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1. INTRODUCCION

Las cianobacterias son una fuente de alcaloides inddlicos que, en algunos casos,
tienen actividad bioldgica.! Por ejemplo, la Nostodiona A (1) inhibe la mitosis y se
ha comprobado la actividad antiparasitaria en contra de toxoplasma gondii> mientras
que la Escitonemina (2) posee actividad antiproliferativa y antiinflamatoria.3 Por otra
parte, la Prenostodiona (3a), precursor biosintético de 1, se aislé en el afio 2001 de

la bacteria Nostoc sp.*
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Esquema 1. Relacién biosintética entre la Prenostodiona 3a y la Nostodiona A 1.

No obstante, hasta el dia de hoy no se han investigado las posibles actividades
bioldgicas de 3a, tal vez porque la cantidad que se obtiene de la cianobacteria es
pequefia, y aunque existen 2 rutas de sintesis para producir este compuesto, estas
requieren un gran numero de pasos, tiempos de reaccion largos y baja
regioselectividad.>® El presente trabajo describe una nueva sintesis de 3a y la de
los analogos 3b-k. en cuatro pasos de reaccidn, de manera eficiente y
regioselectiva. También informa los resultados de la evaluacion biologica de los

compuestos 3a-k en 5 lineas celulares cancerosas y contra M. tuberculosis H37Rv.



2. ANTECEDENTES

2.1 Prenostodiona (3a) y su relacion estructural con otros productos
naturales.
Las plantas, hongos, especies marinas, por mencionar algunos’ contienen un
numero extenso de compuestos con una diversidad estructural extraordinaria.® Las
cianobacterias son un grupo de organismos que tienen metabolitos secundarios con
actividad biolégica.® En particular, los compuestos aislados de Nostoc sp. como la
Nostodiona A (1) inhibe la mitosis y tienen actividad en contra de toxoplasma
gondii,> mientras que la Escitonemina (2) es capaz de inducir la produccién de
especies reactivas de oxigeno y la disfuncion mitocondrial, lo que resulta en la
muerte programada de células linfoides T, también ayuda a controlar la produccién
de Oxido nitrico en células RAW264 de macréfagos murinos.’® Aungue la
Prenostodiona (3a) se aislo de la misma cianobacteria en el afio 2001 y se propuso
como precursor biogenético de 1y 2, a la fecha no se le ha evaluado su posible

actividad biolégica.>®

Esquema 2. Alcaloides indélicos aislados de Nostoc sp.
2.2 Sintesis de la Prenostodiona

Los intentos informados para sintetizar la Prenostodiona son cuatro: dos de ellos lo
lograron,>® aunque con un gran nimero de pasos y tiempos de reaccion
prolongados; los otros dos produjeron la Isoprenostodiona y pirazolonas,

respectivamente. 12



2.3 Sintesis de Badenock

En el afio 2013, Badenock y colaboradores describieron la primera aproximacion
sintética para obtener la Prenostodiona. La sintesis inicié6 con la reaccion del
hidrocloruro de N-bencil-N-fenilhidrazina 4 y el 3-oxo-1,5-pentanodiato de metilo 5
que dio el indol 6. Posteriormente, se elimino el grupo bencilo de 6 con AICIs para
producir 7, cuyo N-indol se protegi6 con el dicarbonato de di-terc-butilo para generar
el terc-butilcarbamato 8. La condensacion de 8 con el 4-oxoterc-
butildimetilsililbenzaldehido, LDA como base, y la posterior adicion de CaH: dio el
compuesto 9 con geometria E, que esta presente en el producto natural
Prenostodiona. En el dltimo paso, la hidrélisis de 9 con KOH y metanol dio la
Isoprenostodiona 10, con un rendimiento total de 5.5%, ya que la hidrdlisis no fue

regioselectiva.'!
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(a) MeOH, A, 57%, (b) AICl3, CgHg, A, 0.5 h, 85%, (c) Boc,O, DMAP, THF, t.a. 100%
(d) LDA, THF, -78°C; CaH,, THF, A, 1h, 46% (e) KOH, MeOH,A , 4h, 25%

Esgquema 3. Sintesis de la Isoprenostodiona.

2.3 Sintesis de Rasapalli

La sintesis de la Prenostodiona, propuesta por Rasapalli y colaboradores, traté de

imitar la ruta biosintética planteada para obtener la Escitonemina 2, en la que el



intermediario clave era el indol 11, que previamente ya habia sido reportado por

Stanoviniks et al.13

OH
COzMe

1"

Esquema 4. Retrosintesis para la Prenostodiona propuesta por Rasapalli y
colaboradores.
El primer paso para obtener 11 fue hacer reaccionar fenilhidrazina (12) con el 3-oxo-
1,5-pentanodiato de metilo (5) en acido acético y éter dietilico, a 0 °C. Empero, tras
varios intentos solo se produjeron las pirazolonas 14 y 15, que se habian descrito
como subproductos de esta reacciéon.® La formacion de 14 y 15 tiene sentido bajo
la hipbtesis que el grupo carbonilo del éster metilico esta siendo activado y sufre un
ataque nucleofilico intramolecular del nitrégeno B de la hidrazona 13 y que el
equilibrio imina-enamina y el reordenamiento sigmatrépico que generaria el

compuesto 11, no se ven favorecidos por las condiciones de reaccion.!?
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Esquema 5. Sintesis propuesta para obtener el intermediario 11.



2.4 Sintesis de Sampak

El grupo de investigacion de Sampak realizé la primera sintesis de la Prenostodiona
en 3 pasos de reaccion (Esquema 6). La materia de partida es el indol 16, aunque
no hace mencion de como lo prepard y no es comercialmente accesible, pensando
que el metileno de 16 era util para una reaccion de condensacion, tipo Knoevenagel,
con aldehidos en presencia de un &cido y una base, el us6 de L-prolina como
organocatalizador bifuncional fue la mejor opcion. Asi, la reaccion de 16 con el 4-
hidroxibenzaldehido (17) y L-prolina, en atmdsfera de N2, y 80 horas produjo el
compuesto 18, con un rendimiento del 76%. Después, se protegio el nitrdgeno del
indol y el oxigeno del fenol de 18, para posteriormente oxidar el aldehido unido a la
posicion 3 del indol, via oxidaciéon de Pinnick. Por ultimo, la desproteccion del
nitrogeno inddlico y el oxigeno fendlico (19) con una mezcla de diclorometano/ acido
trifluoroacético, dio la Prenostodiona 3a en un rendimiento total de 61%. Cabe
mencionar, que el rendimiento total, implicando la formaciéon de 16 seria del 24-

28%.5‘14'18

0
RN OH COH
0y 20 \_foaMe \_fpoaMe \,__[FoMe
a) O b) O c) \
@(%_/cozm ¥ -~ y
o W,
H OH O O R=Boc
HO RO HO
17 18 19

16 3a

a) L-prolina,DMSO, t.a. 80 h, 76% b) Boc,O, DMAP, DCM, t.a. 3h, NaClO,, NaH,PO,, 2-metil-2-buteno,
t-BuOH/H,0 3:1, 90% ¢) DCM/TFA 3:1, t.a. 8h, 91%

Esquema 6. Sintesis de Sampak.

2.5 Segunda sintesis de Badenock.

En el afilo 2018, Badenock propuso una nueva estrategia para sintetizar 3a, en la
que combind algunas reacciones de su sintesis previa y la de Sampak.>!! En esta
nueva via, uso la 2-(hidroximetil)anilina (20) como materia de partida. El tratamiento
de 20 con el hidrobromuro de trifenilfosfina generd la sal de fosfonio 21, que se hizo

reaccionar con el 3-cloro-3-oxopropianato de metilo para obtener el intermediario

9



22. El indol 23 se preparo al hacer reaccionar 22 con terc-butoxido de potasio en
tolueno, y después de proteger con Boc20, el compuesto 24, se condenso con el 4-
oxoterc-butildimetilsiliibenzaldehido y LDA. La adicién de NaH en este mismo paso,
favorecio la desproteccion del indol para lograr el éster 25 con la estereoquimica
adecuada. Es digno de mencionar que 25 se descompone en CDCls.

La formilacion de 25 también desprotegio el éter de silicio generando el formil-
hidroxibenceno (26). Los intentos por oxidar el aldehido de 26 al correspondiente
acido carboxilico fracasaron, por lo que se decidié proteger tanto al NH del indol,
como al hidroxilo del benceno con Boc20 para obtener el compuesto 27, que si se
oxido al &cido (28). La sintesis termino con la eliminacion del grupo protector de 28
con &cido trifluoroacético y diclorometano. Esta elegante sintesis de la
Prenestodiona (3a) es larga, presenta 9 pasos de reaccién, lo que hace que su

rendimiento global sea del 3.5%.°

® PPhy
O,Me d)
O = OCF o, - O
H
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(@)
2Me 2Me
\ 02|\/|e N \ N\ N h)
H N N —
N H B
Boc 25 26
TBSO
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O i) O
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a) PPhg+ HBr, CH3CN, 88%, b) MeO,CCH,COCI, CH,Cly, 3h, 79% ¢) KOt-Bu, PhMe, A, 6h, 74% d) BocO,, DMAP,
THF, t.a. 96% e) LDA, TBSOCgH,CHO, THF, -78°C, 1h; NaH, A, 2h, 44% f) POCl;, DMF, 1h, A, 79%, g) BocO,,
DMAP, CH,Cl, t.a. 100% h) NH,SO3H, NaClO,, NaH,PO,, t-BuOH/H,O 3:1, t.a. 8h, 87% i) TFA, CH,Cl,, 0°C, 8h,
24%.

Esgquema 7. Sintesis de Badenock.
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En resumen, los retos para mejorar la sintesis de la Prenostodiona 3a son: evitar la
proteccion y desproteccion de -NH inddlico y del -OH del fragmento estirénico, la
incorporacion del acido carboxilico en la posicion 3 del indol, dirigir la

estereoquimica del doble enlace estirénico y la alquilacién en C-2.

P ~
N

o CcoH N

B O A COzMe \\\\
1’ \ \‘

I=z

Figura 1. Fragmentos claves para optimizar la sintesis de la Prenestodiona 3a.

2.6 Proteccion de acidos carboxilicos

Los grupos protectores (GPs) son una herramienta til para la construccion de
moléculas con un alto grado de complejidad. Sin embargo, la eleccién de este debe

de cumplir con varios requisitos como son:

e De facil y eficiente incorporacion y remocién

e Barato y de facil acceso

e Facil de caracterizar y evitar complicaciones como: la creacién de centros
estereogénicos.

e Estable en cromatografia

e Estable a una amplia variedad de condiciones de reaccién

e Los subproductos de la desproteccion deben de ser facilmente separados del

sustrato.

En la actualidad, existe un catdlogo amplio de GPs que permite hacer una eleccién
de acuerdo con el grupo funcional a proteger, y las condiciones de reaccion a que

se sometera el compuesto protegido. En la Figura 2 se presentan los grupos

11



protectores clasicos de un &cido carboxilico, aunque se debe de tener en cuenta

gue existen variaciones de las mismas.

Figura 2. Grupos protectores (GPs) de acidos carboxilicos.

Por otra parte, la clasificacién de estas protecciones esta determinadas por su forma
de desproteccion. Es decir, que el grupo protector puede ser removido ya sea por
hidrogenacion (A), acidos (B, C, D), bases (D) metales de transicion (E), eliminacién

reductiva (F), luz ultravioleta (G) y fluoruros (H). *°
2.7 Indol y su funcionalizacién en C-2

El indol es un heterociclo formado por la fusién de un anillo de benceno y uno de
pirrol. El esqueleto de indol, ademas de ser parte de una amplia variedad de
productos naturales, es un bloque de construccion para la sintesis de nuevas
moléculas con distintas aplicaciones. En particular, en el area farmacéutica se
encuentra presente en 24 medicamentos que lo convierten en la cuarta estructura
heterociclica mas frecuente en ellos.?® Cabe mencionar, que las estrategias
sintéticas que dan acceso al sistema biciclico, por lo regular necesitan que los
grupos funcionales finales estén preinstalados en los reactivos de partida, lo que las
hace poco atractivas. En cambio, la funcionalizacion de indoles es una herramienta
muy util para la modificacion de compuestos biolégicamente activos, y mejor aln

como punto de partida para la sintesis de moléculas complejas.

12



Para la introduccion de grupos funcionales en las posiciones C2 y C3 del indol, se
han descrito un extenso nimero de métodos.?° En la Figura 3 se ilustran las
diferentes formas de realizar reacciones de sustitucién en C2.14-18.21-50 En particular,
se describe la reaccion de Sustitucion Radical Oxidativa, ya que tiene virtudes como:
formacién de enlaces C-C, tolerancia a grupos funcionales y otros esqueletos
heterociclicos, condiciones suaves, uso de reactivos accesibles y de bajo costo.3*
40 Los radicales libres se pueden generar de compuestos halogenados,
diazocompuestos, perdxidos, sales de sulfinatos, y xantatos (ditiocarbonatos).344°
Estos ultimos son una herramienta Util en otro tipo de reacciones, como los procesos
de transferencia de grupo, desoxigenacion, eliminacién, adicion intra e

intermolecular. 34-37,51-53

Intercambio
de
halégeno

R"

R=1,Br
m R'# H
R R" = R"
\, Orto
Isomerizacion @E\g,H ©f\$7|-| metalacion
N N dirigida
i \

i R -
R= Bn, SMe, R'Y R" = CO,H
SPh Bu-Li
R=E+
R" Alquenos,
Sustitucién
ActlvaCIOn \ ; R NBS H Electrofiica
©\/ng _PdIr Aromética
= H, CH;, Boc, R’
TS Bn R'= SOZCGHS’ BOC,H
R"=H, CO,H = CH;, CH,CN
% N
< RSC(S)OEt,
R" N2R, RSO,CI R" o
' RSO,Na Sust/tuc:/gn
Acoplamientos N\ R PSMS A\ R Nucleof:{:ca
cruzados Aromatica
N R" N
| \
R’ N\
R= MgBr,ZnCl, H R=H, CI
Br, SnMe, N‘
R'=H R’ R'= H, Me, CHzceHs R"= CHO
R"=H, CHO, CO,H Sustitucién R"=H, Alquil, CHO,
Radical CO,Me
Oxidativa

Figura 3. Funcionalizacion del indol en C2.

13



2.8 La quimica de los xantatos y sus aplicaciones

De forma historica, el primer caso que demostro la utilidad de los ditiocarbonatos
fue la eliminacion de Chugaev, en la que un alcohol se transforma en un xantato y
luego este se elimina produciendo el correspondiente alqueno.>! Posteriormente, el
interés sobre los xantatos aumentd considerablemente con el advenimiento de la
reaccion de Barton-McCombie, desarrollada para la desoxigenacion de alcoholes.
Esta transformacioén tuvo un gran impacto en sintesis, lograndose con ella la
preparacion de carbohidratos y esteroides modificados, ademas de ser una fuente

conveniente de radicales a partir de alcoholes.>?

A finales del siglo pasado, Zard documenté otro uso de los xantatos tomando
ventaja de los radicales generados.>® Este nuevo uso se basé en favorecer la
ruptura del enlace carbono-azufre sobre la unién carbono-oxigeno, el cual es el
enlace que se fragmenta en la desoxigenacion de Barton (Esquema 8). Este
proceso comienza después de la etapa de iniciacién, a partir de la cual se produce
el radical R+, el cual tiene la opcién de reaccionar con otra molécula de xantato (Ruta
A) o bien con una trampa de radicales, como lo es una olefina (Ruta B). Si la primera
posibilidad toma lugar, esto conduciria al aducto A para el cual la ruptura § del
enlace carbono-oxigeno es muy poco favorable, ya que produce el radical metilo,
gue es termodinamicamente menos estable que R-. Por otro lado, la escision del
enlace carbono-azufre, conduce de nueva cuenta al radical R- y al xantato de
partida. Esta via no consume el intermediario R-, pero lo que si hace es aumentar
su tiempo de vida efectivo en el medio de reaccion, lo que permite que el radical sea
capturado por trampas poco reactivas que normalmente no pueden ser empleadas
con otros sistemas de generacion de radicales. Ahora bien, la captura de R- por la
trampa, derivaria en el aducto radical B, que a su vez podria reaccionar con otra
molécula del xantato de partida produciendo asi un nuevo ditiocarbonato (D) y
regenerando el radical R-. En resumen, en este proceso dos nuevos enlaces pueden

ser formados, uno de ellos de tipo carbono-carbono y el segundo carbono-azufre.

14



S
R
‘S)LO’MG
S llniciacién
R M E
e el _ E
e T
S Ruta A Ruta B R
A \ B S
\\ )
\ R\ IM
¥ \ I e
_R
S E v E
Reo A ~—~  o-Me - X oM
s70 {5 + = R s
+ (S
S /
Me - D R
c

Esquema 8. Modificacion de la reccién de Barton-McCombie propuesta por Zard.
2.9 Reaccion de sustitucion radical-oxidativa aroméatica

Después de la modificacién de la reaccion de Barton por parte de Zard, diversas
estrategias han sido desarrolladas y publicadas basandose en este cambio. De
todos estos métodos descritos, la sustitucion radical oxidativa aromatica
desarrollada por Miranda y colaboradores®* ha resultado ser una metodologia
sobresaliente, ya que por este medio pueden realizarse alquilaciones sobre
sistemas homo y heteroaromaticos,3>37:5455 por ejemplo, sustituciones directas en
la posicion 2 de indoles y pirroles, no importando la presencia de un sustituyente en
C-3 o si el atomo de nitrégeno se encuentra o no protegido, lo cual representa una
ventaja en sintesis. El mecanismo propuesto para esta transformacion (Esquema 9)
inicia con la fragmentacion homolitica del enlace O-O en el perdxido de dilauroilo
(DLP), seguida de la escision B del radical RC(O)O- generando con ello dos
moléculas de CO: y dos del radical libre R-. Luego, la adicion de R- hacia el azufre
del tiocarbonilo del xantato A y posteriores fragmentaciones generan el radical B,
gue puede adicionarse al sistema aromatico C originando asi un nuevo radical (D).
La recuperacion de la aromaticidad puede ocurrir por medio de dos vias distintas:
(Ruta 1) la transferencia del electrén desapareado proveniente del radical D al
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peroxido, lo que deriva en la formacion de un radical anion y el cation E, que al
perder un proton rearomatiza el sistema y conduce al producto de la sustitucion
radical-oxidativa aromatica F; y (Ruta 2) en la que se cree que un radical R- adquiere
el hidrogeno del intermediario D, regenerando con esto la aromaticidad del sistema.
Es importante destacar que en ambas rutas se requiere una cantidad
estequiométrica de DLP para completar la reaccion, ya que no son pasos de

propagacion.

)O]\ (‘O R Laurilo
R” "0 \n’ R= -CH(CH,)gCH;
© X=NH, O, S
I\Co2
I~ R R‘S
S ° (\
MeO i MeO_~2 A MeoL > [\
ST OEt N~
OEt _ - N
\g/\ 0 ) 0 X
A Fragmentacion SR B c
S7 TOEt
[DLP]- DLP
O 7 \ +H 0O @ o .
MeO X @ Meow M L \
X MeO X
F T g H RUTA 1 H
r R
RH RUTA 2 b

Esquema 9. Mecanismo propuesto para la reaccion de sustitucion radical
oxidativa.

El uso de xantatos como precursores de radicales libres proporcionan varias
ventajas como son: no emplear metales pesados, condiciones libres de estafo
(pueden provocar una reduccidn prematura de nuestro sustrato), tiempos de
reaccion cortos y Ultimamente han surgido nuevas estrategias que involucran el uso
de luz LED azul para la generacién de radicales empleando cantidades cataliticas

del xantato y temperaturas suaves.34-36

La utilidad sintética de esta reaccion se ha demostrado con la preparacion de

diferentes compuestos que se muestran en la Figura 4.56-61
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Figura 4. Ejemplos de compuestos obtenidos mediante la reaccion de sustitucién.

2.10 Condensacién de Knoevenagel

La reaccion del malonato de dietilo, formaldehido y dietilamina como catalizador,
para obtener el compuesto 29, fue descrita primera vez en 1894 por E.
Knoevenagel. Posteriormente, la reaccion de benzaldehido, acetoacetato de etilo y
piperidina como catalizador dio el compuesto 30. Las reacciones tipo Knoevenagel
son aquéllas donde se hace reaccionar: un aldehido o cetona con un metileno o a
un grupo carbonilo, un catalizador como las aminas, acidos de Lewis, un agente
deshidratante y disolventes aproticos. Existen dos propuestas de mecanismo de
reaccion, que depende de la amina utilizada (Esquema 10). En la primera de ellas,
la amina abstrae uno de los hidrégenos acidos del metileno A, generando el enolato
correspondiente que procede a atacar el carbono del carbonilo B, obteniendo el
intermediario C, el cual se protona, y después elimina H20 via una B-eliminacién
para asi obtener el producto de condensacion. La segunda propuesta inicia con el
ataque nucleofilico del nitrégeno de la amina (primaria o secundaria) al carbono del
carbonilo para dar la sal de iminio E, que reacciona con el enolato procedente de A,
produciendo el intermediario F, que finalmente sufre una pB-eliminacion para generar

el producto de condensacion.?
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Esquema 10. Mecanismos propuestos para la reaccion de Knoevenagel.

2.11 Multirresistencia

El surgimiento de especies patdgenas multirresistentes a antibiéticos representa un
serio problema de salud mundial. Inicialmente, estas especies fueron registradas en
hospitales, pero ahora las podemos encontrar en todas partes. Entre las bacterias
Gram positivas que generan mas problemas se encuentran Staphylococcus aureus,
Enterococus faecium, Enteroccocus faecalis, Streptococcus pneumoniae; y por las
Gram negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
y Acinetobacter baumannii. La produccion de enzimas degradantes, baja
permeabilidad son algunos de los mecanismos utilizados por las bacterias para
resistir a los antibiéticos. La multirresistencia causada por la mutacién en respuesta
de un farmaco implica que conforme transcurre el tiempo, existiran menos agentes
antimicrobianos para tratar las infecciones bacterianas, lo que dificultara ain mas el
tratamiento de infecciones por microorganismos resistentes.® La globalizacion, el
uso excesivo de antibioticos en animales de ganaderia y acuicultura, el empleo de
agentes de mdltiple espectro y la falta de una adecuada administracion,®* son

factores que contribuyen a la resistencia a los antibioticos. Una manera de

18



coadyuvar a la disminucion de la farmacorresistencia, es buscar métodos
alternativos para el control de patdgenos resistentes mediante el descubrimiento de

nuevos farmacos con mejor selectividad y menores efectos toxicos.

‘ "
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Figura 5. Farmacorresistencia.

A
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las sintesis de la Prenostodiona descritas hasta el momento, dan bajos

rendimientos y requieren de secuencias de reaccion largas.

4. HIPOTESIS
La sintesis de la Prenostodiona 3a y sus anélogos 3b-k se puede lograr mediante

una ruta sintética con menos pasos y con mejor rendimiento.

; 3bR=H 3cR=Me
! 3 o 3d R= OMe 3e R=NMe, |
: Pre:or\;todigna 3f R=Br 3g R=Cl
: 3hR=F 3i R=NO, |
i 3j R=CN 3kR=CF; !

______________________________________________________________________

Figura 6. Prenostodiona 3a y sus analogos 3b-3k.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Realizar la sintesis y evaluacion biolégica de la Prenostediona 3a y sus analogos
3b-k.

5.2 Objetivos especificos

Sintetizar los compuestos 3a-k mediante una estrategia de sintesis
estereoselectiva, que involucre pocos pasos de reaccién y utilice materias primas
asequibles.

Determinar las condiciones de reaccion éptimas para cada una de las etapas de la
ruta de sintesis.

Realizar la evaluacion de la actividad de los compuestos 3a-k contra M.

tuberculosis, y en lineas celulares cancerosas.
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6. ANALISIS RETROSINTETICO

O'Bu O'Bu O\
Cone COQMe COzMe
——)
HIQROLISIS CONDENSACION R
ACIDA

Sustitucién 17a R= OH
Radical
3a-k 31a-k Oxidativa

17b R=H 17¢c R= Me
17d R=0OMe 17e R=NMe,

% 17f R=Br  17g R=Cl
s N d gh SfCFN 17i R=NO;
Meo\n/\SJLOEt N J R= 17k R=CF,
o \
N
33 34

Esquema 11. Propuesta retrosintética para obtener los compuestos 3a-k.

Con el fin de solucionar uno de los principales problemas que han tenido los grupos
de investigacion que han intentado la sintesis de la Prenestodiona 3a, se considerd
que el intermediario 32 seria el intermediario clave para favorecer la condensacién
con los benzaldehidos 17a-k, ya que contiene el acido carboxilico enmascarado en
la posicién 3 del indol y un metileno activado por un grupo electroatractor. En el
esquema retrosintético, el intermediario sintético avanzado 3la-k se puede
hidrolizar, de forma selectiva, y provenir de 32 por una reaccion de condensacién
de tipo Knoevenagel. A su vez, 32 provendria de una reaccion intermolecular entre

33y 34 por una reaccion de sustitucion radical oxidativa.
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7. ESQUEMA DE SINTESIS

KSC(S)OEt
c”>co,Me ———  EtO(S)CS” “CO,Me
MeCN, 0°C.
35 33
1.80Cl,
CO,H Tolueno CO,'Bu
110°C
\ — \
N 2. 'BuOH N
H KO'Bu H
36 34
COztBu COZtBU CHO Piperidina
DLP AcOH
\ + EtO(S)CS” >CO,Me ——— \  coMe + _ >
N DCE, 90°C N Tolueno
H H R 110°C, Dean-Stark
34 33 32 17a-k
17a R= OH
(3a=Prenosotodione)
COH 17b R= H
17c R= Me
CH,CI,: TFA 17d R= OMe
4:1
@) 17e R= NMe,
17f R=Br
17g R=Cl
17h R=F
17i R= NO,
17j R=CN
31a-k 3a-k 17k R= CF;

Esquema 12. Ruta de sintesis de 3a-k.

La sintesis propuesta para obtener los compuestos 3a-k, se muestra en el Esquema
12. La propuesta inicia con la formacién de las materias primas 33 y 34. El xantato
33 se genera mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica entre la sal de
potasio del ditiocarbonato de O-etilo y 35. Por su parte, el éster terc-butilico 34 se
elabora por la reaccién del cloruro de acido, previamente preparado por la reaccion
entre cloruro de tionilo y el acido 36, con terc-butéxido de potasio. La sintesis
continua con la alquilacion en C2 de 34 con el xantato 33 para generar el
intermediario 32, mediante una reaccion de sustitucion radical oxidativa. La
condensacion, tipo Knoevenagel, de 32 con los aldehidos 17a-k produce los
estirenos 31a-k. Finalmente, la desproteccion de los ésteres terc-butilicos 31a-k, en

condiciones &cidas, da la Prenestodiona 3a y sus analogos 3b-k.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Preparacioén de las materias primas

~ KSC(S)OEt ~
Ccl” “Cco,Me ——»  EtO(S)CS” “CO,Me
MeCN, 0°C.
35 33

Esquema 13. Obtencion del Xantato 33.

La preparacion de las materias primas dio inicio con la sintesis del xantato 33, de
acuerdo con la metodologia descrita por Reyes-Gutierrez,*® al hacer reaccionar la
sal de potasio del ditiocarbonato de O-etilo con el cloroacetato de metilo (35), en
acetonitrilo a 0°C. En esta reaccion es muy importante cuidar la temperatura, y el
tiempo, ya que en el primer experimento se observaron 2 subproductos, que no se
aislaron, que disminuyeron el rendimiento y que fue necesaria la purificacion del
compuesto 33 por cromatografia en columna. En la Tabla 1 se muestran los

experimentos realizados para la preparacion del xantato 33.

Tabla 1. Condiciones de reaccion para la obtencion del xantato (33).

Equivalentes | Temperatura Tiempo Rendimiento
Ensayo
35/KSC(S)OEt (°C) (h) (%)
1 1/1.1 0—25 1—-0.5 83
2 1/1.1 0 1 98
1.S0Cl,
CO,H Tolueno CO,'Bu
110°C
oy B O
N 2. 'BuOH N
H KO'Bu H
36 34

Esquema 14. Obtencion del 3-indolcarboxilato de terc-butilo 34.

La preparacion del compuesto 34 comenzo con la formacion del cloruro de acilo del
acido 3-indolcarboxilico 36, mediante su tratamiento con cloruro de tionilo, sin
destilar, y tolueno anhidro a reflujo. El seguimiento de la reaccion, por ccf, alas 6 h

indic6 que no habia conversion completa de la materia prima 36. Después de
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eliminar la mezcla de cloruro de tionilo-tolueno, el crudo de reaccion se disolvio en
terc-butanol y se le agregaron 3 porciones de terc-butéxido de potasio, a 0°C e
inmediatamente se obtuvo el compuesto 34, en rendimientos moderados (Tabla 2).
Con la finalidad de mejorar el rendimiento del producto 34, se realiz0 otro
experimento con el cloruro de tionilo destilado, y se observé por ccf que a las 5
horas de reaccion desaparecia el acido 36 con una mejora en el rendimiento.
Posteriormente, cuando se aumentdé el numero de equivalentes de SOCIz, el
rendimiento de 34 también aumento. Estos resultados mostraron que la formacion
del cloruro de acilo (A) es clave para lograr un buen rendimiento de 34, por lo que
se intentd sintetizar 34 utilizando el procedimiento de Linton y colaboradores,® en
el cual se usa el cloruro de oxalilo como agente clorante. Sin embargo, no se logro
la conversién completa de la materia prima 36, aun con tiempos de reaccion mas

largos, y el rendimiento de 34 disminuyé considerablemente.

Tabla 2. Condiciones empleadas para la obtencion de 34.

socCl, o)

O

Q cl ©
OH Tolueno
\ N b K
(CO,CI) N
N Q) DMF N H
36 Diclorometano A 34
Fuente de Eq. Tiempo | Temperatura | Rendimiento
Ensayo
cloruros, Eq KO'Bu (h) (°C) (%)
SOClz, 10
1 _ _ 15 6 110 42
(sin destilar)
SOClz, 10
2 _ 1.5 5 110 76
(destilado)
SOClz, 25
3 _ 15 4 110 85
(destilado)
4 (COCl)2, 3 15 24 25 25
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Por otra parte, la esterificacion de Fischer podria ser una opcion para formar 34,
pero se debe tener en cuenta que esta reaccion se lleva a cabo con alcoholes
primarios y secundarios poco impedidos, en condiciones acidas (cataliticas) y a
temperaturas altas; y que, en este caso, el terc-butanol es un alcohol terciario que
es susceptible a sufrir una reaccion de eliminacion debido a las condiciones de
reaccion. A pesar de saber que estas reacciones estan en competencia, se decidié
intentar la reaccion de esterificacion. El seguimiento de la reaccibn mostro varios

productos, sin predominio de ninguno (mezcla compleja) por lo que se abandoné

esta opcion.
8.2 Alquilacion radical oxidativa del indol 34
CO,'Bu CO,'Bu
o~ DLP

\ + EtO(S)CS” “CO,Me — \ CO,Me
N DCE, 90°C N
H H
34 33 32

Esquema 15. Condiciones de reaccién para la formacion de 32.

La preparacion del compuesto 32 se realizé por medio de una reaccion de
sustitucion radical-oxidativa de 34 con el xantato 33, (Esquema 15). Para ello se
sigui6 la metodologia descrita por Miranda et al.3* con la variante de que el DLP fue
adicionado en 6 tandas con un intervalo de tiempo de una hora entre cada adicion,
modificacion que fue realizada por Torres-Ochoa.%¢ También se modificé el nimero
de equivalentes de DLP agregados, obteniendo el mejor rendimiento de 32, con 1.8

equivalentes (Tabla 3)

Tabla 3. Condiciones de reaccion para la obtencion de 32.

v | eaveor | S | TR | TR
1 12 15 6 54
2 15 1.5 6 67
3 18 15 6 -
4 2 15 6 44
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El rendimiento que se logrado se atribuy6 a dos hechos: el primero de ellos fue que,
el proceso de purificacion se facilitd por la presencia del éster terc-butilico en 32 lo
que permitié utilizar fases moviles, de mediana polaridad, que proporcionaron una
mejor resoluciéon en cromatografia en placa y columna. El segundo hecho es que el

radical intermediario formado 38 es mas estable que 37.343567

Q t
M, O
° Yo .
H )LOMe ’\} )LOMe
\ / H
0 t
(@) O'Bu
. . ' OMe : Radical bencilico
Radical Bencilico y a a carbonilo
N N OMe
H o
37 38

Esquema 16. Comparacion de estabilidades de los radical.

Por otra parte, el aumento de la cantidad estequiométrica de DLP generd una
drastica disminucion de rendimiento. La explicacion es que, cuando la
concentracion de DLP es mayor que la del xantato, se favorece la dimerizacion y la
dismutacion, por lo cual la cantidad efectiva para favorecer el radical metilacetato

disminuye.
/\/\/R
.. O R S oe 2CO; R
L] [ ] D i i0
O:O/U\) ) R(\[Or\_/ DY R/\ . /\R imerizacion
R O R + R
R= CH,(CH3);CH3 Dismutacion

Esquema 17. Dimerizacion y dismutacion del DLP.

8.3 Sintesis de 31a mediante una condensacion tipo Knoevenagel

COO'Bu
cooBu oS CH,COOH O N\~
\ . Piperidina N \
” 4 O\ I Tolueno O 3a
32 17a HO

Esquema 18. Condensacion alddlica cruzada.
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El primer experimento consistid6 en hacer reaccionar el éster protegido 32 y p-
hidroxibenzaldehido 17a, utilizando como catalizadores una mezcla de &cido
acético y piperidina, en reflujo de tolueno por una hora (condensaciéon tipo
Knoevenagel),®” que produjo el estireno 31a en un rendimiento de 73%. Con el
propdsito de conseguir mejor rendimiento, se realizé un segundo experimento que
consistié en hacer el seguimiento del progreso de la reaccion cada hora, hasta
observar que la materia prima se habia consumido, lo cual sucedi6 a las 6 horas.
Después de purificar el crudo de reaccion y se obtuvo el compuesto 31a, en un
rendimiento del 91%. ElI mecanismo de reaccibn que se propone para la
condensacion entre 32 y 17a inicia con la formacion de la sal de iminio de la
piperidina (A), Esquema 20, y la desprotonacion del metileno (B). La desprotonacion
del metileno (B) se debe favorecer porque son los protones mas acidos, debido a la
vinilogia con el diéster 39 que tiene un pKa= 11.86, y si bien el pKa del 4-
hidroxibenzaldehido (17a) es de 7.6, la base conjugada C se encuentra estabilizada
por los dos carbonilos y el anillo de indol, mientras que D solo por el anillo de

benceno y el carbonilo del aldehido.

S - O

N
H
Pka =14.8 Pka =11
Diéster vinilogo ! ! y~ ¢ BH
5 5 OH
O'Bu ! !
H :B ! !
N . | |
N ,)—OMe : : ~
H-- | | o)
| | 17a
B 5 D Pka=7.6

Esquema 19. Estabilidad del carbaniéon C Y D.

A continuacion, el ataque nucleofilico por parte del enolato C hacia la cara Si de la

sal de piperidinio genera el intermediario E, que es mas estable y estéricamente
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menos impedido que el intermediario F, generado por el ataque a la cara Re. Por

altimo, la eliminacion bimolecular (E2) conduce al alqueno E.

. .[‘\H‘*

2 SoH egre @
ny TP. N
H —— H N — (-."O — |
H H
" "o " A OH

Cara Re Cara Si
(0]
o
0'Bu @ O\ o'y 0'Bu
/_\ N A"\:
- N_/ B — N
H--0. H Og)
C
B
) OH Mas estable
Impedido Favorecido

estéricamente R= estéricamente

OtBu

0}
R'= R"=
E2
\ ggko/ (E2)
N
H
O'Bu
CO,Me
)~
NN
H
HO
Configuracion Z Configuracion E

Esquema 20. Mecanismo propuesto para explicar la estereoselectividad de la
reaccion de condensacion.

Los alcances de las condiciones de reaccion, logradas en la condensacion entre 32
y 17a, se exploraron usando diferentes benzaldehidos (Tabla 4). Una de las
precauciones vitales fue la verificacion por cromatografia en capa fina de la
ausencia del acido benzoico correspondiente, ya que en presencia de este la

reaccion no procedia.
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Tabla 4. Condiciones de reaccién para la obtencién de 31b-k.

COztBU
O CO,Me 17b R=H 17c¢ R= Me
CO,tBu S cHycoH O N 17d R= OMe 17e R= NMe,
N CO:Me Piperidina N ) 31bk  17f R=Br 17g R= Cl
N H 17h R=F 17i R=NO,
b Tolueno O 17j R=CN 17k R=CF,4
32 17b-k
Compuesto Tiempo Equivalentes Rendimiento
b (h) 32/17b-k (%)
31b H 2 1/1.2 92
3lc Me 2 1/1.2 90
31d OMe 6 1/1.2 89
3le N(CHs)2 6 1/1.2 93
31f Br 6 1/1.2 74
31g Cl 6 1/1.2 74
31h F 6 1/1.2 73
31i NO:2 24 1/1.2 60
31 CN 24 1/1.2 65
31k CFs 6 1/1.2 74

Como se puede observar en la Tabla 4, la reaccion se beneficia por la presencia de
grupos electrodonadores con tiempos de reaccién cortos y buenos rendimientos, o
gue sugiere que la sal de piperidinio se encuentra estabilizada por efecto de
resonancia (Esquema 21). En contraparte, la reaccion se perjudica por la presencia
de grupos electroatractores lo que produce tiempos de reaccion largos y
rendimientos moderados, probablemente por efectos de resonancia, a pesar del
incremento de la electrofilia de la sal de piperidinio. La disminucién en el tiempo de

reaccion para los compuestos 31b y 31c es justificada por su analogia con las sales
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de piperidinio reportadas por Apple y colaboradores, las cuales demuestran que son

mas electrofilicas que las que contienen grupos activadores sobre el anillo.®®

P 9. B Q o

N N

) > .
> &l ~~ > -
NA \O/
®

o)
Estabilizado

Desfavorecido
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|
H
F>‘/©)\
F
F

Efecto inductivo

Esquema 21. Reactividad de los iones piperidinio en funcién del tipo de
sustituyente presente en el grupo fenilo.

Los espectros de IR, RMN de 'H y 3C, asi como los espectros de masas de los
compuestos 31a-k permitieron corroborar su estructura. El patrén de fragmentacion
de los espectros de masas por impacto electrénico de los compuestos 31b-k es
relevante, porque cuando los sustituyentes en el fenilo son H, CHs, OH, CH30, y
N(CHs)2, se observa su ion molecular. Mientras que cuando los sustituyentes son
halégenos y grupos electroatractores, el ion molecular es muy pequefo, o no se
observa. La posible explicacién para este comportamiento es que el carbonilo del
éster unido a C-3 del indol, esta conjugado con el grupo fenilo sustituido, lo cual
debilita el enlace O-C(CHs)s del éster, favoreciendo su ruptura via una
fragmentacion tipo McLafferty, y genera el fragmento a m/z (M* - 56), pico base.
Ademas, los espectros de masas de los compuestos 31a-k muestran la pérdida de
56, 73, 89, 102, 133y 160 uma.
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8.4 Hidrdlisis regioselectiva

COZtBU
CO,Me
O \ CH,Cly:TFA
N (4:1)
<
HO
31a 3a

Esgquema 23. Reaccion de Hidrdlisis acida.

La hidrdlisis regioselectiva del diéster 31a con &cido trifluoroacético en
diclorometano, de acuerdo con el protocolo de Castellano y colaboradores,® dio la
Prenostodiona 3a. Una precaucién muy importante para el éxito de esta reaccion es
agregar el 4cido trifluoroacético a la mezcla de reaccién que contiene el diéster en
diclorometano cuando ya se esta a 0°C, debido a que hay una reaccion exotérmica
y el acido es muy higroscoépico. Las condiciones de reaccion de esta hidroélisis
favorecen la desproteccion del éster terc-butilico sobre la del éster metilico, debido
a que el catién terc-butilo generado es mas estable que el carbocatién primario que

produciria el éster metilico (Esquema 24).

F3C_Ox

TN
O Do-o.. HO_ ®/)

31a 3a

Esgquema 24. Mecanismo propuesto de la hidrélisis acida del compuesto 31a.

Ya que la hidrélisis de 3la se realiz0 en condiciones suaves, y de facil de
manipulacion, se uso para hidrolizar los ésteres 31b-k para obtener los analogos de

la Prenostodiona 3b-k. En la Tabla 5 se muestran los rendimientos obtenidos.
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Tabla 5. Condiciones de reaccion para la hidrolisis acida de los compuestos

3la-k.
COztBU
COzMe
\
O N\ CH,Cly:TFA

H o ———

R

31a-k 3a-k

) Volumen o
Tiempo Rendimiento
Sustrato Producto R DCM:TFA
(h) (%)
(mL)

3la 3a OH 15 4:1 79
31b 3b H 1.5 4:1 80
31c 3c Me 1.5 4:1 79
31d 3d OMe 1.5 4:1 87
3le 3e N(CHs)2 15 4:1 79
31f 3f Br 1.5 4:1 89
31g 39 Cl 1.5 4:1 87
31h 3h F 1.5 4:1 70
31i 3i NO:2 1.5 4:1 78
31j 3j CN 15 4:1 76
31k 3k CFs3 15 4:1 77

La comprobacion de la estructura de 3a se realizO mediante el analisis de sus
espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y 13C, y espectrometria de
masas. La comparacion de las sefiales mostradas, tanto en el espectro de
resonancia magnética de *H y como en el de 13C, con las sefales descritas para la

Prenostodiona se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Comparacion de RMN de 'H y 13C del producto natural y el sintetizado en

este trabajo.

3a
Prenostodiona

Producto 3a Producto 3a
Posicidén Natural (5C) Natural (8H)
(5C) (5H)
1 166.9 165.6
1-OMe 52.1 51.9 363s 364s
2 120.4 120.2
2a 139.3 139.1
3 11.82 s 11.84 sa
3a 135.8 135.6
4 112.1 111.8 7.37d 7.39m
(8.8 Hz)
5 1225 122.3 7.20m 7.19m
6 121.2 121.0 7.18 m 7.19m
7 121.2 121.0 8.03d 8.06 m
(8.7 Hz)
7a 1271 126.9
7b 105.8 105.6
8 165.8 166.6
9 1423 142.0 7.78s 7.79s
10 124.8 124.6
11,15 132.3 132.1 6.84d 6.85
(8.7 Hz) (8.3 Hz)
12, 14 115.8 115.5 6.58d 6.59
(8.7 Hz) (8.3 Hz)
13 159.6 159.3
13-0 9.99 s 10.01 s
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Asimismo, la estereoquimica del doble enlace de la Prenostodiona 3a se establecio
mediante el experimento NOESY. Se observo que existe una interaccion entre el
protén N-H del indol y los protones 11, 15 del anillo de fenilo, lo que indica que el
anillo de fenilo se encuentra del mismo lado que el anillo de indol, adoptando una
configuracion E como se observa en la Figura 7.

3a

Prenostodiona Lios

F1 {ppm)

-11.0

1.5

ri2.0

7.1 () [:F:] &7 6.6 &5 6.4
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=
=
[l
=
(5]
=i
o
=
[
=
]

7.0
f2 {ppm)

Figura 7. Ampliacion del espectro NOESY.

En este punto podemos informar que nuestra sintesis representa una mayor ventaja
sobre las ya descritas en cuanto al nimero de pasos y rendimientos. Por otra parte,
la sintesis de Sampak no reporta la sintesis de su producto de partida, la cual puede
ser obtenida en rendimientos del 46% lo que involucra una etapa mas en su sintesis
y una disminucion en su rendimiento. Del mismo modo Badenock en su primera

sintesis sélo consiguio llegar a la Isoprenostodiona. 5611
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Figura 8. Comparacion del namero de pasos y rendimiento, de cada una de las

sintesis de la Prenostodiona 3a descritos hasta el momento.

9. ACTIVIDAD BIOLOGICA

9.1 Actividad antiproliferativa

Inhibicién del crecimiento de lineas celulares neoplasicas con los compuestos 31a-
k 'y 3a-k.

Las pruebas de inhibicion de crecimiento celular fueron realizadas por la M. en C.
Ma. Teresa Obdulia Ramirez Apan en el Laboratorio de Pruebas Biologicas del
Instituto de Quimica de la UNAM, empleando las lineas celulares neoplasicas U251
(Glioblastoma), PC-3 (Cancer de prostata), K562 (Leucemia), HCT-15 (Cancer de
colon), MCF-7 (Cancer de mama), SKLU (Adenocarcinoma de pulmén). Para la
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determinacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento celular se empleo el
meétodo de tincion de proteinas con Sulforodamina B (SRB), a una concentracion de
25 uM, la cual consideramos tedricamente como la concentracion maxima para una
clasificacion en compuestos activos (cuando inhiben mas del 50% del crecimiento
celular) e inactivos (NA), inhibicion menor al 50% del crecimiento celular. Como un
control positivo de citotoxicidad, se utilizé 5-fluorouracilo a la misma concentracion
y como blanco negativo se utilizaron las mismas lineas celulares sin compuesto. La
Tabla 7 muestra los porcentajes de inhibicion exhibidos por los compuestos 31a-k.

Tabla 7. Porcentaje de inhibicién de crecimiento celular de los compuestos 31a-k
a una concentracion de 25 uM.2

CO,'BU
O N\ CO,Me

N

@

R

% de inhibicion
HTC-
Comp R U251 PC-3 K562 15 MCF-7 SKUL-1
(SNC) (préstata) (leucemia) (colon) (mama) (Pulmon)
31a OH 18.9 6.5 18.6 7 NA NA
31b H 57.3 35.5 73.0 60.0 54.1 63.9
31c Me 50.6 36.7 67.1 69.3 61.6 66.5
31d OMe 62.5 79 51.7 15.6 100 93.6
31e N(CH3)2 42.0 42.0 47.9 23.6 34 71.7
31f Br 63.8 83.1 58.5 7.1 70.3 59.7
31g cl 55.9 71 67.4 48.9 53.2 68.8
31h F 26.3 1.1 26.9 82.6 16.6 41.5
31i NO> 57.7 16.3 50.2 24.7 52.2 63.5
31j CN 72.0 65.1 NA ND 2.6 NA
31k CF3 21.8 25.3 53.4 68.4 47 54.7
Fluoracilo 24.2 65.89 62.2 57.5 51 66.4

225 uM. NA= sin actividad. ND= No determinado.
sulforodamina B.
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Tabla 8. Porcentaje de inhibicion de crecimiento celular de la Prenostodiona 3a 'y
sus analogos 3b-k, a una concentracion de 25 pyM.2

COOH
O N\ CO,Me
NN
H
W,
R
% de inhibicion
Comp | R | U251 PC3 K562  '1S° MCF7 SKUL-1
(SNC) (préstata) (leucemia) (colon) (mama) (Pulmoén)
3a OH NA 23.81 10.5 5.27 7.5 10.8
3b H NA NA NA NA NA NA
3c Me NA NA NA NA NA NA
3d OMe 7.1 NA NA NA NA 3.0
3e N(CHa)2 7.3 21.9 32.5 ND 10.6 9.2
3f Br NA NA 19.5 325 33 26.0
39 Cl NA NA 38.6 28.9 46 25.9
3h F NA NA NA 5.1 NA 22.5
3 NO> 24.0 0.4 7.6 NA 18.5 32.3
3] CN 10.9 2.5 29.7 ND 17.2 19.5
3k CF3 NA NA 59.1 38.4 37 32.0
Fluoracilo 24.2 65.89 62.2 57.5 51 66.4

225 uM. NA= sin actividad. ND= No determinado. Determinado mediante técnica de

sulforodamina B.

El analisis de los resultados de % de inhibicion de crecimiento, tanto de los ésteres
terc-butilicos 31a-k como el de la Prenostodiona 3a y sus analogos 3b-k, revelé que
estos ultimos son poco activos y en algunos casos como 31b y 31c su actividad se
vio completamente afectada al transformar el éster 3-carboxilato de terc-butilo al
acido carboxilico (3b y 3c) , en este sentido los compuestos 31h y 31k los cuales
son precursores sintéticos de 3h y 3k respectivamente, disminuyeron su actividad
en la linea celular HTC-15, linea en la que presentaban mayor efecto citotoxico.
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La comparacion entre los compuestos 3a-k y 31a-k muestra que la presencia del
terc-butil éster es importante para un mejor efecto citotoxico. De acuerdo con lo
mencionado anteriormente, los compuestos 31b y 31c, presentan un porcentaje de
inhibicibn mayor del 50% en las lineas celulares U251, K562, HTC-15, MCF-7 y
SKLU-1, lo que los hace ser poco especificos al igual que el blanco positivo (5-
fluoracilo), pero candidatos para determinar su concentracion inhibitoria cincuenta.
Los resultados del compuesto 31d indican que es poco selectivo y muy toxico (MCF-
7). Sin embargo, 31h demuestra ser mas especifico para HCT-15. El compuesto 31i
tiene porcentajes de inhibicion muy similares al compuesto 31b en las lineas
celulares U251 y SKLU-1 pero a diferencia de 31b, su porcentaje de inhibicion en

otras lineas es menor lo que lo hace a 31i mas selectivo.

El compuesto 31k comparado con el control positivo resulto ser mas sensible para
la linea celular HTC-15. Adicionalmente este compuesto muestra menor
sensibilidad en las 5 lineas celulares restantes con respecto al control positivo. Por

lo que la continuidad de su analisis resulta interesante.

Una vez que se analizaron los resultados anteriores, se procedié a determinar el
valor de la concentracién inhibitoria cincuenta (ICso) para los compuestos que
presentaron 50 o mas por ciento de inhibicion de crecimiento, a partir de una curva
de %IC (respuesta) vs. concentracién de cada compuesto, para cada linea celular
en ensayo. De esta manera, la concentracion inhibitoria cincuenta se define como
la concentracién del farmaco a la cual se inhibe en un 50% el crecimiento celular.
En el caso ideal se busca un compuesto que posea selectividad por una linea celular
y con un valor pequefio de ICso. El rango de concentraciones para esta
determinacion fue de 50, 25, 12.5y 6.25 uyM. En la Tabla 9 se comparan los valores
de los medicamentos utilizados para el tratamiento del cancer’®’> vs los valores de
ICso0 exhibidos por los compuestos seleccionados anteriormente (31b, 31c, 31i y
31k). Los resultados del compuesto 31h no encuentran reportados debido a que

esta en evaluacion.
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Tabla 9. ICso de los compuestos 31D, c, i, k.

CO,'BU
O N\ CO,Me
N\
@
R
U251 PC-3 K562 HCT-15 | SKLU-1
Compuesto | R i _ ]
(SNC) | (préstata) | (leucemia) | (colon) | (pulmdn)
31b H 16.3+0.5 | 24.3t1.4 | 10.5+2.8 | 24.0+3.0 | 18.7+1.8
31c Me | 18.56+1.1 | 24.9+1.5 | 34.5£3.8 |33.88%£2.7 | 14.4+2.4
31i NO2 | 24.9+0.8 ND ND ND 14.8+2.1
31k CFs ND ND ND 25.2+2.7 | 16.92+0.3
Topotecan 0.05+0.05| 2.0+0.1
Irinotecan 33.09+3.4 | 34.62+2.3
Etoposido 1.7+0.3 11.3+2.5 4.1+0.6
Cisplatino 3.3+0.06 8.3+0.7

ND= No determinado debido a que presentan porcentajes de inhibicibn menor al 50%

Los resultados muestran la concentracion que produce una inhibicién del crecimiento
celular del 50%, este pardmetro se midié usando la técnica de sulforodamina B utilizando
rangos de concentracion de 50, 25, 12.5y 6.25 yM para todos los compuestos.

Como se muestra en la Tabla 9, los compuestos con mejor actividad son: el
compuesto 31b el cual demuestra ser mas activo en las lineas celulares K562, HTC-
15 y SKLU-1 que los medicamentos de referencia (Etoposio e Irinotecan) lo que le
proporciona poca especificidad y el compuesto 31k que resulto ser mejor que

Irinotecan en las dos lineas celulares en las que actua.

9.2 Actividad antituberculosis

Actividad antituberculosis

La actividad antituberculosis de los precursores 31a-k como de la Prenostodiona y
sus analogos 3a-k, fueron evaluadas por las Dras. Mayra Silva Miranda, E. Segura
Salina y Clara I. Espitia Pinzén en el Laboratorio de Alta Seguridad BSL-3 del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. La determinacion de la
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concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada compuesto se valor6 a una
concentracion de 500 pg/mL, empleando el ensayo en placa con Resazurina
(REMA) que permite identificar compuestos lideres, los cuales deben presentar una
MIC < 10 pg/mL. Del mismo modo, se determind la concentracion minima inhibitoria
50 (ICso0) por medio del ensayo basado en el colorante tetrazolio (MTT) en células
Vero; y se calcul6 el indice de selectividad (Sl) de los compuestos, considerando
selectivos aquéllos que presenten un SI> 10. La referencia en los ensayos antes

mencionados es la Rifampicina.

Tabla 10. Actividad contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv de los compuestos

3la-k.
CO,'BU
O N CO,Me
N
H
W,
R
compuesto R MIC (pg/mL) | 1Cso (pg/mL) Sl
3la OH 250 373 1.492
31b H >500 50.7 ND
31c Me >500 280 ND
31d OMe >500 356 ND
3le N(CHs)2 >500 330 ND
31d Br >500 20.8 ND
319 Cl 500 Menor a 50 ND
31h F 500 PD ND
31i NO:2 500 PD ND
31j CN 125 107 0.856
31k CFks 500 MENOR A 50 ND
Rifampicina 0.06 >1000 >16,666

ND= No determinado. PD= pendiente (en evaluacion)
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Tabla 11. Actividad contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv de los compuestos

3a-k.
COOH
O N CO,Me
NN
H
W,
R
Compuesto R MIC (ug/mL) | 1Cso (pg/mL) Sl
3a OH 125 33.3 0.2664
3b H 250 643 2.572
3c Me 500 245 0.49
3d OMe 500 379 0.758
3e N(CHs3)2 >500 307 ND
3d Br 250 211 0.844
3g Cl 500 237 0.474
3h F 500 PD ND
3i NO:2 500 PD ND
3 CN 250 379 1.516
3k CFs 250 136 0.544
Rifampicina 0.06 >1000 >16,666

ND= No determinado. PD= pendiente (en evaluacion)

Las caracteristicas ideales para un compuesto con actividad contra Mycobacterium

tuberculosis es aquel que presenta una MIC < 10 ug/mL (lider) una ICso >500 ug/mL

y un S| > 10, con base en estas caracteristicas podemos concluir que nuestros

compuestos no presentan actividad importante contra M. tuberculosis.

Los valores no determinados para el SI son debido a que la MIC rebasa la

concentracion maxima valorada en el ensayo, por lo que no se tiene una

concentracion especifica con la cual calcular el IS.
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10. CONCLUSIONES
Se desarroll6 una ruta nueva y eficiente de sintesis estéreo y regioselectiva de la
Prenostodiona 3a y sus analogos 3b-k, en 4 pasos de reaccion usando materias
primas asequibles, con un rendimiento global para 3a del 44% y del 30-47% para
los analogos 3b-k y comparado con los reportes informados previamente resulta ser

mejor en cuanto al nimero de pasos, rendimiento y tiempos de reaccion.

Las condiciones de reaccion utilizadas para la sintesis de la Prenostodiona son
compatibles con la presencia de varios grupos funcionales, y la proteccion y

desproteccion del NH del indol y el OH del benzaldehido no es necesaria.

La evaluacioén de la actividad antiproliferativa de los compuestos 31a-k y 3a-k sobre
las lineas celulares estudiadas mostraron que la mayoria son activos, sin embargo,
unos necesitan de altas concentraciones lo que los hace poco especificos. El
compuesto 31b comparado con el medicamento de referencia tienen mejor
actividad contra las lineas celulares K562 (Leucemia), HTC-15 (Colon), SKLU
(Pulmaén); mientras que 31k comparado con Irinotecan en HTC-15 (Colon) y SKLU

(Pulman) resultd ser mejor, aunque para ambos casos es poco especifico.

La evaluacion de la actividad antituberculosa de los compuestos 31a-k y 3a-k contra

M. tuberculosis H37Rv indicd que son inactivos.
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11. SECCION EXPERIMENTAL
Todos los puntos de fusion fueron determinados en capilares abiertos empleando
un aparato Mel-Temp Il. Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén
(RMN *H) fueron adquiridos con los espectrometros Eclipse 300 MHz Jeol y Fourier
300 MHz Bruker usando cloroformo deuterado (CDCls) como disolvente vy
dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-ds); los espectros de resonancia magnética
nuclear de carbono 13 (RMN *3C) se adquirieron a 75 MHz en los mismos aparatos.
Los desplazamientos quimicos () se informan en partes por millébn (ppm). Las
formas de los picos se indican de la siguiente manera: s, singulete; d, doblete; dd,
doble de dobles; t, triplete; g, cuarteto; m, multiplete; sa, sefial ancha. Los valores

de la constante de acoplamiento (J) se expresan en hercios (Hz).

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron obtenidos en un espectrémetro FTIR Tensor
27 Bruker, empleando pastilla de KBr o pelicula. Por otra parte, los espectros de
masas se obtuvieron en el equipo JEOL SX 102 A, utilizando la técnica de ionizacion
por impacto electrénico (70 eV, modo positivo). El seguimiento de las recciones se
realiz6 por cromatografia en capa fina (ccf), y para su visualizacion se usé una
lampara de luz UV (SPECTROLINE MODEL ENF-260C) a longitudes de onda de
254 y 365 nm. La purificacion de las mezclas de reaccion se realizd por
cromatografia en columna (CC), utilizando como fase estacionaria gel de silice 60
Mesh (230-400 mallas ASTM) y como fase movil mezclas de hexano/acetato de
etilo, con aumento gradual de la polaridad. Los reactivos empleados fueron
adquiridos de las compafias comerciales Merck y Sigma Aldrich. Los disolventes
fueron destilados bajo atmosfera de nitrégeno, empleando los desecantes
apropiados: hidruro de calcio (acetonitrilo, dicloroetano) y benzofenona-sodio

(tolueno).
Sintesis del 2-((etoxicarbonotioil)tio)acetato de metilo (33)

A un matraz de fondo redondo de 100 mL, provisto de un agitador magnético, se le
agregaron 3000 mg (27.64 mmol) de cloroacetato de metilo (35) y 48 mL de
acetonitrilo. La disolucion se enfrié a 0°C, y posteriormente se le afiadieron 5080
mg (30.40 mmol) de la sal de potasio del ditiocarbonato de O-etilo. La mezcla de
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reaccion se dejé en agitacion por una hora, después de la cual el disolvente se
elimind a presion reducida. Al residuo organico se le adicion6 agua destilada y se le
extrajo con CH2Cl2 (3 X 50 mL). La fase organica se seco con Na2SO4 anhidro y el
disolvente fue removido en el rotavapor, para obtener el xantato 33, como un aceite

amarillo con un rendimiento del 98% (5024 mg).8

0 RMN H (300MHz, CDCIz) d (ppm) 4.63 (q, J= 7.2 Hz, 2H), 3.92 (s,
Hko/ 2H), 3.75 (s, 3H), 1.41 (t, J= 7.2 Hz, 3H).
S\H/ov

S

Sintesis del terc-butil 1H-indol-3-carboxilato (34)

A un matraz de fondo redondo de 100 mL, provisto de un agitador magnético, se le
agregaron 2330 mg (14.45 mmol) de acido 1H-indol-3-carboxilico (36) y 25 mL de
tolueno anhidro. La suspensién obtenida se agitd y se le adicionaron 26 mL (exceso
361.25 mmol) de cloruro de tionilo con ayuda de un embudo de adicion, durante 10
min. La mezcla de reaccién se dejo en agitacion y se reflujé por 4h, y después se
dejo sin calentamiento hasta alcanzar la temperatura ambiente. A continuacion, se
conectd un equipo de destilacion para remover la mayor cantidad de cloruro de
tionilo y tolueno. La eliminacion completa de ambos se logré utilizando un rotavapor.
El crudo de reaccion fue un sdlido color rojo, que se disolvié en 25 mL de terc-
butanol, la solucion se enfrio a 0°C, y enseguida se adicionaron 4050 mg (36.21
mmol) de terc-butoxido de potasio en tres porciones. La mezcla de reaccion se dejo
en agitacion por 10 min a 0°C y después, una hora a temperatura ambiente. Por
altimo, el disolvente se elimind a presién reducida y el crudo de reaccion se traté
con una solucién saturada de carbonato de potasio y diclorometano. La fase
organica se secO sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente fue evaporado a presion

reducida para asi obtener 2642 mg (85%) del indol 34 como un aceite amarillo.
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RMN H (300MHz, CDClIs) & (ppm) 9.03 (sa, 1H), 8.18 (d, J=

Q QL 8.6 Hz, 1H), 7.84 (d, J= 3.0 Hz, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.27 (m, 1H),
A 7.24 (m, 1H), 1.66 (s, 9H). RMN 3C (75MHz, CDCls) & (ppm)

” 165.3, 136.3, 131.2, 125.8, 123.0, 121.9, 121.5, 111.7, 110.5,

80.3, 28.7.

Sintesis del terc-butil-2-(2-metoxi-2-oxoetil)-1H-indol-3-carboxilato (32)

A un matraz balén de dos bocas, provisto de un agitador magnético, se le agregaron
750 mg (3.45 mmol) del indol 34 y 804 mg (4.14 mmol) del xantato 33 en 10 mL de
dicloroetano. La disolucion fue agitada y desoxigenada, burbujeando N2 durante 30
minutos con una canula. Enseguida, la mezcla se calent6 a 90°C y se le adicionaron
2476 mg (6.21 mmol) de DLP en porciones de 412 mg (1.03 mmol/h) en un periodo
de 6h, después de lo cual se elimino el disolvente a presion reducida. El crudo de
reaccion se disolvié en acetonitrilo y se lavé con hexano hasta eliminar la capa
oleosa formada. Después de eliminar el acetonitrilo, se purificé por cromatografia
en columna (silica gel malla 230-400), y hexano/acetato de etilo 90:10 v/v como
eluyente, obteniendo 718 mg (72%) del compuesto 32, como un sélido de color

amarillo, de punto de fusion 98-100°C.

RMN H (300MHz. CDCls) & (ppm) 9.66 (sa, 1H), 8.10 (dd, J=
0 »L 6.0, 3.0 Hz, 1H), 7.37 (dd, J= 6.0, 3.0 Hz, 1H), 7.22 (dd, J=
6.0, 3.0 Hz, 2H), 4.38 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 1.66 (s, 9H) RMN
13C (75MHz, CDCls) & (ppm) 171.6, 165.2, 138.1, 134.8,
126.6, 122.8, 121.8, 121.6, 111.2, 106.7, 80.3, 52.5, 32.2,
28.7. IR (KBr): 3270 (NH), 1737 (axC=0), 1654 (C=0, alifatico) cm™ EM (IE, 70eV):
m/z (%) 289 [M*] (58), 73 (100). EM AR (IE*): calculada para [C16H19N10O4 + HJ:
290.1392; encontrada: 290.1393.

N\

N )
H & \

Procedimiento general para la sintesis de los acrilatos de metilo 31a-31k

A un matraz de fondo redondo de 25 mL, equipado con un refrigerante, una trampa
de Dean-Stark, y agitador magnético, se le agregd 1 eq del indol 32, 1.2 eq del
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aldehido correspondiente (17a-17k), 12 mL de tolueno anhidro, y piperidina y acido
acético como catalizadores (dos gotas de cada uno). A continuacion, la mezcla de
reaccion se calent6 a reflujo de 2 a 24h, dependiendo del aldehido utilizado. Una
vez que la reaccion termina se le dejé enfriar a temperatura ambiente, y el disolvente
se elimind por evaporacién a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico por
cromatografia en columna de silica gel, utilizando como fase moévil mezclas de

hexano-acetato de etilo, para obtener el acrilato correspondiente.

(E)-terc-butil-2-(1-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-
»L 2-il)1H-indol-3-carboxilato (31a)

o]
2 O/ 50 mg del indol 32 (0.17281 mmol) y 25 mg de 4-
O N \ hidroxibenzaldehido 17a (0.20737 mmol), dieron 62 mg de
N
H 31a (91%), solido amarillo de p.f. 172-174°C.

RMN H (300MHz. CDCIs) & (ppm) 8.62 (sa, 1H), 8.19 (d, J=
7.5Hz, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.21 (m, 3H), 7.04 (sa, 1H), 6.75 (d,
J= 8.6 Hz, 2H), 6.50 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 3.66 (s, 3H), 1.48 (s, 9H). RMN *3C (75MHz,
CDCI3) & (ppm) 167.8, 164.9, 158.1, 143.4, 137.9, 135.4, 1324, 1271, 125.7,
123.9,122.0,121.8,120.7,116.0, 111.6, 108.5, 80.7, 52.4, 28.5. IR (KBr) 3284 (NH),
1689 (arC=0), 1661 (C=0, éster a,B-insaturado) cm. EM (IE, 70eV): m/z (%) 393
[M*] (4), 337 (100) 304 (96), 291 (35), 260 (37), 233 (30), 204 (15), 137 (19), 69
(31),57 (35), 41 (22). EM AR (IE"): calculada para [C23H23N10s]: 393.1576;
encontrada: 393.1561.

(E)-3-terc-butil-2-(1-fenil-3-metoxi-3-oxo-prop-1-fenilprop-1-

»L en-2-il)-1H-indol-3-carboxilato (31b)
(@)
Oo / 60 mg del indol 32 (0.20737 mmol) y 26 mg de benzaldehido
O N\ O 1 17b (0.24885 mmol), dieron 72 mg de 31b (92%), sélido
N amarillo de p. f. 60-62°C.
Q RMN H (300MHz. CDCls) & (ppm) 8.45 (sa, 1H), 8.24 (d, J=

8.6 Hz, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.24 (m, 4H), 7.16 (dd, 7.4 Hz, 2H),
7.03 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H), 1.51 (s, 9H). RMN 13C (75MHz, CDCl3) & (ppm)
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167.2, 164.3, 143.0, 137.2, 135.4, 133.7, 130.3, 130.0, 128.8, 127.1, 124.3, 123.3,
122.0, 121.9, 111.5, 109.0, 80.4, 52.5, 28.4. IR (pelicula) 3299 (NH), 1690 (arC=0),
1665 (C=0, éster a,B-insaturado) cm?. EM (IE, 70eV): m/z (%) 337 [M*] (5), 321
(100), 304 (17), 288 (17), 288 (90), 275 (88), 244 (75), 221 (22), 217 (55), 161 (22),
69 (17), 41 (17). EM AR (IE*): calculada para [C23H23NO4]: 377.1627; encontrada:
377.1640.

(E)-terc-butil-2-(3-metoxi-3-oxo-1-(p-tolil)prop-1-en-2-il)-1H-
»L indol-3-carboxilato (31c).

99 /| 50 mg del indol 32 (0.17281 mmol) y 24 mg de 4-
O \ { metilbenzaldehido 17¢ (0.20737 mmol) dieron 61 mg de 31c
N

H (90%), sélido amarillo de p. f. 86-88°C.

Q RMN H (300MHz. CDCls) & (ppm) 8.27 (m, 2H), 7.96 (s, 1H),
7.27 (m, 3H), 7.00 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 6.94 (d, J= 8.3 Hz, 2H),
3.75 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 1.53 (s, 9H). RMN *3C (75MHz, CDCIs) & (ppm) 167.3,
164.3, 143.1, 140.6, 137.4, 135.3, 130.9, 130.4, 129.6, 127.2, 123.3, 122.0, 121.9,
111.4, 109.0, 80.3, 52.5, 28.5, 21.5. IR (KBr) 3293 (NH), 1690 (rC=0), 1663 (C=0,
éster q,B-insaturado) cmt. EM (IE, 70eV): m/z (%) 391 [M*] (5), 335 (100), 318 (20),
302 (85), 275 (15), 258 (80), 231 (42), 230 (40), 69 (15), 57 (22), 41 (20). EM AR
(IE*): calculada para [C24H25N104]: 391.1784; encontrada: 391.1794.

(E)-terc-butil-2-(3-metoxi-1-(4-metoxifenil)-3-oxoprop-1-en-
2-il)-1H-indol-3-carboxilato (31d).

70 mg del indol 32 (0.24193 mmol) y 39 mg de 4-
metoxibenzaldehido 17d (0.290.32 mmol) dieron 88 mg de
31d (89%), sélido amarillo claro de p.f. 146-148°C.

RMN H (300MHz. CDCl3) & (ppm) 8.33 (sa, 1H), 8.26 (d, J=
7.2 Hz, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.29 (m, 2H), 7.25 (m, 1H), 6.96 (d,
J=8.9 Hz, 2H), 6.67 (d, J= 8.9 Hz, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.72 (s, 2H), 1.51 (S, 9H). RMN
13C (75MHz, CDCl3) & (ppm) 167.4, 164.3, 161.0, 142.8, 137.6, 135.3, 132.3, 127.3,
126.3, 123.2, 121.9, 121.6, 114.3, 111.4, 108.9, 80.2, 55.3, 52.35, 28.4. IR (KBr)
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3258 (NH), 1710 (a*C=0), 1655 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™*. EM (IE, 70eV):
m/z (%) 407 [M*] (5), 351 (100), 318 (82), 305 (50), 274 (52), 247 (25), 204 (40), 151
(40), 57 (45), 41 (30). EM AR (IE"): calculada para [C24H25sNOs + H]: 408.1811;
encontrada: 408.1828.

(E)-terc-butil-2-(1-(4-(dimetilamino)fenil)-3-metoxi-3-
oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-3-carboxilato (31e)

60 mg del indol 32 (0.20737 mmol) y 37 mg de 4-
(dimetilamino)benzaldehido 17e (0.24885 mmol) dieron 81
mg de 31e (93%), sélido amarillo de p. f. 112-114°C.

RMN 'H (300MHz. CDClI3) & (ppm) 8.28 (d, J= 7.5 Hz, 1H),
8.24 (sa, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.30 (m, 2H), 7.24 (m, 1H), 6.89
(d, J= 9.0 Hz, 2H), 6.46 (d, J= 9.0 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H), 2.91 (s, 6H), 1.50 (s, 9H).
RMN 13C (75MHz, CDCI3) & (ppm) 164.5, 151.2, 143.7, 138.5, 135.3, 132.4, 127.6,
123.0, 122.0,121.8,118.4, 112.0, 111.4, 80.1, 52.2, 40.2, 28.5. IR (KBr) 3277 (NH),
1685 (C=0) cm™. EM (IE, 70eV): m/z (%) 420 [M*] (5), 364 (100), 347 (10), 319 (20),
288 (25), 287 (22), 204 (10), 57 (25), 41 (22). EM AR (IE*): calculada para
[C25H28N204 + H]: 421.2127; encontrada: 421.2128.

(E)-terc-butil-2-(1-(4-bromofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-
}L il)-1H-indol-3-carboxilato (31f).

99 O/ 60 mg del indol 32 (0.20737 mmol) vy 46 mg de 4-
O N\ bromobenzaldehido 17f (0.24885 mmol) dieron 70 mg de 31f
N

H (74%), so6lido amarillo de p. f. 84-86°C.

Q RMN !H (300MHz. CDCls) & (ppm) 8.23 (m, 2H), 7.89 (s, 1H),
7.29 (m, 5H), 6.89 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 3.76 (s, 3H), 1.52 (s,
9H). RMN 13C (75MHz, CDCls) & (ppm) 166.9, 164.2, 141.5, 136.6, 135.4, 132.6,
132.1, 131.6, 127.0, 125.0, 124.4, 1235, 122.1, 121.9, 111.4, 109.2, 80.5, 52.6,
28.4. IR (KBr) 3301 (NH), 1688 (arC=0), 1662 (C=0, éster a,B-insaturado) cm*. EM
(IE, 70eV): m/z (%) 399 (100), 366 (50), 354 (40), 320 (37), 275 (40), 214 (75), 57
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(38), 41 (25). EM AR (IE"): calculada para [C23H22BriN10a4]: 455.0732; encontrada:
455.0725.

(E)-terc-butil-2-(1-(4-clorofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-

}L il)-1H-indol-3-carboxilato (31g).
0]
9q /| 50 mg del indol 32 (0.17281 mmol) y 20 mg de 4-
O N\ N clorobenzaldehido 17g (0.20737 mmol) dieron 53 mg de 31g
N (74%), s6lido amarillo de p. f. 238-240°C.
O RMN H (300MHz. CDCls) & (ppm) 8.47 (sa, 1H), 8.21 (d, J=
Cl

7.7 Hz, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.24 (m, 3H), 7.12 (d, J= 8.5 Hz,
2H), 6.93 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 3.73 (s, 3H), 1.50 (s, 9H). RMN *3C (75MHz, CDCI3) &
(ppm) 167.0, 164.9, 141.5, 136.7, 136.0, 135.4, 132.2, 131.4, 129.1, 127.0, 124.9,
123.5, 122.1, 121.9, 111.5, 109.2, 80.3, 52.5, 28.3. IR (KBr) 3292 (NH), 1691
(arC=0), 1664 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™. EM (IE, 70eV): m/z (%) 355 (40),
322 (20), 298 (70), 282 (40), 252 (60), 217 (100), 186 (65), 161 (62), 131 (60), 60
(65), 43 (90). EM AR (IE*): calculada para [C23H22Cl1iN104]: 411.1237; encontrada:
411.1244.

(E)-terc-butil-2-(1-(4-fluorofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-
}L il)-1H-indol-3-carboxilato (31h).

e /| 50 mg del indol 32 (0.17281 mmol) y 25 mg de 4-
O N\ fluorobenzaldehido 17h (0.20737 mmol) dieron 59 mg de 31h
H (73%), sélido amarillo con p. f. de 168-170°C.

Q RMN 'H (300MHz. CDCls) d (ppm) 8.32 (sa, 1H), 8.23 (m,
1H), 7.92 (s, 1H), 7.28 (m, 3H), 7.02 (m, 2H), 6.86 (m, 2H).
RMN 13C (75MHz, CDCls) 5 (ppm) 167.1, 165.1, 164.2, 141.8, 136.8, 135.4, 132.3,
130.0, 127.1, 123.9, 123.5, 122.1, 116.2, 115.9, 111.4, 109.2, 80.5, 52.6, 28.5. IR
(KBr) 3292 (NH), 1690 (arC=0), 1663 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™. EM (IE,
70eV): m/z (%) 395 [M*] (5), 339 (100), 306 (70), 293 (37), 262 (35), 235 (30), 139
(10), 57 (10), 41 (5). EM AR (IE*): calculada para [C23sH22F1N104]: 395.1533;
encontrada: 395.1538.
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(E)-terc-butil-2-(3-metoxi-1-(4-nitrofenil)-3-oxoprop-1-en-2-
»L il)-1H-3-carboxilato (31i).

0

Q S| 80 mg del indol 32 (0.27650 mmol) y 50 mg de 4-
O N \ nitrobenzaldehido 17i (0.33180 mmol) dieron 70 mg de 31i
N
H (60%), solido café de p. f. 68-70°C.

RMN *H (300MHz. CDCI3) & (ppm) 8.20 (m, 2H), 8.02 (d, J=
8.9 Hz, 2H), 7.98 (s, 1H), 7.29 (m, 3H), 7.21 (d, J= 8.9 Hz,
2H), 3.80 (s, 3H), 1.54 (s, 9H). RMN *3C (75MHz, CDCls) & (ppm) 166.4, 164.1,
147.8, 140.2, 139.8, 135.7, 135.5, 130.7, 128.2, 126.8, 123.9, 122.4, 122.1, 111.5,
109.8, 80.7, 52.7, 28.4. IR (KBr) 3273 (NH), 1718 (aC=0), 1686 (C=0, éster a,-
insaturado), 1518 (aNO2) cm™. EM (IE, 70eV): m/z (%) 366 (100), 333 (35), 320
(35), 289 (22), 214 (32), 204 (15), 57 (25). EM AR (IE*): calculada para [C23H22N20s]:
422.1478; encontrada: 422.1457.

O,N

(E)-terc-butil-2-(1-(4-cianofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-
% il)-1H-indol-3-carboxilato(31)).

0
Q 4| 70 mg del indol 32 (0.24193 mmol) y 38 mg de 4-
O N \ formilbenzonitrilo 17j (0.29032 mmol) dieron 63 mg de 31]
N
H (65%), soélido amarillo de p. f. de 96-98°C.

RMN H (300MHz. CDCIs) & (ppm) 8.37 (sa, 1H), 8.20 (d, J=
7.4 Hz, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.43 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.27 (m,
3H), 7.12 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 1.52 (s, 9H). RMN 13C (75MHz, CDCls) &
(ppm) 166.5, 164.1, 140.3, 138.3, 135.9, 135.5, 132.4, 130.4, 127.7, 126.8, 123.8,
122.4,122.1,118.3,112.9,111.5,109.7, 80.7, 52.8, 28.5. IR (KBr) 3282 (NH), 2227
(arCN), 1690 (aC=0), 1663 (C=0, éster a,B-insaturado) cm*. EM (IE, 70eV): m/z
(%) 402 [M*] (2), 346 (100), 329 (40),313 (98), 300 (88), 286 (25), 269 (80), 257 (25),
242 (70), 229 (32), 214 (40), 69 (32), 57 (62), 41 (39). EM AR (IE*): calculada para
[C24H22N204+H]: 403.1657; encontrada: 403.1663.
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(E)-terc-butil-2-(3-metoxi-3-oxo-(1-(4-trifluorometil)-fenil)-
% prop-1-en-2-il)-1H-indol-3-carboxilato (31k).

o)
Q 4| 50 mg del indol 32 (0.17281 mmol) y 36 mg de 4-
O N\ (trifluorometil)benzaldehido 17k (0.20737 mmol) dieron 57
N
H mg de 31k (74%), solido amatrillo de p. f. de 48-50°C.

Q RMN *H (300MHz. CDCIs3) & (ppm) 8.32 (sa, 1H), 8.22 (d, J=
FsC 8.3 Hz, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.42 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 7.27 (m,
3H), 7.14 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 1.52 (s, 9H). RMN *3C (75MHz, CDCI3) &
(ppm) 166.7, 164.1, 141.0, 137.2, 136.2, 135.4, 130.3, 127.2, 126.9, 126.7, 125.7,
123.6, 122.2, 122.0, 111.5, 109.5, 80.6, 52.7, 28.4. IR (KBr) 3292 (NH), 1693
(arC=0), 1664 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™. EM (IE, 70eV): m/z (%) 389 (100),
372 (32), 356 (80), 329 (15), 312 (60), 285 (42), 215 (40), 73 (40), 57 (49), 41 (35).
EM AR (IE*): calculada para [C24H22F3N104] 445.1501; encontrada: 445.1515.

Procedimiento general para sintesis de los acidos 3a-3k

A un matraz balén de 5 mL, provisto de un agitador magnético, se le agregaron 50
mg del indol 31a-k y 2 mL de diclorometano. La mezcla de reaccion se enfrié a 0°C
y después se le adicionaron 0.5 mL de acido trifluoroacético se mantuvo en agitacion
por 30 minutos, y posteriormente se dejé a temperatura ambiente por 1 hora. El
disolvente se eliminé a presion reducida usando un rotavapor y el crudo de reaccién
fue purificado por cromatografia en columna, utilizando mezclas de hexano-acetato

de etilo como eluyente.

Acido (E)-2-(1-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-

HO, 0o y 1H-indol-3- carboxilico (3a).
¢
O N\ { 50 mg del diéster 31a (0.12708 mmol) dieron 34 mg de 3a
N (79%), sélido rojo de p. f. 170-172°C.
Q RMN H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 11.84 (sa, 2H), 10.00
HO

(s, 1H), 8.06 (m, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.19 (m, 2H),
6.85 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 6.59 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 3.64 (s, 3H). RMN 13C (75MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 166.6, 165.6, 159.3, 142.0, 139.1, 135.6, 132.1, 126.9, 124.6,
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122.3, 121.0, 121.0, 120.2, 115.5, 111.8, 105.6, 51.9. IR (KBr) 3277 (NH), 2951
(COO-H), 1670 (C=0), 1656 (C=0) cm1.EM (IE, 70eV): m/z (%) 337 [M*] (32), 293
(100), 260 (30), 233 (100), 204 (50), 137 (40), 44 (29). EM AR (IE*): calculada para
[C19H15N105]: 337.0950; encontrada: 337.0937.

Acido (E)-2-(1-fenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-

HO indol-3-carboxilico (3b).
Op /
O N\ o 50 mg del diéster 31b (0.13247 mmol) dieron 34 mg de 3b
N \ (80%), sélido rojo de p. f. 116-118°C.
Q RMN H (300MHz. DMSO-dg) & (ppm) 12.00 (sa, 1H), 11.89
(s, 1H), 8.05 (m, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.37 (m, 1H), 7.22 (m,

5H), 7.04 (d, J= 8.06 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H). RMN 3C
(75MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) 166.8, 166.2, 142.2, 138.9, 136.1, 134.1, 130.4, 129.1,
127.2, 124.7, 122.9, 121.6, 121.5, 112.4, 106.4, 52.6. IR (KBr) 3280 (NH), 2951
(COO0-H), 1695 (arC=0), 1652 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™. EM (IE, 70eV): m/z
(%) 321 [M*] (60), 288 (70), 275 (50), 244 (50), 217 (100), 161 (32), 69 (38), 45 (30),
18 (40). EM AR (IE*): calculada para [Ci9HisN1O4]: 321.1001; encontrada:
321.0989.

Acido  (E)-2-(1-(4-metilfenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-

HO, o 1H-indol-3-carboxilico (3c).
N/
O A\ © 50 mg del diéster 31c (0.12772 mmol) dieron 34 mg de 3c
N N (79%), solido amarillo de p. f. 124-126°C.

O RMN H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 11.95 (sa, 1H), 11.85
(s, 1H), 8.05 (m, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.37 (m, 1H), 7.19 (m, 1H),
7.04 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.91 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 3.67 (s, 3H), 2.20 (s, 3H). RMN 3C
(75MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) 166.5, 165.7, 141.9, 140.0, 138.7, 135.6, 130.9, 130.0,
129.3, 126.8, 123.2, 122.4, 121.1, 121.0, 112.0, 105.9, 52.1, 20.8. IR (KBr) 3281
(NH), 2950 (COO-H), 1697 (arC=0), 1655(C=0, éster a,B-insaturado) cm™. EM (IE,
70eV): m/z (%) 335 [M*] (100), 302 (98), 289 (60), 258 (65), 231 (60), 135 (22), 43
(20). EM AR (IE*): calculada para [C20H17N104]: 335.1158; encontrada 335.1151.
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Acido (E)-2-(1-(4-metoxifenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-
1H-indol-3-carboxilico (3d).

60 mg del diéster 31d (0.14725 mmol) dieron 45 mg de 3d
(87%), sélido rojo de p. f. 98-100°C.

RMN *H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 11.88 (s, 2H), 8.05 (m,
1H), 7.84 (s, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.19 (m, 2H), 6.98 (d, J= 8.4
Hz, 2H), 6.80 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 3.69 (s, 3H), 3.66 (s, 3H). RMN 3C (75MHz, DMSO-
ds) 0 (ppm) 167.2, 166.2, 161.2, 142.3, 139.5, 136.2, 132.5, 127.5, 126.7, 122.9,
121.9, 121.7, 121.6, 114.8, 112.5, 106.3, 55.8, 52.6. IR (KBr) 3285 (NH), 2952
(COO0-H), 1695 (arC=0), 1653 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™*. EM (IE, 70eV): m/z
(%) 351[M*] (100), 318 (70), 307 (30), 274 (32), 204 (30), 151 (25), 43 (48). EM AR
(IE*): calculada para [C20H17N10Os]: 351.1107; encontrada 351.1117.

Acido (E)-2-(1-(4-dimetilaminofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-
en-2-il)-1H-indol-3-carboxilico (3e).

60 mg del diéster 31e (0.14268 mmol) dieron 41 mg de 3e
(79%), solido café de p. f. 230°C.

RMN *H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 11.82 (s, 1H), 8.05
(m, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.18 (m, 2H), 6.82 (d, J =
8.9 Hz, 2H), 6.50 (d, J= 8.9 Hz, 2H), 3.62 (s, 3H), 2.86 (s, 6H). RMN 3C (75MHz,
DMSO-de) & (ppm) 166.9, 165.7, 151.2, 142.7, 139.8, 135.6, 131.9, 127.1, 122.2,
121.0, 120.9, 120.7, 117.5, 111.9, 111.5, 105.3, 51.7. IR (KBr) 3280 (NH), 2918
(COO0-H), 1735 (aC=0), 1648 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™*. EM (IE, 70eV): m/z
(%) 364 [M*] (100), 332 (25), 319 (29), 288 (55), 260 (25), 164 (20). EM AR (IE*):
calculada para [C21H20N204]: 364.1423; encontrada: 364.1435.
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Acido (E)-2-(1-(4-bromofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-

HO oq 1H-indol-3-carboxilico (3f).
O A\ © 50 mg del diéster 31f (0.10956 mmol) dieron 39 mg de 3f
N ) (89%), solido rojo de p. f. 158-160 °C.
O RMN 'H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 12.03 (sa, 1H), 11.87
Br (s,1H), 8.04 (m, 1H), 7.87 (s, 1H), 7.45 (d, J= 8.5 Hz, 2H),

7.38 (m, 1H), 7.20 (m, 2H), 6.98 (d, J= 8.5 Hz, 2H) 3.68 (s, 3H). RMN *3C (75MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 166.3, 165.6, 140.5, 137.9, 135.7, 133.0, 131.7, 126.7, 125.0,
123.4,122.6,121.2,121.1, 112.0, 106.2, 52.2. IR (KBr) 3285 (NH), 2950 (COO-H),
1700 (arC=0), 1655 (C=0, éster a,B-insaturado) cm=. EM (IE, 70eV): m/z (%) 399
[M*] (60),368 (62), 355 (50), 322 (30), 295 (15), 215 (50), 183 (30), 43 (100). EM AR
(IE™): calculada para [C19H14BriN104]: 399.0106; encontrada: 399.0103.

Acido  (E)-2-(1-(4-clorofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-

HO, o6 , 1H-indol-3-carboxilico (3g).
O A\ © 40 mg del diéster 31g (0.09711 mmol) dieron 30 mg de 3g
N ) (87%), solido rojo de p. f. 78-80°C.
O RMN *H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 11.86 (s, 1H), 8.04
Cl (m, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.38 (m, 2H), 7.32 (d, J= 8.5 Hz, 2H),

7.20 (m, 1H), 7.05 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H). RMN 3C (75MHz, DMSO-d¢) &
(ppm) 166.8, 166.2, 141.0, 138.5, 136.2, 135.0, 133.3, 132.0, 129.3, 127.3, 125.5,
123.1, 121.8, 121.6, 112.6, 106.7, 52.8. IR (KBr) 3293 (NH), 2952 (COO-H), 2851
(CHz30),1701 (aC=0), 1655 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™. EM (IE, 70eV): m/z
(%) 335 [M*] (90), 311 (95), 278 (50), 251 (65), 216 (100), 115 (22), 58 (100). EM
AR (IE*): calculada para [C19H14Cl1iN10O4]: 355.0611; encontrada: 355.0603.
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Acido (E)-2-(1-(4-fluorofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-
1H-indol-3-carboxilico (3h).

50 mg del diéster 31h (0.12653 mmol) dieron 30 mg de 3h
(70%), sélido café con p. f. 160-162°C.

RMN H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 11.88 (s, 1H), 8.05
(m, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.38 (m, 1H), 7.19 (m, 2H), 7.10 (d, J=
7.2 Hz, 5H), 3.67 (s, 3H). RMN 13C (75MHz, DMSO-ds) & (ppm) 166.9, 166.2, 164.8,
141.2,138.7, 136.2, 132.8, 130.9, 127.3, 124.5, 123.1, 121.7, 116.5, 116.2, 112.6,
106.6, 52.7. IR (KBr) 3286 (NH), 2955 (COO-H), 1731 (aC=0), 1698 (C=0, éster
a,B-insaturado) cmt. EM (IE, 70eV): m/z (%) 339 [M*] (100), 320 (15), 306 (95), 293
(30), 262 (35), 235 (42), 139 (20), 43 (60). EM AR (IE*): calculada para
[C19H14F1N104]: 339.0907; encontrada: 339.0895.

Acido  (E)-2-(1-(4-nitrofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-
"0, , 1H-indol-3-carboxilico (3i).
o
O N ( 50 mg del diéster 31i (0.11836 mmol) dieron 34 mg de 3i
N (78%), solido rojo de p. f. 144-146°C.
Q RMN H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 11.90 (s, 1H), 8.09 (d,
O2N J= 8.8 Hz, 2H), 8.04 (m, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.36 (m, 1H), 7.31

(d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.20 (m, 2H), 3.71 (s, 3H). RMN 13C (75MHz, DMSO-ds) d (ppm)
166.0, 165.6, 147.3, 140.5, 139.3, 137.3, 135.8, 130.7, 128.0, 126.6, 123.6, 122.8,
121.4,121.1,112.1,106.7,52.5. IR (KBr) 3281 (NH), 2948 (COO-H), 1704 (arC=0),
1656 (C=0, éster a,B-insaturado), 1517 (aNO2) cm™. EM (IE, 70eV): m/z (%) 366
[M*] (55), 333 (20), 322 (100), 289 (22), 262 (15), 216 (60), 157 (30), 69 (42), 44
(32). EM AR (IE"): calculada para [C19H14N206]: 366.0852; encontrada: 366.0848.
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Acido (E)-2-(1-(4-cianofenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-

HO oq 1H-indol-3-carboxilico (3j).
O N\ © 50 mg del diéster 31j (0.12423 mmol) dieron 33 mg de 3]
N ) (76%) soélido rojo de p. f. 150-152°C.
Q RMN *H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 12.07 (sa, 1H), 11.90
NC (s, 1H), 8.04 (m, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.71 (d J= 8.2 Hz, 2H),

7.37 (m, 1H), 7.20 (d, J= 8.2 Hz, 4H), 3.69 (s, 3H). RMN *3C (75MHz, DMSO-ds) &
(ppm) 166.0, 165.5, 139.7, 138.4, 137.4, 135.7, 132.4, 130.3, 127.3, 126.6, 122.7,
121.3,121.1,118.3, 112.0, 111.7, 106.4, 52.4. IR (KBr) 3281 (NH), 2952 (COO-H),
2229 (arCN) 1705 (arC=0), 1656 (C=0, éster a,B-insaturado) cm™. EM (IE, 70eV):
m/z (%) 346 [M*] (98), 313 (100), 300 (70), 289 (60), 242 (100), 214 (35), 58 (29).
EM AR (IE*): calculada para [C20H14N204]: 346.0954; encontrada: 346.0966.

Acido (E)-2-(1-(4-trifluorometilfenil)-3-metoxi-3-oxoprop-1-
en-2-il)1H-indol-3-carboxilico (3k).

40 mg del diéster 31k (0.08980 mmol) dieron 27 mg de 3k
(77%), solido rojo de p. f. 102-104°C.

RMN H (300MHz. DMSO-ds) & (ppm) 12.08 (sa, 1H), 11.87
(s, 1H), 8.05 (m, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.62 (d, J= 8.1 Hz, 2H),
7.37 (m, 1H), 7.25 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 7.20 (m, 2H), 3.70 (s, 3H). RMN 3C (75MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 166.7, 166.2, 140.5, 138.4, 138.2, 136.3, 130.9, 127.4, 127.2,
126.0, 124.4, 123.2, 122.6, 121.9, 121.6, 112.6, 107.0, 52.9. IR (KBr) 3289 (NH),
2953 (COO0-H), 1702 (arC=0), 1657 (C=0, éster a,B-insaturado) cm. EM (IE, 70eV):
m/z (%) 389 [M*] (98), 356 (100), 312 (54), 285 (50), 189 (20), 130 (100), 119 (45),
43 (49). EM AR (IE"): calculada para [C20H14F3N104]: 389.0875; encontrada:
389.8079.

11.1 Ensayos de actividad bioldgica

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en el Instituto de Quimica de la U.N.A.M
en el laboratorio de pruebas bioldgicas bajo la misma metodologia empleada que el

Instituto Nacional del Cancer de los E.U.A.7®
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Lineas celulares y medio de cultivo

Los compuestos antes sintetizados se probaron en 6 lineas celulares de cancer
humano: PC-3 (préstata), MCF-7 (mama), U251 (glioblastoma), SKLU (pulmon),
K562 (leucemia), HTC-15 (colon). Las lineas celulares fueron cultivadas en medio
RPMI-1640 enriquecido con 10% de suero fetal bovino inactivado, 2mM de L-
glutamina y una mezcla de antibidticos-antimicéticos al 10%. A estas células se les
caracterizo6 el tiempo de duplicacién y con ello se estableci6 la densidad de inoculo
gue se deposita en cada micropozo. Ver Tabla 12

Tabla 12 Tiempo de duplicacion celular

. Tiempo de
Organo de L ]
Linea Celular _ duplicacion Células/ Pozo
origen
(hrs.)
PC-3 Prostata 28.7 7,500
MCF-7 Mama 25.6 5,000
U251 S.N.C 25.4 7,500
SKLU Pulmon 254 7,500
K562 CLM 19 5,000
HCT-15 Colén 18.1 10,000

(CML: Leucemia mieloblastica crénica. SNC: sistema nervioso central)
Ensayo citotéxico

Para determinar la actividad citotoxica en los compuestos 31a-k y 3a-k se utiliz6 el
bioensayo colorimétrico de Sulforodamida B (SRB). El procedimiento general se

divide en 2 etapas: obtencion del porcentaje de inhibicion y determinacion del ICso

1.- En dos placas (Al y A2), de 96 pozos cada una, se colocaron por duplicado 100
ML de cada linea celular en evaluacion y de blanco (medio de crecimiento), como se
muestra en la Figura 11. Una tercera placa (B) se utiliz6 como testigo (evaluacién a
tiempo cero) en la cual se colocaron los mismos voliumenes de cada linea celular y

blanco. Las densidades celulares que fueron colocadas por pozo son las indicadas
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en la Tabla 12. A continuacién cada placa se incub6 durante 24 horas, a 37°C con

atmosfera del 5% de COa2.

PLACA A1

A OO0
: QOO
c QOO
> QU
; QU
j QOO
c QQQ
" OO0

POEOOOOO O | | CO0O0000 O
DOEOOLOOO O | | CO0O0000 O
POEOLOOO O | | CO0O0000 O
POEOLOOO O | | CO0O0000 O

DOOOLOOO O
DOOOLOOO O

DOEOLOOO O
POEOOLOOO O | |OO00000 O

POEOOLOOO O | |IOO00000 O
POEOOOOO O | | CO0O0000 O
POEOOOOO O | | CO0O0000 O
POEOOOOO O | | CO0O0000 O

I ®& m m O O W >

Figura 11 Placas de microcultivo

Posteriormente se prepararon los compuestos a evaluar a una concentracion de 25
MM utilizando DMSO y medio RPMI-1640. La concentracion del DMSO debe ser

menor al 0.1% para no interferir en los resultados.

Una vez concluidas las 24 horas, se adicionaron en las placas A1y A2 100 pL de

los compuestos previamente preparados. Las placas se incubaron por 48 horas bajo

60



las mismas condiciones previamente descritas. Por su parte, a la placa B sélo se le
agregaron 100 pL del medio de cultivo RPMI-160 y se llevo a las mismas

condiciones de incubacion.

Una vez terminado el tiempo de incubacion de cada placa, las células se fijaron con
una solucién acuosa de acido tricloroacético (TCA) al 50% (50 uL/pozo). La placa
se incubd durante 60 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se desecharon, la placa se
lavé tres veces con agua destilada y se dejé secar a temperatura ambiente.
Posteriormente las células se trataron con 100 yL de SRB al 0.4% durante 30
minutos a temperatura ambiente. La SRB se une a los aminoacidos basicos de las
proteinas de las células cancerosas que fueron fijadas con TC. Después, la SRB no
unida es removida por tres lavados con acido acético al 1% y se deja secar al medio
ambiente. El colorante se extrajo con 100 pyL de una solucion buffer de tris
(Tris(hidroximetil)aminometano). Por ultimo, se mide la densidad o6ptica (DO) de las
muestras tratadas en un lector de microplacas a una longitud de onda de 515nm.
La intensidad de color es directamente proporcional al nimero de células vivas, por
tanto, a mayor coloracién en pozos, menos porcentaje de inhibicion del crecimiento

celular.
El porcentaje de inhibicion de crecimiento celular (%IC) se calculé para cada

concentracion y para cada linea celular utilizando las siguientes ecuaciones.

%IC = 100 — ( )

AX100

Donde:
%IC= Porcentaje de inhibicion de crecimiento

B= Densidad Optica real promedio de las células tratadas con el compuesto en

estudio

A= Densidad Optica promedio de las células sin tratar
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Concentracion inhibitoria 50 (ICso)

La obtencion de la ICso se aplicéd solo a los compuestos 31b, 31c, 31i y 31k solo en
las lineas celulares que presentaron mas del 50% de IC. Estos compuestos, fueron
evaluados a concentraciones de 50, 25, 12.5 y 6.5 yM bajo el mismo protocolo
mencionado para la determinacion de IC. Obteniendo asi una curva respuesta para

cada compuesto.

Metodologia empleada para la evaluacion de la actividad antituberculosa

La actividad antimicobacteriana de los compuestos 3a-k y sus precursores 31a-k se
evaluaron sobre la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, en cada
experimento fue incluida la curva de calibracion del farmaco de referencia

rifampicina.

Stock de los compuestos a evaluar. Se prepararon soluciones stock de los
compuestos (3a-k y 31a-k) en DMSO a concentraciones de 500 pg/mL, 250 pug/mL.

Metodologia para la evaluacion de la actividad antituberculosa

Stock de los compuestos a evaluar. Se prepararon soluciones stock de todos los
compuestos en dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion de 10 mg/mL. Para el
ensayo de microtitulaciéon de rezarunia (REMA), los compuestos se diluyeron en
medio Middlebrook 7H9 (TH9) sin tiloxapol. Para los medicamentos de referencia,
se prepararon soluciones stock con una concentraciéon de 64 ug/mL la cual fue
filtrada usando una membrana con un diametro de poro de 0.22 um (Millipore;
Darmstadt) Todas las soluciones de trabajo se refrigeraron a -20°C hasta que se

evaluaron.

Cultivo de células

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo utilizando celular Vero (Rifion de
mono verde) de ATCC. Estas células fueron cultivadas en medio RPMI-1640

suplementado con suero bovino fetal al 10% y aminoacidos no esenciales.

Ensayo de citotoxicidad

Para la evaluacion citotoxica de cada compuesto, se colocaron 10,000 células Vero

en una placa de 96 pozos y se incubaron por 24 horas en 100 uL de medio RPMI.
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Después de la incubacién, la placa se lavo y se afiadié el compuesto a evaluar
disuelto en medio RPMI a diferentes concentraciones. Posteriormente la placa se
incubo durante 48 horas a 37°C en una atmosfera de CO2 al 5%. Al finalizar el
tiempo de incubacion se agregé a cada pozo una solucion de 10 yL de bromuro de
3-(4,5-difeniltetrazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio (MTT) y 5 mg/ mL de una solucién
buffer de fosfato salino estéril (PBS) y se incubo por 4 horas mas. Seguido se
removié el medio y se solubilizo el formazan con 100 uyL de DMSO. Por ultimo, se
midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm y la citotoxicidad se calcul6

como:

L problema ABS
% de Toxicidad = (1 — Control ABS ) x 100

Las células control fueron células sin tratamiento.
Preparaciéon de in6culos de Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis H37Rv fueron cultivadas en un medio 7H9-glicerol-10% de albumina
dextrosa catalasa (ADC)-0.01% y tyloxapol a 37°C hasta una densidad éptica (DO)
de 0.4 a una longitud de onda de 600 nm. La solucion de bacterias de trabajo se
preparé mediante dilucion 1:25 en 7H9-ADC al 10%.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana utilizando REMA

Los pozos exteriores de una placa de 96 pozos se llenaron de 200 uL de PBS estéril
para evitar la deshidratacion durante el tiempo de incubacién (8 dias). La
rifampicina se utiliz6 como farmaco de referencia y controles de DMSO, DMSO +
Mtb, medio 7H9, medio 7H9 + Mtb y compuesto. Los compuestos fueron evaluados
a varias concentraciones de 0.98 a 500 pg/mL y por triplicado en ensayos
independientes. Las placas se incubaron durante 6 dias; luego, 30 pyL de 0.01% de

resazurina fue afiadido a cada pozo y las placas fueron incubadas por 2 dias mas.

Los valores de MIC se definieron a partir de la primera concentracion a la que se
observo el color azul (inspeccion visual). La presencia de color rosado indica que

existe crecimiento
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Figura 10. Espectro de RMN *3C de 34 (75 MHz, CDCIls).
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Spectrum Type 2
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Figura 14. Espectro de masas de 32 por técnica de |.E.
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INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA

Data:538 IND-CAL

DE MASAS

Sample Name:Dr Martinez Roberto / Operador: Carmen Garcia-Javier Perez

Description:
lonization ModeESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 30, Area].Correct Base[1.0%]; Smooth[3].Correct Base[S.0%];Average. ..

Charge number:1

Tolerance:3.00(mmu)

Element:2C:0 . 30, 'H:0 .. 30, ¥N:0 . 3,00 . 5

Relative Intensity

Acquired-3/19/2019 1:01:20 PM
Operator-AccuTOF

Mass Calibration data:Cal Peg 600
Created:3/25/2019 11:10:06 AM
Created by AceuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:.5)
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Figura 15. Espectro de masas alta resolucion de 32 por técnica de I.E.
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Figura 16. Espectro de RMN 'H de 31a (300 MHz, CDCls).
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Figura 19. Espectro de 31a por técnica de |.E.

Data : Dr Martinez Roberto-064 Date : 07-Jun—2019 11:49 QL,
Instrument : MStation

Sample : 1015 ARV-011 Jeol MStation 0
Note : @

Inlet : Direct lon Mode : EI+

RT : 2.58 min Scan# : (20,32)

Elements : C 30/0, H 60/0, N 3/0, O 5.1 @
Mass Tolerance : Sppm, Smmu if m/z < 1000, 10mmu if m/z > 2000
Unsaturation (U.S.) : =<0.5 - 15.0 HO

Observed m/z Int%
304.0623 81.81
Estimated m/z Err[ppm / mmul] U.5S. [o] H N 0
1 304.0610 +4.3 / +1.3 14.5 4

Observed m/z Int%

337.0951 100.00
Estimated m/z Err[ppm / mmu] U.S. o] H N 0
2 337.00950 +0.2 / +0.1 13.0 19 15 1 5

Observed m/z Int%

393.1561 19.79
Estimated m/z Err[ppm / mmul] U.S. C H N (o]
3 393.1576 -3.9 / =-1.5 13.0 23 23 i 5

Figura 20. Espectro de masas de alta resolucién de 31a por técnica de I.E.
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Data : Dr Martinez Roberto-095

Instrument : MStation
Sample : 1531 ARVOH

MNote : Operadores Carmen Garcia Javier Perez
lon Mode : EI+

Scan# : (25,28)

Elements : G 24/0, H 49/0, N 1/0, 0 6/3

Inlet : Direct
RT : 1.66 min

Mass Tolerance : 3mmu

Unsaturation (US.) : -0.5 - 15.0

Observed m/z
337.0937
Estimated m/z
1 337.0950

Date : 27-Sep—2019 09:28

HO
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Figura 25. Espectro de masas de alta resolucion de 3a por técnica de |.E.
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