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RESUMEN

Jessé Abner Cabrera Gerardo Graduacion: Marzo 2021
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Sintesis y caracterizacion de nuevas acrilamidas y oxazolinas
metoxiaril sustituidas. Determinacion de su actividad
citotdxica y antituberculosa in vitro.
Candidato para el grado de: Maestria en Ciencias con orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Compuestos con Actividad Farmacoldgica y Biotecnologia
Farmacéutica.

» Propdsito y Métodos de Estudio:

La sintesis organica es una herramienta valiosa en el descubrimiento de
compuestos de relevante actividad farmacologica por lo que en este trabajo se han
utilizado técnicas para sintetizar y caracterizar quimicamente una serie de
acrilamidas y oxazolinas, partiendo de derivados de acidos cinamicos (orto, meta y
para sustituidos) y los aminoacidos glicina y L-fenilalanina, con el fin de obtener
compuestos con potencial aplicacion como farmacos antifimicos. Cada uno de los
compuestos fueron purificados mediante cromatografia en columna vy
caracterizados a través de resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono.
Posteriormente, cada uno de estos compuestos (acrilamidas y oxazolinas), fueron
evaluados para determinar su actividad anti-TB in vitro (CMI<50 pug-mL™) ante dos
cepas de M. tuberculosis, una sensible y otra farmacorresistente, utilizando la
técnica colorimétrica Alamar Azul. Los compuestos mas activos (oxazolinas) fueron
evaluados ante células de crecimiento normal mediante la técnica WST-1 para
determinar su citotoxicidad.

» Contribuciones y Conclusiones:

Se logré sintetizar y caracterizar debidamente seis acrilamidas, seis -
hidroxiacrilamidas y seis oxazolinas a partir de los precursores planteados. Al llevar
a cabo la evaluacién anti-TB in vitro se pudo observar de manera general que las
oxazolinas 10 y 11a-c fueron compuestos mas activos que sus analogos abiertos
(acrilamidas y B-hidroxiacrilamidas 6-9a-c) con CMI de 6.25 a 12.5 pg-mL*
destacando particularmente los compuestos para sustituidos derivados de L-
fenilalanina. En cuanto a la toxicidad de las oxazolinas, esta parece ser relevante,
con porcentajes de viabilidad celular entre 20 a 30 % pudiendo tener una potencial
aplicacibn como compuestos antifimicos y/o antineoplasicos.
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CAPITULO 1

1 Introduccion

1.1 Tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria causante de la tuberculosis (TB),
enfermedad que ha infectado aproximadamente a un cuarto de la poblacion mundial
por lo que se le considera como una problemética de salud publica por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y es una de las 10 principales causas de
muerte [1].

Por parte de la poblacion, esta enfermedad no ha adquirido la atencion adecuada;
debido a la falta de informacidn, pues se cree que ya esta erradicada, cuando en
los datos se encuentra que ha cobrado la vida de millones de personas a lo largo
de la historia, y lo sigue haciendo afio con afio debido a su patogenicidad y dificil

tratamiento [2].

En 1882, el Dr. Robert Koch anuncio el descubrimiento de dicha bacteria por lo cual
también se le nombré bacilo de Koch y fue quien recibié el premio Nobel de

Fisiologia y Medicina en 1905 por sus importantes aportaciones [1].

Se trata de una bacteria perteneciente al orden de las actinomicetales y familia
Micobacteriaceae (Tabla 1) que junto con M. africanum, M. bovis y M. microti
constituyen el complejo de bacterias causantes de la TB. M. tuberculosis se
distingue facilmente del resto por su capacidad de sintetizar acidos micélicos y ser

el principal patégeno oportunista para infectar al huésped [3].



Tabla 1. Taxonomia de M. tuberculosis.

Taxonomia
Dominio | Bacteria
Filo Actinobacteria
Orden | Actinomycetales
Familia | Mycobacteriaceae
Género | Mycobacterium
Especie | M. tuberculosis

Como se observa en la Figura 1. M. tuberculosis presenta una morfologia
macroscopica de colonias redondeadas color blanco, cremosas, rugosas y opacas

gue varian de tamafio.
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Figura 1. Morfologia macro (a) y microscopicas (b) de M. tuberculosis.
Imagen coloreada en SEM.

Por otro lado, en su morfologia microscopica se puede observar bacilos de tamafios
gue varian entre 2 y 7 micrometros (um) de largo por 0.2 a 0.7 um de ancho,

ligeramente curvados [4].

Son bacilos gram-positivos, acido-alcohol resistentes, aerobios estrictos, inmoviles,
no formadores de esporas ni cdpsulas y de crecimiento lento (aproximadamente 20
h), aunque en condiciones adversas pueden entrar en estado de latencia y retardar

su replicacion por varios dias, incluso afos.

Las caracteristicas de su pared celular lo hacen ser un patdégeno altamente
resistente ya que presenta una envoltura impermeable de largas cadenas de acidos
micélicos (70-90 carbonos) enlazados a peptidoglicanos mediante cadenas de

arabinogalactanos [5], como lo podemos observar en la Figura 2.
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Figura 2. Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis.

Esta barrera le es indispensable para subsistir ya que le confiere ciertas
caracteristicas especiales, como: el ser capaz de resistir frio, congelacion y
desecacion, asi mismo los aisla de ambientes hostiles y dificulta la entrada de
farmacos antifimicos; con esto sobrevive durante semanas en materiales como
alfombras, cadaveres, abonos, papel o ropa, o bien formando parte del polvo;
durante meses en lugares frescos y obscuros. Por otro lado, es muy sensible al

calor, a la luz solar y ultravioleta [5].

Este bacilo infecta principalmente a los pulmones, aunque puede progresar y
propagarse a otras partes del cuerpo: al sistema nervioso central, sistema linfatico
y sistema circulatorio; solo por mencionar algunos, conociéndose en estos casos

como tuberculosis extrapulmonar.

La tuberculosis pulmonar (la mas comun) usa la via aérea como mecanismo
principal de transmision, contagiandose de persona a persona cuando el enfermo
tose, estornuda o escupe de alguna manera, expulsando bacilos al aire que son
inhalados por alguien mas. Esta infeccion produce una sintomatologia tipica como:
dolor torécico, tos severa y persistente con expectoraciones, acompafiadas de
sangre, pérdida de peso, fatiga, fiebre, escalofrios y sudores nocturnos; de no

tratarse adecuadamente puede causar la muerte del paciente [4—6].



La replicacion lenta del bacilo y respuesta inmune tardia ocasiona que generalmente
se presenten estos sintomas varias semanas o meses después de que la infeccién
activa estd bastante avanzada, ocasionando que los pacientes tarden en buscar
atencion médica, pudiendo contagiar a otros, haciéndola aun mas peligrosa ya que
puede ser capaz de diseminarse de manera desapercibida entre la poblacién y

dificultando su erradicacion [1, 2, 5].

1.1.1 Problemética Mundial

Datos de la OMS en el 2019 revelaron que esta infeccion es una de las 10
principales causas de muerte a nivel mundial y la primera en enfermedades
infecciosas, aun por encima de personas enfermas con el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), ocasionando que aproximadamente mueran
4,000 personas y 30,000 contraigan la enfermedad cada dia [7, 8, 10].

Se estima que un cuarto de la poblacion mundial se encuentra infectada de
tuberculosis; sin embargo, su diagndstico es dificil siendo detectada frecuentemente

después de que se presentan los sintomas (5-10 % de los infectados) [9, 10].

En 2018, se registraron alrededor de 10 millones de casos de TB, siendo esta
enfermedad una de las mas mortales en el mundo, causando la defuncion de
aproximadamente 1.6 millones de personas (16 %). Afectando principalmente a
pacientes enfermos con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) generando un
estimado de 251,000 muertes adicionales [6, 11] por lo que con esta comorbilidad
es 20 veces mas probable enfermar y morir que un paciente VIH negativo [10, 11].
Por otro lado, en México, el afio pasado se registraron mas de 16,400 nuevos casos

de tuberculosis siendo Nuevo Ledn uno de los estados mas afectados [6, 12].

Cuando un paciente inmunocompetente es infectado de TB, su sistema
inmunologico se activa logrando contener a los bacilos en granulomas, los cuales
son una masa de tejido celular cicatrizante de células gigantes, células T, células B

y fibroblastos que rodean macrofagos y células infectadas.

Este mecanismo no logra destruir la infeccion ya que el bacilo tiene la capacidad de

permanecer latente incluso por afios dentro del huésped [13, 14].



Aun asi, cuando los pacientes infectados por TB son asintomaticos y no pueden
transmitir la enfermedad a otros, es probable desarrollarla en algdn momento de sus
vidas participando M. tuberculosis como un agente oportunista; especialmente
cuando el sistema inmunoldgico del huésped se ve comprometido por otros
padecimientos como SIDA, cancer, diabetes, enfermedades pulmonares crénicas o
por alguna enfermedad que por si sola o por tratamiento farmacoldgico debiliten el
sistema inmunolégico. Asi mismo, si el afectado se encuentra en algun grupo de
riesgo, por ejemplo, personas con desnutricion severa, alcoholismo, problemas de

drogadiccion, fumadores, personas en situacion de calle y/o personal de salud [15].

La tuberculosis multifarmacoresistente generada principalmente por el abandono
del tratamiento farmacoldgico o desapego estricto del mismo, supone una crisis de
salud publica ya que es una de las causas mas importantes por las cuales los
pacientes mueren, amenazando la seguridad sanitaria, el éxito de la lucha contra
esta enfermedad y su erradicacion completa para el afio 2030, la OMS estima que
hubo cerca de 484,000 nuevos casos resistentes a rifampicina (farmaco mas activo)
[11,14].

Las cifras son realmente alarmantes y existen diversos factores que han retrasado

el cumplimiento exitoso del objetivo planteado por la OMS para el 2030:

e Desconocimiento de la patogenicidad, vias de contagio y prevencion por
parte de la poblacion en general.

e Pobrezay falta de informacion principalmente en paises en via de desarrollo.

e Falta de infraestructura y profesionales de la salud para una deteccién
oportuna.

e Tratamientos actuales ineficientes e insuficientes aunado a la mutagenicidad
del bacilo y aparicion de farmacorresistencia.

e Toxicidad de los farmacos actuales.

Aun asi, es una enfermedad completamente prevenible y curable, pudiéndose evitar

la muerte de los pacientes si son tratados de una manera efectiva y oportuna.



La tuberculosis no solo afecta a nivel salud, sino que deja consecuencias sociales
y econdmicas puesto que los pacientes y sus familiares tienen que gastar en caros
tratamientos por tiempo prolongado por lo que se necesitan desarrollar nuevos
tratamientos mas eficientes y menos téxicos que los tratamientos actuales, para

hacerle frente y cortar la cadena de transmision [16].

1.1.2 Diagnostico y Tratamiento anti-TB

Para un diagnostico oportuno y efectivo de la tuberculosis se necesita realizar
ciertos exadmenes de laboratorio que puedan sugerir una TB activa o latente, la mas
comun es la baciloscopia mediante la técnica de tincién de Ziehl-Neelsen, técnica
diferencial rapida y econdémica, usada para la identificacion de bacterias &cido-
alcohol resistentes (BAAR). También se puede hacer un sembrado en placa o tubo
y/o deteccion por PCR siendo esta técnica mas fiable y determinante [17].

Otra técnica utilizada es la tuberculina o prueba cutanea de derivado proteico
purificado (PPD, por sus siglas en inglés), que nos indica si nuestro sistema inmune
ha entrado alguna vez en contacto con el bacilo tuberculoso; es decir, si tenemos

“‘memoria inmunolégica” [17].

La OMS recomienda efectuar la prueba de la tuberculina o un andlisis de liberacion
de interferon gamma (IGRA, por sus siglas en inglés) para detectar la infeccion por
TB en cualquier paciente sospechoso o0 en algun grupo de riesgo, aungque no es
necesaria antes de iniciar el tratamiento preventivo de la TB en personas con VIH y
en nifios menores de cinco afos que estén en contacto con personas enfermas de
TB activa. Ambas pruebas son Utiles para detectar a las personas que tienen mas

probabilidades de beneficiarse del tratamiento preventivo de la TB [18].

Asi mismo, recomienda nuevas y mas cortas opciones de tratamiento
profilactico contra TB latente ademas de los esquemas ya existentes, como:
administracién diaria de isoniacida durante seis meses; rifapentina con isoniacida
durante un mes; rifapentina semanal en combinacién con isoniacida durante tres
meses; rifampicina e isoniacida diaria durante tres meses o rifampicina diaria

durante cuatro meses.



El tratamiento farmacoldgico inicial de la TB activa, incluye tres de los farmacos mas
eficientes y con duracién aproximada de seis meses. Dos meses con rifampicina,
isoniacida y pirazinamida, sin embargo, se aconseja asociar un cuarto farmaco
como el etambutol, debido a la resistencia inicial generada por el bacilo. Después
se cambia el tratamiento a cuatro meses con rifampicina e isoniacida pudiéndose

alargar hasta 10 meses [18].

Estas dos fases de tratamiento primario son bien toleradas y de baja toxicidad
indicAndose contra TB sensible y teniendo una eficacia cercana al 100 % en caso
de un cumplimiento total del tratamiento [19].

Los pacientes con VIH estan en riesgo de contraer TB por lo que necesitan
tratamiento preventivo, el cual actia de forma sinérgica con la terapia antirretroviral,
sin embargo, existen interacciones con la rifampicina. Este farmaco es un fuerte
inductor del citocromo P450 y acelera el metabolismo de muchos farmacos,
disminuyendo asi su efectividad. Por lo que es necesario modificar los esquemas

establecidos para este tipo de pacientes [20].

En caso de presentar algun grado de farmacorresistencia o intolerancias graves a
algun farmaco de primera linea, es necesario aumentar la dosis y prolongar por mas
tiempo los tratamientos o usar farmacos mas “agresivos” modificando el tratamiento
por alguno o varios de segunda linea, los que se incluyen agentes inyectables,
fluoroquinolonas o agentes bacteriostaticos del grupo 4 y el grupo 5 en casos

extremos (Tabla 2).

Los tratamientos con este tipo de farmacos conllevan a mas efectos adversos al ser
menos tolerables y también menos efectivos; que si bien logran curar, pueden
provocar dafio hepéatico o renal aunado a la afectacion al aparato digestivo o la piel;

ademas de ser de mayor costo que los de primera linea [20-22].



1.2 Farmacos antituberculosos

Los farmacos disponibles en el mercado se pueden clasificar de manera general
como farmacos de primera y segunda linea [23]. Oficialmente se dividen en cinco
grupos (Tabla 2) que cada uno cuentan con protocolos establecidos para su correcta
administracion [18, 19].

Tabla 2. Farmacos anti-TB.

Grupo Grupo terapéutico Farmacos
1 Primera linea Isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol.
2 Inyectables Estreptomicina, kanamicina, capreomicina, etc.
3 Fluoroquinolonas Ofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino, etc.
4 Segunda linea Cicloserina, etionamida, acido p-amino salicilico, etc.
5 Mecanismo poco claro | Linezolid, amoxicilina, tiocetazona, claritromicina, etc.

Estos farmacos presentan cierta toxicidad y efectos adversos, principalmente los de
segunda linea que son los mas utilizados bajo esquemas contra tuberculosis
farmacorresistente con el fin de atacar el bacilo por diferentes frentes para lograr
contenerla. Entre mas resistente sea el bacilo a estos farmacos mas dificil sera su
eliminacién y mayor sera el riesgo de que se presenten efectos adversos por el

tiempo prolongado y la baja selectividad contra TB [21].

La tuberculosis multifarmacoresistente (MDR, por sus siglas en inglés) es causada
cuando el bacilo es resistente al menos a dos medicamentos, isoniacida y

rifampicina, que son los mas activos para el tratamiento de esa enfermedad.

En caso de presentar tuberculosis extremadamente resistente (XDR-TB, por sus
siglas en inglés) que es un tipo poco comun de MDR -TB, resistente a la isoniacida
y rifampicina, asi como a todas las fluoroquinolonas y por lo menos a uno de tres
medicamentos inyectables de segunda linea, se usan farmacos de grupo 4 y 5 con

el riesgo de que el paciente no obtenga una terapéutica efectiva [12].

1.2.1 Mecanismo de accion de los farmacos
Los medicamentos empleados para la enfermedad, atacan diversas dianas
terapéuticas en la micobacteria, principalmente la sintesis de componentes en la

pared celular como por ejemplo acidos micdlicos, arabinogalactanos o péptidos,



entre estos se encuentran la isoniacida, pirazinamida y etambutol, farmacos de

primera linea [12, 23, 24].

Otro de los sitios blanco mas atacados es la replicacion y transcripcion de material
genético para su correcta reproduccion y sintesis de componentes esenciales para
su supervivencia. Entre los farmacos que usan esa via se encuentran las
fluoroquinolonas y rifamicinas. Otros farmacos afectan la transcripcion del material
genético mediante la inhibicion de los ribosomas como lo son los farmacos del grupo

2; como esta resumido en el Esquema 1.

( a
Sintesis de la Replicacion y
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Esquema 1. Mecanismos de accién de los farmacos anti-TB.

1.3 Tendencia en investigacion
Como ya hemos visto, la prioridad para tratar de erradicar esta enfermedad es muy

importante debido a la patogenicidad del bacilo y mortalidad que ocasiona.

La sintesis de nuevas moléculas con actividad anti-TB es esencial para poder
hacerle frente a la enfermedad y combatir la infeccion de una manera mas rapida,

segura y eficiente que las terapias ya existentes.



Las oxazolinas y oxazoles constituyen buenas alternativas de investigacion, puesto
gue, aunado a su relevante actividad anti-TB [25-27], logran tener una buena
respuesta ante células sanas sin dafarlas presentando baja toxicidad en
comparacion con farmacos de referencia (isoniacida y levofloxacino). Incluso, el
tener este tipo de moléculas con sistemas o,p-insaturados, Figura 3, mejoran la
actividad contra cepas de M. tuberculosis en comparacién con otras moléculas en

investigacion [25, 28].
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Figura 3. Relacion de la estructura quimica-actividad antituberculosa.

Por lo tanto, el objetivo del presente proyecto se ha centrado en desarrollar una
serie de nuevas acrilamidas y oxazolinas, Figura 4, derivadas de acidos cinamicos
y aminoacidos, evaluar la actividad antituberculosa in vitro y determinar su
citotoxicidad mediante las técnicas colorimétricas Alamar Azul y WST-1

respectivamente.

MeO MeO

Figura 4. Disefio racional y sitios de interés molecular.
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CAPITULO 2

2 Antecedentes

2.1 Antecedentes

En los dltimos afios ha sido mayor la investigacion de compuestos mas eficientes
para tratar la tuberculosis. Dentro del grupo de investigacion se plane6 sintetizar y
evaluar acrilamidas y sus respectivas oxazolinas para el mismo fin, he aqui algunas

de las investigaciones consultadas:

2.1.1 Sintesis de acrilamidas

La sintesis de compuestos con potencial actividad anti-TB es de suma importancia
como ya se mencioné, para encontrar farmacos efectivos y que disminuyan los
efectos adversos en los pacientes. Las acrilamidas presentan la ventaja de una baja

toxicidad para células sanas en estudios previos [27, 28].

En 2006, Hernandez-Fernandez et al. reportaron la sintesis de sistemas insaturados
a partir de fosfonamidas y una variedad de aldehidos via la reaccion Horner-
Wadsworth-Emmons (HWE), siguiendo la reaccion de la Figura 5; reportando
resultados de entre 90-96 % de rendimiento, atribuido principalmente a la
selectividad generada debido al uso de aldehidos alifaticos y aromaticos,
observando que cuando se utilizan estos Ultimos se obtiene una selectividad por el
isbmero trans 98:2 con respecto al isomero cis, informacion también reportada por
Ordofiez et al. en 2007 [29, 30].

veob. L 1. _Rero I
—_— T
(MeO), %N Ph DBU, LiCl Ryj\” Ph
Me THF, rt. Me

Figura 5. Sintesis de acrilamidas. Adaptada de Hernandez-Fernandez et al. 2006.
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2.1.2 Sintesis de oxazolinas

En 2014 Avalos-Alanis et al. describieron la sintesis de diversos derivados de
oxazolinas y amidas o,B-insaturadas partiendo del &cido fosfonoacético y
aminoalcoholes para formar las correspondientes fosfohidroxiamidas, las cuales
son usadas como precursores para la obtencion de oxazolinas o,B-insaturadas

mediante la reaccion HWE, con buenos rendimientos (53 a 94 %), Figura 6 [31].

Bn

HO

o o \/\NHZ o o OH  NaBr, MeCN,
) j
Y v 0 SOCI, K,CO3 J/
(EtO)QP\)J\OH GG, DMAP (EtO)ZP\)J\N e : (Etozp\)L
CH,Cl 1t H 80%
94% DMF | KoCO3
/\/23 ArCHO /> }
A & vy

r N Bn DM (EtO), \/l\

Figura 6. Ruta de sintesis de oxazolinas. Adaptada de Avalos-Alanis et al. 2014.

Por otro lado, Glockner et al. en 2015 investigaron la sintesis de oxazolinas y
respectivos oxazoles a partir de B-hidroxiamidas, utilizando el reactivo de fluoracion
Deoxo-Fluor ® en diclorometano a temperatura ambiente, seguido de una reaccion
de oxidacion con DBU y BrCCls, condiciones reportadas por D. Williams et al. en el
afo de 1997 [32]. Lo destacado de esta investigacion es la importancia de este tipo
de moléculas y el mecanismo en flujo continuo que reportan para su potencial
escalado a nivel industrial. Dicho método presenta buenos rendimientos de reaccion
de hasta un 98 %. Reportaron que un ligero exceso de Deoxo-Fllor® junto a una
correcta dosificacion ayudaba a no tener subproductos y a no utilizar temperaturas

muy bajas, Figura 7 [33].

OH
. Q o Deoxo Fluor /é_ﬁ
N > CH2CI2
(@) 25°C

Figura 7. Sintesis de oxazolinas usando Deoxo-Flior®. Adaptada de Glockner et al. 2015.

2.1.3 Actividad antituberculosa y citotoxica
En los dltimos afios ha surgido el interés por estudiar y desarrollar moléculas

heterociclicas, ya que se les han reconocido diversas propiedades biolégicas
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importantes, dentro de las que destacan antiinflamatorias [34], analgésicas [34],
antifungicas [35], anticancerigenas [36], antibacterianas [37] y antituberculosos [38],

entre muchas otras [39-42].

Las oxazolinas, en las que se enfoca este proyecto presentan relevante actividad
antituberculosa, por lo que se publicaron diversos articulos en los que se evalla la
estructura-actividad para determinar que grupos influyen notablemente [25, 27, 43].

Moraski et al. reportaron en 2010 una amplia gama de oxazolinas y oxazoles bencil
ésteres, evaluando su citotoxicidad (ICso) y actividad anti-TB (CMI). Ellos sugieren
una ruta de sintesis partiendo de B-hidroxiamidas y aminoacidos (serina y treonina),
evaluandolos ante la cepa de M. tuberculosis H37Rv. El estudio de la estructura-
actividad se realizo haciendo cambios en las porciones de la cabeza y cola de la

molécula, para su posterior evaluacion biolégica, Figura 8 [25].

Oxazolina Oxazol
—
o) O
Q—Q Rs Q—<
Ri=|= N —— R \:|—
R2 H O
| — [—)
Cabeza Cola Cabeza Cola
1 2

Figura 8. Heterociclos derivados de dideoximicobactim. Adaptada de Moraski et al. 2010.

Se reportd que la presencia, posicion y tipo de sustituyente en el grupo fenilo afecta
en gran manera la actividad antituberculosa, haciendo notar que el incluir grupos

electroatractores, mejoran considerablemente la actividad anti-TB [25].

Moraski et al. dandole continuidad a su trabajo reporta en el afio 2012, el analisis
de relacion estructura-actividad de los derivados de 10 moléculas heterociclicas,
entre ellas oxazolinas, oxazoles, tiazolinas, tiazoles, isoxazoles e imidazopiridinas,
destacando estos ultimos heterociclos con mayor actividad; sin embargo, se hace
énfasis en las oxazolinas y oxazoles ya que presentan una relevante actividad y una

baja citotoxicidad ante la linea celular de crecimiento normal (VERO) [38].
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Aunado a estas pruebas, se les practicé una evaluacion in vivo encontrando que las
oxazolinas y oxazoles presentaron una estabilidad metabdlica mayor que los otros
heterociclos estudiados. Por lo que los autores concluyen que los compuestos
heterociclicos podrian ser un objetivo de mayor estudio, diversificando la estructura

molecular y determinando una mas amplia relacion estructura-actividad [38].

En 2011, Baltas et al. compararon la actividad antituberculosa de compuestos
heterociclicos y derivados de &cidos cinamicos para-sustituidos. Primeramente, se
utilizaron dos vias de sintesis para los compuestos insaturados, una via la reaccién
HWE como se muestra a continuacion en la Figura 9. Posteriormente se hidrolizaron
los ésteres obtenidos para conseguir los acidos correspondientes, que les fueron de
utilidad para los demas pasos de sintesis [44].

/©/CHO
F,0C

NaH, THF
0°C, 3h
89 %
0
0 RX, KI, o K,COs S
S K,CO3 S MeOH/H,0 OH
OEt OEt — A
20h A\ 3h RO
HO 75-95 % RO
EDC/HCI rC'tHzélh
DMAP 272

63-83 %

O
X= Halogeno X Ry
R=a) CH3, b) (CH3),C=CHCH,, ¢) (CH3),C=CHCH,CH,C(CH3)=CHCH,
RO

R4= a) N-acetiletilendiamina b) 2-aminopiridina c) triazolftalazina

Figura 9. Metodologia general para la sintesis de derivados de acido cinamico.

Se demostrd con esto la importancia de tener un doble enlace en configuraciéon
trans, Figura 10, pues los autores destacan una reduccidén significativa de la
actividad anti-TB de los derivados, al sustituir el doble enlace por un ciclopropilo,

isdstero de este grupo [44].
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Aunado también a esto la lipofilicidad de los compuestos es una consideracion
importante para el disefio de nuevos farmacos, aspecto que se reforz6 con las
oxazolinas reportadas con anterioridad por Moraski et al., donde el grupo metil y
bencil éster varié, conduciendo a una mejora en la actividad con el éster bencilico,

puesto que le resulta mas facil atravesar la gruesa pared celular del bacilo [25, 38].

Meo MeO
N= N=
N % N
\ ) — |y
N—N N—-N
CMI: 395 uM CMI: 53 uM

Figura 10. Importancia en la instauracion presente en la molécula.

La actividad anti-TB de los compuestos fueron evaluados contra la cepa de M.
tuberculosis H37Rv mediante la técnica colorimétrica con bromuro difeniltetrazolio
(MTT), arrojando concentraciones minimas inhibitorias considerablemente mejores
en los compuestos insaturados como se aprecia en los ejemplos presentados en la
Tabla 3 [44].

Tabla 3. Actividad anti-TB de los derivados de acidos cinamicos.

Compuesto | Sustituyente | *cLog P (I/C) CMI (uM) H37Rv
aromatico Insaturacién | Ciclopropilo
1 Metilo 3.20/2.63 53 395
2 Etilo 3.73/3.16 39 378
3 Isopentilo 4.91/4.33 1.4 21
4 Geranilo 6.94/6.36 19 28

*cLogP=Indice de lipofilicidad calculado (usando ChemDraw Professional 17.0)

Afos mas tarde en 2014 de Souza et al. reporté de manera similar la sintesis de
oxazolinas aril-sustituidas, siguiendo la reaccién de la Figura 11. Mediante un
estudio de relacién estructura-actividad se corrobor6 que los compuestos que
presentaron mayor actividad fueron los aril-para sustituidos con grupos
electrodonadores en comparaciéon con sus analogos sustituidos en orto y meta;
aunado a esto, se presenté una considerable mejora de la actividad con grupos

bencilicos unidos a la oxazolina (grupos R1), esto asociado a su hidrofobicidad y
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efecto estérico. Dichas estructuras presentaron una CMI=25 pg-mL* también con
grupos metoxilos o hidrégeno en los grupos R. Por otro lado, los grupos fenilos
enlazados a la oxazolina presentaron una baja considerable en su actividad anti-TB
asi como una toxicidad moderada; por el contrario las demas moléculas no

presentaron citotoxicidad [43].

>

1 — IR
R EtsN, CH,Cl, )\/OH socl, NS R
y N)\/OH —— Torc, o RE

2 R-PhCOCI " =

R

Figura 11. Sintesis de oxazolinas-2-aril sustituidas. Adaptada de Souza et al., 2014.

En el afio 2017 Avalos-Alanis et al. reportaron la sintesis y evaluacion
antimicobacteriana y citotoxica de compuestos de tipo amidas a, B-insaturadas y
Sus respectivas oxazolinas, estas sintetizadas mediante una O-alquilacion a partir
de las amidas insaturadas, Figura 12. Las oxazolinas mostraron una gran actividad
anti-TB para la cepa sensible, en especifico las sustituidas con grupos metoxi, y
tiofenilo, presentando una actividad muy prometedora también para cepas
farmacorresistentes dado a que presentaron mejor actividad que la isoniacida,
etambutol, rifampicina y muy similar a levofloxacino (CMI: 2 ug-mL™1). Respecto a la
evaluacion citotoxica de estos compuestos se encontr6 que ninguno de estos
presentaba hepatotoxicidad puesto que, en los ensayos en rebanadas de higado de
rata, la morfologia de las células no se vio alterada. Por lo que se ratificé que las
oxazolinas presentan una potencial aplicacion como nuevos farmacos. Al estudiar
sus precursores (hidroxiamidas a,B-insaturada), se indicé que la posicion de los
sustituyentes (p-sustituidos, F, Cl y OMe) influyen en la respuesta ante la cepa
sensible de M. tuberculosis mostrando CMI similares a las reportadas por etambutol
(CMI: 8 pg-mL1) [28].

O O Bn SOCly, K2CO4 />~B
(EtO)zlg\)]\”)\/OH ATCHO oCO A /\)L )\/OH ~on veon > Ar/\/l\ "

NaBr, MeCN
MeCN

Figura 12. Sintesis de oxazolinas a,B-aril sustituidas. Adaptada de Avalos et al., 2017.

Recientemente en 2019 Aguirre-Renteria et al. realizaron estudios previos con

oxazolinas y oxazoles o,B-insaturados derivados de la L-serina (5 y 6a-d
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respectivamente), Figura 13, evaluandolos contra la cepa sensible H37Rv y un

aislado clinico resistente a farmacos de primera linea, Tabla 4 [45].

S
WN <O
R

R=a) F, b) OCHj, ¢) CHs, d) H

Figura 13. Oxazolinas y oxazoles o,-insaturadas.

Tabla 4. Actividad anti-TB de oxazolinas y oxazoles.

M. tuberculosis (ug-mL™)

Compuesto Log P H37Rv G-122
5a 2.25 12.5 25.0

5b 197 6.25 12.5

5¢ 2.58 6.25 12.5

5d 2.09 12.5 12.5

6a 2.65 3.125 12.5

6b 2.36 6.25 12.5

6C 2.98 0.781 6.25

6d 2.49 12.5 12.5
Etambutol 0.06 3.125 12.5
Levofloxacino 1.35 0.195 0.195

En general se percibe una relevante actividad contra las cepas de tuberculosis
respecto a los farmacos antituberculosos empleados, presentando actividades anti-
TB variables con valores que van de 12.5 a 0.781 pug-mL* siendo el compuesto mas

activo el oxazol 6¢.

Con base en los antecedentes y literatura consultada se encontré6 que los
compuestos heterociclicos presentan una prometedora actividad inhibitoria del
bacilo de Koch tanto sensible como resistente a los farmacos de primera linea
incluso igualando y en algunos casos superando la seguridad y actividad de estos

antifimicos.

Particularmente, las oxazolinas en muchos de los estudios presentados son

considerados como buenos candidatos para el tratamiento de la tuberculosis,
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principalmente por la seguridad (baja citotoxicidad) y una alta actividad

antituberculosa, reforzando lo mencionado en el parrafo anterior.

Con respecto a la obtencion de este tipo de compuestos se reportan en la literatura

multiples rutas de sintesis tanto de acrilamidas como de oxazolinas insaturadas.

Visto de una manera proyectada a futuro, este tipo de compuestos podrian
escalarse a nivel industrial dado a que se encuentra reportado que se pueden llevar
dichas reacciones a temperatura ambiente en flujo continuo, obteniendo excelentes

rendimientos de reaccién [33].

De acuerdo a los reportes encontrados, es notorio observar la importancia de tener
la base heterociclica (oxazolina u algun otro derivado), para mantener la actividad
antituberculosa; sin embargo, se describe también la importancia de los
sustituyentes aromaticos p-sustituidos (grupos formadores de puentes de
hidrégeno) en posicion 2 los cuales se recomienda estén separados por un doble
enlace con respecto a la oxazolina, mientras que en posicion 5 existen gran variedad
de sustituyentes desde porciones hidrofilicas hasta lipofilicas, destacando en esta
posicion la presencia de un grupo bencilo, modificaciones estructurales que
favorecen la actividad antituberculosa, aumentando la seguridad y disminuyendo
sus CMI.

Por otro lado, respecto a las acrilamidas y moléculas de B-hidroxiacrilamidas
insaturadas no se encuentran muchos estudios para su efecto antituberculoso y
citotoxico por lo que se plante6 como un area de oportunidad para explorar dichas
estructuras y buscar la relacion estructura-actividad biolégica entre acrilamidas y

oxazolinas.
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CAPITULO 3

3 Justificacioén

3.1 Justificacion

La tuberculosis es una infeccidén bacteriana con alto indice de transmision, la cual
se ha convertido en un problema de salud a nivel mundial, dado a las caracteristicas
del agente infeccioso y su susceptibilidad a generar farmacorresistencia. Si ésta es
mal tratada puede ocasionar la muerte del individuo; por lo que se trabaja afio con
afio en la lucha por su control y erradicacion completa. Los farmacos actuales
presentan una buena actividad anti-TB, pero algunos son citotOxicos o0 presentan

toxicidad debido a los largos tratamientos y dosis altas.

Por lo anterior, resulta de gran importancia el desarrollo de nuevos farmacos que
presenten mejor actividad anti-TB y menor citotoxicidad. En estudios recientes, los
compuestos heterociclicos principalmente de la familia de las oxazolinas prometen
ser potencialmente mas activos y con menor citotoxicidad que farmacos anti-TB de

primera linea (isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol).

Es por lo que en este proyecto se propone desarrollar la sintesis de nuevas
acrilamidas y oxazolinas para su posible aplicacion como farmacos anti-TB. Se
espera con esto incrementar la actividad antituberculosa y disminuir la toxicidad en

células sanas de crecimiento normal.

3.2 Hipotesis
Las nuevas acrilamidas y oxazolinas metoxiaril sustituidas presentan una mejor
actividad antituberculosa in vitro, asi como una menor citotoxicidad respecto a los

farmacos de referencia rifampicina, etambutol y levofloxacino.
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3.3 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nuevas acrilamidas y oxazolinas metoxiaril sustituidas,
evaluar su citotoxicidad en células VERO y su actividad antituberculosa in vitro, ante
una cepa sensible (H37Rv) y una farmacorresistente (G-122).

3.4 Objetivos Especificos
v Sintetizar nuevas acrilamidas y oxazolinas metoxiaril sustituidas.
v' Purificar los compuestos obtenidos mediante cromatografia en columna.
v’ Caracterizar los derivados obtenidos de acrilamidas y oxazolinas mediante
Resonancia Magnética Nuclear de protén y carbono trece (RMN *H y 13C).
v' Evaluar la actividad antituberculosa in vitro de los compuestos ante una cepa
sensible (H37Rv) y una farmacorresistente.

v' Determinar su citotoxicidad en la linea celular VERO (rifion de mono verde).
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CAPITULO 4

4 Materiales y Métodos

4.1 Metodologia Sintética

Con base en los antecedentes y a los estudios realizados previamente en el grupo
de investigacion, se decidid implementar la siguiente ruta de sintesis para la
preparacion de las respectivas acrilamidas, B-hidroxiacrilamidas y oxazolinas
metoxiaril sustituidas; se parti6 de los derivados de acidos cinamicos 3 a-c
obtenidos comercialmente; y los aminoacidos glicina y L-fenilalanina para formar los
esteres 4 y 5; pensando en primera instancia comenzar la sintesis con

trietilfosfonoacetato 1 por la facilidad de sintesis de los compuestos (Esquema 2).

: o 0 RCHO, Et;N Q KOH Q :
! [ R, BN g __KOH :
5 (EtO)zP\)J\O/\ LiCl, THF R/\/U\o/\ H,0 R/\)J\OH E
! 1 2a-c 3a-c 1
i R = (a) 0-OMeCgHs5 (b) m-OMeCgHs (c) p-OMeCgH5 '
! MeOH I
R H',)J\OH + socl, — —» R o’ |
L NH, NH, * HCI |
A 4y5 R4 =H, Bn 4'y5
o o NaBH,
MeOH/THF
R, “,)J\o/ . N Sop D EN, CHoCl /%( - e "
. 2) DCC, DMAP
NHp HCI 3
4'y5 3a-c 6y 7a-c
o) 0 Ry
s R CHCl, 20°C \ N}\/OH
-
Deoxo-Fluor H
MeO
(MeO- o0, m, p) Meo 10y 11a-c 8y 9a-c

Esquema 2. Ruta general de sintesis de acrilamidas y oxazolinas metoxiaril sustituidas.
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4.1.1 Generalidades
La sintesis quimica de los compuestos se realizd en el Laboratorio de Quimica
Farmacéutica ubicado en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la UANL.

El material de vidrio, planchas de agitacion, soportes, pinzas, tapones y demas
material para los experimentos realizados, se tuvieron bajo las condiciones de
limpieza adecuada, libres de polvo y humedad. Toda materia prima y solventes
necesarios fueron adquiridos de Sigma-Aldrich por diversos distribuidores en grado

reactivo.

Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina con gel de silice
y usando como fase movil mezcla de solventes (hexano, acetato de etilo y metanol),
revelando con luz ultravioleta o yodo. Una vez que se obtuvo la mezcla del crudo de
la reaccién con el producto de interés, se llevo a cabo la purificacion por

cromatografia en columna utilizando gel de silice con poro de 60 A.

Se destilé al vacio las fases de interés mediante rotaevaporacion; los puntos de
fusion se determinaron en un equipo Fisher-Johns. Los compuestos puros se

caracterizaron mediante las técnicas espectrométricas, RMN *H y 13C.

Los espectros de RMN H y 13C, se obtuvieron en un equipo Bruker BioSpin de 400
MHz y 101 MHz respectivamente en el departamento de Quimica Analitica ubicado
en la Facultad de Medicina de la UANL. Los desplazamientos quimicos (8) se
reportan en los espectros como partes por millon (ppm) respecto a la referencia
interna de tetrametilsilano (TMS) para *H; las constantes de acoplamiento (J) estan
en Hertz (Hz) y la multiplicidad de las sefiales abreviadas como: s sefal simple, d
sefal doble, dd sefial doble de dobles, t sefial triple, dt sefial doble de triples, g sefal
cuadruple, dc sefal doble de cuartetos y m para una sefial multiple. Los disolventes
deuterados empleados fueron CDCIlz y CD30OD. La numeracion presentada en la
caracterizacion de los compuestos fue designada de manera arbitraria para la
identificacién de los protones y carbonos presentes en la molécula, siendo esta

independiente a la numeracion determinada en la nomenclatura segun IUPAC.
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4.1.2 Procedimiento general para la sintesis de los ésteres cindmicos

0 o e
(EtO)2P\)J\O/\ L|CI THF

1 2 a-c
(MeO- 0, m, p)

Esquema 3. Reaccion de sintesis de los ésteres cinamicos 2a-c.

La sintesis de los acrilésteres 2a-c, se llevd a cabo mediante la reaccién presentada
en el Esquema 3. En un matraz bola de 100 mL con tetrahidrofurano (THF) como
disolvente, se afiadieron 1.2 equivalentes (Eq) de cloruro de litio (LiCl). En seguida
se adiciono 1.0 Eq de trietilfosfonoacetato (TEFA) 1y 3.6 Eq de trietilamina (EtsN)
haciéndolo reaccionar con los orto, meta y para anisaldehidos, 0.8 Eq
respectivamente; condiciones reportadas y adecuadas para realizar la reaccion
Horner-Wadsworth-Emmons [42]. El matraz se colocO6 en un bafio de sonicacion
durante 40 min. Transcurrido el tiempo de reaccion se evaporo el solvente a vacio
y se adicioné agua para lavar con acetato de etilo (AcOEt:H20); se separaron las
fases, la fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro (Na>S0Oa), se filtro y

evaporoé a presion reducida; finalmente se purificd por cromatografia en columna.

4.1.2.1 Sintesis del éster (E)-3-(4-metoxifenil)acrilato de etilo 2c

NN O/\
~o

Siguiendo el procedimiento general se agregaron 20 mL de THF, 1.2 Eq (0.0567 Q)
de LiCl, 1.0 Eq (0.22 mL) de trietilfosfonoacetato 1 y 2.4 Eq (0.37 mL) de EtsN con

0.8 Eq (0.11 mL) de p-anisaldehido. Se monitored el avance de la reaccion mediante

cromatografia en capa fina y después del tiempo de reaccion se realizaron
extracciones con AcOEt:H->O. Finalmente, se purifico por cromatografia en columna

utilizando un sistema de elucién hexano:acetato de etilo en proporcion 7:3.
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4.1.3 Procedimiento general para la sintesis de los acidos cinamicos

(0] (0]
XN~o" > _ KOH X~ “OH
H,O
MeO MeO
2 a-c 3a-c
(MeO- o0, m, p)

Esquema 4. Reaccion de sintesis de los acidos cinamicos 3a-c.

Los acrilésteres se sometieron a una reaccion de hidrdlisis basica utilizando
hidroxido de sodio (NaOH) y agua (H20) para obtener los correspondientes &cidos
carboxilicos 3a-c (Esquema 4), materia prima para la sintesis de acrilamidas 6 y 7a-
c. Se necesitaron 2.0 Eq de NaOH, 10 mL de una mezcla de metanol/agua
(MeOH/H20) en una relacion 8:2 y 1.0 Eq del éster cinamico correspondiente 2a-c.
Se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas, después se acidifico
la mezcla de reaccion a pH = 2.0 con acido clorhidrico concentrado (HCI) gota a
gota y se dejo en agitacion por 30 minutos mas. Trascurrido el tiempo de reaccion
se evaporo el solvente a presion reducida y se adiciond AcOEt para hacer lavados
con agua, se separaron las fases donde la fase organica se secé con Na>SOg4
anhidro, se filtro y se evaporo6 a sequedad hasta obtener el producto. Las impurezas

se lavaron con hexano.

4.1.3.1 Sintesis del acido (E)-3-(4-metoxifenil)acrilico 3c

/©/ka H
o

3c

Siguiendo el procedimiento general; en un matraz bola de 100 mL se agregaron 2.0
Eq de NaOH (0.1127 g), 10 mL de MeOH/H>0 8:2 y seguido de 1.0 Eq del éster
cinamico 2c (0.26 g). Se dej6 reaccionar y después se acidificé a pH = 2.0 con HCI.
Transcurrido el tiempo se realizaron extracciones ACOEt:H>O. La fase organica se
seco con Na>SO4 anhidro, se evaporo a sequedad y se obtuvo un sélido que se lavo

con hexano y se dej6 secar.
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Nota: Los tres diferentes &cidos cindmicos (3a-c) que se necesitaron para las deméas

reacciones se adquirieron en Sigma-Aldrich por lo que solo se sintetiz6 3c.

4.1.4 Procedimiento general para la sintesis de clorhidratos de ésteres

metilicos
(0] (0]
MeOH
RVL’)J\OH + SOCl, t—a> RVL’)J\O/
NH, NH,+ HCI
R=H, Bn 4'05'

Esquema 5. Reaccion de sintesis de los clorhidratos de amino ésteres 4’y 5’.

Se coloco en un matraz bola, la cantidad de aminoacido correspondiente a 1.0 Eq
de glicina o L-fenilalanina. Se adicionaron 50 mL de MeOH y se puso en agitacion.
Se agregaron lentamente (gota a gota) 1.2 Eq de cloruro de tionilo (SOCI;) como
podemos verlo en el Esquema 5; se debe evitar el uso de material metalico. La
mezcla se dejo reaccionar en agitacion por 24 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se evaporo el disolvente a presion reducida hasta obtener un
sélido el cual se pas6 a un embudo Biichner con papel filtro No. 42 y se lavd con

THF y se dejo secar.

4.1.4.1 Sintesis del clorhidrato de 2-aminoacetato de metilo 4’

o
N NHz* HC
el

4|

Siguiendo el procedimiento general se coloc6 1.0 Eq glicina (2 g) en un matraz de
250 mL junto con 50 mL de MeOH. Se agregaron lentamente, 1.2 Eq de SOCI; (2.32
mL). La mezcla se dejo reaccionar y al finalizar, se evapor6 el MeOH, el producto
se lavd con 30 mL de THF y se dejé secar obteniéndose finalmente el clorhidrato

del éster metilico de glicina para la reaccion de acoplamiento.
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4.1.4.2 Sintesis del clorhidrato de (S)-2-amino-3-fenilpropionato de metilo 5’

-

N

Siguiendo el procedimiento general se coloc6 1.0 Eq L-fenilalanina (2 g) en un
matraz de 250 mL, junto con 50 mL de MeOH. Se agregaron lentamente 1.2 Eq de
SOCI, (1.05 mL). La mezcla se dejé reaccionar y al finalizar, se evaporé el MeOH,
el producto se lavé con 30 mL de THF y se dej6 secar obteniéndose finalmente el
clorhidrato del éster metilico de L-fenilalanina para la reaccion de acoplamiento.

4.1.5 Procedimiento general para la sintesis de acrilamidas 6y 7

(o] 0]
S 1) Et3N CH,Cl,
RV“’)J\O/ " OH @/\)L /S‘r ~
. 2) DCC, DMAP
NH,* HCI MeG
465 3a-c (MeO- 0, m, p) 6 6 7a-c
R=H, Bn

Esquema 6. Reaccidn de sintesis de las acrilamidas 6 y 7a-c.

Las reacciones de acoplamiento se realizaron con los aminoacidos metil
esterificados de glicina o L-fenilalanina 4’ y 5’ y los correspondientes acidos
cinamicos 3a-c, esto en presencia de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC),
dimetilaminopiridina (DMAP) disueltos en diclorometano (CH2Cl>) obteniéndose con

esto las correspondientes seis acrilamidas 6 y 7a-c (Esquema 6).

Primero, en un matraz bola (A) de 250 mL provisto de un agitador magnético, se
disolvieron 2.4 Eq del clorhidrato del éster metilico correspondiente, 4’ 0 5’ en 40
mL de CHCl, se tap6 y agitd manualmente, se llevo al congelador por 30 min e
inmediatamente después se agregaron 2.4 Eq de EtsN gota a gota y se puso en
agitacion y reflujo (40 °C) sobre una plancha de calentamiento por 2 h; al concluir el
tiempo, se preparé en un matraz Erlenmeyer (B) una solucién con CH2Cl, 1.0 Eq
de &cido cinamico 3a-c y agitando mientras se agregaron 1.0 Eq de DCC seguido
de 0.2 Eq de DMAP. Posteriormente se vertio inmediatamente la solucién al matraz
bola aun tibio y se dejo solo con agitacion por 24 h a temperatura ambiente. Al
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finalizar el tiempo de reaccion, se filtro la solucion al vacio y enfrié el filtrado por 30
min para volver a filtrarla; se le hicieron lavados con AcCOEt/H20 y se seco la fase
organica con Na>SO4 anhidro y finalmente ser purificado mediante cromatografia en
columna utilizando un sistema de elucion en gradiente partiendo de Hex/AcOEt en
proporciones 8:2, 7:3, 6:4 y 1:1 a 4 volumenes muertos por cada etapa.

4.1.5.1 Sintesis de las acrilamidas 6a-c

(0] (0] O
AN (0] (0] ™ (0] ™ (0]
N ~N - N ~ N ~N
COW Y Y
o) ~o
6a 6b 6¢c

Siguiendo el procedimiento general, en el matraz A se adicionaron 2.4 Eq (1.5 g)
del éster metilico de glicina 4’y 2.4 Eq (1.67 mL) de EtsN en 40 mL de CHxCl>. Se
dejo en agitacion y reflujo. Después de hora y media, en un matraz B se agreg6 1.0
Eq (0.89 g) de los compuestos 3a-c, 1.0 Eq (1.0306 g) de DCC y 0.2 Eq (0.122 g)
de DMAP en 20 mL de CHxCl,. Después se quitd de reflujo el matraz A y se le
agrego el contenido del matraz B dejandole reaccionar en agitacion. Posteriormente
se filtro al vacio. Se le realizaron lavados AcCOEt/H.0 y se evaporo el solvente ya
seco a presion reducida para ser purificado por cromatografia en columna utilizando

un sistema de elucién en gradiente hasta obtener cada uno de los productos 6a-c.

4.1.5.2 Sintesis de las acrilamidas 7a-c

(0] (0] o
H H H
O
7a 7b 7c

Siguiendo el procedimiento general, en el matraz A se adicionaron 2.4 Eq (1.5 g)
del éster metilico de L-fenilalanina5y 2.4 Eq (0.97 mL) de EtsN en 30 mL de CHxCl>.
Se dej6 en agitacion y reflujo. Después de hora y media, en un matraz B se agrego
1.0 Eq (0.5163 g) de los compuestos 3a-c, 1.0 Eq (0.5979 g) de DCC y 0.2 Eq
(0.0708 g) de DMAP en 30 mL de CH2Cl.. Después se quité de reflujo el matraz A

y se le agregl el contenido del matraz B dejandole reaccionar en agitacion.
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Posteriormente se filtré al vacio. Se le realizaron lavados AcOEt/H20 y se evapor6
el solvente ya seco a presion reducida para ser purificado por cromatografia en
columna utilizando un sistema de elucién en gradiente hasta obtener cada uno de

los productos 7a-c.
4.1.6 Procedimiento general para la sintesis de B-hidroxiacrilamidas 8y 9

(@] R (0] R
@N'LN/%(OME LH“A» @/VkNA/OH
H o MeOH/THF H
MeO MeO

6 o 7a-c (MeO- 0, m, p) 8 o 9a-c
R =H, Bn

Esquema 7. Reaccion de sintesis de las B-hidroxiacrilamidas 8 y 9a-c.

A partir de las acrilamidas 6 y 7a-c previamente sintetizadas, se formaron las
respectivas hidroxiamidas o,p-insaturadas 8 y 9a-c, mediante una reaccion de

reduccion con borohidruro de sodio (NaBH4) en MeOH (Esquema 7).

En un matraz bola de 100 mL provisto de un agitador magnético, se disolvio 1.0 Eq
de la acrilamida correspondiente, 6 o0 7a-c en 30 mL de THF. La solucion resultante
se calent6 a 60 °C por 5 minutos y enseguida se agregaron 8.0 Eg de borohidruro
de sodio (NaBH4) y se siguio calentando por 15 minutos mas. Posteriormente, se
agregaron 20 mL de MeOH gota a gota. Se dejé reaccionar a reflujo y agitacion por
4 h. Al finalizar el tiempo de reaccién, se lavo con AcOEt/H20 haciendo énfasis en
la fase acuosa, después, se separaron las fases y se sec6 la fase organica con
Na>SOs anhidro, se evapor0 hasta sequedad para finalmente ser purificado
mediante cromatografia en columna utilizando un sistema de elucién en gradiente
partiendo de AcOEt/Hex en proporciones 1:1, 7:3 y 5:4:1 de Hex/AcOEt/MeOH a 4

voliumenes muertos por cada polaridad.

4.1.6.1 Sintesis de las B-hidroxiacrilamidas 8a-c
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8a 8b 8c
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Siguiendo el procedimiento general, en un matraz se disolvié 1.0 Eq (0.5 g) de la
acrilamida correspondiente, 6a-c en 30 mL de THF; a la solucidn se le agregaron
8.0 Eq (0.6071 g) de NaBH4. Posteriormente, se agregaron 20 mL de MeOH y se
dejo reaccionar por 4 h. Al finalizar se lavé con AcOEt/H,0 y después de secar la
fase organica y evaporar el solvente se purificO mediante cromatografia en columna
utilizando un sistema de eluciébn en gradiente para obtener las respectivas f-

hidroxiacrilamidas 8a-c.

4.1.6.2 Sintesis de las B-hidroxiacrilamidas 9a-c

[ i 0 [ i 0 [ i
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Siguiendo el procedimiento general, en un matraz se disolvio 1.0 Eq (0.5 g) de la
acrilamida correspondiente, 7a-c en 30 mL de THF; a la solucion se le agregaron
8.0 Eq (0.4459 g) de NaBH4. Posteriormente, se agregaron 20 mL de MeOH y se
dejo reaccionar por 4 h. Al finalizar se lavo con AcOEt/H.0 y después de secar la
fase organicay evaporar el solvente se purificO mediante cromatografia en columna
utilizando un sistema de elucién en gradiente para obtener las respectivas f-

hidroxiacrilamidas 9a-c.
4.1.7 Procedimiento general para las sintesis de oxazolinas 10y 11
(0]
}\/OH Deoxo-Fldor NSy R
CHZCIZ
-20°C MeG

8 0 9a-c (MeO- 0, m, p) 10 o 11a-c
R=H, Bn

Esquema 8. Reaccién de sintesis de las oxazolinas 10 y 11a-c.

Posterior a la reduccion le siguié una reaccién de O-alquilacién de cada uno de estos
derivados, utilizando el reactivo de fluoracién, Deoxo-Flior ® en CH2Clz a -20 °C

(Esquema 8).
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En un matraz bola de 100 mL provisto de un agitador magnético, se disolvié 1.0 Eq
de las correspondientes B-hidroxiacrilamidas 8 o 9a-c en 30 mL de CH2Cl>. Se enfrio
la mezcla a -20 °C con un bafio frio de MeOH/CO: dejandose en agitacion durante
10 min. Posteriormente se agregaron 3.0 Eq de Deoxo-Flior® gota a gota con
agitacion constante por 20 min. Se verificO el progreso de la reaccién con
cromatografia en capa fina y dejo en agitacién por 15 min mas; después de este
tiempo se termind la reaccién con 10 mL de una solucion saturada de bicarbonato
de sodio (NaHCO3) y se dej6é a temperatura ambiente por 10 minutos. Después se
realizd6 una extraccion con CH2Cl2/H>O. La fase organica se secO con Na>SOq
anhidro y se evapor6 a presion reducida y finalmente se purificé por cromatografia
en columna utilizando un sistema de elucibn en gradiente de Hex:AcOEt en

proporciones 9:1, 8:2y 7:3 a 4 volumenes muertos por cada polaridad.

4.1.7.1 Sintesis de las oxazolinas 10a-c
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Siguiendo el procedimiento general, en un matraz se disolvié 1.0 Eq (0.25 g) de las
B-hidroxiacrilamidas 8a-c en 30 mL de CH2Cl2. Se enfrio la mezcla a -20 °C y se
agregaron 3.0 Eq (0.63 mL) del reactivo Deoxo-Fllor®; después de reaccionar se
agregaron 10 mL de una solucién saturada de NaHCOz3 para detener la reaccion. Se
lavdé con una mezcla CH2CIl2/H20 secando la fase organica con Na>SO4 anhidro.
Finalmente se purificé por cromatografia en columna en gradiente de Hex:AcOEt

para obtener las respectivas B-hidroxiacrilamidas 10a-c.

4.1.7.2 Sintesis de las oxazolinas 11a-c
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Siguiendo el procedimiento general, en un matraz se disolvié 1.0 Eq (0.25 g) de las
B-hidroxiacrilamidas 9a-c en 30 mL de CH2Cl.. Se enfrié la mezcla a -20 °C y se
agregaron 3.0 Eq (0.44 mL) del reactivo Deoxo-Fltor®; después de reaccionar se
agregaron 10 mL de una solucién saturada de NaHCOs3 para detener la reaccién. Se
lavé con una mezcla CH2Cl»/H2O secando la fase organica con Na>SOas anhidro.
Finalmente se purifico por cromatografia en columna en gradiente de Hex:AcOEt

para obtener las respectivas B-hidroxiacrilamidas 11a-c.

4.2 Esayos biologicos

De los compuestos sintetizados, purificados y caracterizados se tomaron los de
interés biolégico, que fueron las acrilamidas esterificadas 6 y 7a-c, hidroxiladas 8 y
9a-c, y las correspondientes oxazolinas o,p-insaturadas metoxiaril sustituidas 10 y
1la-c las cuales, con base en los antecedentes, tendrian una potencial actividad
antituberculosa in vitro y/o una relevante seguridad ante células sanas, por lo que

se procedi6 a evaluarlas.

4.2.1 Generalidades

La evaluacion antituberculosa fue llevada a cabo en el Laboratorio de Diagndstico
Microbiolégico de Alta Especialidad del departamento de Gastroenterologia del
Hospital Universitario de la UANL. Las placas ELISA, los reactivos, medios, gasas,
algodon, micropipetas, puntillas, guantes, cubrebocas, y diverso material de vidrio
utilizado para estas determinaciones fueron proporcionados por este departamento.
Cada uno de los insumos fueron sometidos a limpieza y esterilizacion debida y
hechos con todas las medidas necesarias de bioseguridad nivel I, en una campana
especial para manejo de micobacterias, se utilizé doble guante, bata de laboratorio
y bata quirdrgica usando conjuntamente cubrebocas y mascarilla N95 desechando
los residuos en las bolsas rojas y contenedores exclusivos para desechos con M.

tuberculosis.

La actividad antituberculosa se determind sobre los dieciocho compuestos de
interés contra dos cepas de estudio, una de referencia (H37Rv) y la otra de un
aislado clinico farmacoresistente (G-122), haciendo uso de la técnica colorimétrica

Alamar Azul, la cual se fundamenta en la reaccion de la resazurina, Figura 14, que
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se transforma en resorufina produciendo un cambio de color de azul a rosa debido
ala accion de las enzimas deshidrogenasas de los bacilos activos de la TB, reaccion
que nos permitio visualizar la viabilidad celular de M. tuberculosis, ya que, si la

bacteria se encuentra viva, se presenta un vire de color y por el contrario permanece

azul.
o@ NADH/H* NAD*.H,O
| E i N
N AN
/©: :@ Deshidrogenasas HO o e}
HO (@) (@]
Resazurina Resorufina

Figura 14. Reaccion de la técnica Alamar Azul.

La evaluacion citotoxica fue llevada a cabo en el Laboratorio de Farmacologia
Molecular y Modelos Biologicos 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.

La actividad citotoxica de los compuestos sintetizados se determiné utilizando la
linea celular de crecimiento normal, VERO, mediante la técnica WST-1, la cual se
basa en la reducciéon de las sales de tetrazolio por las enzimas deshidrogenasas
mitocondriales, Figura 15, reaccidn que nos permitié calcular el porcentaje de
células vivas (deshidrogenasas activas) que es proporcional a la intensidad y
cambio de color del reactivo, midiendo la absorbancia a una longitud de onda de
450 nm con un lector de ELISA.
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SO3Na
SO3Na
WST-1 Formazan

Figura 15. Reaccién de la técnica WST-1.
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4.2.2 Actividad antituberculosa

Para llevar a cabo la evaluacion de la actividad antituberculosa, se utilizo la técnica
colorimétrica de Alamar Azul, técnica previamente mencionada empleando el
protocolo descrito por Camacho Corona et al., 2008., siendo esta una de las
metodologias mas utilizadas para determinar esta actividad y que ademas permite
tener una correlacion aceptable en la deteccion de la resistencia a los farmacos
antifimicos [46, 47].

4.2.2.1 Seleccion de la cepa de M. tuberculosis

Para llevar a cabo la determinacion de la actividad anti-TB, inicialmente se partié de
dos cepas de M. tuberculosis, una cepa de referencia sensible a los farmacos de
primera linea, H37Rv y otra aislada clinicamente, G122, resistente a los farmacos

de primera linea (isoniacida, rifampicina y etambutol).

4.2.2.2 Preparacion de medio Middlebrook-7H9

El medio Middlebrook 7H9 se prepar6 pesando 4.7 g de base caldo Middlebrook
7H9 al cual se le agregaron 18 mL de glicerina al 10 % v/v en 882 mL de agua para
preparar 900 mL de medio. Se esterilizé a 121 °C y 15 psi de presion por 15 minutos.
Posteriormente cuando se atemperd, se agregaron 100 mL de suplemento de

crecimiento OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa) para enriquecerlo.

4.2.2.3 Preparacion de los compuestos a evaluar

Los compuestos a evaluar se prepararon partiendo de un stock de 2000 yg-mL™*
hecho a partir de 1 mg de cada compuesto en 500 uyL de DMSO en un tubo
Eppendorf.

A partir de este stock se realizaron los calculos necesarios para preparar las
soluciones de trabajo a 400 ug-mL* usando Caldo Middlebrook 7H9 enriquecido
con OADC y teniendo en cuenta que la concentracion final en el pocillo fue de 100
ug-mL! estando dos veces diluida (debido al medio e indculo de trabajo agregados)

en un volumen total de 200 pL por pocillo.

A los compuestos que se dificulté su disolucion en el medio de cultivo Middlebrook

7H9 se le agregaron 100 uL de Tween 80, tomados en cuenta en los calculos.
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4.2.2.4 Preparacion del in6culo bacteriano

Previo a la evaluacion anti-TB y junto a la preparacién de todos los insumos es muy
importante cultivar con tiempo las cepas de M. tuberculosis debido a su lento
crecimiento. Las cepas de referencia y farmaco resistente fueron sembradas en
medio sélido (Lowenstein-Jensen) e incubadas a 37 °C por 20 dias, donde a
posterior crecimiento se tomaron colonias para pasarlas a incubar en caldo
Middlebrook 7H9 suplementado, previamente preparado, incubandose a 37 °C por
15 dias para ser llevada a una turbidez igual al tubo de McFarland No. 1
(correspondiente a 3x108 células). De este tubo se tomaron 0.5 mL y se adicionaron
a 9.5 mL de medio Middlebrook 7H9 suplementado, formando asi el in6culo de
trabajo con la concentracion bacteriana necesaria para la evaluacién en la

microplaca.

4.2.2.5 Ensayo en microplaca Alamar Azul

El ensayo se llevo a cabo en microplacas de 96 pocillos de fondo plano en donde
se evaluaron seis compuestos por placa a seis concentraciones seriadas distintas
(3.125-100 pg-mLt) por duplicado. Se prepar6 la placa con 200 yL de agua
desionizada estéril en los pozos de la periferia para evitar deshidratacion (A 1-12 y
H 1-3y 10-12) y con 100 pyL de medio de cultivo Middlebrook 7H9 a cada uno del
resto de los pozos. Posteriormente en la fila B se afiadieron 100 yL de la solucién
de trabajo por duplicado para realizarse una serie de diluciones 1:2 verticalmente.
Al final se agregaron 100 pL del in6culo de trabajo en cada pocillo y en la fila H
sobrantes (H 4-9) se prepararon tres controles de medio e inGculo en proporciones:
H4-100:100, H6-180:20 y H8-200 uL, Esquema 9.

Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 5 dias, después se adicionaron a los
controles 12 pL de Tween 80 al 10 % y 20 yL de Alamar Azul, en ese orden,
incubandose a 37 °C por 24 horas mas. Se determiné que los colores concuerdan
con lo esperado en la fila control y se procedié a adicionar el Tween 80 y Alamar
Azul en los pocillos restantes, incubando a 24 y 72 horas. Después de este tiempo
se realiz6 una lectura visual, interpretandose como crecimiento si existié un cambio
de color de azul a rosa. Se determind como la concentracion minima inhibitoria

(CMI) en el pocillo anterior al del vire de color.

34



Cabe sefialar que cada compuesto se midio por duplicado y repitiendo el ensayo en
dos dias diferentes bajo las mismas condiciones de estudio. Se conté como
controles el medio de cultivo (negativo), rifampicina y etambutol (positivo para cepa
sensible) y levofloxacino (positivo para cepa MFR).

. Indculo de
trabajo
-1

2 34 5 6 7 8 910 11 12

1. 200 pL de agua desionizada estéril A . . . . . . . . . . . . Dilucion Seriada
2 1004t de cabolittrock 70 5| Q@O OOOOOOOOO | ~ o0vom
3. 100 L de solucién de trabajo de c . . . . . . . . . . ‘< 50 pg/mL
:or;lent-r’amonfzo pg/mL D :: : :. . : :. . _( 25 ug/ml
. Dilucién seriada £ 12.5 UL
5. 100 pL de inoculo de trabajo, E . . . . '< Ko
incubar 5 dias . . . . . . . . . . '< 6.25 ugimL
6.12uLdeTweengoy20uLde  © | || @ @ Q0000000 - :i5u9m
Alamar Azul H o0 .LJLJ © O ® | =controles de esterilidad

100 pL 20 pL Inéculo de trabajo

Esquema 9. Llenado de la microplaca de la técnica de Alamar Azul.

4.2.3 Actividad citotoxica

La citotoxicidad de los compuestos sintetizados se determiné utilizando la técnica
WST-1, la cual se basa en la reduccion de las sales de tetrazolio que nos permite
calcular el porcentaje de células vivas, midiendo la absorbancia a una longitud de

onda a 450 nm con un lector de ELISA.

4.2.3.1 Descongelamiento de células VERO

Inicialmente se partié de un cultivo confluente de la linea celular VERO por lo que
se procedio a descongelarlas siguiendo el protocolo establecido, colocando el vial
con la linea celular en un bafio de agua a 37 °C. Posteriormente el vial se
descontamind por aspersion de etanol al 70 % y se suspendio el sedimento celular
con medio esencial minimo de Eagle’s (MEM) atemperado en una caja de cultivo
celular posteriormente se incub6 a 37 °C en una atmésfera al 5 % de CO; hasta la
formacion de una monocapa. El medio MEM fue previamente preparado, con suero
fetal bovino al 10 % y 1 % de antibiético el cual se esterilizd por filtracion por

membrana de 0.22 pm.
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4.2.3.2 Conteo celular

Cuando se observé aproximadamente un 80 % de confluencia en la monocapa, se
lavé dos veces con 3 mL de solucién de buffer de fosfatos (PBS), posteriormente se
adicionaron 500 pL de tripsina-EDTA al 0.25 % para lograr una suspension celular
y se dejé actuar por 6 minutos en incubacién con las condiciones antes
mencionadas. Después se afiadio 1 mL de medio para inactivar la tripsina y se
centrifugé a 1300 rpm durante 10 minutos a 25 °C. Se retir6é el sobrenadante y al
botdn celular que quedd en el fondo se le agregaron otros 4 mL de medio MEM. De
esta suspensién se tomaron 10 uL para realizar un conteo celular en una camara
de Neubauer. A partir de la suspension celular se calcul6 la cantidad necesaria para
generar una suspension celular con una densidad de 500,000 células en 1 mL y por
lo tanto 5,000 células por pocillo.

4.2.3.3 Ensayo en microplaca WST-1

Se colocaron 100 pL de la suspension celular en cada uno de los pozos de una
microplaca de 96 pocillos para tener 5,000 células por pocillo. La placa asi
preparada, se incubd por 24 horas a 37 °C, en una atmésfera de COz al 5 %. Por
otro lado, se prepararon los compuestos a evaluar (6-11a-c) a dos concentraciones
(50 y 100 yg-mL1), disueltos en dimetilsulféxido (DMSO). Ya listos se agregaron a
la placa en un volumen de 100 pL. Se empled Tritdbn X100 al 1 % como control
negativo y células sin tratamiento como control positivo y se volvié a incubar la caja
a las mismas condiciones. Después de 24 horas se retird el medio y se adicionaron
100 pL de medio con WST-1 al 5 % por pocillo; se incub6é nuevamente la placa por
2 horas y se leyo a 450 nm en un lector de ELISA. Cada compuesto se midié por
cuadruplicado en dos repeticiones diferentes bajo las mismas condiciones. Como
blanco se tomo6 al medio con WST-1. Con los datos obtenidos se determing el
porcentaje de viabilidad celular, siendo este la resta de la absorbancia obtenida
menos el blanco, dividido entre el control negativo y multiplicado por cien, Ecuacién
1.

Viabilidad Celular (9) = 2SS M = BC0: g
rabrifad Lear e = Control Neg. X (1)
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4.3 Manejo y Disposiciéon de los Residuos

La recoleccion y disposicion adecuada de los residuos peligrosos que derivaron del
proyecto de investigacion se llevo a cabo conforme al reglamento de seguridad e
higiene de la Facultad de Ciencias Quimicas, asi como del Hospital Universitario
para residuos biologico-infecciosos; mostrandose a continuacion los contenedores

especificos mas utilizados durante el proyecto.

Tabla 5. Colectores usados para la recoleccion de residuos.

Colector Residuo
A Soluciones salinas, acidos y bases orgénicas e inorganicas.
B Solidos inorganicos.
c Toxicos, inflamables, aminas y solventes organicos no
halogenados.
D Toxicos, inflamables, aminas y solventes organicos halogenados.
E Muy toxico, cancerigeno y organico.
G Combinaciones organicas solidas.
RPBI Residuo Peligroso Bioldgico infeccioso.
Basura industrial
Vidrio impregnado
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CAPITULO 5

5 Resultados y Discusién

5.1 Sintesis y caracterizacién de los compuestos

A continuacion, se describen los resultados obtenidos en la etapa de sintesis
organica y caracterizacién; ademas, de la discusion de algunos espectros
relevantes en cada etapa del proceso de sintesis.

5.1.1 Preparacion de los ésteres cinamicos 2a-c

Para obtener los ésteres cinamicos se recurrié a la reaccion de HWE (Horner-
Wadsworth-Emmons) antes mencionada, se partio de trietilfosfonoacetato (TEFA),
empleando LiCl, EtsN como base y los anisaldehidos orto, meta y para-sustituidos
en tetrahidrofurano como disolvente, usando un bafio de sonicacion. Esto permitio
mejorar los rendimientos y disminuir los tiempos de reaccion en comparacion con
una metodologia de sintesis convencional. Al monitorear la reaccion en
cromatografia en capa fina se encontr6 que el aldehido y el éster cinamico
presentaron un factor de retencion muy similar en Hex/AcOEt 7:3, por lo que se
busco que el aldehido se consumiera en su totalidad ajustando los equivalentes al
doble de trietilfosfonoacetato para propiciar la formacion del producto y con esto

facilitar la purificacion.

Debido a que se logré conseguir de manera comercial los derivados de acido
cinamico, solo se llevé a cabo una reaccién, correspondiente al éster cinamico 2c;
el cual, dadas las condiciones de sintesis antes mencionadas se obtuvo en forma
de un liquido viscoso amarillento con un rendimiento de reaccion del 92 % y Rf: 0.67

en un sistema de solventes Hex/CH2Cl2/CH3OH en proporcion 65:30:5.
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5.1.1.1 Elucidacién estructural del éster cinamico 2c

La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 2c, Figura 16, se describen a continuacion
(Nota: algunos espectros se presentaran junto con la asignacion a manera de

ejemplo, los demés se podran consultar en el Anexo lI).

NS O/\
~o

Figura 16. Ester cinamico 2c.

En el espectro de protéon [RMN de H (400 MHz, CDCIls)] para el acrilato 2c: en un
desplazamiento quimico (8) de 1.33 ppm se observo un triplete, con una constante
de acoplamiento (J) de 7.1 Hz que integra para tres protones, correspondientes al
grupo metilo del éster (CH3CH2); a 3.83 ppm se muestra un singulete que integra
para tres protones, asignado al grupo metoxilo (OCHj3); en 4.25 ppm se aparece un
cuarteto, con una J=7.1 Hz que integra para dos protones, que corresponde al
metileno del éster (CH,CHz); a 6.31 ppm se observa un doblete con una Jians=15.9
Hz que integra para un proton vinilico correspondiente (CH=CH); a un
desplazamiento de 6.90 ppm se observé un doblete, con una J=8.8 Hz que integra
para dos protones, correspondientes a los protones aromaticos por ser un anillo p-
sustituido; a un desplazamiento de 7.47 ppm vuelve a aparecer otro doblete con una
constante similar de J=8.7 Hz que integra para dos protones que corresponden a
los otros dos protones aromaticos; finalmente a 7.64 ppm aparece una sefial doble

con una Jrans=15.9 Hz, que integra para el otro proton vinilico.

El espectro de carbono [RMN de '3C (101 MHz, CDCI3)] presenté las siguientes
sefales: a 14.45 ppm, correspondiente al metilo del éster (CHsCH2); a 55.44 ppm,
correspondiente al metoxilo del anillo aroméatico (OCHsCsH4), a 60.41 ppm,
correspondiente al metileno del éster (CH3CHz); de 114 a 161 ppm, sefiales
correspondientes a los carbonos aromaticos y vinilicos; finalmente se observo en

167.43 ppm el carbono carbonilico del éster.
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5.1.2 Preparacion de los derivados de los acidos cindmicos 3a-c

De los tres diferentes derivados de &cido cinamico que se planted sintetizar, se
obtuvo solo el &cido p-metoxicindmico, a partir del acriléster 2c¢ el cual fue sometido
a una reaccién de hidrdlisis basica utilizando hidroxido de sodio (NaOH) y agua
(H20). Asi se obtuvo la materia prima 3c para la sintesis de acrilamidas 6 y 7c. Los

demas acidos cinamicos fueron obtenidos comercialmente.

El 4cido p-metoxicindAmico fue un sélido blanco, con rendimiento de reaccion del 75
% y Rf: 0.17 en un sistema de solventes, Hex/AcOEt 70:30.

5.1.2.1 Elucidacion estructural del acido cindmico 3c
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de proton y carbono del analogo de &cido cinamico 3c, Figura 17, se describen a

/©/\/N\OH
~o

Figura 17. Acido cinamico 3c.

continuacion.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIls)] se observaron las
siguientes sefales: a un desplazamiento de 3.85 ppm se observo un singulete que
integra para tres protones, correspondientes al grupo metoxilo (OCHz); a campo
mas bajo a 6.38 ppm aparece un doblete con una Jrans=15.9 Hz que integra para un
proton, asignado a un hidrégeno vinilico (CH=CH); a un desplazamiento de 6.93 y
7.53 ppm se muestran dos dobletes con constantes de acoplamiento de J=8.8 Hz
gue integran cada uno para dos protones, los cuales corresponden al anillo
aromatico; a campo mas bajo a 7.80 ppm se observo un doblete con una Jwrans=15.9

Hz, que integra para un protén, igualmente para otro de los protones vinilicos.

El espectro de carbono [RMN de '3C (101 MHz, CDCI3)] presenté las siguientes
sefales: en 55.55 ppm, correspondiente al carbono del grupo metoxilo (OCH3CgsHa),
de 114.26 a 162.28 ppm, aparecen los carbonos aromaticos y vinilicos; finalmente

a 163.13 ppm, correspondiente al carbono del éster.
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5.1.3 Preparacion de los ésteres metilicos de aminoacidos 4’ y 5’

Los clorhidratos esterificados de los respectivos aminoacidos, glicina y L-
fenilalanina (4’ y 5°), se sintetizaron haciendo reaccionar una solucién metandlica
de ellos con cloruro de tionilo. Se obtuvieron sélidos blancos cristalinos con altos
rendimientos de reaccién, superiores al 95 %, Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la sintesis de ésteres metilicos de aminoécidos 4’y 5’.

. Punto de —
Compuesto Aspecto fisico Fu:ic’)n ) % Rendimiento
o)
- NH, - HCI | Sélido blanco
:@A 2 €0 D 183-185 08
cristalino
45
o)
- oli lan
WO Solido blanco 155-157 95
NH, - HCI opaco
5’

Los aminoacidos metil esterificados y los derivados de acidos cinamicos 3a-c se

usaron para cumplir con el objetivo de sintetizar las acrilamidas 6 y 7a-c.

5.1.3.1 Elucidacion estructural del éster metilico de glicina 4’
La asignacion de las sefales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de proton y carbono del compuesto 4°, Figura 18, se describen a continuacion.

0
- \HANHQ' HCl
o

Figura 18. Ester metilico 4°.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, MeOD)] se observaron las
siguientes sefiales: a un desplazamiento quimico de 3.84 ppm se observo un
singulete que integra para tres protones correspondiente al grupo metoxilo del éster
(OCHj3); asi mismo, en 3.85 ppm otra sefial sencilla que integra para dos protones

gue corresponden al metileno de la molécula (COCH,;NHy).
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El espectro de carbono [RMN de *3C (101 MHz, MeOD)] present6, por la sencillez
de la molécula, solo tres sefiales: a 40.89 ppm el carbono del grupo metoxilo; a
53.43 ppm el carbono del metileno y a 168.97 ppm la sefal del carbonilo del éster.

5.1.3.2 Elucidacién estructural del éster metilico de L-fenilalanina 5’
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de protén y carbono del compuesto 5’, Figura 19, se describen a continuacion.

O

O/
NH, - HCI

Figura 19. Ester metilico 5’.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico de 3.41 ppm aparecen dos
dobles de dobles que integran para dos protones, correspondientes al metileno
unido al anillo aromatico (CH2CsHs), este tipo de sefiales debido al centro quiral que
ocasiona que los dos protones sean diferentes; en 3.68 ppm se observoé un singulete
gue integra para tres protones correspondiente al metoxilo del éster (CH30),
seguido se encontré un multiplete entre 4.37 y 4.42 ppm que integra para un proton
asignado al metino del carbono quiral (CHBN); entre 7.32 y 7.22 ppm se observé
otra seflal mdltiple que integra para cinco protones correspondientes a los
aromaticos (CeHsCHz); finalmente en 8.74 ppm se alcanzé a observar el

acoplamiento de los protones del grupo amino como una sefial sencilla y ancha.

El espectro de carbono [RMN de *3C (101 MHz, MeOD)] presentd las siguientes
sefales: en 37.40 ppm el carbono del metileno (CH2CsHs); a 53.59 ppm la sefial del
metoxilo (CH30); a 55.21 ppm la sefial del metino quiral (CHBnN); de 129 a 135 ppm
los carbonos aromaticos (CgHs); por ultimo, en 170.45 ppm se observo el carbono

del carbonilo del éster (C=0).
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5.1.4 Preparaciéon de acrilamidas 6y 7a-c

Para la formacién de las acrilamidas 6 y 7a-c se llevd a cabo una reaccion de
acoplamiento entre el clorhidrato del éster metilico y el derivado del acido cindmico
correspondiente, 3a-c; reaccion que se realizé en dos etapas, la primera consistié
en la liberacion de los clorhidratos 4’ y 5’ a reflujo en presencia de carbonato de
potasio (K-COz3); sin embargo, no fue posible obtener el producto deseado utilizando
esta base, ya que si el clorhidrato no es liberado no es posible que se lleve a cabo
el ataque nucleofilico por el grupo amino y con esto formar el enlace amida; es por
lo que se cambié la base utilizada por trietilamina (EtsN) como agente liberador,

permitiendo la liberacion y por ende la formacién del producto de acoplamiento.

La segunda etapa consistio en hacer reaccionar el éster liberado con los derivados
de acidos cinamicos (orto, meta y para metoxi-sustituidos) utilizando DCC y DMAP
como agentes activantes en el mecanismo propio de la reaccion, dejando en
agitacion a temperatura ambiente por 24 h. Bajo las condiciones dadas se logro la
liberacion, aunque, inicialmente se obtuvieron bajos rendimientos, entre un 15y 50
% debido a la formacion de subproductos (acrilatos) [48]. Por lo que se procedi6 a
realizar un ajuste en las proporciones de los reactivos a utilizar, encontrando que la
presencia del éster metilico y el acido cinamico en una proporcion 2.4:1 mejoraba

considerablemente los rendimientos, alcanzando valores mayores al 70 %, Tabla 7.

Tabla 7. Resultado de la sintesis de acrilamidas 6 y 7a-c.

Aspecto Punto de 0 —
Compuesto fisico Fusién (°C) Yo Rendimiento
o)
AN O .
N Solidoblanco | 167 164 85
o O cristalino
6a
0
o X o Ali
~ H ~ Sol@o b!anco 82.84 89
o) cristalino
6b
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0
N O i
- o) cristalino
6C
o Sélido blanco
- o o bl 95-97 8
H cristalino
o~ ©
7a
] o] S Sélido blanco 83-85 70
_ \©/\)‘\N ~ cristalino
H
o)
7b
O Sélido blanco
Aol 10 bl 114-116 91
N cristalino
7c
1
/O X ol |
@/\)LO " Sélido beige 144-146 20
? cristalino
7d

Los acrilatos formados impidieron un mayor rendimiento en las reacciones, por lo
gue se decidio aislarlos, logrando obtener de forma pura el acrilato 7d, derivado del

acido m-metoxicinamico 3b.

5.1.4.1 Elucidacion estructural de la acrilamida 6a
La asignacién de las sefales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de proton y carbono del compuesto 6a, Figura 20, se describe a continuacion.
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Figura 20. Acrilamida 6a.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)] se obtuvieron las siguientes
sefiales: en un desplazamiento quimico de 3.78 ppm se observé un singulete que
integra para tres protones, correspondientes al grupo metoxilo del éster (OCHz); a
3.86 ppm aparece otro singulete que integra para tres protones asignado al grupo
metoxilo en posicién orto del anillo aromético (CeHsOCH3); a 4.19 ppm se muestra
una sefal doble con una J=5.2 Hz que integra para dos protones y que corresponde
a los protones del metileno adyacente a la amida (CONHCHy) con la que alcanza a
acoplarse, esto se corrobora con la sefial a campos bajos en 6.36 ppm siendo esta
un triplete ancho con J=5.3 Hz que integra para un protén el cual corresponde a la
amida (CONHCHy); en 6.62 y 7.90 ppm se encuentran dos dobletes con una
Jrans=15.8 Hz que integra cada uno a un proton vinilico (CH=CH); de 6.86 a 6.99
ppm se observd un multiplete que integra para dos protones aromaticos,
correspondientes en posicion 3y 5 del anillo; entre 7.25 y 7.37 ppm se encuentra
otro multiplete que integra para un protdn aromatico en posicion 4 y finalmente a
7.47 ppm un doble de dobles con J=7.7 Hz que integran para otro protéon aromatico

en posicion 6.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCls)] presenté las
siguientes sefiales: a 41.57 ppm, correspondiente al metoxilo del éster (OCH3) a
52.49 ppm, al metoxilo del anillo aromatico (OCH3zCeH4); en 55.50 ppm, corresponde
al carbono del metileno (CH.) entre la amida y el éster; entre 111 y 137 ppm
encontramos los carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente tres sefales
caracteristicas de las acrilamidas, a 158.42 ppm el carbono en posicién 2 del
sistema aromatico, adyacente al grupo metoxilo y en 166.73 y 170.78 ppm las

sefales que corresponden carbonilos de amida y éster respectivamente.
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5.1.4.2 Elucidacion estructural de la acrilamida 6b
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 6b, Figura 21, se describe a continuacién.
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Figura 21. Acrilamida 6b.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico de 3.77 ppm se observé un
singulete que integra para tres protones, correspondientes al grupo metoxilo del
ester (OCHg3); a 3.80 ppm aparece otro singulete que integra para tres protones que
corresponde al grupo metoxilo en posicion meta del anillo aromatico (CeHsOCHz); a
4.19 ppm se muestra una sefial doble con una constante de acoplamiento de J=5.3
Hz que integra para dos protones asignada al metileno adyacente a la amida
(CONHCHY,), con la que alcanza a acoplarse, esto se corrobora con la sefal que se
encontré a campos mas bajos en 6.55 ppm siendo esta un triplete ancho con J=5.3
Hz que integra para un proton correspondiente a la amida (CONHCH>); en 6.49 y
7.61 ppm se encontr6 sefiales dobles con Jrans=15.6 Hz que integra cada uno a un
proton vinilico (CH=CH); en 6.89 ppm se observo un doble de dobles con J=7.7 y
2.1 Hz que integra para un protén aromatico en posicion 4; entre 6.99 y 7.01 ppm
se observd un multiplete que integra para un protdn aromatico en posicion 2 del
anillo; a 7.08 ppm una sefial doble con J=7.5 Hz que integra para un proton
correspondiente al proton aromatico en posicion 6 y finalmente a 7.26 ppm un

triplete con J=7.9 Hz que integra para otro portdn aromatico en posicion 5.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCls)] presenté las
siguientes sefiales: a 41.47 ppm, correspondiente a la sefial del metoxilo del éster
(OCH3) a 52.44 ppm, sefal que corresponde al metoxilo del anillo aromatico
(OCH3CsHa4); en 55.26 ppm, al carbono del metileno (CHz) entre la amida y el éster;
entre 112 y 142 ppm se encontré los correspondientes carbonos vinilicos y

aromaticos; finalmente tres sefales, a 159.84 ppm el carbono en posicion 3 del
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sistema aromético, adyacente al grupo metoxilo, en 166.04 y 170.62 ppm las

sefiales que corresponden a los carbonilos de amida y éster respectivamente.

5.1.4.3 Elucidacioén estructural de la acrilamida 6¢
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 6c, Figura 22, se describen a continuacion.
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Figura 22. Acrilamida 6c¢.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIls)] se observaron las
siguientes sefales, Figura 23: en un desplazamiento quimico de 3.78 ppm aparece
un singulete que integra para tres protones, correspondientes al grupo metoxilo del
ester (OCHj3); a 3.82 ppm se observo otro singulete que integra para tres protones
gue corresponden al grupo metoxilo en posicion para del anillo aromatico
(CsH4OCH3); a 4.19 ppm se muestra una sefial doble con una J=5.2 Hz que integra
para dos protones asignada al metileno adyacente a la amida (CONHCH,) con el
gue alcanz6 a acoplarse, esto se comprobd con la sefial a 6.36 ppm, sefal doble
ancha en donde se traslapé (CONHCH3) con el doblete del proton vinilico; esta sefial
a 6.36 y 7.61 ppm con Jrans=15.6 Hz integran cada una para un protén vinilico
(CH=CH); en 6.88 Yy 7.44 ppm se observaron dos dobletes con J=8.7 Hz que integran

cada uno para dos protones aromaticos al tener el anillo simétrico.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCls)] presenté las
siguientes sefales: a 41.47 ppm, correspondiente al metoxilo del éster (OCHg),
Figura 24, a 52.44 ppm, corresponde al metoxilo del anillo aromatico (OCH3zCeHa);
en 55.36 ppm, corresponde al metileno entre la amida y el éster; entre 114 y 142
ppm se encontré los correspondientes carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente

tres sefiales, a 161.03 ppm el carbono en posicién 4 del sistema aromatico,
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adyacente al grupo metoxilo, en 166.35y 170.69 ppm las sefiales que corresponden

a los carbonilos de la amida y el éster respectivamente.
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Figura 23. Espectro de RMN *H para acrilamida 6c¢.
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RMN *3C (101 MHz, CDCls)-(E)-(3-(4-metoxifenil)acriloil) glicinato de metilo
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Figura 24. Espectro de RMN *C para acrilamida 6c.

160 150 140 130 110 100 90 80 70 60 50
Desplazamiento quimico (ppm)

170

49



5.1.4.4 Elucidacién estructural de la acrilamida 7a
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de protén y carbono del compuesto 7a, Figura 25, se describen a continuacion.

o)
©j\)‘\N (ONg
H
0
O/

Figura 25. Acrilamida 7a.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)] se observaron las
siguientes sefales: en 3.20 ppm se observaron dos doble de dobles con J=13.8 y
5.6 Hz que integra para dos protones que corresponden al metileno del grupo
bencilico (CH,CeHs); a 3.74 y 3.86 ppm se muestran dos singuletes que integran
cada uno para tres protones correspondientes a los metoxilos de la molécula
(OCH3/CsH4OCHz3); a 5.05 ppm se observé un doble de triples con J=7.8 y 5.6 Hz
gue integra para un proton asignado al metino en el centro quiral adyacente a la
amida, con el que alcanza a acoplarse; por lo que se presenté una sefial doble
anchaen 6.18 ppm con J=7.7 Hz que integra para el proton de la amida (CONHCH,);
en 6.54 y 7.90 ppm se encontraron sefiales dobles con Jrans=15.8 Hz que integra
cada uno a un proton vinilico (CH=CH); de 6.84 a 7.18 ppm se observaron dos
multipletes que integran para dos protones aromaticos cada uno correspondientes
al anillo p-sustituido y finalmente de 7.23 a 7.33 ppm un multiplete que integra para

5 protones correspondientes al anillo bencilico (CeHs).

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCls)] presenté las
siguientes sefiales: a 38.05 ppm, correspondiente a la sefial del metileno bencilico
(CH2CeHs); a 52.43 ppm, la sefial del metoxilo del éster (OCHs); a 53.43 ppm una
sefal que corresponde al metoxilo del anillo aromatico (OCHsCsHa4); en 55.50 ppm,
aparece el carbono del metino quiral; entre 111 y 138 ppm se encontrd los
correspondientes carbonos vinilicos y aromaticos; a 158.43 ppm el carbono orto-
sustituido y finalmente en 166.05y 172.27 ppm las sefiales que corresponden a los

carbonos carbonilicos de la amida y el éster respectivamente.
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5.1.4.5 Elucidacioén estructural de la acrilamida 7b
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de protén y carbono del compuesto 7b, Figura 26, se describen a continuacién.
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Figura 26. Acrilamida 7b.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico de 3.20 ppm aparecen dos doble
de dobles con J=13.9 y 5.7 Hz que integran para dos protones, quienes
corresponden al metileno bencilico (CH,CsHs); a 3.75 y 3.81 ppm se muestran dos
singuletes que integran cada uno para tres protones de los metoxilos de la molécula
(OCH3/CsH4OCHz3); a 5.04 ppm se observé un doble de triples con J=7.8 y 5.7 Hz
gue integra para un proton que corresponde al metino en el centro quiral adyacente
ala amida, con el que alcanza a acoplarse, por lo que se presenta una sefial sencilla
y ancha en 6.22 ppm que integra para el proton de la amida (CONHCHy>); en 6.39 y
7.59 ppm se encuentran dobletes con Jrans=15.6 Hz que integra cada uno a un
proton vinilico (CH=CH); en 6.90 ppm se observo un doble de dobles con constantes
de acoplamiento de J=8.3 y 2.6 Hz que integra para un proton aromatico en posicion
4; en 7.00 ppm se detecta un triplete ancho con constante de acoplamiento de J=2.0
Hz que integra para un proton del anillo m-sustituido; entre 7.05 y 7.13 ppm se
observa un multiplete que integra para tres protones aromaticos traslapados de los
dos anillos y finalmente de 7.22 a 7.32 ppm un multiplete que integra para 4 protones

correspondientes al anillo bencilico (CsHs).

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCIls)] presenté las
siguientes sefiales: a 37.95 ppm, correspondiente al metileno bencilico (CH2CgHs)
en 52.52 ppm, corresponde a la sefial del metoxilo del éster (OCH3); a 53.42 ppm
una sefal asignada al metoxilo del anillo aromatico (OCH3CeHa4); en 55.37 ppm

aparece el carbono del metino quiral entre la amida y el éster; entre 112 y 142 ppm
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se encontraron los correspondientes carbonos vinilicos y aroméaticos; finalmente las
tres sefiales de las acrilamidas, a 159.93 ppm el carbono en posicion 3 del sistema
aromatico, adyacente al grupo metoxilo, en 165.36 y 172.20 ppm las sefales
asignadas a los carbonos carbonilicos de amida y éster respectivamente.

5.1.4.6 Elucidacién estructural de la acrilamida 7c
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 7c, Figura 27, se describen a continuacion.

(0]
SN AN O
~0 H o

Figura 27. Acrilamida 7c.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCls)] se observaron las
siguientes sefiales, Figura 28: en un desplazamiento quimico de 3.19 ppm se
muestran dos doble de dobles, con J=13.9 y 5.7 Hz que integra para dos protones
gue corresponden al metileno bencilico (CH,CsHs); a 3.74 y 3.81 ppm aparecen dos
singuletes, cada uno integrando para tres protones asignados a los grupos metoxilo
de la molécula (OCH3/CeH4sOCH?3); a 5.04 ppm se observo un doble de triples con
J=7.7 y 5.7 Hz que integra para un proton que corresponde al metino quiral,
adyacente a la amida con el que alcanza a acoplarse; por lo que se presenta una
sefal doble y ancha en 6.24 ppm con J=7.5 Hz y que integra para el proton de la
amida (CONHCH2); en 6.28 y 7.58 ppm se observaron dobletes de constante
Jrans=15.6 Hz que integra cada uno a un proton vinilico (CH=CH); en 6.86 y 7.42
ppm aparecen dobletes con constantes de J=8.52 Hz que integran cada uno para
dos protones aromaticos al tener el anillo p-sustituido simétrico; de 7.21 a 7.31 ppm
y de 7.10 a 7.15 ppm se observaron dos multipletes que integran para dos y tres
protones respectivamente, correspondientes a los protones aromaticos del anillo
bencilico (CsHs).
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Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de '3C (101 MHz, CDClIs)], Figura 29,
presentd las siguientes sefiales: a 37.93 ppm la sefial del metileno del bencilo
(CH2CsHs) a 52.38 ppm corresponde al metoxilo del éster (OCHz3); a 53.34 ppm
aparece el metoxilo del anillo aromatico (OCH3CeH4); en 55.36 ppm corresponde al
carbono del metino quiral; entre 114 y 142 ppm se encontraron los correspondientes
carbonos vinilicos y aroméaticos; finalmente, a 161.03 ppm el carbono 4 del sistema
aromatico y en 165.75 y 172.23 ppm las sefiales asignadas a los carbonos

carbonilicos de amida y éster respectivamente.

53



0€

L

{wdd) onunnb gusiweze|dsag]
L oS L 09 9 0/

== foz

_J
__2

FO'E
S 0E

=éJIuI
s

oreuluere|iuaj-g-(jiojuoe (jlusyxolaw-v)-£)-(3) M8N-(E1DAd ‘ZHIN 00%) H; NINY

Figura 28 Espectro de RMN 'H para acrilamida 7c.
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RMN 13C (101 MHz, CDClz)-Metil (E)-(3-(4-metoxifenil) acriloil)-D-fenilalaninato
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Figura 29. Espectro de RMN *C para acrilamida 7c.
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5.1.4.7 Elucidacién estructural del acrilato 7d
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 7d, Figura 30, se describen a continuacién.

/OW@A\)LO%H

Figura 30. Acrilato 7d.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)], se observaron las
siguientes sefales, Figura 31: en un desplazamiento quimico entre 1.09y 2.10 ppm
se observd un multiplete que integra para 20 protones atribuidos a los metilenos
(CH,) de los dos anillos del ciclohexano presentes en la molécula; a 3.82 ppm se
muestra un singulete, que integra para tres protones del grupo metoxilo en posicion
meta del anillo aromatico, dicha sefial traslapada con otra sefial multiple
correspondiente al metino de un anillo de ciclohexano de igual manera que el
multiplete que se encuentra entre 4.06 y 4.20 ppm; a 6.72y 7.62 ppm se observaron
dos dobletes con J=15.4 Hz que integran cada uno a un proton vinilico (CH=CH); a
6.91 ppm aparece un doble de dobles con J=8.2 y 2.5 Hz que integra para un protén
aromatico en posicion 4; entre 6.95 y 6.99 ppm se muestra un multiplete que integra
para un protén aromatico en posicion 2; a 7.06 ppm una sefial doble con J=7.8 Hz
gue integra para un proton aromatico en posicién 6y finalmente a 7.28 ppm un

triplete con J=7.9 Hz que integra para otro protdn aromatico en posicion 5.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de **C (101 MHz, CDCIs)], present6 las
siguientes sefales, Figura 32: de 24 a 33 ppm se observaron seis sefiales
correspondientes a los metilenos del ciclohexano; en 50.06 y 56.10 ppm los dos
metinos de los ciclohexanos; en 55.33 ppm corresponde la sefial al metoxilo del
anillo aromético (CsH4sOCHz3); entre 113 y 144 ppm los correspondientes carbonos
vinilicos y aromaticos; a 154.13 ppm se observo la sefial del carbono iminico (C=N)

y en 166.58 ppm la sefial que corresponde al carbonilo del éster.
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Figura 31. Espectro de RMN *H para el acrilato 7d.

57



RMN 3C (101 MHz, CDCls)- Anhidrido (E)-N, N’-diciclohexilcarbodimidico-(E)-3-(3-metoxifenil) acrilato
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Figura 32. Espectro de RMN 3C para el acrilato 7d.
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5.1.5 Preparacion de las B-hidroxiacrilamidas 8 y 9a-c

Con las acrilamidas 6 y 7a-c en mano, se procedid a la obtencién de las j-
hidroxiacrilamidas 8 y 9a-c mediante una reaccion de reduccion con borohidruro de
sodio (NaBH4) y metanol en tetrahidrofurano (THF) como disolvente, a reflujo por 4
h, reduciéndose asi el grupo éster a un grupo hidroxilo; los rendimientos de reaccién
obtenidos fueron variados, desde un 56 hasta un 96 %, Tabla 8. siendo los mas
bajos los mostrados por los derivados de glicina (8a-c) debido a la dificultad para su
purificacion cromatografica; por lo que se us6 un sistema de elucién en gradiente
en vez de una columna isocratica; se parti6 de un sistema AcOEt/Hex en

proporciones 1:1, 7:3y 5:4:1 de Hex/AcOEt/MeOH a 4 volumenes muertos por cada

polaridad.
Tabla 8. Resultado de la sintesis de B-hidroxiacrilamidas 8 y 9a-c.
Punto de
isi ., % Rendimiento
Compuesto Aspecto fisico Fusién (°C) % imi
0
A ~_-OH Al
” Sohdo b!anco 99-101 96
- cristalino
0
8a
0
o) X ~_-OH Al
~ H Sohdo b!anco 49-51 57
cristalino
8b
0
XSO solido b
N OO R ANED T 196-128 77
~ cristalino
0
8c
0 Sélido blanco
X OH . 116-118 62
H cristalino
O/
9a
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5.1.5.1 Elucidacion estructural de la B-hidroxiacrilamida 8a

La asignacion de las sefales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de proton y carbono del compuesto 8a, Figura 33, se describen a continuacion.

AN N/\/OH
P H
(0]

Figura 33. B-hidroxiacrilamida 8a.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, MeOD)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico de 3.42 y 3.66 ppm se
observaron dos tripletes con constantes de acoplamiento J=5.7 y 5.8 Hz que integra
para dos protones cada uno, correspondientes a los dos metilenos (CH,); a 3.87
ppm se presenta un singulete que integra para tres protones asignado al grupo
metoxilo en posicion orto al anillo aromatico (CeHsOCH3); en 6.69 y 7.85 ppm se
encontraron dos dobletes con Jrans=15.9 Hz que integra cada uno a un proton
vinilico (CH=CH); a 6.49 ppm aparece un triple de dobles con J=7.5 Hz, que integra
para un proton aromatico en posicion 5; en 7.00 ppm se observo un doble de dobles
con J=8.4 Hz que integra para un protén que corresponde al proton aromatico en
posicion 3; en 7.33 ppm se encontrd un doble de dobles de dobles con J=8.3y 7.3
Hz que integra para un protdbn aromatico correspondiente a la posicion 4 vy
finalmente a 7.52 ppm un doble de dobles con J=7.7 Hz para el protdn aromatico en

posicion 6.
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Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de '3C (101 MHz, MeOD)] present6 las
siguientes sefiales: a 43.16 ppm, correspondiente a la sefial del metileno adyacente
a la amida; a 55.98 ppm, sefal que se asigna al metoxilo del anillo aromético
(OCH3CsHa4); a 61.68 ppm se encontrd el metileno vecino al grupo hidroxilo; de 112
a 138 ppm los asignados a los carbonos vinilicos y arométicos; finalmente, en lugar
de las tres ultimas sefiales de las acrilamidas, se observaron solamente dos, esto
por la reduccion del éster a alcohol; a 159.59 ppm el carbono en posicién 2 del
sistema aromatico, vecino al metoxilo y en 169.51 ppm la sefal que corresponde al

carbono carbonilico de la amida.

5.1.5.2 Elucidacion estructural de la B-hidroxiacrilamida 8b
La asignacion de las sefales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de proton y carbono del compuesto 8b, Figura 34, se describen a continuacion.

Figura 34. B-hidroxiacrilamida 8b.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, MeOD)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico de 3.45 y 3.69 ppm se
observaron dos tripletes con constantes de acoplamiento de J=5.7 Hz que integra
cada uno para dos protones, correspondientes a los dos metilenos; a 3.82 ppm se
muestra un singulete que integra para tres protones que corresponden al grupo
metoxilo en posicion meta del anillo aromatico (CeH4sOCHj3); en 6.64 y 7.51 ppm se
encontraron dos dobletes de constante Jrans=15.8 Hz que integra cada uno a un
proton vinilico (CH=CH); a 6.94 ppm se encontrd un triple de dobles con J=8.2y
2.6 Hz, que integra a un protén aromatico en posicion 4; en 7.10 ppm se observo un
triplete con J=2.1 Hz que igualmente integra para un protén aromatico en posicion
2; en 7.14 ppm aparece un doblete con J=7.6 Hz que integra para un protén
aromatico en posicién 6 y finalmente a 7.30 ppm otro triplete con J=7.9 para el

proton aromatico en posicion 5.
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Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de '3C (101 MHz, MeOD)] present6 las
siguientes sefales: a 41.81 ppm, corresponde a la sefial del metileno adyacente a
la amida; a 54.36 ppm, aparece el metoxilo del anillo aromatico (OCHzCsHa4); a 60.26
ppm se encontrd el metileno vecino al grupo hidroxilo; de 112 a 141 ppm los
correspondientes carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente, solo se observan dos
sefiales, a 160.12 ppm, el carbono en posicion 3 del sistema aromético y en 167.50

ppm, la sefial que corresponde al carbonilo de la amida.

5.1.5.3 Elucidacion estructural de la B-hidroxiacrilamida 8c
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 8c, Figura 35, se describen a continuacion.

Figura 35. B-hidroxiacrilamida 8c.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, MeOD)], se observaron las
siguientes sefiales, Figura 36: de 3.42 y 3.66 ppm se muestran dos tripletes con
J=5.7 y 5.8 Hz que integra para dos protones cada uno, correspondientes a los dos
metilenos; a 3.80 ppm se muestra un singulete que integra para tres protones
asignado al grupo metoxilo en posicion para del anillo aromatico (CéHsOCHj3); en
6.49 ppm se encontro un doblete de constante Jrans=15.8 Hz que integra para un
proton vinilico (CH=CH); de 6.92 ppm se presenta un doblete con J=8.8 Hz que
integra para dos protones aromaticos; en 7.48 ppm otro multiplete que integra para

dos protones aromaticos y un proton vinilico solapado.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *3C (101 MHz, MeOD)], present6 las
siguientes sefales, Figura 37: en 41.78 ppm, corresponde a la sefial del metileno
vecino a la amida; a 54.43 ppm, el metoxilo del anillo aromatico (OCHzCsHa4); a 60.32

ppm, se encontré el metileno vecino al hidroxilo; de 113 a 141 ppm, los carbonos
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vinilicos y aromaticos; finalmente a 161.19 ppm, el carbono aromético en posicion

4y en 167.96 ppm, correspondiente a la amida.
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Figura 36. Espectro de RMN *H para B-hidroxiacrilamida 8c.
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RMN *3C (101 MHz, MeOD)-(E)-N-(2-hidroxietil)-3-(4-metoxifenil) acrilamida
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Figura 37. Espectro de RMN 3C para B-hidroxiacrilamida 8c.
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5.1.5.4 Elucidacién estructural de la B-hidroxiacrilamida 9a
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de protén y carbono del compuesto 9a, Figura 38, se describen a continuacion.

Figura 38. B-hidroxiacrilamida 9a.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, MeOD)] se observaron las
siguientes sefales: de 2.83 y 2.99 ppm se muestran dos dobles de dobles, con
J=13.8, 8.0 y 6.4 Hz que integra para dos protones que corresponden al metileno
bencilico (CH,CeHs); de 3.68 a 3.51 ppm aparece un multiplete que integra para dos
protones asignado al metileno vecino al hidroxilo (CH,OH); a 3.88 ppm se observo
un singulete que integra para tres protones correspondientes al grupo metoxilo
(CsH4OCH3); de 4.33 a 4.19 ppm un multiplete que integra para un protén que
corresponde al metino quiral (CHBN); a 6.68 y 7.82 ppm se observaron dos dobletes
con Jrans =15.9 Hz, que integra cada uno a un proton vinilico (CH=CH); en 6.95 ppm
un triple de dobles con constante de acoplamiento de J=7.5 Hz que integra para un
proton aromatico; en 7.01 ppm se muestra un doble de dobles con, J = 8.4 Hz que
integra para otro proton aromatico; de 7.16 a 7.35 ppm se observo un multiplete
correspondiente a sefiales aromaticas y finalmente en 7.52 ppm un doble de dobles

con J=7.7 Hz, que integra para un protén aromatico.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCls)] presenté las
siguientes sefiales: a 38.01 ppm, correspondiente a la sefial del metileno bencilico
(CH2CeHs); a 54.37 ppm, el carbono del metino quiral; en 55.98 ppm, la sefal
asignada al metoxilo aromatico (OCH3zCsHa); a 64.13 ppm, el carbono del metileno
vecino al hidroxilo (CH20OH); entre 112 y 140 ppm se encontraron los carbonos
vinilicos y aromaticos; finalmente dos sefiales, a 159.58 ppm el carbono en posicion
2 del sistema aromatico y a 169.02 ppm la sefial que corresponde al carbono

carbonilico de la amida.
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5.1.5.5 Elucidacién estructural de la B-hidroxiacrilamida 9b
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de protén y carbono del compuesto 9b, Figura 39, se describen a continuacién.

Figura 39. B-hidroxiacrilamida 9b.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, MeOD)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico de 2.82 y 2.99 ppm se observan
dos dobles de dobles con J=13.8, 8.0 y 6.4 Hz que integran para dos protones,
corresponden al metileno bencilico (CH,CsHs); de 3.56 a 3.65 ppm un multiplete
gue integra para dos protones asignado al metileno vecino al hidroxilo (CH,OH); a
3.81 ppm se observé un singulete que integra para tres protones correspondientes
al metoxilo (CeHsOCHg); de 4.27 ppm un multiplete que integra para un proton que
corresponde al metino quiral (CHBN); a 6.61y 7.46 ppm se observaron dos dobletes
con Jwans=15.7 Hz, que integra cada uno a un proton vinilico (CH=CH); en 6.93 ppm
un triple de dobles con J=8.3 y 2.6 Hz que integra para un proton aromatico; de 7.04
a 7.32 ppm se muestran diversos multipletes que integran para ocho protones

aromaticos de los dos anillos.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCls)] presenté las
siguientes sefiales: a 36.66 ppm, correspondiente a la sefial del metileno bencilico
(CH2CeHs); a 53.02 ppm, el metino quiral; en 54.33 ppm, la sefial asignada al
metoxilo del anillo aromatico (OCH3sCsHa4); a 62.75 ppm al carbono del metileno
vecino al hidroxilo (CH20H); entre 112 y 141 ppm se encontraron los
correspondientes carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente dos sefiales, a 160.11
ppm el carbono en posicidon 3 del sistema aromatico y a 166.98 ppm las sefal que

corresponde al carbono carbonilico de la amida.
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5.1.5.6 Elucidacién estructural de la B-hidroxiacrilamida 9c
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 9c, Figura 40, se describen a continuacion.

Figura 40. B-hidroxiacrilamida 9c.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)], se observaron las
siguientes sefales, Figura 41: en 2.94 ppm se muestra una sefal doble con J=7.2
Hz que integra para dos protones correspondientes al metileno bencilico (CH,CsHs);
en 3.64 y 3.74 ppm se observaron dos dobles de dobles, con J=11.2, 5.2y 3.6 Hz
gue integran para un proton cada uno del metileno vecino al grupo hidroxilo
(CH,OH); a 3.80 ppm se presenta un singulete que integra para tres protones
correspondientes al grupo metoxilo (CsHsOCHz); de 4.31 ppm un multiplete que
integra para el proton quiral (CHBN); a 6.10 ppm un doblete ancho con J=7.7Hz que
integra para el proton de la amida; en 6.23 y 7.54 ppm se observaron dobletes con
Jrans=15.6 Hz, que integra cada uno a un proton vinilico (CH=CH); en 6.84 y 7.38
ppm una sefial doble con J=8.7 Hz que integra cada una para dos protones
aromaticos; de 7.21 a 7.33 ppm se muestra un multiplete que integran para cinco

protones aromaticos.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de **C (101 MHz, CDCIs)], Figura 42,
presentd las siguientes sefiales: a 37.07 ppm correspondiente a la sefial del
metileno del grupo bencilo (CH2CeHs) a 53.15 ppm la sefial correspondiente al
carbono del metino (CH) en el centro quiral; en 55.35 ppm la sefal asignada al
metoxilo del anillo aromatico (OCH3zCsHa); a 64.25 ppm el carbono del metileno
vecino al hidroxilo (CH20H); entre 114 y 142 ppm se encontraron los
correspondientes carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente dos sefiales, a 160.99
ppm el carbono en posicion 4 del sistema aroméatico, adyacente al grupo metoxilo y

a 166.95 ppm las sefial que corresponde al carbono carbonilico de la amida.
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RMN*®C(101MHz,CDCl3)-(S,E)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-3-(4-metoxifenil) acrilamida
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Figura 42. Espectro de RMN 3C para B-hidroxiacrilamida 9c.
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5.1.6 Preparacion de las oxazolinas 10y 11a-c

Finalmente, las oxazolinas 10 y 11a-c se obtuvieron mediante una O-alquilacién
utilizando el reactivo de fluorinizaciéon, Deoxo-flior® por 30 minutos a -20 °C en
diclorometano (CH2Cl;) como disolvente, obteniéndose rendimientos de bajos a
moderados (20 a 81 %), Tabla 9, siendo de nuevo los derivados de glicina 10a-c los
gue muestran rendimientos mas pobres. Estos inconvenientes han sido reportados
en la literatura por otros autores [28, 33, 43, 49] sin embargo, es observable que los
derivados de la L-fenilalanina 1la-c presentan una ligera mejoria en los
rendimientos, lo cual se atribuye posiblemente a la estabilidad generada por el anillo
de fenilo durante la reaccion de ciclacion y su efecto estérico; aunado a esto, al
momento de purificar los respectivos productos en columna cromatografica nos
percatamos de que las oxazolinas, en especial las derivadas de glicina 10a-c
parecen ser mas susceptibles a apertura del anillo oxazolinico, lo que se ve reflejado

en un menor rendimiento.

Tabla 9. Resultado de la sintesis de oxazolinas 10 y 11a-c.

. Punto de o
Compuesto Aspecto fisico R % Rendimiento
Fusion (°C)
LD
NN ~ -
©\/ka Sollglo b!anco 57.59 a1
o~ cristalino
10a
o}
o} NN Al
- N Sollqlo b!anco 84-86 25
cristalino
10b
(0]
NS o0
/(j/\/L Sohdo b!anco 97.99 20
~o cristalino
10c
o}
NN . .
WN Resina naranja ND 81
O/
1la
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5.1.6.1 Elucidacién estructural de la oxazolina 10a
La asignacion de las sefales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de proton y carbono del compuesto 10a, Figura 43, se describen a continuacion.

Lo
co
o/

Figura 43. Oxazolina 10a.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIls)] se observaron las
siguientes sefales: en un desplazamiento quimico de 3.83 ppm se observd un
singulete que integra para tres protones que corresponden al grupo metoxilo en
posicion orto del anillo aromatico (CeHsOCHz); a 3.95 y 4.30 ppm aparecen dos
tripletes con constante de acoplamiento J=9.4 Hz que integra para dos protones
cada uno, correspondientes a los dos metilenos (CHz) que conforman el heterociclo;
en 6.73y 7.67 ppm se muestran dos dobletes con Jrans=16.4 Hz que integran cada
uno a un proton vinilico (CH=CH); a 6.87 ppm se encontré un doble de dobles con
J=8.3 Hz, que integra para un protén, correspondiente al proton aromatico en
posicion 5; en 6.93 ppm se observoé un triple de dobles con J=7.5 Hz que integra
para un proton asignado al protébn aromatico en posicién 3; en 7.28 ppm un doble
de doble de dobles con J=8.8, 7.4 Hz que integra para un proton aromatico que
corresponde a la posicion 4 y finalmente a 7.48 ppm un doble de dobles con J=7.7

Hz para el protén aromatico en posicion 6.
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Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de 3C (101 MHz, CDCIs)] presenté las
siguientes sefales: a 54.68 y 67.03 ppm corresponden los carbonos de los
metilenos que conforman el heterociclo; a 55.27 ppm, sefial asignada al metoxilo
del anillo aromatico (OCH3CsH4); de 110 a 136 ppm los carbonos vinilicos y
aromaticos; finalmente en 157.63 ppm se encontré la sefial del carbono aromatico
en posicion 2 y en 164.81 ppm el carbono iminico de la oxazolina (O-C=N).

5.1.6.2 Elucidacién estructural de la oxazolina 10b
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 10b, Figura 44, se describen a continuacion.

>
/O\©/\/L\N

Figura 44. Oxazolina 10b.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, CDCIls)] se observaron las
siguientes sefales: en un desplazamiento quimico a 3.80 ppm se muestra un
singulete que integra para tres protones que corresponden al grupo metoxilo en
posicion meta del anillo aromatico (CeHsOCHs); a 3.97 y 4.32 ppm se muestran dos
tripletes con J=9.4 Hz que integra para dos protones cada uno, asignados a los dos
metilenos que conforman el heterociclo; en 6.63 ppm se encontré un doblete con
Jrans=16.2 Hz que integra para un proton vinilico (CH=CH), el otro se encuentra
traslapado con las sefales aromaticas; a 6.87 ppm aparece un doble de dobles con
J=8.2 y 2.6 Hz, que integra para un proton aromatico; en 7.00 ppm se observé un
triplete con J=2.1 Hz que integra para otro proton aromatico; en 7.07 ppm una sefal
doble con J=7.6 Hz que integra para un protdbn aromatico mas; finalmente, entre
7.20 y 7.37 ppm se encontr6 un multiplete que integra para dos protones, uno

aromatico y el otro vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCl3)] presenté las
siguientes sefiales: a 54.92 y 67.23 ppm corresponden a los carbonos de los
metilenos en el heterociclo; a 55.22 ppm, sefial asignada al metoxilo del anillo

aromatico (OCHzCsHa4); de 112 a 140 ppm los correspondientes carbonos vinilicos
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y aromaticos; finalmente, en 159.87 ppm se encontro la sefial del carbono aromatico
en posicién 3y a 164.30 ppm el carbono iminico de la oxazolina (O-C=N).

5.1.6.3 Elucidacioén estructural de la oxazolina 10c
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear
de protén y carbono del compuesto 10c, Figura 45, se describen a continuacion.

T
X \N
o

Figura 45. Oxazolina 10c.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)], se observaron las
siguientes sefiales, Figura 46: en un desplazamiento quimico a 3.82 ppm se muestra
un singulete que integra para tres protones que corresponden al grupo metoxilo en
posicion para del anillo aromatico (CeHsOCHs3); a 3.97 y 4.32 ppm se observan dos
tripletes con J=9.3 Hz que integran para dos protones cada uno, correspondientes
a los dos metilenos que conforman el heterociclo; en 6.51y 7.31 ppm se encontraron
dos dobletes de constante Jrans=16.2 Hz que integra para un proton vinilico cada
uno (CH=CH); a 6.89 y 7.43 ppm aparecen dos sefiales dobles con J=8.76 Hz, que

integran cada sefial para dos protones aromaticos.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCIs)], Figura 47,
presento las siguientes sefiales: a 54.91 y 67.22 ppm, corresponden a los carbonos
de los metilenos que conforman el heterociclo; a 55.39 ppm, sefial asignada al
metoxilo del anillo aromatico (OCHzCesH4); de 112 a 140 ppm los correspondientes
carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente en 160.76 ppm se encontro la sefial del
carbono aromatico en posicién 4y a 164.70 ppm el carbono iminico de la oxazolina
(O-C=N).
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Figura 46. Espectro de RMN *H para la oxazolina 10c.
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Figura 47. Espectro de RMN 3C para la oxazolina 10c.
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5.1.6.4 Elucidacién estructural de la oxazolina 11a
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de protén y carbono del compuesto 11a, Figura 48, se describen a continuacion.

-
SORES

Figura 48. Oxazolina 11a.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico de 2.69 y 3.15 ppm se
observaron dos dobles de dobles J=13.75, 8.6 y 5.5 Hz que integran cada uno para
un proton, correspondientes al metileno del bencilo (CH,CsHs); en 3.82 ppm se
muestra un singulete que integra para tres protones asignado al grupo metoxilo en
posicion orto del anillo aromatico (CeHsOCH3); a 4.02 y 4.25 ppm aparecen dos
dobles de dobles con J=9.3, 8.4 y 7.4 Hz que integran para un proton cada uno,
correspondientes a los dos protones del metileno del heterociclo; a 4.49 ppm se
encontré una sefial multiple que integra para un proton que corresponde al grupo
metino quiral (CHBN); en 6.76 y 7.66 ppm aparecen dos dobletes con Jrans=16.4 Hz
gue integra cada uno a un proton vinilico (CH=CH); a 6.86 ppm se encontré un doble
de dobles con J=8.4 Hz, que integra para un proton correspondiente al proton
aromatico en posicion 5; en 6.93 ppm se observé un triple de dobles con J=7.5 Hz
gue integra para un proton que corresponde al protdbn aromatico en posicion 3; de
7.14 a 7.35 ppm se muestra un multiplete que integra para 6 protones aromaticos y
finalmente en 7.47 ppm un doble de dobles con J=7.7 y Hz, que integran para otro

proton aromatico.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de *C (101 MHz, CDCl3)] presenté las
siguientes sefiales: a 41.78 ppm, corresponden a la sefial del metileno bencilico
(CH2CeHs); a 55.35 ppm, sefial asignada al metoxilo del anillo aromatico
(OCHa3CeHa4); en 67.59 ppm, correspondiente al carbono del metino quiral (CHBn);

en 71.46 ppm se observo el carbono del metileno en el heterociclo; de 110 a 140
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ppm los correspondientes carbonos vinilicos y arométicos; finalmente en 157.76
ppm se encontrd la sefial del carbono aromatico en posicion 2 y a 164.29 ppm el
carbono iminico de la oxazolina (O-C=N).

5.1.6.5 Elucidacién estructural de la oxazolina 11b
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de protén y carbono del compuesto 11b, Figura 49, se describen a continuacion.

s
/©/\/KN @

Figura 49. Oxazolina 11b.

En el espectro de protén [RMN de 'H (400 MHz, CDCIls)] se observaron las
siguientes sefiales: en un desplazamiento quimico a 2.68 y 3.12 ppm se muestran
dos dobles de dobles con constantes de acoplamiento J=13.75, 8.4 y 5.7 Hz que
integran cada uno para un protén, correspondientes a los portones del metileno del
bencilo (CH,CeHs); en 3.73 ppm aparece un singulete que integra para tres protones
gue corresponde al grupo metoxilo en posicion meta del anillo aromatico
(CsH4OCH3); a 3.99 y 4.2 ppm se observaron dos tripletes con constante de
acoplamiento J=8.8 y 7.9 Hz que integran para un proton cada uno,
correspondientes a los dos protones del metileno (CH,CH) presente en el
heterociclo; de 4.40 a 4.53 ppm se encontré una sefial multiple que integra para un
proton asignada al grupo metino quiral (CHBN); a 6.65 ppm se encuentra un doblete
de constante Jians=16.2 Hz que integra para un proton vinilico (CH=CH); a 6.84 ppm
se encuentra un doble de dobles con J=8.3 y 2.6 Hz, que integra para un protén
correspondiente al proton aromatico; en 6.98 ppm se observoé un triplete con J=2.0
Hz que integra para otro protén aromatico; a 7.04 ppm se encontré una sefial doble
con J=7.6 Hz que integra igualmente para un protén aromatico y finalmente de 7.14
a 7.38 ppm se muestra un multiplete para siete protones correspondientes al anillo

aromatico (CsHs) y traslapados con otros protones, tanto vinilicos como aromaticos.

77



Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de 3C (101 MHz, CDCIs)] present6 las
siguientes sefnales: a 41.57 ppm corresponden a la sefial del metileno en el bencilo
(CH,CeHs); a 54.96 ppm, sefial asignada al metoxilo del anillo aromatico
(OCH3CsHa4); en 67.52 ppm correspondiente al carbono del metino quiral (CHBN);
en 71.37 ppm se observa la sefial referente al carbono del metileno en el heterociclo;
de 112 a 140 ppm los correspondientes carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente
en 159.70 ppm se encuentra la sefial del carbono aromatico en posicién 3, y a
163.45 ppm el carbono iminico de la oxazolina (O-C=N).

5.1.6.6 Elucidacién estructural de la oxazolina 11c
La asignacion de las sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear

de proton y carbono del compuesto 11c, Figura 50, se describen a continuacion.

-
L

Figura 50. Oxazolina 11c.

En el espectro de proton [RMN de 'H (400 MHz, CDCIs)], se observaron las
siguientes sefales, Figura 51: en un desplazamiento quimico a 2.70 y 3.17 ppm se
observaron dos dobles de dobles con constantes de acoplamiento J=13.75, 8.6 y
5.5 Hz que integran cada uno para un protén, correspondientes a los protones del
metileno del bencilo (CH,CeHs); en 3.82 ppm se muestra un singulete que integra
para tres protones que corresponde al grupo metoxilo en posicion para del anillo
aromatico (CeHsOCHgs); a 4.03 y 4.27 ppm se observaron dos doble de dobles con
constante de acoplamiento J=9.2, 8.4 y 7.4 Hz que integran para un proton cada
uno, asignados a los dos protones del metileno (CH,CH) presente en el heterociclo;
de 4.46 a 4.55 ppm se encontré una sefial multiple que integra para un protén que
corresponde al grupo metino quiral (CHBnN); a 6.51 ppm aparece un doblete de
constante Jrans=16.3 Hz que integra para un proton vinilico (CH=CH); a 6.89 y 7.43
ppm se encontrd dos sefiales dobles con J=8.7 Hz, que integra para dos protones

cada uno que corresponden a los protones aromatico simétricos; de 7.21 a 7.34
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ppm se observd un multiplete que integra para seis protones correspondientes al

sistema aromatico del grupo bencilico y un protén vinilico.

Asi mismo, el espectro de carbono [RMN de '3C (101 MHz, CDCIls)], presentd las
siguientes sefales, Figura 52: a 41.87 ppm corresponden a la sefal del metileno en
el bencilo (CH,CsHs); a 55.36 ppm, sefial asignada al metoxilo del anillo aromético
(OCH3CsHa4); en 67.72 ppm correspondiente al carbono del metino quiral (CHBn);
en 71.53 ppm se observo la sefial referente al carbono del metileno en el heterociclo;
de 112 a 140 ppm los correspondientes carbonos vinilicos y aromaticos; finalmente
en 160.76 ppm se encuentra la sefal del carbono aromatico en posicién 4, y a
164.00 ppm el carbono iminico de la oxazolina (O-C=N).
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Figura 51. Espectro de RMN *H para la oxazolina 11c.
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5.1.6.7 Mejora del proceso sintético de las oxazolinas 10y 1la-c

La reaccidén que se siguié para la sintesis de oxazolinas (Figura 53), de manera
general tuvo resultados poco favorables con porcentajes de rendimiento que fueron
del 20 a 81 % siendo las oxazolinas de glicina 10a-c las que tuvieron rendimientos

bajos.

O R O/>MR
S N}\/OH Deoxo-Fldor NSy
H CH2C|2
MeO -20°C Med

8 0 9a-c (MeO- 0, m, p) 10 o 11a-c
R=H,Bn

Figura 53. Reaccioén general para la sintesis de oxazolinas usando Deoxo -Fltor®.

Los bajos rendimientos fueron atribuidos al reactivo utilizado para la fluoracion de
los alcoholes y su posterior ciclacion (Deoxo-Fluor®), asi como al proceso de
purificacion empleado, por lo que se decidi6 cambiar el Deoxo-Flior® por otro
reactivo similar que siguiera el mismo fundamento en cuanto al mecanismo de
reaccion, XtalFlUor-E®; basados en el articulo de Brandstatter y colaboradores del
2015 en el cual emplearon una metodologia para la sintesis de 2-oxazolinas
utilizando DAST y XtalFlGor-E® como reactivos para la ciclacién, en el que
reportaron que este reactivo puede sustituir al Deoxo-FlGor®, principalmente debido

a su estabilidad térmica y menor posibilidad de formar subproductos [50].

Con este cambio, se logré llevar a cabo la reaccion con condiciones mas suaves de
temperatura, empleando un bafio de hielo a 0 °C por 30 min; puesto que,
anteriormente se ocupaban temperaturas de -20 °C siendo mas dificiles de alcanzar
y mantener. De esta forma se lograron resultados favorables para los dos tipos de
compuestos, logrando aumentar los porcentajes de rendimiento de un 20 a un 70 %
en el caso especifico de la oxazolina 10c, como se presentan a continuacion en la
Tabla 10.
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Tabla 10. Comparativa de rendimientos de reaccion par las oxazolinas.

Compuestos % d,e Rendimient?
Deoxo-Fluor XtalFlaor-E
10a 41 84
10b 25 76
10c 20 70
1lla 81 97
11b 61 66
11c 54 69

5.2 Determinacion de la actividad biol6égica

Una vez teniendo cada uno de los dieciocho compuestos sintetizados, purificados y
caracterizados se procedio a determinar tanto la actividad antituberculosa como la
citotoxica, las cuales se llevaron a cabo mediante las técnicas Alamar azul y WST-

1 respectivamente.

5.2.1 Determinacion de la actividad antituberculosa in vitro

Los compuestos sometidos a la determinacion de su actividad antituberculosa
fueron: seis acrilamidas, 6 y 7a-c, seis B-hidroxiacrilamidas, 8 y 9a-c y seis
oxazolinas, 10 y 1lla-c, asi como el subproducto aislado de la reaccion de
acoplamiento, 7d, (Figura 54) empleando tres farmacos como referencias:
rifampicina, etambutol (Cepa H37Rv) y levofloxacino (Cepa G-122), evaluandolos a
seis concentraciones (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg-mL™Y).

Los ensayos se llevaron a cabo ante la cepa de referencia H37Rv y G-122 (aislado
clinico), bajo la técnica colorimétrica Alamar Azul, obteniendo los resultados

presentados en la Tabla 11.
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Figura 54. Moléculas ensayadas para la actividad antituberculosa.
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Tabla 11. Resultados de la actividad anti-TB in vitro.

M. tuberculosis CMI

M. tuberculosis CMI

Compuesto cLog P [*ug-mL2-(uM)] Compuesto cLog P [*ug-mL2-(uM)]
H37Rv G-122 H37Rv G-122
PN *100 *>100 o % *100 *100
S N/WO\ A N (ONg
N (401.2) (>401.2) N (294.6) (294.6)
6a 7a
(0]
/OO/\)LN o< o
N 0.2 ¥100 *>100 o G G *100 *>100
6b (401.2) (>401.2) Nl (294.6) (>294.6)
7b
(0]
NNy o o
N Ho o *100 *>100 - o *100 *100
6c (401.2) | (>401.2) | _ M NI (294.6) (294.6)
O
7C
~o 0
A N/\/OH ~o o
- *>100 *>100 o on *100 *>100
8a (>452.0) | (>452.0) @M N (321.1) (>321.1)
9a
(0]
/owNNOH 0 /(EO
H 0.87 >100 >100 o Ao | 287 >100 >100
8b (>452.0) | (>452.0) N (>321.1) | (>321.1)
9b
(o]
N N/\/OH o
- H *>100 *>100 « on *50 *>100
8 (>452.0) | (>452.0) | _ M N (160.55) | (>321.1)
O
9c
D Y D
wN *25 *50 PP *50 *25
(123.0) (246.0) @M (170.4) (85.2)
10a 11a
0 N
/O\Q/\/L\;> *25 *5(0) /O\©/\/L\N @ 4.27 *25 *25
2.28 (123.0) (246.0) (85.2) (85.2)
10b 11b
(6] O’>‘H
QMN *100 *50 wN @ *6.25 *12.5
o (492.0) (246.0) o (21.3) (42.6)
10c 11c
J® *6.25 *50
/°©A\io " b - - Etambutol 0.06 (30.6) (244.7)
> > N *0.05 *0.39
| @ 5.54 (>260.1) (>260.1) Rifampicina 3.71 (0.06) (0.47)
! Levofloxacino 1.35 *0.19 *0.39
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Con base en los resultados obtenidos podemos observar que las oxazolinas 10 y
11 son compuestos mas activos que sus analogos abiertos (acrilamidas y B-
hidroxiamidas), puesto que tanto las acrilamidas 6 y 7 y las B-hidroxiacrilamidas 8 y
9, presentaron una baja actividad antituberculosa, con valores que rondan a los 100
ug-mL* bajo nuestras condiciones de estudio; cabe sefialar también la evaluacién
del acrilato 7d, el cual de igual forma presenta una muy baja actividad anti-TB. Las
oxazolinas derivadas de glicina 10a-c y fenilalanina 11a-c, presentaron actividad
relevante con CMI cercanos a los 25 ug-mL*, destacando particularmente el
compuesto 11c (oxazolina de L-fenilalanina para-metoxi sustituida), el cual presento
una concentracién minima inhibitoria de 6.25 ug-mL™! para la cepa sensible (H37Rv)
y de 12.5 yg-mL* para la resistente (G-122), valor comparable con lo obtenido por

el farmaco comercial etambutol.

Intentando encontrar una relacion estructura actividad biologica de esta serie de
compuestos evaluados se puede inferir y mencionar que es indispensable el contar
con un sistema heterociclico, ya que si no es asi disminuye considerablemente la
actividad, esto observado en nuestro estudio y constatado por diversos autores con
anterioridad [28, 43, 44].

Por ejemplo, Aguirre-Renteria et al. en el 2019, quien presenta una serie de amidas
o, B-insaturadas y oxazolinas derivadas de L-serina, de las cuales reportan que las
amidas muestran una pobre actividad mientras que sus analogos ciclicos

(oxazolinas) se presentan muy activos con valores de CMI de 6.25 ug-mL™* [45]

Asi mismo, Avalos-Alanis et al. en 2017, habia reportado el mismo caso para las
acrilamidas y oxazolinas pero derivadas de la L-fenilalanina, donde se muestra que
los heterociclos de oxazolinas (4 pug-mL?) son hasta 3 veces mejores que sus

sistemas de libre torcion (16 pug-mL™?) [28].

Otro aspecto importante en la actividad observada es la presencia de la insaturacion
como medio de unién entre el sistema heterociclico y el anillo fenilico en la molécula,

de manera particular en posicion trans, ya que si este doble enlace desaparece la
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actividad desciende hasta tres veces, de acuerdo con lo mostrado por De Souza et
al. en 2014. Mientras que si este es transformado a un grupo ciclopropilo la actividad
disminuye cerca de veinte veces, de acuerdo, a lo reportado por Prithwiraj y
colaboradores [43, 44].

Con respecto a la funcionalidad del anillo fenilico, podemos inferir la importancia de
gue se encuentre sustituido, ya que la actividad se ve aumentada (de 16.0 a 6.12
ug-mL1) [45]. Si este sustituyente se ubica de manera particular en posiciéon para
los resultados son aun mejor, obteniéndose resultados de 6.125 ug-mL?,
comparado con los 50 y 25 uyg-mL* de la posicién orto y meta respectivamente.
Finalmente, si este sustituyente es un grupo electrodonador aumenta adn mas su
actividad, por ejemplo, de la molécula con sustituyente metoxilo (-OMe) se reporta
una actividad de hasta 4 ug-mL* (Esquema 10) [28].
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Esquema 10. Comparativo de las estructuras activas ante TB por diversos autores.
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Otro aspecto importante a observar, aunque no determinante, es la lipofilicidad de
los compuestos. La cual, a primera vista muestra que influye en la actividad de
nuestros compuestos, ya que las oxazolinas 10 y 11a-c con cLog P mas alto (4.27),
presentan una mayor actividad comparado con los precursores evaluados, sin
embargo, nos damos cuenta de que por si sola esta propiedad no es la causante
del efecto antituberculoso ya que el compuesto 7d (acrilato) a pesar de presentar
un cLog P més elevado (5.54) que las oxazolinas, el efecto bactericida es muy bajo
(CMI: >100 pg-mL1).

Por lo que se concluye que la lipofilicidad realmente no influye en la actividad de las
moléculas, sino que se asocia mas a la presencia de un sustituyente en posicion
cinco como lo es el bencilo en el anillo oxazolinico visto esto claramente en la
comparacion de la actividad de la oxazolina 10c y 11c (CMI: 100 y 6.25 pg-mL?

respectivamente).

Como se mencion0 anteriormente, también es de gran importancia considerar la
citotoxicidad de los farmacos, ya que ese es uno de los principales inconvenientes
de las moléculas que actualmente se utilizan en el tratamiento de la tuberculosis,
por lo que en base a los resultados anteriores es que se procedid a evaluar la
citotoxicidad de los compuestos mas activos contra tuberculosis (oxazolinas), ante

la linea celular VERO (rifion de mono verde) in vitro.

Cabe sefalar que el compuesto 9c, anteriormente se le fue evaluada su actividad
citotoxica Ex-vivo, siendo muy baja para un tejido hepatico de rata. Dato que
aumenta la relevancia de la actividad antifimica en este compuesto especificamente
[28].

5.2.2 Determinacion de la actividad citotoxica

Los compuestos sometidos a la determinacion de su actividad citotoxica fueron las
seis oxazolinas derivadas de glicina y L-fenilalanina, 10 y 11a-c, debido a su mayor
actividad ante las cepas tuberculosas, por lo que se les comparé su citotoxicidad
ante los tres farmacos usados como referencias para tuberculosis: rifampicina,

etambutol y levofloxacino; compuestos mostrados previamente en la Figura 54.
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Los ensayos se llevaron a cabo con la linea celular de crecimiento normal VERO vy

se evaluaron dos concentraciones (100 y 50 ug-mL™), bajo la técnica colorimétrica

WST-1; cada uno de los compuestos se ensayé por cuadruplicado en dos dias

diferentes, obteniéndose los porcentajes de viabilidad celular promedio, los cuales

se presentan en la Tabla 12 y Esquema 11.

Tabla 12. Resultados de la actividad citotéxica.

Células VERO Células VERO
Compuesto | cLog P [% de viabilidad celular] Compuesto cLog P [% de viabilidad celular]
50 pg-mL* | 100 pg-mL™* 50 pg-mL* | 100 pg-mL*
~o o
N \T} o 03”’ Q
29.69+5.06 | 17.79+1.43 @/\/L\N 21.05+0.97 16.16 + 0.86
10
a 11a
[0} o]
208 | 22.03+1.23 | 12.21+0.60 4.27 15.31+0.69 | 13.01+0.87
10b 11b
O O
“o 26.99 £ 2.10 12.87 £ 0.69 o @ 14.57 + 0.50 12.66 + 0.53
10c 1llc
Etambutol 0.06 107.87£6.40 | 94.92 +4.13 Levofloxacino 1.35 102.60 £ 6.09 | 105.71 £ 6.47
Rifampicina 3.71 96.18 £ 2.25 99.72 £ 8.71
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Viabilidad en células VERO
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Esquema 11. Porcentajes de viabilidad celular.

Los compuestos evaluados presentaron valores de porcentaje de viabilidad celular
muy similares entre ellos, siendo las oxazolinas 10a-c ligeramente menos
citotoxicas que las oxazolinas 11a-c, mostrando valores de porcentaje de viabilidad
celular por debajo del 30 % para la concentracion de 50 ug-mL*y debajo del 20 %
a la concentracion de 100 ug-mL* valores que nos dicen de la alta citotoxicidad
presentada por este tipo de compuestos a las concentraciones ensayadas Con
respecto a los resultados de viabilidad celular de los farmacos de referencia
(etambutol, rifampicina y levofloxacino), estos muestran una citotoxicidad muy baja
ante esta linea celular con porcentajes de viabilidad del 94 a 100 % en ambas

concentraciones.

Cabe detallar que el principal impacto de los farmacos antituberculosos es su efecto
hepatotdxico. Con respecto a las oxazolinas a,B-insaturadas, particularmente la
molécula 11c, se ha demostrado mediante ensayos ex vivo que a concentraciones
menores a 30 yg-mL%, la actividad citotéxica disminuye considerablemente, por lo
que es de esperarse que a concentraciones 25y 6.125 ug-mL* (CMI oxazolinas 10
y 11) se mantenga el mismo patron de citotoxicidad para las moléculas aqui

reportadas. (80 % de viabilidad celular para la oxazolina de L-fenilalanina 11c) [28].
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Con respecto a esto, en el 2019, Aguirre-Renteria et al. reportaron que sus
oxazolinas y oxazoles (metiléster en lugar de bencilo en posicion 5) ante células
VERO, presentan un 21 % de viabilidad celular a una concentracion de 100 pg-mL-
! mientras que a una concentracion de 50 ug-mL? se observa una diferencia
marcada, ya que el porcentaje de viabilidad aumenta hasta un 94 %. Estos
resultados refuerzan lo mencionado en el parrafo anterior y nos permiten pensar
gue el factor que mas afecta en la viabilidad celular es la concentracion del

compuesto y no tanto las diferencias funcionales del heterociclo [45].

Con base en este antecedente, podemos observar que seria interesante probar en
un futuro la dilucion seriada de los compuestos para encontrar el ICso y comparar si
fuese seguro trabajar este compuesto a la CMI vista contra M. tuberculosis. También
se puede sintetizar los oxazoles derivados de nuestros compuestos y comprobar la
efectividad de un sistema mas plano en relacion con su actividad, ya que en el
antecedente consultado se observo mayor viabilidad celular (mayor seguridad) en

los oxazoles que en las oxazolinas [45].
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CAPITULO 6

6 Conclusiones

6.1 Conclusiones
v' Laliberacién de los clorhidratos de amino ésteres 4 y 5 utilizando trietilamina

es necesaria para que la reaccion de acoplamiento se lleve a cabo.

v La reaccién de acoplamiento utilizando DCC y DMAP proporciona
rendimientos moderados (15 a 50 %) debido a la formacién de acrilatos como

subproductos [48].

v' Al ajustar la relacion de equivalentes del éster metilico/acido cinamico/DMAP
en la relacion 2.4:1:0.2, disminuye considerablemente la formacion de
subproductos, mejorando asi, los rendimientos de las acrilamidas 6y 7 (70 a
91 %).
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v' Las acrilamidas 6 y 7 metilésteres, son capaces de ser reducidas a las
correspondientes (3-hidroxiacrilamidas 8 y 9 en presencia de borohidruro de
sodio en una proporcién de ocho equivalentes, con rendimientos de 56 a 96
%, valores similares a los reportados en referencias (51 a 86 %) [28].

v' La reaccion de O-alquilacion de B-hidroxiacrilamidas 8 y 9 utilizando el
reactivo de fluoracion Deoxo-Flior® a -20 °C procede con rendimientos de
bajos a moderados (20 a 81 %), los cuales concuerdan con lo reportado en
la literatura bajo estas condiciones de reaccién [28].

v' Realizar la reacciéon de O-alquilacién de B-hidroxiacrilamidas 8 y 9 con el
reactivo XtalFlUor-E® genera mejores rendimientos de reaccion (66 a 97 %)

que realizarlo con el reactivo Deoxo-Fltor®.

v' Las oxazolinas de glicina 10 son mas susceptibles a una apertura del anillo
oxazolinico durante el procedimiento de purificacibn en columna

cromatografica, lo que se ve reflejado en un menor rendimiento.

v' Bajo el esquema de sintesis propuesto en este trabajo, se logré sintetizar
diecinueve compuestos, seis acrilamidas 6 y 7, seis B-hidroxiacrilamidas 8 y
9, seis oxazolinas 10y 11 y un acrilato 7d, siendo catorce moléculas nuevas

y cinco ya reportadas en literatura hasta el dia de hoy.

v' Las oxazolinas 10 y 11 son mas activas que sus analogos abiertos 6-9 ante
la cepa de M. tuberculosis H37Rv y G-122.

v El compuesto mas activo fue la oxazolina 9¢ con una CMI de 6.25 pg-mL*
contra la cepa sensible (H37Rv) y de 12.5 ug-mL™ para la cepa resistente (G-
122).

v' Sin la presencia del grupo metoxilo en posicion para al fenilo, la actividad

antituberculosa disminuye cerca de tres veces.
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[12]

Cambiar el grupo bencilico en posiciéon cinco de la oxazolina no modifica la
actividad, mientras que quitarlo por completo hace que pierda su actividad

antituberculosa.

La lipofilicidad de los compuestos no afecta de manera relevante la actividad

antituberculosa.

La citotoxicidad de las oxazolinas ante la linea celular VERO es de 78 a 86 %

a una concentraciéon de 50 y 100 yg-mL* respectivamente.

La citotoxicidad de las oxazolinas no se ve influenciada por la funcionalidad
del heterociclo, sino que esta relacionada mas a la concentracion del

compuesto en si.
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RMN *H (400 MHz, CDCls)-( (E)-3-(4’-metoxifenil)acrilato de etilo

Anexo 1.- Espectros de Resonancia Magnética Nuclear
Ester cindmico 2c

Figura 55. Espectro de RMN *H para el éster cinAmico 2c
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RMN *3C (101 MHz, CDCls)- ( (E)-3-(4’-metoxifenil)acrilato de etilo
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Figura 56. Espectro de RMN 3C para el éster cinamico 2c
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RMN 3C (101 MHz, CDs0D)- acido (E)-3-(4-metoxifenil)acrilico
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Figura 58. Espectro de RMN 3C para el 4cido cinamico 3c
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Acrilamidas 6 y 7a-b
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Figura 59. Espectro de RMN H para la acrilamida 6a
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RMN 3C (101 MHz, CDCls)-(E)-(3-(2-metoxifenil)acriloil) glicinato de metilo
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Figura 60. Espectro de RMN *3C para la acrilamida 6a
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RMN *3C (101 MHz, CDCls)-(E)-(3-(3-metoxifenil)acriloil) glicinato de metilo
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Figura 62. Espectro de RMN 3C para la acrilamida 6b
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RMN *3C (101 MHz, CDCls)-Metil (E)-(3-(2-metoxifenil) acriloil)-D-fenilalaninato
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Figura 64. Espectro de RMN *3C para la acrilamida 7a
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Figura 65. Espectro de RMN *H para la acrilamida 7b
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RMN *3C (101 MHz, CDCls)-Metil (E)-(3-(3-metoxifenil) acriloil)-D-fenilalaninato
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Figura 66. Espectro de RMN 3C para la acrilamida 7b
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B-hidroxiacrilamidas 8 y 9a-b
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Figura 67. Espectro de RMN *H para la B-hidroxiacrilamida 8a
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RMN 3C (101 MHz, MeOD)-(E)-N-(2-hidroxietil)-3-(2-metoxifenil) acrilamida
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Figura 68. Espectro de RMN 3C para la B-hidroxiacrilamida 8a
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Figura 69. Espectro de RMN *H para la B-hidroxiacrilamida 8b
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RMN *3C (101 MHz, MeOD)-(E)-N-(2-hidroxietil)-3-(3-metoxifenil) acrilamida
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Figura 70. Espectro de RMN 3C para la B-hidroxiacrilamida 8b
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Figura 71. Espectro de RMN *H para la B-hidroxiacrilamida 9a

115



e108E

RMN**C(101MHz,CDCl3)-(S,E)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-3-(2-metoxifenil) acrilamida
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Figura 72. Espectro de RMN 3C para la B-hidroxiacrilamida 9a
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Figura 73. Espectro de RMN *H para la B-hidroxiacrilamida 9b
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RMN*C(101MHz,CDCls)-(S,E)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-3-(3-metoxifenil) acrilamida
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Figura 74. Espectro de RMN 3C para la B-hidroxiacrilamida 9b
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Oxazolinas 10y 11a-b
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Figura 75. Espectro de RMN *H para la oxazolina 10a
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RMN*C(101MHz,CDCls)-(E)-2-(2-metoxiestiril)-4,5-dihidrooxazol
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Figura 76. Espectro de RMN *C para la oxazolina 10a
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Figura 77. Espectro de RMN *H para la oxazolina 10b
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RMN*C(101MHz,CDCls)-(E)-2-(3-metoxiestiril)-4,5-dihidrooxazol
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Figura 78. Espectro de RMN 3C para la oxazolina 10b
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Figura 79. Espectro de RMN *H para la oxazolina 11a
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Figura 80. Espectro de RMN 3C para la oxazolina 11a
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Figura 81. Espectro de RMN *H para la oxazolina 11b
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RMN*C(101MHz,CDCls)-(S,E)-4-bencil-2-(3-metoxiestiril)-4,5-dihidrooxazol
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Figura 82. Espectro de RMN 3C para la oxazolina 11b
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