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ABSTRACT

In this thesis, I describe the synthesis of heterocyclic compounds

using dihydropyridines as starting material, in order to obtain

indole and quiniline sistem. I used also computatiomal tools in order

to make theoretical studies of reaction mechanism in the synthesis of

these compounds. The molecular modeling software that I used were

UNICHEM, SPARTAN and HYPERCHEM on Silicon Graphics Workstation and

CRAY Y/YMP 4/432 supercomputer. The compounds were synthesized in

Medicinal Chemistry Laboratory and they were identified using spectroscopic
means as Nuclear Magnetic Resonance, Mass Spectrometry, Infrared

Finally the compounds were probed in biological models as rat and

mouse in order to determinate if the compounds have biclogical activity
as antihypertensive and immunostimulant activity. I found that two

of these compounda had good biological activity, so the studies will
continue in order to determinate the viability of these compounds.
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Se describe en este trabajo, la obtencidén de compuestos heterociclicos por
métodos antes no descritos, asi como la sintesis de indoles y quinolinas

a apartir de dihidropiridinas. Se realiza en este trabajo ademds el estudio
tedrico mecanistico de las reacciones involucrada en la sintesis, para esto
se utilizaron programas especializados(software), en modelaje molecular como
UNICHEM, HYPERCHEM, SPARTAN etc, en Plataformas Silicon Graphics y en la
supercomputadora CRAY YMP4/432. los compuestos sintetizados fueron caracteri-
zados por los métodos espectroscdpicos tradicionales, v dos de los productos
aislados fueron probados en modelos bioldgicos para determinar su actividad
bioldgica, especificamente como antihipertensivos vy como inmmoestimulantes,
enontradose una actividad buena, por lo cual los estudios continuaran con la
finalidad de determinar su viabilidad como alternativa medicamentosa en
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NUEVAS SIiNTESIS DE COMPUESTOS HETEROCICLICOS;
ESTUDIO TEORICO MECANISTICO Y PRUEBAS DE ACTIVIDAD
BIOLOGICA

Introduccion:

BN

En la actualidad, los farmacos utilizados son producto del esfuerzo conjunto de varios
grupos de investigacién multi e interdisciplinarios, los cuales entre ofros involucran quimicos,
farmacologos, toxicologos, inmundlogos y médicos. Esto representa un gasto de millones de dolares
a obtencién de nueves farmacos, por lo que cualquier técnica que la optimice y racionalice, es
bienvenida. Por esto, hoy en dia es necesario establecer una comunicacion entre fa comunidad
cientifica en campos que tradicionalmente se encuentran aislados, tales como la quimica, la
farmacologia, la toxicologia y la medicina, con la finalidad de tener un panorama amplio de un
problema comin: el desarrollo de nuevas alternativas farmacéuticas. La rama que redne a las
diferentes especialidades es la Quimica Medicinal, que ha sido considerada fundamental en el
desarrollo de nuevos medicamentos alternativos. Sin duda alguna en este proceso de
descubrimiento de nuevas estructuras quimicas con actividad biologica es de gran importancia, 1a
presencia del quimico en el desarrollo y sintesis de sustancias quimicas, auxiliado de las técnicas
espectroscopicas tradicionales, ast como de sistemas de prediccion tedrica de algunas de las
propiedades fisicoquimicas de dichos compuestos, el calculo de desplazamientos quimicos en RMN
de hidrogeno y carbono-13. Algunos ejemplos importantes de este tipo de investigaciones han sido
descritos en revistas especializadas como el Joumal of Medicinal Chemistry, QSAR, Theochem,
tanto por grupos de investigacion netamente académicos, como por compafiias farmacéuticas
lideres, como UPJOHN, MERCK, entre otras. Esto muestra que la tendencia a nivel mundial es la
investigacion inter y multidisciplinaria para el descubrimiento de principios activos alternativos, con
mayor potencia, selectivos, y menos toxicos.2 Ejgmplos interesantes de como se aplica a nueva

tecnologia para el descubrimiento de nuevos farmacos es el descubrimiento de una sustancia



responsable de unir a la célula con el virus HIV. Mediante el conocimiento de la estructura
cuaternaria de la enzima, el uso de computadoras y software especializado, investigadores de estos
faboratorios lograron “diseftar” un inhibidor de ia enzima,? como se muestra en la figura 1.

Compuesto Experimental

sy

H
;
f

3

Figura 1.- Estructura de fa proteasa del virus HIV, que contiene el “inhibidor” en el centro.

En la figura 1 se puede observar como en la enzima, el compuesfo que se disefid, “encaja”
en una de sus zonas, inhibiendo su actividad y por lo tanto el virus pierde la capacidad de infectar a
células sanas.

Es asi que el objetivo de este trabajo congiste en presentar la obtencion de compuestos
heterociclicos por métodos antes no descritos, proponer los posibles mecanismos que expliquen su
y aplicar métodos tedricos utifizando software especializado, que refuercen ¢ eliminen alguna de las
proposiciones, asi como la asignacion de sefiales en RMN de hidrogeno y carbono 13. Ademas se
presentaran los resultados de la actividad biologica de dos de los compuestos sintetizados, 1a 2-
metil-3-etoxicarbonil-4-etoxicarbonilmetil-6-(2-hidroxi-5-nitrofenil) piridina { compuesto 8 ), el cual
muestra actividad como antiarritmico y antihipertensivo y el 3-(2-oxopropil)-1H-indol-2-carboxilato de
efilo { compuesto 9 ), que mosird en estudios preliminares actividad como inmunoestimulante.






GENERALIDADES

I.- MODIFICACIONES DE LA SINTESIS DE HANTZSCH

Desde que la sintesis original deHantzschfue descubierta; &sta—ta sufrido—varias——- ~~ — -

modificaciones, siendo las mas comunes las realizadas en la materia prima o reactivos, algunos
ejempios de este tipo de modificaciones son las llevadas a cabo por Baeyer y despues por
Knovenagel, quienes utiizaron un alquifidenos o arilidenos 1,3-dicarbonilicos y compuestos B-

aminocarbonilico o, insaturados para generar 1,4-dihidropiridinas asimetricas.®

CHCOCHs C,H;0,C COCHs

CszOzC\Z + '2N/lj\ “ i
/NS

Esta reaccion se ha adaptado para la sintesis de algunos pirroles, utilizande o-halo

L]

aldehidos o cetonas.®

Rz
. | — 7\
HCO COR!1

N R1
H

Modificando la fuente de nitrégeno y el medio de reaccion, también es posible obtener 4-

O
CO,Et
CH3C02NH4 ‘
0/\ N
CH; COﬁ |
H

Una de las modificaciones mas recientes a las condiciones de reaccion de Hantzsch es el

piridonas.



uso de energia de microondas en ausencia de disolvente y utilizando a ta bentonita como catalizador

Es importante mencionar que en esta modificacion no se logrd aistar de las 1,4-

dihidropiridinas” sino que se obtuvieron directamente las correspondientes piridinas.

R=H, Me, Pr, :-Pr, Fenilo

Otros ejemplos de reacciones de Hantzsch modificadas donde se obtuvieron productos

diferentes alas dihidropiridinas son:

R 7 | CHG
X Non
R
Br CHO

OH
Br

Ph R:
/. CHCONH, ) OH
+ /-—CO —_—_—
CN NZ R
IDR=R'=H
2)R=0CH; ;R'=H
3)R=H:R' =NO, R
Ref 8
0 0
Ph Br
< cn;coszBr = Ph Ph
benceno + CN
CN ©O O 9] OH
Br Br
Ref 8



CHO

2 CH,CONH,
+ o

OH

@:CHO
OH

+

CN

OH CN O
R
R=H, OMe
CHO
= 1 CILCO,NH,
> Acetoacetato de etilo

Ph
CHsCO

21}‘7\H4

o Acido Acético

CH;CO;NH;

Acetona

OCH;

Ref8

Ref 8.

NHz

9a



Z "N
|
CHO
/\L( CN CH3COzNH4’ | TR N CI)H
2 | 7N | i
vOH CN Acetofenona %OAN
9b

@CHO
OH

NH; 0

>
Acetoacetaio de etilo

CHO
CH;3CO:NH:
————— 3

OH Acetoacetato de etilo

R1=OMe; R2= H
R1=R2: Br

Ref 10

Ref, 11



(@] O
@OH MeO 0] CH.COOH _ X P
X +
CHO \E( . LI
NH, H;COOC

Ref.12

0
OH R
o . e
R SCHO NHz/\ +
0 0
R= CH3, Cl, Br
R
! 0
Ref. 13
OH
MeCOCH,;CO,Me
- =
MeCO,NH4
0

Ref. 14



OH Acetoacetato de etilo

T
L

Acido Acético
Etanol

CHO
COyEt

Ref. 15
Asi mismo, tenemos algunos ejemplos de sintesis de dihidropiridinas utilizando una

metodologia diferente a la tradicional.'s"

Ry (CO)W OMe

R2 / R2
THF *
R
\ITT | 20 °C, 5-360 mum.
R; Rq
Pi
N e U COEt  EiOC CO,Et
+ RCH=CHCHO 160°C ~ | ]
A _— - +
R N N
CO»EL Ill

R= Fenﬂ.o, 4-CIiC 6H4: 2_02NC6H4’ 2'H3COC6H4, H

Hasta el momento, la sintesis de dihidropiridinas por diferentes métodos, continua vigente
60mMo una via ventajosa para la obtencion de compuestos con actividad antihipertensiva y los ulfimos
reportes en donde se involucra este tipo de reaccion muestran el uso de la guimica combinatoria’®

para la obtencion de dihidropiridinas.'



Il- Aplicacion de los métodos tedricos en la prediccion de

mecanismos de reaccion

Enla (ltima década, el acceso a poderosas computadoras ha facilitado el uso combinado de

teoria y graficos computacionales para entender y predecir estructuras moleculares, catalisis
enzimatica, proposicion de la relacion estructura-actividad y justificacion de mecanismos de

reaccion, entre otros.

El modelado molecular usa la quimica computacional combinada con programas graficos,
con el objeto de beneficiarse de la siguiente informacion: 1) generacion de la estructura molecular;
2) manipulacién v analisis de las estructuras; 3) desarrollo de un modelo y 4) prediccion de las
propiedades estruciurales, fisicoguimicas y biclogicas. Una vez gue se ha provisto al programa con
la informacidn sobre la conectividad v aspectos conformacionales de la molecula a modelar, la
determinacion de su geometria, se puede reaiizal_‘icon diferentes métodos que comprenden desde la

mecanica molecular hasta la mecanica cuantica, los cuales tienen la capacidad de proveer

informacion estructural con mucha precision.

En el desarrollo de un modelo que explique el mecanismo de una reaccion, se debe tomar
en cuenta el ordenamiento tridimensional de los grupos esenciales, los cuales se fransforman
durante la reaccion. La proposicion de este modelo, asi como fa presentacion espectacular de los
graficos generados por la computadora en donde se muestran las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas, asi como también sus interacciones potenciales, estan basadas en la quimica tedrica. Se
han establecido dos protocolos computacionales que son usados para resolver problemas
estructurales: aquellos basados en la mecanica molecular y los que se basan en la quimica

cuantica. -

Un procedimiento frecuentemente usado para comparar un conjunto de moléculas flexibles,
es el uso de un analogo rigido y plegar las demas moléculas para ajustarias a esta. Si todas las
moléculas fueran flexibles, generalmente la eleccion de una conformacion base puede resultar en

una superposicién arbitraria, ya que la conformacion reactiva no es necesariamente la de minima



energia como es el caso de la reaccion de Diels Alder. En base a esto (ltimo, es importante
mencionar que en el uso de metodos tedricos para la explicacion de un mecanismo de reaccion, es
importante la participacion de especialistas en quimica organica, quienes podran compartif su
experiencia adquirida a partir de los resultados experimentales, con los especialistas en quimica

computacional.

simplista en la mayoria de los casos, como una interaccion nucledfilo-electrofilo, 1o que conduce
invariablemente a la aplicacion de la teoria de los orbitales frontera, la cual ha sido incorporada al
concepto de reactividad molecular.? Es asi que.de acuerdo a la teoria de la conservacion de la
simetria orbital, los orbitales HOMO ({ Highest Occupied Molecular Orbital) y del LUMO ( Lowest
Unoccupied Molecular Orbital), son utilizades para explicar el mecanismo de reacciones organicas,
que suceden, como es &l caso de las reacciones periciclicas.?! Mediante diagramas de correlacion
se puede asignar a cada uno de los atomos de los reactivos, ia contribucion a los orbitales frontera
de tal manera que ia forma de acercamiento, esta regida por dichas contribuciones. Asi, cuando el
valor de 1a contribucidn atomica en el orbital HOMO es negativo, implica un caracter nucleofilico en
la especie, mienfras que si este es positivo, su comportamiento es, por el contrario, electrofilico,
explicandose asi el acercamiento de los niicieos reactivos en los reactantes.

Un ejemplo de 1a aplicacion de esta teoria” se muestra en el siguiente esquema:

] “ L
/l /Cozﬁt —_— - CO,Et

5

Esta es una reaccion tipica [An+2n] de tipo Diels-Alder, donde los afomos marcados

contribuyen mayoritariamente a los orbitales frontera, siendo el dieno la enfidad que contribuye mas
al HOMO o sea el agente nucleofilico, mientras que el diendfilo contribuye mas al LUMO,
comportandose como la entidad electrofilica y de esta manera se explica la formacion del producto
principal.

En materia de computo, hoy en dia con los avances ftecnologicos es posible analizar

10



caracteristicas moleculares mas rapido en sistemas complejos y de esta manera proponer no solo
rutas mecanisticas sino interacciones cataliticas y relacion estructura quimica-actividad bioldgica, en

hase a los resultados obtenidos tanto en el laboraterio como por métodos tedricos.

11



Parte Experimental

Los punfos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no estan corregidos.

Los espectros de IR se determinaron en un equipo Nicolet FT-55X. Los espectros de RMN de

o hidrbgeno-(-200-MHz }-y-de-Carbono-13{-50-MHz ), se-obtuvieron-en-equipos-Varian-Gemini-200-y-— -

Varian-VXR-3008, los espectros de masas en un equipo Jeol-SX-100 y la cristalografia de rayos-X
fue determinada en un difractometro Nicolet-R3m. ﬂ

Los estudios tedricos fueron realizados en una estacion de trabajo Sificon Graphics Indigo 2,
utilizando el programa PIMMS2 cuyo campo de fuerza COSMIC se basa en principios de mecanica
molecular. En una segunda etapa las moléculas fueron optimizadas ufilizando el metodo
semiempirico MOPAC Ver 6.0 en los programas Spartan Ver 5.0,% Hyperchem Ver 5.01% y
UNICHEM Ver 4.01,7 apoyandose en la supercomputadora CRAY YMP 4/432. Los calculos tedricos
como: calores de formacion, densidades electronicas, orbitales HOMO-LUMGO, momento dipolar
fueron obtenidos de las moléculas en su geometria mas estable con excepcion de ia reaccion de
adicion [4n+2x], en donde la conformacion del dieno usada para el calculo fue la s-cis. Los calculos
de los desplazamientos quimicos de algunas ge las estructuras en estudio, fueron realizados
utiizando el programa ACD/LABS. 2 *

Esta parte los resultados se presentan de acuerdo ala siguiente clasificacion:

.- Reaccién de Hantzsch
a) Con 2-nitrobenzaldehido
b) Con 2-nitro-5-hidroxibenzaldehido
¢) Con 2-hidroxi--5-nitrobenzaldehido

IL.- Reaccién de dihidropiridinas con cloruro estanoso en medio &cido.

a) De 1,4-dihidropiridinas a indoles

b} De 1,2-dihidropiridinas a quinolinas

12



|- Reaccion de Hantzsch

a} 2-nitrobenzaldehido ( Esquema | }.- Se presenta un resumen de los productos obtenidos en esta

reaccion.

NO,
@: Acetoacetato de etil_g
EtanolNH t
CHO {OH/ ta

Compuesto 1

EtO,C H

- Compuesto 3

EtO,C

/

OH EtO,C

\

Compuesto 4 Compuesto 5

ESQUEMA 1

13



(E)-2-{1-hidroxi-1- {(E)-1-(2-nitrofenil)metilidenamino Jetil)-3-{2-nitrofenil)-2-propenoato de etilo
(compuesto 1).

Condiciones de temperatura ambiente. Se colocaron 5 ¢ (33 mmol) del 2-
nittobenzaldehido en etanol (50 mL), y se adicionaron gota a gota a una solucion de 8.6 g ( 66

mmol) de acetoacetato de etilo y un exceso de hidroxido de amonio (20 mL al 30 %). Un vez

terminada la adicion y después de 30 minutos a temperatu}a ambiente, se detuvo la reaccion,
observandose la aparicion de un precipitado, el cual fue separado por filtracion a vacio y lavado con
acetato de etilo y posteriormente con acetona. El producto de color amarilio tiene un pf de 174-176
°C, tnicamente soluble en DMSO, rendimiento del 42% (2.20 gr.), con materia prima recuperada.

Espectroscopia-IR (pastilla, KBr): v cm* 3329 (O-H), 3030 {Cgp,-H), 2980 ( Cgp,-H ). 1605
(C=0), 1534 (C=N). RMN-'H {CF:CO:D, 200 MHz) 8 8.60 {s,1H, OH , asociado), 8.82 (s, 1H, H5),
8.20-7.11 (m, 9H, H arométicos y H3), 6.05 y 5.90 ( s, OH libre}, 3.85 (g, J=7.6 Hz, 2H, H7), 2.80 (s,
3H, H6), 0.57 (t, J=7.6 Hz, 3H, H8); RMN-1:C (CFsCO:D, 50 MHz ) 3 178.4 (C1), 162.3 (C5), 146.8
(C-base de grupa nitro), 138-124 (C-sistema aromético), 92.2 (C4), 21.8 (C6), 12.6 (C8); &. Masas,
IE, m/z (%) : M+ 413 (5), 397 [M-16] (4), 395 [M-18(]ﬁ (40), 368 | M-45] (15), 321 (100).

O3N

Compuesto 1

s

Condiciones de reflujo.- Se colocaron en un matraz redondo de 250 mi, 10 g (66 mmoi)
del 2-nitrobenzaldehido en 60 mL de etanol, 17.2 g ( 122 mmol) de acetoacetato de etilo y un exceso
de hidroxido de amonio { 30 mL al 30 %). A diferencia del caso anterior, la mezcta de reaccion se
mantuvo por 2 h a reflujo y se trabajo de manera convencional, aislando 4 compuestos solidos: la

1,4-dihidropiridina como producto principal {Compuesto 2) en un rendimiento del 35% y otros fres,

14



en rendimientos del 20 % del Compuesto 3, 15% del Compuesto 4 y 20% del Compuesto 3.

4-(2-nitrofenil)-2,6-dimetil-1,4-dihidro-3,5-piridinildicarboxilato de dietilo {Compuesto
2). Pf 122-124 °C ( Lit*119-120 °C), IR (pastilla, KBr): v cmr' 3328 (N-H), 3091 (Cspy-H), 2.978 (
Cgps-H ), 1695, 1677 ( C=0); RMN-'H (200 MHz, CDCL,): 8, 7.75-7.15, (m, 4H, C-H aromaticos),

6.12 (s, 1H, N-H J, 5.8 (s, 1H, H4 ), 4.0 (q, J=7.4 Hz, 4H, CHZ éster), 2.28 (s, 6H, C‘]ﬁ), 12 m B

J=7.4 Hz, 6H, CH3, éster ). RMN-13C ( 75 MHz, CDC); 8, 168.5 (C=0), 148.2 (C2+), 145.0 (C2),
143.3 (C1+), 133.0 (C5¥), 131.8 (C6), 127.5 (C4¥), 124.0 (C3+), 104.1 (C3), 60.2 (C14), 35.0 (C4)
20.2 (C16), 14.0 (C15); E. Masas, IE, miz (%) : M 374 { 15), 358 ( 20) [M-O }, 357 (100 ) [ M-OH]
298 (45).

Compuesto 2

4 6-dimetil-2-(2-nitrofenil)-1,2-dihidro-3,5-piridinildicarboxilato de dietilo, (Compuesto
3). Pf 158-160°C . IR {pelicula) { v cm), 3450 (NH), 1710 (C=0), 1650 (C=0}, RMN-'H. ( 200 MHz,
CDCli): & 8.29-7.35 (m, 4H, sistema aromético), 4.35 (q, J=7.4 Hz, 2H, H10), 4.09 (q, J=7.4 Hz, 2H,
H), 2.51 (s, 3H, H13), 2..21 (s, 3H, H14), 1.65 (s,1H, NH),1.35 {t, J=7.4 Hz, 3H, H11), 0.95 ¢ J=7.4
Hz, 3H, H12); RMN *3C, 200 MHz, CDCls): 3, 166.3 {C=0, C7), 164.0 (C=0, C8), 122-140 (C-
aromaticos) 62.0 (C2), 61.0 (C9, C10), 31.0 (C13), 27.2(C14), 14.2 (C11), 13.4 (C12).

s



Compuesto 3

5.hidroxi-2,4-dimetilbenzo[c[3,6]naftiridinil-1-carboxilato de efilo. ( Compuesto 4 ). Pf
175-177 °C, Espectroscopia: i (KBr) { v cm), 3450 (OHj), 1720 (C=0j); RMN-'H ( 200 MHz, CDCla);
5, 11.60 (s, 1H, O-H), 7.80 (d, J= 7.7 Hz, 1H, H-10). 7.50 (m, 2, H-9, H-8), 7.10 (dd, Hz, J=7.7 Hz,
1H, H7), 4.50 (g, J= 8.0 Hz, 2H, CHp), 3.50 (s, 3H, H12), 3.10, 2.59 (s, 3H, H11), 1.38 (t J= 8.0 Hz,
3H, CH3); RMN-13C ( 200 MHz, CDCLs): 8, DEPT 8 carbonos protonados, (4 metinos, 1 metileno, 3
metilos ), 170.3 (C=0), 162.0 (C4), 161.3 (C-a), 155.3 (C5), 139.0 (C2), 138.8 (C-c), 131.2 (C8),
125.3 (C7), 121.4 (C9), 117.0 (C1), 116.1 (C10), 114.2 (C-d), 113 (C-b), 61.7 (CHz ester), 27.0
(C12), 22.4 (C11), 13.4 (CHs- éster); E. Masas, FAB m/z (% ), C17H16N203 , (M+1=M"), 297 {100
), 267 (24) [M*-C2H5] 251 (94 ) [ M*-OC2Hs].

Compuesto 4



N-6xido de 1-(etoxicarbonil)-5-hidroxi-2,4-dimetilbenzo[c][3,6]-6- naftiridina,
(Compuesto 5 ). Pf 160-164 °C, IR (KBr) { v em"), 3400-2400 (OH), 1710 (C=0); RMN-'H { 200
MHz, CDCls): 8, 10.87 (s, 1H, O-H), 7.95 (d, J= 8 Hz, 1H, H7), 7.87 (d, J= 8 Hz, 1H, H10), 7.70 (dd,
J= 1.1 Hz, J= 8 Hz, 1H, H9), 7.23 (dd, J= 1.1 Hz, J= 8 Hz, 1H, H8), 4.45 (q, J= 8.0 Hz, 2H, CH2), 3.20
(s, 3H, H12), 2.70 (s, 3H, H11), 1.40 (t, J= 8.0 Hz, 3H, CH3); RMN-"C { 200 MHz, CDCl3): 8, 170.3

(C=0), 162.7 (C4), 1565 (C-a), 165.6 (C5), 137.5 (C2), 1346 (C-c), 132.2 (CB), 126.0 (C9), 1229 -

(C10), 121.0 (C1), 117.0 (C-d), 114.6 (C7), 113.2 (C-b), 62.4 (CH. éster), 27.1 (C12), 23.2 (C11),
13.9 (CHs- éster) DEPT 8 carbonos protonados, (4 metinos, 1 metileno, 3 metilos ), E. Masas, FAB,
m/z (% ), C17H16N204, (M+1=M%), 313 (3.3), 296 (91) [M*18], 251 (100) IM*-C2H507]

Compliesto 5

b) Con 2-nitro-5-hidroxibenzaldehido .

5 g del aldehido (30 mmol), en 50 mL de etanol, 7.8 g de acetoacetato de etiio ( 60 mmol) y
25 mL de hidréxido de amonio, se colocaron en un matraz redondo de 250 mi. La mezcia se
mantuvo a reflujo por espacio de 2.0 h. La mezcla de reaccion se trabajo de manera convencional,
aislando 2 productos cristalinos, uno de ellos en un rendimiento del 20% y que corresponde a fa1,2-
dihidropiridina (Compuesto 6) y el otro, en un rendimiento del 48%, de la 1,4-dihidropiridina
{Compuesto 7) (Esquemal ll).
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HO CHO

Acetoacetato|EtanolReflujo

de eti~lo B
NHOH [120min
HO HO
N02 NOZ
EtO,C N1 Et0,C CO,Et
N
CO;Et }I{

Compuesto § Compuesto 7

Esquemali

4,6-dimetil-2-(5-hidroxi-2-nitrofenil)-1,2-dihidro-3,5-piridinilcarboxilato de dietilo, (Compuesto
6). Pf 206-208 °C, IR ( pelicula CHCI3) { v cm"), 3346 (O-H), 3240 (N-H), 1701 (C=0), 1656 (C=0);
RMN-'H { 200 MHz, CDCh): 8,10.3 (s, 1H, OH), 7.96 (d, J= 6.0 Hz, 1H, H3"), 6.97 (d, J= 6.0 Hz, 1H,
H6*), 6.80 { dd, J= 6 Hz, J= 1.8 Hz, 1H, H4*), 6.52 (d, J= 2.5 Hz, 1H, NH), 6.18 (d, J= 2.5 Hz, 1H,
H2), 4.20 (g, J= 9.4 Hz, 2H, H10), 4.0 (q, J= 9.4 HZ, 2H, H13), 251 (s, 3H, H7), 2.14 (s, 3H, H8), 1.28
{t, J= 9.4 Hz, 3H, H14), 1.06 (t, J= 9.4 Hz, 3H, H11); RMN-C { 200 MHz, CDCl): 8, 167.2 (C=0,
C9), 165.0 (C=0, C12), 163.8 (C5*), 154.5 (C6), 148.3 (C4), 139.8 (C2%), 138.5 (C3), 127.0 (C37),
116.4 (C6*), 114.7 (C4*), 107.0 (C1¥), 102.2 (C5), 59.0 (C13), 58.8 (C10), 50.2 (Cg), 20.80 (C7), 18.8
(C8), 13.8 (C14), 13.4 (C11); E.Masas IE m/z (% ), M- 390 (15), 373 (18) [M-OH], 345 ( 30) [M-

C2H50], 299 (100) M- C4H1102].

18



Compuesto 6

2,6-dimetil-4-(5-hidroxi-2-nitrofenil)-1,4-dihidro-3,5-piridinilcarboxilato de dietilo. (Compuesto
7). Pf 162-164 °C. IR { pelicula CHCls) { v cm), 3370 (O-H), 3300 (N-H), 1678 (C=0), RMN-"H {200
MHz, CDCla): 8, 9.87 (s, 1H, OH), 8.23 (s, 1H, NHJ; 7.60 ( d, J= 8.8 Hz, 1H, H3*), 6.81 (d, J= 26 Hz,
1H, H6*), 6.55 (dd, J= 8.8 Hz, J= 2.6 Hz, 1H, H4*%), 5.79 (s, 1H, H4), 3.89 (q, J= 14.1 Hz 4H, H9,
H10), 2.19 (s, 6H, H13, H14), 1.02 {t, J= 14.1 Hz, 6H, H11, H12); RMN-C { 200 MHz, CDCL): 6
166.8 (C=0, C7), 161.3 (C7), 146.4 (C2"), 145.2 (C2, C6), 139.5 (C1%), 125.8 (C3"), 117.0 (C6"),
113.1 (C4%), 102.2 (C5*), 58.8 (C9, C10), 33.7 (C4), 18.2 (C13, C14), 13.6 (C11, C12), E. Masas IE
miz (% ), M+, 390 ( 10}, 373 { 100) [M-OH].

Compuesto 7
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c) Con el 2-hidroxi-5-nitrobenzaldehido.

OH i
Acetoacetato de etllg_
NH,OH/Etanotl |
0O,N CHO

8.0 h/Reflujo )

Compuesto 8

Esquema lil

Una mezcia de 16.7 g (100 mmol) del aldehido. 25.2 g (210 mmol) de! acetoacetato de etilo
y 3.85 g de hidroxido de amonio ( 110 mmol ) en 50 mL de etanol, se calentd a reflujo por 8 h. La
mezcla se trabajo de manera convencional, aislandose un compuesto cristalino ( Compuesto 8) con
un rendimiento de 30%, el cual fue recristalizado de diclorometano/hexano (Esquema i).

2-metil-3-etoxicarbonil-4-etoxicarbonilmetil-6-(2-hidroxi-5-nitrofenil)piridina. >
(Compuesto 8 ). Pf 176-178 °C, IR( pelicula CHCly ) ( v cm*), 3434 ( OH ), 3094 ( Cspo-H), 2988
(Csps-H), 1729 (C=0), 1596 (C=0); RMN-'H ( 200 MHz, CDCls): 3, 15.56 (s, 1H, OH ), 8.95 y 8.76
(d, J=2.4 Hz, 1H, H6¥), 8.42 y 8.25 (dd, J=9.3,2.4 Hz,1H, H4*), 7.78 (s, 1H, H5), 7.44 y 7.06 (d, J=9.3
Hz,1H, H3%), 4.55y 4.44 (q, J=7.5Hz, 2H, H8), 421 (g, J=7.5 Hz, 2H, H12), 3.92, (s, 2H, H10), 2.79
y 2.70 (s, 3H, H14), 1.45 y 1.43 (t, J=7.5 Hz, 3H, H9), 1.35 {t, J=7.5 Hz, 3H, H13); RMN-*C ( 200
MHz, CDCl): 8, 169.2, (C=0, C11), 166.2 (C=0, C7), 155.7 (C4), 154.4 (C2), 1447 (C6), 1387
(C5%), 127.6 (C4%), 127.2 (C5), 123 (C6*), 119.3 (C1%), 119.2 (C3), 117.2 (C3"), 62.0 ( CB), 61.5
(C12), 39.8 (C10), 23.3 (C14), 14.1 (C9), 14.08 (C13) Analisis elemental C= 59.02%, H= 5.46%, N=
7.62% calculado C= 58.76%, H= 5.15%, N= 7.21% para C19H20N207. E. Masas IE m/z (%), M~
388 (100), 359 (15) [M-C2Hs), 342 (70} [M-C2HgOl. Rayos X: Los cristales fueron crecidos de
Hexano/diclorometano, resuitando cristales monoclinicos, grupo espacial P2y
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Compuesto §

Il.- Reaccion de dihidropiridinas con cloruro estanoso en

medio acido.

Metodologia general - A 2.6 mmol de la correspondiente dihidropiridina se le adicion¢ una
mezcla de 5.4 g ( 11.3 mmol) de SnClz en 7 mL de HC! concentrado a 5°C; la mezcla se flevo a
temperatura ambiente y finalmente se sometié a reflujo por 5 h. Después de este tiempo se
neutralizo con una solucion saturada de bicarbonato de sodio, hasta pH neutro y se extrajo con
acetato de efilo. La fase organica se sect con sulfato de sodio anhidro y el disolvente fue eliminado,

a presion reducida, el sofido resultante fue recristalizado de acetato de etilo/hexano.

a) Reaccién del 4-(2-nitrofenil)-2,6-dimetil-1,4-dihidro-3,5-piridinildicarboxilato de dietilo con

cloruro estanoso en medio-acido-( Esquema IV}.

L

O
SnCl, |
0
HCl ITI ~
H O
Compuesto 2 ' Compuesto 9
EsquemalV
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3-(2-oxopropil)-1H-indol-2-carboxilato de etilo. { compuesto 9 ). Pf 114-116°C, rendimiento 40
%, Espectroscopia: IR (pastilla, KBr) { v cm), 3337 (N-H), 1724 (C=0), 1674 (C=0); RMN-'H (200
MHz, CDCl): 5, 8.92 (sa, TH, N-H), 7.60 (ddd, J= 1.0, 8.0 Hz, 1H, H7), 7.38-7.10 (m, 3H, H4H5,
H6), 4.40 (g, J= 14.2 Hz, 2H, HY), 4.21 (s, 2H, H11), 2.18 (s, 3H, H13), 1.41 (£, J= 14.2 Hz, 3H, H10);

* RMN-C (200 MHz, CDCk): 8, 206.1 (C12), 161.8 (C8), 1358 (Ca), 127.9 (Cb), 125.9 (C6), 1242

(C2), 120.7 (C4), 120.5 (C5), 116.5 (C3), 111.9 (C7), 61.0 (C9), 40.4 (C11), 20.1 (C13), 14.4 (C10);
E.Masas IE m/z (%), M+, 245 (50), 202 (100 ) { M-C2H30)], 156 ( 90) [M-C4HgO2] .

Compuesto 9

b) Reaccion del 4,s-dimeﬁl-z-(z-nitrofenil)-1,2liiihidro-3,5-piﬁdinildicarboxilato de dietilo con

cloruro estanosc en medio acido. (Esquema V)

0 0
~H
' Ol - QO
HCl
N@
| N
0 0 0
Compuesto 3 lﬂCompuesto 10 Compuesto 11
Esquema V

N-6xido de 3-(etoxicarbonil}-2-metil-1-quinolina. { compuesto 10 ). Rendimiento 30%, pf 98-100
°C. IR ( pastilla KBr ) ( v cm'), 1716 (C=0); RMN-'H { 200 MHz, CDCk): 3, 8.80 (d, J= 8.2 Hz, 1H,
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e

Hg), 8.26 (s, 1H, H4), 7.90-7.60 (m, 3H, H5, HB, H7 ), 4.45 (q, J= 14.1 Hz, 2H, H11), 2.96 (5, 3H, H9),
146 (t J= 14.1 Hz, 3H, H12); RMN-C ( 200 MHz, CDCl): , 165.3 (C=0, C10), 1463 (C2), 142.3
(Ca),132.3 (C4), 129.0 (C6), 1284 (C7), 127.6 (C5), 127.0(C3), 126.0 (Cb), 119.9(C8), 62.0 (C11),
158 (C9), 14.2 (C12); E.Masas IEmiz (%), M+231(75), 214 ( 15) [M-OH], 186 (100) [M-45). La

difraccion de Rayos X corroboran la presencia de una moiécula de agua.

Compuesto 10

2-metil-3-quinolinilcarboxilato de etilo.- { compuesto 11 ). Rendimiento 42%, pf 74-76 °C (Lit. **
70-72 °C) , IR ( pastilla KBr } (v cr), 1718 (C=0); RMN-TH ( 200 MHz, CDCls): 8, 8.80 (s, 1H, Ha4),
8.0 (d, J= 6.7 Hz, 1H, H5), 7.80-7.45 (m, 3H, H6, H7, H8), 4.42 (q, J= 14.2 Hz, 2H, H11), 2.87 (s, 3H,
H9), 1.43 {t, J= 14.2 Hz, 3H, H12); RMN-2C { 200 MHz, CDCls), 166.4 (C=0, C10), 158.4 (C2), 148.5
(Ca), 139.7 (C4), 131.5 (C8), 128.4 (C6), 126.4 (C7), 125.6 (C3), 123.8 (Ch), 61.3 (C11), 25.6 (C9),
14.2 (C12); E.Masas IE mvz (% ), M+ 215 (100), 200 ( 10) [M-15}, 187 ( 20} [M-C2H4], 170 ( 90)
[M-45].

Compuesto 11
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¢) Reaccion del 4,6-dimetil-2-(5-hidroxi-2-nitrofenil)-1,2-dihidro-3,5-piridindicarboxilato de

dietilo con cloruro estanoso en medio acido.

HO .
0 NG, _ n)
SnCl, o
Tha O
HCI
N
0 (6]
Compuesto 6 Compuesto 12

6-hidroxi-2-metil-3-quinolincarboxilato de etilo.- ( compuesto 12 ). Rendimiento 60 %, pf 153-155
°C. IR, ( pastilla XBr } { v cm), 3431, (OH), 1725 (C=0), RMN-"H { 200 MHz, CDCl;+DMSO}: 8,
9.56 (s,1H, OH), 8.56 (s, 1H, H4), 7.86 (d, J=9 Hz, 1H, H8), 7.40 (dd, J=2.7 Hz, J=9 Hz, 1H, H7),
715 (d, J=2.7 Hz, 1H, H5), 4.42, (g, J=14.3 Hz, 2H, H11), 2.90 (s, 3H, HY), 1.45 (t. J=14.3Hz, 3H,
H12). RMN-13C { 200 MHz, CDCl; +DMSQ): 5, 166.1 (C=0, C10), 155.0 (C6), 154.0 (C2), 143.2 (Ca),
137.5 (C4), 128.9 (C8), 126.4 (C3), 123.7 (C7), 123.4 ( Cb), 108.5 (CE), 60.6 (C10), 24.6 (C12), 13.7
(C11). E. Masas 1E m/z (% ), M*231 (100), 216 [M-15] (4), 202 [M-Csz] (20), 186 [M-OEt] (45).

12

J

Compuesto 12
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DISCUSION

Con la finalidad de discutir ampliamente cada una de las fases de este trabajo, la discusion
se divide en res partes importantes: 1) 1a Parte Quimica en donde se discute la estructura propuesta
con base a la asignacion de as sefiales de los diferentes espectros en {os productos obtenidos, 2}
mecanismos de reaccion y en algunos de ellos se realizaron célculos tedricos de orbitales
moleculares HOMO, LUMO, momento dipolo y«calor de formacion de los intermediarios en los
mecanismos propuestos y finalmente en la parte de Actividad Biolégica se describira primero la
metodologia utilizada para los estudios realizados de actividad biologica de dos de los productos
obtenidos durante este trabajo y posteriormente se discutiran los resultados obtenidos.

Parte Quimica
|- REACCION DE HANTZSCH, DEL 2-NiTROBENZALDEHIDO, A TEMPERATURA AMBIENTE.
Aislamiento del intermediario { compuesto 1).

La observacion de un abundante precipitado a los 30 minutos de mezclar los reactivos, cada
vez que se llevaba a cabo la reaccion de Hantzsch con el 2-nitrobenzaldehido, motivo el interes por
aislar y caracterizar este compuesto. A pesar de su insolubilidad en la mayoria de los disolventes, se
jograron obtener sus espectros de RMN de 'H yf%c en DMSQ y CF,COQD respectivamente lo que

permitio inicialmente proponer cualquiera de las siguientes formulas COmo su probable estructura:

128.6

Figura ll Figura Il

_____posteriormente_se abordara la Pade Tedrica en donde se proponen en primera-instancialos— - — -



Con respecto a su masa molecular, ambas estructuras concuerdan con el ion molecular a
miz 413, la pérdida de 18 unidades de masa corroboran que la banda en 3329 cm' de su espectro
de IR y la sefial en 9.50 ppm, encontrada en RMN de hidrogeno que se intercambia con D0,
pertenecen a un grupo hidroxilo. Las sefiales en RMN de hidrogeno en 8.20-7.15 ppm, gue integran

para 8 hidrogenos aromaticos que fueron asignadas a dos fenifos sustituidos y la presencia de un

cuarteto a 3.92 ppm, que integro para dos hidrogenos y una sefial friple a 057 ppm para tre
hidragenos, se asignaron a una unidad de éster etilico. Finalmente una sefial simple a 2.80 ppm, fue
asignada al metilo de la cadena. En las figuras Il y Il se encuentran los valores de los
desplazamientos quimicos de *C calculados para las estructuras propuestas en donde se confirma
la presencia de los anillos bencénicos por la sefiales entre 138 y 124 ppm, la de un grupo carbonilo
del ester a 178.4 ppm y la de un grupo iminq por la sefial a 162.0 ppm. Puesto que las dos
estructuras poseen un carbono del imino con diferénte sustifucion, para decidir cualdelasdosesla
estructura correcta, se obtuvo el espectro de C fipo DEPT, en é&cido trifluoroacético y
encontrandose que la sefial a 163 ppm corresponde al meting de un grupo imino, o que permitic
finalmente diferenciar entre las dos estructuras posibles, ya que la estructura de la figura il o
explica, mientras que la figura lil, tiene el grupo imino sobre un carbono cuaternario. Una
observacion adicional en el espectro de RMN-'H, indica que el grupo hidroxilo forma un puente de
hidrageno con el grupo nitro del anillo bencénico, formando un sistema de 7 miembros (distancia
calculada de 2.8 A), detectado a 9.6 ppm, asi como el OH en su forma libre a 6.05 ppmy 5.83 ppm,
sefiales que desaparecen por intercambio con D,0.

E! mecanismo de la reaccidn de Hantgsch para la sintesis de dihidropiridinas ha sido
ampliamente estudiada, y se han sugerido diferehtes intermediarios que explican la formacion de

este tipo de compuestos como se muestra en el siguiente esquema.*(Esquema V1)
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Esquema VI
Sin embargo hasta donde sabemos, una estructura como la que aqui se propone

(compuesto 1) no se ha sugeride con anterioridad.

2) REACCION DE HANTZSCH, DEL 2-NITROBENZALDEHIDO, EN CONDICIONES DE REFLUJO

De esta reaccion se obtuvieron cuatro compuestos sdlidos, uno de estos fue caracterizado
como la 1,4-dihidropiridina esperada (compuesto 2), en un rendimiento de 35%, mientras que los
otros tres, se obtuvieron con rendimientos del 20% para el compuesto 3, 15 % para el compuesto

4 y 20% para el compuesto §. El compuesto 3 fue caracterizado como 1a 1,2-dihidropiridina
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isomeérica la cual muestra en el espectro de RMN de hidrogeno que ios esteres presentes no son
equivalentes, ya que se observan dos cuartetos que integran para dos hidrogenos c/u a 4.35 ppm y
4.09 p;im y dos sefiales triples que integran para fres hidrogenos c/u a 1.35y 0.95 ppm asignados a
los metilenos y meftilos respectivamente. Esto se ve confirmado en el espectro de IR, que muestra

dos bandas de grupo carbonilo en 1710y 1670 cm™, que va de acuerdo con la siguiente estructura:

/| 10
12

Compuesto 3

La comparacion de la espectroscopia RMN de *H de ia 1,4-dihidropiridina ( compuesto 2),
con la de los compuestos 4 y 5, muestra en estos (ltimos la ausencia de las sefiales para uno de
los ésteres. Por ofra parte, los pesos moleculares de 296 y 312, sugieren las formulas condensadas
de CiHiN203 y CirH1eNz04 ,dpara 4 y 5, respectivamente, que fueron confirmadas por FAB. Las

estructuras propuestas para estos dos compuestos son las siguientes:

Compuesto 4 “ Compuesto §
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NT R OH
)

PN N
COEt

Compuesto 4a

Los datos espectroscapicos de RMN de 'H y ©°C, obtenidos tanto experimentalmente como
nor calculos, resultaron importantes ya que si se comparan por gjemplo las del compuesto 4 con el
de su isdmero compuesto 4a, los desplazamientos quimicos de los grupos mefilo de ambas
estructuras, difieren notablemente, como se muestra en la tabla . Los desplazamientos quimicos
experimentales de dichos grupos en RMN de hidrageno son de 2.60 ppm y 3.10 ppm y en RMN de
carbono-13, de 22.0 ppm y 27.0 ppm ( Tabla Il ) los cuales concuerdan con la estructura 4,

proponiendo de esta manera que 4 y § provengan de una reaccion intramolecular de la 1,4-

dihidropiridina.

CO,Et

Compuesto 5a

Tablas comparativas de los desplazamientos quimicos calculados y experimentales de los

metilos en el anillo piridinico

Tablal
RMN-H' RMN C-13
Tedrica Tedrico
[ Compuesto4 | 261 | 3.2 24 25
Compuesto4a | 260 | 2.38 17 25
Tabla i
RMN-H RMN C-13
Experimental Experimental
2.60 3.10 22 27
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Se debe hacer notar que para los compuestos 4 y 5, pueden encontrarse en equilibrio

tautomérico, como se muestra a confinuacion:

Compuesto 4 Compuesto 4b

AH; = -55.37 Kcal/mol AH; = -64.16 Kcal/mol

&,
20
|
EtOOC =
| o OH
5
N
Compuesto 5 Compuesto b
AH; = -44.56 Kcal/mol AH; = -59.14 Kcal/mol

Los calores de formacién obtenidos teéricamente para cada tautbmero muestran que fa
diferencia entre el compuesto 4 y el compuesto 4b es de 8.79 Kcalfmol y de 14.58 Kcal/mol entre
5y 5a respectivamente. Lo que indica que la forma de lactama es mas estable. Sin embargo, el
espectro de RMN-'H de 5, presenta dos sefiales a campo bajo a 11.3 ppm y 10.8 ppm en una
relacion de 1:4.6, respectivamente, mientras que en resonancia de ©C solo presenta una sefial de
carbonilo a 170.0 ppm, asignada al éster etilico. Los caliculos de desplazamiento quimico realizados
para ambas estructuras tautoméricas, indican que el carbonilo de éster aparece a 172.0 ppmy &l de
amida a 171.3, pero experimentalmente sélo se observd una sefial a campo bajo y se asigno al

carbonilo del éster, lo que sugiere que una de las estructuras predomina . Los despiazamientos
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quimicos en RMN de 13C tedricos® y experimentales de los diferentes carbonos de los compuestos
4y 5y en sus dos formas tautoméricas se muestran en las tablas Il y IV.

Tabla lll.- Valores comparativos tedricolexperimentales.

Carbono( Valores Experimental) Compuesto 4 { Valores Compuesto 4b ( Valores
Calculados) Calculados}
I Ca(161.3) i 1617 - | 1351
Ch (113.0) 103.6 124.9
Cc{138.8) 141.2 130.6
Cd(114.2) 113.2 128.8
C4 (162.0) 171.4 166.9
C5 (155.3) 158.3 1712
C1{117.0) 1195 119.5
C=0(170.3) 172.8 171.3

Tabla IV Valores comparativos tedrico/experimentales.

Carbono{ Valor Experimental) Compuesto § Compuesto b
Ca (156.5) 151.4 132.7
Cb(113.2) 105.8 122.0
Cc (134.6) 135.5 130.9
Cd (115.2} 1155 127.6
C4(162.7) 167.6 167.2
C5(155.6) 151.3 166.1
C1(121.0) 118.0 1201

C=0(170.3) 172.8 171.3

Se puede observar que los valores experimentales coinciden mas con las formas
aromaticas, que con las formas de factama. Sin embargo, puesto que los espectros de infrarrojo de
ambos compuestos muestran ademas de las bandas del grupo carbonilo del éster, las bandas

caracteristicas del grupo amida en 1680 c¢m- y 1650 cm” para 4b y Sb, respectivamente,
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probablemente esto indique que en el estado sélido se encuentre presente la forma de lactama.

3 REACCION CON EL 2-NITRO-5-HIDROXIBENZALDEHIDC
En la reaccion del 2-nitro-5-hidroxibenzaldehido, en condiciones de Hantzsch, se obtuvieron

dos compuestos a los que se les asignaron las ‘estructuras 6 y 7 por comparamon de sus dafos

espectroscopicos con la de sus analogos estructurales los compuestos 2 y 3. Es :mportante hacer |

notar, que a pesar de 1a presencia del grupo orto-nitro en el aldehido de partida, en éste caso no se
logro aislar los compuestos analogos a4y 5.

Compuesto 6 Compuesto 7
4) Reaccion de Hantzsch del 2-hidroxi-5 nitrobenzaldehido.
De la reaccion de Hantzsch del 2-hidroxi-5-nitrobenzaldehido, se aislé un producto cristalino

que fue caracterizado como !

Compuesto 8

El espectro de IR muestra una banda en 3600 cm? asignada ai grupo hidroxilo en la
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posicién 2 del sistema aromético y también se observa fa presencia de dos grupos carbonilo en
1700y 1680. En RMN de carbono 13 se observan los dos grupos carbonilo en 169.2 y 166.2 ppm, y
también la presencia de tres sefiales en 62.0, 39.8 y 61.5 ppm, que corresponden a los metilenos,

C8, C10 y C12 respectivamente. En RMN de hidrogeno, se observa una sefial simple que

intercambia con D-O a 15.56 ppm asignada al grupo hidroxilo formando un puente de hldrogeno con

el nitrégeno de la pmdma y ademas las sefiales debidas a los grupos meblos uno de eIIos como
sefial simple en 2.27 ppm asignada al metilo en la posicion dos de la piridina, y dos cuartetos en
1,30 y 1.15 ppm debidos a los metilenos de los ésteres. La espectrometria de masas muestra el ion
molecular a m/z 388 como pico base, y se observan ademas los fragmentos en 359 y 342 unidades
de masa, que corresponden a las pérdidas de etiio y etanol respectivamente. Esta estructura fue

confirmada por cristalografia de rayos X,

Il.- REACCION DE DIHIDROPIRIDINAS CON CLORURO
ESTANOSO EN MEDIO ACIDO.

a).- Con objeto de confirmar las estructuras de los compuestos 4 y 5 se intentaron sus
sintesis parciales partiendo de ia dihidropiridina {compuesto 2)(figura IV). Para efo se procedi® a
reducir &} grupo nitro a la amina esperando que ésta pudiera realizar ta adicion-eliminacion y generar

de esta manera el cierre del aniflo de lactama.  ©

NOZ N H2
EQOC COOEt EtOOC COOEt
|| rad | —
[H] [ O]
| !
H H
Compuesto 2 Intermediario Compuesto 3
Esquema Vil

El tratamiento de la 1,4-dihidropiridina (compuesto 2) con cloruro estanoso en condiciones
acidas produjo un producto blanco cristalino que ‘en RMN-'H muestra una sefial a campo hajo en

8.90 ppm, que intercambia con D,0 y que junto con la banda en IR a 3337 cm, indica que se
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encuentra presente un grupo OH 6 NH. Por ofro lado también se observa una sefial simple a 4.21
ppm que integra para dos protones de un metlleno aislado. Su espectro de RMN de carbono-13,
muestra la presencia de un grupo carbonilo de cetona a 206.1 ppm, y ésta debe de ser
especificamente una metilcetona ya que en espectrometria de masas se observa la pérdida de 43

unidades de masa que es caracteristico para este tipo de sistema. Sin embargo, Ia ausencra de Ias

sefiales para uno de los grupos éster, indico que la transformacmn qmmba que se efectuo no "
corresponde exclusivamente a una reduccion del grupo nitro, sino mas bien a una transformacion
mas compleja. Los datos espectroscopicos disponibles nos sugirieron 1a presencia de un indol como
sistema basico (compuesto 9), por lo que se correlacionaron los desplazamientos quimicos en
RMN ':C y de 'H de éste compuesto con los de compuestos semejantes reportados en la coleccion
Sadfler y en la literatura (Figura V), encontrando que los desplazamientos quimicos de ciertos

atomos de los siguientes compuestos estan en valores cercanos a los que muestra el compuesto 9:

4

RMN- 13C
- 186
596
RMN- 'H
0
\ o 1.37 2.51
N S~ \
4 435
B O N
11.88 |
H
SADTLER 17922 SADTLER 10228

218

Compuesto 9

Figura V.- Estructura propuesta para el compuesto 9, con los desplazamientos quimicos

experimentales
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Para expticar la enorme diferencia en el desplazamiento quimico del NH inddlico entre el
compuesto reportado ( Sadtler 17922} y el compuesto 9 que son de 11.98 ppmy 8.90 ppm
respectivamente (AS= 2.98 ppm) se realizd un célculo tedrico del andlisis conformacional de ambos
compuestos, encontrando que la razén por fa cual e despiazamiento quimico del proton del
compuesto 9 se encuenfra a campos altos con respecto compuesto descrito en la_coleccion

" 7 Sadier, es debido a que para ¢l compuesto 9 existen dos conformaciones energéticamente
estables, ( Figura VI y Fig VIl ) ya que sdlo difieren una de ofra en 1.94 Kcalimol, en donde la
diferencia significativa es la cercania del grupo carbonilo con el proton en la posicion 1 que da lugar
a la formacién de un puente de hidrogeno.

AH=-76.92 Kealfmol ~ AAH=-1.94 Kcalimol ~ AH= -78.86 Kealimol
FiguraVl  Isémeros conformacionales dei compuesto9  Figura VI
La direccion del momento dipolo, en cada uno de éstos conférmeros muestra que en un
¢aso va en la direccion del NH, mientras que en €l otro es perpendicular a ese grupo.

p= 2.686 Debyes A p=1.588 Debyes p= 4.274 Debyes
Figura Vill Figura IX
Momento dipolo de los conformeros mas estables del compuesto 9
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Para el caso del compuesto reportado en la coleccion Sadtier, se encontré que la diferencia
de la energia de formacion para los conformeros (Figuras X y XI} es de sélo 0.3 Kcalimol, lo que
significa que practicamente existe una rotacién libre del grupo éster.

u=2.678 Debyes A 1n=1.902 Debyes u=0.778 Debyes
AH#=-34 41 Keal/mol AHr -34.06 Kealimol
FiguraX AAH= 0.3 Kealimol Figura Xi

Momento dipolar y Calor de formacion de los conférmeros del compuesto reportado en el Sadtfer
Finalmente, de la diferencia de los momentos dipolar de estos conférmeros, podemos
concluir que debe ser mas polar que e compueste @, lo que estaria de acuerdo con el
desplazamiento quimico observado para el NH. La estructura determinada por difraccion de rayos
X, confirma una de las conformaciones mas estables, en donde se observa la cercania del grupo
carbonilo al NH.
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En la figura XII, se muestra la esfructura cristalina del compuesto 9, en donde se puede
observar una de las conformaciones mencionadas anteriormente y que corresponde a la

conformacion cis entre el grupa carbonilo y el NH.

B k4

Figura Xl Rayos X del compuesto 9

b) Reaccion de la 1,2-dihidropiridina con cloruro estanoso en medio acido.

Con la finalidad de determinar cual seria ef comportamiento de las 1,2-dihidropiridinas (
compuestos 3 y 6) frente a las condiciones de retuccion que fueron efectivas para su isomero 1,4,
se procedié a tratarlas con cloruro estanoso en medio &cido. Una vez aislados y purificados los
productos de reaccion para cada uno de los casos, sus datos espectroscopicos de infrarrojo y RMN
de 'H y 1*C mostraron que difieren de manera notable de las del compuesto 9 indélico. Uno de ellos
muestra sus diferencias mas significativas en el desplazamiento quimico en los espectros de RMN
de Hy ©¥C a 297 ppmy 47.0 ppm, respectivamente, que se asigna a un metilo, el cual se
encuentra unido a un sistema aromético de una quinolina; ademas en el espectro de **C indica la
presencia de otro metilo, carrespondiente al éster etilico. La estructura de quinolina (compuesto 11)
propuesta fue corroborada por comparacién de sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas con
las descritas® para este compuesto. Ef ofro compuesto muestra como diferencia significativa con el

compuesto 11, la presencia de un atomo de oxigeno adicional.
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= =
N N N

Figura XIll Estructura por Difraccién de Rayos X del compuesto 10
El espectro de difraccion de rayos X del compuesto 10, muestra la presencia de un N-Oxido
y una molécula de agua (Figura XIit), confirmando de esta manera fo mencicnado anterormente.
Mientras que el compuesto 10 no ha sido preparado, el compuesto 11 fue descrito por
primera vez por P. Friedlander3 sintetizo este compuesto con bajos rendimientos via la
condensacion del 2-aminobenzaldehido con acetoacetato de etilo. Algunos ejemplos en donde se

han descrito la sintesis, de éste compuesto se muestran a confinuacion:

L.

oY = 000

R=CQOEt 53%
Ref 35a
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e kR
folueno @ioj/\
0 ———-
N

N3 fa
R= COOEt 70% “Ref 35b
OR R
QO = QL
—_— -
N EtCH N
R=COOQEt 65% Ref 36
@ Oe Acetoacetato R
- a
Q0" = QQL
O\ .
R=COOEt 23% Ref 37

Resulta interesante comentar que el compuesto 11, se utiliza como precursor en |a sintesis
de herbicidas,® para la generacion de tintes, asi como intermediario en fa sintesis de antibioticos.*®
De la reaccion del compuesto 6 con cloruro estanoso en medio acido, se logré aislar un compuesto
qunalinico, como praducto principal en un rendimiento de 40%. Su espectro de masas muestra, que
el ion molecular difiere por 16 unidades con respecto al compuesto 11 y los desplazamientos
quimicos que presenta en sus espectros de RMN de 'H y *C son muy similares a los del
compuesto 11, por lo que fue asignada la estructura 12 a ese compuesto. Cabe mencionar que a

diferencia del caso anterior, no se detectd la presencia de ningiin compuesto con el grupo N-oxido.

Compuesto 12
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ESTUDIO TEORICO-MECANISTICO

Los mecanismos propuestos que explican la formacion de los productos, fueron estudiados

---—-—*w——desdee#pﬁnt&devista“teéﬁco:empieandvpmaestmﬂware—espedaﬁzado*a’decUa’GOTSE‘a'pTité’Ta"' T

siquiente metodologia:

En primera instancia se utilizo el programa PIMMS? de Oxford Molecular con la finalidad de
construir tas estructuras en dos dimensiones y se transporté al modulo de tres dimensiones. Una
vez ahi, se aplicé mecanica molecular para obtener un minimo energéfico ¢ la estructura mas
estable v ésta a su vez fueron exportadas a UNICHEM Ver. 401,77 SPARTAN 5.0,% HYPERCHEM
5.01,% en donde se aplicé mecanica cuantica a nivel AM12¢, Con estos programas se obtuvieron ios
datos del analisis conformacional, ademéas de obtener el calor de formacion y los orbitales
moleculares en diferentes niveles energéticos (HOMO, LUMO), las poblaciones electronicas y
momento dipolar de cada molécula optimizada. De esta manera cada una de las propuestas se
estudio de manera particular y se compararon los resultados obtenidos en los diferentes programas
con la finalidad de estabiecer si existe alguna diferencia significativa entre ellos, asi como enconfrar
la contribucion a los orbitales moleculares de manera puntual, y determinar asi si la propuesta

realizada es consistente.
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Compuesto 1.- La formacion del compuesto 1, puede explicarse tal y como se ilustra en el

siguiente esquema (Esquema VIll):

J
(VN

A‘HdOH COMPUESTO 1

Esquema Vili
El primer paso de la reaccion consiste en la condensacion de un equivalente del aldehido
con el acetoacetato de etilo, este compuesto reapciona con otro equivalente del aidehido pero en
forma de base de Schiff, dando el producto aisiadc; por una reaccion de adicion-eliminacion. En este
caso Se considerd innecesario realizar calculos tedricos, debido a que el mecanismo propuesto

praciicamente no tiene variables.
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Mecanismo de la formacién de los compuestos 4 y 5.
Por las formulas condensadas de estos compuestos y por el hecho de que en el espectro de
resonancia magnética nuclear de hidrégeno se detecte Unicamente la presencia de un ester nos

sugiere que el otro éster pudo modificarse por condensacion con una entidad nucleofilica. Se

propone que la dihidropiridina se oxida a la piridina mientras que la entidad que se reduce es e
grupo nitro en primera instancia a la hidroxilamina y finalmente a la amina. La condensacion
intramolecuiar de la hidroxilamina o la amina con uno de los grupos éster genera los compuestos
4 y 5 respectivamente. Este proceso quimico encuentra soporte por el hecho ya conocido, que las
dihidropiridinas son entidades reductoras®; por gjemplo la NADPH es una 1,4-dihidropiridina ia cual

actia como agente reductor bioldgico.

NO;
EtO,C COOEt

]
| | Reduqcién

Compuesto 2

Compuesto 4

Esquema IX Génesis del compuesto 4

i
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Para la formacion del compuesto 5 la secuencia mecanistica seria similar a la anterior:

BN

NQ»
— - EtOC COOEt— Redox - e
PO
N

l
H

Compuesto 5

Esq'uema X Génesis del compuesto 5

Como en el caso anterior, la ruta mecanistica propuesta para la formacion de estos
compuestos, no parece tener alternativas, por io que se considerd innecesario realizar calculos

tedricos. i
Formacién del compuesto 9.- En este caso se tienen dos propuestas mecanisticas que

explican la formacion de este compuesto y que se muestran en los siguientes esquemas:
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PROPUESTA1

NO;
SnClz/HC].
R R » R

- LK

N ——— N—H R= -COOEt

Esquema Xl

Aqui se propone la reduccion de la 1,4-dihidropiridina (compuesto 2), formandose el nitroso
derivado (INT1), el cual mediante la adicion Je una molécula de agua al carbono 2 de la
dihidropiridina y ataque nucleofilico intramolecular al nitrégenc del grupo nitroso, se genera el anillo
de cinco miembros (INT2). En este intermediario la entrada de un par de electrones del grupo

hidroxilo, propicia la apertura del anillo de seis miembros (INT3), que por la adicion de otro
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equivalente de agua y la pérdida de etanol se forma la cetena (INT4), la cual mediante |a adicion de
una molécula de agua y la pérdida de acetamida dan origen al écido carboxilico y la cetona

respectivamente (INT5). Finaimente la descarboxilacion e isomerizacién (INT5a) de ésts ultimo
explica la formacion de! compuesto 9.

Se propusleron dos mecamsmos al’terna’uvos que son |os sngmentes

PROPUESTA 2

AHe=-141.05 Keal/mol

AHe=-185.74 Keal/mol

: “SNHOH

AHr=-22428 Kcal/mol

AHr=-89.15 Kcal/mol

NHOH NHOH
EtOOC\/\rCOOEt Etooc\\/YCOOEt E00C coom
Rl — LI w ]
PN /\N/\ ©
l H,N
S INTY 1 INT8
(OH"‘ (NHOH NHOH
L § _cooE BOOC COOEt
cooEt * D =
-CH3CN /
INT11 0" BN
AHr=-104 |2 Keal/mol INT10
INT9

COOE!

INT12
MAHe= 6754 Kealfmol

A\Hy=-185 26 Koal/mol

N—H
COOEt
O

Compuesto 9
AHi=-78.91 Kealfimol

Esquema Xl|
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En esta (lfima propuesta, &l primer paso de la reaccion es la isomerizacion al INTT, la
apertura del ciclo mediante la adicion de una molécula de agua forma el INT3, que se isomeriza al
INTO. La reaccion intramolecular de éste y con la consecuente pérdida de acetonitrilo y monéxido de

carbono y etdxido, forma el intermediario INT10, el cual reacciona inframolecularmente, atacando el

nitrégeno de la hidroxilamina, abriendo €l anilio de tres r_nierhbrbs- y formando uno de cinco (INT11),

quién mediante una pérdida de agua forma INT12, que esta en equilibrio con el compuesto 9.

46



QUINOLINAS

Consideranda que en esta reaccion los dos productos, que se obtienen difieren solo en el
estado de oxidacion del nirogeno en €l heterociclo, se puede sugerir un mecanismo similar en
ambos ¢asos con la Unica diferencia que el nitrégeno en el intermediario que se va a ciclar tendria el

estado de oxidacidn apropiado, como a continuacion se muestra:

PROPUESTA 3
NO, - NH,
COOE NHOH COORt
HN COOEt AN L‘
\ ——> N —
X | 3
T
COOFt COOEt
COOEt
Compuesto 3 INT13 INT14
AHe=-125 18 Keal/mol AHr=-137.43 Keal/mol AH; = -132.23 Keal/mol

NH;
Isomerizacion (4 4 COOE +H,0
g———— Y ———
NH,
BOC  COMf COOE , COOEY
INT17 INT16 INTIS
AHp=-162 59 Keal/mol AH;= -162.07 Keal/mol AHp=-112.15 Keal/mol

e

-Acetoacetato
de etilo N
— — O
COOEt
R=COOEt INT19 Compuesto 11
AHg=-158 31 Keal/mol AH;= -168 37 Keal/mol AHe = -39.96 Keal/mol

Esquema XIll
En el caso de la formacion del compuesto 11, se propone que el compuesto 3 se reduzca,

primero a la hidroxilamina {INT13) y posteriormente a la amina {INT14), la cual mediante una
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isomerizacion azaciclohexadieno—sazahexatrieno produce INT15, que pasa de la imina—cetona
INT16 y con la geometria adecuada INT17,.se cicla por medio de una reaccibn Michael
intramolecular obteniendo INT48. Este a su vez se transforma del enol a la cetona correspondiente
(INT19), que finalmente por medio de 1a eliminacion de una molecula de acetoacetato de etilo se

transforma en el compuesto 11. Como se mencioné anteriormente, para explicar la formacion del

compueste 10, el mecanismo es similar al anterior, sélo que la especie nucleofifica nitrogenada es

ahora la hidroxilamina, como se muestra a continuacion:

PROPUESTA 4
i
NO, NHOH 3 2™NHOH
NH COOL!t y COOE: 4 COOF:
N \[\ )k}\
6 |
COOEL COOE: COOR: COOR:
Compuesto 3 INT13 INT20 INT21
AHr=-125.18 Kcal/mol  AHy = -137.43 Kcal/mol AH; = -116 25 Kcal/mol AHe = -137.43 Kcal/mol
ilsomerizacién
o 8
ON Acetoacetat
-Acetoacetato
de etilo q
O
COOEt

Compuesto 10

INT24 R=COOEt  INT23 INT22
AH; = 39.96 Keal/mol AHe = -161.35 Kcal/mol.,  AHr = -157.35 Kcal/mol AH; = -168.46 Kcal/mol

Esquema XIV
La caracteristica mas relevante de ambas propuestas es la ciclacion, para lo cual se
realizaron estudios tedricos de estos intermediarios, con la finalidad de establecer la cercania de
ambos centros para efectuar el cierre. Asi mismo se puede observar que existe un ataque
nucleofilico del nitrégeno, ya sea en forma de amina o en forma de hidroxilamina, hacia el carbono 6
que por ende debera tener un caracter electrofifico.

Con la finalidad de establecer que €l cierre de la formacion del anillo de seis miembros en



los pasos INT17—>INT18 e INT22-»>INT23 de las propuestas 3 y 4 que explican la formagion de los
compuestos 10 y 11 se justifiquen tedricamente, se calculd la contribucion de los orbitales
moleculares HOMO LUMO en los intermediarios clave es decir INT17 e INT22. Los resultados son

los siguientes:
U2 1 ATOMO HOMO (%) LUMO (%)
3 < NHp
4 v N1 26.08 -
5 0 C6* - 1768
Et0,C CO,Ft
INT17 cr= - 8.997

*(C8,*™ C10enlafigura
Gréficamente se muestra en la figura XIV:

Figura XIV Representacidn gréfica de la contribucién a los orbitales moleculares HOMO-LUMO
Aqui se representa los orbitales HOMO sombreado, mientras que en sélido, ta contribucion
al LUMO.
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Para et INT22 tenemos:

1 ATOMO HOMO (%) LUMO (%)
% 2 “NHOH
4 N q N1 20.21 -
50 | 0 —C6*- = 14:56 o
BOL  COEt
INT22 cr - 7.63
*C9y ™ Cl0enlafigura
Graficamente se muesira en la figura XV:

Cta

Figura XV.- Representacion grafica de la contribucién a los orbitales moleculares HOMO-
LUMO
Donde la zona sombreada representa la confribucién al HOMO, mientras que la zona

sélida representa la contribucion al LUMO. Los resuitados obtenidos muestran que los mecanismos
propuestos son congruentes, ya que la zona que confribuye al LUMO (zona electrofifica) son los
atomos 6 y 7 de ambos intermediarios. Por ofro lado, {a distancia entre los centros reaccionantes en
la estructura termodinamicamente mas estable, son de 3.09 A y 3.11 A respectivamente.
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Una variante de este mismo proceso, es que antes de efectuarse el cierre (INT17—INTi8 e

INT22—INT23), se elimine un equivalente de acetoacetato de etilo como lo muestran la siguientes

BN

propuestas:
PROPUESTA 5

o AHe=-12518Kcal/imol —  AHy=137.43 Keallmel ———- _ AH¢=-13223 Keal/mol .o

NHOH NH;
COOEt coom NT 7 COOE,
ol
COOEt

COOE: COOEt
INT14
Compuesio 3 INT13
L>Hy= -162 07 Keal/mol AHe=-107.94 Kcal/mol

COOEt

-Acetoacetato

INT25
l de etilo

Ql
COOQEt

INT26 INT27 INT28 Compuesto 11
AHe=-87.90 Kcal/mol AHe=-89.17 Kcal/mol AHs=-92.97 Keal/mol AH;y=-39.96 Kcal/mol

Esquema XV

Y de manera similar, para el caso del compuesto 10 se tiene:
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PROPUESTA 6

AHe=-125.18 Kcal/mol AH¢=-137.43 Kcal/mol AHe=-132.23 Kcal/mol

OQEr
l
e
COOEt
Compuesto 3
AHf—— -92 38 Kcal/mol AHe= -230.44 Kcal/mol l
: 1
-Acetoacetato 2™NHOH
2 Mu de etilo 3 e, H,0 3 2 NHOH
COOnt 0 2 COOE:  =—
OH
0”6 A
INT30 COOE COOEt
llsomenzacién INT29 INT21
AH;=-169.66 Keal/mol
1
% 2 “NHOH —_—
4 6 /2
5 0
COOEL COOFEt
INT31 INT32 Compuesto 10
AHe = -93 92 Keal/mol AHg=-90.67 Kcal/mol AHe=-92.97 Keal/mol
Esquema XVl

En estas nuevas propuestas las contribuciones a los orbitales moleculares HOMO, LUMO

en los intermediarios INT27 e INT31 son:
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______66# — —— .0 —
COOQEt 0
INT27

. ATOMO HOMO (%) TUMO (%)
2
3 "@ N1 75.60 -
4 6
5 \‘Q”

*C9enlafigura
Gréaficamente esta Ulfima se representa asi:

Figura XVI Representacion grafica de !a contribucion a los orbitales moleculares HOMO-LUMO

De igual manera, aguf se representa los orbitales moleculares HOMO en sombre, mienfras
que en solido la contribucién al LUMO.

&



Y para el intermediario INT31, tenemos:

ATOMO HOMO (%) | LUMO (%)
3 = NHOH N1 20.66 -
4 6 -
XY 3 n 10
COOEt 0 - -
INT31

Ei granco es el siguiente:

* C9enlafigura

Figura XVil Representacion grafica de la contribucion a los orbitales moleculares HOMO-
LUMO



Si comparamos los intermediarios INT17 contra INT27 e INT22 contra INT31 y sumamos las

contribuciones al LUMQO , tenemos lo siguiente

INTERMEDIARIO HOMO LUMO
INT17 26.08 26.84
INT27 225.60 2.0

INTERMEDIARIO HOMO LUMO
INT22 20.21 2218
INT31 20.66 1.0

Los resuttados muestran que la contribucion al HOMO es semejante en arr;bas propuestas,
pero no asfen el LUMO donde la diferencia es muy significativa. Por lo tanto las estructuras de los
intermediarics mas probables son las del INT17 e INT22, y se puede concluir que la ciclacidn
sucede antes de perder la molécula de acetoacefato de efilo. Finalmente y con la finalidad de
establecer si existe alguna diferencia significativa entre el metodo tedrico utilizado en este trabajo
(semiempirico AM1) y otros como Ab initio y PM3 se realiz0 el calculo de la energia de formacion
del INT17, los resultados son los siguientes:

AM1 162.59 Kcal/mol
PM3 161.96 Kcal/mot
Ab initio 162.60 Kcal/mof

Estos resultados indican una diferencia no significativa, concluyendo de esta manera que €l

método semiempirico AM1, utilizado para el calculo de las propiedades fisicoguimicas en las

estructuras quimicas es el mas adecuado.
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FORMACION DEL compuesto 8.- Los antecedentes mecanisticos de este tipo de reacciones®!
nos permiten sugerir dos posibles rutas que expliquen fa obtencion del Compuesto 8.
PROPUESTA 7

W, O
f
5 {0]
O "o,
H\O
COMPUESTO 8

Esquema XVil

En esta propuesta, ef primer paso es {a condensacion del aldehido aromatico y la enamina
conjugada del acetoacetato de efilo, formandose la base de Schiff, la cual mediante una adicion
[An+2m} intermolecufar con una de las formas endlicas del acetoacetato de efilo produce la
dihidropiridina, que finalmente se oxida para obten{ér el producto aislado (compuesto 8).

Analizando esta propuesta por paso, cabe mencionar que el primero de éstos, consiste enla
condensacion del aldehido con la enamina cinética, la energia requerida para que ocurra ésta y
produzca el INT32 es de 35 Keal/mol
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L ON \\O
BN
o A~ |

W,

HO

INT32

&

Este intermediario mediante una reaccion [4x+2n] que requiere de una energia de 40

Kcal/mol, genera el intermediario INT33

y o
N

O
L o VUl — O
\/‘ \N N2
HO

40 Kcal/mol . INT33
Este ultimo intermediario se deshidrata para forma el intermediario INT34, que finalmente se

oxida para obtener, el compuesto 8.

Oxidacion

Compuesto 8 - _ INT34
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PROPUESTA 8

Se resume ésta, en el siguiente esquema:

COMPUESTO 8

Esquema XVill

El primer paso de la reaccion requiere de 32 Keal/mol y consiste en el ataque nucleofilico de

la enamina aislada, generandose el intermediario INT35.



QN

o
Lo 2N OH
(0] OH —» OH

> o HN

N
WX _7) ) o

N— 0/\0/\
) INT35
32 Kealimol

Este ftimo se deshidrata y se regenera el grupo carbonilo para generar el intermediario
INT36, que reacciona mediante una adicion de Michael con otra molécula de la enamina ahora

conjugada (termodinamica) resultando de ésta el intermediario INT37.

INT36 INT37

47 Kcaiimol

Que por una condensacion intramolecular nos conduce a los intermediarios INT33 e INT34,

ya sugeridos como intermediarios en la propuesta7, para explicarnos la formacion del compuesto 8.

INT33 INT34 " COMPUESTO 8



<.

Si comparamos los resultados de ambas hropuestas se encuentra que la energia de para
que ocurra la primera etapa del mecanismo de reaccion no representa una diferencia significativa,
dado de que sélo hay una variacion de 3 Kcal/mol entre una y ofra; pero por otro lado en la segunda
etapa, se observa que la diferencia de energia entre las dos es de 7 Kcallmol, que puede ser

importante energéticamente hablando. Sin embargo, este analisis no resultd con diferencias tan

significativas {con excepcion de la antes mengcionada), por lo que se puede concluir que ambas

propuestas podrian ser consideradas como viabies.
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PARTE BIOLOGICA

En esta seccion presento en primera instancia los conceptos generales de la evaluacion de
la actividad biologica del compuesto 8, en~el area de enfermedades cardiovasculares,

___ especificamente-de-las—arritmias—e—hipertension-y—posteriormentelos-aspectos generates y fa ——
metodologia utilizada para determinar |a actividad bioldgica.

I- Actividad Bioldgica del compuesto 8
Aspectos generales de antiarritmicos -

Segin cifras del sistema nacional de salud, en 1992 una de las principales causas de
mortalidad en México fueron las enfermedades cronicas vasculares con un 13.5%. Denfro de éstas,
la hipertension arterial es la mas frecuente y afecta hasta un 30% de fa poblacion mundiai #

Fi control de ia presion arteriai con farmacos antihipertensivos es una aiternativa que se utiliza
frecuentemente, no solo para reducir la presion arterial sino también para prevenir otra clase de
lesiones en diversgs rganos. Los farmacos mas empleados para el control de la presion arterial son:
diuréticos, bloqueadores adrenérgicos, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina,
vasodilatadores y calcioantagonistas. Desde que el tratamiento farmacolégico de la hipertension
arterial se inicie hace unos 35 afios, los calcioantagonistas y en particular los derivados piridinicos se
han convertido en un periodo de apenas 5 afios, en el grupo de medicamentos mas utilizados y se
caracterizan por inhibir la penetracion de iones Ca®, a través de la membrana activada de células
musculares lisas de la pared vascular, necesarios para la activacion de las contracciones de la célula
cardiaca. Por otro lado, se considera pertinente definir algunos términos que serén utilizados en esta

seccion, asi tenemos :

4

ISQUEMIA- La oclusién aguda de una arteria coronaria debida a una enfermedad
arterioesclerdtica o a la presencia de un trombo que origina isquemia miocardiaca que frae como
consecuencia infarto agudo del miocardio. La isquemia miocardica se define como un estado en el cual
el lujo sanguineo al miocérdio no es suficiente para proveer de oxigeno a las células, pasando de una
respiracion aerdbica a una glucdlisis anaerdbica para producir energia.® La ausencia de flujo colateral

en la isquemia severa, impide el aporte de substratos metabolicos favoreciendo la acumulacion de
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catabolitos en el tejido afectado.

REPERFUSION - Al momento que se elimina la obstruccion coronaria, ocurre una entrada
abrupta de sangre que lleva oxigeno y nutrientes al tejido cardiaco. A esta entrada de sangre al

miocardio después de un periodo de isquemia se le denomina reperfusion.* Es al inicio del periodo de

reperfusion en donde ocurre una entrada masiva de calcio al espacio intracelular que se traduce en:
i. Un incremento en fa actividad de proteasas y fosfolipasas sensibles al calcio que origina darios
estructurales en la célula miocardiaca. .
ii. Produccion de oxiradicales, metabolitos altamente reactivos, de oxigeno molecular, que si se
acumulan, provocan arritmias.
iii. Estrés fisico ocasionado por hinchazén osmotica y una contraccion sostenida.
iv. Activacion de ATPasa dependiente del calcio la cual apresura la disminucion de ATP.
De este modo un aumento de calcio intracelular por reperfusion ocasiona dafio celular
irreversible y arritmias caraiacas.
CLASIFICACION DE LAS ARRITMIAS CARDIACAS.#
a) Taquicardia, significa frecuencia cardiaca rapida, mayor a 100 latidos por minuto, las tres
causas principales de taquicardia son: aumento de la femperatura corporal, estimulacion det
corazén por el sistema nervioso simpatico y{\estados toxicos del corazén.
b) Fibritacién Auricular, es un aleteo auricular en el que se presentan un gran numero de
impulsos nerviosos que se difunden en todas direcciones a través de las auriculas.
¢) Fibrilacion Ventricular, es un aleteo venfricular en el que se presentan un gran nimero de
impulsos nerviosos que se difunden en todas direcciones a traves de los ventriculos.

Todos los calcioantagonistas inhiben la entrada de calcio al interior de {a célula; sin
embargo, los mas selectivos son los farmacos dihidropiridinicos (Nifedipina, Nitrendipina, Felodipina,
Nicardipina, etc.).#s Considerando que el compuesto 8 cumple con una serie de requisitos para
considerarse como calcioantagonista, como la presencia de: esteres, sistema aromatico y un grupo
nitro, se procedid a determinar el efecto antiaritmico de la 2-metil-3-etoxicarbonii-4-

etoxicarbonilmetil-6-(2-hidroxi-5-nitrofenil} piridina.
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Compuesto 8

El modelo bioldgico consistio en inducir arritmias por isquemia y reperfusion miocardica a 4
lotes de ratas Wistar macho (n=10). Los animales fueron anestesiades con pentobarbital sddico (55
mg/Kg por via intraperitoneal), manteniéndolos con respiracion asistida. Se realizaron registros
glectrocardiograficos con el fin de determinar la actividad cardiaca y sus cambios, ademas de
obtener los registros de presion sanguinea mediante la canulacion de la arteria femoral. Se abrio el
torax del lado izquierde para localizar fa arteria descendente anierior izquierda, ia cual se ligd con
hilo de seda trenzado calibre 6.0, con el fin de provocar un periodo de isquemia de cuatre y medio
minutos y al término se retir6 la oclusion, comenzando la reperfusion y observando a partir de este
momento diferentes tipos de arritmias ventriculares como extrasistoles ventriculares, taquicardia
ventricular y fibrilacion ventricular.

El compuesto 8§ fue administrado previamente por [a vena femoral, a dosis de 1.0 mg /kg, 3.1
mg /kg, y 10.0 mg /kg, en un volumen de 0.1 mL del vehiculo que consiste de 0.02 mL de acetona y
0.07 mL de propilenglicol, antes de realizar la oclusion. Una vez realizada la oclusion, se registré la
actividad electrocardiografica por espacio de 30 segundos en los primeros cuatro minutos.
Cumpiiendo el tiempo de isquemia se retir¢ la Iigagura e inici6 el periodo de reperfusién, registrando
sy actividad a los minutos 5, 6, 7, 8, 9, 10. También se le determiné la relacion entre el efecto
antiarritmico y las dosis de 1.0, 3.1y 10.0 mg/kg , siguiendo la metodologia anterior. Para el caso del
grupo contral, se le administré el vehiculo dnicamente.
Resultados

Las gréficas 1, 2 y 3 muestran el efecto antiarritmico del compuesto 8 alas dosisde 1, 3.1y
10 mg/kg de peso en comparacion con su grupo confrol, en ellas se muestra el efecto sobre la
frecuencia cardiaca en un periodo de 0 a 4 minutos, es decir ¢l periodo de isquemia, observandose

que oscila entre 365 y 339 latidos por minuto para el grupo control, mientras que para los grupos
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que recibieron la dosis de 1.0, 3.1, y 10 mg/kg de peso oscila enire 365 a 340, y de 365a 218 y de
365 a 195 fatfmin tespectivamente. Por ofro lado, se muestra el efecto de este compuesto a
diferentes dosis en relacion, ala actividad antiarritmica, mostrado por el % de incidencia de arritmias
cardiacas como son; Taguicardia Ventricular (TV), Extrasistoles ventriculares (EV), y Fibrilacion
Ventricular (FV).

De lag-tres-dosis-evaluadas-para el-compuesto-8, se observo que soblo la-dosis de 3.1 mgikg
de peso protege sobre [as diferentes aritmias cardiacas obtenidas por reperfusion. El porcentaje de
incidencia de arritmias cardiacas se encuentra en un intervalo del 25 % al 42 % parala TV, del 1.6

% a 12.5 % paraias EV y det 0.4 % a 1.6 % para la FV, en el caso del grupo confrol, mientras que

~-parael-compuesto 8 adosis de 1.0,3.1; y 10-mgkg-el-porcentaje de incidencia para la TV es del 8

% al 24 %, 10 % al 29 %, y del 0 % al 17%; para las EV el porcentaje de incidenciaes de 0 % al 5
%, 0% al 11 %, y def 0 % ai 11%, y paraia FV el porcentaje de incidencia es del 11 % al 51 % y del
5 % al 30%, respectivamente.

¢ w1 pERTIODO DE o1 TAQUICARDIA
¥ . —3—CONTROL 80
z 380 4 IW IA —-@~—Compuesto 8 .3 sol VENTRICULAR
v | (1mg/Kg) g . FlF CONTROL
] & 407 BB Compuesto s
& 380 T G - I ’
20+
Bl o= .
326 t; —r 1 T d T g T —5 -]

7
Tiempo (min) Tiempo (min.)

®1 FIBRILACION
I VENTRICULAR

26~ EXTRASISTOLES
VENTRICULARES

201
B CONTROL

#ea% Compuesto 8

9% Incidencia
3
de Incidencia

%

Tiempo {min.)

Gréfica 1. Actividad antiarrifimica de el compuesto 8 a una dosis de 1 mg/kg.
En esta-grafica se muestra ¢l efecto sobre 1afrecuencia cardiaca en el periodo de isquemia
comparado con €} grupo control, Posteriormente se observa el efecto de este compuesto sobre los
diferentes fpos de-arritmias cardfacas, entre “efias fa-taquicardia - ventricular, - exfrasistofes
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ventriculares y fibrilacion ventricutar.
PERIODO DE

70 TAQUICARDIA

ooy s EMIA
f 1o 1sQu VENTRICULAR
B 3504 /E\E «
g | 8 T B CONTROL
%3%-- g et
g ~3—CONTROL U 3
g1 B @, —0—Compuestos g
&m- 3.1 mg/Kg) #20
- —0 K10
e S R S T W
& 7 3
Tiempo (min.)
“]  FIBRILACION EXTRASISTOLES
wd VENTRICULAR VENTRICULARES
. BNl conTROL B coNTROL

i Compuesto 8

% Incidencia
8

=9
@
4

] 3
Tiempo (min.)

[L]
e

§5s Compuesto §

% Incidencia

7 3 )
Tiempo (min.)

Gréfica 2. Actividad antiarritmica del Compuesto 8 a una dosis de 3.1 mglkg.

En esta grafica se muestra el efecto sobre la frecuencia cardiaca en el periodo de isquemia

comparado con €l grupo confrol. Posteriormente se observa el efecto de este compuesto sobre los

diferentes fipos de aritmias cardiacas, entre ellas la taquicardia ventricular, exirasistoles

ventriculares y fibrilacion ventricular.
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Créfica 3. Actividad antiarritmica del Compuesto 8 a una dosis de 10 mg/kg.

En esta gréfica se muestra el efecto sobre la frecuencia cardiaca en el periodo de isquemia
comparado con el grupo control. Posteriormente se observa el efecto de este compuesto sobre los
diferentes tipos de amitmias cardiacas, entre ellas la taquicardia ventricular, extrasistoles
venfriculares y fibrilacion ventricular.

Se observa que el compuesto 3, posee propiedades protectoras sobre las arritmias
cardiacas a una dosis de 3.1 mg/Kg, por lo que resuita un candidato alternativo en el tratamiento de
las alteraciones en ritmo cardfaco.

Con la finalidad de comparar estos resultados con un principic activo comercial, se
realizaron los mismos estudios con [a Nifedipina, |a cual contiene en su estructura los requerimientos
antes mencionados. Los resultados son los siguientes:

La gréfica 6 muestra el efecto antiarritmico de la Nifedipina de Bayer a una dosis de 3.1 mg/Kg
de peso en comparacion con su grupo confrol, en ella se muestra ef efecto sobre la frecuencia
cardiaca, en el periodo de isquemia, observandose que oscita entre 353 a 126 lat/min. Por ofro lado
se muestra el efecto de este compueste a la dosis de 3.1 mgkg, en relacion a fa actividad
antiarritmica mostrado por el porcentaje de incidencia de las diferentes arritmias cardiacas. Para
este compuesto se observé que a la dosis de 3.1 mg/kg protege de las amitmias cardiacas obtenidas
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por reperfusion. El-porcentaje de incidencia parala EV es del 0 % al 4 %, parala TV'y FV es del 0%.

T 400 o
% | _ PERIODO DE 1 TAQUICARDIA
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F 2 107 Wifedipina
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Gréfica 6. Actividad antiarritmica de fa Nifedipina a una dosis de 3.1mgrkg.

En esta gréﬁga se muestra-ef fecto sobre Tafrecuencia cardiaca en €l periodo de isquemia
comparado con £l.grupo control. Posteriormente se observa el efecto de este compuesto sobre los
diferentes qPos de amitmias cardiacas, entre eflas la taquicardia ventricular, extrasistoles
ventriculares v fibrilacion ventricular.

Comparando la actividad de la nifedipina ( compuesto comercial), contra el compuesto
experimental, se-gbserva que ios resultados son semejantes; sin embargo, los estudios de toxicidad
comparativa, se determina que 1a nifedipina presenta-mayor indice de toxicidad que el compuesto
8. La toxicidad se determind en base a pruebas hematoldgicas, para lo cual se administraron las
sustancias por via subcutanea a una dosis de 100 ug/Kg y se realizaron las siguientes mediciones:
concentracién de hemoglobina, hemetocrito y fagocitosis. Todos los estudios se realizaron con
grupos-de-10-ratones ¢ftry-con um grupo controt-ahcual se adminisiré el vehiculo {agua-DMS30), los

resultados son los siguientes:
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Prueba Control . Nifedipina Compuesto 8.
{C] Hemoglobina 12.37 12.18 13.61
Hematocrito 36.41 35.83 40.2
[C] de Eritrocitos 6.098 6.06 6.86
Actividad 1 -0.701 0.018 B
Fagocitica

Los resultados obtenidos muestran una variacion no significativa en los tres primeros
estudios con respecto al control, pero si observamos la Gitima prueba de actividad fagocitica, es de
notar que la Nifedipina provoco una supresion mayor en esta actividad, lo que se traduce en un
efecto inmunotéxice mayor que of compuesto 8; el cual a pesar de también provocar supresion,
ésta no fue de la magnitud de la nifedipina. Por ofro lado, los estudios que se realizaron a nivel del
efecto macro y microscépico, de drganos de animales tratados crénicamente con el compuesto 8
por 6 meses, indican que no éste presenta efectos nocivos a higado, cerebro, bazo y corazon. Cabe
mencionar que estos estudios son aln preliminares, y para concluir que el compuesto 8 se
convierta en una aiternativa terapéutica, se requiere de una mayor cantidad de estudios, los cuales

en este momento se llevan a cabo.

Ii.- Actividad Bioidgica del compuesto 9.-

Aspectos Generales.-

Actualmente no existe una nomenclatura sencilla que describa convenientemente las
acciones inmunofarmacolégicas de las sustancias que tienen actividad en el sistema inmune; la
mayoria de los agentes son clasificados como inmuncestimulantes; sin embargo, €l contexto en el
que ocurre la estimulacion varia ampliamente.# La forma mas comun de producir estimulacion es
en combinacion con el antigeno lo cual generaimente se refiere como accion adyuvante.#” Es util
disociar la respuesta inmune celular de la respuesta de anticuerpos T-dependientes ya que difieren
en su forma de modulacién. La respuesta de células B requiere una fase inductiva de 24 hr
dependiente de células T-cooperadoras y macréfagos antes de su activacion. Los adyuvantes de las
respuestas de células B son dependientes de células T como los muramildipéptidos, las endotoxinas

y los polinucledtidos. La respuesta de células T difieren de las respuestas de células B en el inicio
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de los procesos involucrados, los agentes inmunoterapéuticos no han sido cuidadosamente
analizados en este respecto, por esto los adyuvantes de células T han sido recientemente
reconocidos como una clasificacion independiente.

Un rasgo importante acerca de los inmunoestimulantes, es su capacidad de aumentar no

sblo la formacion sino el nomero de células del sistema reticulo endotelial (SRE). Esta accidn

predice el incremento en la eliminacién de particufas y patégenos a nive! intravascular e incrementa
la resistencia a patogenos, particularmente aqueilos que infectan el SRE. Otro grupo en el contexto
de la Inmunofarmacologia y particularmente inmunorestauracion, incluye las hormonas timicas y las
drogas timomiméticas. Las hormonas timicas tienen como rasgos generales, la capacidad de
aumentar una variedad de funciones inmunolégicas celulares, particularmente en el ratén atimico, o
después de la supresion del sistema de células T como el cancer, la vejez, efc.

La induccién de interferones (IFN} es ofro rasgo comun de accion de los agenies
inmunoterapéuticos. Los interferones estan implicados en el fenémeno inmunoregulatorio llevando a
ia activacion de células NK y macrofagos para eiiminar las célutas tumoraies. Agentes taies como
las glicanas, los polinucledtidos y los pirimidinoles inducen IFN. Otro aspecto frecuentemente
observado de los compuestos inmunolégicamente-activos es la capacidad inmunomoduladora, esto
es estimular en una dosis e inhibir en otra (usualmente mas alta). Generalmente cualquier sustancia
a una dosis suficientemente alta puede tener efectos inhibitorios, por lo tanto es importante distinguir
si los efectos inhibitorios representan una acentuacion fisiclogica de los mecanismos supresores,
efectos antiproliferativos en linfocitos, efectos inmunotéxicos especificos o toxicidad no especifica.

Otra forma Util de agrupar a los agentes es por medio de su capacidad para activar algunos
de los sistemas de nucledtidos ciclicos (AMP o GMP ciclicos). Existe mucha evidencia de que estos
agentes, al incrementar el GMP ciclico estimulan la formacion de linfocitos, macréfagos y
granulocitos incluyendo fa proliferacién, la secrecion y la motilidad y los agentes que incrementan el
AMP ciclico generalmente inhiben estas funciones pero promueven ofras como |a diferenciacion de
células T4 -

Ademas de definir su actividad a nivel del Sistema Inmune es necesario que los candidatos
a agentes inmunoterapéuticos sean analizados en su farmacocingtica, farmacodinamia, refacion
dosis-respuesta, toxicologia y efectos colaterales y vias de administracion para finalmente definir

todos los aspectos farmacéuticos para el desarroilo del producto final que saldra al mercado.
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Por ofro lado, esta reportado que los indoles presentan actividad bioldgica como
antipsicoticos’® anticonvulsionantes relgjantes musculares y axioliticos, neuroprotectores y
antiinflamatorios.5 Es importante mencionar que algunos indoles presentan una marcada actividad

biologica, como lo es la melatonina, hormona producida por fa glandula pineal y que ha sido

ampliamente estudiada, ya que se ha determinado su influencia en el sistema inmune.*® Dada la

semejanza estructural del Compuesto 9 con aguélios que presentan actividad biolbgica semejante,
se realizaron pruebas para determinar la actividad inmunoestimulante, asi como pruebas de

inmunotoxicidad. Los métodos ufiizados se presentan a continuacion,

N
| |
H

Melatonina Compuesto 9

METODOS: .

A.- Ensayo de la actividad fagocitica de granulocitos in vitro.

Fundamento.- El concepto de fagocitosis esta basado en la capacidad de las células del sistema
reticulo endotelial de eliminar particulas extrafias. En este caso el elemento extrafio es el carbon
coloidal que se administra a la muestra de células en el cultivo. Su medida indica si el sistema
inmune se encuentra estimulado, normal o deprimido, dependiendo de la velocidad y capacidad de
eliminacion del cuerpo extrafo.

1. Metodo.

a. Preparacion de granulocitos. Se obtiene sangre completamente fresca de individuos sanos y se
deja sedimentar a fravés de dextran (sangre:dextran = 2:1) por 30 min. a 25°C y se somete a
centrifugacion con Ficoll-Hypaque (20min a 1560xg). El sobrenadante resultante se descarta, la

pastilla leucocitaria se resuspende en medio RPMI, se centrifuga por 10min. a 400xg, se lava y se
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resuspende en medio RPMI y se ajusta la densidad a 3x108 céiulas/mL.

b. Preparacion de levadura de pan. La levadura de pan se suspende en sotucion salina 0.9%, se
calienta por 30 minutos en un bafio de agua hirviendo, se filtra dos veces a través de una gasa
estéril y se ajusta a una densidad de 3.7 X 10 \

¢. Incubacion de la mezcla.

1.- 200 mL. de solucién amortiguadora de fosfatos {(PBS) {control) por 200 microlitros de la solucion
de la muestra {preferiblemente de 4 a 6 concentraciones tales como 100, 10, 1, 0.1 mg en PBS).

2.- 200 microlitros de suspension de granulocitos.

3.- 200 microlitros de suero apsonizador (de 5 donadores sanos y diluido 1:10 con 0.9% de salina).
4.- 200 microlitros de células de levadura.

Estas muestras se incuban en bafio de agua a 37°C por 10 minutos con agitacion suave, y
después ia fagocitosis es terminada afiadiendo EDTA. De cada mezcla incubada se transfieren 500
mL se transfieren al portaobjetos, se secan a temperatura ambiente y se tifien usando el método
Pappenheim. Usando ei microscopio con aceite de inmersion, se determina el nimero de particuias
ingeridas por granulocito contando 200 a 300 células.

d. Calculos
indice de fagocitosis (IF)= suma de particulas ingeridas / nimero

de granulocitos.
% de fagocitosis (estimulacion o supresion}= (IFruessa - Fleonra) X 100 X 1F oot

PLACAS HEMOLITICAS DE CUNNINHAMs

Para evaluar la actividad inmunoestimulante de estos productos se utilizé la técnica de
células formadoras de placas hemoliticas bajo el siguiente disefio experimental. Se formaron 6 lotes
de 4 ratones cada uno; un ratén se uso de control negativo, otro de control positivo y los dos
restantes fueron tratados con el compuesto 9. A los ratones con el producto se les administré 50
mg/Kg de peso durante 5 dias consecutivos y en el 2° y 4° dia de tratamiento se les administro 0.5
mL de eritrocitos de carnero al 2% por via subcutdnea. A los controles positivos se les administré en
el 2° y 4° dia 0.5 mL de eritrocitos de carnero al 2%. Al 6° dia de tratamiento todos los ratones

fueron sacrificados para realizar la técnica de Cunninham (4}, la cual consiste en colocar una
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muestra de sangre del animal sacrificado entre dos portaobjetos, la cual fluira capilarmente entre
estos, observandose la formacion de placas en el caso de actividad hemolitica.
Con la intencion de establecer si el compuesto quimico presenta actividad biolégica como

agente inmunoterapéutico asi como determinar si presenta una toxicidad importante a nivel celular

se realizaron primero pruebas de fagocitosis y generacién de placa hemoliticas de acuerdo con

fécnicas descritas. <7

carnero conejo raton humano

> 5 mg/mL > 5 mg/mL > 5 mg/mL 0.5 mg/mL

Los resultados del efecto del compuesto 9 en el % de fagocitosis de las células blancas de

sangre periferica es el siguiente:

Muestra % de Fagocitosis
Controles 85 +- 8.0
indol 89 +-5.0

Esta técnica midé el grado en que las células son capaces de fagocitar un elemento extrafio
al organismo, respuesta directamente ligada a los{‘fenc‘)menos de defensa, es decir a la eficacia del
sistema inmune, de tal manera que a mayor respuesta fagocitica, mayor respuesta inmunolégica y
como se puede observar en los resultados obtenidos en los experimentos, la respuesta fagocitica se
incremento en un rango del 4%, aumento que nos indica la viabilidad del compuesto para continuar
los estudios que indiquen de una manera significativa a que nivel se encuentra su actividad

biologica. En este caso la materia extraiia que se administrd fue carbén activado.

Evaluacion Inmunotoxicologica de 3-(2-oxopropil)-1H-indol-2-carboxilato de etifo.

Finalmente se determiné el efecto en la produccion de placas hemoliticas con eritrocitos de
bazo de raton para determinar el grado de toxicidad del compuesto 9; la metodoiogia se muestra a
continuacion: ‘

Se toman muestras de sangre de distintas\especies ( raton, carnero, conejo y humano), las
cuales son mezcladas con EDTA. Cada muestra se lava con una solucion de Alserver’s ( buffer de

fosfatos, pH=6.1), se centrifuga a 1500 rpm durante 20 min. Las muestras se lavan en dos
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ocasiones mas con SSE para eliminar el Alserver's y se cenfrifugan una ves mas a 1500 rpm
durante 20 min y se elimina el sobrenadante. ;

b) Se preparan 30 mL de cada una de las muestras una suspension de eritrocitos al 2% en solucion
salina fisiologica y por otro lado, se prepara una solucion salina fisiologica una suspension del

compuesto a evaluar a diferentes concentraciones, estas muestras se incuban a 37°C y se toman

100 mL de esta suspension para ser colocadas en los pozos de las placas los cuales contienen los
erifrocitos. El testigo control consiste de los vehiculos utilizados en esta prueba sin el compuesto
quimico.

c) Una vez realizada esta operacion, las placas se seflan con papet parafim y se incuban por
espacio de dos horas, tiempo en ef cual se leen los resultados obtenidos y se vuelve a tomar otra

lectura de los mismos después de 24 horas

Muestra No de Placas Hemolificas
Controf {golo eritrocitos) 100 +- 15
Control {(nada) 0
Indol (100 mg/mL} 100 +-15

En este caso |a técnica consiste en someter un cultivo celular a una concentracion conocida
de la sustancia quimica y en donde dichas células al entrar en contacto con dicho compuesto,
reaccionarian provocando una hemolisis, manifestandose como placas sobre el cultivo, cabe
sefialar que esta técnica es mas sensible que la hemdlisis, por lo que de igual manera se establece
que el indol presenta una baja toxicidad. ;

Aunque el aumento en la actividad fagocitica no fue significativo, los resultados muestran
que dicha actividad aumento, y para determinar con certeza si el compuesto quimico actua a otro
nivel, se procedio a realizar estudios en timo, que como se sabe , es el érgano responsable de la
respueéta inmune, encontrandose un aumento en su tamafio, en un 18%, {de 0.148 g a0.175 g) en
animales a los cuales se les administré una dosis de 100 pgr/Kg. La metodologia utilizada fue la
siguiente: se administrd el compuesto 9 a lote de 8 ratones en una (nica dosis de 100 pgriKg via
intraperitoneal manteniendo a dos ratones como testigos a los cuales s6lo se les administro solucion

salina. Después de 8 horas de haber sido administrado el compuesto, ‘los animales fueron

73




sacrificados, observando que el timo se encontraba crecido comparativamente con respecto a los
testigos. Se tomaron muestras de 1.5 cm?® de este organo que fueron colocadas en formol al 10% de
una solucién amortiguadora de fosfatos, se tomaron posteriormente cortes de Su y se ocluyeron en
parafina para ser montados en portaobjetos, los cuales finaimente se tifieron con hematoxilina-

eosina y fueron observados al microscopio, estos resultados preliminares muestran una marcada

influencia sobre el fimo, que es uno de los 6rganos primarios en el sistema inmunologico y que esta
encargado de la produccion y diferenciacion de los linfocitos; ademas, en este organo fas cefulas T
se multiplican y reproducen; siendo estas Gltimas las responsables de la actividad inmune de los

organismos superiores.

Por otro lado, los resuitados toxicolégicos del indol, muestran practicamente una nula
actividad toxica a nivel celular, al determinar dafios celulares solo a muy altas concentraciones, es
decir amas de 5 mg/mL para los casos de las células de camero, conejo y raton y de 0.5 mg/imL en
células humanas. Estos resultados nos han permitido establecer los parametros importantes en la
viabilidad para que un compuesto quimico pueda ser considerado como alternativa terapéutica, por
lo que en este caso los estudios continuaran con pruebas mas sofisticadas y sensibles, de tal

manera que tengamos la certeza de la efectividad de este compuesto.
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Conclusiones.

1- De las reacciones efectuadas en este frabajo de investigacion, se logrd el aislamiento de 12
compuestos de los cuales 6 de ellos no han sido descritos anteriormente. ( Compuestos 1, 3, 6, 8,
10y12)

2.- Apoyandose con programas especializados en computo, se calcularon los desplazamientos

quimicos de los compuestos propuestos y fue posible ia asignacién de la estructura.8

3.- Se determind que la 2-nitro-2,6-dimetil-3,5-dicarbetoxi-1,4-dihidropiridina, produce con el
tratamiento con cloruro estanoso, en medio &cido, un indoi, mienfras que su isémero 1,2-
dihidropiridinico produce bajo las mismas condiciones quinolinas. Se propusieron los mecanismos

de reaccion que explican la formacion de los productos.

4.- Aplicando mecanica molecular y mecanica cuantica se realizaron los calculos tetricos de
algunos intermediarios claves en los diferentes mecanismos de reaccidn, que ayudaron a reforzar o

eliminar fas propuestas realizadas.

5.- Se determind |a actividad bioldgica de dos de los compuestos aislados, el compuesto 8 posee
propiedades protectoras sobre las arritmias cardiacas a una dosis de 3.1 mg/Kg, por io que resulta
en este momento un candidato viable en el tratamiento de enfermedades det miocardio, ya que este
compuesto es menos toxico con respecto a la nifedipina, medicamento comercial ya que no
presenta una disminucién importante en el fenémeno de inmunosupresién; sin embargo es
necesario continuar con las siguientes fases del desarrolio de nuevos principios activos, tales como

la fase preclinica y clinica.

6.- Finalmente, el compuesto 9, presenta activid:ad biolégica como inmunoestimulante, ya que en
los estudios preliminares de este compuesto, que aumenta el tamafio del imo, érgano responsabie
de la respuesta inmune, asi mismo se encontré un aumento ligero en la actividad fagocitica. En este
caso los estudios contintian con la finalidad de establecer con certeza la eficacia en este fipo de

meganismo de reaccion.
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