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RESUMEN

La emergencia de nuevos patégenos o la aparicion de resistencias a los
tratamientos habituales son segin la OMS una de las mayores amenazas a la salud
humana y animal en estos momentos, y es necesario desarrollar nuevos

antimicrobianos.

El trabajo se ha enfocado en el estudio de compuestos derivados de oxazina como
potenciales antimicrobianos. La sintesis de estos derivados se habia realizado en el
IPNA-CSIC usando un proceso en cadena, pero los compuestos necesitaban purificarse
y caracterizarse, para estudiar después sus actividades bioldgicas. De la coleccion

existente, se seleccionaron cinco parejas de isomeros.

Haciendo uso de las distintas técnicas los compuestos fueron purificados vy
caracterizados, y preparados para el estudios de su bioactividad en la Universidad de
Lovaina. Aqui se describen los estudios de actividad antiviral y de citotoxicidad, y se

establecen ciertas relaciones estructura-actividad.

Palabras clave: Oxazinas, isdmeros, antiviral, citotoxicidad.
ABSTRACT

The emergence of new pathogens or resistances to the usual clinical treatments
are, according to the WHO, one of the major threats to human and animal health in

these moments, and demands the development of new antimicrobial agents.

This work is focused on the study of oxazine derivatives as potential antimicrobials.
The synthesis of these derivatives was carried out in IPNA-CSIC using a sequential
process, but the compounds needed purification and characterization before being
submitted to biological screenings. From the existing libraries, five pairs of isomers

were selected.

Using different techniques, the compounds were purified, characterized, and
prepared for the biological screenings in the University of Lovaine. The studies of
antiviral activity and cytotoxicity, as well as some structure-activity relationships, are

described herein.

Key words: Oxazines, isomers, antiviral, cytotoxicity.



ABREVIATURAS

Abreviatura

Acréonimo

DIB Diacetoxiyodobenceno
DCM Diclorometano
AcOEt Acetato de etilo
CDCls Cloroformo deuterado
RMN Resonancia Magnética Nuclear
'H-RMN Resonancia Magnética Nuclear de protén
13C-RMN Resonancia Magnética Nuclear de carbono
OMe Metoxilo
Ph Fenilo
Ar Aromatico
S Singlete
d Doblete
dd Doble doblete
ddd Doblete de doblete de doblete
m Multiplete
J Constante de acoplamiento
Hz Hercios
IR Espectro Infrarrojo
CMC Concentracion minima citotdxica
ECso Concentracion eficaz al 50%
CCso Concentracion citotdxica al 50%
MTS Ensayo colorimétrico MTS




INTRODUCCION

La emergencia de nuevos patégenos o la aparicion de resistencias a los
tratamientos habituales >3] son segin la OMS una de las mayores amenazas a la
salud humana y animal en estos momentos ¥, lo cual hace necesario desarrollar
nuevos antimicrobianos 1. La aparicién del covid-19 ha puesto de relieve el impacto
gue pueden tener los virus (y otros patégenos) con alta capacidad de transmision,
incluyendo especies diferentes. Aunque el numero de farmacos antivirales ha
aumentado considerablemente en los ultimos quince afios como respuesta a la
pandemia de VIH P, gripe aviar, SARS, MERS, Zika, dengue, etc, el desarrollo de

antivirales es un campo donde aun queda mucho por hacer.

Como contribucion a la identificacion de nuevos antivirales, en esta memoria se

estudiaran las oxazinas y sus derivados.

Una oxazina es una estructura heterociclica doblemente insaturado de seis
miembros que contiene un atomo de oxigeno y otro de nitrégeno en el anillo. En
funcion de la posicion relativa de los heterodtomos (oxigeno y nitrogeno) y de la
posicion relativa de los dobles enlaces, existen distintos isomeros de esta molécula, tal

y como se muestra en la Figura 1 1,

1,2-Oxazinas 1,3-Oxazinas
O. O. O. (0] O (0]
N N N
OO o
N N N KN
4H 2H 6H 4H 2H 6H
1,4-Oxazinas

(J )

Figura 1. Isdmeros de oxazina.

Las oxazinas forman parte de la base de diversos farmacos, entre ellos antivirales
como Efavirenz, Emtricitabina o el Tenofovir, y del mismo modo también son la base
de otros con actividad antibacteriana como las fluoroquinolonas (levofloxacino y
ofloxacino) y los oxacephems (latamoxef y flomoxef) 78], De ahi el interés en el estudio

de este tipo de estructuras como alternativa a los antimicrobianos actuales.
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Figura 2. Farmacos derivados de oxazina.

El grupo de Sintesis de Farmacos y compuestos bioactivos, del Instituto de
Productos Naturales y Agrobiologia del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(IPNA—CSIC) ha desarrollado un método que permite de una manera directa y sencilla
la sintesis de derivados de oxazinas, usando precursores derivados de L-serina vy
amino—azucares comerciales. En el Esquema 1, se muestra como ejemplo la sintesis de
6-aril-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazina (6).

La sintesis del derivado de oxazina 6 se realiz6 mediante un proceso en cadena (one
pot) de escisiéon radicalaria—oxidacion—adicion nucleofilica. Asi, se utilizd6 como
precursor el derivado de la L-serina 1y se traté con DIB (diacetoxyodobenceno) y yodo,
para producir la escisidon radicalaria que condujo al C-radical 2. Este intermedio se
oxidé para dar el ién aciliminio 3, que a su vez reacciond con iones acetato
procedentes del reactivo para producir el N,O — acetal 4. Bajo tratamiento con un
acido de Lewis, el i6n aciliminio fue regenerado y reacciond con vinil arenos para
formar los intermedios 5. Finalmente, por ciclacién intramolecular, se obtuvieron los
derivados de oxazina 6 con rendimientos globales muy buenos. Variando el vinilareno
utilizado cémo nucledfilo en la etapa de adicion, se accedié a una variada coleccién de
compuestos ). Sin embargo, la actividad biolédgica de los mismos no se estudié en su
momento, por lo que en este trabajo de fin de grado nos propusimos purificar y
caracterizar compuestos seleccionados de la coleccién y prepararlos para el estudio de
su actividad antiviral y citotoxicidad, y posteriormente, intentar establecer relaciones

estructura-actividad (SAR).
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Esquema 1. Sintesis de 6-aril-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazina ..




OBIJETIVOS

Purificar una coleccion de oxazinas, previamente sintetizadas en el IPNA-CSIC,
utilizando diferentes técnicas cromatograficas usuales en laboratorios de
guimica organica (cromatografia en capa fina, cromatografia en columna vy

cromatografia rotatoria en cromatotron).

Confirmar la estructura de los compuestos purificados haciendo uso
principalmente de la Resonancia Magnética Nuclear (experimentos de *H y 13C),
asi como otras técnicas (infrarrojo, analisis elemental, espectrometria de masas

o actividad dptica).
Preparar muestras de los compuestos puros para su estudio biolégico.

Establecer relaciones estructura — actividad en base a los datos de actividad

antiviral y de citotoxicidad.



RESULTADOS Y DISCUSION

Para la realizacidon de este trabajo se seleccionaron las oxazinas 7-11 (Figura 3),
todas ellas sintetizadas anteriormente en el IPNA-CSIC utilizando la metodologia de
escision radicalaria — oxidacién — adicidon nucleofilica comentada en la Introduccién.
Las oxazinas 7-10 presentan distintos sustituyentes en posicion C-4 del anillo
aromatico (H en los compuestos 7, cloro en los derivados 8, metilo en los productos 9y
fenilo en los compuestos 10). En los compuestos 11a y 11b, el anillo oxazinico forma

parte de un triciclo.
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Figura 3. Oxazinas seleccionadas para su estudio.

Para comprobar el estado de las muestras almacenadas en el congelador, se utilizé
inicialmente cromatografia en capa fina. Para ello cada compuesto se disolviéd en
diclorometano (DCM) en los viales donde se conservaban, y mediante el uso de
capilares se procedié a depositar una muestra en placas de gel de silice que
posteriormente se eluyeron utilizando mezclas de hexano y acetato de etilo de

polaridad variable. Para visualizar los productos se hizo uso de la [dmpara ultravioleta,



y ademads se procedié a pulverizarlas con una disolucion de permanganato potasico y

posterior calentamiento para asegurarnos de revelar cualquier impureza.

Figura 4. Ejemplos de cromatografias en capa fina.

Tras revelar las capas finas, se seleccionaron las muestras que mostraron un menor
grado de descomposicién de los productos de interés, asegurando asi que tras el
proceso de purificacion quedaria una cantidad de compuesto suficiente para los
estudios bioldgicos. Asi se seleccionaron las oxazinas 7-11 (Figura 3) y se procedid a
purificarlas. Para ello, se eligié como técnica de purificacién la cromatografia rotatoria
en cromatotrén. Se trata de un sistema rotatorio compuesto por placas desmontables
de cuarzo recubiertas con gel de silice. Las placas se fijan a un sistema rotor y se las
hace girar a gran velocidad. Inicialmente se afiade en el centro de la placa el producto
diluido en DCM, se deja secar y luego se empieza a eluir con una mezcla de hexano y
AcOEt. Por fuerza centrifuga, el eluyente y los productos se van desplazando hacia el
exterior de la placa. Los productos viajan por la placa a distintas velocidades y ésta es
la base de su separacidn. Las fracciones de eluyente y producto/s se van recogiendo y
analizando por cromatografia en capa fina, para localizar aquellas fracciones que
contienen el producto de interés. Muestras de las distintas fracciones se analizaron por
RMN-1H, como se comentara luego, para confirmar que se trataba de los productos

deseados y no de impurezas.

Una vez establecido qué fracciones contenian el producto deseado puro, se
reunieron y se procedié a la evaporacion del disolvente utilizando un rotavapor. Los
compuestos se conectaron posteriormente a una bomba de alto vacio para eliminar

cualquier resto de disolvente.

Las oxazinas ya secas, se pesaron, se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCl3) y

se procedid a su caracterizacion utilizando principalmente experimentos de



Resonancia Magnética Nuclear (*H y 13C). Los espectros registrados se compararon con
los ya existentes en la base de datos del grupo en relaciéon a estos compuestos. Para
completar mi formacién en relaciéon a la caracterizacion de estructuras quimicas, a
alguna de las muestras se le realizé ademas su espectrometria de masas, el espectro

IR, y la actividad dptica.

A continuacion, se procede a explicar de manera detallada, y a modo de ejemplo, la

caracterizacién del compuesto 10b.

1H-RMN del compuesto 10b
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Sefial *H-RMN

Comentario

2.26(ddd, J=5.7,9.4,
14.0 Hz, 1H, 5-Ha)

Doblete de doblete de doblete que integra por un protén
(1H). Por su multiplicidad y desplazamiento se trata de

uno de los dos protones en posicién 5.

2.53(ddd, J=3.8, 3.8,
14.0 Hz, 1H, 5-Hp)

Doblete de doblete de doblete que integra por un protén
(1H). Su multiplicidad y desplazamiento sugieren que se

trata del otro protdn en posicién 5.

3.84 (s, 3H, OMe)

Singlete que integra por tres protones (3H). Debido a su
desplazamiento deducimos que se trata de metilo del
metilester (OMe).

4.5 (br. dd, J = 4.0, 5.6 Hz,
1H, 4’-H)

Doblete de doblete que integra por un protdn (1H).
Debido a su desplazamiento quimico se trata del

hidrégeno en posicién 4 del anillo oxazinico.

5.53 (dd, J= 3.5, 9.5 Hz,
1H, 6'-H)

Doblete de doblete que integra por un proton (1H).
Debido a su desplazamiento quimico y a su multiplicidad

se trata del hidrégeno en posicién 6 del anillo oxazinico.

7.38 (dd, J = 7.4, 7.4 Hz,
1H, Ar)

Doblete de doblete que integra por un proton (1H).
Debido a su desplazamiento y multiplicidad se trata de

un hidréogeno del anillo aromatico.

7.43(dd,J=7.4,7.6 Hz,
2H, Ar)

Doblete de doblete que integra por dos protones (2H).
Debido a su desplazamiento y multiplicidad se trata de

los hidrégenos del anillo aromatico.

7.44-7.48 (m, 4H, Ar)

Multiplete que integra por cuatro protones aromaticos.

7.50 (dd, J = 7.4, 7.4 Hz,
1H, Ar)

Doble de doblete que integra por un protdén aromatico.

7.60 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Ar)

Doblete que integra por dos protones (2H) aromaticos.

7.65 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ar)

Doblete que integra por dos protones (2H) aromaticos.

8.11 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Ar)

Doblete que integra por dos protones (2H) aromaticos.

Tabla 1. Caracterizacion *H-RMN.




13C-RMN del compuesto 10b
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Sefial 13C-RMN Comentario
31.0 (CHy) Carbono en posicién 5 del anillo oxazinico.
52.5 (CHs) Por su desplazamiento quimico se trata de un metilo unido a
un heteroatomo. Corresponde con el CHsz unido al oxigeno.
54.0 (CH) Carbono en posicién 4 del anillo oxazinico.
73.8 (CH) Carbono en posicién 6 del anillo oxazinico.
126.1 (2 x CH) Carbonos del anillo aromatico.
127.1 (2 x CH) Carbonos del anillo aromatico.
127.6 (4 x CH) Carbonos del grupo Ph unidos al anillo aromatico.
127.6 (CH) Carbono del grupo Ph unidos al anillo aromatico.
127.7 (2 x CH) Carbonos aromaticos.
128.1 (2 x CH) Carbonos del grupo Ph unido al anillo oxazinico.
128.8 (2 x CH) Carbonos del grupo Ph unido al anillo oxazinico.
131.0 (CH) Carbono del grupo Ph unido al anillo oxazinico.
133.3(C) Carbono cuaternario aromatico.
138.9 (C) Carbono cuaternario aromatico.
140.6 (C) Carbono cuaternario aromatico.
141.4 (C) Carbono cuaternario aromatico.
156.8 (C) Por su desplazamiento quimico, es el carbono en posicién 2
del anillo oxazinico.
172.8 (C) Carbono perteneciente al éster.

Tabla 2. Caracterizacion 3C-RMN.




El peso molecular y la féormula empirica de 10b se confirmaron utilizando
espectrometria de masas y analisis elemental, y en su espectro de IR se registrd una

banda de absorcién pronunciada a 1738 cm™, correspondiente al grupo carbonilo.

Actividad biologica

Los productos puros, una vez completada su caracterizacion, se prepararon para su
estudio antimicrobiano. La situacién generada por el COVID-19 obligé a suspender los
ensayos antibacterianos y antifungicos en el Servicio de Actividades Bioldgicas del
IPNA-CSIC, pero pudieron efectuarse estudios de actividad antiviral y citotoxicidad en

colaboracién con la Universidad de Lovaina (Bélgica).

En primer lugar, y dada la actualidad del covid-19, se hicieron estudios de los
compuestos frente al coronavirus felino, ya que es un coronavirus relacionado con el
covid pero menos trasmisible al ser humano. Es de destacar que el covid ha saltado del
hombre a distintos animales, especialmente gatos y otros felinos. Para el estudio se
usaron células de rifion de gato Crandell-Rees (CRFK), que se infectaron con el

coronavirus felino.

Para que haya una ventana terapéutica util, un compuesto debe tener una alta
actividad antiviral pero una baja toxicidad hacia la célula animal. Por ello, primero se
estudio la citotoxicidad de los compuestos sobre células CRFK, medida como la CC50,
es decir, la concentracién a la que la viabilidad de las células se reduce en un 50%. Para
ello se empled el ensayo colorimétrico MTS, donde las células viables generan
formazan, un compuesto coloreado. La intensidad del color se mide en un colorimetro.
Como se puede ver en la Tabla 3, los compuestos no mostraron citotoxicidad a dosis >

100 pg/mL, salvo el compuesto 11a.

A continuacion, las células CRFK se infectaron con el coronavirus y se trataron con
diferentes concentraciones de los compuestos. Con ello se determind la EC50, que es
la concentracién a la que se reduce en un 50% la citopatogenicidad inducida por el
virus. La viabilidad se determind también con el ensayo MTS. Solamente el compuesto
11a mostré una actividad considerable, comparable a la de uno de los controles (HHA)
si bien su citotoxicidad es superior. Es de destacar que 11a es uno de los compuestos
triciclicos, de alta rigidez estructural. Como su isdmero 11b no mostré una actividad

apreciable, la configuracidn debe ser importante para la bioactividad.

Las células CRFK también se emplearon para estudiar la actividad contra el
herpesvirus felino (Tabla 3). De nuevo, el compuesto 11a es el Unico que mostré una

actividad considerable.



ECso (UM)
Compuestos CCso (UM) Virus corona felino Virus herpes felino
7a > 100 > 100 > 100
7b >100 >100 > 100
8a > 100 > 100 >100
8b > 100 > 100 > 100
9a > 100 > 100 >100
9b > 100 > 100 > 100
10a > 100 > 100 >100
10b > 100 > 100 > 100
11a 63 >20 >20
11b >100 >100 > 100
HHA (ug/ml) > 100 18 2
UDA (pg/ml) 16 1.1 0.8
Ganciclovir > 100 >100 1.1

Tabla 3. Resultados estudio antiviral en cultivos CRFK. Controles: HHA (Hippeastrum
hybrid agglutinin) es una lectina de plantas especifica para manosa, con importante
actividad anticoronavirus. La UDA (Urtica dioica agglutinin) es otra lectina con potente
actividad antiviral/anticoronavirus. Ambas se usan como controles positivos 1%, El
nucledsido aciclico ganciclovir, que se emplea mucho contra varios virus (ej.
citomegalovirus), no es muy activo contra los coronavirus (control negativo para éstos
y positivo para herpesvirus) 11,

También se estudié la actividad antiviral frente a patégenos de humanos, como el
virus de la estomatitis vesicular, el virus Coxsackie y el virus sincitial respiratorio (Tabla
4). Para ello se infectaron células de cancer de cuello de Utero Hela con los virus

nombrados anteriormente.

En primer lugar, se determind la CMC, es decir, la concentracion minima citotoxica,
concentraciéon capaz de producir alteraciones en la morfologia normal de las células.
Fue determinada midiendo la viabilidad celular con el ensayo colorimétrico MTS. Los
compuestos ensayados no mostraron efectos citotdxicos hasta concentraciones iguales
o superiores a 100 uM. Llegados a este punto, se procedidé a determinar la ECso,
también con el ensayo MTS. Como se puede observar en la Tabla 4, el compuesto 11a
es de nuevo el que mejores resultados presenta, y es de destacar que su relaciéon
actividad antiviral/citotoxicidad es mejor frente a virus humanos que frente a los virus

felinos.




El compuesto 11a merece ser estudiado con mayor profundidad en un futuro. Para
ello, se generaran otros derivados triciclicos con anillos de distinto tamafo, rigidez y
sustituyentes, y se estudiara de nuevo su actividad antiviral. Los datos que se obtengan

serviran para disenar estructuras mds potentes y selectivas.

ECso (LM)
Compuestos CMC (uM) Virus estomatitis Virus Coxsackie Virus sincitial
vesicular respiratorio
7a >100 > 100 > 100 >100
7b > 100 >100 >100 > 100
8a >100 > 100 > 100 >100
8b > 100 > 100 > 100 > 100
9a >100 > 100 > 100 >100
9% > 100 > 100 > 100 > 100
10a > 100 > 100 > 100 >100
10b > 100 > 100 > 100 > 100
11a 100 >20 >20 >20
11b > 100 > 100 > 100 > 100
DS - 5000 (ug/ml) > 100 > 100 > 100 1
S—-DHPA > 250 > 250 > 250 > 250
Ribavirina >250 5 50 3

Tabla 4. Resultados estudio antiviral en cultivos Hela. Controles: DS-5000 (Dextran
sulphate MW 5000) es activo contra VIH-1, virus sincitial respiratorio, etc 2. La S-
DHPA [(S)-9-(2,3—Dihydroxypropyl) adenine] es un nucledsido aciclico, en que el anillo
del azucar se sustituye por una cadena lineal. Es activo tanto contra virus RNA como
DNA 12, La Ribavirina es un andlogo de nucleésido en el que la base nitrogenada es
triazolcarboxamida. Se usa contra virus de la hepatitis C y otros como el virus sincitial
respiratorio 3],




MATERIALES Y METODOS

1. Técnicas experimentales.

Resonancia Magnética Nuclear (*H y 3C). Ambos experimentos (*H y 13C) se realizaron
en un espectrofotémetro Bruker, modelo Avance Il 500, a una frecuencia de 500 MHz
para 'H y 125.7 MHz para '3C. Como disolvente para preparar las muestras para su
analisis se usé CDCls. Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en partes
por millén (ppm), en relacion al disolvente empleado como referencia interna, y las

constantes de acoplamiento (J) en Hertzios (Hz).

Espectroscopia de Infrarrojo (IR). Los espectros de infrarrojo se realizaron en un
espectrometro Perkin-ElImer modelo 681/FTIR, en células de 0.2 mm, disolviendo el
producto en cloroformo seco sobre gel de silice Merck con indicador de humedad. La
espectrometria de infrarrojo permitié también comprobar para cada uno de los

productos la presencia de grupos funcionales caracteristicos.

Espectrometria de Masa (EM). Los espectros de masas de baja y alta resolucidn fueron
realizados en un espectrémetro Vg — Micromass modelo Zab 2F, con la técnica de
Impacto Electrénico de alta y de baja resolucion. La temperatura de la fuente

fue de 220 oC y la energia de ionizacion 70 eV.

Andlisis elemental. Los analisis elementales se realizaron en un analizador Fisons
modelo EA 1108 CHNS.

2. Técnicas cromatogrdficas para la purificacion de los productos.

Cromatografia en capa fina. El estado de pureza de las muestras a estudiar se
monitorizd mediante placas de gel de silice Merck (60 F254 de 0,25 mm de espesor).
Los eluyentes empleados se especifican en cada caso (CeéH1a y C4Hs0,). El revelado de
las mismas se realiz6 mediante exposiciéon a la luz ultravioleta de 254 nm, vy la
pulverizacion con una disolucién de permanganato potasico (por cada litro de agua, 10
g de KMnQg, 66.7 g K2CO3y 0.85 g NaOH) y posterior calentamiento.

Cromatografia rotatoria en cromatotrén. Aparato que utilizando un sistema de placas
circulares en los que la mezcla a resolver se separa por un proceso de cromatografia en
centrifuga. Se utilizé una placa circular de 1 mm de grosor de gel de silice Merck
(60PF254) con yeso.



3. Procedimiento de purificacidon y caracterizacion estructural.

(4R*,65*)-Metil 2,6-Difenil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazina-4-carboxilato (+)-7a y su
isomero (45*,65*) (£)-7b. Se purificaron utilizando cromatografia rotatoria en
cromatotrén (hexano/AcOEt 90:10). Compuesto (*)-7a: IR (CHCI3): 3030, 1742, 1652,
1276 cm™; *H RMN (500 MHz, CDCls, 26 °C) 64 = 2.12 (ddd, J = 11.6, 11.6, 13.6 Hz, 1H,
5-Ha), 2.54 (ddd, J = 2.8, 4.8, 13.6 Hz, 1H, 5-Hy), 3.80 (s, 3H, OMe), 4.59 (dd, J = 4.8,
11.4 Hz, 1H, 4-H), 5.32 (dd, J = 2.8, 11.6 Hz, 1H, 6-H), 7.37—7.40 (m, 3H, Ar), 7.41-7.43
(m, 4H, Ar), 7.45 (dd, J = 7.2, 8.8 Hz, 1H, Ar), 8.03 (d, J = 7.1 Hz, 2H, Ar) ppm; 3C RMN
(125.7 MHz, CDCls, 26 °C) 8¢ 32.4 (CHa), 52.4 (CH3), 56.5 (CH), 76.2 (CH), 125.8 (2 x CH),
127.6 (2 x CH), 128.0 (2 x CH), 128.5 (CH), 128.8 (2 x CH), 130.9 (CH), 133.1 (C), 139.7
(C), 157.0 (C), 172.5 (C) ppm; MS (El, 70 eV) m/z (%) 295 [M*]; HRMS: calculado
CisH17NO3 295.1208, encontrado 295.1212. Compuesto ()-7b: IR (CHCI3): 2956, 1738,
1650, 1283 cm™%; 1H RMN (500 MHz, CDCls, 26 °C) 8y 2.19 (ddd, J = 5.7, 9.3, 14.8 Hz,
1H, 5-Ha), 2.48 (ddd, J = 3.8, 3.9, 14.0 Hz, 1H, 5-Hy), 3.82 (s, 3H, OMe), 4.44 (dd, J = 4.2,
5.6 Hz, 1H, 4-H), 5.46 (dd, J = 3.6, 9.3 Hz, 1H, 6-H), 7.34—7.45 (m, 7H, Ar), 7.47 (dd, J =
7.2, 7.4 Hz, 1H, Ar), 8.06 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ar) ppm; 13C RMN (125.7 MHz, CDCls, 26 °C)
8c 31.0 (CHa), 52.5 (CH3), 54.0 (CH), 73.8 (CH), 125.6 (2 x CH), 127.6 (2 x CH), 128.1 (2 x
CH), 128.3 (CH), 128.7 (2 x CH), 131.0 (CH), 133.3 (C), 140.0 (C), 157.1 (C), 172.8 (C)
ppm; MS (El, 70 eV) m/z (%) 295 (19) [M*]; HRMS: calculado CigH17NO3 295.1208,
encontrado 295.1216. Analisis elemental calculado C 73.20, H 5.80, N 4.74; encontrado
C73.22,H5.86, N 4.61.

(4R*,65*)-Metil 2,6(bifenil -4-aril)-Difenil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazina-4-carboxilato
(¥)-10a y su isomero (45*,65*) (£)-10b. Se purificaron utilizando cromatografia
rotatoria en cromatotrén (hexano/AcOEt 90:10). Compuesto (+)-10a: IR (CHCls): 3018,
1742, 1649, 1488 cm™. H RMN (500 MHz, CDCls, 26 °C) 6y = 2.18 (ddd, J = 11.5, 11.5,
13.7 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.60 (ddd, J = 2.9, 4.9, 13.7 Hz, 1 H, 5-Hb), 3.81 (s, 3 H, OMe), 4.64
(dd, J=4.8,11.5Hz, 1 H, 4-H), 5.39 (dd, J = 2.8, 11.7 Hz, 1 H, 6-H), 7.36 (dd, /= 7.4, 7.5
Hz, 1 H, Ar), 7.41 (dd, J = 7.0, 7.6 Hz, 2 H, Ar), 7.46 (dd, J = 7.0, 7.5 Hz, 2 H, Ar), 7.48 (m,
1 H, Ar), 7.50 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ar), 7.61 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar), 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
Ar), 8.07 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Ar) ppm; 3C RMN (125.7 MHz, CDCls, 26 °C): 8¢ = 32.4 (CH,),



52.4 (CHs), 56.5 (CH), 76.0 (CH), 126.3 (2 x CH), 127.1 (2 x CH), 127.5 (2 X CH), 127.6 (2
x CH), 128.0 (2 x CH), 128.5 (CH), 128.8 (2 x CH), 130.9 (CH), 133.1 (C), 138.6 (C), 140.6
(C), 141.6 (C), 156.9 (C), 172.5 (C) ppm. MS (El, 70 eV) m/z (%) 371 (33) [M*]. HRMS:
calculado C24H21NO3 371.1521; encontrado 371.1523; calculado C;H1sNO 312.1388;
encontrado 312.1386. Analisis elemental calculado C 77.61, H 5.70, N 3.77; encontrado
C 77.43, H 5.98, N 3.66. Compuesto (+)-10b: IR (CHCIs): 3011, 1738, 1649 cm™. H
RMN (500 MHz, CDCls, 26 °C): 6n = 2.26 (ddd, J = 5.7, 9.4, 14.0 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.53
(ddd, J = 3.8, 3.8, 14.0 Hz, 1 H, 5-Hb), 3.84 (s, 3 H, OMe), 4.50 (br. dd, J = 4.0, 5.6 Hz, 1
H, 4-H), 5.53 (dd, J = 3.5, 9.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.38 (dd, J = 7.4, 7.4 Hz, 1 H, Ar), 7.43 (dd, J =
7.4, 7.6 Hz, 2H, Ar), 7.44-7.48 (m, 4H, Ar), 7.50 (dd, J = 7.4, 7.4 Hz, 1H, Ar), 7.60 (d, J =
8.1 Hz, 2H, Ar), 7.65 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ar), 8.11 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Ar) ppm; 3C RMN
(125.7 MHz, CDCls, 26 °C): &¢ = 31.0 (CH2), 52.5 (CHs), 54.0 (CH), 73.8 (CH), 126.1 (2 %
CH), 127.1 (2 x CH), 127.6 (4 x CH), 127.6 (CH), 127.7 (2 x CH), 128.1 (2 x CH), 128.8 (2
x CH), 131.0 (CH), 133.3 (C), 138.9 (C), 140.6 (C), 141.4 (C), 156.8 (C), 172.8 (C) ppm.
MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 371 (100) [M*]. HRMS: calculado Cz4H21NO3 371.1521;
encontrado 371.1519; calculado Cy;H1sNO 312.1388; encontrado 312.1384. Analisis
elemental calculado C 77.61, H 5.70, N 3.77; encontrado C 77.61, H 5.98, N 3.70.

El resto de los derivados de oxazinas se purificaron siguiendo la metodologia
descrita y se identificaron por comparacion de su espectro de RMN de 1H con los datos

ya existentes en el grupo.



CONCLUSIONES

Una coleccion de oxazinas, sintetizadas previamente en el IPNA-CSIC, fue
purificada utilizando técnicas cromatograficas usuales en laboratorios de
quimica orgdnica como son cromatografia en capa fina, y cromatografia

rotatoria en cromatotrén.

La estructura de los compuestos purificados se pudo confirmar haciendo uso de
Resonancia Magnética Nuclear (experimentos de 'H y !3C), asi como otras
técnicas como la espectroscopia infrarroja, analisis elemental o actividad

Optica.

Muestras de los compuestos puros fueron preparadas y sometidas a ensayos
de citotoxicidad y actividad antiviral. Los resultados obtenidos en estos ensayos
permitieron identificar un compuesto (11a) que mostré una prometedora
actividad antiviral frente al coronavirus felino, el herpesvirus felino, y los virus
humanos de la estomatitis vesicular, el virus Coxsackie y el virus sincitial
respiratorio. Es de destacar que su relacidn actividad antiviral/citotoxicidad es

mejor frente a virus humanos que frente a los virus felinos.

Las relaciones estructura-actividad establecidas sugieren que la rigidez
estructural del compuesto triciclico 11a, asi como su estereoquimica, son

necesarios para una accion antiviral potente.
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