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Resumen

Las y-lactamas representan uno de los heterociclos mas importantes tanto
en Quimica Organica como en gquimica medicinal, debido a que poseen un amplio
espectro de actividades biologicas. Particularmente, las a-metilen-y-lactamas se
encuentran formando parte de productos naturales biolégicamente activos. Estos
compuestos  presentan  propiedades  antiinflamatorias,  antibacterianas,
antitumorales, antifingicas y ademas son consideradas analogos bioisostéricos de

las a-metilen-y-lactonas por las propiedades biolégicas similares que presentan.
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y-lactamas  a-metilen-y-lactamas a-metilen-y-lactonas

En este sentido, es necesario desarrollar nuevas metodologias para la
obtencion de o-metilen-y-lactamas, asi como también, realizar estudios para
conocer mas acerca de su actividad biologica. Por lo tanto, se plante6 llevar a
cabo la sintesis de este tipo de compuestos de una manera sencilla, utilizando
materiales facilmente accesibles. Este método involucra la adicion-1,4 de
nitroalcanos a alquilidenmalonatos para obtener nitro derivados tanto de una
manera convencional, asi como mediante irradiacion por microondas.
Posteriormente, la reduccion del grupo nitro proporciond la oa-carbometoxi-y-
lactama, una molécula muy versatil que se utiliz6 para obtener el alcohol.
Después, a partir del alcohol se obtuvo el mesilato, el cual se elimind para

proporcionar las f-mono y p-y-disustituidas a-metilen-y-lactamas (Esquema 1).
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Esquema 1. Ruta de sintesis para obtencion de las a-metilen-y-lactamas.

Una vez obtenidas las p-mono-a-metilen-y-lactamas racémicas, se
establecié una metodologia para llevar a cabo la resolucion diasteroisomeérica.
Para llevar a cabo lo anterior, se utilizO como agente de resolucion, el acido (S)-
(+)-2-(6-metoxi-2-naftil) propionico [(S)-Naproxeno] a través de un anhidrido. Por
un lado, se preparé el anhidrido mixto con el (S)-Naproxeno, cloruro de
trimetilacetilo (PivCl) y trietilamina (EtsN) obteniendo el anhidrido deseado.
Alternativamente se prepard el anion de la a-metilen-y-lactama correspondiente
con n-BuLi. Posteriormente, ambos se hicieron reaccionar obteniendo los
productos deseados, enseguida se realizdé una separaciéon mediante cromatografia
en columna, Esquema 2. Finalmente, se realizaron estudios de NOESY para

asignar la configuracion de las nuevas lactamas sintetizadas.
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Esquema 2. Separacion diasteroisomérica de las a-metilen-y-lactamas.

En una segunda etapa, se llevaron a cabo estudios in silico con el fin de
predecir alguna actividad biolégica importante de las o-metilen-y-lactamas. Los
programas utilizados fueron PASS Online y Molinspiration. Los resultados
obtenidos predijeron que las a-metilen-y-lactamas podrian presentar aplicaciones
como compuestos antibacterianos, antiinflamatorios, inhibicion de enzimas a-
glucosidasas y problemas con trastornos fobicos entre otros. Debido a los
resultados obtenidos sobre la inhibicion de enzimas a-glucosidasas, también se

utiliz6 el programa DIA-DB el cual particularmente sirve para realizar

acoplamientos moleculares (docking) a proteinas y ligandos relacionados con la
enfermedad de la diabetes. Por lo cual, se realizé un docking de las a-metilen-y-
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lactamas comparandolas con la Acarbosa (ACA), presentando una buena afinidad
de union.

En una tercera etapa, se realiz6 una evaluacion in vitro de las a-metilen-y-
lactamas, iniciando con los experimentos de la actividad inhibitoria de las enzimas
a-glucosidasas intestinales de raton utilizando como farmaco de referencia la
Acarbosa. Los derivados con el sustituyente p-MeCesH4, p-CICsH4, CsHs y con el
grupo etilo en posicion gama arrojaron los mejores resultados. También se
realizaron bioensayos de susceptibilidad antimicrobiana contra las cepas de
bacterias Pseudomona aeruginosa derivada de ATCC 10145™, Eschericha coli
derivada de ATCC 8739™ vy Staphylococcus aureus derivada de ATCC BAA-
1026™, el método que se utilizé fue difusiébn en disco y se evaluaron en
concentraciones conocidas de 0.25, 0.5, 1.0 mg/mL, utilizando como referencia el
Ciprofloxacino como control positivo, los compuestos estudiados no obtuvieron
buenos resultados como agentes antibacterianos. Finalmente, los resultados de
los experimentos de la actividad antiinflamatoria realizadas mediante un modelo
murino de induccién de edema auricular con TPA (acetato de 12-O-tetraecanoil-

forbol) en oreja de ratdn y utilizando como farmaco de referencia la Indometacina
arrojé resultados muy buenos en tres o-metilen-y-lactamas al tener un efecto

mayor al farmaco de referencia que es la Indometacina (Esquema 3).
/

Enhibicién de a-glucosidasas]

Ar R

L [ Actividad antibacteriana ]

:Ar=CgHs,R=H

: Ar=p-CICgH4, R=H
:Ar=p-MeCgHy, R=H
:Ar=0-CICgH4, R=H
Ar= CGH5, R = Et

Ar = p-CICgH,, R = Et
g: Ar = p-MeCgHy, R = Et

STO0Q 00O

Esquema 3. Actividad biologica de las a-metilen-y-lactamas.



Abstract

The y-lactams represent one of the most important heterocycles in both
Organic Chemistry and medicinal chemistry, because they possess a wide
spectrum of biological activities. In particular, a-methylene-y-lactams are found to
be part of biologically active natural products. These compounds have
antiinflammatory, antibacterial, antitumor, antifungal properties and are also
considered isosteric analogues of a-methylene-y-lactones due to the similar

biological properties they present.
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y-lactams  a-methylene-y-lactams a-methylene-y-lactones

In this sense, it is necessary to develop new methodologies to obtaining a-
methylene-y-lactams, as well as to carry out studies to learn more about their
biological activity. Therefore, it was proposed to carry out the synthesis of this type
of compounds in a simple way, using easily accessible materials. This method
involves the 1,4-addition of nitroalkanes to alkylidenmalonates to obtain
nitroderivatives in a conventional way and microwave irradiation. Subsequently the
reduction of the nitro group provided the a-carbomethoxy-y-lactam, very versatile
molecule that was used to obtain alcohol. Then, from the alcohol, mesylate was
obtained, which was eliminated to provide the B-mono and f,y-disubstituted o-

methylene-y-lactams (Scheme 1).
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Scheme 1. Synthesis to obtain a-methylene-y-lactams.

Once the p-mono-a-methylene-y-lactams racemic were obtained, a
methodology was established to carry out the diastereomeric resolution. To carry
out the above, propionic acid (S)-(+)-2-(6-methoxy-2-naphthyl) propionic acid [(S)-
Naproxen] was used as a resolution agent through a mixed anhydride. On the one
hand, (S)-Naproxen acid chloride was prepared with trimethylacyl chloride (PivCl)
and triethylamine (EtsN). Alternatively, the anion of the corresponding a-
methylene-y-lactam was prepared with n-BuLi. Subsequently, both reacted
obtaining the desired anhydride; purification was by column chromatography,

Scheme 2. NOESY studies were conducted to assign lactam settings.
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separation by column chromatography

Scheme 2. Diasteroisomeric separation of a-methylene-y-lactams.

In a second stage, in silico studies were carried out in order to predict some
important biological activity of a-methylene-y-lactams. The sofware used were
PASS Online and Molinspiration. The results obtained predicted that a-methylene-
y-lactams may have antibacterial, antiinflamator, a-glucosidases inhibitory activity,
and treat phobia disorders. The inhibition of a-glucosidases enzymes was
predicted, the DIA-DB program particularly is used to predict diseases related to
diabetes. Therefore, a docking of the a-methylene-y-lactamas was carried out

comparing with the Acarbose (ACA), presenting a good binding affinity.
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In a third stage, the a-methylene-y-lactams was in vitro evaluated, the
experiment started with the inhibitory activity of mouse intestinal a-glucosidases
enzymes using Acarbose as a reference. The compounds p-MeCeHas, p-ClCeHa,
CeHs with ethyl group position y presented the best results. The bioassays
antimicrobial susceptibility were tested on Pseudomona aeruginosa derived from
ATCC 10145TM, Eschericha coli derived from ATCC 8739TM and Staphylococcus
aureus derived from ATCC BAA-1026TM. The method used was disc diffusion with
concentrations of 0.25, 0.5, 1.0 mg/mL, using Ciprofloxacin drug as positive
control, which were not obteined favorable result. Finally, the results of the
experiments of the anti-inflammatory activity was using a murine model of induction
of atrial edema with TPA (12-O-tetraecanoyl-phorbol acetate) in mouse ear using
Indomethacin drug as a referenced, obtained very good results in three o-
methylene-y-lactams obtained greater effect than the reference drug Indomethacin
(Scheme 3).

Ve

[ Inhibition of a-glucosidases]

[ Antibacterial activity)

-

:Ar=C6H5, R=H
:Ar=p-CICgHs, R=H

: Ar=p-MeCgHy, R=H
P Ar= O'CICBH4, R=H
cAr= CGH5, R = Et

Ar = p-CICgH4, R = Et
g: Ar = p-MeCgH4, R = Et

SO0 Q0T

Scheme 3. Biological activity of a-methylene-y-lactams.
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1. Introduccion.

Las y-lactamas son consideradas uno de los heterociclos mas importantes
en quimica medicinal, porque se encuentran ampliamente distribuidas en un gran
namero de productos naturales y poseen un amplio espectro de actividades
biolégicas. ! Debido a las aplicaciones farmacol6gicas que presentan este tipo de
compuestos, se han utilizado para el tratamiento de problemas cognitivos,
ansiedad y depresion.? Por mencionar algunos ejemplos se encuentran los
derivados de Racetam y sus analogos comerciales la-e (Piracetam,
Pramiracetam, Levetiracetam, Nefiracetam, Oxiracetam),® y también el (R)-
Rolipram 24 que tienen efectos nootrépicos y es administrado como antidepresivo,
ademas de utilizarse para el tratamiento del dolor neuropatico. Otro ejemplo, es el
Doxapram 3° que sirve como estimulante respiratorio en enfermos crénicos

pulmonares (Figura 1).

O
O CeHs Me
o R R, NJ
1 | NH CeHs
N<
NJ\[( Rs3 o)
(@] y
N O
MeO \__/

1a: R = Ry = R, = R; = H (Piracetam) (R)-Rolipram, 2 Doxapram, 3
1b: R = R4 = H, Ry,= R3= (CH3),CH (Pramiracetam)

1c: R =R, = R3= H, R4= CH3CH, (Levetiracetam)

1d: R = Ry = R,= H, R3 = 2,6-(Me),CgH5 (Nefiracetam)

1e: R = OH, Ry = Ry,= R3 = H (Oxiracetam)

Figura 1. Ejemplos de y-lactamas biolégicamente activas.

Particularmente, las a-metilen-y-lactamas 4 son poco comunes en la
naturaleza, sin embargo, algunos de estos compuestos encuentran incorporados

en productos naturales biolégicamente activos. Es importante sefialar que son

! Montoya-Balbas, I. J.; Valentin-Guevara, B.; Lépez-Mendoza, E.; Linzaga-Elizalde, I.;
Ordofiez, Mario, Roman-Bravo, P. Molecules, 2015, 20, 22028-22043.

2 Grossman, L.; Stewart, A.; Gaikwad, S.; Utterback, E.; Wu, N.: Dileo, J.; Frank. K.; Hart,
P.; Howard, H.; Kalueff, A. V. Brain Res. Bull. 2011, 85, 58-63.

3 Malykh, A. G.; Sadaie, M. R. Drugs 2010, 70, 287-312.

4 Kim, H. K.; Kwon, J. Y.; Yoo, C.; Abdi, S. Anesth. Analg. 2015, 121, 822-828.

> Komnatnyy, V.; Taveras, K. M.; Nandurkar, N. S.; Le Quement, S. T. Eur. J. Org. Chem.
2015, 3524-3530.



menos toxicas que sus isésteros las a-metilen-y-lactonas 5° las cuales, también se
encuentran presentes en una amplia variedad de productos naturales con

actividad bioldgica (Figura 2).

Analogos
isostéricos

O

~%

a-metilen-y-lactama, 4 a-metilen-y-lactona, 5

Figura 2. Isésteros de las a-metilen-y-lactonas.

En este contexto, las a-metilen-y-lactamas se han encontrado incorporadas
en compuestos de origen natural como la Anantina 6 e Isoanantina 7 las cuales
han sido aisladas de una planta llamada Cynometra, y ha sido utilizada en
medicina tradicional africana como remedio para el dolor.” La Pukeleimida E 8 ha
sido aislada de un alga marina llamada Lyngbya Majuscula, mostrando
propiedades citotoxicas y ademas actividad contra Mycobacterium Smegmatis y
Streptococcus Pyogenes® Figura 3. Adicionalmente, estos compuestos también
han mostrado tener actividades antitumorales,®® antiinflamatorias!® vy

antifiungicas.’?® Por otra parte, la Heliotropamida A 93 presenta actividad como

6 Janecki, T.; Btaszczyk, E.; Studzian, K.; Janecka, A.; Krajewska, U.; Ro’zu alski, M. J.
Med. Chem. 2005, 48, 3516-3521.

" Naito, T.; Honda, Y.; Miyata, O.; Ninomiya, I. Chem. Pharm. Bull. 1993, 41, 217-219.

8 Cadellina, J. H.; Moore, R. E. Tetrahedron Lett. 1979, 20, 2007-2010.

9 Kornet, M. J. J. Pharm. Sci. 1979, 68, 350-353.

10 Krawczyk, H.; Albrecht, L.; Wojciechowski, J.; Wolf, W. M.; Krajewska, U.; Rézalski, M.
Tetrahedron 2008, 64, 6307-6363.

11 |kuta, H.; Shirota, H.; Kobayashi, S.; Yamagishi, Y.; Yamada, K.; Yamatsu, |.; Katayama,
K. J. Med. Chem. 1987, 30, 1995-1998.

12 Delong, W.; Lanying, W.; Yongling, W.; Shuang, S.; Juntao, F.; Xing, Z. Eur. J. Med.
Chem. 2017, 130, 286-307.

13 Guntern, A.; Loset, J.R.; Queiroz, E.F.; Sandor, P.; Foggin, C. M.; Hostettmann, K. J.
Nat. Prod. 2003, 66, 1550-1553.



inhibidor de la acetilcolinesterasa y Bisavenantramida B-6 104 es utilizada para el
tratamiento de trastornos neurodegenerativos esta actividad que presentan las a-
metilen-y-lactamas se debe en gran parte al metileno exo-ciclico que se encuentra

conjugado con el carbonilo de la y-lactama®® (Figura 3).

Ph Me\
Ph O
QN ) 0 4\N 0 a N
| N\ N\ o Me
Me H H
Anantina, 6 Isoanantina, 7 Pukelimida E, 8
HO COxH
O
OMe
N
OH
MeO
HO,C
OH
OH
Heliotropamida A, 9 Bisavenantramida B-6, 10

Figura 3. a-metilen-y-lactamas aisladas de productos naturales.

Cabe sefalar que, las a-metilen-y-lactamas también se han utilizado como
blogues de construccion de polimeros, asi como en la preparacién de lentes de
contacto® y aplicaciones biomédicas.!” Actualmente, el conocimiento acerca de la
polimerizacién para obtener materiales poliméricos es muy pobre. Ademas, otros

grupos de investigacion buscan descubrir nuevas propiedades como inhibidores

14 Di maso, M. j.; Nepomuceno, M. G.; St. Peter, M. A.; Gitre, H. H, Martin, K. S.; Shaw, J.
T. Org. Lett. 2016, 18, 1740-1743.

15 Albrecht, A.; Albrecht, L.; Janecki, T. Eur. J. Org. Chem. 2011, 15, 2747-2766.

16 |skander, G. M.; Ovenell, T. R.; Davis, T. Macromol. Chem. Phys. 1996, 197, 3123-
3133.

1" Heyns, I.; Pfukwa, R.; Bertossi, L.; Ball, L. E.; Kelland, M. A.; Klumperman, E. Eur. Polim
J. 2019, 112, 714-721.



de hidratos cinéticos en la industrial® y recientemente, se han realizado estudios
para obtener las caracteristicas de su comportamiento de degradacion®® (Figura
4).

o) 0]

%NH Polimerizacion 4 NH
n

Figura 4. a-metilen-y-lactamas como bloques de construccion de polimeros.

Debido al sistema o,p-insaturado las o-metilen-y-lactamas son utilizadas
como bloques de construccion y pueden ser consideradas como intermediarios en
reacciones de adicion-1,4 y reacciones directamente sobre el enlace doble, por
ejemplo: reducciones, hidrogenaciones, ciclopropanaciones, epoxidaciones y
cicloadiciones 4+2 (Esquema 4).2° Por lo tanto, es importante considerar la sintesis
y la modificacion estructural de este tipo de compuestos, con la finalidad de

ampliar el conocimiento y descubrir nuevas propiedades bioldgicas.

18 Abrahamsen. E; Heyns, I. M.; Solms, N.; Pfukwa, R.; Klumperman, B.; Kelland, M. A.
Energy Fuels 2017, 31, 13572-13577.

19 Heyns, I. M.; Pfukwa, R.; Klumperman, B. Biomacromolecules 2016, 17, 1795-1800.
20 Companyo, X.; Geant, P. Y.; Mazzanti, A.; Moyano, A.; Rios, R. Tetrahedron 2014, 70,
75-82.
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Esquema 4. Transformaciones del enlace doble de las a-metilen-y-lactamas.



2. Antecedentes.

Como se ha mencionado anteriormente las y-lactamas y las a-metilen-y-
lactamas son muy importantes desde el punto de vista de su actividad bioldgica.
Adicionalmente las a-metilen-y-lactamas poseen un grupo funcional muy versatil
que puede utilizarse ampliamente en sintesis organica, asi como también en
quimica de polimeros. Por lo anterior y debido a que aun falta mucho por explorar,
desde hace algunos afios, diferentes grupos de investigacion han enfocado su
atencion en el desarrollo de estrategias sintéticas para su obtencion, entre las que
podemos citar se encuentran metodologias que involucran las reacciones de: (a)
Aza-Barbier,?® (b) Morita-Baylis-Hillman®® (MBH), (c) Horner-Wadsworth-
Emmons?22® (HWE), y (d) Reformatsky.?*?> Adicionalmente, hay otros métodos
qgue involucran la adicion de reactivos organometalicos alilicos a iminas y su
subsecuente ciclacion.?® También, se han utilizado para el mismo fin varios
metales tales como Zn,?” In,?82% Pd,3031 Cu%? o Rh®33 |os cuales promueven su
formacion eficientemente. La allilboracion de aldiminas y la formacion de radicales
también representa una ruta para la formacién de este tipo de compuestos®

(Esquema 5).

21 Shen, A.; Liu, M.; Jia, Z. S.; Xu, M. H.; Lin, G. Q. Org. Lett. 2010, 12, 5154-5157.
22 Blaszczyk, E.; Krawczyk, H.; Janecki, T. Synlett 2004, 15, 2685-2688.
# Beji, B. Org. Chem. Ind. J. 2015, 11, 251-260.
24 Reformatsky, S. Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft 1887, 20, 1210-
1211.
25 Alami, N. E.; Belaud, C.; Villieras, J. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 59-60.
% Dutta, S.; Chatterjee, S.; Al-Thabaiti, S. A.; Bawaked, S.; Mokhtar, M.; Maiti, D. Chem.
Catalysis 2022, 2, 1046-1083.
27 Tan, Y.; Yang, X. D.; Liu, W. J.; Sun, X. W. Tetrahedron Lett. 2014, 55, 6105-6108.
28 Dema, H. K.; Foubelo, F.; Yus, M. Heterocycles 2010, 80, 125-131.
29 Choudhury, P. K.; Foubelo, F.; Yus, M. J. Org. Chem. 1999, 64, 3376-3378.
30 Xie, X.; Lu, X. Synlett. 2000, 5, 707-709.
31 Zhang, Z.; Zhu, G.; J. Org. Chem. 2005, 70, 3339-3341.
32 Zhang, F.; Wang, S.; Liu, Z.; Bai, Y.; Zhu, G. Tetrahedron Lett. 2017, 58, 1448-1452.
% Wang, J.; Xie, X.; Ma, F.; Peng, Z.; Zhang, L.; Zhang, Z. Tetrahedron 2010, 66, 4212-
4217.
34 Jackowski, O.; Wang, J.; Xie, X.; Ayad, T.; Zhang, Z.; Ratovelomanana-Vidal, V. Org.
Lett. 2012, 14, 4006-4009.
3 Chataigner, |.; Zammattio, F.; Lebreton, J.; Villiéras, J. Tetrahedron 2008, 64, 2441-
2455,
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Esquema 5. Métodos de obtencion de las a-metilen-y-lactamas.

En este contexto, Sun y colaboradores?’ obtuvieron a-metilen-y-lactamas
diastereoméricamente puras, mediante la reaccién de Aza-Barbier. A partir de la 3-
(bromo-metil)-cumarina 12 y las sulfinil-iminas quirales 13a-d en presencia de zinc
metalico en THF durante 18 horas, formando el reactivo organometélico. El
subsecuente tratamiento del compuesto organometélico con una solucion de acido
clorhidrico (2.5 M) en dioxano a temperatura ambiente durante 4 h, permiti6 la
obtencion de las cis-f-diaril-a-metilen-y-lactamas 14a-d con el grupo fendlico en la

posicion y con buenos rendimientos y excelentes diasteroselectividades (Tabla 1).



Tabla 1. Obtencion de las a-metilen-y-lactamas 14a-d a través de la reaccion de

Aza-Barbier.
O
N ﬁ 1) Zn°, THF, HO NH
Br — 18 h
o0~ Yo 2) HCl/dioxano,
4h
12
Sustrato R Producto Rendimiento (%) cis/trans e.e. (%)
13a p-ClICsHa4 1l4a 80 99:1 86
13b CeHs 14b 80 99:1 84
13c p-FCeHa4 14c 75 99:1 84
13d p-BrCsHas 14d 86 98:2 84

Otra ruta de sintesis importante es la propuesta por Batra y colaboradores3®
quienes llevaron a cabo una reaccién de Morita-Baylis-Hillman (MBH). Este grupo
de investigacion partié de la reaccion de benzaldehido 15 y acrilato de metilo 16

en presencia de 1,4-diazabiciclo-[2.2.2]octano (DABCO), generando el compuesto

a,B-insaturado 17 que, al tratarlo con cloruro de acetilo y piridina, generé el
derivado acetilado 18. El posterior tratamiento con nitroacetato de etilo en
presencia de DABCO, utilizando una mezcla de THF/H20 genero el nitroéster 19.
La reduccién del grupo nitro utilizando indio metalico y acido clorhidrico gener6 la

a-metilen-y-lactama 20 como mezcla de los productos cis y trans 1:1 (Esquema 6).

% Singh, V.; Kanojiya, S.; Batra, S. Tetrahedron 2006, 62, 10100-10110.
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Esquema 6. Sintesis de la a-metilen-y-lactama 20 mediante la reaccion de MBH.

Por otra parte, para ampliar las investigaciones en la obtencion de
derivados de a-metilen-y-lactamas, Rios R.3" report6 la sintesis asimétrica de a-
metilen-y-lactamas utilizando derivados de carbonatos de MBH. Este grupo de
investigacion empled bases de Lewis quirales y realizé la sintesis mediante una
sustitucion nucleofilica de 2-aminomalonato de etilo N-Boc (N-di-ter-butil
dicarbonato) 21 protegido con los carbonatos de MBH 22a-h, seguido de una
lactamizacion intramolecular, utilizando como catalizador una B-isocupreidina (B-
ICDP) 20% mol en tolueno como disolvente a temperatura ambiente (t.a.) durante
14 h, el posterior tratamiento con &cido trifluroacético (TFA) generd las a-metilen-

v-lactamas 23a-h y 24a-h con buenos rendimientos (Tabla 2).

37 Rios, R. Catal. Sci. Technol. 2012, 2, 267-278.



Tabla 2. Sintesis de a-metilen-y-lactamas empleando la reaccién de MBH.

O O
EtO OEt
NHBoc o) Ar 0
21 1) B-ICPD (20% mol) —
PhMe, 14 h, t.a NH NH

+ V- +

BocO O 2) TFA, CH,Cl, Ar CO,Et CO,Et
CO,Et CO,Et

Ar OMe 23a-h 24a-h

22a-h

e o -

Rendimiento (%)
23 e.e.

22a ©}Z 79 73%
22b /©Z 76 83%
Br

22¢ ©i§ 97
Br

22d . /©)< 90 53%

22f /(j;L< 87 61%
MeO

Sustrato Ar

229 95 58%

22h /@)g 90 78%
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Otro ejemplo que se puede citar donde se utiliza la reaccion de MBH, es el
del grupo de Pan y colaboradores®® quienes reportaron la sintesis racémica de a-
metilen-y-lactamas, la reaccion inicié con los a-aminonitrilos N-PMP (p-metoxifenil)
25a-g y el aducto BMH 26, usando como catalizador DABCO (20% mol) en
acetonitrilo, a una temperatura de 30 °C, el subsecuente tratamiento con
cantidades cataliticas de DBU a 60 °C durante 13 h, proporcioné las a-metilen-y-

lactamas 27a-g (Tabla 3).

Tabla 3. Obtencion de a-metilen-y-lactamas mediante la reaccion de MBH.

O
/PMP OBoc 1) DABCO (20% mol), /PMP
HN CO,Me MeCN,30°C N
N >
R)\CN 2) DBU (20% mol), R
60 °C,13h CN
25a-g 26 27a-g
Rendimiento (%)
sustrato R
27
25a Ph 89
250 p-MeCsHa 74
25¢ p-CICeHa a1
25d p-MeOCesH4 85
25e 0-BrCeHa 35
25f 2-naftilo "
254 2-furil 41

Otra metodologia diferente empleada para la preparacion de este tipo de
compuestos es la que reportaron Janecki y su grupo,?! quienes utilizaron la
reaccion de olefinacion de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE). Inicialmente, la
reaccion 1,4 de Michael entre el (2-dietoxifosforil) acrilato de etilo 28 y los

nitroalcanos 29a-d utilizando hidruro de sodio (NaH) como base y THF dio lugar a

38 Pan, F.; Chen, J. M.; Qin, T. Y.; Sean, S. X.; Wei-Wei, L. Eur. J. Org. Chem. 2012, 27,
5324-5334.
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los 4-nitroalcanoatos 30a-d. La posterior reduccion catalitica con Pd/C produjo la
reduccion del grupo nitro seguido de la lactamizacion in situ proporcionando los
compuestos  3-(dietoxifosforil)-pirrolidin-2-onas  31a-d, como una mezcla
diasteroisomérica de 3:2. Finalmente, bajo condiciones de HWE se llevo a cabo la
olefinacion de los fosfonatos 31la-d con formaldehido usando NaH y THF como
disolvente, dando lugar a una mezcla de o-metilen-y-lactamas 32a-d y 1-

hidroximetil-3-metilidenpirrolidin-2-onas 33a-d, con buenos rendimientos (Tabla 4).

Tabla 4. Reaccidon de Horner-Wadsworth-Emmons para la obtencion de a-metilen-

y-lactamas.
i
(EtO),P__CO,Et _ _
T e e
EtO),P. 1) Pd/C (10% mol)
28 NaH (EtO) OEt MeOH/THF (EtO)P OEt
+ —_— >
THF R 2)(NH4),CO;3 R
R/\/NOZ
NOZ NH2
29a-d 30a-d - -
o 1)NaH THF  EtO |':'
) (CH,0)n, Eto/ "
i R
32a-d 33a-d 31a-d
Rendimiento (%) o
Sustrato R Selectividad
30 31 32 33

a H 95 88 58 42 97:3
b Me 95 84 63 37 74:26
c n-Bu 98 69 60 40 86:14
d Ph 68 60 76 24 82:18

12



El mismo grupo de investigacion,®® publicé otra variante para la sintesis de
a-metilen-y-lactamas, en esta ocasion utilizaron los compuestos (E)-1-aril-2-nitro-
1-butenos 34a-d mediante una condensacion nitroalddlica con dietoxifosforil
acetato de etilo 35 utilizando NaH en THF, durante 24 h, obteniendo los
nitroderivados 36a-c. Posteriormente, la reduccion quimioselectiva del grupo nitro
con borohidruro de sodio (NaBH4) en presencia de cloruro de niquel
hexahidratado, proporcioné in situ las a-dietoxifosforil-y-lactamas 37a-c.
Finalmente, la proteccion del nitrogeno de las lactamas generé 38a-c con
anhidrido de Boc, dimetilaminopiridina (DMAP) en diclorometano. A continuacion,
la olefinacion con ter-butéxido de potasio y paraformaldehido, generd las a-
metilen-y-lactamas 39a-c N-Boc protegidas. Finalmente, la desproteccién de grupo
amino utilizando TFA proporciono las a-metilen-y-lactamas 40a-c con buenos

rendimientos (Tabla 5).

Tabla 5. Aplicacion de la reaccion de HWE para la sintesis de las a-metilen-y-

lactamas 40a-c.

R/\[NOZ

Me 0] O
34a-d Il _ 1] 1]
(EtO),P___CO,Et  1)NiCl,*6H,0, (EtO),P NH (EtO),P
NaH MeOH (Boc),0
+ — —_— _— >
THF DMAP/CH,CI
o 2ah R Me 2)1\'\/12‘(3):4’ R 2Cl;
Il NO, Me
EtO),P CO,Et
( )2 ~ 2 36a-c 37a-c
35

NBoc

Me

38a-c

1) ter-BuOK, THF

2) (CH,0)n

0] O
NH <7TFA NBoc
CH,Cl,
R R

40a-c

3 Albrecht, A.; Albrecht, L.; Rozalski, M.; Krajewska, U.; Janecka, A.; Studzian, K.;
Janecki, T. New J. Chem. 2010, 34, 750-761.
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Rendimiento (%)

Sustrato R
38 39 40
CeHs 92 69 59
b 4-BrCsHa4 79 72 52
c 4-MeCeH4 85 82 80

Una ruta sintética similar fue propuesta por Krawczyk y colaboradores,*°
ellos partieron de los acidos (E)-3-aril-2-(dietoxifosforil)acrilatos 41a-f previamente
preparados,*! a los cuales bajo condiciones de esterificacion con yoduro de metilo
y carbonato de potasio en acetona gener6 los ésteres 42a-f. Enseguida, los
compuestos se hicieron reaccionar con acetamidomalonato de dietilo N-acetilado
43 utilizado como donador de Michael en presencia de 1,1,3,3-tetrametil-
guanidina (TMG) como base en DCM a temperatura ambiente, para obtener in situ
las lactamas protegidas 44a-f en donde la misma TMG sirvio para la N-
desproteccion. Posteriormente, las lactamas fosfénicas 44a-f se protegieron
utilizando di-ter-butil dicarbonato en presencia de DMAP y DCM generando las
lactamas 45a-f. A continuacion, realizaron la reaccién Horner-Wadsworth-Emmons
(HWE) con ter-butéxido de potasio y un exceso de formaldehido para generar el
enlace doble conjugado de oa-metilen-y-lactamas 46a-f. Finalmente, la remocién
del grupo protector del nitrégeno utilizando TFA en DCM durante 1 hora a
temperatura ambiente dio lugar a las a-metilen-y-lactamas 47a-f con rendimientos

superiores a 78 % (Tabla 6).

40 Krawczyk, H.; Deredas, D.; Albrecht, L. Tetrahedron Lett. 2013, 54, 3088-3090.
41 Krawczyk, H.; Albrecht, L. Synthesis, 2005, 17, 2887-2896.
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Tabla 6. Preparacion de a-metilen-y-lactamas 47a-f mediante la reaccion de HWE.

43 -
i 0 ol T 1
C
(EtO)ZPICOZHMeL K,CO, (EtO)ZP]:cone CO,Et (EtO),P NAG
—_— >
Acetona, t.a. TMG, CH,Cls, CO,Et
iR H™ 'R ta. 1-4d. R COZE%
4af 42af L
0 0 O o
1) t-BuOK, THF T |l
NBoc  _ ta,0.5h (EtO),P NBoc CH,Clp, ta. (EtO),P NH
CO,Et 2)(CH,0)n, THF
R CO,Et 2 = CO,Et . CO,Et
CO,Et CO,Et
46a-f 45a-f 44a-f
TFA, CH,Cl,,
ta,1h
0]
NH
CO,Et
R CO,Et
47a-f
Tiempo Rendimiento (%)
Sustrato R
(dias) 43 44 45 46 47
a 4-CICeHa 1 98 82 86 74 78
b 4-MeCeHs 2 97 68 96 79 83
c 4-MeOCsHa 3 99 87 80 85 83
d 3,4-(OCH20)-CsH3 4 98 74 95 80 81
e 3,4-(MeO)2-CeHs 4 97 78 97 86 87
f 4-NO2CeHa 1 96 82 87 69 91
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El grupo de investigacion de Albrecht y colaboradores,*? sintetizd una serie
de a-metilen-y-lactamas, partiendo de los compuestos 4-aril-2-dietoxifosforil-4-
oxobutanoatos 50a-d, que fueron preparados previamente a partir de 1-aril-2-
bromoalcan-1-onas 49a-d y dietoxifosforilacetato de etilo 48.#3 Es importante
mencionar, que los oxobutanoatos 50a-d fueron usados como mezcla
diasteroisomérica. La sintesis inici6 con una aminacion reductiva de los
oxobutanoatos 50a-c, usando metilamina e isopropoxido de titanio (IV), seguida de
la adicion de NaBHa, para obtener las 5-aril-3-dietoxifosforil-1-metilpirrolidin-2-onas
5l1a-c con buenos rendimientos. Posteriormente, bajo condiciones de olefinacién
de HWE, con hidruro de sodio y formaldehido, se generaron el enlace doble

exociclico de las a-metilen-y-lactamas 52a-c (Tabla 7).

Tabla 7. Aplicacion de la reaccién de HWE para la preparacion de las a-metilen-y-

lactamas 52a-c.

<|3| o)
EtO),P
( )2 \)J\OEt 0 o Nk T(OuP (l)l 0
48 — (EtO)lIDI e Mze’OII—(i “Pa: (EtO),P. _Me 1 NaH, THF
+ —_— > 2 OEt > N -
2) (CH,0),,,
2) NaBH,, MeOH ,0),
i i S R THF
Br N B
\)J\R 0] o 5
49a-d 50a-d [l 51a-c
(EtO),P
OEt
R
HN
L Me |

Rendimiento (%)

Sustrato R
50 51 52
a CsHs 75 77 79
b 4-BrCeHa 70 92 65
c 4-CH30CeH4 80 58 59
d 1-naftil 85

42 Albrecht, A. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 4872-4882.
43 Janecki, T.; Koszuk, J. F.; Albrecht, A. Synthesis 2007, 11, 1671-1676.
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Béji,** utilizé el 2-(dietoxifosforil)-3-metilidensuccinato de dimetilo 53, para
generar a-metilen-y-lactamas. Inicialmente el succinato 53 se hizo reaccionar con
las aminas primarias 54a-g, en presencia de metanol como disolvente polar
proético, obteniendo el y-aminoéster como intermediario sintético la ciclacion in situ
proporcioné las a-fosfono-y-lactamas 55a-g. Enseguida al tratarse con carbonato
de potasio y paraformaldehido, generaron los derivados 57a-g, con el grupo

hidroximetil en la posicién 4 (Tabla 8).

Tabla 8. Preparacion de a-metilen-y-lactamas 56a-g a través de una reaccion de
WH.

(0]
MeO,C CO,Me N/R
(Et0),P=0 MeO,C
53 ﬁ O 56a-g Q R
. MeOH  (EtO),P N (CHOMm N
25°C K,CO4
R=NH; MeO,C MeO,C OH
54a-g - H - 55a-g 57a-g
N~gr
MeO,C CO,Me
(EtO),P=0
Rendimiento (%)
Sustrato R

55 57
a n-Pr 78 51
b i-Pr 79 44
c n-Bu 77 47
d Bn 85 49
e 4-MeOCgsH4CH:2 75 54
f 4-CICeH4CH:2 77 49
g PhCH(Me) 85 57

44 Béji, F.; Lebreton, J.; Villiéras, J.; Amri, H. Synth. Commun. 2002, 32, 3273-3278.
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La reaccion de Reformatsky es otra estrategia que se ha utilizado para la
formacion de a-metilen-y-lactamas. Esta reaccion consiste en la condensacion de
aldehidos o cetonas con a-haloésteres para obtener B-hidroxiésteres. En este
sentido, Belaud y colaboradores® hicieron reaccionar 2-(bromometil)acrilato de
etilo (a-bromometilacrilato) 58, utilizando diferentes iminas 59a-d, en presencia de
zinc y THF a 50 °C, para generar las a-metilen-y-lactamas 60a-d, con
rendimientos del 35 al 76% (Tabla 9).

Tabla 9. Aplicacion de la reaccion de Reformatsky en la sintesis de las a-metilen-
v-lactamas 60a-d.

)
i /)P o N
EtOJ\[(\Br + N _Zn° THF
R S0°C Ph
58 59a-d 60a-d
35-76%
Sustrato R Producto Rendimiento (%)

59a -N(CHs3)2 60 35
59b -NCH(CHs)2 60 68
59c -N(CsHs) 60 76
59d -N(CgHs0) 60 72

45 Belaud, C.; Roussakis, C.; Letourneux, Y.; Alami, N. E.; Villieras, J. Synth. Commun.
1985, 15, 1233-1243.
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3. Hipotesis.

Considerando la importancia biolégica y quimica de las o-metilen-y-
lactamas antes mencionada, en este proyecto se desarrollara un método de
sintesis sencillo para la obtencién de estos compuestos, tratando de utilizar para
esta estrategia, reactivos facilmente accesibles y de bajo costo. Las a-metilen-y-
lactamas, tienen un amplio potencial terapéutico, ademas de su utilidad desde el
punto de vista sintético, por lo cual, se contribuird al desarrollo de nuevas
metodologias para la sintesis y resolucion, ya que han sido poco explorados.
Aunado a esto, se realizardn algunos estudios bioldégicos como antiinflamacion,
inhibicion enzimatica y antibacterial, contribuyendo al conocimiento sobre su

actividad bioldgica.
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4. Objetivo General.

Sintetizar a-metilen-y-lactamas B-mono- y f,y-disustituidas, asi como llevar a

cabo estudios para conocer su actividad biolégica.

Para el cumplimiento del objetivo general de esta tesis se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

4.1 Objetivos especificos.

Preparar una serie de arilidenmalonatos mediante una reaccion de
Knoevenagel.

Obtener nitroderivados mediante una adicion-1,4 de nitroalcanos a
arilidenmalonatos.

Obtener a-carbometoxi-y-lactamas -mono- y B,y-disustituidas a través de la
reduccion de los nitroderivados.

Sintetizar a-metilen-y-lactamas p-aril y pB-y-disustituidas, mediante la
reduccion del grupo carbometoxi con la posterior proteccion del alcohol
correspondiente y eliminacion del grupo protector.

Llevar a cabo su resolucion para obtener las a-metilen-y-lactamas de forma
enantioméricamente pura.

Realizar algunos estudios de interés bioldgico de las a-metilen-y-lactamas.
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5. Discusion y resultados.

Para llevar a cabo la preparacion de las a-metilen-y-lactamas, se propuso el
siguiente analisis retrosintético (Esquema 7). El metileno exociclico de las a-
metilen-y-lactamas puede obtenerse a partir de la deshidratacién de un alcohol
mediante un intercambio de grupo funcional, a su vez este alcohol puede provenir
de la reducciéon de un grupo éster, mientras que la formacion del enlace C-N de la
y-lactama puede venir de un y-aminoéster de cadena lineal y este a su vez
mediante un intercambio del grupo funcional amino por un grupo nitro, y la ruptura
del enlace C-C, podria obtenerse de la adicion de nitroderivados a un sistemas o,3
insaturados a su vez, los sistemas o, insaturados se pueden formar mediante
una reaccion de condensacion de Knoevenagel entre malonatos y aldehidos que
son comerciales y de bajo costo.

Esquema 7. Anlisis retrosintético de las a-metilen-y-lactamas.

Para cumplir con los objetivos de este trabajo y con base al analisis
retrosintético propuesto, se inici0 la reaccion con malonato de dimetilo 61 y
diferentes aldehidos aromaticos 62a-d, en presencia de cantidades cataliticas de
piperidina (10% mol) y tolueno como disolvente logrando obtener los compuestos
63a-d con rendimientos que oscilaron entre 87 al 92%. El rendimiento de los

arilidenmalonatos se calculdo después de la purificacion por cromatografia en
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columna, los compuestos puros se caracterizaron por espectroscopia de infrarrojo

(FT-IR), Resonancia Magnética Nuclear de hidrogeno y carbono (Esquema 8).

O O
MeOJ\/U\OMe o O
61
Piperidina (10% mol) MeO | OMe
+ >
PhMe, A A K
j)\ 24-48 h
63a; Ar = CgHs, 90%
Ar” H 63b; Ar = p-CICgH,, 92%

62a-d 63c; Ar = p-MeCgHy, 87%
63d; Ar = 0-CICgH4, 88%

Esgquema 8. Reaccion de condensacion de Knoevenagel para obtener los

arilidenmalonatos 63a-d.

A continuacién, se muestra una Tabla de desplazamientos quimicos de
RMN de 'H y 13C de los arilidenmalonatos 63a-d sintetizados. Como se observa,
los datos obtenidos de los compuestos 63a-c concordaron con los reportados en
la literatura.! Cabe mencionar que 63d no esta reportado, observando sefales

similares a los compuestos descritos (Tabla 10).

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y RMN BC de los

arilidenmalonatos 63a-d.

O O

MeO” 13" “OMe 63a; Ar = CgHs; 63b; Ar = p-CICgH,;
| 63c; Ar = p-MeCgHy; 63d: Ar = 0-CICgH,4

Ar” 3 °H
RMN *H ppm RMN 3C ppm
Sustrato “OCHs H3 “CHs C1 C2 C3 -OCHs -CHs
a 3.85(s, 6H)  7.78 (s, 1H) 12‘7"3 1288 1429 526 (2C)
b 3.85(s, 6H)  7.72 (s, 1H) igg'g' 1259 1414 527 (2C)
231 e,
c 385(s, 6H)  7.75(s 1H) (s, 1090 1243 1429 526(0) 214
3H) 3.
d 385(s,6H)  7.72(s, 1H) - igg'g’ 1259 1414 52.7 (2C)
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Una vez obtenidos los arilidenmalonatos 63a-d, se estudio la reaccion de
adicion de Michael.*64” Para la obtencién de los nitroderivados 64e-g mediante
tres métodos diferentes utilizados en nuestro grupo de investigacion. En los
primeros ensayos se utilizOo el método A, y se hicieron reaccionar los
arilidenmalonatos 63a-d, nitrometano y carbonato de potasio en tolueno como
disolvente con agitacibn magnética a temperatura ambiente, para obtener los
correspondientes y-nitroésteres 64a-d con rendimientos del 65-81%.

Es importante mencionar que, cuando se hicieron reaccionar los
arilidenmalonatos 63a-c con 1-nitropropano bajo las mismas condiciones del
método A, los compuestos 64e-g no se lograron obtener. Posteriormente, se
decidié cambiar la metodologia, utilizando las condiciones del método B, en este
caso, los arilidenmalonatos 63a-c se hicieron reaccionar con 1-nitropropano y DBU
(10%) bajo condiciones de irradiacion con microondas (MW) a 50 watts y 80 °C, de
esta manera los nitroésteres 64e-g fueron obtenidos con rendimientos moderados
de 54-59%. Con el fin de optimizar el tiempo de reaccion de 63a-d, el
arilidenmalonato 63b se hizo reaccionar utilizando el método B pero ahora con
nitrometano, sin embargo, solo se obtuvieron trazas del compuesto 64b.

Posteriormente se realizaron otros ensayos utilizando el método C, el cual
los arilidenmalonatos 63a-d se hicieron reaccionar con DBU (5% mol) bajo
irradiacion de MW (50 watts, 30 °C) durante 5 minutos. De esta manera, se
obtuvieron los compuestos 64a-d con rendimientos de 30-73%. De esta manera se
logré reducir el tiempo de reaccion en comparacion con el método A y los datos
espectroscopicos obtenidos son similares a los reportados en la literatura® (Tabla
11).

46 Poon, T.; Mundy, B.; Shattuck, T. J. Chem. Educ. 2002, 79, 264-267.
47 Ballini, R.; Palmieri, A. Adv. Synth. Catal. 2018, 360, 2240-2266.
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Tabla 11. Sintesis de y-nitroésteres 64a-g.

O O O O 64a; Ar = CgHs, R = H
64b; Ar = p-CICgH,, R = H
MeO OMe Metodo A MeO OMe  64c; Ar = p-MeCqHa, R = H
| > 64d; Ar = 0-CICgH,, R = H
Ar” H Metodo B Ar NO2  g4e; Ar= CgHs, R = Et
Metodo C 64f; Ar = p-CICgH,, R = Et
R 64g; Ar = p-MeCgHy, R = Et
63a-d
Metodo, Rendimiento (%)
Sustrato Ar R
Tiempo 64
A, 48 h 65
64a CeHs H .
C, 5min 30
A, 48 h 81
64b p-ClICeHs H B, 30 min trazas
C,5 min 56
A, 24 h 71
64c p-MeCeHs H .
C, 5min 31
A, 48 h 69
64d 0-ClCeHa4 H .
C, 5min 73
64e CeHs Et B, 5 min 55
64f p-ClCsHs  Et B, 5 min 59
649 p-MeCeHs  Et B, 5 min 54

Método A: MeNO,, K,COs3, Tolueno, 26 °C.
Método B: MeNO; é CH3(CH,),NO,, DBU (10% mol), MW (50 W), 80 °C.
Método C: MeNO,, DBU (5% mol), MW (50 W), 30 °C.

Sintetizados los y-nitroésteres 64a-g se llevé a cabo su caracterizacion por
RMN H, de manera general se observa una sefal doble que corresponde al
hidrogeno del metino H2, ademas, una sefal doble de doble de dobles para el
metino H3, debido al acoplamiento de los hidrogenos diastereotopicos del metileno
H4a, H4b y el metino H2. Adicionalmente, una sefial doble de dobles para cada
uno de los hidrogenos diastereotépicos de H4a y H4b. Mientras que para los

compuestos 64e-g, se observa una sefal triple correspondiente al metilo del grupo
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etilo y una sefial multiple del metileno para ese mismo grupo. En RMN de 3C se
observan como caracteristicas generales las sefales de los carbonos de C1 que
corresponden a los carbonos carbonilicos, ademéas de C2 que es del carbono del
metino, asi como también C3 que es el carbono base del arilo y C4 que
corresponde al carbono en posicion a al grupo nitro.

A continuacion, se muestra una tabla de desplazamientos quimicos de RMN

de H y 3C de los y-nitroésteres 64a-g (Tabla 12).

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN *H y RMN *3C de los y-nitroésteres
64a-g.

643 A= Cafty R=H _  64e; A = b, R = Et
40, Ar = pMeGutiy R = H 845 Ar = p-ClCeH, R = Et

) I 6''4, - 64;A=_MCH,R=Et
64d; Ar = 0-CICqH,, R=H &' "\ = PMELers

64 RMN H ppm RMN 13C ppm
~OCHs H2 H3 Ha Chis G C Cs _ Ci OCHs -CHs
488 (dd, J =
356(s,  3.87(d,J 13.2y 88 Hz,
a 3H),376 =9.1Hz 4'21%"" 1H), 4.93 (dd, J = 11%77%3 547 429 773 5522'%
(s, 3H) 1H) 13.2y 5.3 Hz, ' :
1H)
4.84(dd, J =
359(s,  3.83(d,J 133y 9.1 Hz,
b 3H),377 =90Hz 4'213;‘5’“' 1H), 4.91 (dd, J = 11277'% 544 429 771 ?22('3
(s, 3H) 1H) 133y 5.0 Hz, :
1H)
4.85 (dd, J =
357(s,  384(d,J 420(dddJ  131y88BHz 230 .. .
C 3,376 =01z =1488y 1H,490(ddJ= (5 &% 547 425 775 8 210
(s, 3H) 1H) 52Hz1H)  13.1y53Hz,  3H) 8
1H)
4.95 (dd, J =
364(s,  411(d,J 4:'7152(3“3'43 13.6y 4.5 Hz, 678 530
d 3H).373 =83Hz 2894 1H),512(dd,J= lews 537 304 761
(s, 3H) 1H), y 4 13.7y 8.6 Hz, 3
1H), A
343G,  415(d, _
e 3H),382  J=106 g'ggH(;' 75 491501 (m, 1H 72 543 477 900 529
(s, 3H) Hz, 1H dHz, 2
349(s,  400(d,  3.88(dd, J= !
f 3H),38  J=105  105y5.1 4.93 ff)g (m, ~ 1073 535 470 898 528
(s, 3H) Hz, 1H), Hz, 1H 9.
345(s,  413(d, _ ) 2.30
3H), 382  J=10.1 g'fi'(;' f; 491 15H0)3 (m, S ig;';* 545 475 903 531 212

(s, 3H), Hz, 1H) 3H),

Continuando con la ruta sintética, los y-nitroésteres 64a-g, fueron sometidos
a una hidrogenacion catalitica, empleando cantidades cataliticas de Niquel-Raney
(10% mol) en metanol a presion atmosférica y temperatura ambiente para generar
los y-aminoésteres intermediarios que a travées de una lactamizacion

intramolecular proporciono las y-lactamas 65a-g con buenos rendimientos que
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varian entre 75-88% (Tabla 13). Los compuestos obtenidos fueron caracterizados
FT-IR, RMN de 'H, 3C y HMRS.

Tabla 13. Tabla de rendimientos de las y-lactamas 65a-g.

o 0 i O O | O O
MeO OMe H,f/’lggﬁa MeO OMe MeO” 6 2 NH
NO, NH _ = 4
Ar ta. 17h Ar 2 5
R Ar R
R
64a-g - - 65a-g
. Rendimiento
Sustrato Ar R Tiempo
(%)
65a CeHs H 17 h 85
65b p-ClCsHa H 18 h 83
65cC p-MeCsHs H 22 h 85
65d 0-ClICéHa4 H 23 h 88
65e CsHs Et 22 h 75
65f p-CICeHa  Et 19 h 80
659 p-MeCsHs  Et 20 h 82

Lo anterior, puede ser explicado con las reglas de ciclacién propuestas por
Baldwin,*® estas reglas mencionan los favoritismos relativos de las reacciones de
cierre de anillos. Baldwin clasificé el cierre de anillos de tres formas: a) el nimero
de atomos en nuevos anillos formados, b) los cierres de anillos exo y endo
dependiendo si el enlace roto durante el cierre del anillo se encuentra adentro
(endo) o afuera (exo) del anillo que se forma, y ¢) y su clasificacidén en tet, trig y dig
dependiendo si el carbono electrofilico es tetraédrico-sp?, trigonal-sp? o digonal-sp.
debido a esto, nuestros compuestos tienen una denominacion 5-exo-trig y la

reaccion del cierre de anillo es favorable (Figura 5).

48 Baldwin, J. E. J. Chem. Soc. Chem. Commun.1976, 1, 734-736.
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MeO 5'OMe 5-exo-trig MeO NH
1NH> .
Ar Favorecida
Ar R
R
a; Ar=CgHs, R=H e; Ar = CgHs, R = Et

b_; Arf p-CICgH4, R =_H f; Ar = p-CICgHy4, R = Et
¢; Ar=p-MeCgH,y, R=H g; Ar = p-MeCgHy, R = Et
d; Ar=0-CICgH4, R=H

Figura 5. Formacion favorable de cierre de anillos propuesto por Baldwin.

Continuando con la propuesta de sintesis, se llevo a cabo la preparacion de
los alcoholes 66a-g. Para conseguir lo anterior los esteres 65a-g disueltos en una
mezcla de THF/MeOH se trataron con 6 equivalentes de borohidruro de sodio
(NaBHa4), la mezcla de reaccién se calenté 60 °C durante 2 h proporcionando los

alcoholes 66a-g con rendimientos entre 51-75% (Tabla 14).

Tabla 14. Rendimientos obtenidos de los compuestos 66a-g.

o ¢ Ho
NaBH,
MeO NH THF/MeOH NH
60°C, 2 h
Ar R Ar R
65a-g 66a-g
Rendimiento

sustrato Ar R (%)
66a CesHs H 72
66b p-CICeH4 H 51
66¢C p-MeCeHs H 55
66d 0-CICsHa4 H 54
66e CeHs Et 52
66f p-ClCeHs  Et 55
669 p-MeCsHa  Et 75

En la espectroscopia IR (FT-IR), el alcohol 66¢ particularmente, presento
una banda ancha en 3335 cm™, la cual corresponde al grupo hidroxilo -OH del
alcohol, mientras que la banda en 3235 cm™ corresponde al grupo amino -NH de

la lactama, ademas, la banda que corresponde al C=0 se puede observar en 1676
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cml. A continuacién, se muestra una tabla con las bandas representativas de los
alcoholes restantes. Cabe mencionar, que en los alcoholes 66a-b, 66d-e, la banda
correspondiente al -OH se fusiona con la banda del grupo -NH observandose una
banda de mayor tamafio mientras que en los compuestos 66f-g se observan dos
sefiales anchas. Todos los compuestos fueron caracterizados por RMN de *H,3C
y HMRS (Tabla 15).

Tabla 15. Bandas de FT-IR de los alcoholes 66a-g.

Sustrato Ar -OH -NH C=0 C-H

2955

*
66a CeHs 3246 3246 1693 2867
66b p-ClCsHa4 *3236 3236 1681 2951
2917
66¢C p-MeCsHa4 3335 3235 1676 2864
2928

_ *
66d 0-ClCeH4 3231 3231 1682 2877
66e CsHs *3234 3234 1682 2928
66f p-ClCsHa4 3360 3221 1704 2928
2954
669 p-MeCsHa4 3319 3234 1694 2893

*Se observa una sola banda ancha debido a la traslape de los grupos OH y NH.

Una vez lograda la sintesis de los alcoholes 66a-g el siguiente paso de
reaccion fue formar el enlace doble exociclico. Para lo anterior, se realizo la
reaccion para transformar el grupo alcohol en un buen grupo saliente para su
posterior eliminacion. De tal manera, que los alcoholes 66a-g se hicieron
reaccionar con 2 equivalentes de cloruro de mesilo (MsCI), trietilamina (EtsN) en
diclorometano seco como disolvente generando a los mesilatos que sin
purificacion adicional se trataron con una solucion de NaOH 1N en THF, la
solucién se agito a temperatura ambiente durante 5 h proporcionando las ao-
metilen-y-lactamas 67a-g con buenos rendimientos en el paso de eliminacion del
76-90%. Con la finalidad de mejorar los rendimientos obtenidos de la reaccion de
eliminacién, se decidié cambiar el disolvente, tiempo de reaccion y temperatura,
por lo que en los ensayos 5-6, 10-11 de la Tabla 16, el disolvente utilizado fue

acetonitrilo, a una temperatura de 40 °C y un tiempo de 1.5 h, los rendimientos de

28



reaccion fueron similares a los obtenidos, logrando una disminucién en el tiempo

de reaccion (Tabla 16).

Tabla 16. Rendimientos de las a-metilen-y-lactamas 67a-g.

HO o MsO 0 0
NH MZ?JZEEN NH NaOH 1N NH
—_
Ar R 0 °C1 sht.a. Ar R ta.5h Ar R
66a-g 67a-g
Ensayo Sustrato Tiempo Temperatura Rend(ior/L])iento
1 67a, Ar=CeHs, R=H 5h t.a. 76
2 67b, Ar = p-ClCéHs, R=H 5h t.a 86
3 67c, Ar = p-MeC¢Hs, R=H 5h t.a 89
4 67d, Ar = 0-CIC¢Hs4, R=H 5h t.a 90
*5 67a, Ar=CeHs, R=H 15h 40 °C 75
*6 67b, Ar = p-CICeHs, R=H 1.5h 40 °C 88
67e, Ar = CeHs, R = Et 5h t.a 70
67f, Ar = p-CICeH4, R = Et 5h t.a 65
9 679, Ar = p-MeC¢Hs, R = Et 5h t.a 80
*10 67e, Ar = CeHs, R = Et 15h 40 °C 66
*11 67f, Ar=p-CICeHs, R=Et  1.5h 40 °C 67

*disolvente: Acetonitrilo

Las sefiales mas caracteristicas de las o-metilen-y-lactamas, son los
hidrogenos vinilicos del enlace doble exociclico. Por lo tanto, las sefiales de estos
hidrégenos en RMN de 'H se encuentran desplazados en 5.11-5.44 ppm, y se
observa una sefial doble que corresponde a un hidrégeno vinilico acoplado con su
hidrogeno geminal, mientras que entre 6.10-6.44 ppm se observa otra sefial doble
que corresponde al otro hidrégeno con la misma constante de acoplamiento. La
sefial multiple del hidrégeno H4 se encuentra desplazada entre 3.51-4.11 ppm,
mientras que el hidrégeno H5 tienen un desplazamiento entre 3.36-4.75 ppm.

Cabe mencionar que Unicamente el compuesto 67e se logro separar en los pares
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enantiomeéricos anti y syn (67eanii Y 67esyn) mediante cromatografia en columna
usando éter como fase movil y los datos espectroscopicos son similares a los
datos descritos en la literatura.*® A continuacion, en la Tabla 17 se muestran los
desplazamientos quimicos de RMN de hidrogeno de las a-metilen-y-lactamas 67a-
g. Las a-metilen-y-lactamas también fueron caracterizados por FT-IR, RMN *H,
RMN 3C y HRMS, y todos los datos fueron recolectados en la parte experimental
(Tabla 17).

Tabla 17. Desplazamientos quimicos de las a-metilen-y-lactamas 67a-g.

O
> a: Ar = CgHs, R =H e: Ar = CgHs, R = Et
3°1NH  b:Ar=p-CICeHs;, R=H f: Ar = p-CICgH,, R = Et
4 5 - - | -
c: Ar=p-MeCeHy, R=H 4. Ar = p-MeC4H,, R = Et
Ar R d: Ar=0-CICgH4, R=H
67 Hvinilicos ‘CH3 H4 H5
3.41(dd, J=10.4y
o 5.17 (d, J= 3.8 Hz, 1H) 3.84 (1, J = 10 Hz, 5.9 Hz, 1H,,) 4.15
6.10(d, J= 3.5 Hz, 1H) 1H) (m J=123,6.1y
3.0 Hz, 1Hy)
_ 3.36(dd, J=9.9y
5.18 (d, J= 3.4 Hz, 1H) _
- RV AT 3.85(1,J=9.4,1H) 5.7 Hz, 1FH,))4.16 (m,
_ _ 3.61(dd, J=11.4y
5.44 (d, J= 2.9 Hz, 1H) 411 (dd, J = 12.8,
- PP 2.35 (S, 3H) 6.3, 1) 6.3 Hz, 1FH,))4.20 (m,
o 5.36 (d, J= 3.8 Hz, 1H) 396(tJ=102Hz, 5 Sid'lf) oy
6.23(d, J= 3.4 Hz, 1H) 1H) TS (e 1H)
5.11(anti) (d, J = 3.9 Hz,
1H) 6.09 (anti) (d, J= 3.4
o Hz, 1H). 3.5 (anti) (m, 1H) 3.75 (anti) (m, 1H),
5.30 (syn) (d, J= 3.7 Hz, 3.65 (syn) (m 1H) 4.33 (syn) (m, 1H)
1H), 6.20 (syn) (d, J=3.4
Hz, 1H)
5.11(d, J = 1.7 Hz, 1H) 2.5 (dd, J =110y
6.11 (d, J = 3.0 Hz, 1H).
- 520 (d. 1= 40 Hs. 1H) 5(.§de. 1H, 3.60 (m,(lH). )
e9 (G0 = A0 e ), 3.75(dd, J=137y  4.27-4.40 (m, 1H
6.21 (d, J = 2.9 Hz, 1H) 70112, 1H)
5.28 (d, J= 3.3 Hz, 1H) 3.71(dd, J=16.1Y
g* 6.17(d, J= 3.5Hz, 1H) 233 (S, 3H) 7.3 Hz, 1H) 4.25-4.33 (m, 1H)

*RMN 600 MHz; ** RMN 500 MHz; *** RMN 400 MHz.

La ruta sintética propuesta fue exitosa para las a-metilen-y-lactamas 67a-g,
sin embargo, nuestros compuestos se encontraban de forma racémica,
posteriormente, fue tratar de realizar la separacion las a-metilen-y-lactamas para

obtenerlas de forma enantioméricamente puras. Por lo que en un primer ensayo

49 Lee, K. Y.; Lee, Y. J.; Kim, J. N. Bull. Korean Chem. Soc. 2007, 28, 143-146.
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decidimos utilizar como agente de resolucion el aminoacido N-protegido (Z-Phe-
OH) 68. La reaccion se inicié con la formacion del cloruro de acido del derivado Z-
Phe-OH 70 utilizando cloruro de oxalilo 69 en DCM seco y una gota de N,N-
dimetilformamida (DMF) durante 3 h y enseguida haciéndolo reaccionar con el
anion de la a-metilen-y-lactama 67b preparado con DMAP (1.1 eq) y trietilamina
(1.1 eq). En este caso la reaccion no procedié. A continuacién, se realizaron 3
ensayos mas variando el nimero de equivalentes de cloruro de oxalilo de 1.3, 1.5
y 1.7 eq; Sin embargo, observamos por CCF que la materia prima seguia sin

reaccionar (Esquema 9).
69

(6]
Cl
OH \g)LC' cl  —

HN > HN

\ DMF \
z z
cb CH,Cly cb

68 3h 70 THF 3% ,
-78°C

DMAP -
NH EtN N —

THF

Cl Cl
67b

Esquema 9. Resolucion quiral del compuesto 67b.

Debido a los resultados no favorables del experimento realizado
anteriormente para la separacion, se consideré que la amina derivada de
fenilalanina podria estar impidiendo que la reaccién tuviera lugar. Por lo que se
decidié utilizar un derivado de amina completamente protegida. Para lo anterior se
utilizé el aminoacido L-alanina 71 y se hizo reaccionar con anhidrido ftalico 72 y
trietilamina, para obtener el aminoacido N-protegido 73 obteniéndolo con un
rendimiento del 79%, enseguida, se siguié con la preparacion del anhidrido mixto
utilizando cloruro de pivaloilo 74 (PivCl) y trietilamina a una temperatura de -78 °C,
utilizando como disolvente THF anhidro, de esta manera se formo6 el anhidrido
mixto del aminoacido N-protegido 75. Posteriormente se hizo reaccionar con el

anion de la a-metilen-y-lactama, pero en esta ocasion formado con n-Buli a una
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temperatura de -78 °C durante 15 minutos. Después de reaccionar durante toda la
noche se realiz6 CCF, y se observo que se habia formado una mezcla compleja

(m.c) que no fue posible separar (Esquema 10).

O

|—|0)K‘/NH2 . O

O
7 72

799, | PhMe, EtsN
A 4h,

O
Me

N
/S]/OH o
Me
0, ¢ Ko r
NTN -0
73 EtsN, THF O:‘é },/%
o % o

¥ 78 °C
0 75 THF
N )Ké o -78 °C
74 Q
NH -
_ N| —
n-BuLi
THF, -78 °C
Cl
67b  Cl ]

Esquema 10. Resolucion quiral del compuesto 67b.

Debido a los resultados anteriores decidimos cambiar de agente de
resolucién y en este otro caso empleamos un derivado de hidroxiprolina, el
(2S,4R)-1-benzil-2-metil-4-(ter-butildimetilsiloxi) pirrolidina-1,2-dicarboxilato 76 que
contiene dos centros estereogénicos. Esta reaccion inici6 como una la
saponificacion con NaOH 2 N en metanol durante 20 min y posterior acidificacién a
pH 2, para obtener el correspondiente acido carboxilico 77. Posteriormente,
procedié a formar el cloruro de acido usando el &cido 77 para formar el cloruro de
acido 78, utilizando como reactivos cloruro de oxalilo 69, DCM seco y una gota de
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N,N-dimetilformamida (DMF) como catalizador durante 3 h. En una reaccion
alterna, se formo el anion de la a-metilen-y-lactama 67b, utilizando DMAP (1.1 eq)
y trietilamina (1.1 eq). La reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante toda la
noche. Por CCF no se observo la transformacion de la materia prima (Esquema
11).

69
1) NaOH 2N
OMe 1)Na Cl

o)
MeOH OH cl
TBSO,, MO MeOH o5, c.&or TBSO,,
N > N TomE 0

N 2) HCI 2M DMF N

Cbz bz CH:2Cl "Cbz
3h

76 77 78

THF

-78°C

NH DMAP _ |
—_—

Et;N

Cl _ClI |
67b

Esquema 11. Resolucion quiral del compuesto 67b.

En nuestro grupo de investigacion ya teniamos el antecedente de la
resolucion de y-lactamas utilizando el cloruro de &cido del (S)-Naproxeno, para
resolver mezclas racémicas de lactamas que posteriormente sirvieron como
intermediarios sintéticos para obtener y-aminoacidos como el Baclofeno, Fenibut y
Tolibut enantioméricamente puros.® Por consiguiente realizamos otro experimento
utilizando como agente de resolucion el anhidrido mixto del (S)-Naproxeno 80. La
reaccion inicio utilizando el acido de (S)-Naproxeno (S)-79 y se hizo reaccionar
con el cloruro de pivaloilo (PivCl) 74 y EtsN en THF como disolvente, a una
temperatura de -78 °C y posteriormente a 0 °C, durante 45 min. Por otro lado, se
preparé el anion de la a-metilen-y-lactama 67a con n-BuLi en THF a -78 °C
durante 15 min, y se hizo reaccionar con el anhidrido mixto del (S)-Naproxeno 80
en THF a -78 °C durante 17 h. Después de este tiempo se analizé la reaccion por
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CCF, y se observo la formacion de 2 productos menos polares. Estos compuestos
se pudieron separar por cromatografia en columna en un sistema 98:2 Hexano-
AcOEt (Esquema 12).

NH  g7ar=H
67c R = Me

Me R
(S)-79 nBuLi | -78°C,
77-Pivel | THE, THF 15 min.
Et;N |-78°C
_ o
WOOOMG "
>& =
R

THF
-78°C

OMe
i wowle
J L %
Me

>
Q
N

v

R

17 h

67a (menos polar) R = H, 18% 67a (mas polar) R = H, 16%
67c (menos polar) R = Me, 14%  67c (mas polar) R = Me, 12%

Esguema 12. Resolucién quiral de los compuestos 67ay 67c.

Después de verificar que se habia realizado el acoplamiento entre las a-
metilen-y-lactamas y (S)-Naproxeno a los productos obtenidos los llamamos 67¢
menos polar y 67c mas polar y fueron caracterizadas por diferentes técnicas
espectroscopicas como FT-IR, RMN de 'H y 13C y espectrometria de masas de
alta resolucién. A continuacién, se describe el espectro de RMN de 'H de 67c

menos polar. A campo alto en 1.58 ppm, se observo una sefial doble (J = 7.0 Hz),
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correspondiente a los hidréogenos del metilo del agente de resolucién, mientras
qgue el metilo de base aromatica perteneciente a la lactama se observo en 2.34
ppm como una sefial simple. La sefal correspondiente al hidrégeno H4 (unido
directamente al carbono asimétrico) fue observada en 3.87 ppm como un
multiplete. En 3.73 ppm y 4.15 ppm se observaron dos sefiales dobles de dobles
asignadas a los hidrogenos diastereotopicos H5a (Jgem = 11.7 Hz, Janti = 7.5 Hz) y
H5b (Jgem = 11.7 Hz, Jsyn = 9.3 Hz). La sefial correspondiente a los hidrogenos del
metoxilo del agente quiral fue observada en 3.91 ppm como una sefial simple. A
campo mas bajo en 5.36 ppm se observé una sefial cuadruple con una J = 7.0 Hz,
asignada al hidrogeno del metino también del agente quiral. Los hidrogenos
vinilicos del enlace doble exociclico de la y-lactama, se desplaz6 para uno a 5.25
ppm y se observa como una sefial doble con una constante de acoplamiento de

2.8 Hz y para el otro en 6.27 ppm como otra sefial doble con una constante de

OMe
i

1
32N =
Me

acoplamiento de 3.2 Hz (figura 6).

4 5

Me 67c (menos polar)

i Lo Ll
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Figura 6. Expansion del espectro de RMN de 'H, (500 MHz, CDCls, TMS) de 67¢
(menos polar).

En el espectro de RMN 3C del compuesto 67¢ menos polar, observamos
una sefal 19.5 ppm correspondiente al metilo del agente de resolucién y en 21.2
ppm la sefal asignada al metilo del anillo aromatico de la lactama. A campo mas
bajo en 41.2 ppm se desplazé la sefial asignada a C4, en 45.0 ppm se observé la
sefial del metino del agente de resolucién y fue hasta 51.4 ppm se observo la
sefial perteneciente al carbono C5. En 55.4 ppm se encontr6 la sefial
perteneciente en metoxilo del (S)-Naproxeno. Los carbonos vinilicos se
desplazaron a 122.5 y 137.5 ppm, y finalmente las sefiales de los carbonos

carbonilicos se desplazaron hasta 166.5y 176.2 ppm (Figura 7).

67¢ (menos polar)
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Figura 7. Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3, TMS) de 67¢ menos polar.

El espectro de RMN 23C del isbmero mas polar de 67c presento
caracteristicas similares al compuesto 67c menos polar. El siguiente paso fue
asignar la configuracion absoluta, para esto fue necesario la implementacion de la
técnica de RMN de 2D, NOESY (Espectroscopia Nuclear de Efecto Overhauser),
con la finalidad de conocer las interacciones de los hidrégenos y se observo en el
espectro la existencia de interacciones entre los hidrégenos del heterociclo del
anillo de la a-metilen-y-lactama con el agente de resolucion. Especificamente, una
de las interacciones espaciales fuertes que presentan es H4 con uno de los
hidrogenos diastereotopicos de la posicion 5, que es el H5b, lo que proporciona
evidencia de que estan del mismo lado. Otra interaccion espacial que se encontro
fue la del metilo del (S)-Naproxeno con H5b, esto quiere decir que de igual forma
estos hidrégenos estan espacialmente del mismo lado. En el caso de H5a se
observd una interacciéon muy fuerte con H4 debido a la distancia espacial que se

encuentra entre ellos. También fue observada otra interaccion importante de H4
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con los hidrogenos vinilicos del enlace doble exociclico. De acuerdo con el analisis
de RMN 'H y NOESY, el centro estereogénico de la lactama 67c que corresponde
al compuesto menos polar se asigné6 como (4S), quedando como (S,S)-67c.
(Figura 8). Con la finalidad de verificar la configuracién asignada a C4 se realizo
un estudio para obtener la conformacibn mas estable mediante el programa
®MarvinSketch. Estos célculos proponen un modelo tridimensional para cada
diastereoisomero y que ademas muestran una relacion congruente con los datos

experimentales de RMN (Figura 9).
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Figura 8. Espectro de NOESY del compuesto (S,S)-67¢c menos polar.
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(S,5)-67c

Figura 9. Conformacion mas estable del diastereoisémero (S,S)-67c.

El espectro de RMN de 'H del diastereoisémero mas polar 67c, tiene una
ligera variacion en los desplazamientos con respecto al diastereocisbmero menos
polar. A campo alto en 1.58 ppm, se observé una sefial doble (J = 7.0 Hz) que
corresponde al metilo del agente de resolucién. ElI metilo del anillo aromatico
perteneciente a la lactama se observo en 2.26 ppm como una sefial simple. A
campo mas bajo en 3.62 ppm y 4.29 ppm se observaron dos sefiales dobles de
dobles asignadas a los hidrégenos diastereotdpicos H5a (Jgem = 11.8 Hz, Jani = 6.0
Hz) y H5b (Jgem = 11.7 Hz, Jsyn = 9.1 Hz). La sefial simple de los hidrégenos del
metoxilo del agente quiral se desplazé a 3.92 ppm. La sefial del hidrégeno del
metino H4 se encuentra como un multiplete en 3.98 ppm. A campo mas bajo en
5.31 ppm se observo una sefal cuddruple con una constante de acoplamiento de
6.4 Hz, asignada al hidrogeno del metino del (S)-Naproxeno. Los hidrogenos
vinilicos se observaron cada uno como una sefal doble desplazadas en 5.29 (J =
2.6 Hz) ppmy 6.27 ppm (J = 2.9 Hz).

Después se analizaron las interacciones por NOESY En este caso se
observd una interaccion fuerte entre H5a y H4, mientras que, H5b mostro una
interaccion débil con H4, ademas H5b tiene una interaccion fuerte con él
hidrégeno quiral de (S)-Naproxeno y H4 mostro una interaccion con un H vinilico y
con los hidrégenos aromaticos de la lactama. (Figura 10). También se obtuvo la
conformacién mas estable mediante el programa ®MarvinSketch, lo cual confirma
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el resultado del estudio de NOESY, debido a estos resultados se asignoé el centro

estereogénico como (4R) quedando entonces (R,S)-67c¢ (Figura 11).
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Figura 10. Espectro de NOESY del compuesto (R,S)-67c mas polar.
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(R,S)-67c

Figura 11. Conformacion mas estable del diastereoisémero (R,S)-67c.
A continuacion, se muestran los rendimientos de las lactamas acopladas
con (S)-Naproxeno después de separarlas por cromatografia en columna, ademas

de las rotaciones 6pticas de los diastereoisomeros (Tabla 18).

Tabla 18. Rotaciones Opticas de los diastereoisémeros derivados del (S)-

Naproxeno.
Sustrato Rendimiento [a]3?
(R,S)-67a 18% -61.1
(S,S)-67a 16% +17.7
(R,S)-67c 14% -35.4
(S,S)-67c 12% +9.0

Ya separadas las a-metilen-y-lactamas y con el fin de obtener las a-metilen-
y-lactamas enantioméricamente puras, a continuacién, fueron tratadas bajo
condiciones basicas para lograr la remocion del agente quiral. En esta reaccién se
empled una solucién de hidroxido de potasio 1 N en THF como disolvente a t.a.
durante 2 h. Esta hidrolisis basica nos permitié remover el agente quiral sin abrir el
anillo heterociclico de la y-lactama obteniendo de esta manera las a-metilen-y-
lactamas enantioméricamente puras con excelentes rendimientos y sin necesidad

de purificacion (Esquema 13).
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Esquema 13. Obtencion de las a-metilen-y-lactamas (R)-67c y (S)-67c.
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5.1 Estudios de actividad biologica de a-metilen-y-lactamas.

Una vez sintetizadas las a-metilen-y-lactamas 67a-g, se decidié investigar
su posible aplicacion, haciendo uso de programas bioinformaticos que son
ampliamente utilizados para predecir actividades biolégicas con base a su
estructura y sus propiedades fisicoquimicas, por lo que se inici6 utilizando el
programa computacional “Prediction of Activity Spectra for Substances”
(PASSOnline).>® Este programa es una herramienta para evaluar el potencial
biolégico general de una molécula, proporciona predicciones simultdneas de
muchos tipos de actividades biolégicas basadas en la estructura de compuestos
organicos ya conocidos. Ademas, tiene una amplia base de datos de mas de
250,000 sustancias bioldégicamente activas la cual se esta actualizando
constantemente. Por lo tanto, el programa PASSOnline se puede utilizar para
estimar los perfiles de actividad biol6gica de moléculas nuevas.

En nuestro caso, las a-metilen-y-lactamas 67a-g, dieron valores de
probabilidad (Pa) lo que significa la posibilidad de que el compuesto estudiado
pertenezca a la subclase de compuestos activos, es decir, se asemeja a las
estructuras de las moléculas que son las mas tipicas en el programa PASSOnline,
y ademas se obtiene el valor de probabilidad de inactividad (Pi) lo que significa
que es un valor donde el compuesto es inactivo en comparacion con su base de
datos. Cabe mencionar que el valor maximo que se puede obtener de Pa es 1

mientras que para Pi su mejor valor tiende a cero (Figura 12).
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Figura 12. Programa computacional PASSOnline.

50 https.//www.way2drug/PASSOnline/predict.php (consultado marzo 04, 2018).
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Los resultados muestran que las a-metilen-y-lactamas 67a-g sintetizadas
tienen una posible actividad biologica, para la inhibicion de a-glucosidasas,

también tienen valores de actividad antinflamatoria y antibacteriana. A
continuacion, se muestra la tabla con los valores de Pa y Pi para las a-metilen-y-

lactamas 67a-g (Tabla 19).

Tabla 19. Probabilidad de actividad bioloégica encontrada con el programa

PASSOnline de las a-metilen-y-lactamas 67a-g.

Inh|b|dqr de a- Antiinflamatorio Antibacterial
Compuesto glucosidasas
Pa Pi Pa Pi Pa Pi

0]
NH
©j\:f 0.068 .066 0.25 0.11 0.26 0.74
NH
/@if 0.16 0.11 --- ---- 0.21 0.10
cl

0]
NH
/@j\:«/ 0.11 0.07 0.20 0.18 0.26 0.07
Me
NH
0.13 0.11 0.16 0.13 0.20 0.11
Cl

(0]
NH
0.21 0.07 0.31 0.15 0.23 0.09
NH
& 0.13 0.12 0.32 0.14 0.18 0.13
cl

0.17 0.10 0.16 0.13 0.23 0.09

(=]
~
«

https./lwww.PASSOnline/predict.php. (consultado marzo 04, 2018).
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Los valores obtenidos con este programa indican que las a-metilen-y-
lactamas, tienen un Pa bajo para estas actividades. Sin embargo, los valores de Pi
son buenos ya que tienden a cero. Sin embargo, no significa que no tengan
actividad biolégica, sino que no existen estructuras similares en esta base de
datos para poderlas comparar. Esto nos indica que estos compuestos han sido
poco estudiados. ElI compuesto 67e tuvo el valor mayor de Pa (0.21) para usarlo
como inhibidor de a-glucosidasas en comparacién con las demas a-metilen-y-
lactamas. Mientras que el compuesto 67f tuvo un valor de Pa de 0.32 para la
actividad antiinflamatoria, ademas 67a y 67c tuvieron un valor similar de 0.26 para

utilizarlos como antibacterianos.

Para continuar con estos estudios, otro programa utilizado ampliamente en el
disefio de sustancias bioactivas es el programa Molinspiration®?! este software
hace uso de las reglas de Lipinski, las cuales son un filtro de pardmetros
fisicoquimicos para el disefio nuevos compuestos, (Figura 13). Estas reglas fueron
formuladas por Christopher A. Lipinski en el afio 1997°?, basado en la observacién
de que la mayoria de los compuestos quimicos utilizados en medicamentos y
en moléculas que son relativamente pequefias Yy lipofilicas. Estas reglas son
completamente empiricas y permiten evaluar cualitativamente que tan adecuado
podria resultar un compuesto nuevo para cumplir una actividad biologica. Sin
embargo, estas reglas no predicen si un compuesto sera farmacol6gicamente
activo, por lo que estas reglas deben tener las siguientes consideraciones y no se

deben violar mas de una:

« No debe contener mas de cinco donadores de enlaces por puentes de
hidrogeno (atomos de nitrégeno u oxigeno con al menos un atomo
de hidrogeno).

e No debe contener mas de diez aceptores de enlaces por puentes de
hidrogeno (atomos de nitrdgeno, oxigeno o flaor).

o Debe poseer un peso molecular inferior a 500 uma.

« Debe poseer un coeficiente de reparto octanol-agua (log P) inferior a 5.

°1 https.//www.molinspiration.com (consultado marzo 01,2018)
52 Lipinski, C.; Lombardo, F. Dominy, B.; Feeney, P. Adv. Drug Delivery Rev. 1997, 23, 3-
25.
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Figura 13. Programa computacional Molinspiration®.

Los resultados obtenidos fueron los valores tedricos de log P, peso
molecular, aceptores y donadores de puentes de hidrégeno y el volumen de las a-
metilen-y-lactamas, asi como el numero de violaciones basados en los criterios de
las reglas de Lipinski. Esto significa que los resultados de log P de las a-metilen-y-
lactamas 67a-g es menor a 5 por lo que esto significa que pueden tener una
buena solubilidad, también tienen menos de 10 aceptores y donadores de puentes
de hidrégeno, un peso molecular para todos los compuestos menor a 500 g/mol, el
volumen de las moléculas es aceptable y finalmente, no viola ninguna de estas
reglas por lo que nos da indicio que posiblemente sean buenos candidatos y que
presenten alguna actividad bioldgica. A continuacion, se muestra una tabla con los

resultados obtenidos en este programa (Tabla 20).

Tabla 20. Valores de log P y otros descriptores.

Reglas de Lipinsky

Aceptores Donadores

Peso
Compuesto Log P de pg:ntes de pggntes molecular Volumen Violaciones
hidrégeno hidrégeno (u.m.a)
0
NH
1.93 2 1 173.22 165.95 0
67a
O
NH
2.61 2 1 207.66 179.48 0
Cl

67b
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0]
NH
/@j\:«/ 2.38 2 1 187.24 182.51 0
Me

2.09 2 1 207.66 179.48 0

NH
& 2.80 2 1 201.27 199.34 0
NH
& 3.47 2 1 235.71 212.87 0
cl

(0]
NH
/©j\§ 3.24 2 1 215.30 215.90 0
Me

67g

o

hppts.//www.molinspiration.com. (consultado marzo 01, 2018).

En un panorama mas especifico existen los programas computacionales
para predecir como interacciona un blanco terapéutico (proteinas) con ligandos
(acoplamiento molecular) y ademas permite calcular la posicién tridimensional mas
favorable de sus interacciones entre ellos, por tanto, este método bioinformatico
juega un papel importante en el descubrimiento y desarrollo de nuevos principios

activos (Figura 14).

\v

/0‘%

“ya

Figura 14. Representacion tridimensional de proteinas.
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En este contexto, el programa DIA-DB,>3 es un servidor web de libre acceso
enfocado en la interaccién de proteinas y ligandos utilizados para el tratamiento
relacionado con la enfermedad de la diabetes, por lo que este software utiliza dos
enfoques diferentes:

e Comparacion por similitud con una base de datos especifica para

medicamentos antidiabéticos y compuestos experimentales.

e EIl cribado virtual inverso de las moléculas de entrada elegidas por los

usuarios frente a un conjunto de dianas proteicas identificadas como

elementos clave en la diabetes (Figura 15).

DIA-DB

Diabetes mellitus v BIO'HPC
387 million o Heh Pertor

people worldwide

anti-diabetic compounds

DIA-DB v prediction of diabetes drugs

b)

Figura 15. Programa computacional DIA-DB.

Los resultados obtenidos de las a-metilen-y-lactamas 67a-g con el programa
DIA-DB, nos muestra un diagrama 2D en el cual se observan las interacciones que
tiene el blanco terapéutico y la molécula en su conformacién con la mejor afinidad
de unién pronosticada en la simulacién de acoplamiento.

También nos muestra una imagen 3D de la molécula con la proteina co-
cristalizada, la cual se obtuvo de un modelo PDB. El cédigo en la parte superior de
la imagen corresponde al cddigo PDB, y finalmente el valor de afinidad de unién
en kcal/mol obtenido después de la simulacién para el compuesto con la proteina
co-cristalizada. Dada la importancia y el interés farmacoldgico, estos estudios in
silico se centraron en el cribado virtual inverso de las a-metilen-y-lactamas 67a-g
frente a las proteinas co-cristalizadas ya reportadas del programa, los resultados

se muestran en la siguiente (Tabla 21).

53 https.//www.bio-hpc.ucam.edu/dia-db. (consultado abril 01, 2018).
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Tabla 21. Resultados obtenidos con el programa computacional DIA-DB.

i Energia ligando-proteina
Compuesto Proteina PDB

(kcal/mol)
ACA MGAM 3L4Y -5.0

6]
NH
Oﬂ MGAM 3L4Y -6.7 (S) -8.7 (R)
NH
/@j\i{ MGAM 3L4Y -6.8 (S) -8.4 (R)
Cl

(0]
NH
/@/I\:i{ MGAM 3L4Y -6.6 (S) -8.3(R)
Me

NH
@Fg MGAM 3L4Y -5.6 (S) -5.8 (R)
Cl
0]
NH -5.2(S,S), -5.3 (R.R),
MGAM 3L4Y
-6.1 (S,R), -5.8 (R,S)
NH -5.1 (S,S), -6.5 (R,R),
MGAM 3L4Y
o -6.5 (S,R), -6.3 (R,S)
(0]
NH -6.1 (S,S), -6.1 (R,R),
MGAM 3L4Y
-6.1 (S,R), -7.2 (R,S)
Me

https.//www.bio-hpc.ucam.edu/dia-db (consultado abril 01, 2018)
Maltasa- glucoamilasa intestinal (MGAM)

La (2R,3R,4R,5R)-4-{[(2R,3R,4R,5S,6R)-5-{[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4-
dihidroxi-6-metil-5-{[(1S,4R,5S,6S)-4,5,6-trihidroxi-3-(hidroximetil)ciclohex-2-en-1-
illamino} oxan-2-ilJoxi}-3,4-dihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-iljoxi}-2,3,5,6-

tetrahidroxihexanal (ACA) es un inhibidor de las a-glucosidasas que retardan la
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digestion y la absorcién de carbohidratos en el intestino delgado y por lo tanto
reduce el aumento en las concentraciones de glucosa en sangre. Este farmaco
oral anti-hiperglucemiante produce una mejoria del control metabdlico de la
diabetes mellitus disminuyendo la respuesta glucémica postprandial. Los
resultados que se obtuvieron de las afinidades de union de la proteina Maltasa-
glucoamilasa intestinal (MGAM) con las a-metilen-y-lactamas 67a-g tienen valores
de -8.7 a -5.1 kcal/mol, donde un valor negativo en el acoplamiento indica que el
sistema es estable y que existe una afinidad entre la proteina y el ligando en el
sitio activo.

Estos resultados del docking inverso con el programa DiaDB, fueron
analizados y comparados con los resultados de la (ACA) y con la proteina 3L4Y
que es la proteina MGAM co-cristalizada. Es necesario hacer notar que ya se
tenian reportes de estudios in silico sobre el acoplamiento molecular de ACA con
la MGAM, y fue reportada por el grupo de investigacién de Sim y colaboradores.>
En este caso particular, los aminoacidos del sitio activo que coinciden con los
reportados por difraccion de rayos X, tienen una coincidencia del 36% de los
aminoécidos del sitio activo, los cuales fueron calculados tedricamente contra el
reportado de forma experimental de acuerdo a Saquid y Col.>®> Uno de los
aminoéacidos de importancia del sitio activo de la MGAM es la Asp 203, que ayuda
en la unién del sustrato, y este residuo también se observa en nuestros resultados
de acoplamiento molecular, por otro lado, se ha reportado que los residuos de la
proteina que cubren la molécula de ACA en el sitio de unién en el analisis
experimental, es la Tyr 605, mientras que el acoplamiento molecular de este

aminoéacido es reemplazado por Arg 202, Asp 474 y Phe 575 (Tabla 22).

5 Sim, L.; Quezada-Calvillo, R.; Sterchi, E. E.; Nichols, B. L.; Rose, D. R. J. Mol. Biol.
2008, 375, 782-792.
%5 Sagib, U.; Siddigi, M. 1. J. Integr. Biol. 2009, 2, 116-121.
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Tabla 22. Datos del acoplamiento ente la Acarbosa y la maltasa-glucoamilasa
(MGAM) reportado por Saquid y Col.>?

Acoplamiento ente la Acarbosa y o . i
. Aminoacidos del sitio activo
la maltasa-glucoamilasa (MGAM)

Arg 202, Asp 203, Thr 204, Thr 205, Tyr 299, Asp 474, Lys
480, Trp 406, Asp 542 y Phe 575

Tedrico

Asp 203, Tyr 299, Asp 327, Trp 441, Asp 443, Arg 526, Asp

Experimental )
542, Asp 571, Phe 575, His 600 y Tyr 605

Ya obtenida esta informacion, a continuacion, se muestran a los
aminoacidos de importancia del sitio activo de la MGAM con las a-metilen-y-
lactamas 67a-g comparandola con ACA obtenidos del programa DIA-DB (Tabla
23).

Tabla 23. Datos del acoplamiento ente la Acarbosa y las a-metilen-y-lactamas

67a-g obtenidas del programa Dia-DB con la proteina MGAM con cédigo 2QMJ.

Compuesto Aminoacidos del sitio activo 2QMJ

ACA Asp 203, Tyr 299, Asp 327, Trp 441, Asp 443, Arg 526, Asp 542, Asp 571, Phe
575, His 600, Tyr 605.

(R) Glu 182, Val 184, Pro 206, Leu 213, Leu 540, Trp 552, Pro 570, Asn 543, Asp
67a 549.
(S) Val 184, Pro 206, Leu 213, Leu 540, Pro 570, Asn 543.

(R) Tyr 299, Phe 575, Trp 406.

67b (S) Val 184, Pro 206, Leu 213, Leu 540, Pro 570, Asn 543, Asp 549.

(R)Tyr 299, Phe 575, Trp 406.
67c (S) Glu 182, Val 184, Pro 206, Leu 213, Leu 540, Phe 560, Pro 570, Asnh 543,
Asp 549.

(R)Tyr 299, Phe 575, Trp 406, Asp 203, Arg 526.

67d (S)Tyr 299, Phe 575, Trp 406, Asp 203, Asp 327.

(S,S)Tyr 299, Trp 406, Phe 575, Arg 526, GIn 603.

(R,R)Tyr 299, lle 328, lle 364, Trp 406, Phe 575, Asp 327, His 600.
(S,R) Trp 406, Phe 575, Asp 542.

(R,S) Trp 406, Phe 450, Phe 575, Asp 203, Arg 526.

67e

(S,S)Tyr 299, Trp 406, Phe 450, Phe 575.
(R,R)Tyr 299, Trp 406, Phe 450, Phe 575.
(S,R) Val 184, Pro 206, Leu 213, Leu 540, Asn 543, Trp 552, Pro 570, Asp 549.
(R,S) Val 184, Pro 206, Leu 213, Leu 540, Asn 543, Trp 552, Pro 570, Asp 549.

67f

(S,S)Trp 406, Phe 450, Lys 480, Arg 202

(R,R) Trp 406, Phe 450, Phe 575.

(S,R) Tyr 299, Phe 575, Arg 526, Asp 542.

(R,S) Trp 406, Phe 450, Phe 575, Asp 203, Arg 526.

679
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Los resultados obtenidos del docking inverso de programa DiaDB de las a-
metilen-y-lactamas 67a-g fueron los siguientes: los compuestos 67a no
presentaron ningun acoplamiento con la proteina 3L4Y, mientras que los
compuestos 67b-g, concordaron con los resultados de acoplamiento molecular del
sitio de union en el andlisis experimental ACA antes reportado, por lo que los
aminoécidos Asp 203, Tyr 299, Arg 526, Asp 542 y Phe 575 presentan
interacciones en el sitio activo de la proteina 3L4Y (Figura 16).

’HE450A

B)

Figura 16. A) Representacion 3D de ACA con la proteina 3L4Y. B)
Representacion 3D de la a-metilen-y-lactama 67e con la proteina 3L4Y.

Para complementar los resultados obtenidos anteriormente, se realiz6 un
docking dirigido realizando una busqueda de la estructura cristalografica por rayos
X del receptor MGAM en la pagina de Protein Data Bank®® se eligio la proteina con
cédigo PDB 2QMJ debido a que presentaba una resolucion de 1.9 A, el cual es un
valor idéneo para realizar un docking ademas de traer como ligando co-
cristalizado a la ACA (Figura 17).

56 http.//www.rcsb.org/pdb/home/home.do. (consultado abril 15, 2020).
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Figura 17. A) representacion de la Proteina 2QMJ en 3D. B) Mapa de
interacciones 2D de ACA con 2QMJ.

A fin de verificar que la prediccion del modo de unién de las a-metilen-y-
lactamas 67a-g sea lo mas verdadera posible, se llevd a cabo la validacién del
proceso, el cual consiste en el re-acoplamiento del ligando co-cristalizado que
corresponda a cada archivo PDB, es decir que el ligando de ACA, se reacopla a la
proteina MGAM con codigo PDB 2QMJ, la validacion es correcta para ACA
cuando los conférmeros obtenidos no presentan un RMSD mayor a 2 A con el
ligando co-cristalizado. Para los célculos del docking molecular se utilizaron los
programas Autodock Vina como software y Chimera como visualizador, y las
moléculas 67a-g se construyeron en el programa Avogadro, en cuanto a la

optimizacién de las moléculas estas fueron analizadas a un pH = 7.4 (Figura 18).
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Figura 18. Docking molecular en Autodock Vina.

Una vez analizadas las cavidades en el sitio de union de ACA y de las a-
metilen-y-lactamas. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos del
docking molecular de 67a-g. Para los calculos de los compuestos 67a-g solo se
emplearon los conférmeros de minima energia, y finalmente para el analisis de los
resultados se seleccionaron las poses de interés y sus respectivas energias de

interaccion (Tabla 24).

Tabla 24. Datos de score del docking realizado a los compuestos 67a-g.

Compuesto Score
ACA -5.1
67a -6.6 (R) -6.7 (S)
67b -5.7 (R) -6.5 (S)
67c -5.8 (R) -6.0 (S)
67d -6.2 (R) -6.2 (S)
-5.7 (R,R) -5.3 (R,S)
67e
-5.7 (S,S) -5.4 (S,R)
o7f -5.7 (R,R) -6.0 (R,S)
-5.7 (S,S) -6.2 (S,R)
-5.6 (R,R) -5.7 (R,S)
679
-5.9 (S,9) -6.2 (S,R)
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A continuacion, en la Figura 19, se observa el compuesto 67c, en el sitio de

unién de la proteina 2QMJ, a) se observa el diagrama 3D de las interacciones del

docking realizado al compuesto 67c, mientras que en la parte b) se observan las

interacciones en 2D.

ILE
A364
TYR ARG
259 AS26

HIS
AB00 TRP ASP
PHE
as3a FHE) aaa3

TRP
A441

ASP
A327 = A48

b)

Figura 19. a) Diagrama 3D de las interacciones del docking realizado al

compuesto 67c. b) Diagrama 2D de las interacciones del docking realizado al

compuesto 67c.

Los resultados de los compuestos 67a-g se observan en la siguiente tabla,

con todas las interacciones relevantes en el sitio de unién (Tabla 25).

Tabla 25. Interacciones en el sitio de unién de los compuestos 67a-g.

Compuesto Aminoacidos del sitio activo 2QMJ
ACA Asp 203, Tyr 299, Asp 327, Trp 441, Asp 443, Arg 526, Asp 542, Asp 571, Phe 575,
His 600, Tyr 605.
(R) Asp 203, Asp 542, Asp 443, Phe 575, Trp 539, His 600, Arg 526, Met 444, Trp
406.
67a (S) Phe 575, Asp 443, Tyr 299, Met 444, Arg 526, Asp 542, Trp 406, Trp 441, His
600.
(R) Asp 203, Met 444, Arg 526, Asp 542, His 600, Phe 575, Tyr 299, Trp 539, Trp
67b 441, Asp 443, lle 364, Asp 327, lle 328, Trp 406.
(S) lle 364, Trp 441, Asp 443, His 600, Phe 575, Trp 539, Asp 542, Arg 526, Asp
203, Met 444, Tyr 299, Trp 406, lle 328, Asp 327.
(R) Met 444, Trp 406, Arg 526, Phe 575, Asp 542, Trp 539, Asp 443, His 600, Trp
67c 441, lle 364, Asp 327, lle 328, Tyr 299, Asp 203.
(S) His 600, Trp 539, lle 364, Phe 575, Asp 443, Tyr 299, Arg 526, Asp 542, Asp
327, Trp 406, Met 444, Asp 203, Phe 450, Ser 448.
(R) Asp 203, Asp 542, Trp 406, Arg 526, Met 444, lle 328, Asp, 327, Trp 539, lle 364,
67d Asp 443, Tyr 299, Phe 575, His 600, Trp 441.
(S) Trp 406, Asp 203, Arg 526, Met 444, lle 328, Asp 327, lle 364, His 600, Asp 443,
Tyr 299, Phe 575, Asp 542, Trp 539, Trp 441.
67e (R,R) Gly 602, GIn 603, Phe 575, Tyr 299, Asp 542, Trp 539, His 600, Trp 441, lle
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364, Asp 327, lle 328, Asp 203, Trp 406, Arg 526, Phe 450, Met 444,

(S,S) GIn 603, Gly 602, Phe 575, Trp 539, Tyr 299, Trp 441, His 600, lle 364, Asp

327, Asp 542, Asp 203, Trp 406, Arg 526, Phe 450, Met 444.

(R,S) Ser 448, Asp 203, Phe 450, Met 444, Tyr 229, Phe 575, Asp 443, Trp 406, Arg

526, Asp 542.

(S,R) Asp 203, Ser 448, Met 444, Trp 406, Tyr 299, Phe 575, Asp 443, Arg526, Asp

542.

(R,R) GIn 603, Tyr 299, Phe 575, His 600, lle 364, lle 328, Trp 441, Asp327, Asp

443, Asp 542, Arg 526, Asp203, Met 444, Trp406, Phe 450.

(S,S)GIn 603, Phe 575, Tyr 299, His 600, lle 364, Trp 441, Asp 327, Asp 443, Asp

67f 542, Arg 526, Asp 203, Met 444, Trp 406, Phe 450.

(R,S) Ser 448, Phe 450, Asp 203, Asp 542, Ala 576, lle 364, Met 444, Trp 406, Trp

441, Tyr 299, Asp 327, Asp 443, His 600, Arg 526, Phe 575, Trp 539.

(S,R) Phe 450, Ser 448, Met 444, Asp 203, Tyr 299, Trp 406, His 600, Arg 526, lle

364, lle 328, Trp 441, Asp 443, Asp 327, Trp 539, Asp 542, Gln 603.

(R,R) Asp 542, Phe 575, Tyr 299, lle 328, Asp 327, lle 364, His 600, Trp 406, Arg

526, Asp 443, Met 444, Asp 203, , Ser 448, Phe 450.

(S,S) Ala 576, Asp 542, Asp 203, Phe 450, Met 444, Ser 448, Trp 441, Trp 406, Tyr

679 299, lle 364. His 600, Asp 443, Trp 539, Asp 327, Arg 526, Phe 575.

443, His 600, lle 364, Trp 539, Trp 441, Asp 327, Phe 575, GIn 603.

(R,S) Ser 448, Phe 450, Asp 203, Met 444, Asp 542, Trp 406, Arg 526, Tyr 299, Asp

(S,R) Ser 448, Phe 450, Asp 203, Met, 444, Asp 542, Trp 406, Arg 526, Tyr 299, Asp

443, lle 364, Trp 539, His 600, Trp 327, Phe 575, GIn 603.

Los resultados obtenidos del docking de las a-metilen-y-lactamas 67a-g
fueron los siguientes, el compuestos 67a presentod interaccion con Asp 203, Tyr
299, Trp 441, Asp 443, Arg 526, Asp 542, Phe 575, His 600, con un 72% de
similitud en comparacion con ACA, el compuesto 67b presentd interaccién con
Asp 203, Arg 526, Asp 542, His 600, Phe 575, Tyr 299, Trp 441, Asp 443, Asp
327 (81%), el compuestos 67c presentd interaccion con Arg 526, Phe 575, Asp
542, Asp 443, His 600, Trp 441, Asp 327, Tyr 299, Asp 203 (81%), el compuesto
67d presentd interaccion con Asp 203, Asp 542, Arg 526, Asp, 327, Asp 443, Tyr
299, Phe 575, His 600, Trp 441 (81%), el compuesto 67e presentd interaccion
con Phe 575, Tyr 299, Asp 542, His 600, Trp 441, Asp 327, Asp 203, Arg 526. el
compuesto 67f presentd interaccion con Tyr 299, Phe 575, His 600, Trp 441,
Asp327, Asp 443, Asp 542, Arg 526, Asp203 (81%) y el compuesto 67g presentod
interaccion con Asp 203, Asp 542, Arg 526, Tyr 299, Asp 443, His 600, Trp 441,
Asp 327, Phe 575 (81%), resultados se obtuvieron con los ligandos 67a-g, son de
gran utilidad para realizar ensayos in vitro de caracter exploratorio sobre este tipo

de inhibidores enzimaticos (Figura 20).
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Figura 20. Proteina 2QMJ con las a-metilen-y-lactamas 67a-g.

Debido a los resultados obtenidos anteriormente, se decididé realizar
algunos experimentos in vitro sobre la inhibicion a-glucosidasas, estos resultados
se realizaron en colaboracion con la Dra. Angelica Berenice Aguilar del Centro de
Investigaciones Quimicas (CIQ), tomando en cuenta que las a-glucosidasas
actuan inhibiendo maltasas, sacarasas, dextrinasas, glucoamilasas, presentes en
las vellosidades intestinales, que son las enzimas que actian en el
desdoblamiento de la sacarosa, maltosa y otros oligosacaridos en monosacaridos
como la glucosa, fructosa, galactosa. El resultado de la inhibicion de estas
enzimas es una demora en la digestion de los hidratos de carbono con reduccién
de los picos glucémicos.

Por lo que en este experimento se decidi6 evaluar la actividad inhibitoria
sobre las enzimas a-glucosidasas intestinales de raton de los compuestos 67a-g a
una concentracion exploratoria, utilizando Acarbosa (1000 uM) como referencia
que es uninhibidor de la a-glucosidasas, unaenzimaentérica que libera
la glucosa a partir de hidratos de carbono complejos.

Para este experimento se utilizaron ratones, los cuales fueron sacrificados
por dislocacién cervical y posteriormente se realizé una incision abdominal. Se
removié cuidadosamente el intestino delgado y se lavo varias veces con una
solucion de NaCl al 0.9% en una solucion tampon de fosfato de sodio 10 mM (pH
7.0) y Ampicilina (1 mg/mL). Posteriormente, se aisl6 el tejido adiposo, y al tejido

libre de grasa se le realiz6 un corte longitudinal. A continuacién, sobre una
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superficie de cristal, en un bafio de hielo, se raspo el intestino para lograr obtener
la mucosa intestinal (Esquema 14).

Esquema 14. Representacion gréfica para la obtencién de las a-glucosidasas

intestinales de raton.

Para medir la actividad enzimatica se utilizé6 almidon de maiz como sustrato
(12.5 mg/mL) en una solucion tampon de fosfatos 10 uM (pH 7.0). De este modo,
se efectuaron reacciones por cuadruplicado, adicionando 100 uL de sustrato, 60
uL de la solucion tampén y 25 uL de las muestras de prueba; las reacciones
fueron iniciadas con la adicion de 50 uL de enzima, incubando cada tubo en un
termoblock a 37 °C durante 10 minutos a 450 rpm. La determinacion de glucosa
liberada fue cuantificada mediante un kit comercial de glucosa oxidasa (GOD-
POD, SpinReact). Los datos obtenidos fueron analizados y se muestran en la
Grafica 1, observando que todos los compuestos evaluados, ejercen un efecto

inhibitorio sobre las enzimas al ser comparados con el vehiculo, siendo
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estadisticamente significativo el efecto mostrado por los compuestos 67a (33.909
+ 0.731%), 67b (28.797 + 2.411%), 67c (30.309 + 1.130%), 67d (29.373 %
2.878%), 67e (38.876 + 1.608%),67g (36.357 + 1.210%), 67f (50.684 + 1.667%) y
67g (50.684 + 1.667%), sin embargo, presentan una potencia regular al ser

comparados con el farmaco de referencia (95.203 + 2.786%).

Actividad inhibitoria de las a-metilen-j-lactamas sobre a-glucosidasas.
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Grafica 1. Actividad inhibitoria 67a (33.909 + 0.731%), 67b (28.797 + 2.411%), 67c (30.309 +
1.130%), 67d (29.373 + 2.878%), 67e (38.876 + 1.608%), 67f (36.357 = 1.210%), 67g (50.684 +
1.667%), Acarbosa (95.203 + 2.786%) [1 mM] sobre las a-glucosidasas. Cada grupo representa el
promedio + SEM de n=6, ***p<0.05 vs vehiculo.

En colaboracion con la Dra. Gabriela Maria Avila Villarreal de la Universidad
de Nayarit (UAN), se realiz6 otro experimento sobre el estudio de la actividad
antimicrobiana, estos resultados in vitro mejor conocidos como bioensayos de
susceptibilidad antimicrobiana, son técnicas esenciales en la busqueda de
actividades bioldgicas de nuevos compuestos. Dentro de los principales métodos
de evaluacioén preliminar de la actividad antimicrobiana se encuentran los métodos
de difusion en disco y difusién del pozo en agar, mediante los cuales se determina
en forma cualitativa el efecto antimicrobiano de los compuestos sobre los
microorganismos de interés, los resultados obtenidos se expresan midiendo el
diametro de los halos de inhibicion producido por los extractos. Por otro lado, los
métodos de dilucidbn son apropiados para la determinacion cuantitativa de la
actividad antimicrobiana, la técnica mas utilizada es la denominada concentracion

minima inhibitoria (CMI), con la cual se define la concentracion minima capaz de
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inhibir el crecimiento visible del microorganismo. Esta técnica puede ser mejorada
con la ayuda de indicadores REDOX, que son utilizados generalmente para la
determinacion del crecimiento/viabilidad microbiana. Una vez que se ha
establecido de forma cualitativa y cuantitativa el efecto antimicrobiano de los
compuestos, es conveniente determinar al compuesto responsable de dicha
actividad.

En este caso se estudiaron las a-metilen-y-lactamas por difusion en disco y
se evaluaron en concentraciones conocidas de 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL y 1.0
mg/mL, de las muestras de 67a, 67b, 67c, 67d, frente a las cepas Pseudomona
aeruginosa derivada de ATCC 10145™, Eschericha coli ATCC 8739™ vy
Staphylococcus aureus derivada de ATCC BAA-1026™ marca Microbiologics®. A
continuacion, se muestran las tablas de los resultados obtenidos.

En la Tabla 26, Se muestran la evaluacion antimicrobiana utilizando las
bacterias Staphylococcus aureus derivada de ATCC BAA-1026™ utilizando las a-
metilen-y-lactamas y observamos que a las concentraciones de 0.25 mg/mL, 0.5
mg/mL, 1.0 mg/mL las bacterias logran tener resistencia, utlizando como

referencia el Ciprofloxacino como control positivo.

Tabla 26. Resultados obtenidos por el método de difusiébn en disco frente a
Staphylococcus aureus derivada de ATCC BAA-1026™

Conc. Conc. Conc. Ciprofloxacino

Compuesto 0.25 mg/mL 0.5 mg/mL 1.0 mg/mL Cor)t.rol
positivo
0
NH Resistente Resistente Resistente Sensible
67a
0
NH
Resistente Resistente Resistente Sensible
Cl
67b
o}
NH _ ) ) )
Resistente Resistente Resistente Sensible
Me
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NH
Resistente Resistente Resistente Sensible

Cl
67d

Nota. El experimento se realizé por triplicado para cada muestra y se utilizaron como control negativo DMSO y agua.

Debido a los resultados anteriores, se decidi6 evaluar las a-metilen-y-
lactamas concentraciones mas altas 1.0 mg/mL, 2.0 mg/mL, 4.0 mg/mL y 8.0
mg/mL para lograr obtener algun efecto inhibitorio en la siguiente Tabla 27, se
muestra la evaluacion antimicrobiana utilizando las bacterias Pseudomona
aeruginosa derivada de ATCC 10145TM, y observamos que las bacterias lograron

tener resistencia (Figura 21).

Tabla 27. Resultados obtenidos de actividad antibacteriana frente a Pseudomona
aeruginosa derivada de ATCC 10145TM.

Conc. Conc. Conc. Conc. Ciprofloxacino

Compuesto 8 mg/mL 4 mg/mL 2 mg/mL 1mg/mL control +

0
NH . . . . .
©i/« Resistente Resistente Resistente Resistente Sensible
O
/@iﬁ\m Resistente Resistente Resistente Resistente Sensible
cl
Q%NH Resistente  Resistente Resistente  Resistente Sensible
Me
6]
@FI/{NH Resistente  Resistente Resistente  Resistente Sensible
Cl

Nota. El experimento se realizé por triplicado para cada muestra y se utilizaron como control negativo DMSO y agua.
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Compuesto 67c, no se Compuesto 67a, no se Compuesto 67b, no se

observé ninguna observé ninguna observé ninguna
inhibicién a inhibicién a inhibicion a
concentraciones de 1.0, concentraciones de 1.0, concentraciones de 1.0,
2.0, 4.0y 8.0 mg/mL. 2.0, 4.0y 8.0 mg/mL. 2.0,4.0y 8.0 mg/mL.

Figura 21. Imagenes de aros de inhibicion de las a-metilen-y-lactamas.

Los resultados en general de la actividad antimicrobiana de las a-metilen-y-
lactamas 67a-d, indicaron que ninguna presento efecto inhibitorio para este tipo de
bacterias, sin embargo, queda como precedente para el estudio de nuevas
actividades bioldgicas para este tipo de compuestos.

En colaboracién con la Dra. Angelica Berenice Aguilar Guadarrama del
Centro de Investigaciones Quimicas (CIQ), se evalué la actividad antiinflamatoria
de las a-metilen-y-lactamas mediante un modelo murino de induccion de edema
auricular con TPA (acetato de 12-O-tetraecanoil-forbol), a una dosis de 10
ug/oreja, utilizando Indometacina como control positivo. Se utilizaron ratones
macho de la cepa CD-1 (20-25 g, 8-12 semanas de edad), obtenidos de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

Previo al inicio del experimento, los animales fueron separados
aleatoriamente en 5 grupos de experimentacion, con 5 ratones cada uno (Grupo 1:
Vehiculo; Grupo 2: Indometacina; Grupo 3: 67c; Grupo 4: 67f; Grupo 5: 67b.
Todos fueron anestesiados con 3.0 puL de pentobarbital. Para la induccién del
edema se empled una solucién de TPA (2.5 mg) disuelto en etanol (10 mL), el cual
induce una respuesta inflamatoria caracterizada por edema e hiperplasia
epidérmica, signos asociados a un incremento de eicosanoides (PGE2 y LTB4)
mediante diferentes mecanismos, como la activacién de la proteina cinasa C, la
fosfolipasa A2, la induccion de la ciclooxigenasa y la traslocacion o activacion de

la lipoxigenasa.
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A todos los grupos se les administré topicamente 10 pL de TPA en ambos
lados de la oreja derecha (5 pL/lado). Transcurridos 10 min, se administraron las
muestras de prueba, disueltas en una solucién 9:1 H20:DMSO. El grupo 1 fue
administrado con la solucién H20/DMSO, mientras que al grupo 2 se le administré
indometacina (10 pg/oreja). En todos los casos, la oreja izquierda fue tratada con
vehiculo. Finalmente, 4 h después del tratamiento, los ratones fueron sacrificados
por dislocacién cervical, removiendo circulos de 6 mm de diametro de cada una de
las orejas. Se determind el peso de cada uno de los cortes auriculares para

determinar el porcentaje de inhibicion de edema, mediante la siguiente ecuacion:

AWc — AWe

% de inhibicion de edema = AW x 100

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizé mediante un
ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett para determinar
diferencias estadisticamente significativas al comparar todos los grupos con el
vehiculo; utilizando el programa GraphPad Prism, Version 5.0.

Los resultados obtenidos se muestran en la Grafica 2, en donde las a-
metilen-y-lactamas tuvieron una actividad antiinflamatoria estadisticamente
significativa al compararlo con el vehiculo los compuestos 67a (24.81%), 67c
(32.42%), 67e (28.73) mostraron una eficacia mayor que la mostrada por la
Indometacina (22.81%), evaluada a la misma dosis. Por otro lado, 67b (20.89%) y

679 (17.45%) mostraron una eficacia similar a la Indometacina.
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Actividad antiinflamatoria de las a-metilen-)-lactamas.
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Grafica 2. Porcentaje de inhibicion en edema 67a (24.81 + 1.11%), 67b (20.89 £ 7.56), 67¢c (32.42
+ 5.97%), 67d (10.05 £ 1.06%), 67e (28.73 + 1.71%), 67f (8.67 + 0.79%),67g (17.45 + 5.21%),
Indometacina (22.81 + 5.29%). Dosis: 10 mg/oreja. Cada grupo representa el promedio £+ SEM de
n=5, *p<0.05 vs vehiculo.
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6. Conclusiones

Se logro preparar los arilidenmalonatos 63a-d a través de la reaccion de
condensacion de Knoevenagel.
O O

a: Ar = C6H5; b: Ar = p'C|06H4'
MeO | OMe c: Ar = p-MeCgHy; d: Ar = 0-CICgH,

Ar H
63a-d
Se logré obtener los nitroderivados 64a-g mediante una adicion 1,4 a

arilidenmalonatos.

O O
MeO OMe @ Ar=CgHs, R=H e: Ar = CgHs, R = Et
NO. PATEPCCHLR=H A pBCH, R-E
2 c:Ar=p-MeCgH,, R=H - Ar = p-MeCoH, R = Et
Ar d: Ar=0-CICgH,, R=H 2 AT=Pekena
R
64a-g

Se logro sintetizar las a-carbometoxi-y-lactamas p-aril y B-y-disustituidas
65a-g.

o O
a: Ar= CgHs, R=H . Ar = =
MeO NH  b:Ar=p-CIC¢Hy, R=H :.:r: Cg;l(s), Ilj _REt‘ E
c: Ar=p-MeCgHy, R=H e R S

C A= _ : Ar = p-MeCgHy4, R = Et
d: Ar=0-CICsHs,, R=H 9 64,
Ar R 6

65a-g
Se logré preparar las a-metilen-y-lactamas B-aril y p-y-disustituidas 67a-

g, mediante la reduccion del grupo carbometoxi y la posterior activacion

del alcohol correspondiente y su reaccion de eliminacion.

O
NH a:. Ar=CgHs, R=H e: Ar = CgHs, R = Et
b: Ar = p-CICgH4, R=H f: Ar = p-CICgH,4, R = Et
c: Ar = p-CH3CgHy, R=H g: Ar = p-CH3CgH4, R = Et
Ar R d: Ar = 0-CICgH4, R=H
67a-g

Se logré la separacion diastereoisomérica de dos a-metilen-y-lactamas
67a y 67c utlizando el (S)-(+)-2-(6-metoxi-2-naftil) propidnico [(S)-
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naproxeno], como agente de resolucion.

OMe OMe
i ‘ [ el
S)
(S)

SF Me (s) Me
R’ R
(R,S)-67a, R = H (5.5)-67a,R = H
(R.S)-67¢, R = Me (5.5)-67¢, R = Me

e Se logro obtener las a-metilen-y-lactamas (R)-67c y (S)-67c.

o 0

%NH NH
Me

(R)-67c (S)-67c

El docking molecular de las a-metilen-y-lactamas 67a-g con el programa
computacional DIA-DB, indico que los aminoacidos Asp 203, Tyr 299, Arg 526,
Asp 542 y Phe 575 presentan interacciones en el sitio activo de la proteina
Maltasa- glucoamilasa intestinal (MGAM) teniendo una similitud del 33 al 50%
con Acarbosa para la inhibicion de a-glucosidasas.

El docking molecular de las a-metilen-y-lactamas 67a-g con el programa
computacional Auto Dock Vina, indico que los aminoacidos Asp 203, Asp 542,
Arg 526, Tyr 299, Asp 443, His 600, Trp 441, Asp 327, Phe 575 tienen una
similitud del 72 al 81% con Acarbosa para la inhibicion de a-glucosidasas.

Los resultados de los ensayos para la inhibicion de a-glucosidasas para los
compuestos fueron, 67a (33.9%), 67b (28.7%), 67c (30.3%), 67d (29.3%), 67e
(38.8%), 679 (36.3%), 67f (50.6%) y 679 (50.6%) teniendo una potencia regular
con Acarbosa (95%).

Los ensayos realizados de actividad antimicrobiana dieron como resultado que

los compuestos 67a-d no tuvieron actividad contra las cepas Pseudomona
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aeruginosa, Eschericha coli y Staphylococcus aureus.

Los resultados de los ensayos de actividad antiinflamatoria realizado a las a-
metilen-y-lactamas 67a, 67c y 67e tuvieron una actividad de 24.81%, 32.42% y
28.73% mostrando una eficacia mayor que la Indometacina con 22.81%.

Las a-metilen-y-lactamas 67b y 679, tuvieron una eficacia similar de 20.89% y
17.45% a la Indometacina 22.81%.
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7. Parte experimental

Informacién general.

En este trabajo para la preparacion y purificacion de los compuestos
sintetizados se utilizaron reactivos y materiales del proveedor Sigma-Aldrich sin
purificacion. Los productos obtenidos se determinaron por cromatografia de capa
fina (CCF) en placas recubiertas con silice gel 60 (Merck-F2s4), la visualizacion de
los compuestos se observé con una lampara ultravioleta a longitudes de onda de
254/365 nm, la purificacion de estos compuestos se realizé por cromatografia en
columna utilizando silice gel Merk 60 (0.063-0.200 mm), utilizando como eluyente
mezcla de disolventes hexano-AcOEt 6 DCM-MeOH dependiendo la polaridad de
los compuestos, ademas se utilizd un equipo de microondas marca CEM modelo
Discover para algunas reacciones.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN H) y
carbono (RMN *3C) se determinaron de los equipos de la marca Bruker Avance |
Ultrashield Plus 600 (600 MHz para 'H, 151 MHz para *3C), Bruker Avance Il HD
500 (500 MHz para 'H y 125 para 13C), Varian Mercury Plus 400 (400 MHz para H
y 100 MHz para '3C) y Varian Gemini 200 (200 MHz para 'H, 50 MHz para **C),
usando como referencia interna tetrametilsilano (TMS) y diferentes disolventes
como cloroformo deuterado (CDCIls), metanol deuterado (CDsOD) ¢ dimetil
sulféxido deuterado (DMSO-ds).

La espectrometria de masas (EM) fue adquirida en el espectrometro de
masas de alta resolucion JMS-700-JEOL con las técnicas de lonizacion
Electronica (El), y Bombardeo Rapido con Atomos (FAB).

La adquisicion de los espectros de espectroscopia de absorcién infrarroja
(FT-IR) se utilizé un equipo de espectrometro FT-IR de la marca Perkin Elmer,
modelo spectrum one, y las frecuencias de las vibraciones se reportan en cm™,
Los puntos de fusién (p.f.) fueron determinados por un aparto marca Fisher Johns

y han sido descritos sin correccion.
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7.1 Procedimiento general para la preparacion de los

arilidenmalonatos 63a-d.

En un matraz redondo de 50 mL, equipado con un agitador magnético y una
trampa de Dean-Stark en posicion de reflujo, se coloc6 (1.0 mmol) el malonato de
dimetilo, 25 mL de tolueno, (1.0 mmol) aldehido, y (0.22 mmol) piperidina.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se calent6 a reflujo de 24-48 h. La reaccion
se siguid por cromatografia en capa fina (CCF). Al finalizar el tiempo de reaccion,
el disolvente se evaporé en un rotaevaporador a presion reducida hasta sequedad.
El crudo de reaccion se purificé por cromatografia en columna empleando como

eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (90:10).

7.1.1 Preparacion del 2-bencilidenmalonato de dimetilo. (63a)

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar

o9 durante 24 h, 3.0 g, 2.78 mL (22.7 mmol) de malonato de

MeO | OMe | gimetilo, 2.41 g, 2.31 mL (22.7 mmol) de benzaldehido y
H 0.22 mL (2.27 mmol) de piperidina en 25 mL de tolueno. El

crudo de la reaccion se purificO por cromatografia en

pM=Cz122|;_122203/m0| columna, obteniendo (4.5 g, 90%) del compuesto 63a como

un liquido amarillo. IR vmax: 2949, 1717, 1620, 1432, 1266,
1200, 767, 720 cm. H RMN (200 MHz, CDCls): & (ppm) 3.85 (s, 6H), 7.37- 7.43
(m, 5H), 7.78 (s, 1H). 3C RMN (50 MHz, CDCIs3): d (ppm) 52.6 (2C), 128.8, 129.3
(2C), 130.6 (2C), 132.7, 142.9, 164.4, 167.0. HRMS (CI*) Calculada para C12H1204
[M+H]*: 221.0813 Observada [M+H]*: 221.0799.

7.1.2 Preparacion del 2-(4-Clorobenciliden)malonato de dimetilo. (63b)

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron

1 1 reaccionar durante 48 h, 3.0 g, 2.78 mL (22.7 mmol) de

MeO | OMe| alonato de dimetilo, 3.19 g (22.7 mmol) de 4-

H clorobenzaldehido y 0.22 mL (2.27 mmol) de piperidina

Cl en 25 mL de tolueno. El crudo de la reaccién se purifico
PMS122:41.16C7'27m0| por cromatografia en columna, obteniendo (5.24 g, 92%)

del compuesto 63b como un liquido amarillo. IR vmax:

2962, 1730, 1716, 1629, 1493, 1222, 1197, 762, 727 cm™. 'H RMN (400 MHz,
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CDCls): & (ppm) 3.85 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 7.36 (s, 4H), 7.72 (s, 1H). 13C RMN (100
MHz, CDCls): & (ppm) 52.7 (2C), 125.9, 129.1 (2C), 130.5 (2C), 131.2, 136.9,
141.4, 164.2, 166.8. HRMS (FAB*) Calculada para C12H1104Cl [M+H]*: 255.0424
Observada [M+H]": 255.04009.

7.1.3 Preparacion del 2-(4-metilbenciliden)malonato de dimetilo. (63c)

O O Siguiendo el procedimiento general, se hicieron
reaccionar durante 24 h, 3.0 g, 2.78 mL (22.7 mmol) de
MeO OMe o
| malonato de dimetilo, 2.72 g, 2.67 mL (22.7 mmol) del
H 4-metilbenzaldehido y 0.22 mL (2.27 mmol) de
Me CoHAO piperidina en 25 mL de tolueno. El crudo de la reaccion
13M14Y4
PM= 234.25 g/mol se purific6 por cromatografia en columna, obteniendo

(4.62 g, 87%) del compuesto 63c como un sélido blanco, p.f.= 65-66 °C. IR vmax:
2964, 1735, 1716, 1626, 1439, 1216, 1204, 712 cm. 'H RMN (400 MHz, CDCls):
d (ppm) 2.37 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 7.17 - 7.33 (m, 4H), 7.75 (s, 1H).
13C RMN (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 21.4, 52.6 (2C), 124.3, 129.4 (2C), 129.6
(2C), 141.3, 142.9, 164.6, 167.3. HRMS (CI*) Calculada para Ci3H1404 [M+H]":
235.0970 Observada [M+H]*: 235.0928.

7.1.4 Preparacion del 2-(2-clorobenciliden)malonato de dimetilo. (63d)

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar

O O
durante 48 h, 3.0 g, 2.78 mL (22.7 mmol) de malonato de
MeO OMe o .
| dimetilo, 3.19 g, (22.7 mmol) del 2-clorobenzaldehido y
H 0.22 mL (2.27 mmol) de piperidina en 25 mL de tolueno. El
Cl crudo de la reaccién se purific6 por cromatografia en
C12H11 ClO4 columna, obteniendo (5.01 g, 88%) del compuesto 63d
PM= 254.67 g/mol

como un liquido amarillo. IR vmax: 2962, 1730, 1716, 1629,
1493, 1222, 1197, 762, 727 cmt. *H RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 3.85 (s, 3H),
3.85 (s, 3H), 7.36 (s, 4H), 7.72 (s, 1H). 13C RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 52.7
(2C), 125.9, 129.1(2C), 130.5 (2C), 131.2, 136.9, 141.4, 164.2, 166.8. HRMS
(FAB*) Calculada para Ci2H1104ClI [M+H]*: 255.0424 Observada [M+H]*":
255.0437.
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7.2 Procedimiento general para la preparacion de los j-nitroésteres
64a-g.
Procedimiento A.

En un matraz redondo de 50 ml, provisto con un agitador magnético, se
peso (1.0 mmol) del arilidenmalonato, luego se adicion6 25 mL de tolueno como
disolvente, seguido de (5 mmol) de nitroalcano y (1.7 mmol) carbonato de potasio.
La mezcla se mantuvo en agitacion de 24-48 h, a temperatura ambiente, al
finalizar el tiempo de reaccion se agreg6 agua destilada y se procedi6 a realizar
extracciones con acetato de etilo (3 X 30 mL), se extrajo la fase organica y se traté
con sulfato de sodio anhidro para eliminar la humedad y se filtr6. Posteriormente,
se elimino el disolvente en un rotaevaporador con presion reducida, finalmente el
crudo de reaccion se purificé por cromatografia en columna utilizando hexano-
AcOEt (70:33).

Procedimiento B.

En una ampolleta provista con un agitador magnético, se pesé (1 mmol) del
arilidenmalonato, luego se agregd (5 mmol) del 1-nitropropano y la mezcla de
reaccion de dejo enfriar a 0 °C. Después se adicion6é (0.1 mmol) de DBU vy
continué la reaccion por 5 minutos mas. Una vez que la mezcla estuvo
homogénea se llevdo a temperatura ambiente y se introdujo en el equipo de
microondas utilizando unas condiciones de reaccion de 80 °C y 50 Watts de
potencia durante 5 minutos. Al final de la reaccién el crudo de reaccion fue
purificado por cromatografia en columna hexano-AcOEt (70:30).

Procedimiento C.

En una ampolleta provista con un agitador magnético, se pesé (1 mmol) del
arilidenmalonato, luego se agregé (3 mmol) del nitrometano y la mezcla de
reaccion se dejé enfriar a 0 °C. Después se adicion6é (0.05 mmol) de DBU y
continué la reaccion por 5 minutos mas. Una vez que la mezcla estuvo
homogénea se llevd a temperatura ambiente y se introdujo en el equipo de
microondas utilizando unas condiciones de reaccion de 30 °C y 50 Watts de
potencia durante 5 minutos. Al final de la reaccion el crudo de reaccion fue
purificado por cromatografia en columna hexano-AcOEt (70:30).
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7.2.1 Preparacion del 2-(2-nitro-1-feniletillmalonato de dimetilo. (64a)

6 0 Siguiendo el procedimiento A, se peso (3.0 g, 13.62 mmol)
del 2-bencilidenmalonato de dimetilo 63a, enseguida se
MeO OMe . .

adicionaron 25 mL de tolueno, luego se agrego (4.20 mL,
68.11 mmol) del nitrometano y finalmente se incorporo (3.19
NO, g, 23.12 mmol) del carbonato de potasio la mezcla de

C13H1sNOsg ¥, it 66 i
PM= 281,26 g/mol reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente

durante 48 h. Después de purificar por cromatografia en
columna utilizando un sistema de elucion hexano-AcOEt (70:30), se obtuvo el
compuesto 64a como un solido amarillo con un rendimiento del 65% (2.48 g) y
p.f.= 47-49 °C. IR vma 2953, 1731, 1549, 1241, 1174, 706 cm™. 'H RMN (400
MHz, CDCI3): & (ppm) 3.56 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.87 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.25
(m,1H), 4.88 (dd, J =13.2 'y 8.8 Hz, 1H), 4.93 (dd, J =13.2 y 5.3 Hz, 1H) 7.30-7.50
(m, 5H). 3C RMN (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 42.9, 52.8, 52.9, 54.7, 77.3, 127.8,
128.4 (2C), 129.0 (2C), 136.1, 167.2, 167.8. HRMS (FAB*) Calculada para
C13H1506N [M+H]*: 282.0977 Observada [M+H]*: 282.1022.

7.2.2 Preparacion del 2-(2-nitro-1-(4-clorofenil)etil)malonato de dimetilo. (64b)

Siguiendo el procedimiento A, se pes6 (3.0 g, 11.8

O O
mmol) del 2-(4-clorobenciliden)malonato de dimetilo
MeO OMe . .

63b, enseguida se le adicionaron 25 mL de tolueno

como disolvente, luego se agregd (3.15 mL, 59.0 mmol)

ol NO2 del nitrometano vy finalmente (2.77 g, 20.0 mmol) del

C43H14CINOg _ B
PM= 315.71 g/mol carbonato de potasio la mezcla de reaccion se mantuvo

en agitacion a temperatura ambiente durante 48 h.
Después de purificar por cromatografia en columna utilizando un sistema de
elucion hexano-AcOEt (70:30) se obtuvo, el compuesto 64b como un solido
amarillo con un rendimiento del 85% (3.15 g) y p.f.= 56-58 °C. IR vmax: 2957, 1746,
1551, 1258, 1109, 704 cm™*. 'H RMN (400 MHz, CDClz): & (ppm) 3.59 (s, 3H), 3.77
(s, 3H), 3.83 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.23 (m, 1H), 4.84 (dd, J = 13.3 y 9.1 Hz, 1H),
4.91 (dd, J = 13.3 y 5.0 Hz, 1H), 7.17-7.31 (m, 4H). 13C RMN (100 MHz, CDCls): &
(ppm) 42.9, 52.9 (2C), 53.1, 54.4, 77.1, 129.2 (2C), 134.3 (2C), 134.6, 167.0,
167.5. HRMS (FAB™) Calculada para Ci3sH140sNCI [M+H]*: 316.0588 Observada
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[M+H]*: 316.0583.

7.2.3 Preparacion del 2-(2-nitro-1-(p-tolil)etil)malonato de dimetilo. (64c)

Siguiendo el procedimiento A, se peso (3.0 g, 12.80

O O

mmol) del 2-(4-metilbenciliden)malonato de dimetilo 63c,

MeO OMe . -
enseguida adicionaron 25 mL de tolueno como
disolvente, luego se agrego (3.42 mL, 64.0 mmol) del
Me NO. nitrometano y finalmente (3.0 g, 21.76 mmol) del
C14H17NOg carbonato de potasio la mezcla de reaccién se mantuvo

PM= 295.29 g/mol

en agitacion a temperatura ambiente durante 24 h.

Después de purificar por cromatografia en columna utilizando un sistema de
elucion hexano-AcOEt (70:30) se obtuvo, el compuesto 64c como un solido
amarillo con un rendimiento del 71% (2.68 g) y p.f.= 63-65 °C. IR vmax: 2954, 1737,
1717, 1555, 1518, 1294, 1181, 824, 646 cm™. *H RMN (400 MHz, CDCls): d (ppm)
2.30 (s, 3H) 3.57 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.84 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.20 (ddd, J = 14,
8.8y 5.2 Hz 1H), 4.85 (dd, J = 13.1 y 8.8 Hz, 1H), 4.90 (dd, J = 13.1 y 5.3 Hz, 1H),
7.17-7.31 (m, 4H). 13C RMN (100 MHz, CDCI3): d (ppm) 21.0, 42.5, 52.8, 52.9,
54.7, 77.5, 127.6, 129.6 (2C), 1329 (2C), 138.1, 167.2, 167.8. HRMS (CI%)
Calculada para C14H170eN [M+H]*: 296.1134 Observada [M+H]*: 296.1145.

7.2.4 Preparacion del 2-(2-nitro-1-(2-clorofenil)etil)malonato de dimetilo. (64d)

Siguiendo el procedimiento A, se peso (3.0 g, 11.8 mmol)

O O
del 2-(2-clorobenciliden)malonato de dimetilo 63d,
MeO OMe : - _

enseguida adicionaron 25 mL de tolueno como disolvente,

luego se agreg6 (3.15 mL, 59.0 mmol) del nitrometano y

Cl NO, finalmente (2.77 g, 20.0 mmol) del carbonato de potasio la
C+3H14CINOg mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion a temperatura

PM= 315.71 g/mol

ambiente durante 48 h. Después de purificar por
cromatografia en columna utilizando un sistema de elucién hexano-AcOEt (70:30)
se obtuvo, el compuesto 64d como un liquido amarillo con un rendimiento del 69%
(2.55 @). IR vmax: 2956, 1732, 1552, 1434, 1232, 1196, 754 cm™. 1H RMN (200
MHz, CDCI3): & (ppm) 3.64 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.11 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.75
(ddd, J=12.8,8.4y 4.4 Hz 1H), 4.95 (dd, J =13.6 y 4.5 Hz, 1H), 5.12 (dd, J = 13.7
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y 8.6 Hz, 1H), 7.22 — 7.44 (m, 4H). 13C RMN (50 MHz, CDCls): & (ppm) 39.4, 53.0,
76.1, 127.9, 129.2 (2C), 130.1 (2C), 131.1, 134.2, 134.6, 167.8, 168.3. HRMS
(FAB*) Calculada para CizH140eNCl [M+H]": 316.0588 Observada
[M+H]*:316.0614.

7.2.5 Preparacion del 2-(2-nitro-1-fenilbutil)malonato de dimetilo. (64e)

s o o N Siguiendo con el procedimiento B, en una ampolleta para
microondas, se pesé (1.0 g, 4.54 mmol) del 2-

MeO OMe
NO,

bencilidenmalonato de dimetilo 63a y se adiciono (1.21g,
1.22 mL, 13.62 mmol) del 1-nitropropano, posteriormente
se enfrid en bafio de hielo de 0 °C, para adicionar gota a

C15H47NOs gota (0.069 g, 0.067 mL, 0.45 mmol) de DBU, una vez que
PM= 307.30 g/mol y

\

la mezcla estuvo homogénea se llevd a temperatura
ambiente y se introdujo en el equipo de microondas durante un tiempo de 5 min.
Después de purificar por cromatografia en columna utilizando un sistema de
elucion hexano-AcOEt (70:30), se obtuvo el compuesto 64e como un sélido blanco
con un rendimiento del 55% (0.76 g) y p.f.= 57-59 °C. IR vmax: 2955, 1735, 1547,
1455, 1434, 1259, 1199, 701 cm™. IH RMN (200 MHz, CDCIl3): d (ppm) 0.97 (t, J =
7.3 Hz, 3H), 1.48-1.97 (m, 2H), 3.43 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.89 (t, J = 2.9 Hz, 1H),
4.15 (d, J= 10.6 Hz, 1H), 4.91-5.01 (m, 1H), 7.08-7.30 (m, 5H). 13C RMN (50 MHz,
CDCls): & (ppm) 10.4, 24.4, 47.7, 52.9, 53.8. 54.3, 90.0, 127.1, 128.4, 128.8.
HRMS (FAB*) Calculada para CisHi7OsN [M+H]*: 310.1285 Observada [M+H]":
310.1300.

7.2.6 Preparacion del 2-(1-(4-clorofenil)-2-nitrobutil malonato de dimetilo. (64f)

( o o Y\ Siguiendo con el procedimiento B, en una ampolleta
para microondas, se peso (1.0 g, 3.92 mmol) del 2-(4-

MeO OMe N o o
NO, clorobenciliden)malonato de dimetilo 63b y se adiciono
(2.04 g, 1.05 mL, 11.76 mmol) del 1-nitropropano
Cl posteriormente se enfrid en bafio de hielo de 0 °C, para

C15H1sCINOg -

PM= 343.76 g/mol adicionar gota a gota (0.059 g, 0.057 mL, 0.39 mmol) de

DBU, una vez que la mezcla estuvo homogénea se llevo

a temperatura ambiente y se introdujo en el equipo de microondas durante un

74



tiempo de 5 minutos. Después de purificar por cromatografia en columna
utilizando un sistema de elucion hexano-AcOEt (70:30), se obtuvo el compuesto
64f como un sélido blanco con un rendimiento del 59% (0.79 g) y p.f.= 43-45 °C.
IR vmax: 2979, 1748, 1495, 1286, 1149, 1095, 857 cm™. *H RMN (400 MHz, CDClz):
0 (ppm) 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 1.65-1.76 (m, 2H), 3.49 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.88
(dd, J =10.5y 5.1 Hz, 1H), 4.09 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.93-4.98 (m, 1H), 7.04-7.30
(m, 4H). 3C RMN (100 MHz, CDClz): d (ppm) 10.4, 24.5, 47.0, 52.8, 53.1, 53.5,
89.8, 128.7, 130.1, 132.7, 134.5, 167.3, 167.9. HRMS (FAB*) Calculada para
Ci15H1806NCI [M+H]*: 344.0901 Observada [M+H]*: 344.0948.

7.2.7 Preparacion del 2-(2-nitro-1-(p-tolil)butil)malonato de dimetilo. (64Q)

e o O N\ Siguiendo con el procedimiento B, en una ampolleta para

MeO OMe
NO, | metilbenciliden)malonato de dimetilo 63c y se adiciond

(1.14 g, 1.15 mL, 12.78 mmol) del 1-nitropropano,

microondas, se pes6 (1.0 g, 4.26 mmol) del 2-(4-

Me

posteriormente se enfrié en bafio de hielo de 0 °C, para
C16H21NOg

PM=323.35g/mol | adicionar gota a gota (0.064 g, 0.063 mL, 0.42 mmol) de

.
DBU, una vez que la mezcla estuvo homogénea se llevé a temperatura ambiente y

se introdujo en el equipo de microondas durante un tiempo de 5 minutos. Después
de purificar por cromatografia en columna utilizando un sistema de elucién
hexano-AcOEt (70:30), se obtuvo el compuesto 64g como un solido blanco con un
rendimiento del 54% (0.74 g) y p.f.= 59-62 °C. IR vmax: 2983, 2959, 1745, 1723,
1547, 1461, 1281, 1145, 799 cm. IH RMN (200 MHz, CDClz): d (ppm) 0.84 (t, J =
7.3 Hz, 3H), 1.47-1.90 (m, 2H), 2.30 (s, 3H), 3.45 (s, 3H), 3.82 (s, 3H),3.86 (t, J =
5.4 Hz, 1H), 4.13 (d, J = 10.1 Hz, 1H) 4.91-5.03 (m, 1H), 6.94 - 7.12 (m, 4H). 3C
RMN (50 MHz, CDCIz): & (ppm): 10.6, 21.2, 24.6, 47.5, 53.1, 54.0, 54.5, 90.3,
128.8, 129.4 (2C), 131.2 (2C), 138.3, 167.7, 168.5. HRMS (FAB™) Calculada para
C16H2106N [M+H]*: 324.1447 Observada [M+H]*: 324.1435.
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7.3 Procedimiento general para la preparacion de las y-lactamas 65a-

g.

En un matraz redondo, provisto con barra de agitacion magnética, se peso6
el y-nitroester correspondiente, enseguida se le adicion6 metanol como disolvente.
Posteriormente se coloco el Ni/Ra previamente activado, se selld y se purg6 el aire
con hidrégeno, la mezcla se dejo reaccionar toda la noche. Al finalizar la reaccion,
se removio el exceso de Ni/Ra utilizando otro magneto y enseguida se procedio a
filtrarlo sobre celita utilizando metanol como disolvente, para quitar las trazas de
Ni/Ra remanente. Por ultimo, se evaporé y se purificO en cromatografia en

columna utilizando un sistema 98:2 DCM-Metanol.

7.3.1 Preparacion del 2-oxo-4-fenilpirrolidina-3-carboxilato de metilo. (65a)

o) o Siguiendo con el procedimiento general, se peso (0.90 g,

MeO 3.19 mmol) del 2-(2-nitro-1-feniletilmalonato de dimetilo

NH 64a enseguida se le adicion6 10 mL metanol vy
posteriormente se adicion6 (0.31mmol) de Ni/Ra. Después
de monitorear la reaccion por CCF se filtr6 y purifico

C12H13NO3 . . - .
PM= 219.24 g/mol mediante cromatografia en columna utilizando un sistema

DCM-metanol 98:2. De esta manera se obtuvo el
compuesto 65a como un solido blanco con 85% (0.59 g) y p.f.= 129-133 °C. IR
vmax: 3206, 3105, 2953, 1728, 1694, 1437, 755, 695 cm™t. 'H RMN (400 MHz,
CDCls): & (ppm) 3.43 (dd, J = 9.5, 8.6 Hz, 1H), 3.60 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 3.77 (s,
3H), 3.80 (dd, J = 18.1y 9.1 Hz, 1H), 4.1 (dd, J = 17.9 y 8.6 Hz, 1H) 7.24 - 7.36 (m,
5H), 7.41 (seial ancha, 1H). 13C RMN (100 MHz, CDCIlsz): d (ppm) 44.3, 47.8, 52.9,
55.2, 127.0, 127.6, 129.0, 139.7, 169.6, 172.8. HRMS (CI*) Calculada para
C12H1303N [M+H]*: 220.0974 Observada [M+H]*: 220.1000.
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7.3.2 Preparacion del 2-oxo-(4-clorofenil)-pirrolidina-3-carboxilato de metilo. (65b)

o Siguiendo con el procedimiento general, se peso (0.85 g,

MeO 2 2.87 mmol) del 2-(2-nitro-1-(4-clorofenil)etil)malonato de
NH | dimetilo 64b enseguida se le adicion6 10 mL metanol,
posteriormente se coloco (0.28 mmol) de Ni/Ra. Después

Cl de monitorear la reaccion por CCF, se filtr0 y purifico
C12H4,CINO;

mediante cromatografia en columna utilizando un
PM= 253.68 g/mol

sistema DCM-metanol 98:2. De esta manera se obtuvo el
compuesto 65b como un soélido blanco con 83% (0.56 g) y p.f.= 133-136 °C. IR
vmax: 3221, 2951, 1736, 1716, 1697, 1432, 1268, 609 cm™t. 'H RMN (400 MHz,
CDClz3): ® (ppm) 3.41 (dd, J = 9.7 y 8.4 Hz, 1H), 3.53 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 3.78 (s,
3H), 3.81 (dd, J = 9.7 y 0.9 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 17.9 y 8.4 Hz, 1H), 6.90 (sedal
ancha, 1H), 7.18 - 7.33 (m, 4H). 3C RMN (100 MHz, CDCls): d (ppm) 43.7, 47.5,
53.0, 55.0, 128.4, 129.2, 133.5, 138.1, 169.3, 172.2. HRMS (FAB™) Calculada para
C12H1203NCI [M+H]": 254.5425 Observada [M+H]*:254.0574.

7.3.3 Preparacion del 2-oxo-4-(p-tolil)-pirrolidina-3-carboxilato de metilo. (65c¢)

0 Siguiendo con el procedimiento general, se pesé (0.90 g,

MeO o 3.04 mmol) del 2-(2-nitro-1-(p-tolil)etilmalonato de

NH | dimetilo 64c enseguida se le adicion6 10 mL metanol,

posteriormente se colocé (0.30 mmol) de Ni/Ra. Después

Me de monitorear la reaccion por CCF se filtr6 y purificd
PM:C1233!"31_52'\7'3§m0| mediante cromatografia en columna utilizando un sistema

DCM-metanol 98:2. De esta manera se obtuvo el
compuesto 65¢ como un solido blanco con 85% (0.60 g) y p.f.= 126-130 °C. IR
vmax. 3187, 3094, 2953, 1741, 1701, 1519, 1288, 1196, 822 cm™. 'H RMN (500
MHz, CDCI3): & (ppm) 2.18 (s, 3H), 3.25 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.42 (d, J = 9.8 Hz,
1H), 3.61 (s, 3H), 3.64 (m, 1H), 3.92 (dd, J = 17.6, 8.6 Hz, 1H), 7.0 (m, 4H). 13C
RMN (125 MHz, CDCIz): © (ppm) 21.2, 44.2, 48.1, 53.0, 55.5, 127.1, 129.9, 136.8,
137.5, 169.9, 173.1, HRMS (FAB") Calculada para Ci3Hi1s03N [M+H]*: 234.1130
Observada [M+H]*: 234.1136.
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7.3.4 Preparacion del 2-oxo-4-(2-clorofenil)-pirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(65d)

( 0O N Siguiendo con el procedimiento general, se pesé (0.90 g,

MeO 2.85 mmol) del 2-(2-nitro-1-(2-clorofenil)etilmalonato de
NH | dimetilo 64d enseguida se le adicion6 10 mL metanol,

posteriormente se coloco (0.28 mmol) de Ni/Ra. Después de

Cl monitorear la reaccion por CCF se filtré y purific6 mediante
C12H12CINOs cromatografia en columna utilizando un sistema DCM-
( PM=25368 )

metanol 98:2. De esta manera se obtuvo el compuesto 65d
como un solido blanco con 88% (0.63 g) y p.f.= 158-160 °C. IR vma: 3221, 2951,
1736, 1716, 1697, 1432, 1268, 609 cm. H RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm) 3.41
(dd, J= 9.9y 7.0 Hz, 1H), 3.71 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.91 (t, J = 9.2 Hz
1H), 4.52 (dd, J = 15.3, 8.3 Hz, 1H),7.35 (sefal ancha, 1H) 7.20-7.40 (m, 4H). 13C
RMN (100 MHz, CDCl3): & (ppm) 41.2, 46.7, 52.9, 53.8, 127.4, 127.9, 128.8, 130.2,
133.9, 137.2, 169.4, 172.5. HRMS (FAB*) Calculada para Ci2H1203NCI [M+H]":
254.5425 Observada [M+H]*: 254.0597.

7.3.5 Preparacion del 5-etil-2-oxo-4-fenilpirrolidina-3-carboxilato de metilo. (65e)

s N\ Siguiendo con el procedimiento general, se peso6 (0.90 g,

O
MeO O 2.85 mmol) del 2-(2-nitro-1-fenilbutil)malonato de dimetilo
NH 64a enseguida se le adicion6 10 mL metanol,
posteriormente se colocé (0.28 mmol) de Ni/Ra. Después
de monitorear la reaccién por CCF se filtré y purifico
C14H17NO3 . " . .
PM= 247.29 glmol mediante cromatografia en columna utilizando un sistema

DCM-metanol 97:3. De esta manera se obtuvo el
compuesto 65e como un solido blanco con 75% (0.54 g) y p.f.= 131-134 °C. IR
vmax. 3208, 2966, 1739, 1660, 1454, 1173, 754 cm™. 'H RMN (600 MHz, CDCl3): &
(ppm) 0.80 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 0.96 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.04-1.13 (m, 2H), 1.54 (m,
H), 1.67-1.75 (m, 1H), 3.57-3.69 (m, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.81 (d, J =9.2
Hz, 1H), 3.84-3.90 (m, 1H), 4.17-4.27 (m, 1H), 6.74 (sefal ancha, 1H), 6.80 (sefal
ancha, 1H), 7.19-7.34 (m, 10H). 3C RMN (151 MHz, DClz): & (ppm) 10.5, 10.7,
25.1, 27.6, 48.0, 50.8, 52.1, 52.8, 52.9, 56.8, 58.6, 61.4, 127.6, 127.7, 127.9,
128.8, 129.1, 137.0, 139.5, 169.6, 169.7, 171.2, 172.3. HRMS (FAB*) Calculada
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para C14H17NO3 [M+H]*: 248.1286 Observada [M+H]*: 248.1270.

7.3.6 Preparacion del 4-(4-clorofenil)-5-etil-2-oxopirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(65f)

e o) N\ Siguiendo con el procedimiento general, en un matraz

MeO redondo de 50 mL, equipado con barra de agitacion

NH | magnética, se peso (0.90 g, 2.85 mmol) del 2-(1-(4-
clorofenil)-2-(nitrobutil)malonato  de  dimetilo  64b
Cl enseguida se le adicion6 10 mL metanol, posteriormente

se coloco (0.28 mmol) de Ni/Ra. Después de monitorear
PM= 281.74 g/mol
J

la reaccion por CCF se filtr6 y purific6 mediante
cromatografia en columna utilizando un sistema DCM-metanol 97:3. De esta
manera se obtuvo el compuesto 65f un sélido blanco con 80% (0.58 g) y p.f.= 136-
138 °C. IR vmax 3173, 2932, 1740, 1660, 1449, 1314, 1090, 718 cm™. 'H RMN
(400 MHz, CDCls): & (ppm) 0.81 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.04-1.11 (m, 2H), 3.74 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.80-3.89 (m, 1H), 4.12-4.20 (m, 1H), 7.13 — 7.3 (m, 4H),
7.37 (sefial ancha, 1H). ¥3C RMN (100 MHz, CDCIz): & (ppm) 10.5, 25.0, 47.4,
52.2,52.8,58.4, 128.8, 129.2, 133.3, 135.5, 169.4, 172.1. HRMS (FAB*) Calculada
para C14H16CINO3 [M+H]*: 282.0896 Observada [M+H]*: 282.0905.

7.3.7 Preparacion del 5-etil-2-oxo-4-(p-tolil)pirrolidina-3-carboxilato de metilo. (659)

- o ~ Siguiendo con el procedimiento general, en un matraz
MeO O redondo de 50 mL, equipado con barra de agitacion

NH | magnética, se peso6 (0.90 g, 2.85 mmol) del 2-(2-nitro-1-
(p-tolil)butil)malonato de dimetilo 64c enseguida se le

Me adicion6é 10 mL metanol, posteriormente se colocé (0.28
C15H19NO3

mmol) de Ni/Ra. Después de monitorear la reaccion por
261.32 g/mol

.

CCF se filtr6 y purific6 mediante cromatografia en
columna utilizando un sistema DCM-metanol 97:3. De esta manera se obtuvo el
compuesto 65g como un sélido blanco con 82% (0.59 g) y p.f.= 113-115 °C. IR
vmax: 3173, 2929, 1741, 1697, 1437, 1286, 1186, 807, 730 cm™. *H RMN (200 MHz,
CDCls): & (ppm) 0.79 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.00 - 1.17 (m, 2H), 2.33 (s, 3H), 3.74 (d,
J = 2.7 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.80 - 3.89 (m, 1H), 4.12-4.20 (m, 1H), 7.13 - 7.3 (m,
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4H), 7.37 (sefal ancha, 1H). *3C RMN (50 MHz, CDCls): & (ppm) 10.5, 20.9, 25.0,
47.7, 52.3, 52.7, 58.6, 127.7, 129.3, 133.9, 137.1, 169.7, 172.5. HRMS (FAB")
Calculada para CisH19NO3 [M+H]*: 262.1444 Observada [M+H]*: 262.1421.

7.4 Procedimiento general para la preparacion de los compuestos « -

hidroximetil-)-lactamas 66a-g.

En un matraz redondo de 100mL, provisto con barra de agitacion magnética
y un refrigerante en posicién de reflujo, se pesé la y-lactama correspondiente,
posteriormente se le adicion6 THF anhidro como disolvente, la reaccion se calento
hasta 40 °C e inmediatamente se le agregd (6 eq.) de borohidruro de sodio poco a
poco, al finalizar la adicién, se incrementd la temperatura hasta reflujo y se dejo
reaccion por 1 hora, al finalizar ese tiempo, se adicioné6 metanol y se mantuvo 1
hora mas en calentamiento, finalmente se concentré el crudo de reaccion hasta
llevarlo a sequedad y se adicionaron 20 mL de una solucion de HCl al 1 M, y se
mantuvo en agitacion por 2 h mas a temperatura ambiente, posteriormente se
neutralizo hasta llevar a un pH de 7 con NaOH 2 M y se realizaron extracciones
con DCM (3 X 15 mL), la fase organica se eliminé la humedad utilizando sulfato de
sodio anhidro, se filtré y se llevé hasta sequedad utilizando un rotaevaporador, el
crudo de reaccion se purific6 por cromatografia en columna en un sistema de
elucion 98:2 DCM-Metanol.

7.4.1 Preparacion de la 3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona. (66a)

oH Siguiendo con el procedimiento general, se pes6 (0.40 g,

O 1.86 mmol) de 2-oxo-4-fenilpirrolidina-3-carboxilato de

NH metilo 65a, posteriormente se le adiciondé 10 mL THF

anhidro, la reaccion se calent6 hasta 40 °C e

inmediatamente se le agregé (0.42 g, 10.9 mmol.) de

PM:C111;1.32'\;(;§m0| borohidruro de sodio poco a poco y se incrementd la

temperatura hasta reflujo y se dej6é reaccién por 1 hora, al
finalizar ese tiempo, se adicionaron 8 mL metanol y se mantuvo 1 hora mas en
calentamiento. Finalmente se obtuvo el compuesto 66a como un solido blanco con
un rendimiento de 72% (0.24 g) y p.f. = 148-150 °C. IR vmax: 3246, 2955, 2867,

1693, 1656, 1487, 1094, 763 cm™. IH RMN (400 MHz, CD30OD): & (ppm) 2.60 (dg,
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J=5.6y 3.8 Hz, 1H), 3.37 (m, 1H), 3.60 (dd, J = 11.2 y 3.7 Hz, 1H), 3.68 (m, 2H),
3.92 (dd, J = 11.2 y 3.8 Hz, 1H), 7.21 — 7.34 (m, 5H). 13C RMN (100 MHz, CD3sOD):
0 (ppm) 43.7, 49.3, 53.2, 59.8, 128.2, 128.6, 130.0, 143.22, 179.6. HRMS (FAB™)
Calculada para C11H1302N [M+H]*: 192.1025 Observada [M+H]*: 192.1027.

7.4.2 Preparacion de la 3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (66b)

Siguiendo con el procedimiento general, se peso6 (0.40 g,

d O 1.57 mmol) de 2-0X0-4-(4-clorofenil)pirrolidina-3-

NH | carboxilato de metilo 65b, posteriormente se le adiciond

10 mL THF anhidro, la reaccion se calentd hasta 40 °C e

Cl inmediatamente se le agrego (0.35 g, 9.46 mmol.) de
PMC;Z'ZKE'?NQ%]N borohidruro de sodio poco a poco, se incrementé la

temperatura hasta reflujo y se dejo reaccion por 1 hora, al
finalizar ese tiempo, se adicionaron 8 mL metanol y se mantuvo 1 hora mas en
calentamiento. Finalmente se obtuvo el compuesto 66b como un sélido blanco con
un rendimiento de 51% (0.15 g) y p.f. = 150-152 °C. IR vmax: 3236, 2951, 1681,
1488,1292, 1012, 820 cm™. 'H RMN (500 MHz, CD3OD): & (ppm) 2.60 (m, 1H),
3.36 (m, 1H), 3.61 (dd, J = 11.3 y 3.6 Hz, 1H), 3.69 (m, 2H), 3.92 (dd, J =11.3y
3.9 Hz, 1H), 7.31 (s, 4H), 7.86 (sefial ancha, 1H). **C RMN (125 MHz, CD30D): &
(ppm) 43.0, 48.9, 52.9, 59.7, 128.4, 129.8, 130.1, 133.8, 141.7 179.1. HRMS
(FAB*) Calculada para CiiH1202NCI [M+H]*: 226.0635 Observada [M+H]":
226.0634.

7.4.3 Preparacion de la 3-(hidroximetil)-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (66¢)

oH Siguiendo con el procedimiento general, se pes6 (0.30

O g, 1.28 mmol) de 2-oxo-4-(p-tolil)pirrolidina-3-carboxilato

NH

Me
C12H45NO;
PM= 205.26 g/mol

de metilo 65c, posteriormente se le adicion6 10 mL THF
°C e

inmediatamente se le agregd (0.29 g, 7.68 mmol.) de

anhidro, la reaccibn se calent6 hasta 40

borohidruro de sodio poco a poco, se incrementd la

temperatura hasta reflujo y se dejé reaccion por 1 hora,

al finalizar ese tiempo, se adicionaron 8 mL metanol y se mantuvo 1 hora mas en

calentamiento. Finalmente se obtuvo el compuesto 66¢ como un sélido blanco con
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un rendimiento de 55% (0.140 g) y p.f. = 149 — 152 °C. IR vmax: 3236, 2951, 1681,
1488, 1012, 820 cm™. 'H RMN (400 MHz, CDCIls): d (ppm) 2.34 (s, 3H), 2.67-2.76
(m, 1H), 3.34 (dd, J = 6.4 y 5.6 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 11.2 y 3.6 Hz, 1H), 3.61 -
3.67 (m, 1H), 3.90 (dd, J = 11.2 y 4.0 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.21(d, J =
8.0 Hz, 2H). 13C RMN (100 MHz, CDClIs): d (ppm) 21.0, 42.6, 48.2, 50.3, 60.4,
127.3, 129.7, 137.6, 178.8. HRMS (FAB*) Calculada para Ci2HisNO2 [M+H]*:
206.1181 Observada [M+H]*: 206.1173.

7.4.4 Preparacion de la 3-(hidroximetil)-4-(2-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (66d)

Siguiendo con el procedimiento general, se pesé (0.50 g,

OH o) 1.86 mmol) de 2-oxo-4-(2-clorofenil)pirrolidina-3-carboxilato

de metilo 65d, posteriormente se le adicion6 10 mL THF

NF anhidro, la reaccion se calent6 hasta 40 °C e

ol inmediatamente se le agregé (0.42 g, 11.18 mmol.)

C441H1,CINO, borohidruro de sodio poco a poco, se incrementd la
PM= 225.67 g/mol

temperatura hasta reflujo y se dej6 reaccion por 1 hora, al

finalizar ese tiempo, se adicionaron 8 mL metanol y se mantuvo 1 hora méas en
calentamiento. Finalmente se obtuvo compuesto 66d como un sdlido blanco con
un rendimiento de 54% (0.20 g) y p.f. = 115-118 °C. IR vmax: 3231, 2928, 2877,
1682, 1474, 1299, 1034, 753 cm™. 'H RMN (400 MHz, CD30D): & (ppm) 2.30 (s,
3H), 2.58 (dt, J= 8.8 y 3.6 Hz, 1H), 3.34 (dd, J = 6.4 y 5.6 Hz, 1H), 3.60 (dd, J =
11.2 y 3.6 Hz, 1H), 3.61 - 3.67 (m, 1H), 3.90 (dd, J = 11.2 y 4.0 Hz, 1H), 7.14 (d, J
= 8.0 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.0 Hz, 2H). 13C RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) 39.5,
46.9, 49.2, 61.0, 127.4, 128.0, 128.5, 128.9, 130.1, 134.2, 137.7, 178.6. HRMS
(FAB*) Calculada para CiiH1202NCI [M+H]*: 226.0635 Observada [M+H]":
226.0649.
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7.4.5 Preparacion de la 5-etil-3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona. (66e)

Siguiendo con el procedimiento general, se pes6 (0.50 g,

or ) 1.86 mmol) de 2-oxo-4-(2-clorofenil)pirrolidina-3-carboxilato

NH de metilo 65a, posteriormente se le adicion6 10 mL THF

anhidro, la reaccion se calento hasta 40 °C e

inmediatamente se le agreg6é (0.42 g, 11.18 mmol.) de

PMS1231";1.72N827m0| borohidruro de sodio poco a poco, se incrementd la

temperatura hasta reflujo y se dejo reaccion por 1 hora, al
finalizar ese tiempo, se adicion6 8 mL metanol y se mantuvo 1 hora méas en
calentamiento. Finalmente se obtuvo compuesto 66e como un sélido blanco con
p.f. = 81-83 °C y un rendimiento de 52% (0.193 g). IR vmax: 3234, 2928, 1682,
1454, 1232, 1029, 757 cm?. 'H RMN (600 MHz, CDClz): d(ppm): 0.79 (t, J = 7.7
Hz, 3H), 0.90 (t, J = 7.7 Hz, 3H), 0.98-1.07 (m, 1H), 0.98-1.07 (m, 1H), 1.09-1.17
(m, 1H), 1.47 - 1.54 (m, 1H), 1.63-1.69 (m, 1H), 2.76 - 2.83 (m, 1H), 2.97 - 3.09 (m,
1H), 3.59 - 3.69 (m, 1H), 3.69-3.78 (m, 1H), 3.83 - 3.91 (m, 1H), 3.91 - 4.03 (m,
1H), 7.15 - 7.43 (m, 10H). 3C RMN (151 MHz, CDClz): d (ppm) 10.5, 10.7, 25.2,
27.7, 45.2, 46.3, 50.0, 52.2, 58.7, 60.6, 61.2, 61.8, 127.4, 127.5, 128.1, 128.2,
128.7,129.0, 137.1, 140.0, 177.9, 179.0. HRMS (FAB*) Calculada para C13H17NO2
[M+H]*: 220.1338 Observada [M+H]*: 220.1351.

7.4.6 Preparacion de la 5-etil-3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (66f)
Siguiendo con el procedimiento general, se pes6 (0.40 g,

( OH 0 ) 1.57 mmol) de  2-oxo-4-(4-clorofenil)pirrolidina-3-
carboxilato de metilo 65b, posteriormente se le adicion6

NH 10 mL THF anhidro, la reaccién se calento hasta 40 °C e

inmediatamente se le agrego (0.35 g, 9.46 mmol.) de

¢! C13H16CINO, borohidruro de sodio poco a poco, se incrementé la
L PM= 253.73 g/mol ) temperatura hasta reflujo y se dejé reacciéon por 1 hora,

al finalizar ese tiempo, se adicionaron 8 mL metanol y se
mantuvo 1 hora mas en calentamiento. Finalmente se obtuvo compuesto 66f como

un solido blanco con un rendimiento de 55% (0.17 g) y p.f. = 158-160 °C. IR vmax:
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3319, 3234, 2954, 2893, 1694, 1046, 822 cm™. 'H RMN (400 MHz, CDsOD): &
(ppm) 2.60 (dt, J = 9.6 y 4.0 Hz, 1H), 3.32 - 3.36 (m, 1H), 3.60 (dd, J = 11.2 y 4.0
Hz, 1H), 3.68 (dd, J = 7.2 y 6.4 Hz, 1H), 3.64 - 3.70 (m, 1H), 3.92 (dd, J = 11.2 y
4.0 Hz, 1H), 7.31 (s, 4H). 13C RMN (100 MHz, CDsOD): & (ppm) 43.2, 49.1, 53.2,
59.9, 128.4, 128.7, 132.3, 140.4, 179.3. HRMS (FAB*) Calculada para
C13H16NO2CI [M+H]*: 254.0949 Observada [M+H]*: 254.0936.

7.4.7 Preparacion de la 5-etil-3-(hidroximetil)-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (669g)

- ~ Siguiendo con el procedimiento general, se pesé (0.40 g,
OH o) 1.57 mmol) de 2-oxo-4-(4-clorofenil)pirrolidina-3-carboxilato

NH de metilo 65c, posteriormente se le adicioné 10 mL THF

anhidro, la reaccibn se calent6 hasta 40 °C e

Me inmediatamente se le agregd (0.35 g, 9.46 mmol.) de

C14H19NO;

PM= 23331 g/mol | borohidruro de sodio poco a poco, se incremento la

\

temperatura hasta reflujo y se dejo reaccion por 1 hora, al
finalizar ese tiempo, se adicionaron 8 mL metanol y se mantuvo 1 hora més en
calentamiento. Finalmente se obtuvo compuesto 66g como un sélido blanco con
un rendimiento de 75% (0.232 g) y p.f. = 146-148 °C. IR vmax: 3196, 3091, 2929,
2885, 1741, 1697, 1434, 1160, 845 cm. IH RMN (600 MHz, CDCls): 5(ppm) 0.77
(t, J = 7.9 Hz, 3H), 0.96-1.16 (m, 2H), 2.33 (s, 3H), 3.55-3.75 (m, 2H), 6.85 (sefal
ancha, 1H), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H). 3C RMN (151 MHz,
CDCls): & (ppm) 10.7, 21.1, 25.2, 44.9, 46.0, 58.6, 61.5, 128.1, 129.4, 133.8,
137.1, 179.0. HRMS (FAB*) Calculada para CisHi19NO2 [M+H]*: 234.1494
Observada [M+H]":234.1485.

7.5 Procedimiento general para la preparacion de las a-metilen-y-

lactamas 67a-g.

En un matraz redondo se pesoé el alcohol correspondiente, se agregé DCM
seco, y se le adiciond (2 mmol) trietilamina, la mezcla de reaccién se coloc6 en un
bafio de hielo, y posteriormente se le agrego (2 mmol) del cloruro de mesilo, gota
a gota y se dejo en agitacion vigorosa toda la noche (over night). Finalmente, se le
agregd mas DCM vy se realizaron lavados con agua fria (3 X 8 mL), lavados con

HCl al 5% (3 X 8 mL), se extrajo la fase organica y se concentrd el crudo de
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reaccion sin mayor purificacion, enseguida se le adicioné THF 3 mL e NaOH 1 N
(0.33 mmol) y se dejo reaccionar durante 5 h. Posteriormente la mezcla de
reaccion se acidific6 a pH 1 con una solucion de HCI 1 N y se realizaron
extracciones con AcOEt (3 X 10 mL), y se concentré la fase organica, y se

purificaron en cromatografia en columna en un sistema 98:2 DCM-metanol.

7.5.1 Preparacion de la 3-metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (67a)

o Siguiendo con el procedimiento general, se pes6 (0.20 g,
1.15 mmol) del 3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona 66a se

NH agregd DCM seco, y se le adicion6 (0.21 g, 0.28 mL, 2.30
mmol) de trietilamina, posteriormente se le agregé (0.23 g,
C11H.NO 0.16 mL, 2.3 mmol) del cloruro de mesilo y se dej6 a
PM=173.21 g/mol ] temperatura ambiente. Después de la purificacion por

cromatografia en columna utilizando un sistema 98:2 DCM-metanol, se obtuvo el
compuesto 67a como un sélido blanco con un rendimiento de 76% (0.137 g) y
p.f.= 110-112 °C. IR vmax: 3194, 3084, 3027, 1686, 1659, 932, 700 cm. 'H RMN
(600 MHz, CDClIs): & (ppm) : 3.41 (dd, J = 10.4, 5.9 Hz, 1H), 3.84 (t, J = 10.0 Hz,
1H), 4.09-4.29 (m, 1H), 5.17 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 6.10 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.23-7.37
(m, 5H), 7.69 (sefial ancha, 1H).13C RMN (151 MHz, CDClIs): & (ppm) 20.6, 44.7,
48.9, 110.3, 120.2, 127.6, 127.9, 129.1, 141.2, 143.1, 172.3. HRMS (FAB®)
Calculada para C11H11NO [M+H]*: 174.0919 Observada [M+H]*: 174.0910.

7.5.2 Preparacion de la 3-metilen-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (67b)
Siguiendo con el procedimiento general, se pesé (0.3 g,
1.32 mmol) del 3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-

O

NH | ona 66b se agreg6é DCM seco, y se le adicioné (0.26 g,
0.37 mL, 2.64 mmol) de trietilamina, posteriormente se le
Cl agrego (0.15 g, 0.10 mL, 2.64 mmol) del cloruro de mesilo,

C41H1oCINO _ _
PM= 207.66 g/mol y se dej6 a temperatura ambiente. Después de la

purificacion por cromatografia en columna utilizando un sistema 98:2 DCM-
metanol, se obtuvo el compuesto 67f como un solido blanco con un rendimiento de
88% (0.24 g) y p.f.= 116-118 °C IR vmax: 3194, 3119, 1694, 946, 786 cm™. 1H RMN
(500 MHz, CDClz): & (ppm) 3.36 (dd, J = 9.9, 5.7 Hz, 1H), 3.85 (t, J = 9.4 Hz, 1H),
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4.12-4.19 (m, 1H), 5.18 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.14 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.81 (sefial
ancha, 1H), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H).13C RMN (125 MHz,
CDClzs): 6 (ppm) 20.6, 41.2, 110.0, 120.0, 127.5, 128.8, 130.0, 134.0, 139.1, 141.5,
171.8. HRMS (FABY) Calculada para Ci1Hi1o0NOCI [M+H]*: 208.0512 Observada
[M+H]*: 208.0519.

7.5.3 Preparacion de la 3-metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (67c¢)

o Siguiendo con el procedimiento general, se peso (0.40 g,

1.94 mmol) del 3-(hidroximetil)-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona
NH| 66c se agreg6 DCM seco, y se le adicion6 (0.39 g, 0.54

mL, 3.88 mmol) de trietilamina, la mezcla de reaccion se

Me coloc6 en un bafio de hielo, posteriormente se le agregé
CyoH13NO

PM= 187.2420 (0.44 g, 0.30 mL, 3.88 mmol) del cloruro de mesilo, y se

dej6 a temperatura ambiente. Después de la purificacion por cromatografia en

columna utilizando un sistema 98:2 DCM-metanol, se obtuvo el compuesto 67¢
como un solido blanco con un rendimiento de 89% (0.32 g) p.f.= 113-115 °C. IR
vmax: 3186, 2892, 1691, 1675, 1351, 1170, 930, 792, 683 cm™. *H RMN (400 MHz,
CDCls): & (ppm) 2.35 (s, 3H), 3.61 (dd, J = 11.4, 6.3 Hz, 1H), 4.08-4.14 (m, 1H),
4.16-4.24 (m, 1H), 5.44 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.10 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 9.27 (sefial ancha, 1H). 13C RMN (100 MHz,
CDCls): d (ppm) 21.2, 41.8, 47.9, 123.6, 127.6, 129.8, 137.4, 137.5, 143.5, 160.7,
174.7. HRMS (FAB*) Calculada para Ci2H1sNO [M+H]*: 188.1076 Observada
[M+H]*: 188.1057.

7.5.4 Preparacion de la 3-metilen-4-(2-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (67d)

o) Siguiendo con el procedimiento general, se pesé (0.35 g,

1.55 mmol) del 3-(hidroximetil)-4-(2-clorofenil)pirrolidin-2-ona

NH 66d se agregd DCM seco, y se le adicion6 (0.31 g, 0.43 mL,

3.1 mmol) de trietilamina, la mezcla de reaccion se colocé

cl en un bafio de hielo, posteriormente se le agrego6 (0.35 g,
C41H4oCINO

PM=207.66 g/mol | 0.24 mL, 3.1 mmol) del cloruro de mesilo, y se dej6 a

temperatura ambiente. Después de la purificacion por

cromatografia en columna utilizando un sistema 98:2 DCM-metanol, se obtuvo el
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compuesto 67d como un liquido blanco con un rendimiento de 90% (0.28 g). IR
vmax: 3272, 2887, 1702, 1674, 1474, 1345, 1170, 940, 696, 613 cm™. *H RMN (600
MHz, CDClz): & (ppm) 3.39 (dd, J = 11.0, 3.4 Hz, 1H), 3.96 (t, J = 10.2 Hz, 1H),
4.64 - 4.75 (m, 1H), 5.36 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.19 - 7.27
(m, 3H), 7.37 - 7.42 (m, 1H), 10.13 (sefial ancha, 1H). 13C RMN (151.0 MHz,
CDCI3): & (ppm) 20.6, 41.2, 47.4, 111.0, 120.0, 127.5, 128.8, 130.0, 134.0, 139.1,
1415, 171.7. HRMS (FAB*) Calculada para CiiHi1o0NOCI [M+H]*": 208.0512
Observada [M+H]*: 208.0523.

7.5.5 Preparacion de la 5-etil-3-metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (67€)

Siguiendo con el procedimiento general, en un matraz
O redondo de 50 mL se pes6 (0.30 g, 1.36 mmol) del 5-etil-3-
(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona 66a se agregé DCM

NH
seco, y se le adicioné (0.27 g, 0.38 mL, 2.72 mmol) de

trietilamina, la mezcla de reaccién se coloc6d en un bafio de
C13H1sNO

PM= 201.27 g/mol hielo, posteriormente se le agrego (0.31 g, 0.21 mL, 2.72

mmol) del cloruro de mesilo, y se dej6 a temperatura
ambiente. Después de la purificacién por cromatografia en columna utilizando un
sistema 98:2 DCM-metanol, se obtuvo el compuesto 67e como un sélido blanco
con un rendimiento de 70% (0.19 g), enseguida se purificd con éter para separar
los isbmero cis y trans se obtuvo (0.02 g del isémero anti) p.f.= 118-120 °C. y (0.03
g del is6mero syn) p.f.= 110-112 °C IRvmax(anti): 3177, 2955, 2923, 1701, 1673,
1448, 1287, 919 cm™. IRvmax(syn): 3171, 2970, 2936, 1694, 1662, 1402, 1315, 924,
919 cm™. *H RMN (600 MHz, CDCI3) (anti): & (ppm) 0.95 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.54 -
1.63 (m, 1H), 1.23 (sefial ancha, 1H), 1.64-1.73 (m, 1H), 3.52-3.57 (m, 1H), 3.63-
3.68 (m, 1H), 5.11 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 6.09 (d, J= 3.4 Hz, 1H), 7.17 - 7.37 (m, 5H).
'H RMN (600 MHz, CDCIs) (syn): d (ppm) 0.78 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 0.82-1.09 (m,
2H), 3.68 - 3.79 (m, 1H), 4.30-4.38 (m, 1H), 5.30 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.20 (d, J =
3.4 Hz, 1H), 6.82 (sefial ancha,1H), 7.14-7.37 (m, 5H). 3C RMN (151 MHz, CDCls)
(anti): & (ppm) 10.1, 28.9, 51.8, 62.0, 117.9, 127.2, 128.3 (2C), 128.9 (2C), 141.8,
145.0, 169.9. 3C RMN (151 MHz, CDCIs) (syn): d (ppm) 10.8, 26.7, 49.2, 57.9,
118.4, 127.3, 128.5 (2C), 129.6 (2C), 138.9, 143.1, 170.5. HRMS (FAB*) (anti)
Calculada para C13H1sNO [M+H]*: 202.1232 Observada [M+H]*: 202.1226. HRMS
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(FAB*) (syn) Calculada para CizHisNO [M+H]": 202.1232 Observada [M+H]":
202.1226.

7.5.6 Preparacion de la 5-etil-3-metilen-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (67f)

f o N Siguiendo con el procedimiento general, en un matraz
redondo de 50 mL se peso (0.29 g, 1.14 mmol) del 5-etil-
NH | 3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona 66b  se

agregdé DCM seco, y se le adicion6 (0.23 g, 0.31 mL,

Cl 2.28 mmol) de trietilamina, la mezcla de reaccion se

C13H14CINO . ~ . . .
PM= 235.71 g/mol colocé en un bafio de hielo, posteriormente se le agrego

. J

(0.26 g, 0.17 mL, 2.28 mmol) del cloruro de mesilo y se
dej6 a temperatura ambiente. Después de la purificacion por cromatografia en
columna utilizando un sistema 98:2 DCM-metanol, se obtuvo el compuesto 67f
como un sélido blanco con un rendimiento de 67% (0.18 g) y p.f.= 120 - 122 °C. IR
vmax. 3173, 2887, 1701, 1660, 1449, 1314, 1170, 1090, 805, 702 cm™*. *H RMN
(400 MHz, CDCl3): & (ppm) 0.81 (t, J = 7.9 Hz, 3H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.50 -
1.81 (m, 4H), 3.48 - 3.57 (m, 1H), 3.62 - 3.66 (m, 1H), 3.71-3.84 (m, 1H ), 4.27 -
4.40 (m, 1H), 5.11 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 5.29 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 3.0 Hz,
1H), 6.21 (d, J = 2.9 Hz, 1H) 7.04 - 7.41 (m, 8H). 13C RMN (100 MHz, CDCls): &
(ppm) 10.0, 10.7, 26.6, 28.8, 48.4, 49.1, 51.0, 62.0, 117.8, 118.2, 127.1, 128.5
(2C), 128.9 (2C), 129.5 (2C), 130.5 (2C), 133.01, 137.2, 140.3, 143.4, 144.9,
169.4, 170.6. HRMS (FAB*) Calculada para Ci3H14NOCI [M+H]*: 236.0845
Observada [M+H]*": 236.0829.

7.5.7 Preparacion de la 5-etil-3-metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (67g)

~ o) Siguiendo con el procedimiento general, en un matraz
redondo de 50 mL se pes6 (0.3 g, 1.28 mmol) del 5-etil-
NH [ 3-(hidroximetil)-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona 66¢ se agregd
DCM seco, y se le adicion6 (0.26 g, 0.35 mL, 2.56 mmol)

Me de trietilamina, la mezcla de reaccion se colocé en un
C14H47NO
PM= 215.30 g/mol )

bafo de hielo, posteriormente se le agrego6 (0.29 g, 0.19

mL, 2.56 mmol) del cloruro de mesilo y se dej6 a

temperatura ambiente. Después de la purificacion por cromatografia en columna
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utilizando un sistema 98:2 DCM-metanol, se obtuvo el compuesto 67g un sélido
blanco con un rendimiento de 80% (0.22 g) y p.f.= 125-126 °C. IR vmax: 3172, 2929,
1697, 1663, 1510, 1400, 1114, 807 cm™. 'H RMN (600 MHz, CDCls): d (ppm) 0.78
(t, J = 7.4 Hz, 3H, 0.99 - 1.11 (m, 2H), 2.33 (s, 3H), 3.67-3.76 (m, 1H), 4.25 - 4.33
(m, 1H), 5.28 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
7.12 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.21 (sefial ancha, 1H). 3C RMN (151 MHz, CDClIs):
(ppm) 10.8, 21.1, 26.7, 48.8, 58.1, 118.1, 129.1 (2C), 129.5 (2C), 135.5, 136.9,
143.5, 170.8. HRMS (FAB*) Calculada para Ci4H1i7NO [M+H]": 216.2983
Observada [M+H]*: 216.1389.

7.6 Preparacion del &cido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) propanoico. (S)-77

En un matraz redondo de 25 mL provisto con barra de

O Me agitacibn magnética se peso6 (0.50 g, 5.61 mmol) del
N%Sﬁ‘/OH aminoacido L-alanina se le adicioné 10 mL de tolueno
o o) para disolverla completamente y enseguida se le
adiciono6 (0.76 g, 6.1 mmol) del anhidrido ftalico y (0.052

C11HgNO
PM= ;19?19;/mo| g, 0.071 mL, 0.51mmol) de trietrilamina mezcla de

reaccion se mantuvo a reflujo durante 4 h. Al finalizar el
tiempo de reaccion se evaporo el tolueno en el rotaevaporador. Posteriormente se
realizaron extracciones con acetato de etilo. Finalmente se evaporo el disolvente

al vacio y se purifico por cromatografia en columna, se obtuvo 79% de rendimiento

del compuesto (S)-77 como un sélido blanco con p.f. = 119-121 °C. [a]ZDO: -23.3

(conc.= 0.5 g/ dL, EtOH). IR vmax: 2934, 1734, 1726, 1714, 1456, 1175, 783. RMN
de H (200 MHz, CDCls): & (ppm) 1.71 (d, 3H) 5.04 (c, 1H), 7.7-8.0 (m, 4H), 10.3
(sefial ancha, 1H). RMN de *3C (50 MHz, CDCIls): & (ppm) 14.9, 47.2, 123.5, 123.6,
131.7, 134.2, 134.3, 167.3, 175.6. HRMS (FAB™*) Calculada para CiiH9NOsa,
[M+H]*: 219.2023 Observada [M+H]*: 219.0607.
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7.7 Procedimiento general para la separacion diastereoisomérica de
las a-metilen-)~lactamas, utilizando (S)-Naproxeno como agente de

resolucion.

En un matraz redondo de 50 mL, se peso el (S)-Naproxeno, enseguida se
colocé una barra de agitacibn magnética y se le adicion6 THF anhidro como
disolvente y se llevé a -78 °C, posteriormente se agregaron 1.3 eq. de EtsN y 3 eq.
de pivCl y se dejo la reaccién a 0 °C por 45 min. En otro matraz se peso (1 eq) de
la a-metilen-y-lactama, y se le adicioné THF anhidro como disolvente y se llevo a -
78 °C, enseguida se agrego (1.2 eq) de n-BuLi y se dejo reaccionar 15 min. Al
finalizar el tiempo ambas reacciones se llevaron a -78 °C y el matraz con el
anhidrido mixto del Naproxeno, fue agregado gota a gota al matraz del anién de la
a-metilen-y-lactama, dejando en agitacibn y a t.a. toda la noche (15 h
aproximadamente). Al término de la reaccién se agregaron 10-15 mL de una
solucion saturada de NH4Cl, y se procedié a extraer con DCM (3 X 15).
Finalmente, se elimind el disolvente con ayuda de un rotaevaporador y
posteriormente se realizé la separacién por cromatografia en columna en un

sistema 98:2 Hexano-AcOEt.

7.7.1 Preparacion del (R)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-
fenilpirrolidin-2-ona. (R,S)-67a

En un matraz redondo de 25 mL provisto con
barra de agitacion magnética se peso el (S)-
Naproxeno (0.073 g, 3.20 mmol), A
continuacion, se le adicionaron 5 mL de THF,

hasta disolverla completamente, enseguida

C25H23NO3 o
PM= 385.4630 g/mol se le adicion6 (0.058 mL, 4.16 mmol) de EtsN

y (0.118 mL, 9.60 mmol) de PivCl y la reaccion se dejo por 45 min, en el otro
matraz de 25 mL se pesé (0.050 g, 2.67 mmol) la a-metilen-y-lactama y se le
adicionaron 5 mL de THF hasta disolverla completamente, posteriormente se
adicion6 1.3 eq (0.12 mL, 3.20 mmol ) de n-BuLi, después de 15 min de reaccion,
el matraz con el anhidrido mixto formado del Naproxeno, fue agregado gota a gota

al matraz del anion de la a-metilen-y-lactama, dejandolo en agitacion, y fue
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monitoreada por CCF. finalmente, se realiz0 la separacion diastereocisomeérica por
cromatografia en columna hexano-AcOEt (98:2), y se obtuvo un soélido blanco con
18% de rendimiento del compuesto menos polar (R,S)-67a. 2= -61.1 (conc.= 0.6
g/ dL, CHCI3). IR vmax: 2920, 2850, 1726, 1688, 1604, 1346, 1226, 1155, 1029, 806
cm™. RMN de 'H (500 MHz, CDCIl3): & (ppm) 1.52 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 3.69 (dd, J =
11.7 y 7.4 Hz, 1H), 3.81-386 (m, 1H), 3.84 (s, 1H), 4.10 (dd, J = 11.7 y 9.4 Hz, 1H),
5.19 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 5.30 (¢, J = 6.9 Hz, 1H), 6.22 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.03-
7.13 (m, 5H), 7.20-7.31 (m, 3H), 7.43-7.45 (m, 1H), 7.61-7.70 (m, 3H). RMN de 3C
(125 MHz, CDCls): & (ppm) 19.5, 29.2, 41.5, 45.0, 51.3, 55.5, 105.7, 119.0, 122.7,
126.8, 127.3, 127.8, 128.2, 129.2, 129.6, 133.8, 136.3, 140.6, 145.0, 157.8, 166.4.
HRMS (FAB*) Calculada para C2sH2sNOs, [M+H]*: 386.1751 Observada [M+H]":
386.1785.

7.7.2 Preparacion del (S)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-
fenilpirrolidin-2-ona. (S,S)-67a.

En un matraz redondo de 25 mL provisto con

barra de agitacion magnética se peso (0.073

S) g, 3.20 mmol) el (S)-Naproxeno, A

Me" continuacion, se le adicionaron 5 mL de THF,
CpsHasNOs hasta disolverla completamente, enseguida se
PIMZ 3854630 g/mol le adicion6 (0.058 mL, 4.16 mmol) de EtsN y

(0.118 mL, 9.60 mmol) de PivCl y la reaccién se dejé por 45 min, en el otro matraz

de 25 mL se peso (0.050 g, 2.67 mmol) de la a-metilen-y-lactama y se le adicioné
5 mL de THF hasta disolverla completamente, posteriormente, se le adicion6 1.3
ed. (0.12 mL, 3.20 mmol) de n-BuLi, después de 15 min de reaccién, el matraz con
el anhidrido mixto formado del Naproxeno, fue agregado gota a gota al matraz del
anion de la a-metilen-y-lactama, dejando en agitacion, y fue monitoreada por CCF,
finalmente, se realizé la separacion diastereoisomérica por cromatografia en
columna hexano-AcOEt (98:2), y se obtuvo un solido blanco con un rendimiento
del 16% del compuesto mas polar (S,S)-67a. [a]2D0= +17.7 (conc.= 0.5 g/ dL, CHCIs).
IR vmax: 2917, 2849, 1727, 1689, 1604, 1347, 1226, 1155, 1030, 807 cm™?. RMN de
'H (500 MHz, CDClz): & (ppm) 1.52 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 3.59 (dd, J =11.8 y 5.9 Hz,

1H), 3.85 (s, 1H), 3.94 (m, 1H), 4.23 (dd, J = 12.6 y 6.3 Hz, 1H), 5.24 (d, J = 2.5
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Hz, 1H), 5.24 (c, J = 6.7 Hz, 1H), 6.19 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 6.88-6.91 (m, 2H), 7.04-
7.14 (m, 5H), 7.43-7.45 (m, 1H), 7.61-7.70 (m, 3H). RMN de 3C (125 MHz,
CDCI3): & (ppm) 19.7, 29.9, 41.5, 45.1, 51.0, 55.5, 105.7, 119.0, 122.8, 126.6,
127.2, 127.4, 127.6, 129.1, 129.6, 133.8, 136.2, 141.4, 144.8, 157.8, 166.5, 176.2.
HRMS (FAB*) Calculada para C2sH2sNOs, [M+H]*: 386.1751 Observada [M+H]":
386.1752.

7.7.3 Preparacion del (R)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-(p-
tolil)pirrolidin-2-ona. (R,S)-67¢c

En un matraz redondo de 25 mL provisto
con barra de agitacion magnética se peso
(0.073 g, 3.20 mmol) del (S)-Naproxeno. A

continuacion, se le adicionaron 5 mL de

CogHosNO .
PM= 39949 g/mol THF hasta disolverla completamente,

enseguida se le adicion6 (0.058 mL, 4.16
mmol) de EtsN y (0.118 mL, 9.60 mmol) PivCl y la reaccién se dejé por 45 min, en
el otro matraz de 25 mL se pes6 (0.050 g, 2.67 mmol) de la a-metilen-y-lactama y
se le adiciond 5 mL de THF hasta disolverla completamente, posteriormente, se le
adicion6 1.3 eq de (0.12 mL, 3.20 mmol) n-BuLi, después de 15 min de reaccion,
el matraz con el anhidrido mixto del Naproxeno, fue agregado gota a gota al
matraz del anion de la o-metilen-y-lactama, dejandolo en agitacion, y fue
monitoreada por CCF, finalmente, se realiz6 la separacion diastereoisomérica por
cromatografia en columna hexano-AcOEt (98:2), y se obtuvo como un sélido
blanco con un rendimiento de 14% (0.017 g) del compuesto menos polar (R,S)-
67c. [a]2D0: -35.4 (conc.= 0.8 g/ dL, CHCIs). IR vmax: 2920, 2851, 1727, 1688, 1604,

1352, 1226, 1030, 805 cm. RMN de H (500 MHz, CDCls): & (ppm) 1.58 (d, J =
7.0 Hz, 3H), 2.34 (s, 3H), 3.73 (dd, J = 11.7 y 7.5 Hz, 1H), 3.87 (m, 1H), 3.91 (s,
1H), 4.15 (dd, J = 11.7 y 9.3 Hz, 1H), 5.25 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 5.36 (c, J = 7.0 Hz,
1H), 6.27 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.06-716 (m, 3H), 7.49-7.51 (m, 1H). RMN de 13C
(125 MHz, CDCIz): & (ppm) 19.5. 21.2, 29.8, 41.2, 45.0, 51.4, 55.5, 105.7, 115.0,
119.0, 122.5, 126.7, 127.2, 128.0, 129.1, 129.6, 129.9, 133.8, 136.3, 137.5, 145.2,
157.8. HRMS (FAB*) Calculada para C2sH2sNOs, [M+H]*: 400.1907 Observada
[M+H]*: 400.1952.
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7.7.4 Preparacion del (S)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-(p-
tolil)pirrolidin-2-ona. (S,S)-67c

En un matraz redondo de 25 mL provisto
con barra de agitacion magnética se peso
(0.073 g, 3.20 mmol) del (S)-Naproxeno. A

7S) continuacioén, se le adicionaron 5 mL de

Me THF hasta disolverla completamente,

CoeH25NO3 : ST
PM= 399.49 g/mol enseguida se le adicion6 (0.058 mL, 4.16

mmol) EtsN y (0.118 mL, 9.60 mmol) de PivCl y la reaccion se dejé por 45 min, en
el otro matraz de 25 mL se peso (0.050 g, 2.67 mmol), la a-metilen-y-lactama y se
le adicioné 5 mL de THF hasta disolverla completamente, posteriormente, se le
adicion6 1.3 eq. de (0.12 mL, 3.20 mmol) n-BuLli, después de 15 min de reaccion,
el matraz con el anhidrido mixto del Naproxeno, fue agregado gota a gota al
matraz del anion de la o-metilen-y-lactama, dejandolo en agitacion, y fue
monitoreada por CCF, finalmente, se realiz6 la separacion diastereoisomérica por
cromatografia en columna hexano-AcOEt (98:2), y se obtuvo como un sélido
blanco con un rendimiento del 12% (0.015 g) del compuesto mas polar (S,S)-67c.
[a]ZDOZ +9.0 (conc.= 0.7 g/ dL, CHCI3). IR vmax: 2920, 2851, 1728, 1689, 1604, 1458,

1260, 1029, 643 cmt. RMN de !H (500 MHz, CDCls): & (ppm) 1.59 (d, J = 7.0 Hz,
3H), 2.26 (s, 3H), 3.62 (dd, J = 11.8 y 6.0 Hz, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.98 (m, 1H), 4.29
(dd, J = 11.7 y 9.1 Hz, 1H), 5.29 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.31 (c, J = 7.0 Hz, 1H), 6.24
(d, J = 2.9 Hz, 1H), 6.08-7.72 (m, 4H). RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & (ppm)
19.7, 21.1, 29.9, 31.4, 41.2, 45.1, 51.3, 55.5, 105.7, 118.9, 122.6, 126.6, 127.2,
127.4, 129.1, 129.6, 129.8, 133.8, 136.2, 137.2, 138.3, 145.0, 157.7, 166.6, 176.2.
HRMS (FAB*) Calculada para C26H2sNOs, [M+H]*: 400.1907. Observada [M+H]":
400.1952.
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7.8 Procedimiento general remocion del agente quiral del (S)-

Naproxeno

En un matraz redondo de 10 mL se pesaron los diastereoisomero (R,S)-67c¢
y (S,S)-67c, posteriormente se agregaron 0.5 ml de THF y se inici6 la agitacion,
enseguida se le adicionaron 0.3 mL de una solucion de KOH 1 N y se dejé
reaccionar por 2 h, al término del tiempo de reaccion se realiz6 CCF y el producto
fue aislado con extracciones con DCM (4x3), la fase organica se llevo a sequedad,

obteniendo el producto sin necesidad de purificacion.

7.8.1 Preparacion de la 3-metilen-4-(p-tolyl)pyrrolidin-2-ona. (R)-(67c).
Siguiendo con el procedimiento general, se peso el (R)-

%O 1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-(p-
NH

tolil)pirrolidin-2-ona.  (R,S)-67c, enseguida se le

Q\\ ® adicionaron 0.3 mL de una solucién de KOH 1 N y se
Me

dejo reaccionar por 2 h, obteniéndose un soélido blanco
PM= 187.2420

con un rendimiento del 98% (0.008g) , p.f.= 115-117 °C.
[@X= -40.5 (conc.= 0.34 g/dL, CHCls). IR vmax: 2920,

2851, 1660, 1456, 1259, 1092, 798 cm™. 'H RMN (600 MHz, CDClz): & (ppm) 2.33
(s, 3H), 3.36 (dd, J = 9.7, 5.9 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 9.6, 9.0 Hz, 1H), 4.11-4.16 (m,
1H), 5.17 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.12 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
7.15 (d, J = 8.2 Hz, 2H). 3C RMN (151 MHz, CDCls): d (ppm) 22.7, 44.5, 48.2,
118.0, 127.7, 129.6, 137.0, 138.8, 143.7, 170.3. HRMS (FAB*) Calculada para
C12H13NO [M+H]*: 188.1076. Observada [M+H]*: 188.1091.

7.8.2 Preparacion de la 3-metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (S)-(67c).

Siguiendo con el procedimiento general, se peso el (S)-
1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-(p-
NH| tolil) pirrolidin-2-ona. (5,5)-67c, enseguida se le

O

© adicionaron 0.3 mL de una solucién de KOH 1 N y se

Me dejoé reaccionar por 2 h, obteniéndose un soélido blanco
C12H13NO o - °

PM= 187.24 g/mol con un rendimiento del 98% (0.007 g), p.f.= 115-117 °C.

(%)= 5.6 (conc.= 0.7 g/dL, CHCIs). IR vmax: 2920, 2851,

1660, 1456, 1259, 1092, 798 cm. IH RMN (600 MHz, CDCls): 5 (ppm) 2.35 (s,
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3H), 3.38 (dd, J = 9.7, 5.9 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 9.6, 9.0 Hz, 1H), 4.11-4.16 (m,
1H), 5.17 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.12 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
7.15 (d, J = 8.2 Hz, 2H). 13C RMN (MHz, CDClz): & (ppm) 22.7, 44.5, 48.2, 118.0,
127.7, 129.6, 137.0, 138.8, 143.7,170.3. HRMS (FAB™) Calculada para C12H13NO
[M+H]*: 188.1075. Observada [M+H]*: 188.1076.

7.9 Procedimiento general para la evaluacion in vitro de la actividad
inhibitoria de las a-metilen-j)<lactamas sobre las enzimas de o-

glucosidasas.

Se evalué la actividad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasas
intestinales de las a-metilen-j-lactamas a una concentracion exploratoria de 1000
uM, utilizando Acarbosa (1000 uM) como referencia.

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, las cuales fueron sacrificadas por
dislocacion cervical; posteriormente se realizé una incision abdominal, se removio
cuidadosamente el intestino delgado y se lavé varias veces con una soluciéon de
NaCl al 0.9% en una solucion tampon de fosfato de sodio 10 mM (pH 7.0) y
ampicilina (1 mg/mL), posteriormente, se aislo el tejido adiposo, y al tejido libre de
grasa se le realizé un corte longitudinal. A continuacion, sobre una superficie de
cristal, en un bafio de hielo, se rasp6 el intestino para lograr obtener la mucosa
intestinal. EI material obtenido fue homogeneizado y almacenado en criotubos a -
80 °C.

Para medir la actividad enzimatica se utilizé almidon de maiz como sustrato
(12.5 mg/mL) en una solucién tampodn de fosfatos 10 uM (pH 7.0). De este modo,
se efectuaron reacciones por cuadruplicado, adicionando 100 pL de sustrato, 60
uL de la solucion tampdén y 25 uL de las muestras de prueba; las reacciones
fueron iniciadas con la adiciéon de 50 uL de enzima, incubando cada tubo en un
termoblock a 37 °C durante 10 minutos a 450 rpm. Las reacciones se detuvieron
con la adicion de 2 uL de Acarbosa y se colocaron inmediatamente en un bafio de
hielo. La determinacion de glucosa liberada fue cuantificada mediante un kit
comercial de glucosa oxidasa (GOD-POD, SpinReact), siguiendo las indicaciones
del fabricante (relacion 1:100 muestra/reactivo; 250 uL de volumen final), en
microplacas de 96 pozos, midiendo su absorbancia a 505 nm en un lector de
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microplacas genérico. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el
programa GraphPad Prism 6.01 para el calculo del andlisis de varianza (ANOVA)
de una via seguida de la prueba de Dunnett para comparar los tratamientos contra

el control.

7.10 Procedimiento general para la evaluacibn de la actividad

antiinflamatoria de las a-metilen-)-lactamas.

Se evaluo la actividad antiinflamatoria de mediante un modelo murino de
induccion de edema auricular con TPA (acetato de 12-O-tetraecanoil-forbol), a una
dosis de 10 mg/oreja, utilizando indometacina como control positivo.

El protocolo fue aprobado por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de la Facultad de Medicina (CCUAL-FM-UAEM), con el nimero de
autorizacion 005/2018. Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 (20-25 g, 8-
12 semanas de edad), obtenidos de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos. Los animales fueron mantenidos bajo
condiciones estandar de laboratorio, a una temperatura constante (22 £ 1 °C), en
un ciclo de 12 horas luz/oscuridad y una humedad de 45-65%, de acuerdo con lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Previo al inicio del experimento, los animales fueron separados
aleatoriamente en 5 grupos de experimentacion. Todos fueron anestesiados con 3
Ul de pentobarbital. Para la induccion del edema se empled una solucién de TPA
(2.5 mg) disuelto en etanol (10 mL), el cual induce una respuesta inflamatoria
caracterizada por edema e hiperplasia epidérmica, signos asociados a un
incremento de eicosanoides (PGE2 y LTB4) mediante diferentes mecanismos,
como la activacion de la proteina cinasa C, la fosfolipasa A2, la induccion de la
ciclooxigenasa y la traslocacion o activacion de la lipoxigenasa.

A todos los grupos se les administré tépicamente 10 L de TPA en ambos
lados de la oreja derecha (5 pL/lado). Transcurridos 10 minutos, se administraron
las muestras de prueba, disueltas en una solucion 90:10 Agua:DMSO. El grupo 1
fue administrado con la solucion agua:DMSO, mientras que al grupo 2 se le
administré indometacina (10 pg/oreja). En todos los casos, la oreja izquierda fue
tratada con vehiculo. Finalmente, 4 horas después del tratamiento, los ratones

fueron sacrificados por dislocacién cervical, removiendo circulos de 6 mm de
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diametro de cada una de las orejas.

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realiz6 mediante un
ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnett para determinar
diferencias estadisticamente significativas al comparar todos los grupos con el

vehiculo; utilizando el programa GraphPad Prism, Version 5.0.
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8. Anexos
RMN H (200 MHz, CDCIs), 2-bencilidenmalonato de dimetilo. (63a).
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RMN %3C (50 MHz, CDCIs), 2-bencilidenmalonato de dimetilo. (63a).
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RMN H (400 MHz, CDCIs), 2-(4-clorobenciliden)malonato de dimetilo. (63b).
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RMN 13C (100 MHz, CDClIz), 2-(4-clorobenciliden)malonato de dimetilo. (63b).
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RMN H (400 MHz, CDCIs), 2-(4-metilbenciliden)malonato de dimetilo. (63c).
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RMN %3C (100 MHz, CDClIz), 2-(4-metilbenciliden)malonato de dimetilo. (63c).
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RMN H (400 MHz, CDCIs), 2-(2-clorobenciliden)malonato de dimetilo. (63d).
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RMN 13C (100 MHz, CDClIz), 2-(2-clorobenciliden)malonato de dimetilo. (63d).
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RMN 13C (100 MHz, CDClIz), 2-(2-nitro-1-feniletil)malonato de dimetilo. (64a).
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HSQC (100 MHz, CDCls), 2-(2-nitro-1-feniletil)malonato de dimetilo. (64a).
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RMN H (400 MHz, CDCls), 2-(2-nitro-1-(4-clorofenil)etil)malonato de dimetilo.
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RMN %3C (100 MHz, CDClg), 2-(2-nitro-1-(4-clorofenil)etil)malonato de dimetilo.
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RMN !H (400 MHz, CDClg), 2- (2 nitro-1-(p- tolll)etll)malonato de dimetilo. (64c).
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RMN 13C (100 MHz, CDClIz), 2-(2-nitro-1-(p-tolil)etil)malonato de dimetilo. (64c).
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RMN H (200 MHz, CDCls), 2-(2-nitro-1-(2-clorofenil)etil)malonato de dimetilo.

NOZ2O-CI1H
NO2 O-Cl
1H CpCl3
200MHz
19-07-18
alexis

= = @ om—o@mTo-oonomo To -
= oo Sommdg@ooomn ey o a

RMN 23C (50 MHz, CDCIs), 2-(2-nitro-1-(2-clorofenil)etil)malonato de dimetilo.
(64d).
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RMN H (200 MHz, CDCIs), 2-(2-nitro-1-fenilbutil)malonato de dimetilo. (64e).
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RMN 13C (50 MHz, CDCIs) 2-(2-nitro-1-fenilbutil)malonato de dimetilo. (64e).
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RMN H (400 MHz, CDCIs), 2-(1-(4-clorofenil)-2-(nitrobutil)malonato de dimetilo.

(64f).
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RMN

13C (100 MHz, CDCls), 2-(1-(4-clorofenil)-2-(nitrobutil)malonato de dimetilo

dimetilo. (64f).
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ILEO2271Hry ra =

RMN H (200 MHz, CDCIs), 2-(2-nitro-1-(p-tolil)butil)malonato de dimetilo. (649).
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RMN 13C (50 MHz, CDCIls), 2-(2-nitro-1-(p-tolil)butil)malonato de dimetilo. (649).
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RMN H (400 MHz, CDCIs), 2-oxo0-4-fenilpirrolidina-3-carboxilato de metilo. (65a).
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-oxo0-4-fenilpirrolidina-3-carboxilato de metilo. (65a).
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RMN H (400 MHz, CDCls), 2-ox0-4-(4-clorofenil)pirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(65Db).
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RMN 13C (100 MHz, CDClIz), 2-ox0-4-(4-clorofenil)pirrolidina-3-carboxilato de
metilo. (65b).

ILED280-13C oo
ILED280 oa

550
530
475
437

Mercury 400 MHz-ID 3mi T
oCl3

DRA. LINZAGA

04022020

RVR

T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20

10 0

111



RMN *H (500 MHz, CDCIs), 2-ox0-4-(p-tolil)pirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(65c).
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RMN 13C (125 MHz, CDCls), 2-oxo-4-(p-tolil)pirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(65c).
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RMN H (400 MHz, CDCIls), 2-ox0-4-(2-clorofenil)-pirrolidina-3-carboxilato de
metilo. (65d).
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RMN %3C (100 MHz, CDClz), 2-ox0-4-(2-clorofenil)-pirrolidina-3-carboxilato de
metilo. (65d).
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RMN H (600 MHz, CDCls), 5-etil-2-oxo-4-fenilpirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(65e).
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RMN 13C (151 MHz, CDClz), 5-etil-2-oxo-4-fenilpirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(65e).

IEoz3y 2202020909090 Bm=omsccTo

sngle pusEdecoupled gated NOE 85 S 8RR E R Egi E i §§
e [ ~ I '
1
|
|
I
I 1
!
]
i L A m IH‘ H |
T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10 o

114



RMN H (400 MHz, CDCIls), 4-(4-clorofenil)-5-etil-2-oxopirrolidina-3-carboxilato de
metilo. (65f).
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RMN 13C (100 MHz, CDClIz), 4-(4-clorofenil)-5-etil-2-oxopirrolidina-3-carboxilato de
metilo. (65f).
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RMN H (200 MHz, CDCls), 5-etil-2-ox0-4-(p-tolil)pirrolidina-3-carboxilato de metilo.

(659).
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RMN 13C (50 MHz, CDCIls), 5-etil-2-ox0-4-(p-tolil)pirrolidina-3-carboxilato de metilo.
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RMN H (400 MHz, CD30OD), 3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona. (66a).
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RMN 13C (100 MHz, CD30D), 3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona. (66a).
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HSQC 3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona. (66a).
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RMN H (500 MHz, CD30OD), 3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (66b).
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RMN %3C (125 MHz, CDsOD), 3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (66b).
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RMN H (400 MHz, CDCIs), 3-(hidroximetil)-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (66c).
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RMN 13C (100 MHz, CDCls), 3-(hidroximetil)-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (66c).
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RMN H (400 MHz, CD30OD), 3-(hidroximetil)-4-(2-clorofenil)pirrolidin-2-ona
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. (66d).

RMN 13C (100 MHz, CDs0OD), 3-(hidroximetil)-4-(2-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (66d).
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RMN H (600 MHz, CDCIs), 5-etil-3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona. (66e).
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RMN %3C (165 MHz, CDClz), 5-etil-3-(hidroximetil)-4-fenilpirrolidin-2-ona. (66e).

7734
-‘irna
“7ea1

ILEO2z120-01
singlegpiise decoupled gated NO
\/

—62.18

—58,10
5185

4923

—2895
26,77

10,84

1oz

T T T

I 1
|
‘I H
| /|
T T T

T T
160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

170

122



RMN H (400 MHz, CDCIs), 5-etil-3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona.
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RMN 13C (100 MHz, CD30OD), 5-etil-3-(hidroximetil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona.
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RMN H (600 MHz, CD3OD), 5-etil-3-(hidroximetil)-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (669).
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RMN H (600 MHz, CDCIs), 3-metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (67a).
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RMN H (500 MHz, CDCIs), 3-metilen-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (67b).
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RMN H (400 MHz, CDCls), 3-metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (67c).
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RMN H (600 MHz, CDCIs), 3-metilen-4-(2-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (67d).
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RMN H (600 MHz, CDCIs), 5-etil-3-metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (67¢e)-anti.

LLLLLLLL

0,00

ILE0Z-132 - == oo EEE3
single_pulse 'i_';'__%T'/;:_j ‘i.‘; o ,111._‘3 Zém-‘i’n"
Ve
/
|'f
[
14
J
|
/ g r
/ s
/ J J J /
|
I z T T
T T T T T T T T T
8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.5 50 5 3.5

4.0
f1 (ppm)

RMN 13C (151 MHz, CDClz), 5-etil-3-metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (67e)-anti.

ILED2-132 = 83 Zas = =
sngle pulse gecoupled gated NOE ¥ = 285 E ]
| |1 NI | -

i H | J i

6207
2892
10,16

7680
5187

1.10

T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80
1 (ppm)

129



RMN H (600 MHz, CDCls), 5-etil-3-metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (67€)-syn.
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RMN 13C (151 MHz, CDCls), 5-etil-3-metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (67€e)-syn.
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RMN H (400 MHz, CDCls), 5-etil-3-metilen-4-(4-clorofenil)pirrolidin-2-ona. (67f).
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RMN H (600 MHz, CDCls), 5-etil-3-metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (67g).
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RMN !H (200 MHz, CDCIs), acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) propanoico. (77).
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RMN H (500 MHz, CDCls), (R)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-
metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (R,S)-67a.
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RMN H (500 MHz, CDCls), (S)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-

metilen-4-fenilpirrolidin-2-ona. (S,S)-67a.
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RMN H (500 MHz, CDCls), (S)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-
metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (S,S)-67c.
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NOESY. (S)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-

2-ona. (S,S)-67c.
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RMN H (500 MHz, CDCls), (R)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-
metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-2-ona. (R,S)-67c.
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NOESY. (R)-1-((S)-2-(7-metoxinaftalen-2-il)propanoil)-3-metilen-4-(p-tolil)pirrolidin-
2-ona. (R,S)-67c.
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RMN IH (500 MHz, CDCIls), (R)-2-oxo0-4-(p-tolil)pirrolidina-3-carboxilato de metilo.
(R)-67a.
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A series of B-mono- and B,y-di-substituted o-methylene-y-lactams was synthesized. This method
involves the 1,4-addition of nitroalkanes to arylidenemalonates to obtain nitro derivatives using a con-
ventional method and microwave irradiation. Subsequent nitro reduction provided o-carbomethoxy-vy-
lactam, a versatile molecule that was used to obtain the alcohol. After alcohol, the mesylate was obtained,
which was eliminated to give the o-methylene-y-lactams. The process characteristics are easy work-up,
mild reaction conditions, and good yields.
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Introduction

v-Lactams are considered one of the most important heterocy-
cles in medicinal chemistry and can be widely found in a large
number of natural products with a broad spectrum of biological
activities as well as in different drug candidates [1,2]. The y-lactam
rings have also been utilized as key intermediates in many synthe-
ses of y-amino acids [3,4], such as baclofen, pregabalin, phenibut,
and peptidomimetics [5-7]. Accordingly, y-lactams have great
interest in organic chemistry, and different approaches have been
developed for their synthesis. In particular, a-methylene-y-lac-
tams are less widespread in nature and show activities similar to
those of the isosteric analogs o-methylene-y-lactones but with
fewer toxic side effects [8]. In recent years, the synthesis of a-
methylene-y-lactams has received considerable attention due to
their excellent activities as well as their role as building blocks
for obtaining nonproteinogenic amino acids such as kainic acid
[9], natural products such as salinosporamide A [10], and alkaloids
such as isocynometrine [11,12]. In addition, a-methylene-y-lac-
tams have been found to be incorporated into natural products,
such as anantine and isoanantine [13], which have been isolated
from the Cynometra plant and have been used in traditional African
medicine as a remedy for pain. Pukeleimide E [14], isolated from a
seaweed called Lyngbya majuscula, is a cytotoxic agent against
Mycobacterium smegmatis and Streptococcus pyogenes (Fig. 1). Fur-

* Corresponding author.
E-mail address: linzaga@uaem.mx (I. Linzaga-Elizalde).

https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2022.154105
0040-4039/© 2022 Elsevier Ltd. All rights reserved.

thermore, o-methylene-y-lactams showed moderate inhibitory
activity against homoserine transacetylase of Haemophilus influen-
zae in vitro [15]. Additionally, these compounds have also shown
antitumor [16-18], anti-inflammatory [19], and antifungal [20]
activities. In this sense, Heliotropamide A [21] and Bisavenan-
thramide B-6 [22] are produced by the biosynthesis of N-E-feruloyl
tyramine and Aventhranamide E, respectively, which is due to the
stress suffered by some plants. These compounds show some prop-
erties, such as acetylcholinesterase inhibitory activity, and they can
be regarded as promising against neurodegenerative disorders
[23]. (Fig. 1).

o-Methylene-y-lactams have also been used since 1985 as poly-
mers in the preparation of contact lenses and for biomedical appli-
cations [24,25]. However, currently, the knowledge about
polymerization to obtain polymeric materials is very poor. Their
properties as kinetic hydrate inhibitors have been studied in indus-
try, and recently, some research groups have carried out studies to
obtain the characteristics of such polymers, including their degra-
dation behavior [26-28].

As aresult of its biological and polymeric activity, caused in part
by the presence of o-exomethylene conjugated to the carbonyl
group of y-lactam, several synthetic approaches have been devel-
oped for the preparation of derivatives of a-methylene-y-lactams
[29].

The approaches to obtain o-methylene-y-lactams have been
divided into five main groups (Scheme 1): a) Aza-Barbier reaction
applied by Lin [30] and Lee [31], b) Morita-Baylis-Hillman devel-
oped by Rios [32], ¢) Horner-Wadsworth-Emmons applied by
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Krawczyk [33] and Beji [34], and d) Reformatsky described by
Belaud [35] and Letourneux [36]. Additionally, e) there are other
methods that use the addition of organometallic reagents and sub-
sequent cyclization [37]. In this way, several metals, such as Zn
[38], In [39,40], Pd [41,42], Cu [43], and Rh [44,45] were found to
promote this reaction efficiently. Allylboration of aldimines [46]
also represents an important route. (Scheme 1).

Considering the biological importance and the multiple applica-
tions of o-methylene-y-lactams, we report herein the synthesis of
o-carbomethoxy-y-lactams through Knoevenagel condensation,
which are readily converted into a-methylene-y-lactams incorpo-
rating B-aryl or B-aryl-y-alkyl substituents. This synthetic route

Table 1
Synthesis of a-carbomethoxy-B-aryl-y-lactams 3a-g.

(O]
Method

o
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represents a straightforward way to obtain o-methylene-y-
lactams.

Results and discussions

Based on our previous report, we first prepared arylidene-
malonates 1a-d. Thus, a Knovenagel condensation using dimethyl
malonate and different aromatic aldehydes gave the desired start-
ing materials 1a-d [47]. In the next step, we carried out the 1,4-
addition. The arylidenemalonates 1a-d were reacted with nitro-
methane and potassium carbonate in toluene as solvent at room
temperature to obtain the corresponding y-nitroesters 2a-d with
yields from 65 to 81% (Table 1, Method A). It is important to note
that when arylidenemalonates 1a-c¢ were reacted with 1 nitro-
propane under these conditions, Compounds 2e-g were not
obtained. Due to the above results, to study other methods for
the synthesis of 2e-g, we carried out reactions 1a-c using 1 nitro-
propane and 1,8-diazabicyclo[5.4.0lundec-7-ene (DBU) under irra-
diation with microwaves (MW) (50 W) at 80 °C, and y-nitroesters
2e-g were obtained in moderate yields (54 to 59%) (Table 1,
Method B). Additionally, we tested the reaction of arylidene-
malonate 1b with nitromethane and DBU (10% mol) under MW
irradiation (50 W, 80 °C) for 30 min. However, after purification
by column chromatography, only traces of product were obtained.
Finally, 1a-d were also reacted using DBU (5% mol) by MW irradi-
ation (50 W, 30 °C) for 5 min (Method C); in this way, 2a-d were
obtained after purification in 31-73% yield. In the next step, nitro
derivatives 2a-g were reduced by catalytic hydrogenation with
Ra-Ni at room temperature and atmospheric pressure in the pres-
ence of methanol. The in situ cyclization of the resulting amine
afforded the a-carbomethoxy-B-aryl-y-lactams 3a-g, with yields
from 75 to 88% (Table 1).

Subsequently, we continued with the formation of the double
bond to obtain the desired a-methylene-y-lactam. Different meth-
ods in the literature to prepare alkenes involve the elimination of
bromoalkanes. Taking this into account, we decided to apply the
Appel reaction [48,49]. Herein, the key step is the formation of
the double bond without isomerization since it must be endocyclic.
Thus, the a-carbomethoxy group of 3d was treated under reduc-
tion conditions (NaBH,, THF/MeOH) to obtain alcohol 4d in 51%
yield, which after purification was subjected to reaction with car-

o H,, Ra-Ni o o

Meo)j/KOMc _Method ooy oMe MeOH Meo)‘jiN,H
o ABorC A N0, L 17h A

R
la-d 2a-g 3a-g
Substrate Ar R Method, Yield product Yield product
time 2a-g (%) 3a-g (%)
1a CeHs H A, 48 h 2a (65) 3a (85)
C, 5 min (30)
1b p-ClCsHy H A, 48 h 2b (81) 3b (83)
B, 30 min traces
C, 5 min (56)
1c p-MeCgHy H A 24h 2c (71) 3¢ (85)
C, 5 min (31)
1d 0-ClCgHy H A, 48 h 2d (69) 3d (88)
C, 5 min (73)
1a CgHs Et B, 5 min 2e (55) 3e (75)
1b p-ClCeHy Et B, 5 min 2f (59) 3f(75)
1c p-MeCgHy4 Et B, 5 min 2 g (54) 3g(82)

Method A: MeNO,, K»CO3, PhMe, 26 °C.
Method B: MeNO, or CHs(CH,),NO,, DBU (10% mol), MW (50 W), 80 °C.
Method C: MeNO,, DBU (5% mol), MW (50 W), 30 °C.
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bon tetrabromide and triphenylphosphine in dichloromethane for
3.5 h, giving alkyl bromide and triphenylphosphine oxide (reaction
byproduct). Even with subsequent washing with hexane and ether,
in addition to purification by column chromatography, it was not
possible to eliminate the triphenylphosphine oxide. In this way,
the mixture was then reacted with cesium carbonate and tetra-
butylammonium iodide (TBAI) [50] in N,N-dimethylformamide at
room temperature for 24 h, yielding 5d with triphenylphosphine
oxide from the starting substrate, so it was not possible to calculate
the yield (Scheme 2).

To study other methods for the synthesis of a-methylene-y-lac-
tams, we carried out the dehydration of alcohol 4c with p-toluene-
sulfonic acid at reflux in toluene for 24 h, obtaining 5c¢ in 13% yield.
In another experiment, alcohol 4c was reacted with copper bro-
mide and N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) [51] in refluxing
toluene for 24 h, and 5¢ was obtained in only 15% yield. In addition
to the low yield, the drawback in this assay was the removal of the
N,N-dicyclohexylurea (reaction byproduct) after several washes
with HCl 10% and saturated NaHCOs; solution (Scheme 3).

Because the desired double bond could not be obtained in good
yield by the above methods, we explored the formation of the
mesylate from alcohol 4c. In this context, alcohol 4¢ was reacted
with mesyl chloride using triethylamine as a base in dichloro-
methane [52,53], producing methanesulfonate 6¢ in 78% yield.
Continuing with our goal, we studied the elimination reaction in
mesylate 6¢ with different bases and solvents (Table 2). In the first
assay, 6¢ was treated with 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene
(DBU) [54] in dichloromethane, obtaining a complex mixture of
products, which made its purification difficult. However, when

QO o [} 1. CBry, PPhs, CH,Cl, 0
ME;E&N"“ NaBH, l&j\m 0tort,3.5h Q?M\/N_H s
THF/MeOH 2. CsyCO;, TBAL, DMF
- 51% - 1,24 h al
3d 4d 5d

Scheme 2. Preparation of a-methylene-y-lactam 5d by Appel reaction.

pTsOH, PhMe

o O _110°C, 24 h, 13%
H - N-H

CuBr, DCC, PhMe
Me 4 110 °C, 24 h, 15% 5c

Scheme 3. Preparation of o-methylene-y-lactam 5c.

Table 2
Optimization reaction conditions for mesylate group elimination.

O
MsCl, Et;N, CHyCL,  MsO N-H Reaction @
Otort,17h conditions

78%
L Me 6c

Entry Reaction conditions Yield product 5¢ (%)
1 DBU (1 equiv.)/CH,Cl, rt, 12 h c.m.

2 K>CO3 (1 equiv.)/CH,Cly, 1t, 24 h n.r.

3 K>COs3 (3 equiv.)/PhMe, rt, 24 h N.I.

4 Cs,CO3 (3 equiv.)/CH,Cly, 1t, 24 h n.r.

5 EtsN (2 equiv.)/CH,Cl, 1t, 24 h n.r.

6 Et5N (3 equiv.)/CH,Cly, rt, 36 h n.I.

7 KI (1 equiv.)/DMF, 120 °C, 2.5 h 65

8 1 N NaOH (33% mol)/THF, rt, 5 h 89

c.m.: complex mixture; n.r.: no reaction.
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potassium carbonate in dichloromethane or toluene was used,
the reaction did not proceed (Entries 2 and 3). In another experi-
ment, cesium carbonate in dichloromethane was used without
obtaining a good result (Entry 4). In the following experiments,
excess triethylamine was used, but the elimination reaction was
not carried out (Entries 5 and 6). Next, potassium iodide [55,56]
in N,N-dimethylformamide was used at 120 °C for 2.5 h, obtaining
5¢ with a 65% yield (Entry 7). To improve the yield, 1 N sodium
hydroxide [57] in THF was used. After 5 h of reaction, 5¢ was pro-
duced with 89% yield (Entry 8). We did not observe the endocyclic
double bond despite being the most stable.

With the optimized conditions on hand, we carried out the
unsaturation formation of all the o-carbomethoxy-y-lactams. First,
the reduction of o-carbomethoxy-y-lactams 3a, b, and d-g was
carried out (NaBH4 and THF/MeOH), and the corresponding alco-
hols 4a, b, and d-g were obtained. After purification, products
4a, b, and d-g were treated with methanesulfonyl chloride, and tri-
ethylamine in dichloromethane afforded the corresponding mesy-
late, which was not purified. Afterward, the elimination reaction
with 1 N NaOH was carried out in tetrahydrofuran to obtain o~
methylene-y-lactams 5a, b, and d-g with yields from 65 to 90%,
after purification by column chromatography (Scheme 4).

In 'H and '3C NMR, the main characteristic of these compounds
are the double signals of vinyl hydrogens (in 6.09-6.44 and 5.11-
5.44 ppm) and the carbon signals of the double bond (in 110-
123 ppm). It is important to mention that 5e-g was obtained as
inseparable diastereomeric mixtures, and only 5e could be sepa-
rated by column chromatography into 5e-syn and 5e-anti. In gen-
eral, the obtained Compounds 5a-g showed similar spectroscopic
data (IR, 'H, and '>C NMR), which are in agreement with data
reported from similar structures [58].

Additionally, 5¢, the derivative prepared from p-methylben-
zaldehyde, crystallized in the form of a crystal suitable for X-ray
crystallography so that the geometry adopted in the solid state
could be analyzed [59]. As shown in Fig. 2a, the y-lactam ring
adopts an envelope form, with the exocyclic methylene group
almost perpendicular to the p-methylphenyl group, with a torsion
angle of H,C = C—C—CAr = —41.8(2)°. The exocyclic methylene and
carbonyl groups are almost coplanar and have a torsion angle of
H,C = C-C=0 = —-5.6(2)°. Furthermore, the NH hydrogen atoms
participate in the intermolecular NH-..-O=C hydrogen bridge,
which is shown in Fig. 2b.

o o 0 [¢]
- 1. MsCl, Et;N, CH,Cl,
MeO N-H ——224  _|HO N-p| _0tort, 17h N-H
THF/MeOH JINNOETHE &
‘Al 9
b Pty AR 21N I\Adcglﬁ THF

5a; Ar=CgHs, R = H, 76%
5b: Ar=p-CICgH,. R = H, 83%
5d; Ar = 0-CICgH,, R = H, 90%
Se; Ar = CgHs, R = Et, 70%

5f; Ar = p-CICgH,, R = Et, 65%
5g; Ar=p-MeCgH,, R = Et, 80%

3a,b,d-g

Scheme 4. Synthesis of o-methylene-y-lactams 5a, b, and d-g.

a) b)

Z;‘\ i "
. e o ‘{ f{ 1:1

Fig. 2. a) Perspective view of the molecular structure of Compound 5c. b) A
fragment of the crystal lattice showing the intermolecular NH---O=C hydrogen
bridge.
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Conclusions

A synthesis from arylidenemalonates to obtain f-mono- and B,
v-di-substituted o-methylene-y-lactams using easily available
starting materials was developed.

In comparison with the conventional method using a base and
solvent, the 1,4-addition of nitroalkanes to arylidenemalonates
using MW irradiation afforded the corresponding nitroderivatives
in moderate yields within 5 min. Reduction of nitroderivatives fol-
lowed by cyclization in situ provided the a-carbomethoxy-y-lac-
tams with excellent yields. Considering the o-carbonyl ester of
the lactams, the reduction was carried out to obtain alcohols.
Mesylation of alcohols to later carry out its elimination and, in this
way, o-methylene-y-lactams were afforded in a straightforward
and efficient way. The geometry adopted by lactam 5c in the
solid-state could be analyzed. Additionally, we anticipate the use
of this procedure in the preparation of a-methylene-y-lactams as
key intermediates in the synthesis of compounds with important
pharmacological properties.
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