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RESUMEN

Gladiola Noemi Machuca Pérez Fecha de graduacion: Noviembre, 2020
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Sintesis, caracterizacion y evaluacion biologica de 1H v 2H-
benzotriazolil-acrilonitrilos con actividad anti-cancer

Numero de Paginas: 189 Candidato para el grado de Maestro en
Ciencias con orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

Propodsito y Métodos de Estudio: Con el proposito de implementar una metodologia
para la sintesis de derivados del 14- y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilos y, considerando que
éstos representan un area de oportunidad para el desarrollo de farmacos, en el presente
proyecto se sintetizaron ocho nuevos derivados v se evalubd su actividad anti-cancer asi
como la citotoxicidad y su genctoxicidad.

Contribuciones y conclusiones: Se realizo la sintesis de los derivados de benzotriazolil
acetonitrilo 17a y 17b, con rendimientos del 25% y 70%. Se sintetizaron los derivados de
1H- y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilos 20 v 21a-d mediante condiciones de reflujo con
rendimientos quimicos del 34-78%. La actividad anti-cancer de los acrilonitrilos fue
evaluada, encontrandose que los compuestos 20a, 20b y 21d presentaron la mayor
aclividad en la linea celular MCF-7. Por otro lado, se evalud la citoloxicidad vy
genotoxicidad de los compuestos mas activos, siendo los compuestos 20a v 21d los
menos citotdxicos en células de sangre periférica en comparacion con la citotoxicidad
causada por el farmaco de referencia doxorubicina.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al “cancer” como un
conjunto de enfermedades relacionadas que pueden afectar a cualquier parte
del organismo; de la misma forma hace referencia a “tumores malignos o
neoplasias malignas”. La caracteristica del cancer es la multiplicacién rapida
de células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y
pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 0rganos,

por un proceso conocido como metastasis.!

Este término engloba mas de 100 diferentes tipos de enfermedades que
presentan esta caracteristica y en la mayoria de los casos hace referencia a
padecimientos cronico-degenerativos por lo que la incidencia y la tasa de
mortalidad tienden a incrementar con la edad.

Por otro lado, algunos tipos de cancer presentan mayor incidencia en

mujeres que en hombres y viceversa, y otros se presentan indistintamente.?
1.1.2. Cancer a nivel mundial

En la actualidad, el cancer es una de las principales causas de muerte a
nivel mundial ocupando el segundo lugar debido a que, cada afio mueren en

el mundo cerca de 10 millones de personas a consecuencia de esta

enfermedad.!




De acuerdo con los datos reportados por la OMS en el 2018, se considera

que una de cada seis muertes en el mundo es a consecuencia de este
padecimiento, es decir, 9.6 millones de muertes.>

Por otro lado, los tipos de cancer con mayor incidencia en hombres que se
reportaron en este mismo afio fueron, el cancer de pulmoén, prostata,
colorrectal, estbmago e higado; mientras que el cancer de mama, el cancer
colorrectal, pulmonar, cervical y tiroideo fueron los mas comunes en mujeres.

Es importante resaltar que, en términos de mortalidad, el cancer de pulmén

ocupa el primer lugar.? 3

1.1.3. Cancer en México

Recientemente se ha reportado que en nuestro pais el cancer se considera
la tercera causa de muerte, sbélo por debajo de las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes; desde el afio 2000 la mortalidad a causa de
esta enfermedad incrementd en un 20%. Por otro lado, el Instituto Nacional
de Geografia y Estadistica (INEGI), reporta que entre 2010 y 2018 las
defunciones relacionadas con el cancer, o tumores malignos, han pasado de
70,240 a 85,754. Los datos mas recientes del INEGI revelan que son las
mujeres las que registran un mayor niamero de decesos, ya que en 2018 se

reportaron 44,164 casos, lo que representa un incremento de 23.2% respecto
a 2010, afio en el que hubo 35,823 decesos.*

El Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) informo recientemente que

en nuestro pais se diagnostican 191,000 casos de cancer al afio, de los cuales




84,000 fallecen; es por eso que esta enfermedad se ubica como la tercera

causa de mortalidad en México y la segunda en Latinoamérica.*
1.1.4. Causas del cancer

Recientemente la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) en su informe mundial sobre el
cancer, reporté que la induccion de esta enfermedad es multifactorial y a
la fecha no se conocen muchos de estos factores; no obstante, lo que si
estd bien establecido son los factores genéticos, ambientales y
nutricionales. De donde el cancer inicia con la transformacion de una célula
normal en tumoral por un proceso multifisiolégico y que consiste en la
progresion de una lesiobn precancerosa a un tumor maligno. Estas
alteraciones son el resultado de la interaccion entre los factores genéticos
del paciente y tres categorias de agentes externos, a saber:

e Carcindgenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizantes.

e Carcindgenos quimicos, como los asbestos, los componentes del humo
de tabaco, las aflatoxinas o el arsénico.

e Carcindgenos biolégicos, como las infecciones causadas por

determinados virus o bacterias principalmente.

Como ya se ha mencionado, el envejecimiento es otro factor importante

para el desarrollo de cancer debido a que se combina la acumulacion




general de factores de riesgo y la tendencia que tienen los mecanismos de

reparacion celular a perder eficacia con la edad.®

1.1.5. Diagnéstico y tratamiento

El diagndstico se basa en un examen patoldgico y la busqueda de
biomarcadores especificos en cada tipo de cancer e implica la evaluacion del
historial del paciente, los examenes clinicos, la revision de los resultados de
las pruebas de laboratorio, datos radiolégicos y el examen microscopico de
las muestras de tejido obtenidas mediante biopsia o por aspiracion con aguja
fina. Para la determinacién de un tratamiento adecuado es importante conocer
la fase de la enfermedad, para que el tratamiento ayude a reducir la carga del
tumor o aliviar los sintomas.

A continuacién, se enlistan las fases que puede presentar el cancer:

e «Cancer temprano» hace referencia a las fases | y Il

e «Céncer avanzado» hace referencia a las fases Il y IV.®

El tratamiento contra el cancer consiste en una serie de intervenciones
dirigidas a curar la enfermedad o prolongar considerablemente la vida del
paciente (durante varios afios) y al mismo tiempo que se mejora su calidad de
vida. Algunos de los principales tratamientos para el cancer son:

= Cirugia: existen diferentes tipos de cirugia segun el objetivo, la

cantidad de tejido que debe extirparse y la preferencia del paciente.
Puede tratarse de una cirugia abierta o invasiva y dependiendo del tipo

de cancer y de la fase en que se encuentre, la cirugia puede usarse




para extirpar el tumor o para reducirlo. Los efectos adversos que
presenta son el dolor después de la cirugia, riesgo de infeccion,
hemorragias, dafo a tejidos cercanos y las posibles reacciones a la
anestesia.

Radioterapia: es un tratamiento que se puede aplicar en altas dosis
de radiacion para destruir células cancerosas y reducir tumores. En las
dosis altas, se destruyen las células cancerosas y hace lento el
crecimiento al dafiar su ADN. La radioterapia se pude usar antes de la
cirugia para reducir el tamafio del tumor, durante la cirugia para dirigirla
0 después de la cirugia para destruir las células cancerosas
remanentes. Sin embargo, los efectos adversos que surgen ante este
tratamiento, a menudo, dependen de la parte del cuerpo donde se
aplica; entre los que destacan esta la caida de pelo, cambios en la piel,
fatiga, nduseas y vomitos.

Quimioterapia: se refiere al uso de farmacos que tienen la capacidad
de detener o hacer més lento el crecimiento de las células cancerosas,
las cuales tienen la caracteristica de crecer y dividirse rapidamente.
Dicho tratamiento puede usarse para curar el cancer, para detenerlo o
bien, para evitar que regrese. Puede emplearse para tratar distintos
tipos de cancer, como Unico tratamiento o en combinacién con otros.
Debido a la poca selectividad que presenta este tratamiento ademas
de destruir las células cancerosas, también destruye las células sanas

que crecen y se dividen con rapidez. Dentro de los efectos adversos




MAas graves que se presentan se encuentra la mielosupresion,
neutropenia y trombocitopenia

* Inmunoterapia: es un tipo de terapia bioloégica que, haciendo uso de
sustancias producidas por el organismo, ayuda al sistema inmunitario
a combatir el cancer. Algunos de los tipos de inmunoterapia son el uso
de anticuerpos monoclonales, la transferencia adoptiva celular,
citocinas y vacunas de tratamiento. Aun cuando este es uno de los
tratamientos mas selectivos, presenta algunos efectos secundarios
como son dolor, hinchazon, irritacién, prurito, fiebre, mareos, diarrea,
nauseas y vomito.

= Terapia hormonal: se trata del uso de hormonas para hacer lento o
detener el cancer y puede ser de dos tipos; 1) tratamiento en el que se
bloquea la capacidad del cuerpo para producir hormonas y 2) donde
se interfiere el comportamiento de las hormonas en el cuerpo. Esta
terapia se pude emplear para tratar cancer de préstata y de mama. Los

efectos secundarios que se presentan tanto en hombres como mujeres

son la disminucién de la livido, nduseas, cambios de animo y fatiga.” ®

1.1.6. Farmacos antineoplasicos

Se ha reportado que los farmacos antineoplasicos pueden actuar sobre
una o varias fases del ciclo celular y esto se relaciona directamente con la

capacidad proliferativa de la célula, que estad determinada por el tiempo de




duplicacion del tumor; es decir, cuando hay una mayor proliferacion se prevé

una mayor respuesta al tratamiento citostatico. En la evolucion del cancer se

van produciendo nuevas alteraciones genéticas, que estan estrechamente

ligadas a la aparicidn de resistencias.

Un mismo farmaco tiene varios mecanismos de accion sobre la célula

tumoral, aunque habitualmente predomina uno de ellos. La clasificacion que

se utiliza actualmente se basa en la diana o punto de accion del

antineoplasico:

Antineoplasicos que actuan sobre el ADN (acido desoxirribonucleico):
agentes alquilantes, antibiéticos como antraciclinas y anéalogos,
antimetabolitos, derivados del platino y derivados de camptotecinas.
Antineoplasicos que actian sobre la mitosis sin afectar al ADN:
antineoplasicos de origen vegetal.

Antineoplasicos que actian sobre factores extracelulares de division
celular: antagonistas de estrogenos, antagonistas de andrégenos,
progestagenos, interferones y analogos de la hormona liberadora de la
hormona leutinizante, LHRH (del inglés Luteinizing hormone-releasing

hormone).
Antineoplasicos que actian sobre el sistema inmunitario: TNF- o factor
de necrosis tumoral, interleucinas, anticuerpos monoclonales como el

Rituximab y vacunas como la BCG (Bacilo Calmette Guerin).8 © 10




Debido a que el desarrollo del cancer es una de las principales causas de
muerte en el mundo, surge la necesidad de sintetizar nuevos farmacos con
mejores caracteristicas a los ya existentes en el mercado, y con menores
efectos adversos. Una gran oportunidad para el desarrollo de estos nuevos
medicamentos es precisamente la sintesis de nuevos compuestos que tengan
en su estructura heterociclos de cinco miembros tales como grupos azoles y
oxazolinas con distintos sustituyentes, para asi evaluar su actividad biol6gica

sobre células cancerosas y establecer una relacion de estructura-actividad.




CAPITULO I

2.1. ANTECEDENTES

Dentro de la industria farmacéutica, numerosas investigaciones han
centrado su atencion en compuestos heterociclicos tales como las oxazolinas,
las cuales son formadas por un anillo de cinco miembros que incorporan
atomos de nitrégeno y oxigeno y un doble enlace, que puede ser localizado
en tres diferentes posiciones, originando asi los tres tipos de anillos de

oxazolinas existentes (Figura 1).

\( O><NH

2-oxazolina 3-oxazolina 4-oxazolina

Eo e SD !
X

Figura 1. Anillos de oxazolinas.

Este tipo de estructuras ha tomado importancia porque se considera que
son responsables de la actividad farmacoldgica de los compuestos donde se
integran, presentando actividad antibacteriana, antifangica, antimicrobiana,
antioxidante, antipirética, antiviral, incluyendo el efecto anti-VIH, antimalaria,

antitumoral, antiinflamatoria y como estimulantes del sistema nervioso central

(SNC).Mt




Otro grupo de heterociclos de importancia biolégica son aquellos que
incorporan en su estructura mas de un atomo de nitrégeno (Figura 2), como
los azoles, que son heterociclos aromaticos de cinco miembros que
incorporan dos heterodtomos, de los cuales uno es un nitrégeno de tipo imina,
tales como el pirazol e imidazol, entre otros; también existen los benzoazoles
aromaticos, que son azoles fusionados a un benceno que pueden contener

dos o mas heterodtomos en el azol, entre los que se encuentran el

benzimidazol y benzotriazol.!?
N=— N=
\\NH ;i
0
NH <\/NH
1H-imidazol 1H-pirazol  1H-benzimidazol 1H-benzotriazol

Figura 2. Compuestos del tipo azol.

2.1.1. Oxazolinas

Las oxazolinas pueden ser sintetizadas mediante la reaccion de distintos
compuestos como acidos carboxilicos, aldehidos, nitrilos, amidas y ésteres
en combinaciéon con un aminoalcohol a condiciones particulares segun lo

|13

requiera la reaccion. Por ejemplo, Cwik et a reportaron la sintesis de 2-

oxazolinas a partir la N-acilacion de 2-aminoetanol con un acido carboxilico,
en presencia de un absorbente Ersorb-4 (E-4) en tolueno o xileno a reflujo por

5 horas (Esquema 1).
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xileno

0] N/g
NH E-4 |
OH + HO/\/ 2
R R” R
R 4 2 90-45% R’

R=R"=H; R’=H,CI, CH,CI
R"'=H, OH

Esquema 1. Sintesis de aril-oxazolinas.

Otro método para la preparacion de oxazolinas es mediante la
deshidratacién-ciclacién de N-(2-hidroxietil) amidas. Por ejemplo, Xu y Li *
en 2009 reportaron la sintesis de 2-oxazolinas utilizando un sistema DDQ-
PhsP (2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona-trifenilfosfina) que resultdo ser
eficiente para convertir N-(2-hidroxietil) benzamida a 2-feniloxazolina,
obteniéndose con un 99% de rendimiento al utilizar como disolvente

diclorometano (Esquema 2).

)OL R PPh3/DDQ o R?
R N)\(OH > R—<\ I
H o Lo DCM, rt, N"Ngi
4 5
)OJ\ PPh3/DDQ o
~_OH > Ph— j
Ph™ N DCM, rt, N
4a 99% 5a

Esquema 2. Sintesis de fenil-oxazolinas.

La sintesis de oxazolinas a partir de ésteres también ha resultado

|15

favorable, B. llkgul et al.”>, en el 2010, describieron un nuevo método para
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obtener 2-oxazolinas con alto grado de pureza y alto rendimiento. El método
propuesto consistio en la termalisis de compuestos de boro, derivados de N-
(2-hidroxietil) amidas a una temperatura de 240-260 °C. Primeramente se
llevé a cabo la preparacién de los derivados de boro y posteriormente la

termolisis en presencia de CaO, obteniéndose rendimientos de 75% a 95%

(Esquema 3).
0 , o)
)J\ R 7 H2N\/\OH ﬂ» )J\ ~_-OH
R” 0O 7 R ” 8
6

o T

CaO
3

N Termdlisis HN
HsBO; + R—</j < o=< _\—o B + HO
o R

10
9

Esquema 3. Sintesis de 2-oxazolinas en tres pasos.

En el 2014, nuestro grupo de investigacion Avalos-Alanis et al.,*® report6

un meétodo eficiente para la sintesis de 2,4-oxazolinas-disustituidas con
rendimientos de 30 a 69%, utilizando la reaccion Horner-Wadsworth-Emmons
para la preparaciéon de las hidroxiacetamidas insaturadas, seguido de la
ciclacion intramolecular utilizando cloruro de tionilo (SOCI2), carbonato de
potasio (K2COs) y bromuro de sodio (NaBr) en presencia de acetonitrilo

(MeCN) como disolvente (Esquema 4).
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SOCly, K,COs o_)
e
Al N/H NaBr, MeCN, A A

| Ar ‘Bn
H OH
11a-f 12a-f
Ar =
G
& ® 0 s
F Cl MeO

11a 11b 11c 11d 11e 11f

Esquema 4. Sintesis de 2-oxazolinas disustituidas.

Por otro lado, se han reportado varias rutas de sintesis utilizando irradiacion
de microondas para llegar a la formacion de oxazolinas; tal es el caso de Sharma,
R. et al.,}” quienes, en 2009, reportaron la sintesis asistida con irradiacién de
microondas de 2-oxazolinas a partir de acidos carboxilicos empleando un sistema
abierto (Open Vessel). Llevaron a cabo la condensacion directa de los acidos

carboxilicos con un exceso de aminoalcohol bajo las condiciones descritas en el

esquema 5, obteniéndose rendimientos favorables.
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OH OH1m C, 15 min 1 H

R R N
13 14 OH 1
15 16a-f
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N S
:Jf Br N)f N J l\}< N N
o ! . o) ,
) ~ o C
Br
16a.85%  16b.78% 16c.79%  16d.83% 16e. 81% 16f. 80%

Esquema 5. Sintesis de 2-oxazolinas asistida por MW.

Otra ruta descrita para la formacion de oxazolinas quirales a través del uso de

|l8

las microondas la reportd6 Hassani et a en 2014, presentando una ruta de

sintesis en condiciones libres de disolvente y de catalizadores metalicos.
Llevaron a cabo la reaccion entre distintos compuestos de nitrilos y varias amidas

para obtener oxazolinas con rendimientos de hasta un 98% (Esquema 6).
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Ta-i 18a-i 19a-i
N\ X X
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19a. 95% 19b. 82% 19¢. 73% 19d. 98%
OW/A o (of
T~ "CHy I
N N
19e. 67% 19f. 75% 19g. 75% (210 °C)

Esquema 6. Sintesis de oxazolinas quirales asistida por MW.

La preparacién de oxazolinas a partir de nitrilos también fue reportada por

|19

Garg, P. etal.,”” en 2014, cuando llevaron a cabo la sintesis de oxazolinas a partir

de nitrilos y etanolamina, utilizando como disolvente metanol y como base
Na-COs (Esquema 7). La metodologia reportada no requiere de catalizadores,
teniendo rendimientos quimicos que van del 44% al 74% en un tiempo de

reaccion de 15 h.
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Esquema 7. Sintesis de 2-aril-heteroaril-oxazolinas.

2.1.2. Azoles y su actividad bioldgica

En 2013, Zhang et al.,?° reportaron la sintesis de nuevos compuestos que

incorporan en su estructura derivados de benzotriazol (Esquema 8) y evaluaron
la actividad anti-cancer utilizando dos lineas celulares cancerosas, MCF-7
(cancer de mama) y HT29 (cancer de colon) y como control positivo utilizaron
Cisplatino. Los resultados obtenidos demostraron que el compuesto 29a fue el

mas activo mostrando, valores de I1Cso de 5.68 pg/mL y 10.21 pg/mL (Tabla 1).
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| O |
@/N\H + CI\)J\OEt Acetona N\)J\OEt

25 26 K,CO3 27
A 8h
NH,NH,
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85% | MeOH, 4 °C
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=N N—N EtOH, A N
\ | | ’ N _NH,
N\)\o)\s - 24 h 28 NH

29 2. HCl pH 5-6
3.- NaOH,
CH3CN

R-C6H4CHQBT
A, 10-24 h

Esquema 8. Sintesis de derivados de benzotriazol.

Tabla 1. Actividad anti-cancer de derivados de benzotriazol.

Compuestos R IC50 (ng/mL) Compuestos R IC50 (ug/mL)

MCF-7 HT29 MCF-7 HT29
29a 2-F 5.68 10.21 299 3-Br 16.3 31.2
29b 2-Cl 10.75 15.27 29h 3-OCHs 24.22 36.22
29c 2-CHs 18.89 26.81 29i 4-F 8.7 17.62
29d 2-NO2 15.6 19.35 29j 4-CHs 30.23 42.3
29%e 3-F 8.25 15.47 29k 4-OCHs 25.82 37.62
29f 3-Cl 12.46 15.6 Cisplatino 11.2 15.83

La actividad de estos compuestos fue relacionada con el tipo de sustituyentes
presentes en su estructura que, de acuerdo con los resultados, aquellos

compuestos que tienen en su estructura un grupo aceptor de electrones

presentan mayor actividad que aquellos que tienen un grupo electrodonador.
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Yoon et al..?! en 2014, reportaron la sintesis de nuevos derivados de

benzimidazol en 5 pasos de reaccion, utilizando el acido 4-fluoro-3-nitrobenzdico

como material de partida, para generar los derivados de benzimidazol 31la-l

(Esquema 9).

F 5 pasos C

NO,

30
OH 31a-l

R=a) H, b) B, ¢) Cl, d) OCF3, €) CF3, f) NO,, g) CH3, h) OH, i) OCHs3,

j) dimetilamino, k) piperidina, 1) 1,3-dioxol

Esquema 9. Sintesis de derivados de benzimidazol.

Se evalué la actividad biolégica de estos compuestos utilizando dos lineas
celulares cancerosas MCF-7 y MDA-MB-468 (cancer de mama) utilizando como
control positivo cambinol (un inhibidor de la actividad desacetilasa dependiente
de NAD de SIRT1 humano). Los resultados se reportaron en porcentaje (%) de

inhibicion celular a 50uM (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad anti-cancer de derivados de benzimidazol.

Compuesto R Inhibicién celular (%) a 50uM
MCF-7 MDA-MB-468
31j Dimetilamino 49.63 46.33
31k Piperidina 42.37 45.51
31l 1,3-dioxol 62.43 42.3
Cambinol 38.26 22.09
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Los compuestos que mostraron mayor actividad antitumoral en ambas lineas
celulares fueron el 31j, 31k y 31I; estos compuestos presentan en su estructura
un grupo donador de electrones (amino, metil, y grupos metoxilo), el cual

posiblemente sea parte importante de la actividad antitumoral.

Zhao et al.,?? en 2015, reportaron la sintesis y evaluacién anti-cancer de

derivados de 1H-pirazol. Los compuestos obtenidos 38a-38h fueron sintetizados
a partir de tiofencarbaldehido con diferentes cetonas como materiales de partida.
Esta metodologia involucra 3 pasos de reaccion para generar los derivados de

interés (Esquema 10).

o o)
S\_cHo N
U rone R 34 S/
32 R, !
33
H
KOH _N__NH
80°C,2h | HoN" Y 2
R, 335
s O 4 R4
I Br S
Y | |
N-N Y |
/< 38 DMF Ry N-N 36
N= - —’Q
S 25°C, 3 h H2N 5

R;
R1= OCH3, F, CH3, Br, Cl
R,= Br, H, OCH, CF4

Esquema 10. Sintesis de derivados de 1H-pirazol.

Para la evaluacion in vitro de los compuestos obtenidos se utilizaron dos
lineas celulares, WM266.4 (células de melanoma humano) y MCF-7 (cancer de

mama), como control positivo se utilizo el Sorafenib (farmaco antineoplasico,
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inhibidor de la tirosin quinasa). Los resultados mostraron actividad inhibitoria
sobre la tirosin quinasa (BRAFVY°°E), para el compuesto 38j con un ICso= 0.05uM
y mostré un alto potencial antiproliferativo con un ICso= 0.12uM en células
WM266.4 y 0.16uM en células MCF-7. Los autores proponen que dicha actividad
biolégica esta relacionada con los diferentes grupos R unidos a los grupos fenilo

presentes en la molécula (Tabla 3).

La sustitucion de R1 y R2 conduce a un cambio en la actividad sobre las células
cancerosas empleadas, asi como la quinasa BRAFV69°E, | os compuestos que
contienen R1=Cl y R2=CF3 demostraron ser los mas activos contra BRAFV600E
quinasa y las lineas celulares de cancer WM266.4 y MCF-7. Por otro lado, los
compuestos que poseen grupos liberadores de electrones como OCHsy CHs en
la posiciéon R1 mostraron actividad para BRAFV%°E quinasa sin embargo, cuando
estos sustituyentes se reemplazaron por un grupo de atractor de electrones
R1=F, CI, Br la actividad de estos compuestos incrementd. La actividad para
BRAFV6E se considera en orden descendente para la sustitucion de R1 (CI> Br>
F> CHs> OCHz3) y para la sustitucion de R2 es CF3> H> OCHzs> Br, mientras que
para las lineas celulares cancerosas WM266.4 y MCF-7 la actividad esta en
orden creciente para la sustitucion de R1 es OCHs <CHs <Br <F <Cl y para la

sustitucion de R2 es OCH3z <H <Br <CFs.
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Tabla 3. Actividad anti-cidncer en MCF-7 y WM266.4 e inhibicion de BRAFV600E,

Compuesto R1 R2 ICs0 uM

BRAFV00E WM266.4 MCEF-7

38a OCHs CFs 10.9 8.11 45.67
38b F Br 1.86 0.22 8.28
38c F CF3 1.01 5.12 1.33
38d CHas Br 0.56 18.36 2.01
38e CHas CF3 6.18 2.11 31.48
38f Br Br 8.87 12.98 28.29
389 Br CFs 2.09 27.38 7.81
38h Cl CF3 0.05 0.12 0.16
Sorafenib 0.03 0.06 0.19

2.1.3. Oxazolinas y su actividad bioldgica

Banday et al.,?® disefiaron dos nuevas series de isoxazolinas y oxazolinas
esteroidales a partir del acetato de hidroepiandrosterona y acetato de
pregnenolona utilizando una sintesis de multipasos donde el paso clave es la
cicloadicion de oxidos de nitrilo aromaticos a traves de olefinas a,B-insaturadas,
generando los compuestos 44a-d y 50a-d. Los compuestos sintetizados de
ambas series fueron etiquetados como 44a-d y 50a-d para isoxazolinas y

oxazolinas respectivamente (Esquema 11).
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Esquema 11. Derivados de isoxazolinas y oxazolinas.
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Se realizaron pruebas de citotoxicidad a cada uno de los compuestos para
evaluar su actividad anti-cancer, usando tres lineas celulares LNCaP, PC-3 y DU-

145 correspondientes a cancer de prostata.

Al término de la evaluacion, se reportd que los compuestos 44a, 44e y 50a
mostraron una alta actividad citotoxica, especialmente contra las lineas celulares
LNCaP y DU-145; esto puede ser atribuido a la naturaleza del sustituyente (Me,
OMe) presente en el anillo aromético, ya que dichos sustituyentes son grupos

electrodonadores.

En 2013, M.G. Alexandru et al.,?* reportaron la formacién de complejos de Co

(1) y Pd (Il) utilizando la fenil oxazolina 52 (Esquema 12).

CH;0H, H,0

(51a) Co Clp} [%_@70/_ [CoCly(L),]
(51b) Pd Cl, N HCI 53a
52

[HO-CH,-CH,-NH,], [PdClI,]
53b

Esquema 12. Formacion de complejos Co (11) y Pd (II).

Los complejos resultantes se sometieron a pruebas de citotoxicidad en células
PBMC (células normales) y HelLa (cancer de cérvix) para evaluar su potencial
efecto antitumoral. La prueba de citotoxicidad fue evaluada por el método de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y los resultados fueron

expresados como ICso de concentracion de compuesto en pM.
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Los resultados indicaron que el complejo 53b presenté una mayor actividad
citotéxica con un ICsode 0.44 uM contra las células HelLa y también present6 una

mayor selectividad en PBMC, en comparacion con el compuesto 53a.

2.2.4. Benzotriazolil-nitrilos

La investigacion de nuevas moléculas que sean selectivas hacia células
cancerosas sigue siendo un reto en la actualidad. En los ultimos afios, numerosas
investigaciones han centrado su atencion en los compuestos heterociclicos
incorporando nitrégeno en su estructura; ya que se consideran como posibles

isosteros de componentes estructurales de los nucleétidos.?® 28

El benzotriazol ha sido ampliamente estudiado dentro de la quimica

heterociclica y su incorporacion en moléculas mas elaboradas ha demostrado
poseer actividad antiinflamatoria, antimicrobiana y sobre todo antitumoral.?’: 1

Algunas investigaciones han reportado que los derivados de benzotriazol actian
durante la fase G2/M del ciclo celular debido a la interaccién que surge entre el
anillo de benzotriazol y la tubulina; a través de fuerzas de Van der Waals y que

el resto del triazol se inserta en el sitio de union a la colchicina.28: 29 30

Por otro lado, es bien conocido que los nitrilos forman parte de las estructuras
de numerosos farmacos debido a la capacidad que presentan para formar
puentes de hidrogeno entre el nitrogeno del nitrilo y algunos aminoacidos como

la serina o la arginina. En otros casos, el dipolo que se presenta en este grupo
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origina interacciones polares en las que el nitrilo puede actuar como iséstero del

hidroxilo o el carboxilo de los aminoécidos.

En la actualidad se encuentran en el mercado mas de 30 productos
farmacéuticos para distintas indicaciones terapéuticas que contienen nitrilo, y
continda el desarrollo de nuevos farmacos que incluyen en su estructura este

grupo gracias a los estudios de cristalografia de rayos X que revelan la

interaccién molécula-proteina que se genera en el sitio activo.3?

Dentro de la literatura se han encontraron reportes de algunas moléculas que
involucran en su estructura grupos nitrilo y que han sido evaluadas como agentes

antibacteriales y antitumorales. Un ejemplo de esto es el trabajo de A. Carta et

al., % en 2011, cuando reportaron una ruta de sintesis para la preparacién de

compuestos aril-acrilonitrilos con potencial actividad antitumoral (Esquema 13).
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Esquema 13. Ruta de sintesis para la preparacion de aril-acrilonitrilos.

La ruta de sintesis reportada por los autores involucré varios pasos de
reaccion bajo condiciones de reflujo y tiempos largos de reaccidén para obtener
una serie de acrilonitrilos con distintos sustituyentes empleando diferentes
aldehidos. Cada uno de los compuestos obtenidos fue probado como potencial
agente antitumoral en distintas lineas celulares cancerosas. En la Tabla 4 se
describen los resultados obtenidos para el ensayo de actividad citotdxica en tres

lineas celulares cancerosas de estos compuestos.
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Tabla 4. Actividad anti-cancer de aril-acrilonitrilos.
CCso (UM)
Compuesto R CCRF CEM CCR FSB DU145

58a OCHs >100 >100 >100

58b CHs 2.8 2.8 17

58c Br 5.3 12 7
Etopésido - 0.09 0.1 0.4

Los resultados indicaron que el compuesto 58b mostré la mejor actividad
antitumoral en las lineas celulares de leucemia (CCRF CEM y CCR FSB) en
comparacién con los compuestos 58a y 58c; no obstante, para la linea celular de
cancer de prostata (DU145) el compuesto que presentoé la mejor actividad fue el
compuesto 58c. Es importante mencionar que la actividad antitumoral de los
compuestos preparados no supero la actividad del etopdsido, el cual fue utilizado

como control positivo.

Por otro lado, en 2013, M.S. Alam et al.,3® reportaron la sintesis de analogos

de (2)-2,3-difenilacrilonitrilos con el objetivo de evaluar su actividad como
agentes antimicrobianos y antitumorales. La ruta de sintesis que llevaron a cabo
involucré un paso de reaccion; sin embargo, el tiempo de reaccion reportado para

la preparacion de algunos compuestos alcanzé las 72 h (Esquema 14).
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Esquema 14. Ruta de sintesis para la preparacién de difenil-acrilonitrilos.

La preparacion de este tipo de acrilonitrilos involucré la reaccion entre el
arilacetonitrilo 59 con diferentes aldehidos arométicos 60 para generar los
compuestos 61a-d. El andlisis de citotoxicidad se llevo a cabo en cuatro lineas
celulares A549 (cancer de pulmén), SK-OV-3 (cancer de ovario), SK-MEL-2
(cancer de piel) y HCT15 (cancer de colon). En la tabla 5 se muestran los
resultados de ICso para los compuestos que presentaron una mayor actividad

antitumoral.

Tabla 5. Actividad anti-cancer de difenilacrilonitrilos.

ICs0 (Mg/mL)
Compuesto A549 SK-OV-3 SK-MEL-2 HCT15

6la 181 0.20 1.53 1.22
61b 1.82 0.58 1.63 151
61c 18.19 5.57 14.46 13.98
61d 0.57 0.14 0.65 0.34
Doxorrubicina 0.011 0.092 0.009 0.814

Como se pude observar, los compuestos que presentaron una mejor actividad

antitumoral fueron 61a, 61b y 61d, siendo este ultimo el que presentd una
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actividad mas cercana a la reportada para el control positivo doxorrubicina y el

mas activo en todas las lineas celulares.

Con base a los reportes anteriormente analizados y en vista de que el cancer
es una de las principales causas de muerte en el mundo, surge la necesidad de
desarrollar nuevos farmacos con mejores caracteristicas a los ya existentes. Por
lo tanto, en el presente proyecto se propuso una sintesis rapida y eficiente para
la preparacion de benzotriazolil-acrilonitrilos con una produccién de ocho nuevos
compuestos finales y evaluacion de su actividad citotoxica sobre dos lineas
celulares cancerosas, esplenocitos murinos y células mononucleares de sangre

periférica. De esta forma, se establece la siguiente hipotesis.
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CAPITULO 1l

3.1. HIPOTESIS

La actividad anti-cancer de los benzotriazolil-acrilonitrilos es mejor que la

actividad mostrada por el farmaco de referencia Doxorrubicina.
3.2. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nuevos derivados de benzotriazolil-acrilonitrilos y evaluar su

actividad citotdxica in vitro.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Sintetizar dos derivados de azolil-aceto de etilo asistido por ultrasonido.

+ Sintetizar ocho nuevos benzotriazolil-acrilonitrilos mediante la reaccién del
benzotriazolil-acetonitrilo correspondiente con 4 diferentes aldehidos (4-
dimetilamino-benzaldehido, 4-dietiletanolamina, 4-piperidin-1-il-
benzaldehido, 4-difenilamino-benzaldehido) mediante condiciones

convencionales.

+ Caracterizar estructuralmente cada uno de los compuestos obtenidos por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN 'H y 13C), Espectroscopia de

Infrarrojo (IR) y Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (EMAR).
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+ Evaluar la actividad anti-cancer in vitro, de los compuestos sintetizados en

dos lineas celulares MCF-7 (cancer de mama) y 4T1 (cancer de mama)

+ Evaluar la toxicidad de las moléculas con mayor actividad anticancerosa

sobre esplenocitos murinos y células mononucleares de sangre periférica.

+ Evaluar la genotoxicidad de los compuestos que no presenten
citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica mediante el

ensayo cometa.
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CAPITULO IV

4.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este apartado se describe de forma general la metodologia experimental
llevada a cabo para la preparacién de cada uno de los compuestos sintetizados,
asi como la técnica de purificacion empleada tanto para los productos como para
los intermediarios, el proceso de caracterizacion, la metodologia empleada para

la evaluacion de actividad anti-cancer, citotoxicidad y genotoxicidad al ADN.

4.1.1. Materiales y equipos

La sintesis organica se llevo a cabo en el Laboratorio de Quimica Industrial
ubicado en el Centro de Laboratorios Especializados (CELAES) de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn. Para la
sintesis asistida por ultrasonido se utilizd un equipo de la marca Branson 5510 y
para la metodologia de microondas se trabajé con un equipo de la marca CEM

modelo Discover System, ambos ubicados en este edificio.

El curso de las reacciones se sigui6 por cromatografia en capa fina empleando
cromatofolios de gel de silice TLC con un espesor de 0.2 mm sobre soporte de
aluminio y se revelaron utilizando luz ultravioleta y vapores de iodo. Para la
cromatografia en columna se utilizo gel de silice Merck 60 (230-400 mm) como
fase estacionaria. Las proporciones del disolvente empleadas como fase movil

se indican en cada caso.
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Los puntos de fusion se determinaron en tubos capilares abiertos en un equipo

Electrothermanl 1101D.

Para la sintesis de los compuestos se utilizaron los siguientes reactivos:

+ SIGMA-ALDRICH: Pirazol, benzimidazol, 1H-benzotriazol, bromoacetato
de etilo, etanolamina, (S)-fenilglicinol, (S)-valinol, (S)-leucinol,
bromoacetonitrilo, carbonato de potasio (K2COs), bromuro de sodio
(NaBr), cloruro de tionilo (SOCI2), gel de silice Merck 60 (230-400 mm).

+ Desarrollo de Especialidades Quimicas: Acetato de etilo (Gl), hexano (Gl),
metanol (Gl) los cuales fueron destilados, acetonitrilo, EtOH, THF y DMF

grado reactivo.

4.1.2. Evaluacion biolégica

La evaluacion citotoxica se llevé a cabo en el Laboratorio 6 de Inmunologia y
Virologia de la Unidad C de Facultad de Biologia de la Universidad Autbnoma de
Nuevo Ledn; se realizé mediante el empleo de un lector de placas Synergy HTTM

(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

El ensayo de genotoxicidad se llevé a cabo en el Laboratorio de Inmunovirologia
del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leodn; dicho ensayo se realiz6 empleando una camara de
electroforesis Select BioProducts (modelo BioVolt 300V) y una camara de

fluorescencia ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO RAD).
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+ SIGMA-ALDRICH: Hidréxido de sodio (NaOH), EDTA, Tris-HCI, yoduro de

propidio, PBS, agarosa de bajo punto de fusion, cloruro de sodio (NaCl),

Triton X-100, DMSO, Tris-base,

isoamilico), etanol.

fenol, sevag (cloroformo-alcohol

+ ATTC: MCF7 (ATCC® HTB-22™), 4T1 (ATCC® CRL-2539™).

4.1.3. Manejo y disposicion de los residuos generados

Para realizar cada una de las reacciones se utilizé el equipo personal de

seguridad en el laboratorio (bata, lentes, mascarilla y guantes) debido al riesgo

gue presenta el manejo de reactivos altamente irritantes. Estas reacciones se

llevaron a cabo en una campana de extraccion.

La disposiciéon de los residuos generados se realizd6 de acuerdo con el

Reglamento Interno de Seguridad e Higiene de la Facultad de Ciencias Quimicas,

Biologia y Medicina, respectivamente (Tabla 6y 7).

COLECTOR

A

Tabla 6. Disposicion de residuos quimicos.

SUSTANCIA

Soluciones salinas pH
6.8, sales, acidos y
bases inorganicas.

Soélidos inorganicos y
sales inorganicas.

Toéxicos e inflamables,
aminas, disolventes

organicos halogenados.

Toxicos e inflamables y
disolventes no
halogenados.

Muy toxico,
cancerigeno, organico.
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COLECTOR SUSTANCIA

E Muy téxico,
cancerigeno,
inorganico.
F Sales de
metales
preciosos.
G Combinaciones
organicas
sélidas
H Oxidantes

Colector de residuos de cianuro.




Tabla 7. Disposicion de residuos bioldgicos.

TIPO DE RESIDUO ESTADO FiSICO ENVASADO COLOR
Sangre Liquido Recipiente Rojo
hermético
Cultivos y cepas de Solido Bolsa de polietileno Rojo
agentes infecciosos
Patolégicos Solido Bolsa de polietileno Amarillo
Liquido Recipiente
hermético
Amarillo
Residuos no Solido Bolsa de polietileno Rojo
anatémicos Liquido Recipiente
hermético
Rojo

4.2. Métodos sintéticos

4.2.1. Procedimiento general para la preparacion de azolil-ésteres 3a-b

De manera general se colocé en un matraz redondo de 250 mL el azol
correspondiente (pirazol, imidazol o benzimidazol) (1 Eq), K2COs (2.1 EqQ) y
CHsCN (30 mL), posteriormente se agreg6 gota a gota bromoacetato de etilo (1.3
EqQ), se tapd y se coloco en el bafio de ultrasonido durante 4 h. Transcurrido ese
tiempo se agregaron 15 mL de agua y se realizaron extracciones con AcOEt (3
x 30 mL); se combinaron los extractos organicos y el volumen resultante se secé
utilizando Na2SO4 anhidro y posteriormente se evapor6 a presion reducida. El
producto obtenido se purificé por cromatografia en columna empleando diversas

mezclas de disolventes (Hex, AcOEt, MeOH).
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4.2.1.1. Preparaciéon del compuesto 1H-pirazolil-acetato de etilo 3a

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

=N O
\
QN reaccionar 5.0 g (1 Eq) de pirazol; 21.31 g (2.1 Eq) de
\)kOEt

K2COs,en 30 mL de CHsCN; y 15.94 g, 13.17 mL (1.3 EQ)

de bromoacetato de etilo. La reaccidon fue monitoreada por cromatografia en capa
fina evaluando diferentes sistemas cromatograficos para elegir el que presentara
una eficiente separacion. El producto obtenido se purificd por cromatografia en
columna utilizando gel de silice como fase estacionaria y como fase mévil un

sistema de disolventes ACOEt:Hex (7:3).

Aceite amarillo (78%); IR (cm™): 3123 v(C-H, Pirazol); 2985, 2909 v(C-H,
alifatico); 1747 v(C=0); 1203 v(C-O-C); 1519, 1451, 1395, 1376, 974 v(Pirazol);
918, 696 §(Pirazol); 654 t(Pirazol); RMN *H (400 MHz, CDCls): 6 1.28 (t, J=7.2Hz,
3H, CH3CH20), 4.23 (q, J=7.1Hz, 2H, OCH2CHz3), 4.92 (s, 2H, CH2C=0), 6.33 (t,
J=2.1 Hz, 1H, Hpirazol), 7.48 (d, J=2.4 Hz, 1H, Hpirazol), 7.56 (d, J=1.9 Hz, 1H,
Hpirazol); RMN 13C (100 MHz, CDCls): & 14.1 (CH3CH20), 53.1 (CH2C=0), 61.8
(CH3CH20), 106.5 (CH=CH-N), 130.6 (CH-N), 140.1 (CH=N), 168.0 (C=0);
EMAR (FABY): calculado para C7H11N202 [M+H]*, m/z 155.0821; encontrado

[M+H]*, m/z 155.0815.

4.2.1.2. Preparacion del compuesto benzimidazolil-acetato de etilo 3b

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar

®/NQJ\OH 5.0 g (1 Eq) de benzimidazol; 12.28 g (2.1 Eq) de K2COs;

en 30 mL de CHsCN; y 833 g, 7.06 mL (1.3 Eq) de

e
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bromoacetato de etilo. El avance de la reaccidbn fue monitoreado por
cromatografia en capa fina empleando un sistema de disolventes AcOEt:Hexano.
El producto obtenido se purificé por cromatografia en columna utilizando como

fase movil un sistema de disolventes ACOEt:Hex (9:1).

Sélido beige (80%), p.f. 63-65 °C; IR (cm™): 3250 v(C-H, benzimidazol); 2981,
2937 v(C-H, alifatico); 1750 v(C=0); 1202 v(C-O-C); 1559, 1498, 1478, 1464, 978
v(benzimidazol); 937, 713 §(benzimidazol); 681 t(benzimidazol); RMN H (400
MHz, CDCls): & 1.23 (t, J=7.1Hz, 3H, CHs3CH20), 4.20 (c, J=7.1Hz, 2H,
OCH2CHa), 4.83 (s, 2H, CH2C=0), 7.26 - 7.33 (m, 3H, Harom), 7.78 — 7.83 (m, 1H,
Harom), 7.88 (s, 1H, N=CH-N); RMN %3C (100 MHz, CDCls): & 14.1 (CHs), 46.1
(CH2C=0), 62.2 (OCH2CHgs), 109.3, 120.5, 122.5, 123.4, 143.5, 167.3 (C=0);
EMAR (FAB™): calculado para CiiHisN202 [M+H]*, m/z 205.0977; encontrado

[M+H]*, m/z 205.0977.

4.2.2. Procedimiento general para la preparaciéon de azolil-ésteres 5a y 5b

En un matraz redondo de 250 mL se

N:N\ 0O Q
f N\)J\OEt ©jN\N4>‘OEt coloco el benzotriazol 2.0 g (1 Eq),
5a N 5b

4.87 g de K2COs (2.1 Eq) y DMF (30

mL), posteriormente se agregé gota a gota bromoacetato de etilo 3.36 g, 2.78 mL
(1.3 EQ), se tapO y se coloco en el bafio de ultrasonido durante 3 h. Transcurrido
ese tiempo, a la mezcla de reaccidon se le agregaron 100 mL de agua fria y al
solido formado se filtro a vacio. La reaccion fue monitoreada por cromatografia

en capa fina empleando un sistema de disolventes adecuado para una
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separacion eficiente. El producto obtenido se purific6 por columna

cromatografica, empleando un sistema cromatografico Hex:AcOEt (2:1).
2-(1H-benzo[d][1,2,3] triazol-1-il) acetato de etilo

Sélido blanco (81%), p.f. 77-79 °C. IR (cm™): 3061 v(C-H, 1H-benzotriazol); 2984,
2932 v(C-H, alifatico); 1738 v(C=0); 1203 v(C-O-C); 1594, 1456, 1427, 1380, 999
v(1H-benzotriazol); 915, 714 §(1H-benzotriazol); 662 t(1H-benzotriazol); RMN H
(400 MHz, CDCls): & 1.26 (t, J=7.1Hz, 3H, CHsCHz) 4.25 (¢, J=7.1Hz, 2H,
CH2CH3), 5.42 (s, 2H, CH2C=0), 7.36 — 7.44 (m, 1H, Harom), 7.44 — 7.56 (m, 2H,
Harom), 8.09 (d, J=8.4Hz, 1H, Harom); RMN 13C (100 MHz, CDCls): § 14.06 (CHs),
49.09 (CH2C=0), 62.33 (OCH2-CHs), 109.24, 120.19, 124.12, 127.91, 133.38,
146.03, 166.37 (C=0); EMAR (FAB*): calculado para Ci10H12N302 [M+H]*, m/z

206.0930; encontrado [M+H]*, m/z.

2-(2H-benzol[d][1,2,3] triazol-1-il) acetato de etilo

Sélido blanco (12%), p.f. 116-119 °C; IR (cm™): 3055 v(C-H, 2H-benzotriazol);
2986, 2959 v(C-H, alifatico); 1745 v(C=0); 1177 v(C-O-C); 1566, 1474, 1450,
1412, 1011 v(2H-benzotriazol); 941, 700 &(2H-benzotriazol); 658 t(2H-
benzotriazol); RMN *H (400 MHz, CDCls): § 1.28 (t, J=7.1Hz, 3H, CH3CH>), 4.28
(c, J=7.1Hz, 2H, CH2CHs3), 5.54 (s, 2H, CH2C=0), 7.37 — 7.45 (m, 2H, Harom),
7.85-7.94 (m, 2H, Harom); RMN 13C (100 MHz, CDCls): & 13.92 (CHs), 56.98

(CH2C=0), 61.69 (OCH2-CHs), 117.95, 126.84, 144.05, 166.70 (C=0): EMAR
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(FAB™): calculado para CioH12N3O2 [M+H]*, m/z 206.0930; encontrado [M+H]*,

m/z.

4.2.3. Procedimiento general para la preparacion de hidroxicetamidas

En un vial para microondas de 10 mL provisto de agitador magnético se
agrego el éster correspondiente 3a-b y 5a-b (1 Eq), seguido de un exceso del
correspondiente 1,2-aminoalcohol [etanolamina, (S)-fenilalaninol, (S)-valinol, (S)-
leucinol y (S)-fenilglicinol] (2 Eq) en condiciones libre disolvente. Se llevaron las
reacciones al microondas y se ajustaron los parametros de agitacion (600 rpm),
temperatura (170 °C) y el tiempo (15 min) para obtener el mayor porcentaje de
rendimiento en cada uno de los compuestos. Para comprobar la formacién del
producto se utiliz6 cromatografia en capa fina empleando como sistema una
mezcla de disolventes. La mezcla de reaccion se filtrd, se lavé con acetonitrilo
frio y el licor madre se concentrd por evaporacion a presion reducida y fue filtrado
y lavado con acetonitrilo frio una vez mas. El crudo de reaccion se obtuvo
totalmente puro después de los lavados y se obtuvieron asi las correspondientes

hidroxiacetamidas.

4.2.3.1. Preparaciéon de N-(2-hidroxietil)-2-(1H-pirazol-1-il)acetamida 7a

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

= 0
|
QNQJ\N/\ reaccionar 0.8 g (1 Eq) de pirazolil acetato de etiloy 1.90
H
OH

g (2 Eq) de etanolamina. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacién (600 rpm), potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y
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tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccion se enfri6 a

temperatura ambiente y el crudo se purificO mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (62%), p.f. 108-110 °C; IR (cm™): 3282 v(N-H), 3119 v(C-H,
pirazol); 2912 v(C-H, alifatico); 1650 v(C=0); 1553 §(N-H); 1466, 1442, 1401,
1373, 985 v(pirazol); 918, 757 §(pirazol); 675 t(pirazol); RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds): § 3.35 (t, J=5.6Hz, 2H, CH2-NH), 3.61 (t, J=5.6Hz, 2H, CH2-OH), 4.89
(s, 2H, CH2C=0), 6.63 (t, J=2.2Hz, 1H, CH=CH-N), 7.56 (d, J=1.8Hz, 1H, CH=N),
7.70 (d, J=2.2Hz, 1H, CH-N); RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): § 41.70 (CH2-NH),
53.6 (CH2C=0), 59.9 (CH2-OH), 105.7, 131.7, 139.9, 168.4 (Carom) (C=0); EMAR
(FAB™): calculado para C7H12N302 [M+H]*, m/z 170.0930; encontrado [M+H]*, m/z

170.0927.

4.2.3.2. Preparacion de (S)-N-(1-hidroxi-3-metilbutan-2-il)-2-(1H-pirazol-1-il)

acetamida 7b

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

=N O
QI‘\J\)J\I\I reaccionar 0.6 g (1 Eq) de pirazolil acetato de etilo; 0.8 g
H

OH (2 Eq) de (S)-2-amino-3-metilbutan-1-ol. Se ajustaron los

pardmetros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100 watts),
temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de
reaccion se enfrié a temperatura ambiente y el crudo se purificé mediante lavados

con acetonitrilo.
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Sélido blanco (97%), p.f. 124-126 °C; RMN *H (400 MHz, CD3sOD): § 0.89 (d, J=6
Hz, 3H, (CHs)2CH), 0.93 (d, J=6.8 Hz, 3H, (CH3)2CH), 1.86 (m, 1H, CH(CHs3)2),
3.54 (dd, J=11.6, 5.2 Hz, 1H, CH20H), 3.59 (dd, J=11.2, 4.4 Hz, 1H, CH20H),
3.68 (m, 1H, CHN), 4.88 (sistema AB, J=13.2 Hz, 2H, CH2C=0), 6.34 (2d, 1H,
CH=CH-N), 7.53 (d, J=1.6 Hz, 1H, CH=N), 7.68 (d, J=2.0 Hz, 1H, CH-N); RMN
13C (100 MHz, CD30D): & 18.8 (CHs3), 20.1 (CHs), 30.1 (CH(CH3)2), 55.2 (CHiPr),
58.4 (CH2C=0), 63.1 (CH20H), 107.2 (CH-CH=N), 133.2 (CH-N), 139.9 (CH=N),
169.7 (C=0); EMAR (FAB"): calculado para Ci0H1sN3O2 [M+H]*, m/z 212.1399;

encontrado [M+H]*, m/z 212.1406.

4.2.3.3. Preparacion de (S)-N-(1-hidroxi-4-metilpentan-2-il)-2-(1H-pirazol-1-

il) acetamida 7c

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
=N () . . . .
reaccionar 0.7 g (1 Eq) de pirazolil acetato de etiloy 1.0
QNQL Ji\ g (1 Eq) de p y
N

OH 0, (2 Eq) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol. Se ajustaron

los parametros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100 watts),
temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de
reaccion se enfrié a temperatura ambiente y el crudo se purific6 mediante lavados

con acetonitrilo.

Solido blanco (81%), p.f. 85-88 °C; RMN H (400 MHz, CDCla): 5 0.86 (dd, J=6.5,
1.9 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.24-1.33 (m, 2H, CH2CH), 1.43-1.55 (m, 1H, (CH3)2CH),
3.45 (dd, J=11.2, 3.5 Hz, 1H, CH20H), 3.62 (dd, J = 11.3, 3.4 Hz, 1H, CH20H),

4.00 (a, 1H, CHCHy), 4.83 (sistema AB, J=16.9 Hz, 2H, CH2C=0), 6.33 (t, J=1.9
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Hz, 1H, CH=CH), 6.49 (d, J=8.2 Hz, 1H, NH), 7.50 (d, J=2.1 Hz, 1H, CH=N), 7.58
(d, J=2.1 Hz, 1H, CH=N); RMN 3C (100 MHz, CDsOD): & 22.11 (CHs), 22.96
(CH3), 24.78 (CH(CHa)2), 39.89 (CH2CH), 50.23 (CHCH>), 54.90 (CH2C=0), 65.06
(CH20H), 106.66 (CH=N), 131.31 (CH-N), 140.97 (CH=N), 167.66 (C=0). EMAR
(ESI"): calculado para C11H20N302 [M+H]*, m/z 226.1556; encontrado [M+H]*, m/z

226.1564.

4.2.3.4. Preparaciéon de (S)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-2-(1H-pirazol-1-

il) acetamida 7d

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
C[\\j o reaccionar 0.8 g (1 Eq) de pirazolil acetato de etiloy 1.6
IS
H o oK

g (2 Eq) de (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol. Se

ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100
watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla
de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y el crudo se purific6 mediante

lavados con acetonitrilo.

Solido blanco (91%), p.f. 113-114°C; RMN H (400 MHz, CDsOD): § 2.73 (dd,
J=13.6, J=8.4 Hz, 1H, CH2Ph), 2.89 (dd, J=13.6, 6.4 Hz, 1H, CH2Ph), 3.49 (dd,
J=11.2, J=5.6 Hz, 1H, CH20H), 3.54 (dd, J=11.2, J=4.8 Hz, 1H, CH20OH), 4.11 (m,
1H, CHBn), 4.79 (sistema AB, J=13.6 Hz, 2H, CH2C=0), 6.31 (m, 1H, CH-CH=N),
7.18-7.27 (M, 5H, Harom), 7.52 (d, J=1.2 Hz, 1H, CH=N), 7.56 (d, J=2.4 Hz, 1H,
CH-N); RMN 3C (100 MHz, CDsOD): & 38.0 (CH2Ph), 54.60 (CHBn), 55.1

(CH2C=0), 63.9 (CH20H), 107.2 (CH-CH=N), 127.6, 129. 6 (2C), 130.5 (2C),

e
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139.7 (Caom), 133.1 (CH-N), 141.2 (CH=N), 169.2 (C=0); EMAR (FAB"):
calculado para CisHisN3O2 [M+H]*, m/z 260.1399; encontrado [M+H]*, m/z

260.1398.

4.2.3.5. Preparacion de (S)-N-(1-hidroxi-3-feniletil)-2-(1H-pirazol-1-il)

acetamida 7e

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
CN o) reaccionar 0.7 g (1 Eq) de pirazolil acetato de etiloy 1.24
v
H  oH

g (2 EQ) de (S)-2-amino-2-feniletan-1-ol. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitaciéon (600 rpm),
potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el
tiempo, la mezcla de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y el crudo se

purific6 mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido beige (98%), p.f. 57-60 °C; RMN !H (400 MHz, CD3SOCDs): & 3.58 (q,
J=6.8, 6.1Hz, 2H, CH20H),4.84 (m, 1H, CHCH>), 4.87 (t, J=1.3 Hz, 1H, CH2C=0),
4.94 (d, J=5.4 Hz, 1H, CH2C=0), 6.23 (t, J=2.1 Hz, 1H, Hpirazol) 7.19-7.27 (m, 2H,
Hpirazol Y NH), 7.30-7.36 (2m, 5H, CH-arom), 7.69 (d, J=2.3 Hz, 1H, Hpirazol); RMN
13C (100 MHz, CD3SOCDs): & 53.85 (CH2C=0), 55.08 ( NHCHCH) 64.52
(CH20H), 105.15 (Cpirazol), 126.86, 127.87, 128.09 (Carom), 131.37 (Cpirazol), 138.84

(Cpirazol), 140.77 (Carom), 166.33 (C:O).

43



4.2.3.6. Preparacion de 2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(2-hidroxietil)

acetamida 8a

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

N
7 0 reaccionar 0.8 1 Eqg) de benzimidazolil acetato de
O PanE
H on

etiloy 1.2 g, (2 Eq) de etanolamina. Se ajustaron los

pardmetros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100 watts),
temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de
reaccion se enfri a temperatura ambiente y el crudo se purific6 mediante lavados

con acetonitrilo.

Solido blanco (68%), p.f. 208-210 °C; RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 3.18 (c,
J=5.8 Hz, 2H, CH2NH), 3.38 (a, 1H, OH), 3.44 (m, 2H, CH20H), 4.93 (s, 2H,
CH2C=0), 7.18-7.26 (M, 2H, Harom), 7.44—7.46 (M, 1H, Harom), 7.64—7.66 (m, 1H,
Harom), 8.17 (s, 1H, N=CH-N), 8.40 (t, J=5.4 Hz, 1H, NH); RMN 3C (100 MHz,
DMSO-ds): § 42.2 (CH2NH), 47.3 (CH2C=0), 60.1 (CH2-OH), 110.6, 119.8, 121.9,
122.8, 134.8, 143.7, 145.3, 167.1 (N=CH) (C=0); EMAR (CI*): calculado para

C11H14N302 [M+H]*, m/z 220.1086; encontrado [M+H]*, m/z 220.1085.
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4.2.3.7. Preparacion de (S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-hidroxi-3-

metilbutan-2-il) acetamida 8b

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

®/NQJ\N reaccionar 0.6 g (1 Eq) de benzimidazolil acetato de
H
OH

etilo y 0.66 g (2 Eq) de (S)-2-amino-3-metilbutan-1-ol.

Se ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia
(100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la
mezcla de reaccion se enfrio a temperatura ambiente y el crudo se purificé

mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (39%), p.f. 214-217 °C; RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 5 0.85 (d,
J=6.8 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.76-1.92 (m, 1H, CH(CHa)2), 3.52-3.65 (m, 2H,
CH20H), 4.73 (a, 1H, NH), 4.96 (sistema AB, J = 16.1, 2H, CH2C=0), 7.16 — 7.29
(M, 2H, Harom), 7.46 (dd, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, Harom), 7.66 (dd, J = 8.0, 0.9 Hz, 1H,
Harom), 8.17 (S, 1H, N=CHN); RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): § 18.13 (CHs), 19.60
(CHs), 28.20 (CH(CHs)2), 46.95 (CH2C=0), 56.11 (CHNH), 61.21 (CH20H),
110.16, 119.32, 121.47, 122.26, 134.19, 143.22. 144.90 (N=CH-N), 166.38
(C=0); EMAR (FAB"): calculado para CiaH20N3O2 [M+H]*, m/z 262.1556;

encontrado [M+H]*, m/z 262.1562
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4.2.3.8. Preparacion de (S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-hidroxi-4-

metilpentan-2-il) acetamida 8c

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
Ni\\ljj\ /ﬁ\ reaccionar 0.7 g (1 Eq) de benzimidazolil acetato de
®/ H OH etiloy 0.8 g (2 Eq) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol.

Se ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia

(100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la
mezcla de reaccion se enfrio a temperatura ambiente y el crudo se purifico

mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (68%), p.f. 185-187 °C. RMN !H (400 MHz, CD30D): & 0.90 (d,
J=6.5 Hz, 3H, (CHs)2CH), 0.95 (d, J=6.7 Hz, 3H, (CH3)2CH), 1.32-1.50 (m, 2H,
CH2CH), 1.59-1.70 (m, 1H, CH(CHs)2), 3.52 (dc, J=11.1, 5.4 Hz, 2H, CH20OH),
4.03 (dc, J=10.1, 5.1 Hz, CH-NH), 5.02 (sistema AB, J=16.4 Hz, 2H, CH2C=0),
7.26-7.36 (M, 2H, Harom), 7.46-7.51 (M, 1H, Harom), 7.67 (M, 1H, Harom), 8.18 (s,
1H, N=CH). RMN 3C (100 MHz, CD3OD): § 20.82 ((CH3)2CH), 22.30 (CH(CHs)2),
24.57 (CH2CH), 39.67 (CHCH2), 49.79 (CH2C=0), 64.00 (CH20H), 109.84,
118.75, 122.29, 123.02, 133.91, 142.49, 144.32 (N=CH), 167.40 (C=0). EMAR
(EI*): calculado para CisH22N302 [M+H]*, m/z 276.1712; encontrado [M+H]*, m/z

276.1696.

46



4.2.3.9. Preparacion de (S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-)-N-(1-hidroxi-3-

fenilpropan-2-il) acetamida 8d

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
N
= 9 reaccionar 0.5 g (1 Eq) de benzimidazolil acetato de
@NQ% g (1 Eq)
H on

etilo y 0.7 g (2 Eq) de (S)-2-amino-3-fenilpropan-

1-ol. Se ajustaron los parédmetros del microondas de agitacion (600 rpm),
potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el
tiempo, la mezcla de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y el crudo se

purific6 mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (78%), p.f. 225-226 °C; RMN H (400 MHz, DMSO-ds): § 2.67 (dt,
J=15.1 Hz, 1H, CH2Ph), 2.88 (dt, J=12.1 Hz, 1H, CH2Ph), 3.19 (dd, J=10.4, 6.5
Hz, 1H, CH20H), 3.29 (dd, J=10.4, 4.8 Hz, 1H, CH20H), 3.88-4.01 (m, 1H, CH-
NH), 4.90 (sistema AB, J=16.2 Hz, 2H, CH2C=0), 7.15-7.24 (m, 5H, Harom), 7.23-
7.32 (m, 2H, Harom), 7.57—7.67 (M, 2H, Harom), 8.09 (s, 1H, N=CH-N), 8.37 (d,
J=8.5 Hz, 1H, NH); RMN 3C (100 MHz, CDsOD): §36.59 (CH2Ph), 46.88
(CH2C=0), 54.44 (CH-NH), 65.60 (CH20H), 110.18, 119.23, 121.41, 122.25,
125.79, 125.98, 129.10, 134.10, 138.92, 139.72, 143.17, 144.79 (N=CH), 165.96
(C=0); EMAR (FAB®): calculado para CisH20N3O2 [M+H]*, m/z 310.1556;

encontrado [M+H]*, m/z 310.1544.
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4.2.3.10. Preparacion de 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(2-hidroxietil)

acetamida 9a

N=sN O Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
|
N
®/ JJ\H/\ reaccionar 0.8 g (1 Eq) de 1H-benzotriazolil acetato de
OH

etiloy 1.1 g (2 Eq) de etanolamina. Se ajustaron los

pardmetros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100 watts),
temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de
reaccion se enfrié a temperatura ambiente y el crudo se purificé mediante lavados

con acetonitrilo.

Sélido blanco (91%), p.f. 187-190 °C. RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 5 3.20 (m,
2H, CH2-NH), 3.47 (m, 2H, CH2-OH), 4.81 (t, J=5.3 Hz, 1H, OH), 5.46 (s, 2H,
CH2C=0), 7.38-7.42 (m, 1H, Harom), 7.52-7.56. (M, 1H, Harom), 7.77 (d, J=8.3 Hz,
1H, Harom), 8.04 (d, J=8.3 Hz, 1H, Harom), 8.52 (a, 1H, NH). RMN 13C (100 MHz,
DMSO-ds): & 41.76 (CH2-NH), 49.94 (CH2-OH) 59.64 (CH»-CO), 110.98, 119.01,
123.85, 127.27, 133.75, 145.09, 165.65 (C=0). EMAR (EI*): calculado para

C10H13N4O2 [M+H]*, m/z 221.1039; encontrado [M+H]*, m/z 221.1046.
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4.2.3.11. Preparacion de (S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(1-hidroxi-

3-metilbutan-2-il) acetamida 9b

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

N=N O
@/NQL,\I reaccionar 0.6 g (1 Eq) de 1H-benzotriazolil acetato de
H
o)

H] etiloy0.6g(2 Eq) de (S)-2-amino-3-metilbutan-1-ol. Se

ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100
watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla
de reaccion se enfrid6 a temperatura ambiente y el crudo se purificO mediante

lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (93%), p.f. 226-228 °C. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 5 0.87 (d,
J=6.8 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.75-1.96 (m, 1H, CH-(CHa)2), 3.45 (t, J=5.5 Hz, 2H,
CH2-OH), 3.53-3.66 (m, 1H, CH-CH2), 5.48 (AB, J=16.3 Hz, 2H, CH2-CO), 7.40
(t, J=7.6 Hz, 1H, Harom), 7.54 (t, J=7.6 Hz, 1H, Harom), 7.76 (t, 3=9.0 Hz, 1H, Harom),
8.04 (t, J=9.0 Hz, 1H, Harom), 7.76 (d, J=8.4 Hz, 1H, Harom), 8.04 (dd, J=8.3, 8.4
Hz, 1H, Harom), 8.22 (d, J=9.0 Hz, 1H, NH). RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): &
18.60 (CHs), 20.06 (CHs), 28.73 (CH-(CHa)z2), 50.50 (CH2-CO), 56.66 (CH-NH),
61.64 (CH2-OH), 111.36, 119.45, 124.26, 127.65, 134.12, 145.56, 165.88 (C=0).
EMAR (FAB™): calculado para CizH20N4O2 [M+H]*, m/z 264.1586; encontrado

[M+H]*, m/z 264.1597.
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4.2.3.12. Preparacion de (S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(1-hidroxi-

4-metilpentan-2-il) acetamida 9c

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

N=N O
|
Q/N%N/i\ reaccionar 0.8 g (1 Eq) de 1H-benzotriazolil acetato de
H
OH

etiloy 0.91 g (2 Eq) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol.

Se ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia
(100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la
mezcla de reaccion se enfrio a temperatura ambiente y el crudo se purificd

mediante lavados con acetonitrilo.

Solido blanco (94%), p.f. 150-154 °C. RMN H (400 MHz, DMSO-de): & 0.82 (d,
J=6.5 Hz, 3H, (CHa)2-CH), 0.89 (d, J=6.6 Hz, 3H, (CHs)2-CH), 1.34 (t, J=7.2 Hz,
2H, CH2-CH), 1.55-1.71 (m, 1H, CH-(CHa)2), 3.28-3.44 (m, 2H, CH2-OH), 3.76-
3.87 (M, 1H, CH-NH), 4.77 (t, J=5.6 Hz, 1H, OH), 5.44 (sistema AB, J=16.3 Hz,
2H, CH2-CO), 7.34-7.45 (m, 1H, Harom), 7.50-7.58 (M, 1H, Harom), 7.74 (d, J=8.4
Hz, 1H, Harom), 8.04 (d, J=8.6 Hz, 1H, Harom), 8.25 (d, J=8.6 Hz, 1H, NH). RMN
13C (100 MHz, DMSO-de): § 21.85 (CHs), 23.32 (CHs), 24.26 (CH-(CHs)2), 39.97,
(CH2-CH), 49.26 (CH-NH), 50.06 (CH2C=0), 63.63 (CH2-OH), 110.91, 119.01,
123.83, 127.20, 133.68, 145.10, 165.10 (C=0). EMAR (ESI*): calculado para

C14H21N4O2 [M+H]*, m/z 277.1665; encontrado [M+H]*, m/z 277.1675.
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4.2.3.13. Preparacion de (S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(1-hidroxi-

3-fenilpropan-2-il) acetamida 9d

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

N O . ) .
reaccionar 0.5 g (1 Eq) de 1H-benzotriazolil acetato
@J\J% g(1Eq)

OH de etiloy 0.7 g (2 Eq) de (S)-2-amino-3-fenilpropan-

1-ol. Se ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm),
potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el
tiempo, la mezcla de reaccidon se enfri6 a temperatura ambiente y el crudo se

purificé mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (60%), p.f. 208-209 °C. RMN !H (400 MHz, CD30D): & 2.68 (dd,
J=13.3, 8.7 Hz, 1H, CH2Ph), 2.89 (dd, J=13.4, 5.1 Hz, 1H, CH2Ph), 3.42 (m, 2H,
CH20H), 3.96 (m, 1H, CHNH), 4.94 (a, 1H, OH), 5.38 (sistema AB, J=16.3, 2H,
CH2C=0), 7.23-7.47 (M, 8H, Harom), 8.03 (d, J=8.2 Hz, 1H, Harom), 8.47 (d, J=8.2
Hz, 1H, NH). RMN 3C (100 MHz, CD3OD): & 36.6 (CH2Ph), 50.0 (CHBn), 52.9
(CH2C=0), 62.5 (CH20H), 110.8, 119.0, 123.8, 126.0, 127.2, 128.2, 129.2, 133.5,
139.0, 145.1, 165.0 (C=0). EMAR (FAB*): calculado para Ci17H20N4O2 [M+H]*,

m/z 312.1586; encontrado [M+H]*, m/z 312.1587.
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4.2.3.14. Preparacion de (S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(2-hidroxi-1-

feniletil) acetamida 9e

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
N:EJJ\ reaccionar 0.7 g (1 Eq) de 1H-benzotriazolil acetato de

( ;7/ N
H  on| etiloy0.93g (2 Eq)de (S)-2-amino-2-feniletan-1-ol. Se

ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100

watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla
de reaccion se enfrid6 a temperatura ambiente y el crudo se purific6 mediante

lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (80%), p.f. 208-209 °C. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 3.59-3.68
(m, 2H, CH20H), 4.85-4.90 (m, 1H, CHPh), 5.07 (t, J = 5.4 Hz, 1H, OH), 5.56 (s,
2H, CH2C=0), 7.23-7.27 (m, 1H, Harom), 7.31-7.35 (M, 4H, Harom), 7.37-7.41 (m,
1H, Harom), 7.52 (ddd, J = 8.4, 6.8, 0.8 Hz, 1H, Harom), 7.74-7.77 (M, 1H, Harom),
8.02-8.04 (m, 1H, Harom), 9.02 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH). RMN *3C (100 MHz, DMSO-
de): 50.4 (CH2C=0), 55.9 (CHPh), 65.0 (CH20H), 111.4, 119.4, 124.3, 127.3,
127.4,127.7, 128.6, 134.1, 141.0, 145.5, 165.7 (C=0). EMAR (FAB"): calculado

para Ci6H17N4O2 [M+H]*, m/z 297.1352; encontrado [M+H]*, m/z 297.1344.
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4.2.3.15. Preparacion de 2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(2-hidroxietil)

acetamida 10a

Q Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
=N O
|
\
-N
H

reaccionar 0.5 g (1 Eq) de 2-(2H-benzotriazolil) acetato

de etiloy 0.7 g (2 Eq) de etanolamina. Se ajustaron los
pardmetros del microondas de agitacion (600 rpm), potencia (100 watts),
temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de
reaccion se enfrié a temperatura ambiente y el crudo se purificé mediante lavados

con acetonitrilo.

Sélido blanco (58%), p.f. 149-150 °C. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): & 3.21 (q,
J=5.8 Hz, 2H, CH2NH), 3.47 (g, J=5.7 Hz, 2H, CH20H), 4.80 (t, J=5.3 Hz, 1H,
OH), 5.48 (s, 1H, CH2C=0), 7.40-7.50 (m, 2H, Harom), 7.87-7.98 (M, 2H, Harom),
8.47 (t, J=5.1 Hz, 1H, NH). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & 41.79 (CH2NH),
58.35 (CH2C=0), 59.58 (CH20H), 117.87, 126.49, 143.95, 164.95 (C=0). EMAR
(EI*): calculado para Ci0H13N4O2 [M+H]*, m/z 221.1039; encontrado [M+H]*, m/z

221.0884.

4.2.3.16. Preparacion de (S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(1-hidroxi-

3-metilbutan-2-il) acetamida 10b

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

=N . . .
Q\NJJ\ reaccionar 0.6 g (1 Eq) de 2-(2H-benzotriazolil)
N~ N
H

OH | acetato de etilo y 0.6 g (2 Eq) de (S)-2-amino-3-
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metilbutan-1-ol. Se ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600
rpm), potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido
el tiempo, la mezcla de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y el crudo se

purific6 mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (47%), p.f. 166-169 °C. RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 0.88 (d,
J=6.8 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.78-1.94 (m, 1H, CH(CHs)2), 3.44 (t, J=5.5 Hz, 2H,
CH20H), 3.54-3.65 (m, 1H, CH-NH), 4.70 (t, J=5.4 Hz, 1H, OH), 5.51 (sistema
AB, J=15.5 Hz, 2H, CH2C=0), 7.42-7.50 (m, 2H, Harom), 7.89-7.98 (M, 2H, Harom),
8.16 (d, J=8.9 Hz, 1H, NH). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & 19.57 (CHs)2CH),
28.29 (CHs)2CH), 56.21 (CH2C=0), 58.38 (CH-NH), 61.12 (CH20H), 117.85,
126.43, 143.91, 164.73 (C=0). EMAR (ESI*): calculado para C13H19N4O2 [M+H]",

m/z 263.15080; encontrado [M+H]*, m/z 263.15170.

4.2.3.17. Preparacion de (S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(1-hidroxi-4-

metilpentan-2-il) acetamida 10c

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

= reaccionar 0.5 g (1 Eq) de 2-(2H-benzotriazolil) acetato
NQk

de etilo y 0.57 g (2 Eq) de (S)-2-amino-4-metilpentan-

1-ol. Se ajustaron los parametros del microondas de agitacion (600 rpm),
potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y tiempo (15 min). Transcurrido el
tiempo, la mezcla de reaccién se enfri6 a temperatura ambiente y el crudo se

purificO mediante lavados con acetonitrilo.
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Sélido blanco (99 %), p.f. 140-142 °C. RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 0.86 (d,
J=6.5 Hz, 3H, (CH3)2CH), 0.89 (d, J=6.6 Hz, 3H, (CH3)2CH), 1.29-1.38 (m, 2H,
CHaz-iPr), 1.56-1.72 (m, 1H, CH(CHs)2), 3.24-3.43 (m, 2H, CH20H), 3.75-3.87 (m,
1H, CH-NH), 4.77 (t, J=5.6 Hz, 3H, OH), 5.46 (sistema AB, J=15.5 Hz, 2H,
CH2C=0), 7.41-7.48 (m, 2H, Harom), 7.88-7.97 (m, 2H, Harom), 8.18 (d, J=8.6 Hz,
1H, NH). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & 21.89 ((CHs)2CH), 23.29 ((CH3)2CH),
24.22 (CH(CHa)2), 39.98 (CH-iPr), 49.30 (CH-NH), 58.35 (CH2C=0), 63.55
(CH20H), 117.85, 126.44, 143.92, 164.42 (C=0). EMAR (ESI*): calculado para

C14H21N4O2 [M+H]*, m/z 277.1665; found [M+H]*, m/z 277.1673.

4.2.3.18. Preparacion de (S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(1-hidroxi-3-

fenilpropan-2-il) acetamida 10d

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

QN o reaccionar 0.5 g (1 Eq) de 2-(2H-benzotriazolil)
S |
N

H

acetato de etilo y 0.7 g (2Eq) de (S)-2-amino-3-

OH

fenilpropan-1-ol. Se ajustaron los parametros del
microondas de agitacién (600 rpm), potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y
tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccién se enfrio a

temperatura ambiente y el crudo se purific6 mediante lavados con acetonitrilo.

Sélido blanco (22%), p.f. 110-112 °C. RMN H (400 MHz, CDsOD): & 2.80 (dd,
J=13.7, 7.9 Hz, 1H, CH2Ph), 2.94 (dd, J=13.7, 7.6 Hz, 1H, CH2Ph), 3.58 (dc,
J=11.2, 5.2 Hz, 2H, CH20H), 4.09-4.20 (m, 1H, CHBn), 5.43 (sistema AB, J=15.6

HZ, 2H, CHZC:O), 7.14-7.28 (m, 5H, Harom), 7.46 (dd, J=6.6, 3.1 HZ, 2H, Harom),

e
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7.88 (dd, J=6.6, 3.1 Hz, 2H, Harom. RMN 13C (100 MHz, CDsOD): § 36.38 (CH2Ph),
53.28 (CH2C=0), 58.01 (CHBN), 62.30 (CH20H), 117.58, 126.00, 127.99, 128.90,
138.00, 144.53, 165.85 (C=0). EMAR (EI*): calculado para Ci7H1sN4O2 [M+H]*,

m/z 311.1508; encontrado [M+H]*, m/z 311.1334.

4.2.3.19. Preparacion de (S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(2-hidroxi-1-

feniletil) acetamida 10e

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

reaccionar 0.46 g (1 Eq) de 2-(2H-benzotriazolil)

/N\ O
C[\N,N%Nia acetato de etilo y 0.61 g (2 Eq) de (S)-2-amino-2-
H
OH

feniletan-1-ol. Se ajustaron los pardmetros del

microondas de agitacién (600 rpm), potencia (100 watts), temperatura (170 °C) y
tiempo (15 min). Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccién se enfrio a

temperatura ambiente y el crudo se purificé mediante lavados con acetonitrilo.

Solido blanco (94%), p.f. 71-74 °C; RMN 1H (400 MHz, CD3SOCD3): § 3.16 (m,
1H, CH20H), 3.50 (m, 1H, CH20OH), 3.44 (dd, J=8.1, 4.6 Hz, 1H, CHaquiral), 5.55 (s,
2H, CH2C=0), 7.2 (M, 6H, CHarom, NH), 7.4 (m, 2H, CHbenzotiazol), 7.9 (M, 2H,
CHbenzotriazol); RMN 13C (100 MHz, CDsSOCDs): § 40 (CH2C=0), 57 (C-quiral), 69

(CHZOH), 125-130 (Carom), 165 (C:O)

4.2.4. Procedimiento general para la preparacion de acidos carboxilicos

En un tubo G10 para microondas provisto de un agitador magnético se llevo

a cabo la reaccion entre el azolil-ester (1.0 Eq), K2COs (2.1 Eq) y NaBr (1.0 Eq)
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empleando como medio de reaccién 3 mL de etanol. Ajustando los parametros
de temperatura (140 °C), potencia (50 watts) y tiempo (40 min), la hidrolisis se
realiz6 bajo irradiacion por microondas en un sistema cerrado. La formacion del
producto de interés se confirm6 mediante cromatografia en capa fina empleando
un sistema de disolventes. Posteriormente la mezcla de reaccion se filtré a vacio
y el crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna empleando como

fase movil un sistema cromatografico 1:1 AcOEt:MeOH.

4.2.4.1. Preparacion de 2-(1H-pirazol-1-il) &cido acético 15a

Siguiendo el procedimiento general, bajo irradiacion por

=N O
|
QNJJ\OH microondas, se hicieron reaccionar 0.2 g (1 Eq) de pirazolil

acetato de etilo en presencia de 0.37 g (2.1 Eq) de K2COsy 0.13 g (1 Eq) de NaBr

empleando 3 mL de etanol como medio de reaccion.

Sélido blanco (35%), RMN 1H (400 MHz, CDsOD): § 4.6 (s, 2H, CH2C=0), 6.17
(t, J=2.1 Hz, 1H, CH=CH-N), 7.34 (d, J=1.8 Hz, 1H, CH-N), 7.48 (d, J=2.2 Hz, 1H,
CH=N): RMN 13C (100 MHz, CD30OD): §54.9 (CH2C=0), 105.1, 130.9, 138.4,

173.5 (C=0).

4.2.4.2. Preparacion de 2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il) &cido acético 15b

N\\ o Siguiendo el procedimiento general, bajo irradiacién por
‘@/N%OH microondas, se hicieron reaccionar 0.2 g (1 Eq) de

benzimidazolil acetato de etilo en presencia de 0.3 g (2.1 EQ)
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de K2CO3 y 0.107 g (1 Eqg) de NaBr empleando 3 mL de etanol como medio de

reaccion.

Soélido blanco (81%), p.f. 266-269 °C, RMN 1H (400 MHz, CDsOD): § 4.78 (s, 2H,
CH2C=0), 7.22-7.30 (m, 2H, Harom), 7.44-7.46 (M, 1H, Harom), 7.65-7.67 (m, 1H,
Harom), 8.10 (s, 1H, CH=N); RMN 13C (100 MHz, CDsOD): §49.7 (CH2C=0),
111.7, 120.1, 123.5, 124.4, 135.9, 144.0, 145.9, 174.8 (C=0). EMAR (FAB"):

calculado para CoHsN202 [M+H]*, m/z 176.06; encontrado [M+H]*, m/z 176.10.

4.2.4.3. Preparaciéon de 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il) &cido acético 15c

N Siguiendo el procedimiento general, bajo irradiacion por
I 8
N\)J\OH microondas, se hicieron reaccionar 0.2 g (1 Eq) de 1H-

benzotriazolil acetato de etilo en presencia de 0.28 g (2.1 Eq)
de K2COs3 y 0.1 g (1 Eq) de NaBr empleando 3 mL de etanol como medio de

reaccion.

Solido blanco (55%), p.f. 345-348 °C, RMN 1H (400 MHz, CDzOD/ CDCls): § 5.25
(S, 2H, CHZC:O), 7.38-7.42 (m, 1H, Harom), 7.50-7.54 (m, 1H, Harom), 7.66-7.68
(M, 1H, Harom), 7.94-7.96 (M, 1H, Harom); RMN 13C (100 MHz, CDsOD): §52.8

(CH2C=0), 112.2, 119.9, 125.6, 128.7, 135.3, 146.9, 173.2 (C=0).

4.2.4.4. Preparacion de 2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il) &cido acético 15d

/N\ O
©;N/N \)J\OH

Siguiendo el procedimiento general, bajo irradiacion por

microondas, se hicieron reaccionar 0.2 g (1 Eq) de 2H-
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benzotriazolil acetato de etilo en presencia de 0.28 g (2.1 Eq) de K2CO3y 0.1 g

(1 Eq) de NaBr empleando 3 mL de etanol como medio de reaccion.

Sélido blanco (56%), p.f. 343-346 °C, RMN 1H (400 MHz, CD30D/ CDCls): 5 5.36
(s, 2H, CH2C=0), 7.42-7.45 (m, 2H, Harom), 7.88-7.90 (M, 2H, Harom), RMN 13C

(100 MHz, CD30D): 5 60.8 (CH2C=0), 118.9, 127.4, 145.6, 172.5, (C=0).

4.2.5. Preparacion de 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il) acetonitrilo y 2-(2H-

benzo[d][1,2,3]triazol-2-il) acetonitrilo 17a-b

Se colocaron 4.0 g (1 Eq) de 1H-

©: ©: / benzotriazol, 10.18 g (2.2 Eq) de K2COs y

17a THF (30 mL), en un matraz redondo de

250 mL, posteriormente se agregaron 2.81 mL (1.2 Eq) de bromoacetonitrilo. La
mezcla de reaccion se coloc6 en un bafio de ultrasonido durante 2 h, transcurrido
ese tiempo se agregaron 50 mL de agua y se realizaron extracciones con AcOEt
(3 x 30 mL); se combinaron los extractos organicos Yy el volumen resultante se
seco utilizando Na2SO4 anhidro y posteriormente se evaporé a presion reducida.
El producto obtenido se purificd por cromatografia en columna empleando como
fase mévil un sistema de disolventes 2:1 Hex:AcOEt para obtener los dos

compuestos de interés 17ay 17b.

2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo 17a

Sélido beige (75%), p.f. 86-87 °C; RMN H (400 MHz, CD3OD): § 5.96 (s, 2H,
CH2CN), 7.44-7.48 (m, 1H, Harom), 7.59-7.63 (M, 1H, Harom), 7.82 (d, J=8.4 Hz, 1H,
Harom), 8.01 (d, J=8.4 Hz, 1H, Harom); RMN 3C (100 MHz, CDsOD): § 36.4, 110.7,

e
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114.9, 120.5, 126.1, 129.8, 133.9, 146.8; EMAR (ESI*) calculado para CsH7Na4

[M+H]* 159.06707, encontrado 159.06712.

2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)acetonitrilo 17b

Soélido beige (25%), p.f. 78-80 °C; RMN *H (500 MHz, CDCls):  5.68 (s, 2H, CH2),
7.44-7.46 (m, 2H, Harom), 7.87-7.89 (M, 2H, Harom); RMN 3C (125 MHz, CDCls):
43.6 (CH2), 112.3, 118.2, 127.7, 145.1. EMAR (ESI*) calculado para CsH7N4

[M+H]* 159.06707, encontrado 159.06716.

4.2.6. Procedimiento general parala preparacion de 1Hy 2H-benzotriazolil-

acrilonitrilos 20a-d y 21a-d

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se colocé el
benzotriazolil-acetonitrilo correspondiente (1.0 Eq) y 30 mL de etanal,
posteriormente se adicion6 piperidina (2.0 Eq) dejdndose en agitacion por 10 min
a temperatura ambiente. Transcurridos los 10 min se adicion6 el aldehido
correspondiente (1.0 Eq) y la mezcla de reaccibn se mantuvo en agitacion
constante y reflujo por una hora. La reaccion fue monitoreada por cromatografia
en capa fina empleando como sistema de elucion una mezcla de disolventes.
Una vez identificado el producto de interés, para algunos casos la mezcla de
reaccion se sometio a filtracion al vacio y lavados con etanol para obtener el
producto puro y en otros casos la purificacion se llevd a cabo mediante

cromatografia en columna.
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4.2.6.1. Preparaciéon de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetil

amino)fenil)acrilonitrilo 20a

N De acuerdo con el procedimiento general, en un
N=N 7
N \ / matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético,
N
ij H VN | se colocaron 05 g (1.0 Eq) de 2-(1H-

benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo en 30 mL de etanol como medio de reaccion

y se adicionaron 0.71 mL (2.0 Eq) de piperidina. Posteriormente se agregaron
0.54 g (1.0 Eq) de 4-(dimetilamino)benzaldehido y la reaccion se mantuvo en
agitacion constante bajo condiciones de reflujo por 1 h y el producto se purificd

mediante lavados con EtOH Yy filtracion al vacio.

Sélido naranja (45%), p.f. 186-188 °C, RMN H (300 MHz, CDClz): 4 3.10 (s, 6H,
(CHs)2), 6.74 (d, 3=9.0 Hz, 2H, Harom), 7.42-7.47 (m, 1H, Harom), 7.56-7.61 (m, 1H,
Harom), 7.66 (S, 1H, Huiniico), 7.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Harom), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 2H,
Harom), 8.12 (d, J=8.4 Hz, 1H, Harom); RMN 13C (75 MHz, CDCls): & 40.1, 99.5,
110.4, 111.8, 115.6, 117.7, 120.5, 124.8, 128.7, 132.1, 132.3, 143.0, 146.2,
152.8. EMAR (ESI*) calculado para CizHieNs [M+H]* 290.14057, encontrado

290.14083.
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4.2.6.2. Preparacion de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-il)-3-(4-(dietilamino)

fenil)acrilonitrilo 20b

De acuerdo con el procedimiento general, en un

N—Q N/_ matraz de 50 mL provisto de un agitador
H

\— | magnético, se colocaron 0.5 g (1.0 Eq) de 2-(1H-

benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo en 30 mL de etanol como medio de reaccion
y se adicionaron 0.714 mL (2.0 Eq) de piperidina. Posteriormente se agregaron
0.64 g (1.0 Eq) de 4-(dietilamino)benzaldehido y la reaccion se mantuvo en
agitacion constante bajo condiciones de reflujo por 1 h y el producto se purifico a
través de cromatografia en columna empleando como fase mévil un sistema de

disolventes 9:1 Hex:AcOEt.

Aceite amarillo (42%), RMN 'H (300 MHz, CDCls): 6 1.23 (t, J=7.1 Hz, 6H,
(CH2CHs)2), 3.45 (g, J=7.1 Hz, 4H, (CH2CH3s)2), 6.72 (d, J=9.0 Hz, 2H, Harom),
7.42-7.47 (m, 1H, Harom), 7.55-7.61 (M, 1H, Harom), 7.62 (S, 1H, Hviniico), 7.83 (d,
J=8.4 Hz, 1H, Harom), 7.84 (d, J=9.0 Hz, 2H, Harom), 8.11 (d, J=8.4 Hz, 1H, Harom);

EMAR (ESI*) calculado para C19H20Ns [M+H]*318.17187, encontrado 318.17058.

4.2.6.3. Preparacion de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-morfolino

fenil)acrilonitrilo 20c

De acuerdo con el procedimiento general, en un

N
N=N 4
N \ I\ matraz de 50 mL provisto de un agitador
N o)
H /

magnético, se colocaron 0.4 g (1.0 Eq) de 2-
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(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo en 30 mL de etanol como medio de

reaccion y se adicionaron 0.71 mL (2.0 Eq) de piperidina, la mezcla se mantuvo

en agitacion por 10 min. Posteriormente se agregaron 0.56 g (1.0 Eq) de 4-

(piperidin-1-il)benzaldehido y la reaccion se mantuvo en agitacién constante bajo

condiciones de reflujo por 1 h y el producto se purific6 mediante lavados con

EtOH y filtracion al vacio.

Solido Amarillo, (60%), p.f. 207-208 °C, RMN H (300 MHz, CDCls): 5 3.35 (t,

J=4.4 Hz, 4H, (CH2)2N), 3.90 (t, J=4.6 Hz, 4H, (CH2)20), 6.94 (d, J=8.7 Hz, 2H,

Harom), 7.46 (m, 2H, Harom), 7.72 (S, 1H, Hvinilico), 7.85-7.89 (m, 3H, Harom), 8.12 (d,

J = 8.3 Hz, 1H, Harom); RMN 3C (75 MHz, CDCls): & 47.4, 66.6, 101.8, 110.3,

114.2, 114.9, 118.2, 120.6, 125.0, 127.8, 128.9, 131.9, 141.8, 146.3, 153.5;

EMAR (ESI*) calculado para CigHisNsO [M+H]* 332.15114, encontrado

332.14883.

4.2.6.4. Preparacion de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(-4-(difenil

amino)fenil)acrilonitrilo 20d

N:N\ //N Q
N

(Y O
D

De acuerdo con el procedimiento general, en un
matraz de 50 mL provisto de un agitador
magneético, se colocaron 0.5 g (1.0 Eq) de 2-

(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo en 30

mL de etanol como medio de reaccion y se adicionaron 0.71 mL (2.0 Eq) de

piperidina, la mezcla se mantuvo en agitacion por 10 min. Posteriormente se

agregaron 0.98 g (1.0 Eq) de 4-(difenilamino)benzaldehido y la reaccion se
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mantuvo en agitacion constante bajo condiciones de reflujo por 1 h y el producto

se purifico mediante lavados con EtOH Yy filtracion al vacio.

Aceite naranja (44%), RMN *H (300 MHz, CDCls): 6 7.10 (d, J=8.8 Hz, 2H, Harom),
7.21-7.24 (m, 6H, Harom), 7.36-7.41 (M, 4H, Harom), 7.47-7.53 (m, 1H, Harom), 7.62-
7.67 (m, 1H, Harom), 7.78 (s, 1H, Huvinilico), 7.82 (d, J=8.8 Hz, 2H, Harom), 7.91 (d, J=8.4
Hz, 1H, Harom), 8.16 (d, J=8.4 Hz, 1H, Harom); RMN 13C (75 MHz, CDCls): § 102.4,
110.4, 114.8, 120.2, 120.6, 122.4, 125.0, 125.2, 126.3, 126.3, 128.9, 129.8,
129.9, 131.4, 141.4, 146.2, 151.5; EMAR (ESI*) calculado para C27Hz0Ns [M+H]*

414.17187, encontrado 414.17294.

4.2.6.5. Preparacion de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il-3-(4-(dimetil

amino)fenil)acrilonitrilo 21a

N De acuerdo con el procedimiento general, en un
/i/
N . .
@:/ N \ y matraz de 50 mL provisto de un agitador
\N/ N
H \ magnético, se colocaron 0.5 g (1.0 Eq) de 2-(2H-

benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo en 30 mL de etanol como medio de reaccién

y se adicionaron 0.71 mL (2.0 Eq) de piperidina, la mezcla se mantuvo en
agitacion por 10 min. Posteriormente se agregaron 0.54 g (1.0 Eq) de 4-
(dimetilamino)benzaldehido y la reaccion se mantuvo en agitacion constante bajo
condiciones de reflujo por 2 h y el producto se purific6 mediante lavados con

EtOH y filtracion al vacio.

Sélido naranja (78%), p.f. 254-256 °C, RMN H (300 MHz, CDCls): § 3.09 (s, 6H,

(CHgs)2), 6.73 (d, J=9.1 Hz, 2H, Harom), 7.40-7.43 (m, 2H, Harom), 7.88-7.93 (m, 2H,
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Harom), 8.36 (S, 1H, Hvim’lico); RMN 13C (75 MHz, CDC|3)Z 0640.2, 106.4, 111.9,
114.9, 117.6, 118.1, 127.5, 132.5, 138.1, 144.8, 152.7. EMAR (ESI*) calculado

para Ci7HisNs [M+H]* 290.14057, encontrado 290.13784.

4.2.6.6. Preparacion de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(dietil

amino)fenil)acrilonitrilo 21b

N De acuerdo con el procedimiento general, en
7
=N, un matraz de 50 mL provisto de un agitador
\N,N \ e
H \__ | magnético, se colocaron 0.13 g (1.0 Eq) de 2-

(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitriio en 30 mL de etanol como medio de

reaccion y se adicionaron 0.19 mL (2.0 Eq) de piperidina, la mezcla se mantuvo
en agitaciéon por 10 min. Posteriormente se agregaron 0.17 g (1.0 Eq) de 4-
(dietilamino)benzaldehido y la reaccion se mantuvo en agitacion constante bajo
condiciones de reflujo por 2 h y el producto se purific6 mediante lavados con

EtOH y filtracion al vacio.

Sélido naranja (34%), p.f. 190-191 °C, RMN *H (300 MHz, CDCls): § 1.23 (t, J=7.1
Hz, 6H, (CH2CHa)2), 3.45 (t, J=7.1 Hz, 4H, (CH2CHs)2), 6.71 (d, J=9.1 Hz, 2H,
Harom), 7.40-7.43 (m, 2H, Harom), 7.88-7.91 (m, 2H, Harom), 8.35 (S, 1H, Huviniico);
RMN 22C (75 MHz, CDCls): 6 12.7, 44.8, 105.9, 111.5, 115.1, 116.9, 118.0, 127.4,
132.9, 138.1, 144.8, 150.6. EMAR (ESI*) calculado para CioHzoNs [M+H]*

318.17187, encontrado 318.16926.
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4.2.6.7. Preparacion de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-morfolino

fenil)acrilonitrilo 21c

N De acuerdo con el procedimiento general, en
7
N
- un matraz de 50 mL provisto de un agitador
@N/NwN ol i ’
H j— magnético, se colocaron 0.26 g (1.0 Eq) de

2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo en 30 mL de etanol como medio de

reaccion y se adicionaron 0.37 mL (2.0 Eq) de piperidina, la mezcla se mantuvo
en agitaciéon por 10 min. Posteriormente se agregaron 0.36 g (1.0 Eq) de 4-
(piperidin-1-il)benzaldehido y la reaccion se mantuvo en agitacion constante bajo
condiciones de reflujo por 1hy el producto se purificé mediante lavados con EtOH

y filtracion al vacio.

Sélido amarillo (67%), p.f. 241-243 °C, RMN H (300 MHz, CDCls): § 3.33 (t, J=4.6
Hz, 4H, (CH2)2N), 3.86 (t, J=4.5 Hz, 4H, (CH2)20), 6.92 (d, J=9.0 Hz, 2H, Harom),
7.41-7.44 (m, 2H, Harom), 7.88-7.94 (m, 4H, Harom), 8.37 (S, 1H, Huvinilico); RMN 13C
(75 MHz, CDCls): 647.3, 66.6, 108.2, 114.2, 114.3, 118.2, 120.4, 127.8, 132.2,
137.4, 144.9, 153.4. EMAR (ESI*) calculado para C19H1sNsO [M+H]* 332.15114,

encontrado 332.14907.
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4.2.6.8. Preparacion de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(difenil

amino)fenil)acrilonitrilo 21d

N De acuerdo con el procedimiento general, en
/i/
©jN\N \ Q un matraz de 50 mL provisto de un agitador
\N/ N
H @ magnético, se colocaron 0.26 g (1.0 Eq) de 2-

(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetonitrilo en

30 mL de etanol como medio de reaccion y se adicionaron 0.37 mL (2.0 Eq) de
piperidina, la mezcla se mantuvo en agitaciéon por 10 min. Posteriormente se
agregaron 0.51 g (1.0 Eq) de 4-(difenilamino)benzaldehido y la reaccion se
mantuvo en agitacion constante bajo condiciones de reflujo por 1hy el producto

se purific6 mediante lavados con EtOH Yy filtracién al vacio.

Sélido naranja (43%), p.f. 180-181 °C, RMN H (300 MHz, CDCls): & 7.05 (d, J=8.8
Hz, 2H, Harom), 7.15-7.21 (m, 6H, Harom), 7.33-7.45 (m, 6H, Harom), 7.82-7.92 (m,
6H, Harom), 8.39 (s, 1H, Huiniiico); RMN 13C (75 MHz, CDCls): § 108.8, 114.2, 118.2,
120.2, 122.2, 125.2, 126.3, 127.9, 129.9, 131.8, 137.1, 145.0, 146.2,
151.4. EMAR (ESI*) calculado para C27H20Ns [M+H]* 414.1787, encontrado

414.16978.
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4.3. Métodos bioldgicos

4.3.1. Actividad anti-cancer in vitro de los derivados 1H y 2H-benzotrizolil
acrilonitrilo 20a-d y 21a-d en las lineas celulares MCF-7 y 4T1 por el

método de resazurina

Para determinar la actividad anticancerigena in vitro se realiz6 el ensayo
empleando una placa de 96 pozos, donde se sembraron células de MCF-7 y 4T1,
segun el estudio, a una concentraciéon de 5 x 10° células por pozo en medio de
cultivo modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FSC). La placa se incubé 37 °C/24 h en CO: al 5%. Posteriormente, se
aspiré el medio de cultivo y se trato a las células con nuevo medio el cual contenia
las concentraciones seriadas del compuesto a analizar (0, 10, 50, 500 y 1000
ug/mL). Como control se utilizaron las células correspondientes en medio de

cultivo sin tratamiento adicional.

Después de 24 h de exposicion de los compuestos sobre las células, se aspird
el medio de cultivo con el tratamiento y, posteriormente se adicion6 a cada pozo
100 pL de medio DMEM sin suplementar y resazurina al 10% (v/v). La placa se
incubd durante 4 horas en condiciones estandar y una vez cumplido el tiempo de
incubacion, las placas fueron leidas a una longitud de onda de excitacion de 535
nm y de emision de 595 nm en un lector de placas Synergy HTTM (BioTek

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).
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4.3.2. Actividad citotoxica in vitro de los derivados 1H y 2H-benzotrizolil
acrilonitrilo 20a-d y 21a-d en esplenocitos murinos por el método de

resazurina.

El ensayo para determinar la actividad citotoxica in vitro se realizdé en una
placa de 96 pozos, donde se sembraron células de esplenocitos murinos a una
confluencia de 5 x 10* células por pozo en medio DMEM suplementado con 10%
de FSC; y se incubo 37 °C/24 h en COzal 5%. Enseguida, se reemplazo el medio
de cultivo con medio fresco, el cual contenia las concentraciones seriadas del
compuesto a analizar (0, 10, 50, 500 y 1000 pg/mL) y se utilizé como control las
células en medio de cultivo.

Transcurridas las 24 h de tratamiento sobre las células, se aspir6 el medio de
cultivo con el tratamiento y, posteriormente se adiciond a cada pozo 100 pL de
medio DMEM sin suplementar y resazurina al 10% (v/v). La placa se incubd
durante 4 horas en condiciones estandar y una vez cumplido el tiempo de
incubacion las placas fueron leidas a una longitud de onda de excitacién de 535
nm y de emision de 595 nm en un lector de placas Synergy HTTM (BioTek

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).
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4.3.3. Actividad citotoxica in vitro de los derivados 1H y 2H-benzotrizolil
acrilonitrilo 20a-d y 2la-d en células mononucleares de sangre

periférica por el método de resazurina

El ensayo para determinar la actividad citotoxica in vitro se realizdé en una
placa de 96 pozos, donde se sembraron células mononucleares a una
confluencia de 5 x 10* células por pozo en medio DMEM suplementado con 10%
de FSC; y se incubo a 37 °C/24 h en COz al 5%. Enseguida, se reemplazo el
medio de cultivo con medio fresco, el cual contenia las concentraciones seriadas
del compuesto a analizar (0, 10, 50, 500 y 1000 pg/mL) y se utiliz6 como control
las células en medio de cultivo.

Transcurridas las 24 h de tratamiento sobre las células, se decantd el medio
de cultivo con el tratamiento y, posteriormente se adicioné a cada pozo 100 uL
de medio DMEM sin suplementar y resazurina al 10% (v/v). La placa se incubd
durante 4 horas en condiciones estandar y una vez cumplido el tiempo de
incubacion las placas fueron leidas a una longitud de onda de excitacion de 535
nm y de emision de 595 nm en un lector de placas Synergy HTTM (BioTek

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).
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4.3.4. Ensayo de genotoxicidad in vitro de los derivados 1H y 2H-
benzotrizolil acrilonitrilo 20a-d y 21a-d en células mononucleares de

sangre periférica

A) Extraccion del ADN de células sanguineas
Reactivos:

+ Buffer de lisis de TSNT (NaCl 0,23 M, EDTA 9 mM; Tris base 0.9 mM;
1% de Tritdn X-100; 10% de DMSO; pH: 10.0)

Buffer TE 1x pH (Tris 0.001 M, EDTA 0.001 M)

Fenol saturado con Tris-HCI pH 8

Sevag (Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1)

Etanol 100% y 70%

-+

Se tomo6 una muestra de 3 a 5 mL de sangre en un tubo vacutainer lila,
posteriormente se centrifugdé a 4000 rpm/5 min. Se recuperd el paquete de
leucocitos de la interfase, aproximadamente 1 mL y en un tubo de 2 mL se
colocaron 500 pL. Enseguida se llevo a cabo la lisis celular agregando 200 uL de
buffer de lisis TSNT y se mezclé durante 30 s empleando un agitador vortex.
Inmediatamente después de este tiempo se agregaron 500 pL de fenol saturado
y nuevamente se mezcld durante 30 s; posteriormente se adicionaron 100 pL de
Sevag y se agitdé por 5 min utilizando el agitador vortex. Pasado el tiempo, la
mezcla se llevo a centrifugar durante 8 min a 14000 rpm, posterior a esto, la fase
acuosa fue transferida a un microtubo de 1.5 pL y se precipité el ADN empleando
dos volumenes de etanol al 100% y mezclando por inversion. Enseguida el ADN
se llevo a centrifugacién por 8 min a 14000 rpm, después de este tiempo el

sobrenadante fue decantado y la pastilla de ADN se lavé con EtOH frio al 70% y
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se centrifugd una vez mas bajo los mismos parametros. Finalmente, después de
centrifugar se decantd el sobrenadante y se dejé secar la pastilla de ADN a

temperatura ambiente.

B) Ensayo cometa

Reactivos:

+ Buffer de corrimiento (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH>13)
+ Solucién de neutralizacion (Tris-HCI 0.4 mM, pH 7.4)

+ Yoduro de propidio

+ PBS

+ Agarosa de bajo punto de fusiéon

+ Agarosa de punto de fusién normal

Una vez que se obtuvieron las pastillas de ADN, se adicion6 a cada una
200 pL de los distintos compuestos a evaluar, asi como los respectivos
controles positivo (H202) y negativo (DMSO). Las muestras fueron incubadas
por 24 h a 4 °C, posteriormente fueron llevadas a centrifugacion por 10 min a
6000 rpm y pasado el tiempo se decanto el sobrenadante y se re-suspendio
la pastilla en 100 pL de PBS. Enseguida, se agregaron 100 pL de agarosa de
punto de fusion normal al 0.5% y se deposito la muestra en un gel de agarosa
de bajo punto de fusion al 0.5% disuelta en PBS. El gel se mantuvo en
refrigeracion con el buffer de corrimiento durante 20 min y posterior a esto se

llevd a cabo una electroforesis en frio a 25 Voltios, 300 mA durante 40 min.
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Al finalizar la electroforesis, se realizaron lavados empleando la solucién de
neutralizacion (3 x 5 min) agitando en el rotador. Posteriormente se llevo a
cabo la tincién del gel con el yoduro de propidio diluido al 10% en agua
destilada y se dejé reposar durante 20 min en la oscuridad. Finalmente, se
retir6 el exceso de colorante con lavados de agua destilada y se revelo el gel

en una camara de fluorescencia.
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CAPITULO V

5.1. RESULTADOS Y DISCUSION, SINTESIS ORGANICA

5.1.1. AZOLIL ACETATOS DE ETILO 3a-b, 5a-b

5.1.1.1. Sintesis de los compuestos 3a-b

Para la preparacion de los ésteres se llevd a cabo una reaccion de sustitucion
nucleofilica Sn2 entre el bromoacetato de etilo con diferentes azoles (pirazol y
benzimidazol), empleando carbonato de potasio (K2COs) como base, acetonitrilo
(CH3CN) como disolvente y ultrasonido como fuente de activacion a 50 °C por

4 h; obteniendo asi los compuestos 3a-b (Esquema 15).

II/ \\ + \)(J)\ K2CO3 |I’ . \\‘ O
. N. Br >
© H OEt CHiCN  ~-. NJJ\OEt
1a-b 2 ), 4h 3acb
50 °C a
N N\H = a)pirazol, b)benzimidazol

Esquema 15. Sintesis de azolil-ésteres 3a-b.

Tanto para la reaccion con pirazol como para la de benzimidazol, la mezcla
de reaccion inicialmente mostro un color blanco y con el paso del tiempo el color
cambiéo a un amarillo suave. El avance de la reaccion fue monitoreado por
cromatografia en capa fina con un sistema cromatografico AcOEt-Hex 9:1 para
el éster de benzimidazol y 7:3 AcOEt-Hex para el éster de pirazol. Una vez que
se formd el producto de interés, ambas reacciones se trabajaron de manera

similar para obtener el crudo de reaccion. Se adicionaron 50 mL de agua

e
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destilada para disolver por completo el K2COz y la mezcla de reaccién mostrd un
color amarillo transparente, posteriormente se realizaron tres extracciones (3 X
30 mL) con acetato de etilo; con ayuda de Na,SO. (anhidro) se eliminaron las
trazas de agua y finalmente, el crudo de reaccion se obtuvo después de evaporar

la fase orgéanica.

5.1.1.2. Purificacién de los compuestos 3a-b

Una vez obtenido el crudo de reaccion de cada éster, éstos fueron purificados
mediante cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como fase mdvil una mezcla de disolventes. Para el éster de pirazol
inicialmente se prob6 un sistema cromatografico 7:3 AcOEt:Hex y 7:3 Hex:AcOEt
en placa fina, sin embargo, estos sistemas de disolventes fueron poco eficientes
para la separacion del producto y de la materia prima que quedd sin reaccionar,
por lo que se modifico la polaridad de la mezcla utilizando un sistema
cromatografico 6:4 AcOEt:Hex logrando asi una separacion eficiente; dicho
sistema fue utilizado como fase maovil en la columna cromatografica para obtener

el producto deseado.

Para la purificacion del éster de benzimidazol inicialmente se prob6 un sistema
cromatografico 7:3 AcOEt:Hex en cromatografia en capa fina, el cual resulté poco
eficiente. Se incremento la polaridad del sistema cromatografico empleando una
mezcla de disolventes 9:1 AcOEt:Hex, este sistema proporcion6 una separacion
adecuada de la materia prima y el producto, por lo tanto, este sistema de

disolventes fue empleado en columna cromatografica como fase mévil.
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La columna empleada para la purificacion y obtencion de los compuestos 3a-
b fue una columna de vidrio de 3 cm de diametro empacada a una altura
promedio de 45 cm y el crudo de reaccion fue impregnado en silica gel para poder
ser empacado en la columna. La purificacion se monitore6 por cromatografia en
capa fina (CCF) empleando vapores de yodo y luz UV para revelar los productos
de éster de pirazol y benzimidazol respectivamente, utilizando como referencia
para ambos productos la materia prima, la cual presenta un Rf inferior al de los

productos formados.

5.1.1.3. Rendimiento de los compuestos 3a-b

Al finalizar la purificacién se obtuvieron 8.86 g de éster de pirazol el cual tiene
una masa molecular de 154.17 g/mol, lo que equivale a obtener un rendimiento
del 78%. Para el caso del benzimidazol, que tiene una masa molecular de 204.23
g/mol, se obtuvieron 6.89 g de producto puro logrando asi un rendimiento del
80%, ambos productos muestran una apariencia liquida al inicio y de color
amarillo tal como se describe en la Tabla 8, sin embargo, para el caso del

compuesto 3b, después de cierto tiempo adquiere una consistencia sélida.

Tabla 8. Resultados de la sintesis de los compuestos 3ay 3b.

Compuesto Azol Rendimiento Apariencia P.f.(°C)
(%)
3a Pirazol 78 Liquido amarillo
3b Benzimidazol 80 Solido amarillo | 63 — 65
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5.1.1.4. Caracterizacion de los compuestos 3a-b

Una vez que los azolil-ésteres 3a-b fueron purificados, éstos se caracterizaron
estructuralmente mediante el andlisis de Resonancia Magnética Nuclear de 'Hy

13C, espectroscopia de infrarrojo y espectrometria de masas.

En la Figura 3, se muestra como ejemplo el espectro de RMN 'H para el 2-
(1H-pirazol-il)acetato de etilo, donde se observaron sefiales caracteristicas de la
estructura del mismo. Alrededor de 1.28 ppm se observé una sefial con
multiplicidad de triplete (t), con una constante de acoplamiento (J) de 7.2 Hz, esta
sefal integra para tres protones correspondientes al inico metilo presente en la
estructura (OCH2CHz). En 4.23 ppm se observo un cuarteto (q) con una J=7.1 Hz
y en 4.92 ppm se observé un singulete (s), ambas sefales integran para dos
protones correspondientes a los grupos metileno (OCH2CHs y CH2C=0).
Finalmente, en 6.33, 7.48 y 7.56 ppm, se observaron tres grupos de sefales (t,
J=2.1 Hz), (d, J=2.4 Hz) y (d, J=1.9 HZz) que integran cada una para un protén

correspondientes a los tres hidrogenos presentes en el anillo de pirazol.
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Por otro lado, también se muestra como ejemplo del mismo compuesto 3a el
espectro de RMN de 13C (Figura 4), donde se observaron las sefales
correspondientes a los siete carbonos; una sefial que aparece en 14.1 ppm
correspondiente al carbono del grupo metilo (OCH2CHs). Las dos sefiales que
aparecen en 53.1y 61.8 ppm que corresponden a los carbonos de los metilenos
(CH2C=0 y OCH2CHs). Arriba de 100 ppm (106.5, 130.6 y 140.1 ppm) se
encontraron tres sefales que corresponden a los carbonos del anillo de pirazol.
Finalmente, en 167.9 ppm se observa la sefial caracteristica del carbono del

grupo carbonilo (C=0).

Siguiendo con la caracterizacion para el compuesto 3a se describe la
informacién obtenida del espectro de IR (cm™) donde se observan las siguientes
bandas correspondientes a los distintos grupos funcionales presentes en la
estructura: 3123 v(C-H, Pirazol); 2985, 2909 v(C-H, alifatico); 1747 v(C=0, éster);
1203 v(C-0-C); 1519, 1451, 1395, 1376, 974 v(Pirazol); 918, 696 5(Pirazol); 654
t(Pirazol). En la Tabla 9 se muestran de manera detallada las bandas, asi como

las asignaciones del compuesto 3a.
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Tabla 9. Asignacién de bandas para el espectro IR del compuesto 3b.

Asignacion Asignacion con Numero de onda
comentarios (cm™)
v(C-H) Estiramiento C-H del anillo 3123
de pirazol
v(C-H) Estiramiento C-H del 2985
grupo metilo
v(C-H) Estiramiento C-H del 2909
grupo metileno
v(C=0) Estiramiento C=0 del 1747
grupo carbonilo del éster
v(C-0-C) Estiramiento enlace C-O-C 1203
del éster
v(Pirazol) Tension del anillo de 1519
pirazol 1451
1395
1376
974
§(Pirazol Deformacion en el plano 918
del anillo de pirazol 696
T(Pirazol) Deformacion fuera del 654
plano del anillo de pirazol

Finalmente, el espectro de masas de alta resolucion (FAB*) mostré la relacién
masa/carga (m/z) del ion molecular [M+H]* 155.0822, siendo la masa molecular
tedrica del compuesto 3a [M+H]* de 155.0821, obteniéndose un porcentaje de

error del 0.12%. Por todo lo anterior se establece que el compuesto sintetizado

corresponde al compuesto 3a.
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5.1.1.5. Sintesis de los compuestos 5a-b

Para la sintesis de los ésteres derivados de benzotriazol se modifico el tiempo

(3 h) y el disolvente (Dimetilformamida, DMF); obteniendo asi el éster

correspondiente (Esquema 16).

N:N 0
N. o+ PN
~ Br
H OEt
4 2

K,COs4
—
DMF
), 3h
50 °C

N:[\\j O (@]
N ¥ =N, J\*OEt
@ A, L
\N/

5a; 58%

5b; 12%

N

Esquema 16. Sintesis de azolil-ésteres 5a-b.

La preparacion de los ésteres derivados de benzotriazol se llevd a cabo

mediante un ataque nucleofilico del benzotriazol sobre el bromoacetato de etilo,

dicha reaccion dio origen a la formacion de dos isbmeros estructurales debido al

equilibrio tautomérico que presenta el benzotriazol (Esquema 17) pues el ataque

podria propiciarse en el nitrdgeno en posicion 1 o en el nitrégeno en posicién 2,

dando origen a una mezcla de isomeros, favoreciendo la formacién del isomero

1H-benzotrizolil acetato de etilo.

1H-Benzotriazol

Esquema 17. Formas tautoméricas del benzotriazol.
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De manera general la reaccién se llevo a cabo entre el 1H-benzotriazol y el
bromoacetato de etilo, utilizando tres disolventes distintos acetonitrilo, DMF y
THF, dicha reaccion fue asistida por ultrasonido. Al concluir el tiempo de reaccion
se presentd una coloracion rosa palido en la mezcla, mientras que en
cromatografia en placa fina se pudo observar con luz UV la formacién de los dos
productos esperados 5a-b. El tratamiento realizado a la mezcla para obtener el
crudo de reaccién dependi6 del disolvente utilizado; cuanto se utilizé acetonitrilo
y THF, a la mezcla de reaccion se le adicionaron 50 mL de agua destilada y
posteriormente se le realizaron extracciones (3 x 30 mL) con acetato de etilo.
Finalmente, la fase organica fue evaporada a presién reducida utilizando un

evaporador rotativo.

Cuando se utiliz6 DMF como disolvente, el tratamiento consistié en preparar
50 mL de agua destilada fria para posteriormente adicionarlos a la mezcla de
reaccion, esto con la finalidad de hacer precipitar el producto de reaccion y al
mismo tiempo disolver el K2COs remanente. Una vez precipitado el producto, se

llevé a cabo una filtracién al vacio para obtener la mezcla de los productos.

5.1.1.6. Purificacion de los compuestos 5a-b

Para la purificacién y separacion de los productos se llevé a cabo una
cromatografia en columna, para ello se utilizé una columna de vidrio de 4 cm de
diametro y fue empacada con gel de silice como fase estacionaria a una altura
promedio de 45 cm. Como fase movil inicialmente se probaron distintos sistemas

de disolventes en proporciones 7:3, 6:4, 2:1, 3:1 Hex:AcOEt y viceversa;
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finalmente, el sistema cromatografico empleado fue 2:1 Hex:AcOEt. La
purificacion de los productos fue monitoreada por cromatografia en capa fina
(CCF) con ayuda de luz UV, donde se observé un Rf = 0.60 para el 2H-
benzotriazolil acetato de etilo y un Rf = 0.31 para el 1H-benzotriazolil acetato de
etilo mientras que la materia prima la cual fue utilizada como referencia aparece

por debajo del derivado de 1H-benzotriazolil.

Las fracciones colectadas para el compuesto 5a fueron 30, mientras que para
el compuesto 5b rebasoé las 50. Es importante mencionar que 10 fracciones se
obtuvieron como mezcla de los dos is6meros y estas no fueron utilizadas para

determinar los porcentajes de rendimiento.

5.1.1.7. Rendimiento de los compuestos 5a-b

Al finalizar la purificacion de ambos ésteres se pudo observar que el
rendimiento quimico de los isomeros estuvo influenciado por el equilibrio
tautomérico del benzotriazol y del disolvente utilizado, presentando rendimientos
de un 58% para el isomero en posiciéon 1 (5a) y un 12% para el isomero en
posicion 2 (5b) cuando fue empleado DMF; ambos productos sélidos y de color
blanco. En la Tabla 10 se muestra la influencia del disolvente utilizado sobre el
rendimiento de la reaccién y de forma general se muestra como la polaridad
(constante dieléctrica) del disolvente utilizado favorece aun mas la formacion de
un isdbmero con respecto a otro; ya que se pudo identificar que cuando se emplea

un disolvente menos polar se favorece la formacién del isémero en posicién uno.
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Tabla 10. Resultados de la sintesis de 5a-b.

Compuesto indice de | Rendimiento | Apariencia | P.f. (°C)
Disolvente | polaridad (%)
5a DMF 6.4 58 Solido 83
blanco
THF 4.2 86
MeCN 6.2 60
5b DMF 6.4 12 Solido 87
blanco
THF 4.2 14
MeCN 6.2 18

5.1.1.8. Caracterizacion de los compuestos 5a-b

Cada uno de los isomeros del benzotriazolil acetato de etilo fue caracterizado
mediante Resonancia Magnética Nuclear de 'H y 3C, IR y Espectrometria de
Masas de baja y alta Resolucién. Como ejemplo, en la Figura 5 se muestra el
espectro de RMN de 'H para ambos isémeros con la finalidad de discutir acerca
de las similitudes que presentan en las sefiales. Alrededor de 1.26 ppm se
presenta una sefial triple (t) que tiene una constante de acoplamiento (J) de 7.1
Hz indicando la distancia que hay entre los picos, estando magnéticamente
acoplados, este triplete integra para tres protones que corresponden al metilo del
grupo etilo (Et). En 4.25 ppm se puede apreciar un cuarteto (c), el cual presenta
una J=7.2 Hz e integra para dos protones correspondientes al metileno del grupo
etilo. Alrededor de 5.42 ppm se presenta una sefial sencilla (s) que integra para
dos protones correspondientes al metileno unido al nitrégeno del benzotriazol, es

importante indicar que las tres sefiales descritas anteriormente, son sefiales que

e
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se comparten para los dos isomeros. Sin embargo, debido a la simetria que
presenta el grupo benzotriazolil en el isémero 2H-benzotriazolil acetato de etilo,
en la region aromatica los espectros difieren en las sefiales que presentan. Por
ejemplo, para el isomero en posicion 1 (5a), alrededor de 7.36-7.56 ppm se
observan dos sefiales multiples, que integran para uno y dos protones
respectivamente, correspondientes a los hidrogenos del anillo aromatico, y
finalmente en 8.09 ppm aparece una sefial doble con una constante de
acoplamiento de 8.04 Hz que corresponde a un proton mas del anillo aromatico.
Por otro lado, como puede observarse en el espectro para el isémero en posicion
dos, en la regién de los aromaticos aparecen Unicamente dos sefiales multiples
simétricas alrededor de 7.37 y 7.85 ppm que integran para dos protones cada
una, esto es debido a la simetria que presenta el grupo benzotriazolil para este
isébmero, lo que da origen a que en el anillo s6lo se encuentren dos tipos de

protones en base al entorno quimico que los rodea.
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5.1.2. AZOLIL-OXAZOLINAS RUTA 1

Para llevar a cabo la preparacion de las azolil-oxazolinas, inicialmente se
propuso la ruta de sintesis mostrada en el Esquema 18. La cual consistid en
hacer reaccionar bajo irradiacion de microondas el azolil-acetato de etilo
correspondiente con los aminoalcoholes [etanolamina y (S)-fenilalaninol]

empleando etanol como disolvente y K2COs como base.

R
SN0 N K,COj, EtOH TN o
\ + 2 L
OEt 180 °C, 20 min \)\\ ]/,,,'
3a 6ay 6d MW N
1May11d
R=H, Ph

Esquema 18. Sintesis de azolil-oxazolinas, ruta 1.

De manera general en la mezcla de reaccion se observo un precipitado
blanco correspondiente a la formacion de un subproducto identificado como
carboxilato, mientras que en el sobrenadante se encontr6 el producto de interés.
Dicha mezcla fue filtrada y el liquido resultante fue evaporado a presion reducida,
el crudo de reaccion se purificé por cromatografia en columna empleando como
fase estacionaria gel de silice y como fase mévil un sistema de elucion en
proporcion 1:1 AcOEt:MeOH para ambas reacciones. Finalmente, los productos
obtenidos fueron analizados por RMN 'H y 13C; donde se determiné que la
muestra obtenida después de su purificacion por cromatografia corresponde a
una mezcla del carboxilato y aminoalcohol, ya que ambos compuestos

presentaron el mismo factor de retencion (Rf). Como ejemplo se muestra el
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espectro de RMN 'H (Figura 6), donde se observa que aparecen sefales
caracteristicas del compuesto deseado; alrededor de 2.8, 3.3y 3.5 ppm aparecen
3 sefiales bien definidas como doble de dobles (dd), multiplete (m) y una sefial
mas como doble de dobles (dd), cada una integra perfectamente para los
protones correspondientes al aminoalcohol. Por lo que se comprob6 que la
muestra aislada es una mezcla de carboxilato y aminoalcohol debido a que, para
la oxazolina, en esta region esperariamos observar las mismas 3 sefiales. Una
razdn mas para establecer esta idea es la sefial que aparece en el espectro a un
desplazamiento quimico de 4.75 ppm como un singulete (s) el cual integra para
dos protones correspondientes al metileno adyacente a un carbonilo y no a un al

enlace C=N del anillo de oxazolina.
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Figura 6. Espectro de RMN !H, ruta 1.

5.1.3. AZOLIL-OXAZOLINAS RUTA 2

Debido a que no fue posible obtener el producto deseado bajo las condiciones
de reaccién anteriormente mencionadas, se decidi6 modificar algunos
parametros como la temperatura y tiempo de reaccién, ademas de incorporar
NaBr en la reaccion con la finalidad de favorecer la ciclaciéon, por lo tanto, se

propusieron las siguientes condiciones de reaccion (Esquema 19).
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0] AN
! / 0]
\ K2003, NaBr, EtOH o ! '
N N\)J\OEt + HzN& ’ o \\\ N\)\\ /Y,

3a-b oH 140 °C, 40 min, MW ) N "R

R=H, i-Pr, i-Bu, Ph, Bn

Esquema 19. Sintesis de azolil-oxazolinas, ruta 2.

Bajo las condiciones establecidas, se llevaron a cabo las diferentes
reacciones entre cada uno de los azolil-ésteres con los diferentes aminoalcoholes
etanolamina, (S)-valinol, (S)-leucinol, (S)-fenilalaninol y (S)-fenilglicinol. El
avance de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina y como
ejemplo, en la Figura 7 se muestra una placa cromatogréfica realizada a la

reaccion descrita en el Esquema 20.

N:\ (@) N\ (o]
K,CO3, EtOH 3
N >
©/ JJ\OEt L HNTY NaBr, MW @NJ\\N
3b 6a N

140 °C, 40 min

Esquema 20. Sintesis del compuesto 12a.

En dicha placa cromatogréafica se muestran cuatro carriles etiquetados como
a) crudo de reaccion, b) etanolamina, c) benzimidazolil acetato de etilo y d)
benzimidazolil hidroxiacetamida. En el carril a) se pudo observar la aparicion de
una mancha que presenté un Rf similar al de la etanolamina, otra mancha ligera
que corrié un poco arriba del aminoalcohol y finalmente una tercera mancha que

se etiquetdé como producto de reaccion.
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a) Reaccion

b) Aminoalcohol
c) Materia prima
d) Amida

Figura 7. Placa cromatografica para el compuesto 12a.

De manera general, el crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en
columna con la finalidad de aislar el compuesto de interés. Se utilizé como fase
estacionaria gel de silice y como fase mévil una mezcla de AcOEt:MeOH en

proporcién 1:1 v/v para cada reaccion.

Una vez aislado el producto, éste fue caracterizado por resonancia magnética
nuclear de 'H y 13C y espectrometria de masas. Como ejemplo se muestra el
espectro de RMN de 'H (Figura 8) donde se observan dos sefales mdltiples a un
desplazamiento quimico de 2.97 y 3.72 ppm, las cuales indican que no se lleva a
cabo la reaccion, tal como ocurre en la ruta 1; pues estos multipletes
corresponden a los protones de los metilenos del aminoalcohol (debido a los
acoplamientos con los protones del OH y NH2) y no al ciclo, ya que para indicar

la formacion de la oxazolina, se esperarian dos sefiales bien definidas como
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sefales tripletes a un desplazamiento quimico alrededor de 1.50 y 3.60 ppm con
una integracion para dos protones cada una. Otra razén para considerar que se
tiene una mezcla de aminoalcohol y acido carboxilico es la presencia de una
sefal simple que aparece en un desplazamiento quimico de 4.82 ppm la cual
integra para dos protones correspondientes al metileno unido al carbonilo de un
acido carboxilico y no a los protones del metileno unido al ciclo, ya que para estos
se esperaria observar la sefial simple a un desplazamiento quimico alrededor de

4.5 ppm.

Todo lo anterior, fue confirmado con el resultado de la espectrometria de
masas de baja resolucion, en donde se identifico el ion molecular con m/z 176.06

gue corresponde a la masa molecular del acido benzimidazolil acético.

N:\ O
@N\)J\OH . HZN/\OH FJ/W\;/

3.763.743.723.70 3.68 3.66
f1 (ppm)

_

3.05 3.00 2.95 2.90
f1 (ppm)

4.85 4.80 4.75
f1 (ppm)

] S VU N S

8.6 8.48.28.07.87.67.47.27.06.86.66.46.26.0585.65.45.25.04.84.6444.24.03.83.63.43.23.02.82.624
f1 (ppm)

Figura 8. Espectro de RMN *H, ruta 2.




A partir de esto, se pudo inferir que la formacion de acidos carboxilicos se
estaba llevando a cabo muy posiblemente por una reaccion de hidrolisis del azolil-
éster por las trazas de agua presentes en el etanol, y que, bajo las condiciones
de temperatura, presion y tiempo, dichas trazas de agua reaccionaban en un
principio con el K2CO3 dando lugar a la formacién de hidroxido de potasio (KOH)
y carbonato acido de potasio (KHCOz3s). Posteriormente, el KOH formado realiza
un ataque nucleofilico en el grupo acilo del éster para llevar a cabo la hidrélisis
(Esquema 21) antes de que el grupo amino del aminoalcohol reaccionara con él;
razén por la cual se asume que en algunas de las reacciones llevadas a cabo se
tenia la presencia del &cido carboxilico en combinacion con el aminoalcohol y en

otras solo aparecia el acido carboxilico.

A
K + KHCO
2°Y3 EoR/no . (OH s
I,\ l\\l\ <O +( OH > ':’ X QO 3 I"’ '\\l\\/?l\
N Q
) OEt T OHOEt T OH

Esquema 21. Mecanismo de reaccién para la hidrélisis de ésteres.

5.1.4. ACIDOS CARBOXILICOS

Para comprobar que la formacion de acidos carboxilicos podia llevarse a cabo
bajo las condiciones antes mencionadas, se decidi6 realizar la hidrdlisis de cada
uno de los azolil-ésteres bajo el siguiente esquema de sintesis en ausencia del

aminoalcohol (Esquema 22).
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| I’ \ O

v KoCOg, NaBr, EIOH_ [ °

OFt 140 °C, 40 min NJJ\OH
5a-b MW 15a-d

Esquema 22. Sintesis de acidos carboxilicos 15a-d.

Por lo tanto, el correspondiente azolil-éster se hizo reaccionar con NaBr,
K2CO3 en presencia de 3 mL de etanol, empleando un sistema cerrado y
ajustando los parametros indicados. Cada uno de los productos fue identificado
por cromatografia en capa fina empleando un sistema de elucion 1:1
AcOEt:MeOH. Posteriormente, cada uno de los compuestos fueron purificados
mediante cromatografia en columna y los acidos carboxilicos 15a-d obtenidos
fueron caracterizados mediante RMN de 'H y 3C y algunos de ellos por
espectrometria de masas e infrarrojo. Como ejemplo se muestra el espectro de
masas de baja resolucion para el compuesto 15b (Figura 9) donde se observa el
pico del ion molecular con una relacion m/z de 176.10 que corresponde a la masa
molecular del compuesto 15b. Ademas, se observa el pico base con una relacién
m/z de 131.10 que corresponde al fragmento con una pérdida de masa de 45
unidades, atribuido al grupo carboxilico, donde el carbocation formado es

estabilizado por resonancia.
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Figura 9. Espectro de masas para 15b.

De esta forma se pudo establecer una metodologia nueva para la preparacion

de &cidos carboxilicos con rendimientos que van desde el 35% hasta 81%, aun

cuando no se contemplaba dentro de los objetivos del presente proyecto (Figura

10).
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Figura 10. Acidos carboxilicos.

5.1.5. AZOLIL-OXAZOLINAS RUTA 3

Debido a que se considero que las trazas de agua en el etanol y el K2CO3s son
los responsables de la hidrdlisis, se decidié proponer una ruta libre de disolvente

y K2COs3 esperando obtener las azolil-oxazolinas (Esquema 23).

', —\\\\ O R -
"N 170°C,15min_ % O
- \)J\OE’[ + HzN)\ . "N > ]/
3a-b ga-e OH MW o N" R
5a-b
11a-e
R=H, Ph, Bn, i-Pr, i-Bu 14a-¢

Esquema 23. Sintesis de azolil-oxazolinas, ruta 3.

Empleando la irradiacion de microondas en un sistema cerrado, se hizo
reaccionar un exceso de etanolamina (6 Eq) con 1 Eq de pirazolil acetato de etilo
a 170 °C. Para la identificacién del producto, se empleé cromatografia en capa

fina utilizando un sistema de elucion 1:1 AcOEt:MeOH y como referencias se

97




emplearon el éster de pirazol y la correspondiente hidroxiacetamida que habia

sido preparada anteriormente en el grupo de investigacion.

Una vez que la placa fue revelada empleando una solucién de p-anisaldehido
como agente revelador, se pudo observar que el producto obtenido bajo esta ruta
de sintesis fue la hidroxiacetamida; debido a que el Rf obtenido para el producto
principal fue igual al Rf de la referencia de N-(2-hidroxietil)-2-(1H-pirazol-1-il)
acetamida. La Figura 11 muestra s6lo una representacion visual de la

cromatografia en capa fina.

( N\

1:1 AcOEt:MeOH

® | a) Reaccion
o0 b) Amida
c) Ester
A
a) b) c)

Figura 11. Placa cromatografica, ruta 3.

El compuesto preparado bajo estas condiciones fue aislado y purificado
mediante una serie de lavados con etanol frio; presentando un punto de fusién
de 114-117 °C, similar a la hidroxiacetamida reportada previamente en nuestro
grupo de investigacion (117-119 °C). Finalmente, dicho compuesto fue
caracterizado por RMN de 'H y 13C y se pudo confirmar que el producto que se
formaba a través de esta ruta corresponde a la N-(2-hidroxietil)-2-(1H-pirazol-1-

il) acetamida 7a.
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Para este caso, la formacion de la hidroxiacetamida se ve favorecida debido

al ataque nucleofilico del grupo amino del aminoalcohol sobre el carbonilo del

éster etilico (Esquema 24).34

V0 MW SR
\ _
o N\)]\OEt + H2N\‘/\OH \‘~—"N\)J\E/k/OH

170 °C, 15 min
R
3a-b
5a-b 6a-e 7a-e, 8a-e, 9a-e, 10a-e
‘. N = Pirazol, benzimidazol, 1H-benzotriazol, 2H-benzotriazol

-- e - OH
R () o0 (O b
N + HoN —>‘\N\%/\\V —>\_N HJ:
- \)J\OEt \‘/\OH NJHOEt \)J\(ITIJr R
2
H
R’g N_— ~OEt
HO
h o R
1 N\)J\N/K/OH
|
H

Esquema 24. Mecanismo de reaccién para la formacién de hidroxiacetamidas.

Como se puede observar en el esquema anterior, bajo estas condiciones no
fue posible obtener el producto de ciclacion intramolecular (oxazolina), a pesar
de que la literatura ha demostrado la preparacion de oxazolinas a través de

amidas utilizando condiciones similares a las descritas en este trabajo.**

No obstante, estos resultados permitieron generar un método facil para la
preparacion de hidroxiacetamidas en un solo paso de reaccion, en condiciones
libre de disolvente y en tiempos cortos de reaccion; ademas de que las

hidroxiacetamidas podian ser purificadas realizando lavados con etanol frio y sin

e
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necesidad de emplear cromatografia en columna, a diferencia de las rutas
empleadas anteriormente por el grupo de investigacién para la preparacion de
este tipo de amidas. Las cuales involucraban el empleo de disolvente, un tiempo
de reaccion de 20-40 min y purificacion de producto mediante cromatografia en

columna.

5.1.6. AZOLIL-OXAZOLINAS RUTA 4

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento y basandose en
lo descrito por Diaz et al.,> quienes reportaron la sintesis de amidinas ciclicas

bajo irradiacion de microondas, empleando un éster de polifosfato (PPSE,
Polyphosphoric acid trimethylsilyl ester) como agente de ciclacién de las N-acil-

N'-arilpentametilendiaminas en condiciones libre de disolvente (Esquema 25).

R
H =N
ArHN _~_~_N__R PPSE, MW Ar\N>_
62 \([)r 70 °C, 15 min

63

*Numeracién de acuerdo con el apartado Il

Esquema 25. Ruta de sintesis propuesta por Diaz et al.

Con base a lo anterior, se decidi6 utilizar estas condiciones de sintesis para
la generacion de la oxazolina. Para ello, inicialmente se llevo a cabo la
preparacion de las azolil-hidroxiacetamidas a través de la ruta encontrada,

seguido de su reaccion con el éster de polifosfato (Esquema 26).
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SR
- NJJ\H)\ PPSE, MW NJ\\j\

OH 70°C, 15 min

Ta-e 11a-e
10a-e 14a-e

R=H, i-Pr, i-Bu, Ph, Bn

Esquema 26. Sintesis de azolil-oxazolinas, ruta 4.

La reaccion inicialmente se llevo a cabo utilizando irradiacion de microondas
en un sistema cerrado, inmediatamente después de haber formado Ila
hidroxiacetamida se agregd a la reaccion 1 Eq de PPSE y se asigno un tiempo
de 15 min, sin embargo, no se obtuvieron resultados favorables. Asi que se
decidié probar la ruta de sintesis en un sistema abierto incrementando la
temperatura a 170 °C, a una potencia de 100 watts y aumentando el tiempo de
reaccion a 45 min. Se realizO cromatografia en capa fina para verificar la
formacion de producto y se pudo observar que la reaccién no habia procedido,
ya que so6lo aparecia una mancha que indicaba la presencia de la
hidroxiacetamida en la mezcla de reaccion. Finalmente se decidié incrementar
los equivalentes de PPSE (2.0 Eq) llevando a cabo la reaccion por 40 min, a 90
°C y 50 watts de potencia. Desafortunadamente, una vez mas la reaccién no
procedié, observandose en cromatografia en capa fina sélo la presencia de la

hidroxiacetamida.
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5.1.7. AZOLIL-OXAZOLINAS RUTA 5

Dentro del grupo de investigacion anteriormente se habia llevado a cabo la

preparacion de 2-oxazolinas de manera convencional, segun lo reportado por
Avalos-Alanis en 2017,'® partiendo de una amida o,p-insaturada, mediante

condiciones de reflujo (Esquema 27).

/\j\ Bn SOCl,, K,COs, 0/>
R ™ N)\ NaBr . R/\)\\ “1Bn

H  oH CH3CN
A 12

*Numeracion de acuerdo con el apartado Il

Esquema 27. Ruta propuesta por Avalos-Alanis.

Con base a lo anterior, se decidi6 utilizar esta metodologia la cual consistia en
hacer reaccionar bajo reflujo las correspondientes hidroxiacetamida, cloruro de
tionilo, bromuro de sodio y carbonato de potasio, empleando como medio de
reaccion acetonitrilo (Esquema 28).

’
1
'

1R SOCl,, NaBr, K,CO ;v 9 R ;oo
N\)J\N)\ 2, » RobOs N N\)J\ /'\ _ N\)\\
H oH

CH3CN, A, 4 h
7-10a-e 11-14a-e

Esquema 28. Sintesis de azolil-oxazolinas, ruta 5.
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Para cumplir con este objetivo, inicialmente fue necesario llevar a cabo la

preparacion de las hidroxiacetamidas 7-10a-e.

5.1.8. HIDROXIACETAMIDAS

Para la preparacion de las hidroxiacetamidas 7-10a-e se utilizd la

metodologia que evita el uso de disolventes bajo irradiacion de microondas a 170

°C por 15 min (Esquema 29).

’ > N
! \ (@)

3a-b
5a-b

R= H, i-Pr, i-Bu, Ph, Bn

.

R

N\)kOEt + HZN)\

6a-e OH

170 °C, 15 min_

\

MW

SMNSAEN

OH
7-10a-e

Esquema 29. Sintesis de hidroxiacetamidas 7-10a-e.

5.1.8.1. Sintesis de pirazolil-hidroxiacetamidas 7a-e

Una vez que se obtuvo el éster de pirazol puro, éste se hizo reaccionar con

distintos aminoalcoholes [etanolamina, (S)-valinol, (S)-leucinol, (S)-fenilalaninol y

(S)-fenilglicinol] bajo el siguiente esquema de reaccion (Esquema 30) ajustando

los parametros del microondas a una potencia de 100 watts en un sistema

cerrado.
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170 °C,15 min H
OH 7a-e OH

I SN
= MW ISUN )\
QN\)J\OEt * HzN)\ - N

3a

6a-e

R=H, i-Pr, i-Bu, Ph

Esquema 30. Sintesis de pirazolil-hidroxiacetamidas 7a-e.

El tiempo de reaccion para la formacion de los compuestos 7a-e fue
determinado empleando cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como
referencia el azolil-éster y utilizando un sistema cromatogréafico 1:1 AcOEt:MeOH
para aquellas amidas formadas con etanolamina, (S)-valinol, (S)-leucinol, y (S)-
fenilglicinol, mientras que para la hidroxiacetamida formada con (S)-fenilalaninol

se empled un sistema de disolventes 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH.

5.1.8.2. Purificacion de los compuestos 7a-e

A la mezcla de cada una de las reacciones se le adicionaron 3 mL de etanol
frio y éstos fueron enfriados a 0 °C por 20 min. Transcurrido el tiempo, el analisis
por cromatografia en capa fina del crudo de reaccion reveld la presencia del
producto deseado ademas de la presencia de restos de aminoalcohol
correspondiente utilizado en la reaccion. Es importante mencionar que cada uno
de los productos se obtuvo como sélido una vez que estos fueron retirados del
reactor de microondas y alcanzaron la temperatura ambiente, razon por la cual
fueron purificados mediante filtracion y lavados con acetato de etilo frio hasta
eliminar el aminoalcohol remanente y obtener como producto final un sélido

blanco.
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Cabe resaltar que para los compuestos 7a-c y 7e fue suficiente realizar
lavados con acetato de etilo para obtener las hidroxiacetamidas puras, mientras
que el compuesto 7d fue sometido a purificacion por cromatografia en columna
usando como fase estacionaria gel de silice a una altura de 25 cm y como fase

movil un sistema cromatografico 5:4:1 acetato-hexano-metanol.

5.1.8.3. Rendimiento de los compuestos 7a-e

Cada una de las hidroxiacetamidas se obtuvo como sélido de color beige y
blanco, los rendimientos y puntos de fusién de cada compuesto 7a-e se resumen
en la Tabla 11, cabe resaltar que dichos rendimientos fueron obtenidos

empleando 2 Eq del correspondiente aminoalcohol.

Tabla 11. Resultados obtenidos para los compuestos 7a-e.

Compuesto R Rendimiento (%) Apariencia P.f. (° C)
7a H 62 Solido blanco 108-110
7b i-Pr 65 Solido blanco 124-126
7c i-Bu 52 Solido blanco 85-88
7d Ph 58 Solido blanco 113-114
7e Bn 98 Solido beige 57-60

5.1.8.4. Sintesis de benzimidazolil-hidroxiacetamidas 8a-d

El éster de benzimidazol se hizo reaccionar con los diferentes aminoalcoholes

[etanolamina, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-fenilalaninol] en relacion equivalente
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1.2 con el objetivo de formar las hidroxiacetamidas 8a-d bajo el siguiente

esquema de reacciéon (Esquema 31).

N 0] R

N
= MW B
N + > N

@/ \)J\OEt HzN)\ 170 °C,15 min ®/ QJ\H)\

3b 6a-d OH 8a-d OH

R=H, i-Pr, i-Bu, Ph

Esquema 31. Sintesis de benzimidazolil-hidroxiacetamidas 8a-d.

Aun cuando de manera general la ruta de sintesis original se llevé a cabo en
condiciones libre de disolvente, la preparacion de algunas hidroxiacetamidas 8b-
d requirié de una cantidad minima de etanol; esto con el objetivo de evitar una
reaccion desfavorable en el microondas debido a que tanto el éster de
benzimidazol como los aminoalcoholes, a excepcion de la etanolamina, se
encuentran en estado solido. Los parametros del microondas fueron ajustados a
100 watts en sistema cerrado, 170 °C y 15 minutos de reaccién. Finalizado el
tiempo, se identificé la formacion del producto mediante cromatografia en capa
fina empleando un sistema de disolventes 1:1 AcOEt:MeOH para la
hidroxiacetamida 8b mientras que para el resto de las amidas, el sistema

cromatografico empleado fue una mezcla 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH.

5.1.8.5. Purificacién de los compuestos 8a-d

El analisis por cromatografia en capa fina del crudo de reaccion revel6 la

presencia del producto deseado ademas de la presencia de restos de

e
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aminoalcohol correspondiente utilizado en la reaccion. Es importante mencionar
que cada uno de los productos se obtuvo como soélido una vez que estos fueron
retirados del reactor de microondas y alcanzaron la temperatura ambiente, razén
por la cual fueron purificados mediante filtracion y lavados con acetato de etilo
frio hasta eliminar el aminoalcohol remanente y obtener como producto final un

solido blanco.

5.1.8.6. Rendimiento de los compuestos 8a-d

En la Tabla 12 se muestran los rendimientos correspondientes a las
hidroxiacetamidas, se puede observar que los rendimientos van desde un 70%
hasta un 82%. Es importante resaltar que los rendimientos obtenidos para las

amidas 8a-d resultaron ser mejores que las correspondientes amidas 7a-d.

Tabla 12. Resultados obtenidos para los compuestos 8a-d.

Compuesto R Rendimiento (%) Apariencia P.f.(°C)
8a H 70 Solido blanco 208-210
8b i-Pr 76 Sélido blanco 214-217
8c i-Bu 82 Sélido blanco 185-187
8d Ph 76 Solido blanco 225-226

5.1.8.7. Sintesis de 1H-benzotrizolil-hidroxiacetamidas 9a-e

La reaccion del 1H-benzotrizolil acetato de etilo con los distintos aminoalcoholes
[etanolamina, (S)-valinol, (S)-leucinol, (S)-fenilalaninol y (S)-fenilglicinol] se llevo

a cabo bajo irradiacion de microondas, ajustando los parametros de potencia de
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100 watts en un sistema cerrado, 170 °C y 15 minutos de reaccién, empleando
1 mL de etanol como disolvente para que la reaccion se llevara a cabo de manera
eficiente debido a que la mayoria de las materias primas resultaron ser

compuestos solidos.

N=N O R N N O R

| MW \
N\)J\ + )\ > N\)J\
@/ OEt HZN 170 OC,15 min @/ H

5a 6a-e OH OH

R=H, i-Pr, i-Bu, Ph, Bn

Esquema 32. Sintesis de 1H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas 9a-e.

El avance de la reaccion fue monitoreada empleando cromatografia en capa
fina, utilizando un sistema cromatogréafico en proporcion 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH
y utilizando la materia prima (azolil-éster) como referencia. Es importante
mencionar que cada uno de los productos se obtuvo como soélido blanco una vez
gue estos fueron retirados del reactor de microondas y alcanzaron la temperatura

ambiente.

5.1.8.8. Purificacién de los compuestos 9a-e

El analisis por cromatografia en capa fina del crudo de reaccion revelo la
presencia del producto deseado ademas de la presencia de restos de
aminoalcohol correspondiente utilizado en la reaccion. Es importante mencionar
gue cada uno de los productos se obtuvo como sdlido una vez que estos fueron

retirados del reactor de microondas y alcanzaron la temperatura ambiente, razén
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por la cual fueron purificados mediante filtracion y lavados con acetato de etilo
frio hasta eliminar el aminoalcohol remanente y obtener como producto final un

sélido blanco.

5.1.8.9. Rendimiento de los compuestos 9a-e

Cada uno de los compuestos 9a-e se obtuvieron con rendimientos quimicos
favorables que van desde un 75% para la hidroxiacetamida 9e hasta un 93% para
el compuesto 9a, logrando asi obtener los mejores rendimientos de las cuatro
series de hidroxiacetamidas, tal como se puede observar en la Tabla 13, donde
ademas se muestran los puntos de fusién, los cuales fueron determinados para

cada uno de los compuestos.

Tabla 13. Resultados obtenidos para los compuestos 9a-e.

Compuesto | R | Rendimiento (%) | Apariencia | P.f. (°C)

9a H 93 Sélido 187-190
blanco

9b i-Pr 88 Sélido 226-228
blanco

9c i-Bu 92 Sélido 150-154
blanco

9d Ph 80 Sélido 208-209
blanco

9e Bn 75 Sélido 221-224
blanco

5.1.8.10. Sintesis de 2H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas 10a-e

La preparacion de las hidroxiacetamidas 10a-e se llevé a cabo mediante la

reaccion del 2H-benzotriazolil acetato de etilo con los diferentes aminoalcoholes
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[etanolamina, (S)-valinol, (S)-leucinol, (S)-fenilalaninol y (S)-fenilglicinol],
utilizando 1 mL de etanol como medio de reaccién. Las condiciones de reaccion
se muestran en el Esquema 33, ajustandose los pardmetros de potencia 100

watts en sistema cerrado, 170 °C y 15 min de reaccion.

R —
N T &8s
\ NJJ\OEt HoN 170 °C, 15 min N~ ”)\

R=H, Ph, Bn, i-Pr, i-Bu

Esquema 33. Sintesis de 2H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas 10a-e.

Una vez pasado el tiempo de reaccion, se comprobé la formacion de producto
mediante cromatografia en capa fina empleando un sistema de elucién en

proporcion 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH.

5.1.8.11. Purificacion de los compuestos 10a-e

El analisis por cromatografia en capa fina del crudo de reaccion reveld la
presencia del producto deseado ademas de la presencia de restos de
aminoalcohol correspondiente utilizado en la reaccién. Es importante mencionar
gue cada uno de los productos se obtuvo como sdlido, una vez que estos fueron
retirados del reactor de microondas y alcanzaron la temperatura ambiente, razon

por la cual fueron purificados mediante filtracién y lavados con acetato de etilo
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frio hasta eliminar el aminoalcohol remanente y obtener como producto final un

sélido blanco.

5.1.8.12. Rendimiento de los compuestos 10a-e

En la Tabla 14 se resumen los rendimientos quimicos obtenidos para los
compuestos 10a-e, los cuales van de regulares a buenos con un 50% para el
compuesto 10c y un 94% para la hidroxiacetamida 10e. Cada uno de los
productos fue obtenido como sélido blanco, por lo que se presentan los

respectivos puntos de fusion.

Tabla 14. Resultados obtenidos para los compuestos 10a-e.

Compuesto R Rendimiento (%) Apariencia P.f. (°C)
10a H 93 Salido blanco 149-150
10b i-Pr 75 Solido blanco 166-169
10c i-Bu 50 Solido blanco 140-142
10d Ph 66 Sdlido blanco 110-112
10e Bn 94 Sdlido blanco 71-74

Una vez obtenida cada una de las hidroxiamidas, el siguiente paso consistio
en encontrar las condiciones para preparar las azolil-oxazolinas, para lo cual se
propuso un método de sintesis utilizando irradiacion de microondas empleando
un sistema abierto, esperando obtener las azolil-oxazolinas 11-14a-e (Esquema

34).
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’
1

0 R S
\ ’ O
\ SOCIy, NaBr, K,CO3 Coo
e N\)J\N)\ > N N\)\\
N R
H o 4 CH4CN, SA,
7-10a-e MW, 15 min, 100 °C 11-14a-e

R=H, Ph, Bn, i-Pr, i-Bu

PR
\
! \

' N;Q = pirazol, benzimidazol, 1H-benzotriazol, 2H-benzotriazol

Esquema 34. Sintesis de azolil-oxazolinas, ruta 5.

La reaccion de cada una de las hidroxiacetamidas 7-10a-e se llevo a cabo
utilizando SOCI2, NaBr y K2COs, empleando acetonitrilo como disolvente. El
tiempo de reaccién fue definido realizando experimentos con intervalos de 3 min
de reaccion, hasta llegar a 15 min y mediante cromatografia en capa fina se
observaron los cambios en la reaccion; en el minuto 15 se habia consumido la
mayor cantidad de materia prima y no se observo incremento en la formacion del

producto de interés.

El sistema abierto empleado para la reaccion en MW se establecié por la
necesidad de liberar los vapores de &cido clorhidrico que se forma en cada una

de las reacciones.

5.1.8.13. Sintesis de compuestos 1la-e

La reaccion de la pirazolil-hidroxiacetamida 7a-e bajo las condiciones
anteriormente mencionadas, empleando microondas en un sistema abierto y
ajustando los parametros a una potencia de 50 watts y 100 °C, se llevé a cabo.

La reaccion fue monitoreada mediante cromatografia en capa fina utilizando

e
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como referencia la hidroxiacetamida; se evaluaron diferentes sistemas de
elucion, para el compuesto 1lla se probé 9:1 AcOEt:Hex, 5:4:1
AcOEt:Hex:MeOH, 2:1, 8:2 y 3:1 AcOEt:MeOH siendo este ultimo el que mostro
una separacion mas eficiente, para los compuestos 11b y 11c se probd un
sistema cromatogréafico 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH y un sistema de disolventes en
proporcion 1:1 AcOEt:MeOH, este ultimo de mayor eficiencia para el compuesto
11c; sin embargo, para el compuesto 11b ninguno de estos resulto eficiente, asi
que se modifico la polaridad y se prepard un sistema de elucion 6:4 Hex:AcOEt
mostrando una mayor eficiencia en la separacion. Finalmente para los
compuestos 11d y 11le se emplearon sistemas cromatogréficos eficientes como

6:4:2 Hex:AcOEt:MeOH y 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH respectivamente (Figura 12).
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Ma 11b 1Mc

3:1 AcOEt:MeOH 6:4 Hex:AcOEt 1:1 AcOEt:MeOH
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® & . Amida
--P-!- --P-.- F-F-+-
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a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccion b) Reaccion b) Reaccion
11d 11e
6:4:2 Hex:AcOEt:MeOH 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH

° °
b e —> Compuesto
® |— Compuesto ® & —> Amida
® & —> Amida (]
-F-t- -F-t-
a) b) a) b)
a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccion b) Reaccion

Figura 12. Cromatografia en capa fina para los compuestos 11a-e.

5.1.8.14. Purificacion de los compuestos 1la-e

El crudo de reacciéon de cada una de las reacciones fue purificado por
cromatografia en columna. Como fase mévil se emplearon los sistemas descritos
en la Figura 19 y de manera general se colectaron de 30-40 fracciones pequefias,
obteniéndose de 30-50 mg del compuesto de cada una de las reacciones, los
cuales serian utilizados para su andlisis y confirmar la obtencién del producto

deseado.
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5.1.8.15. Sintesis de los compuestos 12a-d

La reaccion de la benzimidazolil-hidroxiacetamidas 8a-e bajo las condiciones
anteriormente mencionadas, empleando un sistema abierto ajustando los

parametros de potencia de 50 watts y una temperatura de 100 °C se llevo a cabo.

La formacién de un nuevo producto fue verificada mediante cromatografia en
capa fina utilizando como referencia la benzimidazolil-hidroxacetamida
correspondiente, empleando un sistema de elucién 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH para
los distintos compuestos 12a-d. La representacion de las cromatografias en placa

se puede observar en la Figura 13.

12a 12b

5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH

® —> Compuesto e |—Compuesto

Amida ® & > Amida
s
F-F-%- F-F-+-
a) b) a) b)
a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccion b) Reaccién

12¢ 12d

5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH

® [—> Compuesto

® [—> Compuesto

® @ |—» Amida ® ® |—>Amida
F-F-+- F-F-+-
a) b) a) b)
a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccién b) Reaccién

Figura 13. Cromatografia en capa fina para 12a, 12b, 12c y 12d.
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5.1.8.16. Purificacién de los compuestos 12a-d

El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna empleando
un sistema 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH para todos los casos y se obtuvieron de 20 a
30 fracciones pequefias, obteniéndose de 30-50 mg del compuesto de cada una
de las reacciones, los cuales serian utilizados para su andlisis y confirmar la

obtencion del producto deseado.

5.1.8.17. Sintesis de los compuestos 13a-e

La reaccion de la 1H-benzotriazolil-hidroxiacetamida 9a-e bajo las condiciones
anteriormente mencionadas, empleando un sistema abierto ajustando los

pardmetros de potencia de 50 watts y una temperatura de 100 °C se llevo a cabo.

La formacién de un nuevo producto fue verificada mediante cromatografia en
capa fina utilizando como referencia la 1H-benzotriazolil-hidroxiacetamida
correspondiente, empleando un sistema de elucién 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH para
la mayoria de los compuestos (13a,b,d,e) a excepcion del compuesto 13c donde
el sistema cromatografico mas eficiente fue 6:4 AcOEt:Hex. La representacion de

las cromatografias en placa se puede observar en la Figura 14.
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13a 13b 13c

5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 6:4 AcOEt:Hex

® [—> Compuesto ® [—> Compuesto

® |—>» Compuesto

® © —> Amida ® o —Amida ® ® |—Amida
F-F-+- L-r-@- F-F-+-
a) b) a) b) a) b)
a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccion b) Reaccion b) Reaccion
13d 13e
5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH

® |—> Compuesto
® —> Compuesto
® & —> Amida

®® . Amida
)
F-F-+- F-F-+-
a) b) a) b)
a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccion b) Reaccion

Figura 14. Cromatografia en capa fina para 13a, 13b, 13c, 13d y 13e.

5.1.8.18. Purificacion de los compuestos 13a-e

El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna. Como fase
movil se emplearon diferentes sistemas de disolventes (Figura 14) y de manera
general se obtuvieron de 30 a 35 fracciones pequefias, obteniéndose de 30-50
mg del compuesto de cada una de las reacciones, los cuales serian utilizados

para su analisis y confirmar la obtencion del producto deseado.

5.1.8.19. Sintesis de los compuestos 14a-e

La reaccion de la 2H-benzotriazolil-hidroxiacetamida 10a-e bajo las

condiciones anteriormente mencionadas, empleando un sistema abierto
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ajustando los parametros de potencia de 50 watts y una temperatura de 100 °C

se llevo a cabo.

La formacién de un nuevo producto fue verificada mediante cromatografia en
capa fina utilizando como referencia la 2-H-benzotriazolil-hidroxiacetamida
correspondiente, empleando un sistema de elucion 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH para
la mayoria de los compuestos (14a,b,d,e) a excepcidén del compuesto 14c donde
el sistema de disolventes mas eficiente fue 6:4 AcOEt:Hex. La representacion de

las cromatografias en placa se puede observar en la Figura 15.

14a 14b 14c
5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 6:4 AcOEt:Hex
® |—> Compuesto ® | — Compuesto ® |—= Compuesto
—> Amida
o0
e ® —> Amida
® & |—>Amida
F-F-+- F-F-#- F-F-+-
a) b) a) b) a) b)
a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccién b) Reaccion ) b) Reaccién
14d 14e
5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH 5:4:1 AcOEt:Hex:MeOH
—> Compuesto ® |—= Compuesto
® & —> Amida
® ® —> Amida
F-F-+- F-F-#-
a) b) a) b)
a) Hidroxiacetamida a) Hidroxiacetamida
b) Reaccién ) b) Reaccion )

Figura 15. Cromatografia en capa fina para 14a, 14b, 14c, 14d y 14e.
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5.1.8.20. Purificacién de los compuestos 14a-e

El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna empleando
distintos sistemas de elucidén (Figura 15) y se obtuvieron de 35-40 fracciones
pequefias, obteniéndose de 30-50 mg de cada uno de los compuestos, los cuales

serian utilizados para su analisis y confirmar la obtencion del producto deseado.

5.1.8.21. Caracterizacion de los compuestos 11-14a-e

Se llevo a cabo el analisis de Resonancia Magnética Nuclear de Proton para
cada uno de los compuestos y en la Figura 16 se muestra como ejemplo el

espectro que se obtuvo para el compuesto 14a.

La primera sefial observada corresponde a dos multipletes que aparecen en
un desplazamiento quimico de 3.50 y 3.68 ppm (A y B), esta sefial integra para
dos protones correspondientes al metileno unido al N y al metileno unido al
oxigeno. Alrededor de 5.5 ppm (C) aparece un singulete que integra para dos
protones correspondientes al metileno que se encuentra entre el ciclo de
oxazolina y el azol. Finalmente en la region de los arométicos, en un
desplazamiento de 7.45 y 7.95 ppm aparecen dos sefiales multiples simétricas
correspondientes a los protones presentes en el anillo aroméatico; sin embargo,
en este espectro se pudo observar una sefal adicional, un singulete ancho en un
desplazamiento quimico de 8.75 ppm el cual integra para un protén, lo que nos
indica la presencia de un grupo NH en la estructura y por lo tanto la posible

formacion de un compuesto halogenado y no de una azolil-oxazolina.
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Con la ayuda del software MestReNova 3 se realizé la simulacién del espectro

de RMN H para un compuesto halogenado, donde se pudo identificar el singulete
correspondiente al proton del NH, asi como también los desplazamientos
quimicos para los multipletes que aparecen alrededor de 3.5 ppm, ya que para
la oxazolina estos multipletes deberian aparecer uno en 1.5 ppmy el otro en 3.5
ppm, de acuerdo a la simulacion realizada con este mismo software para la azolil-
oxazolina, es de esperarse que el multiplete que integra para los protones del
metileno unido al oxigeno aparezca desplazado a campos bajos en comparacion

con los protones del metileno unido al nitrégeno.

Para comprobar que se estaba llevando a cabo la formacion de un compuesto
halogenado se realizO un analisis por Espectrometria de Masas de baja
resolucién (Figura 17). El espectro de masas mostro la relacion m/z del ion M en
m/z 238, la cual fue comparada con la masa molecular calculada con el software

037

ChemDraw Professional 15. para el compuesto halogenado con CI (m/z

238.06). Ademas, los patrones de fragmentacion observados en el cromatograma

permiten proponer que el producto obtenido bajo esta metodologia corresponde

al compuesto halogenado.
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Figura 17. Espectro de masas de baja resolucion para 14a.

En un inicio se considero la posibilidad de tener una mezcla del compuesto
halogenado y la correspondiente azolil-oxazolina debido a los patrones de
fragmentaciéon y relacibn m/z observados en el espectro de masas de baja
resolucion (Figura 17 y Figura 18). En el cromatograma se observa la relacion
masa carga (m/z) de 203.02 la cual puede ser atribuida al ion molecular [M+H]

de la correspondiente azolil-oxazolina. No obstante, al analizar los patrones de
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fragmentacién de compuesto halogenado, se encontré un patrén que tiene la
misma masa molecular que el correspondiente ion molecular de la azolil-
oxazolina. Por lo tanto, los andlisis de estos compuestos por RMN 'H vy
espectrometria de masas pudieron demostrar que bajo estas condiciones de

reaccion no fue posible obtener las oxazolinas de interés.

S N )
C[\N,N\)LH/\/Q C[\N,N\)\\N

m/z 239.07 | m/z 202.09
e B
0 | o
_N, : =N
N ! N
ey, | O
H i
m/z 203.09 E m/z 203.09
N K
= Il ! =N,
T | i
! N
m/z 160.05 E m/z 160.05
CE= L
) ! - N=—
N : N®
m/z 132.06 i m/z 132.06
- '
m/z 104.06 i m/z 104.06

Figura 18. Patrones de fragmentacion para 14a.
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5.1.9. AZOLIL-OXAZOLINAS RUTA 6

Debido a los resultados insatisfactorios obtenidos bajo la ruta 5 (Esquema
34), donde sélo se llegd a la formacion del compuesto halogenado, se consulté
en la literatura otra alternativa para llegar a la formacion de oxazolinas y se
encontré con lo reportado por Garg, P. et al.,'° en el 2014, (Esquema 35) donde
proponen una ruta de sintesis para la preparacion de heteroariloxazolinas a partir

nitrilos y aminoalcoholes.

o)
R? CN Na,CO3; MeOH  R2 3
+ HQN/\/OH 2 3 * o N
80°C, 15 h
R 21 1

20 R
22a-e
R'=Br, CI, H, Ph  R2=Br, H, CH,4

*Numeracion de acuerdo con el apartado Il
Esquema 35. Ruta de sintesis propuesta por Garg, P. et al.

Con base a lo reportado, se propuso una nueva ruta de sintesis que involucré
primeramente la preparacion de un benzotriazolilnitrilo y posteriormente la

preparacion de las oxazolinas.

5.1.10. AZOLIL-ACETONITRILOS 17a, 17a

La sintesis de los nitrilos se llevé a cabo de manera similar a la preparacion
de azolil-ésteres mediante la reaccion de sustitucion nucleofilica de orden dos
entre el bromoacetonitrilo y el benzotriazol empleando carbonato de potasio
(K2COs3) como base, THF como medio de reaccion y ultrasonido como fuente de

activacion (Esquema 36).
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N
N N W
N N N
N ), 50 °C N =N

17b
H 16 2h 17a \\iN

Esquema 36. Sintesis de 1H- y 2H-benzotriazolil-acetonitrilos 17ay
17b

El avance de la reaccion se monitore6 mediante cromatografia en capa fina
empleando un sistema de elucion en proporcién 2:1 Hex:AcOEt y se observo la
formacion de 2 productos esperados, 1H-benzotriazolil- y 2H-

benzotriazolilacetonitrilo (Figura 19).

e N

2:1 Hex:AcOEt

® |/ 17p

® [—» 17a

a) Materia prima
'a')*';; b) Reaccion

Figura 19. Cromatografia en capa fina para los compuestos 17ay 17b.

5.1.10.1. Purificacién de los compuestos 17a-b

En el crudo de reaccion se pudo identificar la formacion de los dos isdbmeros
el 1H y el 2H-benzotriazolil acetonitrilo como resultado del equilibrio tautomérico

gue presenta el benzotriazol.
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Para llevar a cabo la separacion de estos isémeros, el crudo de reaccion se
purific6 mediante cromatografia en columna empleando como fase estacionaria
gel de silice, una columna con un diametro de 3 cm, la cual fue empacada a una
altura de 50 cm y como fase movil se utilizé un sistema de elucion en proporcion

2:1 Hex:AcOEt.

5.1.10.2. Rendimiento de los compuestos 17a-b

Después de la purificacion se obtuvieron 3.97 g del 1H-benzotriazolil
acetonitrilo y 1.38 g del 2H-benzotriazolil acetonitrilo, lo que equivale a tener
rendimientos de 75 y 25% respectivamente. Cada uno de los productos present6
una apariencia soélida por lo que se obtuvieron los puntos de fusion para el

compuesto 17a (85-88 °C) y para el compuesto 17b (78-80 °C).

5.1.10.3. Caracterizacion de los compuestos 17a-b

Una vez que los isébmeros se encontraron separados y puros, se llevo a cabo
el andlisis de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y 3C para los dos
compuestos. El analisis de resonancia se llevé a cabo en un equipo de 400 MHz

empleando como disolvente CD3OD.

Como ejemplo se muestra el espectro de 'H (Figura 20) para el compuesto
17a, donde se presentan sefales caracteristicas del producto. La primera sefial
gue aparece en el espectro es un singulete que se encuentra alrededor de 5.98
ppm, el cual integra para dos protones que corresponden al metileno presente en
la estructura. En la region de los aromaticos, en 7.49 y 7.64 ppm se observan dos

sefales multiples, las cuales integran para un protén cada una de ellas. En la

e
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region de 7.85 y 8.04 ppm se observan dos sefiales mas, con multiplicidad de
doble, ambas con una constante de acoplamiento (J) de 8.2 Hz y que integran

para los dos protones restantes del anillo aromatico.

I

|
-
_ UV UL
7.‘70 7.‘65 7.‘60 7.‘55 74‘50 7.‘45 7.‘44
f1 (ppm)

] n
| i
1Y SV W

8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80
f1 (ppm)

)

84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 4.4 4.2
f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN 'H para 17a.

Por otro lado, el espectro de '3C (Figura 21) para este mismo compuesto,
presenta las sefiales esperadas para los carbonos presentes en la estructura.
Alrededor de 35 ppm se observa una sefal correspondiente al metileno del Unico
carbono alifatico presente, por arriba de las 100 ppm se encuentran cuatro

sefales intensas correspondientes a los carbonos del anillo aromético, mientras
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gue en 113.5 ppm se encuentra la sefal caracteristica del carbono unido al
nitrégeno y de 132-145 ppm se muestran las sefales correspondientes a los

carbonos ipso del anillo aromatico.

En base a estos resultados se propone que el producto que se obtiene bajo

esta ruta de sintesis es el esperado.

| |

50 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
f1 (ppm)

Figura 21. Espectro de RMN 13C para 17a.

128



Una vez que se obtuvieron los compuestos 17ay 17b, se propuso un método de

sintesis (Esquema 37) con la finalidad de obtener azolil-oxazolinas de acuerdo con

lo reportado por Garg, P. et al.1®

NN =N T
4
N\/ N HZN/\ Na,COg, MeOH> @/N\)\\N
13a

6a QOH 70° C, 5 min

MW,SA

N=
17a

Esquema 37. Sintesis del compuesto 13a, ruta 6.

La reaccion del 1H-benzotriazolil acetonitrilo con etanolamina, utilizando Na2COs y
MeOH como medio de reaccion, se llevd a cabo utlizando irradiacion por
microondas en un sistema abierto, empleando una potencia de 50 watts, una
temperatura de 70 °C y un tiempo de reaccién de 5 min. El avance de la reaccién
se llevé a cabo por cromatografia en capa fina empleando un sistema de elucion en
proporcion 2:1 AcOEt:Hex, utilizando como referencia la materia prima y la

correspondiente hidroxiacetamida (Figura 22).
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e 2
2:1 AcOEt:Hex

® a) Amida
® b) Materia prima
c) Reaccién

F-F- -l -
a) b) c)

Figura 22. Cromatografia en capa fina para el compuesto 13a.

En la cromatografia en capa fina se pudo observar la aparicibn de cuatro
manchas, lo que indic6 la formacion de varios productos, incluyendo el producto
correspondiente a la hidroxiacetamida. Finalmente el crudo de reaccion fue
purificado mediante cromatografia en columna, empleando como fase estacionaria
gel de silice y como fase moévil una mezcla de disolventes en proporcién 2:1
AcOEt:Hex. De la purificacion se obtuvieron 40 fracciones, lograndose aislar uno de
los productos. El analisis de este compuesto por Resonancia Magnética Nuclear de
IH permitié proponer que el producto obtenido bajo estas condiciones corresponde
a una acetamida (Figura 23) y no una azolil-oxazolina, ya que en aproximadamente
5.9 ppm aparece un singulete el cual integra para dos protones correspondientes al
anico metileno presente en la estructura de la 2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-
illacetamida 13a, mientras que para indicar la formacién de la oxazolina se

esperarian dos sefales multipletes adicionales alrededor de 1.5y 3.5 ppm. Por otro
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lado, por arriba de las 7 ppm se muestran las sefiales multiples correspondientes a

los hidrogenos del grupo amida y del anillo aromatico.

JUL_ i

8.2 8.18079787776757473
f1 (ppm)

JUJ{ U VN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 23. Espectro de RMN *H para 13a.

Finalmente, en base a los resultados obtenidos en este analisis y a lo descrito

|19

por Garg, P. eta guienes describieron que llevar a cabo esta ruta de sintesis

bajo condiciones normales y sin emplear una atmoésfera de nitrégeno propicia la
formacion de intermediarios como los que se muestran en el Esquema 38. Por lo

tanto, se concluye que los compuestos obtenidos bajo la ruta propuesta fueron la

e
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hidroxiacetamida 9a y la acetamida 13a, ademas de otros productos que no fueron
identificados, y en consecuencia no lograndose la preparacién de las oxazolinas por

este método.

R2 CN R%
OH _Base, Solvente
j©/ A s —— j©/’\
emperatura
R! 21

20
R'=Br, CI, H,Ph  R?=Br, H, CH,

Esquema 38. Ruta descrita para preparacién de oxazolinas, hidroxiacetamidas y
acetamidas.

Después de haber llevado a cabo las diferentes rutas de sintesis con el objetivo
de llegar a la formaciéon de azolil-oxazolinas y no haber obtenido resultados
favorables, se realiz6 una revision bibliografica para encontrar algan reporte acerca
de otro tipo de compuestos que incorporen en su estructura el anillo de benzotriazol

y que estos presenten actividad anti-cancer.

5.1.11. ARIL-ACRILONITRILOS

Con base en lo descrito en los antecedentes por A. Carta et al.,*? en el 2011 y

|33

por M.S. Alam et al.,*>” en el 2013 acerca de la actividad biologica que presentan

aquellos compuestos que involucran en su estructura grupos nitrilo o,B-insaturados
y anillos de benzotriazol, surge el interés por llevar a cabo la preparacion de

benzotriazolil-acrilonitrilos de una manera mas rapida y eficiente.

Con el objetivo de preparar ocho nuevos benzotriazolil-acrilonitrilos, se propuso

una ruta de sintesis bajo condiciones convencionales (agitacion y calentamiento),
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con tiempos de reaccion de 1-2 h. Por lo tanto, se llevd a cabo la reaccion de los
isémeros del benzotriazolil acetonitrilo 17a y 17b (preparados anteriormente) con
los diferentes aldehidos [4-(dimetilamino)benzaldehido,  4-(dietilamino)
benzaldehido, 4-(piperidin-1-il)benzaldehido y 4-(difenilamino) benzaldehido], en

presencia de piperidina y empleando EtOH como disolvente (Esquema 39).

N7 N
H EtOH \
+ + N A R
R H H
17a 18a-d 19 20a-d
N
/N\ / i O EtOH /N\ //
L N S G W
N N N R
R H
17b 18a-d 19 21a-d
N N%  Ph.
R= a) Nhﬁf b) N ¢) O d) '\IP{
) o Ph

Esquema 39. Ruta de sintesis para la preparacién de benzotriazolil-acrilonitrilos 20-21a-d.

5.1.11.1. Sintesis de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)

fenil) acrilonitrilo 20a

La reaccion del benzotriazolil-acetonitrilo 17a con 4-(dimetilamino)benzaldehido
bajo las condiciones establecidas, agitacion constante y reflujo por 60 min,

proporcion6 el compuesto 20a. El sélido formado al finalizar la reaccion se filtro al
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vacio y se lavo con EtOH, obteniéndose un sélido naranja (0.65 g, 45%) totalmente

puro sin la necesidad de emplear la cromatografia en columna.

5.1.11.2. Sintesis de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)

acrilonitrilo 20b

La reaccion del benzotriazolil-acetonitrilo 17a con 4-(dietilamino)benzaldehido
bajo las condiciones establecidas, agitacidbn constante y reflujo por 60 min,
proporcion6é el compuesto 20b. El producto obtenido fue purificado mediante
cromatografia en columna empleando como fase movil un sistema cromatogréfico

9:1 Hex:AcOEt obteniéndose como un liquido naranja (0.46 g, 42%).

5.1.11.3. Sintesis de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-i)-3-(4-morfolinofenil)

acrilonitrilo 20c

La reaccion del benzotriazolil-acetonitrilo 17a con 4-(piperidin-1-il)benzaldehido
bajo las condiciones establecidas, agitacidon constante y reflujo por 60 min,
proporcion6 el compuesto 20c. El sélido formado al finalizar la reaccion se filtré al
vacio y se lavo con EtOH, obteniéndose un sélido naranja (0.37 g, 60%) totalmente

puro sin la necesidad de emplear la cromatografia en columna.
5.1.11.4. Sintesis de (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(-4-(difenilamino)

fenil) acrilonitrilo 20d

La reaccion del benzotriazolil-acetonitrilo 17a con 4-(difenilamino)benzaldehido

bajo las condiciones establecidas, agitaciéon constante y reflujo por 60 min,
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proporcion6 el compuesto 20d. El producto formado fue purificado mediante
cromatografia en columna empleando como fase mévil un sistema de disolventes

9:1 Hex:AcOEt obteniéndose como un solido amarillo (0.66 g, 44%).

5.1.11.5. Sintesis de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il-3-(4-(dimetilamino)

fenil) acrilonitrilo 21a

La reaccion del benzotriazolil-acetonitrilo 17b con 4-(dimetilamino)benzaldehido
bajo las condiciones establecidas, agitacion constante y reflujo por 120 min,
proporcion6 el compuesto 21a. El sélido formado al finalizar la reaccion se filtr6 al
vacio y se lavo con EtOH, obteniéndose un sélido naranja (0.85 g, 78%) totalmente

puro sin la necesidad de emplear la cromatografia en columna.

5.1.11.6. Sintesis de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(dietilamino)

fenil) acrilonitrilo 21b

La reaccion del benzotriazolil-acetonitrilo 17b con 4-(dietilamino)benzaldehido
bajo las condiciones establecidas, agitacion constante y reflujo por 120 min,
proporcion6 el compuesto 21b. El sélido formado al finalizar la reaccion se filtr6 al
vacio y se lavo con EtOH, obteniéndose un sélido naranja (0.10 g, 34%) totalmente

puro sin la necesidad de emplear la cromatografia en columna.

5.1.11.7. Sintesis de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-morfolinofenil)

acrilonitrilo 21c

La reaccion del benzotriazolil-acetonitrilo 17b con 4-(piperidin-1-il)benzaldehido

bajo las condiciones establecidas, agitacion constante y reflujo por 60 min,
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proporcion6 el compuesto 21c. El sélido formado al finalizar la reaccion se filtré al
vacio y se lavo con EtOH, obteniéndose un sélido naranja (0.42 g, 67%) totalmente

puro sin la necesidad de emplear la cromatografia en columna.

5.1.11.8. Sintesis de (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(difenilamino)

fenil) acrilonitrilo 21d

La reaccién del benzotriazolil-acetonitrilo 17b con 4-(difenilamino)benzaldehido
bajo las condiciones establecidas, agitacidbn constante y reflujo por 60 min,
proporcion6 el compuesto 21d. El sélido formado al finalizar la reaccion se filtr6 al
vacio y se lavo con EtOH, obteniéndose un sélido naranja (0.33 g, 43%) totalmente

puro sin la necesidad de emplear la cromatografia en columna.

Finalmente, la caracterizacion estructural de los compuestos 20a-d y 21a-d se
llevé a cabo utilizando espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *Hy 13C
y espectrometria de masas de alta resolucion. A manera de ejemplo se describe la

caracterizacion estructural Unicamente para los compuestos 20a y 21a.

5.1.11.9. Caracterizacién del compuesto 20a

En el espectro de RMN H (Figura 24), se observan las sefiales caracteristicas
de la estructura esperada, en 3.10 ppm aparece un singulete intenso (s) que integra
para seis protones gque corresponden a los protones quimicamente equivalentes de
los dos metilos presentes en la estructura; alrededor de 6.74 aparece un doblete
con una J=9.0 Hz e integra para dos de los protones aromaticos, en 7.42-7.47 ppm

aparece un multiplete que integra para un protén del anillo aromatico. En un
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desplazamiento quimico de 7.56-7.61 ppm se aprecian un multiplete que integra
para uno de los protones del anillo aromatico del benzotriazol; en 7.66 ppm se
aprecia una sefial simple que integra para el proton vinilico, finalmente, a un
desplazamiento quimico de 7.84, 7.86 y 8.12 ppm aparecen tres sefiales dobles (d)
con una constante de acoplamiento J=8.3, 9.0, 8.4 Hz respectivamente que integran

para cuatro protones aromaticos.

Por otro lado, en el espectro de RMN 3C (Figura 25), en 40.1 ppm se observa la
sefal correspondiente a los dos carbonos de los metilos, en 99.5 ppm aparece una
sefial que pertenece al carbono del nitrilo. A un desplazamiento quimico de 111.8y
132.1 ppm aparecen dos sefiales que corresponden a cuatro carbonos del anillo
aromatico p-sustituido. En la misma region de los aromaticos se observan cuatro
sefales en 110.4, 124.8, 128.7, 143.0 ppm que corresponden a cuatro carbonos del
anillo aromético del benzotriazol. Alrededor de 117.7 y 120.5 ppm aparecen dos
sefales que corresponden a los carbonos de la insaturacion C=C; en 132.3y 146.2
ppm se aprecian dos sefiales correspondientes a los carbonos ipso del anillo
aromatico de benzotriazol. Finalmente, en 115.6 y 152.8 ppm se observan dos

sefales que pertenecen a los carbonos en posicién para del anillo aromatico.

Para confirmar la estructura del compuesto 20a, se llevé a cabo el analisis por
espectrometria de masas de alta resolucion donde se obtuvieron los siguientes
datos. Se observd el ion cuya relacion masa carga (m/z) fue de 291.14083
correspondiente a la masa exacta (M+H) del compuesto deseado (Ci7HisNs). En
base a esto se establece que el compuesto preparado bajo esta metodologia es el

(E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil) acrilonitrilo.
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5.1.11.10. Caracterizaciéon del compuesto 21a

En el espectro de RMN H (Figura 26), se observan las sefiales caracteristicas
de la estructura esperada, en 3.09 ppm aparece un singulete (s) que integra para
seis protones que corresponden a los protones quimicamente equivalentes de los
dos metilos presentes en la estructura; alrededor de 6.73 ppm aparece una sefal
doble con una J=9.1 Hz que integra para dos protones pertenecientes a los protones
del anillo aromatico p-sustituido. En un desplazamiento quimico de 7.40-7.43 ppm
se aprecia un multiplete que integra para dos protones presentes en el anillo de
benzotriazol. Por otro lado, en un desplazamiento de 7.88-7.93 ppm aparecen dos
sefales multiples empalmadas las cuales integran para cuatro protones cada una,
dos corresponden a protones del anillo aromatico p-sustituido y otros dos a los
protones que pertenecen al anillo de benzotriazol. Finalmente, en un
desplazamiento quimico de 8.36 ppm se observa una sefial simple que integra para

un proton que corresponde al metino de la insaturaciéon C=CH.
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En el espectro de RMN 13C (Figura 27), la primera sefal se observé en 40.2 ppm
y corresponde a los dos carbonos de los metilos, en 106.4 ppm aparece una sefial
que pertenece al carbono del nitrilo, mientras que a un desplazamiento quimico de
114.9 ppm se observa una sefial correspondiente a los carbonos de la insaturacion
C=C. Alrededor de 111.9 y 132.5 ppm aparecen dos sefiales que corresponden a
cuatro carbonos del anillo aromatico. En la misma region de los aromaticos se
observan dos sefiales en 118.1 y 127.5 ppm que corresponden a cuatro carbonos
del anillo aromético del benzotriazol. En 138.1y 144.8 ppm se aprecian dos sefiales
que corresponden a los carbonos ipso del anillo aromatico de benzotriazol.
Finalmente, en 117.6 y 152.7 ppm se observan dos sefiales que pertenecen a los

carbonos en posicion para del anillo aromatico.

Los resultados del andlisis de espectrometria de masas de alta resolucion
confirmaron la formacién del (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il-3-(4-(dimetilamino)
fenil) acrilonitrilo 21a, ya que se identifico la relacion masa carga (m/z) del ion M+H
en 290.13784 correspondiente a la masa exacta (M*H) de este compuesto

(C17H16Ns).
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5.2. RESULTADOS Y DISCUSION, EVALUACION BIOLOGICA

Con base en los resultados de sintesis obtenidos, (19 hidroxiacetamidas, cuatro
acidos carboxilicos, una amida primaria y ocho aril-acrilonitrilos) el siguiente paso
consistié en evaluar cual de todos estos compuestos podrian ser los candidatos mas
Optimos para estudiar su actividad anti-cancer con base a lo descrito en la literatura.

De acuerdo con lo reportado por Karthikeyan et. al.,® en el 2013 al evaluar una
serie de acidos carboxilicos derivados del benzimidazol en lineas celulares de
cancer de mama, encontraron que estos compuestos presentaron poca actividad
biolégica en comparacion con el cisplatino; en esta investigacion se resalta que el
bajo perfil anti-cancer de este tipo de acidos puede deberse a la ionizacion del acido
carboxilico libre a un anién carboxilato, que le impide la permeabilidad celular en
condiciones acuosas. Este fenémeno también fue reportado por Gowda et. al.,3° en
el 2009; sin embargo, este Ultimo autor sugirié que para erradicar este problema es

necesario llevar a cabo la transformacion del acido carboxilico a un éster.

En la investigacion llevada a cabo por Karthikeyan et. al.,3® también se realizé la
esterificaciéon de los acidos carboxilicos sintetizados y al ser evaluados en las

mismas lineas celulares, se reportaron mejores resultados que para la mayoria de

los acidos carboxilicos inicialmente expuestos a las lineas cancerosas.

Por otro lado, dentro del grupo de investigacion, en el 2016 se llevé a cabo la

sintesis y evaluacion citotoxica y anti-cancer de B-hidroxiacetamidas por Cruz et.
al.,*? las hidroxiacetamidas integraban en su estructura anillos de distintos azoles

(imidazol, pirazol, benzimidazol y benzotriazol) y al mismo tiempo distintos
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sustituyentes y fueron evaluadas sobre las lineas celulares cancerosas SiHa y HT-
29; sin embargo, para la linea celular SiHa estos compuestos no presentaron
actividad bioldgica relevante dado que los porcentajes de viabilidad reportados
fueron superiores al 83% y para la linea celular HT-29 solo tres compuestos
presentaron actividad anticancerigena, no obstante, no redujeron la viabilidad
celular al 50%. Esto sugiere que este tipo de compuestos no se consideran

potencialmente activos.

En base a los resultados obtenidos de la sintesis y a lo reportado en la literatura,
los compuestos seleccionados para ser evaluados biolégicamente fueron los aril-
acrilonitrilos 20a-d y 21a-d debido a la potencial actividad biologica que se reporta

en antecedentes.

5.2.1. ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA IN VITRO DE LOS DERIVADOS DEL 1H
Y 2H-BENZOTRIAZOLIL ACRILONITRILOS 20a-d Y 2la-d EN LAS

LINEAS CELULARES MCF-7 Y 4T1

La evaluacion de la actividad anticancerigena de los derivados del 1H- y 2H-
benzotriazolil acrilonitrilos 20a-d y 21a-d se llevo a cabo mediante el ensayo de
rezasurina utilizando diluciones seriadas (0, 10, 50, 500 y 1000 pug/mL) de cada
compuesto, las cuales fueron colocadas en las lineas celulares MCF-7 y 4T1, para
posteriormente evaluar el porcentaje de viabilidad celular de los compuestos a las
diferentes concentraciones.

Una vez obtenido el porcentaje de viabilidad, se realiz6 la curva de porcentaje

de viabilidad-concentracion y mediante una interpolacion se determiné el valor de
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ICso para los compuestos mas activos; cabe destacar, que se consider6 como
compuestos mas activos aquellos que presentaron un porcentaje de viabilidad

relativa inferior al 80%.

5.2.1.1. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-

benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilonitrilo 20a

Los porcentajes de viabilidad relativa que se muestran en la Figura 28,
corresponden al  (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)
acrilonitrilo 20a expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas un analisis

mas detallado se presenta en la Tabla 15.

Tabla 15.Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilonitrilo 20a.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/mL) (% Viabilidad) (% Viabilidad)
10 89.10+12.98  100.00 + 3.56
50 84.49 + 7.37 100.00 + 8.48
500 43.51 £ 6.54 97.22 +5.73
1000 36.36 + 6.82 94.47 + 4.80

En la Figura 28 se puede observar que el compuesto 20a presenta el menor
porcentaje en la viabilidad relativa en la linea celular MCF-7 bajo las
concentraciones de 500 pg/mL y 1000 pg/mL alcanzando valores de 43.51 £ 6.54y

36.36 + 6.82% respectivamente, mientras que para la linea celular 4T1 no se
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observo efecto importante sobre la viabilidad relativa y los porcentajes superan el

94.47 + 4.80% para cualquier concentracion.

Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas
al compuesto 20a
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Figura 28. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilonitrilo 20a.

5.2.1.2. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-

benzo[d][1,2,3]triazol-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilonitrilo 20b

Los valores del porcentaje de viabilidad relativa que se muestran en la Figura 29,
corresponden al (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)
acrilonitrilo 20b, expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas, un analisis

mas detallado se presenta en la Tabla 16.
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Tabla 16. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilonitrilo 20b.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/mL) (% Viabilidad) (% Viabilidad)
10 100.00 £ 11.66 100.36 + 15.80
50 56.03 + 7.05 96.68 + 12.22
500 90.9+11.58 63.53+1.94
1000 46.06 + 14.56 64.58 + 9.25

De acuerdo con la Figura 29, se pude observar que el compuesto 20b muestra
un efecto importante en la viabilidad relativa para ambas lineas celulares,
destacando un valor de 46.06 + 14.56% de viabilidad celular para la linea MCF-7
bajo una concentracién de 1000 pug/mL, por otro lado, en la linea celular 4T1 el
menor porcentaje de viabilidad relativa se observo en las concentraciones de 500 y

1000 pg/mL con un valor de 63.53 + 1.94 y 64.58 + 9.25% respectivamente.

Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al
compuesto 20b
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Figura 29. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilonitrilo 20b.
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5.2.1.3. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-

benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-morfolinofenil)acrilonitrilo 20c

En la Figura 30 se muestran los porcentajes de viabilidad relativa
correspondientes al (E)-2-(1H-benzol[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-morfolinofenil)
acrilonitrilo 20c, expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas, un analisis

mas detallado se presenta en la Tabla 17.

Tabla 17. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-morfolinofenil)acrilonitrilo 20c.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/mL) (% Viabilidad) (% Viabilidad)
10 100.00 + 13.20 93.32+5.2
50 89.30+11.69 93.80 +10.56
500 100.00 £4.43 100.00+2.12
1000 100.00 +£11.49 94.68 +9.25

De acuerdo con la Figura 30 se puede observar que el compuesto 20c no
presenta ningun efecto significativo sobre la viabilidad relativa en ninguna de las
lineas celulares evaluadas, aun al emplear la concentracion mas alta, por lo tanto,

el compuesto 20c no tiene potencial actividad anti-cancer.
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Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al
compuesto 20c
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Figura 30. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-morfolinofenil)acrilonitrilo 20c.

5.2.1.4. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-

benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(-4-(difenilamino)fenil)acrilonitrilo 20d

Los valores del porcentaje de viabilidad relativa que se muestran en la Figura 31,
corresponde al (E)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(-4-(difenilamino)fenil)
acrilonitrilo 20d, expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas, un analisis

mas detallado se presenta en la Tabla 18.
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Tabla 18. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(-4-(difenilamino)fenil)acrilonitrilo 20d.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/mL) (% Viabilidad) (% Viabilidad)
10 74.99 £ 9.79 100.00 = 7.47
50 100.00 £8.15 100.00 +4.27
500 80.51+10.4 100.00 + 3.07
1000 100.00 £ 14.09 89.93+9.79

En base a los datos mostrados en la Tabla 18 el compuesto 20d no presenta
actividad anti-cancer, ya que en ninguna de las dos lineas celulares evaluadas se
muestra un efecto significativo en la viabilidad relativa, por ejemplo, aun cuando en
la linea celular MCF-7 el porcentaje de viabilidad se reduce al 74.99 + 9.79% bajo
una concentracion de 10 pug/mL, al incrementar la concentracion del compuesto la
viabilidad relativa alcanza el 100.00 + 14.09%, por otro lado, en la linea celular 4T1,
la viabilidad celular disminuye solo hasta un 89.93 * 9.79% al emplear la

concentracion mas alta.

Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al
compuesto 20d
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Figura 31. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(1H-benzo[d][1,
2,3] triazol-1-il)-3-(-4-(difenilamino) fenil) acrilonitrilo 20d.
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5.2.1.5. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-

benzo[d][1,2,3]triazol-2-il-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilonitrilo 21a

Los valores del porcentaje de viabilidad relativa que se muestran en la Figura 32,
corresponde al (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il-3-(4-(dimetilamino)fenil)
acrilonitrilo 21, expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas, un analisis

mas detallado se presenta en la Tabla 19.

Tabla 19. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilonitrilo 21a.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/mL) (% Viabilidad) (% Viabilidad)
10 100.00 +£11.28 100.00 £ 0.38
50 100.00 +4.30 100.00 £ 0.30
500 100.00 +£10.23 100.00 + 9.53
1000 100.00 £9.45 92.92 + 13.02

En la Figura 32 se muestran los valores de porcentaje de viabilidad relativa y se
observa que el compuesto 21a no presenta una potencial actividad anti-cancer para
ninguna de las lineas celulares evaluadas, aun al emplear la concentracion mas
alta. Los porcentajes de viabilidad relativa en ambas lineas celulares y bajo todas

las concentraciones empleadas, son superiores al 90%.
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Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al
compuesto 21a
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Figura 32. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilonitrilo 21a.

5.2.1.6. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-

benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilonitrilo 21b

Los valores del porcentaje de viabilidad relativa que se muestran en la Figura 33,
corresponden al (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)
acrilonitrilo 21b expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas, un analisis

mas detallado se presenta en la Tabla 20.

Tabla 20. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilonitrilo 21b.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/ml) (% Viabilidad) (%Viabilidad)
10 100.00 +8.69  100.00 + 8.92
50 100.00 +£13.21 100.00 +5.83
500 100.00 £14.58 100.00 + 4.32
1000 100.00+7.10 87.71+11.93
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De acuerdo con la Figura 33 se observa que el compuesto 21b no presenta
actividad anti-cancer en ninguna de las lineas celulares, debido a que los
porcentajes de viabilidad relativa se mantienen cerca al 100% para ambas lineas, a
excepcion de la linea celular 4T1 para la cual se observa una disminucién en el
porcentaje de viabilidad relativa con un valor de 87.71 £ 11.93% al emplear la
concentracion de 1000 pg/mL; sin embargo, este compuesto no se considera

potencialmente activo ya que se esperarian valores en la viabilidad relativa menores

al 80%.

Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas
al compuesto 21b
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Figura 33. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilonitrilo 21b.

5.2.1.7. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-

benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-morfolinofenil)acrilonitrilo 21c

Los valores del porcentaje de viabilidad relativa que se muestran en la Figura 34,

corresponde al (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-morfolinofenil)acrilonitrilo
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21c expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas, un andlisis mas

detallado se presenta en la Tabla 21.

Tabla 21. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-morfolinofenil)acrilonitrilo 21c.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/mL) (% Viabilidad) (% Viabilidad)
10 100.00 £12.35 96.87 £6.79
50 98.67 £ 8.25 100.00 £ 1.75
500 89.93+11.37 100.00£2.54
1000 85.46 +13.29 100.00 +£7.38

En la Figura 34 se puede observar que de acuerdo con los porcentajes de
viabilidad relativa el compuesto 21c no muestra potencial actividad anti-cancer para
la linea celular 4T1, pues el porcentaje es superior al 95% aun en la concentracion
mas alta. Por otro lado, en la linea celular MCF-7 se presentan valores de
porcentajes de viabilidad relativa que disminuyen conforme la concentracion del
compuesto se incrementa 100.00 + 12.35, 98.67 + 8.25, 89.93 + 11.37 y 85.46 +

13.29% para las concentraciones 10, 50, 500, 1000 pg/mL.
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Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al
compuesto 21c
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Figura 34. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-morfolinofenil)acrilonitrilo 21c.

5.2.1.8. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-

benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(difenilamino)fenil) acrilonitrilo 21d

Los valores del porcentaje de viabilidad relativa que se muestran en la Figura 35,
corresponden al  (E)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(difenilamino)fenil)
acrilonitrilo 21d expuesto en las lineas celulares MCF-7 y 4T1; ademas, un analisis

mas detallado se presenta en la Tabla 22.
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Tabla 22. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(difenilamino)fenil) acrilonitrilo 21d.

Concentracion MCF-7 4T1
(ug/mL) (% Viabilidad) (% Viabilidad)
10 93.38 + 13.66 100.00 + 7.77
50 100.00 = 7.08 100.00 = 2.80
500 97.47 £ 7.11 100.00 + 13.25
1000 43.51 £ 6.54 100.00 + 4.58

De acuerdo con los porcentajes de viabilidad relativa mostrados en la Tabla 22,
el compuesto 21d muestra una potencial actividad anticancerigena para la linea
celular MCF-7 presentando un valor de viabilidad relativa del 43.51 + 6.54% al
emplear la concentracién de 1000 pg/mL. Cabe resaltar que este compuesto y el
compuesto 20a, mostraron los menores porcentajes de viabilidad celular del grupo
de compuestos evaluados, por lo que se considera que tienen la mayor actividad
anticancerigena para esta linea celular. Por otro lado, el porcentaje de viabilidad
relativa en la linea 4T1, se mantuvo cercano al 100% aun al emplear la
concentracion de 1000 pg/mL, es decir, el compuesto 21d no tiene potencial

actividad anti-cancer para esta linea celular.
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Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1
expuestas al compuesto 21d
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Figura 35. Viabilidad relativa de las lineas MCF-7 y 4T1 expuestas al (E)-2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-3-(4-(difenilamino)fenil) acrilonitrilo 21d.

5.2.1.9. Comparacion de la viabilidad de la linea MCF-7 expuestas a los

derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d

La actividad anti-cancer que presentan los derivados del 1H- y 2H-benzotriazolil-
acrilonitrilos 20a-d y 21a-d sobre la linea celular MCF-7, se presenta en la Figura
36; donde se puede observar que los compuestos que presentan una mayor
actividad anticancerigena son el 20a, 20b y 21d, en comparacion con los
acrilonitrilos 20c, 20d, 21a, 21b, y 21c los cuales no presentan una tendencia clara
0 en la mayoria de los casos no presentan actividad. Es importante resaltar que el
compuesto 20a es el que presento la mayor actividad anticancerigena con un 36.36

* 6.82% de viabilidad a una concentracion 1000 pg/mL.
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Viabilidad relativa de la linea MCF-7 expuesta a los compuestos
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Figura 36. Viabilidad relativa de la linea MCF-7 expuesta a los derivados del 1H-y 2H-
benzotriazolil-acrilonitrilos 20 y 21a-d.

5.2.1.10. Comparacion de laviabilidad de lalinea 4T1 expuesta a los derivados

del 1H y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d

En la Figura 37 se presenta la actividad anticancerosa de los derivados de 1H y
2H-benzotriazolil-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d al ser expuestos sobre la linea celular
4T1; se puede observar que Unicamente el compuesto 20b presenta actividad anti-
cancer al emplear las concentraciones de 500 y 1000 pg/mL en comparacién con el
resto de los compuestos evaluados (20a, 20c, 20d, 21a, 21b, 21c y 21d), cabe
resaltar que este compuesto presenté también una potencial actividad para la linea

celular MCF-7.
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Viabilidad relativa de la linea 4T1 expuesta a los compuestos
20y 21a-d
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Figura 37. Viabilidad relativa de la linea 4T1 expuesta a los derivados del 1H y 2H-
benzotriazolil-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d.

5.2.1.11. Comparacion de la viabilidad de las lineas celulares MCF-7 y 4T1

expuesta a los derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilo 20a-

dy 2la-d

Los derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilo 20a-d y 21a-d que destacan
por su actividad anti-cancer al ser expuestos en las lineas celulares MCF-7 y 4T1,

son los compuestos 20a, 20b, y 21d (Figura 38), a los cuales fue posible determinar

el ICso, y los resultados se muestran en la Tabla 23.
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Figura 38. Derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilo con mayor actividad anti-
cancer.
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Tabla 23. Valores de ICsp de los compuestos mas activos en las lineas MCF-7 y 4T1.

Compuesto MCF-7 4T1
ICs0 (ug/mL) ICs0 (Mg/mL)
20a 423 -
20b 954 -
21d 935 -
Doxorrubicina 0.0053 0.707

En la linea celular MCF-7, se observa que los derivados del 1H-benzotrizolil
acrilonitrilo que integran en su estructura grupos electrodonadores como el di-metilo
y el di-etilo 20a y 20b presentan una potencial actividad anticancer. De acuerdo con
los datos mostrados en la Tabla 23, el derivado que presenta un ICso menor (423
pMg/mL), integra en su estructura un sustituyente di-metilo, mientras que el
compuesto que presenta un ICso mayor (954 pg/mL), estd constituido por el
sustituyente di-etilo, lo cual indica que de acuerdo con el nimero de carbonos que
conformen los sustituyentes puede verse afectada la actividad anticancerigena de
estos compuestos. Por otro lado, se encuentran el derivado del 2H-benzotriazolil-
acrilonitrilo 21d que integra en su estructura un grupo voluminoso y electrodonador
como es el di-fenilo y presenta un 1Cso de 935 pg/mL. De manera general, todos los
derivados de 1H y 2H-benzotrizolil-acrilonitrilo que integran como sustituyente un
anillo de morfolina en su estructura, no aparecen en la tabla dado que no
presentaron potencial actividad anti-cancer en ninguna de las lineas celulares.

En la linea celular 4T1, el Unico compuesto que presentd una considerable
actividad anti-cancer fue el 20b; sin embargo, fue imposible determinar el ICso dado

gue el menor porcentaje de viabilidad relativa que se observo fue del 63.53 £1.94%.
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Es importante resaltar, que la mayoria de los compuestos presentaron actividad
anti-cancer para la linea celular MCF-7 pero no para la linea 4T1, esto es porque
existen diferencias significativas entre ambas a pesar de ser lineas celulares de
cancer de mama. Por ejemplo, la linea celular 4T1, se clasifica como céancer de
mama triple negativo (TNBC) puesto que imita un cancer de mama humano en
estadio 1V; al carecer de la expresion del receptor de estrogeno, progesterona y la
falta de expresion génica para el receptor HER-2, el crecimiento tumoral y la
diseminacién metastasica de las células 4T1 reducen las opciones de tratamiento
especifico para los tumores. Por otro lado, la linea celular MCF-7 es una de las
pocas que expresa niveles sustanciales del receptor de estrégeno alfa (ER-a);

ademas de expresar receptores de andrégenos, de progesterona y
glucocorticoides.*

Estudios cientificos han demostrado que el tratamiento quimioterapéutico con
estrogenos tiene un efecto antiapoptético, mientras que el tratamiento con
antiestrogenos, puede reducir el crecimiento de los cultivos al inhibir la proliferacion
e inducir apoptosis, por ejemplo el tamoxifeno, el cual se encuentra clasificado
dentro de los MRSE (Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrégeno) que
bloguean los efectos del estrégeno en el tejido mamario uniéndose a los ER en las
células mamarias. Otro tipo de tratamiento empleado para el cAncer de mama son
los inhibidores de la aromatasa, los cuales bloquean la enzima aromatasa, que
convierte el andrégeno en pequefias concentraciones de estrogeno en el cuerpo;
es decir, reduce la cantidad de estrégeno disponible para estimular el crecimiento

de las células de cancer de mama con receptores de hormonas positivos. 4t 42 43:44
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Por todo lo anterior y en base a los resultados obtenidos y a la relacién estructural
que presentan los compuestos 20a, 20b y 21d con algunos moduladores
hormonales, es posible que la actividad biol6gica que se deriva sea del tipo
regulacién hormonal y en consecuencia esto resulta en una potencial actividad anti-
cancer en la linea celular MCF-7.

Por otro lado, los compuestos que integran en su estructura grupos nitrilo y
azoles como el 1H y 2H-benzotriazol han demostrado poseer un amplio rango de
aplicaciones medicinales; recientemente se ha reportado que los derivados de

benzotriazol presentan propiedades farmacolégicas especialmente en los
tratamientos quimioterapéuticos.*® °2 En la Tabla 24, se presenta una recopilacién
de estudios realizados acerca de este tipo de moléculas evaluadas en distintas

lineas celulares, con la finalidad de comparar los resultados obtenidos en la

presente investigacion con lo reportado en la literatura.
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Tabla 24. Compuestos con actividad anticancerigena en distintas lineas celulares.

Autor Molécula Linea celular I1C5, Mecanismo
Afio (ng/mL)

**No reportado. *Concentracidon necesaria para inhibir el crecimiento celular 29.9%

5.2.2. Actividad citotoxicain vitro de los derivados del 1H-y 2H-benzotriazolil-

acrilonitrilos 20a-d y 21a-d en esplenocitos murinos

La actividad citotdéxica que presentan los derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-
acrilonitrilos 20a-d y 2la-d al ser expuestos sobre esplenocitos murinos, se
presenta en la Figura 39; ademas, se presenta un analisis mas detallado en la Tabla

25.
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Tabla 25. Viabilidad relativa de esplenocitos murinos expuestos a los derivados del 1H y
2H-benzotriazolil-acrilonitrilo 20a-d y 21a-d a una concentracién de 1000 pg/mL.

Compuesto % Viabilidad Compuesto % Viabilidad

20a 37.88 +£10.90 2l1a 66.18 + 10.05
20b 91.80 + 3.93 21b 11.44 +6.09
20c 16.72+£0.71 21c 55.25 + 14.86
20d 33.61 +4.46 21d 27.57 £17.25

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 25 el compuesto 20b
presenta el mayor porcentaje de viabilidad relativa (91.80 + 3.93%) en esplenocitos
murinos, es decir es menos citotéxico, seguido de los compuestos 21ay 21c con un
66.18 £ 10.05 y 55.25 + 14.86% respectivamente, es importante resaltar que el
compuesto 20b integra en su estructura como sustituyente un grupo di-etilo y se
encuentra dentro de los compuestos con mejor actividad anti-cancer en la linea
celular MCF-7, aun cuando este presenta un ICso superior al del farmaco de
referencia y que ademas para la linea celular 4T1 también presentdé una buena

actividad anti-cancer.

Por otro lado, los compuestos 20a y 21d, los cuales también poseen potencial
actividad anti-cancer, presentaron porcentajes de viabilidad relativa en esplenocitos
murinos de 37.88 = 10.9y 27.57 =+ 17.25% respectivamente, lo cual indica que son

altamente citotdxicos.
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Viabilidad relativa de esplenocitos murinos expuestos a los
compuestos 20 y 21a-d
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Figura 39. Viabilidad relativa de esplenocitos murinos expuestos a los compuestos
derivados del 1H-y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilo 20a-d y 21a-d a una concentracion de
1000 pg/mL.

Debido a que los compuestos 20a y 21d presentaron potencial actividad
anticancerigena pero una alta citotoxicidad a la concentracion de 1000 pg/mL se
decidi6 realizar la evaluacion de la viabilidad relativa en esplenocitos murinos a

concentraciones de 10, 50, 500 y 1000 pg/mL para presentar un estudio mas

detallado (Tabla 26).

Tabla 26. Viabilidad relativa de esplenocitos murinos expuestos a los derivados del 1Hy
2H-benzotriazolil-acrilonitrilos 20a y 21d.

% Viabilidad
Concentracion 20a 21d
(Hg/mL)
10 31.31+19.68 53.70 + 3.25
50 4495 +11.99 32.92 +11.49
500 47.28 £+ 10.17 40.66 = 7.07
1000 37.88 + 10.90 27.57 +17.25
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En la Figura 40 se puede observar que el compuesto 20a presenta una alta
citotoxicidad en esplenocitos murinos al emplear incluso la concentracion menor.
Por otro lado, el compuesto 21d presenta el mayor porcentaje de viabilidad (53.70
+ 3.25%) en esplenocitos murinos al emplear una concentracion de 10 pg/mL; sin
embargo, bajo esta concentracion dicho compuesto presenta poca actividad

anticancerigena al ser evaluado en la linea celular MCF-7.
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Figura 40. Viabilidad relativa de esplenocitos murinos expuestos a los compuestos
derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilo 20a y 21d.

Después de analizar esta informacién, el compuesto 20b se perfila como el Unico
posible candidato para ser evaluado en un modelo animal debido a que presenta el
mayor porcentaje de viabilidad relativa en esplenocitos murinos (poco citotéxico) y

al mismo tiempo presento una potencial actividad anticancerigena en la linea celular

MCF-7.

167



5.2.3. Actividad citotoxica in vitro de los derivados del 1H- y 2H-benzotriazolil-
acrilonitrilos 20a-d y 2la-d en células mononucleares de sangre

periférica de humano

La citotoxicidad que presentan los derivados del 1H- y 2H-benzotriazolil-
acrilonitrilos 20a-d y 21a-d a una concentracion de 1000 pg/mL al ser expuestos
sobre sangre periférica de humano, se presenta en la Figura 41; ademas, se

presenta un andlisis mas detallado en la Tabla 27.

Tabla 27. Viabilidad relativa de los derivados del 1H- y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilos 20a-
d y 21a-d sobre sangre periférica de humano a una concentraciéon de 1000 pg/mL.

Compuesto %Viabilidad Compuesto %Viabilidad

20a 100.00 = 13.56 21a 75.75 +10.74
20b 60.70 + 6.81 21b 91.64 +11.80
20c 83.43 +5.51 21c 100.00 + 8.11
20d 94.13 + 8.64 21d 100.00 = 13.89

De acuerdo con la Figura 41 se observa que los compuestos 20a, 21c y 21d a
una concentracion de 1000 pg/mL presentan una viabilidad relativa cercana al 100%
sobre células de sangre periférica, lo cual resulta interesante ya que los compuestos
20ay 21d poseen una potencial actividad anticancerigena para la linea celular MCF-

7. Por otro lado, aunque el compuesto 21c presento poca actividad anticancerigena
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en esta linea celular, podria ser un buen candidato para emplearse como marcador

tumoral, dado que su citotoxicidad en células de sangre periférica humana es nula.

Los compuestos 20c, 20d, 2l1a, y 21b presentan porcentajes de viabilidad

relativa de 83.43 + 551, 94.13 + 8.64, 75.75 = 10.74 y 91.64 + 11.80%

respectivamente; sin embargo, ninguno de estos compuestos presentd potencial
actividad anticancerigena para ninguna de las lineas celulares empleadas. El
compuesto 20b presenta el valor de viabilidad relativa mas bajo (60.70 + 6.81%), es
decir, es el mas citotéxico para las células de sangre periférica humana, aun cuando

fue el que presentd la mejor actividad anticancerigena al ser evaluado en la linea

celular MCF-7.

Viabilidad relativa de células mononucleares de sangre
periférica expuestas a los compuestos 20a-d y 21a-d
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Figura 41. Viabilidad relativa de los compuestos derivados del 1H- y 2H-benzogtriazolil-
acrilonitrilo 20a-d y 21a-d sobre sangre periférica de humano a una concentracion de
1000 pg/mL.
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Debido a que el compuesto 20b presenté potencial actividad anticancerigena en
la linea celular MCF-7 pero una alta citotoxicidad a la concentracion de 1000 pg/mL
se decidio realizar la evaluacion de la viabilidad relativa en células mononucleares
a concentraciones de 10, 50, 500 y 1000 pg/mL para presentar un estudio mas

detallado (Tabla 28).

Tabla 28. Viabilidad relativa del compuesto 20b sobre células mononucleares de sangre
periférica.

Concentracion % Viabilidad

(ug/ml) relativa
10 94.40 £5.72
50 87.47 £ 10.02
500 75.91 £ 13.83

1000 60.70 £ 6.81

En base a los resultados que se muestran en la Figura 42, se observa que el
compuesto 20b, presenta un alto valor de viabilidad relativa en células de sangre
periférica (94.40 + 5.72%) al emplear la concentracion de 10 pg/mL, lo que significa

que bajo esta concentracion este compuesto es poco citotdxico.
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Viabilidad relativa de células mononucleares de
sangre periférica expuestas al compuesto 20b
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Figura 42. Viabilidad relativa del compuesto 20b sobre sangre periférica de humano.

Por otro lado, el desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos que provoquen
menos efectos adversos sigue siendo un reto en la actualidad. Como se ha
reportado en la literatura, el tratamiento con doxorrubicina desencadena una
cantidad de efectos adversos tales como mielosupresion, alopecia, nausea,

vémitos, miocardiopatia, es vesicante y puede causar ulceracién cutanea.** Aun

cuando la doxorrubicina se considera un potencial farmaco para el tratamiento

guimioterapéutico, sigue teniendo como limitacion la citotoxicidad que genera

durante la terapia.

En el 2014, Gumulec et al.,*® reportaron la citotoxicidad de la doxorrubicina sobre

tres lineas celulares prostaticas, dos de ellas cancerosas y la linea celular PNT1A
que fue empleada como representacion de tejido prostatico sano. La citotoxicidad
gue presenta la doxorrubicina sobre la linea celular PNT1A de acuerdo con Gumulec

et al., se muestra en la Figura 43. Donde se observa que el valor de viabilidad celular
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mas bajo se presenta al exponer las células a una concentracion de 5.43 pg/mL de

farmaco, es decir, bajo esta concentracion la doxorrubicina es altamente citotdxica.

Citotoxicidad de la doxorrubicina en células PNT1A

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Viabilidad

5.43x10-4 5.43x10-3 0.054 0.543 5.43

Concentracion pg/mL

Figura 43. Citotoxicidad de la doxorrubicina sobre células PNT1A de tejido prostatico sano.

Al comparar las cifras reportadas con los datos obtenidos en esta investigacion
se sugiere que los compuestos 20a y 21d sean sometidos a estudios mas precisos
dado que mostraron potencial actividad anticancerigena y no presentaron
citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica al emplear una
concentracion de 1000 pg/mL. Cabe destacar que esta concentracion es mucho
mayor que la concentracion de doxorrubicina empleada en el estudio de Gumulec y
col., lo cual da indicio de que los compuestos 20a y 21d desencadenen menos

efectos adversos que la propia doxorrubicina.

Con la finalidad de presentar un estudio mas detallado sobre la citotoxicidad de

los derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d, se decidio llevar
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a cabo el ensayo cometa para evaluar el dafio genético en células de sangre
periférica al ser expuestas a los compuestos 20a-d y 21a-d a concentraciones mas
bajas (0.1, 1.0 y 10 pg/mL), dado que la mayoria de los compuestos presentan poca

citotoxicidad al emplear la concentracion de 10 pg/mL.

5.2.4. Actividad genotoxica in vitro de los derivados del 1H- y 2H-
benzotriazolil-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d en células mononucleares de

sangre periférica mediante el ensayo cometa

Una prueba que evalla el dafio del material genético causado por diferentes
agentes quimicos y fisicos es el ensayo cometa o también conocido como
electroforesis alcalina.*” %8 A través de esta técnica es posible identificar el dafio al
ADN mediante la migracion de este en direccion al anodo, dando lugar a la aparicion
de un cometa (de ahi el nombre). De esta forma se puede cuantificar la relacién
dosis/respuesta midiéndose la intensidad de la fluorescencia desde la cabeza del
cometa hacia la cola.*

La genotoxicidad que presentan los derivados del 1H y 2H-benzotriazolil-
acrilonitrilos 20a-d y 2l1a-d a una concentracion de 0.1, 1.0 y 10 pg/mL, al ser

expuestos sobre sangre periférica de humano, se presenta en la Figura 44; ademas,

se presenta un analisis mas detallado en la Tabla 29.
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Tabla 29. Porcentaje de genotoxicidad de los derivados del 1H-y 2H-benzotriazolil-
acrilonitrilos 20a-d y 21a-d sobre sangre periférica.

% Genotoxicidad
Concentraciéon 20a 20b 20c 20d 2l1a 21b 21c 21d
H202 (+) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

DMSO 5% (-) 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
10 pg/mL 3% 0% 5% 0% 0% 5% 0% 0%
1 pg/mL 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
0.1 pg/mL 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

De acuerdo con la Figura 44, se pude observar que solo los compuestos 20a,
20c y 21b provocan ligero dafio al ADN mostrando un valor de genotoxicidad bajo
de 3y 5% en las células evaluadas en comparacion con el control positivo peréxido
de hidrogeno (H202), lo cual indica que a una concentracion de 10 pg/mL, es posible

gue estos compuestos causen ligeras rupturas en la cadena, debido a la morfologia

que presentan los nlcleos y la migracién del ADN que se observa en la Figura 45.27

Por otro lado, los compuestos 20b, 20d, 21a, 21c y 21d, no presentan genotoxicidad

en comparacién con el control positivo bajo ninguna concentracion.
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Genotoxicidad de los compuestos 20a-d y 21a-d sobre células
mononucleares de sangre periférica humana

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
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10%

0%

Genotoxicidad

H202

Figura 44. Genotoxicidad de los compuestos 20a-d y 21a-d sobre sangre periférica

20a
20b
20c
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21b

—0—21c

DMSO 5% 10ug/mL lpg/mL
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humana.

® —e—21d
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0.1 pg/mL —_ 0.1 pg/mL—_ 0.1 pg/mL—_
1pg/mt 1pg/mi —{ 1pg/mL —{_
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DMSO 5% —{_ DMS0 5% —{_ DMSO 5% —|_

H0, —{_ H0, — H0, —{
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Figura 45. Morfologia de los nucleos expuestos a los compuestos 20a, 20c y 21b en el
ensayo cometa.

Finalmente, en la Figura 46 se presentan las imagenes correspondientes al
ensayo cometa de los compuestos con mayor actividad anticancerigena 20a, 20b y

21d para la linea celular MCF-7 con la finalidad de discutir algunos aspectos

s
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importantes. El compuesto 20a presentd actividad en la linea celular MCF-7
empleando la concentraciéon més alta, 1000 pug/mL, al evaluar la citotoxicidad de
este compuesto en células mononucleares bajo la misma concentracion, se obtuvo
viabilidad celular del 100.00 = 13.56%, es decir el compuesto resulto no ser
citotéxico. Por otro lado, al evaluar la genotoxicidad en células de sangre periférica
a una concentracion menor (10 pg/mL), se obtiene como resultado un valor de 3%
de genotoxicidad; sin embargo, esto no indica que exista muerte celular bajo esta
concentracion dado que puede tratarse de mutaciones o modificaciones al ADN
pero no necesariamente inducir muerte celular. La viabilidad relativa del compuesto
20b, fue de 46.06 + 14.56% al emplear una concentracién de 1000 pg/mL en esta
misma linea celular, desafortunadamente bajo esta concentracion dicho compuesto
resulta altamente citotdéxico presentando un 60.70 + 6.81% de viabilidad en células
mononucleares de sangre periférica; al evaluarse nuevamente la citotoxicidad de
este compuesto a una concentracién de 10 pg/mL, la viabilidad relativa resulté de
94.40 + 5.72%, lo que indica que bajo esta concentracion no presenta una alta
citotoxicidad, por otro lado, tampoco presenté genotoxicidad al ser expuesto a la
misma concentracion sobre sangre periférica; sin embargo, a una concentracién de
10 pg/mL el compuesto 20b no presenta actividad anti-cancer en la linea celular
MCF-7 por lo que se perfila como candidato a ser evaluado como marcador celular

a esta concentracion.

La viabilidad relativa que present6 el compuesto 21d para esta linea celular al
emplear la concentracion de 1000 pg/mL fue 43.51 + 6.54% y bajo esta misma

concentracion no presento citotoxicidad permitiendo una viabilidad celular cercana
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al 100% en células de sangre periférica y al emplear una concentracion de 10
pg/mL, dicho compuesto no present6 genotoxicidad en sangre; es de esperarse que
el compuesto 21d tampoco presente genotoxocidad a una concentracion mayor
dados los resultados al evaluarla la citotoxicidad, por lo tanto, los compuestos 20a
y 21d se proponen como posibles candidatos a ser evaluados en otras lineas

celulares cancerigenas de importancia clinica u otras aplicaciones biolégicas.

0.1 pg/mL—{ 0.1 pg/mL—{
1pg/mL —{ 1pg/mL —{
10 pg/mt —{__ 10 pg/mt —{_
DMSO 5% —__ DMSO 5% —__
H,0, —{ H,0, —{
20a 20b 21d

Figura 46. Morfologia de los nucleos expuestos a los compuestos 20a, 20b y 21d en el
ensayo cometa.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron comparados con lo reportado

|50

en el 2017 por Lu Yanxin et a cuando evaluaron el dafio al ADN que causa la

doxorrubicina sobre células de glioma U251 mediante el ensayo cometa. Las células
U251 fueron expuestas a la doxorrubicina a una concentracion de 0.543 pg/mL
durante 20 h, empleando como control negativo al DMSO; los resultados se

muestran en la Figura 47.
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DMSO Dox

Figura 47. Imagenes representativas del ensayo cometa alcalino en células U251.

|50

Aun cuando los resultados reportados por Lu Yanxin et a se tratan sobre

células cancerosas, se puede establecer lo siguiente; el dafio al ADN en células de
sangre periférica al ser expuestas a los compuestos 20a-d y 21a-d, se presento
Unicamente al emplear la concentracion de 10 pg/mL de los compuestos 20a, 20c y
21b, mientras que a concentraciones menores (1.0 y 0.1 pg/mL), no se muestra
genotoxicidad al evaluar ninguno de los compuestos. De acuerdo con lo reportado,
la concentracion necesaria de la doxorrubicina para causar dafio al ADN en células
cancerosas es mucho mas pequefia en comparacion con la concentracion
necesaria de los compuestos evaluados en este estudio, lo cual resultaria favorable
si la doxurrubicina fuera altamente selectiva para causar genotoxicidad Unicamente
a células cancerosas; sin embargo, también en la literatura se ha reportado el dafio

gue causa a los globulos rojos provocando la hemodlisis en los eritrocitos.

En la Figura 48, se presenta la hemdlisis de eritrocitos provocada por la

exposicion de estas células a diferentes concentraciones de doxorrubicina de
acuerdo con lo reportado por Khan et al.,> en el 2015, donde se establece que este

farmaco causa lisis de eritrocitos de manera dependiente a la dosis.
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Figura 48. Actividad hemolitica de la doxorrubicina sobre eritrocitos.

Con base en los resultados obtenidos y a la informacion reportada en la literatura,
los compuestos sintetizados y evaluados en este proyecto, presentan ciertas

ventajas sobre el farmaco de referencia utilizado.

Otro aspecto que es importante resaltar acerca de los derivados de 1H y 2H-
benzotriazolil-acrilonitrilos es que presentan cierta fluorescencia gracias al tipo de
enlaces que integran en su estructura, lo que nos sugiere que aquellos compuestos
gue no presentaron potencial actividad anticancerigena para ninguna de las lineas
celulares pero fueron poco citotéxicos hacia células normales pueden ser utilizados
como marcadores tumorales; tal es el caso de los compuestos 21a y 21c (Figura
49), los cuales no presentan actividad anticancerigena; sin embargo, al evaluar la
citotoxicidad en células mononucleares a una concentracion de 1000 pg/mL
permiten una viabilidad cercana al 100%, de igual forma que al evaluar la
citotoxicidad en esplenocitos murinos con la concentracién de 10 pug/mL; bajo esta

Gltima concentracién tampoco presentan dafio al ADN en células de sangre
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periférica, por lo tanto se sugieren posteriores estudios a dichos compuestos con la

finalidad elucidar su correcta aplicacion.
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Figura 49. Compuestos propuestos para evaluarlos como marcadores fluorescentes.
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CAPITULO VI

6.1 CONCLUSIONES

+ Se sintetizaron cuatro ésteres derivados de pirazol, benzimidazol y
benzotriazol (3a, 3b, 5a y 5b), via ultrasonido con rendimientos que van

desde el 12 al 86% de rendimiento.

+ Se obtuvieron dos ésteres derivados de benzotriazol 5a y 5b, debido al
equilibrio tautomérico que presenta el benzotriazol, dando lugar a una
mezcla de dos is6meros, favoreciendo al isbmero de la posicién 1H de
acuerdo con la polaridad del disolvente empleado en la reaccién (DMF, THF

0 CH3CN).

+ Se report6 una nueva ruta de sintesis mediante irradiacion de microondas
para la preparacion de cuatro &cidos carboxilicos (15a,15b, 15¢c y 15d)
empleando como precursores los azolil-ésteres (3a, 3b, 5a 'y 5b), obteniendo

rendimientos que van del 35 al 81%.

+ Se sintetizaron 19 hidroxiacetamidas (7-10a-e) a través de una metodologia
de sintesis utilizando irradiacion de microondas, empleando como
precursores los ésteres 3a, 3b, 5ay 5b; con diferentes aminoalcoholes, tales
como etanolamina, (S)-valinol, (S)-leucinol, (S)-fenilalaninol y (S)-

fenilglicinol, obteniendo rendimientos favorables que van del 50 al 98%.
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+ Se sintetizaron dos azolil-acetonitrilos 17a 'y 17b a través de un método de
sintesis asistido por ultrasonido, empleando como precursor el benzotriazol,
dando origen a dos isémeros debido al equilibrio tautomérico que presenta
el benzotriazol, favoreciendo la formacion del isbmero en posicion 1H con

un 75% de rendimiento.

+ Se sintetizaron ocho aril-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d bajo condiciones de
reflujo empleando como como precursores los azolil-acetonitrilos 17ay 17b

respectivamente obteniendo rendimientos que van desde el 34 al 78%.

+ Se llevd acabo la caracterizacion de cada uno de los compuestos
sintetizados utilizando Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno y
carbono trece (RMN H y'3C) y Espectrometria de Masas de Alta Resolucion,
lo que permiti6 confirmar la estructura propuesta de cada uno de los

compuestos.

+ Por otro lado, se seleccionaron ocho aril-acrilonitrilos 20a-d y 21a-d para
llevar a cabo la evaluaciéon de la actividad anti-cancer utilizando las lineas

celulares MCF-7 y 4T1.

+ Tres de los ocho compuestos evaluados (20a, 20b y 21d) mostraron
potencial actividad anti-cancer sobre la linea celular MCF-7, presentando

porcentajes de viabilidad celular inferiores al 40% empleando Ila
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concentracion de 1000 pg/mL. No obstante, ninguno de los compuestos

evaluados mostré potencial actividad anti-cancer sobre la linea celular 4T1.

Se comparo el ICso de los compuestos mas activos (20a, 20b y 21d) sobre
la linea MCF-7 con el ICso de la doxorrubicina; sin embargo, ninguno resultd

ser mas activo que la doxorrubicina.

El compuesto 20b resulté ser el menos citotoxico al ser evaluado sobre

esplenocitos murinos a una concentraciéon de 1000 pg/mL.

Los compuestos 20a y 21d no presentaron citotoxicidad en células de sangre
periférica mostrando mejores resultados que la doxorrubicina, de acuerdo

con lo reportado en la literatura.

Ninguno de los compuestos potencialmente activos (20a, 20b y 21d)
mostraron dafio al ADN al evaluar la genotoxicidad a una concentracion de

10 pg/mL.
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6.2 PERSPECTIVAS

Llevar a cabo la preparacion de una serie mas grande de &cidos carboxilicos
bajo la ruta encontrada en este proyecto, con la finalidad de evaluar su

actividad biologica.

Evaluar la actividad anticAncer de los compuestos 20 y 21a-d sobre otras

lineas celulares cancerosas.

Realizar un estudio detallado de la relacion estructura quimica-actividad para

los compuestos 20a y 21d.

Evaluar la actividad anticancerosa in vivo de los compuestos 20a, 20b y 21d.

Llevar a cabo un estudio para evaluar los compuestos 2l1a y 21c como

posibles marcadores celulares.
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