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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se llevdé a cabo la sintesis de nuevos compuestos
carbonilicos ap-insaturados a partir de 3-metoxi-4-tosiloxibenzaldehido, los cuales se
sometieron a reacciones de ciclocondensacion con hidrazina para la obtencion de nuevas
pirazolinas N-formiladas del tipo 3-(4-R-fenil)-1-formil-5-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol.

También se realizé la sintesis de nuevas pirazolinas N-formiladas del tipo 3-(4-R-fenil) -5-
[3-(4-R-fenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-1-formil-4,5-dihidro-1H-pirazol, a partir de las
pirazolinas NH, reportadas previamente por el Grupo de Investigacion de Compuestos

Heterociclicos de la Universidad del Valle.

Todos los compuestos fueron caracterizados por espectroscopia IR, RMN *H, *C,
(experimentos bidimensionales como COSY, HSQC y HMBC) y sometidos al National
Cancer Institute (NCI) de los Estados Unidos para realizar los estudios de actividad
antitumoral. De los compuestos solicitados por el NCI los compuestos 45a ((E)-1-(4-
clorofenil)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-prop-2-en-1-ona) y 48d (1-Formil-5-(3-metox-4-
tosiloxifenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol) presentaron una notable actividad
bioldgica, el compuesto 45a frente al panel celular de leucemia con un porcentaje de
inhibicion Glsp = 1.90 uM y un indice de citotoxicidad LCsy >100 uM en la linea celular
SR, y el compuesto 48d frente al panel celular de cancer de mama en la linea celular MDA-
MB-468 con un porcentaje de inhibicion Glso = 1,44 UM y un indice de citotoxicidad LCs
>100 pM.

VI
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INTRODUCCION

Los compuestos heterociclicos cumplen un papel importante en el campo de la sintesis
organica y quimica medicinal, debido a la gran versatilidad sintética para la obtencion de
bibliotecas de compuestos con potencial actividad bioldgica, lo cual se ve reflejado en el
avance de métodos sintéticos cada dia mas econémicos y amigables al medio ambiente, asi

como la produccidn de nuevos farmacos mas potentes y selectivos.

Los compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno en su estructura son de especial
interes, por lo cual en los ultimos afios muchos estudios se han enfocado en su obtencion y
busqueda de actividad bioldgica frente a aflicciones que afecten al ser humano, un ejemplo
claro de este tipo de compuestos son los pirazoles, las pirazolinas y las diazepinas, las
cuales se obtienen esencialmente por medio de reacciones de condensacién de tipo
nucledfilo-electrofilo. La inclusion en las moléculas de grupos funcionales que potencien la
actividad bioldgica también es otra area de mucho interes, por lo cual en los Gltimos afios se
han evaluado diferentes tipos de grupos, entre ellos el p-toluensulfonilo el cual ha
demostrado mejorar significativamente la actividad bioldgica de diferentes moléculas

heterociclicas.

Este trabajo se enfocO en la sintesis de nuevos sistemas heterociclicos nitrogenados de
cinco miembros, los cuales contienen el grupo p-toluensulfonilo, unido a una molécula de
vainillina, formando asi el compuesto precursor, que mediante una reaccion tipo Claisen-
Schmidt con acetofenonas forma los nuevos compuestos carbonilicos ao,B-insaturados y
posteriormente mediante una reaccion tipo Fischer y Knovenagel genera las nuevas
pirazolinas. Asimismo, se plante0 la sintesis de nuevas pirazolinas N-formiladas a partir de
las pirazolinas NH derivadas del 3-aril-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido, reportadas

previamente por el grupo de investigacion de compuestos heterociclicos.



1. ANTECEDENTES

En esta seccidn, se describirdn algunas generalidades sobre los compuestos carbonilicos
a,p-insaturados, pirazol, pirazolinas y el sustituyente p-toluensulfonilo como sustituyente

potencialmente activo.
1.1 Generalidades de las Chalconas

Las chalconas constan de un grupo carbonilo conjugado con un doble enlace, esta unidad se
encuentra en medio de dos anillos aromaticos generalmente derivados de benceno y

corresponden segun la nomenclatura IUPAC a las 1,3-diarilprop-2-en-1-onas.

Las chalconas se sintetizan mediante una reaccién de condensacion tipo Claisen-Schmidt, a
partir de acetofenonas y benzaldehidos sustituidos en medio acido o basico y generalmente

empleando etanol como disolvente. ™ (Esquema 1)

0 0
CHO
| X X EtOH e X SN
[ i |/ = |/ = | =
K KOHoHCl g R
1 2 3

Esquema 1. Estructura general y sintesis de chalconas

En los ultimos afios, diferentes estudios han demostrado que estos compuestos presentan un
amplio espectro de actividad bioldgica en contra de diversas enfermedades asociadas al ser
humano, entre las més destacables se encuentran, actividad antimitética 4, @ actividad

antidepresiva 5, ! antiinflamatoria 6,  antiftngica 7, ' y antitumoral 8, ®® (Figura 1).
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Figura 1. Compuestos carbonilicos a,B-insaturados biol6gicamente activos.

Recientemente, en el grupo de investigacion de compuestos heterociclicos de la
Universidad del Valle, Insuasty, B y col, /") reportaron la sintesis del compuesto carbonilico
a,B-insaturado 11, a partir del aldehido 9, derivado de pirazol y p-cloroacetofenonas, bajo
condiciones de Claisen-Schmidt. Dicho compuesto, presentd interesante actividad

antitumoral y es de gran importancia en el desarrollo de este trabajo (Esquema 2).
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Esquema 2. Compuestos carbonilicos a,B-insaturados con importante actividad bioldgica.

Las chalconas también son compuestos de gran interés en sintesis organica debido a su

caracter 1,3 dielectrofilico, el cual permite obtener diversos compuestos heterociclicos en

presencia de 1,2, 1,3 y 1,4 binucledfilos y empleando diversos métodos, como las

pirazolinas 12, oxazoles 13, dihidropiridinas 14 y diazepinas 15, compuestos de gran

importancia en quimica medicinal (Esquema 3).

-N
HN N

Y&~
R DMF, MW NH,OH-HCL~” R 13
\ o
NH,NH, CH;COOH
N
Y&~
R 3

Esquema 3. Ciclacion de chalconas con compuestos 1,2, 1,3 y 1,4 binucleofilicos.



1.2 Generalidades de las pirazolinas

Las pirazolinas son compuestos heterociclicos de cinco miembros que poseen un solo doble
enlace y dos 4&tomos de nitrégeno adyacentes, de esta manera se pueden tener tres tipos de
pirazolinas, 1-pirazolina (16), 2-pirazolina (17) y 3-pirazolina (18). Siendo la 2-pirazolina

la mas interesante para este trabajo de investigacion.

N\

N

16

H
N\
L

17

H

N,
LNH
-

18

N\ J

Figura 2. Clases estructurales de pirazolinas.

Las 2-pirazolinas se obtienen por medio de varias rutas, *** sin embargo el método mas

acogido ha sido el propuesto por Fischer y Knovenagel M*°! (Esquema 4) a finales del

siglo X1X, en el cual se llevo a cabo la condensacion de chalconas sustituidas con hidrato

de hidracina.

NH,NH,.H,0
CH;COOH, reflujo

NH,NH,.H,0

MEOH, reflujo NH,NH,.H,0

HCO,H, reflujo

- 2 - S R A
. A\ B . A\ B N B |
b \ - B \ - ‘ \

N-NH N-N N*N)__:O
20 21 0/> 2

Esquema 4. Obtencidn de 2-pirazolinas mediante el método de Fischer y Knovenagel.



En las NH pirazolinas el nitrégeno tiene la caracteristica de presentar nucleofilicidad, por
tal razon este puede ser funcionalizado. En el grupo de investigacion de compuestos
heterociclicos Insuasty, B y col, ™® reportaron la sintesis de diferentes pirazolinas N-
sustituidas, utilizando la técnica de calentamiento por irradiacion con microondas, en
tiempos de reaccion de 5 minutos, entre las que se destaca la pirazolina 24, la cual presentd

actividad antitumoral importante.(Esquema 5).

Cl
OCH;
CH,COOH
NH,NH, , MW
23 24
Actividad antitumoral
Cancer de higado
GI;, 0,04 uM

Esquema 5. Sintesis de la pirazolina 24 con actividad antitumoral importante.

Las pirazolinas, asi como sus derivados han sido de gran interes, debido a su amplio

[17,18] [19]

espectro de actividad bioldgica, como antiinflamatorias, antitumorales,

[22,23]

antiparasitarias, ®” antidepresivas y anticonvulsionantes, ! antimicrobiales, y

antiartritis. 4

Prasad, Y. y col, ®! reportaron la pirazolina 25 con actividad anticonvulsivante y

Karthikeyan, M. y col, %81 |3 pirazolina 26 con actividad antimicrobiana (Figura 3).



25 26
Actividad anticonvulsivante Actividad antimicrobiana

Staphylococcus aureus
MIC 12,5 pg/mL

Figura 3. Pirazolinas anticonvulsivante y antimicrobiana.

Siddiqui, Z. y col, ¥ reportaron la sintesis de la pirazolina 28 derivada del &cido

barbiturico 27, la cual presenté actividad antimicrobiana (Esquema 6).

v 0
P ¢\ o
EtOH
c
o NH
HN—( NH,NH,
0

27
Actividad antimicrobiana
MIC 1,25 uM

Esquema 6. Sintesis del derivado —NH-pirazolinico 28 con actividad antimicrobiana.

1.3 Generalidades del pirazol

El pirazol que corresponde segun la nomenclatura IUPAC al 1,2-diazaciclopenta-2,4-dieno,
consiste en un anillo aromatico de cinco miembros con dos atomos de nitrogeno en
posicion adyacente, el primer nitrogeno tiene su par de electrones libres comprometido en
la aromaticidad del anillo y el otro se encuentra enlazado a un 4&tomo de hidrdgeno, debido
a esto pueden presentar reacciones de sustitucién electrofilica y nucleofilica siendo la

Gltima la menos comun.



Los pirazoles se sintetizan mediante una gran variedad de métodos, se pueden obtener de la

reaccion de nitro-olefinas con hidrazonas utilizando metanol como disolvente. [

(Esquema 7)
\

N MEOH NN

N\
o e oY DRa®
+ 5
a Reflujo al
29 30 31

Esquema 7. Sintesis de pirazol a partir de nitro-olefina

S. Fustero y P. Barrio, ™ propusieron la sintesis de pirazoles sustituidos mediante la

ciclocondensacion de compuestos 1,3-dielectrofilicos con hidrazina, (Esquema 8).

R
/
N
M T™s  heCl Reflujo | N
~ R-NH,NH, 7
32
R=Me, Ph, 4-MeO/HO,CC¢H, Ts

Esquema 8. Sintesis de pirazol 32.

Recientemente en el grupo de investigacion de compuestos heterociclicos, Insuasty, B y
col, ¥ levaron a cabo la sintesis del pirazol 34, partiendo de la hidrazona 33 y utilizando el
reactivo de Vilsmeier—Haack (POCI3/DMF). (Esquema 9)

B 1. POCLy/DMF
X ’ X 2. NaHCO3/ HzO ~
| | —R | R
R/ / > Reflujo 70 °C 4
33

Esquema 9. Sintesis del pirazol 34 utilizando el reactivo de Vilsmeier—-Haack

El pirazol se encuentra en algunos compuestos que presentan actividad farmacoldgica, %

como, antibacterial 35, % anti-inflamatorio 36, **! antigiogénica 37. *¥!; Xian-Feng Huang



y col %1 sintetizaron el derivado del pirazol 38, el cual present6 actividad frente al cancer

de seno. (Figura 4)

=X
S NH
Oy e
35
Actividad antibacterial Actividad anti-inflamatoria
MIC 11mg/mL ICso 0,37 uM
F
N
4 \
— Cl
P
N~ N
/AN N om
N
0
O,N 3
7 38
Actividad antigiogénica Actividad anticancerigena
ICSO 0,86 l.,lM ICSO 0,98 HM

Figura 4. Pirazoles que presentan actividad biologica.

1.4 Generalidades del sustituyente p-toluensulfonilo (Tosilo)

El grupo tosilo o p-toluensulfonilo generalmente se utiliza como grupo saliente en
reacciones de sustitucion nucleofilica, ®® la sintesis de los tosilatos se lleva a cabo

mediante la reaccion del correspondiente alcohol con cloruro de tosilo. ™ (Esquema 10).

o_ Cl
Y R-OH o, OR
o) N
O
X
»
39 N 40

Esquema 10. Sintesis de tosilatos



Recientemente se ha encontrado que quinolinas sustituidas con el grupo p-toluensulfonilo
presentan una remarcable actividad bioldgica, Audisio D. y Col, ¥ encontraron que al

sustituir el grupo hidroxilo de la quinolina 41 por el grupo tosilo, se mejoré la actividad

anticancerigena frente a la linea celular MCF-7. (Esquema 11).

OH OTs
N NO, TsCI-Et;N N NO,
e
ITI 0o CH,Cl, ITI o
41 42
Actividad anticancerigena Actividad anticancerigena
IC5,>100 uM IC5p =3 uM

Esquema 11. Sintesis de la quinolina 42 con sustituyente p-toluensulfonilo.

Guo-Biao Liu y col, B% sintetizaron la quinolina 43 con el sustituyente tosilo, la cual
presentd un alto porcentaje de inhibicion como inmunosupresor del linfocito T, el cual

juega un papel importante en los trasplantes de érganos y enfermedades autoinmunes.

N

/S\\

o o0 o
S
~

o N

43
Porcentaje de inhibicion (30 uM)
94,7%

Figura 5. Quinolina sustituida con p-toluensulfonilo.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Teniendo en cuenta la versatilidad sintética y bioldgica de compuestos como las chalconas,
pirazoles y pirazolinas, se plantea la sintesis de compuestos carbonilicos a,B-insaturados
45a-f 'y 47a-b, mediante condensaciones tipo Claisen-Schmidt de 3-metoxi-4-
tosiloxibenzaldehido 44 y 3-aril-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido 46 como se muestra en el

Esquema 12.

Se plantea la sintesis de derivados pirazolinicos mediante condensacion tipo Fischer-
Knoévenagel de los compuestos 45a-f y 47a-b, (Esquema 13) con posterior fomilacion para

obtener N-formilpirazolinas 48 y 49.

44

R =H, 4-Cl, 4-F, 4-OCH;, 4-CHs, 3,4,5-triOCH,4

H
NS
/@)‘\ H,N \O EtOH, HZSO4 /@)\N,N\Q
70 °C R;

Rl = NOz, Cl
70°C | POCI; DMF

o
o N OHC
R | R -
/ =
\ 2 N
h— B S EE— N
N EtOH, NaOH
N Rl
47a-b 46
R = H, 4-C1, 4-F, 4-NO,, 4-Br, 4-OCHj, 4-CHs, 3,4-metilendioxi

Esquema 12. Sintesis de compuestos carbonilicos a,B-insaturados.
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o) N—N
20 N N Q0 NN
S | LR NHNH,H,0, HCOZH/@ ‘o | SR
o — > =
o BF;.0OEt,, Reflujo o
\ \
45a-f 48a-f

R =H, 4-Cl, 4-F, 4-OCHj;, 4-CH3, 3,4,5-1riOCHj;4

50-51

NH,NH,.H,0
MeOH HCO,

R,

49a-b

a: Ri=NO, R’=4-Br, 4-CHj, 4-F, 4-NO,, H, 3’,4’-metilendioxi
b: R{=Cl R’=4-Br, 4-CHj3;, 4-F, 4-Cl, H, 4-NO,, 4-OCHj3;, 3’,4’-metilendioxi

Esquema 13. Sintesis de nuevas pirazolinas.

Se realizara la optimizacion de las condiciones de reaccion, la caracterizacion de los nuevos
compuestos mediante técnicas espectroscépicas como: IR-TF, RMN *H y **C mono y
bidimensional, y se someteran al NCI (National Cancer Institute, US) con el fin de estudiar

su posible actividad antitumoral.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Obtener nuevos compuestos carbonilicos a,f-insaturados y nuevos compuestos
heterociclicos nitrogenados de cinco miembros y evaluar su posible actividad

anticancerigena.

3.2 Objetivos especificos.

Sintetizar nuevos compuestos carbonilicos a,f-insaturados a partir de 3-metoxi-4-

tosiloxibenzaldehido

Obtener nuevos sistemas pirazolinicos, mediante reacciones de ciclocondensacion

con hidracina de las nuevas chalconas sintetizadas.

Obtener nuevos sistemas pirazolinicos, a partir de los compuestos a,fB-insaturados

derivados del 3-aril-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido.
Buscar condiciones Optimas de reaccion para llevar a cabo la formacion de los
productos y mejorar la actividad biolégica mediante la inclusién de grupos

funcionales adecuados.

Caracterizar los compuestos obtenidos mediante las técnicas espectroscopicas IR-
TF, RMN-'H, RMN-"*C, RMN bidimensionales (HSQC y HMBC).

Evaluar la posible actividad anticancerigena de los compuestos obtenidos.

12



4. ANALISIS DE RESULTADOS

Este trabajo de investigacion estuvo centrado en la obtencion de compuestos heterociclicos
nitrogenados de 5 miembros, mas especificamente, de pirazolinas N-formiladas, para lo

cual se utilizaron tres tipos diferentes de compuestos carbonilicos a,B-insaturados.

Los métodos de sintesis, las condiciones Optimas de reaccion y la caracterizacion
espectroscopica basica para un compuesto representativo de cada serie sintetizada se

discuten a continuacién.

4.1 Sintesis y caracterizacion de los nuevos compuestos carbonilicos a,f-insaturados
(E)-1-(4-R-fenil)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-prop-2-en-1-ona. 45a-f

Se sintetiz0 la serie de compuestos carbonilicos a,f-insaturados derivados del 3-metoxi-4-
tosiloxibenzaldehido, mediante la reaccion de condensacion tipo Claisen-Schmidt con las
correspondientes acetofenonas. (Esquema 14). La reaccion se llevé a cabo con una mezcla
equimolar del aldehido 44 con la correspondiente acetofenona, se utilizd etanol como
disolvente (5 mL) y NaOH 20% (0,25 mmol) como catalizador, se agitdé la mezcla de
reaccion durante 2-3 horas a temperatura ambiente hasta observar la desaparicion de los
precursores empleando cromatografia de capa delgada, el sélido formado se aislo por

filtracion a vacio y se lavo con etanol y agua fria.

o
(0] (0] (0}
30 y %0 N N
! X NaOH 20% S\\ | —R

o + | R — (0} _—

(0] = 0

\ \

44

EtOH

45a-f
R =H, 4-Cl, 4-F, 4-OCHj3, 4-CH3, 3,4,5-1riOCH;

Esquema 14. Sintesis de nuevos compuestos carbonilicos a,5-insaturados.
Los compuestos sintetizados fueron caracterizados utilizando espectroscopia IR-TF, RMN

'H y ¥C, ademas se tomaron los correspondientes puntos de fusién y se calculd el

porcentaje de rendimiento para cada uno como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los compuestos carbonilicos a,f-insaturados 45a-f

45 R P.F. (°C) Rendimiento (%)
a 4-Cl 104-105 78
b 4-CH; 99-100 69
C 4-F 115-116 75
d 4-OCHjs 109-110 65
e 3,4,5-triOCHj3 145-146 74
f 4-H 107-108 59

Para la caracterizacion de los compuestos 45a-f, se analizan los detalles espectroscépicos
del compuesto 45a (figura 6), como representativo de la serie, el cual muestra en su
espectro de IR-TF (Figura 7), una banda de vibracién de tension C=0 a 1660 cm™, esta se
encuentra desplazada a menor frecuencia debido a la conjugacion del grupo carbonilo con

el grupo fenilo y el grupo olefinico; a 1600 cm™ se observa la banda de vibracién de

(0]
() 63> P o'
o \\S/O'
m ! a
s ®
\

45a

tension C=C.

Figura 6. Estructura y asignacion alfabética-numérica de la (E)-1-(4-clorofenil)-3-(3-

metoxi-4-tosiloxifenil)-prop-2-en-1-ona. 45a.
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Figura 7. Espectro IR del compuesto 45a.

En el espectro RMN-'H del compuesto 45a (Figura 8) se observan dos singuletes a 2.46 y
3.86 ppm, las sefales correspondientes a los grupos metilo y metoxi respectivamente. En la
region aromatica se pueden apreciar dos sefiales singulete, a 7.06 y 7.21 ppm que integran
para 1H y 2H, correspondientes a los protones H-3, H-5 y H-6 respectivamente, las sefiales
de estos dos Ultimos se observan como un singulete debido al solapamiento entre ellas. Dos
dobletes a 7.39 y 7.71 ppm con constante de acoplamiento J = 16.0 Hz que integra cada
uno para un proton, indican la presencia del sistema a,f-insaturado en configuracion trans.
Las sefiales de los sistemas “para” restantes, se observan a 7.33, 7.78 ppm Hn, y Ho, y 7.49,
7.95 ppm, Hy' Yy Ho-. Las correlaciones a *J entre los protones del compuesto 45a se pueden

observar en el experimento COSY (Figuras 9y 10).

Con los espectros de RMN-"*C y DEPT-135 (Figura 11), y con ayuda de los experimentos
de RMN bidimensionales HSQC y HMBC los cuales muestran los acoplamientos a uno,
dos y tres enlaces entre *H y *3C, se asignaron todas las sefiales correspondientes a los

carbonos de la molécula (Tabla 2), en el espectro se etiquetan las mas representativas.
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Tabla 2. Correlaciones observadas por medio de los experimentos bidimensionales HSQC

y HMBC para el compuesto 45a.

HSQC HMBC
o (ppm) C " 5 .
J J J
21,7 CHs CHs Hin
55,7 OCH; OCH;
112,3 C-3 H-3 H5, H-7
121,0 C-5 H-5 H-3, H-7
124,5 C-6 H-6
122,4 C-8 H-8
128,6 Co Ho H-o
129,1 Cur Hin' Hin
129,5 Cnm Hm Hi
129,9 Co Ho Ho
133,1 Ci Hm
134,6 C-4 H-8, H-6
136,2 Ci Hin'
139,5 Cy Hy
140,0 c-1 H-6 H-3, H-5
1441 C-7 H-7
145,3 Co CHs Ho
152,2 C-2 H-3 OCHs, H-6
188,9 Cc=0 H-8 Ho, H-7
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4.2 Sintesis y caracterizacion de 3-(4-R-fenil)-1-formil-5-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol 48a-f.

Con base en la metodologia citada en los antecedentes, se procedid a realizar el primer
ensayo para la obtencion de N-formilpirazolinas, utilizando el método de calentamiento a
reflujo de la chalcona 45a con hidrato de hidrazina, en una relacion 1:2:2 chalcona-hidrato
de hidrazina-acido férmico, obteniendo resultados insatisfactorios debido a tiempos de
reaccion demasiado largos y porcentajes de rendimiento muy bajos, ademés de la
formacion de subproductos lo cual se observd mediante cromatografia de capa delgada, de
esta manera se realizé un segundo ensayo bajo las mismas condiciones pero empleando
trifluoroborato etil etereato BF;-OEt, como catalizador, la mezcla de reaccion se controlo
mediante cromatografia de capa delgada y al cabo de 2 horas se observé la formacion de un
nuevo producto, se adicion0 agua fria y precipitd un sélido blanco el cual fue aislado
mediante filtracién al vacio con buen porcentaje de rendimiento correspondiente al
compuesto 48a. Estas condiciones se emplearon para llevar a cabo la sintesis de los

compuestos 48b-f.

o
¢
o N—
O\\S/O X N  NH;NH,.H,0, HCO,H, O\\S/O NN
Q/‘b | R : ;Q\b [ g
BF;.0Et,, Reflujo =
(0] (0]
\ \
45a-f 48a-f
R =H, 4-Cl, 4-F, 4-OCHj, 4-CHj, 3,4,5-triOCH,
Esquema 15. Sintesis de nuevas N-formilpirazolinas 48.
Tabla 3. Caracteristicas de las pirazolinas 48a-f
48 R P.F. (°C) Rendimiento (%)
a 4-Cl 162-163 95
b 4-CHjs 145-146 61
C 4-F 153-154 75
d 4-OCHjs 164-165 65
e 3,4,5-triOCH3; 185-188 62
f 4-H 150-151 60
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Se confirmd que la ciclacion transcurrio mediante el andlisis espectral utilizando las
técnicas de IR-TF, RMN-'H, **C, mono y bidimensionales. En este caso el compuesto 48b
(Figura 12) representativo de la serie, mostro en el espectro de infrarrojo (Figura 13), una
banda de vibracién de tensién de C=0 a 1658 cm™, y dos bandas de mediana intensidad
correspondientes a la vibracion de tensién C-H del grupo formilo a 2852 cm™ y 2921 cm™.

o
m
48b

Figura 12. Estructura y asignacion alfabética-numérica del 1-formil-5-(3-metox-4-
tosiloxifenil)-3-p-tolil-4,5-dihidro-1H-pirazol 48b.
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Figura 13. Espectro IR del compuesto 48b.

22



En el espectro RMN-'H del compuesto 48b (Figuras 14) en (CDCls), se observan las
sefiales correspondientes a los protones diastereotopicos del sistema pirazolinico N-
formilado; a 3.19 ppm y 3.78 ppm dos doble dobletes que integran para 1H
correspondientes a los protones Ha y Hw, con 2Jam = 17.7 Hz y 2Jua = 17.7 Hz, a 5.48
ppm un doble doblete que integra para 1-H correspondiente al proton Hy, con Jxa = 4.8
Hz y *Jxw = 11.7 Hz, Con lo cual evidencia la existencia de un sistema AMX el cual se
corrobora obteniendo el cociente entre la diferencia de desplazamiento quimico y la
constante de acoplamiento entre las sefiales de los protones Ay M.
AS 9y, — 9, 236Hz

= - =1311>10 =~ AMX
] ] 17.7 Hz

A partir de los valores obtenidos de las constantes de acoplamiento se conoce la
configuracién mediante la utilizacion del diagrama de Karplus (Figura 15), donde se
muestra la dependencia de las constantes de acoplamiento con el angulo diedro ¢, con
ayuda del diagrama, se observa que los protones Ha y Hx con constante de acoplamiento
3Jax = 4.8 Hz tienen un angulo menor a 90° y se encuentran orientados en posicion cis,
mientras que la constante de acoplamiento *Jux = 11.7 Hz muestra que los protones Hy y

Hy tienen un angulo cercano a 180° y se encuentran orientados en posicion trans.

¢

Figura 15. Diagrama de Karplus para la constante de acoplamiento vecinal segun el angulo

diedro.
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Figura 16. Sistema de espin AMX de la pirazolina 48b.

Las sefiales restantes del compuesto 48b se mencionan a continuacién: A campo alto se
observan tres singuletes a 2.41, 2.45 y 3,57 ppm correspondientes a los grupos metilo p -
CHjs, p-CH3 y—OCHj5 respectivamente, en la region aromatica se observa un multiplete a
6.74-6.77 ppm que integra para 2H correspondiente a los protones H-3", H-5", un doblete a
7.08 ppm correspondiente al proton H-6", también se aprecian las sefiales de los dos
sistemas “para”, Hm, Y Ho, @ 7.32 'y 7.76 ppm con %] =8.0 Hz YHnyHy,a7.25y7.53
ppm con 3J = 8.0 Hz, a campo bajo se observa un singulete correspondiente al protén del
grupo formilo CHO a 8,95 ppm. Las correlaciones entre protones a >J se observan en el

experimento bidimensional COSY (Figuras 17 y 18).

Se asignaron todas las sefiales correspondientes a los carbonos, en los espectros de RMN
BBC y DEPT-135 se muestran las més significativas, (Figura 19) con ayuda de los
experimentos bidimensionales HSQC y HMBC los cuales muestran las correlaciones entre

carbono e hidrogeno a dos y tres enlaces (Tabla 4).
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Tabla 4. Correlaciones observadas por medio de los experimentos bidimensionales HSQC

y HMBC para el compuesto 48b.

HSQC HMBC
d (ppm) C 1 5 3
J J J
21,6 p’-CHj p"-CH3 Hm
21,7 p-CHs p-CHj Hn
42,6 C-4 Ha, Hw Hx
55,7 OCH; OCH3
58,6 C-5 Hx Ha, Hu H-3", H-5
110,4 C-3 H-3 H-5, H-5"
117,5 C-5 H-5 H-3", Hx
124,5 C-6 H-6
126,7 Co Ho'
127,9 Ci Hin
128,6 Co Ho
129,4 Cn Hm p-CH3
129,6 Co Hun p’-CHs
133,4 Ci Hm
138,0 C-1 H-6 H-3", Hx
140,8 C-4 Hx Ha, Hw, H-6
141,3 Cy p’-CH3 Ho
145,0 Cp p-CH; Ho
152,2 C-2 -OCH3, H-6"
155,9 C-3 Ha, Hu Hx, Ho
160,1 C=0 H-C=0
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4.3 Sintesis y caracterizacion de 3-(4-R-fenil)-1-formil-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-
pirazol-4-il]-4,5-dihidro-1H-pirazol. 50a-e.

Para la sintesis de las pirazolinas formiladas 50a-e y 51a-g, se parte de la condensacion de
acetofenonas con fenilhidrazina en medio &cido para obtener fenil-hidrazonas, las cuales se
hicieron reaccionar con el reactivo Vilsmeier-Haack, (3:1 DMF:POCI;) para obtener el
formil pirazol 46a, posteriormente mediante una condensacion Claisen—Schmidt con
acetofenona y etanol como disolvente, se formé el compuesto carbonilico af-insaturado
47a que sirvid como precursor para la sintesis de NH-pirazolinas 49a. Se hicieron
reaccionar las correspondientes NH-pirazolinas obtenidas con acido férmico (2-5mL) bajo
agitacion a temperatura ambiente durante 6-7 horas aproximadamente hasta observar la
formacién de un nuevo compuesto mediante cromatografia de capa delgada, se adicion6
agua y el precipitado se aislé por filtracion a vacio, realizando lavados con etanol,

obteniendo un solido amarillo palido.

H
> N
ECOH, 1,80, N
HZN
70 °C O,N
DMF:POCl,

EtOH, NaOH
MeOH

NH,NH,.H,0

R= 4-Br, 4-CHj3;, 4-F, H, 3’,4’-metilendioxi

Esquema 16. Sintesis de nuevas N-formilpirazolinas 50.
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Para la caracterizacion de los compuestos 50a-e se tomara como referencia la pirazolina

50e (Figura 20), la cual muestra en su espectro de infrarrojo (Figura 21) una banda intensa

a 1672 cm™ correspondiente a la vibracién de tensién C=0, se observan dos bandas a 1596

y 1553 cm™ asociadas a la vibracion de tension de los grupos C=C y C=N, a 1338 y 1506

cm™ las bandas de vibracion de tensién =C-NO, aromético.

Tabla 5. Caracteristicas de las pirazolinas 50a-e.

50 R P.F. (°C) Rendimiento (%)
a 3°,4-OCH,0 254-255 63
b 4-Br 282-283 79
c 4-CHs 270-271 60
d 4-F 259-260 84
e 4-H 268-269 67

Figura 20. Estructura y asignacion alfabética-numeérica del 3-fenil-1-formil-5-[3-(4-

J

nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-4,5-dihidro-1H-pirazol. (50e)
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Figura 21. Espectro IR del compuesto 50e.

El compuesto 50e muestra en su espectro RMN-'H (Figura 22), las sefiales caracteristicas
de los protones presentes en el anillo pirazolinico, a 3.38 y 4.04 ppm se observan los
protones Ha y Hy con 2JAM = 17.8 Hz, la sefial del proton Hy se observa a 5.78 ppm con
3Jxa = 5.4 Hz y3Jxm = 11.9 Hz, teniendo en cuenta el coeficiente entre el desplazamiento
quimico y la constante de acoplamiento AM el cual es 13,2 > 10, se tiene un sistema
AMX. Utilizando el diagrama de Karplus mencionado en la seccion 4.2 'y teniendo en
cuenta las constantes de acoplamiento a tres enlaces, se encuentra que la configuracion de
los protones presentes en el anillo pirazolinico es la siguiente: El proton Hy, se encuentra

en posicion cis con respecto a Ha, Yy en posicion trans con respecto a Hy. (Figura 23)

En la region aromatica se observan las sefiales de los protones presentes en los tres anillos
aromaticos, HpA, HnA'y HoA a 7.35, 7.50 y 7.94 ppm respectivamente con )= 8.0 Hz, H,-
C, Ha-C y Ho-C @ 7.50, 7.54 y 7.79 ppm con 3J = 8.0 Hz, Ho-B y Hy-B a 8.14 y 8.35 ppm
con *J = 8.0 Hz, H,-C, a campo bajo se encuentran las sefiales de los protones H-5 a 8.62 y
CHO a 8.92 ppm. Las correlaciones a dos y tres enlaces se observan gracias al experimento
COSY (Figuras 25 y 26). Se realizO correctamente la asignacion de las sefiales de los

carbonos presentes en la estructura del compuesto 50e en los espectros de RMN-2C y
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DEPT-135 (Figura 27) utilizando los experimentos bidimensionales HSQC y HMBC para
dicho fin. (Tabla 6)

Figura 23. Sistema de espin AMX de la pirazolina 50e.
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Figura 22. Espectro RMN-'H del compuesto 50e.



Figura 24. Experimento COSY del compuesto 50e.
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Tabla 6. Correlaciones observadas por medio de los experimentos bidimensionales HSQC

y HMBC para el compuesto 50e.

HSQC HMBC
6 (ppm) C I 2 3
J J J
42.4 C-4 Ha, Hw, Hx
50.8 C-5 Hx Ha, Hwu H-5
1184 | C,-A Ho-A
1231 | CoC Ho-C Hn-C
1238 C-4 H-5, Hx Ha, Hw, Hn-C
126.7 | Cn-C Hm-C
1268 | Cn-B Hn-B
1278 | C,C H,-C Hm-C
1287 | CyA Hy-A Ho-A
128.9 C-5 H-5 Hx
1295 | Cp-A Hi-A Ho-A, Hp-A
1305 | C,B Ho-B
130.8 Ci-C Hn-C
139.1 Ci-A Ho-A Hi-A
139.2 Ci-B Hn-B
1464 | C,B Ho-B
147.4 C-3 H-5, Hx
155.9 C-3’ Hx , Ho-A
159.9 | C=0 CHO
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4.4 Sintesis y caracterizacion de 5-[3-(4-clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-3-(4-R-
fenil)-1-formil-4,5-dihidro-1H-pirazol. 51a-g

El procedimiento para la sintesis de las pirazolinas 51a-g es igual al descrito en la seccion
anterior, por lo cual se omitira en esta seccion y se procedera directamente a la discusion de

la caracterizacion espectroscopica.

Como referencia, se toman los datos espectroscopicos de la pirazolina 51f.

Figura 27. Estructura y asignacion alfabética-numérica del 5-[3-(4-clorofenil)-1-fenil-1H-
pirazol-4-il]-1-formil-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (51f)

Tabla 7. Caracteristicas de las pirazolinas 51a-g

51 R P.F.(°C) Rendimiento (%)
a 3",4-OCH,0 237-238 63
b 4-NO, 190-191 37
c 4-CHj 230-231 60
d 4-F 214-215 68
e 4-H 225-226 46
f 4-OCHjs 205-206 67
g 4-Cl 210-211 78

En el espectro infrarrojo (Figura 28), se observa la banda de vibracion de tension C=0 a
1659 cm™, y las bandas de vibracién de tensién asociadas a los grupos C=N y C=C, a 1603
y 1548 cm™,
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Figura 28. Espectro IR del compuesto 51f.

En el espectro RMN-'H del compuesto 51f (Figura 29), se aprecian las sefiales
caracteristicas de los protones diastereotopicos del sistema pirazolinico a 3.25 y 3.94 ppm
se observan dos multipletes correspondientes a los protones Ha y Hy, los cuales integran
para 1H cada uno, con 2Jam = 18.0 Hz,, los tres protones equivalentes del grupo metoxi, se
muestran como un singulete a 3.81 ppm, a 5.65 ppm se encuentra el multiplete
correspondiente al protén Hx del sistema pirazolinico, con %Jxa = 5.3 Hz y *Jxm = 11.6 Hz,
teniendo en cuenta que para este sistema el coeficiente entre el desplazamiento quimico y la
constante de acoplamiento ab es 11,7 > 10 se tiene un sistema AMX, de acuerdo a los
valores de las constantes de acoplamiento y utilizando el diagrama de Karplus se determina

que con respecto a Hy, el proton Ha se encuentra en posicion cis, y el Hy en posicion

trans como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Sistema de espin AMX de la pirazolina 51f.

En la region aromatica se encuentran a 7.00 y 7.69 ppm, dos dobletes que integran para 2-H
cada uno, con 3J = 8.0 Hz, correspondientes a los protones Ho y Hy, del anillo C, a 7.29 y
7.46 ppm se observan dos tripletes que integran para 1H y 2H respectivamente, con %J = 8.0
Hz y que pertenecen a las sefiales de los protones H, y Hy del anillo A, la sefial de los
protones HoA, se manifiesta como un doblete a 7.86 ppm, *J = 8.0 Hz; los protones H, y Hp
del anillo B se observan como dos dobletes a 7.53 y 7.81 ppm, con 3J = 8.0 Hz, finalmente
las sefiales de los protones H-5 a 8.45 ppm y del protdon del grupo formilo CHO a 8.84 ppm,
las correlaciones de los protones pirazolinicos y de los protones de los tres sistemas
aromaticos se observan en el experimento bidimensional COSY (Figuras 31y 32).

Se asignaron completamente las sefiales de los espectros de RMN-'*C y DEPT-135 (Figura
33) a los carbonos presentes en el compuesto 51f, esto se realizd haciendo uso de los
experimentos bidimensionales HSQC y HMBC. (Tabla 8).
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Tabla 8. Correlaciones observadas por medio de los experimentos bidimensionales HSQC y

HMBC para el compuesto 51f.

5 HSQC
ppm) C ;5 75 5

425 c-4 Ha, Hu Hx
50.7 C-5 Hx Ha, Hu CHO, H-5
55.3 OCHj OCHj
114.2 Cn-C Hn-C Ho-C Hn-C
118.2 Co-A Ho-A Ho-A, Hp-A
122.4 C-4 H-5, Hx Ha, Hu
123.3 Ci-C Hn-C
126.5 Cp-A Hp-A Ho-A
127.1 C-5 H-5 Hx
128.4 Co-C Ho-C
128.7 Co-B Ho-B
129.5 Cn-B Hn-B
129.8 Cn-A Hin-A Ho-A
1315 C,-B Ho-B
132.9 Ci-B Hn-B
139.2 Ci-A Ho-A, Hin-A
148.4 c-3 H-5
155.6 C-3 Ha, Hwm Hx , Ho-C
159.6 Cc=0 CHO
161.0 C,-C Hn-C OCHs, H,.C
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4.5 Estudio de actividad antitumoral

Los estudios de actividad antitumoral fueron llevados a cabo en el National Cancer Institute
(NCI) de los estados unidos. Se sometieron todos los compuestos sintetizados, de los cuales
fueron escogidos: 45a, 48a, 48d, 48e, 5la, 51c, 51f y 51g, (Figura 34) que fueron
evaluados in vitro frente a 60 lineas celulares tumorales diferentes a una dosis de 10 uM,
comprendidas en 9 paneles: Leucemia, melanoma, cancer de pulmén, colon, sistema

nervioso central, mama, ovario, rifion y prostata.

o o o N—N
A\ /O \ o) \
) N
0 /©/ o R
J a o
37a \ 38a,d,e
38 R
a Cl
d OCH;
e 3,4,5-triOCH;
43 R
a 3.4-metilendioxi
43a,c,f,g ¢ CH;
f OCH;
g 3,4,5-triOCH;

Figura 34. Estructura de los compuestos evaluados in vitro por el NCI.

El estudio experimental se realizd en un proceso de dos etapas, el cual inicié con la
evaluacién de todos los compuestos aceptados frente a las 60 lineas celulares a una
concentracion Unica de 1.0 uM (ensayo “one dose”). El ensayo preliminar, mostré que 10s
compuestos 45a y 48d, exhiben actividad importante por lo cual fueron escogidos para
Ilevar a cabo un segundo proceso con el fin de evaluar su actividad citostatica ante la bateria
de aproximadamente 60 lineas celulares subdivididas en los paneles mencionados
anteriormente. Los compuestos fueron evaluados utilizando cinco concentraciones (100, 10,

1.0, 0.1 y 0.01 puM) por medio de un protocolo de exposicion continua durante 48 horas,
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empleando el ensayo de tincion proteinica con sulforodamida B (SRB) para estimar el

crecimiento celular espectrofotométricamente.

Los resultados se expresaron en los siguientes términos:

- Glsg: concentracion molar del compuesto requerida para inhibir el crecimiento de la

linea celular en un 50 %

- TGI: Concentracion molar que causa la inhibicion total del crecimiento celular

- LCso: Parametro de citotoxicidad; concentracién molar para inhibir el 50% de las

células normales.

Tabla 9. Evaluacion in vitro de los compuestos 45a y 48d?

Linea Celular 45a 48d
Glsp’ | LCso" TI Glsy> | LCs TI
@M) | M) | LCso/Glso | (uM) | (uM) | LCsof Glso
Leukemia
CCRF-CEM 2.46 >100 >40.65 4.05 >100 >24.70
HL-60(TB) 329 | >100 >30.40 256 | >100 >39.06
K-562 2.87 >100 >34.84 2.45 >100 >40.82
MOLT-4 2.76 >100 >36.23 5.23 >100 >19.12
RPMI-8226 2.10 >100 >47.62 412 >100 >24.27
SR 1.90 >100 >52.63 3.02 >100 >33.11
on Small Cell Lung
A549/ATCC 18.4 >100 >5.43 9.42 >100 >10.62
HOP-62 30.0 >100 >3.33 9.47 >100 >10.56
HOP-92 - - - 1.88 >100 >53.19
NCI-H226 12.7 61.1 4.81 8.81 >100 >11.35
NCI-H23 13.3 >100 >7.52 4.58 >100 >21.83
NCI-H460 17.3 >100 >5.78 8.86 >100 >11.29
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NCI-H522 2.93 39.6 13,52 4.22 >100 23.70
Colon Cancer

COLO 205 12.3 >100 >8.13 8.44 >100 >11.85
HCC-2998 12.4 57.5 4.64 100 >100 >1.0
HCT-116 1.76 7.82 4.44 4.56 >100 >21.93
HCT-15 1.74 8.36 4.80 4.19 >100 >23.87
HT29 2.15 12.9 6.0 - - -
KM12 3.63 62.3 17.16 9.23 >100 >10.83
SW-620 2.21 >100 >45.25 5.31 >100 >18.83
CNS Cancer

SF-268 7.17 >100 >13.95 17.2 >100 >5.81
SF-295 9.27 70.5 7.61 3.58 >100 >27.93
SF-539 11.2 51.4 4.59 8.62 >100 >11.60
SNB-19 9.53 54.5 5.72 11.7 >100 >8.55
SNB-75 31.6 >100 >3.16 3.33 >100 >30.03
U251 2.18 17.5 8.03 - - -
Melanoma

LOX IMVI 1.93 6.98 3.62 941 >100 >10.63
MALME-3M 131 86.5 6.60 7.09 >100 >14.10
M14 6.35 69.4 10.93 3.92 >100 >2551
MDA-MB-435 2.74 79.0 28.83 2.40 >100 >42.67
SK-MEL-2 12.3 67.3 5.47 3.52 >100 >28.40
SK-MEL-28 18.3 >100 >5.46 10.6 >100 >9.43
SK-MEL-5 12.4 51.0 411 1.89 - -
UACC-257 14.0 94.0 6.71 4.22 >100 >52.91
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UACC-62 4.93 61.6 12.49 3.73 >100 26.81
Ovarian Cancer

IGROV1 145 >100 >6.90 18.8 >100 >5.32
OVCAR-3 3.57 42.9 12.02 5.60 >100 >17.86
OVCAR-4 12.8 >100 >7.81 - - -
OVCAR-5 16.7 66.0 5.16 >100 >100 >1.0
OVCAR-8 3.23 >100 >30.96 10.2 >100 >9.80
NCI/ADR-RES 9.38 >100 >10.67 4.5 >100 >22.22
SK-OV-3 30.1 >100 >3.32 8.88 >100 >11.26
Renal Cancer

786-0 10.7 56.3 5.26 21.6 >100 >4.63
A498 28.8 >100 >3.47 1.81 >100 >55.25
ACHN 9.68 49.7 5.13 10.1 >100 >9.90
CAKI-1 11.1 >100 >9.01 5.35 >100 >18.69
RXF 393 13.2 65.6 4.97 3.81 >100 >26.25
SN12C 10.0 >100 >10.0 65.9 >100 >1.52
U0-31 6.95 51.7 7.44 3.39 >100 >29.50
Prostate Cancer

PC-3 3.6 65.2 18.11 3.34 >100 >29.94
DU-145 16.4 >100 >6.10 74.9 >100 >1.34
Breast Cancer

MCF7 2.56 >100 >39.06 3.70 >100 >27.03
MDA-MB231/ATCC | 9.02 82.3 9.12 5.52 >100 >18.11
HS 578T 3.99 >100 >25.06 5.66 >100 >17.67
BT-549 5.64 48.1 8.53 3.35 >100 >29.85
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T-47D 9.27 84.6 9.13 2.27 >100 >44.05

MDA-MB-468 8.43 >100 >11.86 1.44 >100 >69.44

a Datos obtenidos de la evaluacidn in vitro frente a 60 lineas celulares cancerigenas, realizado por el National
Cancer Institute (NCI) Estados Unidos.

b El Glsg se determiné a cinco niveles de concentracion (100, 10, 1.0, 0.1 y 0.01 uM).

¢ LCsq es un parametro de citotoxicidad y refleja la concentracion molar para inhibir el 50% de las células
normales.

d Tl indice terapéutico.

La buasqueda de compuestos que presenten actividad biolégica se ve encaminada a la
obtencion de porcentajes de inhibicidn mas bajos e indices de citotoxicidad altos, pues este
altimo es uno de los requisitos mas importantes que debe tener una molécula para

considerarla como un agente antitumoral importante.

Como se observa en la tabla 9 gracias a los datos suministrados por el NCI de la evaluacién
in vitro, el compuesto 45a presenta la mejor actividad sobre el panel celular de leucemia con
valores de inhibicion Glsy entre 1.90 y 3.29 uM vy valores de citotoxicidad LCsy mayores a
100 pM, siendo el mejor resultado el obtenido para la linea celular SR con Glsp 1.90 uM y
LCso >100 pM.

Para el cancer de colon la linea celular SW-620 muestra una importante actividad con Glsg
2.21 pyM y LCsy >100 pM, también en el panel de cancer de Ovario, se observa una notable
actividad en la linea celular OVCAR-8 con Glsg 3.23 uM y LCsy >100 UM, y en las lineas
celulares MCF7 y HS 578T, para el cancer de mama se tiene que presentan un indice de

inhibicion Glsp =2.56 y 3.99 UM respectivamente y LCso >100 uM.

El compuesto 48d, muestra una importante actividad en el panel celular de cancer de mama
con valores de Glsg entre 1.44 y 5.66 UM y LCso >100 UM, siendo el mejor resultado el
obtenido para la linea celular MDA-MB-468 con Glsg = 1.44 uM y LCso >100 pM;
igualmente el panel celular de leucemia presenta importante actividad con valores de Glsg
entre 245y 5.23 uM y LCs0 >100 puM.

El panel celular de cancer renal presenta una notable actividad en las lineas celulares A498,
RXF-393 y UO-31 con valores de Glsp = 1.81, 3.81 y 3.39 pM y LCs >100 pM
respectivamente. Para el panel de melanoma se tienen valores de Glsp = 2.40, 3.52, 3.73 y
3.92 UM y LCsp >100 uM, en las lineas celulares MDA-MB-435, Sk-MEL-2, UACC-62 y
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M14 respetivamente, y en el panel celular de cancer de pulmén se observa un importante
actividad en la linea celular HOP-92 con Glso = 1.88 uM y LCso >100 uM.

Finalmente se observa una notable actividad en las lineas celulares SF-295 y SNB-75 con
Glsp = 3.58 y 3.33 uM y LCsp >100 puM, en el panel celular de cancer del sistema nervioso
central, y en la linea PC-3 para el cancer de prostata con Glsg = 3.34 uM y LCso >100 pM.
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5. CONCLUSIONES

Se sintetizaron los nuevos compuestos carbonilicos ap-insaturados 45a-f, a partir de 3-
methoxi-4-tosiloxibenzaldehido, mediante la reaccion de condensacion tipo Claisen-

Schmidt con las correspondientes acetofenonas.

Se sintetizaron las nuevas N-formilpirazolinas del tipo 3-(4-R-fenil)-1-formil-5-(3-metoxi-
4-tosiloxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol 48a-f, mediante la reaccion de condensacion tipo

Fischer-Knovenagel de las nuevas chalconas obtenidas.

Se sintetizaron las nuevas pirazolinas N-formiladas del tipo 3-(4-R-fenil)-5-[3-(4-R-fenil)-
1-fenil-1H-pirazol-4-il]-1-formil-4,5-dihidro-1H-pirazol. 50a-e y 51la-g empleando hidrato
de hidrazina, temperatura ambiente y metanol como disolvente, obteniendo buenos

rendimientos y tiempos cortos de reaccion.

Por medio de las constantes de acoplamiento encontradas en los espectros de RMN-'H para
los compuestos 48b, 50e, 51f, se establecio la orientacion de los protones que conforman el
sistema AMX del anillo pirazolinico, en donde los protones Ha y Hx estan orientados en

configuracién cis y los protones Hy y Hx en forma trans.

Se caracterizaron detalladamente todos los productos obtenidos, mediante analisis
espectroscopicos, empleando las técnicas de IR-TF, RMN monodimensional ‘H, *C y
DEPT 135 y bidimensional HSQC, HMBC y COSY.

Los compuestos 45a, 48a,d,e y 51a,c,f,g fueron seleccionados por el National Cancer
Institute (NCI), para realizar estudios in vitro frente a 60 lineas celulares cancerigenas
humanas, encontrando que los compuestos 45a y 48d, presentaron una notable actividad

frente a varios paneles celulares.

El compuesto 45a presentd importante actividad en los paneles celulares de leucemia, en
todas sus lineas celulares en especial la linea celular SR, con Glsp 1.90 uM y LCso >100
1M, el panel de cancer de colon con Glsg 2.21 UM y LCsp >100 UM en su linea celular SW-
620, el panel de cancer de ovario con Glsg 3.23 UM y LCsp >100 pM. y el panel de cancer
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de mama en las lineas celulares MCF7 y HS 578T con Glsy = 256 y 3.99 uM
respectivamente y LCso >100 pM.

El compuesto 48d present6 una importante actividad en los paneles celulares de cancer de
mama, en todas sus lineas celulares siendo el mejor resultado el obtenido para la linea
celular MDA-MB-468 con Glsg = 1.44 uM y LCso >100 pM, el panel de leucemia en todas
sus lineas celulares en especial la linea celular K-562 con Glsp = 2.45 uM y LCso >100 pM,
el panel de cancer renal en las lineas celulares A498, RXF-393 y UO-31 con valores de
Glsp=1.81,3.81y 3.39 uM y LCso >100 uM respectivamente, el panel de melanoma en las
lineas celulares MDA-MB-435, Sk-MEL-2, UACC-62 y M14 con Glsg = 2.40, 3.52, 3.73 y
3.92 uM y LCs >100 pM, respetivamente, y en el panel celular de cancer de pulmon en la
linea celular HOP-92 con Glsp = 1.88 uM y LCs >100 puM.
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6. SECCION EXPERIMENTAL

6.1 REACTIVOS COMERCIALES

Acetofenonas sustituidas (R=4-Cl, 4-F, H, 4-OCHgs, 3,4,5-triOCHj3, 4-CHj3)
Acido formico

Carbonato de potasio

Cloruro de p-toluensulfonilo

Fenil hidrazina

Hidrato de hidrazina

Hidroxido de sodio

Oxicloruro de fosforo

Trifluoroboratoetileterato

Vainillina

6.2 DISOLVENTES

CDCl;
Cloroformo
Diclorometano
Dioxano

DMF
DMSO-ds
Etanol

Hexano

Metanol
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6.3 INSTRUMENTACION

Cromatografia de capa delgada (CCD), se utilizé placas de silica gel 60F 254 con espesor
de 0.2 mm para el monitoreo de las reacciones y verificacion de la pureza de los productos.
Para la revelacion de las placas se utilizd una lampara Spectroline serie E con dos
longitudes de onda: 254 y 363 nm, Los puntos de fusion se determinaron con un fusiometro
Stuart SMP3. Los espectros de IR-TF fueron tomados en pastillas de KBr en un
espectrofotdmetro SHIMADZU FTIR 8400 y para la toma de los espectros de RMN-'H,
13C, y bidimensionales se utilizé un equipo Bruker DPX-400 MHz y tetrametilsilano (TMS)

como estandar interno.
6.4 SINTESIS DE PRECURSORES

Sintesis de 3-metoxi-4-tosiloxibenzaldehido 44.

Una mezcla de 3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido (vainillina) 1 mmol y carbonato de potasio,
1.5 mmol en dioxano (10 mL), se calento a reflujo durante 30 minutos, posteriormente se
adiciond cloruro de p-toluensulfonilo (1 mmol) y se calent6 a reflujo durante 8 horas, el
producto se filtrd y lavé con etanol. Sélido blanco. Rendimiento 96%. IR (KBr) v(cm™)
1659 (C=0) 1601 (C=C, Ar).

Sintesis de 3-aril-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido 46.

Una mezcla de 4-nitroacetofenona (1 mmol) y fenilhidrazina (1 mmol) en etanol (5 mL) y
acido sulfarico (1 mL) se calentd a reflujo durante 4 horas, el precipitado rojo se filtré y
lavd con etanol, el compuesto obtenido se hizo reaccionar con una mezcla 3:1 DMF:POCI;
mediante calentamiento a reflujo durante 2 horas, se adicion6 agua y se filtr6 al vacio
obteniendo un sélido blanco.
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Sintesis general de 3-(4-R-fenil)-4-[3-(4-R;-fenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1Hpirazol-5-il]-
1H-pirazol 49a-b.

Siguiendo la metodologia reportada por el grupo de investigacion de compuestos
heterociclicos, " se hizo reaccionar el 3-aril-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido 46 (1 mmol)
con acetofenonas sustituidas (1 mmol) en etanol (5 mL) y NaOH (0.5 mmol) como
catalizador, se agité a temperatura ambiente durante 2 horas, se filtré y lavd con etanol el
solido blanco obtenido (47a-b), posteriormente se adicion6 a 1 mmol de 47a-b, 1 mL de
hidrato de hidrazina en 2 mL de metanol como disolvente, se agité durante 4-5 horas, se
adiciond agua fria y se filtré al vacio obteniendo los compuestos como sélidos amarillos.

6.5 SINTESIS DE PRODUCTOS FINALES

6.5.1 Sintesis general de (E)-1-(4-R-fenil)-3-(3-metoxi-4-tosiloxi)-prop-2-en-1-ona
45a-e.

Una mezcla de 3-metoxi-4-tosiloxibenzaldehido 44 (1 mmol) y acetofenonas sustituidas
(Immol) en etanol (5 mL) con NaOH (0.5 mmol) se agito a temperatura ambiente durante 3
horas controlando con CCD, el producto se filtr6 a vacio, se lavd con etanol y agua,

obteniendo los productos sin procesos de purificacion adicional.

(E)-1-(4-clorofenil)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-prop-2-en-1-ona (45a) Solido blanco.
Rendimiento 78%. Punto de fusién 105°C. IR (KBr) v(cm™) 1659 (C=0), 1600 (C=C).
RMN-'H (400MHz, CDCls) & ppm 2.46 (s, 3H, CH3) 3.65 (s, 3H, OCHj3) 7.06 (s, 1H, H-3")
7.21 (s, 2H, H-5", H-6") 7.33 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, Hy,) 7.39 (d, 3 = 16.0 Hz, 1H, H-8) 7.49
(d, 33 =8.0 Hz, 2H, Hy") 7.71 (d, *J = 16.0 Hz, 1H, H-7) 7.78 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,) 7.95
(d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,). RMN-*C (100 MHz, CDCl3) & ppm 21.7 (CHs) 55.7 (OCHs)
112.3 (C-3) 121.0 (C-5) 122.4 (C-8) 124.5 (C-6) 128.6 (C,) 129.1 (Cy") 129.5 (C-n) 129.9
(C-0") 133.1 (Cj) 134.7 (C-4) 136.2 (Ci') 139.5 (C,") 140.0 (C-1) 144.1 (C-7) 145.3 (C,)
152.2 (C-2) 188.9 (C=0). Ms (IE 70 eV) m/z (%): 442/444 (16/7 M"), 306 (21), 289 (33),
287 (100), 155(55), 151(21), 139 (31), 91 (88). Analisis calculado para C,3H19CIOsS: C,
62.37; H, 4.32. Encontrado: C, 62.46; H, 4.38.
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(E)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-1-p-toluil-prop-2-en-1-ona  (45b)  Sélido  blanco.
Rendimiento 69%. Punto de fusién 99 °C. IR (KBr) v(cm™) 1659 (C=0), 1604 (C=C).
RMN-'H (400MHz, CDCl3) & ppm 2.45 (s, 3H, p-CHs) 2.45 (s, 3H, p’-CHs) 3.64 (s, 3H,
OCHjz) 7.06 (s, 1H, H-3") 7.20 (s, 2H, H-5", H-6") 7.32 (m, 4H, Hm, Hn') 7.44 (d, 3J =16.0
Hz, 1H, H-8) 7.70 (d, %] = 16.0 Hz, 1H, H-7) 7.78 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,) 7.92 (d, 3J = 8.0
Hz, 2H, Hy,’) RMN-C (100 MHz, CDCl3) & ppm 21.7, 55.7, 112.2, 120.8, 123.1, 124.5,
128.6, 128.7, 129.4, 129.5, 133.2, 135.0, 135.4, 139.8, 143.1, 143.9, 145.3, 152.1, 189.7.
Ms (IE 70 eV) m/z (%): 422 (15, M™), 306 (31), 267 (85), 239 (20), 155 (68), 151(26), 91
(100), 44 (53). Analisis calculado para C4H2,0sS: C, 62.37; H, 4.32. Encontrado: C, 62.43;
H, 4.28.

(E)-1-(4-fluorofenil)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-prop-2-en-1-ona (45c). Solido blanco.
Rendimiento 75%. Punto de fusién 115 °C. IR (KBr) v(cm™) 1660 (C=0), 1603 (C=C).
RMN-'H (400MHz, CDCls) & ppm 2.46 (s, 3H, CH3) 3.64 (s, 3H, OCHj3) 7.06 (s, 1H, H-3")
7.20 (s, 2H, H-5", H-6") 7.32 (M, 4H, Hy, Hp') 7.41 (d, 3 = 16.0 Hz, 1H, H-8) 7.71 (d, *J =
16.0 Hz, 1H, H-7) 7.78 (d, %J = 8.0 Hz, 2H, H,) 7.92 (m, 2H, H,) RMN-C (100 MHz,
CDClg) 6 ppm 21.7, 55.7, 112.3, 115.7, 115.9, 120.9, 122.5, 124.5, 128.6, 129.5, 131.1,
131.2, 133.2, 134.3, 134.7, 140.0, 143.7, 145.3, 152.2, 164.5, 188.6. Ms (IE 70 eV) m/z
(%): 426 (0.5, M™), 306 (6), 271 (4), 155 (26), 151 (12) 91 (48), 85 (99), 83 (98), 47 (100).
Analisis calculado para C3H19FOsS: C, 64.78; H, 4.49. Encontrado: C, 64.88; H, 4.61.

(E)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-1-(4-metoxifenil)-prop-2-en-1-ona (45d). Solido blanco.
Rendimiento 65%. Punto de fusién 110 °C. IR (KBr) v(cm™) 1655 (C=0), 1603 (C=C).
RMN-'H (400MHz, CDCl3) & ppm 2.46 (s, 3H, CHs) 3.64 (s, 3H, OCHs") 3.90 (s, 3H,
OCH5?) 6.99 (d,%J = 8.0 Hz, 2H, Hy") 7.06 (s, 1H, H-3") 7.20 (s, 2H, H-5", H-6") 7.32 (d,
2H, Hy) 7.45 (d, 3 = 16.0 Hz, 1H, H-8) 7.69 (d, 3J = 16.0 Hz, 1H, H-7) 7.77 (d, *J = 8.0
Hz, 2H, H,) 8.03 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,’) RMN-"*C (100 MHz, CDCls) & ppm 21.7, 55.6,
55.7, 112.3, 113.9, 120.8, 122.9, 124.4, 128.7, 129.5, 130.8, 131.2, 135.1, 139.8, 142.7,
145.2, 152.1, 163.6, 188.4. Ms (IE 70 eV) m/z (%): 438 (17, M"), 283 (100), 255 (33), 155
(13), 135 (18), 91 (29). Analisis calculado para C,4H2,06S: C, 65.74; H, 5.06. Encontrado:
C, 64.88; H, 5.20.
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(E)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona (45e). Solido
blanco. Rendimiento 74%. Punto de fusién 146 °C. IR (KBr) v(cm™) 1658 (C=0), 1583
(C=C). RMN-'H (400MHz, CDCls) & ppm 2.46 (s, 3H, CHs) 3.64 (s, 3H, OCH3") 3.94 (s,
9H, OCH3?, OCH3® ) 7.05 (s, 1H, H-37) 7.21 (s, 2H, H-5", H-6") 7.26 (s, 2H, H,") 7.32 (d,
3)=8.0 Hz, 2H, Hy) 7.40 (d, % = 16.0 Hz, 1H, H-8) 7.70 (d, *J = 16.0 Hz, 1H, H-7) 7.78
(d, 33 = 8.0 Hz, 2H, H,) RMN-*C (100 MHz, CDCl5) & ppm 21.7, 55.8, 56.5, 61.0, 106.3,
112.7, 120.6, 122.9, 124.5, 128.6, 129.5, 133.2, 133.3, 134.9, 139.9, 142.8, 143.5, 145.3,
152.2, 153.2, 189.0. Ms (IE 70 eV) m/z (%): 498 (18, M"), 343 (33), 315 (21), 91 (45), 87
(30), 85 (99), 83 (100). Analisis calculado para C,sH2s0gS: C, 62.64; H, 5.26. Encontrado:
C, 62.49; H, 5.33.

Sintesis y caracterizacion de (E)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
(45f). Sélido blanco. Rendimiento 50%. Punto de fusién 107 °C. IR (KBr) v(cm™) 1659
(C=0), 1599 (C=C). RMN-'H (400MHz, CDCl;) & ppm 2.46 (s, 3H, CHs) 3.64 (s, 3H,
OCHjz) 7.07 (s, 1H, H-37) 7.20 (s, 2H, H-5", H-6") 7.32 (d, *J =8.0 Hz, 2H, Hy,) 7.44 (d, %) =
16.0 Hz, 1H, H-8) 7.42 (t, °J = 8.0 Hz, 2H, Hy) 7.61 (t, 2) = 8.0 Hz, 1H, H,") 7.71 (d, ®J =
16.0 Hz, 1H, H-7) 7.78 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H,) 8.01 (d, ®J = 8.0 Hz, 2H, H,’) RMN-**C
(100 MHz, CDCls) & ppm 21.7, 55.7, 112.2, 120.9, 123.0, 124.5, 128.5, 128.6, 128.7,
129.5, 133.0, 133.2, 134.9, 138.0, 139.9, 143.6, 145.3, 152.2, 190.3. Ms (IE 70 eV) m/z
(%): 408 (2, M"), 306 (19), 253 (23), 225 (7), 155 (64), 151 (32), 91 (90), 83 (100).
Analisis calculado para C3H»0sS: C, 67.63; H, 4.94. Encontrado: C, 67.49; H, 5.11.

6.5.2 Sintesis general de 3-(4-R-fenil)-1-formil-5-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol 48a-e.

Una mezcla de (E)-1-(4-R-fenil)-3-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-prop-2-en-1-ona 45a-e (1
mmol) e hidrato de hidrazina (1.5 mmol) en DMF (5 mL) con BF;-OEt, (3 gotas) se
calento6 a reflujo durante 4 horas, se adicioné agua fria y se aislé el producto mediante
filtracion al vacio se lavo con etanol y agua, obteniendo los productos sin procesos de

purificacion adicional.
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Sintesis y caracterizacion de 3-(4-clorofenil)-1-formil-5-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol (48a). Sélido blanco. Rendimiento 95%. Punto de fusion 163 °C. IR
(KBr) v(cm™) 1663 (C=0), 2701, 2918 (CHO). RMN-'H (400MHz, CDCl3) & ppm 2.45 (s,
3H, CHs) 3.18 (m, 1H, H-4a) 3.58 (s, 3H, OCHs) 3.78 (m, 1H, H-4b) 5.48 (m, 1H, H-5)
6.75 (s, 2H, H-3", H-5") 7.09 (d, *J = 8.0 Hz, 1H, H-6") 7.31 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hy,) 7.49
(d, 33 = 8.0 Hz, 2H, Hy") 7.67 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H,") 7.76 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H,) 8.95
(s, 1H, CHO). RMN-*C (100 MHz, CDCls) & ppm 21.7, 42.4, 55.7, 58.8, 110.3, 117.4,
124.6, 127.9, 128.5, 129.2, 129.4, 133.3, 136.9, 138.0, 140.4, 145.0, 152.2, 154.6, 160.1.
Ms (IE 70 eV) m/z (%): 484/486 (39/17, M™), 329 (58), 303 (53), 301 (100), 273, (38), 241
(74), 123 (96), 95 (97), 91 (100).Analisis calculado para C4H,;CIN,OsS: C, 59.44; H, 4.36;
N, 5.78. Encontrado: C, 59.60; H, 4.51; N, 5.69.

1-Formil-5-(3-metox-4-tosiloxifenil)-3-p-toluil-4,5-dihidro-1H-pirazol  (48b).  Solido
blanco. Rendimiento 51%. Punto de fusion 146 °C. IR (KBr) v(cm™) 1658 (C=0), 2851,
2920 (CHO). RMN-'H (400MHz, CDCls) & ppm 2.41 (s, 3H, p’-CHs) 2.45 (s, 3H, p-CHs)
3.19 (m, 1H, H-4a) 3.57 (s, 3H, OCHs) 3.78 (m, 1H, H-4b) 5.48 (m, 1H, H-5) 6.75 (m,
1H, H-3") 6.77 (d, 3J = 4.0 Hz, 1H, H-5) 7.08 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H, H-6") 7.25 (d, *J = 8.0
Hz, 2H, Hy') 7.31 (d, % = 8.0 Hz, 2H, H,,) 7.63 (d, %J=8.0 Hz, 2H, H,") 7.76 (d, *J = 8.0
Hz, 2H, Ho) 8.95 (s, 1H, CHO). RMN-'*C (100 MHz, CDCls) & ppm 21.6 (CH3?) 21.7
(CH3") 42.6 (C-4) 55.7 (OCHs) 58.6 (C-5) 110.3 (C-3") 117.5 (C-5") 124.5 (C-6") 126.7
(Cy) 127.9 (Ci') 128.6 (Co) 129.4 (Cy) 129.6 (Cy') 133.4 (C;) 138.0 (C-17) 140.7 (C-4)
141.3 (C,") 145.0 (C,) 152.2 (C-27) 155.9 (C-3) 160.1 (C=0). Ms (IE 70 eV) m/z (%): 464
(16, M%), 391 (13), 281 (55), 149 (31), 123 (49), 111 (57), 97 (84), 83 (98), 57 (100).
Analisis calculado para CxsH24N20sS: C, 64.64; H, 5.21; N, 6.03. Encontrado: C, 65.68; H,
5.39; N, 5.91.

3-(4-Fluorofenil)-1-formil-5-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (48c).
Sélido blanco. Rendimiento 45%. Punto de fusién 153 °C. IR (KBr) v(cm™) 1668 (C=0),
2881, 2925 (CHO). RMN-'H (400MHz, CDCls) & ppm 2.47 (s, 3H, CHs) 3.21 (m, 1H, H-
4a) 3.61 (s, 3H, OCHs;) 3.80 (m, 1H, H-4b) 5.52 (m, 1H, H-5) 6.78 (s, 2H, H-3", H-5") 7.15
(m, 3H, H-6", Hy") 7.33 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hy) 7.76 (M, 4H, H,, Hy") 8.97 (s, 1H, CHO).
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RMN-*C (100 MHz, CDCls) & ppm 21.7, 42.6, 55.8, 58.8, 110.4, 116.0, 116.2, 117.4,
124.6, 128.6, 128.7, 128.8, 129.5, 133.4, 136.4, 138.0, 140.5, 145.1, 152.3, 160.1. Ms (IE
70 eV) m/z (%): 468 (27, M"), 313 (34), 285 (75), 283 (69), 273 (32), 225 (33), 123 (100),
91 (63), 83 (25). Andlisis calculado para Cy4H»;FN,OsS: C, 61.53; H, 4.52; N, 5.98.
Encontrado: C, 60.49; H, 4.78; N, 5.85.

1-Formil-5-(3-metox-4-tosiloxifenil)-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol ~ (48d).
Sélido blanco. Rendimiento 55%. Punto de fusién 165 °C. IR (KBr) v(cm™) 1655 (C=0),
2839, 2936 (CHO). RMN-'H (400MHz, CDCl3) & ppm 2.45 (s, 3H, CHs) 3.17 (m, 1H, H-
4a) 3.57 (s, 3H, -OCHs') 3.77 (m, 1H, H-4b) 3.87 (s, 3H, -OCHz?) 5.47 (m, 1H, H-5) 6.75
(s, 1H, H-3") 6.77 (d, 33 = 4.0 Hz, 1H, H-5") 6.96 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,") 7.08 (d, 31 =8.0
Hz, 1H, H-6") 7.31 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hy,) 7.68 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H,") 7.76 (d, °J = 8.0
Hz, 2H, Ho) 8.95 (s, 1H, CHO). RMN-**C (100 MHz, CDCl5) & ppm 21.7, 42.6, 55.5, 55.7,
58.6, 110.4, 114.3, 117.5, 123.3, 124.5, 128.4, 128.6, 129.4, 133.3, 137.9, 140.8, 145.1,
152.2, 155.6, 159.9, 161.8. Ms (IE 70 eV) m/z (%): 480 (64, M*), 464 (25), 297 (96), 281
(80), 149 (99), 135 (82), 123 (89), 97 (68), 91 (92), 57 (100). Anélisis calculado para
CasH24N206S: C, 62.49; H, 5.03; N, 5.83. Encontrado: C, 62.66; H, 4.96; N, 6.08.

1-Formil-5-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol
(48e). Solido blanco. Rendimiento 52%. Punto de fusién 187 °C. IR (KBr) v(cm™) 1678
(C=0), 2885, 2921 (CHO). RMN-'H (400MHz, CDCls) & ppm 2.45 (s, 3H, CHj3) 3.20 (m,
1H, H-4a) 3.59 (s, 3H, OCH5") 3.78 (m, 1H, H-4b) 3.90 (s, 3H,0CH3?%) 3.92 (s, 6H,0CH3°)
5.49 (m, 1H, H-5) 6.75 (s, 1H, H-3") 6.77 (d, *J = 4.0 Hz, 1H, H-5") 6.96 (s, °J = 8.0 Hz,
2H, H,") 7.09 (d, %3 = 8.0 Hz, 1H, H-6") 7.31 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, Hy) 7.77 (d, %1 = 8.0 Hz,
2H, Ho) 8.96 (s, 1H, CHO). RMN-**C (100 MHz, CDCls) & ppm 21.7, 42.7, 55.7, 56.4,
58.8, 61.0, 104.2, 110.3, 117.4, 124.6, 126.0, 128.6, 129.5, 133.4, 138.0, 140.6, 140.7,
145.1, 152.3, 153.5, 155.6, 160.0. Ms (IE 70 eV) m/z (%): 540 (2, M"), 391 (6), 287 (7),
149 (11), 111 (17), 85 (100), 83 (100), 47 (68). Analisis calculado para C,;H2gN20sS: C,
59.99; H, 5.22; N, 5.18. Encontrado: C, 61,03; H, 5.37; N, 5.01.
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3-Fenil-1-formil-5-(3-metoxi-4-tosiloxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (48f).  Solido
blanco. Rendimiento 70%. Punto de fusién 151 °C. IR (KBr) v(cm™) 1670 (C=0), 2922
(CHO). RMN-'H (400MHz, CDCl3) & ppm 2.46 (s, 3H, CH3) 3.17 (m, 1H, H-4a) 3.64 (s,
3H, -OCHj3) 3.79 (m, 1H, H-4b) 5.50 (m, 1H, H-5) 7.07 (s, 1H, H-3) 7.21 (2, 2H, H-5", H-
6,) 7.33 (d, ®J = 8.0 Hz, 2H, Hy) 7.52 (t, °J = 8.0 Hz, 2H, Hy') 7.60 (t, °J = 8.0 Hz, 1H, H,)
7.78 (d,%) = 8.0 Hz, 2H, H,) 8.01 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,") 8.95 (s, 1H, CHO) RMN-*C
(100 MHz, CDCl3) & ppm 21.7, 42.4, 55.7, 58.8, 112.2, 120.9, 124.5, 128.5, 128.6, 128.7,
129.5, 130.0, 133.3, 134.9, 138.0, 140.0, 145.3, 152.2, 155.6, 160.1. Ms (IE 70 eV) m/z
(%): 450 (60, M*), 295 (64), 267 (100), 239 (28), 207 (53), 123 (42), 83 (58). Analisis
calculado para Cy4H2,N,0sS: C, 63.99; H, 4.92; N, 6.22. Encontrado: C, 63.90; H, 5.09; N,
6.35.

6.5.3 Sintesis de 3-(4-R-fenil)-1-formil-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-4,5-
dihidro-1H-pirazol 50a-e.

Una mezcla de 3-(4-R-fenil)-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-4-il]- 1H-
pirazol 49a (1 mmol) los cuales fueron reportado anteriormente por Insuasty y Col,” 'y
acido formico (1.5 mmol) en metanol (5 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 2
horas, se adiciond agua fria y se aislé el producto mediante filtracion al vacio se lavé con

etanol, obteniendo los productos sin procesos de purificacién adicional.

1-Formil-3-(3,4-metilendioxifenil)-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-4,5-
dihidro-1H-pirazol (50a). Sélido amarillo. Rendimiento 61%. Punto de fusion 254 °C. IR
(KBr) v(cm™) 1650 (C=0), 1620 (C=C, Ar), 2919, 2799 (C-H metileno) RMN-'H
(400MHz, DMSO-dg) 8 ppm 3.27 (m, 1H, H-4a") 3.96 (m, 1H, H-4b") 5.73 (m, 1H, H-5")
6.10 (s, 2H, CH,MD) 7.00 (d, %J = 8.0 Hz, 1H, Hm-C) 7.23 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H, H6-C) 7.35
(d, ®J = 8.0 Hz, 2H, H,-A, H2-C) 7.50 (t, °J = 8.0 Hz, 2H, H-A) 7.94 (d, %J = 8.0 Hz, 2H,
Ho-B) 8.11 (d, ®J = 8.0 Hz, 2H, Hn-B) 8.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H,-A) 8.57 (s, 1H, H-5)
8.85 (s, 1H, CHO). RMN-"*C (100 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 42.3, 51.6, 102.1, 106.6, 108.8,
119.3, 122.4, 123.3, 124.1, 125.7, 127.3, 128.3, 128.9, 129.6, 129.9, 139.8, 139.9, 147.8,
148.4, 149.9, 156.1, 160.2. Analisis calculado para CyHi9NsOs: C, 64.86; H, 3.98; N,
14.55. Encontrado: C, 64.69; H, 4,04; N, 14.68.
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3-(4-Bromofenil)-1-formil-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-4,5-dihidro-1H-
pirazol (50b). Sélido amarillo. Rendimiento 79%. Punto de fusidn 282 °C. IR (KBr) v(cm’
1) 1660 (C=0), 1597 (C=C, Ar), 1340 y 1504 (=C-NO, aromatico). RMN-'H (400MHz,
DMSO-dg) & ppm 3.33 (m, 1H, H-4a") 3.97 (m, 1H, H-4b") 5.79 (m, 1H, H-5") 7.36 (t, *J =
8.0 Hz, 1H, Hy-A) 7.52 (t, 2H,Hy-A) 7.66 (d, %] = 8.0 Hz, 2H, H,-C) 7.71 (d, ®J = 8.0 Hz,
2H, Hy-C) 7.89 (d, %3 = 8.0 Hz, 2H, H,-A) 8.04 (d, %J = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 8.30 (d, *J = 8.0
Hz, 2H, Hy-B) 8.46 (s, 1H, H-5) 8.86 (s, 1H, CHO). RMN-*C (100 MHz, DMSO-dg) &
ppm 42.7,51.8, 119.3, 123.3, 124.1, 124.3, 127.3, 128.3, 129.1, 129.6, 129.9, 130.8, 132.2,
139.8, 139.9, 147.7, 148.3, 155.6, 160.2. Analisis calculado para C,sH;1gBrNsO3: C, 58.15;
H, 3.51; N, 13.56. Encontrado: C, 58.04; H, 3.48; N, 13,72.

1-Formil-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-3-p-toluil-4,5-dihidro-1H-pirazol
(50c). Sélido amarillo. Rendimiento 60%. Punto de fusién 270 °C. IR (KBr) v(cm™) 1660
(C=0), 1597 (C=C, Ar), 1339 y 1505 (=C-NO, aromatico). RMN-"H (400MHz, DMSO-d)
8 ppm 2.36 (s, 3H, CHs) 3.27 (m, 1H, H-4a") 3.96 (m, 1H, H-4b") 5.75 (m, 1H, H-5") 7.27
(d, °J = 8.0 Hz, 2H, Ho-C) 7.34 (t, ®J = 8.0 Hz, 1H, H,-A) 7.50 (t, 2H,Hy-A) 7.64 (d, % =
8.0 Hz, 2H, Hy,-C) 7.87 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, Ho-A) 8.05 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 8.28 (d,
3) = 8.0 Hz, 2H, Hy-B) 8.41 (s, 1H, H-5) 8.83 (s, 1H, CHO). RMN-**C (100 MHz, DMSO-
ds) & ppm 21.4, 42.9, 51.5, 119.3, 123.4, 124.1, 127.2, 127.3, 128.3, 128.8, 129.6, 129.7,
129.9, 139.8, 139.9, 140.9, 147.7, 148.3, 156.4, 160.1. Anélisis calculado para CzsH,1NsOs:
C, 69.17; H, 4.69; N, 15.51. Encontrado: C, 69.30; H, 4.75; N, 15.33.

3-(4-Fluorofenil)-1-formil-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-4,5-dihidro-1H-

pirazol (50d). Sélido amarillo. Rendimiento 82%. Punto de fusion 260 °C. IR (KBr) v(cm’
1) 1672 (C=0), 1599 (C=C, Ar), 1339 y 1509 (=C-NO; aromético). RMN-'H (400MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 3.38 (m, 1H, H-4a") 4.02 (m, 1H, H-4b") 5.78 (m, 1H, H-5") 7.34 (m,
3H, Hy-A, H-C) 7.52 (t, %] = 8.0 Hz, 2H,H,-A) 7.84 (m, 2H, H,-C) 7.94 (d, °J = 8.0 Hz,
2H, Ho-A) 8.13 (d, %3 = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 8.35 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hn-B) 8.62 (s, 1H, H-5)
8.90 (s, 1H, CHO). RMN-*3C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 43.0, 55.6, 116.1, 116.3, 119.3,
123.4, 124.1, 127.3, 128.2, 128.3, 129.5, 129.6, 129.9, 139.8, 139.9, 147.7, 148.3, 155.5,
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165.2. Analisis calculado para C,sHigFNsO3: C, 65.93; H, 3.98; N, 15.38. Encontrado: C,
66.02; H, 4.14; N, 15.50.

3-Fenil-1-formil-5-[3-(4-nitrofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-4,5-dihidro-1H-pirazol
(50e). Sélido amarillo. Rendimiento 67%. Punto de fusién 268 °C. IR (KBr) v(cm™) 1671
(C=0), 1596 (C=C, Ar), 1337 y 1505 (=C-NO, aromatico). RMN-"H (400MHz, DMSO-d)
8 ppm 3.38 (m, 1H, H-4a") 4.04 (m, 1H, H-4b") 5.78 (m, 1H, H-5") 7.35 (t, °J = 8.0 Hz, 1H,
Ho-A) 7.50 (m, 5H,Hy-A, Hn-C, H,-C) 7.79 (d, ®J = 8.0 Hz, 2H, H,-C) 7.94 (d, ®J = 8.0 Hz,
2H, Ho-A) 8.14 (d, %J = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 8.35 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hy-B) 8.62 (s, 1H, H-5)
8.93 (s, 1H, CHO). RMN-"C (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 42.4 (C-4") 50.8 (C-5") 118.4
(Co-A) 123.0 (C,-C) 123.8 (C-4) 126.7 (C-C) 126.8 (Cy-B) 127.8 (C,-C) 128.7 (Cp-A)
128.9 (C-5) 129.5 (C-A) 130.5 (Co-B) 130.8 (Ci-C) 139.0 (Ci-A) 139.2 (Ci-B) 146.8 (Cp-
B) 147.4 (C-3) 155.9 (C-3") 159.9 (C=0). Analisis calculado para CysH;9NsO3: C, 68.64;
H, 4.38; N, 16.01. Encontrado: C, 69.49; H, 4.21; N, 15,98.

6.5.4 5-[3-(4-Clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]- 3-(4-R-fenil)- 1-formil-4,5-dihidro-
1H-pirazol 51a-g.

Una mezcla de 5-[3-(4-clorofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-4-il]- 3-(4-R-fenil)- 1H-

pirazol 49b (1 mmol) los cuales fueron previamente reportados por Insuasty y Col, ! e

hidrato de hidrazina (1.5 mmol) en metanol (5 mL) se agito a temperatura ambiente durante

4 horas, se adiciond agua fria y se aislo el producto mediante filtracion al vacio se lavo con

etanol, obteniendo los productos sin procesos de purificacién adicional.

5-[3-(4-Clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-1-formil-3-(3,4-metilendioxifenil)-4,5-

dihidro-1H-pirazol (51a). Solido beige. Rendimiento 63%. Punto de fusion 237 °C. IR
(KBr) v(cm™) 1656 (C=0), 1600 (C=C, Ar). RMN-'H (400MHz, DMSO-dg) & ppm 3.24
(m, 1H, H-4a") 3.94 (m, 1H, H-4b") 5.65 (m, 1H, H-5") 6.11 (s, 2H, CH, MD) 7.01 (d, *J =
8.0 Hz, 1H, HmM-C) 7.25 (d, *J = 8.0 Hz, 1H, H6-C) 7.32 (t, *J = 8.0 Hz, 2H, H,-A, H2-C)
7.50 (t, *J = 8.0 Hz, 2H, Hy-A) 7.56 (d, % = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 7.83 (d, *J = 8.0 Hz, 2H,
Hm-B) 7.90 (d, %3 = 8.0 Hz, 2H, H,-A) 8.50 (s, 1H, H-5) 8.86 (s, 1H, CHO). RMN-'*C (100
MHz, DMSO-dg) 6 ppm 42.9, 51.6, 102.1, 106.7, 108.8, 119.3, 122.4, 123.4, 124.1, 125.7,
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127.3, 128.3, 128.9, 129.6, 129.9, 139.8, 139.9, 147.8, 148.4, 149.9, 156.1, 160.2. Analisis
calculado para CysH19CIN4O3: C, 66.32; H, 4.07; N, 11.90. Encontrado: C, 66.40; H, 4.24;
N, 11.88.

5-[3-(4-Clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-1-formil-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol (51b). Sélido amarillo. Rendimiento 37%. Punto de fusién 190 °C. IR (KBr) v(cm’
1) 1669 (C=0), 1598 (C=C, Ar). RMN-'H (400MHz, DMSO-ds) & ppm 3.41 (m, 1H, H-
4a’) 4.02 (m, 1H, H-4b") 5.75 (m, 1H, H-57) 7.33 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H,-A) 7.50 (t, *J = 8.0
Hz, 2H, Hn-A) 7.56 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 7.84 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hn-B) 7.90 (d, 3J =
8.0 Hz, 2H, Ho-A) 8.02 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,-C) 8.33 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hy-C) 8.58 (s,
1H, H-5) 8.96 (s, 1H, CHO). RMN-'*C (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 42.5, 52.2, 119.1,
122.3, 124.2, 127.0, 127.9, 128.3, 128.9, 129.9, 130.4, 132.2, 133.6, 137.6, 139.9, 148.9,
149.4, 154.8, 160.6. Analisis calculado para C,sH1sCINsO3: C, 63.63; H, 3.84; N, 14.84.
Encontrado: C, 63.80; H, 3.78; N, 15.02.

5-[3-(4-Clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-1-formil-3-p-toluil-4,5-dihidro-1H-pirazol
(51c). Sélido blanco. Rendimiento 60%. Punto de fusién 230 °C. IR (KBr) v(cm™) 1672
(C=0), 1598 (C=C, Ar). RMN-'H (400MHz, DMSO-ds) 5 ppm 2.37 (s, 3H, CH3) 3.46 (m,
1H, H-4a") 3.97 (m, 1H, H-4b") 5.67 (m, 1H, H-5") 7.32 (m, 3H, H,-A, H,-C) 7.50 (t, %] =
8.0 Hz, 2H, Hy-A) 7.56 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 7.68 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H,-C) 7.85 (d,
3) = 8.0 Hz, 2H, Hp-B) 7.90 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, H,-A) 8.51 (s, 1H, H-5) 8.88 (s, 1H,
CHO). RMN-C (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 21.5, 43.0, 51.3, 118.7, 122.4, 126.9,
127.2, 127.7, 128.6, 129.2, 129.8, 129.9, 130.3, 132.1, 133.4, 139.7, 140.8, 148.8, 156.4,
160.2. Analisis calculado para CxH2:CIN,O: C, 70.82; H, 4.80; N, 12.71. Encontrado: C,
71.01; H, 4.75; N, 12.66.

5-[3-(4-Clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-3-(4-fluorofenil)-1-formil-4,5-dihidro-1H-

pirazol (51d). Sélido amarillo. Rendimiento 68%. Punto de fusion 214 °C. IR (KBr) v(cm’
1) 1651 (C=0), 1600 (C=C, Ar). RMN-'H (400MHz, DMSO-ds) & ppm 3.27 (m, 1H, H-
43") 3.93 (m, 1H, H-4b") 5.69 (m, 1H, H-5") 7.26 (t, *J = 8.0 Hz, 2H, Hp-A) 7.31 (t, 3J =
8.0 Hz, 1H, Hy-A) 7.47 (m, 4H, H,-B, Hyy-C) 7.76 (d, %3 = 8.0 Hz, 2H, H,-C) 7.80 (d, %] =
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8.0 Hz, 2H, Hpn-B) 7.84 (d, %3 = 8.0 Hz, 2H, Ho-A) 8.21 (s, 1H, H-5) 8.35 (s, 1H, CHO).
RMN-C (100 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 42.4, 50.9, 115.7, 115.9, 118.2, 122.2, 126.6,
127.2, 127.4, 128.7, 129.0, 129.1, 129.5 129.7, 131.4, 132.9, 139.1, 148.5, 155.2, 159.9,
162.1. Anélisis calculado para C,sH1sCIFN4O: C, 67.49; H, 4.08; N, 12.59. Encontrado: C,
67.61; H, 4.19; N, 12.53.

5-[3-(4-Clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-3-fenil-1-formil-4,5-dihidro-1H-pirazol
(51e). Sélido blanco. Rendimiento 46%. Punto de fusién 225 °C. IR (KBr) v(cm™) 1668
(C=0), 1597 (C=C, Ar). RMN-'H (400MHz, DMSO-ds) & ppm 3.36 (m, 1H, H-4a") 4.03
(m, 1H, H-4b") 5.76 (m, 1H, H-5") 7.34 (t, °J = 8.0 Hz, 1H, H,-A) 7.50 (M, 5H, Hp-A, Ho-
B, Hy-C,) 7.78 (d, ®J = 8.0 Hz, 2H, Hy-C) 7.92 (d, ®J = 8.0 Hz, 2H, H,-B) 8.12 (d, *J = 8.0
Hz, 2H, Ho-A) 8.34 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, Ho-C) 8.60 (s, 1H, H-5) 8.90 (s, 1H, CHO). RMN-
3C (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 42.9, 51.7, 119.1, 122.7, 126.9, 127.2, 127.8, 128.9,
129.1, 129.5, 129.9, 130.4, 130.8, 131.6, 132.4, 133.5, 139.9, 149.3, 156.4, 160.2. Analisis
calculado para CsH19CIN4O: C, 70.34; H, 4.49; N, 13.12. Encontrado: C, 70.47; H, 4.54;
N, 12.98.

5-[3-(4-Clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-1-formil-3-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol (51f). Sélido blanco. Rendimiento 67%. Punto de fusién 205 °C. IR (KBr) v(cm™)
1659 (C=0), 1602 (C=C, Ar). RMN-'H (400MHz, DMSO-ds) & ppm 3.23 (m, 1H, H-4a")
3.70 (s, 3H, OCH3) 3.91 (m, 1H, H-4b") 5.63 (m, 1H, H-5") 7.00 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hyn-C)
7.29 (t, %) = 8.0 Hz, 1H, H,-A) 7.46 (t, °J = 8.0 Hz, 2H, Hy-A) 7.53 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H,-
B) 7.69 (d, %1 = 8.0 Hz, 2H, H,-C) 7.81 (d, % = 8.0 Hz, 2H, Hy-B) 7.86 (d, %J = 8.0 Hz, 2H,
Ho-A) 8.45 (s, 1H, H-5) 8.84 (s, 1H, CHO). RMN-**C (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 42.5
(C-4") 50.7 (C-57) 55.3 (OCH;) 114.2 (C-C) 118.2 (Co-A) 122.4 (C-4) 123.3 (C,-C) 126.5
(Cp-A) 127.1 (C-5) 128.4 (C,-C) 128.7 (Co-B) 129.5 (Ci-B) 129.8 (C-A) 131.5 (C,-B)
132.9 (C;-B) 139.2 (Ci-A) 148.4 (C-3) 155.6 (C-3") 159.6 (C;-C) 160.0 (C=0). Analisis
calculado para CysH»;CIN,O,: C, 68.34; H, 4.63; N, 12.26. Encontrado: C, 67.50; H, 4.74;
N, 12.17.
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3-(4-Clorofenil)--5-[3-(4-clorofenil)-1-fenil-1H-pirazol-4-il]-1-formil-4,5-dihidro-1H-
pirazol (51g). Sélido blanco. Rendimiento 78%. Punto de fusién 210 °C. IR (KBr) v(cm™)
1673 (C=0), 1595 (C=C, Ar). RMN-'H (400MHz, DMSO-ds) & ppm 3.26 (m, 1H, H-4a")
3.95 (m, 1H, H-4b") 5.67 (m, 1H, H-5) 7.30 (t, %] = 8.0 Hz, 1H, H,-A) 7.47 (t, ®J = 8.0 Hz,
2H, Hyp-A) 7.53 (d, 3J = 8.0 Hz, 5H, Ho-B, Ho-C) 7.76 (d, *J = 8.0 Hz, 2H, Hn-C) 7.80 (d, J
= 8.0 Hz, 2H, Hy-B) 7.86 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ho-A) 8.50 (s, 1H, H-5) 8.87 (s, 1H, CHO).
RMN-*C (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 42.3, 51.0, 118.2, 122.2, 126.5, 127.2, 128.4,
128.7, 128.8, 129.5, 129.8, 131.5, 132.9, 135.1, 136.9, 139.2, 148.4, 154.9, 159.9. Analisis
calculado para C,sH18CIoN4O: C, 65.09; H, 3.93; N, 12.14. Encontrado: C, 64.21; H, 4.05;
N, 12.32.
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