenieria
Genética y Gendmica ubicado en la Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL. Las lineas celulares, los buffers,
medios de cultivo, puntillas, pipetas, canaletas, gasas y desinfectantes fueron

provistos por el mismo laboratorio.

4.1.3 Manejo y disposicion de residuos generados

La disposicion de residuos se llevé a cabo de acuerdo con los lineamientos de la

UANL y el Hospital Universitario.

4.2 Metodologia sintética

Con base en antecedentes y estudios previos realizados en el grupo de
investigacién, se decidio6 realizar la siguiente ruta sintética para la obtencién de
oxazolinas y oxazoles partiendo de L-serina, trietilfosfonoacetato vy
benzaldehidos p-sustituidos. En el caso del R=H, el 4cido cinamico se adquirié
comercialmente en Sigma-Aldrich, por ende, se divide el esquema en la sintesis
de los andlogos del acido (Figura 12) y el uso de estos en la ruta sintética

empleada (Figura 13).

18



H 4+ 9 (0] Et3N, LiCl X O/\
(EtO)ZP\)J\O/\ THF
R R
3a-c 4 5a-c

----------------- NaOH | MeOH/H,0

0]

X OH

6a-c

Figura 12. Sintesis de analogos de acido cinamico.
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Figura 13. Sintesis de oxazolinas y oxazoles a,B-insaturados.
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4.2.1 Preparacion de clorhidrato de (S)-2-amino-3-hidroxipropanoato de

metilo

En un matraz fondo redondo de 250 ml con agitador magnético se colocaron 2 g
(1.0 Eq) de L-serina y se adicionaron 50 ml de metanol grado reactivo (MeOH).
Posteriormente se adicionaron 1.6567 ml (1.2 Eq) de cloruro de tionilo (SOCI2)
gota a gota. La mezcla de reaccion se dejdé en agitacion durante 24 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se llevé a cabo la evaporacion al
vacio del metanol observandose un sélido blanco. A este sélido se le realizaron
tres lavados con 15 ml de tetrahidrofurano (THF) y se filtré al vacio, dejandose
secar dentro de la campana de extraccion, obteniéndose un solido blanco, en un

99% de rendimiento y p.f. 163°C.

4.2.2 Preparacion de (E)-3-(4’-metoxifenil)acrilato de etilo

5a
En un matraz cilindrico fondo plano de 50 ml se colocaron 20 ml de THF y se
adicionaron 0.0566 g (1.2 Eq) de cloruro de litio (LiCl). En seguida se afnadieron

0.2212 ml (1.0 Eq) de trietilfosfonoacetato seguido de 0.3730 ml (2.4 Eq) de
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trietilamina (EtsN) y 0.1084 ml (0.8 Eq) de p-anisaldehido. El matraz se sumergio
en un bano de sonicacién durante 40 min. Después de este tiempo se procedid
a verificar el proceso de la reaccidn mediante cromatografia en capa fina. Se
evaporé el solvente a vacio y se realizd una extraccion liquido-liquido con acetato
de etilo:agua (AcOEt:H20). La fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro
(Na2S04) y se evaporo a sequedad. Finalmente se purificé por cromatografia en
columna utilizando un sistema de elucibn Hexano:Acetato de etilo (7:3),
obteniéndose un liquido viscoso amarillento, 92%, Rs: 0.67 (Hex:CH2Cl2:CH3OH
65:30:5). RMN 'H (400 MHz, CDCl5): 5 1.33 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CH3CHz2), 3.83 (s,
3H, OCHs), 4.25 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH2CHBa), 6.31 (d, Jrans= 16.0 Hz, 1H, H-2),
6.90 (d, J= 8.8 Hz, 2H, H-6, H-8), 7.47 (d, J= 8.7 Hz, 2H, H-5, H-9), 7.64 (d, Jians
= 16.0 Hz, 1H, H-3). RMN 3C (100 MHz, CDCls): & 14.37 (CH3CH2), 55.36
(OCH3CeHa4), 60.33 (CHsCH2), 114.31 (C-6, C-8), 115.75 (C-2), 127.20 (C-4),

129.69 (C-5, C-9), 144.25 (C-3), 161.34 (C-7), 167.35 (C-1).

4.2.3 Preparacion de (E)-3-(4-metilfenil)acrilato de etilo

5b
Siguiendo el procedimiento en 4.2.2, se adicionaron en reaccion 0.0566 g (1.2
Eq) de LiCl, 0.2212 ml (1.0 Eq) de trietilfosfonoacetato, 0.3730 ml (2.4 Eq) de

EtsN y 0.1051 ml (0.8 Eq) de p-tolualdehido, obteniéndose un liquido viscoso
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transparente, 96%, R: 0.72 (Hex:AcOEt 8:2). RMN 'H (400 MHz, CDCIs): § 1.33
(t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CH2), 2.37 (s, 3H, CH3CsH4), 4.26 (g, J = 7.1 Hz, 2H,
CH2CHa), 6.39 (d, Jians = 16.0 Hz, 1H, H-2), 7.18 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-6, H-8),
7.42 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-5, H-9), 7.66 (d, Jirans = 16.0 Hz, 1H, H-3). RMN 13C
(100 MHz, CDCls3): 5 14.35 (CH3CH2), 21.47 (CH3CeHa), 60.42 (CH3CH2), 117.19
(C-2), 128.06 (C-6, C-8), 129.62 (C-5, C-9), 131.75 (C-4), 140.63 (C-7), 144.60

(C-3), 167.21 (C-1).

4.2.4 Preparacion de (E)-3-(4-fluorfenil)acrilato de etilo

(0]
9
N o
F765
5¢c

Siguiendo el procedimiento en 4.2.2, se adicionaron en reaccién 0.0566 g (1.2
Eq) de LiCl, 0.2212 ml (1.0 Eq) de trietilfosfonoacetato, 0.3730 ml (2.4 Eq) de
EtsN y 0.0956 ml (0.8 Eq) de p-fluorobenzaldehido, obteniéndose un liquido
viscoso transparente, 95%, Rt: 0.65 (Hex:AcOEt 8:2). RMN 'H (400 MHz, CDCls):
§1.34 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CH3CH?2), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 6.36 (d, Jirans
= 16.0 Hz, 1H, H-2), 7.08 (t, J = 8.6 Hz, 2H, H-6, H-8), 7.51 (dd, J = 8.7 Hz, 5.4
Hz, 2H, H-5, H-9), 7.65 (d, Jirans = 16.0 Hz, 1H, H-3). RMN '3C (100 MHz, CDCls):
8 14.33 (CH3CHy), 60.57 (CH3CHz2), 116.04 (d, J = 22.0 Hz, C-6, C-8), 118.05 (C-

2), 129.91 (d, J = 8.6 Hz, C-5, C-9), 130.72 (d, J = 3.4 Hz, C-4), 143.29 (C-3),
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163.87 (d, J=251.2 Hz, C-7), 166.89 (C-1). RMN '°F (376 MHz, CDCls): -109.75

(s)-

4.2.5 Preparacion de acido (E)-3-(4-metoxifenil)acrilico

6a
En un matraz bola fondo plano de 100 ml con agitador magnético se adicionaron
0.1127 g de hidréxido de sodio (NaOH) (2.0 Eq), 10 ml de MeOH/H20 en una
relacion 8/2 'y 0.26 g (1.0 Eq) del éster 5a. Se dej6 en agitacién a temperatura
ambiente durante 24 horas y posteriormente se llevdo a pH = 2.0 con acido
clorhidrico concentrado (HCI) gota a gota. Se dej6é en agitacién 30 minutos mas
para después evaporar al vacio el MeOH y adicionar AcOEt para realizar
extracciones liquido-liquido AcOEt:H20. La fase organica se secé con Na2SOq4
anhidro y se evaporo a sequedad obteniendo un sélido blanco. A este solido se
le realizaron tres lavados con 15 ml de hexano con una filtracion al vacio,
dejandose secar dentro de la campana de extraccion, obteniéndose un soélido
blanco, 75%, R: 0.17 (Hex:AcOEt 7:3). RMN 'H (400 MHz, CDsOD): 5 3.85 (s,
3H, OCH3CsHa), 6.35 (d, Jians = 15.9 Hz, 1H, H-2), 6.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-6,
H-8), 7.56 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-5, H-9), 7.64 (d, Jyans = 15.9 Hz, 1H, H-3). RMN
13C (100 MHz, CD30D): 5 54.45 (OCH3CsH4), 114.01 (C-6, C-8), 115.18 (C-2),

127.01 (C-4), 129.51 (C-5, C-9), 144.81 (C-3), 161.70 (C-7), 169.41 (C-1).
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4.2.6 Preparacion de acido (E)-3-(4-metilfenil) acrilico

Siguiendo el procedimiento en 4.2.5, se adicionaron en reaccion 0.0987 g (2.0
Eq) de NaOH y 0.2347 g (1.0 Eq) del éster 5b, obteniéndose un sélido blanco,
92%, Rf: 0.12 (Hex:AcOEt 8:2). RMN 'H (400 MHz, CD30D): & 2.38 (s, 3H,
CH3CsHa), 6.44 (d, Jirans = 16.0 Hz, 1H, H-2), 7.24 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-6, H-8),
7.50 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-5, H-9), 7.66 (d, Jians = 16.0 Hz, 1H, H-3). RMN 13C
(100 MHz, CD30D): 5 20.03 (CH3CsH4), 116.78 (C-2), 127.81 (C-6, C-8), 129.26

(C-5, C-9), 131.69 (C-4), 140.64 (C-7), 144.99 (C-3), 169.16 (C-1).

4.2.7 Preparacién de acido (E)-3-(4-fluorfenil)acrilico

Siguiendo el procedimiento en 4.2.5, se adicionaron en reaccion 0.0950 g (2.0
Eq) de NaOH y 0.2306 g (1.0 Eq) del éster 5¢, obteniéndose un sdlido blanco,
80%, Rr: 0.03 (Hex:AcOEt 8:2). RMN 'H (400 MHz, CD30D): & 6.46 (d, Jirans =
16.0 Hz, 1H, H-2), 7.16 (t, J = 8.8 Hz, 2H, H-6, H-8), 7.67 (m, 3H, H-3, H-5, H-9).

RMN 13C (100 MHz, CDsOD): & 115.50 (d, J = 22.2 Hz,C-6, C-8), 118.00 (C-2),
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129.94 (d, J=8.6 Hz, C-5, C-9), 130.95 (d, J = 3.3 Hz, C-4), 143.48 (C-3), 163.93

(d, J = 249.4 Hz, C-7), 168.88 (C-1).

4.2.8 Preparacion de (E)-(3-(4-metoxifenil)acriloil)-L-serinato de metilo

OH
o 3
12 o
; SN
7 5
H 0]
o0 8
9

7a

En un matraz bola fondo plano de 250 ml con agitador magnético (Matraz #1) se
adicionaron 0.3051 g (2.0 Eq) del compuesto 2 y 0.2743 ml (2.0 Eq) de EtsN en
20 ml de diclorometano (CH2Clz2). Se dejé en agitacion y reflujo a 40 °C durante
2 horas. Después de hora y media, en un matraz bola de 100 ml con agitador
magnético (Matraz #2) se adicionaron 0.200 g (1.0 Eq) del compuesto 6a, 0.2315
g (1.0 Eq) de N, N™diciclocarbodimida (DCC) y 0.0274 g (0.2 Eq) de
dimetilaminopiridina (DMAP) en 20 ml de CH2Clz2, dejdndose en agitacion durante
30 minutos. Cumplidas las dos horas del Matraz #1 se quité de reflujo y el
contenido del Matraz #2 se vertié a este, dejandose en agitacion durante 24 horas
a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se refrigerd el matraz a 5 °C
durante 1 hora y posteriormente se filtr6 al vacio. Se evaporé el solvente al vacio
y se adicionaron 20 ml de AcOEt y agua para realizar una extraccion liquido-
liquido. La fase organica se secé con Na2SO4 anhidro y se evapor6 a sequedad.
Finalmente se purifico por cromatografia en columna utilizando un sistema de

elucién Hex:AcOEt (1:1), obteniéndose un sélido blanco, 82%, R 0.17 (AcOEt),
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p.f. 106-108 °C. RMN 'H (400 MHz, CDsOD): & 3.79 (s, 3H, OCHs-C-1), 3.85 (s,
3H, OCH3C¢Hs), 3.87 (dd, J = 11.28 Hz, 4.16 Hz, 1H, H-3), 3.97 (dd, J = 11.2 Hz,
4.8 Hz, 1H, H-3), 4.67 (t, J = 4.4 Hz, 1H, H-2), 6.63 (d, Jians = 15.8 Hz, 1H, H-5),
6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.54 (m, 3H, H-8, H-12, H-6). RMN 13C (100
MHz, CD30D): 5 51.43 (OCHs-C-1), 54.44 (OCH3CsHa), 55.01 (C-2), 61.59 (C-3),
113.96 (C-9, C-11), 117.33 (C-5), 127.39 (C-7), 129.18 (C-8, C-12), 140.92 (C-6),
161.34 (C-10), 167.59 (C-4), 171.01 (C-1). EM-AR (ESl+): m/z calculada para

C14H17NOs [M+H]*: 280.1158; m/z observada: 280.1193.

4.2.8.1 Obtencion de (S)-3-metoxi-2-(( E)-3-(4-metoxifenil)acrilamido)-
3-oxopropil-(E)-3-(4-metoxifenil)acrilato.

oV,
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8a

Este producto fue purificado mediante cromatografia en columna obteniéndose
un sélido blanco, 7%, Rt 0.3 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 105-108 °C. RMN 'H (400
MHz, CDCls): & 3.82 (s, 3H, OCHs-C-1), 3.83 (s, 3H, OCHs-C-10), 3.84 (s, 3H,
OCH3-C-10’), 4.55 (dd, J = 11.5 Hz, 3.4 Hz, 1H, H-3), 4.66 (dd, J = 11.4 Hz, 3.8
Hz, 1H, H-3), 5.07 (dt, J = 7.4 Hz, 3.5 Hz, 1H, H-2), 6.29 (d, Jirans = 15.9 Hz, 1H,
H-5), 6.36 (d, Jirans = 15.6 Hz, 1H, H-5"), 6.47 (d, J= 7.8 Hz, 1H, NH), 6.90 (m, 4H,
H-9, H-11, H-9’, H-11"), 7.47 (m, 4H, H-8, H-12, H-8’, H-12’), 7.63 (d, Jirans = 15.6

Hz, 1H, H-6"), 7.65 (d, Jirans = 15.9 Hz, 1H, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCl3): &
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52.08 (OCH53-C-1), 52.95 (C-2), 55.38 (OCH3-C-10), 55.42 (OCH3-C-10’), 64.06
(C-3), 114.28 (C-9, C-11), 114.32 (C-5), 114.39 (C-9’, C-11"), 117.29 (C-5),
126.84 (C-7), 127.30 (C-7"), 129.57 (C-8, C-12), 129.97 (C-8’, C-12’), 141.89 (C-
6), 145.72 (C-6’), 161.10 (C-10), 161.66 (C-10"), 165.91 (C-4), 166.94 (C-4’),
170.30 (C-1). EM-AR (ESl+): m/z calculada para Cz4HzsNO7 [M+H]*: 440.1709;

m/z observada: 440.1728.

4.2.9 Preparacion de (E)-(3-(4-toluil)acriloil)-L-serinato de metilo.

OH
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Siguiendo el procedimiento en 4.2.8, se adicionaron en reaccion 0.451 g (2.0 Eq)
del compuesto 2, 0.4054 ml (2.0 Eq) de EtsN, 0.208 g (1.0 Eq) del compuesto 6b,
0.2646 g (1.0 Eq) de DCC y 0.0313 g (0.2 Eq) de DMAP, obteniéndose un sélido
blanco, 85%, Rr: 0.27 (AcOEt), p.f. 97-99 °C. RMN 'H (400 MHz, CDs0D): 5 2.38
(s, 3H, CH3CeH4), 3.79 (s, 3H, OCH3-C-1), 3.87 (dd, J = 11.2 Hz, 4.2 Hz, 1H, H-
3), 3.97 (dd, J = 11.2 Hz, 4.8 Hz, 1H, H-3), 4.68 (t, J = 4.5 Hz, 1H, H-2), 6.72 (d,
Jirans = 15.8 Hz, 1H, H-5), 7.24 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.49 (d, J= 8.1 Hz,
2H, H-8, H-12), 7.55 (d, Jirans = 15.8 Hz, 1H, H-6). RMN '3C (100 MHz, CD3;0D):
8 20.00 (CH3CeH4), 51.43 (OCH3-C-1), 55.02 (C-2), 61.57 (C-3), 118.83 (C-5),

127.56 (C-9, C-11), 129.21 (C-8, C-12), 132.06 (C-7), 140.09 (C-10), 141.13 (C-
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6), 167.39 (C-4), 170.96 (C-1). EM-AR (ESIl+): m/z calculada para C14H17NOg4

[M+H]*: 264.1236; m/z observada: 264.1239.

4.2.9.1 Obtencion de (S)-3-metoxi-3-0x0-2-(( E)-3-(4-toluil)acrilamido)
propil-( E)-3-(p-tolil)acrilato.

8b
Este producto fue purificado mediante cromatografia en columna obteniéndose
un solido blanco, 7%, R 0.63 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 143-145 °C. RMN 'H (400
MHz, CDCls): & 2.37 (s, 3H, CHs-C-10’), 2.38 (s, 3H, CH3-C-10), 3.82 (s, 3H,
OCHs-C-1), 4.56 (dd, J=11.5 Hz, 3.4 Hz, 1H, H-3), 4.67 (dd, J= 11.5 Hz, 3.8 Hz,
1H, H-3), 5.07 (dt, J= 7.4 Hz, 3.5 Hz, 1H, H-2), 6.38 (d, Jirans = 16.0 Hz, 1H, H-5),
6.45 (d, Jyrans = 15.6 Hz, 1H, H-5"), 6.49 (s, 1H, NH), 7.19 (t, J = 7.4 Hz, 4H, H-9,
H-11, H-9’, H-11’), 7.42 (dd, J = 8.1 Hz, 2.7 Hz, 4H, H-8, H-12, H-8’, H-12’), 7.64
(d, Jirans = 15.6 Hz, 1H, H-6’), 7.67 (d, Jyans = 16.0 Hz, 1H, H-6). RMN '3C (100
MHz, CDCls): 5 21.44 (CH3-C-10), 21.51 (CH3-C-10’), 52.07 (OCH3-C-1), 52.96
(C-2), 64.10 (C-3), 115.78 (C-5), 118.63 (C-5"), 127.95 (C-9, C-11), 128.24 (C-9’,
C-117), 129.58 (C-8, C-12), 129.68 (C-8’, C-12’), 131.36 (C-7), 131.81 (C-7),

140.30 (C-10), 141.15 (C-10), 142.25 (C-6), 146.06 (C-6'), 165.75 (C-4), 166.77
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(C-4’), 170.21 (C-1). EM-AR (ESl+): m/z calculada para Cz4HzsNOs [M+H]*:

408.1811; m/z observada: 408.1833.

4.2.9.2 Preparacion de anhidrido (E)-N,N’-diciclohexilcarbodimidico-
(E)-3-(4-toluil) acrilato.

9b
Este producto fue purificado mediante cromatografia en columna obteniéndose
un solido blanco, 12%, Rr: 0.80 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 175-177 °C. RMN 'H (400
MHz, CDCls): 6 1.63 (m, 20H, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15, H-11’, H-12’, H-13’,
H-14’, H-15"), 2.37 (s, 3H, CH3CeH4), 3.75 (m, 1H, H-10’), 4.11 (m, 1H, H-10), 6.69
(d, Jurans = 15.4 Hz, 1H, H-2), 7.11 (s, 1H, NH), 7.18 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-6, H-8),
7.38 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-5, H-9), 7.65 (d, Jians = 15.4 Hz, 1H, H-3). RMN 3C
(100 MHz, CDCl3): 6 21.47 (CH3CsH4), 24.69 (C-12, C-14), 25.40 (C-12’), 25.49
(C-14"), 26.34 (C-13, C-13’), 30.98 (C-11, C-15), 32.82 (C-11’, C-15’), 49.81 (C-
10), 56.36 (C-10’), 118.40 (C-2), 127.69 (C-6, C-8), 129.65 (C-5, C-9), 132.00 (C-
4), 140.51 (C-7), 143.57 (C-3), 154.14 (C=N) 167.20 (C-1). EM-AR (ESI+): m/z

calculada para C23H32N202 [M+H]*: 369.2542; m/z observada: 369.2551.
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4.2.10 Preparacion de (E)-(3-(4-fluorofenil)acriloil)-L-serinato de metilo.

OH

12

7c
Siguiendo el procedimiento en 4.2.8, se adicionaron en reaccion 0.408 g (2.0 Eq)
del compuesto 2, 0.3668 ml (2.0 Eq) de EtsN, 0.070 g (1.0 Eq) del compuesto 6c,
0.0869 g (1.0 Eq) de DCC y 0.0102 g (0.2 Eq) de DMAP, obteniéndose un sélido
blanco, 82%, Rs: 0.22 (AcOEt), p.f. 84-86 °C. RMN 'H (400 MHz, CD30D): 5 3.79
(s, 3H, OCHs3-C-1), 3.87 (dd, J=11.2 Hz, 4.1 Hz, 1H, H-3), 3.97 (dd, J= 11.2 Hz,
4.8 Hz, 1H, H-3), 4.68 (t, J = 4.4 Hz, 1H, H-2), 6.73 (d, Jirans = 15.8 Hz, 1H, H-5),
7.16 (t, J = 8.7 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.57 (d, Jyans = 15.8 Hz, 1H, H-6), 7.64 (dd, J
= 8.8 Hz, 5.4 Hz, 2H, H-8, H-12). RMN '3C (100 MHz, CD30D): 5 51.44 (OCHs-
C-1), 55.03 (C-2), 61.54 (C-3), 115.45 (d, J = 22.1 Hz, C-9, C-11), 119.87 (C-5),
129.62 (d, J=8.5Hz, C-8, C-12), 131.30 (d, J= 3.3 Hz, C-7), 139.78 (C-6), 163.69
(d, J=248.9 Hz, C-10), 167.02 (C-4), 170.90 (C-1). RMN '°F (376 MHz, CD30D):
-112.95 (s). EM-AR (ESI+): m/z calculada para C13H14FNO4 [M+H]*: 268.0985;

m/z observada: 268.0988.
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4.2.10.1 Preparacion de (S)-2-((E)-3-(4-fluorfenil)acrilamido)-3-
metoxi-3-oxopropil (E)-3-(4-fluorofenil)acrilato.

8c

Este producto fue purificado mediante cromatografia en columna, obteniéndose
un sélido rosa, 8%, Rr: 0.57 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 134-136 °C. RMN 'H (400 MHz,
CDCIs): 6 3.83 (s, 3H, OCH3-C-1), 4.58 (dd, J = 11.5 Hz, 3.4 Hz, 1H, H-3), 4.66
(dd, J=11.5Hz, 3.9 Hz, 1H, H-3), 5.07 (dt, J= 7.5 Hz, 3.6 Hz, 1H, H-2), 6.35 (d,
Jirans = 16.0 Hz, 1H, H-5), 6.41 (d, Jirans = 15.6 Hz, 1H, H-5’), 6.52 (d, J = 7.7 Hz,
1H, NH), 7.08 (m, 4H, H-9, H-11, H-9’, H-11"), 7.51 (m, 4H, H-8, H-12, H-8, H-
12’), 7.64 (d, Jirans = 15.6 Hz, 1H, H-6), 7.66 (d, Jyans = 16.0 Hz, 1H, H-6). RMN
13C (100 MHz, CDCls): 5 52.11 (OCHs-C-1), 53.03 (C-2), 64.12 (C-3), 116.00 (d,
J=21.9Hz, C-9, C-11), 116.16 (d, J= 22.0 Hz, C-9’, C-11’), 116.62 (C-5), 119.40
(C-5'),129.78 (d, J= 8.5 Hz, C-8, C-12), 130.15 (d, J= 8.5 Hz, C-8’, C-12"), 130.33
(d, J = 3.2 Hz, C-7), 130.78 (d, J = 3.4 Hz, C-7’), 141.09 (C-6), 144.77 (C-6’),
163.72 (d, J = 251 Hz, C-10), 164.11 (d, J = 252 Hz, C-10’), 165.40 (C-4), 166.45
(C-4’),170.13 (C-1). RMN '°F (376 MHz, CDCls): -110.12 (s), -108.83 (s). EM-AR
(ESI+): m/z calculada para C22H19F2NOs [M+H]*: 416.1310; m/z observada:

416.1329.
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4.2.10.2 Preparacion de anhidrido (E)-N,N’-
diciclohexilcarbodimidico-( E)-3-(4-fluorfenil) acrilato.

14'

9c

Este producto fue purificado mediante cromatografia en columna obteniéndose
un solido blanco, 13%, R 0.80 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 175-177 °C. RMN 'H (400
MHz, CDCls): 6 1.62 (m, 20H, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15, H-11", H-12’, H-13’,
H-14’, H-15’), 3.76 (m, 1H, H-10’), 4.11 (m, 1H, H-10), 6.66 (d, Jrans = 15.4 Hz,
1H, H-2), 6.92 (s, 1H, NH), 7.07 (t, J= 8.6 Hz, 2H, H-6, H-8), 7.48 (dd, J = 8.6 Hz,
5.4 Hz, 2H, H-5, H-9), 7.64 (d, Jyans = 15.4 Hz, 1H, H-3). RMN 3C (100 MHz,
CDCIs): 6 24.66 (C-12, C-14), 25.39 (C-12’), 25.47 (C-14’), 26.31 (C-13, C-13’),
31.03 (C-11, C-15), 32.83 (C-11’, C-15’), 49.85 (C-10), 56.34 (C-10’), 116.09 (d,
J=21.9 Hz, C-6, C-8), 119.20 (C-2), 129.79 (d, J = 8.5 Hz, C-5, C-9), 131.02 (d,
J = 3.4 Hz, C-4), 142.24 (C-3), 154.04 (C=N), 163.77 (d, J = 251.1 Hz, C-7),
166.70 (C-1). '°F (376 MHz, CDCls): -109.82 (s). EM-AR (ESI+): m/z calculada

para CzoH29FN202 [M+H]*: 373.2291; m/z observada: 373.2251.
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4.2.11 Preparacion de cinamoil-L-serinato de metilo.
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Siguiendo el procedimiento en 4.2.8, se adicionaron en reaccién 1.0 g (1.0 Eq)
del compuesto 2, 0.8990 ml (1.0 Eq) de EtsN, 0.8051 g (1.0 Eq) de acido cinamico
(6d), 1.1212 g (1.0 Eq) de DCC y 0.0663 g (0.1 Eq) de DMAP, obteniéndose un
sélido amarillo, 30%, R: 0.07 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 96-98 °C. RMN 'H (400 MHz,
CDs0D): & 3.79 (s, 3H, OCH3-C-1), 3.88 (dd, J= 11.2 Hz, 4.2 Hz, 1H, H-3), 3.98
(dd, J = 11.2 Hz, 4.8 Hz, 1H, H-3), 4.69 (t, J = 4.5 Hz, 1H, H-2), 6.79 (d, Jirans =
15.9 Hz, 1H, H-5), 7.41 (m, 3H, H-9, H-10, H-11), 7.59 (m, 3H, H-6, H-8, H-12).
RMN '3C (100 MHz, CD3OD): § 51.45 (OCHs-C-1), 55.04 (C-2), 61.56 (C-3),
119.95 (C-5), 127.55 (C-9, C-11), 128.57 (C-8, C-12), 129.57 (C-10), 134.82 (C-
7), 141.12 (C-6), 167.16 (C-4), 170.93 (C-1). EM-AR (ESI+): m/z calculada para

C13H15sNO4 [M+H]*: 250.1079; m/z observada: 250.1083.
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4.2.11.1 Preparacion de (S)-2-cinaamido-3-metoxi-3-
oxopropilcinamato.
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Este producto fue purificado mediante cromatografia en columna obteniéndose
un solido blanco, 8%, Rt 0.50 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 127-129 °C. RMN 'H (400
MHz, CDCls): 5 3.83 (s, 3H, OCH3-C-1), 4.58 (dd, J = 11.5 Hz, 3.4 Hz, 1H, H-3),
4.68 (dd, J=11.5Hz, 3.8 Hz, 1H, H-3), 5.08 (dt, J= 7.3 Hz, 3.5 Hz, 1H, H-2), 6.43
(d, Jirans = 16.0 Hz, 1H, H-5), 6.50 (d, Jirans = 15.6 Hz, 1H, H-5'), 6.54 (s, 1H, NH),
7.38 (m, 6H, H-9, H-10, H-11, H-9’, H-10’, H-11"), 7.52 (m, 4H, H-8, H-12, H-8,
H-12"), 7.68 (d, Jyans = 15.6 Hz, 1H, H-6"), 7.70 (d, Jyans = 16.0 Hz, 1H, H-6). RMN
13C (100 MHz, CDCls): § 52.09 (OCHs-C-1), 53.00 (C-2), 64.14 (C-3), 116.91 (C-
5), 119.70 (C-5"), 127.97 (C-9, C-10, C-11), 128.25 (C-9’, C-10", C-11"), 128.86
(C-8, C-12), 128.96 (C-8, C-12’), 129.97 (C-10), 130.66 (C-10’), 134.09 (C-7),
134.56 (C-7°), 142.32 (C-6), 146.09 (C-6’), 165.56 (C-4), 166.57 (C-4’), 170.16
(C-1). EM-AR (ESI+): m/z calculada para C22H21NOs [M+H]*: 380.1498; m/z

observada: 380.1453.
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4.2.11.2 Preparacion de anhidrido (E)-N,N’-diciclohexilcarbodimidico
cinamico.

9d

Este producto fue purificado mediante cromatografia en columna obteniéndose
un sélido blanco, 12%, Rs: 0.80 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 170-172 °C. RMN 'H (400
MHz, CDCls): 5 1.63 (m, 20H, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15, H-11’, H-12’, H-13’,
H-14’, H-15’), 3.76 (m, 1H, H-10’), 4.11 (m, 1H, H-10), 6.75 (d, Jans = 15.4 Hz,
1H, H-2), 7.05 (s, 1H, NH), 7.38 (m, 3H, H-6, H-7, H-8), 7.48 (m, 2H, H-5, H-9),
7.68 (d, Jirans = 15.4 Hz, 1H, H-3). RMN '3C (100 MHz, CDCls): 5 24.68 (C-12, C-
14), 25.40 (C-12’), 25.49 (C-14’), 26.33 (C-13, C-13’), 31.01 (C-11, C-15), 32.83
(C-11°, C-15), 49.83 (C-10), 56.42 (C-10’), 119.50 (C-2), 127.96 (C-6, C-8),
128.94 (C-5, C-9), 130.10 (C-4), 134.75 (C-7), 143.54 (C-3), 154.07 (C=N) 166.97
(C-1). EM-AR (ESI+): m/z calculada para C22H3zoN202 [M+H]*: 355.2386; m/z

observada: 355.2390.
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4.2.12 Preparacion de (S,E)-2-(4-metoxiestiril)-4,5-dihidrooxazol-4-
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En un matraz fondo plano de 100 ml con agitador magnético se colocaron 0.060

carboxilato de metilo.

g (1.0 Eq) del compuesto 7a en 20 ml de CH2Cl2 grado reactivo. La mezcla de
reaccion se llevé a -20°C con un bafio de MeOH y hielo seco (COz) dejandose en
agitacion durante 10 min. Posteriormente se adicionaron 0.1188 ml (3.0 Eq) de
Deoxo-Fluor® gota a gota dejandose en agitacion 30 min. Después de este
tiempo se procedié a verificar el proceso de la reaccién mediante cromatografia
en capa fina. La reaccion fue terminada adicionando 20 ml de una solucién
saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3) en agua y se realizé una extraccion
liquido-liquido con CH2Cl2:H20. La fase organica se sec6 con Na2SO4 anhidro y
se evapor6 a sequedad. Finalmente se purificé por cromatografia en columna
utilizando un sistema de elucién Hex:AcOEt (7:3). Obteniéndose un sélido blanco,
43%, Rt 0.21 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 105-107 °C. RMN 'H (400 MHz, CDCl5): §
3.82 (s, 3H, OCHs3-C-1), 3.83 (s, 3H, OCH3CeHa4), 4.51 (dd, J = 10.5 Hz, 8.7 Hz,
1H, H-3), 4.60 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-3), 4.88 (dd, J = 10.5 Hz, 7.9 Hz, 1H, H-2),
6.53 (d, Jirans = 16.2 Hz, 1H, H-5), 6.90 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.38 (d,
Jirans = 16.2 Hz, 1H, H-6), 7.43 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-8, H-12). RMN '3C (100 MHz,
CDCIs): 6 52.73 (OCH3-C-1), 55.38 (OCH3CsH4), 68.44 (C-2), 69.10 (C-3), 111.94

(C-5), 114.34 (C-9, C-11), 127.68 (C-7), 129.18 (C-8, C-12), 140.97 (C-6), 161.00
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(C-10), 166.26 (C-4), 171.69 (C-1). EM-AR (ESI+): m/z calculada para C14H15NO4

[M+H]*: 262.1079; m/z observada: 262.1062.
4.2.13 Preparacion de (S,E)-2-(4-metilestiril)-4,5-dihidrooxazol-4-
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Siguiendo el procedimiento en 4.2.18, se adicionaron en reaccion 0.030 g (1.0

carboxilato de metilo.

Eq) del compuesto 7b y 0.063 ml (3.0 Eq) de Deoxo-Fluor®. Obteniéndose un
soélido blanco, 60%, R: 0.34 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 93-95 °C. RMN 'H (400 MHz,
CDCls): 5 2.37 (s, 3H, CH3CeHa), 3.82 (s, 3H, OCH3-C-1), 4.52 (dd, J = 10.5 Hz,
8.7 Hz, 1H, H-3), 4.61 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-3), 4.89 (dd, J = 10.5 Hz, 7.9 Hz, 1H,
H-2), 6.62 (d, Jians = 16.3 Hz, 1H, H-5), 7.18 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.38
(d, J = 8.2 Hz, 2H, H-8, H-12), 7.42 (d, Jyans = 16.2 Hz, 1H, H-6). RMN '3C (100
MHz, CDCl3): & 21.44 (CH3CsH4), 52.75 (OCH3-C-1), 68.45 (C-2), 69.14 (C-3),
113.28 (C-5), 127.61 (C-8, C-12), 129.63 (C-9, C-11), 132.18 (C-7), 140.15 (C-
10), 141.38 (C-6), 166.16 (C-4), 171.63 (C-1). EM-AR (ESI+): m/z calculada para

C14H15sNO3 [M+H]*: 246.1130; m/z observada: 246.1122.
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4.2.14 Preparacion de (S, E)-2-(4-fluorestiril)-4,5-dihidrooxazol-4-carboxilato
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Siguiendo el procedimiento en 4.2.18, se adicionaron en reaccioén 0.060 g (1.0

de metilo.

Eq) del compuesto 7c y 0.124 ml (3.0 Eq) de Deoxo-Fluor®. Obteniéndose un
sélido blanco, 94%, Rt 0.29 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 78-80 °C. RMN 'H (400 MHz,
CDCl3): 5 3.82 (s, 3H, OCH3-C-1), 4.52 (dd, J = 10.5 Hz, 8.7 Hz, 1H, H-3), 4.62
(t, J = 8.3 Hz, 1H, H-3), 4.90 (dd, J = 10.5 Hz, 7.9 Hz, 1H, H-2), 6.58 (d, Jirans =
16.3 Hz, 1H, H-5), 7.07 (t, J= 8.6 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.39 (d, Jtrans = 16.3 Hz, 1H,
H-6), 7.47 (dd, J = 8.6 Hz, 5.4 Hz, 2H, H-8, H-12). RMN '3C (100 MHz, CDCl3): §
52.78 (OCHs-C-1), 68.45 (C-2), 69.21 (C-3), 114.09 (C-5), 116.03 (d, J=21.9 Hz,
C-9, C-11), 129.42 (d, J = 8.4 Hz, C-8, C-12), 131.13 (d, J = 3.8 Hz, C-7), 140.10
(C-6), 163.62 (d, J = 250.7 Hz, C-10), 165.84 (C-4), 171.52 (C-1). RMN '°F (376
MHz, CDCl3): -110.41 (s). EM-AR (ESl+): m/z calculada para CisH12FNOs3

[M+H]*: 250.0879; m/z observada: 250.0858.
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4.2.15 Preparacion de (S,E)-2-estiril-4,5-dihidrooxazol-4-carboxilato de

3
12
N7 2
11WN o
10 8
9
10d

Siguiendo el procedimiento en 4.2.18, se adicionaron en reaccion 0.060 g (1.0

metilo.

Eq) del compuesto 7d y 0.1331 ml (3.0 Eq) de Deoxo-Fluor®. Obteniéndose una
resina amarilla, 14%, R 0.31 (Hex:AcOEt 1:1). RMN 'H (400 MHz, CDCls): &
3.82 (s, 3H, OCH3-C-1), 4.53 (dd, J = 10.5 Hz, 8.8 Hz, 1H, H-3), 4.62 (t, J = 8.3
Hz, 1H, H-3), 4.90 (dd, J=10.5 Hz, 8.0 Hz, 1H, H-2), 6.68 (d, Jirans = 16.3 Hz, 1H,
H-5), 7.39 (m, 3H, H-9, H-10, H-11), 7.43 (d, Jirans = 16.3 Hz, 1H, H-6), 7.49 (m,
2H, H-8, H-12). RMN '3C (100 MHz, CDCls): § 52.77 (OCHs-C-1), 68.39 (C-2),
69.21 (C-3), 114.30 (C-5), 127.65 (C-9, C-11), 128.90 (C-8, C-12), 129.83 (C-10),
134.89 (C-7), 141.47 (C-6), 166.05 (C-4), 171.54 (C-1). EM-AR (ESl+): m/z

calculada para C13H13NO3 [M+H]*: 232.0974; m/z observada: 232.0953.
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4.2.16 Preparacion de (E)-2-(4-metoxiestiril) oxazol-4-carboxilato de metilo.

\}\R

4
5

En un matraz fondo plano de 100 ml con agitador magnético se colocaron 0.030
g (1.0 Eq) del compuesto 7a en 20 ml de CH2Cl2 grado reactivo. La mezcla de
reaccion se llevé a -20°C con un bano de MeOH y hielo seco (COz2) dejandose en
agitacion durante 10 min. Posteriormente se adicionaron 0.0594 ml (3.0 Eq) de
Deoxo-Fluor® gota a gota dejandose en agitacion 30 min. Después de este
tiempo se procedio a verificar el proceso de la reaccion mediante cromatografia
en capa fina. Al matraz se le adicioné 0.0317 ml (3.0 Eq) de BrCCls y 0.0481 ml
(3.0 Eq) de DBU gota a gota y se ajustd la temperatura del bafo a 0 °C,
manteniéndose en agitacion durante 8 h. La reaccion fue terminada adicionando
20 ml de una solucion saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3) en agua y se
realizd una extraccién liquido-liquido con CHz2Cl2:H20. La fase organica se secé
con Na2SO4 anhidro y se evapordé a sequedad. Finalmente se purificé por
cromatografia en columna utilizando un sistema de elucién Hex:AcOEt (7:3).
Obteniéndose un sdlido blanco, 88%, Rr: 0.50 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 147-149 °C.
RMN 'H (400 MHz, CDCls): 5 3.84 (s, 3H, OCH3-C-1), 3.94 (s, 3H, OCH3CsHa4),
6.82 (d, Jirans = 16.4 Hz, 1H, H-5), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.48 (d, J
= 8.7 Hz, 2H, H-8, H-12), 7.59 (d, Jians = 16.4 Hz, 1H, H-6), 8.19 (s, 1H, H-3).
RMN '3C (100 MHz, CDClIs): § 52.21 (OCHs-C-1), 55.40 (OCH3CeH4), 110.51 (C-

5), 114.42 (C-9, C-11), 127.73 (C-7), 128.95 (C-8, C-12), 134.22 (C-2), 138.04
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(C-6), 143.13 (C-3), 160.95 (C-10), 161.80 (C-4), 162.64 (C-1). EM-AR (ESI+):

m/z calculada para C14H13NO4 [M+H]*: 260.0923; m/z observada: 260.0910.

4.2.17 Preparacion de (E)-2-(4-metilestiril) oxazol-4-carboxilato de metilo.

Siguiendo el procedimiento en 4.2.23, se adicionaron en reaccion 0.100 g (1.0
Eq) del compuesto 7b, 0.2102 ml (3.0 Eq) de Deoxo-Fluor®, 0.1123 ml (3.0 Eq)
de BrCCls y 0.1703 ml (3.0 Eq) de DBU. Obteniéndose un sélido blanco, 82%, Rs:
0.63 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 138-140 °C. RMN 'H (400 MHz, CDCls): 5 2.40 (s, 3H,
CH3CeHa4), 3.96 (s, 3H, OCH3-C-1), 6.92 (d, Jirans = 16.4 Hz, 1H, H-5), 7.23 (d, J =
7.9 Hz, 2H, H-9, H-11), 7.45 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-8, H-12), 7.63 (d, Jirans = 16.4
Hz, 1H, H-6), 8.22 (s, 1H, H-3). RMN '3C (100 MHz, CDCls): 5 21.44 (CH3CsHa4),
52.22 (OCHs-C-1), 111.84 (C-5), 127.38 (C-8, C-12), 129.69 (C-9, C-11), 132.24
(C-7), 134.32 (C-2), 138.39 (C-6), 140.08 (C-10), 143.26 (C-3), 161.76 (C-1),
162.44 (C-4). EM-AR (ESI+): m/z calculada para C14H13NOs [M+H]*: 244.0974;

m/z observada: 244.0971.
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4.2.18 Preparacion de (E)-2-(4-fluorestiril) oxazol-4-carboxilato de metilo.

Siguiendo el procedimiento en 4.2.23, se adicionaron en reaccion 0.016 g (1.0
Eq) del compuesto 7c, 0.0331 ml (3.0 Eq) de Deoxo-Fluor®, 0.0176 ml (3.0 Eq)
de BrCCls y 0.0268 ml (3.0 Eq) de DBU. Obteniéndose un sélido blanco, 74%, Rt:
0.57 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 123-125 °C. RMN 'H (400 MHz, CDCls): 5 3.97 (s, 3H,
OCHzs-C-1), 6.88 (d, Jirans = 16.4 Hz, 1H, H-5), 7.11 (t, J = 8.6 Hz, 2H, H-9, H-11),
7.53 (dd, J = 8.6 Hz, 5.4 Hz, 2H, H-8, H-12), 7.62 (d, Jirans = 16.4 Hz, 1H, H-6),
8.23 (s, 1H, H-3). RMN '3C (100 MHz, CDCls): § 52.26 (OCH3-C-1), 112.58 (C-
5), 116.11 (d, J = 22.0 Hz, C-9, C-11), 129.18 (d, J = 8.4 Hz, C-8, C-12), 131.20
(d, J = 3.4 Hz, C-7), 134.38 (C-2), 137.11 (C-6), 143.38 (C-3), 161.68 (C-4),
162.07 (C-1), 163.55 (d, J = 250.7 Hz, C-10). RMN '°F (376 MHz, CDCls): -110.41
(s). EM-AR (ESI+): m/z calculada para Ci3H10FNOs [M+H]*: 248.0723; m/z

observada: 248.0711.
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4.2.19 Preparacion de (E)-2-estiriloxazol-4-carboxilato de metilo.

Siguiendo el procedimiento en 4.2.23, se adicionaron en reaccion 0.050 g (1.0
Eq) del compuesto 7d, 0.1109 ml (3.0 Eq) de Deoxo-Fluor®, 0.0593 ml (3.0 Eq)
de BrCCls y 0.0899 ml (3.0 Eq) de DBU. Obteniéndose un sélido blanco, 59%,
Rt: 0.7 (Hex:AcOEt 1:1), p.f. 132-134 °C. RMN 'H (400 MHz, CDCl5): 5 3.97 (s,
3H, OCH3s-C-1), 6.98 (d, Jirans = 16.4 Hz, 1H, H-5), 7.42 (m, 3H, H-9, H-10, H-
11), 7.56 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-8, H-12), 7.66 (d, Jirans = 16.4 Hz, 1H, H-6), 8.24
(s, TH, H-3). RMN '3C (100 MHz, CDCls): 5 52.26 (OCH3-C-1), 112.84 (C-5),
127.42 (C-9, C-11), 128.98 (C-8, C-12), 129.75 (C-10), 134.37 (C-2), 134.96 (C-
7), 138.42 (C-6), 143.36 (C-3), 161.72 (C-1), 162.23 (C-4). EM-AR (ESl+): m/z

calculada para C13H11NOs [M+H]*: 230.0817; m/z observada: 230.0805.
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4.3 Evaluaciones Bioldgicas

4.3.1 Evaluacion de la Actividad Antituberculosa

Para llevar a cabo la actividad antituberculosa se realizé la técnica colorimétrica
Alamar Azul empleando el protocolo descrito por Camacho Corona et al., 2008.
Esta técnica se fundamenta en las reacciones o6xido-reduccion bacterianas,
siendo un indicador de viabilidad celular al reducir la resazurina de color azul y
sin fluorescencia en su forma oxidada a resorufina que es de color rosa y

fluorescente.

4.3.1.1 Seleccion de las Cepas

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis a estudiar procedieron de un
aislado clinico con resistencia a farmacos de primera linea (G122; etambutol-
rifampicina e isoniacida) y una cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv sin

resistencia.

4.3.1.2 Preparacion del Medio Middlebrook 7H9

El medio Middlebrook 7H9 se prepard pesando 4.7 g de base caldo
Middlebrook 7H9 y aniadiendo 18 mL de glicerol al 10% v/v en 882 mL de agua.
El medio se esterilizd a 121°C por 15 minutos a 15 psi para posteriormente llevar
a temperatura ambiente y adicionar 100 mL de &cido oleico, albumina, dextrosa

y catalasa (OADC) para su enriquecimiento.
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4.3.1.3 Preparacion de Muestras

Se realiz6 un stock de cada compuesto a evaluar disolviendo 1 mg en 500
ML de DMSO en un tubo Eppendorf para tener una concentracién de 2000 pg/mL.
A partir de este stock se realizaron los calculos necesarios para preparar la
solucién del compuesto usando Caldo Middlebrook 7H9 enriquecido con OADC
y teniendo en cuenta que la concentracion final en el pocillo estaria diluida dos
veces (debido al medio e inéculo de trabajo presentes también en el pocillo).

El rango preparado partir de este stock fue desde 100 ug/mL hasta 0.0488
Mg/mL.

4.3.1.4 Preparacion de la Suspension Bacteriana

La cepa farmaco resistente y de referencia (sensible) fueron sembradas
en Medio Lowenstein-Jensen donde a posterior crecimiento fue tomado un
inéculo y adicionado al Caldo Middlebrook 7H9 previamente preparado,
incubandose a 37°C por 15 dias hasta obtener una turbidez de #1 McFarland
(correspondiente a 3x10% células). De este tubo se tomaron 0.5 mL y se
adicionaron a 9.5 mL de medio para tener lista la suspensién bacteriana a

emplear.

4.3.1.5 Ensayo en Microplaca de Alamar Azul

El ensayo se llevé a cabo en microplacas de 96 pocillos en donde se
evaluaron seis compuestos por placa a seis concentraciones distintas por
duplicado. Se colocaron 200 ul de agua estéril en los pocillos de la periferia (A 1-
12, H 1-3 y 10-12) para evitar deshidratacion, mientras que en los demas pocillos
se adicionaron 100 ul de Medio Middlebrook 7H9. Posteriormente en la fila B se
anadieron 100 ul de solucién del compuesto por duplicado para realizarse una

45



serie de diluciones 1:2 a lo ancho de la placa para finalmente adicionar 100 pl de
suspension bacteriana. Simultaneamente se prepararon tres controles en los
pocillos de la fila H sobrantes (H 4-9): a) 100:100, b) 20:100 y c¢) 1:100, los cuales
representan el 100%, 20% y 1% de la poblacion bacteriana a ensayar. Las
microplacas se incubaron a 37°C durante 5 dias para después adicionar 12 ul de
Tween 80 al 10% y 20 pl de Alamar Azul a los controles para volver a incubar a
37°C durante 24 horas. Si los colores concuerdan de acuerdo a lo esperado en
la fila control, se procede a adicionar el Tween 80 y Alamar Azul en los pocillos
restantes, incubando a 24 horas y realizando una lectura posterior de manera
visual, interpretandose como crecimiento si existio un cambio de color de azul a

rosa. Se determiné la CMI de cada compuesto.

4.3.2 Actividad Citotoxica

4.3.2.1 Descongelamiento de Linea Celular VERO

Para el descongelamiento de las lineas celulares se sigui6 el protocolo
establecido donde primeramente se realiz6 el descongelamiento del vial con la
linea celular VERO en un bafo de agua a 37°C. Posteriormente el vial se
descontaminé por aspersion de etanol al 70% para luego suspender el sedimento
celular con medio esencial minimo de Eagle’s (EMEM) atemperado en una caja
de cultivo celular para incubarse a 37°C en una atmésfera al 5% de CO:2 hasta la
formaciéon de la monocapa. El medio EMEM fue previamente preparado, con
suero fetal bovino al 10% y 1% de antibi6tico y se esterilizé por filtracion por
membrana de 0.22.
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4.3.2.2 Conteo Celular

Al observarse aproximadamente un 80% de confluencia en la monocapa,
esta se lavd dos veces con 3 mL de solucién de buffer de fosfatos (PBS) y
posteriormente se adicionaron 500 uL de tripsina-EDTA al 0.25% dejando actuar
durante 5 minutos en incubacion en las condiciones antes mencionadas para
desprender las células. Después se anadid 1 mL de medio para inactivar la
tripsina y con este mismo resuspender para poder centrifugar a 1300 rpm durante
10 minutos. Se retird el sobrenadante y al botdn celular que quedo en el fondo se
adicionaron 5 mL de medio. De esta suspension se tomaron 10 pL para realizar
un conteo en Camara de Newbauer y realizar el célculo correspondiente para
generar una suspension celular a una densidad de 5000 células en 1 mL.

4.3.2.3 Ensayo en microplaca WST-1

A cada pocillo de la microplaca se adicionaron 100 L de la suspension de
células para tener 5000 células por pocillo, posteriormente la placa se incubd 24
horas a 37°C a 5% CO2. Enseguida se adicionaron los compuestos a probar en
concentraciones de 50 y 100 pg/mL en un volumen de 100 pL, se empled Triton
X100 al 1% como control positivo y células sin tratamiento como control negativo
y se volvid a incubar la caja a las mismas condiciones. Después de 24 horas se
retir6 el medio y se adicionaron 100 uL de medio con WST al 5% por pocillo, se
incubd la placa por 2 horas y se ley6 a 450 nm en un lector de ELISA. Como
blanco se tomd al medio con WST-1 y con los datos obtenidos se determind el
porcentaje de viabilidad celular. El porcentaje de viabilidad obtenido es
inversamente proporcional a la citotoxicidad, siendo este la resta del 100%
menos el porcentaje de viabilidad.

D. 0. células tratadas
100

Viabilidad celular (%) = 5= —————x
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CAPITULO 5

5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Preparacion del éster metilico de L-serina.

A partir de L-serina se llevé a cabo la preparacion de su éster metilico, haciendo
reaccionar al aminoacido con cloruro de tionilo gota a gota en metanol,
obteniéndose como un sélido blanco, 99% y un punto de fusién 163°C, mismo

gue coincide con la literatura.

OH OH
OH SOCl, O ® o
H2N/EH/ — 3 ClI H3N ~
le} MeOH le}
1 2

Figura 14. Preparacion del éster del amino&cido.

5.2 Preparacion del sistema insaturado mediante la reaccion Horner-
Wadsworth-Emmons
Para obtener el sistema insaturado, fue necesaria la preparaciéon de acrilato de
etilo mediante la reaccion de HWE partiendo de trietilfosfonoacetato, empleando
cloruro de litio, como base trietilamina y los benzaldehidos p-sustituidos en
tetrahidrofurano en bafno de sonicacién. El uso de sonicacion como fuente de
activacion permitié obtener los compuestos en buen rendimiento y en tiempos
cortos en comparacion con una metodologia de sintesis convencional. Al

monitorear la reaccion en cromatografia en capa fina la materia prima (p-

48



benzaldehidos) y los acrilatos de etilo presentaron un Rf muy similar en un
sistema de elucién Hex:AcOEt 7:3, por tanto si no se consumia totalmente la
materia prima, la purificacion en cromatografia en columna representaria un
problema. Por ello se duplicd el numero de equivalentes de trietilfosfonoacetato
para propiciar la formacién del producto y consumir en su totalidad la materia

prima, facilitando el proceso de purificacion.

0o 0
¢ 0 N
PN
/©)‘\H 4 (EtO)zp\)J\oEt Et;N, LiCl /@MO
—_—
4 R
R i THF Sad

R= OCH3, CHs, F, H

Figura 15. Preparacion de acrilato 5a-d mediante HWE.

Los rendimientos obtenidos con estas condiciones fueron altos con valores
mayores al 90%, siendo el mas bajo aquel con el sustituyente p-OCHs, el cual
presenta un efecto de estabilizacion de carga en la reactividad del carbonilo del
aldehido impidiendo un ataqgue mas viable a diferencia de los otros sustituyentes

empleados.

Tabla 9. Rendimientos empleando los distintos benzaldehidos.

Compuesto Aspecto fisico Rendimiento |
5a p-anisaldehido Resina amarilla 92
5b p-tolualdehido Resina transparente 96
5¢ p-fluorbenzaldehido  Resina transparente 95

5.2.1 Elucidacion estructural de acrilato 5a.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el acrilato 5a: en un
desplazamiento quimico de 1.33 ppm se observa un triplete, con una constante
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de acoplamiento de J=7.1 Hz que integra para 3H, correspondientes al metilo del
éster (CH3CH2); a un desplazamiento de 3.83 ppm se observa un singulete que
integra para 3H, correspondiente al grupo metoxilo (OCHs); en wun
desplazamiento quimico de 4.25 ppm se observa un cuarteto, con una constante
de acoplamiento de J=7.1 Hz que integra para 2H, correspondiente al metileno
del éster (CH2CHs); a campo mas bajo se observa a 6.31 ppm un doblete con
una constante de acoplamiento de Jwans =16.0 Hz que integra para 1H,
correspondiente al H-2 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 6.90 ppm se
observa un doblete con constante de acoplamiento de J= 8.8 Hz que integra para
2H, correspondientes a los protones aromaticos H-6 y H-8 del anillo p-sustituido:
a un desplazamiento de 7.47 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de J= 8.7 Hz que integra para 2H, correspondientes a los protones
aromaticos H-5 y H-9; a campo mas bajo a 7.64 ppm se observa un doblete con
una constante de acoplamiento de Jwans = 16.0 Hz, que integra para 1H,

correspondiente al H-3 del enlace vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes sefales: a 14.37 ppm
correspondiente al metilo del éster (CH3CH2); a 55.36 ppm correspondiente al
metoxilo del anillo aromatico (OCH3CesH4), a 60.33 ppm correspondiente al
metileno del éster (CH3CHz); a 114.31 ppm correspondientes a los carbonos
aromaticos C-6 y C-8; a 115.75 ppm correspondiente al carbono vinilico C-2; a
127.20 ppm correspondiente al carbono aromatico C-4; a 129.69 ppm

correspondiente a los carbonos aromaticos C-5 y C-9; a 144.25 ppm
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correspondiente al carbono vinilico C-3; a 161.34 ppm correspondiente al C-7; a

167.35 ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo éster.

5.2.2 Elucidacion estructural de acrilato 5b.

A continuacion se describen las sefnales de RMN de 'H (Figura 16): en un
desplazamiento quimico de 1.33 ppm se observa un triplete, con una constante
de acoplamiento de J=7.1 Hz que integra para 3H, correspondientes al metilo del
éster (CH3CHz); en un desplazamiento quimico de 2.37 se observa un singulete,
que integra para 3H, correspondiente al metilo del anillo aromatico (CH3CsHa); en
un desplazamiento quimico de 4.26 ppm se observa un cuarteto, con una
constante de acoplamiento de J=7.1 Hz que integra para 2H, correspondiente al
metileno del éster (CH2CH3); a campo mas bajo se observa a 6.39 ppm un doblete
con una constante de acoplamiento de Jwans =16.0 Hz que integra para 1H,
correspondiente al H-2 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.18 ppm se
observa un doblete con constante de acoplamiento de J= 8.0 Hz que integra para
2H, correspondientes a los protones arométicos H-6 y H-8 del anillo p-sustituido:
a un desplazamiento de 7.42 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de J= 8.1 Hz que integra para 2H, correspondientes a los protones
aromaticos H-5 y H-9; a campo mas bajo a 7.66 ppm se observa un doblete con
una constante de acoplamiento de Jwans = 16.0 Hz, que integra para 1H,

correspondiente al H-3 del enlace vinilico.
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Las constantes de acoplamiento de 16.0 Hz nos permiten corroborar que el

acrilato obtenido se encuentra en geometria trans para su enlace vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono (Figura 17) mostré las siguientes senales: a
14.35 ppm correspondiente al metilo del éster (CH3CH2); a 21.47 ppm
correspondiente al metilo del anillo aromatico (CHsCeH4), a 60.42 ppm
correspondiente al metileno del éster (CH3CH2); a 117.19 ppm correspondiente
al carbono vinilico C-2; a 128.06 ppm correspondientes a los carbonos
aromaticos C-6 y C-8; a 129.62 ppm correspondiente a los carbonos aroméaticos
C-5y C-9; a 131.75 ppm correspondiente al carbono aromatico C-4; a 140.63
ppm correspondiente al carbono vinilico C-7; a 144.60 ppm correspondiente al C-

3; a 167.21 ppm correspondiente al carbono C-1 del éster.
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H para el acrilato 5b.
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Figura 17. Espectro de RMN de '3C para el acrilato 5b.
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5.2.3 Elucidacion estructural de acrilato 5c.

A continuacion se describen las sefiales de RMN de 'H: en un desplazamiento
quimico de 1.34 ppm se observa un triplete, con una constante de acoplamiento
de J=7.1 Hz que integra para 3H, correspondientes al metilo del éster (CH3zCHy);
en un desplazamiento quimico de 4.27 ppm se observa un cuarteto, con una
constante de acoplamiento de J=7.1 Hz que integra para 2H, correspondiente al
metileno del éster (CH2CH3); a campo mas bajo se observa a 6.36 ppm un doblete
con una constante de acoplamiento de Jyans =16.0 Hz que integra para 1H,
correspondiente al H-2 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.08 ppm se
observa un multiplete que integra para 2H, correspondientes a los protones
aroméaticos H-6 y H-8 del anillo p-sustituido; a un desplazamiento de 7.51 ppm se
observa un multiplete que integra para 2H, correspondientes a los protones
aromaticos H-5 y H-9; a campo mas bajo a 7.65 ppm se observa un doblete con
una constante de acoplamiento de Jwans = 16.0 Hz, que integra para 1H,

correspondiente al H-3 del enlace vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefales: a 14.33 ppm
correspondiente al metilo del éster (CH3CH2); a 60.57 ppm correspondiente al
metileno del éster (CH3CH2); a 116.04 ppm un doblete con constante de
acoplamiento de J = 22.0 Hz correspondientes a los carbonos aromaticos C-6 y
C-8; a 118.01 correspondiente al carbono vinilico C-2; a 129.91 ppm un doblete
con constante de acoplamiento de J = 8.6 Hz correspondiente a los carbonos
aromaticos C-5y C-9; a 130.72 ppm un doblete con constante de acoplamiento
de J = 3.4 Hz correspondiente al carbono aromatico C-4; a 143.29 ppm
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correspondiente al C-3; a 163.87 ppm un doblete con constante de acoplamiento
de J = 251.2 Hz correspondiente al carbono vinilico C-7; a 166.89 ppm

correspondiente al carbono C-1 del grupo éster.

En el espectro de fllor aparece un unico singulete a -109.75 ppm, lo que nos

indica la presencia de un solo atomo de este halégeno en la molécula.

Hay que resaltar que la presencia de las constantes de acoplamiento en el
espectro de carbono es debido a que se presenta un acoplamiento con fluor, por

tal motivo, estas sefales se seguiran observando en los derivados posteriores.

5.3 Preparacion de analogos de acidos cinamicos mediante hidrélisis

basica.

Para la preparacién de los acidos cinamicos 6a-c, se hicieron reaccionar los
acrilatos 5a-c en presencia de hidroxido de sodio en una mezcla de metanol/agua
8/2 a temperatura ambiente durante 24 horas, obteniendo sélidos blancos con
rendimientos moderados (75-92%).

O O

NS0\ NaOH X-"“0oH

R MeOH/H,0 R

5a-c 6a-c

Figura 18. Preparacion de analogos de acidos cinamico.
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Los rendimientos de estos acidos se ilustran en la Tabla 10, donde nuevamente
el compuesto con el sustituyente p-OCHs es el que presenta un menor
rendimiento en comparaciéon con los demas &cidos (efecto inductivo de

polarizacion).

Tabla 10. Rendimientos de analogos de acidos cinamicos.

pecto fisico % Rendimiento

6a p-OCHs Sdlido blanco 75
6b p-CHs Sdlido blanco 92
6¢c p-F Salido blanco 80

5.3.1 Elucidacion estructural de analogo de acido cinamico 6a.

A continuacion, se describen las sefales de RMN de 'H para el analogo del acido
cindmico 6a: a un desplazamiento de 3.85 ppm se observa un singulete que
integra para 3H, correspondiente al grupo metoxilo (OCHzs); a campo mas bajo se
observa a 6.35 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jians=16.0
Hz que integra para 1H, correspondiente al H-2 del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 6.97 ppm se observa un doblete con constante de
acoplamiento de J= 8.8 Hz que integra para 2H, correspondientes a los protones
aromaticos H-6 y H-8 del anillo p-sustituido: a un desplazamiento de 7.56 ppm se
observa un doblete con una constante de acoplamiento de J= 8.7 Hz que integra
para 2H, correspondientes a los protones aromaticos H-5 y H-9; a campo mas
bajo a 7.64 ppm se observa un doblete con una constante de acoplamiento de

Jirans= 16.0 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-3 del enlace vinilico.
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Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefales: a 54.45 ppm
correspondiente al metoxilo del anillo aromatico (OCH3CsH4), a 114.01 ppm
correspondientes a los carbonos aromaticos C-6 y C-8; a 115.18 ppm
correspondiente al carbono vinilico C-2; a 127.01 ppm correspondiente al
carbono aromatico C-4; a 129.51 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos
C-5y C-9; a 144.81 ppm correspondiente al carbono vinilico C-3; a 161.70 ppm
correspondiente al C-7; a 169.41 ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo

éster.

5.3.2 Elucidacion estructural de analogo de acido cinamico 6b.

A continuacion se describen las sefiales de RMN de 'H (Figura 19): en un
desplazamiento quimico de 2.38 se observa un singulete, que integra para 3H,
correspondiente al metilo del anillo aromatico (CH3CeH4); a campo mas bajo se
observa a 6.44 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jyans=16.0
Hz que integra para 1H, correspondiente al H-2 del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 7.24 ppm se observa un doblete con constante de
acoplamiento de J= 8.0 Hz que integra para 2H, correspondientes a los protones
aromaticos H-6 y H-8 del anillo p-sustituido: a un desplazamiento de 7.50 ppm se
observa un doblete con una constante de acoplamiento de J= 8.1 Hz que integra
para 2H, correspondientes a los protones aromaticos H-5 y H-9; a campo mas
bajo a 7.66 ppm se observa un doblete con una constante de acoplamiento de

Jirans= 16.0 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-3 del enlace vinilico.
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Asi mismo, el espectro de carbono (Figura 20) mostro las siguientes sefales: a
20.03 ppm correspondiente al metilo del anillo aromatico (CH3CesH4), a 116.78
ppm correspondiente al carbono vinilico C-2; a 127.81 ppm correspondientes a
los carbonos aromaticos C-6 y C-8; a 129.26 ppm correspondiente a los carbonos
aromaticos C-5y C-9; a 131.69 ppm correspondiente al carbono aromético C-4;
a 140.64 ppm correspondiente al carbono vinilico C-7; a 144.99 ppm
correspondiente al C-3; a 169.19 ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo

éster.
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5.3.3 Elucidacion estructural de analogo de acido cinamico 6c.

A continuacion se describen las sefiales de RMN de 'H: a campo bajo se observa
a 6.46 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jians=16.0 Hz que
integra para 1H, correspondiente al H-2 del enlace vinilico; a un desplazamiento
de 7.16 ppm se observa un multiplete que integra para 2H, correspondientes a
los protones aromaticos H-6 y H-8 del anillo p-sustituido: a un desplazamiento de
7.67 ppm se observa un multiplete que integra para 3H, correspondientes a los

protones aromaticos H-5 y H-9 y correspondiente al H-3 del enlace vinilico.

Cabe resaltar que el doblete del H-3 correspondiente a este enlace vinilico se
empalma con los protones aromaticos H-5 y H-9, siendo posible la medicidén

solamente de la constante de acoplamiento del proton H-2.

Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefales: a 115.50 ppm
un doblete con constante de acoplamiento de J = 22.2 Hz correspondientes a los
carbonos aromaticos C-6 y C-8; a 118.00 ppm correspondiente al carbono vinilico
C-2; a 129.94 ppm un doblete con constante de acoplamiento de J = 8.6 Hz
correspondiente a los carbonos aromaticos C-5 y C-9; a 130.93 ppm un doblete
con constante de acoplamiento de J = 3.3 Hz correspondiente al carbono
aromatico C-4; a 143.48 ppm correspondiente al C-3; a 163.93 ppm un doblete
con constante de acoplamiento de J = 249.4 Hz correspondiente al carbono

vinilico C-7; a 166.89 ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo éster.
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5.4 Preparacion de acrilamidas 7a-d

Teniendo los correspondientes acidos cinamicos 6 a-d y el clorhidrato del éster
metilico de L-serina 2, se procedio a realizar la reaccién de acoplamiento para la
obtencién de las acrilamidas en presencia de los reactivos DCC y DMAP, sin
embargo esta reaccion no procedid, por lo que se revisé la literatura y esta
sugiere la liberacion del clorhidrato del éster metilico de la L-serina®. Por tal
motivo se hizo reaccionar el éster metilico 2 con trietilamina en relacion 1:1
empleando diclorometano como solvente durante dos horas a reflujo a 40°C, esto
con el fin de permitir la disponibilidad del grupo amino del clorhidrato y que se
lleve a cabo el acoplamiento formando el enlace amida. Posteriormente, en otro
matraz se disuelven el acido cindmico con DCC y DMAP para incorporarlo al
aminoacido liberado, obteniendo las acrilamidas 7 a-d como sdlidos con

rendimientos moderados (30-35 %).

o DCC, DMAP
, S o)
— %
+ CHCl, R ©

OH

R 6a-d

Figura 21. Sintesis de acrilamidas a partir de L-serina y acidos cinamicos.

Si se excede la relacion de base:aminoacido a favor de la base, se forman

complejos de serina-trietilamina que no nos permitirian la viabilidad de la
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molécula para reaccionar, tal y como lo reportan Sebai y colaboradores en
201720, Los autores también describen al compuesto 2 liberado como una cera
amarilla que es muy inestable y tiende a polimerizarse. Al momento de llevar a
cabo la liberacion, obtuvimos esta cera en un rendimiento del 88%, sin embargo,
se observé lo descrito en la literatura al ver su polimerizacién la cual
imposibilitaba su solubilidad. Por tal motivo, se opt6 por realizar el acoplamiento
inmediatamente después de terminado el reflujo de la reaccién de liberacion en

busca de aumentar rendimientos.

Es importante sefalar que las acrilamidas no fueron los Unicos productos

obtenidos, pues también fueron aislados y caracterizados acrilatos (8a-d) y

O\\‘/\/©/ o N/O

o /E:/ /O/\)LOJ\NH
0
R O/\)LH o R ©

8a-d 9a-d

anhidridos (9a-d).

Figura 22. Subproductos obtenidos de la formacion de acrilamidas.

La formacién de estos subproductos puede explicarse mediante el mecanismo
de la reaccién (Figura 23). Los acrilatos 8 a-d fueron ocasionados debido a la
presencia de un exceso acido cinamico en la reaccién, el cual se acoplé con DCC
y el grupo hidroxilo del residuo de la serina fungié como nucledfilo para poderse

llevar a cabo una esterificacién. En tanto, los anhidridos 9 a-d son los analogos
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de &cido cindmico acoplado a DCC que ya no encontraron un nucledfilo
disponible para el término de su adicion, o que por falta de base no ocurri6 el
acoplamiento aun y cuando el nucleéfilo si estuviera disponible. Los rendimientos
de estos productos fueron bajos (8 a-d: 7-8%; 9 a-d: 12-13%), pero significativos

para poder ser caracterizados y disminuir el rendimiento de las acrilamidas de

interés.
| | R MR
N=C=N
.R
i | N~ [ N j\ J j\ )Nl\ DMAP-H
_H - + o -
R Q5 N~ - N~ R _omap
N H Ry O R 07 N
\_/ ® i N
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H.O.R HO R ® _R
Qo o B T g
N R R R
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NS
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R R ® el
v RN o Ry d
Ny Ry .. .~ -DMAP 1

Figura 23. Mecanismo de esterificacion de Steglich.

La relacidon aminoacido:acido cindmico fue importante para obtener la acrilamida
deseada, pues una relacion de 2:1 incrementd los rendimientos de 30-35% hasta
82-85%, observandose una disminucidn en los rendimientos de los compuestos

9 a-d (5-7%) y una nula presencia de 8 a-d (Tabla 11).
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Tabla 11. Comparacién de rendimientos con diferente relacion de acidos

cinamicos.
. Rendimiento Rendimiento
Compuesto  Sustituyente .. 4cido1:1  Aa:Acido 2:1
7a p-OCHs 35% 82%
7b p-CH3 30% 85%
7c p-F 33% 82%
7d p-H 30% NR

NR: No realizado.

5.4.1 Elucidacion estructural de acrilamida de 7a.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para la acrilamida 7a: a
un desplazamiento de 3.79 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHz-C-1) ; a un desplazamiento de
3.85 ppm se observa un singulete que integra para 3H, correspondiente al grupo
metoxilo (OCHs); a 3.87 ppm se observa un doble de doble con dos constantes
de acoplamiento de J = 11.28 Hz y 4.16 Hz, que integran para 1H,
correspondiente al H-3; a 3.97 ppm se observa otro doble de doble con dos
constantes de acoplamiento de J = 11.2 Hz y 4.8 Hz, que integran para 1H,
correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 4.87 ppm se observa
un triplete con constante de acoplamiento de J = 4.4 Hz, que integra para 1H,
correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.63 ppm un doblete con
una constante de acoplamiento de Jwans =15.8 Hz que integra para 1H,
correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 6.97 ppm se
observa un doblete con constante de acoplamiento de J= 8.7 Hz que integra para

2H, correspondientes a los protones aromaticos H-9 y H-11 del anillo p-sustituido;
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a un desplazamiento de 7.54 ppm se observa un multiplete que integra para 3H,

correspondientes a los protones aromaticos H-8 y H-12 y el protdén H-6 vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes sefales: a 51.43 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 54.44 ppm correspondiente
al metoxilo del anillo aromatico (OCH3zCsHa4); a 55.01 ppm correspondiente al C-
2; a 61.59 ppm correspondiente al C-3; a 113.96 ppm correspondientes a los
carbonos aromaticos C-9 y C-11; a 117.33 ppm correspondiente al carbono
vinilico C-5; a 127.39 ppm correspondiente al carbono aromatico C-7; a 129.18
ppm correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 140.92 ppm
correspondiente al carbono vinilico C-6; a 161.34 ppm correspondiente al C-10;
a 167.59 ppm correspondiente al C-4; a 171.01 ppm correspondiente al carbono

C-1 del grupo éster.

5.4.2 Elucidacion estructural de acrilamida de 7b.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para la acrilamida 7b
(Figura 23): a 2.38 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al metilo unido al anillo aromatico (CHs3CsH4); a un
desplazamiento de 3.79 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCH3-C-1) ; a 3.87 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=11.2 Hz y 4.2 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 3.97 ppm se observa otro doble

de doble con dos constantes de acoplamiento de J = 11.2 Hz y 4.8 Hz, que
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integran para 1H, correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 4.68
ppm se observa un triplete con constante de acoplamiento de J = 4.5 Hz, que
integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.72
ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jirans=15.8 Hz que integra
para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.24
ppm se observa un doblete con constante de acoplamiento de J= 8.0 Hz que
integra para 2H, correspondientes a los protones aromaticos H-9 y H-11 del anillo
p-sustituido; a un desplazamiento de 7.49 ppm se observa un doblete con
constante de acoplamiento de J= 8.1 Hz que integra para 2H, correspondientes
a los protones arométicos H-8 y H-12; a un desplazamiento de 7.55 ppm se
observa un doblete con una constante de acoplamiento de Jyans = 15.8 Hz que

integra para 1H, correspondiente al protén H-6 vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono (Figura 24) mostré las siguientes senales: a
20.00 ppm correspondiente al metilo unido al anillo aromatico (CH3CeH4); a 51.43
ppm correspondiente al metoxilo del éster (OCHs-C-1); a 55.02 ppm
correspondiente al C-2; a 61.57 ppm correspondiente al C-3; a 118.83 ppm
correspondiente al carbono vinilico C-5; a 127.56 ppm correspondiente a los
carbonos aromaticos C-9 y C-11; a 129.21 ppm correspondiente a los carbonos
aromaticos C-8 y C-12; a 132.06 ppm correspondiente al carbono C-7; a 140.09
ppm correspondiente al carbono C-10; a 141.13 correspondiente al carbono
vinilico C-6; a 167.39 ppm correspondiente al C-4; a 170.96 ppm correspondiente

al carbono C-1 del grupo éster.
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5.4.3 Elucidacion estructural de acrilamida de 7c.

A continuacion, se describen las sefales de RMN de 'H para la acrilamida 7c: a
un desplazamiento de 3.79 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1); a 3.87 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=11.2 Hzy 4.1 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 3.97 ppm se observa otro doble
de doble con dos constantes de acoplamiento de J = 11.2 Hz y 4.8 Hz, que
integran para 1H, correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 4.68
ppm se observa un triplete con constante de acoplamiento de J = 4.4 Hz, que
integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.73
ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jirans=15.8 Hz que integra
para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.16
ppm se observa un triplete con constante de acoplamiento de J= 8.7 Hz que
integra para 2H, correspondientes a los protones aromaticos H-9 y H-11 del anillo
p-sustituido; a un desplazamiento de 7.57 ppm se observa un doblete con una
constante de acoplamiento de Jyans =15.8 Hz que integra para 1H, al protén
vinilico H-6; a 7.64 ppm se observa un multiplete que integra para 2H,

correspondientes a los protones aromaticos H-8 y H-12.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes senales: a 51.44 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 55.03 ppm correspondiente
al C-2; a 61.54 ppm correspondiente al C-3; a 115.45 ppm un doblete con
constante de acoplamiento de J = 22.1 Hz correspondiente a los carbonos
aromaticos C-9 y C-11; a 119.86 ppm correspondiente al carbono vinilico C-5; a
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129.62 ppm un doblete con constante de acoplamiento de J = 85 Hz
correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 131.30 ppm un doblete
con constante de acoplamiento de J = 3.3 Hz correspondiente a C-7; a 139.78
ppm correspondiente al carbono vinilico C-6; a 163.69 ppm se observa un doblete
con una constante de acoplamiento de J = 248.9 Hz, correspondiente al C-10; a
167.02 ppm correspondiente al C-4; a 170.90 ppm correspondiente al carbono C-

1 del grupo éster.

En el espectro de fllor aparece un unico singulete a -112.95 ppm, lo que nos

indica la presencia de un solo atomo de este halégeno en la molécula.

5.4.4 Elucidacion estructural de acrilamida de 7d.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para la acrilamida 7d: a
un desplazamiento de 3.79 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCH3-C-1) ; a 3.88 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=11.2 Hz y 4.2 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 3.98 ppm se observa otro doble
de doble con dos constantes de acoplamiento de J = 11.2 Hz y 4.8 Hz, que
integran para 1H, correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 4.69
ppm se observa un triplete con constante de acoplamiento de J = 4.5 Hz, que
integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.79
ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jirans=15.9 Hz que integra

para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.41
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ppm se observa un multiplete que integra para 3H, correspondientes a los
protones aromaticos H-9, H-10y H-11 del anillo p-sustituido; a un desplazamiento
de 7.59 ppm se observa un multiplete que integra para 3H, correspondientes a

los protones aromaticos H-8 y H-12 y al protén vinilico H-6.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes senales: a 51.45 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 55.04 ppm correspondiente
al C-2; a 61.56 ppm correspondiente al C-3; a 119.95 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-5; a 127.55 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos
C-9y C-11; a 128.57 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-
12; a 129.57 ppm correspondiente al carbono C-10; a 134.82 ppm
correspondiente al carbono C-7; a 141.12 correspondiente al carbono vinilico C-
6; a 167.16 ppm correspondiente al C-4; a 170.93 ppm correspondiente al

carbono C-1 del grupo éster.

5.4.5 Elucidacion estructural del acrilato 8a.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el compuesto 8a: a
un desplazamiento de 3.82 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHz-C-1) ; a un desplazamiento de
3.83 ppm se observa un singulete que integra para 3H, correspondiente al grupo
metoxilo del anillo aromatico (OCHs-C-10); a un desplazamiento de 3.84 ppm se
observa un singulete que integra para 3H, correspondiente al grupo metoxilo del

anillo aromatico (OCHs3-C-10’); a 4.55 ppm se observa un doble de doble con dos
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constantes de acoplamiento de J = 11.5 Hz y 3.4 Hz, que integran para 1H,
correspondiente al H-3; a 4.66 ppm se observa otro doble de doble con dos
constantes de acoplamiento de J = 11.4 Hz y 3.8 Hz, que integran para 1H,
correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 5.07 ppm se observa
un doble de triplete con constantes de acoplamiento de J = 7.4 Hz y 3.5 Hz que
integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.29
ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jirans=15.9 Hz que integra
para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento quimico
de 6.36 ppm observa un doblete con una constante de acoplamiento de Jirans
=15.6 Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5" del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 6.47 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de J = 7.8 Hz, que integra para 1H, correspondiente al NH; a un
desplazamiento de 6.90 ppm se observa un multiplete que integra para 4H,
correspondientes a los protones aromaticos H-9, H-9'y H-11, H-11’ de los anillos
p-sustituidos; a un desplazamiento de 7.47 ppm se observa un multiplete que
integra para 4H, correspondientes a los protones aromaticos H-8, H-8' y H-12, H-
12’; a un desplazamiento de 7.63 ppm se observa un doblete, con una constante
de acoplamiento de Jwans = 15.6 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-
6’; a un desplazamiento de 7.65 ppm se observa un doblete con una constante

de acoplamiento de Jwans = 15.9 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-6.

Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefnales: a 52.08 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCHs3-C-1); a 52.95 ppm correspondiente

a C-2; a 55.38 ppm correspondiente al metoxilo del anillo aromatico (OCH3s-C-
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10); a 55.42 ppm correspondiente al metoxilo del anillo aromatico (OCHs-C-10’);
a 64.06 ppm correspondiente al C-3; a 114.28 ppm correspondientes a los
carbonos aromaticos C-9 y C-11; a 114.32 ppm correspondiente al carbono
vinilico C-5; a 114.39 correspondiente a los carbonos C-9'y C-11’; a 117.29 ppm
correspondiente al carbono C-5’; a 126.84 ppm correspondiente al carbono
aromatico C-7; a 127.30 ppm correspondiente al C-7’; a 129.57 ppm
correspondiente a los carbonos arométicos C-8 y C-12; a 129.97 ppm
correspondiente a los carbonos C-8' y C-12’; a 141.89 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-6; a 145.72 ppm correspondiente al C-6’; a 161.10 ppm
correspondiente al C-10; a 161.66 ppm correspondiente al C-10’; a 165.91
correspondiente al carbono C-4; a 166.94 ppm correspondiente al C-4’; a 170.30

ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo éster.

5.4.6 Elucidacion estructural del acrilato 8b.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el compuesto 8b
(Figura 25): a 2.37 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al metilo unido al anillo aromético (CHs-C-10’); a 2.38 ppm se
observa un singulete que integra para 3H, correspondiente al metilo unido al anillo
aromatico (CHs-C-10); a un desplazamiento de 3.82 ppm se observa un singulete
que integra para 3H, correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCH3-C-1); a
4.56 ppm se observa un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de

J=11.5Hzy 3.4 Hz, que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 4.67 ppm
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se observa otro doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J= 11.5
Hz y 3.8 Hz, que integran para 1H, correspondiente al H-3; a un desplazamiento
quimico de 5.07 ppm se observa un doble de triplete con constantes de
acoplamiento de J = 7.4 Hz, 3.5 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-
2; a campo mas bajo se observa a 6.38 ppm un doblete con una constante de
acoplamiento de Jians =16.0 Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5 del
enlace vinilico; a un desplazamiento de 6.45 ppm se observa un doblete con
constante de acoplamiento de Jwans = 15.6 Hz, que integra para 1H,
correspondiente al H-5’; a 6.49 ppm se observa un singulete que integra para 1H,
correspondiente al NH; a un desplazamiento de 7.19 ppm se observa un triplete
con constante de acoplamiento de J = 7.4 Hz que integra para 4H,
correspondientes a los protones aromaticos H-9, H-9’ y H-11, H-11’ del anillo p-
sustituido; a un desplazamiento de 7.42 ppm se observa un doble de doble con
constantes de acoplamiento de J = 8.1 Hz, 2.7 Hz, que integra para 4H,
correspondientes a los protones aromaticos H-8, H-8 y H-12, H-12’; a un
desplazamiento de 7.64 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de Jians = 15.6 Hz que integra para 1H, correspondiente al protén
H-6 vinilico; a un desplazamiento de 7.67 ppm se observa un doblete con una
constante de acoplamiento de Jwans = 16.0 Hz que integra para 1H,

correspondiente al protén H-6’ vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono (Figura 26) mostro las siguientes sefales: a
21.44 ppm correspondiente al metilo unido al anillo aromético (CH3-C-10); a 21.51

ppm correspondiente al metilo unido al anillo aromatico (CHs-C-10’); a 52.07 ppm
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correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 52.96 ppm correspondiente
al C-2; a 64.10 ppm correspondiente al C-3; a 115.78 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-5; a 118.63 ppm correspondiente al carbono vinilico C-5’; a
127.95 ppm correspondiente a los carbonos arométicos C-9 y C-11; a 128.24
ppm correspondiente a los carbonos aromaticos C-9' y C-11’; a 129.58 ppm
correspondiente a los carbonos aromdticos C-8 y C-12; a 129.68 ppm
correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-12’; a 131.36 ppm
correspondiente al carbono C-7; a 131.81 ppm correspondiente al carbono C-7’:
a 140.30 ppm correspondiente al carbono C-10; a 141.15 correspondiente al
carbono C-10’; a 142.25 ppm correspondiente al carbono C-6; a 146.06 ppm
correspondiente al C-6’, a 165.75 ppm correspondiente al C-4; a 166.77
correspondiente al carbono 4’; a 170.21 ppm correspondiente al carbono C-1 del

grupo éster.

77



19002-04,1 fid
1900204

E
BE E'}

CH,
2

LE'E —
ag'E —

|
2,38

C-10 C-10’
CH,

o
N,
Wi — - o

ES'E [
S5 F ™ _ LI'.:
S5 —— l T
ase " . S_
[ L :
2 sye 8 -
ke L B T
= e LR Fes'o |
waE o
B
LA
s Ly -
s Lo e g
BS Ly
Bos : -
=
- ‘_' -
L
o
K
LIy
™«
5 _
3£ L1 ]
=k ="
= e i
1]
M"f“llr L S J
=

RMN !H (400 MHz, CDCI.)

e
S o ’
£R°L I
:.“:-g :E_L N > === ;¢
iy TS N be
: T % )
HEJ_ I I E‘Sﬂr_
CE: S et
2o
1
=

Figura 26. Espectro de RMN de 'H para el acrilato 8b.
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5.4.7 Elucidacion estructural del acrilato 8c.

A continuacion, se describen las sefales de RMN de 'H para el compuesto 8c: a
un desplazamiento de 3.83 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1); a 4.58 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=11.5 Hzy 3.4 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 4.66 ppm se observa otro doble
de doble con dos constantes de acoplamiento de J = 11.5 Hz y 3.9 Hz, que
integran para 1H, correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 5.07
ppm se observa un doble de triplete con constantes de acoplamiento de J = 7.5
Hz, 3.6 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se
observa a 6.35 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jians=16.0
Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 6.41 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de Jians =15.6 Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5’; a
un desplazamiento de 6.52 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de 7.7 Hz que integra para 1H, correspondiente al NH; a un
desplazamiento de 7.08 ppm se observa un multiplete que integra para 4H,
correspondientes a los protones aromaticos H-9, H-9’ y H-11, H-11’ del anillo p-
sustituido; a un desplazamiento de 7.51 ppm se observa un multiplete que integra
para 4H, correspondientes a los protones arométicos H-8, H-8 y H-12, H-12’; a
7.64 ppm se observa un doblete con una constante de acomplamiento de Jians

=15.6 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-6’; a un desplazamiento de
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7.66 ppm se observa un doblete con constante de acomplamiento de Jirans=16.0

Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-6.

Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes senales: a 52.11 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 53.03 ppm correspondiente
al C-2; a 64.12 ppm correspondiente al C-3; a 116.00 ppm un doblete con
constante de acoplamiento de J = 21.9 Hz correspondiente a los carbonos
aromaticos C-9y C-11; a 116.16 ppm un doblete con constante de acoplamiento
de J=22.0 Hz correspondientes a los carbonos aromaticos C-9'y C-11’; a 116.62
ppm correspondiente al carbono vinilico C-5; a 119.40 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-5’; a 129.78 ppm un doblete con constante de acoplamiento
de J = 8.5 Hz correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 130.15
ppm un doblete con constante de acoplamiento de J = 8.5 Hz correspondiente a
los carbonos aromaticos C-8’ y C-12’; a 130.33 ppm un doblete con constante de
acoplamiento de J = 3.2 Hz correspondiente a C-7; a 130.78 ppm un doblete con
constante de acoplamiento de J = 3.4 Hz correspondiente a C-7’; a 141.09 ppm
correspondiente al carbono vinilico C-6; a 144.77 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-6’; a 163.72 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de J = 251 Hz, correspondiente al C-10; a 164.11 ppm se observa
un doblete con una constante de acoplamiento de J = 252 Hz, correspondiente al
C-10’; a 165.40 ppm correspondiente al C-4; a 166.45 ppm correspondiente al C-

4’; a 170.13 ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo éster.

En el espectro de fluor aparecen dos singuletes a -110.12 ppm y -108.83 ppm, lo

gue nos indica la presencia de dos atomos de este halégeno en la molécula.
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5.4.8 Elucidacion estructural de 8d.

A continuacion, se describen las sefales de RMN de 'H para el compuesto 8d: a
un desplazamiento de 3.83 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1) ; a 4.58 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=11.5 Hzy 3.4 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 4.68 ppm se observa otro doble
de doble con dos constantes de acoplamiento de J = 11.5 Hz y 3.8 Hz, que
integran para 1H, correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 5.08
ppm se observa un doble triplete con constantes de acoplamiento de J= 7.3 Hz
y 3.5 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se
observa a 6.43 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jians=16.0
Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 6.50 ppm se observa un doblete, con una constante de
acoplamiento de Jians =15.6 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-5’; a
6.54 ppm se observa un singulete que integra para 1H, correspondiente al NH; a
un desplazamiento de 7.38 ppm se observa un multiplete que integra para 6H,
correspondientes a los protones aromaticos H-9, H-9', H-10, H-10' y H-11, H-171’
del anillo p-sustituido; a un desplazamiento de 7.52 ppm se observa un multiplete
que integra para 4H, correspondientes a los protones arométicos H-8, H-8 y H-
12, H-12’; a 7.68 ppm se observa un doblete con una constante de acoplamiento
de Jirans =15.6 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-6’; a 7.70 ppm se
observa un doblete, con constante de acoplamiento de Jirans=16.0 Hz, que integra

para 1H, correspondiente al protén vinilico H-6.
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Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefales: a 52.09 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 53.00 ppm correspondiente
al C-2; a 64.14 ppm correspondiente al C-3; a 116.91 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-5; a 119.70 ppm correspondiente al carbono vinilico C-5’; a
127.97 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos C-9 y C-11; a 128.25
ppm correspondiente a los carbonos arométicos C-9' y C-11’; a 128.86 ppm
correspondiente al C-8, C-12; a 128.96 ppm correspondiente al C-8, C-12’; a
129.97 ppm correspondiente al carbono C-10; a 130.66 ppm correspondiente al
carbono C-10’; a 134.09 ppm correspondiente al carbono C-7; a 134.56 ppm
correspondiente al carbono C-7’; a 142.32 correspondiente al carbono vinilico C-
6; a 146.09 correspondiente al carbono vinilico C-6’; a 165.56 ppm
correspondiente al C-4; a 166.57 ppm correspondiente al C-4’; a 170.16 ppm

correspondiente al carbono C-1 del grupo éster.

5.4.9 Elucidacion estructural del anhidrido 9b.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el compuesto 9b
(Figura 27): a un desplazamiento de 1.63 ppm se observa un multiplete que
integra para 20H; a un 2.37 se observa un singulete, que integra para 3H,
correspondiente al metilo del anillo aromatico (CH3CsHa4); a 3.75 se observa un
multiplete que integra para 1H, correspondiente al H-10’; a 4.11 ppm se observa
un multiplete que integra para 1H, correspondiente al H-10; a 6.69 ppm se

observa un doblete, con una constante de acoplamiento de Jians = 15.4 Hz, que
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integra para 1H, correspondiente al H-2; a 7.11 ppm se observa un singulete,
que integra para 1H, correspondiente al NH; a 7.18 ppm se observa un doblete,
con constante de acoplamiento de J = 7.9 Hz, que integra para 2H,
correspondiente a los protones H-6, H-8; a 7.38 ppm se observa un doblete, con
una constante de acoplamiento de J = 8.0 Hz, que integra para 2H,
correspondiente a los protones H-5, H-9; a 7.65 ppm, se observa un doblete, con
una constante de acoplamiento de Jwans = 15.4 Hz, que integra para 1H,

correspondiente al H-3.

Asi mismo, el espectro de carbono (Figura 28) mostro las siguientes senales: a
21.47 ppm correspondiente al metilo del anillo aromatico (CH3CsHa), a 24.69 ppm
correspondiente a los C-12 y C-14, a 25.40 ppm, correspondiente al carbono C-
12’; a 25.49 ppm correspondiente al C-14’; a 26.34 ppm correspondiente a los
carbonos C-13, C-13’; a 30.98 ppm correspondiente a los C-11, C-15; a 32.82
ppm correspondiente a los C-11’, C-15’; a 49.81 ppm correspondiente al C-10; a
56.36 ppm correspondiente al C-10’, a 118.40 ppm correspondiente al C-2, a
127.69 ppm correspondiente a los carbonos C-6, C-8; a 129.65 ppm
correspondientes a los carbonos C-5, C-9, a 132.00 ppm correspondiente al C-4,
a 140.51 ppm correspondiente al C-7, a 143.57 ppm correspondiente al C-3, a

154.14 ppm correspondiente al C=N; a 167.20 ppm correspondiente al C-1.
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5.4.10 Elucidacion estructural del anhidrido 9c.

A continuacion, se describen las sefales de RMN de 'H para el compuesto 9¢: a
un desplazamiento de 1.62 ppm se observa un multiplete que integra para 20H;
a 3.76 ppm se observa un multiplete que integra para 1H, correspondiente al H-
10’; a 4.11 ppm se observa un multiplete que integra para 1H, correspondiente al
H-10; a 6.66 ppm se observa un doblete, con una constante de acoplamiento de
Jirans = 15.4 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-2; a 6.92 ppm se
observa un singulete, que integra para 1H, correspondiente al NH; a 7.07 ppm se
observa un doblete, con constante de acoplamiento de J = 7.9 Hz, que integra
para 2H, correspondiente a los protones H-6, H-8; a 7.48 ppm se observa un
doblete, con una constante de acoplamiento de J = 8.0 Hz, que integra para 2H,
correspondiente a los protones H-5, H-9; a 7.64 ppm, se observa un doblete, con
una constante de acoplamiento de Jwans = 15.4 Hz, que integra para 1H,

correspondiente al H-3.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes sefnales: a 24.66 ppm
correspondiente a los C-12 y C-14; a 25.39 ppm, correspondiente al carbono C-
12’; a 25.47 ppm correspondiente al C-14’; a 26.31 ppm correspondiente a los
carbonos C-13, C-13’; a 31.03 ppm correspondiente a los C-11, C-15; a 32.83
ppm correspondiente a los C-11’, C-15’; a 49.85 ppm correspondiente al C-10; a
56.34 ppm correspondiente al C-10’, a 116.09 ppm un doblete con constante de
acoplamiento de J = 21.9 Hz correspondiente a los carbonos C-6, C-8; a 119.20
ppm correspondiente al C-2, a 129.79 ppm un doblete con constante de
acoplamiento de J = 8.5 Hz correspondientes a los carbonos C-5, C-9, a 131.02
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ppm un doblete con constante de acoplamiento de J = 3.4 Hz correspondiente al
C-1’, a 142.24 ppm correspondiente al C-3, a 154.04 ppm correspondiente al
C=N; a 163.77 ppm un doblete, con constante de acoplamiento de J = 251.1 Hz,

correspondiente al C-7; a 166.70 ppm correspondiente al C-1.

5.4.11 Elucidacion estructural del anhidrido 9d.

A continuacion, se describen las sefales de RMN de 'H para el compuesto 9d: a
un desplazamiento de 1.63 ppm se observa un multiplete que integra para 20H;
a 3.76 ppm se observa un multiplete que integra para 1H, correspondiente al H-
10’; a4.11 ppm se observa un multiplete que integra para 1H, correspondiente al
H-10; a 6.75 ppm se observa un doblete, con una constante de acoplamiento de
Jirans = 15.4 Hz, que integra para 1H, correspondiente al H-2; a 6.92 ppm se
observa un singulete, que integra para 1H, correspondiente al NH; a 7.05 ppm se
observa un doblete, con constante de acoplamiento de J = 7.9 Hz, que integra
para 2H, correspondiente a los protones H-6, H-8; a 7.38 ppm se observa un
doblete, con una constante de acoplamiento de J = 8.0 Hz, que integra para 2H,
correspondiente a los protones H-5, H-9; a 7.68 ppm, se observa un doblete, con
una constante de acoplamiento de Jwans = 15.4 Hz, que integra para 1H,

correspondiente al H-3.

Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefales: a 24.68 ppm
correspondiente a los C-12 y C-14; a 25.40 ppm, correspondiente al carbono C-

12’; a 25.49 ppm correspondiente al C-14’; a 26.33 ppm correspondiente a los
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carbonos C-13, C-13’; a 31.03 ppm correspondiente a los C-11, C-15; a 32.83
ppm correspondiente a los C-11’, C-15’; a 49.83 ppm correspondiente al C-10; a
56.42 ppm correspondiente al C-10’, a 119.50 ppm correspondiente al carbono
C-2; a 127.96 ppm correspondiente a los carbonos C-6, C-8; a 128.94 ppm
correspondientes a los carbonos C-5, C-9, a 130.10 ppm correspondiente al C-4,
a 134.75 ppm correspondiente al C-7, a 143.54 ppm correspondiente al C-3; a

154.07 correspondiente al C=N; a 166.97 ppm correspondiente al C-1.

5.5 Preparaciéon de oxazolinas

Teniendo las correspondientes acrilamidas 7 a-d, se llevé a cabo una reaccion
de O-alquilacion con Deoxo-Fluor® en diclorometano a -20°C en bafo de metanol

y hielo seco durante 30 min, obteniéndose rendimientos variados (14-94%).

OH
Q /g‘/ Deoxo-Fluor
A O
N
10a-d
7a-d

-20°C

Figura 30. Sintesis de oxazolinas a partir de acrilamidas.

Los elementos que destacaron para poder confirmar mediante Resonancia
Magnética Nuclear la presencia del heterociclo fueron los protones H-3
adyacentes al oxigeno y la interaccién H-C a tres enlaces en el HMBC. En el
sistema abierto, los hidrogenos H-3 presentan un comportamiento de sistema AB,
donde se observan dos dobles de dobles donde las intensidades de ambos se
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muestran como una piramide: los dobles del centro se observan mas grandes y
los dobles de las orillas estan mas pequefios. Esta peculiaridad nos indica que
existe cercania entre dichos protones, por lo que sumado a la sefial provista por
el H-2, se observa un sistema ABX, por tener dos protones cercanos acoplandose
y uno mas lejano. En las moléculas que contienen el heterociclo, estos dobles de
dobles pierden su peculiar disposicion piramidal siendo mas irregulares, pues ya
no se encuentran espacialmente tan cercanos como en el sistema abierto y al
mismo tiempo el protdén H-2, que antes de observaba como un triplete, se alcanza
a visualizar como un doble de dobles, lo que nos indicaria que el sistema que en

un inicio era ABX, paso a ser AMX.

Respecto a la interaccion H-C a tres enlaces, en el espectro HMBC de nuestras
acrilamidas es posible ver que solo existe una interaccion entre los protones H-3
y el carbono del grupo éster a tres enlaces, mientras que en el espectro HMBC
de las oxazolinas es posible ver la interaccion de estos protones con el carbono
de la amida a tres enlaces, confirmando de esta manera que el heterociclo pudo

ser formado.

5.5.1 Elucidacion estructural de oxazolina de 10a.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para la oxazolina 10a: a
un desplazamiento de 3.82 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1) ; a un desplazamiento de

3.83 ppm se observa un singulete que integra para 3H, correspondiente al grupo
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metoxilo (OCHs); a 4.51 ppm se observa un doble de doble con dos constantes
de acoplamiento de J= 10.5 Hz y 8.7 Hz, que integran para 1H, correspondiente
al H-3; a 4.60 ppm se observa un triplete con constante de acoplamiento de J =
8.3 Hz, que integran para 1H, correspondiente al H-3; a un desplazamiento
quimico de 4.88 ppm se observa un doble de doble con constantes de
acoplamiento de J = 10.5 Hz y 7.9 Hz, que integra para 1H, correspondiente al
H-2; a campo mas bajo se observa a 6.53 ppm un doblete con una constante de
acoplamiento de Jians =16.2 Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5 del
enlace vinilico; a un desplazamiento de 6.90 ppm se observa un doblete con
constante de acoplamiento de J= 8.7 Hz que integra para 2H, correspondientes
a los protones arométicos H-9 y H-11 del anillo p-sustituido; a un desplazamiento
de 7.38 ppm se observa un doblete con constante de acoplamiento de Jians=16.2
Hz que integra para 1H, correspondiente al protén H-6 vinilico; a un
desplazamiento de 7.43 ppm, se observa un doblete, con una constante de
acoplamiento de J = 8.7 Hz, que integra para 2H, correspondiente a los protones

H-8 y H-12.

Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefnales: a 52.73 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCHs3-C-1); a 55.38 ppm correspondiente
al metoxilo del anillo aromatico (OCH3CsHa); a 68.44 ppm correspondiente al C-
2;a69.10 ppm correspondiente al C-3; a 111.94 ppm correspondiente al carbono
C-5; a 114.34 ppm correspondiente a los carbonos arométicos C-9 y C-11; a
127.68 ppm correspondiente al carbono vinilico C-7; a 129.18 ppm

correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 140.97 ppm
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correspondiente al carbono vinilico C-6; a 161.00 ppm correspondiente al C-10;
a 166.26 ppm correspondiente al C-4; a 171.69 ppm correspondiente al carbono

C-1 del grupo éster.

5.5.2 Elucidacion estructural de oxazolina de 10b.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para la oxazolina 10b
(Figura 31): a 2.37 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al metilo unido al anillo aromatico (CHs3CeH4); a un
desplazamiento de 3.82 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCH3-C-1) ; a 4.52 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=10.5 Hz y 8.7 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 4.61 ppm se observa un triplete
con constante de acoplamiento de J = 8.3 Hz, que integra para 1H,
correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 4.89 ppm se observa un
doble de dobles con constantes de acoplamiento de J = 10.5 Hz y 7.9 Hz que
integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.62
ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jirans=16.3 Hz que integra
para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.18
ppm se observa un doblete con constante de acoplamiento de J= 8.0 Hz que
integra para 2H, correspondientes a los protones aromaticos H-9 y H-11 del anillo
p-sustituido; a un desplazamiento de 7.38 ppm se observa un doblete con

constante de acoplamiento de J= 8.2 Hz que integra para 2H, correspondientes
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a los protones arométicos H-8 y H-12; a un desplazamiento de 7.42 ppm se
observa un doblete con una constante de acoplamiento de Jians = 16.2 Hz que

integra para 1H, correspondiente al protén H-6 vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono (Figura 32) mostro las siguientes senales: a
21.44 ppm correspondiente al metilo unido al anillo aromatico (CH3CsHa); a 52.75
ppm correspondiente al metoxilo del éster (OCHs-C-1); a 68.45 ppm
correspondiente al C-2; a 69.14 ppm correspondiente al C-3; a 113.28 ppm
correspondiente al carbono vinilico C-5; a 127.61 ppm correspondiente a los
carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 129.63 ppm correspondiente a los carbonos
aromaticos C-9 y C-11; a 132.18 ppm correspondiente al carbono C-7; a 140.15
ppm correspondiente al carbono C-10; a 141.38 correspondiente al carbono
vinilico C-6; a 166.16 ppm correspondiente al C-4; a 171.63 ppm correspondiente

al carbono C-1 del grupo éster.

Con esta oxazolina fue posible obtener cristales que pudieron ser mandados a
Rayos X y que nos sirvieran para complementar su identidad, presentdndose a

continuacion su modelo en la Figura 30.

Figura 31. Imagen ORTEP de la estructura de rayos X de la oxazolina 10b.

93



{wdd} oounk oyusiweze|dsag
© FT 9T BT O0E T'E FE OTE OPE 0% T FF OFF PP 00 '3 F'S PS5 8T 09 T'9 #9099 89 0L TE OPL
L i 1 1 1 i L i 1 1 1 L i L i 1 1 1 i '] 1 i 1 i I | i | 1 1 i L i 1

C

(]
w0
I

Boge |
B
ot
ko

E
B 1

—— ho1 |
%T‘II'

05t S5F  0%F  S9'5BF  06°F SEL 0bL &

®HD-Yd

A I AN

O & & b s BB & o m._.,._.mr ._r ﬁ—ﬁ-—.

3 i e oEEe Wik o &
Q N_*

*HDO rov,,Lmuo i

((1Dad “ZHW 00¥%) H; NINY

| | N N A A
o w o R A A e om =5 e e e g
fai = zininnhbmzoza o = b G
- = o= i R = [ g e g

NWE-HT [ £1200 !/ E-£k-HVS £50-£T06T
PU ES0-LTOBT

94

Figura 32. Espectro de RMN de 'H para la oxazolina 10b.



{wdd} oonunb cyuaiueze|dsag
OF 05 a3 QL o8 Q& 0T a1t
1 ] 1 L 1

01 DEX Ot 05T 09T 0Lt
[ ] s 1 L ] L L i

*HXO ;5¢€-D gD
I

7 ]
h-u\_ oy VIO
0T-D

It-3 ¢I-D
‘8-D

'6-D

(12a2 “ZHN 00T) J¢r NINY

\ RN A [
ERREDET €120/ ELb-uvE {5074 E06T
Rk P g S0-L 16T

= i =

Figura 33. Espectro de RMN de '3C para la oxazolina 10b.
95



! 144 80
¥ ”-:::- 2 )__:
g it N
i
i
i
it

"

470 405 480 4.55 450 4,4

475
CxesqlazamiiEndo aTiCe (opm)

440 405

445

05

T

T T T T T T v
200 A0 400 3.4% 1,90 365 LA0 175 570

T

Figura 34. Comparativa de HMBC de acrilamida 7b y oxazolina 10b.

96

413

4,75 470 405 L1 295 2% 4.2% 4,90 4,35 4,00 425 4200

.00

00

CaesplaznmiEndo GamiCe (opm)



5.5.3 Elucidacion estructural de oxazolina de 10c.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para la oxazolina 10c: a
un desplazamiento de 3.82 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1); a 4.52 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=10.5 Hz y 8.7 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 4.62 ppm se observa un triplete
con constante de acoplamiento de J = 8.3 Hz, que integran para 1H,
correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 4.90 ppm se observa
un doble de doble con constantes de acoplamiento de J=10.5 Hz y 4.4 Hz, que
integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.58
ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jirans=16.3 Hz que integra
para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.07
ppm se observa un triplete con constante de acoplamiento de J= 8.6 Hz que
integra para 2H, correspondientes a los protones aromaticos H-9 y H-11 del anillo
p-sustituido; a un desplazamiento de 7.39 ppm se observa un doblete con una
constante de acoplamiento de Jyans =16.3 Hz que integra para 1H, al protén
vinilico H-6; a 7.47 ppm se observa un multiplete que integra para 2H,

correspondientes a los protones aromaticos H-8 y H-12.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes sefales: a 52.78 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 68.45 ppm correspondiente
al C-2; a 69.21 ppm correspondiente al C-3; a 114.09 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-5; a 116.03 ppm un doblete con constante de acoplamiento de
J=21.9 Hz correspondiente a los carbonos aromaticos C-9y C-11; a 129.42 ppm
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un doblete con constante de acoplamiento de J = 8.4 Hz correspondiente a los
carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 131.13 ppm un doblete con constante de
acoplamiento de J= 3.3 Hz correspondiente a C-7; a 140.10 ppm correspondiente
al carbono vinilico C-6; a 163.62 ppm se observa un doblete con una constante
de acoplamiento de J = 250.7 Hz, correspondiente al C-10; a 165.84 ppm
correspondiente al C-4; a 171.52 ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo

éster.

En el espectro de fllor aparece un unico singulete a -110.41 ppm, lo que nos

indica la presencia de un solo atomo de este halégeno en la molécula.

5.5.4 Elucidacion estructural de oxazolina 10d.

A continuacion, se describen las sefales de RMN de 'H para la oxazolina 10d: a
un desplazamiento de 3.82 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1) ; a 4.53 ppm se observa
un doble de doble con dos constantes de acoplamiento de J=10.5 Hz y 8.8 Hz,
que integran para 1H, correspondiente al H-3; a 4.62 ppm se observa un triplete
con constante de acoplamiento de J = 8.3 Hz, que integran para 1H,
correspondiente al H-3; a un desplazamiento quimico de 4.90 ppm se observa un
doble de doble con constantes de acoplamiento de J = 10.5 Hz y 8.0 Hz, que
integra para 1H, correspondiente al H-2; a campo mas bajo se observa a 6.68
ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jians=16.3 Hz que integra
para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 7.39

ppm se observa un multiplete que integra para 3H, correspondientes a los
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protones aromaticos H-9, H-10 y H-11 del anillo p-sustituido; a un desplazamiento
de 7.43 ppm se observa un doblete con constante de acoplamiento de Jians=16.3
Hz, que integra para 1H, correspondiente al protdén vinilico H-6; a un
desplazamiento de 7.49 ppm se observa un multiplete que integra para 2H,

correspondientes a los protones aromaticos H-8 y H-12.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes sefnales: a 52.77 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 68.39 ppm correspondiente
al C-2; a 69.21 ppm correspondiente al C-3; a 114.30 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-5; a 127.65 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos
C-9y C-11; a 128.90 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-
12; a 129.83 ppm correspondiente al carbono C-10; a 134.89 ppm
correspondiente al carbono C-7; a 141.47 correspondiente al carbono vinilico C-
6; a 166.05 ppm correspondiente al C-4; a 171.54 ppm correspondiente al

carbono C-1 del grupo éster.

5.6 Preparacion de oxazoles

Para la sintesis de oxazoles se realizé la O-alquilacion de las acrilamidas 7 a-d
con Deoxo-Fluor® en diclorometano a -20°C en bafio de metanol y hielo seco
durante 30 min para formar la oxazolina. Pasado este tiempo la reaccion fue
monitoreada en cromatografia en capa fina para comprobar que el heterociclo se
formd y posteriormente se llevé a cabo su oxidacién adicionando BrCCls y DBU,
se elevo la temperatura del bario a 0°C y se dejé la reaccion en agitacion durante
8 horas, obteniendo rendimientos de moderados a buenos (59-88%).
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Figura 35. Preparacion de oxazoles a partir de acrilamidas

El elemento clave para confirmar la formacion de los oxazoles en Resonancia
Magnética Nuclear fue la desaparicién de nuestro sistema ABX. Esto es debido
a que en las posiciones dos y tres de las oxazolinas se encontraban uno y dos
protones respectivamente que observabamos como tres dobles de dobles, sin
embargo, con la oxidacion del heterociclo ahora ya no hay ningun hidrégeno en
el carbono dos y en el carbono tres queda solo un protédn, el cual es visto como
un singulete que aparece a campo bajo por ser un proton aromatico vecino al
oxigeno. De igual manera en el espectro de carbono, las senales
correspondientes a los carbonos dos y tres aparecen a campos mas bajos en
comparacion con las oxazolinas. Para confirmar que estas sefiales pertenecen a
las posiciones dos y tres en el heterociclo, fue necesario realizar un HSQC para
obtener la interaccion del carbono y su proton y HMBC para conocer la

interaccidén H-C a tres enlaces y ubicarlos adecuadamente en la molécula.

5.6.1 Elucidacion estructural de oxazol 11a.
A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el oxazol 11a: a un

desplazamiento de 3.84 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
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correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHz-C-1) ; a un desplazamiento de
3.94 ppm se observa un singulete que integra para 3H, correspondiente al grupo
metoxilo (OCHs); a campo mas bajo se observa a 6.82 ppm un doblete con una
constante de acoplamiento de Jyans =16.4 Hz que integra para 1H,
correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un desplazamiento de 6.92 ppm se
observa un doblete con constante de acoplamiento de J= 8.7 Hz que integra para
2H, correspondientes a los protones aromaticos H-9 y H-11 del anillo p-sustituido;
a un desplazamiento de 7.48 ppm se observa un doblete con constante de
acoplamiento de J= 8.7 Hz que integra para 2H, correspondientes a los protones
H-8 y H-12; a un desplazamiento de 7.59 ppm, se observa un doblete, con una
constante de acoplamiento de Jwans =16.4 Hz que integra para 1H,
correspondiente al H-6 del enlace vinilico;, a campo mas bajo a un
desplazamiento de 8.19 ppm se observa un singulete que integra para 1H,

correspondiente al H-3.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes sefnales: a 52.21 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCH3-C-1); a 55.40 ppm correspondiente
al metoxilo del anillo aromatico (OCH3CsHa4); a 110.51 ppm correspondiente al
carbono C-5; a 114.42 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos C-9 y C-
11; a 127.73 ppm correspondiente al carbono vinilico C-7; a 128.95 ppm
correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 134.22 ppm
correspondiente al carbono C-2; a 138.04 ppm correspondiente al carbono

vinilico C-6; a 143.13 ppm correspondiente al carbono C-3; a 160.95 ppm
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correspondiente al C-10; a 161.80 ppm correspondiente al C-4; a 162.64 ppm

correspondiente al carbono C-1 del grupo éster.

5.6.2 Elucidacion estructural de oxazol 11b.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el oxazol 11b
(Figura 35): a 2.40 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al metilo unido al anillo aromatico (CHs3CeH4); a un
desplazamiento de 3.96 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1) ; a campo mas bajo se
observa a 6.92 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jians=16.4
Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 7.23 ppm se observa un doblete con constante de
acoplamiento de J= 7.9 Hz que integra para 2H, correspondientes a los protones
aromaticos H-9 y H-11 del anillo p-sustituido; a un desplazamiento de 7.45 ppm
se observa un doblete con constante de acoplamiento de J= 7.9 Hz que integra
para 2H, correspondientes a los protones aromaticos H-8 y H-12; a un
desplazamiento de 7.63 ppm se observa un doblete con una constante de
acoplamiento de Jwans = 16.4 Hz que integra para 1H, correspondiente al proton
H-6 vinilico; a campo mas bajo se observa a 8.22 ppm un singulete que integra

para 1H, correspondiente al H-3.

Asi mismo, el espectro de carbono (Figura 36) mostro las siguientes sefales: a
21.44 ppm correspondiente al metilo unido al anillo aromatico (CH3CeH4); a 52.22
ppm correspondiente al metoxilo del éster (OCHs-C-1); a 111.84 ppm

correspondiente al carbono vinilico C-5; a 127.38 ppm correspondiente a los
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carbonos arométicos C-8 y C-12; a 129.69 ppm correspondiente a los carbonos
aromaticos C-9 y C-11; a 132.24 ppm correspondiente al carbono C-7; a 132.32
ppm correspondiente al carbono C-2; a 138.39 ppm correspondiente al carbono
C-6; a 140.08 ppm correspondiente al carbono C-10; a 143.26 correspondiente
al carbono vinilico C-3; a 161.76 ppm correspondiente al C-1 del grupo éster; a

162.44 ppm correspondiente al carbono C-4.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H para oxazol 11b.
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Figura 37. Espectro de RMN de '3C para oxazol 11b.
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5.6.3 Elucidacion estructural de oxazol 11c.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el oxazol 11¢: a un
desplazamiento de 3.97 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1); a campo mas bajo se
observa a 6.88 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jyans=16.4
Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 7.11 ppm se observa un multiplete que integra para 2H,
correspondientes a los protones aromaticos H-9 y H-11 del anillo p-sustituido; a
un desplazamiento de 7.53 ppm se observa un multiplete que integra para 2H
correspondiente a los protones H-8 y H-12; a 7.62 ppm se observa un doblete
con una constante de acoplamiento de Jyans =16.4 Hz que integra para 1H,
correspondiente al protén vinilico H-6; a campo mas bajo se observa a 8.23 ppm

un singulete que integra para 1H, correspondiente al H-3.

Asi mismo, el espectro de carbono mostré las siguientes sefnales: a 52.26 ppm
correspondiente al metoxilo del grupo éster (OCHs-C-1); a 112.58 ppm
correspondiente al carbono vinilico C-5; a 116.11 ppm un doblete con constante
de acoplamiento de J = 22.0 Hz correspondiente a los carbonos aromaticos C-9
y C-11; a2 129.18 ppm un doblete con constante de acoplamiento de J = 8.4 Hz
correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-12; a 131.20 ppm un doblete
con constante de acoplamiento de J = 3.4 Hz correspondiente a C-7; a 134.38
ppm correspondiente al carbono vinilico C-2; a 137.11 ppm correspondiente al
carbono vinilico C-6; a 143.38 ppm correspondiente al carbono vinilico C-3; a

161.68 ppm correspondiente al C-4; a 162.07 ppm correspondiente al carbono C-
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1 del grupo éster; a 163.55 ppm se observa un doblete con una constante de

acoplamiento de J = 250.7 Hz, correspondiente al C-10.

En el espectro de flior aparece un unico singulete a -110.41 ppm, lo que nos

indica la presencia de un solo atomo de este halégeno en la molécula.

5.6.4 Elucidacion estructural de oxazol 11d.

A continuacion, se describen las sefiales de RMN de 'H para el oxazol 11d: a un
desplazamiento de 3.97 ppm se observa un singulete que integra para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo del éster (OCHs-C-1) ; a campo mas bajo se
observa a 6.98 ppm un doblete con una constante de acoplamiento de Jyans=16.4
Hz que integra para 1H, correspondiente al H-5 del enlace vinilico; a un
desplazamiento de 7.42 ppm se observa un multiplete que integra para 3H,
correspondientes a los protones aromaticos H-9, H-10 y H-11 del anillo p-
sustituido; a un desplazamiento de 7.56 ppm se observa un doblete con constante
de acoplamiento de J =6.7 Hz que integra para 2H, correspondientes a los
protones aromaticos H-8 y H-12; a un desplazamiento de 7.66 ppm se observa
un doblete con constante de acoplamiento de Jyans=16.4 Hz que integra para 1H,
correspondiente al protén vinilico H-6; a campo mas bajo se observa a 8.24 ppm

un singulete que integra para 1H, correspondiente al H-3.

Asi mismo, el espectro de carbono mostro las siguientes sefales: a 52.26 ppm
correspondiente al metoxilo del éster (OCHs-C-1); a 112.84 ppm correspondiente

al carbono vinilico C-5; a 127.42 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos

107



C-9y C-11; a 128.98 ppm correspondiente a los carbonos aromaticos C-8 y C-
12; a 129.75 ppm correspondiente al carbono C-10; a 134.37 ppm
correspondiente al carbono C-2; a 134.96 ppm correspondiente al carbono C-7;
a 138.42 correspondiente al carbono vinilico C-6; a 143.36 ppm correspondiente
al carbono C-3; a 161.72 ppm correspondiente al carbono C-1 del grupo éster; a

162.23 ppm correspondiente al C-4.

5.7 Evaluacion de la actividad antituberculosa mediante la técnica de
MABA
Los 19 compuestos obtenidos y tres farmacos de referencia, rifampicina,
etambutol y levofloxacino (Figura 37) fueron evaluados inicialmente a seis
concentraciones diferentes 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ug/mL, bajo la técnica
de MABA con la finalidad de determinar el efecto antifimico de las moléculas, asi

como analizar un posible efecto estructural en esta actividad.

Los experimentos fueron realizados dos veces y cada una de las concentraciones
fueron evaluadas por duplicado, sobre una cepa de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv ATCC 27294 (sensible a los farmacos antifimicos de primera linea S, I, R,
E, Pz) y una cepa de aislado clinico multifarmaco resistente de M. tuberculosis
G122 (resistente a etambutol, rifampicina e isoniacida), obteniéndose los

siguientes resultados mostrados en la tabla 12.
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Tabla 12. Resultados de la actividad antimicobacteriana mediante MABA.

M. tuberculosis

Peso CMI (pug/mL)- (uM)

Compuesto

molecular

H37Rv*

G122**

\OQM iad 059.2610 | 2.36 (szﬁM) (481_2-3“,')
11a

QA:E\ ‘sl 243.2620 | 2.98 (39'2718;@') (256?'723,\,')

FQ/\/CL 'ay 247.2250 | 2.65 (13_'(132“5,\,') (501_2'3“,')
11c

@Ai ‘sl 009.2350 | 2.49 (541_2"3,\/') (541_5'3,\,')

\OQA\i 'ad 261.2770 | 1.97 (23%23“/') (471.§'ﬁ|v|)
10a

Q/Tf 'ad 2452780 | 2.58 (25§fﬁM) (501_3'3,\,')

FQ/\/OL\ 'ad 2492414 | 2.25 (501_'12'3M) (100%3“,\,')
10c

@A\i ‘sl 231.2510 | 2.09 (541_$'ﬁM) (541?'3,\,')

g QA:U/Y\ 279.2920 | 0.56 (>3>51803M) (>3>51803M)

QA\:E %\ 263.2930 | 1.17 (>37>s;.%0mv|) (>37>91.%0uM)

QA\)L IY\ 267.2564 | 0.84 (>37>4:.?0mv|) (>37>z:20p|v|)
7c

@A\i”j\}\ 249.2660 | 0.68 (>4511.?0uM) (>4511.(1)Op|v|)
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Jfb
o
/

: 50 5100
o 439.4640 | 2.9 | 4437 ,.M) | (>227.5 um)
’ 8a
: 50 5100
o 407.4660 | 413 | o7 M) | (>245.4 uM)
8b
|
J@ 50 >100
e 415.3928 | 347 | 1o03uM) | (5240.7 uM)
8c
0
; 5100 100
A Lo 379.4120 | 315 | o635 M) | (263.5 uM)
o
8d
A, >100 >100
o A 368.5210 | 616 | o743 M) | (>271.3 uM)
9b
A, >100 >100
fons S 372.4844 | 583 | _oegauM) | (>268.4 uM)
9¢c
(0] )N\O
e >100 >100
w @ 354.4940 | 567 | | a0 ) (>282 uM)
9d
\/[OH y
o 3.125 56.25
204.3140 | 0.06
i HOJA (152 M) | (>30.5 uM)
Etambutol
0.0488 0.1953
822.9530 | 371 | oHo 023 j)

-~ 0
Rifampicina
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N AN 0.1953 0.1953
‘ . .
o mF 3613734 | 135 | (o0 | (064 )
(@] (@]

Levofloxacino
*Sensible a los farmacos de primera linea (S, I, R, E, Pz), **Resistente a los farmacos de primera linea (I, R, E). S=
Estreptomicina, I= isoniacida, R= rifampicina, E= etambutol, Pz= pirazinamida

Los compuestos que en el primer experimento mostraron valores de CMI de
3.125 pg/mL, incluyendo a los farmacos de referencia, se les realizé una
subdilucién (3.125, 1.5625, 0.7812, 0.3906, 0.1953, 0.0976, 0.0488 pg/mL),
observandose que solo el compuesto nombrado como (11b) disminuyé su CMI a

0.7812 pg/mL.

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 12, se puede observar que
tanto las oxazolinas y los oxazoles presentaron una concentracibn minima
inhibitoria (CMI), menor o igual a 12.5 pg/mL (excepto la oxazolina de fllor con
25 pg/mL), siendo estos ultimos ligeramente més activos tanto para la cepa
sensible como para la resistente. Mientras que los sistemas insaturados abiertos
(acrilamidas y acrilatos) y acoplados con DCC (anhidridos), presentan baja

actividad con valores de CMI mayores a 50 pug/mL.

Cabe destacar al compuesto 11b (oxazol de metilo), el cual presenta un valor de
0.7812y 6.25 pg/mL ante la cepa H37Rv y G122 respectivamente, siendo cuatro
veces mas activo que el farmaco etambutol ante la sepa sensible y manteniendo
su actividad ante la cepa resistente de M. tuberculosis bajo nuestras condiciones

de estudio.
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La lipofilicidad y la planaridad en la molécula parecen jugar un papel importante
para que se pueda llevar a cabo su actividad. En las acrilamidas es observable
una nula actividad ante las cepas de M. tuberculosis, donde sustituyentes unidos
al carbono quiral presentan libre rotacion, sin embargo, al ciclar estas moléculas,
se impide esta rotacién, pues ahora el OH pasa a ser parte del heterociclo,
quedando solo el grupo éster libre de giro, teniendo una planaridad mayor en las
oxazolinas en comparacion con las acrilamidas. De igual manera se observa un
aumento en la lipofilicidad (pasando de valores de Log P 0-1 a valores de 1-2).
La presencia de estos dos factores en el heterociclo formado se ven reflejados

en los resultados de CMI, bajando considerablemente.

Avalos Alanis y colaboradores en el afno 2017 sintetizaron acrilamidas vy
oxazolinas bencilsustituidas que evaluaron ante cepas sensibles y resistentes de
M. tuberculosis. Ellos observaron que tanto las acrilamidas como los heterociclos
presentaban actividad ante las micobacterias, teniendo una ligera mayor
actividad las oxazolinas?'. Esto contrasta con nuestros resultados, donde se
observan valores de CMI de 100 pug/mL en acrilamidas y de 6.25 pg/mL en
oxazolinas. El que las acrilamidas de Avalos Alanis y colaboradores sean
bencilsustituidas hace que presenten un Log P mayor a las acrilamidas
mostradas en este trabajo, las cuales cuentan con un éster metilico,
caracteristica que podria ser la determinante en la capacidad de entrada vy
diferencia de accion antifimica entre ambas moléculas, sin embargo, el Log P no
lo es todo, pues si exclusivamente esa fuera la caracteristica responsable de la

actividad, los acrilatos (8a-d) y anhidridos (9a-d) se esperaria una actividad
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elevada en las micobacterias al ser las moléculas que presentan la lipofilicidad

mas alta, situacidén que no es observable en los resultados.

En el caso de los oxazoles, al estar aromatizado el heterociclo, la molécula tiene
una mayor planaridad y lipofilicidad que las oxazolinas. Esto se refleja en la CMI,
donde estas moléculas presentan los valores mas bajos ante las micobacterias.
Por tanto, podemos decir que la planaridad y la lipofilicidad son dos factores que
en conjunto ayudan a que los oxazoles presenten una mejor actividad
antimicobacteriana en comparacién con las demas moléculas evaluadas. Los
sustituyentes en la posicién para de fenilo no parecen tener un efecto significativo
en la actividad, aunque cabe senalar que en las cinco series estudiadas el
derivado de acido cinamico (H-fenilo) presenté los mayores valores de CMI,
mientras que en el caso de las oxazolinas los compuestos con los valores
menores de CMI fueron aquellos que presentaron el sustituyente p-OCHs y p-
CHs caracteristica que se mantiene en los oxazoles siendo el mas activo el de p-
CHs seguido de el de p-OCHs y p-F, sin embargo, de manera general no existe

tendencia clara hacia alguno de los sustituyentes empleados.

Estos resultados son muy prometedores, ya que los valores de CMI obtenidos
son muy competitivos con los farmacos utilizados en la actualidad, principalmente

en el caso de las cepas resistentes a los antifimicos de primera linea.

Como ya se mencioné anteriormente en el texto, otro punto importante a
considerar es la citotoxicidad que los farmacos actuales presentan, por lo que en

base a los resultados anteriores es que se procedié a evaluar la citotoxicidad de
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los compuestos sintetizados ante la linea celular VERO (Rifibn de mono verde)

in vitro, para adentrarnos al posible grado de seguridad de estas moléculas.

5.8 Evaluacion de la actividad citotoxica in vitro mediante la técnica WST-1
La evaluacion de la actividad citotoxica in vitro ante la linea celular VERO se
realiz6 con 18 compuestos (excepto acrilamida 7¢) bajo la técnica WST-1,
determinando su porcentaje de viabilidad celular a dos concentraciones: 50y 100

Hg/mL como se observa en la tabla 13.

Tabla 13. Porcentaje de viabilidad mediante WST-1.

% Viabilidad
50 (ug/mL) | 100 (ug/mL)

\
RN =
\OQM Y% | 249 | 99.60:3.85 | 96.82+2.48

S
© 2.36 |102.25+3.02 | 100.32+2.41

OMO‘
X
F Q/\/L voo 298 |102.12+3.44 | 98.96+5.12

Compuesto LogP

"o 2.65 99.57+4.54 | 101.68+2.40

OHO—
X
\OQM Y0 | 209 | 9483401 | 20.85:7.25

e
° 1.97 85.11+2.80 | 16.97+1.41

OH‘
X
FQM“ ° 258 | 91.6143.44 | 18.56+1.12
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2.25

68.61+7.78

12.42+1.54

0.68

100.27+2.33

103.32+2.46

0.56

100.21+2.60

101.16+2.72

1.17

ND

ND

0.84

97.08+5.67

99.40£7.16

3.15

39.07+2.52

11.45+0.72

2.9

28.78+3.71

18.66+0.80

413

21.10+7.44

8.65+0.32

3.47

16.76+4.04

10.66+1.21

5.67

79.28+2.59

95.54+5.49

6.16

82.49+4.46

85.48+7.96
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AL
@M T 5.83 | 83.86+7.82 | 83.78+4.95

9d

Los compuestos evaluados presentan una muy variada actividad citotéxica,
siendo los acrilatos (8 a-d) las moléculas con las viabilidades mas bajas
mostrando valores de porcentaje de viabilidad por debajo del 20% para la
concentracién de 100 pug/mL al igual que las oxazolinas, sin embargo, estas
ultimas a la concentracion de 50 ug/mL presentan un aumento considerable en
la viabilidad quedando entre un 68-99% lo cual es un buen resultado, ya que las
oxazolinas que tuvieron mejor actividad antituberculosa (10a y 10b) presentaron
una CMI de 6.25 pg/mL, lo cual es una concentracion ocho veces menor a la

necesaria para lograr la actividad antifimica.

Con respecto a los oxazoles (11a-d), estos presentaron resultados muy
interesantes ya que muestran ICso por arriba de los 100 pg/mL, indicando un
rango de seguridad amplio para su uso, al igual que las acrilamidas (7a-d) y los

anhidridos (9a-d).

En base a estos resultados el compuesto mas prometedor es el oxazol 11b, el
cual presenta una alta actividad antituberculosa (0.7812 ug/mL) y una muy baja
citotoxicidad (>100 pg/mL) ante la linea de crecimiento normal, lo que aumenta
su valor, pues este es uno de los grandes problemas de los farmacos actualmente
utilizados, convirtiéndola en una gran candidata a tener aplicabilidad a corto

plazo.
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Los farmacos actualmente usados ante M. tuberculosis muestran |ICso mayores a
100 pg/mL, como el etambutol con un ICso: >150 ug/mL?? o la rifampicina con
ICs0: 125 pg/mL8. Dentro de nuestras moléculas sintetizadas podemos observar
que los compuestos que se asemejan a tales viabilidades son las acrilamidas y
los oxazoles, siendo estos ultimos los destacables por tener una importante
actividad antimicobacteriana. De hecho, si realizamos la comparativa del
compuesto 11b con etambutol, podemos ver que nuestro oxazol tiene una
actividad comparable a este farmaco, pues en la actividad antimicobacteriana
tiene una CMI cuatro veces mayor que este farmaco de referencia y una viabilidad

celular arriba de 100 pg/mL.

Por otra parte, llama la atencion la actividad mostrada por las oxazolinas lo que
motiva a que en trabajos posteriores se puedan evaluar como posibles agentes

anti-cancer.

118



CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

. Se disefid una metodologia de sintesis de oxazolinas y oxazoles a,B-
insaturados partiendo del aminoacido L-serina y andlogos de &acidos
cindmicos p-sustituidos, involucrando 6 pasos de reaccion, logrando la
obtencién de las moléculas propuestas.

. Se lograron sintetizar 4 oxazoles, 4 oxazolinas, 4 acrilamidas, 4 acrilatos
y 3 anhidridos de DCC, dando un total de 19 moléculas.

. Se logré realizar en un tiempo corto y de manera sencilla la reaccién de
HWE en un sistema de sonicacion, siendo una buena alternativa a su
sintesis convencional.

. La formacion del sistema a,B-insaturado del acrilato de etilo presenté
buenos rendimientos (92-96%), mientras que para la hidrdlisis estos
fueron de moderados a buenos (75-92%).

. Se establecieron condiciones de acoplamiento para la formacion exclusiva
de acrilamidas con buenos rendimientos, evitando la formacién de
subproductos.

. La reaccién de O-alquilacion permite la obtencion de oxazolinas en corto
tiempo (30 min) pero en rendimientos bajos (14-60%), excepto para el

sustituyente p-flior (94%).
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7. La O-alquilacién y oxidacion in situ para la formacion de oxazoles a 0°C
presentd rendimientos del 59-88%, valores similares a los reportados en
literatura.

8. Las oxazolinas presentan una alta actividad antifimica (6.25-25 pug/mL) y
citotdxica (12-94%) ante la linea celular VERO.

9. Los oxazoles presentan una alta actividad antifimica (0.7812-12.5 pg/mL)
y una baja citotoxicidad (>96%) ante la linea celular VERO.

10.Las acrilamidas, acrilatos y anhidridos presentan una baja actividad
antituberculosa con valores mayores a 100 pg/mL.

11.El oxazol 11b es un excelente candidato para su posterior analisis in vivo
debido a su alta actividad antituberculosa y baja citotoxicidad.

12.La oxazolina 10a es un excelente candidato para su posterior analisis
antineoplasico in vitro por su alta citotoxicidad.

13.Las moléculas heterociclicas a,B-insaturadas son mas activas que las
acrilamidas a,B-insaturadas.

14.El sustituyente en posicion para no es determinante en la actividad
antifimica.

15.La lipofilicidad y la planaridad molecular son determinantes en la actividad

antifimica.
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Espectro 14. RMN 3C (100 MHz, CD30D) de acrilamida 7a.
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Espectro 15. RMN HSQC (CD30D) de acrilamida 7a.

138



[wdd) oonwuinb ouenueze|dsag

04T
091
05T
0FT
DET
0z
011
00T
067
08
0L
05

057

%'t B'E OF €
x " i

+

¥

¥

[wdd) espwink syusiuezedsag

o+ 8% 05 5 ¥5 95 85 09 9
" i i x i " i " i . i " il " i i i

9

o9 89 0L TL OPL 9L 'L
" i " i x i " i " i i "

oo

]

' ) 2
0 ® 0
B
@ 0 ®
b
@ i
a
2R kM
b A03k [/ EHI0-BE-HYS
E0-Z0[GI
Jas'g P0G
EH e 9H
00 | | 500 i ZTH ‘TH
-2 ud TT-H

"6H

—1-2
— -2

— 012

g2

<2 _f0-ud
T

Espectro 16. RMN HMBC (CD3sOD) de acrilamida 7a.

139



(wdd) oxmwink cjuaiwezejdsag

5'7 (13 5'E 't o 0's 5's (] 5'9 'L 54
i i 1 " 1 X i " 1 1 i " 1 " L 1 " 1
(] (A | [ = = O
o oo re] ) DA
o LT, & o B
s

. . . 89°F
SE'E _n_m_m m.m.m 00w : ) ._“H —I—

L ==
19—

g -
=1
| ]

®HD-yd €-H

(QO®ad “ZHIN 00%) Hy NINY

WkE=HT

B, e, Qo3 / EH s

m.. L ] Hnm..jb .__J__: WJJ. ﬁ“ﬁﬁ
# dERREEREED I8 CR o PR TOEET

Espectro 17. RMN 'H (400 MHz, CD30OD) de acrilamida 7b.
140



fudd} comuink cqusiweze|dsag
0g
]

6

00T
L

o1t
1

OfT DEE orT astT 91 04T
| ] 1 L 1

nogE =

(QO%aD ‘ZHW 00T) J¢er NINY

HY-2ET
_ _._.ﬁ_ ! ___ ___ QoA /£ ...mm.hw_qm
E SE & TD-ZODET
S e BL Pl ¢ dB- 2E06T

Espectro 18. RMN '3C (100 MHz, CD3OD) de acrilamida 7b.

141



{wdd} earwinb ocqusnweze|dsag

017

0E£T11

0z17

0117

00T

05

08

Q4

05

05

0t

O£

0T

{wdd) eowunnb cquasnwezejdsag

SE e S'E o' r a5 55 o3 5'9 oL S'L
el o8
L] 4
[-1-3
L]
IISH
03k { EHI-BE-4YS
L] £0-7006T
125°9°£0-2006T
£H 71 = _ ___m_-_._
E S-H o
EHD-ud it FH 71y
T2 5H a4

b—— -0

—— “H20-T-2

—— EHD-ud

Espectro 19. RMN HSQC (CD30D) de acrilamida 7b.

142



(wdd) o3jwinb cjueiweze (dsag

DLT
0917

0sT

DET
0TI
01T
00T

D&

02

05
05
oF
DE]

0z

CEPL ST EI0E TEPE FEFCOP TP PP 9P B¢ 05 IS PS5 9°5 B'S 0°9 2'9 #9 99 89 0L &4 L 9L 8L
1 Il Il Il Il 1 1 1 1 il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

[wdd) osunb squsiweze|dsag

gac § ® 8

11 b

8o

]

#
]

SAHA
AOAk [ EHI-8E-HYS
0 ¢ D =o-tooss
185'5 E0-Z006T
£H a4 : 9H
FH2-4d *HIO o-H TI-H ZI-H

it BH ‘B-H

—— fHD-Ud

Espectro 20. RMN HMBC (CD30D) de acrilamida 7b.

143



B L
s.s?"r-tlL —i I
L I
st G D
= o "
wWE~F L %2
wid swE = "
B aEg "
ARE
BEE =
]
Ly
L &
:ﬁ'!‘j P
EE
i 96 =~
=7 SE'E ™ =
L _'u:
- ._._._\—'—"'
o
L2
= =
e o r
A9 = 1 - L
O = -
L P~
o+
| 2
|£u—LiFI - I o
:I"?'_I —-.l ~

® ot
R

~40-F ¢ ﬂd&%iH—EHN “i";ri
RMN 'H (400 MHz, CD;0D)

$20 7L Eﬂ #

O ‘-

7.56, 7.20 7.15

—
5 o —
\y 1 s — ol
o L”_.-" I T "
BT =~ =
arg == =
HI'E ™ i

S5 — L B
G5 — i

et

7.64

Espectro 21. RMN 'H (400 MHz, CD3OD) de acrilamida 7c.

144

L'-"E

DD I T
XX =-' - Fes0
a5 - r = Bt
wef L I

E.5 5.3 5.1

5.7

a.1 5.9
Desplazamiento quimico {ppm)

L]
6.3

L]
5.7 5.5

6.9

7.5 7.3 7.1

L]
7.7




(wdd) oowmnb cyusnuezejdsag

05 a5 o5 99 oL al og S8 0a 56 00T 50T OIT STITt GET S2F OQET SET OFT ST O5% 55T 091 99T 04T
1 ! 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 Il 1 Il 1 3 | a2 1 4 1 il 'l
| BANE
\. v,
: 9-) 01-2
e Rl T-D
11 L1T GIT 5'6ET 5'0ET 5'T1
1 | - - PR B T D YR |
£
HJO ;

-0 - T

ED°SS ==

LR

B

oAl

GG TT

¢l-D
‘8D
£y

i W

iR

T

E

L
Ri'BET ™=

T

WINE-IET ¢ Q090 E4-0F- 858 T20-2T061

4 PEEILTRET

Espectro 22. RMN '3C (100 MHz, CD30OD) de acrilamida 7c.

145



il-

051=

]

SF1-

OFT-
i i

5ET-

OET-

5C1-
i ]

{wdd) conunb oquanuezedsan

oTr-
i 1

5t1-
i i

o1I-

50T- Q0t- 56~ OE- 33 oz- S
i 1 L 1 ] ]

i £ ]

oy

HO

(QOAD ‘ZHIN 9LE) 461 NINY

OO IdOoW5E0 Nid-6T
Q0= [ 4-D-dvS
ZO-LT06T

PR Z0-LTOET

Espectro 23. RMN °F (376 MHz, CD30D) de acrilamida 7c.
146



{wdd) oxwinb ojuanwezejdsag

(widd} oonuink cqusiweze|dsag

2 0% T PP 9P 2% 05 TS PS5 25 @5 09 29 $9 99 @9 0L L PLOSL 8L
L L 'l 1 L L A A L L Il A L L L A L L L 'l 1
OtT a0
DET (= |
0zT L)
L] 8
01T
4
00T
0e
o8-
0L
05- ap
] ]
20GH /0P J-0e=dVS ¢ 20-LT06T
05 4358 I0-LT06T
= : ZT-H
HJO | &-H 7 TT-H ?:E ‘eH
1-2 S-H &H

——EH20-T-2

Espectro 24. RMN HSQC (CD30D) de acrilamida 7c.
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Espectro 27. RMN 3C (100 MHz, CD30D) de acrilamida 7d.
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Espectro 28. RMN HSQC (CD30D) de acrilamida 7d.
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Espectro 37. RMN 'H (400 MHz, CDCIs) de acrilato 8d.
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Espectro 38. RMN 3C (100 MHz, CDCls) de acrilato 8d.
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Espectro 39. RMN 'H (400 MHz, CDCI3) de anhidrido 9b.
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Espectro 40. RMN 3C (100 MHz, CDCIs) de anhidrido 9b.
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Espectro 41. RMN 'H (400 MHz, CDCls) de anhidrido 9c.
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Espectro 42. RMN '3C (100 MHz, CDCls) de anhidrido 9c.
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Espectro 43. RMN '°F (376 MHz, CDClI3) de anhidrido 9c.
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Espectro 45. RMN 3C (100 MHz, CDCIs) de anhidrido 9d.
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Espectro 46. RMN 'H (400 MHz, CDCIs) de oxazolina 10a.
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Espectro 47. RMN '3C (100 MHz, CDCls) de oxazolina 10a.
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Espectro 48. RMN HSQC (CDCls) de oxazolina 10a.
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Espectro 50. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) de oxazolina 10b.
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Espectro 51. RMN '3C (100 MHz, CDClz) de oxazolina 10b.
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Espectro 52. RMN HSQC (CDCls) de oxazolina 10b.
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Espectro 54. RMN 'H (400 MHz, CDClIs) de oxazolina 10c.
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Espectro 55. RMN 3C (100 MHz, CDCIs) de oxazolina 10c.
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Espectro 56. RMN '°F (376 MHz, CDCls) de oxazolina 10c.
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Espectro 57. RMN HSQC (CDCls) de oxazolina 10c.
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Espectro 58. RMN HMBC (CDCIs) de oxazolina 10c.
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Espectro 60. RMN 3C (100 MHz, CDCls) de oxazolina 10d.
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Espectro 61. RMN 'H (400 MHz, CDCls) de oxazol 11a.
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Espectro 62. RMN '3C (100 MHz, CDCIs) de oxazol 11a.
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Espectro 63. RMN HSQC (CDCls) de oxazol 11a.
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Espectro 64. RMN HMBC (CDClIs) de oxazol 11a.
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Espectro 65. RMN 'H (400 MHz, CDCls) de oxazol 11b.
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Espectro 66. RMN 3C (100 MHz, CDCI3) de oxazol 11b.
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Espectro 67. RMN HSQC (CDCls) de oxazol 11b.
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Espectro 68. RMN HMBC (CDClIs) de oxazol 11b.
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Espectro 70. RMN '3C (100 MHz, CDCIs) de oxazol 11c.
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Espectro 71. RMN '°F (376 MHz, CDClIs3) de oxazol 11c.
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Espectro 72. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) de oxazol 11d.
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Espectro 73. RMN 3C (100 MHz, CDCIs) de oxazol 11d.
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Espectro 74. RMN HSQC (CDCls) de oxazol 11d.
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Espectro 75. RMN HMBC (CDClIs) de oxazol 11d.
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