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RESUMEN

TITULO: Disefio y sintesis de nuevos a-aminonitrilos via reaccion de Strecker: Bisqueda de
moléculas con accién insecticida y su efecto sobre el mosquito Aedes aegypti, vector
principal de la enfermedad del dengue.*

Autor: Andrés Gilberto Rueda Jaimes**
Palabras clave: Larvas, adultos, Aedes aegypti, girgensohnina, a-aminonitrilos, insecticidas.

El dengue se ha clasificado como una enfermedad endémica en Colombia, presentando una
tendencia creciente desde el afio 2011 en las zonas Andina y Caribe. Entre los controles que se
han realizado de esta enfermedad esta la concientizacion social (eliminacion de criaderos de
mosquitos) y el control quimico con insecticidas para la eliminacion de larvas y adultos a través de
diferentes mecanismos de accion. Entre los insecticidas mas empleados estan aquellos que
inhiben las enzimas del insecto. La generacion y produccion de insecticidas centrada en aumentar
su efectividad, disminuyendo su toxicidad sobre el ser humano y ademas, que no tengan efectos
adversos sobre el ambiente, es uno de los intereses en la sintesis quimica.

El alcaloide natural girgensohnina proviene del arbusto Girgensohnia oppositiflora, del cual se
extrae con un rendimiento no superior al 0.05%. En estudios anteriores el LQOBIo sintetiz6 este
alcaloide y una quimioteca de analogos empleando una modificacion de la reaccién de Strecker
multicomponente. Tanto el alcaloide como sus analogos mostraron inhibir la acetilcolinesterasa
bovina, bajo condiciones de laboratorio.

Buscando la obtencion de nuevos sistemas a-aminonitrilicos inhibidores de la AChE, una nueva
serie de analogos de la girgensohnina fueron sintetizados mediante la reaccion de Strecker en
condiciones suaves de reaccién utilizando aminas ciclicas y aldehidos arométicos. Se evalué la
accion de las moléculas sintetizadas sobre larvas de Aedes aegypti revelando una actividad
larvicida por debajo de los 150ppm, los compuestos 2-(4-metoxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo
(1a) y 2-(4-metoxifenil)-2-(4-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo (2a) mostraron una actividad larvicida por
debajo de los 100ppm, siendo posibles candidatos para el desarrollo de insecticidas potentes sobre
mosquitos del genero Aedes aegypti.

*Trabajo de grado para optar al titulo de Quimico

** Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director: Vladimir V. Kouznetzov, PhD, DSc.
Codirectora: Aurora L. Carrefio MSc. Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular LQOBIo0.
Universidad Industrial de Santander.
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ABSTRACT

TITLE: Design and synthesis of new a-amino nitriles via Strecker reaction. Search of
molecules with insecticide action and its effect on the mosquito Aedes aegypti, the principal
vector of dengue disease.

Author: Andrés Gilberto Rueda Jaimes*
Key words: Larvae, adults, Aedes aegypti, girgensohnine, a-aminonitriles, insecticides.

Dengue disease is classified as endemic in Colombia and since 2011 has had an increasing trend
in the Andean and Caribbean zones, controls that have been made for the control of this disease
includes social awareness (elimination of mosquito breeding sites) and chemical control with
insecticides for the elimination of larvae and adults through different action mechanisms. Among the
most used insecticides are those that inhibit the insect enzymes. The generation and production of
insecticides focused in increasing its effectivity, decreasing its toxicity in humans and not having
effects in the environment is one of the interests in chemical synthesis.

The natural alkaloid girgensohnine comes from the bush Girgensohnia oppositiflora, extracting this
alkaloid from the plant has a yield less than 0.05%. In previous studies on the LQOBiIo the
girgensohine alkaloid, and a series of analogues were synthesized, with a modification of
multicomponent Strecker reaction. This alkaloid and its analogues reported inhibiting activity of
bovine acetylcholinesterase (AChE).

Looking for the production of new a-aminonitriles inhibitors of AChE, a new series of girgensohnine
analogs were synthesized by Strecker reaction in mild reaction conditions using cyclic amines and
aromatic aldehydes. The action of this molecules was evaluated on larvae of Aedes aegypti with the
synthesized molecules, revealing a larvicidal activity below 150ppm, compounds 2 (4-
methoxyphenyl) -2 (piperidin-1-yl) acetonitrile (1a) and 2 (4 -methoxiphenyl) -2 (4-methylpiperidin-1-
yl) acetonitrile (2a) exhibited larvicidal activity below 100ppm; these are possible candidates for the
development of potent insecticides in Aedes aegypti.

*Undergraduate project to obtain the title of chemist

** Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director: Vladimir V. Kouznetzov, PhD, DSc.
Codirectora: Aurora L. Carrefio MSc. Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular LQOBIo.
Universidad Industrial de Santander.
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INTRODUCCION

El dengue es una de las enfermedades méas importantes a nivel mundial que
afecta al hombre en términos de morbilidad y mortalidad, convirtiéndole en un

problema de salud publica.™

El dengue se clasifica como una enfermedad endémica en Colombia. En las
ultimas dos décadas, se ha evidenciado una tendencia creciente en los casos de
dengue, reportandose en el 2010 aproximadamente 160000, y desde el 2011 los
indices de esta enfermedad han ido en aumento (Fig. 1). %

Figura 1. Casos de dengue reportados en las uUltimas dos décadas en Colombia
Fuente: Sivigila. Instituto Nacional de Salud. Colombia
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A la semana quinta del 2014, el Instituto Nacional de Salud reporté 8444 casos de
dengue en todo el pais. El departamento de Santander con 1170 casos de dengue
y 16 casos de dengue grave ocupo el primer lugar en la lista. Para la semana 16
del mismo afio el Instituto Nacional de Salud reportdé 32963 casos de dengue y
673 casos de dengue grave, aumentando en 24519 casos en tan solo 3 meses;
ademas se notificaron 81 muertes probables por dengue, 8 de ellas reportadas en

Santander.
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Campafias para la prevencion de la enfermedad del dengue, adoptadas por
entidades de salud, se enfocan en estrategias para la reduccién o eliminacién de
su vector, el mosquito Aedes aegypti. Ante la poca efectividad brindada por las
campafas de concientizacion ciudadana, que buscan por ejemplo eliminar los
criaderos, los esfuerzos se dirigen a la generacién o estudio de nuevos sistemas
con accion insecticida que inhiban diferentes enzimas y canales i6nicos del insecto
(enzima acetilcolinesterasa, a y B esterasas, citocromo C, glutation-S-transferasa,

canales de sodio, calcio y potasio).”

Entre los insecticidas convencionales utilizados para el control de insectos se
encuentran los compuestos organofosforados (Coumafés, Malation, Monocrofés) y
los carbamatos (Propoxur, Aldicarb, Carbaril). Sin embargo, debido a su uso
continuo, y a errores en la dosificacion y concentraciones empleadas, el mosquito
ha desarrollado mutaciones en receptores y enzimas detoxificantes desarrollando
resistencia, o que en muchos casos ha resultado en una disminucion de su
efectividad y un aumento en la concentraciéon a emplear, afectando otros insectos

y en algunos casos a los seres humanos. &4

La toxicidad que representan para seres humanos, animales y para el medio
ambiente, respalda la busqueda de nuevos compuestos con accidn insecticida,
gue presenten poca o nula toxicidad en el ser humano y ademas que sean

amigables con nuestro entorno.®

Se ha encontrado que las plantas, como mecanismo de defensa contra los
insectos y animales pequefios, sintetizan compuestos moderadamente toxicos,
denominados metabolitos secundarios. Estos compuestos tienen diferentes
blancos de atague en los receptores del insecto, es por esto que estos metabolitos
secundarios (flavonoides, alcaloides, terpenoides, glucésidos cianogénicos) son
de gran interés en la quimica medicinal, industria agroquimica y en la produccién

de insecticidas.
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En estudios anteriores realizados en el Laboratorio de Quimica Orgénica y
Biomolecular (LQOBI0), se reportaron los resultados de los estudios in vitro de
inhibicion del alcaloide natural girgensohnina sobre la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) bovina. La girgensohnina es un alcaloide presente en la planta
Girgensohnia oppositiflora, de la familia Chenopodiaceae. Esta planta, presente al
sur de Rusia e Irén, brinda el alcaloide cianogénico con un rendimiento no superior
al 0.05% (Figura 2).

Figura 2. Girgensohnina y su fuente natural, la planta Girgensohnia oppositiflora.

OH

Girgensohnina
Formula: C]3H16N20
Peso molecular: 216,28g/mol

Debido entre otros factores a la poca cantidad de este alcaloide presente de forma
natural, en el afio 2008 el LQOBIo realiz6 su sintesis, obteniéndole con un
rendimiento del 76%, utilizando la piperidina y p-hidroxibenzaldehido como
precursores, NaCN como fuente de cianuro y como catalizador el acido de Lewis
InCls.[®! Estudios posteriores llevaron al disefio y sintesis de una nueva serie de 20
analogos, con los cuales se buscé potenciar su accién inhibitoria sobre la AChE,
mejorando en algunos casos los valores de ICsp con respecto al alcaloide natural.
La evaluacion de la accién insecticida in vivo de estos analogos sobre el Aedes

aegypti, mostré valores de CLs, inferiores a los 100ppm. 1"

De esta manera, el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular (LQOBI0) en

su interés por desarrollar nuevas moléculas que inhiban a la AChE del mosquito
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Aedes aegypti, ha propuesto la sintesis de nuevos anélogos de la girgensohnina,
buscando potenciar su actividad insecticida sobre el vector principal del dengue.

Esta investigacion sobre la sintesis de nuevos a-aminonitrilos y la busqueda de
moléculas de accion insecticida con efecto sobre el mosquito Aedes aegypti,
vector principal de la enfermedad del dengue ha sido realizada gracias al soporte

econdémico de Colciencias.
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1. ESTADO DEL ARTE:

1.1. CIANOGENESIS:

La busqueda de los principios activos responsables de la proteccién y defensa
de las plantas ha llevado a encontrar numerosas sustancias, entre las cuales
se tienen metabolitos secundarios de gran diversidad fisiolégica y quimica
Los compuestos cianogénicos son metabolitos secundarios presentes en
diferentes partes de algunas plantas, como las semillas, con principios activos
y actividades biolégicas marcadas acompafiadas numerosas veces de
toxicidad, lo que les permite cumplir funciones de defensa.”® Cuando las
plantas son atacadas por insectos o mamiferos pequefos, la enzima [3-
glucosidasa hidroliza estos compuestos cianogénicos liberando acido

cianhidrico toxico (Esquema 1).

Esquema 1.Mecanismo de cianogénesis de la amigdalina

CH,OH
O_ OH
2 OH
CH,OH OH
(o) [o} OH
@ o fo) B-glucosidasa
OH OH N *
OH OH N HCN
OH
Amigdalina o H

Prunus amygdalus
Benzaldehido

Este proceso de degradacion es llamado cianogénesis,'® y tal como se muestra
en el esquema 1 con la degradacion de la amigdalina, presente en las almendras
amargas, se produce un fragmento glucosidico, el cual es usado como fuente de
energia; benzaldehido, el cual le confiere el sabor amargo a las semillas de
almendra, y debido a la ruptura del enlace nitrilico en la amigdalina, se produce el

acido cianhidrico.
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Tanto la amigdalina como otros compuestos cianogénicos que poseen un
glucésido en su estructura son llamados cianoglucésidos *¥ y estan presentes en
diferentes partes de frutas y plantas comestibles, algunos ejemplos se muestran
en la figura 3.

Aunque la presencia de estos cianoglucésidos en estos alimentos puede llevar a
pensar equivocadamente que estos alimentos son nocivos debido a la liberacién
de HCN en la cianogénesis, se debe tener en cuenta diferentes factores. Estudios
a través de espectrometria de masas de triple cuadrupolo con ionizacion electro-
spray acoplado a cromatografia liquida de ultra-alta presion (UHPLC-(ESI)QQqQ
MS/MS) 4 muestra que en la almendra dulce la amigdalina se encuentra en una
concentracion media de 63.13 +/- 57.54 mg/kg, en la almendra semiamarga de
992.24 +/- 513.04 mg/kg, y en la almendra amarga de 40060.34 +/- 7855.26

[13] 'se determind una concentracion de

mg/kg. En un estudio realizado por Shragg
469 mg de cianuro por 100 g de almendras amargas, (4690 mg/kg), estimandose
una dosis letal de 0.5 mg de cianuro por kg de peso en el ser humano. Estos
valores confirman que para que estas almendras tengan un efecto nocivo en el ser
humano, se tendria que consumir gran cantidad de estas. Ademas, en el
tratamiento de las almendras amargas, estas se maceran para que de esta
manera al haber un dafio mecanico se produzca la liberaciéon de HCN gaseoso.
Otros factores a tomar en cuenta son la baja concentracion de estos
cianoglucésidos en los alimentos y que en algunos casos, se encuentran en partes

no comestibles del fruto, por ejemplo la raiz o las semillas, y no en la pulpa.
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Figura 3.Cianoglucosidos presentes en diferentes alimentos.
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Amigadalina Prunasina Linamarina
Almendra (Prunus amygdalus) Manzana (Malus pumila) Trigo (Triticum monococcum)
Manzana (Malus pumila) Durazno (Prunus persica) Yuca (Manihot esculenta)
Melocotén (Prunus persica) Cereza (Prunus avium) Avena (Avena Sativa)
Papaya (Carica papaya)
OH OH
o
Ho Ho%o, ) =N
CHs -—
OH OH OH OH
H3;C
Lotaustralina Durrina
Trigo (Triticu'm monococcum) Trigo (Triticum speita)
Yuca (Manihot esculenta) Centeno (Secale cereale)
Frijol (Phaseolus vulgaris) Sorgo (Sorgum bicolor)

Macadamia (Macadamia ternifolia)

1.2.SISTEMA COLINERGICO; INHIBICION DE LA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASA

Como mecanismo de defensa, las plantas sintetizan compuestos moderadamente
toxicos contra los insectos, teniendo diferentes blancos de ataque como los
canales ionicos (calcio, potasio, sodio), enzimas como la a y [ esterasa, el
citocromo C y las carboxilesterasas. Entre las carboxilesterasas se cuenta a la
enzima acetilcolinesterasa, la cual hace parte del sistema colinérgico y es la

enzima de estudio en este trabajo de investigacion.

El sistema colinérgico (Figura 4) es el encargado de transmitir impulsos nerviosos
a través de las neuronas para producir el movimiento de los musculos y el
funcionamiento de diferentes érganos en los insectos. Cuando el neurotransmisor
acetilcolina llega a los receptores en la membrana postsinéptica, la conformacién
de los canales de calcio cambia, permitiendo el paso de estos iones al interior de
la neurona postsinaptica causando una despolarizacion que es la responsable del

impulso nervioso.
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Figura 4.Componentes importantes del sistema colinérgico.
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Para regular la cantidad de acetilcolina liberada, en la hendidura sinaptica se
encuentra la enzima acetilcolinesterasa (AChE), que degrada la acetilcolina
produciendo colina y acido acético (Esquema 2). Mediante el mecanismo de
endocitosis, la colina es reabsorbida por la neurona presinaptica y con el acetato
proveniente de la coenzima A, se sintetiza la acetilcolina para continuar con la

sinapsis colinérgica.

Esquema 2.Reaccién de degradacion de la acetilcolina.

O

J oy AChE e
HaC Okrf—cm = =~ HO N*-CHg
CHs \, o) CHs
Acetilcolina )J\ Colina

HsC~ “OH

Acido Acético

La triada catalitica responsable de la degradacion de acetilcolina esta conformada
por los aminoacidos serina 203, histidina 440 y glutamina 327, y el mecanismo de
degradacion inicia cuando el oxigeno de la Ser203 se enlaza al carbono

electrofilico de la acetilcolina.!® (Esquema 3).
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Esquema 3.Mecanismo de liberacion de colina y restitucion de la enzima.

o o
Py CHs )k s

HO™ H % HsC O/\—N"CH —_— + HO N*CHy
H NHZK_/( ¢H, H NH2 CH,
Serina Acetilcolina Colina

L odocon el
x@ Yo iy
H 'NH, \/ H 'NH,
Serina Acido Acético
Para la restitucion de la enzima, el agua presente en el medio se enlaza al
carbono electrofilico del fragmento tomado por la serina para liberar acido acético

y recuperar su estructura.

Al utilizar insecticidas como carbamatos u organofosforados, (Figura 5) estos
interactian con la AChE debido a la presencia de una especie electrofilica, la cual
se enlaza al oxigeno de la serina mediante fosforilacion o carbarilacion (esquema
4), causando una disminucion en la regulacion de la acetilcolina, acumulandose en

los receptores nicotinicos y causando la parélisis y posterior muerte del insecto.!!

Esquema 4.Carbarilacion de la enzima a través de la interaccion de serina con el
carbamato Propoxur.

o /\j\ o o
~
HO)S(\OH . H (0] . HOJR\OXN/ . OH
H NH, @/0\’/ H NH, H @/O\(
Serina

Propoxur

Debido al uso prolongado e inadecuado de estos insecticidas, la AChE de varios
insectos ha sufrido mutaciones, confiriéndole resistencia frente a compuestos
carbamatos y/o organofosforados. Se ha propuesto que la mutacion de la AChE es
de tipo conformacional, de manera que limita la entrada del insecticida a la triada

catalitica de la enzima.l®
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Figura 5.0rganofosforados y carbamatos usados como insecticidas. Los fragmentos
caracteristicos se representan en rojo.
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1.3. REACCION DE STRECKER

Esta reaccion, desarrollada por Adolph Strecker en 1850, consiste en una
condensacion de tres componentes: un aldehido, una amina y una fuente de
cianuro para la formacion de a-aminonitrilos. Una de las mayores aplicaciones de
estos compuestos es que al ser hidrolizados conducen a la formaciéon de a-
aminoacidos, amidas, tetrazoles, entre otros (Esquema 5). Debido a la variedad de
productos que pueden ser sintetizados a partir de los a-aminonitrilos,
investigaciones recientes se han centrado en el desarrollo de una reaccion

asimétrica.

Esquema 5.Reaccion de Strecker para formacion de a-aminonitrilos seguido de hidrélisis
para la formacién de a-aminodcidos.

_R
0 NaCN HNT HN e
+ NH - )\ —_—
PR _NH,
Ri H Ry AcOH R1 CN ¥ COOH

El mecanismo de esta reaccién es una sustitucion nucleofilica, ™ la cual implica
dos adiciones en secuencia, generando primeramente el ion iminio producto de la

adicion del sistema aminico al compuesto carbonilico, para luego dar lugar a la
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adicion nucleofilica del ion cianuro para asi formar in situ el a-aminonitrilo

esperado (Esquema 6).

Esquema 6.Mecanismo de la reaccion de Strecker para la sintesis de la girgensohnina.
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OH
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Girgensohnina

Modificaciones realizadas a la metodologia clasica de Strecker como las

variaciones en la fuente de cianuro, condiciones de reaccion, compuestos

carbonilicos y aminas utilizadas, la convirtieron en una ruta atractiva a nivel de

sintesis organica al brindar productos de gran importancia tanto a escala de

laboratorio como a escala industrial

1.3.1. Fuentes de cianuro: Desde el desarrollo de la reaccion de Strecker se han
utilizado el HCN y cianuros de metales alcalinos (NaCN, KCN), requiriéndose
cuidados en su manejo debido a la alta toxicidad de estas especies. Por esto
se han empleado fuentes de cianuro que aumenten el rendimiento de la
reaccion y reduzcan el tiempo de reaccion y el riesgo que estas suponen.

(Tabla 1).

29



Tabla 1.Fuentes de cianuro usadas en la reaccion de Strecker.

Fuente de cianuro | Rendimiento | Referencia
DEPC ((EtO).P(O)CN) 67-86% [15]
HCN 90-97% [16]
BusSnCN 70-97% [16]
Et,AICN 30-99% [17]
TMSCN (Me3SiCN) 75->99% [18]

Entre estas fuentes, la mas utilizada es el cianuro de trimetilsililo (TMSCN), para el
cual se han propuesto dos rutas para la formacién de aminonitrilos,!*® la primera
lleva a la formacion de un complejo pentacoordinado con el hidroxido liberado, el
cual es atraido por el silicio oxofilico, reaccionando con la imina intermedia; y la
segunda mediante la formacion de un intermedio switterionico entre el TMSCN y la
imina, debido a la alta electrofilicidad del TMSCN, seguida por una transferencia
intramolecular de hidrégeno y —CN (Esquema 7). Aungue los reportes de
rendimientos de la reaccidn Strecker al utilizar este catalizador son, en la mayoria
de las ocasiones, superiores al 80%, cabe resaltar que el cianuro de trimetilsilil

tiene entrada restringida a nuestro pais y la mayoria de paises de latinoamérica.
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Esquema 7.Mecanismos de reaccion del TMSCN con la imina intermedia.
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CN

R1)\”/R2

alfa-aminonitrilo

Mecanismo 2.

Intermedio Zwitteriénico

1.3.2. Catalizadores: El objetivo al emplear catalizadores es el de aumentar la
velocidad de la reaccion, y en muchos casos aumentar el rendimiento. Con el
objetivo de aumentar el rendimiento de reaccion y el exceso enantiomeérico,
se han utilizado catalizadores quirales y liquidos iGnicos (tabla 2).
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Tabla 2.Catalizadores reportados en la reaccion de Strecker.

Ent Estructura Nombre Rendimiento Tlempq,de Ref.
reaccion
* OO _Catalizador 67-99%
1 cl—Al<8 Bifuncional acido Me'ore:: 13-192
OO de Lewis/Base de V€] [19]
X . rendimientos con horas
Lewis PhOH
X= P(O)Ph,
X=CHPh,
Guanidina
(2R,6R)-2,6-difenil-
2,3,5,6-tetrahidro-
N A
2 thn(\ /B—Ph 1H-ImldaZO[1,2-a] 0
NSy iy 88-99% 8-72 horas | [20]
H Biciclica Quiral
(en presencia de
HCN)
Yodo (Yoduro de 000
3 l trimetilsilil in situ) 96-99% (21]
Cloruro de Cobalto
() 10 _
4 CoCl, (en acetonitrilo y 74-91% 10-14 horas | [22]
KCN)
H t-Bu O
Ph _N NN
H H - 9
S © Ny Catalizador libre de 80-99.3%
(exceso [23]
HO metales e
enantiomérico)
t-Bu OCOt-Bu
Complejo de
6 Ti(O i-Pr), Titanio (IV) con 61-99% [24]
chinchonina
Complejo
La(OPh); lantano(lll) con 28-99% 20-96 horas | [24]
7 catalizador BINSA
8 INCl3 Tricloruro de Indio 47-93% 4-14 horas | [25]
|
9 N7 CH,0H Complejo cloruro 20-99% 05180 | 1o
| i de colinay ZnCl, minutos
ZnC|3
i Complej
10 NN omplejo )
@i“ o M [Ftalimida-N- 85-08% milnﬁt‘t)s [27]
° Oxilo][BMIM]
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(\w H Complejos
| N ['F:;)Tml[]([:é?]“] 85-96% 25-400 min | [28]
H vy [Hbim*][Br]

En el estudio del mecanismo del catalizador 2, *® se propone la formacién de un

complejo protonado que activa la imina a través de un enlace de hidrégeno (Figura

4).

Figura 6.Activacion de la imina con la guanidina biciclica y HCN.

Phu,, (\N
.

Ph

Para el catalizador 5, [*® mediante estudio de isétopos se encontré que los

hidrogenos mas acidos son los que se encuentran en las ureas y son esenciales

para la actividad catalitica.

Entre las ventajas del uso de liquidos ionicos esta su reutilizacion, ademas se

evitan las condiciones fuertemente acidas y el tedioso tratamiento acuoso que

lleva a la formacion de desechos toxicos. La activacion con liquidos iénicos, a

diferencia de los otros catalizadores, como se muestra en la figura 5 es a través

del oxigeno del enlace carbonilico en el aldehido, aumentando la electrofilicidad

del carbono de este enlace. (Figura 5)

Figura 7.Incremento de la electrofilicidad del carbono carbonilico.
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Entre los catalizadores recuperables, se encuentran los catalizadores &cidos

soportados en celulosa y gel de silice (Esquema 8). %31

Esquema 8.Mecanismo de reaccion de Strecker con catalizador acido soportado en gel
de silice.

Los reportes de esta reaccion muestran altos rendimientos (85-97%) a
temperatura ambiente y cortos tiempos de reaccién, ademas, al finalizar la
reaccion, el catalizador se puede separar del producto mediante filtracion con el
disolvente utilizado para luego recuperarse lavando y posteriormente secando a
60°C.1%%

1.3.3. Disolventes: Para que la amina no reaccione con el disolvente, se
seleccionan disolventes aproticos (no debe ceder protones). El mas utilizado
es el acetonitrilo (MeCN). B Con el objetivo de eliminar el uso de
catalizadores, Martinez et. al. realizaron un estudio de la reaccion de Strecker
con TMSCN vy diferentes disolventes,* y se encontré que al llevar a cabo la
reaccion con acetonitrilo y TMSCN se obtienen buenos resultados sin el uso
de &cidos de Lewis. En este estudio se comparo esta reaccidon con diferentes
disolventes, y se obtuvieron los resultados de la figura 6.
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Figura 8.Comparacion de la reaccion de Strecker con diferentes disolventes y MeCN.
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1.4.DISENO RACIONAL DE SISTEMAS CON POSIBLE ACTIVIDAD
BIOLOGICA.

1.4.1. Principio de hibridacion molecular: Los inhibidores de la AChE han
mostrado utilidad practica tanto en la medicina (contra la enfermedad de
Alzheimer) como en la agricultura (insecticidas). En la busqueda de potentes
inhibidores de la AChE se han reportado varias moléculas (Figura 9) con
grupos en comun que han mostrado efecto inhibitorio sobre la enzima, [34-36]
estos grupos comunes llamados farmacoforos, ayudan a la sintesis de
analogos que aumenten la inhibicion en la AChE. El proceso racional para
sintetizar este tipo de compuestos con grupos farmacoéforos es llamado
hibridacion molecular.
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Figura 9.Inhibidores de la AChE reportados en para el tratamiento del Alzheimer y como
insecticidas.
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Lipinski y colaboradores contribuyeron a esta tarea examinando una biblioteca de
moléculas probadas clinicamente, analizando las propiedades distinguibles en

comun. Este anlisis le llevo a formular la regla de los cinco de Lipinski, " 38

que
consiste en una comparacion teodrica entre los fragmentos de farmacos ya
conocidos y los de la molécula a evaluar, las similitudes entre ellos y su estructura
sugieren si una molécula tiene o no afinidad con respecto a la permeabilidad,
medida por la lipofilicidad mediante el indice de particibn octanol/agua, y la
solubilidad del farmaco en el organismo, analizando las propiedades de Absorcion,
Distribucién, Metabolismo y Excrecion, ademas de propiedades de toxicidad

aceptables para el organismo (ADME-Tox) (Figura 10).
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Figura 10.Parametros de Lipinski para que un farmaco tenga buenas propiedades ADME.
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Otros estudios realizados han mostrado nuevos parametros comunes entre
farmacos, como el numero de enlaces rotables (NER), el cual mide la flexibilidad
de la molécula segun el nimero de enlaces sencillos aciclicos y el area superficial
polar de la molécula (PSA), el cual es la sumatoria de las superficies de atomos
polares como oxigeno, nitrégeno, azufre y fosforo. Estos estudios mostraron que
las moléculas con NER<10 y PSA<5, tedricamente, tendrian permeabilidad
aceptable a través del intestino delgado. Lipinski encontré6 que al combinar al
menos dos de los parametros, se obtenia un rango deseable inferior al 10%, lo
gue significa que si dos de los parametros estan por fuera del rango, es posible
gue los parametros ADME-Tox sean pobres, ya que no cumplirian los parametros

de solubilidad y permeabilidad propios de la mayoria de los farmacos.*®
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades transmitidas por el mosquito A. aegypti en Colombia como lo
son el dengue y actualmente el chikungunya han ido creciendo en las tltimas dos
décadas en gran manera. Un problema en el control quimico de este insecto es la
resistencia que ha adquirido a compuestos organofosforados y carbamatos que
son los que mas se utilizan como insecticidas.

El uso de metabolitos extraidos de plantas ha sido de gran interés para la quimica
medicinal y como repelentes e insecticidas en la agricultura. Los inconvenientes
encontrados al tratar de obtener los alcaloides a partir de las plantas, como sus
bajo rendimientos, requerimientos de grandes cantidades de materia prima,
problemas en la purificacion, etc., contindan desafiando a la quimica organica
sintética llevando a la modificacion y desarrollo de nuevas metodologias. La
generacion de estos alcaloides con un mayor rendimiento es uno de los objetivos,
ademas potenciando su actividad biolégica, apoyados en los principios de
hibridacién molecular, para la sintesis de analogos de estos compuestos.

En estudios anteriores en el LQOBIo, los analogos del alcaloide girgensohnina,
obtenido de la planta Girgensohnia oppositiflora han mostrado actividad insecticida
contra larvas del mosquito A. aegypti, y en la investigacion del mecanismo de
accion de estos compuestos se ha encontrado actividad de inhibicion del alcaloide
girgensohnina y sus analogos sobre la enzima acetilcolinesterasa (AChE) bovina.

Es necesario entonces sintetizar nuevos sistemas aminonitrilicos que brinden
mayor actividad inhibitoria de la AChE del mosquito A. aegypti. Para tal fin, este
trabajo de investigacion busca sintetizar nuevos analogos de la molécula
girgensohnina, y confirmar su actividad en el mosquito mediante pruebas
bioldgicas in vitro de inhibicion de la enzima AChE e in vivo en larvas y adultos del
insecto.
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3. JUSTIFICACION:

Debido a que:

- El comportamiento del dengue en Colombia muestra una tendencia
creciente sostenida en las Ultimas dos décadas.

- Los vectores de esta enfermedad han mostrado resistencia a compuestos
organofosforados y carbamatos, ademas que este tipo de insecticidas no
son amigables con el ambiente y son téxicos para el ser humano y otros
mamiferos.

- Los reportes de actividad biolégica de la girgensohnina y sus analogos con
pruebas in vitro sobre la AChE bovina e in vivo sobre las larvas del A.

aegypti que se han realizado en el LQOBIo.

Se hace necesario el disefio, sintesis y obtencion de nuevas moléculas buscando
potenciar su actividad inhibitoria contra la AChE, y que ademas no sean toxicas

para los seres humanos.
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4. HIPOTESIS

Es posible utilizar una reaccién one-pot como la reacciébn de Strecker, para
preparar una nueva serie de a-aminonitrilos, bajo condiciones suaves (temperatura
ambiente y presion atmosférica) con parametros sintéticos propios de la quimica
verde, obteniendo moléculas con promisoria inhibicion de la AChE como posibles

insecticidas sobre el mosquito A. aegypti. (Figura 11).

Figura 11. Hipotesis del trabajo realizado en la tesis de grado.
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5. OBJETIVOS

Establecida la anterior hipétesis y teniendo en cuenta la informacién recopilada y
presentada, se proponen los siguientes objetivos para su desarrollo:

OBJETIVO GENERAL

Disefiar y sintetizar una nueva serie de moléculas a-aminonitrilicas con posible

accion inhibitoria de la enzima AChE en A. aegypti.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener el catalizador de acido sulfurico soportado en gel de silice (SSA)
mediante la reaccion del acido clorosulfonico con gel de silice.

- Sintetizar una nueva serie de nueve analogos del alcaloide girgensohnina
mediante la reaccion de Strecker empleando como fuente de cianuro el cianuro de

potasio (KCN) y un catalizador que sea recuperable (SSA).

- Caracterizar los compuestos a través de técnicas instrumentales (IR, MS, RMN

de 'Hy *C) y determinar sus propiedades fisicoquimicas.

- Realizar bioensayos de inhibicion in vitro de la AChE y ensayos de accion

insecticida in vivo en las larvas y adultos del mosquito Aedes aegypti.
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6. DISENO RACIONAL DE LOS NUEVOS COMPUESTOS A-
AMINONITRILICOS CON POSIBLE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Como se explico anteriormente en el estado del arte, el método de hibridacion
molecular se centra en los fragmentos en comun de moléculas que expresen
actividad bioldgica. Este trabajo se enfocé en el alcaloide natural de girgensohnina
como compuesto cabeza de serie, ya que en los estudios anteriores esta molécula

expreso actividad de inhibicién sobre la acetilcolinesterasa (AChE).

6.1. PRINCIPIO DE HIBRIDACION MOLECULAR

Para seleccionar los sistemas aminicos y aldehidos para la sintesis de los a-
aminonitrilos, se tuvo en cuenta los reportados con actividad biolégica en literatura

cientifica.

Se ha reportado en varios articulos la presencia de fragmentos de piperidina y
morfolina en los agentes antidepresivos, antipsicoéticos, antidiarreicos, antibioticos
e inhibidores de la AchE para el tratamiento del Alzheimer y como insecticidas en
los receptores muscarinicos, tal como se muestra en la figura 7 del estado del arte

y en la figura 12.

Figura 12.Moléculas con actividad biol6gica reportadas en la literatura.
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Para la eleccion de los precursores aldehidos en los compuestos sintetizados se
tuvo en cuenta aquellos fragmentos de los alcaloides y que presentan actividad
biolégica, estos se han utilizado como relajantes musculares, bloqueadores de
canales idnicos y como anestésicos, algunos de estos se muestran en la figura 13.

Figura 13.Alcaloides con actividad biolégica reportados en literatura para la sintesis de
los a-aminonitrilos.
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En la naturaleza los cianoglucésidos han sido moléculas con gran interés
bioldgico, y mas aquellos que tienen el enlace nitrilico (-CN) en la posicion alfa al
enlace glucosidico, debido a la liberacion de HCN por la accién de enzimas
glucosidasas en la cianogénesis; como ejemplos se encuentran los descritos en el
estado del arte (figura 3). Este enlace nitrilico también se encuentra en diferentes
farmacos como el letrozol y anaztrazol, utilizados para la prevencion del cancer, e
insecticidas como el fenvalerato, cipermetrina y deltametrina (Figura 7), ademas

de la girgensohnina, compuesto cabeza de serie de este trabajo.

Teniendo en cuenta estas moléculas reportadas, se escogieron nueve (9)
compuestos a-aminonitrilicos para adicionar a la quimioteca de los compuestos

sintetizados en el laboratorio anteriormente.
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6.2.CRIBADO VIRTUAL

Posteriormente a la aplicacion de la hibridacion molecular para determinar los
sistemas a-aminonitrilicos a sintetizar, estos fueron sometidos a un cribado virtual
para el calculo de los parametros de Lipinski y para determinar su
biodisponibilidad teorica, se calcularon las propiedades ADMETox (Figura 14).
Estos célculos se realizaron in silico utilizando software encontrados en la web.

Para la obtencién de los parametros de Lipinski (peso molecular, LogP, NAEH,
NDEH), ademéas de la PSA y el NER, se utilizd el software Molinspiration %,
desarrollado por Novartis y utilizado industrialmente y reportado en articulos
cientificos para la obtencion de propiedades moleculares.

[40]

Figura 14.0btencion de los parametros de Lipinski con el programa Molinspiration
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Para la obtencion de los valores de solubilidad y el riesgo para el ser humano, se
utilizé el programa Osiris Property Explorer “, desarrollado por Actelion, el cual
utiliza una base de datos de diferentes moléculas y predice los fragmentos de
aquellas que tienen riesgos biolégicos, ademas de calcular los pardmetros de
Lipinski y la solubilidad del compuesto, dando un valor de afinidad para ser
farmaco (druglikeness y drug-score) este valor es calculado por el software
tomando las contribuciones de las propiedades individuales (cLogP, P.M, TPSA,
solubilidad y riesgos de toxicidad). Para la clasificacion de riesgo, el programa
utiliza un codigo de colores, siendo rojo para riesgo alto, naranja para riesgo

medio y verde para riesgo bajo (Figura 15).

Figura 15.0btencion de los riesgos de toxicidad con el programa Osiris property explorer.

Enter compound name, SMILES or CAS-no; =Ctrl-W ta paste from clipbaoard=
O [thy, ~o Toxicity Risks
;‘:{C -= Mutagenicity Tumorigenicity Irritating Reproductive e mutagenic
ry Effects Effects L
| ) wmerigenic
x| 2% Vi ) irvitant
&7 |redt : e reproductive
H 4 effective
N Yoo fos /J\'
N I 8% cLogP
L 7504 Mutagenic 2841 Tumorigenic 2372 Irritant 3570 Reproductive (|:-| — 2.15
ray (| Compounds Compounds Compounds Effective Compounds
of RTECS of RTECS of RTECS of RTECS Solubility
o [:j this enantiomer o I ' z.as
& @ 2% 1% 4% 19
oF [ ' za40
C|Si
N P ' 3526
' s Druglikeness [7]
Drugs on the Market (3343 Compounds) Doooalooood e
F|CI — 0ot
Brl 1 Il High Risk [] Medium Risk [ Low Risk Drug-Score
nilz. € y 0.69

45



7. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE CRIBADO VIRTUAL

Con la informacion obtenida del programa Molinspiration se construy6 la tabla
3 con los parametros de Lipinski para las moléculas evaluadas registradas en
la figura 16.

Figura 16.Moléculas analizadas por cribado virtual.
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Tabla 3.Valores obtenidos del programa Molinspiration®.

Molécula| P.M LogP | NDEH | NAEH NER TPSA
(g/mol) A?
la 230.31 | 2.674 0 3 3 36.264
1b 216.28 | 2.169 0 3 3 36.264
1c 232.28 | 1.612 0 4 3 45.498
2a 24433 | 2.915 0 3 3 36.264
2b 24433 | 3.004 0 3 3 36.264
3a 274.364 | 2.505 0 4 4 45.498
3b 274.364 | 2.594 0 4 4 45.498
4a 258.321 | 2.749 0 4 2 45.498
4b 258.321 | 2.838 0 4 2 45.498

Se puede observar que todas las moléculas sintetizadas cumplen con los
pardmetros de Lipinski; los pesos moleculares varian entre 216.28-274.364
(=500), el LogP esta entre 1.612-3.004 (<5), no hubo dadores de enlaces de
hidrogeno (0) (s5), el NAEH esta entre 3-4 (<5), esto significa que si estas
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moléculas tienen actividad biolégica, es probable que tengan efectividad por via
oral, lo que se confirma con los otros pardmetros de biodisponibilidad obtenidos;
NER entre 2-4 (£10) y el TPSA entre 36.264-45.498 A% (<140 A?), indicando segin
datos tedricos que tendria facilidad de transporte por absorcion intestinal.

Con ayuda del programa Osiris Property Explorer se logré encontrar que las
moléculas sintetizadas tienen generalmente valores bajos de toxicidad debido a
gue entre las moléculas registradas en el software no hay fragmentos similares a
los de andlogos sintetizados que tengan riesgos de toxicidad (Tabla 4); ademas se
observa que con las contribuciones individuales de los valores obtenidos, da como

resultado un valor aceptable de puntaje de farmaco (drug-score) (Tabla 5).

Tabla 4.Valores de toxicidad obtenidos en Osiris® property explorer.

Molécula | Mutagénico | Tumorogénico | Irritante Efectos
Reproductivos
la Bajo Bajo Bajo Bajo
1b Bajo Bajo Bajo Bajo
1c Bajo Bajo Bajo Bajo
2a Bajo Bajo Bajo Bajo
2b Bajo Bajo Medio Bajo
3a Bajo Bajo Bajo Bajo
3b Bajo Bajo Medio Bajo
4a Bajo Bajo Bajo Bajo
4b Bajo Bajo Medio Bajo

Tabla 5.Valores para la obtencién de la afinidad de farmaco de Osiris® property explorer.

Molécula | cLogP | Solubilidad | P.M. | TPSA | Drug-likeness | Drug-score
la 1.88 -2.32 230.0 | 36.26 -3.03 0.49
1b 1.54 -2.05 216.0 | 36.26 -0.53 0.65
1c 0.71 -1.43 232.0 | 45.49 -2.23 0.53
2a 2.15 -2.48 244.0 | 36.26 -0.01 0.69
2b 2.2 -2.7 244.0 | 36.26 -2.55 0.39
3a 2.08 -2.5 274.0 | 45.49 1.55 0.83
3b 2.13 -2.72 274.0 | 45.49 -1.02 0.45
da 2.33 -3.18 258.0 | 45.49 -0.27 0.63
4b 2.38 -3.39 258.0 | 45.49 -2.83 0.36
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8. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

8.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Para la obtencion de los productos, se utilizaron precursores (aldehidos y aminas)
de las marcas Merck®, Sigma Aldrich® y J.T. Baker®. Los disolventes utilizados en
el medio de reaccion y en las purificaciones fueron destilados y secados

previamente a su uso.

Para controlar el transcurso de la reaccion, confirmar la pureza del producto y
observar los componentes en las mezclas de reaccion se utilizo la cromatografia
en capa fina (Thin layer cromatography TLC) en cromatofolios de Silufol UV254,
para observar este control se empleo luz ultravioleta de 254nm o se utilizé para su

revelado vapor de yodo.

La purificacion de los productos se realizé por separacion cromatografica en
columna de oxido de aluminio neutro como soporte sélido (Al,O3 90 activo neutro,
70-230 mesh Merck®) y mezclas de éter de petrleo y acetato de etilo en
diferentes relaciones dependiendo del resultado observado en las placas

cromatograficas.

8.2.PREPARACION DEL CATALIZADOR DE ACIDO SULFURICO
SOPORTADO EN GEL DE SILICE.
Para la preparacion del catalizador de acido sulfarico soportado en gel de silice se

sigue el siguiente esquema de reaccién 2.

Esquema 9.Sintesis del catalizador SSA

o o
I
0,8i-OH * cl-S-OH ——~ 0,Si—0-S-OH * Heit
1

Gel de Silice  acido clorosulfénico acido Sulfurico soportado
en gel de silice

SSA
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Se adiciona a un balén de dos bocas el gel de silice y se realiza el montaje de la
figura 17, se adiciona al gel de silice gota a gota, y a través de un embudo de
adicion el acido clorosulfénico a temperatura ambiente hasta que no se observe el
desprendimiento de HCI en la trampa de gases; se continua la agitacién en el
balén durante 30 minutos, obteniéndose de esta manera el catalizador como un
sélido de color blanco el cual se almacena a temperatura ambiente. La cantidad de
H* se determina mediante la liberacion de iones HsO", la cual se titula con una

solucion estandar de NaOH.

Figura 17.Montaje experimental para la preparacion del catalizador SSA.

Acido clorosulfénico

Gel de Silice
en agitacion

HCI gaseoso

8.3.OBTENCION DE LOS A-AMINONITRILOS ANALOGOS DE LA
GIRGENSOHNINA.

En un balon de fondo redondo de 50mL provisto de un agitador magnético se
adicionan los precursores con una relacién molar 1: 1.3 (aldehido: amina)
manteniendo agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente (Esquema 10).
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Esquema 10.Reaccidn de Strecker, obtencién de a-aminonitrilos.
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Rs R
1 1.3 - -

16n Iminio

Posteriormente se agrego al balén 10mL de MeCN, KCN en relacién 1: 1.5 (amina:
KCN) y 0.800g de catalizador SSA. Después de 18-22 horas de reaccion se extrae
el producto de reaccion retirando el catalizador y KCN presente en la mezcla
mediante filtracion; a continuacién se lava el producto varias veces con acetato de
etilo utilizando un embudo de extraccion y se concentra eliminando el disolvente

en un rotaevaporador.

El producto concentrado se purifica en una columna de 6xido de aluminio con
mezcla de diferentes relaciones de éter de petréleo/acetato de etilo para de esta
manera obtener el producto sin impurezas. La presencia del producto puro se
confirma mediante cromatografia en capa fina comparando el aldehido precursor

con el producto obtenido (Tabla 6).
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Tabla 6.Analogos a-aminonitrilicos obtenidos.

Alcaloide Anélogos
cabeza de serie a-aminonitrilicos
OH R,
R;
R4
NNy 8\"‘ S
@ S
Girgensohnina R,
C13H1N20
Molécula X R1 R> R3 R4
la CH2CH2 -OCH3 -H -H -H
1b CH> -OCHj3; -H -H -H
1c CH.0O -OCHj3; -H -H -H
2a CH,CH, -OCH; -H -CH3 -H
2b CH,CH, -OCH; -H -H -CH3
3a CH,CH, -OCH3 | -OCH3 | -CH3 -H
3b CH,CH, -OCH3 | -OCHz3 -H -CH3
4a CH,CH, -OCH,0- -CH3 -H
4b CH,CH, -OCH,0- -H -CH3

Se obtuvieron 9 analogos a-aminonitrilicos y sus resultados se muestran a

continuacion:
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Figura 18.Analogos a-aminonitrilicos sintetizados.

1
H,C.
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2-(4-metoxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo (1a). A partir de 3.32g (24.4mmol)
de p-anisaldehido, 2.081g (24.4mmol) de piperidina, 2.12g del catalizador SSA
(Si0,-0-S0OzH) y 2.3g (35mmol) de KCN, el producto de reacciéon se obtuvo como
un solido blanco con un rendimiento de 47.05%; C14H1sN2O (230.31 g/mol); P.f.:
78-79°C. IR (KBr): 2222cm™ (v—C=N), 1250cm™ (Vc.ochs), 818cm™; 849cm™(va).
CG-EM (70eV): tg=2.0min. m/z= (231.3, M™, 2.79), 483.1 (67.85), 253.2 (3.79),
204.4 (100). H-RMN (CDCls, 400MHz) &(ppm): 7.43 (2H, dd, 3J=8.30Hz,
4J=2.9Hz, 5,6-Ha), 6.90 (2H, dd, 3J=8.8Hz, “J=3Hz, 3,4-Ha/), 4.76 (1H, s, 1’-H),
3.81 (3H, s, 1-O-CHa), 2.51 (4H, ddd, J=10.7Hz, J=6.9Hz, J= 3.9Hz, 8,9-Hp;,), 1.59
(4H, pd, J=13Hz, J=6.8Hz, 10,11-Hpj), 1.47 (2H, dd, J=5.0, J= 5.5, 12-Hp;,). *C-
RMN (100MHz), & (ppm): 159.87 (2-Ca), 114.01 (3, 4-Ca), 125.59 (7-Ca), 115.98
(13-CN), 129.19 (5, 6-Ca), 62.62 (1°-C), 55.31 (1-O-CHj3), 51.03 (8, 9-Cpip), 25.86
(10, 11-Cpjp), 24.07 (12-Cpjp).

2-(4-metoxifenil)-2-(pirrolidin-1-il) acetonitrilo (1b). A partir de 1.07g (7.86mmol)
de p-anisaldehido, 0.55g (7.86mmol) de pirrolidina, 0.87g del catalizador SSA
(Si02-0-S0OzH) y 0.76g (11.7mmol) de KCN, el producto de reaccion se obtuvo
como un aceite amarillo con un rendimiento de 54.44%; C13H16N20 (216.28 g/mol);
IR (KBr): 2221.63cm™ (v—C=N), 1249.67cm™ (Ve.ochs), 833.11cm™ (va). CG-EM
(70eV): tg=0.3min. m/z= (217.4, M"H, 17.54), 455.1 (72.93), 239.2 (6.61), 190.5
(100). *H-RMN (CDCls, 400MHz) 5(ppm): 7.43 (2H, dd, 2J=8.40Hz, *J=3.0Hz, 5,6-
Har), 6.90 (2H, dd, 3J=8.8Hz, “J=3.0Hz, 3,4-Ha), 4.97 (1H, s, 1"-H), 3.81 (3H, s, 1-
O-CHs), 2.63 (4H, m, 8,9-Hpiy), 1.82 (4H, m, 10,11-Hpi). “*C-RMN (100MHz), &
(ppm): 159.95 (2-Cp), 114.16 (3, 4-Ca), 126.51 (7-Ca), 116.47 (12-CN), 129.00 (5,
6-Car), 58.80 (1’-C), 55.44 (1-O-CHg), 50.29 (8, 9-Cpip), 23.51 (10, 11-Cpjy).
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2-(4-metoxifenil)-2- morfolinoacetonitrilo (1c). A partir de 0.99g (24.4mmol) de
p-anisaldehido, 2.081g (24.4mmol) de piperidina, 2.12g del catalizador SSA (SiO-
0-SO3zH) y 2.3g (35mmol) de KCN, el producto de reaccién se obtuvo como un
sélido blanco con un rendimiento de 43.77%; C13H16N20, (232.28 g/mol); P.f.: 79-
80°C. IR (KBr): 2222cm™ (v—C=N), 1250cm™ (Vcochs), 818cm™; 864cm™(va),
1188cm'1(vc-0-c). CG-EM (70eV): tg=2.0min. m/z= (255.1, M"+Na, 41.58), 487.0
(44.98), 206.3 (100). *H-RMN (CDCls, 400MHz) d(ppm): 7.42 (2H, dd, 2J=8.60Hz,
*J=3.0Hz, 5,6-Ha), 6.91 (2H, dd, 3J=8.8Hz, “J=3Hz, 3,4-Ha/), 4.75 (1H, s, 1-H),
3.81 (3H, s, 1-O-CHs), 2.55 (4H, m, 8,9-Hpjy), 3.70 (4H, m, 10,11-Hp;y). *C-RMN
(100MHz), & (ppm): 160.38 (2-Cp,), 114.45 (3, 4-Ca), 124.72 (7-Ca), 115.89 (13-
CN), 129.64 (5, 6-Car), 62.14 (1’-C), 55.71 (1-O-CHjs), 50.29 (8, 9-Cpjp), 25.86 (10,
11-Cpip).

2-(4-metoxifenil)-2-(4-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo. (2a). A partir de 1.106g
(8.12mmol) de p-anisaldehido, 1.0475g (10.5mmol) de 4-metilpiperidina, 0.8409g
del catalizador SSA (SiO,-O-SO3H) y 1.02g (15.75mmol) de KCN, el producto de
reaccion se obtuvo como un soélido blanco con un rendimiento de 74.70%;
CisHooN20  (244.33 g/mol); P.f.: 95-96°C. IR (KBr): 2221.63cm™ (v—C=N),
1265.1cm™ (Ve.ochs), 833.1cm™(va), 1604.51cm™; 1511.95cm™; 1450.23cm™(Sa),
2931.32cm™; 2885.04cm™(vens). CG-EM (70eV): tr=0.5min. m/z= (267.1, M*+Na,
2.71), 511.1 (13.46), 218.3 (100). *H-RMN (CDCls, 400MHz) d(ppm): 7.43 (2H, dd,
3J=8.40Hz, *J=3.2Hz, 5,6-Ha), 6.90 (2H, dd, 3J=8.8Hz, “J=3Hz, 3,4-Ha), 4.78 (1H,
s, 1’-H), 3.81 (3H, s, 1-O-CHj3), 2.89 (1H, dt, J=4.5Hz, J=2Hz, 9-Hecpip), 2.56 (1H,
m, 8-Hecpip), 2.49 (1H, td, J=2,7-3=8,4, 9-Haxpip), 2.06 (1H, td, J=2,7-3=8.9, 8-
Haxpip), 1.70 (1H, qd, J=2.7- J=6.9, 11-Hecpp), 1.57 (1H, qd, J=3.0-J=7.3, 10-
Hecpip), 1.42 (1H, m, 12-H), 1.34 (1H, qd, J=7.6-J=4.0-J=8.4, 11-Hapip), 1.09 (1H,
qd, J=3,9-J=7.7-J=8.9, 10-Hapip), 0.92 (3H, d, %J= 6.4Hz, 14-CH3). “*C-RMN
(100MHz), d(ppm): 159.88 (2-Car), 132.11 (6-Car), 129.18 (5-Cpu), 125.67 (7-Car),
115.95 (13-CN), 114.40 (4-Ca), 114.03 (3-Car), 62.15 (1’-C), 55.42 (1-O-CHy),
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53.33 (9-Cpip), 47.33 (8-Cppp), 34.38 (11-Cpyp), 33.78 (10-Cpyp), 30.52 (12-Cppp),
21.79 (14-CHs).

2-(4-metoxifenil)-2-(2-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo. (2b). A partir de 1.099g
(8.07mmol) de p-anisaldehido, 1.05g (10.5mmol) de 4-metilpiperidina, 0.840g del
catalizador SSA (SiO,-O-SO3zH) y 1.02g (15.75mmol) de KCN, el producto de
reaccion se obtuvo como un soélido blanco con un rendimiento de 9.41%;
CisHooN,O  (244.33 g/mol); P.f. 57-58°C. IR(KBr): 2221.63cm*(v—C=N
),1249.67cm™ (Veo-chs), 817.68cm™*(va), 1604.51cm™; 1511.95cm™; 1450.23cm’
Y(dar), 2931.32cm™(Veps).CG-EM (70eV): tg=0.1min. m/z= (511.1, 2M*+Na, 44.87),
218.3 (92.29). 'H-RMN (CDCls, 400MHz) d(ppm): 7.43 (2H, dd, 3J=8.50Hz,
#J=3.2Hz, 5,6-Ha,), 6.90 (2H, dd, %J=8.8Hz, *J=3Hz, J=2.1Hz 3,4-Ha/), 5.23 (1H, s,
1°-H), 3.81 (3H, s, 1-O-CHg), 2.52 (1H, m, 8-Hpip), 2.50 (1H, M, 9-Haxpip), 2.08 (1H,
td, J=2,5-J=8.8, 9-Hec pip), 1.71 (1H, m, 10-Hec pip), 1.69 (1H, M,11-Hec pip), 1.54 (1H,
M, 12-Haxpip), 1.38 (1H, m, 11-Haxpip), 1.35 (1H, m, 10-Haxpip), 1.33 (1H, m, 12-
Hecpip), 1.22 (3-H, d, J= 6.1Hz, 14-CHj). "*C-RMN (100MHz), d(ppm): 159.79 (2-
Ca), 129.13 (5,6-Ca), 126.31 (7-Cp;), 115.62 (13-CN), 114.09 (3,4-Cp,), 56.76 (1'-
C), 55.63 (8-Hpip), 55.45 (1-O-CHs), 47.60 (9-Cpip), 35.31 (11-Cpip), 25.95 (12-Cpip),
24.66 (10-Cpip), 20.59 (14-CHy).

2-(3,4-dimetoxifenil)-2-(4-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo. (3a). A partir de
1.340g (8.07mmol) de 3,4-dimetoxibenzaldehido, 1.047g (10.5mmol) de 4-
metilpiperidina, 0.840g del catalizador SSA (SiO»-O-SO3H) y 0.683g (10.5mmol)
de KCN, el producto de reaccién se obtuvo como un soélido blanco con un
rendimiento de 41.9%; Ci6H22N.0, (274.33 g/mol); P.f.. 87-88°C. IR (KBr):
2206.21cm™  (v—C=N), 1265.1cm™ (VeocHs), 833.1cm™(va), 1619.94cm™;
1465.66cm™(5a), 2931.32cm™; 2885.04cm(vchs). CG-EM  (70eV): tzg=2.0min.
m/z= (275.2, M"+H, 3.26), 571.1 (100), 248.3 (73.24). *H-RMN (CDCl;, 400MHz)
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S(ppm): 7.08 (1H, ddd, J=0.8- J=1.3- J=5.3, 5-Hy,), 7.00 (1H, d, *J=2.1Hz, 6-Ha,),
6.84 (1H, d, %J =8.3Hz, 3-Ha/), 4.78 (1H, s, 1-H), 3.89 (3H, s, 1-O-CHa), 3.88 (3H,
s, 15-O-CHs), 2.88 (1H, dt, J=4.6Hz- J=6.8Hz, 9-Hecpip), 2.56 (1H, M, 8-Hecpip),
2.50 (1H, td, J=2,7Hz-J=8,7Hz, 9-Haxpip), 2.05 (1H, td, J=2,6Hz-J=8.8Hz, 8-Haxprip),
1.70 (1H, dt, J=2.7Hz-J=7.0Hz, 11-Hecpip), 1.57 (1H, dt, J=2.7Hz-J=7.7Hz, 10-
Hecpip), 1.42 (1H, m, 12-H), 1.33 (1H, qd, J=3.9Hz- J=7.7Hz-J=8.3Hz, 11-Haypip),
1.09 (1H, qd, J=4.0Hz-J=7.7Hz-J=8.9Hz, 10-Haxpip), 0.91 (3H, d, %J= 6.4Hz, 14-
CHa). *C-RMN (100MHz), d(ppm): 149.29 (2-Cp,), 149.17 (4-Ca), 126.07 (7-Ca,),
120.19 (5-Ca,), 115.89 (13-CN), 110.74 (6-Ca;), 110.62 (3-Ca,), 62.39 (1’-C), 56.04
(15-O-CHs), 56.00 (1-O-CHs), 53.26 (8-Cpip), 47.34 (9-Cpip), 34.40 (12-Cpyp), 33.91
(11-Cpjp), 30.51 (10-Cpip), 21.83 (14-CHb).

2-(3,4-dimetoxifenil)-2-(2-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo. (3b). A partir de
1.350g (8.18mmol) de 3,4-dimetoxibenzaldehido, 1.055g (10.6mmol) de 4-
metilpiperidina, 0.840g del catalizador SSA (SiO,-O-SOzH) y 1.03g (15.9mmol) de
KCN, el producto de reacciéon se obtuvo como un soélido blanco con un rendimiento
de 132.21%; CisH22N20; (274.36 g/mol); P.f.: 94-95°C. IR (KBr): 2221.63cm™ (v
—C=N), 1249.67cm™  (Veochs), 863.97cm™*(va), 1604.51cm™; 1511.95cm™;
1450.23cm™(8a), 2962.18cm™; 2931.32cm™*(vchz). CG-EM  (70eV): tg=2.0min.
m/z= (571.1, 2M*"+Na, 90.66), 248.3 (100), 843.1 (5.96). 'H-RMN (CDCls,
400MHz) 8(ppm): 7.09 (1H, dd, J=8.3, J=1.3, 5-Ha;), 7.00 (1H, d, “J=1.5Hz, 6-Ha,),
6.85 (1H, d, %J =8.3Hz, 3-Ha), 5.24 (1H, s, 1’-H), 3.89 (3H, s, 15-O-CHs), 3.88 (3H,
S, 1-O-CHs), 2.53 (1H, m, 8-Hpjp), 2.52 (1H, m, 9-Hapip), 2.08 (1H, td, J=11.2,
J=2.3, 9-Hecpip), 1.72 (1H, m, 10-Hecpip), 1.70 (1H, m, 11-Hecpip), 1.55 (1H, m, 12-
Haxpip), 1.38 (1H, m, 11-Hapip), 1.35 (1H, m, 10-Haxpip), 1.33 (3H, m, 12-Hecpip),
1.22 (3-H, d, J=6.1, 14-CHs). **C-RMN (100MHz), d(ppm): 149.29 (2-Cp,), 149.23
(4-Car), 126.73 (7-Car), 120.22 (5-Cpa), 115.52 (13-CN), 110.95 (6-Car), 110.65 (3-
Car), 57.06 (1’-C), 56.10 (15-O-CHs), 56.05 (1-O-CHgs), 55.62 (8-Cpip), 47.77 (9-
Crip), 35.28 (11-Cpjp), 25.99 (10-Cpip), 20.54 (14-CHg), 24.48 (12-Cpjp).
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2-(benzo [d] [1,3] dioxol-5-il)-2-(4-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo. (4a). A partir
de 1.211g (8.07mmol) de piperonal, 1.047g (10.5mmol) de 4-metilpiperidina,
0.840g del catalizador SSA (SiO2-O-SOzH) y 0.683g (10.5mmol) de KCN, el
producto de reaccién se obtuvo como un soélido blanco con un rendimiento de
20.33%; C15H1sN-0; (258.32 g/mol); P.f.: 88-89°C. IR (KBr): 2221.63cm™ (v—C=N
), 1249.67cm™ (Ve.ocrs), 863.97cm™(va), 1604.51cm™; 1511.95cm™; 1434.81cm’
Y(®ar), 2931.32cm™; 2900.47cm™; 2869.51cm™(veps). CG-EM (70eV): tg=2.0min.
m/z= (281.1, M"+Na, 3.98), 539.0 (100), 232.3 (50.30). *H-RMN (CDCls, 400MHz)
S(ppm): 7.03 (1H, dd, J=0.8- J=1.8, 5-H,,), 7.00 (1H, ddd, J=2.9, J=1.8, J=1, 6-Ha,),
6.79 (1H, d, 3J =7.9Hz, 3-Ha)), 5.98 (2H, s, 1-H), 4.73 (1H, s, 1’-H), 2.87 (1H, dt, J=
8.5, J= 4.9, 9-Hecpip), 2.57 (1H, dt, J= 8.9, J= 3.7, 8-Hecpip), 2.50 (1H, td, J=11.2,
J=2.7, 9-Haxpip), 2.07 (1H, td, J= 11.5, J= 2.7, 8-Haxpip), 1.71 (1H, dq, J= 12.5, J= 7,
J= 2.8, 11-Hecpip), 1.59 (1H, dq, J= 13.0, J= 7.3, J= 3.0, 10-Hecpip), 1.42 (1H, m,
12-Hpip), 1.33 (1H, qd, J=8.1,J= 7.6, J= 4.0, 11-Hapip), 1.11 (1H, qd, J=8.7, J=7.8,
J=3.9, 10-Haxpip), 0.92 (3H, d, J= 6.4Hz, 14-CH3). *C-RMN (100MHz), d(ppm):
148.26 (4-Cp;), 148.10 (2-Ca/), 127.58 (7-Ca), 121.43 (3-Ca), 115.79 (13-CN),
108.32 (5-Car), 108.16 (6-Car), 101.52 (1-O-CH;-0), 62.42 (1’-H), 53.28 (9-Cpip),
47.37 (8-Cpip), 34.45 (11-Cpip), 33.91 (10-Cpjp), 30.53 (12-Cpjp), 21.84 (14-CHb).

2-(benzo [d] [1,3] dioxol-5-il)-2-(2-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo. (4b). A partir
de 1.224g (8.15mmol) de piperonal, 1.055g (10.6mmol) de 2-metilpiperidina,
0.840g del catalizador SSA (SiO,-O-SOzH) y 1.03g (13.78mmol) de KCN, el
producto de reaccion se obtuvo como un solido blanco con un rendimiento de
5.68%; Ci15H1sN20- (258.32 g/mol); P.f.: 80-81°C. IR (KBr): 2190.78cm™ (v—C=N),
1249.67cm™ (Ve.ochs), 817.68cm ™ (va), 1604.51cm™; 1450.23cm™(S,,), 2931.32cm’
1. 2854.18cm™(vVchs). CG-EM (70eV): tg=0.5min. m/z= (281.1, M"+Na, 5.51), 539.0
(100), 232.3 (94.39). 'H-RMN (CDCl;, 400MHz) 3(ppm): 7.02 (1H, ddd, J=0.9-
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J=1.7- J=8.0, 5-Ha,), 6.99 (1H, d, *J=1.6Hz, 6-Ha), 6.79 (1H, d, 3J =8.0Hz, 3-Ha),
5.98 (2H, s, 1-O-CH»-0), 5.18 (1H, s, 1-H), 2.54 (1H, m, 8-Hp), 2.52 (1H, m, 9-
Hec pip), 2.08 (1H, td, J=11.2, J= 2.6, 9-Haxpip), 1.71 (1H, m, 10-Hecpip), 1.69 (1H, m,
11-Hecpip), 1.54 (1H, m, 12-Hec pip), 1.38 (1H, m, 11-Haxpip), 1.35 (1H, m, 10-Haypip),
1.33 (1H, m, 12-Hapip), 1.20 (3H, d, J=6.1Hz, 14-CHs). *C-RMN (100MHz),
S(ppm): 148.24 (4-Cp,), 147.92 (2-Ca), 128.21 (7-Cp;), 121.17 (3-Ca,), 115.43 (13-
CN), 108.08 (5-Cp), 108.01 (6-Ca;), 56.98 (1-C), 55.54 (8-Cyip), 47.71 (9-Cppp),
35.29 (11-Cpip), 25.95 (12-Cpip), 24.60 (10-Cpi), 20.55 (14-CHs), 101.43 (1-
OCH,O0).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS EXPERIMENTALES.

9.1.SINTESIS DE LOS NUEVOS A-AMINONITRILOS ANALOGOS DE LA
GIRGENSOHNINA.

Para todos los compuestos sintetizados se utilizé la misma relacion molar de
aldehido: amina (1:1.3), adicionando la cantidad de acetonitrilo (10ml), KCN (1:1.5,
amina: KCN), catalizador SSA (0.840g) a los 30 minutos después de la adicion del
aldehido y la amina, y manteniendo la agitacion durante aproximadamente 24
horas, la purificacion de estos compuestos se realiz6 mediante cromatografia en
columna de oxido de aluminio (Al,O3) ya que en la columna de gel de silice el
compuesto es retenido en la cabeza de la columna lo que no permitié su

purificacion (Tabla 7).

El rendimiento de los analogos con el grupo metilo (-CH3) en la posicion C-2 de la
piperidina fue bajo, esto pudo ser debido a impedimentos estéricos causados por
el grupo metilo en la condensacién de la amina y el aldehido, o también por la
aparicion de un segundo centro quiral en esta misma posicion de la piperidina,
dificultando la purificacion de los isbmeros. EI compuesto 1b se obtuvo como un
aceite amarillo a diferencia de los demas compuestos que se obtuvieron como
sélidos cristalinos blancos, pero logro caracterizarse por los métodos

espectroscopicos y espectrométricos.

El compuesto 2a no se purific6 por cromatografia en columna debido a que al
finalizar la reaccién el compuesto cristalizé como un soélido blanco con el mayor
rendimiento entre los analogos sintetizados después de la purificacidon por
recristalizacion con mezcla de acetato de etilo y éter de petréleo. Las propiedades

de los compuestos sintetizados son resumidas en la tabla 7. El analisis de los
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resultados de espectroscopia IR mostro para todos los compuestos sintetizados
una banda débil entre 2190cm™ y 2222cm™ que pertenece a la tensién del enlace
nitrilico (—C=N) y las bandas caracteristicas de los enlaces aromaticos y los del
grupo metilo (-CH3) y metoxilo (-O-CHs) (Figura 19).

Tabla 7.Propiedades, rendimientos y sefial IR de la funcién -CN de los analogos
sintetizados.

Molécula Estado Color P.F (°C) | Rendimiento IR (-CN)

Fisico (%) (cm™)

la Solido Blanco 78-79 47.05 2222
1b Liquido Amarillo | ----------- 54.44 2221.63

1c Solido Blanco 79-80 43.77 2222
2a Solido Blanco 95-96 74.70 2221.63
2b Solido Crema 57-58 9.41 2221.63
3a Solido Blanco 87-88 41.90 2206.21
3b Solido Crema 94-95 13.21 2221.63
4a Solido Blanco 88-89 20.33 2221.63
4b Solido Crema 80-81 5.68 2190.78

Figura 19.Espectro IR del analogo 2a.

1.00

0.99

0.98

60°€L

!
N
E N =
PR Y Fe2 s
g “ 2 L4
3 C 2o
i bR 23 =p
0.96 3 ©Q | O © &
- E W N o D
= = 8 o | | ©
055 3 |3 i g
@ I V(_CN) & : |
8 _ N o 3
£ 094 = N
£ = ey | ~
g ___ |
— E [ee] -
E 0'93—3 | D] é
E =
= VcHs 3 o
0.92 3 ) i ]
E H3;C_ I 5
E o = N 2
3 L )
0.91 3 i~ |8 2
E I = = a
13 83 P g
0.90 3 Sar —> o © &
= = @
@
—_— =
0.89 N | /I\ =
= N
IS : )
=
= Vc-0-CHs
HsC 2a 2 Var
........ [ T P e e e e R e aa s e

T T T
3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm-1)

60



Las estructuras de los compuestos sintetizados se confirmaron también por
espectrometria de masas, ya que la relacién m/z de los espectros corresponde a
la masa nominal de sus formulas moleculares condensadas, asi como la

formacion de dimeros del compuesto sintetizado (Figura 20).

Figura 20.Espectro de masas del compuesto la.
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El andlisis de los datos obtenidos a partir de los espectros mostro la fragmentacion
del enlace nitrilico (-CN) que une la amina heterociclica con el resto de la

molécula, brindando los iones moleculares (Esquema 11).

Esquema 11.Posible ruta de fragmentacion del producto la.
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A continuaciébn se muestra en la tabla las sefales observadas en los
fragmentogramas y sus posibles rupturas.
Tabla 8.lones caracteristicos de los analogos sintetizados.
Molécula M+' ¢1 ¢2 ¢3 ¢4 ¢5
la 230.3 | 231.3 253.2 483.1 204.4 | ccoceeeeee
[M™+H] | [M™+Na] | [2M"+Na] | [M"-26]
1b 216.4 | 217.4 239.2 455.1 1905 | ccoeoemee-
[M*+H] | [M™+Na] | [2M"+Na] | [M"-26]
1c 232.2 | ----meemee- 255.1 487.0 206.3 | ccocmommeeee
[M"+Na] | [2M"+Na] | [M"-26]
2a 244.3 | ----------- 267.1 511.1 218.3 | ccoomemeee-
[M"+Na] | [2M"+Na] | [M"-26]
2b 244.3 | - 511.1 AT I —
[2M*+Na] | [M™-26]
3a 2743 | 275.2 | ----m-mmmee- 572.0 248.2 | ccoeeeee-
[M™+H] [2M*+Na] | [M"-26]
3b 274.3 | - 571.1 248.2 843.1
[2M*+Na] | [M™-26] | [BM"+Na]
4a 258.3 | ----------- 281.1 539.0 232.3 | oo
[M"+Na] | [2M"+Na] | [M"-26]
4b 258.3 | ------mmoe- 281.1 539.0 232.2 | coeeeel
[M™+Na] | [2M"+Na] | [M"-26]

La estructura de los productos obtenidos se confirmé por espectroscopia *H-RMN

y *C-RMN.

La sefales registradas entre 6.80ppm y 7.90ppm se asignaron a los protones

aromaticos de la molécula, confirmando esta asignacion con las constantes de

acoplamiento pertenecientes a los acoplamientos en orto (J= 6-9Hz), meta (1-3Hz)

y para (0-1Hz).

Para la molécula 2a se observa que debido a la presencia del metilo (-CHs) en la

posicion 4 de la piperidina, las sefiales de los aromaticos se duplican, lo que

confirma la presencia de diastereoisomeros. (Figura 21).
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Figura 21.Sefales pertenecientes a los protones aromaticos en el espectro 1H-RMN de
2a.
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Para todas las moléculas, se observa un singulete entre 4.75ppm y 4.80ppm que
se asigna al protén del carbono quiral (1’-H) y de 3.75ppm a 3.80ppm que
pertenecen a los protones del sustituyente metoxilo (-O-CHs); como se observa
en el espectro, la presencia del sustituyente metilo (-CHsz) en la posicion 4 de la
piperidina causa que se duplique la sefal del sustituyente metoxilo (-O-CHs)
(Figura 22).

63



Figura 22.Sefales del proton del carbono quiral y el grupo metoxilo en el espectro 1H-
RMN de 2a.
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Los protones axiales y ecuatoriales aparecen como sefiales independientes en el

espectro RMN en la region de 0.9 ppm a 3.0 ppm (Figura 23).

Figura 23.Sefiales de los protones del fragmento de piperidina en el espectro 1H-RMN de
2a.
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Las asignaciones de las sefiales a cada protén se realiz6 con la ayuda del

espectro bidimensional COSY (Figura 24) y con los valores de las constantes de
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acoplamiento de los protones axiales y ecuatoriales de la piperidina (Jax-ax=7-12Hz,
Jax.ec: 2'5HZ, Jec.eC: 2'5HZ)

Figura 24.Regibn de los protones aromaticos en el espectro bidimensional COSY para
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En la figura anterior se puede observar el acoplamiento entre las dos sefiales que

no registran valor de protones en el espectro *H-RMN, confirmando presencia de

diastereoisémeros.

Figura 25.Region de los protones de la piperidina en el espectro bidimensional COSY
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La asignacion de los protones a cada carbono se realizé con ayuda del espectro
bidimensional HSQC.

En la figura 25 Se observa que cada protén aromatico en el espectro *H-RMN,
incluyendo las sefiales que no registran protones, pertenece a una seial en el
espectro de **C-RMN.

Figura 26.Region aromatica en el espectro bidimensional HSQC para 2a.
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Figura 27.Region de la piperidina en el espectro bidimensional HSQC para 2a.
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Con la ayuda de estos espectros bidimensionales, se logré asignar a cada sefal
del espectro *C-RMN, un carbono de la molécula, la presencia de carbonos
primarios, secundarios, terciarios y cuaternarios se confirmé con el espectro
DEPT-135 RMN.
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Figura 28.Comparacion del espectro 13C-RMN con DEPT-135 RMN para la molécula 2a.
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La presencia del grupo metilo (-CHz) en la posicion 2 de la piperidina dificulta mas

la asignacion de los protones axiales y ecuatoriales ya que las sefiales se solapan
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en esta region del espectro, ademas de la duplicacion de la sefial del metilo por la
presencia de diastereoisomeros (Figura 29).

Figura 29.Region de la piperidina en el espectro 1H-RMN de la molécula 2b.
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La asignacion de las sefales de los protones de la piperidina se realizé con ayuda

del espectro bidimensional COSY de la molécula 4b (Figura 30).

Figura 30.Region de la piperidina en el espectro COSY de la molécula 4b.
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Los datos de *H RMN y**C-RMN las moléculas sintetizadas fueron tabulados en las Tablas 9-11.

Tabla 9.Sefales en el espectro 1H de las moléculas 1a-1c.

pd
31=8.8 | %3=8.30 J=10.7 J=13 J=5.0
“9=3.0 | =29 J=6.9 J=6.8 J=5.5
J=39
1b 6.90 7.43 3.81 2.63 1.82 4.97
dd dd S m m s
31=8.8 | %3=8.40
“9=3.0 | =30
1c 6.91 7.42 3.81 2.55 3.70 4.75
dd dd S m m s
%1=8.8 | %3=8.60
“9=3.0 | =30
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Tabla 10.Sefales en el espectro 1H-RMN de las moléculas 2a-4b.

Desplazamientos quimicos (ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento J(Hz) de los andlogos sintetizados 2a-4b
Aromaticos Sustituyentes Heterociclicos 1-a
3.4 5,6 1 15 1 14 8 9 10 11 12
H H O-CH; O-CHs OCH,0 CHs; H H H H H
2a 6.90 7.43 3.81 0.92 Hec Hec Hec Hec 1.42 4.78
dd dd S d 2.56 2.89 1.57 1.70 m S
%)=8.8 | %3=8.40 J=6.4 m dt qd qd
‘=30 | =30 J=45 | J=3.0 | J=6.9
J=2.0 J=7.3 J=2.7
Hax Hax Hax Hax
2.06 2.49 1.09 1.34
td td qd qd
J=2.7 J=2.7 J=3.9 J=7.6
J=8.9 J=8.4 J=7.7 J=4.0
J=8.9 J=8.4
2b 6.90 7.43 3.81 1.22 2.52 Hec Hec Hec Hec 5.23
dd dd S d m 2.08 1.71 1.69 1.33 S
%)=8.8 | °J=85 J=6.1 td m m m
“9=3.0 | =32 J=8.8
J=2.1 J=2.5
Hax Hax Hax Hax
2.50 1.35 1.38 1.54
m m m m
3a 3-Har 5-Har 3.89 3.88 0.92 Hec Hec Hec Hec 1.42 4,78
6.84 5.08 S S d 2.56 2.88 1.57 1.70 m S
d ddd J=6.4 m dt dt dt
%)=8.3 J=1.3 J=46 | J=2.7 | J=2.7
J=5.3 J=6.8 J=7.7 J=7.0
6'HAr Hax Hax Hax Hax
7.0 2.05 2.50 1.09 1.33
d td td qd qd
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J=2.1 J=2.6 J=2.7 J=4.0 J=3.9
J=8.8 J=8.7 J=7.7 J=7.7
J=8.9 J=8.3
3b 3-Ha, 5-Har 3.89 3.88 1.22 2.53 Hec Hec Hec Hec 5.24
6.85 7.09 S S d m 2.08 1.72 1.70 1.33 S
d dd J=6.1 td m m m
%=8.3 | J=83 J=11.2
J=1.3 J=2.3
6'HAr Hax Hax Hax Hax
7.0 2.52 1.35 1.38 1.55
d m m m m
‘=15
4a 3-Ha, 5-Ha, 5.98 0.92 Hec Hec Hec Hec 1.42 4.73
6.79 7.03 S d 2.57 2.87 1.59 1.71 m S
d dd J=6.4 dt dt dg dg
33=7.9 J=1.8 J=8.9 J=85 | J=13.0 | J=125
J=3.7 J=4.9 J=7.3 J=7.0
J=3.0 J=2.8
6'HAr Hax Hax Hax Hax
7.0 2.07 2.50 1.11 1.33
ddd td td qd qd
J=2.9 J=115 J=11.2 J=8.7 J=8.1
J=1.8 J=2.7 J=2.7 J=7.8 J=7.6
J=3.9 J=4.0
4b 3-Har 5-Har 5.98 1.20 2.54 Hec Hec Hec Hec 5.18
6.79 7.03 S d m 2.52 1.71 1.69 1.54 S
d ddd J=6.1 m m m m
%=8.0 J=8.0
J=1.8
6'HAr Hax Hax Hax Hax
6.99 2.08 1.35 1.38 1.33
d td m m m
*J=1.6 J=11.2
J=2.6
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Tabla 11. Sefales en el espectro 13C-RMN de las moléculas sintetizadas.

114.0 129.1
1b | 159.9 114.1 129.0 126.5 | 55.4 58.8 | 116.4 50.2 23.5
1c | 160.3 114.4 129.6 124.7 | 55.7 62.1 | 115.8 50.2 25.8
2a | 159.8 114.0| 114.4 129.1| 132.1 | 125.6 | 55.4 21.7 | 62.1 | 1159 | 47.3 | 53.3 | 33.7 | 34.3 | 30.5
2b | 159.7 114.0 129.1 126.3 | 55.4 20.5 | 56.7 | 115.6 | 55.6 | 47.6 | 24.6 | 35.3 | 25.9
3a | 149.2 | 110.6 | 149.1 | 120.1 | 110.7 | 126.0 | 56.0 | 56.0 21.8 | 62.3 | 115.8 | 53.2 | 47.3 | 30.5 | 33.9 | 344
3b | 149.2 | 110.6 | 149.2 | 120.2 | 110.9 | 126.7 | 56.0 | 56.1 205 | 57.0 | 1155 | 55.6 | 479 | 25.9 | 35.2 | 24.4
4a | 148.1 | 121.4 | 148.2 | 108.3 | 108.1 | 127.5 1015 | 21.8 | 62.4 | 115.7 | 47.3 | 53.2 | 33.9 | 34.4 | 30.5
4b | 147.9 | 121.1 | 148.2 | 108.1 | 108.0 | 128.2 101.4 | 20.5| 56.9 | 115.4 | 55.5 | 47.7 | 24.6 | 35.2 | 25.9
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10.ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

10.1. ENSAYO DE INHIBICION IN VITRO DE LA ENZIMA ACHE COMERCIAL
(EXTRAIDA DE LA ANGUILA ELECTRICA Electrophorus electricus)

El ensayo de inhibicion de la acetilcolinesterasa se basa en un método
colorimétrico reportado por George Ellman en 1961, este método se basa en la
velocidad de formacion de la tiocolina generada por la hidrélisis de la
acetiltiocolina, para luego reaccionar con el ion 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoato
(DTNB), confirmando el progreso de la reaccion con una coloracion amarilla

(Esquema 12).

Esquema 12.Formacién del anién del acido tionitrobenzoico (amarillo) en el método de
inhibicion de inhibicion de la AChE reportado por Ellman [431

(o)
9':'3 o AChE 9':'3 L
H,O + H,C™ | ~ g CH, H,C” | ~">g + ‘07 “CH; + 2H'
CH, CH3
acetiltiocolina tiocolina acetato
OZNQS—SQNOZ
“‘00C COO-
DTNB
Y
CH;,
N i}
H,C™ 1" s8-8 NO, s NO,
CH,
COoO- COoO-

anion del acido tionitrobenzoico
(coloracién amarilla)

Para obtener los diferentes reactivos utilizados en la prueba se prepararon Buffers

de fosfato de potasio monobésico (KH,PO,) y bibasico (K;HPO,) a pH= 7 vy
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pH=7.8, utilizando el mismo procedimiento reportado por el ministerio de salud de

Brasil 4.

Para la preparacion del sustrato se empleé una solucién con NaH,PO,4, DTNB,
yoduro de acetiltiocolina y agua y se mantuvo protegida de la luz.

Para cada molécula se usan 5 diferentes concentraciones para obtener el valor de
ICs0 Yy se utilizan microplacas de 96 pozos, distribuyendo cada molécula y los
controles tal como se indica en la figura 29, cada color indica una molécula
diferente, debido a que se obtuvo poca cantidad de la molécula 4b, a esta no se le
realizo prueba de inhibicion.

Figura 31.Esquema de la distribucién de las concentraciones en la microplaca.
C1,C2,C3,C4, C5= concentraciones utilizadas; B= Blanco de las moléculas.

7 [8 [9 10 [11 12
A C2 [C3 [C4 [C5 |p n
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C C2 |c3 |[c4 |c5 (33|53
D B [B [B [B |&3& 2_’.:;
E C2 [C3 |[c4 [C5 g8 8
F C2 |[c3 |[c4 [C5 | &| &
G C2 [C3 [C4 [C5 >
H B |[B [B |B

Para cada pozo se adiciona la molécula, buffer, enzima y sustrato en ese orden
para un volumen total de 200ul por pozo, después de adicionar la enzima se deja
incubar durante treinta minutos con agitacion suave y se agrega el sustrato,
finalmente, se realiza la lectura de los valores de absorbancia para cada placa a
los 3 y 5 minutos después de adicionar el sustrato en un lector de microplacas

Versamax.

Ademas de las moléculas, se realizé un control positivo utilizando Propoxur® como

inhibidor de la enzima, los valores de ICsp se registran en la tabla 12.
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Tabla 12.Valores de IC50 para las moléculas evaluadas y el propoxur.

. PM IC50 IC50
Molécula
[g/mol] [ug/mL] [uM]
Propoxur | 209,24 0,0150 0,07
la 230,31 50,05 217,32
1b 216,28 51,64 238,74
1c 232,28 60,25 259,40
2a 244,00 36,31 148,80
2b 244,00 53,84 220,65
3a 274,36 43,78 159,55
3b 274,36 40,00 145,80
4a 258,32 42,11 163,02

Figura 32.Porcentaje de inhibicion de la acetilcolinesterasa para las moléculas evaluadas.

Porcentaje de inhibicion de
acetilcolinesterasa

100

M 125ppm

M 62,5ppm

= 31,25ppm

H 15,63ppm
NN S IR R CR = 0,131ppm

¥ 0,065ppm

Porcentaje de inhibicion (%)

Molecula evaluada 0,033ppm

Tal como se observa en los resultados, la molécula 2a tiene la concentracion mas
bajo de ICso, generalmente todas las moléculas tienen capacidad de inhibicién de
la acetilcolinesterasa comercial, y aunque el Propoxur tiene una mayor inhibicion
(Figura 32), estas moléculas pueden actuar como posibles insecticidas inhibidores
de la acetilcolinesterasa.
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10.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS ANALOGOS
SINTETIZADOS

10.2.1. Mantenimiento de wuna colonia de Aedes aegypti: El
mantenimiento de la colonia fue guiado por el investigador del centro de
investigacion en enfermedades tropicales (CINTROP), el Dr. Jonny Duque,
entomélogo y profesor de la facultad de salud de la UIS. Para los
bioensayos se utilizaron los estandares reportados por la World Health
Organization (WHO); debido a las condiciones de humedad (80 +5%), y
temperatura favorable en Bucaramanga para la proliferacién del mosquito,
esta colonia se mantuvo en un insectario sin climatizar. Para la cria de
estos mosquitos, se aplicaron técnicas correspondientes al insecto en su
medio natural:

a. Adultos: Las hembras se alimentaron con rata durante 20 min para la
posterior ovoposicion. Los adultos machos fueron alimentados con solucién
de miel del 10 al 20% en un recipiente de vidrio de 100mL en el cual se
introdujo una pieza de papel filtro donde la solucidbn asciende por
capilaridad.

b. Huevos: Para la recoleccion de huevos después de la ovoposicion de las
hembras, se utilizan recipientes plasticos de 100ml cubiertos con papel filtro
y agua comercial (Brisa®). Para estimular la ovoposicién de las hembras en
los recipientes, se afiadieron porciones de alimento Nutrafin Basix®
comercial. Estos recipientes se mantienen en la jaula durante una semana
para lograr a maduraciéon de los embriones.

c. Larvas: Estas se mantuvieron en recipientes plasticos con agua de 40cm de
largo por 20cm de ancho y 6cm de alto, y se alimentaron con Nutrafin
Basix® cada 6 dias. Después de alcanzar el estadio de pupa (de 6 a 8 dias
después de emerger), se introducen en un recipiente con agua en la jaula

hasta alcanzar su desarrollo de adulto.
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10.2.2. Ensayo de actividad larvicida en Aedes aegypti.
Dosis exploratorias: A partir de una solucién matriz del producto a evaluar

disuelto en dimetilsulféxido <1% (DMSO), se toman concentraciones de 50, 150 y
300 ppm para evaluar la actividad insecticida sobre larvas entre tercer y cuarto
estadio. Para el ensayo bioldgico se realizan 3 réplicas y un control para cada

concentracion a evaluar.

Para las dosis exploratorias se utilizaron 5 larvas por cada replica y 5 larvas para
el control, estas se introducen en recipientes plasticos con 25mL de agua, y en
otro recipiente plastico se disuelve cada concentracion en 25mL de agua, a
continuacion se agrega el agua con las larvas a cada recipiente que contiene la
solucion, para de esta manera llegar a un volumen final de 50mL para cada
replica. Se realiza un seguimiento de la mortalidad en las larvas a las 2, 24 y 48

horas después del inicio del ensayo Figura 33.

Figura 33.Preparacion de las réplicas para el ensayo in vivo de larvas de Aedes aegypti
(Dosis exploratorias).

|
| > _—
il | e 3
25 mi 25 mi 50 ml
Solucién agua + agua + 5 larvas Solucién agua +
molécula disuelta en DMSO molécula disuelta en DMSO +

5 larvas

50 ppm Q Q Q Q
R1 R2 R3 Control

a N \\ - \\
150 ppm \) (/ (/ Q
R1 R2 R3 Control

wopem (O O O O
R1 R2 R3

Control
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Concentraciones multiples:

Este ensayo se realiza con la molécula que haya tenido concentracion letal mas
baja; se utilizan 10 larvas por cada replica y 10 larvas para el control, estas se
introducen en recipientes plasticos con 50mL de agua, y en otro recipiente plastico
se disuelve cada concentracién en 50mL de agua, a continuacion se agrega el
agua con las larvas a cada recipiente que contiene la solucion, para de esta
manera llegar a un volumen final de 100mL para cada replica. Se realiza el mismo

seguimiento de mortalidad que en las dosis exploratorias (Tabla 13).

Tabla 13.Resultados ensayo larvicida para las dosis exploratorias.

Molécula 24horas 48horas Control
50ppm | 150ppm | 300ppm | 50ppm | 150ppm | 300ppm
Vi M V) M|V, M|V M|V M|V | M|V | M

la 10/ 5] 0 |15 0 |15]10| 5| 0 |15] 0 |15]|15] 0
1c 13| 2| 5|10 0 |15]14|11| 4 |11 ]| 0 |15]|15]| O
50ppm | 70ppm | 120ppm | 50ppm | 70ppm | 120ppm
1b 10/ 5|18 | 7|1 14|10 5|7 | 8] 0 |15]15]| 0
2a 14/ 1] 0 15| 0 |15]12| 3| 0 |15] 0 |15]|15] 0
2b 1213|110 5| 0 |15]12| 3 |10 5 | 0 |15]|15]| O
3a 14|11 (13| 2 |11 | 4 |12 3|12 | 3 |10| 5 [15] 0
3b 15/0 1241 |7 | 8 |14]|1|13|] 2 | 4 |11]|15] 0
4a 13| 2 12| 3 |14 |1 |13| 2 |11 ]| 4 |12| 3 |15]| O
4b 1411 1141 |5 ]10]24|1|15] 0 | 5 ]10]15] 0

*V/= larvas vivas, M= larvas muertas

De las moléculas utilizadas para los ensayos bioldgicos, la la y la 2a tuvieron
mayor actividad larvicida, lo que muestra una correlacion con la inhibicion de la
enzima para la molécula 2a, estas moléculas se evaluaron a concentraciones de
38, 50, 70, 90, 100, 115y 128ppm y para el calculo de los valores de CLso y Clog

se empled6 el modelo Probit.

Para estas dos moléculas se registr6 mortalidad después de 2 horas de haber
iniciado el ensayo, ademas de mostrar cambios en la morfologia como
engrosamiento, reduccion del tamafio y cambio de coloracion en la cabeza de las

larvas.
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Estas observaciones y los resultados obtenidos de los bioensayos demostraron

gue bajo condiciones de laboratorio, las larvas de Aedes aegypti son susceptibles

a las moléculas lay 2a.

Tabla 14.Resultados analisis de Probit para los anélogos 1lay 2a.

Comp. LC,, (ppm) LC,, (Ppm)
(Limites de confidencia) (Limites de confidencia)
24h 48h 24h 48h 24h | 48h
la 50.55 48.53 86.39 82.18 3.77 | 2.63
(48.13-52.98) | (46.18-50.94) | (79.02-97.77) (74.21-95.81)
2a 69.59 64.51 139.54 122.07 450 | 3.78
(66.01-73.32) | (61.32-67.79) | (125.51-160.76) (111.09-
138.24)
Propoxur 0.34 0.25 2.84 1.82 0.40 | 4.96
(0.26-0.46) (0.18-0.31) (1.54-9.55) (1.07-5.09)

10.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD INSECTICIDA DE ADULTOS DE Aedes
aegypti.

Para las moléculas con mayor actividad

larvicida se

realizaron ensayos

insecticidas de adultos de Aedes aegypti, utilizando concentraciones de 30, 300 y

1000ppm y 10 adultos en cada botella realizando un control durante dos horas

cada 15 minutos y un ultimo control a las 24 horas empleando un control negativo

de acetona para cada concentracion.

Tabla 15. Resultados del ensayo de actividad adulticida en Aedes aegypti.

Concentracion | 2 horas | 24 horas | Control
(ppm) (acetona)

la. V M V M V M

30 24 | 16 7 33 4 6

300 10 | 30 0 40 7 3

1000 1 39 0 40 6 4
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Concentracion | 2 horas | 24 horas | Control
(ppm) (acetona)

2a. V M V M \Y M

30 39 1 23 | 17 9 1

300 40 | O 19 | 21 7 3

1000 38 2 15 | 25 9 1

*V= adultos vivos, M= adultos muertos

Estos resultados demuestran que tanto las larvas como los adultos de Aedes
aegypti son susceptibles a los analogos de la girgensohnina 1ay 2a.
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11.CONCLUSIONES:

Teniendo en cuenta los objetivos alcanzados en el presente trabajo de tesis, se

puede concluir que:

Con ayuda del analisis in silico usando los softwares Molinspiration y Osiris
Property Explorer, se encontr6 que todas las moléculas tienen buenas
propiedades farmacocinéticas, mostrando su biodisponibilidad en el organismo,

ademas de no presentar riesgos para el ser humano.

Se obtuvieron los nueve (9) analogos propuestos en el plan de proyecto con
rendimientos aceptables a diferencia de aquellos con el grupo metilo en posicion 2
de la piperidina debido a la presencia de diastereocisomeros lo que dificulta su
obtencion. La estructura de estos compuestos fue confirmada por espectroscopia
infrarroja (IR), resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas
(MS).

Se desarroll6 un protocolo propio de la quimica verde que consiste en el uso del
catalizador soportado en gel de silice (SSA) el cual se puede recuperar después
de su uso en la reaccion de Strecker, ademas de que la reaccion se llevé a cabo

bajo condiciones suaves.

Para todos los a-aminonitrilos sintetizados se observd inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa bovina, destacando a la molécula 2a con una concentracion de
ICs0 de 36.31ppm, mostrando a estas moléculas como posibles inhibidores de la

acetilcolinesterasa.

Los ensayos insecticidas in vivo mostraron que bajo condiciones de laboratorio,
las larvas de Aedes aegypti son susceptibles a los analogos sintetizados,
destacando a los compuestos la y 2a como aquellas moléculas con mayor
actividad insecticida; con el analisis de Probit se calcularon los valores de ICs de

lay 2a (50.55ppm y 69.59ppm respectivamente).
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Para el ensayo de adultos se mostr6 actividad insecticida a las dos horas de iniciar
el ensayo para las moléculas l1a y 2a, confirmando para la molécula 2a una
correlacion entre la mortalidad y la inhibicibn de la enzima acetilcolinesterasa.
Estos resultados indican a los compuestos sintetizados como posibles insecticidas
inhibidores de la acetilcolinesterasa.
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ANEXOS I.

Espectros IR de los anélogos sintetizados

3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

3400

Wavenumber (cm-1)

94

= suss [9 — —586.26
5355 5626
55 67883

—817.68 s b.
C — 9568 o —
— 103368 g e —103368
e} —1095.39 | S
e 17253 = 11052
_— flﬁ@% - o —1172.53
o 131138 = —124967
E o—mw -
hNu 166 151195 -m m
= 161994 L . —1511.95

L —1604.51
Mw <
—~
—~ o “_
= 8 o
] N m '
o c Z
= -2 0
&) -
% ¢ O
L 8c
o 2
o o
~ C ~
N (qV]
~ ~
= I
=z o Z
L L
LL L
X x
o NG
— R -
Ll o Ll
= =
<t - < L
~ Nz
(V] N m___
< L3 m g
O b BARRY RAARN LALAN RRARY RARLY LLARY LR RRLLE LRARS RALEN RALLE RARRS LARAS RLLL) AL M N O A.n... AL LA BLELELELE BLELELELEN B DL BLELELELE LA B
s B B B E I BB OB ) 8 8 8 8 3
Ll (=] (=] (=] o ] o] (=]

c c
< 30UenIwsUel | < aouenIWISuel |



Anexo C 2-(4-METOXIFENIL)-2- MORFOLINOACETONITRILO. 1c.
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Anexo E 2-(4-METOXIFENIL)-2-(2-METILPIPERIDIN-1-IL) ACETONITRILO. 2b.

—617.12
—694.26

—755.97

—570.84

—817.68

—925.68

—1172.53

—1033.68

124967

—1311.38

—~1403.95

= ———— -0
~1511.95

—1558.23
——— 160451

p

AG_04_lin.es

T T T T T T T T T T T T T
Q [Ye] Q
=] o <
- o o
[oueniwsuel |

0.85

3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm-1)

3400

1-IL) ACETONITRILO.

-(4-METILPIPERIDIN-

Anexo F 2-(3,4-DIMETOXIFENIL)-2

3a.

570.84

e e 647.98
78.83
74054
AV -
—971.96
=~1079.96 10491
—1126.24
117253
—1265.1
Lvlpw::wm
—1373.09
—146566 —1496.52
—1619.94
282333
288504
~2931.32
o [Te} o
s} o) &
— o o

[ouenIwsuel |

3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm-1)

3200

3400

96



Anexo G 2-(3,4-DIMETOXIFENIL)-2-(2-METILPIPERIDIN-1-IL) ACETONITRILO.
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Anexo | 2-(BENZO [D] [1,3] DIOXOL-5-IL)-2-(2-METILPIPERIDIN-1-IL)
ACETONITRILO. 4b.
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Anexo A 2-(4-METOXIFENIL)-2-(PIPERIDIN-1-IL) ACETONITRILO 1la.
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Anexo B 2-(4-METOXIFENIL)-2-(PIRROLIDIN-1-IL) ACETONITRILO 1b.
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Anexo C 2-(4-METOXIFENIL)-2- MORFOLINOACETONITRILO. 1c.
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Anexo D 2-(4-METOXIFENIL)-2-(4-METILPIPERIDIN-1-IL) ACETONITRILO. 2a.
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Anexo E 2-(4-METOXIFENIL)-2-(2-METILPIPERIDIN-1-IL) ACETONITRILO. 2b.
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Anexo F 2-(3,4-DIMETOXIFENIL)-2-(4-METILPIPERIDIN-1-IL) ACETONITRILO.
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Anexo G 2-(3,4-DIMETOXIFENIL)-2-(2-METILPIPERIDIN-1-IL) ACETONITRILO.
3b.
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Anexo | 2-(BENZO [D] [1,3]DIOXOL-5-IL)-2-(2-METILPIPERIDIN-1-IL)
ACETONITRILO. 4b.

Intens. +MS, 0.0-0.5min #(1-109)

X106 |
ri22 539.0
4 -
2 -
[ 2811 7.1 430.9 J
0t - L A| L B A LI S B B e '\ L R B —
200 250 300 350 400 450 500 550 mz

Anexos lll.

Espectros RMN de los analogos sintetizados.
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Anexo B Regién heterociclica espectro *H-RMN para 1a.
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Anexo D Espectro DEPT-135 para 1a.
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Anexo F Regién heterociclica espectro *H-RMN para 1b.
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Anexo G Espectro 13C-RMN para 1b.
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Anexo H Regién aromatica espectro *H-RMN para 1c.
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Anexo J Espectro **C-RMN para 1c.
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Anexo K Espectro DEPT-135 para 1c.
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Anexo L Regi6n aromética espectro *H-RMN para 2a.

N

5.0

T T
58 56 54
f1 (ppm)

T
6.0

6.8
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Anexo N Espectro **C-RMN para 2a.
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Anexo P Regién aromatica espectro *H-RMN para 2b.
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Anexo R Espectro **C-RMN para 2b.
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Anexo T Regién heterociclica espectro *H-RMN para 3a.
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Anexo V Regién aromatica espectro *H-RMN para 3b.
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Anexo X Espectro **C-RMN para 3b.
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Anexo Z Regién heterociclica espectro *H-RMN para 4a.
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Anexo Al Espectro 13C-RMN para 4a.
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Anexo A2 Regi6n aromatica espectro *H-RMN para 4b.
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Anexo A4 Espectro **C-RMN para 4b.
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