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INTRODUCCION

Desde hace varios afios se cred un proyecto interdisciplinario entre el
Departamento de Quimica Organica de la Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autdonoma de Meéxico y el
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la misma
universidad.

Este proyecto consiste en llevar a cabo la sintesis de los compuestos en el
Departamento de Quimica Organica, para que en el Departamento de
Farmacologia se pruebe su posible actividad inmunoactivadora contra melanomas.

A lo largo de estos afios se han sintetizado numerosos compuestos, algunos de
los cuales han dado excelentes resultados como compuestos con actividad
inmunoactivadora. Por esto, es necesario continuar estudiando las rutas sintéticas
de los productos que ya han sido entregados para lograr su optimizacion. Con
base en los resultados obtenidos hasta el momento, se ha propuesto la sintesis de
nuevos compuestos para probar su posible actividad inmunoactivadora.

Esta tesis se realiz6 con el objetivo de proporcionar a! Departamento de
Farmacologia 1g de cada uno de los productos siguientes: 3-metoxicarbonil-7-
hidroxicumarina, 3-etoxicarbonil-7-hidroxicumarina, 2-etoxicarbonil-3 (3'-hidroxi-4'-
metoxifenil)propenoato de etilo, y acido 2-carboxi-3-(4’-hidroxi-3'-metoxifenil)-2-
propendico asi como el de hacer un estudio para optimizar la ruta sintética para
obtener la 3-hidroxicumarina.




ANTECEDENTES

EL CANCER

La palabra cancer se utiliza para nombrar un grupo de enfermedades
caracterizadas por el crecimiento anormal de las células. Se manifiesta por la
reduccién o pérdida de control en el crecimiento y funcion celular. En términos
moleculares y biolégicos, todos los tipos de cancer tienen defectos parecidos en la
regulacién de la proliferacion y de la muerte celular®.

Las células cancerosas pueden distinguirse de las células normales por medio de
un examen microscopico, ya que las primeras se observan con una menor
diferenciacién. Las células malignas presentan una alta relacién nucleo-
citoplasma, un nucleolo prominente, varias mitosis y estructuras relativamente
poco diferenciadas. La presencia de células con capacidad invasiva es un
diagnéstico suficiente para indicar malignidad?.

La carcinogénesis es un proceso de varias etapas que desemboca en el cambio
de una célula normal en una célula cancerosa. La conversion de una célula normal
en una neoplasica requiere de multiples mutaciones, principalmente en los genes
que codifican a las proteinas que participan en el control de la proliferacion. Las
mutaciones que inducen ta formacion de cancer pueden ocurrir en células en
division y pasar a la progenie. Los factores que promueven la carcinogénesis
pueden ser externos (productos quimicos ambientales, tabaquismo, radiacién o
infecciones virales) o internos (defectos en el sistema inmune y predisposicion
genética).

! Tannock, 1. y HillLR. 1999. The basics science of oncology. 3°. Ed. Mc-Graw-Hill. EEUU. Cap 1.2,
Z Lodish, H.; Berk, A_; Zipursky, S.L.; Matsudaira , P.; B . D.Y D J. 2000, Nar
Biology. 4° ed Sciennf‘ ic American Books. EE.UU. 1033-1174




Dado que existen diferentes mecanismos que promueven la carcinogénesis, las
neoplasias generadas son diferentes, varian en tiempo de crecimiento, grado de
diferenciacion celular, detectabilidad, invasividad, potencial metastasico, respuesta
a tratamientos y pronéstico®,

ta formacion de tumores requiere de tres estadios conocidos que son: iniciacion,
promocion y progresion. La iniciacibn que se origina por alguna causa
procarcinégena, resulta en la alteracion especifica de genes susceptibles. La
célula mutada incrementa su capacidad de proliferacion, lo cual le permite entrar al
ciclo celular para proliferar. Este fendmeno es irreversible y los cambios
moleculares pueden permanecer latentes hasta que otro estimulo induzca la
proliferacion®.

El segundo estadio conocido como promocion, se caracteriza por un estado de
hiperfloracion o hiperplasia. Esta proliferacion es selectiva y puede dar origen a
lesiones premalignas o tumores benignos. Los promotores pueden ser, en general,
sustancias quimicas exdgenas, estimuios fisicos o bien agentes endégenos como
las hormonas. Adicionalmente a la proliferacion excesiva, la descendencia de
estas células presenta una apariencia anormal en su estructura y orientacion,
condicion que se denomina displasia.

Existe un tipo de tumor que se genera “in situ”, éstos normalmente derivan de
epitelios y son tumores benignos pues la mayoria de las veces son de tamafio
pequefo, se encuentran encapsulados y no invaden el tejido que los rodea.
Causan dafno al ejercer presion local u obstruccién en érganos vitales, por lo que
el tratamiento quirurgico constituye una opcién efectiva® .

3Ruddon,W.R. 1995. Cancer Biology. 3® ed. N.Y. Oxfrod University Press. 520pp
* Ibidem.

S Andrés J.P. 1999 Patologia molecular de Ia progresion tumoral. Fox Chase Cancer Center 9:
138-143




La tercera etapa se refiere a la conversion de lesiones premalignas en tumores
malignos y su progresion. Durante esta etapa las células neoplasicas adquieren
gradualmente caracteristicas cada vez mas agresivas, es decir: un fenotipo
invasivo y metastasico. Si los cambios genéticos permiten que el tumor comience
a invadir la membrana basal y a diseminarse a través del flujo sanguineo o
linfatico, se considera que el tumor ha llegado a ser maligno®.

El melanoma es un tumor maligno que se puede llegar a formar en los
melanocitos, los cuales son un tipo de células encargadas de dar la coloracion a la
piel. La mayoria de los melanomas se localizan en la piel pero pueden localizarse
también en otros lugares como en las mucosas y la retina. La piel esta constituida
por dos capas principales: la epidermis (exterior) y dermis (interior); los
melanocitos se encuentran en la epidermis. E| factor etiopatogénico mas
importante en el desarrollo del melanoma maligno es la radiacion solar. La
radiacion ultravioleta tiene mayores consecuencias en personas con fenotipos de
piel clara’.

El proceso de metastasis se refiere a la diseminacion de células cancerosas
desde su sitio original a otras partes del cuerpo. Las células cancerosas pueden
invadir el tejido adyacente por extension del tumor. También pueden romper el
contacto con otras células del tejido de origen, atravesar la barrera de ia lamina
basal y entrar a la circulacién sanguinea para formar tumores secundarios en
sitios lejanos al del origen. Las células con esta capacidad se llaman células
metastaticas. Solo los tumores malignos tienen la capacidad de producir
metastasis, invadir al tejido adyacente y destruirio.

El sitio anatdmico del tumor proporciona datos sobre el curso clinico del mismo.
Ademas, indica la probabilidad y ruta de producir metastasis, los efectos del tumor
sobre las funciones del cuerpo y el tratamiento que puede aplicarse. Se ha
demostrado que cada tipo de célula cancerosa tiene afinidad para metastatizar a
ciertos organos. Los sitios secundarios mas comunes para la proliferacion de

¢ Andrés, J.P. op. cit. pp 138-143.




metastasis de cualquier tipo de cancer son los pulmones, el higado, los ndédulos
linfaticos, la médula ésea y el cerebro. En general, el sitio inicial de formacion de
tumores secundarios tiende a ser el érgano que contiene la primera red capilar
encontrada por las células después de ser liberadas del tumor®. Cuando ias
células tumorales entran en el sistema linfatico, pasan por los nodos linfaticos
regionales donde pueden ser retenidas y ahi es donde se puede provocar un
crecimiento metastasico. Una vez que las células cancerosas alcanzan los vasos
sanguineos, pueden llegar a tejidos distantes a través del torrente sanguineo; pero
sélo el 0.01% de las células que entran en la circulacion tiene la capacidad de
formar un tumor metastasico secundario®.

CUMARINA

La cumarina es un producto natural que se encuentra en diversas plantas como en
haba de Tonka, el clavo, el trébol dulce y algunos aceites esenciales como el de
lavanda'®.

Quimicamente es una lactona llamada 1,2-benzopirona del acido o-hidroxifenil-
propendico; tiene un peso molecular de 146.5g/mol, p.f. de 68-70°C y un p.e. de
303°C. Es soluble en etanol, cloroformo y aceites.
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Cumarina
Se ha encontrado que posee actividad antipirética y antiinflamatoria por lo que se
ha utilizado en el tratamiento de enfermedades reumaticas. Dado que estimuia la
actividad fagocitaria en macréfagos y otras células del sistema inmune, ha sido
utilizada en el tratamiento de infecciones crénicas (brucelosis, micoplasmosis,
toxoplasmosis).

7 Lodish op. cit.

° Liotta, L. 1986 Tumor it ion and role ... Cancer Res. 48: 1-7.

? | odish op. cit.

° Nair, R. V. Et al.. 1991. Novel coumarins as potential inogenic ag . Carcinog
12: 65-69.




Actualmente algunos derivados cumarinicos como ia warfarina y el dicumarol son
utilizados como anticoagulantes. Estos derivados comenzaron a utilizarse en el
tratamiento de neoplasias para prevenir la formacion de estroma de fibrina
alrededor del tumor. A mediados del siglo pasado se describid la asociacién de la
fibrina con los tumores y se postuld que ésta pudiera tener importancia en la
produccion de metastasis. Se ha demostrado que |a warfarina en combinacién con
otros tratamientos, alarga al doble |la sobrevida de pacientes con carcinoma

pulmonar.
[o]
L T
O (o]
Warfarina Dicumarol

El efecto antineoplasico de los derivados cumarinicos, no se debe a sus
propiedades anticoagulantes. La administracién de vitamina K, antagoniza la
accion anticoagulante de derivados cumarinicos como la warfarina, pero no
antagoniza el efecto antineoplasico.

La cumarina tiene actividad antineoptasica e inhibe la activacibn metabdlica de
carcindgenos potenciales, aun cuando carece de efecto anticoagulante. Se ha
comprobado que la cumarina tiene actividad antineoplasica in vivo en melanomas
malignos’?, carcinoma renal metastasico'? y en carcinoma prostatico'®. En un
estudio realizado /n vitro se observd que la cumarina inhibe el crecimiento de 14
diferentes lineas tumorales humanas®®. La cumarina es considerablemente menos
toxica que la warfarina por lo que puede ser administrada a dosis mayores sin

1! Zanker \K.S. et al.1984. Co in patients... Drugs Expu. Clin. Res. 19:767-774
2 pexeus, F. 1990 Phase Il study of and in p with renal
cammoma. Journal of clinical Oncol. 8: 325—329

Mohter, J.L. et al.. 1994. Co in (1, pirone) for the tr t of p carci;

J.Cancer Res. Clin. Oncol. 120 suppl: 835-838
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efectos teratégenos's. Estudios en humanos han demostrado la tolerancia de
hasta 7g diarios con efectos adversos de poca importancia y reversibles al
suspender el tratamiento'®

Se desconocen los mecanismos exactos involucrados en los efectos
antineoplasico y antimetastasico de la cumarina. Para explicar sus acciones se
han propuesto dos mecanismos principales: 1) la inhibicidn del crecimiento de
algunas células tumorales; 2) la estimulacion de ciertos componentes del sistema
inmune que participan en la reaccion contra el tumor.

La vida media biolégica de la cumarina es de 1.2h si se administra por via oral y
de 0.8h cuando es administrada por via intravenosa. Se oxida tanto in vivo como
in vitro en todas las posiciones de la molécula generando monochidroxicumarinas'’
ademas de l|a posible hidrélisis del anillo lacténico y se han descrito como
productos de excrecion del acido o-hidroxifenilacético y del &acido o-
hidroxifenilactico. Estos productos pueden estar acetilados, metoxilados,
conjugados o sufrir otro tipo de transformacion. Las principales vias metabdlicas
de la cumarina se muestran en la figura 1

La cumarina es metabolizada por el sistema del citocromo p50 (isoforme CYP2A6
en humanos), produciendo varios derivados monohidroxilados. Los productos de
biotransformaciéon varian cuantitativamente dependiendo de la especie’®. El
principal producto de Dbiotransformacion en el humano es la 7-
hidroxicumarina, mientras que en el ratén esbla 3-hidroxicumarina. El metabolismo
del raton es semejante al del ser humano ya que posee hidroxilasas hepaticas y
los productos metabdlicos son derivados hidroxilados, a diferencia de la rata en la
que los derivados son acidos hidroxifenilcarboxilicos mucho mas téxicos. Se ha
propuesto que algunos de los productos de biotransformacion de ia cumarina

% Marshall, M.E. 1994. An updated review of the clinical d ' of rin (1,2-
benzopyrone) and 7-hidroxicoumarin. J. Cancer Res. Clin. Oncol 120 {suppl): S14-S16.
S Cox, D. et 1989. The rarity of liver toxicity in pati tr (1.2-8enzopyrone).

Human Toxicol. 8: 501-506

'® Marshall op. cit.

Ritschel W.A. 1984. Therapeutic stration of c ve... Drug Res. 34: 907-910

'8 Cohen, A. J. 1979. Critical review of the toxicology of coumarin .... Fd. Cosmet. Toxicol. 17 277-
289




puedan tener actividad inmunoestimulante, antineoplasica y antimetastasica mayor

que la cumarina'®2°,
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243-247

2% Moran, E.O.; et al.. 1987. Analysis of coumarin and its urinary lites by high-pe
liquid chromatography. Journal of Chromatography. 418: 165-169




Por ejemplo, la 7-hidroxicumarina, a concentraciones 2mM, inhibe el crecimiento in
vitro de células del adenocarcinoma pulmonar humano linea a549. Este mismo
compuesto es un inhibidor mas potente del crecimiento in vitro de lineas tumorales
gue la cumarina misma. En estos ensayos se ha observado que en las células
expuestas al farmaco se disminuye la incorporacion de analogos de timidina,
aunque se desconocen los mecanismos moleculares que moduian estos efectos.
Se ha propuesto que la cumarina y la 7-hidroxicumarina pueden controlar el
crecimiento de ciertos tumores a través de la regulacion de la expresidon de
oncogenes.

Las cumarinas constituyen un grupo importante de compuestos naturales; se les
considera derivados de la lactona del acido o-hidroxicinamico. La cumarina esta
constituida quimicamente por la fusion de un anilio de benceno y un anillo de 1,2-
piranona .

Las cumarinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza como
constituyentes de diversos 6rganos vegetales y pueden ser aisladas de raices,
tallos, hojas o frutos. Frecuentemente se encuentran juntas varias de ellas,
haciendo dificil su aislamiento.

La mayoria de las cumarinas que se encuentran en forma libre en la naturaleza,
contienen oxigeno en el atomo de carbono-7 (ya sea en forma de hidroxilo o
alcoxilo). Otras posiciones pueden estar también oxigenadas, como en los
siguientes compuestos:

L
HO' O 7o) HO’ (=] o
OH

Umbeliferona

Dafnetina
13 14
OO, I
HO HO' 0 (]
Escopoletina Esculetina
15 16
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Estos antecedentes sugieren que los productos de biotransformacion de la
cumarina pueden tener actividades que contribuyen en el efecto antineoplasico de
la cumarina.

La presente tesis se realiza con el fin de sintetizar productos de la
biotransformacién de la cumarina y analogos a éstos: 3-Hidroxicumarina, 3-
Metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2), 3-Etoxicarbonil-7-hidroxicumarina (3), y 2-
Etoxicarbonil-3 (3'-hidroxi-4'-metoxifenil) propenoato de etilo (4)

~ OH
3-Hidroxicumarina (1)
O o
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o
= OCH; 3-Metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2)
HO O o
o
QEt 3-Etoxicarbonil-7-hidroxicumarina (3)
HO (=] (o]
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2-Etoxicarbonil-3 (3'-hidroxi-4’-metoxifenil)

HACO. i
3 = OEt propenoato de etilo (4)
HO o OEt
Acido 2-carboxi-3-(4'-hidroxi-3'-metoxifenil)-
H;CO.
= OH 2-propenocico (5)
HO o OH

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

ANTECEDENTES SOBRE LAS REACCIONES QUIMICAS USADAS
PARA LA OBTENCION DE LOS PRODUCTOS

Reaccion de Esterificaciéon
Los acidos carboxilicos reaccionan con alcoholes para formar ésteres a través de
una reaccion de condensacion conocida como esterificacion:

o o
1l

R—g—OH + R'—OH R—C—OR" + H;0
6 7 8

Las reacciones de esterificacion son catalizadas por acido. Proceden muy
lentamente en ausencia de acidos fuertes®', pero alcanzan el equilibrio (con el
problema de que toma algunas horas) cuando un acido y un alcohol son

1




calentados a reflujo con una pequefia cantidad de acido sulfdrico concentrado,
cloruro de hidrégeno o acido p-toluensulfénico. Como la posicidn del equilibrio
determina la cantidad de éster formado, el uso de un exceso de acido carboxilico o
de alcohol, incrementa el rendimiento basado en el reactivo limitante. EI
componente que se use en exceso dependerad de su disponibilidad y costo. El
rendimiento de una reaccion de esterificacion puede ser también incrementado
removiendo el agua o el éster de la mezcla de reaccién conforme se vaya
formando. El agua puede ser removida de tres maneras: 1. Por destilacion simple ,
2. Por destilacion azeotropica y 3. Haciendo uso de un agente deshidratante o
malla molecular.

Cuando R’ es un grupo metilo, ila manera mas comun de llevar el equitibrio hacia la
formacion de los productos es adicionando un exceso de metanol, cuando R’ es
etilo, es preferible remover el agua por destilacion azeotropica. Los catalizadores
mas comunes son el acido sulfurico (HSOs4 ) ¥y el acido p-toluensulfénico
(TsOH)?2.

Algunos derivados acidos no requieren catalizador. R’ puede ser cualquier grupo
alquilo primario o secundario. Los alcoholes terciarios forman con facilidad un
carbocation como intermediario, obteniéndose el producto de eliminacion. Los
fenoles pueden ser usados para preparar ésteres fenoélicos, pero los rendimientos
son muy bajos.

Reacciones tipo aldélicas [adicién-O-Hidroxo-C- (a—alcoxicarbonilaiquilica))
En presencia de una base fuerte, el carbon ade un éster carboxilico puede
condensarse con el carbonilo de un aldehido o de una cetona para dar un
p-hidroxiester, el cual puede (o0 no) deshidratarse al éster a,p—insaturado.

Base
—<':u-coon + R—G—R" ——= H-COOR _____ .. —Coor
R —R R" R **
9 10 o] Sl un Ha ests presens
2 1S, Fur Is of organic chemlstly 4a od 200. John Wiley & Sons p 779
% mMarch, J. Advanced organic ch and str * od. 1992 Edit.

John Wiley and Sons. New York, N.Y . p 393
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1 12
La base remueve el protdn det carbono a al carbonilo para dar un carbaniétn, el
cual se adiciona al C=0O del aldehido o cetona. El oxigeno toma un protén y el
alcohol resultante puede (o0 no) deshidratarse, dependiendo de si hay un
hidrogeno o presente y si el nuevo enlace que se forma estaria conjugado con
dobles enlaces ya existentes en la molécula.

Métodos de sintesis de las cumarinas

Las sintesis mas importantes de cumarinas utilizan como materia prima a los
fenoles y a los salicilaldehidos, los cuales se transforman en cumarinas al hacerios
reaccionar a través de métodos bien conocidos como los de Perkin, Knoevenagel
y von Pechmann

Reaccion de Perkin

Esta sintesis consiste en la condensacion entre un aldehido aromatico y un
anhidrido de acido carboxilico, en presencia de la sal alcalina de un acido que
generalmente es la correspondiente al mismo acido.

o
o
©:“\H /|L /ﬁ\ Pl m
—_—
L d O A
oH o o
17

18 19

Reaccién de Von Pechmann

Los fenoles reaccionan con los B-cetoésteres bajo condiciones acidas (incluidos
los cetoésteres ciclicos) para dar una cumarina. Como catalizador se usa el acido
sulfurico concentrado, también se puede usar el fluoruro de hidréogeno o una
resina de intercambio catidnico.
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Reaccién de Knoevenagel

La reaccion de Knoevenagel se lleva a cabo entre un aldehido (sin hidrégenos en
el carbono a) y un compuesto que tenga un grupo metileno activo, en presencia de
una amina. Para obtener la cumarina, un sustituyente 2-hidroxi debe estar
presente en el aldehido aromatico.

Las condiciones de la reacciéon de Knoevenagel son mucho menos severas que
las asociadas a la reaccion de Perkin y a la de Pechmann. De todas maneras, es
necesario descarboxilar el producto para obtener una cumarina no sustituida en la
posicion 3, esta es otra de las razones por las que se prefiere la reaccion de
Knoevenage! a la de Perkin.

CHO
s
7 — L
>
OH O o
17 24

Fig. 2 Reaccion de Knoevenagel para la obtencién de cumarinas
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Dos mecanismos han sido propuestos para la reaccién de Knoevenagel®?. En uno
de ellos, la amina puede formar una imina o sal de iminio (28) (Fig. 3). Una vez
formada, esta sal reacciona subsecuentemente con el enolato del compuesto con
el metileno activo. Bajo circunstancias normales, la eliminacion de la amina daria
el derivado del acido cinamico (27). Cuando un grupo o-hidroxi esta presente en el
aldehido aromatico, puede ocurrir el cierre del anillo para dar la cumarina®*
(reaccion de transesterificacion intramolecular).

En el segundo mecanismo propuesto, el carbanion derivado del compuesto con el
metileno activo por la desprotonacion de la amina, ataca al carbonilo sin la
posterior intervencién de la base. (Fig. 4)

w

CHO O CH=®N 1 1
S . ox:
OH o
17

o
-—
© ° zo OEt
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° H COOE!
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2 idem p.804 TESIS CﬁN _
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Aromaticidad
E! anilio del sistema piran-2-ona (32) es una especie potenciaimente aromatica.

TR — O

~
Ao o 2" ¢

32 33

La medida en la que el sistema desarrolle aromaticidad depende de la importancia
de la contribucion de la estructura pirilio-2-olato (33).

Desde el punto de vista de la reactividad quimica, las 2-piranonas se comportan
como lactonas de enol, lo que sugiere que esta molécula no posee caracter
aromatico significativo.

Las moléculas que son aromaticas y que poseen deslocalizacién n-electrénica
significativa, presentan contribuciones no locales importantes a sus
susceptiblidades magnéticas. Por la ausencia de estas contribuciones, las 2- y 4-
piranonas pueden ser clasificadas como no aromaticas.

La aromaticidad completa en la cumarina sétlo puede darse si la funcién O-CO
contribuye con dos electrones para formar un sistema de 10 electrones =, el cual
debe poseer necesariarnente una estructura de betaina.

Mucha de la quimica de las cumarinas puede ser racionalizada en términos de una
estructura de enol-lactona benzofusionada.

La reactividad quimica de una cumarina se parece en gran medida a la de la 2-
piranona.

La sustitucion electrofilica ocurre preferentemente en el anillo carbociclico en C-6.
La sustitucion puede ocurrir también en C-3 cuando son empleadas condiciones
de reaccion mas vigorosas. La cumarina es atacada rapidamente por nucledfilos,
resultando una gran variedad de productos con apertura del anillo.

FALLA DE ORIGEN
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Obtenci6on de la 3-Hidroxicumarina

En 1986 Kokotos y Tzougraki reportaron una ruta sintética para obtener la 3-
Hidroxicumarina a partir de la glicina. En esta ruta el aminoacido se hace
reaccionar con etanol en presencia de acido acético, con calentamiento a reflujo
para obtener el éster etilico de la glicina. La salicilidénaminocumarina (37) se
obtiene a partir de dicho éster cuando una solucidn acuosa del mismo se trata a
temperatura ambiente con salicilaldehido en presencia de trietilamina como
catalizador.

La 3-hidroxicumarina se obtiene después de calentar a reflujo (37) con acido
clorhidrico 1N.

EtOH
qu/ﬁrou CH,COOH HZN/\lro\/
—_—
o o
34 35
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RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones experimentales.

De la totalidad de los experimentos realizados, solo se incluyen en las tablas los
que aportaron los datos mas relevantes en el estudio de las reacciones.

1. Sintesis de la 3-hidroxicumarina (1)

La obtencién de la 3-hidroxicumarina se llevd a cabo por medio de una
condensacion de Knoevenagel.

La ruta sintética seguida para obtener la 3-hidroxicumarina fue la reportada por
Kokotos y Tzougraki, usando acido clorhidrico en lugar de acido acético (ver
pagina 17).

a) Sintesis del Clorhidrato del glicinato de etilo (35)

El Clorhidrato del glicinato de etilo (39) fue preparado a través de una reaccion de
esterificacion de la glicina con etanol, haciendo pasar por la solucién una corriente
de acido clorhidrico gaseoso, HCI(g).

OH

HCI

qu/ﬁr . /\OH Rl . NCI.NW/YO\/
34 © s O

Se realizaron experimentos variando la temperatura y el tiempo de la reacciéon, y
los mejores resultados se obtuvieron cuando la cantidad de acido clorhidrico
gaseoso que se hizo circuilar fue alta.

fPara obtener el clorhidrato del glicinato de etilo, iniciaimente se pensé en estudiar
dos variables independientes: el tiempo y la temperatura de reaccién.

La primera variable independiente que se estudio fue el tiempo de reaccion, para
lo cual se propusieron experimentos a 1,2,4 y 6h. La segunda variable que se
estudio fue la temperatura, para lo cual la reaccion se llevo a cabo en bafio de
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hielo (4°C), temperatura ambiente (25°C) y con calentamiento a reflujo (96°C)
usando 100mL de acido clorhidrico. Los mejores resultados se obtuvieron
calentando a reflujo durante 6h (Fig.5, tabla 1).

En general cuando se pasa a través de la solucion un exceso de acido clorhidrico
gaseoso (48.84g) se incrementa el rendimiento

Se repitio el experimento con 112g de acido clorhidrico a 2, 4 y 6h de reaccién
pero se observo que el rendimiento no varia demasiado (Fig..5, tabla 1).

Las condiciones con las que se obtuvo mayor rendimiento del producto fueron las
siguientes:

Tabla 1
Temperatura Tiempo/h Cantidad de % de rendimiento
acido/g
Calentamiento a 6 44.84 90.20
reflujo
Ambiente 1 112.1 88.5

Sin embargo, si observamos l0s resuitados de ia tabla 1, nos damos cuenta que
usando 112.1g de acido, temperatura ambiente y 1 hora de reaccién el
rendimiento es del 88.5%. Se decidi® continuar con estas condiciones para
sintetizar el éster (39) porque el rendimiento no varia demasiado y ademas es mas
econdmico realizar una reaccién a temperatura ambiente durante una hora que
calentar a reflujo por 6 horas.
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A continuacion se muestran las graficas de los experimentos realizados:

24°C, 100mL
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Fig. 5. Obtencion de (34) a temperatura ambiente con 100mL de acido clorhidrico.
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Fig. 6. Obtencion de (34) a 0°C con 100mL de aAcido clorhidrico
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100°C, 100mL de HCI
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Fig. 7. Obtencién de (34) a 100°C con 100mL de acido clorhidrico

24°C, 250mL
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Fig. 8. Obtencion de (34) a temperatura ambiente con 250mL de acido clorhidrico
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b) Sintesis de la 3-Salicilidénaminocumarina (37).

Continuando con la sintesis de la 3-Hidroxicumarina, se estudié la condensaciéon
del salicilaldehido con el clorhidrato del glicinato de etilo (39) en presencia de la
trietilamina, a temperatura ambiente y bajo una atmoésfera de nitrébgeno, para

i Gt 5 T T
o (o] o

39 17 37

obtener la 3-Salicilidénaminocumarina (37).

El problema principal Que presentaba esta sintesis era que al usar agua como
disolvente se formaba ademas de la cumarina (37) un producto polimérico que
hacia extremadamente dificil la purificacion de la cumarina.

En este sentido, al usar la trietilamina como disolvente en lugar de agua se
determind que el compuesto (37) se forma con un buen rendimiento cuando una
solucion de (39) se trata con un 10% de exceso de salicilaldehido bajo una
agitacion vigorosa con trietilamina como catalizador y disolvente.
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Un mecanismo razonable se muestra a continuacion:
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Después de que se forma la base de Schiff (42), el grupo metileno esta lo
suficientemente activado por dos grupos electroatractores (carbetoxi e imino) para
permitir ia condensacién con una molécula de salicilaidehido. Este intermediario
tiene la geometria adecuada para que ocurra la reaccion de ciclizacion
intramolecular para dar el producto (37).

En la parte de los antecedentes se describe la reaccidn reportada por Kokotos y
Tzougraki en la cual se indica que basta con hacer reaccionar a (37) con acido
clorhidrico 1N para obtener la 3-hidroxicumarina. No obstante que se realizaron
varios intentos por reproducir los resultados con las condiciones indicadas por
ellos, NO se consiguid obtener el resultado esperado. Por esto se decidié probar ia
influencia de dos variables independientes en la reaccion, siendo éstas el tiempo

23




de reaccion y la concentraciéon de acido clorhidrico. Se encontré que calentando
la reaccion a reflujo durante 24h con Acido clorhidrico 4M el rendimiento de la
reaccion era muy bajo. Esta disminucion en la reactividad dei compuesto (37)
frente a una hidrolisis, si se compara con la de otras bases de Schiff,
probablemente es resuitado de un incremento en la estabilidad de la estructura
particuiar del sustrato sobre el que se va a llevar a cabo |a reaccion de hidrélisis
propiciada por un puente de hidrégeno intramolecular entre el nitrdgeno y el grupo
hidroxilo.

Como resultado del estudio anterior se logro establecer que bajo condiciones mas
vigorosas (HC! 8M, 24h de reflujo), la hidrélisis de (37) produce el compuesto
esperado: la 3-Hidroxicumarina (1).

HCI 8M
60
. i
so ] ; : ‘_';’
; . : i
s a0 : ; 2
3 ’ i
3 s : . f . i
&£ 30 :
E H : | N
2 .- i i | | :
& 20 *- - - - -
‘3 : : E i i
10 +
t i ! i ‘
i ! '
o
[} 5 10 15 20 2s 30 3s 40 45 50
tiempo/h

Fig. 9. Rendimiento de (1) en funcion del tiempo de reaccién con HCI 8M
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En ta grafica de la fig.9 se observan los experimentos que se realizaron para ta
obtencion de la 3-hidroxicumarina con HCI 8M.

Caracterizacion del Clorhidrato del glicinato de etilo
Punto de fusion: 143-144°C

Espectro de Infrarrojo, pastilla de KBr (Espectro 1)
IR: (cm™): 2977.83 (NH3" ), 1746.02 (éster)

Caracterizaciéon de la 3-Salicilidénaminocumarina
Punto de fusién: 191-192°C

Espectro de Infrarrojo, pastilla de KBr (Espectro 2)
IR: (cm™): 3390.83 (OH), 1717.31 (C=0), 1624.73 (C=C), 1605.54 (C=N).

Caracterizacion de la 3-Hidroxicumarina

Punto de fusién: 151°C

Espectro de Infrarrojo, pastilla de KBr (Espectro 3)

IR: (cm™): 3370.78 (OH), 3029.51 (C-H aromatico), 1690.83 (C=0), 1651.38,
1599.88 (C=C en el anilio de |a pirona).

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear 'H (300MHz, DMSO). (Espectros 4
y 5, intercambio con D20) Hy 6 7.11 (s, 1H), Hp 8 7.31 (m, 3H), H. & 7.53 (dd, 1H,
J= 7.8Hz J= 1.5HZ), Ha 6 10.37 (s, 1H) -D>O

" oM
, o TESIS CON
®he FALLA DE ORIGEN

Fig. 10
A 7.11ppm se observa un singulete que integra para un hidrégeno: H,. La
siguiente sefnal es un multiplete que integra para tres hidrogenos, al ampliar fa
sefial del multiplete se observan: un doblete dobleteado que corresponde a un
hidrégeno acoplado con otro en posicién orfo y uno mas en posicion meta (Joro=
7.2H2, Jhea= 1.8HZ) y dos tripletes dobt dos que comresponden a los otros dos
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hidrégenos que se acoplan con dos hidrégenos en posicion orto y uno mas en
posicion meta (J= 7.5, 7.5, 1.5Hz).

A 7.53ppm se encuentra una sefial que corresponde a un doblete dobleteado que
integra para un protén (H.) acoplado con un hidrégeno en posicién orto (J= 7.8Hz)
y otro en posicion meta (J= 1.5Hz). El! proton Hs genera una sefial Gue
corresponde a un singulete que integra para un hidréogeno a 10.37ppm y que
desaparece con agua deuterada. Fig 10

2. Sintesis de la 3-metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2)

Para la obtencion de la 3-metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2) se hizo reaccionar
el 2,4-dihidroxibenzaldehido con malonato de dimetilo en presencia de piperidina .
Se hicieron varios experimentos para determinar la influencia que tendria en esta
reaccion el tiempo. Los experimentos realizados estan resumidos en {a grafica de
la fig. 11.

Se encontré que en los experimentos en los que se calenté a reflujo de 2 a 6h, se
presentaban dificultades para que el producto precipitara. El producto quedaba
disuelto en un aceite del que era muy dificil separario. Por esto se decidié probar
mas experimentos incrementando el tiempo de reaccion.

Se decidi6d fijar el tiempo de reaccion en 24h para experimentos posteriores
porque aunque no es grande la diferencia entre rendimientos al efectuar la
reaccion durante 12 y 24h (la diferencia es de 7.33%), con 24h de reaccion el
producto precipita rapidamente y no se presentan problemas de aislamiento.




Obt iénde la 3 icarbonil-7-hidroxicumarina
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Fig. 11. Experimentos para !a obtencién de (2)

El 2,4-dihidroxibenzaldehido (47) se mezcla con el malonato de dimetilo (49) vy
unas gotas de piperidina, esta mezcla se calienta a reflujo. Después de 24h de
reaccion la mezcla se vierte en un vaso de precipitados que contiene acido
clorhidrico al 10% y hielo. La 3-metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2) precipita
rapidamente.

Un mecanismo que permite explicar ta formacion del producto, implica que
reaccione el 2,4-dihidroxibenzaldehido con la piperidina para que se obtenga la sal
de iminio (48) que subsecuentemente reacciona con el ion enolato del malonato
de dietilo para formar la estructura (59). Al existir la posibilidad de formarse un
enlace conjugado a los dobles enlaces de los carbonilos del diéster, se elimina la
piperidina de la molécula para dar paso a la formacion de (51).
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Ahora el oxigeno de uno de los hidroxilos del 2,4-dihidroxibenzaldehido y el 4tomo
de carbono del carbonilo del diéster tienen ta geometria ideal para reaccionar
entre si y para formar un anillo de seis miembros, aunque el carbonilo del que
hablamos esté conjugado con un doble enlace, se ganara estabilidad al formarse
un anillo de seis miembros, se forma un intermediario tetraédrico (52) y se elimina

metéxido para obtener el compuesto (2).
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Caracterizacién de la 3-metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2)

Punto de fusion: 269-270°C

Espectro de Infrarrojo, Pastilla de KBr (Espectro 6)

IR (cm™'): 3292.25 (OH), 3059.63 (C-H aromatico), 1720.51 (C=0 éster),1697.29
(C=0 en el anillo de pirona),1590.40 (C=C en el anillo de pirona).

Espectro de RMN-'H (300 MHz, DMSO) (Espectros 7 y 8, intercambio con D;0):
H, 3 3.76 (s, 3H), Hp 3 6.71 (dd, 1H, J= 2.7,0.4Hz), H: 5 6.82 (dd, 1H, J= 8.7,
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2.2H2z), He 5 7.72 (d, 1H, J= 8.4HZ), H, 5 8.66 (d, 1H, J= 0.6HZ ), H¢ 5 11.09 (s, 1H)-
D20O.

Fig. 12

La sefial a campo mas alto que se observa es la de 3.76ppm, esta senal es un
singulete que integra para 3 protones y que corresponde a un metilo (Ha). La
siguiente sefal se encuentra a 6.71ppm y es un doblete dobleteado que
corresponde al hidrégeno Hy acoplado con un hidrédgeno en la posicion meta (Hc,
J= 2.7H2Z) y uno mas en la posicion para (Hg, J= 0.4HZ). A 6.82ppm aparece un
doblete dobleteado que integra para 1H y que corresponde a H., este hidréogeno
se acopla con Hg en posicién orto (J= 8.7Hz) y con Hy, en posicion meta (J=
2.2Hz). La pendultima senal, a 8.66ppm es un doblete que integra para 1H y que
corresponde al hidrébgeno H,, se observa un doblete debido al acoplamiento con el
Hg (J= 0.6HZ). A campo mas bajo aparece una sefial que corresponde con Hy,
aparece como un singulete que integra para un protén y desaparece con agua
deuterada, Fig 12.

3. Sintesis de la 3-Etoxicarbonil-7-hidroxicumarina (3)

Una vez que se establecieron las mejores condiciones para obtrener el compuesto
(2). se realizé la sintesis de la 3-Etoxicarbonil-7-hidroxicumarina (3), para lo cual
se utilizo el 2,4-hidroxibenzaldehido y el malonato de dietilo como materia prima.

° QO
“ —OEt il OEt
—_—
+ £t A HO o~ ~o
HO a7 OH o as 3

77%
La reaccion se llevé a cabo con calentamiento a reflujo por 24h. Se obtuvo el compuesto

(3) con un rendimiento del 77%
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Caracterizacion

Punto de fusién: 172-173°C

Espectro de Infrarrojo, Pastilla de KBr (Espectro 9)

IR (cm™’): 3547.16 (OH), 3054.71 (CH aromatico), 1736.83 (C=0 éster),1617.93 y
1604.93 (C=C en el anillo de la pirona).

Espectro de RMN-'H (300 MHz, DMSO) (Espectros 10 y 11, intercambio con
D20): Ha 3 1.24 (t, 3H, J= 7.2,7.2Hz),Hs 5 4.20 (M, 2H, J= 7.2,7.2,7.2H2) H 5 6.71
(dd, 1H, J= 2.4,0.4Hz), Hg 5 6.83 (dd, 1H, J= 8.7,2.2Hz ), He 3 7.74 (d, 1H, J=
8.7Hz ), H; 8 8.66 (d, 1H, J=0.6Hz), Hy 3 11.03 (s, 1H )- DO

He Hf o

d
H. ~CH~CH
(o) b* a
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Fig. 13

A campo mas alto aparece la sefal del metilo, Fig. 13 (H,), es un triplete (ya que
se acopla con los dos protones Hp) con constantes de acomplamiento J= 7.2,
7.2Hz y que integra para tres protones. La siguiente sefial es un cuadruplete que
integra para 2 protones y que corresponde a los hidrégenos del metileno (Hy)
acoplados con los 3 hidrogenos del metilo (J= 7.2Hz). En la regién de los
hidrégenos aromaticos, a 6.71ppm se observa un doblete dobleteado que integra
para 1H que corresponde al hidrégeno H. el cual esta acoplado con Hg en posicion
meta (J= 2.4Hz) , y con H, en posicion para (J= 0.4Hz). A 6.83ppm se observa un
doblete dobleteado que integra para 1 protédn y que corresponde a Hy acoplado en
posicion orto con He (J= 8.7Hz) y en posicion meta con H. (J= 2.2Hz). La sefal
de H, se observa a 7.74ppm como un doblete que integra para un solo protén. H,
se acopla con el hidrogeno que tiene en posicion orto, Ha. En 8.66 se encuentra
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un doblete que integra para un protén, esta sefial es la que produce el Hidrégeno
Hy, éste se acopla con He (J= 0.6H2).

Finalmente, la sefal que desaparece con agua deuterada se encuentra a
11.03ppm, es un singulete que integra para 1 protén (Hg).

4. Sir is del 2-Etoxi bonil-3-(3'-hidroxi-4’-metoxifenil)propenoato de etilo
(4)

El 2-etoxicarbonil-3-(3'-hidroxi-4'-metoxifenil)propenoato de etilo (4) se sintetizé
utilizando como materia prima el 4-hidroxi-3-metoxibenzaidehido (83) (vainillina) y

el malonato de dietilo.

i ° @]
CH,30.
CHJOU‘\“ Et & 3 = OEt
B
* A
HO' Et HO [+} OEt
53 o a9 a
Fig. 3.10

La reacciéon procedid cuando se calentdé la mezcia de reaccion a reflujo con
piperidina por 24 horas.

E! mecanismo de reaccion a través del cual se puede explicar la formacion del
producto (4), implica (como ya se establecid en el esquema de la pagina 28) la
formacion de ia sal de iminio y ia adicion del carbanion del malonato de dietilo para
formar el intermediario (54), la piperidina reacciona con el carbonilo de (53) para
formar una sal de iminio, el cual posteriormente reacciona con el metileno activo
del malonato de dietilo. el carbono del grupo aldehido de (53), el oxigeno se
estabiliza tomando el proton que la piperidina habia abstraido al malonato de
dietilo. Por uitimo se elimina el ion piperidinio (54) dando paso a la formacion de

)
N o -3
CH,0
CHO ot 3 Oft
—liy
HO o OEt HO o OEt
4

54
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Caracterizacion del 3-etoxicarbonil-3-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil) propenocato
de etilo (4)
Punto de fusién: 101-102°C

Espectro de Infrarrojo, Pastilla de KBr (Espectro 12)
IR (cm™): 3479.16(OH), 3027.08 (CH aromatico), 1732.11 (C=0 éster), 1682.31
(alqueno trisustituido).1603.79 y 1586.25 (enlace C=C del anillo aromatico).

Espectro de RMN-'H (300 MHz, DMSO) (Espectros 13 y14, intercambio con
D20): Ha 8 1.23 (M, 6H, J= 7.2,7.2H2),H, & 3.75 (s, 3H) Hc & 4.25 (m, 4H, J=
7.0,7.0,7.0Hz J= 7.2,7.2,7.2HZ), Hy 6 6.83 (d, 1H, J=8.1Hz ), He 5 7.01 (dd, 1H, J=
8.4,2.1Hz ), H¢ 5 7.09 (d, 1H, J= 2.1Hz), Hg 5 7.59 (s, 1TH ), H,, 5 9.88 (s, 1H)

He Hg o

CH>O
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Fig. 14

Observando las sefiales ampliadas del espectro de RMN-'H del 2-Etoxicarbonil-3
(3'-hidroxi-4’-metoxifenil) propenoato de etilo se puede apreciar que el muitiplete
gque aparece a 1.23ppm son en realidad, dos tripletes traslapados
correspondientes a las sefales de los Hidrégenos H, (Fig. 14). Cada uno de ellos
integra para 3 hidrogenos, los hidrogenos de los metilos se acoplan con los dos
hidrégenos del metileno produciendo los dos tripletes, el primero con constantes
J= 7.2y 7.2Hz, y el segundo con las mismas constantes de acoplamiento.

A continuacion aparece un singulete que integra para 3 protones, esta sefal
(3.75ppm) pertenece al metoxilo (protones Hpy). Al igual que la primera sefial, al
analizar la ampliacién de la sefial a 4.25ppm y que integra para 4H, se observan
dos cuadrupletes perteriecientes a !os metilenos (protones H:). Los metilenos
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acoplados con cada uno de los tres protones del grupo metilo producen un
cuadruplete, el primero a 4.21ppm y el segundo a 4.29ppm con constantes de
acomplamiento, J=7.2, 7.2 y 7.2Hz en cada uno de los dos cuadrupletes.

El doblete que integra para 1 protén es originado por el hidrégeno Hq acoplado con
el hidrégeno He en posicion orto (J= 8.1Hz). La siguiente sefial es un doblete
dobleteado que integra para un protén, generado por el hidrébgeno H, acoplado
con Hg en posicion orto (J= 8.4Hz) y con Hi en posicibn meta (J= 2.1Hz). A
7.09ppm se observa un doblete que corresponde al hidrégeno Hy acoplado con H,
en posicidon meta (J= 2.1Hz). La sefal producida por H,, es un singulete a 9.88ppm
que integra para un protén y desaparece con agua deuterada.

5. Sintesis del &cido 2-carboxi-3-{4’-hidroxi-3'-metoxifenil) -2-propendico (5)
Para obtener el acido 2-carboxi-3-(4'-hidroxi-3'-metoxifenil)-2-propendico, se partié
del 2-Etoxicarbonil-3-(3'-hidroxi-4’-metoxifenil) propenoato de etilo (§) y éste fue
sometido a una hidrdlisis basica.

i 2 Q i
CH;30 Et
K CH,O0
- —_— = OEt
Et a
HO o
53

HO O "OEt
49 4
1) NaOH
2 u,&
[e]
cHyo "

.

HO 05 H

Dado que esta reaccion no esta descrita para este compuesto, se probaron
diferentes concentraciones de NaOH.
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Al realizar el estudio de la reaccion se encontré que a bajas concentraciones de
hidroxido de sodio, 2.5 a 6M, se obtiene el acido deseado con un rendimiento muy
bajo. Ademas del acido se separaron otros dos subproductos, siendo uno de ellos
el reactivo y otro que al ser caracterizado por sus datos espectroscopicos se
identific6 como 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina), que habia sido
utilizado como materia prima en la obtencion del sustrato (4). Una propuesta
razonable para explicar estos resultados es que paralelo al paso lento de la
hidrolisis se lleva a cabo el ataque de un grupo hidroxilo en el carbono (1) de la
estructura (§5) que seguido de los pasos que se muestran en la figura 15 permiten
explicar la formacién de la vainillina (53) (reaccidon de retroaldélica).

Q
o HO: ) 05
CH,O CH,O0 Z w
3 = OEt  NaOH 2.5M s OEt
o ..
HO' [} OEt O o OEt
a 55

|

56
H ( Et
CH;0.
s OEt HS® cHy0
CI U —_— H
%8 EtO of *
b+ - HO EtO
s8 59 53 a9

Fig. 15
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Con base en el resultado anterior, se decidié efectuar la reaccion incrementando la
concentracion del hidroxido de sodio.

Se realizaron experimentos con NaOH 8M manejando el tiempo como variable
independiente. Dejando la reaccion con calentamiento a reflujo durante 8h se
obtuvo el mejor rendimiento. Se probd un experimento de 10h pero como se
observa en la fig. 16 el rendimiento no varia demasiado.

La formacién del acido (8) se explica mediante el mecanismo tipico de una
hidrdlisis de un grupo éster, el cual pasa por la formacion de un intermediario
tetraeédrico. El hidroxilo ataca a los carbonilos del éster polarizando el enlace C=0,
se forma un intermediario tetraédrico (43) y se expulsa al etdxido como mejor
grupo saliente.

o Ty T\
3 =

- CH
OEt ©BH 3
B ———
HO (=] OEt fento HO'
4
@
CH,O. 2 Na CH;O.
= 9= '3 S OH
® O - - ® O - + 2Et0
Na O o= “ofe Na O o® o
]l HCI
CH,O
3 OoH
HO o OM
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Rendimiento = f(concentracién de NaOH)

100 - - - e - . e e e

8
|
'
t
L
lo—

rendimiento / %
8
i
!
\
|
|
+
|
i
!

30 e

2 3 4 5 6 7 8 9 10
tiempo / h

Fig. 16 Rendimiento de (5) en funcion del tiempo de reaccion.

Caracterizacion del acido 2-carboxi-3-(4’-hidroxi-3’-metoxifenil) -2-
propendico
Punto de fusiéon: 193-194°C

Espectro de Infrarrojo, Pastilla de KBr (Espectro 15)
IR (cm™): 3487.49 (OH del acido), de 2586.76 a 2945.65 pequefias bandas (-
COOH), 1709.17 (C=0 acido), 1412.61 (puentes de H [fig. 17]), 1610.28 y
1585.25 (C=C del anillo bencénico).

TESIS CON
FALLA DE OMGEN

Fig. 17
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Espectro de RMN-'H (300 MHz, DMSO) (Espectros 16 y 17, intercambio con
D20): H, 5 3.74 (s, 3H), Hy, 5 6.80 (d, 1H, J= 8.4Hz),H:. & 7.05 (dd, 1H, J=
8.4,2.1Hz), Ha 8 7.16 (d, 1H, J= 1.8Hz ), H, 5 7.41 (s, 1H ), H¢ 8 9.75 (s, 1H) —D:0,
Hg § 13.07 (s, 2H ) -D20.

Hy He o
cHs0 omg
HY H:; O OHg

Hp
Fig. 18

A 3.74ppm se observa la primera sefial, un singulete que integra para 3 protones y
que corresponde a los hidrégenos Ha (Fig.18) del grupo metoxilo. La siguiente
sefial es un doblete que integra para un hidrégeno y es originado por el proton Hy,
acopiado con H: en posicion orto (J= 8.4Hz). El protédn Hy se acopla con un protéon

en posicion meta (J= 1.8Hz) y produce un doblete que integra para un protéon a
7.16ppm.

En 7.41ppm se observa un singulete que integra para un proton y que
corresponde a He. Entre las sefales que desaparecen con agua deuterada se
encuentra una a 9.75ppm, un singulete que integra para un protén (Hy) y otra a

13.07ppm que es un singulete que integra para dos protones (los que han sido
identificados como Hg).
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PARTE EXPERIMENTAL

Los disolventes usados para las recristalizaciones fueron de grado técnico y se
purificaron en el laboratorio.

En el desarrollo del trabajo experimental, et progreso de las reacciones se siguid
por cromatografia en capa fina (cromatoplacas Merck de silica gel 60 Fasa:
0.25mm de espesor y aproximadamente 2.0 cm de ancho y 5.0cm de largo). Como
reveladores se utilizaron luz ultravioleta o vapores de yodo.

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estan
corregidos.

Sintesis del clorhidrato del glicinato de etilo (35)

En un matraz de tres bocas de fondo redondo de S00mML con junta esmaerilada
24/40, se colocan 5g de glicina (6.66 x 102 moles) con 150mL de etanol (EtOH)
absoluto. Se hace circular una corriente de acido clorhidrico gaseoso HCI(g)
durante media hora. La solucion se deja enfriar a temperatura ambiente y se
espera a que los cristales de clorhidrato de glicinato de etilo precipiten.

El producto se recristaliza de agua obteniéndose cristales blancos con punto de
fusion 143-144°C. Rendimiento 88.5%, 7.59g.

Sintesis de la 3-salicilidénaminocumarina (37)

En un matraz de fondo redondo de 100mL con una boca y junta esmerilada 14/20
se colocan 5g de (35). Se adicionan 8mL (9.34g, 1.01x107'g) de salicilaldehido
previamente disueitos en 14mL de trietilamina. La reaccién se efectua bajo
atmosfera de nitrégeno durante 18h.

Al finalizar la reaccién el producto precipita, se filtra y se lava con agua. Se
recristaliza dos veces de dimetilformamida-agua. Se obtienen 7.31g (67%
rendimiento) de producto, cristales amarillos con punto de fusiéon 191-192°C.

Sintesis de la 3-hidroxicumarina (1)

Una suspension de 1g (3.77x10~2 moles) de (37) en 20mL (4.39g, 1.20x1072
moles) de acido clorhidrico 8M se calienta a reflujo durante 48h. Después de filtrar
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la mezcla de reaccion caliente, el filtrado se enfria hasta que aparezca un
precipitado. El producto crudo se purifica por medio de una recristalizacién de
agua, utilizando carbon activado. Se obtienen cristales de color blanco con p.f.
150-151°C, el rendimiento es del 48% (0.29g). IR (cm™) 3370.78, 3029.51,
1690.83, 1651.38,1599.88. RMN-'H (300MHz, DMSO) 5 7.11 (s, 1H), 5 7.31 (m,
3H), 6 7.53 (dd, 1H, J= 7.8, 1.5Hz), § 10.37 (s, 1H) -D20

Sintesis de la 3-metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2)

En un matraz de fondo redondo, con junta esmerilada 14/20 de S§0mL equipado
con barra magnética, se adicionan 1 g (7.24x1072 moles) de 2.4-dihidro;2i-
benzaldehido, 2mL (2.3g, 1.74x10moles) de malonato de dimetilo y 1 gota de
piperidina. Se coloca un refrigerante en posicion de reflujo y se calienta a
ebullicion durante 24 horas. Una vez que ha finalizado el tiempo de calentamiento,
la mezcla de reaccion se enfria en bafo de hielo, se adiciona acido clorhidrico al
10% y se raspa con una varilla de vidrio hasta observar la aparicibn de un
precipitado. Se filtra y se lava con agua, el producto se recristaliza por par de
disolventes (etanol-agua) tres veces. Se obtienen 0.88g cristales color blanco con
p.f. 269-270°C. 85% de rendimiento. IR (cm™): 3292.25, 3059.63, 1720.51,1697.29
y 1590.40. RMN-'H (300MHz, DMSO) & 3.76 (s, 3H), & 6.71 (dd, 1H, J= 2.7,
0.4Hz), 3 6.82 (dd, 1H, J= 8.7, 2.2HZz), & 7.72 (d. 1H, J= 8.4HzZ), & 8.66 (d, 1H, J=
0.6Hz ), 5 11.09 (s, 1H) -D20.

Sintesis de la 3-etoxicarbonil-7-hidroxicumarina (3)

En un matraz de fondo redondo, con junta esmerilada 14/20 de SOmL equipado
con barra magnética, se adicionan 1 g (7.24x10° moles) de 2,4-dihidroxi-
benzaldehido, 2mL (3.1g, 1.94x102 moles) de malonato de dietilo y 1 gota de
piperidina. Se coloca un refrigerante en posicion de reflujo y se mantiene a
ebullicién durante 24 horas. Una vez que ha finalizado el tiempo de calentamiento,
la mezcla de reaccién se enfria en bafio de hielo, se adiciona acido clorhidrico al
10% y se raspa con una varilla de vidrio hasta observar la aparicion de un
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precipitado. Se filtra y se lava con agua, el producto se recristaliza de acetato de
etilo.

Se obtienen 1.407g de cristales color blanco con p.f. 172-173°C. 83% de
rendimiento. IR: (cm™): 3479.16, 3027.08, 1732.11, 1682.31, 1603.79 y 1586.25.
RMN-'H (300MHz, DMSO) & 1.24 (1, 3H, J= 7.2,7.2H2),6 4.20 (m, 2H, J=
7.2,7.2,7.2Hz), 5 6.71 (d, 1H, J= 2.4Hz), 5 6.83 (dd, 1H, J= 8.7,2.2Hz ),5 7.74 (d,
1H, J=8.7Hz ),5 8.66 (d, 1H, J=0.6Hz), 5 11.03 (s, 1H ) -D20.

Sintesis del 2-etoxicarbonil-3 (3’-hidroxi-4’-metoxifenil) propencato de etilo
@)

En un matraz de fondo redondo, con junta esmerilada 14/20 de 50mlL equipado
con barra magnética, se adicionan 1 g (6.58x10°moles) de 4-hidroxi-3-metoxi-
benzaldehido, 2mL (3.1g. 1.94x102 moles) de malonato de dietilo y 1 gota de
piperidina. Se coloca un refrigerante en posicion de reflujo y se mantiene a
ebullicidn durante 24 horas. Una vez que ha finalizado el tiempo de calentamiento,
la mezcla de reaccion se enfria en bafio de hielo, se adiciona acido clorhidrico al
10% y se raspa con una varilla de vidrio hasta observar la aparicién de un
precipitado. Se filtra y se tava con agua, el producto se recristaliza de etanol-agua.
Se obtienen 1.49g de cristales blancos con pf 101-102°C el rendimiento de la
reaccion es del 77%. IR: (cm’'): 3479.16, 3027.08, 1732.11, 1682.31, 1603.79 y
1586.25. RMN-"H (300 MHz, DMSO): § 1.23 (m, 6H, J= 7.2,7.2H2), 5 3.75 (s, 3H)
3 4.25 (m, 4H, J= 7.0,7.0,7.0Hz J= 7.2,7.2,7.2H2z), 5 6.83 (d, 1H, J=8.1Hz ), &
7.01 (dd, 1H, J=8.4,2.1Hz ), 5 7.09 (d, 1H, J= 2.1H2), 5§ 7.59 (s, 1H ), 59.88 (s,
1H)

Sintesis del &cido 2-carboxi-3-(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-2-propencico (5)

En un matraz redondo de 100mL con una boca esmerilada se coloca 1g de (4) y
S0mL (16g 4 x10™' moles) de NaOH 8M. Se hace circular una corriente de gas N,
durante diez minutos.

La reaccion se calienta a reflujo durante cuatro horas y bajo atmdésfera de
nitrégeno, al término del calentamiento a reflujo, la solucion se deja enfriar a
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temperatura ambiente y se adiciona gota a gota HCI al 10 % hasta llegar a pH 7.
En ese momento precipita un sélido rojo que se filtra y se desecha.

La solucion se extrae 3 veces con fracciones de 40mL de éter etilico. Se evapora
en el rotavapor y se lava cuidadosamente con agua helada (el acido es soluble en
agua). Se obtienen 0.720g de un polvo fino color amarillo palido con pf 193-194°C.
Rendimiento 89%. IR (cm™). 3487.49, de 2586.76 a 2945.65 pequefias bandas,
1709.17, 1412.61, 1610.28 y 1585.25.

RMN-'H (300MHz, DMSO): 5§ 3.74 (s, 3H), 5 6.80 (d, 1H, J= 8.4H2), 5 7.05 (dd, 1H,
J=8.4,2.1Hz2), 5 7.16 (d, 1H, Jmeta= 1.8HZ ), 8 7.41 (s, 1H ), 5 9.75 (s, 1H) - D20, &
13.07 (s, 2H ) -D20O.
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CONCLUSIONES

1. Se realizé un amplio estudio sobre |la reaccién de obtencién de la 3-
hidroxicumarina (1) a partir del clorhidrato del glicinato de etilo.

/\lr o ~on NS, ucmn,/\“/o\/

0.5h, T amb. o 84.11%

D

atm. Nz, 18h

HO.
O o
48%

1L. 480

2. Se sintetizaron los siguientes derivados de la 7-hidroxicumarina: 3-
metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2) y 3-etoxicarbonil-7-hidroxicumarina.

o o
o o o HO o o
(2)

3. Se obtuvo el 2-etoxicarbonil-3 (3'-hidroxi-4'-metoxifenil) propenoato
de etilo (4) con un rendimiento del 77%

o TESIS CON
S oEt FALLA DE NRIGEN

HO O OEt

42




4. Se sintetiz6 el acido 2-carboxi-3-(4’-hidroxi-3'-metoxifenil)-2-
propenocico (5) a través de una ruta sintética que hace uso de la reaccién de
Knoevenagel, la cual no esta descrita totaimente en ta literatura con un
rendimiento del 89%.

i 2 Q %
CH,0. Et
H & CH,0.
- — OEt
Et A
Ho o HO' o OEt
T?%

1) NaOH
2) n, &
(=]
CH,O.
HO o OH
89%

S. Se entregd un gramo de cada uno de los siguientes compuestos al
departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Auténoma de México, para su evaluacién en lineas
celulares:

- 3-Hidroxicumarina (1)

. 3-Metoxicarbonil-7-hidroxicumarina (2)

. 3-Etoxicarbonil-7-hidroxicumarina (3)

- 2-Etoxicarbonil-3 (3'-hidroxi-4’-metoxifenil) propenoato de etilo (4)
. Acido 2-carboxi-3-(4’-hidroxi  3"-metoxifenil)-2-propendico (5)
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