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Resumen

La quimica medicinal es la disciplina encargada de la busqueda de compuestos bioactivos
a partir de fuentes naturales, asi como el desarrollo de nuevas sustancias a través de
herramientas como la sintesis organica y las técnicas computaciones, todo esto tiene como

fin la obtencion y desarrollo de nuevos productos farmacéuticos con fines terapéuticos.

El presente trabajo se enfoca en dos aspectos importantes de la quimica medicinal. El
primero es una aproximacion al conocimiento de los metabolitos secundarios presentes en
una planta endémica de la region de Baja California conocida como Abronia maritima, a la
cual por medio de una maceracion hidroalcohdlica se pudo obtener un extracto crudo y este
a su vez se fraccion6 con base en la metodologia de Kupchan modificada con lo que se
obtuvo cuatro particiones, las cuales se estudiaron de manera independiente por medio de
las técnicas de tamizaje fitoquimico y perfil antioxidante. El resultado del tamizaje
fitoquimico del extracto crudo y particiones, mostraron la presencia de alcaloides y
glucosidos antraquindnicos en todos ellos y solo el extracto de DCM presentd el mayor
numero de resultados positivos, o que sugiere que los metabolitos mayoritarios de A.
maritima son de polaridad media. Para el caso de la evaluacién antioxidante con la técnica
de DPPH, el extracto de DCM mostré un mejor efecto con una CEso de 0.120 mg/mL,
mientras que en la técnica de ABTS el extracto crudo present6 una mayor actividad con
una CEso de 1.047 mg/mL y finalmente en B-caroteno, la particion hexanica tuvo el mejor

perfil de inhibicion oxidativa con un 67 %.

El segundo aspecto se enfoca en la sintesis organica de productos tipo éster a partir de la
1-fenil-3-metil-pirazolin-5-ona también conocida como Edaravona. De esta estructura se
sintetizaron 16 productos, los cuales fueron caracterizados por medio de distintas técnicas
espectroscopicas y una espectrométrica, ademas se evaluo su actividad antioxidante, perfil
citotoxico, actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa y con el uso de herramientas
computacionales se busco la propuesta como agentes terapéuticos en el antiagregamiento
del péptido B-amiloide 1-42 y la fraccion 25-35, asi como la prediccion de sus propiedades
ADME. La evaluacion antioxidante de los derivados sintéticos indicé que el compuesto Eda-

val, presenta una mejor accion antirradicalaria frente a los radicales DPPH y ABTS con
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CEso de 0.0078 y 0.2094 mg/mL. En el caso del perfil citotoxico, los productos Eda-Ptol y
Eda-cinn presentaron una CTxso de 0.04 y 0.47 mg/mL respectivamente. En la parte
computacional, los compuestos sintéticos mostraron un mejor perfil de inhibicién con la
enzima acetilcolinesterasa que con los péptidos de B-amiloide. Finalmente, la evaluacién
de las propiedades ADME los productos presentan buenas propiedades de absorcién

gastrointestinal asi como la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

Palabras clave

Quimica medicinal, Fitoquimica, Sintesis organica, Edaravona, producto tipo éster,
acetilcolinesterasa, B-amiloide, Antioxidante, Abronia maritima, analisis in silico.
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El presente trabajo esta enfocado en tres aspectos relacionados a la quimica medicinal: En
primer lugar se realiza una aproximacion al conocimiento metabolitos secundarios
presentes en la parte aérea de Abronia maritima, la cual es una planta endémica de la
region de Baja California, a través de un estudio fitoquimico, el cual consiste en la obtencién
del material vegetal, generacion de un extracto de caracter etandlico, seguido por un primer
fraccionamiento para la obtencion de particiones por medio por medio del método de
Kupcham modificado, lo siguiente que re realiz6 fue la caracterizacion de los metabolitos
secundarios por técnicas colorimétricas para asi obtener una aproximacion del tipo
cualitativa de los mismos, posteriormente se realizé los analisis de la actividad antioxidante
por medio de tres técnicas, DPPH, ABTS y B-caroteno. Ademas se realizaron dos analisis
enfocados a una parte biologica, los cuales fueron la inhibicibn enzimatica de
acetilcolinesterasa y de viabilidad celular.

El segundo lugar fue la sintesis de una serie de moléculas derivadas de la 1-fenil-3-metil-
2-pirazolin-5-ona a través de distintas rutas sintéticas para la obtencién de moléculas con
potencial actividad biolégica. De igual manera los productos sintéticos fueron
caracterizados por técnicas analiticas como resonancia magnética de 'H y '3C asi como
espectrometria de masas. De igual manera para valorar su potencial uso como farmacos
fueron evaluadas por técnicas antioxidantes las cuales fueron DPPH y ABTS. Como
ensayos complementarios se valoré su potencial uso como inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa asi como conocer si presentan toxicidad frente a una linea celular por

medio del ensayo MTT.

Finalmente, como tercer parte de este trabajo esta estructurado por el analisis in silico de
los productos sintéticos, lo cuales se analizaron via docking molecular frente a tres dianas
bioldgicas; dos pertenecientes a la enzima acetilcolinesterasa humana recombinante y de
torpedo del pacifico, para la evaluacion de afinidad hacia el receptor y la tercer diana
utilizada fue una fraccion toxica del péptido (-amiloide (BA) 25-35 y 1-42 relacionada con
la enfermedad de Alzheimer. Finalmente, se realiz6 una evaluacion de las propiedades
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ADME de los productos sintéticos para corroborar si los mismos pueden ser candidatos

prometedores a moléculas terapéuticas.
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Il ANTECEDENTES

2.1 Etnobotanica y aspectos histéricos

La etnobotanica es la disciplina que estudia la relacion del ser humano con su medio
vegetal, este término fue acufiado en 1896 por el botanico John William Harshberger (1869-
1929) el cual fue utilizado para hacer referencia del uso de las plantas por los pueblos
indigenas. Sin embargo, actualmente se le considera un campo de estudio interdisciplinario
por lo cual se han desarrollado subdisciplina para su mejor entendimiento como
arqueoetnobotanica o paleoetnobotanica (uso de las plantas en un contexto arqueologico),
etnomicologia (interaccion de los seres humanos y los hongos), etnoecologia
(entendimiento del mundo natural por el ser humano), y etnofarmacologia (uso del medio

vegetal para la preparacion de remedios farmacologicos).'?

Los registros mas antiguos escritos del uso de las plantas provienen de la cultura egipcia
de hace 3000 a 6000 afios, la cual desarroll6 valiosos preparados farmacolégicos a base
de materiales vegetales. En diversos papiros se tiene establecido que los doctores egipcios
prescribian distintos tipos de remedios como sedantes, analgésicos, remedios para
trastornos gastrointestinales, urinarios y resfriado comun, de los cuales muchos eran
administrados via topica, fumigacién e inhalacién de vapores. Algo mas que se atribuye a
los egipcios es el uso temprano de sustancias como el vino, aceite de ricino, marihuana,
opio y cerveza hacha de cebada de trigo, los cuales los estudios modernos sugieren que

estos habrian sido eficaces.?

El uso de preparados farmacoldgicos a base de plantas siguié en aumento en otras culturas

como la china, griega, india, mesoamericana, entre otras.

La cultura china se ha caracterizado por tener un vasto conocimiento en materia botanica,
por lo cual es ampliamente reconocida por su medicina tradicional. El origen de esta
tradicion se remonta a 3000 antes de Cristo (a.C), con el emperador Shennong también
conocido como el “divino granjero” quien se le atribuye la identificacién de una gran variedad
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de plantas con actividad farmacologica asi como la primer farmacopea china “Shennong

pen ts'ao ching”. Muchos de estos preparados siguen vigentes hasta nuestros dias.?45

Por otro lado en India, evolucion6 la medicina Ayurveda (del sanscrito 3/795%’ ayuh, ‘vida’
y veda, ‘verdad, conocimiento’). El origen de la medicina Ayurveda es atribuido a los textos
mas antiguos, uno de estos es el Atharva veda, donde se hace mencion de diversas
enfermedades asi como sus tratamientos. Fueron pioneros en utilizar presentaciones
farmacéuticas como unguentos, infusiones, maceraciones y preparados farmacologicos
que incluian miel conocidos como electuario. Este vasto conocimiento no solo se centré en
el tratamiento con preparados, sino también tuvo un impacto en areas como la cirugia, lo
cual es mencionado en el Mahabharatha, donde se hace referencia cirujanos que atienden
a heridos y discapacitados con instrumentos y equipos en el campo de batalla. Algunas
plantas medicinales ayurvédicas utilizadas hasta la fecha incluye Azadirachta indica A.Juss.
(neem), Centella asiatica (L.) Urban (gotu kola), Cinnamomum camphora (L.) J.Presl.
(alcanfor), Elettaria cardamomum (L.) Maton (ela o cardamomo), Rauwolfia serpentina (L.)
Benth. Ex Kurz (raiz de serpiente india), Santalum album L. (sandalo), Terminalia spp.
(myrobolan), Withania somnifera (L.) Dunal (aswargandha), Boerhavia diffusa L.

(punarnava) entre otras. 487

En el continente americano en especifico Mesoameérica, debido a su ubicacion geografica
permitié que su diversidad vegetal fuera extremadamente rica, lo cual repercutié de manera
positiva en los pueblos originarios. Previo a la llegada de los europeos ya existia una historia
de por lo menos 3500 afos en el uso de plantas para utilizadas para distintos fines, de las
cuales muchas son consideradas sagradas debido a los distintos efectos ocurridos posterior
a su administracion, ejemplo de esto se tiene distintas plantas psicoactivas como el peyote
(Lophophora williamsii (Lem.) J.M.Coult), ololiuqui (Turbina corymbosa (L.) Raf.), toluache
(Datura spp.), asi como plantas medicinales de las cuales podemos citar a la flor del
corazon o Yoloxochitl (Talauma mexicana (DC.) G. Don.), la flor de manita o Macpalxochitl
(Chiranthodendron pentadactylon Larreat.). Mesoamérica es también considerada cuna de
distintas plantas utiles, ejemplo de esto tenemos plantas alimenticias como el maiz (Zea
mays L.), aguacate (Persea americana Mill.), chile (Capsicum spp.), proveedoras de fibras
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textiles tenemos el henequén (Agave fourcroydes Lem.), kapok (Ceiba pentandra (L.)
Gaertn.), generacion de bebidas alcohdlicas, ejemplo el pulque (Agave salmiana Otto ex
Salm-Dyck), tequila (Agave tequilana F.A.C.Weber), entre otras. Las cuales fueron

domesticadas mucho antes de la llegada europea.?*

2.2 Diversidad botanica

En la actualidad podemos estimar la diversidad de plantas terrestres (Embryophyta) entre
291,658 a 297,857 especies, de las cuales el 85% son plantas con flores (angiospermas) y

el resto, apenas el 15% es representado por musgos, helechos, licofitas y gimnospermas.8,°

Halberstein (2005) menciona que la Organizacién mundial de la salud (WHO, por sus siglas
en inglés) tiene reconocidas alrededor de 20,000 plantas medicinales, equivalente a un 7%
de especies vegetales, por lo, tanto esto deja a la vista que mas de un cuarto de millén de

plantas no se tiene conocimiento de algun potencial uso terapéutico.?

De los taxa de plantas existentes en la actualidad, las angiospermas o plantas con flores,
son el grupo mas numeroso y es ademas con quien mantenemos una relacion sumamente
estrecha; asi que, para su comprension existen numerosos sistemas de clasificacién, uno
de estos es conocido como Angiosperm Phylogeny Group Il (APG IlI, por sus siglas en
inglés) el cual agrupa a sus miembros en 11 clados, 64 6rdenes, 415 familias y alrededor
de 254,247 especies & 0. En el presente trabajo se hara énfasis en un miembro de la familia

Nyctaginaceae.
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2.3 Familia Nyctaginaceae

La familia Nyctaginaceae (del griego nyct, noche, en referencia a la floracion nocturna)
pertenece al orden Caryophyllales y este a su vez forma parte de las eudicotas nucleares.""
Consta de ca. 34 géneros y 350 especies, principalmente tropicales y subtropicales, pero
en su mayoria de americana.'? La clasificacion de Nyctaginaceae a niveles inferiores es
compleja sin embargo, existen estudios como el de Douglas y Spellenberg (2010), que
reconocen siete tribus: Leucastereae, Boldoeae, Colignonieae, Bougainvilleeae, Pisonieae,
Nyctagineae y Caribeeae,’® de las cuales se han logrados aislar distintas moléculas de
interés bioldgico.



Antecedentes

2.4 Metabolitos aislados con actividad biolégica

Los estudios sobre la extraccion, aislamiento y caracterizacion de metabolitos de especies
pertenecientes a la familia nyctaginaceae se remonta a la ultima década del siglo XX. Uno
de estos trabajos fue realizado por Wollenweber y Dorr en 1996, quienes aislaron a partir
de una extraccion con acetona una serie de metabolitos tipo flavonoide en Mirabilis viscosa

Cav.™

Anos mas tarde, en especifico 2001, Yang y colaboradores separaron y caracterizaron tres
nuevos compuestos fendlicos nombrados como 2'-O-Metilabronisoflavona, 9-O-Metil-4-
hidroxiboeravinona B, y 6-Metoxiboeravinona C (Figura 1) a partir de la manipulacién de
cultivos celulares de Mirabilis jalapa L. donde los compuestos 1 y 2 presentaron actividad
anti fungica frente a Candida albicans DSY1024 con un CEso de 25 y 48 pg/mL

respectivamente.’®

Figura 1. Estructuras de 2'-O-Metilabronisoflavona (1), 9-O-Metil-4-hidroxiboeravinona B (2) y 6-
Metoxiboeravinona C.

El siguiente afio, Wang y colaboradores describen que diversas plantas utilizadas en la
medicina tradicional china poseen actividad frente (VIH), con lo cual refieren que la
maceracion etandlica de la raiz de M. jalapa, en concreto la fraccion de acetato de etilo
(AcoEt) exhibe una potente actividad inhibitoria in vitro frente a VIH, por lo cual buscan
aislar los metabolitos presentes en esta fraccion, con lo cual lograron separar cuatro nuevos

rotenoides nombrados Mirabijalona A-D (Figura 2) entre otros metabolitos.
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Figura 2. Estructuras de Mirabijalona A-D.

De las especies pertenecientes a la familia nyctaginaceae, el género Boerhavia ha sido
ampliamente estudiado interés farmacoldgico. En este género, una de las especies mas
estudiadas es Boerhavia diffusa L., la cual es una planta muy popular en la medicina
Ayurvedica utilizada comunmente como diurético y analgésico. Ejemplos de estas
sustancias aisladas tenemos las descritas por Borelli y colaboradores (2006), quienes
evaluaron la actividad espasmolitica in vivo de compuestos derivados de la rotenona

(Figura 3) conocidos como rotenoide (Figura 4)'®

Figura 4. Estructura de 9-O-metil-10-

, hidroxicoccieneona B.
Figura 3. Estructura de la rotenona.

Para el 2007, Ahmed-Belkacem y colaboradores publicaron un trabajo sobre el aislamiento
de una nueva clase de inhibidores de la proteina de resistencia al cancer de mama
conocidos bajo el nombre de boeravinona G y H; ademas de otros 9 compuestos donde

figuran boeravinona | y J como nuevas moléculas (Figura 5)'".

10
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Figura 5. Estructuras de boeravinona de izquierda a derecha G, H, I, J.

Un ejemplo de componentes antiinflamatorios descubiertos en un miembro de la familia
nyctaginaceae, fueron aislados por Baiwara y su grupo de investigacion en el 2013, quienes
publicaron un articulo en el cual describen la purificacion de nueve compuestos por el
método de maceracion etandlica al 70% en frio, donde el compuesto llamado boeravinona
N (Figura 6) mostré un mayor efecto inhibitorio sobre COX-1y COX-2 in vitro, mientras que

el compuesto conocido como boeravinona B (

Figura 7) fue el que exhibid un efecto antinflamatorio significativo in vivo '@

Figura 6. Boeravinona N.
Figura 7. Boeravinona B.

Ademas de este género existen otros donde se han encontrado diversos metabolitos con
efecto terapéutico, este es el caso de Pisonia aculeata L., para la cual Wu y colaboradores
(2011) describieron una serie de metabolitos con actividad antituberculosa, los cuales
pisonina B (Figura 8) y pisovaninona (Figura 9) fueron los que mostraron actividad
farmacoldgica.’®

11
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H
_0O @) |
HO
OH O OH O
Figura 8. Pisonina B. Figura 9. Pisovaninona

El trabajo mas reciente de aislamiento de metabolitos con interés bioldgico sobre un
miembro de la familia nyctaginaceae fue realizado por el grupo de investigacion
encabezado por Do en 2016, los cuales aislaron 8 nuevas moléculas tipo peltoginoide
(Figura 10) de Bougainvillea spectabilis Willd., nombradas Bougainvinona A-H (Figura 11).
Ademas de su aislamiento, estas moléculas fueron probadas sobre lineas de células
tumorales para evaluar su actividad citotéxica donde, el compuesto 7 fue quien exhibié los
mejores valores de ICso en un rango comprendido entre 7.4-9.7 uM frente a las lineas

celulares utilizadas en su trabajo

OH H
Figura 10. Estructura del peltogynol.

1: OH H OCHs OCHs
2: OH H OH OCHs
3: OH H OH OH
4: H H OH OH
5. H H OCHs OH
6: H H OCHs OCHs
Figura 11. Estructura de las bougainvinona A-H 7. HoOCHs O o
8 H OCHs OCHs OH

12
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Desde un punto de vista quimico y medicinal, es importante sefialar que las bougainvinonas
aisladas en este trabajo provienen de una planta considerada comun y de uso extensivo
como ornamental y medicinal, ademas esta moléculas tienen un valor quimiotaxonémico
de importancia para la clasificacion de otras especies pertenecientes a la familia

nyctaginaceae %°

2.5 Metabolitos aislados de miembros del género Abronia

En el caso del género Abronia Juss., en la actualidad se tienen descritas ca. 20 especies,
de las cuales solo de tres se tiene informacion sobre el aislamiento de moléculas con
potencial interés taxonémico y terapéutico; estas especies son Abronia latifolia Eschsch.,

Abronia nana S. Watson y Abronia villosa S. Watson (Figura 12).

Abronia nana

Abronia latifolia

Figura 12. Especies del género Abronia.

Para A. latifolia, existe una publicacion la cual fue desarrollada por Wollenweber,
Papendieck y Schilling en 1993, los cuales extrajeron un metabolito estructuralmente
conocido como isoflavona C-metilada nombrada abronisoflavona (Figura 13). Este hallazgo
trajo con sigo dos consideraciones importantes, 1) fue la primer isoflavona C-metilada
encontrada en la naturaleza, y 2) las isoflavonas son muy poco comunes en otras plantas
que no sean leguminosas, por lo tanto, esta es la primer isoflavona aislada en un organismo

vegetal no perteneciente a la familia Fabaceae.

13
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Figura 13. Estructura de abronisoflavona.

El siguiente trabajo enfocado a alguna especie del género Abronia fue publicado en 2011
por Starks y colaboradores, quienes a partir de una maceracion EtOH/AcOEt (etanol /
acetato de etilo) 1:1 de A. villosa a temperatura ambiente, aislaron un nuevo compuesto de
tipo rotenoide llamado abroniona (Figura 14) asi como dos metabolitos ya conocidos:
boeravinona C y lupeol. Ademas del aislamiento de estas moléculas, abroniona fue probado
sobre lineas celulares cancerosas humanas NCI-H460 (carcinoma pulmonar de células
grandes) y HL-60 (células de leucemia promielocitica humana) la cual exhibié una
citotoxicidad moderada.?’

Figura 14. Estructura de abroniona.

Tiempo después en 2014, el grupo de investigacion liderados por Se-Hoon Park, a través
de cultivos celulares en suspension de A. nana aislaron tres inhibidores selectivos de (3-
secretasa (BACE1), proteina relacionada a la enfermedad de Alzheimer. Estas moléculas
resultaron ser rotenoides ya conocidos con anterioridad, los cuales son boeravinona D y
mirabijalona D (aislada previamente de Mirabilis jalapa L.), asi como un nuevo rotenoide C-

metilado nombrado como abroniona A (Figura 15) 2.

Figura 15. Estructura de abroniona A.

14
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2.6 Estrés oxidativo y enfermedades crénico degenerativas

Dentro de los productos metabdlicos generados por la célula existen un grupo conocido
como radicales libres, los cuales se caracterizan principalmente por tener electrones
desapareados en sus orbitales externos y tener vidas medias muy cortas dentro del orden
de mili, micro o nanosegundos, ademas metabdlicamente podemos dividirlos en dos
grupos, las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS, por sus siglas en inglés)
las cuales desempefian funciones como sefializador celular, mantenimiento homeostatico,

mecanismo de defensa, entre otras (Tabla 1).23

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno de interés biolégico (Tomado de Devasagayam y col.
2004)

Especies Simbolo Vida media Reactividad/observaciones
reactivas (en seg.)

Especies reactivas de oxigeno

Superéxido O 10%s Generado en las mitocondrias, en el
sistema cardiovascular y otros

Radical *OH 10°s Muy altamente reactivo, generado

hidroxilo durante la sobrecarga de hierro y tales
condiciones en nuestro cuerpo

Peroxido de H202 estable Formado en nuestro cuerpo por un gran

hidrégeno numero de reacciones Yy produce
especies potentes como *OH

Radical ROO- s Reactivo y formado a partir de lipidos,

peroxilo proteinas, ADN, azucares, etc.

Hidroperéxido ROOH estable Reacciona con iones  metalicos

organico transitorios para producir especies
reactivas

Especies Simbolo Vida media Reactividad/observaciones

reactivas (en seg.)

15
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Oxigeno 0, 106 s Altamente reactivo, formado durante la
singlete fotosensibilizacidn y reacciones quimicas
Ozono O3 s Presente como un contaminante

atmosférico, puede reaccionar con
diversas moléculas, produciendo 102
Especies reactivas de nitrégeno
Oxido nitrico  NO- ] Neurotransmisor y regulador de la
presidbn sanguinea, pueden producir

oxidantes potentes durante estados

patolégicos
Peroxinitrito ONOOr 103 s Formado de NO. Y superoxido, altamente
reactivo
Acido ONOOH bastante = Forma protonada de ONOO-
peroxinitroso estable
Dioxido de NO2 S Formado por la contaminacioén
nitrégeno atmosférica

No obstante, su sobre produccion y sobreexposicidon desencadenan un proceso conocido
como estrés oxidativo el cual esta relacionado con padecimientos como el envejecimiento

prematuro, deterioro cardiovascular, cancer, Alzheimer entre otras.?*

16
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2.7 Antioxidantes

La manera de como el organismo hace frente a la sobreproduccién de radicales libres es
por medio de moléculas conocidas como antioxidantes, las cuales son cualquier sustancia
que puede neutralizar radicales libres o sus acciones, estos pueden ser de origen enddgeno
0 exodgeno. Los antioxidantes endogenos son producto del metabolismo, a su vez estos
piden provenir de una fuente enzimatica y no enzimatica; algunos ejemplos de estos son
superoxido dismutasa (SOD), glutation reductasa, acido lipoico, L-arginina etc. En el caso
de los antioxidantes exdgenos son obtenidos principalmente por la dieta, ejemplos de estos
son el a-tocoferol (vitamina E), acido ascoérbico (vitamina C), los flavonoides y Polifenoles,

entre otros.23:25

2.8 Familia molecular de las pirazolinonas

La familia molecular de las pirazolonas esta conformada por un anillo lactama de cinco
miembros que posee dos nitrdgenos y una cetona en la misma estructura, las cuales
derivan del pirazol, tienen una férmula molecular base de C3HsN20 y existen tres isdbmeros

posibles: 3-pirazolona, 4-pirazolona y 5-pirazolona (Figura 16).

/ l_NH i hY i N
N/ O N/ O N/ O N//
H H H

Figura 16. Pirazol e isémeros de pirazolona.

Gran parte de la importancia de estas moléculas recae en las excelentes propiedades
farmacoldgicas de algunos de sus derivados de los cuales podemos citar a la ampirona, el

metamizol y antes de la sintesis del acido acetilsalicilico la antipirina (Figura 17).28
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Figura 17. Estructuras de ampirona, metamizol y antipirina.

2.9 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona

La 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona, también conocido como edaravona o MCI-186 (Figura
18), es un nootropico eliminador de radicales libres que previene el dafo oxidativo, es
utilizado junto al tratamiento en enfermedades cardiovasculares, ademas existen reportes
sobre algunos de sus derivados sintéticos han presentado actividad biolégica como
antitumoral, antiviral, inhibidores del agente de la tuberculosis asi como efectos

terapéuticos en el tratamiento del cancer y enfermedades relacionadas.?”-28:2°

N=
|

N
©/ O
Figura 18. Estructura de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona.

2.10 Sintesis de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona y derivados

El primer informe de la sintesis de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona se remonta a 1883,
publicado por Ludwig Knorr en “Chemische Berichte”, donde hace reaccionar fenilhidrazina
y acetoacetato de etilo, con lo que se obtiene agua, etanol y un producto de reaccion con

la férmula C1oH1oN20.%0

Ya en el siglo XX mas preciso 1919, J.B. Cohen en su libro “A Class-Book of Organic
Chemistry” describe a mayor detalle la sintesis de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona, de igual
manera hace mencion del uso de clorhidrato de fenilhidrazina, acetoacetato de etilo y en
este caso se incluye al acido clorhidrico como catalizador bajo condiciones de bafio de agua
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tibia durante 15 minutos (Esquema 1). Trascurrido el tiempo menciona que se obtuvo una
solucion rojo claro que se neutralizé cuidadosamente con hidroxilo de sodio hasta obtener

la precipitacion de cristales que pueden ser purificados por rescristalizacion con etanol.?’

Esquema 1. Mecanismo de reaccion entre acetoacetato de etilo y fenilhidrazina.

NHNH,
g QH')
0O 0 0 (0 0O o 1Y 0 NO '
@/ N-NH
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Referente a los derivados sintéticos de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona, existen
publicaciones donde se hace referencia a la insercion de distintos sustituyentes en el
carbono de la posicion 4 del anillo de pirazolona, lo que proporciona una diversidad de

estructuras sintéticas con interés en la industria asi como farmacolégico.3?

Los primeros registros sobre la modificacién en la posicidn 4 datan desde finales del siglo
XIX, las cuales son estructuras de tipo 4 acil pirazolinonas. Las estrategias sintéticas
iniciales fueron propuestas por F. Stolz, basado en la condensacion Claisen clasica de
ésteres con 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona catalizada por sales acidas de sédio o etdéxido
de sddio, o por la transposicion de Fries de pirazolonas O-aciladas a productos C-acilados
con el uso de cloruro de zinc anhidro (Esquema 2). Ambos protocolos tienen inconvenientes

tales como bajos rendimientos y productos secundarios.3334
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Esquema 2. Condensacion Claisen clasica y trasposicion de Fries.
N= RCOX N= N= R
®/N > ®/N 7 ®/N =
o) O\H/R o ©

] T
X =0R' ClI ‘ ZnCl

No fue hasta 1959 que Bror Skytte Jensen en la busqueda de nuevos agentes quelantes
de metales en solucién liquido-liquido publica un protocolo innovador para la sintesis de
acil pirazolinonas, el cual ha sido ampliamente utilizado debido a su sencillez y alto
rendimientos. Este método se basa en la acilacién directa en la posicion 4 con el uso de
cloruros de acilo o anhidridos en presencia de hidroxido de calcio y como solvente

dioxano.35:36

El fundamento de esta reaccion es descrito por Kurteva y Petrova (2014), quienes
mencionan que el hidroxido de calcio formalmente no "cataliza" esta reaccion, si no que
desempena dos papeles fundamentales: primero, el pH basico mantiene la forma
tautomérica enol para asi ser activado el carbono 4; y en segundo lugar, el grupo OH enol
es protegido por los iones Ca*? para evitar la O-acilacion. Ademas, se usan 2 equivalentes
para atrapar el cloruro de hidrégeno liberado, y asi mantener el medio basico y evitar la
descomposicion del complejo antes de finalizar la acilacion. Una vez concluida la reaccion
se agrega acido clorhidrico diluido para descomponer el complejo y favorecer la
precipitacion del producto 4 acilado (

Esquema 3). Desde un punto de vista sintético, es muy importante formar el complejo de
calcio antes de la acilacion. Si el agente acilante se afilade inmediatamente después del
hidroxido de calcio, se corre el riesgo de la formacién de subproductos de reaccion tales

como ésteres.?*

Esquema 3. Mecanismo de acilacion directa en el carbono 4.
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A partir de la sintesis de Jensen, trabajos sintéticos similares son publicados para la
extraccion de metales, algunos de estos son el publicado por Menzel y colaboradores que
1976 utilizan la 1-fenil-3-metil-4-benzoil-2-pirazolin-5-ona como quelante de oxovanadio
(IV) y cobre (Il), King y Fritz (1988) sintetizan la 1,3-dimetil-4-acetil-2-pirazolin-5-ona con el
objetivo de complejar circonio (IV), torio (IV) y en especial uranio (IV) disueltos en solucion

acuosa.3’:38

Las propiedades de los derivados 4-acil pirazolinonas no solo se limitan a ser quelante de
metales, estos también poseen actividad bioldgica, este es el caso del trabajo realizado por
fan y colaboradores (2006), quienes sintetizaron estructuras tipo pirimidin-pirazolona

(nucledsido quimera) con actividad anti ortopoxvirus in vitro (Figura 19).3°

Figura 19. Estructuras tipo pirimidin-pirazolona con actividad antiviral.
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En 2007, el grupo de trabajo dirigido por Kimata, realizaron la sintesis de 19 compuestos
con actividad anti proteina prionica resistente a proteasa (PrP-res), donde el compuesto
identificado como 3-(4-nitrofenil) “13” (Figura 20), fue 130 veces mas activo que la
quinacrina, con valores Clso 3 nM y Clso 400 nM respectivamente frente a las lineas
celulares N2a (neuroblastoma de ratén) ScN2a y F3; Ademas, otra de las moléculas
sintetizadas en este trabajo la cual corresponde a un derivado benzoilo previamente

utilizado como quelante de metales exhibié actividad antipridnica.4°

Figura 20. Derivado 3-(4-nitrofenil) "13"

Castagnolo et al. Durante el 2008 y 2009 se enfoca en la sintesis de diversas moléculas
con propiedades inhibitorias del bacilo Mycobacterium tuberculosis Zopf, de las cuales dos
presentaron una concentracion minima inhibitoria de 4ug/mL. Durante el desarrollo de estos
trabajos, los autores mencionan que hay ciertos criterios que deben mantenerse para
mantener la efectividad de las moléculas: Primero, la presencia de heteroatomos pesados
(Cl y Br) en posicion para de los anillos fenilicos; Segudo: no sustituir el grupo metilo del
anillo de pirazolinona al igual que mantener el doble enlace entre el nitrégeno y carbono del
mismo anillo; Tercero: La presencia grupos N-Me-piperazina y morfolina demostraron ser
muy activos sin embargo, la falta de un heteroatomo en la posicién 4 de mismo anillo
cicloalquil amina aniquila la actividad farmacolégica Finalmente, un factor significativo que
puede favorecer la actividad es el mantenimiento de la rigidez entre el C4 y los grupos

alquilo(Figura 21).41:42
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Figura 21. Estructuras con actividad inhibitoria de la tuberculosis.

Sujatha y colaboradores realizan la sintesis en agua de estructuras de tipo antiviral 4,4"-
(arilmetilen)bis(1H-pirazol-5-ol) en rumiantes por medio de la reaccidn Knoevenagel—
Michael en tandem con el uso de distintos aldehidos y como catalizador nitrato de amonio
cérico (CAM), donde los derivados con los sustituyentes de benzaldehido, 4-metil-
benzaldehido y 2-furfuraldehido mostraron un actividad superior que el control

ribavirina(Figura 22).43

Figura 22. Estructuras 4,4 -(arilmetilen) bis (1H-pirazol-5-ol).

Antre y coparticipes publican la sintesis asistida por microondas de un derivado 4 acilado
el cual posteriormente realizan diversas modificaciones que dan como resultado la
obtencion de 20 estructuras (divididas en dos grupos de 10) con potencial actividad
antiinflamatoria, analgésica y antipirética, de las cuales 6 mostraron valores de efectividad
similares a los utilizados como estandar (Figura 23).44
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Figura 23. Estructuras con actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética.

Como ha sido descrito anteriormente, los derivados de edaravona poseen un amplio rango
de moléculas con fines terapéuticos sin embargo, mayoritariamente las sintesis reportadas
se enfocan en la modificacion de la posicion 4 o el nitrogeno del anillo de pirazolinona.
Dentro de los pocos trabajos enfocados en la modificacién en el carbonilo del anillo de
pirazolinona se encuentra el realizado por Bai y colaboradores del 2002 quienes atreves de
sintesis mediada por microondas libre de solvente sintetizaron ocho derivados con
rendimientos variados con el uso de edaravona y haluros de acido aromaticos*S. De igual
manera encontramos publicado en 2006 por Maruoka y colaboradores quienes sintetizan
diversos derivados tipo aciloxipirazoles que posteriormente reordenan los productos con el
uso de un rearreglo de Fries para la formaciéon de derivados acilados en el nitrogeno 246,
Esto muestra que existen pocos estudios sobre la sintesis de estructuras tipo
aciloxipirazoles, lo cual su exploracién permite la obtencion de nuevos productos con

distintas aplicaciones de interés en la ciencia.
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)J\R 8 min, 324 W
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d gt
N~ 0 o Microondas N~ 07 R

0

R Rendimiento (%)
CeHs 87
2-CICsH4 79
2NO2CeH4 40
4-CICsH4 81
4-NO2CeH4 86
4-CH30C6H4 48
4-CH3CesH4 37
3,5-(NO2)2CsH3 68

Figura 24. Condiciones de reaccion descritas en Bai y cols. 2002.
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2.11 Generalidades de acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es una enzima perteneciente al grupo de las hidrolasas, (AChE, EC
3.1.1.7), esta presente en un gran numero de organismos vivos, como vertebrados e
invertebrados. Esta puede encontrarse en los sistemas nervioso, muscular y en la superficie
de los hematies; a nivel molecular, la AChE esta codificada por un solo gen (7922) en el
cromosoma humano, el alto grado de polimorfismo de esta enzima es dado durante el
proceso de empalme alternativo. La AChE es responsable de la regulaciéon de la
concentracion del neurotransmisor acetilcolina (ACh) durante la transmision de sefales
nerviosas, en el sistema nervioso central y periférico la cual termina por la escision de ACh
por AChE directamente en el espacio sinaptico. La hidrélisis de ACh mediada por la AChE
da como resultado la formacion de colina y acido acético. La AChE es un catalizador muy
eficiente, cataliza la hidrolisis de la ACh con un nimero de recambio de 108%™,

aproximandose al limite permitido por la difusion del sustrato?74849.50,

Los primeros trabajos sobre la presencia de AChE en los tejidos musculares se remontan
a la década de 1930, con el trabajo publicado en 1936 por Brown y colaboradores que
mediante estudios en musculo gastrocnemio de gato y perro®'. Tres afios después en 1939
se publicoé un trabajo sumamente importante referente al aislamiento de AChE altamente
activa, este se realiz6 por Nachmansohn y Lederer, la cual fue obtenida a partir de tejido
eléctrico de Torpedo marmorata Risso®?; para 1947, Rothenberg y Nachmansohn describen
una metodologia para la obtencion de AChE de proveniente del o6rgano eléctrico de
Electrophorus electricus L. con un alto grado de pureza®3.
No fue hasta la segunda mitad del siglo XX que se publica los primeros trabajos en los
cuales se obtienen por primera vez cristales de AChE, en especifico 1966 con la publicacion
de Leuzinger y Baker, donde los cristales obtenidos fueron de una forma tetramérica
purificada a partir de tejido de érgano eléctrico de E. electricus®?. Para 1975, es publicado
el manuscrito de Chothia y Leuzinger en el cual describe detalles de los cristales de AChE
por medio de la técnica de cristalografia de rayos X%, al igual que en 1987 Schrag y
colaboradores publican otro trabajo de difraccién de rayos X de AChE 11 S°°. Estos trabajos
trajeron avances significativos para el conocimiento de la enzima sin embargo, hasta ese
momento aun no se han presentado datos estructurales de AChE.
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Ya en La ultima década del siglo XX se publico datos de la primera estructura cristalografica
de AChE, esta fue resuelta en 1991 por Sussman y colaboradores obtenida del organismo
Tetronarce californica Ayres®®, la cual fue depositada en Protein Data Bank en 1993 con el
trabajo encabezado por Harel y colaboradores (cédigo pdb: 1ACJ)*’.

2.12 Estructura de Acetilcolinesterasa

La AChE, como ya fue mencionado anteriormente pertenece al grupo de las hidrolasas, es
una enzima que presenta un alto grado de polimorfismo, la cual consiste en subunidades
globulares con una masa de 70-80 kDa*. T. californica el monémero enzimatico presenta
una estructura conformada por 537 aminoacidos®®, en el caso de la AChE humana, es el
gen ACHE que esta encargado de guardar la informacion para la codificacion de esta

enzima, constituida por 543 aminoéacidos codificados por los exones E2, E3 y E4%8,

Se han encontrado tres tipos de subunidades de AChE, denominadas AChEs, AChEx y
AChET; estos difieren en su funcionalidad C-terminal asi como asociaciones. AChEs, carece
de la capacidad para formar enlaces disulfuro entre las subunidades, existe solo como un
mondmero soluble (G1)#°,%0,%° La forma AChEH es anfifilica y esta asociada con 20 kDa de
glucofosfatidilinosito (GPl) conocido como anclaje GPI, que puede existir como un
monomero asociado a la membrana (G1a-Tipo |) o un dimero unido por un enlace disulfuro
(G2a-Tipo 1)*9,%0%°_ La subunidad, AChEr, muestra el mayor complejidad, esto es dado por
el numero de estructuras asociadas, que incluye monomeros anfifilicos (G1a-Tipo II),
dimeros (G2a-Tipo Il), tetrameros solubles (G4), tetrameros hidrofobos que tienen una
subunidad P adicional (G4a) y asociaciones grandes unidos por colageno de uno a tres
tetrameros (A4, A8 y A12). Estos tetrameros estan unidos por interacciones electrostaticas
e hidréfobas, entre dos dimeros unidos por enlaces disulfuro®®,%°%°, En la Figura 25 se

muestra una representacion de estos tipos de subunidades.
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Hidrofilico (G2 4) Vinculado a glucofosfolipido (G, ) Asimétrica Vinculado a lipido (G)
Homomérica Heteromérica

Figura 25. Especies moleculares de AChE, modificado de Taylor, 1994. Y Guiles.

Las especies se dividen en dos clases: La clase homomérica, existen como monomeros,
dimeros y tetrameros y se puede dividir en las formas hidrofilas o anfifilicas (unidas a
glucofosfolipidos).La clase heteromérica, que consiste en subunidades cataliticas unidas
por puente disulfuro a una subunidad unida a lipidos o una triple hélice de subunidades que
contienen colageno. Nomenclatura que designa propiedades hidrodinamicas (A =

asimétrico y G = globular) y También se muestra el nimero de subunidades cataliticas®®.
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2.13 Estructura del sitio catalitico

La primera estructura cristalina de AChE resuelta fue reportada en 1991 por Sussman y
colaboradores con una resolucién de 2.8 A, la cual se obtuvo de T. californica, esto reveld
caracteristicas estructurales muy interesantes®6,%.

El monémero enzimatico es una a/f hidrolasa de 537 aminoacidos, es de forma elipsoidal,
con dimensiones aproximadas de 45 A por 60 A por 65 A. que consiste en 12 lamina-f
mixtas y 14 hélices-a y tiene un parecido sorprendente con varias estructuras tipo hidrolasa,
como la dienolactona hidrolasa, serina carboxipeptidasa-ll, tres lipasas neutras y
haloalcano deshalogenasa. La caracteristica mas notable es la estructura del sitio activo,
conocida como "la garganta”, la cual es profunda y estrecha de ~20 A de largo, que penetra
hasta la mitad de la enzima y se extiende cerca de su base, Catorce residuos aromaticos
recubren una porcién sustancial de la superficie de la garganta®®.

El sitio activo esta compuesto de subsitios importantes

Subsitio esteratico. Comprendido por la triada catalitica de Ser200, His440 y Glu327. En
este subsitio los sustratos se unen covalentemente a la serina, mientras que los residuos

de la histidina y el acido glutamico actuan como aceptador/donador de protones durante el

proceso de hidrdlisis®®,57,80 81 Figura 26.
b~
- \
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4

Figura 26. Sitio catalitico
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Subsitio de unién anionica. Formado por Trp84 Tyr121 y Phe330, aqui el amonio

cuaternario de ACh interactua con los electrones 1 de los grupos aromaticos®®,% 60 81 Figura
27.

Figura 27. Subsitio de unién aniénica.

Subsitio oxianion. Gly118, Gly119 y Ala201, durante la hidrolisis de ACh este subsitio
interacciona con el oxigeno del carbonilo, y que el oxigeno del éster para que el ligando
pueda interactuar con el imidazol de His440% Figura 28.

Figura 28. Subsitio oxianion.

Subsitio aromatico. Contiene un alto contenido de aminoacidos aromaticos responsables

de las interacciones m-catidon entre el amonio cuaternario de acetilcolina y los aminoacidos
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aromaticos. La AChE es bastante selectiva para la acetilcolina debido a que no todos los
ésteres pueden penetrar a través de la garganta y no se pueden acoplar al sitio activo. En
total, se presentan 14 residuos aromaticos, incluidos Phe330, Trp279, Phe120, Trp233,
Trp432, Tyr70, Tyr121, Phe288, Phe290, Phe331, Tyr130, Tyr334, Tyrd442 y Trp8462 6
Figura 29.

Figura 29. Subsitio aromatico.

Subsitio anidnico periférico. Encierra la entrada en la cavidad aromatica y se encuentra en
la superficie de la molécula de enzima. Es responsable de las funciones no colinérgicas de
AChE como la adhesion, la diferenciacion de las células y se sospecha que esta involucrado
en la deposicion de placas amiloides en la EA. Las propiedades del sitio anionico periférico
estan determinadas por los cinco aminoacidos: Tyr70, Asp72, Tyr 21, Trp279 y Tyr334
(numerados de acuerdo con AChE de T. californica)®' Figura 30.
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Figura 30. Subsitio aniénico periférico.

Los estudios enfocados a la elucidacion estructural de la enzima proveniente de diferentes
organismos han permitido establecer que regiones importantes para la actividad de la
enzima como el sitio activo se encuentran evolutivamente conservados, ya que aunque
cambie ligeramente el numero de aminoacidos las regiones activas conservan su

disposicién.

2.14 Inhibidores

En la actualidad los farmacos empleados en la inhibicion de la colinesterasa (ICE) y
aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por
sus siglas en inglés) son tacrina (1993), seguido farmacos con mejor especificidad y
tolerabilidad como el donepezilo (1996), rivastigmina (2000) y galantamina (2001)*’ Figura
31.

Figura 31. Moléculas utilizadas como inhibidores de AChE, de izquierda a derecha: tacrina, donepezilo, rivastigmina y
galantamina.
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2.15 Alzheimer

A mas de 100 afnos de haber sido descrita la enfermedad de Alzheimer (EA) la cual es la
forma mas comun de demencia principalmente en adultos mayores, esta incidencia va en
aumento con el envejecimiento de la poblacion en todo el mundo, en el 2015 las estadisticas
a nivel mundial mostraron una prevalencia de 44 millones de personas, en su mayoria
mayores de 60 afios y esta cifra se estima en se duplicara 2050 lo que conlleva a una
enorme carga socioecondémica.?3®* Esta enfermedad se caracteriza como un trastorno
neurodegenerativo multifactorial propiciado por el estrés oxidativo, deterioro mitocondrial,
neuroinflamacion, disfuncion sinaptica y alteracién de la barrera hematoencefalica, que
puede ser causada en parte por la acumulacion extracelular anormal de péptido 3-amiloide
(BA) en placas amiloides y agregacion de proteinas tau en ovillos neurofibrilares
intracelulares (NFT).54

2.16 B-amiloide (BA) y placas seniles

B-amiloide (BA) es un péptido de bajo peso molecular y de longitud variable la cual en
humanos suelen ser dos tipos principales, BA 1-40 y 1-42 aminoacidos, donde el fragmento
de 40 aminoacidos es mas abundante, sin embargo, los fragmentos de longitud de 42
aminoacidos forma fibrillas mucho mas rapido. De igual manera en cerebros de pacientes
con la EA se ha observado fragmentos truncados ya sea en C-terminal o N-terminal de 39
aminoacidos e inclusive microfragmentos de menor longitud como de 1-5 y 6-16
aminoacidos,® asi como una regién de 25-35 aminodacidos la cual es la region mas toxica
y juega un papel importante en el desarrollo de la EA% 56 El precursor de BA es una
proteina conocida como proteina precursora amiloidea (PPA) la cual es una proteina
transmembranal altamente conservada en el renio Animalia, encontrada en organismos
como Drosophila melanogaster Meigen, Caenorhabditis elegans Maupas y en todos los
mamiferos®’; de manera natural participa en diversas funciones en el organismo como en
la regulacion sinaptica®®, actividad antimicrobiana® entre otras. En el ser humano el gen
APP es el encargado de codificar a la PPA, esta se encuentra localizada en el cromosoma
21g21.3, contiene 18 exones que abarcan 240 a 290 kilobases.”0.71.67.72
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Matsui y colaboradores en su articulo de 2007 describen que se han observado diversas
isoformas de splicing alternativo de APP en humanos, las cuales son de longitud variable
(639-770 aminoéacidos) donde ciertas isoformas expresadas estan asociadas a la EA.”3

En la Tabla 2. Descripcion de péptido de BA y caracteristica mas relevante. Se describen
la el péptido de BA o su fraccion mas comun, su secuencia de aminoacidos y caracteristica

mas relevante.

Tabla 2. Descripcién de péptido de BA y caracteristica mas relevante.

B-amiloide o fraccion Secuencia de aminoacidos Caracteristicas
BA 1-42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA | e Menos soluble que las

otras isoformas del

péptido, desarrolla
fibrillas  mucho  mas
rapido
e Promueve la agregacion
de formas mas pequefias
como la 1-40
BA 1-40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV | e Representa
aproximadamente el 90%
de todos los AP

normalmente liberados

de las células, parece

contribuir solo a las fases

posteriores de la
patologia.
BA 25-35 GSNKGAIIGLM e Descrito como la parte

mas toxica del péptido, se
agrega rapidamente y es
neurotdxico de forma
inmediata.

BA 29-35 GAIIGLM e Forman lentamente

agregados estables y se

transforman en
neurotéxicos después de
un proceso de

incubacion.
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Ademas de los trastornos que causa la acumulacion de BA en la barrera hematoencefalica,
estos péptidos suele acumularse y forma una serie de depdsitos en la materia gris del
cerebro conocido como placas seniles, de los cuales BA es el componente principal de
estos depdsitos. Otra caracteristica asociada a esta enfermedad es la reduccion en los
niveles del neurotransmisor acetilcolina, a medida que avanza la enfermedad, lo que resulta

en la disminucion de la capacidad cognitiva.’

35



Objetivos

OBJETIVOS

36



Objetivos
lll Objetivos

3.1 Objetivos generales

1. Caracterizar estructuralmente metabolitos secundarios del extracto etandlico y de las
particiones de la parte aérea de Abronia maritima

2. Sintetizar moléculas derivadas de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona con actividad
bioldgica.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtener un extracto etandlico de la parte aérea de Abronia maritima, y la generacion
de sus particiones por el método de Kupcham modificado.

2. Evaluar la actividad antioxidante del extracto etandlico y particiones de Abronia

maritima.
3. Realizar la sintesis derivados de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona.

4. Elucidar estructuralmente los productos obtenidos sintéticamente por medio de
distintas técnicas espectroscoépicas.

5. Evaluar la actividad antioxidante de los productos sintéticos.
6. Evaluar la actividad de los productos sintéticos sobre una linea celular no tumoral.

7. Evaluar la actividad de los productos sintéticos obtenidos como inhibidores de la

enzima acetilcolinesterasa.

8. Realizar un in silico los productos sintéticos frente a diferentes dianas bioldgicas y
determinar sus propiedades ADME.
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IV Hipétesis

Abronia maritima biosintetiza metabolitos secundarios mayoritarios con perfiles bioactivos

de tipo antioxidante.

La transformacion conjuntiva del grupo carbonilo del 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona
mediante reacciones de O-acilacion, genera productos de tipo éster bioactivos.
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V Experimental

En este capitulo se conforma de nueve apartados. En primer lugar se especifica las casas
comerciales de las cuales se obtuvieron los reactivos y solventes utilizados en las secciones
de fitoquimica asi como la sintética y los ensayos de viabilidad celular e inhibicion
enzimatica, al igual que las condiciones generales de trabajo.

El segundo apartado consiste en la descripcion de las técnicas analiticas y equipos
empleados durante el desarrollo de este trabajo, como los analisis de Resonancia
Magnética Nuclear, analisis de espectrometria de masas y de UV visible.

El tercer apartado esta dedicado a la descripcion taxondmica de Abronia maritima asi como
el sitio y condiciones de colecta del material vegetal empleado en la marcha fitoquimica
para la obtencién del extracto etandlico y las particiones por medio de la solubilidad
diferencial; El siguiente apartado se enfoco en el tamiz fitoquimico, el cual permitié conocer
qué tipos de metabolitos secundarios se encentran presente tanto en el extracto etandlico
asi como su distribucion en las distintas particiones.

En el quinto apartado, se presenta las distintas metodologias enfocadas a la determinacién
de la actividad antioxidante tanto en el extracto etandlico como las diferentes particiones
asi como las moléculas sintéticas generadas en este trabajo.

En sexto lugar esta la seccion enfocada a la descripcion detallada de la sintesis de los
distintos derivados de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona, asi como las condiciones de
reaccion para cada molécula y su respectiva caracterizacion. En la séptima seccidn se
describe la metodologia general para el manejo de la linea celular empleada para este
trabajo asi como la descripcion del ensayo MTT enfocado a la viabilidad celular. La octava
seccion se enfocd a la evaluacion de la actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa
y finalmente la novena seccion se realiza el analisis in silico de los productos sintéticos
frente a tres dianas biologicas las cuales fueron la enzima acetilcolinesterasa de torpedo
del pacifico asi como la fraccion1-42 y 25-35 de B-amiloide, ademas se determiné las

propiedades ADME de los productos sintéticos.
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5.1 Generalidades
5.1.1 Reactivos, solventes y condiciones de trabajo.

Los reactivos utilizados fueron adquiridos de la compaiia Sigma-Aldrich, Faga lab,
Fermont, Baker analyzed, Wako Pure Chemical y MC&B de grado reactivo, algunos fueron
utilizados con purificacion previa. Los solventes no requirieron secado previo para su uso;
en la etapa sintética todas las reacciones de acilacion se realizaron bajo atmésfera inerte
(Nitrogeno de ultra alta pureza) para minimizar la presencia de agua. La sintesis del cloruro
de acido fue realizada sin la necesidad de atmaosfera inerte. El material de cristal fue secado
en estufa antes de ser utilizado en la etapa fitoquimica y sintética.

5.1.2 Técnicas analiticas

Los analisis espectroscopicos fueron realizados en el Centro de Graduados en
Investigacion en Quimica del Instituto Tecnoldgico de Tijuana, con ayuda del Dr. Ignacio A.
Rivero Espejel, Dr. Daniel Chavez Velasco y en la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Autonoma de Baja California Campus Tijuana con el apoyo del MC. Arturo
Estolano Cobian.

5.1.2.1 Analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El analisis de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) fue realizado en un
equipo marca Varian 200 MHz modelo Mercury y Bruker 400MHz. El disolvente que se
utilizd para los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H) y de
resonancia magnética de carbono (RMN '3C) fue cloroformo deuterado (CDCIs); los
desplazamientos quimicos de 'H y '3C se expresan en partes por millén (ppm) relativos al
tetrametilsilano MesSi, los valores de las constantes de acoplamiento (J) se expresan en
Hertzios (Hz) en todos los casos, los valores de desplazamiento quimico () estan
expresados en partes por millon (ppm).
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5.1.2.2 Espectrometria de masas

Para el analisis de espectrometria de masas se utilizé un equipo Thermo Scientific modelo
ISQ LT single quadrupole mass spectrometer por impacto electronico con los siguientes
parametros: Temperatura Inicial de 120 y final de 220 °C, rango de incremento de 40
°C/min, la temperatura de la Fuente de iones fue de 240 °C. El analisis tuvo una duracién
de duracién de 15 min con un inicio de deteccion a los 2.50 min. La concentracién de las
muestras fue de entre 100 a 200 g y el solvente utilizado para la disolucidén de las muestras

fue cloroformo, diclorometano o acetato de etilo segun solubilidad de la muestra.

5.1.2.3 Espectrofotometria de UV visible

La evaluacion de la actividad antioxidante por la técnica de DPPH y ABTS fue realizada en
un equipo de espectrofotometria de UV visible Thermo Scientific modelo Genesys 20 a una
longitud de onda de 517 nm para DPPH y 734 nm para ABTS con el uso de una celda de

cuarzo.

5.1.2.4 Espectroscopia de infrarrojo

Para el analisis de infrarrojo se realizé con el uso de un equipo Thermo Scientific FT-IR
Nicolet iS 5. Los valores de transmitancia (u) estan expresados en cm-’
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5.1.3 Descripcién taxonémica de Abronia maritima

Abronia maritima Nuttall ex S. Watson en W.H. Brewer et al., Bot. California. 2: 4. 1880.

Plantas perennes. Tallos: postrados, a menudo enterrados, a menudo ampliamente
ramificados, formando grandes alfombras, suculenta, densamente glandular-pubescentes.
Hojas: peciolo 0,5-3 cm; hojas elipticas a oblongas o casi obovadas, 5-6.8 x 2,3-4,3 cm,
margenes generalmente enteros, a veces = repando Yy undulado, superficies
minuciosamente viscido-puberulento. Inflorescencias: pedunculo mas largo que
subtendiendo al peciolo; bracteas lanceoladas a lanceo-ovadas, 7-11 x 3-4 mm, papiraceo,
minuciosamente glandular a glandular-pubescente; Flores 10-18. Perianto: Tubo rojo a
verde rojizo, 6-10 mm, limbo rojo violaceo profundo, 7-10 mm de diametro, I6bulos
fuertemente reflexos. Frutos: turbinados, 10-14 x 6-18 mm, espeso, endurecido, apice

irregular truncado y + picudo; alas 3-5, sin cavidades.

Floracion durante todo el afo. Se localiza en dunas costeras y en cordon de dunas
inestables De 0-50 m; California; México (Baja California, Baja California Sur, Sinaloa,

Sonora).

5.1.4 Colecta, secado y procesado del material vegetal

Previo a la colecta del espécimen vegetal se realizdé una inspeccion de la zona para la
localizar de poblaciones naturales de la planta, una vez localizada se realiz6 la identificacidon
taxondmica con el uso de la clave descrita anteriormente. Confirmado que es la especie de
interés se realizd una segunda visita al area de estudio para realizar la colecta. La colecta
formal de la planta fue realizada el dia 15 de marzo del 2016 en las dunas frente al mar en
el nucleo urbano de la ciudad de Ensenada, BC., con las coordenadas Long 116° 36" 31.95”
O Lat 31°49°0.24” N a una altura de 5 m.s.n.m.; la temperatura promedio registrada del dia
fue de 15.8 °C., solo se colecto parte aérea de la planta y esta fue realizada bajo el codigo

de conducta para colectar plantas’. (ANEXO)
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Posterior a la colecta, en el Laboratorio de Quimica Medicinal y Productos Naturales de la
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenierias de la Universidad Autonoma de Baja California
campus Tijuana se continué con el procesado del material vegetal, esta fue secada al sol
durante 3 dias para eliminar el exceso de agua. Previo a la generacion del extracto se
realizé una cromatografia en capa fina (Thin-layer chromatography o TLC, por sus siglas
en inglés) para observar si existia alguna diferencia en la composicion entre el tallo y la hoja
con una fase movil n-hexano/acetato de etilo al 30%, el resultado de la TLC no mostro
diferencia alguna entre la hoja y tallo por lo tanto, se procedié a tratar todo el material

vegetal como igual.
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5.2 Generacion de extracto etandlico

La generacion del extracto fue realizada posteriormente al secado parcial del material
vegetal, este se realizd por un proceso de maceracion en frio con el uso de etanol al 99%
para la obtencion del extracto inicial. El volumen utilizado de solvente fue de 13 litros y la
maceracion tuvo una duracidén de 23 dias. La siguiente etapa consistié en el filtrado del
extracto para eliminar cualquier particula no deseada (fragmentos de planta, arena entre
otros) y la rotaevaporacion hasta sequedad.

Se le realiz6 una segunda maceracion al material vegetal bajo los mismos parametros antes
mencionados solo que en esta ocasion solo fue dejada 14 dias, posterior a esto se filtré y
rotaevaporo hasta sequedad. El material vegetal restante se dispuso en un contenedor y
se guardé indefinidamente.

5.3 Particion Kupchan modificado.

Del extracto total fueron separados 100 gramos para realizar la particion Kupchan con
modificaciones para este trabajo (Esquema 4) el cual, tiene la funcion de separar por

solubilidad diferencial las distintas sustancias presentes en el extracto vegetal. 76

Los 100 gramos de extracto seco se resolvieron en 250 mL de etanol, a la cual, se
agregaron 250 ml de agua, se agitd hasta solubilizar. El extracto solubilizado se trasfirié a
un embudo de separacion con capacidad de 2 litros, seguido a esto, se agreg6 270 ml de
n-hexano, se agité ligeramente para evitar emulsion y dejé separar las fases. Las
particiones generadas fueron colectadas por separado, a la particion acuosa se volvié a
realizar dos lavados mas con 270 ml de n-hexano, obtenido el volumen de n-hexano se
procedid a rotaevaporar hasta total eliminacidn del solvente. La particiéon restante
agua/etanol fue regresada al embudo, posteriormente se agrego en tres etapas 270 mL de
diclorometano (DCM), se agitdé suavemente, se esperd hasta la separacion de fases y se
colecté la particion de DCM, se rotaevaporé hasta sequedad, de igual manera la particion

agua/etanol fue devuelta al embudo de separacion, se agregé por triplicado 270 ml n-
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butanol (BuOH), se agitdé suavemente, se esperd hasta total separacion de fases y por

separado se colectaron las particiones de n-BuOH y acuosa restante.

Debido a que la planta objeto de estudio es considera una especie halofila (acumuladora
de sales), en las particiones de mayor polaridad antes de total sequedad fue eliminada la
sal, el método por lo cual se realiz6é esta separacion fue a través de extraccion con etanol,
una vez eliminado todo resto de n-butanol y agua respectivamente se solubilizé las
particiones en etanol absoluto, se colectd la fase organica y fue rotaevaporada hasta

sequedad.

500 ml 1:1 ‘ Extracto etandlico / agua ‘

\4

=270miX3 [ Hexano |

!

Hexano: baja polaridad ‘ v

I Etanol / agua
]

=270 ml X3 |DCM

!
DCM: polaridad media |

=270 ml X 3 | n-BuOH
v

n-BuOH: polaridad alta |

| Etano; / agua ‘

Agua: muy
polares

Esquema 4. Diagrama de flujo de la particion Kupchan modificada.
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5.4 Tamiz fitoquimico

Como parte de una aproximacién al conocimiento de los componentes naturales presentes
en el extracto y particiones de A. maritima, se realizo el tamiz fitoquimico, que consisten en
reacciones quimicas con los componentes especificos presentes en las muestras
evaluadas, a estos componentes se les conoce también como metabolitos secundarios. Lo
metabolitos secundarios son productos del metabolismo generalmente de bajo peso
molecular, los cuales no son necesarios para la vida del organismo sin embargo, juegan un
papel importante en las interacciones con otros organismos (ya sea como un atrayente o
repelente) asi como en el ecosistema. Su sintesis en la planta generalmente esta restringida
a sitios especificos como organos, tejidos y células donde posteriormente pueden ser
trasportados y acumulados lejos de su sitio de origen sintético; a menudo entre especies
del mismo grupo su contenido y tipos puede variar con lo que da lugar a caracteres

taxonomicos estudiados por la quimiotaxonomia.

Protegen a las plantas frente al estrés originado por factores bidticos (bacterias, hongos,
animales) y abioticos (fisicos como la temperatura, humedad, intensidad luminica y
quimicos como metales pesados u otros metabolitos generados por otras plantas). Y desde
la antigledad su uso por el ser humano han representado un gran valor econémico debido
a sus diferentes propiedades que van desde la obtencion de fragancias, saborizantes,

colorantes hasta farmacos e insecticidas’”.

En términos generales, se pueden clasificar en cuatro o cinco grupos: terpenos, alcaloides,

compuestos fendlicos, policétidos y metabolitos secundarios que contiene azufre.””:"®

Las reacciones involucradas en el tamiz fitoquimico son variadas e identifican la presencia
de algun metabolito secundario ya que producen una alteracion en la estructura molecular
del mismo, por ejemplo sea por modificacion de grupos funcionales, apertura de anillos,
formacion de complejos, aparicion de precipitados, cambios de color o la liberacion de gas.

49



Experimental

Previamente a efectuar los ensayos se pesé de manera separadal mg, 4 mgy 15 mg del
extracto etandlico y de las particiones obtenidas previamente de A. maritima; los 15 mg
fueron disueltos en 15 mL de etanol absoluto con lo que se obtuvo una concentracion de
15 mg/mL, los 4 mg se mantuvieron en seco. A continuacion en la Tabla 3, se describe los
ensayos realizados asi como su metodologia especifica.

Tabla 3. Metodologias realizadas en el extracto y particiones de Abronia maritima

Metabolitos secundarios a ,
Metodologia (s)

detectar
Mayer
Alcaloides Wagner
Dragendorff
F
Taninos EC!?,
Gelatina
Esteroides y triterpenoides Lieberman - Burchard
Flavonoides Shinoda
carbohidratos Benedict
Saponinas formacion de espuma
Glucdsidos antraquindnicos Borntrager
Cumarinas Erlich

5.4.1 Alcaloides (estandar positivo: sulfato de quinina)

e Los 4 mg de peso seco tanto extracto y particiones, por separado se adicionaron 4
mL de acido clorhidrico al 5%.

e Se calent6 en bafio Maria por cinco minutos o hasta una disolucion completa. Una
vez a temperatura ambiente la solucion anterior, se dividié en tres tubos de ensayo
(un tubo para Mayer, otro para Dragendorff y otro para Wagner) y enseguida se
adicion6 8 gotas del reactivo correspondiente, un reactivo distinto para cada tubo.
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Procedimiento estandar.
e Se tomd la solucién del estandar de sulfato de quinina, 1mL en cada tubo de ensayo
(un tubo para Mayer, otro para Dragendorff y otro para Wagner) y enseguida adicion6

ocho gotas del reactivo correspondiente, un reactivo distinto para cada tubo.

o Mayer (+): precipitado color crema
o Dragendorff (+): precipitado pardo-rojizo

o Wagner (+): precipitado pardo-rojo

5.4.2 Taninos (estandar positivo: acido galico)

e De la solucion preparada anteriormente, se tomé 1mL y se adicion6 ocho gotas del
reactivo de cloruro férrico.

e En otro tubo por separado, se tomé 1mL de la solucion preparada anteriormente y
se adiciono 15 gotas de gelatina.

Procedimiento estandar.

e Se tomod 1mL de la solucidén del estandar de acido galico y se adicion6 ocho gotas
del reactivo de cloruro férrico. En otro tubo por separado, se tomé tomar 1mL del
estandar de acido galico y se adicion6 15 gotas de gelatina.

o Cloruro férrico (+): coloracion verde, azul o negra

o Gelatina (+): precipitado blanco

5.4.3 Esteroides y triterpenoides (estandar positivo: colesterol)

e Se tom6 1mL de la solucion etandlica del extracto y particiones preparada
inicialmente y se adicion6 1 mL de anhidrido acético, se mezcld ligeramente, se
agrego tres gotas del acido sulfurico concentrado lentamente por las paredes del
tubo. NOTA: como precaucion la reaccion ocurrida es extremadamente exotérmica.

Procedimiento estandar.

e Se pesé 1mg de colesterol en polvo y se adicioné 1 mL de anhidrido acético, se
mezcld ligeramente hasta que se observo una solucidon homogénea, se agrego tres
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gotas de acido sulfurico concentrado lentamente por las paredes del tubo. NOTA:
como precaucion la reaccion ocurrida es extremadamente exotérmica.

o Esteroides y triterpenoides (+): coloraciones azul- verde y violeta.

5.4.4 Flavonoides (estandar positivo: extracto citrico)

e Se tom6 1mL de la solucion etandlica del extracto y particiones preparada
inicialmente, se adiciono tres gotas del acido clorhidrico concentrado (lentamente y
por las paredes del tubo), se dejé reposar cinco unos minutos, si se obtiene una
coloracion roja indica la presencia de auronas o chalconas, en el mismo tubo se
colocé unas limaduras de magnesio metalico y se dejo reposar 5 minutos, mas. Si
se forma una coloracion naranja indica la presencia de flavonas, si es rojo flavonoles
y si es magenta flavononas.

Procedimiento estandar.

e Setomd 1 mL de la solucidn del extracto citrico ya preparada, se adiciono tres gotas
del acido clorhidrico concentrado (lentamente y por las paredes del tubo), se dejo
reposar cinco minutos. Si se obtiene una coloracion roja indica la presencia de
auronas o chalconas, en el mismo tubo se coloc6é unas limaduras de magnesio
metalico y se dejé reposar 5 minutos, si se forma una coloracion naranja indica la
presencia de flavonas, si es rojo flavonoles y si es magenta flavononas.

o Auronas o chalconas (+) color rojo
-Con adicion de magnesio metalico-

o Flavonas (+) color naranja

o Flavonoles (+) color rojo

o Flavononas (+) color magenta

5.4.5 Carbohidratos (estandar positivo: fructosa)

e Se tom6 1mL de la solucion etandlica del extracto y particiones preparada
inicialmente, se adicion6 ocho gotas del reactivo de Benedict, se coloco el tubo en
un bafio Maria con agua hirviendo y se esper6 entre cinco y diez minutos.
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Procedimiento estandar.

e Se tomo6 1ml de la solucion de fructosa ya preparada y se adicion6é ocho gotas del
reactivo de Benedict, se coloco el tubo en un bafio Maria con agua hirviendo y se
espero entre cinco y diez minutos.

o Carbohidratos (+): precipitado pardo-rojizo

5.4.6 Saponinas (estandar positivo: saponina)

e El miligramo pesado de extracto y particiones seco se adicion6 2 mL de agua
destilada, se agito vigorosamente y se dejo quieto por lo menos 15 minutos.

Procedimiento estandar

e Se pesod 1mg del estandar de saponina, se adicion6 2 mL de agua destilada, se agitd
vigorosamente y se dejo quieto por lo menos 15 minutos.

o Saponinas (+): espuma estable por lo menos 15 minutos.

5.4.7 Glucodsidos antraquinonicos (estandar positivo: acido carminico)

e Se tom6 1mL de la solucion etandlica del extracto y particiones preparada
inicialmente, se adicion6 1 mL de acido clorhidrico al 5%, posteriormente se
adicion61 mL de cloroformo y finalmente se adiciond cuatro gotas de hidroxilo de
amonio al 10%.

Procedimiento estandar

e Se tomo6 1mL de la solucién de acido carminico ya preparada, se adicioné 1 mL de
acido clorhidrico al 5%, posteriormente se adicion61 mL de cloroformo y finalmente
se adiciono cuatro gotas de hidroxilo de amonio al 10%.

o Glucésidos antraquinénicos (+): anillo rosa- rojo en la superficie de la fase
acuosa.
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5.4 .8 Cumarinas

e Se tom6 1mL de la solucion etandlica del extracto y particiones preparada
inicialmente, se concentré un poco con ayuda de calor, se agregoé dos gotas de

Reactivo Erlich y una gota de acido clorhidrico concentrado. La coloracion naranja,
indica presencia de cumarinas.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE
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5.5 Determinacion de la actividad antioxidante.

Se evalud la actividad antioxidante del crudo del extracto etanolico de Abronia maritima, las
particiones obtenidas por el método de Kupchan modificado y las moléculas sintetizadas.
Las técnicas utilizadas fueron las siguientes: La decoloracion del radical libre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH), reduccion del cation radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS).

5.5.1 Método de decoloracion del radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH).

La evaluaciéon de la actividad antioxidante se determindé por la metodologia de La
decoloracion del radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) de acuerdo al método

reportado por Salazar y colaboradores’ con modificaciones para este trabajo.

NO, NO;
. H .
O,N N—N + AH —— 3 O,N N—N + A
O o, )

NO,

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo 2,2-difenil-1-picril hidracina

Figura 32. Reaccién general del radical DPPH frente a un antioxidante.

5.5.1.1 Extracto y particiones

En cinco un viales de cristal se pes6 individualmente 4 mg del extracto crudo desalinizado
y la particién de n-hexano, para el resto de las particiones (DCM, n-BuOH y acuosa) se
peso solo 1 mg. Una vez obtenido los pesos las muestras fueron disueltas en 4 mL de
etanol, con lo que se obtuvo las soluciones iniciales del extracto crudo y la particion de n-
hexano a una concentracion de 1mg/mL, para el resto de las muestras una concentracion
de 0.3125mg/mL.

Se utilizé quercetina como estandar para la prueba, la cual se tiene documentado en la

literatura como un potente antioxidante.
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5.5.1.2 Moléculas sintéticas

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de las moléculas sintetizadas se pesaron
individualmente cuatro miligramos, una vez obtenido los pesos fueron diluidas en 4 mL de

etanol con lo que se obtuvo una concentracion de 1Tmg/mL.

5.5.2 Evaluacion antioxidante

Una vez pesados y disueltos los productos sintéticos fueron evaluados de la siguiente
manera: Para cada muestra evaluada se utilizaron 30 tubos de ensayo dispuestos en tres
filas de diez tubos cada una. En los ultimos nueve tubos de cada fila se agreg6 500 pL de
etanol y solo a los tubos de la primer hilera se agregd un 1 mL de la solucién respectiva a
evaluar preparada con anterioridad. Del primer tubo se tomo un alicuota de 500 pL y estos
se trasvasaron al tubo dos seguido al tubo tres y asi subsecuentemente hasta que se obtuvo
la dilucion seriada.

Posteriormente en oscuridad se prepar6 una solucion del radical DPPH 76 uM; se pes6 1.5
mg del radical y se disolvié en 50 ml de etanol, la solucion preparada fue utilizada para dos
muestras que equivale a 60 tubos de disolucion seriada. Previo a la adicidén del radical a las
muestras evaluadas se calibré el espectrofotometro, se ajustd al blanco que en este caso
fue etanol a una longitud de onda de 517 nm, se leyo la absorbancia del radical al 100%
con una disolucion de 500 pL de etanol y 500 pL de la solucién de DPPH 76 pM, una vez
obtenido este valor se procedi6 a la adicién de 500 uL de solucién de DPPH 76 uM a todos
los tubos de manera rapida, primero a los tubos de la menor dilucidén en orden ascendente,
una vez hecho esto, se cubrio de la luz directa y se dejo reaccionar durante 30 minutos
(Para una sola muestra a evaluada). La lectura de las absorbancias se comenzé con los
tubos de menor concentracion y asi sucesivamente. Los datos obtenidos de la lectura de
absorbancias fueron concentrados y procesados en una base de datos con ayuda del
software Microsoft Excel 2013®.

La actividad antioxidante fue calculada como porcentaje de decoloracion del radical DPPH

con el uso de la siguiente expresion matematica descrita en la Ecuacién 1.
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Ecuacion 1. Porcentaje de actividad antioxidante frente a DPPH.

% Actividad antioxidante= [1 — (A;’Z'S ngz‘;jli‘zi‘j L“};‘;P;))] X100

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Para cada producto, el porcentaje
de decoloracion del radical DPPH se trazé frente a la concentracidn de cada dilucion, la
concentracion requerida para neutralizar el radical de DPPH en un 50% expresado como
CEso se obtuvo a partir de un analisis de interpolacion. Se us6 quercetina como compuesto
de referencia.
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5.5.3 Método de reduccion del cation radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS).

El ensayo de decoloracién del radical catiénico ABTS (ABTS +) Se determiné con el uso de
la metodologia descrita por Re et al. y Kuskoski et al.8%8' con modificaciones para este
trabajo.

Previo al ensayo, se procedio a la activacién de este radical, el cual inicia con el peso en
una balanza analitica 0.0033 g de persulfato de potasio (K2S20g) y 0.0194 g de ABTS,
ambos se disolvieron en 5 mL de agua desionizada, con lo que se obtuvo una concentracion
de 2,45 mM de K2S20s 7 mM de ABTS. La solucion resultante se protegié de la luz directa
con aluminio y se dejo reposar en la oscuridad por 18 horas. Una hora antes de cumplirse

las 18 horas, se prepararon la solucion patrén de muestras a evaluar.

I N -
o AT

» OH }
N I j OzH
“o, /@[ >*NfN<2 K3S,0g \> l ouH + AOH /@[N\;" N,Nf%N + AC
N+ HO3
ABTS /@E > Kl/N%N k
HO3 k

ABTS**

Figura 33. Reaccion general del cation ABTS.

5.5.3.1 Extracto y particiones

En cinco viales de cristal se peso6 individualmente 1mg de extracto crudo y las cuatro
particiones, las cuales fueron disueltas en 1 mL de etanol con lo que se obtuvo cinco

soluciones con una concentracion de 1 mg/mL.
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5.5.3.2 Moléculas sintéticas

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de las moléculas sintetizadas en nueve
viales de cristal se pesé individualmente distintas cantidades de las muestras a evaluar,
para la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona se pes6 0.5 mg y el resto de moléculas sintéticas
se peso6 0.25 mg. Una vez obtenido el peso de cada molécula se disolvieron con 1 mL de
etanol con lo cual se obtuvo una solucién a diferentes concentraciones, para 1-fenil-3-metil-
2-pirazolin-5-ona concentracion de 1 mg/mL y el resto de las moléculas se obtuvo una
concentracion de 0.25 mg/mL.

5.5.4 Evaluacion antioxidante

La primer serie de las diluciones seriadas se realizaron en una gradilla provista de 30 tubos
(“A”), el cual se adicion6 100 pL de etanol en los ultimos 9 tubos de cada fila y solo a los
tubos de la primer hilera se agregd un 200 uL de las soluciones preparadas anteriormente,
del primer tubo se tomaron 100 ul y estos se trasvasaron al tubo dos seguido al tubo tres y
asi subsecuentemente. Una vez listas las diluciones seriadas, en otra gradilla (“B”) a con la
misma cantidad de tubos que la primera, se agregd 20 yL de cada dilucion en el tubo
correspondiente. Se calibré el espectrofotometro a una longitud de onda de 734 nm vy el
blanco a evaluar fue etanol. Para una sola muestra a evaluar, se prepard una solucién de
ABTS la cual consta de 320 yL de radical preparado 18 horas antes la cual se disolvié en
32 mL de etanol. Se utilizé etanol como blanco y la absorbancia control (ABTS + 100%) se
obtuvo con 980 pL de la solucion ABTS + y 20 uL de metanol, con lo que se obtuvo una
volumen total de 1 mL. Se adicion6 980 L de la solucion de ABTS anterior a todos los
tubos de la gradilla “B”, velozmente de la menor a mayor concentracion a evaluar; de
inmediato, se protegio de la luz directa con papel aluminio y se dejo esperar siete minutos,
posterior a ese tiempo se tomo la lectura de las absorbancias, se inici6 con la menor

concentracion y asi sucesivamente.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Para cada producto, el porcentaje
de inhibicion del radical cationico ABTS + se trazd frente a la concentracién de cada
dilucién, la concentracion requerida para neutralizar el radical ABTS + en un 50% expresado
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como CEsp se obtuvo a partir de un analisis de interpolacion. Se us6é quercetina como
compuesto de referencia. Los datos obtenidos de la lectura de absorbancias fueron
concentrados y procesados en una base de datos con ayuda del software Microsoft Excel
2013°.

El porcentaje de inhibicién del radical se obtuvo con el uso de la siguiente expresion

matematica descrita en la Ecuacion 2.

Ecuacion 2. Porcentaje de actividad antioxidante frente a ABTS.
Abs. ABTS — Abs. promedio muestra
Abs. ABTS

% Actividad antioxidante = ( ) X100

En el caso de estos dos primeros métodos antioxidantes para su interpretacion se
emplearon graficos de tipo dispersion, donde se buscd que el coeficiente de correlacion
(R?) fuera mayor a 0.90; una vez estimado a R? se calculd la concentracion efectiva media
(CEso) con la ecuacion correspondiente y se tomo6 en cuenta que: X= CEso y Y= 50, con

esto, se estimé la concentracién efectiva media que inhibié a los radicales.
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5.5.5 Método de decoloracion oxidativa del 3-caroteno.

0 o (0} (0] R
2 )K/\/\/\/\/K/\/\/\ = f\ A~
HO)WV\/\/\/\/\/\ — |HO ’ X = =R OCS)
Acido linoléico H20 en Acido (A) | (B)
burbujeo linoleico \ Formacion

X _-CogH . de
iji\/ 2739 b o radicales
(A) B-caroteno R-O + éH
/ o
iji\/czg%e ROO R-0-0"

Arreglos

Productos polares

Figura 34. Reaccioén general de oxidacién de -caroteno.

Previo a realizar la prueba e coloc6 en un matraz Erlenmeyer de 125 ml de agua destilada
y se dejo a burbujear durante una hora, mientras el tiempo trascurria se pesé 0.2 mg de (-
caroteno y se disolvié en 2 ml de cloroformo; inmediatamente se adicion6 20 ul de acido
linoleico y 200 pL de Tween 20, se homogenizo la mezcla, se cubrié de la luz directa con
papel aluminio y se esperé hasta total evaporacion total del cloroformo a presion reducida

con un rotavapor.

7.5.5.1 Extracto y particiones

Se pesaron 2 mg de extracto crudo y la particion de n-hexano las cuales fueron disueltas
en 2 ml de etanol, para asi tener una concentracion de 1 mg/mL, mientas que las particiones
DCM, n-BuOH y Acuosa solo se pes6 1 mg, las cuales fueron disueltas hasta una
concentracion de 1.5625X1072, el solvente utilizado para DCM y n-BuOH fue etanol,

mientras que para particion acuosa se utilizé agua destilada.
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5.5.6 Evaluacion antioxidante

Se ajusto el espectrofotometro a una longitud de onda de 470 nm, el blanco en esta prueba
fue agua destilada, ademas se prepard un bafio maria a una temperatura de 50 °C.

Se coloco en una gradilla 18 tubos de ensaye con tapa de rosca que equivalen a cada
muestra por triplicado mas tres del control, se tom6 350 L de las soluciones a evaluar y se
colocé en cada tubo por triplicado.

Una vez evaporado el cloroformo se procedio a realizar la emulsién, se disolvid la mezcla
de [(-caroteno/acido linoleico/Tween 20 en 50 ml de agua destilada previamente en
burbujeo, se homogenizoé bien e inmediatamente se adiciond 2.5 ml de esta emulsién a los
tubos de ensaye lo mas rapido posible. Se realiz6 la lectura de absorbancia de los tubos,
se inicio con los tubos control que solo contenian la emulsidn y entre muestras diferentes
se lavo la celda del espectrofotometro para evitar contaminacion. Una vez leida las
absorbancias se cerraron los tubos y fueron colocados en el bafio maria a una temperatura
de 50 °C durante un periodo de 120 minutos. Trascurrido el tiempo se procedi6 a leer las
absorbancias de cada muestra.

Los datos obtenidos de la lectura de absorbancias fueron concentrados y procesados en

una base de datos con ayuda del software Microsoft Excel 2013®.

La expresion matematica descrita en la Ecuacién 3 se empled para la obtencion de las

lecturas de actividad antioxidante y se muestra a continuacion.

Ecuacion 3. Porcentaje de actividad antioxidante del 3-caroteno.

Abs. prom.t0 — Abs. prom.t120
)] 100

% Actividad antioxidante = [1 - <Abs prom. Ct0 — Abs. prom. C t120
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SINTESIS DE DERIVADOS DE 1-FENIL-
3METIL-2-PIRAZOLIN-5-ONA
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5.5.7 Sintesis de derivados de 1-fenil-3metil-2-pirazolin-5-ona

En este apartado se describe el procedimiento de la sintesis de los derivados de 1-fenil-
3metil-2-pirazolin-5-ona, primera vez descrita por Jensen (1959)%° y Zamorano y Camus
(2015)2 con modificaciones para este trabajo, donde la segunda propuesta sintética fue la
base de las condiciones empleadas para este trabajo; asi como la sintesis de diversos
haluro de acido a partir de acidos carboxilicos con tricloruro de fosforo en acetonitrilo.

5.5.7.1 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-benzoato

)‘\© )
A @ﬁ A

En un matraz de 250 ml provisto de un agitador magnético se disolvio el hidréxido de potasio

(322.10 mg, 5.74 mmol) en 10 mL de etanol absoluto, una vez disuelto se adiciono la 1-
fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (500 mg, 2.87 mmol) disuelto en 20 mL de etanol absoluto.
La mezcla se dej6 en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo
se adiciono el cloruro de benzoilo (0.5 mL, 4.30 mmol) gota a gota y se dejo en agitacién 5
minutos mas. La solucion resultante fue evaporada a presion reducida hasta obtener un
soélido amarillo claro. El crudo de reaccion fue purificado por columna cromatografica en gel
silice (8:2 n-hexano-acetato de etilo). Se obtuvo un sdlido amarillo claro con un rendimiento
del 99%.
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"H NMR (200 MHz, CDCl3) &: 8.01-7.96(m, 1H), 7.59-7.48(m,
3H), 7.43-7.29(m, 4H), 7.25-7.17(tt, 1H), 6.19(s, 1H), 2.28(s,
3H) ppm.

13C NMR (50 MHz, CDCls) d: 161.9, 149.1, 144.5, 134.40,
130.5, 129.1, 128.9, 127.9, 127.2, 123.2, 95.9, 14.7 ppm.

EM m/z (%) = 278.23 [M]* (< 1), 173(<1), 106(8), 105(100),
77(62), 51(15).

IR (ATR diamante, cm™") 3069 (C-H aromatico), 1755 (C=0),
1504 (C-C) cm™
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5.5.7.2 Purificacion del cloruro de cinamoilo

En un matraz de 250 mL se disolvié 500 mg de cloruro de cinamoilo impuro en 100 ml de
diclorometano. Una vez disuelto se trasfirid la solucién a un embudo de separaciéon de 250
mL y se lavo 3 veces con solucion satura de NaHCO3 (50 mL) y brine (20 mL), la fase
organica fue evaporada a presidn reducida hasta obtener un sélido amarillo claro de olor

pungente. Se obtuvo 250 mg (50%) de cloruro de cinamoilo puro.

5.5.7 3 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-cinamoato

(@)
)‘\/\©
74 72
N‘ N\ , O
N : N
=
(0] EtOH, KOH @ o%

En un vial de 20 ml provisto de un agitador magnético se disolvio el hidréxido de potasio

(64 mg, 1.148 mmol) en 2 mL de etanol absoluto, una vez disuelto se adiciono la 1-fenil-3-
metil-2-pirazolin-5-ona (100 mg, 0.574 mmol) disuelto en 5.74 mL de etanol absoluto. La
mezcla se dejo en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo se
adicion¢ el cloruro de cinamoilo previamente purificado (239.1 mg, 1.435 mmol) disuelto 5
ml de diclorometano gota a gota, se obtuvo una solucion amarilla y se dej6 en agitacion 10
minutos mas. La solucion resultante fue evaporada a presion reducida hasta obtener un
soélido amarillo. El crudo de reaccion fue purificado por columna cromatografica en gel silice
(9.5:.5 n-hexano-acetato de etilo). Se obtuvo un sdlido cristalino blanco con un rendimiento
del 93%.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.83(d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.60-
7.57(m, 2H), 7.56-7.53(m, 2H), 7.47-7.39(m, 5H), 7.34-

7.29(m, 1H), 6.51(d, , J = 15.9 Hz, 1H), 6.20(s, 1H), 2.35(s

3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 162.1, 149.0, 148.5, 144.5
138.2, 133.7, 131.3, 129.09, 129.1, 128.5, 127.1, 123.1
115.4, 95.8, 14.6 ppm.

EM m/z (%) = 304.17 [M]* (<1), 173(3), 131(61), 104(4)
103(45), 77(100), 51(37).

IR (ATR diamante, cm™") 2920 (C-H alifatico), 1747 (C=0)
1504 (C-C) cm™
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5.5.7.4 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-4-metilbenzoato

*@
NN

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se disolvié el hidroxido de potasio

(322.1 mg, 5.74 mmol) en 5 mL de isopropanol absoluto, una vez disuelto se adiciono la 1-
fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (500 mg, 0.574 mmol) disuelto en 7 mL de isopropanol
absoluto. La mezcla se dejo en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido
el tiempo se adiciono el cloruro de p-toluilo (0.569 mL, 4.30 mmol) gota a gota, se obtuvo
una solucién naranja claro y se dejo en agitacion 10 minutos mas. La solucion resultante
fue evaporada a presion reducida hasta obtener un fluido naranja claro. El crudo de reaccion
fue purificado por columna cromatografica de gel de silice eluida con n-hexano puro. Se

obtuvo un sélido amarillo claro con un rendimiento del 99%.

'H NMR (200 MHz, CDCls) &: 7.96-7.90(m, 2H), 7.61-7.54(m,

2H), 7.44-7.22(m, 5H), 6.24(s, 1H), 2.40(s, 3H), 2.34(s, 3H)

N0 13C NMR (50 MHz, CDCl3) & 162.0, 149.2, 145.5, 144.7,

@ 138.1, 130.5, 129.6, 129.2, 127.3, 125.2, 123.3, 96.0, 21.9,
14.6 ppm.

EM m/z (%) = 292.31 [M]* (<1), 173(<1), 119(100), 91(38),
77(20), 65(15), 51(7).

IR (ATR diamante, cm™") 3058 (C-H aromatico), 1752 (C=0),
1504 (C-C) cm™
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5.5.7.5 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-acetato

@)

N7 )K 2

N - N /Zk
@ 0 EtOH, KOH ;( 0

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se disolvio el hidroxido de

potasio (644.2 mg, 11.48 mmol) en 20 mL de etanol absoluto, una vez disuelto se adiciono
la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (1 g, 5.74 mmol) disuelto en 5 mL de etanol absoluto. La
mezcla se dejo en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo se
adiciono el cloruro de acetilo (1.229 mL, 17.22 mmol) gota a gota, se obtuvo una solucion
amarilla y se dejo en agitacion 10 minutos mas. La solucion resultante fue trasferida a un
embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces con solucion satura de NaHCOs3 (50
mL), brine (20 mL) y como fase organica diclorometano (100 mL) la fase organica fue
evaporada a presion reducida hasta obtener un liquido viscoso amarillo claro de olor dulce,
el cual fue purificado por columna cromatografica de gel de silice con el uso de una fase
movil (8:2 n-hexano-acetato de etilo) y se obtuvo 97% de producto puro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.55-7.51(m, 2H), 7.46-7.41(m,
Y 2H), 7.34-7.29(m, 1H), 6.09(s, 1H), 2.32(s, 3H), 2.25(s, 3H)
N O ppm.

N /Zk
o 13C NMR (101 MHz, CDCls) 5: 166.1, 148.9, 144.3, 138.1,
129.1, 127.1, 123.0, 95.9, 20.8, 14.5 ppm.

EM m/z (%) = 216.15 [M]* (1,), 174(23), 129(5), 91(2), 77(41),
68(5), 51(28), 43(100).

IR (ATR diamante, cm™') 3063 (CH aromatico), 2961 (C-H
alifatico), 1706 (C=0), 1498 (CC) cm™.
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5.5.7.6 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-pentanoato

0
N\i S~ Nd o
d o EtOH, KOH jN O/K/\/

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se disolvio el hidréxido de

potasio (644.2 mg, 11.48 mmol) en 20 mL de etanol absoluto, una vez disuelto se adiciono
la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (1 g, 5.74 mmol) disuelto en 40 mL de etanol absoluto.
La mezcla se dej6 en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo
se adiciono el cloruro de valeroilo (2.04 mL, 17.22 mmol) gota a gota, se obtuvo una
solucion amarilla y se dejé en agitacion 10 minutos mas. La solucion resultante fue
trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces con solucidn satura de
NaHCOs3 (50 mL), brine (20 mL) y como fase organica diclorometano (100 mL) la fase
organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener un liquido viscoso amarillo claro
de olor dulce, el cual fue purificado por columna cromatografica de gel de silice con el uso
de una fase movil (6:4 n-hexano-acetato de etilo), se obtuvo 92% de producto puro.

'H NMR (200 MHz, CDCls) &: 7.55-7.48(m, 2H), 7.46-7.37(m,
2H), 7.34-7.25(m, 1H), 6.08(s, 1H), 2.49(t, 2H), 2.32(s, 3H),
y 1.70-1.55(pen, 2H), 1.41-1.19(m, 2H), 0.89(t, 3H) ppm.
N o

N 13C NMR (50 MHz, CDCls) &: 164.5, 144.4, 139.9, 133.4,
OJ&/V 124.6, 122.6, 118.8, 91.4, 29.2, 22.0, 17.5, 10, 9.2 ppm.

EM m/z (%) = 258.18 [M]* (<1), 175(1), 174(10), 173(1),
129(1), 105(2), 85(42), 77(39), 57(100), 51(13), 41(36).

IR (ATR diamante, cm™') 3063 (CH aromatico), 2961 (C-H
alifatico), 1706 (C=0), 1498 (CC) cm™.
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5.5.7.7 Purificacion del acido dehidroabietico por columna cromatografica

En un matraz de 100 mL se disolvié 1 g de acido dehidroabietico 3 mL de diclorometano,
una vez disuelto se adiciono gel de silice hasta total impregnacién, la mezcla fue evaporada
a presion reducida hasta sequedad, posteriormente se procedié a purificar por columna
cromatografica en gel de silice con n-hexano puro hasta eliminar el contaminante, una vez
eliminado el contaminante se eluyd la columna cromatografica con diclorometano puro. Se

obtuvo un sélido blanco con un rendimiento del 90%.

5.5.7.8 Sintesis de cloruro de dehidroabietoilo a partir de acido dehidroabietico

DMF, TCT

DCM, 9h

X
HO™ Y0

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se disolvio el cloruro de cianurilo
(460 mg, 2.49 mmol) con dimetilformamida (0.78 mL, 0.249 mmol), se dejo en agitacion por
10 minutos, trascurrido el tiempo la mezcla de reaccidn se torné un color amarillo claro, se
agrego el acido dehidroabietico (500 mg, 1.66 mmol) disuelto en 10 mL de diclorometano.
La mezcla se dejo en agitacion durante nueve horas a temperatura ambiente. Transcurrido
el tiempo a la mezcla de reaccién fue adicionada en 30 mL de diclorometano y se trasfirio
a un embudo de separacion de 500 mL, se lavo 3 veces con solucién satura de NaHCO3
(100 mL) y brine (50 mL), la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener
un solido viscoso amarillo opaco. Se procedid a la siguiente etapa de reaccidon

inmediatamente.
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5.5.7.9 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il (1R,4aS, 10aR)-7-isopropil-1,4a-dimetil-
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahidrofenantreno-1-carboxilato

N
\
N

J
‘0 [N\
(@] iPrOH, KOH @

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se disolvio el hidréxido de

potasio (325 mg, 5.80 mmol) en 10 mL de isopropanol, una vez disuelto se adicioné la 1-
fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (500 mg, 2.90 mmol) disuelto en 10 mL de isopropanol. La
mezcla se dejo en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo se
adiciono el cloruro de dehidroabietoilo disuelto en 7 mL de diclorometano gota a gota, la
mezcla de reaccion torn6 un color naranja claro y se dejo en agitacioén toda la noche. La
mezcla de reaccion resultante fue evaporada a presiéon reducida hasta obtener un sdlido
rojo. El crudo de reaccion fue purificado por columna cromatografica en gel silice (9.5:0.5

n-hexano-acetato de etilo). Se obtuvo un rendimiento de reaccion del 45%.

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.47-7.45(d, 2H), 7.33-7.29(td,
2H), 7.26-7.21(ddd, 1H), 7.14-7.12(d, 1H), 7.0-6.98(dd, 1H),
6.83-6.82(d, 1H), 6.03(s,1H), 2.88-2.78(hep, 1H), 2.80-
2.74(m, 1H), 2.66-2.56(ddd, 1H), 2.32(s, 3H), 2.30-2.29(d,
1H), 2.23-2.20(dd, 1H), 1.85-1.61(m, 6H), 1.49-1.42(td, 1H),
1.31(s, 3H), 1.24-1.22(d, 6H), 1.19(s, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 174.13, 148.94, 146.39,
145.86, 145.00, 137.78, 134.37, 128.86, 127.41, 126.92,
123.96, 123.89, 95.46, 50.67, 48.23, 44.62, 37.88, 36.86,
36.36, 33.49, 29.54, 24.94, 24.02, 23.96, 21.70, 18.38, 16.55,
14.43 ppm.
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5.5.7.10 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-difenilcarbamoato

i Q0
@ O EtOH, KOH @ @

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se disolvio el hidréxido de

potasio (644.2 mg, 11.48 mmol) en 20 mL de etanol absoluto, una vez disuelto se adiciono
la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (1 g, 5.74 mmol) disuelto en 40 mL de etanol absoluto.
La mezcla se dej6 en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo
se adicion¢ el cloruro de difenilcarbamoilo disuelto en 4 mL de diclorometano (8.61 mmol)
gota a gota, se obtuvo una solucion verde y se dejo en agitacidon 10 minutos mas. La
solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces
con solucion satura de NaHCOsz (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica
diclorometano (200 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener
un solido verde oscuro. Se obtuvo 3.5 g de crudo de reaccion, el cual se purificd en columna
de gel de silice (6:4 n-hexano-acetato de etilo) con lo cual se obtuvo un sélido amarillo claro

de olor acre, se obtuvo 98% de producto puro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.40-7.32(m, 5H), 7.29-7.20(m,

>I 10H) 6.23(s, 1H), 2.34(s, 3H) ppm.
N O
N , 13C NMR (101 MHz, CDCI3) 6: 149.7, 148.8, 144.9, 1414,

137.9, 129.3, 128.8, 127.1, 126.6, 122.8, 95.1, 14.5 ppm.

@ EM m/z (%)= 369.13 [M]* (1), 196(100), 168(53), 167(27),
139(1), 115(2), 93(8), 77(53), 65(4), 51(12), 39(3).

IR (ATR diamante, cm™') 3061 (C-H aromatico), 1747 (C=0),
1504 (C-C), 1303 (C-N) cm™.
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5.5.7.11 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-propionato

WAL b

N\ N
N -
@ @) EtOH, KOH j

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se disolvio el hidréxido de

potasio (676.4 mg, 12.05 mmol) en 20 mL de etanol absoluto, una vez disuelto se adiciono
la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.7 g, 4.01 mmol) disuelto en 40 mL de etanol absoluto.
La mezcla se dej6 en agitacion por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo
se adiciono el anhidrido propionico (0.601 mL, 8.03 mmol) gota a gota, se obtuvo una
solucion amarillo claro y se dejé en agitacion 10 minutos mas. La solucion resultante fue
trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces con solucidn satura de
NaHCO3 (1000 mL), brine (40 mL) y como fase organica diclorometano (100 mL) la fase
organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener un liquido viscoso amarillo claro
de olor acido, el cual se purifico en columna de gel de silice (6:4 n-hexano-acetato de etilo),
con lo que se obtuvo un 99% de producto puro color amarillo brillante de olor lactico.

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.54-7.52(d, 2H), 7.45-7.41(m,
/ 2H), 7.33-7.29(m, 1H), 6.09(s, 1H), 2.52(q, 1H), 2.32(s, 3H),

129.1,129.0, 127.1, 123.1, 95.8, 27.5, 14.5, 8.8 ppm.

EM m/z (%)=230.12 [M]* (16), 175(22), 174(100), 129(18),
105(11), 77(75), 57(99), 51(14), 39(8), 29(35).

IR (ATR diamante, cm™') 3069 (C-H aromatico), 2928 (C-H
alifatico),

1776 (C=0), 1506 (C-C) cm™".

N /[k/ 1.19(t, 3H) ppm.
@ © 3C NMR (101 MHz, CDCls) d: 169.7, 148.9, 144.4, 138.0,
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5.5.7.12 Sintesis de cloruro de heptanoilo

O O

HOM - )Wv

ACN, reflujo, 1.30 hrs.

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicion6 1.147 mL de acido
heptanoico (8.03 mmol) disueltos en 20 mL de acetonitrilo, el matraz se colocé en un baino
de arena provisto de un condensador para reflujo, se inici6 la agitacion y la solucién se llevo
a temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo constante se
adicion6 0.350 mL de PCl3 (4.015 mmol) gota a gota con ayuda de una canula de acero, la
reaccion se dejé por 1.30 horas. El producto resultante se utilizé en la siguiente reaccion

sin purificacion previa.
5.5.7.13 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-heptanoato

i*wi

ACN/H,0, KOH 0

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo
como solvente, se agrego hidroxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucion, una vez disuelto se adicion6 la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.7 g,
4.018 mmol). La mezcla se dejo en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adiciond el cloruro de heptanoilo disuelto en acetonitrilo gota a
gota, se obtuvo una emulsion blanca la cual se dejo en agitacion 10 minutos mas. La
solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces
con solucion satura de NaHCOsz (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica
diclorometano (150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener
un liquido viscoso amarillo claro de olor dulce. El crudo de reaccion, el cual se purifico en
columna de gel de silice (7:3 n-hexano-acetato de etilo), se obtuvo 93% de producto puro.
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'H NMR '"H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.54-7.51 (m, 2H),
7.45-7.40 (m, 2H), 7.33-7.29 (m, 1H), 6.08 (s, 1H), 2.49 (t,
2H), 2.32 (s, 3H), 1.65 (p, 2H), 1.33-1.23 (m, 6H), 0.87 (t,
3H).ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 169.2, 149.1, 144.6, 138.3,
129.1, 127.3, 123.4, 95.9, 34.2, 31.5, 28.7, 24.7, 22.5, 14.6,
14.1. ppm.

EM m/z (%)= 286.15 [M]* (3), 174(100), 157(2), 145(3),
129(7), 113(94), 105(8), 95(11), 85(86), 77(61), 57(48),
42(77), 39(8).

IR (ATR diamante, cm™') 3069 (C-H aromatico), 2928 (C-H
alifatico), 1782 (C=0), 1504 (C-C) cm™.
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5.5.7.14 Sintesis de cloruro de cloruro o-toluilo

OH

ACN, reflujo, 1.45 hrs.

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicion6 1.0 g de acido o-
toluico (7.34 mmol) disueltos en 20 mL de acetonitrilo, el matraz se coloc6 en un bafo de
arena provisto de un condensador para reflujo, se inicio la agitacion y la solucion se llevo a
temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo constante se
adicion6 0.320 mL de PCl3 (3.671 mmol) gota a gota con ayuda de una canula de acero, la
reaccion se dejé por 1.45 horas. El producto resultante se utilizé en la siguiente reaccion

sin purificacion previa.
5.5.7.15 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-2-metilbenzoato

i*é ﬁ

@ ACN/H,0, KOH

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo
como solvente, se agrego hidréxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucion, una vez disuelto se adicioné la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.7 g,
4.018 mmol). La mezcla se dej6 en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adiciono el cloruro de o-toluilo disuelto en acetonitrilo gota a gota,
se obtuvo una emulsién amarillo claro la cual se dejo en agitacion 10 minutos mas. La
solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces
con solucion satura de NaHCO3 (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica acetato de
etilo (150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener un sélido
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amarillo claro. El crudo de reaccion, el cual se purifico en columna de gel de silice (8:2 n-

hexano-acetato de etilo), se obtuvo 95% de producto puro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.02(dd, 1H), 7.62(dd, 2H),
7.49(ddd, 1H), 7.46-7.41(m, 2H), 7.35-7.27(m, 3H), 6.26(s,
1H), 2.61(s, 3H), 2.40(s, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 162.2, 149.0, 144.7, 142.2,
138.2,133.4,132.1,131.1,129.0, 127.2, 126.8, 126.1, 123 .4,
95.9, 21.8, 14.5 ppm.

EM m/z (%)= 292.11 [M]* (1), 173(2), 120(18), 118(100),
106(2), 91(75), 77(31), 65(27), 51(9), 39(8).

IR (ATR diamante, cm™') 3066 (C-H aromatico), 2923 (C-H
alifatico), 1744 (C=0), 1506 (C-C) cm™.
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5.5.7.16 Sintesis de cloruro de isobutirilo
0 0

HO > HO
ACN, reflujo, 1.10 hrs.

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicioné 1.03 mL de acido

isobutirico (11.35 mmol) disueltos en 20 mL de acetonitrilo, el matraz se colocé en un bafo
de arena provisto de un condensador para reflujo, se inici6 la agitacion y la solucién se llevo
a temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo constante se
adicion6 0.495 mL de PCl3 (5.675 mmol) gota a gota con ayuda de una canula de acero, la
reaccion se dejé por 1.10 horas. El producto resultante se utilizé en la siguiente reaccidn

sin purificacion previa.

5.5.7.17 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-isobutarato

(0]
) )k(
N Nd o)
N N
@ O ACN/H,0, KOH f O

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo

como solvente, se agrego hidroxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucién, una vez disuelto se adiciono6 la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.8 g,
4.018 mmol). La mezcla se dejo en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adiciono el cloruro de o-toluilo disuelto en acetonitrilo gota a gota,
se obtuvo una emulsioén de color blanco la cual se dejo en agitaciéon 10 minutos mas. La
solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces
con solucion satura de NaHCOsz (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica
diclorometano (150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener
un liquido viscoso amarillo claro. El crudo de reaccién, se purificé en columna de gel de
silice (1:1 n-hexano-acetato de etilo), se obtuvo 90% de producto puro.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.54-7.50(m, 2H), 7.45-
7.40(m, 2H), 7.33-7.31(m, 1H), 6.08(s, 1H), 2.73(hep, 1H),
2.32(s, 3H), 1.22 (d, 6H). ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCls) d: 172.4, 149.1, 144.8, 138.2,
129.1, 127.3, 123.5, 95.8, 34.2, 18.8, 14.6. ppm.

EM m/z (%)= 244.29 [M]* (1), 174(5), 145(<1), 129(2), 117(1),
105(3), 91(2), 77(38), 71(73), 51(11), 43(100), 41(9).

IR (ATR diamante, cm-1) 3066 (C-H aromatico), 2980 (C-H
alifatico), 1773 (C=0), 1506 (C-C) cm™.
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5.5.7.18 Sintesis de cloruro de octanoilo

O @)

HoM\/\ PN

ACN, reflujo, 1.50 hrs.

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicioné 1.10 mL de acido
octanoico (6.93 mmol) disueltos en 20 mL de acetonitrilo, el matraz se colocé en un bafio
de arena provisto de un condensador para reflujo, se inici6 la agitacion y la solucién se llevo
a temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo constante se
adicion6 0.302 mL de PCl3 (3.467 mmol) gota a gota con ayuda de una canula de acero, la
reaccion se dejo por 1.50 horas. El producto resultante de la reaccién se torno color rosa y

se utilizé en la siguiente reaccion sin purificacion previa.

5.5.7.19 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-octanoato

@)

N7 )W\/\ N/ , 0

\

N \N
@ o ACN/H,0, KOH f o

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo

como solvente, se agrego hidréxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucion, una vez disuelto se adicion6 la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.7 g,
4.018 mmol). La mezcla se dej6 en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adicion6 el cloruro de octanoilo disuelto en acetonitrilo gota a gota,
se obtuvo una emulsion rosa claro la cual se dejé en agitacion 10 minutos mas. La solucion
resultante fue trasferida a un embudo de separacién de 500 mL y se lavo 3 veces con
solucion satura de NaHCO3 (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica diclorometano
(150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener un liquido
viscoso amarillo claro de olor acre. El crudo de reaccion, el cual se purifico en columna de

gel de silice (8:2 n-hexano-acetato de etilo), se obtuvo 98% de producto puro.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.56-7.53 (m, 2H), 7.47-
7.42 (m, 2H), 7.35-7.31(m, 1H), 6.10(s, 1H), 2.51(t, 2H),
2.34(s, 3H), 1.67(pen, 2H), 1.33-1.27(m, 8H), 0.90(t, 3H).
ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCls) &: 169.0, 148.9, 144.5,

138.1, 129.0, 127.1, 123.2, 95.8, 34.0, 31.5, 28.8, 28.78,
24.5,22.5,14.5, 14.0 ppm.

EM m/z (%) = 300.18 [M]* (2), 174(100), 157(2), 145(3),
127(84), 109(17), 105(9), 91(4), 77(62), 67(16), 56(91),
43(36).

IR (ATR diamante, cm~') 3066 (C-H aromatico), 2926 (C-
H alifatico), 1784 (C=0), 1504 (C-C) cm™.
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5.5.7.20 Sintesis de cloruro de 5-fenilvalerilo

O O

HO
ACN, reflujo, 1.50 hrs.

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicioné 1g de acido 5-

fenilvalérico (5.61 mmol) disueltos en 15 mL de acetonitrilo, el matraz se coloco en un bafio
de arena provisto de un condensador para reflujo, se inici6 la agitacion y la solucién se llevo
a temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo constante se
adicion6 0.244 mL de PCl3 (2.805 mmol) gota a gota con ayuda de una canula de acero, la
reaccion se dejo por 1.50 horas. El producto resultante de la reaccidén se utilizo en la

siguiente reaccion sin purificacion previa.

5.5.7.21 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-5-fenilpentanoato
ACN/H,0, KOH f

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo

como solvente, se agrego hidréxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucion, una vez disuelto se adicion6 la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.7 g,
4.018 mmol). La mezcla se dej6 en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adicion6 el cloruro de 5-fenilvalerilo disuelto en acetonitrilo gota a
gota, se obtuvo una emulsién color blanco la cual se dejé en agitacién 10 minutos mas. La
solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces
con solucion satura de NaHCOsz (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica
diclorometano (150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener
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un liquido viscoso amarillo claro de olor acre. El crudo de reaccion se purificé en columna

de gel de silice (1:1 n-hexano-acetato de etilo), se obtuvo 90% de producto puro.

Ndo
a5

'H NMR (400 MHz, CDCl) &: 7.52—-7.49 (m, 2H), 7.42—
7.37 (m, 2H), 7.31=7.26 (m, 3H), 7.21-7.16 (m, 1H), 7.13
(dd, 2H), 6.07 (s, 1H), 2.60 (t, 2H), 2.52 (t, 2H), 2.32 (s,
3H), 1.74-1.59 (m, 4H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 169.0, 149.1, 144.6,
141.8, 129.2, 128.5, 128.5, 127.3, 126.1, 123.4, 95.9,
35.6, 34.1, 30.7, 24.3, 14.6 ppm.

EM m/z (%) = 334.15 [M]* (<1), 175(9), 174(56), 143(3),
133(3), 117(76), 104(5), 91(100), 77(40), 65(8), 51(5),
39(4).

IR (ATR diamante, cm™') 3023 (C-H aromatico), 2928 (C-
H alifatico), 1779 (C=0), 1504 (C-C) cm™.
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5.5.7.22 Sintesis de acido fenilacético a partir de bencilcianuro

H,S04,H,0, OH

CH3COOH A

En un matraz de 500 mL provisto de un agitador magnético y un condensador para reflujo
se coloco 50 mL de agua destilada y se agrego lentamente 25 mL de acido sulfurico
concentrado procurando que no se sobrecaliente la solucion, una vez adicionado el acido
se procedio a la adicion lenta de 25 mL de acido acético glacial, la mezcla se mantuvo en
agitacion moderada. Una vez adicionado el acido acético glacial se adicion6 24 mL de
bencilcianuro (0.204 moles). La mezcla de reaccion fue puesta en un bafio de arena y se
llevo a reflujo durante toda la noche. Al siguiente dia, se observo la formacion de una
solucion clara de aspecto oleoso, se detuvo el reflujo y se enfrié hasta la formacioén de un
precipitado blanco con olor a miel. El precipitado obtenido se separo6 de la fase acuosa por
medio de filtracion con el uso de un embudo Buchner provisto con papel filtro y equipado a
un matraz kitasato conectado a una bomba de vacio. El producto filtrado se lavd con 150
mL de agua fria (x3 veces). Se obtuvo un producto solido blanco con un 98% de

rendimiento.

5.5.7.23 Sintesis de cloruro de fenilacetilo
2.0
HO

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicioné 2 g de acido

S

ACN, reflujo, 1.10 hrs.

fenilacético (14.69 mmol) disueltos en 15 mL de acetonitrilo, el matraz se colocé en un bafo
de arena provisto de un condensador para reflujo, se inici6 la agitacion y la solucién se llevo
a temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo constante se

adicion6 0.640 mL de PCIsz (7.34 mmol) gota a gota con ayuda de una canula de acero, la
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reaccion se dejo por 1.10 horas. El producto resultante de la reaccidén se utilizo en la
siguiente reaccion sin purificacion previa.

5.5.7.24 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-fenilacetato

i@ﬁ

O ACN/H,0, KOH

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo
como solvente, se agrego hidréxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucion, una vez disuelto se adicioné la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.7 g,
4.018 mmol). La mezcla se dej6 en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adiciond el cloruro de fenilacetilo disuelto en acetonitrilo gota a
gota, se obtuvo una emulsién color blanco la cual se dejé en agitacién 10 minutos mas. La
solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces
con solucion satura de NaHCOs; (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica
diclorometano (150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener
un liquido viscoso amarillo claro de olor acre. El crudo de reaccién, se purificd por medio
de columna de gel de silice (7:3 n-hexano-acetato de etilo), con lo que se obtuvo un 65%

de producto puro.
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'H NMR (200 MHz, CDCls) &: 7.84-7.78 (m, 2H), 7.58-7.45
(m, 2H), 7.43-7.29 (m, 5H), 7.27-7.18 (m, 1H), 6.10 (s, 1H),
3.74 (s, 2H), 2.25 (s, 3H)

3C NMR (50 MHz, CDCI3) &: 171.0, 149.10, 144.37,
138.77, 135.50, 129.85, 128.71, 128.41, 127.06, 123.22,
97.02,41.17, 14.05.

EM m/z (%) = 292.29 [M]* (7), 201(63), 173(3), 160(1),
130(8), 115(5), 104(10), 91(70), 77(83), 65(100), 51(33),
39(29).
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5.5.7.25 Sintesis cloruro de 1-naftalenacetilo

PY PY
HO O ACN, reflujo, 1.10 hrs. O

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicion6 2 g de acido 1-

naftalenacético (10.74 mmol) disueltos en 15 mL de acetonitrilo, el matraz se coloc6 en un
bafio de arena provisto de un condensador para reflujo, se inicio la agitacion y la solucion
se llevo a temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo
constante se adicion6 0.468 mL de PCls (5.371 mmol) gota a gota con ayuda de una canula
de acero, la reaccién se dejo por 1.10 horas. El producto resultante de la reaccion se utilizo

en la siguiente reaccién sin purificacion previa.

5.5.7.26 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il- 2- (1-naftalenil) acetato

i““d

ACN/H,0, KOH

O

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo
como solvente, se agrego hidréxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucion, una vez disuelto se adicioné la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (0.7 g,
4.018 mmol). La mezcla se dej6 en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adiciond el cloruro de cloruro de 1-naftalenacetilo disuelto en
acetonitrilo gota a gota, se obtuvo una emulsion color blanco la cual se dejo en agitacion
10 minutos mas. La solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500

mL y se lavo 3 veces con solucion satura de NaHCO3 (100 mL), brine (60 mL) y como fase
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organica diclorometano (150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta
obtener un liquido viscoso amarillo claro de olor acre. El crudo de reaccién, el cual se
purifico en columna de gel de silice (7:3 n-hexano-acetato de etilo), con lo que se obtuvo
70% de producto puro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.93-7.89(m, 2H), 7.87(d,
1H), 7.55-7.48(m, 2H), 7.46-7.40(m, 2H), 7.26-7.24(m, 2H),
7.22-7.18(m, 3H), 6.16(s, 1H), 4.26(s, 2H), 2.33(s, 3H).

] O
NN, O 13C NMR (101 MHz, CDCl3) 5: 166.5, 148.8, 144.3, 137.77,
133.9, 131.9, 128.9, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 126.8,
0 126.1, 125.5, 123.3, 122.8, 95.7, 39.0, 14.5.
EM m/z (%) = 342.28 [M]* (2), 174(3), 168(28), 141(100),
115(23), 105(2), 91(2), 77(46), 63(5), 51(13), 40(7).

IR (ATR diamante, cm™') 3031 (C-H aromatico), 2920 (C-H
alifatico), 1714 (C=0) cm™.

90



Experimental
5.5.7.27 Obtencion de acido valproico a partir de valproato de sodio

En un matraz de Erlenmeyer equipado con un agitador magnético se disolvié en 100 mL de
agua destilada 10 g de valproato de sodio (0.060 moles). Una vez disuelto se agregd gota
a gota acido clorhidrico a la solucién de valproato de sodio hasta alcanzar un pH de 4.0,
una vez alcanzado el pH se mantuvo la agitacion por 15 minutos mas. La solucion restante
se trasfirid a un embudo de separacion, el producto se extrajo con diclorometano (x3
lavados de 100 mL). La fase organica resultante se evapord a presion reducida hasta

sequedad. Se obtuvo un 93% de acido valproico.

5.5.7.28 Sintesis de cloruro de valproilo

HO .
ACN, reflujo, 1.30 hrs.

En un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético se adicioné 1.82 mL de acido
valproico (13.87 mmol) disueltos en 20 mL de acetonitrilo, el matraz se coloco en un bafio
de arena provisto de un condensador para reflujo, se inici6 la agitacion y la solucién se llevo
a temperatura hasta alcanzar el reflujo. Una vez alcanzado el reflujo a goteo constante se
adicion6 0.605 mL de PCl3 (6.934 mmol) gota a gota con ayuda de una canula de acero, la
reaccion se dejé por 1.30 horas. El producto resultante se utilizé en la siguiente reaccidn

sin purificacion previa.
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5.5.7.29 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-2-propilpentanoato
(0]

i*ﬁa

ACN/H,0, KOH

En un matraz de 250 mL provisto de un agitador magnético se agregé 50 mL de acetonitrilo
como solvente, se agrego hidroxido de potasio (1,240 mg, 22.09 mmol) y agua gota a gota
hasta disolucion, una vez disuelto se adicion6 la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (1 g, 5.740
mmol). La mezcla se dejo en agitacion vigorosa por una hora a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo se adiciond el cloruro de valproilo disuelto en acetonitrilo gota a gota,
se obtuvo una emulsién de color blanco la cual se dejo en agitacion 10 minutos mas. La
solucion resultante fue trasferida a un embudo de separacion de 500 mL y se lavo 3 veces
con solucion satura de NaHCOsz (100 mL), brine (60 mL) y como fase organica
diclorometano (150 mL) la fase organica fue evaporada a presion reducida hasta obtener
un liquido viscoso amarillo claro. El crudo de reaccion, se purificé en columna de gel de
silice (7:3 n-hexano-acetato de etilo), con lo que se obtuvo 92% de producto puro.

'H NMR (400 MHz, CDCI3) &: 7.55-7.53(m, 2H), 7.46-

Y 7.42(m, 2H), 7.35-7.31(m, 1), 6.08(s, 1H), 2.56(tt, 1H),

N ]| O 2.34(s, 3H), 1.70-1.60(m, 2H), 1.53-1.46(m, 2H), 1.27(hex,
A 4H), 0.88(t, 6H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls) 8: 171.7, 148.9, 144.6, 138.01,

128.9, 127.2, 123.7, 95.6, 45.3, 34.2, 20.5, 14.4, 13.9 ppm.

EM m/z (%) = 300.37 [M]* (<1), 174(1), 127(5), 105(<1),
99(10), 77(13), 57(100), 43(8).

IR (ATR diamante, cm-1) 3050 (C-H aromatico), 2926 (C-
H alifatico), 1768 (C=0), 1506 (C-C) cm-1.
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CULTIVO CELULAR
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5.5.8 Cultivo celular

Los estudios de citotoxicidad y viabilidad celular fueron desarrollados en una linea celular
de fibroblasto de raton C2C12 (ATCC® CRL-1772™), la cual tiene un modo de crecimiento
adherente y forma monocapa. Se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de
suero fetal de bovino, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), glutamina (100
U/mL) y se incubo a 37°C con un atmosfera humeda de CO2 al 5%. A continuacion se

describen los pasos realizados para el mantenimiento de la linea celular.

5.5.8.1 Descongelacion

La linea celular se extrajo de un congelador a -80C, fue descongelada en un bafio maria a
37 C, una vez en estado liquido la suspensidn celular se extrajo y fue transferida a un T25,
inmediatamente se agreg6é 5 ml de medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al
5%, se resuspendio y se mezclo lentamente por tres tiempos. Una vez homogenizado se
dej6é en incubacion a 37°C por 90 minutos. Trascurrido el tiempo, se aspiré el liquido
sobrenadante el cual contiene restos de células no adheridas y DMSO, se adicioné 5 ml de
medio DEMEM suplementado con suero fetal bovino al 5% y posteriormente estas fueron
incubadas a 37°C con una atmosfera humedad de CO2 al 5%. El medio de cultivo fue

cambiado 48 horas después.

5.5.8.2 Amplificacion

Cada vez que las células alcanzaban su maximo de confluencia, fue necesario disminuir y
distribuir la poblacién de células hacia otros frascos con el fin de mantener en éptimas
condiciones su crecimiento y viabilidad. Para fines de este estudio, una vez alcanzado el
80% de confluencia en un frasco T25 se procedido a su amplificaciéon. Se inici6 con la
extraccion de todo el medio de cultivo con una pipeta serologica de 5 ml, se agreg6 1.5 ml
de medio DMEM sin suero con el fin de eliminar remanentes del medio anterior, se

realizaron movimientos oscilatorios suaves sobre la caja para su lavado, inmediatamente
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se aspira el medio DMEM sin suero y se agrega 1 ml de tripsina para eliminar remanentes
de medio DMEM sin suero, se realizaron movimientos oscilatorios suaves, se aspira la
tripsina e inmediatamente se agregé 1.5 ml de tripsina nueva, se realizaron movimientos
oscilatorios suaves y se deja el frasco T25 a incubacion a 37°C por 10 minutos para permitir
la accion enzimatica de la tripsina, la cual permite pasar a las células en monocapa a células
en suspension. Transcurrido el tiempo se observaron las células bajo el microscopio con lo
que se aprecio la total suspensidon de las células, en seguida se realizaron los pases. Al
frasco T25 con células en suspension se agregd 3.5 ml de medio DMEM sin suero, se
resuspendio y mezclo lentamente tres veces, se aspird el total de la suspension. A cada
frasco T25 se agregé 0.5 ml de suspension celular, el remanente fue descartado,
inmediatamente se agregd 4.5 ml de medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al
5%, se resuspendio y mezclo por tres tiempos. Los frascos T25 fueron incubados a 37°C
con una atmosfera humeda de CO2 al 5%. El medio de cultivo fue cambiado cada tercer

dia.

5.5.8.3 Congelacion

Para la congelacion y preservacion de células se realizé la metodologia anterior hasta el
paso de suspension celular. Una vez obtenidas las células en total flotabilidad el contenido
de los frascos se resuspendio en medio DMEM sin suero, se aspiro y trasfirio la suspension
a un tubo de polipropileno Falcon, se centrifugé a 1200 RPM x 10 min. Durante el tiempo
de espera se preparo los tubos de criopreservacion, los cuales fueron llenados con 0.5 ml
de solucién de suero fetal bovino con DMSO al 20%. Trascurrido el tiempo se descarto el
sobrenadante y solo se conservé el pellet celular el cual se resuspendié y mezclé con 1.8
ml de suero fetal bovino, se agreg6 0.5 ml de la suspension a cada tubo de criopreservacion,
fueron cerrados a presion, se homogenizé e inmediatamente fueron guardadas en un

congelador a -80°C para su disposicion final.
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ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR
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5.5.9 Ensayo de viabilidad celular por medio del ensayo MTT

El MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) es un compuesto tipo
tetrazol utilizado comunmente para medir el numero de células metabdlicamente activas en
ensayos in vitro. Se basa en la conversion de MTT amarillo soluble en agua en el producto
final purpura, insoluble en agua, formazano ((E,Z)-5-(4,5-dimetilltiazol-2-ilo)-1,3-difenil
formazano), por la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial Figura 35. Mecanismo de
conversiéon de MTT a formazano por medio del metabolismo celular. Esta técnica fue
propuesta por Mossman en 1983, la cual su fundamento estda basado en cantidad de

formazano formado es proporcional al nimero de células metabdlicamente activas.838485

N= NADH  NAD" ,

Figura 35. Mecanismo de conversioén de MTT a formazano por medio del metabolismo celular.

5.5.9.1 Siembra en placa de 96 pocillos

48 horas previas a comenzar el ensayo MTT se procuré que la linea celular C2C12
estuviera en optimas condiciones de crecimiento y no presentaras sefales de estrés por

falta de nutrientes disponibles.

Se realizo el procedimiento cotidiano de amplificacion de lineas celulares, una vez obtenido
la confluencia de 65 a 75% se procedio a tratar las células con 1.5 mL de tripsina durante
10 minutos a 37°C, Trascurrido el tiempo la suspension celular con tripsina fue adicionado
2 mL de medio DMEM sin suero y 2 mL de medio DMEM suplementado con suero al 10%.
Este procedimiento fue realizado con tres frascos para cultivo celular T25 con lo que se

obtuvo aproximadamente 16 ml de suspension celular.
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En una placa estéril de 96 pocillos de fondo plano marca Thermo Scientific®, se colocé 50uL
de suspension celular por pocillo, se dejoé reposar de 12 a 24 horas previo al ensayo de
citotoxicidad.

5.5.9.2 Preparacion de las muestras a evaluar

Se evaluo la viabilidad y la actividad citotoxica del precursor y las 16 moléculas sintéticas:
1-fenil-3metil-2-pirazolin-5-ona (Eda), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-benzoato (Eda-benz),
1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-cinamoato (Eda-cinn), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-4-
metilbenzoato (Eda-ptol), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-acetato (Eda-acet), 1-fenil-3-metil-
1H-pirazol-5-il-pentanoato  (Eda-val), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il (1R,4aS,10aR)-7-
isopropil-1,4a-dimetil-1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahidrofenantreno-1-carboxilato ~ (Eda-DHA),
Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-difenilcarbamoato (Eda-2phcarb), 1-fenil-3-metil-
1H-pirazol-5-il-propionato  (Eda-prop), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-heptanoato (Eda-
hepta), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-2-metilbenzoato = (Eda-otolu), 1-fenil-3-metil-1H-
pirazol-5-il-isobutarato (Eda-isobu), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-octanoato (Eda-octa), 1-
fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-5-fenilpentanoato (Eda-fenival), Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-
pirazol-5-il-fenilacetato (Eda-phacet), 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il- 2- (1-naftalenil) acetato
(Eda-naf) y 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-2-propilpentanoato (Eda-valp).

Previo a la evaluacion por medio del ensayo MTT, se peso individualmente 10 mg de los
productos sintéticos en tubos para microcentrifuga marca Eppendorf,® fueron disueltos en
100 pL de EtOH, lo cual es descrito por Young y colaboradores 8 como un solvente
compatible con ensayos de citotoxicidad celular, una vez obtenidas las muestras
solubilizadas se procedio a realizar las diluciones seriadas. Dentro de una campana estéril
de flujo laminar al tubo que contiene la muestra solubilizada se le colocé 900 uL de medio
DMEM, se homogeniz6 con el uso de un vortex con lo cual se obtuvo una solucion de 1
mg/mL; seguido de esto, por muestra a evaluar se coloco en siete tubos estériles los cuales
fueron llenados con 450 pL de medio DMEM, al primer tubo se agreg6 50 pL de la solucion
1mg/mL, se agité y homogeniz6 con ayuda de un vortex, con lo que se obtuvo la segunda
dilucion, seguido a esto, del segundo tubo se tomé 50uL de la solucion y esta fue disuelta

para obtener la tercer dilucion, se continu6 asi con las siguientes soluciones, con lo cual se
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obtuvo 8 soluciones a diferente concentracion que va de 1mg/mL a 1X10"mg/mL. Una vez
obtenidas todas las soluciones se procedié a la evaluacion de la citotoxicidad de las

moléculas sintéticas.

5.5.9.3 Evaluacion de viabilidad celular.

Transcurrido las 24 horas de la siembra en las placas de 96 pocillos se procedio a evaluar
por triplicado la toxicidad de las moléculas sintéticas. Previo a la adicion de la solucién a
evaluar se decanté el medio de cada placa, seguido de cada pocillo de manera seriada se
agrego 100uL de cada solucién a evaluar, con lo que se obtuvo una concentracion de 100uL
por pocillo, se dejé como control negativo y positivo los carriles 1 y 2 respectivamente.

Seguido a esto se dejo, incubar por 24 horas mas.

5.5.10 Ensayo MTT

Previo a la evaluacion por medio del ensayo MTT se retir6 por decantacion el medio de
cada pocillo el cual fue reemplazado por 50uL de medio DMEM, seguido a esto, se agrego
10uL por pocillo de la solucion de MTT, se agité un poco para homogenizar, una vez

concluido se procedié a incubar por cuatro horas a 37°C.

Finalizado el tiempo de incubacién se agregd 100uL de DMSO directamente en el medio
en cada pocillo, se pipeteo suavemente para la total disolucion del formazano. El volumen

final en el pocillo fue de 160uL.

Ya disuelto el formazano se procedio a leer la absorbancia en un espectrofotometro para
microplacas Multiskan® FC marca Termo Fisher Scientific®, la lectura se realizd a 570 nm
con un filtro de 620 nm con lo cual se obtuvieron los valores de la absorbancia del ensayo.

Todos los ensayos realizados fueron por triplicado.
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El porcentaje de viabilidad celular se pudo obtener con el uso de la expresion descrita como

Ecuacion 4.
Ecuacién 4: Porcentaje de viabilidad celular.

%de viabilidad celular = (abstratados/abScontrol) X 100

Mientras que el porcentaje de citotoxicidad se calculé con el uso de la expresidn etiquetada

como Ecuacion 5.

Ecuacion 5: Porcentaje de citotoxicidad celular.

%de citotoxicidad celular = (100(abscontro/abStratados )/abScontrol)
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ENSAYO DE INHIBICION DE
ACETILCOLINESTERASA
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5.5.11 Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa

La actividad de acetilcolinesterasa se determind bajo la metodologia reportada por Adewusi
y colaboradores. En una placa de 96 pocillos se colocaron: 75 pL de amortiguador Trizma-
HCI (50 mM, pH 8), se adicionaron a un pozo 75 pL de compuesto y se realizaron diluciones
seriadas (concentraciones finales en el pozo entre 150 y 2.4 pug/mL en amortiguador y
Dimetil sulféxido (DMSO) a concentracion final maxima de 0.15%). Posteriormente se
adicionaron a cada pocillo 25 pL de una solucion de Yoduro de Acetiltiocolina (ATCI) 15
mM en amortiguador (concentracion final de 1.5 mM) y 125 pL de acido 5,5'-Ditiobis-[2-
nitrobenzoico] (DTNB) 3mM en amortiguador (concentracion final de 1.5 mM). La
absorbancia se midié en un lector de placas (Multiskan FC, Thermo Scientific) a 405 nm
cada 45 seg. Durante tres ocasiones consecutivas. Posteriormente se adicion6 a cada pozo
25 pL de una solucion de enzima acetilcolinesterasa a 2 U/mL (Tipo VI-S obtenida de
Electrophorus electricus L) en amortiguador adicionado con albumina sérica bovina 0.1
mg/mL (concentracion final de la enzima en el pozo 0.2 U/mL) y se midio la absorbancia en
cinco ocasiones consecutivas cada 45 seg. Seis pocillos de cada placa fueron usados sin
ningun compuesto prueba y sirvieron como control del 100% de actividad enzimatica. La
Galantamina se utilizé como control positivo. El incremento de absorbancia debido a
hidrolisis espontanea del sustrato se corrigié restando la absorbancia antes de anadir la
enzima de la absorbancia obtenida después de anadir la enzima. El porcentaje de inhibicion

se calculé con la siguiente expresion descrita como Ecuacion 6.

Ecuacion 6: Porcentaje de inhibicion de acetilcolinesterasa

% inh =100 - (Amta/Actror)(100)

Donde Awmta corresponde a la diferencia de absorbancia entre el tiempo 0 y el tiempo 225
seg, en presencia de cualquier compuesto prueba o inhibidor; y Actroi Corresponde a la
diferencia de absorbancia entre el tiempo 0 y el tiempo 225 seg, del control del 100% de
actividad enzimatica. La concentracion inhibitoria 50 (ICso) se calculd por interpolacion en
la grafica de los porcentajes de inhibicion en funcion de las concentraciones utilizadas.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado
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ANALISIS IN SILICO
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5.5.12 Analisis in silico

Los modelos moleculares de los ligandos sintetizados se generaron con UCSF Chimera
1.11.286 a través de su cadena SMILES. Las estructuras se redujeron al minimo en energia
con el uso de los parametros predeterminados del software, que incluyen los parametros
de libre rotacién de todos los enlaces de los ligando con libertad conformacional,
minimizacion de energia, AMBER ff14SB Antechamber y adicion de cargas Gasteiger®®. En
el software AutoDock Tools 1.5.6 se emple6 para definir los enlaces rotantes y las cargas
atomicas para cada ligando.

Las estructuras cristalograficas de los receptores AChE (PDB ID: 1EVE) torpedo del
pacifico (T. californica) y B-amiloide (PDB ID: 1QWP y 11YT) se descargaron del Protein
Data Bank (https://www.rcsb.org/). Cada receptor se preparé con AutoDock Tools, con la
eliminacién del ligando cocristalizado y las moléculas de agua, con adicion de hidrogeno y
calculo de las cargas de Gasteiger. Para el analisis de acoplamiento molecular se utilizd
AutoDock Vina®, con el uso de una rejilla de 28 x 28 x 28 A con coordenadas centrales
para 1EVE: x = 3.11011, y = 66.7013, z = 63.9449; en el caso de 1QWP: x = 1.13752,y =
0.364232, z = -1.5735. Finalmente para 11YT debido al tamafo de la diana se genero tres
rejillas con sus respectivas coordenadas: rejilla 1: 28.8247 x 24.3406 x 21.2494; x = -4.2695,
y = 1.53776, z = 12.2494. Rejilla 2: 28 x 28 x 28; x = 2.202 y = -2.65121 z = -0.001821.
Rejilla 3: 24.8993 x 25.5279 x 30.0; x = 3.31704 y = 0.944141 z = -11.0283. Los resultados
obtenidos fueron con una exhaustividad de 8 y una generacién de 10 conformaciones
acopladas para cada ligando analizado. Como control positivo se compararon los datos del
acoplamiento molecular de en el caso de acetilcolinesterasa fue galantamina y para el caso
de B-amiloide fue el precursor Edaravona. Como parametro de validacién del modelo se
calculo la desviacion de la raiz media cuadratica de las posiciones atomicas (RMSD por
sus siglas en inglés) del ligando cocristalizado frente a uno igual generado con el software

Chimera, el valor obtenido fue menor a un angstrom.
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VI Resultados y Discusion del estudio fitoquimico

6.1 Resultados de la maceracion etandlica en frio.

El peso final del material vegetal colectado fue de 2.4 kilogramos, en la Tabla 4 se especifica
los tiempos y pesos obtenidos de las maceraciones.

Tabla 4. Parametros y pesos obtenidos durante la etapa de maceracion.

Primer Segunda Peso final
maceracion maceracion
EtOH utilizado 13 litros 13 litros
Dias en y 10 15
maceracion
Peso recuperado
de crudo 168 g 5019 218.1¢
Tiempo de 15 dias 10 dias

rotaevaporacion

6.2 Resultados de la particion Kupchan modificada.

Una vez obtenido el extracto crudo se procedié a realizar el método de fraccionamiento
diferencial o particion Kupchan modificado, el tiempo en el cual fue realizado esta
metodologia fue de dos dias y 12 dias mas para tener las particiones a sequedad total. Los
resultados de la particion Kupchan son mostrados en la Tabla 5.

Debido a la presencia de sales en las particiones de mayor polaridad, el tiempo estimado
para la eliminacién de estas mismas fue de 2 dias para cada particion, el método utilizado
para la separacion fue mencionado en la seccion de metodologia. En las Tabla 6 se
muestran caracteristicas como el aspecto fisico, coloracion y otras caracteristicas

observadas en el crudo y las particiones.
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Tabla 5. Resultados de la particion Kupchan.

Extracto Masa (g) Fase organica (%)
n-hexano 8.30 9.40
*DCM 3.60 4.08
*n-BuOH 11.52 13.05
Acuoso 64.81 73.45
Total extracto 88.23

*Siglas: DCM diclorometano; n-BuOH butanol

Tabla 6. Aspecto fisico del crudo y particiones.

Particion Consistencia

Crudo Solido amorfo oscuro
N-hexano goma verde oscuro
*DCM Polvo rojizo en escamas
*n-BuOH Goma parda

Acuosa Sdélido cristalino pardo

*Siglas: DCM diclorometano; n-BuOH butanol
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6.3 Resultados del tamizaje fitoquimico

A continuacién se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado al extracto y
particiones de A. maritima. En la Tabla 7 se describe los resultados del tamizaje fitoquimico
realizado al extracto crudo y particiones de A. maritima. Del extracto y particiones, quien
presentd un mayor numero de resultados positivos fue la particion de diclorometano (p-
DCM) con once de las 14 pruebas realizadas, de las cuales solo mostraron un resultado
negativo en la presencia de auronas y/o chalconas, flavononas y saponinas; seguido del
extracto crudo (e-crudo) con nueve resultados positivos, donde solo la prueba de taninos,
auronas y/o chalconas, flavonoles y saponinas fueron negativas. Las particiones de n-
hexano (p-HEX) y butanol (p-BuOH) mostraron ocho resultados positivos, que para p-HEX
fueron alcaloides, esteroides y triterpenoides, flavonas, carbohidratos, glucdosidos
antraquindnicos y cumarinas; mientras que p-BuOH presentd resultados positivos para
alcaloides, taninos con FeCls, flavononas, carbohidratos, glucésidos antraquindnicos y
cumarinas. Finalmente, la particibn con cinco positivos fue p-H20, los cuales fueron

alcaloides, flavononas y glucosidos antraquinonicos.

Hasta la actualidad, los constituyentes fitoquimicos de A. maritima no han sido descritos, y
los unicos trabajos referente a otras especies del mismo género solo se limitan a el
aislamiento de unas cuantas estructuras de tipo isoflavona. Mientras que, a nivel de familia
taxonomica, se han identificado en especies como B. diffusa, M. jalapa y B. spectabilis la
presencia de alcaloides, saponinas, compuestos fendlicos, glucésidos, taninos, terpenos,
flavonoides y derivados de ellos,.881520 Por citar alguno de ellos, se encontraron metabolitos
pertenecientes a los terpenoides, como el 4cido ursolico, aislado en B. diffusa,®® y el Acido
oleandlico aislado en M. jalapa.®® De igual manera en M. jalapa se han aislado compuestos
de tipo esteroide como el B-sitosterol, o el estigmasterol.®® Dentro de los metabolitos mas
estudiados y aislados presentes en esta familia taxondmica se encuentran los flavonoides
y derivados de ellos, como los rotenoides, isoflavonas y Peltoginoides, de los cuales ultimos
dos, solo no se encontraban descritos para la familia nyctaginaceae.
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Como fue mencionado anteriormente, los estudios sobre el género Abronia son muy
escasos, las publicaciones relacionadas a este grupo taxondmico se limitan en el
aislamiento de flavonoides y rotenoides, estas especies de las cual se ha aislado son A.
latifolia®' A. villosa?' y A. nana,?? lo que abre una nueva oportunidad para el aislamiento de
los diferentes metabolitos secundarios asi como la determinacion de su actividad bioldgica

y posterior aplicacién dentro del campo de la quimica medicinal.
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Tabla 7. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a Abronia maritima.

Resultados y discusion

Metabolitos secundarios a

Metodologia(s e-crudo -HEX -DCM  p-BuOH -H,0
detectar gia(s) P P P Pz
Mayer + + +
Alcaloides Wagner + + +
Dragendorff + + + + +
. FeCls - + + + -
Taninos
Gelatina - + + - -
Esteroides y triterpenoides Lieberman - Burchard + + + - -
auronas y/o chalconas - - - - -
. . flavonas + + + - -
Flavonoides Shinoda
flavonoles - - + - -
flavononas + - - + +
carbohidratos Benedict + - + + -
Saponinas formacion de espuma - - - - -
Glucdsidos antraquindnicos Borntrager + + + +
Cumarinas Erlich + - + -

Siglas: e-crudo: extracto crudo; p-HEX: particion de n-hexano; p-DCM: particion de diclorometano; p-BuOH: particién butandlica; p-H2O: particion acuosa.
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6.4 Resultados de los ensayos antioxidantes del extracto etandlico y particiones de
Abronia matritima

El incremento de la contaminacion ambiental propiciado por las actividades antropologicas
ha desencadenado la emision de sustancias que de manera indirecta o directa afectan en
el equilibrio en la formacioén de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y NOS),
los cuales desatan un trastorno conocido como estrés oxidativo. Esta alteracion desempefia
un papel significativo en el desarrollo de diversas enfermedades crénico-degenerativas,
tales como diabetes, cardiopatias, enfermedades neurodegenerativas, cancer, etc. Como
medida para contrarrestar este exceso de especies reactivas, el metabolismo utiliza
diversas estrategias las cuales involucran moléculas conocidas como antioxidantes, estos

pueden ser obtenidos de manera endoégena o por medio de la dieta.

Fuentes importantes de antioxidantes son originados por las plantas, esto es debido a que
por sus habitos deben generar diferentes estrategias para lidiar con el estrés inducido por
el ambiente. Con base en esto, se realizo la evaluacion antioxidante del extracto etandlico
y particiones obtenidos a partir de la parte aérea de Abronia maritima, con el uso de tres
técnicas, reduccion del radical libre DPPH, reduccion del catiéon radical ABTS y la
decoloracion oxidativa de B-caroteno, los resultados de los experimentos son mostrados en
la Tabla 8.

Tabla 8. Actividad antioxidante del extracto etandlico y particiones de Abronia maritima.

Extracto y particiones DPPH CEso (mg/mL)  ABTS CEso (mg/mL)  B-Caroteno (%)
Extacto crudo (e-crudo) 0.299 + 0.002 1.047 £ 0.054 29 +1.68
Particion n-Hexano (p-HEX) 0.888 + 0.018 2.143+0.174 67 +0.84
Particion dicorometano (p-DCM) 0.120 + 0.062 1.433 +0.302 45 +2.53
Particion butandlica (p-BuOH) 0.163 + 0.086 1.573 +0.136 44 +1.68
Particion acuosa (p-H20) 0.218 + 0.065 7.952 +1.076 48 +1.68
Controles
Quercetina 8.4x10* £ 0.037 0.075 £ 0.002
o-tocoferol 60+ 7.09
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Gréfico 1. Resultados de la actividad antioxidante por medio del ensayo de DPPH.

Para la técnica de reduccion del radical libre DPPH los resultados podemos observarlos en
el Grafico 1, donde, de las muestras evaluadas, p-DCM mostro la mejor actividad, con una
concentracion necesaria para inhibir al radical en un 50% (CEso) de 0.120 mg/mL, seguido
de p-BuOH y p-H20 con 0.1630 mg/mL y 0.218 mg/mL respectivamente. En el caso del
extracto crudo (e-crudo) valor exhibido fue de 0.299 mg/mL y finalmente el resultado con
menor actividad de las muestras evaluadas para este ensayo fue p-Hex, con 0.888 mg/mL.
Para esta prueba se utilizd quercetina como control, la cual tuvo un valor de 8.4x10*, por

lo tanto, de las muestras evaluadas ninguna tuvo una actividad superior al control.
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Gréfico 2. Resultados de la actividad antioxidante por medio del ensayo de ABTS.

El siguiente ensayo empleado fue la reduccién del radical cationico ABTS, para esta prueba,
de las muestras evaluadas, e-crudo tuvo el mejor valor, con un resultado de 1.047 mg/mL,
seguido por p-DCM con 1.433 mg/mL y muy cercano al valor anterior tenemos a p-BuOH
con un resultado de 1.573 mg/mL, en cuarto lugar tenemos a p-HEX con un valor de 2.143
y finalmente, de las muestras evaluadas, p-H20 tuvo el menor resultado con una CEso de
7.952 mg/mL. De igual manera, para este ensayo se empled quercetina como control y al
igual que en los resultados del ensayo anterior, ninguna de las muestras evaluadas pudo

superar al control.
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Gréfico 3. Resultados de la actividad antioxidante por medio del ensayo de f-caroteno.

La tercera prueba empleada para la evaluacion de la actividad antioxidante fue el ensayo
de la decoloracién oxidativa de p-caroteno. A diferencia de los ensayos anteriores que su
objetivo es inhibir una especie radicalaria, esta técnica se basa no solo en inhibir especies
reactivas oxidantes, si no en proteger una molécula conocida por ser un antioxidante
utilizada como indicador en este ensayo. De los resultados obtenidos podemos observar
en el Grafico 3, de las muestras evaluadas, p-HEX, presenté un porcentaje de actividad
antioxidante del 67%, seguido de p-H20, p-DCM y p-BuOH con valores de 48%, 45 % y
44% respectivamente; e-crudo fue el menos activo de las muestras evaluadas con un valor
de 29%. Cabe destacar que la muestra p-HEX mostré un valor superior al control que para
este ensayo es a-tocoferol.

Aunque los resultados de la actividad antioxidante en DPPH y ABTS no superan al control,
sin contar el extracto crudo, la particion que mostré un mejor perfil en estas técnicas fue la
particion de diclorometano seguida de la particion butandlica, lo cual por la naturaleza
estructural de moléculas como los flavonoides y afines en otros trabajos se han aislado con

la ayuda de estos solventes de polaridad media y media alta.
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Sin embargo, en el ensayo de B-caroteno, el extracto de n-hexano mostré un mejor perfil
antioxidante, esta actividad puede explicarse a la presencia de metabolitos secundarios de
naturaleza apolar como el caso de terpenos y triterpenos. Un miembro de la familia botanica
a la cual pertenece este género tiene diversos estudios referente a su actividad biolégica,
esta especie es B. diffusa. Un trabajo destacable hecho por Yahaya y colaboradores
(2017),88 donde realizan un fraccionamiento de polaridad creciente, en el extracto de n-
hexano dio positivo a la presencia de terpenos, lo cual, podria respaldar la presencia de
este tipo de metabolitos en la particion de n-hexano de A. maritima y de igual manera

durante el tamizaje fitoquimico la presencia de estos metabolitos fue positiva.
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6.5 Resultados de la sintesis de derivados de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona

En la actualidad, la busqueda de diversas moléculas de origen sintético sigue en aumento
debido a las diversas aplicaciones para el desarrollo de farmacos, por lo tanto, esta
busqueda no solo se limita a nuevas sintesis si no el redescubrimiento de otras moléculas
previamente sintetizadas con el objetivo de dar una nueva aplicacion. Un ejemplo de esto
es la estructura de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona, la cual fue sintetizada en el siglo XIX'y

que recientemente se ha dado una aplicaciéon médica como un excelente neuroprotector.®?

Como se citd en los antecedentes, existe evidencia publicada que respalda la sintesis de
derivados de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona ya que estos pueden ofrecer nuevas
posibilidades farmacoldgicas, por lo tanto, para esta etapa se evalué el método de acilacidon
en el carbono 4 de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona segun lo reportado por Jensen3® bajo

las condiciones propuestas en su publicacién.

6.5.1 Sintesis de 1-fenil-3-metil-4-benzoil-2-pirazolin-5-ona por la metodologia de Jensen,
1959

N7
N
0 1.- Dioxano O
2.- Ca(OH),
(0]

3.- *@

Bajo lo descrito en literatura se realizé la acilacidn de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona con
cloruro de benzoilo, a pequefia escala. En un matraz bola de 50 ml provisto de un agitador
magnético y condensador para reflujo se coloco 17.2 mg de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona
la cual fue disuelta en 1 mL de dioxano, el cual fue llevado a calentamiento suave sin llegar
a reflujo. Una vez disuelto se agregd 11 mg de hidroxido de calcio con lo que se formé una
pasta color ligeramente rosa a rojo intenso. La agitacion se mantuvo por una hora, finalizado

el tiempo se agregd 150 pL de cloruro de benzoilo gota a gota, se mantuvo en agitacion y
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elevando la temperatura a reflujo por 30 minutos. Trascurrido el tiempo de reaccion se enfrid
con hielo y se descompuso el complejo de calcio con 5 mL de solucidn de acido clorhidrico
al 2N y se procedi¢ a filtrar la solucién en un embudo Buchner, al no observar la cristales
alguno se monitorio el sobrenadante por cromatografia de capa fina y al ser observada bajo
luz UV se observd una serie de subproductos. La reaccion se intenté de nuevo, solo que
ahora se utilizé otro haluro de acido, en este caso cloruro de cinamoilo, para este caso se
observdé un numero mayor de subproductos de dificil aislamiento, ademas se tomé en
consideracion un factor importante el cual fue la sustitucion del solvente, ya que la reaccion
original requiere de uso de dioxano que esta reportado por literatura como un agente
posiblemente carcinégeno para humanos se procedié a la busqueda de referencias
bibliograficas que expusieran algun método alternativo para la formacion de los derivados
sintéticos de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona con modificacion en la posicién deseada.

La busqueda concluyé con un articulo publicado en el 2015 por Zamorano y Camus.®? por

lo tanto se procedi6 a utilizar las condiciones planteadas y fueron ajustadas de acuerdo a
las necesidades del proyecto.

117



Resultados y discusion

6.5.2 Sintesis de derivados 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona por la metodologia de

Zamorano y Camus 2015 modificada

El método sintético propuesto por zamorano y Camus® emplea a la 1-fenil-3-metil-2-

pirazolin-5-ona en presencia de disulfuro de carbono en un medio alcalino-alcohdlico que

se hace reaccionar con un grupo halogenuro de alquilo. Para los fines buscados se modifico

la metodologia con el descarte del disulfuro de carbono, se utilizé un solvente de caracter

polar y el halogenuro de alquilo se sustituyd por un haluro de acido con lo que se logré

obtener 16 derivados sintéticos mayoritarios con rendimientos que van desde el 45 al 99%,

los cuales podemos observarlos en la Tabla 9; mientras que, en el Esquema 5 y Esquema

6 se muestra las condiciones generales de reaccion para cada derivado, el anhidrido y los

haluros de acido utilizados.

Tabla 9. Claves de identificacion y porcentajes de rendimiento de las moléculas sintetizadas.

COMPUESTO Rend. COMPUESTO Rend.
1 Eda-Benz 99% 9 Eda-hepta 93%
2 Eda-cinn 93% 10 Eda-Otolu 95%
3 Eda-Ptol 99% 11 Eda-isobu 90%
4 Eda-acet 97% 12 Eda-octa 98%
5 Eda-val 92% 13 Eda-fenival 90%
6 Eda-DHA 45% 15 Eda-Phacet 65%
7 Eda-2Phcarb 98% 15 Eda-naf 70%
8 Eda-prop 99% 16 Eda-valp 92%
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Esquema 5. Reaccién global para la sintesis de derivados de 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona.
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Esquema 6. Haluros de acido empleados en la reaccién de derivados.

Los compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante las técnicas de IR, CG-EM,
'H RMN y 3C RMN y a continuacion se describe cada una de ellas.
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6.5.2.1 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-benzoato

o @5 A

Previo a la formacién de los productos sintéticos de la 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona esta

fue sometida a condiciones alcohdlico-basicas para el favorecimiento de la formacion de un
grupo alcoxi, antes de la condensacion con el haluro de acido ya que debido a la propiedad
tautomeérica del precursor se puede ver favorecido al menos tres formas, C-acilados, N-
acilados y O-acilados que para el caso de este trabajo se favorecid principalmente la O-

acilacién®. Una vez finalizada la reaccion y purificada se obtuvo un rendimiento del 99%.

Se caracterizé el producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, donde podemos observar a un tiempo de retencion (tr) de 6.68 minutos un pico con
un ion molecular de m/z de 278.23 que corresponde a la formula molecular del compuesto
sintetizado (C17H14N202).

El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo a un desplazamiento quimico (5) comprendido entre 8.01-7.96
ppm, correspondiente a un multiplete que integra a 2 hidrégenos en posicion orto del
sistema aromatico del anillo benzoilo, seguido de un multiplete que abarca de 7.59-7.48
ppm que integra a 3 hidrogenos que pertenecen al hidrogeno para del anillo de benzoilo y
a los hidrégenos orto del anillo de pirazol, la siguientes sefiales que comprenden a un
multiplete entre 7.43-7.29 e integran a 4 hidrégenos meta de los sistemas aromaticos, la
ultima senal del sistema aromatico a un 6 comprendido entre 7.25-7.17 ppm que forma un
triple de tripletes e integra a un 1 hidrogeno, a 6.19 ppm se observa un singulete que integra
a un hidrégeno unido al carbono cuatro del anillo de pirazol, finalmente, a 2.28 ppm un
singulete que integra a 3 hidrogenos correspondientes al metileno del anillo de pirazol.
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El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 13 sefiales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son a 161.9 ppm que
corresponde al carbonilo que une el grupo benzoilo con el oxigeno del pirazol, 149.1 ppm
se observa una sefal que pertenece al carbono que une al grupo metilo del anillo de pirazol;
a 144.5 ppm se encuentra un carbono unido al oxigeno del anillo de pirazol; seguido de
138.12 ppm que corresponde al carbono que une el anillo aromatico con el nitrégeno del
anillo de pirazol, el siguiente carbono a 134.40 ppm el cual es un carbono cuaternario
perteneciente al anillo aromatico de benzoilo y por ultimo a 95.9 ppm que corresponde al

carbono que une el grupo benzoilo y el anillo de pirazol.

En Figura 36 y la Tabla 10 se resume cada una de los datos de la estructura sintetizada.

20
1110

Figura 36. Compuesto 2, Eda-benz y numeracion estructural.
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Tabla 10. Datos de RMN "H y RMN "3C en CDCls para el compuesto 2, Eda-Benz.

Posicion o'H 513C
3 — 149.1

4 6.19 (s, 1H) 95.9

5 144.5

7 2.28 (s, 3H) 14.7

8 -—- 138.1
9,13  7.59-7.48 (m, 2H) 123.2
10, 12 7.43 -7.29 (m, 2H) 129.1
11 7.25-717 (it, 1H) 127.9
14 -—- 161.9
16 -—- 134.4
17, 21 8.01-7.96 (m, 2H) 127.2
18, 20 7.43 -7.29 (m, 2H) 128.9
19 7.59 - 7.48 (m, 1H) 130.5

Una vez establecido que la metodologia procedié de manera favorable se continué con la
sintesis de los siguientes derivados.
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6.5.2.2 Purificacion del cloruro de cinamoilo y sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-
cinamoato

Previo a la sintesis del derivado con un grupo cinamoilo, este tuvo que ser purificado para
el descarte de subproductos propios de la degradacion del material precursor, los cuales
pueden interferir en el avance y rendimiento de la reaccién. El procedimiento consistio en
lavados repetidos con solucion saturada de NaHCOs; a una disolucion del cloruro de

cinamoilo en diclorometano, con lo que se obtuvo 250 mg de material purificado.

La reaccién de acoplamiento fue similar a lo mencionado anteriormente, con lo que se
obtuvo una mezcla de reaccion amarillo, la cual fue purificada por columna cromatografica

de gel de silice con lo que se obtuvo un rendimiento del 93% de producto puro.

Se caracterizé el producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, donde podemos observar a un tiempo de retencion (tr) de 8.14 minutos un pico con
un ion molecular de m/z de 304.17 que corresponde a la formula molecular del compuesto
sintetizado (C19H1sN202). El analisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitié
confirmar la estructura del compuesto. A un desplazamiento quimico (8) de 7.83 ppm que
corresponde a un doblete que integra a 1 hidrogeno y un segundo doblete a 6.51 ppm que
integra a 1 hidrogeno, con una constante de acoplamiento J = 16.0 y 15.9 Hz, los cuales
que pertenecen al sistema a,B insaturado del grupo cinamoilo (asignados como 17 y 16
respectivamente), el siguiente grupo de sefiales que podemos observar 7.47 - 7.39 ppm un
multiplete que integra a 5 hidrogenos, seguido de una sefal comprendida entre 7.34-7.29
que corresponde a un multiplete que integra a 1 hidrogeno (asignado a la posicion 11), la
siguiente sefal caracteristica del acoplamiento exitoso es un singulete que integra a 1
hidrogeno a 6.20 ppm del anillo de pirazol.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 15 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. La primer sefial a campo bajo que corresponde al carbono carbonilico
del cinamoilo identificada como 14 a un & de 162.1 ppm, la siguiente sefial a 6 de 148.5y
115.4 ppm se observan las sefales de los carbonos a, insaturado identificado como 17 y
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16 respectivamente, la sefal identificada como 3, perteneciente al carbono 3 del anillo de
pirazol a un & 149.0 ppm, mientras que el carbono 5 del anillo de pirazol se asigné a 144.5
ppm, las sefiales observadas a 138.2, 133.7, 131.3, 129.09, 129.1, 128.5, 127.1, 123.1,
115.4 ppm corresponden a los carbonos aromaticos de la estructura sintetizada, los cuales
se asignaron a las posiciones 8, 18, 21, 10, 12, 20, 22, 19, 23y 11, a un 6 de 95.79 ppm el
carbono identificado como 4 que corresponde al carbono vinilico del anillo de pirazol,
finalmente la ultima sefial observada a 14.6 ppm asignado como 7. En la Tabla 11 se

muestra los datos del compuesto 3

13

12

11 10

Figura 37. Compuesto 3, Eda-cinn y numeracion estructural.

Tabla 11Datos de RMN "H, '3C, COSY y HMBC en CDCls para el compuesto 3 Eda-cinn.

Posicion 5'H 5313C cosy HMBC
149.0
3
95.8 C3, C5, C7;
4 6.20 (s, 1H) C8(NH)*
1445
5
7 2.35 (s, 3H) 14.6 C3, C4
8 138.2
9,13 7.60-7.57 (qd, 2H) 1231 C8, C9,C11, C13
10,12 7.47-7.39 (m, 2H) 129.1 c8
11 7.34-7.29 (tt, 1H) 127.1 H-12,10 C8, C9, C13
14 . 1621 —
115.4 H-17 C5, C14, C17,
16 6.53-6.49 (d, J = 15.9 Hz, 1H) c18
148.5 H-16 C14, C16, C18,
C19, C20, C22,
17 7.85-7.81 (d, J = 16.0 Hz, 1H) c23
18 133.7 C21, C22
1923 7.56-7.53 (dd, 2H) 128.5 H-21; H-20, 22 C17, C21
149.0 C19,C20,
20, 22 7.47-7.39(m, 2H) C22,C23
21 7.47-7.39(m, 1H) 95.8 C19,C23
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6.5.2.3 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-4-metilbenzoato

La sintesis de este derivado fue similar a las descritas anteriormente. La purificacion de
esta molécula consistio en un percolado con n-hexano, una vez eliminado el subproducto
que eluye en el frente de la columna se recuperd un 99% del producto. Este material
presenta un color amarillo claro y de consistencia terrosa, ademas de un olor ligeramente

picante.

Se caracterizé el producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, donde podemos observar a un tr de 7.16 minutos un pico con un ion molecular de
m/z de 292.31 que corresponde a la formula molecular del compuesto sintetizado
(C1gH16N2032). El analisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitié confirmar la
estructura del compuesto, a campo bajo a un desplazamiento & comprendido entre 7.96-
7.90 un multiplete que integra a 2 hidrogenos correspondiente los identificados como 17 y
21 del grupo p-toluilo, la siguiente sefal comprendida entre 7.61-7.54 ppm la cual se
observa como un multiplete que integra a 2 hidrogenos correspondientes a las posiciones
9y 13, a 7.44-7.22 ppm observamos un multiplete, que integra a cinco hidrégeno, que
pertenece a las posiciones 10, 11, 12, 18 y 20; a 6.24 ppm se observa un singulete que
integra a 1 hidrogeno que corresponde a la posicién 4 y a 2.40 ppm se observa de igual
manera un singulete que integra a 3 hidrogenos pertenecientes al grupo metilo en posicidon
para del grupo p-toluilo, finalmente, a 2.34 ppm se observa un singulete que integra a 3

hidrogenos asignados a la posicion 7.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 15 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
162.0 ppm asignado a la posicion 14; a 149.2 ppm se observa la sefal correspondiente al
carbono asignado como 3, que une al grupo metilo del anillo de pirazol; 145.5 ppm
corresponde al carbono asignado como 5 y une el oxigeno del grupo éster; las sefales
144.7, 138.1, 130.5, 129.6, 129.2, 127.3, 125.2, 123.3 ppm pertenecen a los carbonos de
los anillos aromaticos etiquetados como 19, 8, 10, 12, 18, 20, 17, 21, 11, 16, 9, 13; el
carbono observado a 96.0 ppm asignado como 4, corresponde a un carbono vinilico; los
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carbonos observados a 21.9 y 14.6 ppm corresponden a los grupos metilo de la estructura
sintetizada, el grupo metilo asignados a las posiciones 22y 7.

En la Figura 38 y la Tabla 12 se muestran los datos desglosados para este compuesto.
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Figura 38. Compuesto 4, Eda-ptol y numeracion estructural.

Tabla 12. Datos de RMN "H y '3C en CDCI; para el compuesto 4 Eda-ptol.

Posicién 5'H 5 13C
3 149.2

4 6.24 (s, 1H) 96.1

5 144.7

7 2.34 (s, 3H) 14.6
8, 16 138.1
9,13 7.61-7.54 (m, 2H) 123.3
10, 12 7.44-7.22 (m, 2H) 130.5
11 7.44-7.22 (m, 1H) 127.3
14 162.0
17 7.96-7.90 (m, 1H) 129.2
18, 20 7.44-7.22 (m, 2H) 130.5
19 145.5
21 7.96-7.90 (m, 1H) 129.6
22 2.40 (s, 3H) 149.2
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6.5.2.4 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-acetato

Para la sintesis de esta molécula se utilizé como solvente etanol, ya que el subproducto
generado no interferia en la purificacién de la misma. La reaccion fue realizada bajo los
parametros mencionados anteriormente sin embargo, al momento evaporar el solvente a
presion reducida la mezcla de reaccion cambio de color, de amarillo claro a naranja claro
con un olor a acido aceético, por lo tanto se tom6 una alicuota y se monitorio por
cromatografia de capa fina (CCF) con lo que se observé una serie de subproductos, por lo
tanto la reaccidn volvié a ser repetida y una vez finalizada previo a la evaporacion del
solvente se realizaron lavados con solucion saturada de NaHCOg3 y brine, se extrajo la fase
organica con diclorometano, se retird el solvente a presion reducida y se monitorizé por
cromatografia de capa fina con lo que se observd solo dos productos, los cuales
corresponden a la molécula esperada en mayor proporcion y el segundo trazas del material

de partida.

La explicacion de la degradacion de la molécula en la reaccion sin lavados puede ser
atribuida a la impureza propia del cloruro de acido, en este caso el subproducto mas comun
es acido acético y como es mencionado en parrafos anteriores parte la reaccion de
condensacion libera cloruro de hidrogeno (HCI) que es neutralizado por el mismo medio
basico de la reaccion, en este caso si existe un exceso de acido provoca la degradacion de
la molécula que se observa como resultado una serie de subproductos en la cromatografia
de capa fina, asi que, los lavados con solucion de NaHCO3 eliminan el los restos de acido

con lo que favorece a la estabilidad del producto deseado.

Se caracterizé el producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, donde podemos observar a un tr de 4.89 minutos un pico con un ion molecular de
m/z 216.15, que corresponde a la formula molecular del compuesto sintetizado
(C12H12N202).

El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo a un & comprendido entre 7.55-7.51 ppm un multiplete que integra
a 2 hidrogenos pertenecientes al sistema aromatico en posicidon orto, el siguiente grupo
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comprendido de 7.46-7.41 ppm se observa un multiplete que integra a 2 hidrégenos meta
del sistema aromatico, la siguiente sefal a 7.34-7.29 ppm correspondiente a un multiplete
que integra a 1 hidrogeno correspondiente al hidrégeno para. A 6.09 ppm se observa el
singulete que integra a 1 hidrégeno, sefal caracteristica y definitiva de la formacion de los
productos sintéticos; las siguientes sefales a 2.32 y 2.25 ppm corresponden a ambas a un
singulete que integran a 3 hidrégenos, que corresponden a los metilos, el primero es (s,
3H), 2.25 (s, 3H). El primero, es el etiquetado como 7 que esta en el anillo de pirazol y el
segundo, que es un singulete fino corresponde al metilo del grupo acetilo.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 10 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
166.1 ppm asignado a la posicion 14; a 148.9 ppm se observa la sefial correspondiente al
carbono asignado como 3, que une al grupo metilo del anillo de pirazol; 144.3 ppm
corresponde al carbono asignado como 5 y une el oxigeno del grupo éster; las sefales
138.1, 129.1, 127.1, 123.1 ppm pertenecen a los carbonos de los anillos aromaticos
etiquetados como 8, 12, 10, 11, 13 y 9; el carbono observado a 95.9 ppm asignado como
4, corresponde a un carbono vinilico; los carbonos observados a 20.8 y 14.5 ppm
corresponden a los grupos metilo de la estructura sintetizada, el grupo metilo asignados a
las posiciones 16y 7.
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En Figura 39 y la Tabla 13 se describe a detalle las asignaciones para el compuesto Eda-

acet.
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Figura 39. Compuesto 5, Eda-acet y numeracion estructural.

Tabla 13. Datos de RMN "H y '3C en CDCI; para el compuesto 5 Eda-acet.

Posicién 5'H 5 13C
3 144.3

4 6.09 (s, 1H) 95.9

5 148.3

7 2.32 (s, 3H) 14.5

8 138.1
9,13 7.55-7.51 (m, 2H) 123.0
10, 12 7.46-7.41 (m, 2H) 129.1
11 7.34-7.29 (m, 1H) 127 1
14 166.1
16 2.25 (s, 3H) 20.8
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6.5.2.5 Sintesis y purificacion de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-pentanoato

A partir del producto anterior, se procedio previo a la purificacion de los productos sintéticos
realizar un work up con solucion de NaHCOs3 saturada y brine para la eliminacion de
subproductos de la sintesis y facilitar su purificacion. Para la sintesis de esta molécula se
utilizé6 como solvente etanol, La reaccion fue realizada bajo los parametros mencionados
anteriormente. Se extrajo la fase organica con diclorometano, se retird el solvente a presion
reducida y se monitorizé por cromatografia de capa fina con lo que se observo solo dos
productos, los cuales corresponden a la molécula esperada en mayor proporcion y el
segundo trazas del material de partida. Se obtuvo 1,192mg. Se purific6 por medio de
columna de gel de silice con una fase movil (6:4 n-hexano-acetato de etilo), se obtuvo 92%

de producto puro.

Se caracterizé el producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, donde podemos observar a un tr de 7.89 minutos un pico con un ion molecular de
m/z de 258.18, que corresponde a la formula molecular del compuesto sintetizado
(C1sH1sN203). Por otro lado, el analisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio
confirmar la estructura del compuesto, a campo bajo a un & comprendido entre 7.34-7.25
ppm un multiplete que integra a 1 hidrégeno que esta asignado como 11 perteneciente al
hidrogeno en posicidon para del anillo aromatico, la siguiente sefial caracteristica esta a 6.08
ppm la cual es un singulete que integra a 1 hidrégeno asignado al numero cuatro que
corresponde a un hidrégeno vinilico del anillo de pirazol, la sefial observada de 0.89 ppm

la cual es un triplete que integra a 3 hidrogenos

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 13 sefiales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
164.53 ppm asignado a la posicion 14; a 144.4 ppm se observa la sefial correspondiente al
carbono asignado como 3, que une al grupo metilo del anillo de pirazol; 139.9 ppm
corresponde al carbono asignado como 5 y une el oxigeno del grupo éster; las sefales
133.4, 124.6, 122.6, 118.8 ppm pertenecen a los carbonos de los anillos aromaticos
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etiquetados como 8, 12, 10, 11, 13, 9; el carbono observado a 91.4 ppm asignado como 4,
corresponde a un carbono vinilico; a 29.2, 22.0 y 17.5 ppm se observan las sefales de los
carbonos de la cadena alifatica, etiquetados como 16, 17 y 18; los carbonos observados a
10.0 y 9.2 ppm corresponden a los grupos metilo de la estructura sintetizada, asignados a
las posiciones 7 y 19.

A continuacion se describe en la Figura 40 y la Tabla 14 se describe a detalle los datos del
compuesto Eda-val.
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Figura 40. Compuesto 6, Eda-val y numeracion estructural.

Tabla 14. Datos de RMN "H y '3C en CDCI; para el compuesto 6 Eda-val.

Posicién 5'H 5 13C
3 - 144 .4

4 6.08 (s, 1H) 91.4

5 - 139.9

7 2.32 (s, 3H) 10.0

8 - 133.5
9,13 7.55-7.48 (m, 2H) 118.8
10, 12 7.46-7.37 (m, 2H) 124.6
11 7.34-7.25 (m, 1H) 122.6
14 - 164.5
16 2.53-2.54 (t, 2H) 29.2
17 1.70-1.55 (pen, 2H) 144 .4
18 1.41-1.19 (m, 2H) 91.4
19 0.92-0.85 (t, 3H) 139.9
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6.5.2.6 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il (1R,4aS, 10aR)-7-isopropil-1,4a-dimetil-
1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahidrofenantreno-1-carboxilato

El compuesto etiquetado como Eda-DHA se purific6 por medio de una columna
cromatografica de gel de silice, primero con 350 mL de n-hexano, seguido de la fase mévil
9.5:0.5 n-hexano-acetato de etilo. Se obtuvo un rendimiento de reaccion del 45%. El
producto puro fue una goma color ligeramente amarillo sin olor. Por otro lado, el analisis
por resonancia magnética nuclear de 'H permitié confirmar la estructura del compuesto, a
campo bajo a un & comprendido entre 7.47-7.21 ppm se encuentran los 5 hidrégenos que
corresponden al sistema aromatico, dq para los asignados como 9y 13, tqpara10y 12 tt
para 11; el siguiente grupo de sefales corresponde a los hidrégenos aromaticos del anillo
C de dehidroabietoilo, entre 7.14-7.12 ppm se observa un d que integra a 1 hidrogeno
asignado como 27, la siguiente sefal, a 7.0-6.98 ppm observada como un dd que integra a
1 hidrégeno que integra a 1 hidrogeno asignado como 28 y finalmente a 6.83-6.82 ppm un
doblete que integra a 1 hidrégeno asignado como 30; a 6.03ppm se observa el singulete
que integra a 1 hidrogeno asignado a la posicion 4; la sefial observada entre 2.88-2.78 ppm
correspondiente a un heptuplete que integra a un hidrégeno, localizado en la posicion 31
del grupo isopropilo, al igual que, a 1.24-1.23 y 1.22 ppm representan dos dobletes que
ambos integran a 6 hidrogenos, estas 3 sefiales son caracteristicas de los diterpenos
abietanicos. Con estos datos, se corrobora la sintesis de esta molécula, la cual es la de

mayor tamano entre todas las estructuras sintetizadas.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 27 sefiales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las senales caracteristicas observadas son a 174.13 ppm el carbono
carbonilico, seguido del carbono a 95.44 ppm que corresponde al carbono vinilico del anillo
de pirazol, la siguiente sefal caracteristica se observa a 33.49 ppm, correspondiente al
carbono que une a los dos metilo del grupo isopropilo en el anillo C de dehidroabietoilo y a
24.03 y 23.97 ppm los cuales son los carbonos metilicos del grupo isopropilo.

En la Figura 41y la Tabla 15 se da la descripcidn completa de las sefales para Eda-DHA.
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Figura 41. Compuesto 7, Eda-DHA y numeracion estructural.
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Tabla 15. Datos de RMN "H, "*C, COSY y HMBC en CDCI; para el compuesto 7 Eda-DHA.

Posicion & 'H 5 13C COSY
3 148.94
4 6.03 (s,1H) 95.44 H7
5 144.96
H20, H18,
7 2.32 (s, 3H) 14.49 H19
137.89
9,13 7.47-7.45 (dq, 2H) 123.85 H10, H12
10, 12 7.33-7.29 (tq, 2H) 128.85 H9, H13
11 7.26-7.21 (it, 1H) 127.34 H10, H12
14 174.13
16 48.23
17 1.31 (s, 3H) 16.57
18 1.85-1.61 (m, 2H) 36.37 H17, H19
H17, H18,
19 1.85-1.61 (m, 2H) 18.39 H20
20 2.30-2.29 (d, 1H), 1.49-1.42 (td, 1H) 3789 H19
21 36.87
22 1.19 (s, 3H) 44.63 H23
23 1.85-1.61 (m, 1H), 1.35-1.28 (dt, 1H) 21.71 H22, H24
24 2.80-2.74 (dd, 1H), 2.66-2.56 (ddd, 1H) 29.56 H23, H30
25 134.39
26 146.39
27 7.14-7.12 (d, 1H) 123.96 H28, H30
28 7.0-6.98 (dd, 1H) 123.96
29 145.86
H27, H28,
30 6.83-6.82 (d, 1H) 126.93 H30
31 2.88-2.78 (hep, 1H) 33.49 H32, H33
32 1.22 (d, 3H) 23.97
33 1.24-1.23 (d, 3H) 24.03
35 1.19 (s, 3H) 24.96
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6.5.2.7 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-difenilcarbamoato

Para la sintesis de esta molécula se utilizé como solvente etanol, ya que el subproducto
generado no interferia en la purificacién de la misma. La reaccion fue realizada bajo los
parametros mencionados anteriormente sin embargo, al momento de la adicién del cloruro
de difenilcarbamoilo la solucion torn6 a color verde. Se realizé un work up con solucion
saturada de NaHCOg3 y brine y la fase organica se extrajo con diclorometano, se retir6 el
solvente a presién reducida con lo que se obtuvo un solido verde oscuro. Se monitorizé por
cromatografia de capa fina con lo que se observo solo dos productos. La purificacién del
mismo fue realizada en columna cromatografica de gel de silice con fase mévil 6:4 n-
hexano-acetato de etilo. Se obtuvo un 3.40 g de producto puro color amarillo claro de olor
picante.

Se caracterizé el producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, donde podemos observar a un tr de 10.77 minutos un pico con un ion molecular de
m/z de 369.13, que corresponde a la formula molecular del compuesto sintetizado
(C23H19N30z). Por otro lado, el analisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio
confirmar la estructura del compuesto, a campo bajo a un & 7.40-7.32 ppm se observo un
multiplete que integra a 5 hidrégenos, asignados como 9, 10, 11, 12y 13; el siguiente grupo
de sefales, observados como un multiplete comprendido entre 7.29-7.20 ppm que integra
a 10 hidrogenos asignados a las posiciones 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28. La
siguiente senal caracteristica de estos derivados, la cual se observa a 6.23 ppm, observado
como un singulete que integra a 1 hidrogeno asignado como 4. La ultima sefial es el un
singulete observado a 2.34 ppm el cual integra a 3 hidrogenos del metileno asignado como
7.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 13 sefiales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefiales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico del
grupo carbamoilo a 167.43 ppm, la siguiente sefal observada a 141.39 ppm,

correspondiente a los carbonos de los anillos de fenilo unidos al nitrogeno del grupo
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difenilcarbamoilo, mientras que, la sefial del carbono del grupo fenilo del pirazol se observa
a 137.87 ppm, la ultima sefial caracteristica es observada a 95.14 ppm, correspondiente al
carbono 4 del anillo de pirazol.

En la Figura 42 y la Tabla 16 se describe a detalle la asignacion de cada senal.

Figura 42. Compuesto 8, Eda-2phcarb y numeracion estructural.

Tabla 16. Datos de RMN "H y '3C en CDCI; para el compuesto 8 Eda-2phcarb.

Posicién 5'H 5 13C
3 - 148.3

4 6.23 (s, 1H) 95.1
5 - 144 .9

7 2.34 (s, 3H) 14.5
8 - 137.9
9,13 7.40-7.32 (m, 2H) 122.9
10, 12 7.40-7.32 (m, 2H) 129.3
11 7.40-7.32 (m, 1H) 127 .1
14 149.7
17 1414
18, 22 7.29-7.20 (m, 4H) 148.3
19, 21 7.29-7.20 (m, 4H) 95.1
20 7.29-7.20 (m, 2H) 144 .9
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6.5.2.8 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-propionato

La reaccion fue realizada bajo los parametros mencionados anteriormente, la adicion del
anhidrido propidénico, no se observé cambio de color en la solucién. Se realizé un work up
con solucién saturada de NaHCO3 y brine y la fase organica se extrajo con diclorometano,
se retird el solvente a presion reducida con lo que se obtuvo un liquido amarillo. Se
monitorizé por cromatografia de capa fina con lo que se observé un producto puro con
ligeras trazas de impureza. La purificacion del mismo fue realizada con un percolado en
columna cromatografica de gel de silice con fase mévil 6:4 n-hexano-acetato de etilo. El

rendimiento de reaccion fue de 99% con lo que se obtuvo un liquido amarillo olor lacteo.

Se caracterizé el producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, donde podemos observar a un tr de 5.12 minutos un pico con un ion molecular de
m/z de 230.18 que corresponde a la formula molecular del compuesto sintetizado
(C13H14N203). El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitid confirmar la
estructura del compuesto, a campo bajo a un & comprendido entre 7.54-7.52 ppm se
observa un doblete que integra a 2 hidrégenos asignados como 9y 13, a 7.45-7.41 ppm se
observd un multiplete que integra a 2 hidrogenos asignados como 10 y 12, el segundo
multiplete observado a 7.33-7.29 ppm que integra a 1 hidrégeno asignado a la posicion 11
del anillo aromatico; la siguiente sefial a 6.09 ppm asignada a la posicion 4 la cual se
observa como un singulete y es caracteristico de los productos sintéticos para este trabajo.
A campo alto observamos las sefales de la cadena alquilica a 6 2.52, 232 y 1.19 ppm, la
primer sefial se observa como un cuarteto el cual integra a dos hidrogenos asignados a la
posicion 16, la siguiente sefal corresponde a un singulete que integra a 3 hidrogenos
asignados a la posicion 7 y la ultima sefal es un triplete que integra a 3 hidrogenos que

corresponde al asignado como 16.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 11 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefiales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a

169.7 ppm asignado a la posicion 14; a 148.9 ppm se observa la sefal correspondiente al
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carbono asignado como 3, que une al grupo metilo del anillo de pirazol; 144.4 ppm
corresponde al carbono asignado como 5 y une el oxigeno del grupo éster; las sefales
138.0, 129.1, 129.0, 127.1, 123.1 ppm pertenecen a los carbonos de los anillos aromaticos
etiquetados como 8, 12, 10, 11, 13 y 9; el carbono observado a 95.8 ppm asignado como
4, corresponde a un carbono vinilico; el carbono etiquetado como 16 es observado a 27.5
ppm; los carbonos observados a 14.5 y 8.8 ppm corresponden a los grupos metilo de la
estructura sintetizada, el grupo metilo asignados a las posiciones 7 y 17.

En la Figura 43 y Tabla 17 se describen a detalle las asignaciones de la estructura

sintetizada.
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Figura 43. Compuesto 9, Eda-prop y numeracion estructural.

Tabla 17. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 9 Eda-prop.

Posicién 5'H 5 13C

3 148.9

4 6.09 (s, 1H) 95.8

5 144 .4

7 2.32 (s, 3H) 14.5

8 138.1
9,13 7.54-7.52 (dd, 2H) 123.1
10,12 7.45-7.41 (m, 2H) 129.1
11 7.33-7.29 (m, 1) 127 1

14 169.7
16 2.52 (q, 1H) 27.5
17 1.19 (t, 3H) 8.8
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6.5.2.9 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-heptanoato

Para la sintesis de las subsecuentes moléculas se hizo un cambio de solvente en la
reaccion de acoplamiento, el cual fue acetonitrilo, ya que la sintesis de los diferentes haluros
de acido se realiz6 con este solvente. La reaccidn fue realizada bajo condiciones basicas,
y el procedimiento fue igual a lo anterior descrito. Una vez finalizada la reaccion, se realizo
los lavados con solucion saturada de NaHCOg3 y brine, se extrajo la fase organica con
diclorometano, se retiro el solvente a presion reducida y se monitorizé por cromatografia de
capa fina. El producto sintético obtenido fue un liquido amarillo de olor graso y fue purificado
por medio de columna cromatografica de gel de silice con el uso de una fase mévil 7:3 n-
hexano-acetato de etilo. El producto final tuvo un rendimiento del 93%. Se caracterizo el
producto por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, donde podemos
observar a un tr de 5.96 minutos un pico con un ion molecular de m/z de 286.154 que

corresponde a la formula molecular del compuesto sintetizado (C17H22N202).

El anadlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo se observé a campo bajo a un & comprendido entre 7.54—7.51
ppm un multiplete que integra a 2 hidrégenos asignados como 9y 13, entre 7.45-7.40 ppm
se observo un segundo multiplete que integra a 2 hidrégenos correspondientes a 10y 12y
entre 7.33—7.29 ppm se observo un multiplete que integra a 1 hidrégeno de la posicién 11;
a 6.08 ppm se observo el singulete que integra a 1 hidrégenos, el cual es caracteristico de
estos productos sintéticos; a campo alto a , 2.49 ppm se observo un triplete que integra a 2
hidrogenos asignados a la posicion 16, a 2.32ppm se observé un singulete que integra a 3
hidrogenos que corresponde a la posicion 7 del metilo del anillo de pirazol, a 1.65 ppm se
observo un quinteto que integra a 2 hidrégenos asignados como 17, entre 1.33-1.23 ppm
se observo un multiplete que integra a 6 hidrégenos asignados como 18, 19y 20 finalmente,

a 0.87 ppm se observa un triplete que integra a 3 hidrogenos asignados a la posicion 21.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 15 sefales de carbono, que corresponden a la

molécula sintetizada. Las senales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a

140



Resultados y discusion

169.2 ppm asignado como 14, a 149.1 ppm asignado a la posicion 3, 144.6 ppm el carbono
5, 138.3, 129.1, 127.3, 123.4 ppm que corresponden a los carbonos del anillo aromatico,
95.9 ppm el carbono vinilico de la posicion 4 , 34.2, 31.5, 28.7, 24.7, 22.5 ppm los carbonos
de la cadena alifatica asignados como 16, 17, 18, 19 y 20, a 14.6 ppm el carbono de la

posicion 7 y a 14.1 ppm el carbono de la posicion 21.
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En la Figura 44 y la Tabla 18 se describe a detalle la asignacion para la estructura

sintetizada.

11

10

21
20

Figura 44. Compuesto 10, Eda-hepta y numeracion estructural.

Tabla 18. Datos de RMN "H y '3C en CDCI; para el compuesto 10 Eda-hepta.

Posicion 5 'H 6 3C
3 - 149.1

4 6.08 95.9

5 - 144 .6

7 2.32 14.6

8 - 138.3
9,13 7.54-7 .51 123.4
10, 12 7.45-7.40 129.1
11 7.33-7.29 127.3
14 - 169.2
16 2.49 34.2
17 1.65 31.5
18 1.33-1.23 28.7
19 1.33-1.23 247
20 1.33-1.23 22.5
21 0.87 14 .1
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6.5.2.10 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-2-metilbenzoato

La reaccion fue realizada bajo condiciones basicas, y el procedimiento fue igual a lo anterior
descrito. Una vez finalizada la reaccidn, se realizd los lavados con solucion saturada de
NaHCOs y brine, se extrajo la fase organica con acetato de etilo, se retird el solvente a
presidn reducida y se monitorizd por cromatografia de capa fina. El producto sintético
obtenido fue un sélido amarillo claro y fue purificado por medio de columna cromatografica
de gel de silice con el uso de una fase movil 8:2 n-hexano-acetato de etilo. El producto final
tuvo un rendimiento del 95%. Se caracterizd el producto por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, donde podemos observar a un tr de 6.64 minutos un
pico con un ion molecular de m/z de 292.11 que corresponde a la formula molecular del
compuesto sintetizado (C1sH1sN202). El analisis por resonancia magnética nuclear de 'H
permitié confirmar la estructura del compuesto, a campo bajo se observan cinco grupo de
sefales correspondiente a los hidrégenos aromaticos de las estructura. A un & comprendido
entre 8.02 ppm tenemos un dd que integra a 1 hidrégeno, correspondiente al anillo
aromatico en la posicion 17; seguido de un dd a 7.62 ppm que integran a 2 hidrogenos
asignados a las posiciones 9, 13 ; a 7.49 ppm se observa un ddd, que integra a 1 hidrégeno
asignado a la posicion 19; entre 7.46-7.41 ppm se observa un multiplete, que integra a 2
hidrégenos asignados como 10 y 12; finalmente, a 7.35-7.27 ppm se observa un multiplete
que integra a 3 hidrogenos asignados como 11, 18 y 20. A 6.26 ppm se observa un singulete
que integra a 1 hidrégeno que corresponde a la posicion 4 del anillo de pirazol; las dos
ultimas sefiales observadas corresponden a dos singuletes que integran a 3 hidrogenos

cada uno y se localizan a 2.61 y 2.40 ppm asignados como 22y 7.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 16 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
162.2 ppm asignado a la posicion 14; a 149.0 ppm se observa la sefal correspondiente al
carbono asignado como 3, que une al grupo metilo del anillo de pirazol; 144.7 ppm
corresponde al carbono asignado como 5 y une el oxigeno del grupo éster; las senales
142.2, 138.2, 133.4, 132.1, 131.1, 129.0, 127.2, 126.8, 126.1, 123.4 ppm pertenecen a los
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carbonos de los anillos aromaticos etiquetados como 21, 8, 19, 20, 17, 12,10, 11, 16, 18,
13 y 9; el carbono observado a 95.9 ppm asignado como 4, corresponde a un carbono
vinilico; los carbonos observados a 21.8, 14.5 ppm corresponden a los grupos metilo de la
estructura sintetizada, el grupo metilo asignados a las posiciones 22y 7.

En la figura Figura 45 y la Tabla 19 se muestra la estructura sintetizada asi como su
asignacion.

11 10

Figura 45. Compuesto11, Eda-otol y numeracion estructural.

Tabla 19. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 11 Eda-otol.

Posicion 5'H 5 13C
3 149.1

4 6.26 (s, 1H) 95.9

5 144.7

7 2.40 (s, 3H) 14.5

8 138.2
9,13 7.62 (dd, 2H) 123.4
10, 12 7.46-7.41 (m, 2H) 129.0
11 7.35-7.27 (m, 1H) 127.2
14 162.2
16 126.8
17 8.02 (dd, 1H) 131.1
18 7.35-7.27 (m, 1H) 132.2
19 7.49 (ddd, 1H) 133.4
20 7.35-7.27 (m, 1H) 126.1
21 142.2
22 2.61 (s, 3H) 21.8
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6.5.2.11 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-isobutarato

La reaccion fue realizada bajo condiciones basicas, y el procedimiento fue igual a lo anterior
descrito. Una vez finalizada la reaccidn, se realizé los lavados con solucion saturada de
NaHCOs3 y brine, se extrajo la fase organica con diclorometano, se retir6 el solvente a
presidn reducida y se monitorizd por cromatografia de capa fina. El producto sintético
obtenido fue un liquido amarillo intenso y fue purificado por medio de columna
cromatografica de gel de silice con el uso de una fase movil 1:1 n-hexano-acetato de etilo.
El producto final tuvo un rendimiento del 90%. Se caracteriz6 el producto por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas, donde podemos observar a un tr de 5.24
minutos un pico con un ion molecular de m/z de 244.29 que corresponde a la formula

molecular del compuesto sintetizado (C14H16N202).

El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo se observé a campo bajo a un & comprendido entre 7.54—7.50
ppm se observo un multiplete que integra a 2 hidrégenos asignados como 9y 13 a un §
comprendido entre, 7.45—7.40 ppm se observo un multiplete que integra a 2 hidrégenos que
corresponden a la asignacion 10y 12 y entre 7.33—7.31 ppm se observo un multiplete que
integra a 1 hidrogeno que corresponde a 11; a 6.08 ppm se observé el singulete que integra
a 1 hidrégeno, el cual es caracteristico de estos productos sintéticos; a campo alto a 2.73
ppm se observé un heptuplete que integra a 1 hidrogeno de la posicion 16, a 2.32 ppm se
observo el un singulete que integra a 3 hidrégenos, que corresponde al metilo de la posicion
7, finalmente a 1.22 ppm se observa un doblete que integra a 6 hidrégenos asignados como
17 y 18.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 15 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefiales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
169.0ppm, a 149.1 ppm el carbono asignado como 3, 144.6 ppm el carbono 5, los carbonos
aromaticos a 141.8, 129.2, 127.3, 123.4 ppm asignados como 8, 10, 12, 11, 9 y 13
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respectivamente, a 95.9 ppm el carbono 4, 34.2 ppm asignado a la posicion 16, 18.8 ppm

correspondiente a 17 y 18, y 14.6 ppm asignado como 7.

11 10

Figura 46. Compuesto12, Eda-isobu y numeracion estructural.

Tabla 20. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 12 Eda-isobu.

Posicién 5'H 5 13C
3 - 149.1

4 6.08 (s, 1H) 95.9

5 - 144.6

7 2.32 (s, 3H) 14.6

8 - 141.8
9,13 7.54-7.50 (m, 2H) 123.4
10, 12 7.45-7.40 (m, 2H) 129.2
11 7.33—-7.31 (m, 1H) 127.3
14 - 169.0
16 2.73 (hep, 1H) 34.2
17 1.22 (d, 3H) 18.8
18 1.22 (d, 3H) 18.8
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6.5.2.12 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-octanoato

La reaccion fue realizada bajo condiciones basicas, y el procedimiento fue igual a lo anterior
descrito. Una vez finalizada la reaccidn, se realizd los lavados con solucion saturada de
NaHCOs3 y brine, se extrajo la fase organica con diclorometano, se retir6 el solvente a
presidn reducida y se monitorizd por cromatografia de capa fina. El producto sintético
obtenido fue un liquido amarillo olor acre y fue purificado por medio de columna
cromatografica de gel de silice con el uso de una fase movil 8:2 n-hexano-acetato de etilo.
El producto final tuvo un rendimiento del 98%. Se caracteriz6 el producto por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas, donde podemos observar a un tr de 6.26
minutos un pico con un ion molecular de m/z de 300.18 que corresponde a la formula

molecular del compuesto sintetizado (C1gH24N202).

El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitido confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo se observo a un § 7.56-7.53 ppm observamos un multiplete, que
integra a 2 hidrogenos correspondientes a las asignaciones 9, 13; a 7.47-7.42 ppm se
observa un multiplete que integra a 2 de las posiciones 10y 12; a 7.35-7.31 ppm se observa
un m, que integra a 1 hidrégeno asignado como 11; a 6.10 ppm se observa un singulete
que integra a 1 hidrégeno que corresponde a la posicion 4; a 2.51 ppm se observa un triplete
que integra a 2 hidrégenos que corresponde a la posicion 16; el metilo del anillo de pirazol
se observa como un singulete a 2.34 ppm; el resto de hidrégenos de la cadena alifatica son
observados a 1.67 ppm como un quintuplete que integra a 2 hidrégenos en la posicion 17,
1.33-1.27 como un multiplete que integra a 8 hidrogenos asignados como 18, 19, 20 y 21,
finalmente, 0.92-0.88 ppm un triplete que integra a 3 hidrogenos en la posicion 22.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 16 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
169.0 ppm, a 148.9 ppm corresponde al carbono de la posicion 3, 144.5 ppm asignado al
carbono 5, a 138.1, 129.0, 127.1, 123.2 ppm corresponden a los carbonos aromaticos 8,
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12,10, 11,13y 9; 95.8 ppm se asigno al carbono vinilico en la posicion 4, 34.0, 31.5, 28.8,

28.8, 24.5, 22.5 ppm son los carbonos de la cadena alifatica y se asignaron como 16, 19,

18, 20, 17 y 21; finalmente 14.5, 14.0 ppm se asignaron a los grupos metilo de la estructura

sintetizada como 7 y 22.

En la Figura 47 y la Tabla 21 se muestra la estructura sintetizada asi como su asignacion.

11
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22

Figura 47. Compuesto13, Eda-octa y numeracion estructural.

Tabla 21. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 13 Eda-octa.

Posicion 5'H 6 3C

3 144.5

4 6.10(s, 1H) 95.8

5 -— 148.9

7 2.34 (s, 3H) 14.5

8 -— 138.1
9,13 7.56-7.53 (m, 2H) 123.2
10,12 7.47-7.42 (m, 2H) 129.0
11 7.35-7.31 (m, 1) 127.1
14 -— 169.0
16 2.51 (t, 2H) 34 .1
17 1.67 (p, 2H) 24.5
18 1.33-1.27 (m, 2H) 28.8
19 1.33-1.27 (m, 2H) 31.5
20 1.33-1.27 (m, 2H) 28.8
21 1.33-1.27 (m, 2H) 22.5
22 0.90 (t, 3H) 14.0
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6.5.2.13 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-5-fenilpentanoato

La reaccion fue realizada bajo condiciones basicas, y el procedimiento fue igual a lo anterior
descrito. Una vez finalizada la reaccidn, se realizd los lavados con solucion saturada de
NaHCOs3 y brine, se extrajo la fase organica con diclorometano, se retir6 el solvente a
presidn reducida y se monitorizd por cromatografia de capa fina. El producto sintético
obtenido fue un liquido amarillo claro y fue purificado por medio de columna cromatografica
de gel de silice con el uso de una fase movil 1:1 n-hexano-acetato de etilo. El producto final
tuvo un rendimiento del 90%. Se caracterizd el producto por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, donde podemos observar a un tr de 8.51 minutos un
pico con un ion molecular de m/z de 334.150, que corresponde a la formula molecular del

compuesto sintetizado (C21H22N205).

El anadlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo se observd a campo bajo a un & comprendido entre 7.52-7.49
ppm un multiplete que integra a 2 hidrégenos que corresponde a las posiciones 9 y 13,
entre 7.42—7.37 ppm se observa un multiplete que integra a 2 hidrégenos asignados como
10y 12, a 7.31-7.26 ppm se observa un multiplete que integra a 3 hidrogenos asignados
como 22, 23 y 24, entre 7.21-7.16 ppm se observa un multiplete que integra a 1 hidrégeno
asignado a la posicion 11, a 7.13ppm se observa un dd que integra a 2 hidrogenos
asignados como 21y 25, a 6.07 ppm se observa el singulete que integra a 1 hidrogeno, el
cual es caracteristico de estos productos sintéticos asignado a la posicién 4; a 2.60 ppm se
observa un triplete que integra a 3 hidrogenos asignados como 16, a 2.52 ppm se observa
un segundo triplete que integra a 2 hidrégenos asignados a la posicion 19, a 2.32ppm se
observa un singulete que integra a 3 hidrogenos que corresponden a la posicién 7,
finalmente entre 1.74-1.59 ppm se observa un multiplete que integra a 4 hidrégenos

asignados como 17 y 18.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura

sintetizada, confirma la presencia de 15 sefales de carbono, que corresponden a la
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molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
169.0ppm, 149.1ppm el carbono 3, 144.6 ppm el carbono asignado como 5, los carbonos
aromaticos de la estructura son observados a 141.8, 129.2, 128.5, 128.5, 127.3, 126.1,
123.4 ppmy corresponden a 8, 10, 12, 22, 24, 21, 25, 23, 11,9y 13; , 95.9 ppm corresponde
a la posicion 4, los carbonos de la cadena alifatica se observan a 35.6, 34.1, 30.7, 24.3 ppm

y son los carbonos 16, 19, 17 y 18, finalmente el carbono 7 es observado a 14.6 ppm.

En la Figura 48 y la Tabla 22 se muestra la estructura sintetizada asi como su asignacion.
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Figura 48. Compuesto14, Eda-fenival y numeracion estructural.

Tabla 22. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 14 Eda-fenival.

Posicion 5 'H 6 3C
3 - 149.1
4 6.07 (s, 1H) 95.9
5 - 144 .6
7 2.32 (s, 3H) 14.6
8 - 141.8
9,13 7.52-7.49 (m, 2H) 123.4
10, 12 7.42—-7.37 (m, 2H) 129.2
11 7.21-7.16 (m, 1H) 126.1
14 - 169.0
16 2.60 (t, 2H) 35.6
17 1.74-1.59 (m, 2H) 30.7
18 1.74-1.59 (m, 2H) 24.3
19 2.52 (t, 2H) 34.1
20 -
21 7.13 (dd, 1H) 128.5
22 7.31-7.26 (m, 1H) 128.5
23 7.31-7.26 (m, 1H) 127.3
24 7.31-7.26 (m, 1H) 128.5
25 7.13 (dd, 1H) 128.5
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6.5.2.14 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-fenilacetato

La reaccion fue realizada bajo condiciones basicas, y el procedimiento fue igual a lo anterior
descrito. Una vez finalizada la reaccidn, se realizd los lavados con solucion saturada de
NaHCOs3 y brine, se extrajo la fase organica con diclorometano, se retir6 el solvente a
presidn reducida y se monitorizd por cromatografia de capa fina. El producto sintético
obtenido fue un liquido amarillo intenso y fue purificado por medio de columna
cromatografica de gel de silice con el uso de una fase movil 7:3 n-hexano-acetato de etilo.
El producto final tuvo un rendimiento del 65 %. Se caracterizo el producto por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas, donde podemos observar a un tr de 6.63
minutos un pico con un ion molecular de m/z de 292.118 que corresponde a la formula

molecular del compuesto sintetizado (C1sH16N202).

El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitido confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo se observd a campo bajo a un & comprendido entre 7.84-7.78
ppm se observa un multiplete que integra a 2 hidrégenos que corresponde a la posicion 9
y 13, a 7.58-7.45 ppm se observa un segundo multiplete que integra a 2 hidrégenos
asignados como 10 y 12, un tercer multiplete comprendido entre 7.43-7.29 ppm que integra
a 5 hidrogenos para las posiciones 18, 19, 20, 21 y 22, el ultimo multiplete observado entre
7.27-7.18 ppm que integra a 1 hidrégeno asignado a la posicion 11; a 6.10 ppm se observa
el singulete que integra a 1 hidrogeno, el cual es caracteristico de estos productos sintéticos
y se asignd a la posicion 4, a campo alto a un & 3.74 ppm se observa un singulete que
integra a 2 hidrégenos de la posicion 16, finalmente a 2.25ppm se observa un singulete que

integra a 3 hidrégenos asignados como 7.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 15 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
171.0 ppm, a 149.10ppm el carbono asignado a la posicién 3, 144.37 ppm el carbono de la

posicion 5, los carbonos aromaticos de la estructura se observan a 138.77, 135.50, 129.85,
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128.71, 127.06, 127.30 123.22 ppm, asignados a las posiciones 8, 17, 10, 12, 19, 21, 18,
22119y 13, a97.02 ppm se observa el carbono asignado a la posicion 4, 41.17 ppm es el
carbono asignado como 16 y finalmente, 14.05 ppm, se observa el carbono asignado como
7.

En la Figura 49 y la Tabla 23 se muestra la estructura sintetizada asi como su asignacion.

19
o 18 20
14 7 21
16 22
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Figura 49. Compuesto15, Eda-phacet y numeracion estructural.

Tabla 23. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 16 Eda-phacet.

Posicion 5 'H 6 13C
3 - 149.10

4 6.10 (s, 1H) 97.02

5 - 144 .37

7 2.25 (s, 3H) 14.05

8 - 138.77
9,13 7.84-7.78 (m, 2H) 123.22
10, 12 7.58-7.45 (m, 2H) 129.85
11 7.27-7.18 (m, 1H) 127.06
14 - 171.0
16 3.74 (s, 2H), 41.17
17 - 135.50
18 7.43-7.29 (m, 1H) 128.71
19 7.43-7.29 (m, 1H) 129.85
20 7.43-7.29 (m, 1H) 127.30
21 7.43-7.29 (m, 1H) 129.85
22 7.43-7.29 (m, 1H) 128.71

153



Resultados y discusion

6.5.2.15 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il- 2- (1-naftalenil) acetato

La reaccion fue realizada bajo condiciones basicas, y el procedimiento fue igual a lo anterior
descrito. Una vez finalizada la reaccidn, se realizd los lavados con solucion saturada de
NaHCOs3 y brine, se extrajo la fase organica con diclorometano, se retir6 el solvente a
presidn reducida y se monitorizd por cromatografia de capa fina. El producto sintético
obtenido fue un liquido amarillo claro y fue purificado por medio de columna cromatografica
de gel de silice con el uso de una fase movil 7:3 n-hexano-acetato de etilo. El producto final
tuvo un rendimiento del 70 %. Se caracterizé el producto por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, donde podemos observar a un tr de 10.64 minutos
un pico con un ion molecular de m/z de 342.28 y de una abundancia 2 %, que corresponde
a la formula molecular del compuesto sintetizado (C22H1sN202).

El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitido confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo se observd seis grupos de sefiales que corresponden a los
carbonos aromaticos. El primer grupo de sefiales es observado a un ¢ de 7.93-7.89 ppm
como un m que integra a 2 hidroégenos, etiquetados como 20 y 26; a 7.87 ppm se observa
un d que integra a 1 hidrégeno que corresponde a la posicidon 23; las siguientes sefiales a
7.55-7.48 ppm se observan como un m, que integra a 2 hidrégenos que corresponden a 10
y 12; a 7.46-7.40 y 7.26-7.24 ppm se observan dos m que integra a 4 hidrogenos
etiquetados como 24, 25 y 13, 9; finalmente, un tercer multiplete a 7.22-7.18 ppm que
integra a 3 hidrégenos, etiquetados como 11, 21, 22. La sefnal observada a 6.16 ppm, la
cual es un singulete que integra a 1 hidrégeno a la posicion 4; un segundo singulete a 4.26
ppm que integra a 2 hidrogenos, que corresponde a la posicion 16 finalmente a 2.33 ppm
un singulete que integra a 3 hidrégenos que corresponde al grupo metilo del anillo de

pirazol.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 20 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas a un & 166.54 ppm el
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carbonilo asignado a la posicidén 14; a 148.82 ppm se observa la sefal del carbono asignado
a la posicion 3; a 144.34 ppm corresponde al carbono asignado como 5; las siguientes
sefales corresponde, a los carbonos aromaticos, 137.77, 133.91, 131.95, 128.88, 128.78,
128.70, 128.64, 128.48, 126.82, 126.06, 125.48, 123.34, 122.84 ppm corresponden a los
carbonos asignados como 8, 19, 18, 17, 12, 10, 20, 26, 22, 24, 11, 21, 25, 23, 13y 9; a
95.67 ppm corresponde al carbono 4; 39.04 ppm al carbono 16 y finalmente a 14.46 ppm
el carbono del metilo en posicion 7.

En la figura Figura 50 y Tabla 24 la se muestra la estructura sintetizada asi como su

asignacion.

7

3

4
°N” |
1N 5

13 8
12 9

11 10

Figura 50. Compuesto16, Eda-naf y numeracion estructural.
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Tabla 24. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 16 Eda-naf.

Resultados y discusion

Posicion 5 'H 6 3C
3 -— 148.8
4 6.16 (s, 1H) 95.7
5 -— 144 .3
7 2.33 (s, 3H) 145
8 -— 137.8

9,13 7.26-7.24(m, 2H) 122.8
10,12 7.55-7.48 (m, 2H) 128.8
11 7.22-7.18(m, 1H) 126.8
14 -— 166.5
16 4.26 (s, 2H) 39.0
17 -— 128.9
18 7.22-7.18(m, 1H) 132.0
19 7.22-7.18(m,3H) 133.9
20 7.93-7.89 (m, 1H) 128.7
21 -— 126.1
22 7.93-7.89 (m, 1H) 128.6
23 7.87 (d, 1H) 123.3
24 7.46-7.40 (m, 1H) 95.7
25 7.46-7.40 (m, 1H) 125.5
26 -— 126.8
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6.5.2.16 Sintesis de 1-fenil-3-metil-1H-pirazol-5-il-2-propilpentanoato

La reaccion fue realizada bajo condiciones basicas, y el procedimiento fue igual a lo anterior
descrito. Una vez finalizada la reaccidn, se realizd los lavados con solucion saturada de
NaHCOs3 y brine, se extrajo la fase organica con diclorometano, se retir6 el solvente a
presidn reducida y se monitorizd por cromatografia de capa fina. El producto sintético
obtenido fue un liquido amarillo claro y fue purificado por medio de columna cromatografica
de gel de silice con el uso de una fase movil 7:3 n-hexano-acetato de etilo. El producto final
tuvo un rendimiento del 92 %. Se caracterizé el producto por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, donde podemos observar a un tr de 6.11 minutos un
pico con un ion molecular de m/z de 300.372, que corresponde a la formula molecular del
compuesto sintetizado (C1gsH24N202>).

El anadlisis por resonancia magnética nuclear de 'H permitio confirmar la estructura del
compuesto, a campo bajo se observo tres grupos de sefales que corresponden a los
hidrogenos del anillo aromatico, a un & 7.55-7.53 ppm se observé un m, que integra a 2
hidrogenos, correspondiente a 9,13, seguido a 7.46-7.42 ppm un tt que integra a 2
hidrogenos que corresponden a 10, 12 y a 7.35-7.31 ppm un multiplete que integra a un
hidrogeno identificado como 11; a 6.08 ppm se observa un singulete que integra a 1
hidrogeno, correspondiente a la posicién 4; A 2.56 ppm se observa un tt, que integra a
1hidrégeno asignado como 16; a 2.34 ppm se observa un singulete que integra a 3
hidrogenos que corresponde al metilo del anillo de pirazol; entre 1.70-1.60 y 1.53-1.46 ppm
se observa dos multiplete que integra a cuatro hidrégenos que corresponden a las
posiciones 20 y 17 de la cadena de valproilo; finalmente, a 1.31-1.22 ppm se observa un
hex que integra a 4 hidrogenos de la posicion 18 y 21; y a 0.88 ppm un triplete que integra

a 6 hidrégenos de la posiciones 19y 22.

El analisis de resonancia magnética nuclear de '3C permitié corroborar la estructura
sintetizada, confirma la presencia de 16 sefales de carbono, que corresponden a la
molécula sintetizada. Las sefales caracteristicas observadas son el carbono carbonilico a
171.7 ppm asignado a la posicion 14; a 148.9 ppm se observa la sefal correspondiente al
carbono asignado como 3, que une al grupo metilo del anillo de pirazol; 144.6 ppm

corresponde al carbono asignado como 5 y une el oxigeno del grupo éster; las sefales
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138.0, 128.9, 127.2, 123.7 ppm pertenecen a los carbonos del anillo aromatico; el carbono
observado a 95.6 ppm asignado como 4, corresponde a un carbono vinilico; los carbonos
observados a 45.3, 34.2, 20.5 ppm pertenecen a la estructura del radical y son asignados
como 16, 17, 20 18 y 21; los siguientes carbonos pertenecen a los grupos metilo de la
estructura sintetizada, a 14.4 y 13.9 ppm corresponden al grupo metilo asignado a la

posicion 7, 19y 22.

En la figura Figura 51 y la Tabla 25 se muestra la estructura sintetizada asi como su

asignacion.

7
3
/ 4
2N e}
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1 5 16 17
O 14 19
13 8 18
20
12 9 21
11 10 22

Figura 51. Compuesto16, Eda-valp y numeracion estructural.
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Tabla 25. Datos de RMN 1H y 13C en CDCI3 para el compuesto 17 Eda-valp.

Posicion 5 'H 6 3C
3 -— 148.9

4 6.08 (s, 1H) 95.6

5 -— 144 .6

7 2.34 (s, 3H) 14.5

8 -— 138.0
9,13 7.55-7.53(m, 2H) 123.7
10, 12 7.46-7.42 (m, 2H) 128.9
11 7.35-7.31(m, 1) 127.2
14 -— 171.7
16 2.56(tt, 1H) 45.3
17 1.53-1.46(m, 2H) 34.2
18 1.27(hex, 2H) 20.5
19 0.88(t, 3H) 13.9
20 1.70-1.60 (dq, 2H) 34.2
21 1.27(hex, 2H) 20.5
22 0.88(t, 3H) 13.9

159



Resultados y discusion

6.6 Resultados de la evaluacion antioxidante de derivados acilados de la 1-fenil-3-metil-2-
pirazolin-5-ona

La sintesis de diversos productos con propiedades antioxidantes se ha convertido en una
tarea muy importante dentro de la quimica medicinal, ya que la exposicion a factores
ambientales y contaminantes puede generar en el organismo especies reactivas que a la
larga ocasionan el desarrollo de diferentes enfermedades. Para este trabajo se emplearon
dos métodos colorimétricos para la evaluacion de esta actividad, los cuales son el método
DPPH y el método ABTS.

Los resultados de la evaluacién antioxidante por medio de la técnica de DPPH y ABTS se
muestran en la Tabla 26. Los productos sintéticos se compararon con quercetina y
edaravona como estandares. Primeramente los productos evaluados por la técnica de
DPPH se observé que los derivados de edaravona mas activos fueron 6, 16 y 9 con valores
de CEsg de 0.0301, 0.1606 y 0.1920 mM (micro molar) respectivamente, mientras que los
compuestos que mostraron la menor actividad fueron 17, 7 y 2 con valores de CEso de
4.7074, 19.410, 24.6805 mM respectivamente.

Para el caso del radical cationico ABTS, los resultados se muestran de igual manera en la
Tabla 26. De los productos que presentaron mejor actividad antioxidante fueron 6, 9 y 16
con valores de CEsp de 0.8107, 3.5309, 3.6889 mM respectivamente, mientras que, los
productos con menor actividad fueron 17,13 y 14 con una CEso 104.0111, 95.7548, 35.5572

mM respectivamente.
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Tabla 26. Resultados de la evaluacion antioxidante de los productos sintéticos.

Compuestos Actividad antioxidante
DPPH (CEso, mg/mL) CEso, MM ABTS (CEso, mg/mL) CEso, mM
2  Eda-Benz 1.3101 £ 0.272 4.7074 3.9011 £ 0.072 14.0171
3 Eda-cinn 0.4220 £ 0.030 1.3866 6.7344 £ 0.820 22.1272
4  Eda-Ptol 0.5135 +£0.063 1.7563 9.5909 + 0.831 32.8073
5 Eda-acet 0.3704 £0.243 1.7127 1.0660 + 0.658 4.9297
6  Eda-val 0.0078 £0.017 0.0301 0.2094 + 0.866 0.8106
7 Eda-DHA 8.8631 £ 1.306 19.410 ND -
8  Eda-2Phcarb ND - ND -
9  Eda-prop 0.0442 £0.073 0.1920 0.8131 +0.499 3.5311
10 Eda-hepta 0.3966 * 0.309 1.3849 1.5406 + 0.082 5.3796
11 Eda-Otolu 0.4504 £ 0.108 1.5408 6.0331 £ 0.594 20.6373
12 Eda-isobu 1.1367 £ 0.156 4.6531 4.6446 +0.807 19.0126
13  Eda-octa 1.0867 +0.101 3.6175 28.765+0.34 95.7557
14 Eda-fenival 0.5522 +£0.824 1.6512 12.247 +0.20 36.6216
15 Eda-Phacet 0.0755 £ 0.004 0.2582 2.9186 £ 0.024 9.9836
16 Eda-naf 0.0549 £ 0.053 0.1603 1.2631+0.133 3.6890
17 Eda-valp 7.4140 £ 0.953 24.6805 31.245 +2.08 104.0113
1 Edaravona 0.0031 £ 0.001 0.0180 0.0357 £0.042 0.2049
Quercetina 0.0008 £ 0.037 0.0028 0.075 +£0.002 0.2482

Edaravona como un excelente eliminador de radicales debido a su propiedad anfifilica, la

cual le permite reaccionar con diversas especies radicalarias como peroxilo y otras formas

de especies reactivas de oxigeno por medio de la donacion de un atomo de hidrogeno de

la posicion 4, ademas debido a la propiedad antes mencionada inhibe la oxidacién lipidica

y una vez donado este hidrogeno los subproductos radicales de edaravona es capaz de

inactivarse en productos estables o continuar la cascada antiradicalaria.®* En el Esquema

7 se muestra el mecanismo hipotético para su actividad antioxidante.
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TP: 4,4-bis-(3-metil-5-oxo-1-fenil-2-pirazolin-4-il)-3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona; BPOH: 4-hidroxi-4-(3-metil-5- oxo-1-fenil-2-pirazolin-4-
il)-3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona; OPB: Acido 2-oxo-3-(fenilhidrazono) butanoico.

Esquema 7. Mecanismo hipotético para la produccion de radical edaravona por transferencia de electrones del anion
edaravona al radical peroxilo y la formacion de productos de oxidacion (tomado de Watanabe y cols. 2017).

Tanto en DPPH como en ABTS, los derivados sintéticos no fueron tan activos como el
precursor sin embargo, en ambas técnicas el mejor derivado antioxidante fue el producto 5,
con una CEsg de 0.0301 mM para DPPH y 0.8107 mM para ABTS; de igual manera en cada
uno de los ensayos de antioxidantes, el producto menos activo fue 17, con CEso de 24,6804
mM en DPPH y 104,0113 mM en ABTS. En el caso de los productos sintéticos los
resultados de la actividad antioxidante podrian ser potenciados gracias a la presencia de
cadenas cortas no ramificadas adyacentes al carbonilo incorporado.
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6.7 Resultados de la evaluacién de la viabilidad y citotoxicidad celular por medio del
ensayo MTT

Las 16 moléculas mas el precursor fueron evaluadas a diferentes concentraciones (1x10~7
1x108, 1x105, 1x104, 1x10-3, 0.01, 0.1 y 1 mg/mL) durante 24 horas por medio del ensayo
MTT, con lo cual se pudo determinar la viabilidad y la citotoxicidad de las muestras frente a
una linea celular no tumoral de fibroblasto de raton, la cual fue C2C12 (ATCC® CRL-
1772™) obtenida del American Type Culture Collection (ATCC®). El crecimiento de las
células expuestas fue comparado con células cultivadas en ausencia de productos (control
negativo), estas ultimas representaron el 100% de crecimiento. La linea celular C212
corresponde a mioblasto (células musculares) de raton con modo de crecimiento adherente,

comunmente utilizada para estudios de viabilidad y citotoxicidad.

Los resultados obtenidos del ensayo de viabilidad celular se muestran en los graficos;

mientras que en la Tabla 27 se muestran los resultados obtenidos.

Los resultados de viabilidad celular fueron congregados en cuatro grupos diferentes con
base en la concentracién que se observo el 50% de viabilidad, estos grupos se muestran a

continuacion.

El primer grupo de graficos son las moléculas las cuales el 50% de la viabilidad se encuentra
entre la segunda y tercer concentracion que corresponde a los intervalos de 1x10"y 1x10
2 mg/mL, donde en este grupo podemos observar que el precursor Edaravona y el producto
sintético 6 etiquetado como Eda-valel, presentan los mejores resultados de viabilidad

celular para la linea C2C12.
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En el siguiente grupo de graficos se observa que el 50% de la viabilidad celular se encuentra
entre la tercer y cuarta concentracion, que corresponde a 1x102 y 1x103 mg/mL. En este
conjunto tenemos a los compuestos 7,9, 11, 2, 5, 15 y 10; que corresponden a los productos
sintéticos Eda-DHA, Eda-prop, Eda-otolu, Eda-benz, Eda-acet, Eda-phacet y Eda-hepta.
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En la tercera serie de graficos son los que el 50 % de viabilidad celular se encuentra entre
la cuarta y quinta concentracion, que corresponde a 1x102 y 1x10% mg/mL. Aqui se
encuentran agrupados 7 productos sintéticos que corresponden a 16, 14, 12,17, 13,8y 3;

rotulados como Eda-naf, Eda-fenival, Eda-isobu, Eda-valp, Eda-Octa, Eda-2phcarb y Eda-
cinn.
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Finalmente, el ultimo grupo conformado por una sola molécula correspondiente a 4 y es
Eda-ptol, que la viabilidad celular del 50% se encuentra entre la quinta y sexta

concentracion, que corresponde a los intervalos de 1x10#y 1x10- mg/mL.
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A la par de la obtencién de los valores de viabilidad celular se pudo obtener los valores de
la citotoxicidad celular. Los resultados de citotoxicidad celular son expresados como Ctxso
en mg/mL, este valor expresa la concentracion requerida por una molécula para inducir la

muerte celular a un 50%. Estos resultados podemos observarlos en la Tabla 27.
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Tabla 27. Resultados de la actividad citotdxica frente a una linea celular no tumoral de fibroblasto de raton.

Compuestos CTx50 (mg/mL)

Edaravona 80.96 + 0.98
2 Eda-Benz 6.33+0.85
3 Eda-cinn 0.47 £0.04
4  Eda-Ptol 0.04 £0.39
5 Eda-acet 4.50 £ 2.60
6  Eda-val 48.55 +2.55
7 Eda-DHA 7.51+3.78
8  Eda-2Phcarb 0.82+0.04
9 Eda-prop 6.68 £1.01
10 Eda-hepta 3.80+0.16
11 Eda-Otolu 6.34 +0.37
12 Eda-isobu 0.85+0.02
13  Eda-octa 0.84+0.25
14  Eda-fenival 0.86+0.51
15 Eda-Phacet 4.27 £2.89
16  Eda-naf 0.93+3.16
17 Eda-valp 0.84 +£0.03

Aunque la sintesis de la Edaravona ya era conocida desde el siglo IXX, su aplicacién en la
medicina no fue sino hasta al final de 1980, por Abe y colaboradores como un agente
terapéutico para el tratamiento del accidente cerebrovascular.?® Ya en la actualidad el uso
de esta molécula y sus derivados no solo se limita al tratamiento de este padecimiento sino
que se ha extendido su aplicacion a otros ambitos de la medicina, con lo que se ha
demostrado su amplia versatilidad. En concreto, estudios de la citotoxicidad de derivados
sintéticos de Edaravona se enfocan principalmente en la parte terapéutica como en el caso
del tratamiento del cancer °” mientras que los estudios de citotoxicidad en lineas no

tumorales son limitados.
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6.8 Resultados del ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa

Los productos sintéticos fueron evaluados como inhibidores de Ila enzima
acetilcolinesterasa, bajo el método de Ellman con modificaciones para este trabajo
reportado por Adewusi y colaboradores,’ donde se obtuvo los valores de importancia, la
concentracion inhibitoria del 50% (Clso) a una concentracion inferior a 150 pg/mL y un
porcentaje de actividad inhibitoria a la concentracion mencionada anteriormente (% de inh.).
Para el caso del precursor Edaravona, el valor de Clso no fue posible debido a interferencia
por color durante el ensayo. Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 28, como

compuesto de referencia para el ensayo se utilizé galantamina.

Tabla 28. Actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa de los productos sintetizados.

Compuesto Clso (< 150 pg/mL) % de inh. (150 pg/mL)

2 Eda-benz 72.1+4.7 31.6+8.1
3 Eda-cinn > 150 19.5+4.7
4 Eda-Ptol 84+1.7 419+7.3
5 Eda-acet > 150 20.7+4.9
6 Eda-val > 150 289+ 8.6
7 Eda-DHA > 150 ND
8 Eda-2Phcarb > 150 23.9+2.8
9 Eda-prop > 150 25.8+7.4
10 Eda-hepta > 150 48+1.0
11 Eda-Otolu > 150 16.3+3.3
12 Eda-isobu > 150 3.0+1.0
13 Eda-octa > 150 1.7+£0.8
14 Eda-fenival > 150 2.8+1.8
15 Eda-Phacet > 150 ND
16 Eda-naf > 150 169+1.8
17 Eda-valp > 150 20+1.2
Edaravona ND ND
Galantamina 0.574 + 0.07 91.9 + 0.82
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Los productos sintetizados mas activos fueron el 4y 2, conuna Clsp de 8.4 + 1.7y 72.1
4.7 ug/mL, en el caso de 4 presentd porcentaje de actividad inhibitoria de 41.9 £ 7.3% vy el

producto 2 fue de 31.6 £ 8.1%; el resto de productos la Clsp >150 pug/mL.

Para el caso de las moléculas que con los mejores valores de actividad presentan en su
estructura un anillo aromatico adyacente al carbonilo, donde el producto con mejor actividad
que es el 4, presenta un grupo metilo en posicion para; En contraste, existe una molécula
sintetizada que es el isomero del producto 4, este es 11, con un porcentaje de inhibicién del
16.3 + 3,3% sin embargo, la actividad se ve disminuida (poco mas del 50%), esta molécula
presenta la sustitucion del grupo metilo en posicion orto; por lo tanto, el cambio de posicidon
puede ser responsable de la reduccion de la actividad. Otro factor que puede intervenir en
la diminucion de la actividad es el aumento en el tamafio, como se observa en 8, la molécula
presenta dos anillos fenilo, unidos al nitrogeno de la cadena R, por lo cual la vuelve muy

voluminosa y consecuentemente no facilidad la correcta interaccion con la enzima.

De los derivados con cadena R alifatica que presentaron mejor actividad fueron 6, 9y 5 con
valores de 28.9 + 8.6%, 25.8 £ 7.4% y 20.7 £+ 4.9% respectivamente y en contraste los
productos de cadena alifatica que presentaron los valores mas bajos fueron 12,17 y 13 con
valores de 3.0 £ 1.0%, 2.0 £ 1.2% y 1.7 £ 0.8%; Estos resultados muestran que la mejor
actividad esta dada por la presencia de cadenas lineales cortas y esta se ve disminuida por

la elongacion de la cadena o ramificacion de la misma.

Algo de destacar es que la presencia de un anillo aromatico alejado del carbonilo
incorporado por medio de una cadena alifatica decrece la actividad como lo observamos en
con 3, 16 y 14. En el caso de 3, el anillo aromatico se encuentra alejado a dos carbonos sin
embargo, su actividad se mantiene probablemente a que existe un doble enlace, lo cual da
cierta rigidez por lo tanto, esto favorece a la interaccion con la enzima y esto se ve reflejado
ya que mostro un valor de 19.5 + 4.7%; caso contrario a 16, que aunque no es muy amplia
la separacion ente el anillo aromatico y el carbonilo esta ligera flexibilidad se observo
diminucion de la actividad la cual fue de 16.9 + 1.8%. Y para el caso de 14, su anillo
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aromatico esta muy alejado del carbonilo, por lo tanto, existe mucha mayor flexibilidad con

lo que se disminuye la interaccidn con la enzima, la cual fue solo del 2.8 + 1.8%.
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6.9 Resultados del analisis In silico

En la actualidad el uso de métodos computacionales se ha convertido en una herramienta
de gran importancia para la ciencia como lo es la quimica medicinal, ya que ha permitido
gue en un menor tiempo e inversion econdmica se pueda tener resultados aproximados
para el disefio de nuevos farmacos asi como sus interacciones con distintas dianas
biolégicas. Para este trabajo se realizo el analisis de docking molecular con tres dianas
biolégicas, la estructura de la enzima acetilcolinesterasa de T. californica, asi como dos
variantes del péptido B-amiloide (BA), las cuales son 25-35 y 1-42. Finalmente, se realizo
la evaluacion de las propiedades ADME (Administracion, Distribucion, Metabolismo vy

Excrecidn) de los distintos productos sintéticos para su futura evaluacion in vivo.

6.9.1 Resultados de docking molecular de acetilcolinesterasa

Como fue descrito en este documento, la busqueda de nuevas moléculas con actividad
biolégica es de suma importancia para la medicina. Con base en lo anterior, se seleccion6
la estructura cristalograficas de AChE de torpedo del pacifico ({AChE) como modelo para
relacionar los resultados obtenidos de la inhibicion de esta enzima in vitro con los calculos

de docking in silico de los productos sintéticos derivados de edaravona.
Los resultados de las energias de union de los analisis de docking se muestran en la Tabla

29 donde se muestran la energia de afinidad por el receptor asi como su interaccion por
medio de enlaces de hidrégeno entre el ligando y el receptor.
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Tabla 29. Resultados del analisis de docking molecular de los derivados sintéticos y su interaccion con los residuos del
receptor, 1TEVE corresponde a la enzima AChE de T. californica.

Resultado . . ‘.
Compuesto docking Residuos ;i: \;:teraccnon
(Kcal/mol) 1EVE

2 Eda-benz -10.3 Ser200, His440

3 Eda-cinn -10.1 Ser200

4 Eda-Ptol -9.9 Ser200, His440

5 Eda-acet -8.7 Ser122

6 Eda-val -9.0 Ser122, TT-W84

7 Eda-DHA -14.0 -

8 Eda-2Phcarb -8.9 Tyr70

9 Eda-prop -8.8 Ser122
10 Eda-hepta -7.8 Tyrl21
11 Eda-Otolu -11.1 Ser122
12 Eda-isobu -8.5 Tyrl21
13 Eda-octa -8.4 Tyrl2l
14 Eda-fenival -8.4 Tyrl21
15 Eda-Phacet -9.2 Ser200,His440
16 Eda-naf -11.5 Ser122
17 Eda-valp -8.0 Tyrl21
Edaravona -7.9 -
Galantamina -9.3 Glu199, Ser200, His440

Los productos sintéticos analizados via por docking molecular donde un valor mas negativo
representa una mejor afinidad en el complejo ligando-receptor. Como control se utilizé la
estructura de galantamina, la cual mostré una afinidad de -9.3 Kcal/mol e interaccién con
los residuos Glu199, Ser200, His440. De los productos sintéticos, quienes mostraron una
mejor afinidad por la diana y mostraron los valores de energia de union mas favorable con
la enzima tAChE (acetilcolinesterasa de T. californica) fueron 7, 16 y 11 con valores de
afinidad de -14.0, -11.5 y -11.1 Kcal/mol y una interaccion con los residuos en caso de 16
con Ser122 y 11 con Ser122; el producto 14 no mostré interaccion con algun residuo. Los
productos sintéticos que mostraron una menor afinidad fueron 13, 14, 17 y 10, con lo que
obtuvieron valores de -8.4, -8.0 y -7.8 Kcal/mol.

Como se describio en los resultados de inhibicion enzimatica in vitro, 16 y 11 mostraron un

porcentaje de inhibicion del 16% y estos bajo el analisis de docking molecular presentan
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interaccion con los residuos Ser122, por lo tanto, la afinidad con este residuo podria explicar
una baja actividad inhibitoria; mientras que, 13, 14, 17 y 10 que presentaron los valores
mas bajos de actividad inhibitoria, la cual fue menor al 5% coinciden con la interaccion con
el residuo Tyr121, de igual manera los productos 12 y 14 presentan la misma interaccion
con lo que podria demostrar que la interaccion con el mismo no favorece la actividad

inhibitoria en el ensayo in vitro.

Dentro de los productos sintéticos que mostraron los mejores porcentajes de inhibicion en
el ensayo in vitro corresponden a 4 y 2, estos al igual que galantamina presentan interaccion
con los residuos Ser202 e His440, lo que podria explicar por qué fueron los mejores valores
en el ensayo de actividad inhibitoria, asi como la no interaccion con alguno de estos
residuos decrece significativamente esta actividad como se observa con el compuesto 3, el
cual solo presenta afinidad con el residuo Ser200. Algo a destacar es observado en el
producto 6, el cual present6 un valor de actividad inhibitoria cercano a 29% y presenta una
interaccién con el residuo Ser122 al igual que los productos 5 y 9, sin embargo, la ventaja
que posee el producto 6 es poseer una interaccion de tipo 1 con Trp84 por parte del anillo
fenilo del pirazol lo que favorecio esta actividad, este efecto es descrito por Bartolucci y
colaboradores (2010) lo cual las interacciones de tipo 11-11 favorecen la actividad inhibitoria
asi como la estabilidad de los compuestos sintéticos en el sistema ligando-receptor.®®
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6.9.2 Resultados de docking molecular de 3-amiloide

Actualmente no existe algun tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y solo las terapias
disponibles se limitan al minimizar el deterioro progresivo del paciente. Como una de las
caracteristicas asociadas a este padecimiento se encuentra la pérdida masiva de neuronas
colinérgicas asociada al depdsito de cuerpos extracelulares conocidos como placas seniles
formadas por agregados proteicos de B-amiloide (BA).®® Como parte de las estrategias
farmacoldgicas enfocadas en su tratamiento destacan el uso de moléculas pequefias que
su principal mecanismo de accion es inhibir el agregamiento de BA y asi disminuir su
neurotoxicidad.®3

Existen publicaciones referentes al uso de Edaravona con actividad multiple frente a la EA,
donde destaca la atenuacion del estrés oxidativo y la neurotoxicidad'® asi como la
inhibicion de agregacion de BA en ensayos in vitro.?*

Para este trabajo los productos sintéticos fueron evaluados mediante la técnica de docking
molecular frente a dos dianas de BA conocida como la fraccion 25-35 (BA 25-35) y 1-
42(BA1-42).

Los resultados son mostrados en la Tabla 30, expresados como energia de union entre
ligando y receptor expresados en Kcal/mol asi como la interaccion de los ligando con el
receptor fue de tipo enlace de hidrégeno.
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L e T N
Compuesto BA 25-35 1-42 caja 1 1-42 caja 2 1-42 caja 3
(Keal/mol) ~ (eniace de (Keal/mol) ~ (eMacede cmoy  [enlacede o /mol) (enlace de

hidrégeno) hidrégeno) hidrégeno) hidrégeno)
2 Eda-benz -3.6 Ser26, Asn27 -5.5 GIn15 -5.1 GIn15 -4.3
3 Eda-cinn -3.8 Ser26, Asn27 -5.0 His6 -4.6 GIn15 -4.9
4 Eda-Ptol -4.1 Ser26, Asn27 -4.5 GIn15 -5.2 GIn15 -5.3

5 Eda-acet -3.8 Ser26, Asn27 -4.2 GIn15 -4.3 GIn15 -3.8 Lys16
6 Eda-val -3.8 Ser26, Asn27 -4.6 GIn15 -4.5 GIn15 -3.9
7 Eda-DHA -5.7 Ser26 -5.4 GIn15 -5.7 GIn15 -6.4
8 Eda-2Phcarb -4.5 Asn27 -5.6 GIn15 -5.7 GIn15 -6.1
9 Eda-prop -3.7 Lys28 -4.4 GIn15 -4.4 GIn15 -4.2
10 Eda-hepta -3.5 Asn27 -4.5 GIn15 -3.8 GIn15 -4.5
11 Eda-Otolu -3.9 Asn27 -5.3 GIn15 -5.1 GIn15 -4.4
12 Eda-isobu 4.1 Lys28 -4.6 GIn15 -4.7 GIn15 -4.3
13 Eda-octa -3.4 Ser26, Asn27 -3.5 His6 -4.0 GIn15 -4.2

14  Eda-fenival -4.2 Ser26, Asn27 -5.8 GIn15, mPhel9 -5.1 GIn15 -4.9 Asn27
15 Eda-Phacet -3.6 Ser26, Asn27 -5.6 GIn15, mPhel9 -5.7 GIn15, tPhel9 -4.2
16 Eda-naf -4.4 Ser26, Asn27 -5.4 GIn15, nPhel9 -5.5 GIn15, nPhel9 -4.8

17 Eda-valp -3.7 Lys28 -4.5 His6 -5.0 GIn15 -3.9 Asn27

Edaravona -34 Ser26, Asn27 -4.5 GIn15 -4.6 GIn15 -3.9 Lysl6
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Los resultados de docking molecular para BA 25-35 muestran que el precursor sintético de
los productos realizados para este trabajo posee un valor de -3.4 Kcal/mol asi como la
interaccidn con los residuos Ser26 y Asn27. Las moléculas que exhiben la mayor afinidad
por el receptor son 7, 8 y 16 con -5.7, -4.5 y -4.4 Kcal/mol. 7 presenta interaccion con el
residuo Ser26 8 con Asn27 y 16 posee interaccion con ambos residuos. Por lo contrario,
los derivados sintéticos que poseen una menor afinidad son 2 y 15, con valores de -3.6
Kcal/mol, 10 y 13 con -3.5 y -3.4 Kcal/mol respectivamente; mientras que los residuos de
interaccidén para 2, 13 y 15 fueron Ser26 y Asn27, mientras que, en 10 solo presento
interaccion solo con Asn27. El resto de productos sintéticos mostraron valores de afinidad
similar asi como la interaccion con los residuos. 3, 5 y 6 mostraron valores de -3.8Kcal/mol

asi como la interaccion con los residuos.

Los resultados de la evaluacién in silico para el péptido AR 1-42, se obtuvieron al dividirlo
en tres secciones, para la seccion 1 que comprendio del residuo Asp1—GIn15, la seccién
2 abarco de GIn15—Lys28 y la seccion 3 fue de Asn27—Alad42; con la finalidad de
reconocer en que seccion de péptido existe mayor interaccién por parte de los productos

sintéticos. Los resultados se describen a continuacion.

El precursor sintético mostré los valores de afinidad por el receptor de -4.5, -4.6 y -3.9, de
igual manera tuvo interaccion con los residuos de aminoacido GIn15 y Lys16. En el caso
de los productos sintéticos, quienes presentaron la mayor afinidad por el receptor fueron 14
con un valor de afinidad de -5.8, -5.1 y -4.9 Kcal/mol, de igual manera mostro interaccion
por los aminoacidos GIn15, Asn27 y una interaccion de tipo 1T con Phe19; para la estructura
15 sus valores de afinidad fueron -5.6, -5.7 y -4.2 Kcal/mol, mientras que el producto 16
mostro valores de -5.4, -5.5 y -4.8 Kcal/mol, ambos productos tuvieron interaccion por GIn15
y una interaccion de tipo 1 con Phe19; el producto 8 presento los valores de afinidad de-
5.6, -5.7 y -6 Kcal/mol., mientras que 2 fueron -5.5, -5.1 y -4.3 Kcal/mol, ambos presentaron
interaccidn con el residuo GIn5. El producto 7, mostré los valores de -5.4, -5.7 y -6.4
Kcal/mol; el producto 11, con -5.3, -5.1 y -4.4 Kcal/mol, y la molécula 2 con valores de -5.5,
-5.1y -4.3 Kcal/mol, los tres productos mostraron interaccion con GIn15. El producto 3, con
valores de -5.0, -4.6 y -4.6; 13, mostré valores de -3.5, -4.0 y -4.2 Kcal/mol y 17 con -4.5, -
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5.0 y -3.9 Kcal/mol. Estos productos presentaron una interaccién con el residuo His6 y
GIn15, ademas para el producto 17 presentd una interaccion con el residuo de Asn27. Los
productos 6 y 12 mostraron afinidad solo por el residuo de GIn15; 6 mostré valores de
afinidad de -4.6, -4.5 -3.9 Kcal/mol y 12 fueron de -4.6, -4.7 y -4.3Kcal/mol, al igual que las
moléculas anteriores, 4 y 9 mostraron la misma afinidad por el residuo GIn15, 4 valores de
-4.5, -5.2 y -5.3 Kcal/mol asi como 9 fue de -4.4 y -4.2 Kcal/mol.

Los productos sintéticos mostraron una mayor afinidad por los residuos localizados entre
las secciones 1 y 2, donde interaccionaron con el aminoacido GIn15 ademas, solo 3
productos presentaron una interaccion de tipo 1 con Phe19, y en menor medida con Hys6
y Asn27; solo el precursor y el producto 5 interaccionaron con el resistido Lys16. La seccion
3 no fue un sitio de gran afinidad observada en el caso del péptido AB 1-42, caso contrario
que con BA 25-35, donde practicamente las estructuras mostraron afinidad por Ser27,

Asn27 y en menor medida Lys28.

Se generd un mapa de potencial electrostatico de los péptidos BA 25-35 y AB 1-42. Para
BA 25-35, el receptor ofrece tres ventajas para favorecer la interaccion con el mismo;
Primero, el potencial electrostatico del péptido forma tres regiones observables, una regidn
de con carga tipo neutra, conformada por las cadena R de Ser26 y Asn27, la region
electropositiva conformada por Gly25 y Lys28 y la region de caracter electronegativo
conformada a partir de Gly29 hasta Met35. Segundo, en el caso de la interaccion de los
productos sintéticos con los residuos Ser26 y Asn27 presenta una zona con un potencial
electrostatico neutro, la disposicion de los grupos R de los residuos favorece la formacion
de los enlaces de hidrogeno entre el ligando y el receptor, y en tercer lugar, la forma de la
region adoptada entre los aminoacidos Ser26 y Asn27 favorece la interaccion entre el
ligando y el receptor; en la Figura 52 se observo estas caracteristicas.
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Esquema de colores: rojo potencial electronegativo; blanco potencial neutro; azul potencial electropositivo

Figura 52. Mapa de potencial electrostatico de BA 25-35 e interaccién con los ligando.

En AB 1-42 se observo de igual manera tres regiones, una region dominante de carga
electronegativa distribuida por todo el péptido, la segunda ligeramente con carga neutra,
distribuida de Asp1 a Phe20 y unos sitios con carga electropositiva distribuidos de Arg5,
His6, His13, Lys16 y Lys28. Los productos fueron afines al residuo GIn15 debido a que la
forma del sitio y la carga, es ligeramente neutra lo que favorece la formacion de los enlaces
de hidrégeno entre el carbonilo de los productos sintéticos y el residuo de aminoacido
GIn15, ademas en el caso de los productos aromaticos que muestran una cadena alifatica
o ligera elongacion se favorece la interaccion de tipo 1 entre ligando y receptor. Algo a
destacar es que el anillo fenilo de la pirazolinona puede formar una interaccion de tipo -
cation con el mismo residuo GIn15 ya que posee una libre rotacion. Dos productos
presentaron interaccién con el residuo His6 y Lys16, este sitio ofrece una ligera carga
electropositiva, lo cual los productos sintéticos podrian formar enlaces de hidrogeno y
finalmente, la interaccion con Asn27 en el caso de AB 1-42 por la forma y la carga mas
electronegativa no favorece la formacion de enlaces de hidrogeno a diferencia en BA 25-
35, la cual es mucho menor la carga electronegativa. En la Figura 53 se ilustra estas

caracteristicas.
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Esquema de colores: rojo potencial electronegativo; blanco potencial neutro; azul potencial electropositivo

Figura 563. Mapa de potencial electrostatico de BA 1-42 e interaccion con los ligando.

Como fue mencionado anteriormente, el uso de Edaravona reduce el estrés oxidativo
ocasionado por AB vy, la agregaciéon de este mismo péptido, en ensayos in vitro, con lo
observado en los resultados la mayoria de los productos sintéticos presenta una energia
de union con el receptor mayor que el precursor salvo 13 para BA 25-35 el cual es igual que
el precursor y 5 en BA 1-42 posee menor energia de interaccion. El analisis de docking
molecular sugiere que los productos sintéticos presentan bajos valores de afinidad en
contraste con otro analisis de interaccidén entre ligando-receptor mostrado en este trabajo
por lo tanto, la manera de corroborar esta actividad es a través de un analisis in vitro de

antiagregamiento de BA.
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6.9.3 Resultados de la evaluacion in silico de los parametros ADME

La evaluacién in silico para las propiedades ADME de los productos sintéticos fue realizada
con el uso del servidor del Instituto Suizo de Bioinformatica (en inglés, Swiss Institute of
Bioinformatics), este servidor web permitié calcular descriptores fisicoquimicos, asi como
los parametros ADME e interacciones con otras dianas de interés biologico. Los resultados
de esta evaluacion son mostrados en la Tabla 31.

Todos los productos sintéticos poseen un area de superficie polar topologica (TPSA en
inglés, Topological Polar Surface Area ) dentro de los parametros sugeridos para una buena
biodisponibilidad, el cual se encuentra entre 20-130 A?, valor descrito por Daina y
colaboradores.'®! El tnico producto que posee el TPSA ligeramente elevado comparado

con los otros compuestos pero aun dentro del rango calculado es el producto 8 con 47.36
A2,

La siguiente propiedad a destacar el consenso Log P, el cual es obtenido por medio del
promedio de distintos parametros del calculo del coeficiente de reparto octanol/agua (log
Pow). 10 de los productos sintetizados presentan un coeficiente de reparto comprendido
entre los intervalos 2.21 a 3.95, cinco de las moléculas sintetizadas se encuentran en los
intervalos 4.16 a 4.46 y solo el compuesto 7 posee un coeficiente de reparto elevado, el
cual es de 6.35. Ghose y colaboradores, describe un rango Log P que comprende entre -
0.4 y +5.6 para una buena biodisponibilidad;'%? por lo tanto, solo el compuesto 7 excede
este parametro, el resto de productos se mantiene dentro de este rango.

La tercera propiedad descrita es el valor ESOL Log Sy la clase ESOL,'® correspondiente
a la solubilidad en agua estimada y a la clase de solubilidad a la que pertenece, estos
valores, donde un valor mas cercano a cero se considera altamente soluble, mientas que
este valor se vuelve mas negativo decae la solubilidad hasta ser practicamente insoluble
en agua. En el Esquema 8 se resume esta propiedad.

Insoluble < -10 < Pobremente < -6 < Moderadamente < -4 < soluble < -2 muy < 0 < altamente soluble
Esquema 8. Valores de solubilidad descrito por el modelo ESOL Log S.

181



Resultados y discusion

Los productos 5, 6, 9,12 se consideran bajo este modelo como solubles, mientras que los
productos 2,3,4,8,10,11 y 13 a 17 son moderadamente solubles y el producto 7 es

considerado como pobremente soluble.

El siguiente consenso de propiedades farmacocinéticas es la absorcion gastrointestinal
(Gl), la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE) y la susceptibilidad a ser
sustrato de la glucoproteina P (gp-P). Aunque la mayoria de los productos sintéticos poseen
una moderada y uno de ellos una pobre solubilidad en agua, se predice que todos salvo 7,
tienen una alta absorcién gastrointestinal, de igual manera la mayoria de los productos
parecen presentar la capacidad de penetrar la barrera hematoencefalica y solo uno de ellos
predictivamente es sustrato para glucoproteina P, el cual es el producto 7.

Los resultados del analisis SwissADME muestra también la interaccion con un grupo
especial de dianas bioldgicas, las cuales son los citocromo P450, esta superfamilia de
isoenzimas juegan un papel fundamental en el metabolismo de diversas sustancias
endogenas y exdégenas como los farmacos a través del proceso de biotrasforamcion. El
servidor proporciona una serie de cinco isoformas de CYP450 los cuales se tiene
documentado por literatura que un numeroso grupo de moléculas con fin terapéutico
poseen alguna interaccion sobre estas enzimas, las cuales son CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4; lo cual la inhibicion de estas isoenzimas son la causa de las
interacciones farmacoldgicas'®'. Las dianas que resultaron ser mas inhibidas por los
ligando son CYP1A2, CYP2C19 y CYP2C9. El producto que no presentd actividad
inhibitoria en CYP1A2 y CYP2C19 fue el rotulado como 7, el resto de moléculas mostré una
potencial actividad sobre esta diana biologica. En el caso de CYP2C9 los productos que
predictivamente no presentaron inhibicion sobre esta misma fueron 5y 9. El siguiente grupo
de isoenzimas CYP450 en mostrar la menor afinidad inhibitoria por los productos sintéticos
fueron CYP2D6 y CYP3A4, donde solo el producto 7 presentd actividad inhibitoria
predictiva.

La ultima propiedad obtenida a través del servidor SwissADME es el algoritmo de la “regla

de 5” de Lipinski, quien fue pionero en la exploracion de la relacidn entre los parametros
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farmacocinéticos y fisicoquimicos que determinan si alguna molécula con objetivo
farmacoldgico es apta para dicho fin'®. Quince de los dieciséis Los productos sintéticos
evaluados por la “regla de 5” de Lipinski (cuyos parametros evaluados son el peso
molecular, el MLog P, asi como el numero de donantes y aceptores de enlace de H)
respetan los parametros establecidos; solo los productos que presentan alguna violaciéon
son el 7, 8, 14 y 16. Esta violacion esta relacionada con el MLog P, el cual es alto y los
convierte en productos de naturaleza lipofilica. Sin embargo, no descarta su posible uso

como una molécula terapéutica.

Finalmente, como un complemento al estudio computacional en el Grafico 4 se muestra el
grafico “BOILED-egg” el cual muestra de manera visual el rango de la absorcion
gastrointestinal, asi como la permeabilidad de la barrera hematoencefalica'®.

e Los puntos ubicados en la regién de la yema de en el grafico “BOILED-egg” son
moléculas que se predice que difundiran de manera pasiva a través de la barrera
hematoencefalica.

e Los puntos ubicados en la region de la clara del grafico “BOILED-egg” son moléculas
que se predice que seran absorbidas pasivamente por el tracto gastrointestinal.

e Los puntos azules corresponden a las moléculas que se prevé que seran expulsadas
del sistema nervioso central por la glucoproteina P.

e Los puntos rojos corresponden a las moléculas que se predice que no seran

expulsadas del sistema nervioso central por la glucoproteina P.
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Siglas; BHE: barrera hematoencefalica, AAGI: alta absorcion gastrointestinal, GPP: glucoproteina P

Gréfico 4. Grafico "BOILED-egg" que ilustra la permeabilidad del tracto gastrointestinal y la barrera hematoencefélica.

Los resultado de manera resumida nos muestran que la mayoria de las moléculas pueden
ser absorbidas por Gl y ser permeables por la BHE, ademas solo una, la cual es 7,
predictivamente no podra atravesar la BHE y sera susceptible a ser expulsada por
glucoproteina P, el resto se mantendran dentro del sistema nervioso central, con lo que
permite considerar a los compuestos como prometedores farmacos y subsecuentemente la

posible evaluacion in vivo.
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Tabla 31. Calculos de farmacocinética y e interaccion con dianas biolégicas de interés realizados por SwissADME.

Compuesto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
PM (g/mol) 1742 27831 304.34 29233 21624 258.32 456.62 369.42 230.26 286.37 29233 24429 3004 33441 29233 34239 300.4
# de aceptor de enlace-H 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
# de donador de enlace-H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TPSA (Az) 32,67 4412 4412 4412 4412 4412 4412 4736 4412 4412 4412 4412 4412 4412 4412 4412 4412
Consenso Log P 1.64 3.39 3.72 3.72 221 3.23 6.35 4.46 2.53 3.95 3.67 2.86 4.32 4.36 34 4.34 4.16
ESOL Log S -2 -4.45 -4.75 -4.73 -2.99 -3.84 -7.37 -5.81 -3.28 -4.52 -4.73 -3.7 -4.86 -5.15 -4.4 -5.52 -4.83
ESOL Class MS ModS ModS Mod.S S S PS Mod.S S Mod.S Mod.S S Mod.S Mod.S Mod.S Mod.S Mod.S
Absorcién GI Alta  Alta Alta Alta Alta Alta Baja Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Permeabilidad a BHE Si Si Si Si Si Si No Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Sustrato de gp-P No No No No No No Si No No No No No No No No No No
Inhibidor de CYP1A2 Si Si Si Si Si Si No Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Inhibidor de CYP2C19 No St St St Si Si No St Si St St Si St St St St St
Inhibidor de CYP2C9 No St St St No Si Si St No St St Si St St St St St
Inhibidor de CYP2D6 No No No No No No Si No No No No No No No No No No
Inhibidor de CYP3A4 No No No No No No Si No No No No No No No No No No
# de violacion de Lipinski 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Siglas; MS: muy soluble, S: soluble, Mod.S: moderadamente soluble, PS: poco soluble
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VIl Conclusiones

Durante el desarrollo de este trabajo se abordo tres tematicas, la primer parte fue una

aproximacion al conocimiento de los distintos metabolitos presentes en el extracto etandlico

de la planta Abronia maritima y una segunda parte enfocada en la sintesis de productos

con actividad antioxidante y la propuesta de un antigregario de pB-amiloide. Finalmente, se

realizé la evaluacion in silico de los productos sintéticos. Con lo que se establecieron las

siguientes conclusiones:

1.

Con la particidén del extracto crudo de A. maritima se obtuvieron los extractos de n-
hexano, DCM, n-BuOH y acuoso, con rendimientos del 9, 5, 13 y 73 %

respectivamente.

El resultado del tamizaje fitoquimico del extracto crudo y sus particiones, indico la
presencia de alcaloides y glucésidos antraquindnicos en todos ellos, solo el extracto
de DCM presentd el mayor numero de resultados positivos, o que sugiere que los

metabolitos mayoritarios de A. maritima son de polaridad media.

En la evaluacion antioxidante con la técnica de DPPH, el extracto de DCM mostré
un mejor efecto antirradicalario con una CEso = 0.120 mg/mL; en ABTS el extracto
crudo presentd una mayor actividad frente a este radical catiénico (CEso= 1.047
mg/mL), y en B-caroteno, la particion hexanica tuvo el mejor perfil de inhibicion

oxidativa con un 67 %.

Se obtuvieron 16 derivados sintéticos mediante reacciones de O-acilacion del
enolato generado a partir del 1-fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona. Los rendimientos de
estos productos oscilaron entre el 45 y 99 % y todos fueron caracterizados por

espectroscopia infrarroja, RMN de 'H, '3C y espectrometria de masas.
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5. La evaluacion antioxidante de los derivados sintéticos indicd que el compuesto Eda-
val presenta una mejor accion antirradicalaria frente a los radicales DPPH y ABTS.
Estos resultados sugieren que la cadena alifatica del grupo éster puede favorecer la
actividad de estos productos comparados con aquellos que tienen un fragmento

aromatico.

6. Se requieren de un mayor numero de elementos estructurales para poder explicar
apropiadamente la toxicidad de los componentes evaluados, sin embargo, los
compuestos que presentaron una menor concentracién en este estudio, son los
derivados 4 y 3 que corresponden a Eda-Ptol con una CTxso de 0.04 £ 0.39 mg/mL

y Eda-cinn con 0.47 mg/mL.

7. Los estudios de docking muestran una mejor interaccion de los compuestos
sintetizados con la enzima acetilcolinesterasa, que la obtenida con los agregados
proteicos de B-amiloide, por lo que futuros estudios de nuevos compuestos podrian

explorarse in vitro e in vivo sobre AChE como posible mecanismo de accion.

8. La prediccion in silico demuestra que los compuestos pueden atravesar la barrera
hematoencefalica y no ser expulsados por la glucoproteina-P por lo que se tiene un

perfil prometedor como agentes anti agregamiento en la enfermedad de Alzheimer.
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Anexo

CODIGO DE CONDUCTA PARA LA COLECTA DE PLANTAS

I. Trabaje con el propdsito de hacer el menor dafio posible a las poblaciones
naturales de plantas y teniendo en mente que dentro de éstas puede haber
razas locales con diferencias genéticas; por ejemplo, la poblacién de una loma
puede ser distinta a la loma contigua, a pesar de su proximidad.

II. Apéguese enfaticamente y al pie de la letra a las disposiciones nacionales
y locales, relativas a la colecta de plantas.

* Investigue qué leyes locales existen para poder llevarse y exportar
plantas.

 Si se requiere una autorizacion, nunca colecte sin tenerla.

« Si la autorizacion especifica el numero de plantas, o la naturaleza del
material que puede colectarse, apéguese a lo dispuesto.

» Asegurese de que las plantas que desea colectar no estan en peligro
de extincion, y cerciorese de que no hay sospecha de que lo estén.

[ll. Cuando tenga la intencidn de colectar en un pais donde exista una sociedad
en pro de algun grupo de plantas, por sus propios intereses y por cortesia,
hagase presente ante los dirigentes de tal sociedad.

IVV. Una vez que haya obtenido la autorizacion, colecte discretamente y no dé
la impresion a los lugarefios de que tales plantas tienen un valor comercial.

V. Considere toda posible amenaza, como urbanizacion, sobrepastoreo o la
proximidad de un camino, y si estima que la poblaciéon de especies esta en
peligro, haga un reconocimiento mas completo e informe sus hallazgos a
alguna sociedad local pro conservacion de la naturaleza.

VI. De ser factible, tome fotografias y preserve material representativo, de
preferencia fértil, para depositarlo en diferentes herbarios.

Pattison, G. (1984) Codigo de conducta para la colecta de plantas. Instituto Nacional de
Investigaciones sobre Recursos Bidticos. 1-14.
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