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Este trabajo fue realizado en el laboratorio de quimica orgénica L-121 de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan y las pruebas bioldgicas se
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Lista de abreviaturas

c = Sefial cuddruple

CCF = Cromatografia en capa fina

CDCl3 = Cloroformo deuterado

d = Sefial doble

dd = Sefial doble de dobles

DMSO-4¢ = Sulfoxido de dimetilo hexadeuterado
EM = Espectrometria de Masas

Hz = Hertz

IR = Infrarrojo

J = Constante de acoplamiento

m = Sefial maltiple

m/z = Relacién masa/carga

MHz = Megahertz

g = Sefial quintuple

RMN = Resonancia Magnética Nuclear

s = Sefial simple

t = Sefial triple

td = Sefial triple de dobles

TMS = Tetrametilsilano

v = NUmero de onda e inverso de la longitud de onda
0 ppm = Desplazamiento quimico en partes por milléon

ug = Microgramo (10 g)
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1 Generalidades

1.1 Quimica verde

Segun la definicion de la US EPA (del inglés United States Environmental Protection Agency, Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América), la quimica verde es una quimica que
disefia productos y procesos quimicos que son inofensivos para el medio ambiente, evitando asi la
formacion de contaminacion.

Los productos quimicos deben elaborarse de modo que no permanezcan en el medio ambiente al final
de su aplicacién y que se descompongan en componentes que sean inocuos para el medio ambiente.

El ahorro basado en una sintesis eficiente sin el uso de reactivos "exéticos", la reduccion de la energia
requerida y el reemplazo de disolventes orgéanicos con agua, son significativos incluso a nivel de
laboratorio, mientras que a escala industrial es posible obtener millones de ahorros.

La quimica verde no es una disciplina cientifica separada, sino un enfoque interdisciplinario
responsable de la ciencia, basado en la responsabilidad quimica, ecoldgica y social, que permite la
creatividad y el avance de la investigacion innovadora.? Como éarea de investigacion propulsora, trata
de encontrar y mantener un equilibrio entre el uso de los recursos naturales, el crecimiento econémico
y la conservacién del medio ambiente.

1.1.1 Tendencias en la quimica verde

El programa de quimica verde para el disefio, desarrollo y aplicacion de productos quimicos y procesos
gue reducen o eliminan el uso o la produccién de sustancias que son peligrosas para la salud humana
y el medio ambiente, y para lograr los objetivos principales del programa ecoldgico, se presenta a
través de varias tendencias dominantes:*

a) Investigacion en el campo de las reacciones cataliticas y biocataliticas para obtener compuestos
puros altamente selectivos sin la formacién de subproductos toxicos;

b) Busqueda de nuevas materias primas, inocuas y renovables, como la biomasa;
c) Disefiar productos quimicos eco-compatibles menos toxicos;

d) Encontrar y probar nuevos medios de reaccion alternativos, no toxicos y renovables, como agua,
liquidos ionicos y fluidos supercriticos.

e) Encontrar y probar nuevas condiciones de reaccion alternativas, como microondas, ultrasonido y
reacciones a la luz.

f) Exploracién de rutas alternativas para la purificacion de aire y agua envenenados para mejorar su
calidad, como las reacciones fotocataliticas.®

La quimica verde o la quimica ecolégicamente inocua, inofensiva y sostenible; es la elaboracion y
aplicacién de productos y procesos quimicos que reducen o eliminan el uso y la creacidn de sustancias
peligrosas. En lugar de limitar el riesgo al controlar la exposicion a quimicos dafiinos, la quimica verde
busca reducir, y posiblemente eliminar, el peligro, negando la necesidad de controlar la exposicion. Si
no se usan o producen sustancias peligrosas, el riesgo es cero y no hay necesidad de preocuparse por



eliminar las sustancias peligrosas del ambiente o limitar la exposicion a ellas o "La quimica verde se
trata de reducir los desechos, las materias primas toxicas, los riesgos, la energia y el impacto y el costo

medioambiental".®

1.1.2 Principios de la quimica verde

Paul Anastas y John Warner de la EPA han desarrollado doce principios de la quimica verde, y en su
libro “Teoria y practica de la quimica verde”, publicado en 1998, explicaron su significado en la
préctica.

Los principios de la quimica verde hablan de la reduccion o eliminacion de sustancias peligrosas o
dafiinas de la sintesis, produccion y aplicacién de productos quimicos y, por lo tanto, se reduce o
elimina el uso de sustancias peligrosas para la salud humana y el medio ambiente. Al disefiar un
proceso de quimica verde, es imposible cumplir los requisitos de los doce principios del proceso al
mismo tiempo, pero intenta aplicar tantos principios como sea posible durante ciertas etapas de
sintesis.

1) Prevencion
Es mejor prevenir el desperdicio que tratar o limpiar el desecho después de que se haya creado.

El primer principio de la quimica verde es el principio de prevencion, es decir, la prevencion de la
generacion de desechos, que es mas favorable para los seres humanos y el medio ambiente y, en Gltima
instancia, mas econémico que tratar los desechos y destruirlos después de que se hayan generado.

La justificacion para la introduccidn de este principio se confirma por el hecho de que alrededor de 12
mil millones de toneladas de desechos, o alrededor de 300 millones de toneladas de desechos
peligrosos para la salud humana y el medio ambiente (los Ilamados desechos peligrosos) se producen
anualmente en los Estados Unidos. La industria quimica produce el 70 % de la cantidad total de
desechos peligrosos y los desechos téxicos organicos mas altos (alrededor de 150,000 toneladas) con
prevalencia de metanol y xilenos.

2) Economia atémica

Los métodos sintéticos deben disefiarse para maximizar la incorporacion de todos los materiales
utilizados en el proceso al producto final.

El principio de Economia Atémica esta l6gicamente vinculado al principio de prevencion de residuos,
ya que requiere que todas las materias primas utilizadas en la produccién maximicen la utilizacion o
inclusidon en el producto final para, en Gltima instancia, reducir la cantidad de residuos. Esto significa
que la sintesis quimica debe disefiarse de tal manera que el producto final maximice la entrada de
materias primas o disefie tales productos sintéticos que utilizaran todo el material utilizado para la
sintesis en el producto final.

3) Sintesis quimicas menos peligrosas

Siempre que sea posible, los métodos sintéticos deben disefiarse para usar y generar sustancias que
tengan poca o ninguna toxicidad para la salud humana y el medio ambiente.



La mayoria de las reacciones de sintesis quimica, que generalmente tienen lugar en multiples etapas,
utilizan reactivos toxicos. Aunque el producto no contiene estas sustancias toxicas, existe el riesgo de
gue se contamine y el redisefio de estos procesos es una tarea de la quimica verde.

Siempre que sea posible, la sintesis quimica menos peligrosa aboga por la creacién de métodos
sintéticos para el uso y la creacion de sustancias poco o nada toxicas para la salud humana y el medio
ambiente. La sustitucion de productos quimicos nocivos por enzimas biologicas hace que muchos
procesos industriales sean mas limpios y baratos.*

4) Disefiar productos quimicos mas seguros

Los productos quimicos deben disefiarse para llevar a cabo la funcién deseada al tiempo que minimizan
su toxicidad.

Minimizar la toxicidad, al mismo tiempo que se mantiene la funcién y la eficiencia, puede ser uno de
los aspectos mas desafiantes del disefio de productos y procesos mas seguros, y lograr ese objetivo
requiere comprender no solo la quimica, sino también los principios de toxicologia y ciencia ambiental.

La revista cientifica “Green Processes: Designing Safer Chemicals” aboga por el disefio de productos
quimicos de una manera que reduzca su toxicidad y mantenga su eficacia. El objetivo de producir
productos quimicos seguros (no carcinogénicos, mutagénicos, neurotoxicos) es el equilibrio entre el
rendimiento éptimo y la funcion del producto quimico, asegurando que la toxicidad y el riesgo se
reduzcan al nivel mas bajo posible. En otras palabras, el uso de productos quimicos téxicos debe
evitarse y reemplazarse siempre que sea posible, pero se debe tener en cuenta su eficacia.

5) Solventes mas seguros y auxiliares

El uso de sustancias auxiliares (por ejemplo, disolventes, agentes de separacion, etc.) debe hacerse
innecesario cuando sea posible e inocuo cuando se usa.

Las separaciones cromatogréficas, donde se utilizan grandes cantidades de disolventes, son
problematicas debido a la contaminacion ambiental. La mayoria de los disolventes organicos
convencionales son toxicos, inflamables y corrosivos. Su reciclaje esta vinculado a un gran gasto
energético y con pérdidas considerables y, por lo tanto, es necesario el desarrollo de solventes
amigables con el ambiente.

Los disolventes y auxiliares mas seguros se recomiendan para que el proceso de sintesis se reduzca al
maximo y, siempre que sea posible, se evite el uso de sustancias quimicas auxiliares (por ejemplo,
disolventes, agentes de separacion, etc.) y que cuando se utilizen, deben ser inofensivos. De acuerdo
con los principios de la quimica verde, la eleccion de sustituciones adecuadas para solventes organicos
se basa en: la seguridad del trabajador, la seguridad del proceso, la seguridad ambiental y la
sostenibilidad del proceso.

El disolvente debe ser quimicay fisicamente estable, de baja volatilidad, facil de usar y facil de reciclar.
De acuerdo con la conveniencia de uso, los disolventes convencionales pueden ser adecuados,
utilizables o indeseables, como se muestra en la Tabla 1.



Tabla 1. Seleccion de disolventes seguin su conveniencia de uso.

Adecuados Utilizables Indeseables
Metanol Ciclohexano Pentano
Etanol Metilciclohexano Hexano
Propan-1-ol Heptano Diisopropil éter
Propan-2-ol Isooctano Diclorometano
Butan-1-ol t-Butil metil éter Cloroformo
t-Butanol Acetonitrilo Benceno
Acetato de etilo Tetrahidrofurano Acetato de metilo
Acetato de isopropilo Acido acético Tetracloruro de carbono
Acetona Mezcla xilenos Dimetoxietano
Metil etil cetona Tolueno Piridina
6) Disefio para la eficiencia energética

Los requerimientos de energia de los procesos quimicos deben ser reconocidos por sus impactos
ambientales y econémicos y deben minimizarse. Si es posible, los métodos sintéticos deben realizarse
a temperatura y presion ambiente.

7) Uso de materias primas renovables

Una materia prima debe ser renovable en lugar de agotarse, siempre que sea técnica y econdmicamente
posible.

8) Reducir los derivados

La derivatizacion innecesaria (uso de grupos de bloqueo, proteccion/desproteccion, modificacion
temporal de los procesos fisicos/quimicos) debe minimizarse o evitarse, si es posible, porque tales
pasos requieren reactivos adicionales y pueden generar residuos.

9) Catalisis

Los reactivos cataliticos (lo més selectivos posible) son superiores a los reactivos estequiométricos.
Para proteger el medio ambiente, el principio de catalisis promueve el uso de catalizadores
biodegradables, que implican un menor consumo de energia, evitando el uso de compuestos
organoclorados y reduciendo el uso de agua.

10) Disefio para la degradacion

El principio de creacion de productos quimicos y productos degradables o disefio para degradacion,
exige la creacién de productos quimicos que, al terminar su actividad, deben poder convertirse en
productos que sean inocuos para el medio ambiente.

11) Andlisis en tiempo real para la prevencién de la contaminacién

Las metodologias analiticas deben desarrollarse méas para permitir el monitoreo y control en tiempo
real del proceso antes de la formacion de sustancias peligrosas.



12) Quimica intrinsecamente mas segura para la prevencion de accidentes

Las sustancias y la forma de una sustancia utilizada en un proceso quimico deben elegirse para
minimizar la posibilidad de accidentes quimicos, incluidas liberaciones, explosiones e incendios.

Este es el principio de la quimica intrinsecamente mas segura para la prevencion de accidentes. El
requisito basico es reducir el uso de sustancias en procesos quimicos que pueden causar efectos
adversos (explosion, incendio y vapor dafiino).

La seguridad puede definirse como un control de peligros conocidos al lograr un nivel de riesgo
aceptable y se logra en varios niveles del uso més bajo del equipo de proteccion personal. Luego sigue
el nivel de controles administrativos y de buenas practicas laborales e implica establecer
procedimientos efectivos, tareas de rotacion de trabajo, ajustar los horarios de trabajo para que los
trabajadores no estén sobreexpuestos al impacto de quimicos peligrosos, etc. El siguiente nivel y el
maés alto de control de seguridad, es el de controles de ingenieria, que implica la implementacion de
un cambio en el proceso fisico para reducir el contacto con quimicos peligrosos, aislar el proceso, usar
métodos humedos para reducir la formacién de polvos, con excelente ventilacion y digestion, entre
otras acciones, es decir, crear el procedimiento con alternativas mas seguras.

1.1.3 Desventajas de la quimica verde

La tarea béasica de la quimica verde es disefiar productos y procesos quimicos que reduzcan o eliminen
completamente el uso o la creacion de sustancias dafiinas y peligrosas.

Este objetivo es también la mayor desventaja: el cambio de un producto o proceso antiguo y
convencional a un nuevo producto o proceso "verde" requiere mucho tiempo, el disefio o redisefio de
un nuevo producto y proceso suele ser dificil y bastante costoso, ademas de que hay una falta de unidad
en lo que se considera seguro.

1.2 Modificaciéon molecular

Por otro lado, la modificacién molecular es la enmienda quimica de un compuesto lider conocido y
previamente caracterizado con el prop6sito de mejorar su utilidad como farmaco.>® Las modificaciones
moleculares de las estructuras prototipo (original) han producido mejoras de nulas o moderadas a
significativas en la potencia farmacologica.

La modificacion molecular mejora la especificidad de un compuesto lider para un sitio objetivo del
cuerpo en particular, aumenta la potencia del compuesto, la velocidad y el grado de absorcion, reduce
la toxicidad ademas de modificar las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del compuesto
principal.

Enfoques de modificacion molecular

El enfoque general de la modificacion molecular implica:

 Enfoque de disyuncién molecular: implica la ruptura de moléculas.
 Enfoque de conjuncion molecular: implica la unién de moléculas.

Tipos de enfoque de conjuncién molecular



» Enfoque de adicion molecular: implica la asociacion de dos o més moléculas idénticas o no
idénticas a través de fuerzas débiles de atraccion.

» Enfoque de replicacion molecular: implica la asociacion de dos o mas moléculas idénticas a través
de enlaces covalentes.

» Enfoque de hibridacion molecular: implica la asociacion de dos o mas moléculas no idénticas a
través de su union covalente.

1.2.1 Hibridacién molecular

La hibridacién molecular (MH, por sus siglas en inglés) es un proceso que implica la formacién de
hibridos moleculares a partir de dos 0 mas de dos moléculas no idénticas que tienen caracteristicas
diferentes con la ayuda de un enlace covalente. También se define como una combinacién de
farmacoforos de dos o més sustancias bioactivas diferentes de origen natural o sintético para producir
un compuesto hibrido con afinidad y eficacia mejoradas en comparacion con los farmacos originales.

También se le llama disefio hibrido de fArmacos, bioterapia covalente, amalgamacion molecular, cruce
molecular, fusion molecular, asociacion molecular, entre otros sinébnimos. Los compuestos hibridos se
pueden definir como entidades quimicas con dos 0 mas restos estructurales con diferentes funciones
biolégicas.®™® Los compuestos hibridos pueden construirse uniendo subunidades de farmaco6foros
directa o indirectamente usando enlazadores o espaciadores en la hibridacion molecular.

En el disefio de nuevos medicamentos, el concepto de hibridacion molecular es una estrategia atractiva,
es una herramienta Util en el disefio de nuevos prototipos de farmacos. Estos farmacéforos fusionados
se dirigen al sitio activo de diferentes objetivos y ofrecen la posibilidad de superar la resistencia a los
medicamentos.

2 Antecedentes, seccién quimica
2.1 Indol

El indol 1, (Figura 1), es un compuesto heterociclico aromético que contiene nitrégeno, ha recibido
una atencion significativa debido a su presencia en diversos productos naturales y productos
farmacéuticos bioldgicamente activos. Siendo parte de mas de mas de 3000 productos naturales, este
compuesto policiclico esta ampliamente aprobado como un andamio privilegiado. El indol es bien
conocido por su amplio espectro de bioactividades como los antimicrobianos, anticancerosos,
antiespasmadicos e intercalantes de ADN, entre otras.***?

I

1

Figura 1 Estructura del indol
2.1.1 Productos naturales que contienen un nudcleo de indol

Algunas plantas y hongos son ricos en moléculas que contienen indol, como el indol-3-carbinol 2, el
harmano 3, el acido lisérgico 4, la bufotenina 5, la serotonina 6 y la triptamina 7. En contraste, el



potencial anticancerigeno de los derivados de indol presentes en estos vegetales todavia es en gran
parte desconocido. Figura 2
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Figura 2 Derivados del indol presentes en vegetales
2.1.1.1 Triptéfano

Un derivado sencillo del indol es el triptéfano y se trata de uno de los 20 amino&cidos esenciales para
el ser humano. Por su distribucion en proteinas de plantas y animales, el triptéfano es considerado el
indol més importante que ocurre en la naturaleza. El triptofano 13 es sintetizado en plantas y
microorganismos a partir del antranilato 9 el cual se condensa con el fosforibosilpirofosfato (PRPP)
generando pirofosfato como subproducto, posteriormente ocurre la apertura del anillo de la ribosa
seguida de la descarboxilacion reductiva que da como resultado el indol-3-glicerinafosfato 12, el cual
es convertido a indol 1. En el dltimo paso la triptéfano sintasa cataliza la formacién de triptéfano a
partir del indol y del aminoécido serina, Esquema 1.1
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Esquema 1 Biosintesis del triptfano



El triptéfano actiia como constructor de bloques en la biosintesis de proteinas, ya que funciona como
un precursor bioquimico de moléculas importantes como la serotonina, que es un neurotransmisor, que
puede ser convertida a melatonina y ademas participa en la sintesis de niacina y auxina.

2.1.1.2 Acido 3-indolacético

El &cido 3-indolacético 15 tiene propiedades hormonales en las plantas, es una auxina que participa
activamente en la edad temprana de la plantula como hormona del crecimiento.™

Esta fitohormona puede ser sintetizada por reaccién del indol 1 con acido glicélico 14 en presencia de
una base a 250°C, Esquema 2.*
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Esquema 2. Sintesis del 4cido 3-indolacético
2.1.2 3,3’-Diindolilmetano (DIM)

El 3,3'-diindolilmetano (Figura 3) o conocido cominmente como diindolilmetano (DIM), que forma
parte de la familia del indol, es una clase importante de compuesto heterociclico que consiste en dos
restos indol. y un producto de degradacion de la glucobrasicina de las plantas cruciferas. El
diindolilmetano se encuentra generalmente en verduras como la col de Bruselas, el brécoli, la col, la
coliflor y la col rizada.'® EI consumo oral de plantas cruciferas provoca la oligomerizacion del indol-
3-carbinol en condiciones 4cidas y, por lo tanto, se convierte en su producto de condensacion &cido
que es diindolilmetano.*®

5 3

Figura 3 Estructura general y numeracion para el diindolilmetano.

El diindolilmetano es aproximadamente el 10-20% de los productos de descomposicion del indol-3-
carbinol. Segiin Ahmad et al. (2011), 2-24 mg de diindolilmetano al dia provienen de la ingestion de
indol-3-carbinol.*® Estudios anteriores sugieren que el diindolilmetano podria actuar como una terapia
preventiva eficaz contra varios tipos de cancer, con efecto anti mutagénico y como agente
antioxidante.*®*° El diindolilmetano es una de las sustancias mas activas que promueve el metabolismo
del estrégeno en mujeres y hombres,?® ademas de tener la capacidad de regular el crecimiento de las
plantas;?! también, se sabe que el diindolilmetano y algunos de sus derivados inhiben el crecimiento



de varias células cancerosas. El diindolilmetano induce la apoptosis y mejora el metabolismo natural
de las hormonas en el cuerpo y promueve los estrogenos esenciales.???

El diindolilmetano es un agente quimiopreventivo popular que protege a diversos 6rganos como la
gldndula mamaria, el Utero, el estdmago y el higado contra la tumorigénesis. Debido a su capacidad
para controlar los metabolitos del estrdgeno causantes de cancer, el diindolilmetano podria prevenir el
cancer®*y regular la progresion de células anormales relacionadas con la displasia cervical.®

2.1.2.1 Quimica

Siendo uno de los andamios méas importantes en la quimica farmacéutica moderna, la sintesis de
diindolilmetano y sus derivados ha recibido mucha atencion. La sintesis de diindolilmetanos forma un
campo moderado pero significativo de la quimica médica. La quimica de la sintesis de diindolilmetano
ha existido durante més de un siglo y varios descubrimientos se han realizados desde 1990.

Hermann Emil Louis Fischer descubrié la sintesis de diindolilmetano en 1886, llevandola a cabo a
través de una reaccion de Friedel-Crafts catalizada por acido entre el indol y un compuesto carbonilico,
cominmente aldehidos y cetonas.?®

El mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de diindolilmetano (Figura 4) implica que el
indol 1 reacciona con aldehidos o cetonas aromaéticas o alifaticas en presencia de un catalizador acido
para formar la sal de azafulvenio, que pasa por una reaccion de adicion adicional con una segunda
molécula de indol para formar diindolilmetanos 16.%
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Figura 4 Mecanismo de formacion de diindolilmetano catalizado por &cido.
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Se han descrito en la literatura varios métodos sobre la sintesis de diindolilmetanos utilizando &cidos
de Lewis®® y acidos proticos® como catalizadores. Los acidos de Lewis, como el cloruro de aluminio
y el trifluoruro de boro esterato, a menudo generan desechos dafiinos, como cationes toxicos, que
tienen problemas ambientales® que pueden ser desactivados o, a veces, descompuestos por reactivos
que contienen nitrogeno.®* Incluso si se producen las reacciones deseadas, se requieren acidos de Lewis
en una cantidad mayor para compensar a los atrapados por el nitrégeno.* Liang et al. informaron el
uso de bromo molecular como un catalizador robusto para sintetizar diindolilmetanos. En su estudio,
Liang afirma que el bromo molecular se requiere en una cantidad baja y que es altamente eficiente
contra diversos productos quimicos y la reaccion puede llevarse a cabo en agua o en disolventes
organicos.*

En los ultimos afios, las condiciones verdes y ecoldgicas han influido en el desarrollo de la sintesis
orgénica. Los liquidos i6nicos como disolventes verdes con baja presion de vapor se han convertido
en el disolvente de eleccion en la sintesis de diindolilmetanos.** Ademas, las reacciones fueron
promovido por el nitrato de etilamonio (EAN),* In(OTf)s3,*® FeClz-6H,0* o LaClz-7H,0.%® En el
hallazgo mas reciente de Kalla et al., la sintesis de un diindolilmetano también se llevé a cabo
utilizando un nuevo liquido idnico sUper base, clorosulfonato de tetrametilguanidinio, que puede
producir un producto limpio en un corto tiempo de reaccion.*

Ademas de eso, los surfactantes como los dodecilsulfonatos metélicos se han aplicado de manera
eficiente en la sintesis de diindolilmetanos.®’ Se ha informado que el 4cido dodecilbencensulfénico y
el acido dodecilsulfonico promueven la produccion de diindolilmetano en el agua.*

El uso de catalizadores acidos solidos como zeolitas y tamices moleculares de zeotipos en la
fabricacidn de productos quimicos finos e intermedios quimicos ha atraido un interés creciente debido
a las caracteristicas especiales como la selectividad de la forma, la variabilidad térmicamente estable
y controlada. Sobre todo, la reutilizacion y la naturaleza respetuosa con el medio ambiente son los
personajes mas buscados en quimica verde.*?

Un ejemplo de ello es el trabajo realizado por Penieres et al. en la FES-Cuautitlan-UNAM, donde se
establecio una ruta alternativa para la sintesis selectiva de varios aril-3,3’-diindolilmetanos, a partir de
indol y de una serie de aldehidos aromaticos. Las correspondientes reacciones procedieron con buenos
rendimientos y en tiempos de reaccion cortos, empleando irradiacion infrarroja como fuente de
activacion y bentonita como catalizador en ausencia de disolvente (Esquema 3).%

(@]
IR
H bentonita,
R .

ausencia de

disolvente,
15 min,
55-96%

R = H, p-Me, p-OMe, p'N,N(Me)z, P-CO,Et, M-CN, M-NO,, p-NO,

Esquema 3 Obtencion de diindolilmetanos utilizando una arcilla bentonitica
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2.1.2.2 Bioactividad

Diversos estudios han demostrado que los diindolilmetanos exhiben una amplia variedad de
actividades  farmacolégicas como  antimicrobianos,*  antioxidantes,®  antiinflamatorios,*
anticancerigenos,*”*® inhibidores enzimaticos,***° y antihiperlipidémicos.>* También se usan para
tratar fatiga cronica, fibromialgia e intestino irritable.*’

2.1.2.2.1 Como antimicrobianos

La creciente incidencia de enfermedades infecciosas se esta convirtiendo en un problema mundial. El
problema de resistencia exige esfuerzos renovados para buscar agentes antimicrobianos que sean
efectivos contra microorganismos patdgenos resistentes al tratamiento.

Sobre la base de un estudio realizado por Sivaprasad et al., los derivados de diindolilmetano que tienen
un resto pirazol mostraron una potente actividad contra tres cepas microbianas patdgenas en estudio
que son Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.”® El compuesto
19 (Fig. 5) registré actividad inhibitoria entre 20-30 % contra los tres microbianos evaluados, en
comparacion con el control positivo.

Figura 5 Pirazolildiindolilmetano 19.

Se observo que ninguno de los derivados de diindolilmetano 20, 21, 22, 23 0 24 (Fig. 6) mostré mejor
actividad antibacteriana que la molécula parental diindolilmetano. Sin embargo, la sustitucion en el
carbono metileno de diindolilmetano mejord la actividad, como se muestra en (2-hidroxifenil)-di-3,3'-
indolilmetano 20 y 3-piridil-di-3-indolilmetano 21, que dio un valor de CIM que oscila entre 7.5a 15.5
y de 6.5 a 125 ug/mL, respectivamente, contra cepas Gram-negativas y positivas.

A SN oD
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\_NH

S 22
20 21

H H
N OMe N
oy U0
= 3 Q
MeO N
H
24

Figura 6 Agentes antimicrobianos.
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Del mismo, el estudio realizado por Roy et al.”? con otros derivados como bisdindolilmetanos
sustituidos con pentosa, 1-deoxi-1,1-di(3,3-indolil)-D-ribitol 25, presentaron mejor MIC en el rango
de 15.5-125 pg/mL en comparacion con diindolilmetano hexasustituido.

2.2 Chalconas

Un chalcona es un simple andamio quimico de muchos compuestos naturales y tiene una amplia
distribucion en vegetales como frutas, té y otras plantas.>**° La palabra “chalcona” se deriva de la
palabra griega “chalcos”, que significa “bronce”, que resulta de los colores de la mayoria de las
chalconas naturales.®® Los compuestos de chalcona tienen una estructura quimica comun de 1,3-diaril-
2-propen-1-ona, también conocido como chalconoide, que existe como isémeros trans y cis, siendo el
trans el isomero termodinamicamente mas estable (Figura 7).%°

El anillo fenilo unido al grupo carbonilo se define como el anillo A y el otro anillo de benceno se
denomina anillo B (Figura 7).
i g
=

. O—0

Chalcona (Chalconoide)
HO__O

>~ o T
O (e}
~o 27 o~ =

Metochalcona O 28 O /\)\
e 7

Sofalcona

Figura 7 Estructuras de chalcona y dos farmacos basados en chalconas aprobados clinicamente.

La familia de las chalconas ha atraido mucho interés no solo desde las perspectivas sintéticas y
biosintéticas, sino también por sus amplias actividades bioldgicas interesantes. Las aplicaciones
terapéuticas de las chalconas se remontan a miles de afios a través del uso de plantas y hierbas para el
tratamiento de diferentes trastornos médicos, como el cancer, la inflamacion y la diabetes.>***

Varios compuestos a basados en la chalcona han sido aprobados para uso clinico. Por ejemplo, la
metochalcona 27 se comercializé como un farmaco colerético, mientras que la sofalcona 28 se uso6
previamente como un antiulceroso y un farmaco mucoprotector (Figura 7).%*

2.2.1 Chalconas de fuentes naturales

Las chalconas son el nicleo de muchos compuestos bioldgicamente interesantes de origen natural y
han atraido una gran atencion de investigacién durante décadas. El término "chalcona" se refiere
genéricamente a los productos quimicos con un sistema de cetonas o, B-insaturadas. Por lo tanto, la
familia de los chalconas tiene una amplia diversidad estructural y puede clasificarse aproximadamente
en dos categorias: chalconas simples/clasicas y chalconas hibridas con el andamio central de 1,3-diaril-
2-propen-1-ona.
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2.2.2 Sintesis
2.2.2.1 Biosintesis

La Chalcona sintasa (CHS), la primera superfamilia de policétido sintasa de tipo 111 (PKS), descubierta
en la década de los 70,%® es una enzima ubicua en las plantas superiores. La CHS también se ha
detectado en varias plantas inferiores, como la hepatica Marchantia polymorpha.®” Todos los demas
miembros de esta familia estan etiquetados como enzimas "similares a CHS". La CHS es responsable
de la biosintesis de diferentes chalconas. Las enzimas de la superfamilia de CHS estan asociadas con
la biosintesis de diversos metabolitos secundarios, incluidos los flavonoides, estilbenos y auronas.®®

Joseph P. Noel y colaboradores desarrollaron un marco importante para el mecanismo biosintético
mediante la cristalizacion de CHS a partir de la leguminosa Medicago sativa, un proceso que
proporcioné informacion estructural clara sobre la biosintesis de chalcona.®

CHS existe como un homodimero, y el tamafio de cada mondmero es de aproximadamente 42—45
kDa.>” Cys164, Phe215, His303 y Asn336 son los residuos clave del sitio activo y se han conservado
entre todos los miembros de CHS y enzimas similares a CHS.

CHS produce chalconas al transferir un resto de cumaroilo de una 4-cumaroil-coenzima A (CoA) a
Cys164 como primer paso. Posteriormente, tres tioésteres de malonil-CoA forman un intermedio
mediante una reaccion de policétido (Esquema 4).

Después de la generacion de un tetracetido ligado a tioéster, se produce una ciclacion regioespecifica
de tipo Claisen y se forma un nuevo sistema de anillo para generar la chalcona de naringenina
(Esquema 4).>" La chalcona de naringenina se convierte en chalcona de 6'-desoxinaringenina en
presencia de chalcona reductasa (CHR) y CHS. Otros metabolitos secundarios de las plantas, como
los estilbenos, los fluoroglucinoles, los resorcinoles y las benzofenonas, podrian ser biosintetizados de
manera similar con las enzimas cataliticas correspondientes respectivamente, utilizando naringenina
chalcona como sustrato.

Los chalconas de naringenina también son los bloques de construccion para la biosintesis de los
compuestos de aurona por una planta catecol oxidasa, aurona sintasa (AURS).*® Estas conversiones de
chalconas a flavanonas o auronas también podrian realizarse por reacciones quimicas, como la
reaccion Algar-Flynn-Oyamada.®® Las chalconas que sirven como precursores han generado una
variedad de metabolitos de las plantas, revelando actividades bioldgicas interesantes. Tomando tal
experiencia de la naturaleza, las chalconas simples se han hibridado sintéticamente con otras plantillas,
como los estilbenos.
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Esquema 4. Biosintesis de chalconas y vias descendentes.
2.2.2.2 Sintesis quimica
Condensacion Claisen—Schmidt. Vision general.

La reaccion de Claisen-Schmidt lleva el nombre de dos investigadores pioneros, R. L. Claisen® y J.
G. Schmidt, y describe un proceso en el que se condensan un benzaldehido y una metilcetona en
presencia de catalizadores (Esquema 5).

0] H )
+

0 Acido/Base O Z O
_—
26
36 17

Esquema 5. Condensacién Claisen-Schmidt de chalconas

Esta reaccion se considera una de las mas clésicas en quimica organica.®* Los catalizadores son bases
0 &cidos fuertes. En el caso de la catélisis basica, la chalcona se genera a partir del producto aldélico
mediante la deshidratacion en un mecanismo de enolato, mientras que, en el caso de la catalisis acida,
se genera a través de un mecanismo enol.®? El principal inconveniente de esta reaccion es la lenta
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velocidad de reaccion. La reaccion tipicamente necesita varios dias para completarse. La reaccion
también podria dar como resultado una mezcla compleja que contenga el producto deseable, los
subproductos y, a veces, los materiales de partida. Por lo tanto, el rendimiento podria variar
dramaéticamente, dependiendo de los reactivos y catalizadores, variando de <10% a cerca de 100% de
conversion.®? Sin embargo, esta reaccion se ha empleado debido a su simplicidad experimental y la
formacion altamente eficiente del doble enlace carbono-carbono con poca restriccion a la complejidad
de las moléculas. Szé&ll et al sintetizaron una serie de nitrochalconas y demostraron que la presencia
de grupos donadores de electrones en el aldehido favorecia la condensacién por acidos, mientras que
los sustituyentes electroatractores favorecian la condensacion por condiciones basicas.®® En general,
la condicion basica es mas comun en la sintesis de chalconas.

2.2.2.2.1 Condicion Basica

La condensacion clasica de Claisen-Schmidt se cataliza con base como t-butdxido de potasio,
hidroxido de sodio o hidroxido de potasio en metanol o etanol a temperatura ambiente. Esta reaccion
se ha usado ampliamente para la sintesis de chalconas sustituidas con hidroxilo, tipicamente con
rendimientos de buenos a excelentes (60-90%)

En algunos casos, el proceso de condensacion clasico de Claisen-Schmidt se ha realizado con ligeras
modificaciones del catalizador o del sistema de solvente. Por ejemplo, se pueden preparar chalconas
B-trifluorometiladas con hidroxidos de metales alcalinotérreos de calcio, bario o estroncio en solventes
aproticos para la eliminacion facil del agua.®* La eliminacion del agua generada es favorable a la
reaccion, por lo tanto, la condicion Dean-Stark que utiliza tolueno como disolvente para eliminar el
agua podria acelerar la reaccion y se ha confirmado que se obtienen chalconas durante un periodo mas
corto y con rendimientos mas altos (datos no publicados). La bis(trimetilsilil)amida de litio (LHDMS)
también se ha utilizado anteriormente como base para catalizar la condensacion y obtener chalconas
con menos del 50% de rendimiento.%® El sistema NaNO3z o LiNOs/fosfato natural/metanol es otro
catalizador basico extremadamente eficiente para el proceso de condensacién de Claisen-Schmidt a
partir del cual se obtienen facilmente chalconas con altos rendimientos a temperatura ambiente.

2.2.2.2.2 Condicion acida

Aunque los catalizadores basicos se usan generalmente para la sintesis de chalconas, los &cidos de
Bransted-Lowry,® acidos de Lewis®®®" y diversos solidos también se han utilizado como catalizadores
4cidos.®® La aplicacion mas comidn que usa etanol saturado con el acido de Brgnsted HCI es
marginalmente exitosa, con un rendimiento de solo 10—40%.% Se ha demostrado que el gas HCI seco
es mas favorable a la reaccion porque actda no solo como un catalizador sino también un absorbente
de agua.®®

Petrov et al. informaron que 16 chalconas, incluida la 4-hidroxichalcona, se sintetizaron en un sistema
SOCly/etanol con altos rendimientos (73-96%). Se us6’® SOCI, como una alternativa conveniente al
HCI gaseoso en la condensacion, donde el HCI se genero in situ por la reaccion de SOCI; con etanol
absoluto. También se han obtenido chalconas con &cido p-toluensulfénico (p-TsOH) como catalizador
y 4cido acético como disolvente a 70 °C con rendimientos superiores al 70%."* Zn(bpy)(OAC)2, TiCl,,
Cp2ZrH,/NiCl, y RuCls también se han utilizado como catalizadores acidos en la condensacion.’>™

15



2.2.2.2.3 Otras Condiciones

La quimica verde, que ha atraido un interés considerable en la sintesis organica,” se ha aplicado
recientemente para la sintesis de chalconas. El agua es un disolvente ideal para las reacciones
orgénicas, donde las chalconas se preparan en un sistema de agua en presencia de un catalizador de
transferencia de fase (PTC). Duan et al. informaron una modificacion de la condensacion de Claisen-
Schmidt utilizando agua como disolvente con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTMAB) como el PTC
y carbonato de potasio como catalizador basico. Se obtuvieron altos rendimientos de las chalconas
deseadas en estas condiciones suaves.” En 2013, se obtuvieron chalconas con anillos heterociclicos
utilizando bromuro de tetrabutilamonio (TBAB) como PTC con una solucion alcalina inorganica como
base en condiciones de microondas.” También se han utilizado liquidos i6nicos, como Wu et al. que
informaron el uso de tetrafluoroborato de 1,3-dibutil-2-metilimidazolio ([dbmin]BF4) como el liquido
i6nico e hidrotalcita como un catalizador acido sélido para dar chalconas con un rendimiento del
98.5%. EI método tiene varias ventajas, como el bajo uso de catalizador, la separacion conveniente del
producto y el reciclaje del catalizador sin actividad reducida.

2.2.3 Potencial terapéutico de chalconas
La chalcona es una plantilla Unica que esta asociada con varias actividades bioldgicas (Fig. 8) y
también es empleada para sintetizar varios compuestos heterociclicos’’ y se conoce que la introduccion

de un halégeno en la parte bencenoide de estas cetonas o, B-insaturadas aumenta su actividad
biol6gica.™

. Antihipertensivo
Antifungico Antifilarial

| I

=
A

Antioxidante Antiinflamatorio Antipaltdico

Figura 8. Diferentes actividades bioldgicas de los andlogos de chalcona.

Se ha informado que los compuestos que contienen un arreglo estructural de chalcona poseen
actividades bioldgicas y farmacoldgicas variadas,” que incluyen antimicrobianos, antiinflamatorios,
analgésicos, citotoxicos, antitumorales, antipaludicos, antituberculosos, antiviricos, anti-VIH,
antiulcerativos, antileishmaniales, antiprotozoarios, antioxidantes, actividades antialimentarios,
inmunomoduladoras, anticonvulsivas, antihiperglicémicas, antihiperlipidémicas y antiplaquetarias.
Por lo tanto, las chalconas contintan atrayendo una considerable atencion cientifica debido a su
asociacién con una variedad de actividades bioldgicas. A continuacidn, se presenta un breve resumen
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de las diversas modificaciones publicadas sobre las chalconas, que dieron lugar a una variedad de
actividades biol6gicas y farmacolégicas.

2.2.3.1 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las chalconas se esta documentando cada vez méas. Diversos grupos de
investigacion aislaron o sintetizaron chalconas que poseen actividad antimicrobiana. Se encontré que
la presencia de la funcion ceto a, B-insaturada reactiva en chalconas experimenta una adicion
conjugada con un grupo nucleofilico como un grupo tiol en una proteina esencial, contribuyendo asi
en parte a su actividad antimicrobiana, que puede alterarse dependiendo del tipo y posicién de los
sustituyentes en los anillos aromaéticos.

Prasad et al.® sintetizaron derivados de 3-[1-0x0-3-(2,4,5-trimetoxifenil)-2-propenil]-2H-1-
benzopiran-2-onas 37 que mostraron una actividad antimicrobiana significativa contra B. subtilis, B.
pumilis y E. coli cuando se evaluaron a una concentracion de 1000 pg/ml. El estudio reveld la
importancia de los grupos liberadores de electrones, como los grupos hidroxilo y metoxilo, en la
mejora de la actividad. Las chalconas con sustituyentes halégeno, como el bromo y el cloro,
contribuyeron favorablemente a la actividad antifingica.

Figura 9 Derivado de 3-[1-0x0-3-(2,4,5-trimetoxifenil)-2-propenil]-2H-1-benzopiran-2-onas

Nielsen et al.®! describieron el reemplazo bioisostérico del grupo 4'-hidroxi esencial en las
hidroxichalconas con bioisosteros de diversos grados de acidez que dieron como resultado compuestos
méas potentes y mas solubles. El intercambio del grupo hidroxilo, particularmente con un grupo
carboxilo 38 dio como resultado un compuesto potente con una alta solubilidad acuosa. La
optimizacion adicional y el andlisis SAR dieron lugar a carboxichalconas solubles y potentes que
tienen sustitucién dibromo o trifluorometilo en el anillo B. Se encontré que los valores de CIM para
estos compuestos eran 2 uM y 40 UM, respectivamente, cuando se probaron contra la bacteria Gram-
positiva, Staphylococcus aureus. Se encontrd que una sustitucion dibromo o triflurometilo en el anillo
B realza el caracter lipofilico, mientras que el grupo carboxi en el anillo A contribuia a la solubilidad

acuosa requerida.
o)
HO R
AN
o]

38

Figura 10 Carboxichalconas
Karthikeyan et al.®? sintetizaron 3-aril-1-(2,4-dicloro-5-fluorofenil)-2-propen-1-onas 39 que muestran
actividad antimicrobiana, lo que también concuerda con las observaciones de que los halégenos poseen
un caracter lipofilico favorable requerido para actividad antimicrobiana.
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Figura 11 3-aril-1-(2,4-dicloro-5-fluorofenil)-2-propen-1-onas

2.2.4 Chalconas hibridas

La hibridacion molecular es una estrategia utilizada para el disefio de nuevas entidades quimicas
mediante la fusion de dos quimiotipos diferentes. Esta es una alternativa a la quimioterapia de
combinacion, donde se combinan de manera covalente dos o mas farmacos de diferentes mecanismos
de accion para el tratamiento.®® Sin embargo, la quimioterapia de combinacion simple o fisica tiene un
alto riesgo de interaccion farmaco-farmaco.®* Las chalconas son reconocidas como un andamio
privilegiado para la incorporacion de diferentes moléculas o farmacdforos con diversas actividades.
La sintesis de estos hibridos o conjugaciones generalmente utiliza la condensacion clésica o los
métodos de sintesis discutidos anteriormente para construir el ndcleo de chalcona. Ademas de las
actividades biol6gicas para los mecanismos multiobjetivo, las moléculas hibridas también se
seleccionan por otras razones, como la mejora de la solubilidad y la biodisponibilidad oral. A
continuacion, se detallan dos enfoques, la construccidn de hibridos de cetona o aldehido y el enlace
con chalconas.

2.2.4.1 Hibridos fusionados.

Las chalconas fusionadas se logran facilmente mediante el proceso de condensacion de Claisen-
Schmidt utilizando aldehidos o cetonas fusionados (Esquema 6). Basados en esta estrategia, se han
desarrollado varias chalconas fusionadas (Figuras 12-13) con diversas actividades bioldgicas.

O )

o -
“CD 7O
Aldehido-hibrido
O

O B
SAae 0y
oo
Cetona-hibrida
Esquema 6. Estrategia sintética de Chalconas hibridas fusionadas.

Chalconas que contienen boro. El sistema chalcona—benzoxaborol 40, preparado a partir de los
compuestos intermedios 6-formilbenzoxaborol y la cetona correspondiente, recientemente se ha
encontrado que inhibe el crecimiento de Trypanosoma brucei y posee actividad tripanocida, Figura
12% y la chalcona-acido bordnico- 41 se describio a principios de 2002 como una sonda fluorescente
para la deteccion de fluoruros.®® EI Compuesto 41 se ha descrito como un agente antitumoral que se
dirige a la oncoproteina MDM2.%” EI compuesto 42 puede inducir actividad antitumoral contra lineas
celulares de glioma maligno tanto in vitro como in vivo.® El compuesto 43 muestra una potente
actividad contra el cancer (células HCT116, 1Cs = 3.9 xM) junto con actividad inhibitoria de la
proteasoma.®®
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Figura 12 Estructuras de chalonas que contienen boro.

Indol—Chalconas. El indol es un andamio que cominmente aparece en productos naturales y
compuestos sintetizados debido a su amplio espectro de actividad bioldgica.*® Hasta la fecha, se han
desarrollado al menos dos tipos de hibridos indol-chalcona (44-46, Figura 13) con sus actividades
bioldgicas valoradas.®%

Sashidhara et al. obtuvieron fibratos de indol-chalcona a base de fibrato de indol y cumarina-chalcona,
y mostraron una potente accion antioxidante in vitro e importantes efectos antidislipidémicos in vivo.*®

(MOMIPP)
Figura 13. Estructura de indol-chalcona

La arquitectura del compuesto 44 también se ha evaluado en células cancerosas. El 3-(5-metoxi-2-
metil-1H-indol-3-il)-1-(4-piridinil)-2-propen-1-ona (45, MOMIPP) exhibe una actividad inductora de
mitosis en concentraciones submicromolares.

2.2.4.2 Hibridos utilizando enlazadores.

El uso de enlazadores es otro método comun para conectar chalconas con otros compuestos activos
(Figuras 14-16). El uso de una conexion directa como un enlace de amida, diol o éster o el uso de un
triazol a través de la quimica de clic son las estrategias mas convenientes. Estos hibridos tipicamente
retienen 0 mejoran las propiedades biolégicas de los chalconas parentales.

Usando una amida como enlazador. Se ha obtenido una serie de a-bromoacriloamido-chalconas
(Figura 14) mediante la hibridacion de un resto a-bromoacriloilo y el sistema de cetonas o, B-
insaturadas de la estructura de chalcona, donde podrian reaccionar covalentemente con los objetivos.*
Los compuestos 47 y 48 exhiben la mayor actividad contra el crecimiento de células tumorales (I1Cso
<1 uM) y aumentos de potencia de 10 a 100 veces en comparacion con los derivados de amida
correspondientes.

El mecanismo de accidn solo se ha estudiado de manera preliminar, y los compuestos parecen inducir
la apoptosis mediada por la participacion de las mitocondrias y la activacion de la caspasa-3.
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Figura 14. Enlazador amida-chalcona

Usando un diol como enlazador. Un enlazador diol es una de las estrategias mas utilizadas para
conectar a los farmacd6foros en la quimica médica.* Varios hibridos de chalcona se han disefiado y
sintetizado con éxito usando este método (Figura 15).

Figura 15 Chalconas enlazadas por dioles

El grupo 1,4-dihidropiridilo es un importante farmac6foro que se ha introducido en moléculas
hibridas.®® Las 1,4-dihidropiridil-chalconas 50 se pueden sintetizar en glicol y mostrando actividades
vasorrelajantes significativas, pero no hay mecanismo de accidén ni objetivo(s) de unidén se han
reportado.®’

La pirrolobenzodiazepina-chalcona 51 puede prepararse empleando un protocolo sintético en fase
solida a través de una ciclacion reductora intramolecular de aza-Wittig. Este compuesto muestra
actividad anticancerosa prometedora en un panel NCI-60 y exhibi6 una afinidad significativa de unién
al ADN, segn lo determinaron los estudios de desnaturalizacion térmica.*® Recientemente, se informé
sobre una serie de novedosas dihidroartemisinina (DHA)—chalconas conectadas por un diol.*® El
compuesto 52 muestra un valor de Clso de 0.3 UM en la citotoxicidad, que es similar al de la terapia
estandar (doxorubicina, Clso = 0.3 uM), y un aumento de la actividad de 6 veces en comparacién con
el de DHA.

Usando un éster o éter como enlazador. Usar un éster o éter es una estrategia simple para conectar
diferentes farmacoforos al reaccionar directamente con los grupos hidroxilo de una chalcona (Figura
16). Por ejemplo, se ha demostrado que los conjugados de chalcona-amidobenzotiazol 53 exhiben
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potente actividad contra diferentes lineas celulares de cancer en el rango de 0.85-3.3 uM e inducen la
detencion del ciclo celular en la fase G2/M.'®

Se ha encontrado que un complejo de chalcona-platino (I1) 54 exhibe un excelente efecto antitumoral
contra un panel de 21 lineas celulares de cancer, similar a la actividad de su chalcona matriz, pero
diferente en el tratamiento a largo plazo y ligeramente diferente en el mecanismo de la induccién de
apoptosis. Este hibrido que contiene un resto de cis-platino muestra una actividad prometedora, aunque
no se han publicado datos in vivo.

El metronidazol es un medicamento aprobado por la FDA para la tricomoniasis, y la resistencia ocurre
generalmente en la trichomonas vaginalis tratada con é1.'* Un hibrido metronidazol—chalcona 56 se
ha notificado que es activo contra no solo metronidazol-susceptible, sino también contra metronidazol-
resistente a T. vaginalis.®?

I
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Figura 16 Chalcona enlazada por ester o éter

2.2.5 Chalconas como sintdn en sintesis quimica

Las chalconas son precursores de recursos para la sintesis de compuestos heterociclicos (Esquema 7).
Las chalconas experimentan reacciones de ciclacion con diferentes reactivos para formar diversas
clases de compuestos heterociclicos que van desde anillos de cinco miembros hasta anillos de siete
miembros que contienen heterodtomos de nitrégeno, oxigeno y azufre. En las reacciones de ciclacion,
la cadena bielectrofilica altamente reactiva se condensa con una variedad de reactivos binucleofilicos
para generar una variedad de sistemas heterociclicos tales como pirazolinas, fenilpirazolina e isoxazol
(heterociclicos de 5 miembros),’® derivados aminopirimidinas y cianopiridinas (heterociclos de 6
miembros)!* y derivados de 1,5-benzodiazepinas, 1,5-benzoxazepinas y 1,5-benzotiazepinas
(heterociclicos de 7 miembros).'%®
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Esquema 7. Potencial sintético de derivados de chalcona para la sintesis de analogos heterociclicos.

2.3 Pirazoles

Los pirazoles son heterociclos de cinco miembros insaturados con dos atomos de nitrégeno en
posiciones 1 y 2, que constituyen una clase de compuestos particularmente Gtiles en la sintesis
orgénica. Son uno de los grupos de compuestos mas estudiados de la familia de los azoles. De hecho,
a lo largo de los afios se ha informado de una gran variedad de métodos de sintesis y analogos
sintéticos.

La presencia del nucleo de pirazol en diferentes estructuras conduce a aplicaciones diversificadas en
diferentes areas tales como tecnologia, medicina y agricultura. En particular, se describen como
inhibidores de la glucosilacion de proteinas, antibacterianos, antiflngicos, anticancerosos,
antidepresivos, antiinflamatorios, antituberculosos, antioxidantes y antivirales.'%

Hoy en dia, los sistemas de pirazol han atraido mas atencién debido a sus interesantes propiedades
farmacoldgicas. Este heterociclo se puede rastrear en una serie de farmacos bien establecidos que
pertenecen a diferentes categorias con diversas actividades terapéuticas (Figura 17).1971%®
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Figura 17 Medicamentos farmacéuticos que contienen al pirazol.

2.3.1 Quimica
El pirazol 72 es un heterociclo aromatico m excesivo. Las reacciones de sustitucion electrofila se
producen preferentemente en la posicion 4 y los ataques nucledfilos en las posiciones 3 y 5 (Figura

18),
72l \,

N/
Hl

Figura 18 Estructura del pirazol

Los pirazoles sustituidos de forma diversa por grupos aromaticos y heteroaromaticos poseen
numerosas actividades bioldgicas, lo que los hace particularmente interesantes. Las diversas rutas de
acceso al nucleo de pirazol han sufrido numerosas modificaciones desde las primeras sintesis descritas
por Knorr.®

2.3.1.1 Diferentes enfoques en la sintesis

A continuacion, se presentan los métodos generalmente utilizados para acceder a los pirazoles
sustituidos.

2.3.1.2 Ciclocondensacion de hidrazina y sus derivados en sistemas 1,3-difuncionales.

El principal método utilizado para obtener pirazoles sustituidos es una reaccion de ciclocondensacién
entre una hidrazina apropiada que actta como un nucleofilo bidentado y una unidad de carbono como
un compuesto 1,3-dicarbonililico o una cetona o, B-insaturada (Figura 19).

23



Rl)J\/“\ - )\ )J\/\ )J\%i\

73 X = grupo saliente

76

Figura 19 Ejemplos de compuestos carbonilo o,B-insaturados.

2.3.1.3 A partir 1,3-dicetonas

La ciclocondensacion de los compuestos 1,3-dicarbonilo con los derivados de hidrazina es un método
simple y rapido para obtener pirazoles polisustituidos. La primera sintesis de los pirazoles sustituidos
se llevo a cabo en 1883 por Knorr que empled una B-dicetona 73 con derivados de hidrazina para
obtener dos regioisomeros 77 y 78 (Esquema 8).1%®

R,

o v CGHS NHNH, ﬂ NF_—\S\Rl

PR

Esquema 8 Sintesis de pirazoles polisustituidos a partir de compuestos de 1,3-dicarbonilo.

2.3.1.4 A partir cetonas acetilénicas

La reaccion de ciclocondensacion de los derivados de hidrazina 79 con cetonas acetilénicas 80 para
formar pirazoles, se conoce desde hace mas de 100 afios.*® Sin embargo, la reaccion nuevamente da
como resultado una mezcla de dos regioisomeros 79y 80 (Esquema 9).

R, Rz
i Y, - -
N
N + N A~R
Rl)\+ Ra-NHNH, EOH | N7 Re E '
X R 79 és 3
74 2

80 81

Esquema 9 Sintesis de pirazoles a partir de cetonas acetilénicas

2.3.1.5 A partr de vinilcetonas

La reaccion de ciclocondensacion entre una cetona a,p-etilénica y un derivado de hidrazina da como
resultado la sintesis de pirazolinas que, después de la oxidacion, proporcionan el anillo de pirazol
(Esquema 10).

o R3 Rs R, ?3
)j\/\ Ry NHNH, Ry R N oxidacién R N R, N\N
= —_— N + ™2 N ——— 1 N+ \

Ry R, / / \W !
75 79
Ry Ry R, Ry

Esquema 10 Sintesis de pirazoles por reaccion de ciclocondensacion de una cetona a,f3-etilénica
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Por otro lado, Bhat et al. describieron un método para la sintesis de 3,5-diaril-1H-pirazoles a partir de
la reaccion B-arilchalconas 82 con perdxido de hidrégeno que dio los epdxidos 83. Luego, la adicion
de hidrato de hidrazina produjo los productos intermedios de pirazolina 84, cuya deshidratacion
produjo los 3,5 diaril-1H-pirazoles 85 (Esquema 11).**!

H,O

R = H, OCHj,

0]

NH,-NH,*H,0

R AcOH

Reflujo

Esquema 11 Sintesis de 3,5-diaril-1H-pirazoles a partir de B-arilchalconas

2.3.1.6 A partir de vinilcetonas que contienen un grupo saliente
Las cetonas o,B-etilénicas que presentan un grupo saliente pueden reaccionar con derivados de
hidrazina para formar pirazolinas que, después de la eliminacion del grupo saliente, proporcionan los

pirazoles deseados (Esquema 12).
Rs R

o 3
. )j\%\R R3-NHNH, \§_< Q Ellmlnamon Rl\<—\2I +Ro N\N
1 2 \ \<\_/<
76 R, Ry

Esquema 12 Sintesis de pirazoles a través de la ciclocondensacion de cetonas a, B-etilénicas que
tienen un grupo saliente

Una de las principales preocupaciones es llegar a establecer rutas sencillas para la sintesis de los
derivados de pirazol.**? La otra area importante de investigacion en quimica organica sintética es a
través de la quimica verde, aplicando principios establecidos por ella.**?

Una de las posibilidades para contribuir a la quimica verde es llevar a cabo la sintesis de derivados de
pirazol en medio acuoso.™* El uso del agua tiene muchas ventajas, ya que el agua es barata, de facil
acceso, no toxica y respetuosa con el medio ambiente, por lo que el agua es preferible como disolvente
desde un punto de vista econdmico y ambiental.*** La estructura Ginica y las propiedades fisicoquimicas
del agua establecen interacciones particulares de polaridad, enlaces de hidrogeno, efectos hidréfobos
ademas de las interacciones de trans -fase que pueden influir en el curso de una reaccién de manera
importante, 16 17

Ademas de lo anterior, el bajo porcentaje de rendimiento es otro desafio importante en la sintesis de
pirazoles. Las reacciones sin disolventes son rapidas, regio o quimio-selectivas. Estas reacciones
resultan en altos rendimientos y tienen ventajas ambientales y econdmicas. Estas reacciones sin
disolventes representan una posible solucidn a los desafios en la sintesis de derivados de pirazol.

2.3.2 Bioactividad de derivados de Pirazol

Varios derivados de pirazol poseen importantes actividades farmacoldgicas y se han demostrado como
materiales Utiles en la investigacion de farmacos. Estos compuestos tienen diversas actividades
bioldgicas  antimicrobianas, anticancerosas, citotoxicas, analgésicas, antiinflamatorias,
antihipertensivas, actividad sobre el sistema nervioso central como antiepilépticos, antidepresivos, etc.
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Los derivados de pirazol desempefian un papel importante entre los agentes antitumorales debido a sus
buenas actividades inhibitorias contra BRAFV600E, una mutacion del carcinoma papilar de tiroides,
EGFR receptor de tirosina quinasa que regula la proliferacion, diferenciacién, migracion y
supervivencia celular, esta al mutar,se produce tumorigenesis, especialmente en el cancer de pulmén,
las telomerasas son enzimas que ayudan a las células a mantenerse vivas al agregar ADN, las células
cancerosas tienen mas telomerasa que la mayoria de las células normales y los receptores de ROS,
especies reactivas de oxigeno son radicales, iones 0 moléculas que tienen un solo electrén no apareado
en su capa mas externa de electrones. Debido a este caracter, los ROS son altamente reactivos.

2.3.2.1 Como antimicrobianos

En 2013, Kale et al.**® sintetizaron derivados del 4-azo-3,5-dimetilpirazol (Figura 20) y evaluaron su
actividad antimicrobiana contra diferentes cepas de bacterias como S. aureus, B. subtilis, E. coliy S.
paratyphi utilizando el método de difusion en agar. De todos los compuestos sintetizados, 86 y 87
indicaron una mejor actividad que la ciprofloxacina (medicamento de referencia).

“ CH
?O j S Pt
N~ N~ = N——«
86 87 = CH
e’ N °
Figura 20 Derivados de 4-azo-3,5-dimetilpirazol

Patil et al.'!° sintetizaron 5-aril-3-(5-bromo-3-metilbenzofuran-2-il)-1-(3 o 4-Rzbenzoil)pirazoles 88.
Se realiz6 un andlisis antimicrobiano de los compuestos para determinar su actividad antimicrobiana
in vitro contra Staphylococcus aureus ATCC3750, Salmonella typhi NCTC786, Candida albicans
ATCC 10233 y Aspergillus niger ATCC 16404 utilizando el método de dilucién de tubos y los
compuestos ensayados mostraron una actividad significativa.

R, = 3-Cl, 4-Cl, 4-Cl, 4-Cl
R, = 4-Cl, 4-Cl, 3-F. 4-OH

Figura 21 5-aril-3-(5-bromo-3-metilbenzofuran-2-il)-1-(3 o0 4-Rz;benzoil)pirazoles
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3 Antecedentes seccion bioldgica
3.1 Hongos levaduriformes

Los hongos por sus caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y ecolégicas forman un reino llamado
fungi, caracterizado por poseer una estructura celular eucariota, carecen de clorofila, unicelulares
(levaduras) o pluricelulares (hongos filamentosos), tipicamente inmdviles, de nutricidn heterétrofa y
de reproduccién sexuada y/o asexuada.

Los hongos levaduriformes son hongos unicelulares globosos, ovales o alargados de 2—-6 um. que
presentan reproduccion asexuada a través de yemacion (Torulopsis, Candida). Las levaduras se
desarrollan a temperaturas 6ptimas entre 25y 30°C y forman colonias lisas, de textura himeda,
cremosas 0 membranosas semejantes a las bacterias.

A la observacion en fresco, aparecen de mayor tamafio que las bacterias y se observan células en
yemacion o fision. Presentan una tincion Gram (+).

3.1.1 Candida albicans
Candida albicans es uno de los 200 organismos del género Candida.*?

Candida albicans es un patdgeno fungico oportunista que existe como comensal inofensivo en el tracto
gastrointestinal y genitourinario en aproximadamente el 70% de los humanos y aproximadamente el
75% de las mujeres sufren de infeccion por Candida al menos una vez en su vida.*”

La expresién “oportunistas” se usa para referirse a un grupo de hongos gque viven normalmente en
humanos y que tienen la capacidad de aumentar en cantidad y transformarse en patdgenos bajo
determinadas condiciones del huésped, uno de los de mayor importancia en dermatologia.

La C. albicans pertenece al Reino de los hongos imperfectos, que son hongos filamentosos tabicados
y levaduriformes que si bien pueden presentar reproduccion sexuada (solo algunas especies), la forma
asexuada es la mas importante ya que ésta produce las enfermedades. Figura 1
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Figura 1 Morfologia de un hongo imperfecto (Candida albicans).
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3.1.1.1 Etiologia

De las aproximadamente 200 especies de Candida, son menos de 20 las especies asociadas a
infecciones en mamiferos. La especie que con mayor frecuencia se relaciona con patologias cutaneas
es C. albicans.’ Las especies de Candida son habitantes normales de la mucosa alimentaria,
respiratoria superior y genital de los mamiferos y llegan a causar infecciones oportunistas de la piel,
las areas mucocutaneas y el conducto auditivo externo.™

3.1.1.2 Patogenia

Una vez que estas levaduras se encuentran dentro del organismo, la diseminacion de la infeccion se
correlaciona con la inmunocompetencia y la funcién de los neutréfilos. Las especies de Candida
producen proteinasas acidas, queratinasas (degradan el estrato corneo) y fosfolipasas (penetran los
tejidos). ™

3.1.1.3 Factores de virulencia

Son muchos los factores que contribuyen a la virulencia de C. albicans. Las adhesinas que se localizan
en la superficie celular promueven la unién y posiblemente la penetracion al tejido del hospedador.
Las proteinasas, lipasas y fosfolipasas secretadas proporcionan los nutrientes que la célula necesita y
promueven la invasion. Las transiciones morfoldgicas entre levaduras y pseudohifas o hifas
promueven la diseminacién y penetracion de las células de C. albicans. Un factor mas es la formacién
de biopeliculas.™

3.1.1.4 Membrana plasmatica

La membrana celular de la célula humana, asi como la de los hongos, desempefia una importante
funcion en la division celular y en el metabolismo. Las complejas particulas lipidicas Ilamadas
esterolatos, son aproximadamente el 25 % de la membrana celular. Sin embargo, el contenido de
esterol de la célula fngica y mamifera es diferente. En las células de los mamiferos el colesterol 1 es
el que predomina y en las células fangicas el primario es el ergosterol 2, Figura 2. La diferencia del
contenido de esteroles ha sido explotada como blanco de accién en los medicamentos antifingicos,
dentro de los que se tiene a los polienos, azoles y alilaminas.*?

Figura 2. Estructura del colesterol (1) y Ergosterol (2)
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3.1.2 Terapia de candidiasis
3.1.2.1 Quimioterapia

Los antimocadticos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes estructuras quimicas y
mecanismos de accién. La clasificacion se realiza segln criterios convencionales que atienden a su
estructura en: polienos, azoles, alilaminas, entre otros (Tabla 1), con base a su origen en sustancias
producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimica; de acuerdo con su espectro de accién
en: amplio o restringido y de acuerdo con el sitio de accion (Tabla 2).23

Tabla 1. Clasificacion de los antifingicos por su estructura

Polienos Nisantina, natamicina, anfotericina B
Imidazol: miconazol, clotrimazol
Azoles Triazoles: fluconazol, itraconazol, ketoconazol
Triazles de segunda generacion: voriconazol, ravuconazol, posaconzaol
Alilaminas Terbinafina, naftinina
Paulacandinas
Lipopéptidos Triterpenos glicosilados
Equinocandinas: capsofungina, anidulofungina, micafungina
Pirimidinas fluoradas | Flucitosina
Otros Yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin

Tabla 2. Clasificacion de los antifungicos por su sitio de accion en el hongo

Antifungicos actuando en pared celular Lipopétidos

Antifangicos actuando en membrana celular Polienos, azoles, alilaminas

Antifangicos actuando en nicleo Pirimidinas fluoradas
3.1.2.2 Azoles

Varios compuestos que contienen un azol estan disponibles para el tratamiento de infecciones por
Candida, incluidos miconazol, ketoconazol, fluconazol e itraconazol, entre otros, Figura 3. Los
compuestos azélicos tienen actividad contra la mayoria de Candida spp., aunque existen diferencias
entre ellos. El ketoconazol tiene una actividad limitada contra C. tropicalis, mientras que el fluconazol
no. Los aislados de C. glabrata tienen susceptibilidades variables a los compuestos azolicos. La
resistencia a los compuestos de azol se ha informado con poca frecuencia, pero eso se debe en parte a
la poca fiabilidad de las pruebas in vitro de estos farmacos.™

3.1.2.3 Mecanismo de accion de los azoles
La gran similitud entre las células mamiferas y flngicas resulta un problema al momento de disefiar

una molécula antifdngica, pues ésta deber ser selectiva de la célula patdgena y no de la célula humana
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sana. En la Figura 4, se muestra un esquema general del mecanismo de accion de los derivados
azélicos.

3.2 Bacterias

La palabra bacteria proviene de un término griego que significa “baston”. Se trata de un

microorganismo unicelular procarionte que puede provocar enfermedades, fermentaciones o
putrefaccion en los seres vivos 0 materias organicas.
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Figura 3 Estructura quimica de algunos azoles con actividad antimicotica
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Figura 4. Mecanismo de accion de los firmacos mencionados anteriormente.
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Las bacterias presentan una amplia variedad de tamafios y formas. La mayoria presentan un tamafio
diez veces menor que el de las células eucariotas, es decir, entre 0,5 y 5 um. La forma de las bacterias
es muy variada y, a menudo, una misma especie adopta distintos tipos morfoldgicos, lo que se conoce
como pleomorfismo. Se pueden distinguir tres tipos fundamentales de bacterias, Figura 5:

Coco (del griego kokkos, grano): de forma esférica.

Estreptococo: cocos en cadenas.

Estafilococo: cocos en agrupaciones irregulares o en racimo.

Bacilo (del latin baculus, varilla): en forma de bastoncillo.

Formas helicoidales: Vibrio, espirilo y espiroqueta

Vibrio: ligeramente curvados y en forma de cacahuete o arrifionado.

Espirilo: en forma helicoidal rigida o en forma de tirabuzon.

Espiroqueta: en forma de tirabuzon (helicoidal flexible).
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Estreptobacilo

Estafilococo
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Corynebacteriaceae Helicobacter pylori

Figura 5. Diversos tipos de bacterias y su morfologia.

3.2.1 Staphylococcus aureus

Conocido como estafilococo aureo o estafilococo dorado, es una bacteria anaerobia facultativa,
grampositiva, productora de coagulasa, catalasa, inmévil y no esporulada que se encuentra
ampliamente distribuida por todo el mundo, estimandose que una de cada tres personas se hallan

colonizadas, aunque no infectadas necesariamente por ella.

En la Figura 5 se muestra la estructura morfoldgica del S. aureus.

37



3.2.1.1 Patogenia

El Staphylococcus aureus puede producir una variedad de procesos infecciosos que van desde las
infecciones cutaneas, relativamente benignas, hasta enfermedades sistémicas potencialmente fatales.
Las infecciones cuténeas incluyen foliculitis simple y el impétigo (infeccion superficial de la piel en
nifios).’® Es un agente de gran relevancia intrahospitalaria, donde ha adquirido resistencia a la
oxacilina. La contaminacion intrahospitalaria se lleva a cabo a través de las manos del personal a cargo.

Figura 5 Morfologia del S. aureus.

3.2.1.2 Factores de virulencia

Los factores de virulencia que presenta S. aureus, pueden ser productos extracelulares o propios de la
célula bacteriana:

1.- Lipasas. Degradan los &cidos grasos presentes en los tejidos cutaneos sanos.

2.- Enterotoxinas. Proteinas relativamente estables al calor y resistentes a enzimas proteoliticas. La
proteina A y la enterotoxina C, regulan las moléculas de adhesion a los queratinocitos y facilitan la
adherencia de las bacterias.

3.- Proteina A. Localizada en la superficie de la pared bacteriana, se une a la region Fc de la IgG,
inactivandola.

4.- Penicilinasa o B-lactamasa. Enzimas que hidrolizan el anillo B-lactamico presente en la estructura
molecular de las penicilinas.

3.2.1.3 Resistencia

Tiene resistencia a los antibidticos B-lactamicos mediada por las enzimas (penicilasas o -lactamasas),
también a la meticilina, conferida por una proteina de union a la penicilina (PBP)*’ y resistencia a la
vancomicina, mediada por alteraciones en la pared celular que atrapan el antibidtico antes de llegar al
sitio de accion.'®

3.2.2 Escherichia coli

Es una bacteria miembro de la familia de las enterobacterias y forma parte del microbiota del tracto
gastrointestinal de animales homeotermos, como por ejemplo el ser humano. Es un bacilo
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gramnegativo, no exigente, oxidasa negativo, catalasa positivo, anaerobio facultativo, cuya
temperatura de crecimiento preferente es a 37 °C y comUnmente es mévil por flagelos peritricos.

La E. coli es una bacteria anaerobia facultativa, abunda en el microbiota del tracto gastrointestinal en
donde junto con otros microorganismos es esencial para el funcionamiento correcto del proceso
digestivo, también participa en la produccién de las vitaminas B y K. Sin embargo, se han descrito
diferentes serotipos que por procesos de patoadaptacién, han adquirido elementos genéticos o
mutaciones que funcionan como factores de virulencia, estos determinan la patogenicidad y virulencia
de las cepas en diferentes tipos de enfermedades. Las cepas asociadas a las infecciones
gastrointestinales, son denominadas E. coli Diarreogénicas o Intestinales, mientras que las asociadas
a infecciones en otros aparatos y sistemas, como por ejemplo, el tracto urinario, sanguineo y nervioso,
son denominadas E. coli Patogénicas Extraintestinales (EXPEC). La alta morbilidad, asi como la
variedad en sindromes y cuadros clinicos asociados a las infecciones por E. coli, hacen de esta bacteria
uno de patdégenos mas versatiles y de gran relevancia para el ser humano.

En la Figura 6 se muestra la estructura morfoldgica del E. coli.

Escherichia coli

Figura 6 Morfologia del Escherichia coli.

3.2.2.1 Patogenicidad

La Escherichia coli (E. coli) forma parte de la flora normal del intestino del ser humano y los animales
de sangre caliente.”® E. coli es la especie bacteriana mas cominmente recuperada en los laboratorios
clinicos y ha sido relacionada con enfermedades infecciosas e involucradas en sepsis inducida por
endotoxinas. Las infecciones del tracto urinario y de las heridas, la neumonia en pacientes
hospitalizados inmunosuprimidos y las meningitis en los neonatos, son otras formas comunes de
infeccion causada por E. coli.?°

3.2.2.2 Factores de virulencia

e Toxinas. LPS, Shiga, LT, ST.

e Plasmido transmisible

¢ Adhesinas. Capacidad para unirse con los antigenos P del grupo sanguineo humano y adhesina X.
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e Hemolisina

¢ Bacteriocinas

e Intercambio genético por transduccion y conjugacion.?
3.2.2.3 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia bacteriana estd dada principalmente a la ampicilina, eritromicina, penicilina y
trimetropim-sulfametoxazol® por betalactamasas y genes que codifican formas mutantes del enzima
blanco en el caso de la trimetropim.?

La evolucion de las cepas resistentes es un fendémeno natural que ocurre cuando los microorganismos
se ven expuestos a farmacos antimicrobianos, y es posible un intercambio de caracteristicas de
resistencia entre ciertos tipos de bacterias. El uso inapropiado de medicamentos antimicrobianos
acelera este fendmeno natural *

40



3.3 Referencias

[1] Vazquez, J. A.; Sobel, J. D., Candidiasis, In: Dismukes WE, Pappas, P.G., Ed. Clinical Mycology,
New York, USA: Oxford University press, 2003, 143-187

[2] Segal, E; Baum, G. L., Pathogenic Yeasts and Yeast Infections London, CRC Press, 1994

[3] Sans-Blas, G; Calderone, R. A., Pathogenic Fungi: host fungi interactions and emerging strategies
for control Wymondham, UK: Caister Academic press, 2004

[4] Ruhnke, M.; Maschmeyer, G. Eu J of Med Res, 2002, 7, 227-235.

[5] Meiller, T. F.; Hube, B.; Schild, L. PLOS One, 2009, 4, 1-9.

6] Schulze, J.; Sonnenborn, U. Deutsches Arzteblatt, 2009, 106, 837-842.

[7] Sobel, J. D. N. Eng J Med., 1997, 337, 1896-1903.

[8] Gubelin, W.; De la Parra, R.; Giesen, L. Rev Med Clin Condes, 2011, 22, 804-812.

[9] Lépez, R., Micologia Médica: Procedimientos para el Diagnéstico de Laboratorio., 3a ed. Trillas,
México D.F., 2012.

[10] Scott, D. W.; Muller & Kirk’s.; Small Animal Dermatology, 6th ed. W. B. Saunders Co,
Philadelphia, 2011.

[11] Calderone, R. A.; Fonzi, W. Trends in Microbiology, 2001, 9, 327-335.

[13] Diomedi, A. Rev Chilena Infectol, 2004, 21(2), 89-101.

[14] Arenas, E. Rev Ciencia y Trabajo, 2005, 15(1), 52-67.

[15] Kobayashi, G. S.; Spitzer, E. D. Eur. J Clin Microbiol Infect Dis, 1989, 8, 387-389.

[16] http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1135-57271997000500002
(Consultado 05-07-2020)

[17] Castellano-Gonzéalez, M. J.; Perozo-Mena, A. J. Kasmera, 2010, 38(1), 18-35.
[18] Rodriguez, C. A.; Vesga, O. Biomédica, 2005, 25, 575-587.
[19] Kobayashi, G. S.; Spitzer, E. D. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 1989, 8, 387-389.

[20] http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S000406222005000400009&script=sci_arttext
(Consultado 22-02-18)

[21] http://es.slideshare.net/wao2008/escherichia-coli-presentation Citado 22-02-18] (Consultado 05-
07-2020)

[22] Garcia-Orozco, A.; Padilla-Arellano, J. J. R.; Orozco-Jauregui, D. A.; Orozco-Velasco, F.;
Rodriguez-Mena, A.;

Mayorga, J Dermatol Rev Mex, 2014, 58, 150-156.

41



[23] Mosquito, S.; Ruiz, J.; Bauer, J. L.; Ochoa, T. J.; Rev Peru Med Exp Salud Publica, 2011, 28,
648-56

[24] http:/iwww.who.int/mediacentre/factsheets/fs194/es/ (Citado 22-02-18)

42



4 Hipotesis

Si se preparan compuestos hibridos a través de diferentes metodologias sintéticas reportadas en la
literatura, estos compuestos novedosos del tipo heterociclico pirazolina-diindolilmetano, a través del
enfoque de la Quimica Verde, pueden presentar actividad antimicrobiana.

5 Justificacion

La resistencia de las bacterias y hongos a los antimicrobianos correspondientes, constituye un grave
problema actual de salud. El uso indiscriminado e irracional de estos farmacos conduce al desarrollo
de resistencia de los microorganismos, haciendo inconveniente el uso de los agentes disponibles. Sin
embargo, se busca el desarrollo de fArmacos para combatir bacterias y hongos multirresistentes.
Debido a que los compuestos derivados de la pirazolina y del diindolilmetano presentan un amplio
espectro de actividad biol6gica, entre ellos como agentes antimicrobianos, se han desarrollado
moléculas hibridas novedosas pirazolina-DIM que puedan mantener o incrementar las caracteristicas
antimicrobianas de las plantillas originales, evaluando in vitro los efectos presentados ante S. aureus,
E. coliy C. albicans.
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6 Objetivos

Objetivo General

Realizar la sintesis de una serie de novedosos compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano usando
como intermediarios una serie de formildiindolilmetanos e hibridos chalcona-diindolilmetano bajo el
contexto de la quimica verde y la evaluacién de su actividad antimicrobiana.

Objetivos Particulares

1) Llevar a cabo reacciones de condensacion entre un dialdehido aromatico y derivados del indol
para obtener una serie de formildiindolilmetanos.

2) Utilizar las formildiindolimetanos como intermediarios en la generacion de compuestos
hibridos chalcona-diindolilmetano.

3) Obtener compuestos derivados de la pirazolina mediante una reaccion de ciclocodensacion
entre los derivados de chalcona-diindolilmetano e hidrato de hidrazina.

4) Caracterizar mediante técnicas espectroscopicas convencionales a los compuestos hibridos
pirazolina-diindolilmetano.

5) Evaluar, mediante pruebas cualitativas in vitro , la actividad bioldgica de los compuestos

hibridos pirazolina-diindolilmetano en su accion: contra cepas ATCC de S. aureus, E. coli y C.
albicans
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7 Parte experimental
7.1 Materiales y reactivos seccion quimica

. Las sustancias utilizadas fueron: tereftaldehido, isoftaldehido, acetofenona, 4-
metoxiacetofenona, 4-nitroacetofenona, 1H-indol, 1 H-metilindol, 2-metil-1H-indol, hidrato de
hidrazina, etanol, hidroxido de sodio, acido clorhidrico y acido p-toluensulfénico. Todos los reactivos
mencionados son marca Sigma Aldrich®, y se usaron sin previa purificacion o tratamiento.

o Para el calentamiento térmico se utiliz6 una mantilla marca CORNING Mod. PC-410, 120 V,
73 W, 60 Hz.

. Para el calentamiento en MW se utiliz6 un microondas quimico marca CEM Discover ®

. Los cromatofolios, como fase estacionaria para darle seguimiento a las reacciones por

cromatografia en capa fina, son marca TLC Silica Gel 60F254 vy la silice para placas preparativas es
marca MN-Kieselgel G/UV254.

La caracterizacion estructural de los productos de reaccién se realizé empleando lo siguiente:

Todos los puntos de fusion se midieron en un aparato de punto de fusion electrotérmico MEL-TEMP
Il 'y permanecen sin corregir. Los espectros de RMN *H y **C se obtuvieron en DMSO-¢s 0 CDCl3
usando un espectrometro de 300 MHz. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por
millén en relacidn con el pico de tetrametilsilano utilizado como patron interno. Los valores de J estan
en hertz, y los patrones de division se designan de la siguiente manera: s, singulete; d, doblete; t,
triplete; m, multiplete; y bs, singulete ancho. Los espectros IR se registraron en un espectrofotometro
FTIR Bruker usando un método de reflexion total atenuada. Los espectros de masas (MS) y los
espectros de masas de alta resolucion (EMAR) se obtuvieron usando un espectrémetro JEOLIJMS-
AX505.

7.1.1 Metodologia sintética
RUTA A

Sintesis de los compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano utilizando como intermediarios
formildiindililmetanos, empleando energia de microondas (Esquema general 1).

Sintesis de formildiindolilmetanos

Se coloco 1 equivalente del dialdehido aromatico (5 mmol) y 2 equivalentes de 1H-indol o derivado
del mismo (10 mmol) en 25 mL de etanol, afiadiendo &cido p-toluensulfénico (APTS) al 10% como
catalizador (0.5 mmol). La mezcla de reaccidn se calentd en un horno de microondas monomodo a una
temperatura de 120°C a 150 W, durante 45 min. Terminada la reaccidn se agreg6 hielo triturado para
favorecer la precipitacién. El sélido se filtr6 a vacid y se purificd mediante placa preparativa.

Sintesis de hibridos chalcona-diindolimetano

Se coloco en un matraz bola un equivalente del correspondiente formildiindolilmetano (5 mmol) y 1
equivalente de acetofenona o derivados de ella (5 mmol), de 50 mL, agregando lentamente 1
equivalente (5 mmol) de hidréxido de sodio en 5 mL de agua agregando 25 mL de etanol. La mezcla
de reaccidn se agit6 en un bafio de hielo a 0°C durante 24 horas. Terminado el tiempo de reaccién, se
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agrego 1 equivalente (5 mmol) de &cido clorhidrico acuoso para neutralizar el medio basico y se agrego
hielo triturado para favorecer la precipitacion. El solido se filtrd a vacié y se purific6 mediante
cromatografia de placa preparativa.

Sintesis de compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano

Se colocaron en un matraz bola de 50 mL, 1 equivalente (5 mmol) del compuesto hibrido chalcona-
diindolilmetano y 4 equivalentes (20 mmol) de clorhidrato de hidrazina en 30 mL de etanol, llevando
la mezcla de reaccion a calentamiento en MW durante 30 min a 120°C y 150 W. Pasado el tiempo de
reaccion, se agreg6 hielo molido, el solido se filtr6 a vacio y se purificé mediante cromatografia de
placa preparativa.

RUTA B

Sintesis de los compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano utilizando como intermediario
formilchalconas, empleando energia térmica. Esquema general 2

Sintesis de chalconas

Se colocd 1 equivalente del dialdehido aromatico 0.67 g (5 mmol) y 1 equivalente de la
correspondiente acetofenona (5 mmol) en etanol (30 mL) y luego se afiadi6 una solucién de NaOH 0.2
g (5 mmol). La mezcla se mantuvo a 0°C durante la adicion de la base y a temperatura ambiente por
24 horas, posteriormente se acidificd la mezcla de reaccion con HCI 0.15 mL (5 mmol) y se agreg6
hielo triturado. El s6lido se filtr6 a vacio y se recristaliz en etanol.

Sintesis de hibridos chalcona-diindolimetano

Se colocd un equivalente de la correspondiente chalcona (5 mmol) y 2 equivalentes del indol
correspondiente (10 mmol), en un matraz bola de 50 mL agregando APTS al 10%, como catalizador
(0.5 mmol), en medio etanolico. La mezcla de reaccion se calento a reflujo de 4-6 horas. Luego se
vertié agua helada para favorecer la precipitacion del producto. El sélido se filtré a vacio, purificando
los compuestos mediante cromatografia de placa preparativa.

Sintesis de compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano

Se colocaron en un matraz bola de 50 mL, 1 equivalente (5 mmol) del compuesto hibrido chalcona-
diindolilmetano y 4 equivalentes (20 mmol) de clorhidrato de hidrazina en 30 mL de etanol, llevando
la mezcla de reaccion a reflujo por 4 horas. Pasado el tiempo de reaccion, se agreg6 hielo molido, el
solido se filtro a vacio y se purifico mediante cromatografia de placa preparativa.
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7.2 Materiales y reactivos seccion biolégica. Metodologia experimental. Materiales y métodos
7.2.1.1.1 Antibidticos utilizados

Control positivo: Penicilina, Miconazol y Meropenem, para S. aureus, C. albicans y E. coli,
respectivamente.

7.2.1.1.2 Medio de cultivo utilizado

- Caldo y agar SDA. BD® Dioxon. Esterilizado previamente en autoclave.
- Agar Mueller-Hinton. BD® Dioxon. Esterilizado previamente en autoclave.

7.2.1.1.3 Reactivos

- Tincion Gram: Cristal violeta al 3%, Lugol al 3%, Alcohol-Acetona 1:1, Safranina al 4% vy
Aceite de inmersion.

- Disoluciéon de compuestos hibridos sintéticos. Control negativo: Sulféxido de dimetilo
(DMSO).

7.2.2 Microorganismos

Se emplearon las cepas de: Candida albicans ATCC 14053, Escherichia coli ATCC 1175 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538, obtenidas del cepario del Laboratorio 6 de Microbiologia, de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. Para este
trabajo se activaron las cepas de levadura y bacterias en cajas Petri con agar Mueller Hinton (MH),
dejandolos incubar por 48 horas en el caso de la levadura y 24 horas para las bacterias a 37°C. Al
término del tiempo se retiraron las cajas de la estufa y se prepar6 el indculo con solucién salina
fisioldgica (SSF) estéril hasta igualar la turbidez al No. 0.5 de McFarland (1*108 UFC/mL).

7.2.2.1 Preparacion de sensidiscos con los compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano

En tubos eppendorf se pesaron 2, 4, 8, 16, 32 y 64 mg de cada uno de los 10 compuestos hibridos
sintetizados previamente y se les afiadio 1 mL de DMSO como disolvente. Se utilizaron sensidiscos
estériles de papel filtro Whatman No. 5, de 6 mm de didmetro y se impregnaron con 10 pL de las
concentraciones antes mencionadas de los compuestos a evaluar.

7.2.2.2 Pruebas de inhibicion de crecimiento radial (ICR)

Para montar la prueba, a partir del indculo se realizd por separado un sembrado masivo para los tres
microorganismos en cajas Petri en medio de agar MH y posteriormente se colocaron los sensidiscos
impregnados a las diferentes concentraciones de los compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano
y el control negativo. El ensayo se hizo por triplicado.

Las cajas se incubaron durante 24 horas para las bacterias y 48 horas para el caso de la levadura a
37°C, haciendo una revision a las 24 horas para este Gltimo para monitorear la formacion de los halos
de inhibicion. Al terminar el ensayo, los halos fueron medidos con un Vernier. A partir de los
resultados obtenidos se determind el promedio de las medidas obtenidas para cada uno de los
compuestos sintéticos que presentaron actividad. Estos resultados se compararon con los obtenidos
para miconazol, penicilina y meropenem utilizados como control positivo.
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CHO

HO K1
A1=4-CHO A3=Rl=p. RZ=H
A2 =3-CHO A4=Rl= Me, R2=H

A5=R!=p. R?=Me

CHO

RZR? oy

A6 =4-CHO; R'=H: R?=H
A7 = 4-CHO; R1=Me; R2=H
A8 =4-CHO; R'=H; R?=Me

A9 = 3-CHO; R'=Me; R2=H

APTS / EtOH

MW a 120°C y 150 W
A\
N

R1

A24=X=p. Rl=p R2=p: 4-DIM
A25=X=0Me; R'=H: R2=H: 4-DIM
A26=X=NO,; R'=H: RZ2=p: 4-DIM
A27=X=H. R'=Me; R?=H: 4-DIM
A28 =X =0OMe; R1=Me; RZ= H; 4-DIM
A29 = X =NO,; Rl =Me; R2=H: 4-DIM
A30=X=H: R!=H. R2=Me;4-DIM
A31=X=0OMe; R1=H: R?=Me; 4-DIM
A32=X=NO,; R'=H: R?=Me; 4-DIM
A33=X=p. RL=Me; R2=H: 3-DIM

N APTS / EtOH +
t 2 R2 ~
/ MW a 120°C y 150 W ] \ X

A10=X=H
A1l = X= OMe
A12 =X =NO,

EtOH,
NaOH o) | a 24 ha oo

O
oRa P
X NN

Rl

2
L
N
R1

Al13=X=H;

Al4 =X =0OMe;

A15 =X = NO,;
A16 =X =H:

Al7 = X = OMe;

A18 = X = NO,:
A19=X=H:

A20 = X = OMe;

A21 =X = NO,;
A22=X=H;

Rl=H. R%2=4; 4-DIM
Rl=H. R2=H:; 4-DIM
Rl'=H. R%2=H; 4-DIM
R!=Me; R?=H; 4-DIM
R =Me; R?=H; 4-DIM
R! = Me; R? = H; 4-DIM
R'=H: R?=Me; 4-DIM
R'=H. R?=Me; 4-DIM
R'=H; R?=Me; 4-DIM
R!=Me; R?=H: 3-DIM

+ 4 H,N—NH,
23

Esquema general 1. Ruta A: Metodologia sintética utilizando como fuente de calentamiento energia de microondas
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Rl

CHO NaOH(ac) / + N 2
2 R
+ EtOH, /
X CHO

X 24 hao°C
CHO
B3=X=H B6 =4-CHO; X=H B10=R!=H: R2=H
B1 = 4-CHO o B7 = 4-CHO; X = OMe bl e B2
B2 = 3-CHO B4 ~ X__OMe B8 = 4-CHO; X =NO, B11 _ Rl _ Me, R2 _ H
BS—X—NOZ Bg=3-CHO,X:H B12=R —H' R4 = Me
APTS EtOH,

APTS

EtOH,
Reflujo a 120°C

B24=X=H; R!=H. RZ?=H:4-DIM
B25=X=0OMe; R'=H; R2=H; 4-DIM
B26 =X =NO,; R'=H; RZ?=H: 4-DIM
B27=X=H; R!=Me; R?=H; 4-DIM
B28 = X = OMe; R' = Me; R2=H; 4-DIM
B29 = X =NO,; R!=Me; R?=H: 4-DIM
B30=X=H; R!=H: R2=Me; 4-DIM
B31=X=0Me; R'=H: RZ?=Me; 4-DIM
B32=X=NO, R!=H: R?=Me; 4-DIM
B33=X=H; R!=Me; R?=H; 3-DIM

Esquema general 2. Ruta B: Metodologia sintética utilizando como fuente de calentamiento energia térmica convencional

Reflujo a 120°C

o
Y )
Jona eI
YR 23
2
L
N
R1

B13=X=H; R'=H; R?=H:4-DIM
B14=X=0OMe; R'=H: R2?=H:4-DIM
B15=X=NO,; R'=H: R2=H: 4-DIM
B16=X=H: R!=Me; R?=H: 4-DIM
B17 = X = OMe; R'=Me; R2=H: 4-DIM
B18 = X =NO,; R'=Me; R?=H: 4-DIM
B19=X=H; R'=H; RZ?=Me; 4-DIM
B20 =X =0OMe; R =H: R2=Me; 4-DIM
B21=X=NO,; R'=H: R?=Me; 4-DIM
B22=X=4; R!=Me; R?=H; 3-DIM
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8 Resultados y discusion seccion quimica

Con base a las reacciones de sintesis realizadas, se presenta a continuacion los resultados para cada
compuesto formado, Tablas 3-6.

Tabla 3. Caracteristicas fisicas y rendimiento de formildiindolilmetanos

Serie para
Compuesto Producto p.f. (°C) Color Rendimiento (%)
CHO
A6 © > &) 253 96
H' lH
CHO
A7 ® > & 231 93
‘ CHO
®
A8 © &) 127 Morado 94
Serie meta
CHO
® _
A9 @ & 139 Violeta 94

Esta serie de compuestos se obtuvo a través de la ruta sintética A

Tabla 4. Caracteristicas fisicas y rendimiento de las formilchalconas

Serie para
Compuesto Producto p.f. (°C) Color Rendimiento (%)
o
B6 ) S 160-165 88

©]

B7 W, 208211 Café 92
[©]

B8 e ae Ul > 300 67
o

Serie meta

B9 0 102 75

Esta serie de compuestos se obtuvo a través de la ruta sintética B
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Tabla 5. Caracteristicas fisicas y rendimiento de los hibridos chalcona-diindolilmetano

Serie para
Compuesto Producto p.f. (°C) Color Rendimiento A (%) Rendimiento B (%0)
13 > 300 Rojo 72 63
14 170 Rojo 74 65
15 221 80 70
16 110 Rojo 70 61
17 > 300 Rojo 86 75
18 182 Rojo 89 80
19 123 Rojo 62 54
20 149 Rojo 72 64
21 155 81 70
Serie meta
22 64 56
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Tabla 6. Caracteristicas fisicas y rendimiento de los hibridos pirazolina-diindolilmetano

Serie para

Compuesto Producto p.f.(°C) Color Rendimiento A (%) Rendimiento B (%)

H

®

N-N

23 : 232 69 60

Q
9
©

24 289 74 64

OQ Z
9
IZ;0 s:ZI

25 267 76 66

ZQ Z
<l
IZ;0 s:ZI

26 220 71 62

OQ = Q-;ZI
o 9
"Z;Q éz' P

27 296 72 63

28 256 84 75

zQ Z
S
-Z;Q éz—

29 91 89

Q z
Q
- IZ;0 s:ZI

30 87 76

ZT

31 77 67

“z@ OQ Z
) 9
IZ;. 0: ::z;0 é

Serie meta

N-NH

32 e 74 65

8.1 Datos espectroscépicos obtenidos
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Bis(1H-Indol-3-il)(4-formilfenil)metano (6)

IR (KBr, cm™): 3404 (NH); 3051 (CH metino); 2835 (CH’s ar); 1691 (CO aldehido); 1602, 1574
(Sust. Ar); 1415 (CO); 1337 (CH ar-indol); 783 (CH ar-disustituido).

EMAR (DART) C24H19N,0 [M+1]": Calculado: 351.14974. Encontrado: 351.14995.

IH RMN (300 MHz, & ppm CDCls, ref TMS): & 5.96 (s, 1H, Hio): 6.66 (s, 2H, Ha2'); 6.97-7.04 (t, J
= 6 Hz, 2H, Hss); 7.25 (t, J = 6 Hz, 2H, Hee); 7.36 (t, J = 6 Hz, 2H, H77); 7.50-7.52 (d, J = 7 Hz,
2H, Haa); 7.78-7.81 (d, J = 8 Hz, 2H, Huz12); 7.97 (5, 2H, NH, D;0); 8.01 (s, 2H, His13); 9.97 (s,
1H, His).

13C RMN (75 MHz, § ppm CDCls, ref TMS): § 40.4 C1o; 109.3 Cpz; 117.1 C77; 118.9 C33; 119.8
CG; 121.7 C4,4’; 123.6 Cs,s’; 127.2 Cgvg'; 129.4 C12,12’; 129.9 C13,13’; 134.8 C11; 137.5 Cg,g’; 151.9 C14;
192.2 Css.

Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(4-formilfenil)metano (7)

IR (KBr, cm™): 3047 (CH metino); 2910 (CHs); 2878; 2822 (CH’s ar); 1698 (CO aldehido); 1610,
1546 (Sust. Ar); 788 (Ar-disust).

EMAR (DART) CzH23N20 [M+1]": Calculado: 379.18104. Encontrado: 379.18068.

IH RMN (300 MHz, 3 ppm CDCls, ref TMS):  3.69 (s, 6H, H11): 5.95 (s, 1H, Huo); 6.54 (s, 2H,
Hz,z’); 7.00 (ddd, J=7 HZ, 2H, Hs,s“); 71.22 (t, J=7 HZ, 2H, H6,6’); 7.32 (d, J=7 HZ, 2H, H7,7’);
7.33 (t, J =7 Hz, 2H, Hi3); 7.53 (d, J = 7 Hz, 2H, Ha4): 7.80-7.08 (d, J = 7 Hz, 2H, H1212); 9.98 (s,
H, His).

13C RMN (75 MHz, & ppm CDCls, ref TMS): § 32.8, Cy; 40.4, Cyo; 109.3, Cy; 117.1, Cs; 118.9, C;
119.8, Cg; 121.7, C4; 127.2, Cs; 128.3, Co; 129.4, C1z; 129.9, C13; 134.8, Cu1; 137.5, Cg; 151.9, Cy;
192.2, Cys.
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Bis(2-Metil-1H-indol-3-il)(4-formilfenil)metano (8)

IR (KBr, cm™): 3400 (NH sim); 3302 (NH as); 3052 (CH metino); 2920 (CHs); 2853 (CH’s ar);
1684 (CO aldehido); 1601, 1573 (Disust. Ar); 1302 (CH ar-indol); 829; 811 (CH ar indol
disustituido).

EMAR (DART) Cz6H2sN>0 [M+1]": Calculado: 379.18104. Encontrado: 379.18073.

'H RMN (300 MHz, § ppm CDCls, ref TMS): § 2.08 (s, 6H, Hio.10); 6.05 (s, 1H, Hi1); 6.85 (t, J =9
Hz, 2H, Hs¢); 6.92 (d, J = 9 Hz, 2H, Hss); 7.05 (d, J = 6 Hz, 2H, H77); 7.26 (d, J = 6 Hz, 2H,
Hisa13); 7.43 (d, J =8 Hz, 2H, Ha4); 7.76 (d, J = 5 Hz, 2H, Hi414); 7.80 (s, 2H, NH, D0); 9.98 (s,
1H, His).

13C RMN (75 MHz, 5 ppm CDCls, ref TMS): § 12.4, Cyo; 39.9, Cy1; 110.2, Cy; 112.0, Co; 119.0, Cs;
120.6, C4; 128.7, Cs; 129.7, Cg; 129.8, Cs; 132.3, C13; 134.5, C1z; 135.2, Cus; 151.9, Cis; 192.2, Cus.

Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(3-formilfenil)metano (9)

IR (KBr, cm™): 3050 (CH metino); 2931 (CHs sim); 2910 (CHs as); 2838 (N-CHs); 2821 (CH’s);
1687 (CO aldehido); 1687; 1610; 1582; 1546 (Disust. ar); 1327 (CH ar-indol); 794 (CH ar-
disustituido).

Composicion elemental (FAB®): C2sH22N-0, Calculado: 378.1732. Encontrado: 378.1729.
'H RMN (300 MHz, § ppm CDCls, ref TMS): & 3.70 (s, 6H, H1.1"); 5.97 (s, 1H, Hio); 6.53 (s, 2H,
Hz,z’); 7.00 (t, J=6 HZ, 2H, H4,4'); 7.24-7.30 (m, 2H, Hs,s’); 7.33 (q, J=3 HZ, 2H, He,e’); 7.37 (t, J

= 3 Hz, 3H, Hus; Hus); 7.64 (t, J = 6 Hz, 1H, Hue); 7.74 (t, J = 6 Hz, 1H, His); 7.86 (s, 1H, Hu); 9.95
(S, 1H, H17).
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13C RMN (75 MHz, § ppm CDCls, ref TMS): § 32.4, Cy; 40.3, Co; 109.2, C7; 109.4, C,; 117.1, Cs;
118.9, Cs; 119.7, C4; 121.3, Cs; 127.7, Co; 128.4, Cis; 129.8, Cus; 134.7, Cip; 137.4, Cg; 144.5, Cuy;
146.0, Ci3; 192.0, Cy7.

3-(4-(Bis(1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona (13)

IR (ATR, cm™): 3407 (NH), 3053 (CH’s Ar), 2322, 1908 (C=C a-p insat), 1673 (C=0), 1598 (CH’s
a-p insat), 738 (CH’s Ar).

EMAR (DART) CszH2sN,0 [M+1]": Calculado: 453.18886. Encontrado: 453.18791

'H RMN (300 MHz,  ppm, Acetona-g): & 6.25 (s, 1H, Hr), 6.99 (s, 2H, Hz), 7.04-7.35 (m, 14H,
Ha 5236 a5 ), 7.48 (M, 2H, Hag), 7.65 (d, 1H, 1 = 13.0 Hz, Hp), 7.71 (d, 1H, J = 12.92
Hz, Hs), 9.82 (s, 2H, NH, Hy»).

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-gs) J: 55.8 C7+; 109.8, C7++; 111.6, Cs, 116.5, C4+; 118.6, Cs+;
119.2, Ce; 121.4, Cy; 123.8, Cov; 126.9, Caarr; 128.2, Co gy 128.7, Cor 67, 129.1, Car 5 129.7, Car 5;
131.8, Cl"; 134.5, C4'; 137.1, C7a'"; 147.2 ,C3; 152.1, Cl',4"; 170.9, C3; 192.7, C1.

3-(4-(Bis(1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona (14)

IR (ATR, cm): 3404 (NH), 3090, 2933 (CH’s Ar), 2323, 2065 (C=C a-p insat), 1653 (C=0), 1595
(CH’s a- insat), 1170 (C-O-C), 816 (CH’s Ar).

EMAR (DART) Cs3H27N20, [M+1]": Calculado: 483.18943. Encontrado: 483.19911.

IH RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-ge): & 3.80 (s, 3H, O-CHs, Hg?), 5.73 (s, 1H, CH, H7"), 6.87 (s,
2H, Hz), 6.97-7.023 (m, 4H, Hg ), 7.28-7.35 (M, 8H, Ha 67 3574 7), 7.71 (d, 1H, I = 12.0 Hz,
H,); 7.77 (d, 1H, J = 12.0 Hz, Ha), 7.97 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hz¢), 8.13 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ha's),
10.76 (s, 1H, NH, Hy+), 10.81 (s, 1H, NH, Hy-).
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13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-g): & 55.9, C7; 56.5, Cg+; 111.8, C7; 114.2, Ca+; 114.4, Ca'5;
118.5, Cq; 119.5, Cs; 121.2, Cp; 122.3 Cg, 123.8, Cov; 127.0, Caar; 127.8, Copv; 128.4, Carv5;
130.3, Cy; 130.8, Cz'; 132.9, C1; 136.8, Cra; 136.9, Cu; 143.0, Cs; 163.4, Cy; 187.9, C.

3-(4-(Bis(1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2E-en-1-ona (15)

IR (ATR, cm): 3416 (NH), 3049 (CH’s Ar), 1682 (C=0), 1600 (CH’s a-p insat), 1520, 1344 (NOy),
742 (CH’s Ar).

EMAR (DART) Cs2H24N303 [M+1]": Calculado: 498.17394. Encontrado: 498.17373

'H RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-gs): & 5.80 (s, 1H, Hr), 6.42 (s, 2H, Ho), 6.82-6.88 (m, 4H,
Hsg), 6.98-7.13 (M, 4H, Ha»5-4), 7.25-7.40 (M, 4H, Ho g~ 1), 7.55 (d, 1H, J = 12 Hz, Hy),
7.63 (d, 1H, J = 12 Hz, Hs), 7.75 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ho's'), 7.89 (d, J = 8.4 Hz , 2H, Hz5), 10.88 (5
ancho, 2H, NH, Hy-).

3C RMN (75 MHz, & ppm, Acetona-gs): & 57.2, C7; 109.6, C7; 111.0, Ca; 118.4, Cy; 119.1, Csrrr;
121.1, Cy; 122.0, Ce'; 124.1, Cy»; 126.4, C3 55 126.8, Caav; 128.0, Co6; 128.7, Ca 55 129.7, Cov 6
130.0, Cy; 135.6, Cra; 136.9, Cur; 1425.5, Crv; 145.6, C3; 151.3, Cy; 188.1, Cy.

3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona (16)
IR (ATR, cm™): 3049 (CH’s Ar), 2933 (CHs), 1683 (C=0), 1595 (CH’s o-p insat), 736 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CssH29N,0 [M+1]": Calculado: 481.22016. Encontrado: 481.21904

IH RMN (300 MHz, § ppm, Acetona-gs): & 3.71 (s, 6H, He~), 5.81 (s, 1H, CH, H7), 6.43 (s, 2H,
Hy+), 7.05 (t, 2H, J = 7.2 Hz, Hs~), 7.16-7.39 (M, 13H, Ha 45257567 67+), 7.56 (d, 2H, J = 7.8
Hz, Hzs), 7.97 (d, 1H, J = 12.9 Hz, H,), 8.00 (d, J = 14.4 Hz, 1H, H3).

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-gs): & 31.7, CHs, Cg; 52.3, CH, C7; 100.4, C7+; 109.2, Ca;
118.0, Cy; 119.5, Cy; 120.8, Ce; 121.1, Cy; 121.6, Caar; 127.5, Copr; 127.6, Cor gy 127.9, Ca 5
128.3, C35-; 128.5, Cy; 137.2, 145.0, C4;Crr 47 4 7a; 145.9, C3; 186.6. Cy.
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3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona (17)

IR (ATR, cm™): 3000 (CH’s Ar), 2930 (CHs), 2318, 2070 (C=C o-p insat), 1655 (C=0), 1594 (CH’s
a-p insat), 1168 (C-O-C), 737 (CH’s Ar).

EMAR (DART) C3sH31N20, [M+1]": Calculado: 511.230.73. Encontrado: 511.23061

IH RMN (300 MHz, 5 ppm, Acetona-gs): & 3.70 (s, 3H, O-CHs, Hg), 3.77 (s, 6H, Hg), 5.94 (s, 1H,
Hy), 6.41 (5, 2H, Hz), 6.84-6.93 (M, 6H, Ha 5357 5), 7.29-7.52 (M, 9H, Ha 26" a6 7), 7.55 (d,
J=12 Hz, 1H, Hy), 7.59 (d, J = 12 Hz 1H, Hs), 7.87 (d, J = 7.5 HZ, 2H, Hz-g).

13C RMN (75 MHz, 6 ppm, Acetona-gs): 6 32.3, Cg; 55.8, Cr; 62.9, Cg; 109.8, C7; 118.6, Ca»;
119.2, Cs35; 116.5, C4; 118.6, Cs; 119.2, Cer; 121.4, Cy; 126.9, Cov; 128.2, Cayrv; 128.7, Cor 6
129.1, Cs",s“; 129.7, Cl’,2’,6’; 132.0, Cl“; 134.5, C4”; 137.1, C7a'"; 142.1, C3; 152.1, C4'; 192.7, Cl.

3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2E-en-1-ona (18)

IR (ATR, cm): 3051 (CH's Ar), 2924 (CHss), 2935, 2044 (C=C o-B insat), 1966 (CO), 1593 (CN),
1519, 1328 (NOy), 735 (CH's Ar).

EMAR (DART) CssH2sN303 [M+1]": Calculado: 526.20524. Encontrado: 526.20442

'H RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-gs): & 3.45 (s, 6H, Hg), 5.76 (s, 1H, H7), 6.78-6.88 (m, 4H,
Ho»5), 6.98-7.04 (m, 4H, Hs» 57 6), 7.23-7.38 (M, 9H, Hz ¢ 2764 7), 7.33 (d, 1H, J = 12.0 Hz,
H3), 7.35 (s, 1H, J = 13.2 Hz, H2), 7.97 (2H, d, J = 8.7 Hz, Hz 5.

13C RMN (75 MHz, 5 ppm, Acetona-ge): & 30.6. Cg; 56.1, C7+; 108.9, C7; 111.6, Cz; 117.1, Cyrv;
118.4, Cs; 119.0, Cp»; 121.1, Cy; 123.8, C3'5; 126.5, Cov; 129.1, Cayr; 129.6, Cyev; 130.8, Csv 575
134.3, Cy 617 136.7, Co» 72; 143.3, Cyv; 146.0, Cs; 152.3, Cy; 192.6, Ca.

57



3-(4-(Bis(2-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona (19)

IR (ATR, cm™): 3398 (NH), 3053, 2909 (CH’s Ar, CHs), 1953, 1916 (C=C a-p insat), 1674 (C=0),
1597, 1580 (CH’s a-f insat), 740 (CH’s Ar).

EMAR (DART) CssH29N,0 [M+1]": Calculado: 481.22016. Encontrado: 481.21967

'H RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-ge): & 2.45 (s, 6H, Hg), 6.16 (s, 1H, H7'), 6.86-6.99 (m, 6H,
Hs» 5 5 6), 7.19-7.33 (M, 10H, H23 4522 67 4 7), 7.48 (s, 1H, J = 15 Hz, H), 7.53 (s, 1H, J =15
Hz, Hs) 7.96 (d,J=7.2, 2H, Hz¢’), 9.79 (s, 2H, NH, Hz»).

3C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-ge): & 11.2, Cg, 11.4, C, 42.9, C7; 110.0, Cz; 110.3, Cyrv;
118.3, Cs+; 118.9, Caa; 119.0, Ce+; 120.0, Cy; 127.9, Co 65 128.0, Co6r; 128.4, Ca 55 128.7, Ca 55
131.6, Cz; 131.8, Cy; 132.6, Csr; 135.5, Cra; 135.9, Cyr; 137.4, Cyv; 142.2, Cs; 198.3, C.

3-(4-(Bis(2-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona (20)

IR (ATR, cm™): 3393 (NH), 3050 (CH’s Ar, CHs) 2931, 2837 (C=C o-p insat), 1652 (C=0), 1593-
1568 (CH’s a-P insat), 1169 (C-O-C), 742 (CH’s Ar).

EMAR (DART) CssH31N20, [M+1]": Calculado: 511.23073. Encontrado: 511.22983.

IH RMN (300 MHz, 5 ppm, Acetona-gs): & 2.41 (s, 6H, Hg), 3.79 (s, 3H, O-CHs, Hg), 6.00 (s, 1H,
Hr), 6.67-6.73 (M, 4H, Hs ), 7.21-7.24 (M, 4H, Ha 557 5+), 7.51 (d, 1H, J = 12.0 Hz, H), 7.52 (d,
J =45 Hz, 2H, Hy+) 7.55 (s, 1H, J = 12 Hz, H3), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H), 7.92-7.96 (m, 6H,
Ha 27 477), 9.80 (s, 2H, NH, Hy»).

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-gs): 5 11.3, Ce; 47.3, Cr; 54.9, Cg; 110.1, Cr; 110.3, Car;
1135, Cy 5 118.2, Cy; 118.3, Cr g 118.9, Corr: 119.07, Caar: 119.8, Comgr: 119.9, Carsr; 127.3,
Cz; 128.7, Cp; 130.2, Cy; 135.5, Cra; 135.7, Cy; 142.4, Cs; 163.3, Car; 196.9, Ci.
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3-(4-(Bis(2-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2E-en-1-ona (21)

IR (ATR, cm): 3383 (NH), 3049 (CH’s Ar), 2933 (CHs), 1665 (C=0), 1599 (CH’s a-p insat), 1521,
1344 (NOy), 739 (CH’s Ar).

EMAR (DART) CasH2sN303 [M+1]": Calculado: 525.20524. Encontrado: 525.20521.

IH RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-gs): 8 2.09 (s, 6H, Hg), 6.20 (s, 1H, H7"), 6.62-6.81 (m, 4H,
Hsg), 6.83-6.95 (M, 9H, Ha 575674 7), 7.85 (5, 2H, Hog), 8.15 (d, 1H, J = 10.5 Hz, H,), 8.18
(d, 1H, J = 10.5 Hz, Hs), 8.34 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hz'5), 10.81 (s ancho, 2H, NH, Hy).

13C RMN (75 MHz, 5 ppm, Acetona-ge): & 11.9, Cg; 55.8, C7+; 110.4, C7+; 111.7, Cz; 118.5, Cyrv;
119.8, Cs; 122.0, Cp; 122.3, Cg; 125.5, Car57; 127.4, Caar; 128.2, Co6; 129.8, Car 55 129.9, Co g
130.9, Co; 132.2, Cy; 135.0, Cra; 143.9, Cyr4; 145.2, Cs; 151.3, Cy; 191.0, Ci.

3-(3-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona (22)
IR (ATR, cm™): 2935, 2839 (CHs), 1696 (C=0), 1595 (CH’s a-p insat), 792 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CasH29N,0 [M+1]": Calculado: 481.22016. Encontrado: 481.21904

'H RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-gs): & 3.62 (s, 6H, Hg~), 5.95 (s, 1H, H7), 6.81 (s, 2H, Ho),
6.86 (t, 2H, Hs~), 7.06 (t, 3H, Ha4»5+), 7.25-7.33 (M, 7H, Hz5, 667, 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 2H,
Hyw), 7.58-7.62 (m, 1H, Ha), 7.6 (5, 1H, Ho), 7.63 (s, 1H, He), 7.75(d, 1H, J = 13.0 Hz, H), 7.88
(d, 1H, J = 10.0 Hz, Hs), 7.95 (s, 1H, Ha).

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-gs): 8 32.7, Cg; 44.6, C+; 109.9, C7+; 118.7, Ca; 119.5, Cyrr;
121.5, C; 125.7, Cs ; 125.8, Cer; 126.6, Cov 2+; 128.2, Csarr; 128.4, Cor 64 5 129.1, Csr 5v; 133.5,

Csa7; 145.0, Cy 37, 145.14 7,5 145.16 Cs; 198.75, C.
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5-(4-(Bis(1H-indol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol (23)
IR (ATR, cm™): 3411 (NH), 3052, 2836 (CH’s Ar), 1602 (CN), 739 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CszH27N4 [M+1]": Calculado: 467.22357. Encontrado: 467.22253.

IH RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-gs):  4.05 (s, 1H, Hs), 4.2-4.37 (m, 2H, Ha), 5.81 (s, 1H, Hy),
6.61 (s, 2H, Ho), 7.00 (t, 2H, J = 7.2 Hz, Hs), 7.10-7.52 (M, 8H, Ho» 357 ¢, 46+), 7.75-7.8 (m,
5H, Ha 45:7), 8.0 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hog), 9.88 (5, 1H, NH, Hy), 10.10 (s, 2H, NH, Hy-).

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-gs): 8 44.8, Cs; 53.5, Cs; 63.8, C7+; 101.4, Cg; 111.8, C7; 112.0,
Cs; 119.2, C4; 120.4, oy 121.3, Co; 125.6, Comgr; 127.9, Capr; 128.4, Corgr; 128.6, Casrzsr;
1335, C4; 136.3, Cy; 136.7, Cramza; 146.1, Cy; 148.7, Ca,

8' ' '
—o'%4 5

5-(4-(Bis(1H-indol-3-il)metil)fenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol (24)

IR (ATR, cm™): 3525 (NH pirazolina), 3394, 3296 (NH Indol), 3053, 2918 (CH’s Ar), 1614 (CN),
1220 (C-O-C), 742 (CH’s Ar).

EMAR (DART) Ca3H29N+O [M+1]": Calculado: 497.22631. Encontrado: 497.22599.
'H RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-g): & 3.70-3.86 (m, 6H, Hasg), 5.75 (s, 1H, H7), 6.37 (s, 2H,

9.86 (s, 2H, NH, Hy).

3C RMN (75 MHz, & ppm, Acetona-g): 5 45.5, C4; 49.8, Cs; 55.5, C7 Cgr; 101.4, C; 110.0, Cyrr;
111.8, Cs5; 114.0, C4; 118.5, Cs+; 119.5, Ce: 121.2, Cprv; 123.8, Cor 6r; 127.0, Caar; 128.2, Ca 50
128.7, C2¢; 136.9, Cy1v; 137.3, Cy; 142.1, Cra; 142.8, Cyv; 159.9, Cs; 160.8, Cy.
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5-(4-(Bis(1H-indol-3-il)metil)fenil)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol (25)
IR (ATR, cm™): 3410 (NH), 3053 (CH’s Ar), 1595 (CN), 1513, 1538 (NO;), 740 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CszH2sNs0, [M+1]": Calculado: 512.20083. Encontrado: 512.19960

IH RMN (300 MHz, 8 ppm, Acetona-e): & 4.00-4.07 (m, 1H, Hs), 4.25-4.39 (m, 2H, Ha), 5.80 (s,
1H, CH, H7), 6.43 (s, 2H, Hz), 6.82-6.88 (M, 4H, Hs6), 6.98-7.13 (M, 5H, Ha 27 ¢571), 7.52 (d,
2H, J = 8.3 Hz, Hy), 7.73 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hos), 7.88 (d, 2H, J = 8.3 Hz, H's).

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-gs): 8 44.0, Cs; 50.8, Cs; 56.1, C7+; 108.9, C7-; 109.0, Cy; 118.4,
Cy; 118.7, Cs: 120.0, Cerr; 121.1, Co; 1215, Comg: 125.3, Casrs 127.4, Corgrza; 128.2, Carse;
128.3, Cy; 128.3, C7o; 128.8, Cy; 128.9, Cy; 134.7, Cy; 137.3, Ca.

5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol (26)
IR (ATR, cm™): 3401 (NH), 3052 (CH’s Ar), 2913 (CHs), 1596 (CN), 740 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CssH31N4 [M+1]": Calculado: 495.24705. Encontrado: 495.24579

IH RMN (300 MHz, § ppm, Acetona-gs): 5 3.75 (s, 6H, Hg~), 3.77-3.87 (M, 3H, Has), 5.72 (s, 1H,
H7), 6.72 (s, 2H, Hz), 7.01-7.09 (M, 8H, Ha3m 56+ s gw), 7.17 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Has?), 7.27-
7.35 (M, 4H, Ha5.7), 7.53 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Hs), 7.61 (d, J = 3.8 Hz, 1H, Ha'), 11.06 (s, 1H, NH,
Hy).

13C RMN (75 MHz, & ppm, Acetona-gs): & 32.7, Ca; 44.9, Cy4; 46.4, Cs; 54.6, C7+; 63.2, C7; 109.9,
Cs»; 111.8, C4; 118.7, Cs+; 119.3, Corv; 121.4, Corg; 127.2, Cov; 128.2, Cov g 3a; 128.4, Cars0 357
133.5, C4+; 136.2, Cy1+; 137.1, C4; 137.3, Cya; 142.7, Cy; 150.7, Ca.
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5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol (27)
IR (ATR, cm™): 3411 (NH), 3053 (CH’s Ar), 1617 (CN), 1243 (C-O-C), 739 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CssH33N4O [M+1]": Calculado: 525.25761. Encontrado: 525.25666.

IH RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-qe): 8 3.58 (s, 6H, Hg), 3.69 (m, 6H, Hasg), 5.80 (s, 1H, Hy),
6.35 (5, 2H, Ho), 6.96 (t, J = 7.2 Hz, 2H, Hs), 7.21-7.8 (M, 15H, H 12, 3756 2375767, 4 7).

13C RMN (75 MHz, & ppm, Acetona-g): & 29.9, Cg; 40.0, C4; 50.9, Cs; 63.6, C-; 63.8, Cg; 110.8,
Cyw; 111.2, Cg; 111.4, Cys; 118.4, Ca; 119.5, Cs: 121.1, Corr; 123.4, Corg; 123.6, Corv; 127.4,
Caa; 128.4, Co g3 5; 137.0, Cav; 137.1, Crar; 143.1, Cy; 152.8, Cs; 164.4, Ca.

ON4 %
5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol (28)
IR (ATR, cm): 3395 (NH), 3052 (CH’s Ar), 1595 (CN), 1513, 1341 (NO,), 741 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CssH30NsO2 [M+1]": Calculado: 540.23213. Encontrado: 540.23127

IH RMN (300 MHz, § ppm, Acetona-gs): 8 3.5 (s, 6H, Hg~) 3.66-3.72 (M, 3H, Has), 4.83 (s, 1H, Hy),
6.43 (s, 2H, Hz~), 6.84 (t, 2H, J = 6.0 Hz, Hs~), 7.09 (t, 2H, J = 9.0 Hz, He~), 7.10-7.18 (m, 4H,
Hy 5567, 7.58-7.66 (M, 6H, Hog 4 7), 7.96 (d, J = 3.2 Hz, 2H, Ha'5), 11.08 (s, 1H, NH, Hy).

13C RMN (75 MHz, 3 ppm, Acetona-as): & 36.1, Cg; 43.3, C4; 51.4, Cs; 56.1, C; 111.4, C; 111.5,
Cs; 118.3, Cy; 119.1, Co; 120.8, Corr; 123.4, Comg: 126.7, Cov: 126.9, Carsr; 128.0, Corgrsare;
128.8, Cs»5; 126.5, Cy; 138.4, Cra; 142.3, Cy; 143.8, Cy+; 150.6, Cy; 151.4, Cs.
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5-(4-(Bis(2metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol (29)
IR (ATR, cm™): 3356 (NH), 3052 (CH’s Ar), 2934 (CHs), 1680 (CN), 737 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CasH31Ns [M+1]": Calculado: 495.24705. Encontrado: 495.24583.

IH RMN (300 MHz, & ppm, Acetona-gs): & 2.49 (s, 6H, Ha~), 3.65 (s, 2H, Ha), 3.97 (5, 1H, Hs), 5.72
(s, 1H, H7), 6.83-6.92 (M, 4H, Hgg+), 7.01-7.06 ESTE ES 4”” Y NO 7°”’ (t, 2H, H4~), 7.20-7.41

NH, H), 10.89 (s, 1H, NH).

3C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-ge): 5 13.5, Cg; 44.0, C4; 48.6, C7+; 51.6, Cs+; 110.1, Co; 112.8,
Ca»; 118.1, C4; 119.7, Csev; 121.5, Cer; 123.1, Corp; 126.6, Caar; 128.3, Cov ey 128.7, Car 55 130.3,
C Cs5; 135.6, 427 136.0, Cy4ry7a; 136.8, Cyr; 142.8, Cyv; 154.3, Ca.

5-(4-(Bis(2-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol (30)
IR (ATR, cm™): 3343 (NH), 3052 (CH’s Ar), 2934 (CHs), 1604 (CN), 1252 (C-O-C) 735 (CH’s
Ar).
EMAR (DART) CssH33N4O [M+1]": Calculado: 525.25761. Encontrado: 525.25676
'H RMN (300 MHz, § ppm, Acetona-gs): & 2.28 (s, 6H, Hg), 3.8 (s, 2H, Ha), 4.16 (M, 1H, Hs), 4.18
(s, 1H, 3H, O-CHjs, Hg'), 5.82 (s, 1H, H7'), 7.00-7.048 (m, 8H, Hz» 3> 57676 5), 7.23 (d, 2H, J = 6.0

Hz, Ha), 7.36 (M, 2H, Hy+), 7.68 (d, 2H, J = 2.6 Hz, Ha5), 8.2 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Hz¢), 11.635
(s, 1H, NH, Hy).

3C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-ge): 5 11.5, Cg; 38.9, ; 45.6, C7+; 47.4, Cs; 49.7, Cgr; 110.0, C7vr;
113.0, Cz»; 118.2, Ca'5r; 119.0, Cy4; 119.8, Csvgr; 127.7, Coer; 128.6, Caar; 129.4, Ci2 60375
131.8, Cy; 135.4, Crav4; 141.7, C1v; 158.0, C3; 163.2, Cy-.
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5-(4-(Bis(2-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol (31)
IR (ATR, cm™): 3404 (NH), 2980 (CHs), 1601 (CN), 1519, 1343 (NO.), 817 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CssH3oNsO2 [M+1]": Calculado: 540.23213. Encontrado: 540.23141

IH RMN (300 MHz, § ppm, Acetona-as): 8 2.51 (s, 6H, Hg), 3.57 (t, J = 6.0 Hz, 1H, Hs), 4.06 (c,
2H, J = 7.2 Hz, Ha), 5.74 (s, 1H, H7), 6.72 (d, J = 7.5 Hz, Hgg), 7.00-7.08 (M, 4H, Ho 3757 ¢),
7.17-7.20 (m, 4H, Ha7), 7.96 (d, 2H, = 9.0 Hz, Hzrg), 8.25 (5, 2H, H'57), 9.79 (s ancho, 3H, NH,
Hlyl"').

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-gs): 8 11.5, Cg; 38.9, Ca; 47.3, C+; 51.0, Cs; 110.0, Carr g 57 g,

7, 112.0, Corp; 118.2, Csq; 119.0, Ca 50, 127.7, Cor 65 128.5, Ca 575 128.6, Cor; 131.8, Cy; 135.4,
Cra; 141.2, Cov; 147.7, Cyr; 147.9, Cy; 154.7, Ca.

5-(3-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol (32)
IR (ATR, cm™): 3402 (NH), 3055 (CH’s Ar), 1605 (CN), 690 (CH’s Ar).
EMAR (DART) CasH31N4 [M+1]": Calculado: 495.24705. Encontrado: 495.24579

IH RMN (300 MHz, 5 ppm, Acetona-gs): 8 3.6 (s, 1H, Ha), 3.68 (s, CHs, 6H, Hg), 3.69-3.76 (m, 2H,
Hs), 5.75 (5, 1H, H7), 6.31 (s, 2H, Ho), 6.49 (t, 2H, J = 6.2 Hz, Hs), 6.94-7.39 (M, 11H, Ha 45"
a5 e ), .61 (d, 2H, 3 = 7.5 Hz, Ha ), 7.72 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Hs~), 9.63 (s ancho, 1H,
NH, Hy).

13C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-ge): & 32.6, Cg; 44.3, C4; 51.3, Cs; 55.4, C7; 109.8, C7; 110.1,
Ca»; 118.7, Cy; 121.4, Csr; 125.9, Cer; 127.0, Cer; 127.3, Cor; 128.2, Cyv; 128.3, Csar; 128.4,
Cxre 5 133.0, Ca5; 137.2, Cy; 137.4, Cy; 137.8, Cyv; 144.7, Ca 70 145.9, Cy; 156.0, Ca.
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8.2 Discusion de espectros

A continuacion, se discutiran los datos espectrales obtenidos para los compuestos 7, 17 y 27 de
manera representativa:

(Bis(1-metil-indol-3-il))(4-formilfenil)metano (7)

Infrarrojo: Se encontré en 3047, 3021 cm™ CH’s aromaticos, mientras que los metilos del 1-
metilindol aparecen en 2910 y 2878 cm™, en lo que respecta a CH la banda aparece en 2822 cm-1,
mientras que el grupo carbonilo aparece en 1698 cm™.

E. Masas: Se encontr6 un pico con m/z 379.18068, que corresponde a una formula minima de
C26H23N20, lo que indica el ion molecular del (bis(1-metil-indol-3-il))(4-formilfenil)metano.

RMN:

En lo que respecta a 'H RMN, se observa una sefial simple a 3.69 ppm la cual integra para 6 protones
H1.1, correspondientes a los grupos metilo de cada unidad de 1-metilindol, en 5.95 ppm aparece una
sefial simple que integra para un protén, que se asigna a Hio, mientras que en 6.54 ppm hay otra sefial
simple que integra para los dos protones Hz 2, en 7.0 ppm se encuentra una sefial maltiple que integra
para dos protones, Hs s+, en 7.22 se observa una sefial triple para otros dos protones Hse', (J = 7 Hz),
en 7.32 ppm aparece una sefial doble correspondiente a los protones Hz 7, (J =7 Hz), en 7.33 ppm
se observo una sefal triple que integra para dos protones correspondientes a Hiz 1z, (J =7 Hz), en
7.53 ppm hay una sefial doble correspondiente a los protones Hss:, (J = 7 Hz), en el intervalo de
7.80-7.88 ppm hay una sefial doble que integra para dos protones asignados a Hiz12r, (J =7 Hz) y
por ultimo a campo mas bajo se encuentra una sefial simple a 9.98 ppm asignado a His, proton
correspondiente al aldehido.

En lo concerniente a *C RMN A7, presenta una sefial a 32.8 ppm, que se ha asignado a Ci,
correspondiente a los carbonos del metilo del 1-metilindol, a 40.4 ppm se encuentra otra sefial
asignada a Ci0, a campo mas bajo se encuentra una serie de sefiales que se han asignado a los a&tomos
de carbono siguientes: 109.3 C,, 117.1 Cs, 118.9 Cy, 119.8 Cg, 121.7 Cy4, 127.2 Cs, 128.3 Co, 129.4
Ci3, 134.8 Cyq, 137.5 Cg, 151.9 Cua y finalmente una sefial en 192.2 ppm correspondiente a C15, el
carbono del aldehido.
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b)

3-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona (17)

Infrarrojo: a 3000 cm™ la banda es asignada a los CH’s Ar, en 2930 cm™ la banda para los grupos
metilo presentes en el 1-metilindol asi como del grupo metoxilo, en 2318 y 2070 cm™ se observan
las bandas del enlace C=C del sistema a, B insaturado, ademas en 1655 cm™ aparece la banda del
grupo carbonilo del compuesto, también se observa otra banda a 1594 cm™ correspondiente a los
CH’s a-p insat y por tltimo a 1168 cm™ la banda correspondiente al enlace C-O-C por la presencia
del grupo metoxilo.

E. Masas: Se encontré un pico con m/z 511.23061, que corresponde a una férmula minima de
CssH31N202, 1o que indica el ion molecular de la 3-(4-(bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-1-(4-
metoxifenil)prop-2E-en-1-ona.

RMN:

Para 'H RMN se observan dos sefiales simples a 3.70 y 3.77 ppm las cuales integran para 3 y 6
protones, respectivamente, asignadas a Hg g» del grupo metoxilo y a los metilos del 1-metilindol,
en 5.94 ppm aparece una sefial simple que integra para un proton- correspondiente al H; metino del
diindolilmetano, en 6.41 ppm se observa una sefial simple que integra para dos protones Hz-, en el
intervalo de 6.84-6.93 ppm hay una sefial multiple que integra para 6 protones Hs 35 53, en el
intervalo de 7.29-7.62 ppm se encuentra una sefial multiple que integra para 10 protones
He 72367274y €N 7.70 y 7.87 ppm se encuentran sefiales dobles que integran para los protones
H>»y He, (J=7.2y 7.5 Hz ) respectivamente.

En lo que respecta a *C RMN para el compuesto 17 a 32.3 ppm se observa una sefial que se ha
asignado a Cg, correspondiente a los metilos del 1-metilindol, a 55.8 ppm se encuentra la sefial
correspondiente al metino, a 62.9 ppm se observa la sefial asignada a Cg- del metoxilo, mas adelante
se encontraron las siguientes sefiales que se asignaron a los carbonos correspondientes: 109.8 C7,
112.6 Cs, 113.2 Cz 5, 116.5 C4»,118.6 Cs», 119.2 Cy, 121.4 Ce, 126.9 Cp, 128.2 Csa, 128.7
Cov67, 129.1 C3» 5, 129.7 Crr 267, 132.0 Cy, 134.5 Cy, 137.1 Cra, 152.1 C3, 165.0 C4- y €n 192.7
ppm C; correspondiente al carbono del carbonilo de la chalcona.
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5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol (27)

Infrarrojo: Para el compuesto 27 se observé en el espectro de infrarrojo una banda a 3411 cm™ bandas
caracteristicos del enlace N-H, en este caso asignado para la pirazolina, a 3053 cm™ se encuentran
los CH’s Ar, a 1671 cm™ se encuentra la banda correspondiente al enlace CN.

E. Masas: Se encontr6 un pico con m/z 525.25666, que corresponde a una formula minima de
CssH3oN4O, lo que indica el ion molecular del 5-(4-(bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-
metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol.

RMN

En el espectro de *H RMN se encuentra lo siguiente a 3.58 ppm se observa una sefial simple que
integra para 6 protones Hg- correspondientes a los metilos del 1-metilindol, a 3.69 ppm se encuentra
una sefial simple que integra para 6 protones Hays ¢, sefiales que se han asignado a la saturacién en el
anillo de pirazolina 'y a los protones del metoxilo respectivamente, a un desplazamiento de 5.80 ppm
hay una sefial simple que integra para un proton Hy, asignado al metino del diindolilmetano, a 6.35
ppm hay una sefial simple que integra para dos protones Hy+, en 6.96 ppm hay una sefial triple que
integra para dos protones Hs»» (J =7.2 Hz), en el intervalo de 7.21-7.8 ppm se observa una sefial
multiple que integra para 15 protones Hs 5 2 3 57 67 67 7 47 2 67

En lo que respecta al espectro de **C RMN se encontr6 a 29.9 ppm hay una sefial que se ha asignado
a los metilos correspondientes el 1-metilindol Cg-», a 40 y 50.9 ppm se encuentran dos sefiales para
el C4 y Cs que corresponden a la saturacion del anillo de la pirazolina, metileno y metino
respectivamente, a 63.6 ppm se encuentra el carbono C» un metino, sefial caracteristica para los
diindolilmetanos, a 63.7 ppm se encuentra la sefial correspondiente al Cg del metoxilo,
posteriormente se encontraron las respectivas sefiales que se asignaron a los carbonos
correspondientes en 110.8 Cy», 111.2 C3», 111.4 C3 5, 118.4 Cy, 119.5 Cs, 121.1 Ce», 123.4
Cov 67, 123.6 Cp, 127.4 Csa, 128.4 C3 57267, 137.0 Cy4», 137.1 Cyra, 143.1 Cy, 152.8 C3 y €n
164.4 ppm a Cy-.

Como se puede observar en la discusidn para los espectros del compuesto 17 se muestran sefiales
correspondientes al grupo 4-metoxifenilo y del sistema a, B insaturado de la chalcona, lo que nos
indica que efectivamente se llevd a cabo la reaccion entre el compuesto 7 y la 4-metoxiacetofenona
obteniéndose el compuesto hibrido chalcona-diindolilmetano.
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Para el compuesto 27 en los espectros ya no aparecen las sefiales del carbonilo y del sistema a3
insaturado caracteristicas de la chalcona, pero si aparecen las sefiales del grupo NH, ademas de
presentarse la saturacién en la posicién 4 y 5 propias del anillo de la pirazolina. Cabe mencionar que
las sefiales para el grupo diindolilmetano permanecen constantes en los espectros. Con esto se logra
corroborar que se obtuvo el compuesto hibrido pirazolina-diindoliometano 27.

Debido a la similitud de las estructuras de los productos obtenidos ya no se discutira la espectroscopia
para los deméas compuestos hibridos. Una vez analizados los datos espectroscopicos se llevara a cabo
el analisis del rendimiento y de las rutas utilizadas para la sintesis de estos.

Para la obtencion de los compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano se utilizaron dos rutas
sintéticas A y B. En la Ruta A se inicia la sintesis a partir de formildiindolilmetanos utilizando
microondas como energia de calentamiento, mientras que en la ruta B se parte de formilchalconas y
en este caso se utiliz6 energia térmica.

Como se puede observar en la tabla 3 de resultados, se dan buenos rendimientos para la sintesis de
los formildiindolilmetanos 93-96% en un tiempo de 45 min utilizando energia de microondas,
mientras que en la tabla 4 para las formilchalconas los rendimientos van del 67-92 %, la reaccion se
llevé a cabo a una temperatura de 0°C durante 24 h.

En la tabla 5 se dan los resultados para los hibridos chalcona-diindolilmetano, en dénde la ruta A
resulté con mejores rendimientos 62-89%, que la ruta B 54-80%. Ademas, se pudo observar que al
utilizar la ruta A como opcion de sintesis se reduce la obtencién de subproductos, siendo mas
asequible la purificacion de los compuestos finales.

Por Gltimo, en la tabla 6 se observa que los rendimientos mejoran ligeramente en la ruta A 69-91%
en un tiempo de 30 min, en comparacion con la ruta B 50-89% 4 h, aunque no es tan marcada la
diferencia en cuanto a los rendimientos, los tiempos de reaccion si se ven reducidos, ademas que de
igual manera la purificacion de estos compuestos resulta ligeramente mas sencilla ya que en la ruta
A se disminuye la cantidad de subproductos.

El solvente utilizado para ambas rutas fue etanol, lo que concuerda con el principio 5 de la quimica
verde utilizar sustancias inocuas. Con todo lo anterior mencionado, la ruta A resulta la mejor opcion
para la sintesis de los compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano ya que ademas se aplica el
principio 6 de la quimica verde, la eficiencia energética, ya que algunos pasos de la sintesis fueron
realizados con energias alternas en este caso microondas, reduciendo costos energéticos, asi como
tiempos de reaccion.

68



9 Resultados y discusion seccion bioldgica

Se evaluaron 10 novedosos compuestos sintetizados del tipo hibrido pirazolina-diindolilmetano, con
la finalidad de determinar sus efectos antimicrobianos. Para ello se utilizaron tres microorganismos
aevaluar: C. albicans ATCC 14053, S. aureus ATCC 6538 y E. coli ATCC 1175. Debido a que cada
uno es representativo para la familia de los hongos, de bacterias gram positiva y gram negativa,
respectivamente.

Para obtener un punto de comparacion entre el efecto producido por los antibiéticos de uso clinico y
el causado por los compuestos sintetizados del tipo hibrido pirazolina-diindolilmetano, se realizaron
pruebas de inhibicion de crecimiento radial (ICR) correspondientes para cada microorganismo,
empleando como control positivo (+) sensidiscos impregnados con el antibiético correspondiente,
marca Bio-Rad y como control negativo (-) DMSO, el cual no presenté inhibicidn en todos los casos,
ademas de los compuestos a evaluar a diferentes concentraciones 2, 4, 8, 16, 32 y 64 mg/mL.

9.1 Pruebas cualitativas para S. aureus

Para este microorganismo, se utilizé penicilina G (+) [0.67 mg/disco] con un halo de inhibicién de
39 mm. La estructura de la penicilina y la prueba ICR se observan en la Figura 7.

Figura 7 a) Estructura Penicilina G; b) Prueba ICR de Penicilinay DMSO

De los 10 compuestos hibridos pirazolina-diindolilmetano, evaluados a las diferentes
concentraciones mencionadas previamente, 4 de ellos mostraron actividad antibacteriana contra S.
aureus.

Los compuestos 27 y 23 resultaron los mas activos, observandose para ambos un halo de inhibicién
de 13 mm a una concentracion de 64 mg/mL. La estructura de ambos compuestos y las pruebas de
ICR se muestran en la Figura8y 9.
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27 Prueba ICR
Figura 8 Prueba ICR de 27 sobre S. aureus

23 Prueba ICR
Figura 9 Prueba ICR de 23 sobre S. aureus

Mientras que los compuestos 24 y 25 mostraron una menor actividad con halos de inhibicién de 9y
11 mm, respectivamente a una concentracion de 64 mg/mL. Ademas, el compuesto 24 presento
actividad solo hasta concentraciones de 64 mg/mL, mientras que 25 hasta concentraciones de 32

mg/mL. Figura 10y 11.

24 Prueba ICR
Figura 10 Prueba ICR de 24 sobre S. aureus
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25 Prueba ICR
Figura 11 Prueba ICR de 25 sobre S. aureus

La actividad antibacteriana para los diversos compuestos sintetizados a sus correspondientes
concentraciones se encuentra registrada en la Tabla 7.
Tabla 7. Pruebas de inhibicién de crecimiento radial para S. aureus

. HALO DE
COMPUESTO CONCENT.RACION INHIBICION
mg/disco
(mm)
2 6
4 7
8 8
23 16 9
32 11
64 13
24 64 9
32 9
25 64 11
2 7
4 8
8 9
2t 16 10
32 11
64 13
PENICILINA G (+) 0.67 39
DMSO (-)

*Para los compuestos 24 y 25 las concentraciones no mostradas no presentaron actividad
por lo que se omitieron en la tabla, asi como los compuestos que no inhibieron a la bacteria
a las diferentes concentraciones evaluadas.

Para este caso no se puede hacer la correlacion estructura/actividad entre el antibidtico de uso clinico
y los compuestos sintetizados debido a que no comparten un nucleo estructural activo, ya que la
penicilina G contiene un anillo B-lactdmico unido a un anillo tiazolidinico, mientras que para los
compuestos hibridos su estructura estd conformada de un anillo de 1H-pirazolina sustituido en la
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posicion 5 por un derivado diindolilmetano y sustituido en la posicion 3 por un grupo fenilo-4-
sustituido. Figura 8,9, 10y 11.

Al analizar de manera general las estructuras de los compuestos, se busca relacionar las
caracteristicas de este tipo de moléculas hibridas con la actividad antibacteriana que mostraron, y de
lo observado fue que los compuestos que contienen en su estructura al 2-metilindol ninguno presento
actividad, los que contienen al 1H-indol todos resultaron activos (23, 24 y 25) y de los que poseen al
1-metilindol, solo uno lo fue (27). Ademas, los compuestos sustituidos en la posicion 3 del anillo de
1H-pirazolina por un grupo 4-metoxifenilo mostraron actividad, tal es el caso de 24 y 27, con un halo
de inhibicién de 9 y 13 mm, respectivamente, observandose un ligero aumento de efectividad cuando
la estructura contiene al 1-metilindol, dicha actividad puedes ser atribuida a una mayor presencia de
grupos metilo en la molécula, que podria ser responsable de la metilacion del ADN en la bacteria,
limitando asi la replicacion normal de la misma.

Comparando dichos resultados, se puede observar que la accidn antibacteriana es mas activa en los
compuestos que contienen al 1H-indol en su estructura, aungue no mas efectiva en comparacion a
los que contienen al 1-metilindol, seguido por los que contienen al 1-metilindol, ya que en este Gltimo
caso solo uno resultd activo, mientras que los que contienen al 2-metilindol, en doénde ninguno
present6 inhibicion.

A pesar de que estos compuestos resultaron activos, al compararlos con la penicilina, no resultaron
tan efectivos ya que mostraron halos de inhibicion menores al control (+) a concentraciones mucho
mayores, sin embargo, debido al alto porcentaje de estas cepas que presentan resistencia a
antibidticos del grupo de las penicilinas, es de importancia el tener nuevos compuestos que sean
activos contra este microorganismo, por lo que los compuestos 23, 24, 25y 27 se podrian considerar
como una buena opcion para dicho tratamiento.

9.2 Pruebas cualitativas para C. albicans

Para C. albicans se utilizd miconazol (+) a una concentracion de [0.05 mg/disco] obteniéndose un
halo de inhibicién de 31 mm. La estructura del miconazol y la prueba de ICR se encuentran en la
Figura 12.

Cl

a) b)
Figura 12 a) Estructura Miconazol; b) Prueba ICR de Miconazol y DMSO

De los compuestos evaluados a las diferentes concentraciones, solo el compuesto 27 mostro efectos
antifangicos contra C. albicans, observandose un halo de inhibicién de 16 mm a una concentracion
de 64 mg/mL. Figura 13
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27 ICR
Figura 13 Prueba ICR de 27 sobre C. albicans

La actividad antifingica del compuesto 27 en sus diferentes concentraciones se encuentra en la Tabla
8.

Observando la relacién estructura-actividad del miconazol y del compuesto evaluado 27, se encontrd
gue ambos poseen en su estructura un nacleo activo de azol; en el caso del miconazol contiene un
grupo imidazol (1,3 azol) que se encuentra enlazado en la posicion 1 a otros dos anillos bencénicos
2,4-diclorados, lo que le ayuda a aumentar la respuesta bioldgica a la molécula, pues los atomos de
cloro le confieren lipofilia, mientras que para el compuesto 27 se tiene un anillo de 1H-pirazolina
(1,2 azol), sustituido en la posicion 3 y 5 por un grupo 4-metoxifenilo y un derivado del
diindolilmetano, respectivamente, Figura 14.

Tabla 8. Resultados de pruebas de inhibicion de crecimiento radial para C. albicans
CONCENTRACION HALO DE

COMPUESTO

mg/disco INHIBICION (mm)
2 8
4 9
8 10
27 16 11
32 13
64 16
MICONAZOL (+) 0.05 31
DMSO ()

*Los compuestos nos mostrados no presentaron inhibicién a ninguna
concentracion

3
4 [N\; ‘ E\\N
557 2 5~Z7 2
1 1
1,3-azol 1,2-azol
Z=0 Z =0 (Isoxazol),
NH N&O):az_ol), NH, NR (pPirazol)
, (Imidazol), S _ '
S (Tiazol) (Isotiazol)

Figura 14 Ndcleos de azol

73



Para el caso de los antiflngicos, la presencia de anillos de 5 miembros en los cuales el nitrogeno
forma parte del ciclo, se consideran grupos farmacéforos, por lo que el analisis anterior nos confirma
que la presencia de un grupo azol es el responsable de la actividad antifingica; ademas, se puede
sugerir un mecanismo de accion del compuesto 27 similar al del miconazol, en donde se conoce que
el mecanismo de accion de los azoles sobre los hongos es a través de la inhibicion de la sintesis del
ergosterol, lo que aumenta la permeabilidad de la membrana y por lo tanto inhibe el crecimiento de
ésta.

Comparando la actividad mostrada entre el miconazol y el compuesto 27, este Gltimo fue menos
efectivo ya que mostré halos mas pequefios que los del control (+) a concentraciones mayores, 64
mg/mL, por lo que se puede considerar al compuesto poco efectivo contra C. albicans.

9.3 Pruebas cualitativas para E. coli

Por ultimo, se evalud a E. coli utilizando al meropenem, como control (+), observandose un halo de
inhibicién de 20 mm. EI mecanismo de accion del meropenem es a través de la inhibicion de la
sintesis de la pared celular, produciendo lisis bacteriana, siendo cominmente bactericida, y actta
atravesando la pared celular.

\N/
H
N .
\“[\\O

Meropenem

De los compuestos evaluados contra este microorganismo ninguno present6 actividad, esto puede ser
debido a que las bacterias Gram negativas ofrecen mayor resistencia que las Gram positivas a la
entrada de antimicrobianos, ya que poseen una membrana celular externa. Esta membrana es una
bicapa que, a diferencia de las membranas eucarioticas, desempefia un papel importante de barrera
ante la mayoria de los antibiéticos, lo que es compatible con nuestros resultados de no actividad en
los compuestos sintetizados.

De manera que de los 10 compuestos evaluados contra S. aureus, C. albicans y E. coli, solo 4 de
ellos mostraron tener actividad antibacteriana, contra S. aureus, 23, 24, 25y 27, mostrando la mejor
actividad los compuestos 23 y 27 con halos de inhibicion de 13 mm para ambos, y una menor
actividad para 24 y 25 con halos de inhibicion de 9 y 11 mm a una concentracion de 64 mg/mL
respectivamente. El compuesto 27 ademas de presentar dicha actividad, asimismo present6 actividad
antifdngica contra C. albicans, mostrando un halo de inhibicién de 16 mm a una concentracién de
64 mg/mL, siendo el compuesto de mayor interés en la investigacion, por otro lado ninguno de los
10 compuestos hibridos presenté actividad con E. coli.

Ademas, se observd el siguiente comportamiento en cuanto a estructura: los compuestos que
contenian al 1H-indol resultaron mas activos en comparacion con los otros indoles, siendo el orden
de actividad el siguiente: 1H-indol>1-metilindol>2-metilindol, analizando a los grupos derivados del
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fenilo en la posicion 3 enlazado a la 1H-pirazolina, mostraron mayor actividad aquellos que
contenian al 4-metoxifenilo en comparacion con los demas, siendo para este caso el orden de
actividad el siguiente: 4-metoxifenilo>4-nitrofenilo>fenilo. Cabe mencionar manera que en el caso
de los compuestos que contenian al 2-metilindol ninguno presento actividad.

Por lo que con lo anterior se puede realizar el siguiente analisis, se ha comprobado que los derivados
de diindolilmetano presentan actividad antimicrobiana, actividad ya reportada en la literatura. Por
otro lado, es conocido que los derivados de pirazol, son compuestos que comprenden diversas
actividades biol6gicas como, antibacteriano, antifingico, anticanceroso, citotdxico, antidepresivo,
etc.
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10 Conclusiones

Se logré sintetizar una serie de 10 novedosos hibridos pirazolina-diindolilmetano con buenos
rendimientos, a partir de compuestos hibridos chalcona-diindolilmetano, previamente obtenidas a
partir de 4-formildiindolimetanos.

Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados estructural e inequivocamente mediante las
técnicas espectroscdpicas y espectrométricas convencionales empleadas.

Mediante pruebas de inhibicion de crecimiento radial, cualitativas, se logré determinar la sensibilidad
que presentaron las diferentes cepas utilizadas, C. albicans y S. aureus a los compuestos hibridos
sintetizados, mostrando qué compuestos resultaron activos a dichos microorganismos.

Al realizar las modificaciones moleculares a través de la hibridacion de dos compuestos que presenta
actividad bioldgica ya reportada en la literatura, se logré observar para el caso del compuesto 27, aun
aumento en la actividad, y que resultd ser un compuesto de amplio espectro, aunque no comparables
con los antibioticos de referencia.

De la evaluacion de la actividad bioldgica, se obtuvieron resultados satisfactorios con 4 compuestos
23, 24, 25 y 27 contra S. aureus, donde el Gltimo también presentd actividad contra C. albicans,
siendo 23 y 27 los compuestos que mostraron mayor actividad, aunque menor efectividad que los
antibidticos de referencia.

Para que se pueda considerar 27 como una alternativa de tratamiento para combatir afecciones
producidas por C. albicans y S. aureus, se debe complementar este estudio con pruebas de
citotoxicidad y hacer la reproduccion de este trabajo contra cepas clinicas de la bacteria y levadura.

11 PROSPECTIVAS

Se propone utilizar otro tipo de chalconas e indoles como precursores para producir nuevos hibridos
chalcona-diindolilmetano, ademas de llevar a cabo la reaccion de ciclacion utilizando derivados de
hidrazina, para la obtencién de una diversidad estructural y, por ende, diversidad funcional.

En cuanto a actividad bioldgica, se sugiere que en un futuro préximo se evalué la accion de los
compuestos sintetizados contra otro tipo de microorganismos, ademas de utilizar cepas clinicas, asi
como contra células de tipo canceroso.

Con estos resultados se puede encaminar una linea de investigacion para los compuestos hibridos
gue resultaron activos, al esclarecimiento de su mecanismo de accion y, en general, de otros procesos
farmacoldgicos a evaluar.
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12 Anexo espectroscopico

Esta seccion contiene los espectros de los compuestos de la serie del 1-metilindol, ya que estos
resultaron los productos de mayor interés y se muestran de manera representativa a continuacion.
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12.1 Espectro de infrarrojo, ATR, Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(4-formilfenil)metano

Charge number:1
Element:'2C:0 .. 56, 'H:0 .. 120, “N:0 . 2, 00 .1

Relative Intensity

Wavenumber cm-1

Tolerance:10.00(ppm), 5.00 .. 15.00{mmu)

Unsaturation Mumber:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

100 75.18068
50 -
0=t T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
378.50 379.00 379.50
miz
. Mass Difference Mass Difference 3 .
Mass Intansi Cale. Mass Possible Formula Unsaturation Number
v ‘ mmu) (ppm)
379.18068  13748.00] _ 379.18104] -0.36 -0.952Cee' Hea *N2 150 16.5

12.2 Espectro de masas, alta resolucion, DART, Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(4-formilfenil)metano
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12.3 Espectro de 'H RMN (300 MHz, 5 ppm CDCls, ref TMS), Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(4-formilfenil)metano
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12.4 Espectro de *C RMN (75 MHz, 6 ppm CDCls, ref TMS), Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(4-formilfenil)metano
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12.5 Espectro de infrarrojo, ATR, Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(3-formilfenil)metano
Inlet : Direct lon Mode : FAB+ o
RT : 0.00 min Scantt : (1.4) !
Elements : C 30,0, H 48/0, N 3/0, O 2/0 )
Mass Tolerance : 1000ppm, Tmmu if m/z > 1 O O
Unsaturation (LU.S.) : 0.5 - 23.0 7
/ \
Observed m/2z Int%
a78.1729 43 .23
Estimated m/z Errlppm / mmul] U.5. C H N
1 a78.1732 -0.8 / 17.0 26 22 2

12.6 Analisis elemental (FAB™), Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(3-formilfenil)metano
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12.7 Espectro de 'H RMN (300 MHz, 6 ppm CDCls, ref TMS), Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(3-formilfenil)metano
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12.8 Espectro de *C RMN (75 MHz, 8 ppm CDCls, ref TMS), Bis(1-Metil-1H-indol-3-il)(3-formilfenil)metano
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12.9 Espectro de infrarrojo, ATR, 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona

Charge number:1
Element:™2C:0 .. 100, "H:0 .. 100, ™N:0 .. 3, *0:0 .. 3

Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 32.0 (Fraction:Both)

Relative Intensity

20 48121904
1.0
o_\||\|||| T T T T T [ T T T T [ T T T T T T [ T T T T T T T T T T T T
481.00 48110 481.20 481.30 481.40

m/z

Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number
{mmu) (ppm)

481.21904 2134.88  461.22014 -1.12 2.3 12034 Ha20"#N2"80, 21.5

12.10 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona
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12.11 Espectro de '"H RMN (300 MHz,  ppm, Acetona-ds), 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona

186,627
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ol o s

| '
200 190 180 160 150 140

12.12 Espectro de 3C RMN (75 MHz, 5 ppm, Acetona-ds), 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona
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12.13 Espectro de infrarrojo, ATR, 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona

Charge number:1

Tolerance:3.00(mmu)
Element:'2C:0 .. 40, 'H:0 .. 50, ™N:0 .. 3, 00 .. 3

Unsaturation Number 0.0 .. 100.0 (Fraction:Both)

Relative Intensity

204
10+ 509.21100
g 51021843 14 2 47s
| 512.23209
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
505.0 510.0 515.0
miz
ass Difference | Mass Difference
IMass Intensit Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number
Y {mmu) (ppm)
510.21843  31984.92] 510.21815 0.28 0.54[ 2Ca5'Hap'*N2"90; 22.5)

12.14 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona
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12.15 Espectro de 'H RMN (300 MHz,  ppm, Acetona-ds), 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona
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12.16 Espectro de 3C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-ds), 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2E-en-1-ona
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12.17 Espectro de infrarrojo, ATR, 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2E-en-1-ona
Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 32.0 (Fraction:Both)
Element:*2C:0 .. 100, 'H:0 .. 100, *N:0 .. 3, "*0:0 .. 3
Relative Intensity
4 526.20442
20
10+
0, T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
526.00 526.10 526.20 526.30
miz
Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number
(mmu) (ppmy)
526.20442] 6693.89 526.20524 -0.82 1.55 [12C s Ha514N3 803 21.5

12.18 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2E-en-1-ona
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12.19 Espectro de '"H RMN (300 MHz,  ppm, Acetona-ds), 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2E-en-1-ona
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12.20 Espectro de *C RMN (300 MHz,  ppm, Acetona-ds), 3-(4-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2E-en-1-ona
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12.21 Espectro de infrarrojo, ATR, 3-(3-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona

Charge number:1
Element:2G:0 .. 100, 'H:0 .. 100, “N:0 .. 3, "®0:0 .. 3

Relative Intensity

Tolerance:3.00(mmu)

Unsaturation Number:0.0 .. 32.0 (Fraction:Both)

7 o
2-°j _ I 431.21904
1.0 i | | i

] / \

0_|||\|||\| L - T T T T T T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T T

481.00 48110 481.20 481.30 4681.40
miz
Mass Intensity | Cale. Mass Mass Differsnce | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number
(mmu) (ppm)

48121904 213488  481.2201§ -1.12 2.3 120G 54 Hag N2 1801 21.5

12.22 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 3-(3-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona
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12.23 Espectro de ‘H RMN (300 MHz, 8 ppm, Acetona-ds), 3-(3-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona

a 8 B 2gn2g580a®% m ~
| bl | -
(e}
o0
L0
/ \
|
] ]
T T T T T T v -T T v ™ 1 v T r —— - T
200 180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 BO 70 60 50 40 30

1 (ppm)

12.24 Espectro de 1*C RMN (75 MHz, 5 ppm, Acetona-ds), 3-(3-(Bis(1-metil-1H-indol-3-il)metil)fenil)-1-fenilprop-2E-en-1-ona
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12.25 Espectro de infrarrojo, ATR, 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol

Charge number:1
Element:'2C:0 .. 50, 'H:0 .. 60, '*N:0 .. 6

Relative Intensity

Tolerance:4.00{mmu)

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction: Both)

304 409525166
20+
10
ﬂ—|\|||||||\||l||||l\l|l|||l|l| T T T T T T T T T T T T T T T
494.80 495.00 49520 495.40 495 60
miz
Mass Difference | Mass Difference
IMass Intensit Calc. Mass Possible Formula | Unsaturation Number
Y (i) ippm)
49525165 36898 53 495.25487] -3.22] -6.50) "2Ca4"Ha1 Ny 21.9

12.26 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.27 Espectro de ‘H RMN (300 MHz, 8 ppm, Acetona-ds), 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.28 Espectro de *C RMN (75 MHz, 5 ppm, Acetona-ds), 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.29 Espectro de infrarrojo, ATR, 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol

Charge number:1
Element:'?C:0 ., 50, '"H:0 ., 60, *N:3 .. 5, ®0:0 . 3

Relative Intensity

Tolerance:5.00{mmu)

Unsaturation Number.0.0 .. 50.0 (Fraction:Both}

190 525 26657
50 4
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
526,00 526,50 526.00
mfz
Mass Difference | Mass Difference
Mass Intensit Calc. Mass Possible Formula Unsaluration Number
Y (mmu) (ppm)
62526657 590856 47| 525.26544) 113 2.16{ 2Cas'Haa *N4 904 21.5

12.30 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.32 Espectro de 1*C RMN (75 MHz, 8 ppm, Acetona-ds), 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.33 Espectro de infrarrojo, ATR, 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol

Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 32.0 (Fraction:.5)
Element:'2C:0 .50, 'H:0 .. 100, “N:0 .. 3, 0:0 .. 4

Relative Intensity
ELE
4 54023127

30

miz

Mass Difference Mass Difference
(mmu) (ppm)
54023127 64425000  540.23213 -0.86 1.60 ["2C34'Ha0"N5"502 215

Mass Intensity | Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number

12.34 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.35 Espectro de 'H RMN (300 MHz, 5 ppm, Acetona-ds), 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol

-—151.42
—~-150.62
—143.82
—142.34
—138.43
—136.58
—356.61

—51.44

—43.38
—36.17
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f1 (ppm)

12.36 Espectro de 3C RMN (75 MHz, § ppm, Acetona-ds), 5-(4-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.37 Espectro de infrarrojo, ATR, 5-(3-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol

Charge number:1
Element:12C:0 .. 50, H:0 . 60, “N:0 .6, 150:0 .. 3

Relative Intensity

Tolerance:5.00(mmu)

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:Both)

100 262.13184
50 492.23261

1 393.20137

i 62228912

| | | 523.24887 l 753‘%4937
D T T T T T T T T T T T ! T T T T T .| T T T T T T VI T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000
miz
) Mass Difference | Mass Difference " ‘

Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (opm) Possible Formula Unsaturation Number
49223261 431446.29  492.23140] 1.21 2.47]12Ca4'Hap"* Ny 230

12.38 Espectro de masas, alta resolucion, DART, 5-(3-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol
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12.40 Espectro de 3C RMN (75 MHz, 8 ppm, Acetona-as), 5-(3-(Bis(1-metilindol-3-il)metil)fenil)-3-fenil-4,5-dihidro 1H-pirazol
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