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Resumen

RESUMEN

En este trabajo se describe la sintesis de 5 chalconas a partir de la condensacién Claisen-
Schmidt de/aldehidos sustituidos con acetofenona en etanol usando diferentes nimeros de
equivalentes de‘una solucién de NaOH al 0.05 M. Los compuestos obtenidos son: (E)-3-(3-
nitrofenil)- 1-fenilpfop-2-en-1-ona, (E)-3-(4-nitrofenil)- 1-fenilprop-2-en-1-ona, (£)-3-(2,6-
diclorofenil)- 1-fenilprop-2-en-1-ona y (2E,dﬁ)-5-(2-nitrofenil)-l-fenilpenta-2,4-dien-l-ona
se obtuvieron con mayofes rendimientos cuando se utilizé 1 equivalente de la base.
Mientras que el compueste”(E)<3-(2-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona se obtuvo con 90 %
de rendimiento en una reaccign’ de dos pasos a partir de la hidrélisis dcida del aldol
correspondiente obtenido previamente por la condensacion entre acetofenona y 2-

nitrobenzaldehido.

Ademis se describe la formacién de aductos de Michel a partir de la adicion de carbaniones
de malonato de etilo a las chalconas sintetizadas, utilizando una mezcla de 20 % mol del
compuesto  (1’S)-(-)-[4- Alcoxi-(6R)-metil-2-0xo0:1-(1’-feniletil)-1,2,5 6-tetrahidro-piridin-
3-il]- dimetil sulfonio (zwitterion), con*3/8 equivalentes de carbonato de potasio en tolueno
anhidro; los productos de adicién se obtlivieron” €on rendimientos moderados y no se

observo induccién asimétrica por parte del zwitterion.

Por otra parte, se determiné y evalué el maximo efecto proteCtor antiinflamatorio (MEPA)
de tres nitrochalconas sustituidas en el anillo B, a dosis de 200 mg/kg con el modelo de
inflamacién inducido con carragenina en la rata usando meloxicam como firmaco de
referencia. Los resultados demuestran que el meloxicam p.o. (10 mg/Kg) es més potente
que las nitrochalconas i.p. (200 mg/Kg) y el meloxicam i.p. (10 mg/Kg) los cuales tienen

similar efecto antiinflamatorio.




Abstract

ABSTRACT

In this workswe describe the synthesis of five chalcones was carried out by the Claisen-
Schmidt condensation of ditferent aldehydes whit acetophenone in ethanol using different
numbers of equivalents of NaOH solution to 0.05 M. The resulting compounds are: (£)-3-
(3-nitrophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one, (E)-3-(4-nitrophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one,
(E)-3-(2,6-dichlorophenyl)-1-phenylprop-2-en -1-one and (2E, 4FE)-5-(2-nitrophenyl)-1-
phenylpenta-2,4-dien-T-one were obtained in higher yields when was used 1 eq. of the base.
While the compound (E)-3%(2-nitrophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one was obtained with 90
% yield in a two steps reaction from the acid hydrolysis of the corresponding aldol obtained

previously by condensation betWeen acetophenone and 2-nitrobenzaldehyde .

We also describe the formation of#Michel adducts. This procedure was carried out by
addition of ethyl malonate carbanion tochalcones synthesized, using a mixture of 20 mol %
of compound (1'S)-(-)-[4-Alkoxy=(6R)-methyl-2-oxo0-1-(1'-phenylethyl)-1,2.5,6-tetrahydro-
pyridin-3-yl]- dimethyl sulfonium (Zwitterion) ' with 3.8 equivalent of potassium carbonate
in anhydrous toluene. Addition products wese” obtained in moderate yields and no

asymmetric induction was observed whenwe using of Zwitterionic compound

Moreover, were evaluated the maximum anti-inflammatery, protective effect (MAPE) of
three nitrochalcones substituted on the ring B, at dose of 200"mg/kg whit the carrageenan-
induced rat hind paw edema model using meloxicam as referenee drug. The results showed
that meloxicam p.o. (10 mg/kg) is more potent than nitrochalcones i.p. (200 mg/Kg) and

meloxicam i.p. (10 mg/Kg) which have similar anti-inflammatory effect’




Indice de productos

INDICE DE PRODUCTOS

o) NO,
&

(E)-3-(2-nitrefenil)-1-
fenilprop-2-en: 1-ona

0]

I y l NO,
(E)-3-(3-nitrofenil)-1-
fenilprop-2-en- 1-ona

O

T
NO,

(E)-3-(4-nitrofenil)-1-
fenilprop-2-en-1-ona

(1a) (1b) (1c)
0
o ci A O OH NO,
~ ) ® M
She® o R’

(E)-3-(2 6-diclorofenil)-1-
fenilprop-2-en-1-ona

(2E AE)-5-(2-nitrofenil)-1-
fenilpenta-2 4-dien-1-ona

3-hidroxi-3-(2-nitrofenil )-1-
fenilpropan-1-ona

(1d) (le) @)
o o o Q . o
N PNy
‘ o O 0 ‘ 0~
0”0 O,N 0~ o
Yo, L clg? >0

(+/-)-2-| 1-(3-nitrofenil)-3-
oxo-3-fenil-propil]
malonato de dietilo

(3b)

(+/-)-2-| 1-(4-nitrofenil )-3=
oxo-3-fenil-propilimalonato
de dietilo
(3¢)

(+/-)-2-[ 1-(2 6-diclorofenil)-
3-oxo0-3-fenil-
propil]malonato de dietilo
(3d)

(+/-)- (E)-2-(1-(2-
nitrofenil)-5-oxo0-5-
fenilpent-1-en-3-il)
malonato de dietilo

(3e)




Estructuras cristalinas

ESTRUCTURAS CRISTALINAS

Férmula: Ci1sHiiNOs

Dimensiones del cristal: 0.497x0.4045x0.1346 mm’
Sistema Cristalino: Monoclinico
Grupo Espacial: la

Dimensiones de la celda unitaria:

a: 15.065986) A° b: 3.94095(18) A°
c: 20.4528(9) A°

Volumen: 1213.99 (11) A
Z,7°:40

Peso'Molecular: 253.07 g/mol
Densidad(calc): 1.386 g/cm’

Coeficiente de absorcién: 0.098 mm’!

Férmula: CisH;sNOy

Dimensiones del efistal: 0.4944x0.1784x0.0496
Sistema Cristalino: Menfoglinico
Grupo Espacial: P 2i/n

Dimensiones de la celda unitarias

a: 14.1718(4) A° b: 5.546766(17YA°
c: 17.3154(4) A°

Volumen: 1320.42 (6) A*

2,72°:4,0

Peso Molecular: 271.26 g/mol
Densidad (calc): 1.365 g/cm’

Coeficiente de absorcion: 0.832 mm'!




Estructuras cristalinas

Férmula: C22 Hxs NOy

Dimensiones del cristal: 0.4718x0.1353x 0.0647 mm’
Sistema Cristalino: Monoclinico

Grupo Espacial: P 2i/c

Dimensiones de la celda unitaria:

a: 109639(4) A° b: 18.2684(9) A®° ¢: 21.6037(8) A°
Volumen: 4308.08 A’

Z,27:4.0

Peso Molecular: 413.1(3) g/mol

Densidad (calc): 1.278 g/em’

Coeficiente de absorcion: 0.805 mm'
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Introduccién

INTRODUCCION

La sintesiS organica ha constituido, desde los origenes de la Quimica Orgédnica uno de los
objetivos prioritarios de la misma. Los objetivos de la sintesis orgdnica varfan mucho
dependiendo del/dmbito en que se desarrolle, a nivel de investigacién podemos sefialar los
siguientes: verifica€ién estructural de productos de origen natural; biisqueda de compuestos
ﬁn posible actividad=bioldgica, preparacién de andlogos de productos de actividad
conocida y posterior €studio de los mismos; sintesis de compuestos de especial interés
estructural y por ultimo al"desarrollo de nuevas reacciones, reactivos o metodologias de

sintesis.!

La primera sintesis organica datd de, 1828, cuando Friedrich Wohler obtuvo urea a partir de
cianato de plomo y amdnico. Desde€ntonces mds de 10 millones de compuestos orgdnicos
han sido sintetizados a partir de compuestos mds simples, tanto orgdnicos como
inorgdnicos. La sintesis de compdestos ‘valiosos que actian como intermediarios en la
construccién de moléculas mas cemplejas como,es caso de los compuesto denominados
chalconas es de suma importancia debido a las“muiltiples aplicaciones que tienen en la
4

.. . . . “a . .
formacién de compuestos tales como: flayonoides, iSoflavonoides,- plrazolé:s,3 cumarinas,

entre otros; ademds de contar con valiosas actividades biol6gicas.

La sintesis de los compuestos conocidos como aductos de Michael a partir de la adicion de
carbaniones de malonato de alquilo a chalconas es muy importafites pues estos compuestos
participan en la formacidén de ciclopropanos y oxetanos los cuales son significativos en la
construccién de taxoles, trambozanos A», algunos sesquieterpen lactonas, diterpenos entre
otros. Numerosos reportes hacen referencia al uso de diferentes tipos de eatalizadores en la
preparacion de los aductos de Michael, entre estos complejos heterobimetalicos quirales,
sales de amonio cuaternarias y catalizadores de transferencia de fases quiralesiasi-como el

uso de diferentes tipos de catalizadores derivados de L-prolina.3~’

Con el interés de contribuir el presente trabajo consta de dos elementos importantess.el
primero enfocado a la sintesis de chalconas en condiciones ecoamigables mediante /4
condensacién entre acetofenona y aldehidos sustituidos, las cuales se hicieron reaccionas

con malonato de dietilo para obtener los aductos de Michael correspondientes. Esquema 1|




Introduccién

o R,
R, © P R,
L g, O 0
R
Ry Rg ©)L CH; Ri 3
1a-d
—_—
NO, 0 Q Py NO;
e SARas
1e
Donde:
a: Ry= NO; R#=R3=R,=H
b: Ry=R;=R,=M; R{= NO,
¢: Ry=R,=R,=H; Rs=.NO,
d: Ry;=Ra=H; R,= Rg=0l
Esquema 1

Por otro lado las chalconas, constifuye una importante clase de productos pertenecientes a
la familia de los flavonoides, sintéticos o _presentes en una variedad de especies de plantas
han sido usados en la medicina cemg antibaeferianos, antiftingicos, anticancerigenos,

antidepresivos, antiinflamatoria, etc 89

La inflamacién es resultado de varias condiciones “patolégicas, por ejemplo artritis,
ateroscler(ﬁ's, sindrome metabdlico, alergias y otras enfermé€dades autoinmunes, asi como
el cancer. El proceso de la inflamacién se compone de una seti€ de cambios de la terminal
de tejidos, que tienden a eliminar los agentes perjudiciales y reparar el daiio tisular. El
tratamiento general se basa en farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s), los
cuales son conocidos por la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa¥(implicada en la
inflamacién). Por lo que la bisqueda de nuevos firmacos antiinflamatorio§ representa un
10,11

importante campo en el descubrimiento de nuevos farmacos.

El segundo elemento de esta tesis aborda la evaluacién de la actividad antiinflafiatoria de

tres de las chalconas sintetizadas (la-c¢) con el modelo de inflamacién inducide eqn

carragenina en la rata.
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Marco Tedérico

1.1{CHALCONAS: GENERALIDADES

Las chaleonas constituyen una importante clase de productos pertenecientes a la familia de
los flavonoides y estdn presentes en una variedad de especies de plantas como frutas,
vegetales, especias, té y productos hechos a base de soja, ademds sirven como precursores
claves para la preparacion de varios flavonoides, isoflavonoides e importantes heterociclos
tales como benzodidcepina, pyrazolinas, 1.,4-dicetonas y flavonas. Las chalconas naturales
o sintéticas poseen” umy, amplio espectro de actividades biologicas tales como
antiinflamatorias, antitubefciilesas, antioxidante asi como propiedades citotéxicas. Los
cambios estructurales presentes.eh las chalconas le confieren una gran diversidad que puede
ser usado para el desarrollo de huevos agentes medicinales que sean mds potentes y menos

toxicos.!>4

Las chalconas poseen dobles enlaeces \conjugados y un sistema de electrones-n
deslocalizados por completo ensambos*anillos de Aromdticos. Desde una perspectiva
clasica las 1,3-diaril-2-propen-1-ona se sintetizan a partir de la condensacién de Claisen-
Schmidt entre aldehidos y acetofenonas sustituidas siendo catalizadas por el uso de bases
fuertes tales como NaOH, KOH, Ba(OH),. Hay gnformes de condensaciones alddlicas
catalizadas por dcido, por ejemplo, AlClz, BF3.HCI seco, ZrHz/NiClz y RuCls (para cetonas

ciclicas y aciclicas). Esquema 2.

O O
H* 6 B
| = CHs | = H ——
+
= A H,O
Rq/ Rz 2
Esquema 2.

Quimicamente las chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-onas) son cetonas d,Bsinsaturados
contienen dos anillos aromdticos (anillo A y B) los cuales pueden estar diversamente
sustituidos. Los anillos estdn interconectados por tres dtomos de carbonos que tienen un
sistema carbonilo a,p-insaturado altamente electrofilico y que asume una estructura lin€al‘o

casi plana." Figura 1.




Marco Teoérico

Sitios electrofilicos

=

Figura 1.

Al poseer las chalcona$ dos sitios altamente electrofilicos se les considera buenos aceptores
de nucledfilos. Por otro lad6;)las condensaciones tipo Claisen-Schmidt, '® pueden llevarse a
cavo en medio acuoso pues numetosos reportes han publicado su preparacién en soluciones
etanol-agua, lo cual ha resultado ser una mezcla que favorece la formacién de precursores
importantes que intervienen en ‘lay sintesis de compuestos mds complejos y pueden

participar en reacciones como la de adieion tipo Michael.

1.2 ADICION DE MICHAEL:GENERALIDADES

La adicién de Michael (o adicién conjugada) es uno de los métodos mds importantes para la
formacién de un nuevo enlace carbono-carbonosinvolucra la adicion de una especie
nucleofilica a un enlace electrofilico. El" poder de _las reacciones de adicién conjugada,
emplea una amplia variedad de sustancias que pueden servir como electréfilos (aceptores
de Michael) tales como cetonas, aldehidos o ésteres o,p-insaturado u otros que posean un
grupo electroatractor (EWG por sus siglas en inglés) como uf grupo nitro, ciano, sulfonil,
etc.; por otro lado numerosos nucledfilos (donadores de Michael) pueden ser utilizados,
tales como nitroalcanos, ésteres malonicos, cetoésteres 1,3-dicetonase nitroésteres, 1,3-
dinitrilos, etc., los cuales son descritos como nucledfilos valiosos parala,adicion conjugada

a sistemas a,p-insaturados.'”!® Esquema 3

<EWG . EWG Base EWG

== -
EWG (catalizador) EWG EWG
Nucleofilo Electrdfilo

Esquema 3
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En el/Esquema 4 se describe el posible mecanismo por el que se lleva a cabo la reaccion.
En gereral, esta reaccidn comienza a partir de la abstraccion de un protén por una base (B")
a partir dé] edmpuesto que posee un metileno activo, tal como malonato de dietilo (paso 1).
Luego, el carbanién formado se adiciona al carbono B de una cetona o,fB-insaturada para
formar un nuevo, enlace carbono-carbono (paso2). Por dltimo (paso 3) el enolato se

isomeriza para profonarce y generar el producto final."

o 0 o o
EtOMOEt “, B EtOJ\,éU\OEt + BH (Paso)
o
Z>Ph
COOEt (Paso 2)
Ar
COOEt
o o)
~Pn > = Ph (Paso 3)
coogt + BH + B aso
A N COOEt
COOEt COOEt

Esquema 4

Los aductos producidos mediante esta reacCion son compuestos especialmente ttiles en

sintesis orgdnica ya que participan en la construccién de moléculas mds complejas.

En numerosos reportes donde realizan adiciones de Michael se¢han utilizado catalizadores
quirales, incluyendo complejos heterobimetdlicos quirales, catalizadores derivados de L-
prolina, complejos de calcio-BINOL y catalizadores de transferencia d€'fases quirales asi

. . . . 20. 2
como el uso de diferentes tipos de sales de amonio cuaternarias.?’ !

Sin embargo el uso de zwiteriones para este tipo de adiciones no se ha_repertado, a

continuacidén de describe que son los compuestos zwitteriénicos.

1.3 ZWITTERION: GENERALIDADES

Un zwitterion es un compuesto neutro ya que posee una carga eléctrica formal positiva, y

una carga negativa sobre dtomos no adyacentes dentro de la misma molécula, también son
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conogidas como sales de par i6nico Intimo. El ejemplo mds comiin de zwitteriones son los

aminedcidos. Estos compuestos tienen un grupo amino (bdsico) y un écido carboxilico
(dcido).-El_gfupo amino es una base suficientemente fuerte para extraer el hidrogeno del

grupo dcido’de-reaccién dcido-base dando lugar al correspondiente zwitterion. Esquema 5

H\ Iﬂ ;P H\@:J||-| .-',.-’O

N-C-C —= HN-C-C g

H H OH H H O
Esquema 5

Otro ejemplo de un zwitterion son los alcaloides que contienen un grupo carboxilico como

son: 4cido lisérgico, psilocibifias también las betainas. Esquema 6

0.._OH
'y WG Y
N P “H
Q Y. o}
N =l
] e o
N N
H H
acido lisergico psilocibina betaina
Esquema 6

También se encuentran los zwitterion quinonoides, que sorf un tipo especial de zwitterion
cuya unidad estructural es la quinona. El 1 3-dihidroxi-4 6-dianiinobenceno es ficilmente
oxidado por el aire en agua o en metanol hacia el sistema quinoneide. Este compuesto es
mds estable y existe como un zwitterion después de la transferenciafde un protén. Esquema

7

bl 2
O == Oy pe e
- . - -
HN NH, H20 0 CH;OH HN NH, H,N7 “NHg
[
zwitterion
quinonoide

Esquema 7
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p)
Debidoé a que estos compuestos poseen una carga negativa y una positiva, pueden actuar
co

s 0 como dcidos, por ello han sido utilizados como organocatalizadores en

diverso y§ de reacciones.??

L
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1.4 INFLAMACION

La inflamaciéon puede ser inducida por diferentes factores, incluyendo el dafio fisico,
precursoreS quimicos, la invasién microbiana y la respuesta. En términos generales, la
inflamacién centrolada es una respuesta beneficiosa que pueda defender y proteger el
cuerpo contra“Jos™factores nocivos, pero si el cuerpo regula la inflamacion de forma
disfuncional, entonces la inflamacién tendrd un efecto adverso en el cuerpo, tales como la
aparicion de inflamagién“Crénica y una serie de reacciones en cadena. Un gran nimero de
mediadores inflamatories conducen a los efectos nocivos sobre el cuerpo, incluyendo la
excesiva degeneracidn, exudacion, la necrosis o la formacion anormal de granulacién,
dando como resultado diferentes” grados de lesion en el cuerpo. Porque la inflamacién
implica muchos mediadores de la inflamacién y vias que conducen a una amplia gama de
cambios en la patologia, es dificil-identificar el drea deseada en el tratamiento de la
inflamacién. El tratamiento actual de trasternos inflamatorios en la medicina occidental a
menudo implica el uso extensivo dédrogas no esteroideas antiinflamatorias (AINEs) y los

corticosteroides.??

Los AINE’s son una de las terapias Clinicas mdsitiles para el tratamiento del dolor, la
fiebre y la inflamacién. El mecanismo prineipal por el'cual los AINE’s ejercen su actividad
antiinflamatoria es a través de la inhibicién(de/derivad0s-de ciclooxigenasa (COX) en la
sintesis de prostaglandinas, la cual también e§ responsable-de efectos secundarios como

dafio hepitico, renal o gastrointestinal, que se observa principalmente por el uso de AINE’s.

Por lo tanto, existe el reto para la industria farmacéutica para elsdesarrollo de agentes
antiinflamatorios efectivos con mayor perfil de seguridad. Una de/las estrategias mas
importantes que se utilizan para desarrollar firmacos antiinflamatorios no esteroideos sin
efectos secundarios, es el disefio de fairmacos donadores de oxido nitrico (NO-AINEs) que
son capaces de generar el biomediador radical y agente gastroprotector ‘WOy El NO
contribuye a la modulacién de varias funciones en el sistema digestivo, tiene la ¢dpacidad
de aumentar el flujo sanguineo de la mucosa, produciendo una mayor resistencia_de la
mucosa a la ulceracién, el NO también impide la adherencia de los leucocitos al endotelio
vascular, que se conoce para modular la secrecion de moco gastroduodenal y bicarbonato,

el 6xido nitrico no solo puede influir profundamente en el sistema inmune de la mucosa,
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sino_gtie también aumenta la capacidad de las células de la mucosa a someterse a la
curaeiény reparacion de la ulceras. El NO existente también se conoce que acttia sobre el
sistema s€nal; principalmente a través de estimulacion del flujo sanguineo renal. Por otra
parte, los derivados de chalconas naturales y sintéticos son de interés actual, debido a su

actividad antiinflamatoria >*

1.5 MODELOS DE INFLAMACION EN ANIMALES

Es bien sabido que la inflamacién puede inducir hepatitis, neumonia, colitis, asma, artritis y
otras enfermedades inflathatorias y autoinmunes, que cada dia son mds comunes.
Actualmente, las aplicaciones en” enfermedades relevantes y el uso de modelos animales
proporcionan métodos de gran alcance para el estudio de farmacos antiinflamatorios.
Ademds, hay muchos modelos animales de inflamacién cldsicos, que se utilizan a menudo
para probar fiarmacos antiinflamatoriesy como la hinchazén de la pata inducido por
carragenina, hinchazén de la oreja induweida por xileno y el granuloma inducido con

algodén.

Elegir con precision el modelo de inflamacién puédesser iitil para probar los efectos de los
medicamentos antiinflamatorios y estudiacdas caractéristicas de dichos medicamentos. Los

modelos de inflamacién en animales se muestran en laTabla 1.

El edema producido en la pata con carragenina, formalina, hiStamina y albimina en ratones
y ratas son los modelos inflamatorios cldsicos que no provocan infecciosas agudas. En estos
modelos, la dilatacién capilar de sangre local, el aumento de la permeabilidad de los vasos
sanguineos, la exudacién y el edema que se producen, son simildares a la respuesta
inflamatoria en el ser humano. Estos modelos se utilizan a menudo para‘probar diferentes

.. . 2
agentes ant11nf1amat0r105.‘3




Tablasl: Enfermedades inflamatorias en modelos animales
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Enfermedad Inductor Especie animal
Extracto/ humo de cigarro Células A549
- Substancia P Células PA549
PulmOnigs Chlorine gas Raton-FVB/N
LPS Células A549
Acido Acético Rata- Macho SD
TNBS Rata- Macho SD
Colitis DSS Ratén-Hembra C57BL/6
Occlud the superior mesenteric artery Rata- Macho Wistar
IL-10-/-deficiencia Ratones deficientes- IL-10
Hepatitis CCl4 Rata- Macho SD
Con A Ratén-Hembra C57BL/6
Asma OvA Macho-BALB/c
CFA Rata- Macho SD
Tipo II del coligeno Ratén- Macho DBA/1]
Artritis Carragenina Rata- Macho SD
LPS Conejo- Hembra/New Zelanda
Yodo acetato mono sodico Rata- Macho SD
. Bacteral Rata- Macho SD
Prostatitis Benzoato de estradiol Rata- Macho SD
Alzheimer’s Ab Ratén- Astrocitos
, 6-OHDA Rata- Macho SD
Parkinson’s MTPH Rat6n- Macho C57BL/6
Zymesan A Rata- Macho Wistar
Aterosclerosis Admin lslra:: 1((’;)[:: :é:?l;aﬁg ;;lamma DYy Rata- Macho SD
Raton- Macho ICR
Carragenina, Rata Wistar
Rata- Macho SD
Formalina Raton- Macho ICR
Raton- Macho ICR
Edama de pata Histamina Rata- Macho Wistar
Ratén Kunming
Rata Wistar
Albumina g2 Wistar
Ratén Kunming
Ratas Macho SD
Xileno Rata Wistar
. Ratén Kunming
Edema de la Oreja crotonoil Ratén- Mache Swiss
Ratén- Macho ICR
TPA Raton- Macho ICR,
Rata- Macho 5D,
Granulacion Croton Pellet Rata- Macho Wistar
Ratén- Kunming
Rata- Macho SD
Vascular Acido Acético Rata- Macho Wistar

Ratén- Kunming

12
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1.5.LMODELO DE INFLAMACION INDUCIDO CON CARRAGENINA

La carragenina es una mezcla de polisacdridos sulfatados y la inflamacién inducida con esta
sustancia e§ un modelo experimental bien caracterizado que permite la cuantificacion tanto
del edema ‘eomo de la hiperalgesia presente en el sitio de aplicacién de carragenina. La
respuesta inflamateria a una inyeccién de carragenina en la pata de la rata fue estudiada por
Winter y colabofadores en 1962 y posteriormente desarrollada por estos mismos autores
mo un modelo de ififlamacion para la investigacion de farmacos antiinflamatorios ya que
también se demostré que hay una buena correlacién con la eficacia analgésica de este
modelo en humanos.”® Se.sabe que una inyeccién intraplantar de carragenina en la rata
induce edema asociado cans€l.desarrollo de alodinia mecdnica, calor e hiperalgesia
mecdnica y térmica.*?
Por medio de este modelo se busca estudiar el dolor inflamatorio y edema producido por
dilatacién e incremento en la permeabilidad de los vasos sanguineos producidos por la

citotoxinas proinflamatorias, productos de 1a.€OX y aminas simpaticomiméticas.™

Este modelo ha ganado popularidad‘como bioensdyo- para los AANE’s por varias razones
técnicas:
a) Permite realizar pruebas independientes.en cada’pata

b) La prueba puede realizarse con un manejo minima del animal

Por lo antes expuesto, se considera que el modelo de hiperalggsia térmica e inflamacién
inducida con carragenina en la rata es un buen modelo animal.que permite cuantificar el

efecto antiinflamatorio de los AANE:s.

En base a los temas abordados, a continuacidn se describen los reportessobréla sintesis de
chalconas y de aductos de Michael a partir de la adicién de carbaniones ‘de malonatos de
alquilo a sistemas enonas asi como aquellos trabajos relacionados sobre#la<actividad

antiinflamatoria en chalconas.
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2. I/SINTESIS DE CHALCONAS

La sintesi§ para la obtencién de chalconas es variada, pero desde un punto de vista cldsico
se puede comentar que en 2003 Cravotto®' y colaboradores reportaron el uso de la reaccién
aldolica como la forma de crear un nuevo enlace carbono-carbono para lo cual hicieron
reaccionar acetofefionas aromdticas con aldehidos no enolizables, en presencia de una
solucién acuosa d¢” NaOH a 1.25x10% M bajo condiciones ultrasénicas, obteniendo
compuestos f-hidroxicetona sustituidos y chalconas con rendimientos de 20 a 78 % y

tiempos de reaccién menor€s ash. Esquema 8

= Donde:
o 0 R= 4-OH-3-OCH3CgH3: 20 %

,U\H NaOH

CH; + R

Donde:

R= fenil: 75 %
4-NOQCBH4: 78 %
4-CH3CgHy: 46 %

= 3-NO,CgHy; 76 %

= 3,4-OCH3C6H31 74 %
= 4-NH,CgH,: 62 %
=4-OCH3CgH,: 37 %

Esquema 8

Terenzi*? y equipo en el 2008 reportaron la'sintesis de ufid)serie de chalconas, las cuales
fueron preparadas por condensacién alddlica entre aldehid0s ¥ acetofenonas en metanol,

KOH al 50%, 24h; con rendimientos entre el 36 al 91 %. Esquema 9

" Ry” O
MCW . )JU Metanol, KOH 50%, 24h O Z O 2
HsCO OCHj; Rs H;CO ]

CH; Ry

Donde:

R= OH; R,= NOF R§=H: 51 %
Ry= OH: R,= CI: R3= H" 36 %

R1= OCHs, R2= Cl, R3= H191 %
R1= OCHg, R2= NOZ‘ R3= H: 43 %
Ry= OCHa: Ry= CI: Ry= H: 89%

Esquema 9
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En el/mismo marco de ideas, en 2009 Hormaza™ y equipo sintetizaron una serie de
chaleefas con rendimientos moderados mediante la condensacién de Claisen-Schmidt a
partir desacetofenonas y benzaldehidos sustituidos en posicién meta utilizando una solucién
de NaOH al.k5 N como catalizador en etanol a reflujo a una temperatura de 60 °C y

tiempos de reaceién de dos horas. Esquema 10

O O (0]
Ri CHg”  H Rz NaON R4 O Z O R2
Etanol

Donde:

R4=H, Ry= OCHj3; 65 %

R4= OCH3, R,= H; 68 %

R,= OCHj;, R,= OCHj;; 60 %
R1= NOQ, R2= H3, 65 %

R4= H, R,= NO,; 67 %
R1= NOz, R2= NOz, 68 %

Esquema 10

En el 2012 Correa® et al reportaron la sintesis'de.chalconas con rendimientos del 62-95 %
a partir de la condensacién Claisen=Schmidt de“aldéhidos 3 4-sustituidos y acetofenonas
sustituidas en una mezcla de una solucién_acuosa’ de hidroxido de potasio al 50 % y

metanol a temperatura ambiente por tres horas=Esquema 1'l

Ry O o & o
R
2 CHy o Rs  KOH 50% (aq) Rs _ Rs
+ - -
Rs Ra Rs  MEOH, 3 h. Rs O R, O R
6

Donde:

R1: R2: R4: H, R3: Br, Rsz Rsz OCHzO 95 %
Ry= R4= Rg= H, Ry= Ry= OCH, 0! Ri= Br: 92 %
Ry= Ry= Ry= H, Ry= Br, Rs= H, Rg= OCHa: 90 %
R1: R2: R4: Rsz RSZ H, R3: Br: 83" %

Ry= OH, Ry= I, Ry= R,= Rg= OCHz Rg=H: 62 %

Esquema 11
A continuacién se presentan antecedentes sobre la adicién de Michael a chalconds en

presencia de diferentes catalizadores.
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2.2 REACTIVIDAD DE LAS CHALCONAS: ADICION DE MICHAEL

Las chalconas son moléculas muy reactivas que sirven como precursores para la sintesis de
otros prodiictos, entre los que se destacan la sintesis de varios flavonoides, isoflavonoides,
pirazoles, cumarinas, asi como intervienen en la formacion de triazoles o en reacciones de

Diels- Alder, epoXidacién y adicién de Michael 43336

En lo que respecta’aeste.tipo de adicién de Michael, Kim®” y colaboradores en el 2001
aplicaron el uso de” sbtomuro de N-(35-di-fert-butil-4-metoxi)bencilcinchona como
catalizador en la adicién de Michael a derivados de chalconas en tolueno a temperatura
ambiente generando productos.con enantioselectividades moderadas en presencia de 10 %

mol del catalizador y exceso de'K2€Os. Esquema 12

Catalizador 10% mol 0 R,
o CO,Bn K,CO4 CO.Bn
RN, <CO B R)v'\l/ ’
1 2 26N Tolueno CO.Bn
rty44=20h 2
, = Donde:
Catalizador: a2 Ry=R,= Ph: 91%, 70% ee

R =2-tionil, Ry= Ph: 94%, 61% ee
Ri= m-BrCgH,l, Ro,= B-Np: 60%,67% ee

tBu
"0
OMe

Salunkhe®® y colaboradores en el 2003 realizaron adiciones tipo Michael a partir de

Esquema 12

malonata de dimetilo y chalcona con bromuro de quinina usando liquidos“idnicos tales
como 1-butil-3-metilimidazolio de hexafluorofosfato ([bmim] PFg), ) 1-butil-3-
metilimidazolio de ftetrafluoroborato ([bmim] BFi), vy l-butil-Z-ﬁmio de
tetratfluoroborato ([bpy] BFs). Los productos se obtuvieron en excelentes rendimientos en
periodos de tiempo relativamente cortos. Favoreciendo el enantionero S en Tolueno y-[bpy]
BF,, mientras que el enantiomero R fue obtenido en [bmim] PFg y [bmim] BF,. Esquema

13
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Catalizador 10% mol O Ph
0 CO,Me K,CO4 coM
)‘kf\ + Ph . sVe
Ph Ph CO;Me Sol
olvente CO,Me
rt, 6-8h
Donde:
Catalizador; = Tolueno: 92%, 56% ee (S)
[bmim] PFg: 99% 50% ee (R)
S] [bmim] BF,: 97% 44% ee (R)
Br [bpy] BF4: 97% 42% ee (S)
SO,Ph
Esquema 13

Maruoka®® y equipo reportaron‘en-€l 2005, una metodologia para la adicién de Michael de

malonatos a chalconas sustituidasutilizando un catalizador de transferencia de fase quiral

doblemente funcionalizado; en la reac€ién de malonato de dietilo a chalcona en tolueno

bajo la presencia de K2COs y 3 % mol del-catalizador a -20°C se obtuvieron altos niveles

de enantioselectividad. Esquema’14

Catalizador:3% mol

Ol L

R YR
Ar= 3,5-Ph205H3

o) CO,Et K»CO4(10%mol) Q R
M~ + < - R, ~_-CO,Et
R R CO,Et Tol 20°C
1 2 2 olueno, CozEt
. o Donde:
Catalizador: Br R R1=Ry= Ph: 99%, 90% ee (R)
R R1=Ph{ Ry= 2-tionil: 99%, 94% ee
‘ OH O‘ Ry= 2-tienil, Ry= Ph: 99%, 94% ee
@
N

Esquema 14

En 2006 Zhou" y colaboradores usaron ligandos espiro quirales con nitrégeno, el complejo

de cobalto preparado a partir de acetato de cobalto y 7,7"-bis (2-pyridinecarboxamido) -

1,17-spirobiindane (ligando denominado SIPAD) catalizaron la reaccidn, en presencia de

Et:Zn y etanol obteniéndose aductos de Michael

con rendimientos del 72 % y
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enantioselectividades moderadas; demostrando ser eficiente en este tipo de adicién.

Esquema,l5

Co(OAc),/L

EtO
Et,Zn, EtOH

EtO” "0

Donde:

R4=H; Ry=H: 78%, 50% ee
R1=2-Cl; Ry=H: 76%, 49% ee
R4=3-Cl; Ry=H: 76%, 53% ee
R4=4-Cl; Ry=H: 76%, 57% ee
R1=4-NOy; Ro=H: 76%, 57% ee
R1=H; R,=3-Cl: 78%, 53% ee
R4= H; R;=3-Br: 72%, 53% ee
R4= H; Ry=4-Cl: 72%, 49% ee
R4=H; R;=4-NO,: 76%, 54% ee

(S)-SIPAD

Esquema 15

Por otro lado en el 2006 Wang*' " colaboradores describen una eficiente adicién de un
amplio nimero de nucledfilos a sistemasenonas,eome electréfilos, utilizando catalizadores
derivados del alcaloide chinchona. La ‘adi€ién de’ Michael la llevaron a cabo a partir de
malonato de etilo a chalconas sustituidas ‘en_presencia del 10 % mol de catalizador que

favorecié la reaccion y genero excesos enantioméricos mayores a 87 %. Esquema 16

O Ry O
o O @
Catalizador 10 % mol \\.--J\)J\
ETOMOEt + R‘]/\\\‘)k R, - EtO R,
xileno, rt. £i0” X0

Catalizador: M Donde:
/TN R1= 4-CICeH,; Ro= Ph : 95993 % ee

Ry= 4-NO,CgH,; Ry= Ph: 92 %, 87 % ee
Ry= 2-CICgH,; Ry= Ph: 94 %,'98 % ee
R1= S—NOZCSH4: R2= Ph: 92 %‘ 90 OA) ee
R= 4-MeOCgH,; Ry= Ph: 89 %y92-% ee
R4=Ph; R,= Me : 68 %, 92 % ee

R4= Ph; Ry= 4-CICgH, : 93 %, 95 % de

H,CO

Ar: 3,5-(CF3}2CEH3

Esquema 16
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En el.2008 Kondo* y colaboradores reportaron el uso de complejos quirales bifosfacidas
con sales.de litio los cuales catalizaron enantioselectivamente la adicién 1,4 de malonatos
de alquilé a-¢nonas aciclicas. La reaccidon de Michael se llevo a cabo, usando 10 % mol de
catalizador{ 10 % mol LiClO4 en CH:2Cl» a -40 °C durante 48 horas, obteniéndose

productos estéreo.y quimioselectivos con rendimientos y enantioselectividades moderadas.

Esquema 17
O cO0OMe Catalizador 10 % mol
PPN 2 10 mol% LiCIO4 O H
R, R, * H—( - MCH(COOR)Z
COQe, CH,CL,, -40°C, 48 h Ry R,
Donde:
Catalizador: Ph Ph R1=4-CICGH4, R2= Ph: 920/0, 83% ee
K Ry= Ph; Ry= 4-MeCgH, : 66%, 87% ee
_ >—\ = 4-MeOCgH, : 84%, 88% ee
N=N N—Nl = 4-CIC5H,: 86%, 84% ee
Me,NP=N N=PNMe, =

FCgH4: 54%, 85% ee
= 4-NO,CgH, : 99%, 88% ee
= 2-CICgH, : 99%, 89% ee

Esquema 17

Feng® y colaboradores en el 2009 “describen la~adicién de derivados de malonatos a
chalconas catalizadas por complejos del deido L-tamipril derivados de N,N‘dioxido de
escandio(IIl). En la reaccién se emple6 la chalcona y detivados de esteres malonicos en 6
% mol del derivado de N, N'dioxido con 5 % mol del triflatorde escandio (I1I) en etanol a

35 °C, produciendo los compuestos con excesos enantioméricos,mayores a 99 %. Esquema
18

0O o o Ligando (6 mol%)
N Sc(OTH3 (5 mol%)
R1o)k)kopa1 + O O = R,00C
EtOH, 35 °C
COOR;
: . Donde:
Ligando: B
’ < ‘\\ Rqi=
b . = Et: 93%, 99% ée/(R)
o] N N 0 = Me: 50%, 97% e€((R)
6:\/\/6_ =i-Pr: 98%, 99% ee
_NH HN. = t-Bu: 90%, 98% ed
Bn Bn = Bn: 40%, 97% ee

Esquema 18
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En otr6 ejemplo de adicién de Michael de esteres malénicos a cetonas o,B-insaturadas, Su™
y colaboradores en el 2011 reportan el uso de sales cuaternarias de amonio preparadas a
partir de”la.I°-proline, usadas como catalizadores de transferencia de fases (PTC por sus
sigla en inglés). En la reaccion se empleé 0.3 mmol de chalconas sustituida, 0.45 mmol de
ester malonicg,'S.mol% del catalizador y 3.8 equivalentes de K2CO; a reflujo de tolueno,

generando los preductos deseados con rendimientos mayores del 83%. Esquema 19

Ry
o) o Catalizador 5 % mol, L P
+ 3.8 eq. K2CO:3 0 0
N R, R R
| g 3 Tolueno, rt Rj R,
R/ Z
! Ry O

Donde:

wl T

Catalizador: Ar\ cl
+

z °N
e
Cl Ar

Ry= H, Ry=Ph, Ry=OFEt: 93%
Ry= H, Ry=Ph, R;=OMe: 87%
Ry= H, Ry=Ph, R;=OMe: 56%
Ry= 4-OMe, R,=Ph, Ry=OFEt: 84%
Ry= 4-NO,, R,=Ph, Ry=OEt: 90%
Ry= 4Cl, Ry=Ph, R3=OFEt: 65%

Esquema 19

De acuerdo con los antecedentes mencionades, no se ha encontrado datos sobre reacciones
de adicién de Michael a chalconas catalizadds por zwitteriones y de la influencia que

pueden tener estas en el curso de estereoquimica de estas reacciones.

2.3 CHALCONAS: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Los cambios estructurales presentes en las chalconas le confieren aama_gran diversidad de
actividades biolégicas y pueden ser usadas en el desarrollo de nuevos/agentes medicinales
que sean mds potentes y menos toxicos.”*’ A continuacién se describen reportes

representativos sobre la actividad antiinflamatoria que presentan las chalconas.

En el 2010 Zhang*® et al en un esfuerzo por desarrollar antiinflamatorios potentes; sintetizé
una serie de derivados de chalconas sustituidas y evalud la actividad antiinflamatéria a
través de un ensayo in vive utilizando el modelo del edema en la oreja inducido por xileno
en ratones. Algunos de los compuestos probados mostraron actividad significativa siendo\la

chalcona de la Figura 2 la que tuvo mds actividad antiinflamatoria con un 68 % de
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inhibi€ién comparable con o incluso ligeramente mds potente que el ibuprofeno usado

come-farmaco de referencia (53%).

OH O
J 7
HO Cl

P.1.=68 %

Figura 2

En el 2012 Abdel-Aziz** er-al, interesados en el desarrollo de AINE’s donadores de NO
unieron dos entidades bioactivas (chalconas y NO) en una estructura compacta con el
propdsito de sinergismo y/of disminuyendo los efectos secundarios ulcerogénicos.
Evaluaron su potencial antiinflamatorio utilizando el método del edema en la pata inducido
por carragenina en ratas usando indometacina como farmaco de referencia. Los compuestos
presentados en la Figura 3, mostragen.significativa actividad antiinflamatoria con

porcentajes de inhibicién entre el66 al 75 %.

R 0
O AN O o} S o
cl HJ\/O\NOZ q O O HJ\/O
P.1.=69 % PA=166 % MNoon
5 o CH,
Ieag eR SN G o0l YN ¥
cl H)kgHO\NOZ © HJK/O\)\—KCGHS
P.1=62% 3 P.1.=75%
Figura 3

En el 2013 Gémez' er al, reportaron la sintesis de tres chalconas nitro~sustituidas y
evaluaron la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema plantar indudido con
carragenina en la rata, obteniendo chalconas con rendimientos de 72-73 % en un‘tiempo
aproximado de 2 horas. Los tres compuestos evaluados mostraron su mdximo“efecto
protector antiinflamatorio a dosis de 200 mg/Kg tanto por via oral (30-38 %) comi®
intraperitoneal (48-60 %), siendo la 2-nitrochalcona a dosis de 200 mg/Kg por via

intraperitoneal la que present6 el mayor efecto antiinflamatorio. Figura 4
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MEPA= 60 %

Figura 4

Bajo estos argumentos Se decidi6 llevar a cabo la reaccion de adicién de Michael a partir de
carbaniones derivados de"malonato de dietlilo a chalconas sustituidas y por otro lado se
propuso evaluar la actividad antiinflamatoria de tres chalconas nitro sustituidas en el anillo
B del compuesto, con el medelo de inflamacién inducido con carragenina en la rata, por lo

cual se plantearon los siguient€s ebjetivos.
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Objetivos

3.1/OBJETIVO GENERAL

Sintetizar'chalconas por medio de quimica verde y llevar a cabo la adicion de Michael con
carbaniones’derivados de malonato de dietilo. Evaluar la actividad antiinflamatoria de las

tres chalconas nitradas por el modelo de edema plantar inducido con carragenina en rata.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
e Sintetizar chalcortas a partir de la condensacién de acetofenona con o-

nitrobenzaldehido, m-nitrobenzaldehido, p-nitrobenzaldehido, 2.,6-
diclorobenzaldehido y 2-nitrocinamaldehido respectivamente.

e [levar a cabo la adicién J4 de carbaniones derivados del malonato de dietilo al
sistema enona de las chalconas sintetizadas.

e Purificar y caracterizar fisicoquimica y espectroscopicamente de los productos
obtenidos.

e Realizar pruebas de solubilidad de*las/chalconas en solucién salina, entre otros
disolventes empleados en pruebas farmacoldgicas

e Realizar el curso temporal de la actividad antiinflamatoria de las nitrochalconas

sintetizadas.
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mayoré€s del 90 % (Exp. 6 y 7); Sin embargo la sintesis del compuesto 1a no procedié (Exp.

5). Una vez realizadas estas comparaciones sobre el uso de la base se sintetizaron los

compuestosd y e con rendimientos del 92 y 80 % respectivamente (Exp. 8 y 9).

Tabla 2: Resultados de la condensacidn entre aldehidos sustituidos y acetofenona.

Experiménto. | No. eq. de NaOH Tiempo Producto Rendimiento
1 0.1 4h b 92 9%
2 0.1 2h lc 82 %
3 0.1 2h 2 90 %
4 0.5 3h la 34 9%
5 1 - la N.P.
6 1 40 min b 94 9%
7 1 35 min le 90 %
8 1 3h 1d 92 9%
9 | 2h le 80 %

La estabilidad mostrada por el compuesto 2 hace que la deshidratacién del compuesto y

obtencion de la chalcona correspondiente sea‘whas(dificil, puesto que el compuesto es

estable en esas condiciones de reaccién,debido a que posiblemente se estd formando un

nte de hidrogeno. E1 compuesto 2 cristalizé~de una mezcla de diclorometano: n-hexano

(1:3) y del anilisis de difraccion de rayos X gdetemljnugstructura de este compuesto;

utilizando el programa Avogadro version 1.0, se obtuvo la’distancia presente entre el

oxigeno del grupo cetona y del hidrogeno del grupo hidroxilo (tipa ©-H---0), observindose

una distancia de 2.287 A, caracteristica de un puente de hidrogeno™, con lo cual se

corrobora la suposicién anterior. Figura 5
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Figura:5+«Celda unitaria

Con el objeto de obtener el compuésto 1a sé¢/procedié a realizar la deshidratacién de 2,
colocando 50 mg del compuesto a reflujo en 50-mL de una solucién se dcido sulfirico al 5
9 hasta su comprobacion por CCF del conSumo total ‘de materia prima (aproximadamente
30 minutos); El compuesto la se obtuvo _por recfistalizaciéon de par de disolventes

(diclorometano/hexano) con 90 % de rendimiento. Esquema 21

NO 0
NOz O 2 NaOH0.1Eq/ NO2 OH O 2
©/H\H ©/LLCH3 EtOH H2304 5% ‘ = O
+
2 1a

Rendimiento= 90 % Rendimiento= 100 %

2h 05h

Esquema 21

Existen reportes que confirman que el uso de equivalentes de la base e suma
importancia ya que dependiendo del nimero de equivalentes de la base se pu toducir

B-hidroxicetonas o chalconas; se ha reportado el uso del 0.3 % mol de hidréxido de sodio
de una solucién acuosa al 1.25x10* M, para la sintesis de diferentes compugstﬁ,s
aldélicos.*! Por otro lado el uso de agua para llevar a cabo este tipo de reacciones hace qht!

sean muy viables y amigables con el ambiente.'®

29
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A continuacidn se describen las caracteristicas espectroscopicas del producto 1a,1d, le y 3.
Los ‘'ddtos espectroscopicos de todas las chalconas se describen con detalles en la parte

experimental®
(E)-3-(2-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1a)

El espectro de infrarrejo del compuesto 1a mostré una banda en 1663 cm™ que es
caracteristica del sistéma.earbonilo o,B-insaturado, en 1511 y 1337 ecm™ se presentan dos

bandas caracteristicas d¢l'grupo nitro.>!

En el Espectro 1 de RMN-'H, se.observan dos sefiales dobles en 8.1 y 7.3 ppm que integran
para un hidrégeno cada una y que tienen una J= 15.6 Hz, caracteristica de un doble enlace

trans, los cuales fueron asignados @los HB y Ha respectivamente. '

s 2
g g EEEEEEEEEEEE:
= e 5 o e
Ty
[ !
1 ]
1

1

820 816 8,12 B.08 B.04 B.00
AESWEEES BEESEZERLY R
b HE] EELEzdzEE: I
T i 2 RIARRARRAS g0
NSNS SSYEAS Y [

10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0

Espectro 1: RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 1a.

El Espectro 2 de RMN-'3C (100 MHz, CDCls) presenta una ampliacién del rango donde §€

encuentran las sefiales mds importantes, se observo que en 190.2 ppm hay una sefial que fue
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asignada al Carbono de carbonilo (Cc), en 148.3 ppm se encuentra una sefial que fue

asignada para C-2" que es un carbono ipso al que esta enlazado el grupo nitro, en 140.0

— 148,3836
— 140.0001
128,613

— 127,031
— — 1248575

e 1335334

f | ———nii i

) T T T T T T T T
1 a 152 148 144 140 136 132 128 124

fIH '
cp
C-a
c-1 x
Ce
c-2

40 30 20 10 1]

200 130 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50

Espectro 2: RMN-"C (100 MHz, CDCl5) del compuesto la.

Este compuesto cristalizé de una mezcla de diclorometano:n-hexang”(1:3) y del andlisis de

difraccion de rayos X se confirmd la estructura de este compuesto. Figuta e

Figura 6. ORTEP del compuesto 1a
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(E)-3-(2 6-diclorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d)

En el eSpeetro de infrarrojo para el compuesto 1d, se observa una banda en 1669 cm™ que
es caracteristica del sistema carbonilo a,p-insaturado. Se observan bandas caracteristicas de

un compuestg/€lorado en 1011, 774 y 603 cm™.

En el Espectro 3 d¢ RMN-'H se observan en 7. 86 y 7.67 ppm dos dobletes con una J= 16 4
Hz caracteristicas de gin deble enlace de configuracién trans’' los cuales fueron asignados a

los HB y Ha respectivamiente.

— ATE?

—7.8363

— 7.aEE3
— T

8.10 8.05 800 7.95 7.90 7.85 7.80 775 7.70 7.65

3H-3°, 5

L

-

1H-4"

_ ] )

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10,0 a5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 19§ 1.0 0.5 0.0}

Espectro 3: RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 1d,

El Espectro 4 de RMN-"C (100 MHz, CDCl3), presenta una ampliacién del rangé-donde se
encontraron las sefiales mds importantes, se observa que en 190.0 ppm hay una senal que
fue asignada al Carbono de carbonilo (Cc), en 137.7 ppm se encuentra una sefal que fue
asignada para Cp, en 133.0 y 132.5 ppm se encuentran los carbonos tipo ipso al que estin
enlazados los grupos cloro C2” y C6” respectivamente, y en 129.7 ppm la sefial del carbono

la sefial del Co.
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133 132 131 130 129 128

T T T T T T T 1T T T T T T T * " T T . & T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 B0 70 &0 50 40 30 20 0 5}

Espectro 4: RMN-C (100 MHZ, CDCls) del compuesto 1d.
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(2E 4E)-5-(2-nitrofenil)-1-fenilpenta-2 4-dien-1-ona (1e)

El espéctto de infrarrojo para el compuesto le, muestra una banda en 1654 cm™ que es

caracteristica’ del sistema carbonilo a,B-insaturado, en 1549 cm™ se observa una banda

caracteristica d&alqueno, en 1513 y 1344 cm™' se presentan dos bandas caracteristicas del

grupo nitro.

El Espectro 5 de RMN-'H presenta en 7.1 ppm una sefal doble de doble que tiene una J=

153 Hz y en 7.00 ppm un doblete que tiene una J=153 Hz ambas sefiales son

caracteristicas de un doblé enlace de configuracion trans los cuales fueron asignados a los

Ho y Hy respectivamente. Las”asignaciones se corroboraron con el experimento COSY.

Espectro 6

. 7.65 760 7.55 7.50
q 4 SEREGEEY
[ NN
4H-5, 3,4, 5
[ ]
3H-526 h f| ! 1 )
T T T T T T
72007 7915 710 705 700 695
2H-B,
1Ha
1H
1H-3]
1H-y
L A W

FLR0CEIRRRRGRRARAGRIRRRERY

R e o e

T
10,0 9.5

Espectro 5: RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 1e.
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El Espeetro 7 de RMN-'3C (100 MHz, CDCls) presenta una ampliacién del rango donde se
encuentran las sefiales mds importantes, se observa que en 190.3 ppm hay una sefial que fue
asignada @l Carbono de carbonilo (Cc), en 147.9 ppm la sefial del carbono P al carbonilo, en
143.5 ppm ses€hicuentra una sefial que fue asignada para C-2” que es un carbono ipso al que
esta enlazado el”grupo nitro, en 135.7 ppm la sefial del Cy, en 133.2 ppm la sefial del CJ y

en 127.6 una sefial'qué representa al Ca.

1475505
— 143,5454

— 137.7581
— 1357103

e
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 B0 70 &0 50 40, 30 20 10 [

Espectro 7: RMN-13C (100 MHz, CDCl5) del compuesto.le.
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3-hidroxi-3-(2-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ona (2)

En el €spectro de infrarrojo del compuesto 2 se observa una banda en 3431 cm™' que
representd al/grupo —~OH, en 1599 cm™ una banda caracteristica del grupo cetona, en 1525 y

1346 cm! se aparecen dos bandas caracteristicas del grupo nitro.

En el Espectro 8tde RMN-'H (400 MHz, CDCI3) del compuesto 2, presenta ampliaciones
de las sefiales caractefistieas para dicho producto donde se observa en 4.08 ppm una sefial
ancha que corresponde @hhidrogeno del grupo —OH, en 5.845 ppm se encuentra una seifial
doble de doble que integra para un hidrégeno asignado al Hp, en 3.695 y 3.215 ppm se
encuentran dos sefiales que int€gran para un hidrogeno cada una las cuales se asignaron a

los dos hidrégenos Ha.

T T T T T T T T T T
83082 B1 80 79 78 77 76 75 74

FoEE
& & 33
et vd

S . O

T 7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Ty T
B85 20 r A 20 6.5 G0 5.5 5.0 45 4.0 35 a0 2.5 2.0 15 1.0 08l 00

Espectro 8: RMN-'H (400 MHz, CDCI3) del compuesto 2.
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El Espectro 9 de RMN-"C (100 MHz, CDCI3) presenta una ampliacién donde se
encuentran las bandas mds importantes, se observa que en 199.7 ppm hay una sefial que fue
asignada”al.Carbono de carbonilo (Cc), en 128.2 ppm se encuentra una seiial que fue
asignada pata-€-2" que es un carbono ipso al que esta enlazado el grupo nitro, en 65.5 ppm

la sefial del carbeno B al carbonilo y en 46.4 ppm una sefial que representa al Ca.

c-1°

Cat

Cf

Ce

it

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Espectro 9: RMN-13C (100 MHz, CDCI3) del compuesto 2.
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El comipuesto 2 cristaliz6 de una mezcla de diclorometano:n-hexano (1:3) y del andlisis de

difraeeion de rayos X se confirmé la estructura de este compuesto. Figura 7

Figura 7. ORTEP del compuesto 2
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Con el'fin de realizar un andlisis entre los desplazamientos de las chalconas nitradas tanto
en ¢l=anillo B como el A. Primero se realizd la comparacion de los desplazamientos
quimicos”de “los hidrégenos vinilicos en los compuestos la-c, los cuales poseen en su
estructura un.grupo —NO; en las posiciones —orto, meta, para del anillo B respectivamente.
En el espectro, M).de RMN-'H se encuentran los desplazamientos de las sefiales dobles que

indicaron la presencia del grupo vinilico que se observé en cada caso.
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Espectro 10: RMN-'H (400 MHz, CDCl3) de los compuestos‘1a-¢.

Para llevar a cabo la discusién sobre el efecto de los sustituyentes en la~chalconas se
utilizan los compuestos reportados por Gémez™> y colaboradores, dichas estruefuras tienen
como sustituyente al grupo —-NO: en el anillo A en las posiciones —orto, nieta; para

respectivamente (1a’-¢”) y la chalcona sin sustituyentes (1). Figura 8.
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0] NO, O (o] 0]
sZgolenacincaasiieaas
O;N
1 1a” 1b’ 1c’

Figura 8

En la Tabla 3 se’enicuentran los desplazamientos observado para los hidrégenos en posicidn
alfa y beta de los" diferentes compuestos observados en los espectros de RMN-'H. Se
observa que cuando el gfupo -NO- estd en el anillo B en posicion -orto el protén beta se
desplaza a campos bajos,(8.13 ppm) mientras que cuando se encuentra en el anillo A se
desplaza a 7.23 ppm con'réspecto al HP del compuesto 1, lo cual ocurre posiblemente
debido al efecto anisotrépicordelgrupo nitro. (Experimento 2 y 5) Por otro lado se observa
que cuando el grupo -NO: estd en'¢l anillo B en posicién -meta el protén beta no se
desplaza a campos altos ni bajos respecto al HP del compuesto 1 . (Experimento 3), lo cual
ocurre posiblemente debido a que no existe efecto anisotrépico por parte del grupo nitro;
observdndose un efecto similar cuando el*grupo -NO- estd en el anillo B en posicién -para
o en el anillo A en posicién -metas6 -para pues el desplazamiento ocurrido es pequeifio y

puede deberse a que. (Experimento 4,617)

Tabla 3: Comparacién de 16s‘compuestes 1, 1a-c y 1a"-¢”.

Experimento | Compuesto| Anillo A Anillo B (8 ppm) J (Hz)
Ha Hp

1 1 H H 7.5 7.82 15.6
2 la H 2-NO» 7.34 8.13 15.6
3 1b H 3-NO-» 7.66 7.82 15.7
4 lc H 4-NO» 7.65 78 15.54
5 la” 2-NO» H 7.16 723 16.3
6 Ib” 3-NO-» H 7.54 7.88 15.6
7 Ic” 4-NO, H 7.49 7.84 15.7

Una vez obtenidas las chalconas 1a-e, el siguiente objetivo fue establecer las condi¢iones

que permitieran llevar a cabo la reaccién de adicion de Michael.




Resultados y Discusion

4.2 ADICION 14- DE CARBANIONES DERIVADOS DE MALONATO DE
ETILO A CHALCONAS

Con el propdsito de explorar la reactividad de las chalconas obtenidas y sabiendo que los
sistemas o, B insaturados al ser muy electrofilicos pueden experimentar adiciones 1,2 0 1.4

dependiendo de la*paturaleza del nucledfilo o bien de las condiciones de reaccién.

Asi mismo al realizaf la,adicién en la posicion beta se genera un nuevo centro quiral, lo que
motiva a encontrar condiciones que permitan llevar a cabo dicha adicién de manera

estereocontrolada y asi obtefier compuestos enantiopuros .

De acuerdo con nuestra estrategia sintética, la siguiente etapa consistid en determinar las
condiciones de reaccion que permitieron llevar a cabo la adicién de Michael de los
compuestos 1b-e con malonato de.dictilo y de esta forma obtener los correspondientes

aductos de Michael 3b-e. Esquema 22

0 R
= R,
‘ O Donde:
R4 Rs 1b: R41=R3=R4=H; Ry= NO,
o o 1c: R1=R2=R4=H; R3= N02
b PG SN 1d: Ry=Ry=H: R;= R4=CI
—.
o NO,
OO
1e

Esquema 22

El zwitterion empleado fue sintetizado en el laboratorio de Sintesis orgdnica deé la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla por Gordillo y colaboradores en el 2011.(El

zwitterién es un compuesto quiral con dos centros estereogénicos denominado (1°S)-(-)-[4-
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Alcoxi*(6R)-metil-2-oxo0-1-(1’-feniletil)-1,2,5 6-tetrahidro-piridin-3-il]- dimetil sulfonio. 2

Figura©

Ph,, _CHi

Figura 9

Se exploraron diferentes condi¢iones de reaccién para determinar la mejor forma de sintesis
de los aductos de Michael tomando en cuenta la metodologia reportada por Su®* y
colaboradores, quienes utilizan"para dichas reacciones una sal de amonio cuaternaria junto

a 3.8 equivalentes de carbonato de'potasio.

Con el objeto de encontrar las condiciones, de reaccion adecuadas primero se selecciono
como materia prima el compuesto ¢, por ser.un compuesto que no presenta impedimento
estérico por parte del grupo nitfo,-incrementando asi la electrofilia del sistema «,p-
insaturado. En los experimentos realizados se utilizaron 1 equivalente de materia prima a

reflujo de tolueno.

En la Tabla 4 se muestran los resultados de les‘experimentos realizados. Cuando se utiliz6
1.5 equivalentes de malonato de dietilo y 20 % mol del compuesto zwitterionico, el
producto 3¢ se obtuvo con rendimiento del 49 % y con un periedo de reaccion de 42 h (Exp
1). Mientras que cuando se utilizé 2 eq. de malonato de dietilo y 3.8 eq. de K2COs el
compuesto esperado se obtuvo con rendimiento del 60 % y tiempos<de reaccion mayores
(Exp 2). Sin embargo cuando se utilizé 1.5 eq. de malonato de dietilo y-una mezcla de 0.2
% mol del compuesto zwitteriénico, 3.8 eq. de K»COs el compuesto 3¢ se_obtuvo con

rendimiento del 78 % y menor tiempo de reaccién (Exp 3).
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Tabla 4. Resultados para la sintesis del compuesto 3c.

Experimento

Producto

Condiciones

Tiempo (h)

Rdto. (%)

1 eq. de 1¢, 1.5 eq. de malonato de

42

49

dietilo, 0.2 eq. del compuesto
zwitteridénico.

1 eq. de 1¢, 2 eq. de malonato de

2 3c
dietilo, 3.8 eq. de K2COs.

47 60

1 eq. de 1¢, 1.5 eq. de malonato de
dietilo, 0.2 eq. del compuesto
zwitteriénico, 3.8 eq. de KoCOs.

3 3c

21 78

En base a los resultados podemos observar que la metodologia de sintesis que empleo el 20

% mol del compuesto zwitterionicoyen combinacién de 3.8 eq. de carbonato de potasio a

reflujo de tolueno, obtuvo mayores rendimientos de reaccidn, resultando ser las condiciones

dptimas para llevar a cabo la adicién de Michael. Esquema 23

F R, Donde:
1b: R1=R3=R4=H; R,= NO,
R4 R 1c: Ri=R;=R;=H; R3= NO,
1d: R;=R3=H; Ry= R4=ClI
2.2
1. .
1bd 0 o ™~15eq 3bed
3.8 eq. KzCO3, Tolueno, reflujo
Ph,, CHj
(8)
HsC N.__O
O NO, (R P
P Z 8
\@
® ® 0
20 % mol
1e
Esquema 23

En la Tabla 5 se describen los rendimientos y tiempos de reaccidn obtenidos a partir de los

sustratos 1a, 1b, 1d y 1e respectivamente. Los productos 3b, d y e obtuvieron rendimientos

de reaccion del orden de 66%.
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Tabla 5. Resultados de la sintesis de los aductos de Michael.

Sustrato | Producto | Tiempo (h) | Rdto. (%)
la 3a -- N.P.
1b 2b 17h 66
1d 2d 18 h 77
le 2e 8h 86

De acuerdo a los resultados se puede observar que el compuesto la no experimento la
reaccion de adicién tipo Michael, posiblemente debido al impedimento esteroelectrénico
provocado porﬁ presencia del grupo nitro que se encuentra en posicion 2 en el anillo B. El
compuesto la cristalizé de una mezcla de diclorometano: n-hexano (1:3) y del andlisis de
difraccion de rayos X se calculé la distancia existente entre el oxigeno y carbono beta
siendo de 2.752 A, evidencia el impedimento estérico del grupo nitro lo que imposibilita la

adicién del nucledfilos al carbono B. Figura 10

Figura 10

Las rotaciones especificas [a]p se determinaron con el objetivo de conocer si se obtuvieron
compuestos Opticamente activos, sin embargo, se obtuvieron mezclas racémicas, como en

el caso del compuesto 3¢ que cristalizé y se observa en su rayos X la mezcla enantiomérica.
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describen la adicién de un amplio nimero de nucledfilos a chalconas, utilizando
catalizadores derivados del alcaloide chinchona, obteniendo entre sus compuestos a los
aductos 3b_y“ 3¢ ambos con rendimientos del 92 % y excesos enantiomérico del 90 y 87 %
respectivaménte. Por otro lado Kondo*? y colaboradores obtuvieron el aducto 3¢ con 99 %
de rendimiento'y, un 88 % de exceso enantiomérico, usando 10 % mol de complejos
quirales bifosficidos) con sales de litio. Otro grupo de investigadores dirigidos por Su™
sintetizaron el compuesto 3¢ con 99 % de rendimiento, para lo cual utilizaron sales
cuaternarias de amoniogpreparadas a partir de la L-prolina, usadas como catalizadores de
transferencia de fases, pard loletial emplearon 0.3 mmol de chalconas sustituida, 0.45 mmol

de éster maldnico, 5 mol% del edtalizador y 3.8 equivalentes de K2COs a reflujo de tolueno.

Por otra parte en este estudio engcompuesto 3¢ se obtuvo con rendimiento del 78 % sin
enantioselectividad; sin embargo pudimos observar que el rendimiento de reaccion de la
sintesis fue favorecida cuando se empleéiel 20 % mol del compuesto zwitteridnico en
combinacién de 3.8 eq. de carbondto de potasio.a reflujo de tolueno, comprobando de esta
forma que el uso de compuestos zWwitteriénicos pueden ayudar a la sintesis de aductos de

Michael y posiblemente puedan generar compuestos€nhantiopuros.

Por iiltimo se propone el mecanismo posible a través“del cual se podria explicar dicha
reaccion de adicion. El modelo del estado de'transicion‘sesha propuesto para explicar cémo
se lleva a cabo la adicién de Michael de carbaniones de malonato de dietilo a chalconas es
descrito en el Esquema 24. El modelo propone que un hidrogeng acido del malonato de
dietilo ha sido abstraido por el carbonato de potasio actuando como una base, generando un
carbanién de malonato de dietilo. Al mismo tiempo el compuesto zwitterionico se coordina
con el dtomo de oxigeno del grupo carbonilo de la chalcona ocasionandoscon esto una
deficiencia electrénica sobre el oxigeno, por lo que el carbono beta se”encuentra mds
electrofilico al intentar el doble enlace cubrir esta deficiencia. Al tener esta’ zéna mds
electrofilica, el carbanién de malonato de dietilo se une al carbono beta, formande“un\nuevo

enlace carbono-carbono.
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P o 0 Catalizador
‘ O + /\OMO/\\ K2CO4, Tolueno, reflujo
NO,

; 0o
[~ o~ Ph,, CHs
é; HsC N(SJ
®
= g
XU -
NO, o

Catalizador

Esquema™4

Los datos espectroscépicos de los compuestos 2b-e-se-describen con detalles en la parte
experimental. A continuacién se describen ‘las caraeteristicas espectroscopicas de los

compuestos 3¢ y 3e.
(+/-)-2-[1-(4-nitrofenil)-3-0xo-3-fenil-propil] malonato de dietilo (3¢)

En el espectro de infrarrojo del compuesto 3¢ se observa una banda.ancha en 1736 cm’!
caracteristica del grupo éster, en 1684 cm™ una banda caracteristica®del-grupo cetona y en

1521°"" y 1346 cm™ se presentan dos bandas caracteristicas del grupo nitfo.

En el Espectro 11 de RMN-'H del compuesto 3¢, se observan en 1.06 y 1.245 ppm dos
sefiales triples que integran para tres hidrégenos asignados a H4" y H7". En_3'56 ppm
aparece una sefial miltiple que integra para un hidrégeno asignado al hidrogeno enposicion
[ al carbonilo de cetona. En 3.86 ppm se encuentra una sefial doble que integra pard un
hidrégeno asignada para el H1". En 3.98 ppm se encuentra una sefial multiple que integra

para dos hidrégenos que se asignan a los hidrogenos en posicion o al carbonilo de cetona.
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En lasfegion de 4.33-4.17 ppm se encuentra una sefial miltiple que integra para cuatro

hidrégénes asignados a H-3" y H-6".

Se puede”obServar que los hidrégenos H-3", H-6" y H-7", H-4" son identificados como
metilenos y méfilos respectivamente los cuales se pueden considerar como simétricos; sin

embargo estandiferenciados debido al efecto anisotrépico producido por el grupo nitro.

g

R

T T T T T T T T T T T
4.4 4.2 4.0 3.3 36 34

2H-3.5  5H.3,4,5 2,6

2H-2, 6

V|

100 95 S0 85 80 75 70 65 60 55 E a5 40 35 30/ 25 20 15 10 05 00
Espectro 11: RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto 3¢
En el Espectro 12 de RMN-"3C las sefiales que confirman la obteneidn.del compuesto 3¢
son la que aparece en 196.6 ppm asignada al grupo carbonilo (Cc) de cetonaiaparecen dos
sefiales en 167.7 y 167.2 ppm asignadas al C2" y C5" las cuales cofresponden a los
carbonilos tipo éster. Aparecen dos sefiales en 61.9 y 61.6 ppm dos sefiales asignadas a C3"
y C6" las cuales pertenecen al grupo metileno unido al carbonilo de éster. En 367 ppm
aparece una sefial asignada al Cl1". En 419 y 40.1 ppm aparecen dos seiiales ‘que
corresponden al Ca y al C, respectivamente. Ademds aparece dos sefiales en 13.8 y'13.6

ppm asignadas a los C4" y C7" respectivamente.
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Espectro 12: RMN-@ (100 MHz, CDCls) del compuesto 3¢

El compuesto 3c cristalizé de una mezcla d€ diclorometano:n-hexano (1:3) y del andlisis de

difraccién de rayos X se confirmé la estructura-de este‘compuesto. Figura 11

Figura 11. ORTEP del compuesto 3¢
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(+/-)~(E)-2-(1-(2-nitrofenil)-5-0xo0-5-fenilpent-1-en-3-il) malonato de dietilo (3e)

En el espectro de infrarrojo del compuesto 3e se observa una banda ancha en 1731 cm'
caracterfsti€a,del grupo éster, en 1681 cm™ una banda caracteristica del grupo cetona y en

1521 em™ 1345 cm™! se presentan dos bandas caracteristicas del grupo nitro.

En el Espectro 13 de RMN-'H, se observan en 1.19 y 1.235 ppm dos sefiales triples que
integran para tres hidrégenos asignados a H7" y H4" respectivamente. En 3.24 y 3.425 ppm
se observan dos sefaleés. miiltiples que integran para un hidrogeno cada una las cuales se
asignaron a los dos hidrogefios.en posicién alfa al carbonilo de cetona. En 3.7 ppm aparece
una sefial miiltiple que integra pdra un hidrogeno asignado al hidrogeno en posicion B al
carbonilo de cetona. En 3.78 hay una sefial doble que integra para un hidrogeno asignado al
H1". En 4.17 ppm se encuentra‘una sefial miiltiple que integra para cuatro hidrégenos
asignados a los metilenos de H3" y H6"\En 6.3 ppm se observa una sefial doble de doble
que integra para un hidrogeno y tiene una</= 15.6 Hz y en 6.90 ppm hay una seiial doble
que integra para un hidrogeno y«tiene.una J=¢¥5.6 Hz ambas sefiales son caracteristicas de
un doble enlace de configuracion<mans los~"cuales fueron asignadas al Hy y Ho

respectivamente.

Se puede observar que los hidrégenos H-3", H-6" y#H-7", H-4" son identificados como
metilenos y metilos respectivamente y se pueden considerar,como simétricos; sin embargo
no estdn tan diferenciados como en el compuesto 2¢, por loque el efecto anisotrdpico

producido por el grupo es menor.




Resultados

Discusion

T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 75 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5

T
1.0

T T
0.5 0.0

Espectro 13: de RMN-'H (400 MHZ, @DCl3) del compuesto 3e

En el Espectro 14 de RMN-"C las sefiales-que confirman la obtencién del compuesto 2e

son la que aparece en 197.7 ppm asignada al{grupo carbenilo (Cc) de cetona; aparecen dos

seflales en 168.0 y 167.8 ppm asignadas al C2" y C5"las, cuales corresponden a los

carbonilos tipo éster. En 147.3 ppm se encuentra una sefial que fue asignada para C-2” que

es el carbono ipso al que esta enlazado el grupo nitro. En 1340 y 127.9 aparecen dos

sefiales que fueron asignadas al Cy y CJ respectivamente. Aparecefl dos” sefiales en 61.5 y

61.4 ppm asignadas a C3" y C6" las cuales pertenecen al grupo metilenownido al carbonilo

de éster. En 55.0 ppm aparece una sefial asignada al C1". En 40.8 y 38 4 ppm aparecen dos

sefiales que corresponden al Ca y al CP, respectivamente. Ademas aparece dos sefiales en

13.8 y 13.6 ppm asignadas a los C4" y C7" respectivamente.
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Espectro 14: RMN-"C (100 MHzyCBCls) del compuesto 3e.

Eldltimo de los objetivos de esta tesis, fue realizar estudios de actividad antiinflamatoria de

las chalconas nitradas (1a-c¢). A continuacién/mostramos‘os.resultados obtenidos.
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4.3 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DE LAS 3 NITROCHALCONAS

Con el”objetivo de encontrar un vehiculo apropiado para la administracién de los
compuestos la-c en las pruebas de actividad antiinflamatoria se hicieron los ensayos de
solubilidad ens=solucién salina, CMC, Tween 80, Hexano, DMSO, los resultados se
presentan en la/Tabla 6 donde se puede observar que el DMSO fue el disolvente donde las

tres chalconas nitradas mostraron completa solubilidad.

Tabla 6.g'cﬂumlidad de las nitro chalconas en diversos disolventes.

DISOLVENTE 1a 1b 1c
Solucion salina Insoluble Insoluble Insoluble
Tween 80 Insoluble Insoluble Insoluble
Hexano Insoluble Insoluble Insoluble
DMSO Soluble Soluble Soluble

Estos disolventes son conocidos porfusarse en pruebas de actividad farmacoldgica, ademas,
no poseen actividad téxica en los ensayos.*® Lgs resultados obtenidos en la Tabla 6 indican
que las chalconas no fueron solubles/en disalventes préticos como la solucién salina,
tampoco fue soluble en Tween 80 el ciial.es un aceite-hidrogenado, ni en hexano que es

isolvente no polar, sin embargo mostraton "solubilidad, total en DMSO, el cual es un

disolvente polar aprético, ideal para la administfacién de 16s compuestos en las ratas.

4.4 EFECTO INFLAMATORIO DE LA CARRAGENINA EN LA PATA DE
LA RATA

La administracién de carragenina en la pata de la rata produjo und_respuesta inflamatoria
que se caracterizé por dolor, rubge y edema que persistié por mds dé 24 horas la cual se
puede observar en la Figura 12, mientras que en la pata de la rata a la qué s¢ administrg
solucién salina, no presento inflamacién (Figura 13) . El efecto inflamatorio de la
camagenina se manifesté en un aumento del volumen de la pata; teniendo un vﬁisal de
1.16 + 002 mL (p<0.05) diferente del volumen mdximo alcanzado que correspondié a1 .98
+0.12 mL a la tercera hora después de la administracién de carragenina. En relaci¢h al

grupo que recibi6 solucién salina, el volumen basal fue también de 1.16 + 0.02 mL y nofse

encontraron diferencias significativas (p>0.05) en los volimenes del edema de la pata
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durant€ las 6 horas que dur6 el experimento. Al comparar ambos grupos, carragenina y
salina“se,encontrd diferencia significativa (F= 126.6; p<0.001). La Grdfica 1 muestra el
curso temporal del efecto inflamatorio en el grupo tratado con carragenina y del grupo

salina (grupo.eontrol).

Pata con inflamacion Pata sin inflamacién
Figura 12 Figura 13
2.4
2.2
2.0
-
E 18-
c
@
g
o 1.6
=
—8—.Splucién salina
1.4 —O—_Qarmragenina
1.2 r
* ¢ * ¢ L2 *
1.0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (h)

Grifica 1. Curso temporal del volumen de la pata de la rata. Se describe el aumento en el

volumen de la pata tras la administracién intraplantar de carragenina 0.3%. Cada punto

representa el promedio + error estandar (n=0).
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Hay_muchos modelos animales de inflamacion cldsicos, que se utilizan a menudo para
probarfarmacos antiinflamatorios, como la hinchazén de la pata inducido por carragenina,
el cual ti€ne tomo resultado el aumento en el volumen de pata de la rata dependiendo del
tiempo, alcanzando el volumen mdximo a la tercera hora del experimento. Dicha respuesta
involucra una\serie de sintesis y liberacion de factores inflamatorios a lo largo del tiempo,
tales como mediadores proinflamatorios como citosinas y radicales libres o el aumento en

la produccién de prostaglandinas Es, via COX-2 345

El edema producido en laspata con carragenina, es un modelo cldsico de inflamacion que no
provoca infecciones agudas? En este modelo, la dilatacién capilar de la sangre, el aumento
de la permeabilidad de los vasos”Sanguineos, la exudacion y el edema que se producen, son

. . . . “a
similares a la respuesta inflamatoriaen el ser humano.?

La respuesta observada en los volimenes de la pata de la rata al grupo que se le administro
carragenina puede deberse al aumento de prostaglandinas E, via COX-2, principalmente;
mientras que el grupo administrado”eon solucién salina no observo cambios significativos
en el volumen de la pata duranté ‘el experimento. Por lo anterior, este modelo de
inflamacién resulto ser un modelo confiable’ paraldeterminar la actividad antiinflamatoria
de los compuestos 1a-c nitrados en el anillo Bide la chaleona, asi como para el meloxicam

el cual se usé como farmaco de referencia.

45 DETERMINACION DEL CURSO TEMPORAL DEL EFECTO

ANTIINFLAMATORIO
La evaluacién del efecto antiinflamatorio se realizé preparando unfa deSis de 200 mg/Kg

para cada unﬁle las chalconas nitradas 1a-c¢ utilizando el modelo delledema inducido con
carragenina. La dosis fue elegida porque las chalconas nitro sustituidas.€h‘el anillo A

presentaron mayor efecto protector antiinflamatorio."’

Se obtuvieron los porcentajes del maximo efecto protector antiinflamatorio (MEPA) de
cada una de los compuestos la-¢ (i.p.), meloxicam 10 mg/Kg (i.p.) y de meloxicam' 10
mg/Kg (p.0.) los cuales se presentan en la Grifica 2. La administracién intraperitoneal de
cada uno de los compuestos la-¢ produjo un efecto protector inflamatorio respecto al

tiempo obteniéndose para el compuestos 1la un maximo efecto de 46.1 + 6.2 % a la quinta
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hora_a" la aplicacién, destacindose que los MEPA en las primera cuatro horas oscilo
alrededor de 37 %. En relacién al compuesto 1b el mayor valor de MEPA se registré a la
primeradora‘con 61.19 £ 9.2 %, pero a partir de la segunda hora se observaron valores de
MEPA alrededor de 47 %:; con respecto al compuesto 1¢ el mayor valor de MEPA se
obtuvieron a la\cuarta y quinta hora con 474 + 2.5 % y 473 + 3.5 % respectivamente,

observindose en las demads horas valores mayores a 40.5 %.

relacién al meloxirkvfa i.p. se observd el maximo valor de MEPA a la cuarta hora
con 52.2 + 543 %, mie%qug: en la demds horas los MEPA se mantuvieron alrededor del
4 %, a excepciélhde la*primera hora que obtuvo un valor de 21.1 + 5.5. Para el
meloxicam p.o. el mayor valopsde MEPA se alcanzé a la segunda hora con 719 + 2.4,

mientras que los valores de las demas)horas oscilaron entre el 63 %. (Ver Grifica 2)

También se considerd6 el drea bajo la curya (ABC), obtenida a partir de los MEPA de cada
compuesto (la-c), asi como meloxicam 10 mg/Kg (i.p.) y de meloxicam 10 mg/Kg (p.o.), la
cual se presentan en la Grifica 3-°Se obsérvd/que los compuestos 1a, 1b y 1c tuvieron
valores de 213.8 + 30.5, 2722 + 25 48 y 244{1 + 20.9 respectivamente, mientras que el
meloxicam via i.p. fue de 225.9 + 270 y para el meloxicam via p.o. fue de 355.7 + 15.0. Al
realizar el andlisis de contrastes se observé que los compuestos la-c al comprarlos con el
eloxicam i.p. no mostraron diferencia significativa a partinde la segunda hora por lo que
podemos decir que los grupos se comportaron igual , mostrandd que tienen el mismo efecto
antiinflamatorio. Por otro lado al comparar meloxicam p.o. €6n.Jos compuestos la-c se
observaron diferencias significativas a partir de la segunda horaSiendo el meloxicam p.o.
el que mostré mayor actividad antiinflamatoria (p=0.0005, altamefite significativo); a
excepcidn de la quinta hora que no se observo diferencias significativas.entresel meloxicam

p.0.y los compuestos 1la-c.
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Grifica 2. . Curso temporal del mdximo_efecto protéctor antiinflamatorio (MEPA) de las

alconas 1a-c administradas por via i.p. (200.mg/Kg), meloxicam via i.p. (10 mg/Kg) y

meloxicam p.o. (10 mg/Kg) sobre el edema én'la pata dgla rata inducido con carragenina
i.pl. Cada punto representa el promedio + errdr estdndar (n=6).
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Grifica 3: Area bajo la curva (ABC).del méximo efécto protector antiinflamatorio de las
chalconas 1a-c administradas por via i.p£(200 mg/Kg), meloxicam viai.p. (10 mg/Kg) y
meloxicam p-o. (10 mg/Kg). 1a (202.6 £284), 1b (, 246.3 £ 42.7), 1c (244.1 £ 20.9),
meloxicam v.i.p. (225.9 + 27.0) y meloxicam p.o. (355.7+45.0). Cada barra representa el
promedio + error estindar (n=6):
*Existe diferencia significativa respecto a meloxicami p.o. (p<0.01).

En relacién a los resultados, se demostré que las chalconas la-c nitradas en el anillo B

administradas por via i.p., tuvieron actividad antiinflamatoria similar‘al’efecto producido

por meloxicam via intraperitoneal.

El meloxicam es una agente antiinflamatorio no esteroideo (AINE) de la clase de 19s dcidos
enélicos, que ha demostrado propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas.
Meloxicam ejerce su accién antiinflamatoria a través de un mecanismo comin para-les
efectos antes mencionados, que puede residir en su capacidad para inhibir la biosintesis {de

prostaglandinas, conocidos mediadores de la inflamacion. Las diferencias en la inhibicion
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selectiva de la COX-2 sobre la COX-1 proporcionan los efectos terapéuticos de los AINE’s,
mientrds, que la inhibicién de la COX-1 constitutiva, puede ser responsable de los efectos
colaterales gdstricos y renales. La selectividad COX-2 del meloxicam se ha confirmado por
una mayor dnhibicién en produccién de PGE> (COX-2) en comparacion con la produccién
de tromboxano (LX) en sangre coagulada (COX-1). Estos efectos fueron dependientes de la

dosis usada >®

s resultados estdn.deé acuerdo a lo citado en estudios previos, donde relacionan la
actividad antiinflamatoria’Con la presencia de grupos electroatractores (EWG) en este tipo
de moléculas, ademés de ¢ontar con la presencia de un sistema carbonilo a,B-insaturados
altamente electrofilico.’” 3 Por6fro lado son pocos los estudios que relacionan estructura-
actividad de chalconas sustituidas: Zhang® et al indican que el cardcter de la sustitucién en
el anillo B tiene una influencia significativa en la actividad antiinflamatoria; en donde la
posicion de diferentes grupos funcionales (animos, alcoxidos, hidréxidos, halégenos, etc.)
sustituidos en el anillo fenilo influye en gran medida la actividad antiinflamatoria. Mientras
que Yadav™® et al, sugiere que la aefividad antiinflamatoria de los derivados de chalcona se
incrementa cuando grupos aceptores de electrones! (EWG) estaban presentes en estos
compuestos. Otros autores concuerdan que’la chalcgnalal poseer un sistema a,B-insaturado
y dos anillos fenilos (A y B), el anillo“A~debe contener un fragmento deficiente en
electrones tales como etilo, metilo o alquilo, mientras que‘el anillo B debe contener un
grupo hidrofébico tal como haldgenos, nitro, ciano; asi com0 describen el que el doble
enlace insaturado y la posicién para del anillo B es importantg™para mejorar la actividad

biolégica.

En relacién a compuestos que presentan en su estructura grupos electreatractores (como el
grupo nitro o amida) podemos observar que los evaluados en este estudio pfesentaron entre
43 a 61 % de efecto antiinflamatorio. Mientras que los obtenidos por Gémez* ¥ equipo
presentan porcentajes de MEPA alrededor de 43 a 68 %. En el caso de los eefmpuestos
sintetizados por Abdel-Aziz** y colaboradores (con un grupo amida en el M(B\ B)
presentan los porcentajes de inhibicién los cuales varfan entre 66 a 75 %, siendo el
porcentaje de inhibicién directamente proporcional al mayor efecto protector

antiinflamatorio. Tabla 7




Resultados y Discusion

Tabla 7. Compuestos con actividad antiinflamatoria

Compuesto Porcentaje (%) Autor
o NO,
O = O 43.9% Este estudio 2014
V. 0
NO
O 7 O 2 61.1% Este estudio 2014
Q
O Z O 47.4% Este estudio 2014
NO,
NO, O
O = ‘ 58.2% Gomez et al
o o
ON O = ‘ 68.0% Goémez et al
0]
O = O 43 2% Gomez et al
O,N
o
OhAOW: i
cl EJ\/O 667+ Abdel-Aziz et al
N-on
CH, P
8]
O N O j\/ 697+ Abdel-Aziz et al
cl N %no,
H - —
J5EE Abdel-Az1z et al

o]
SRR NPT
\
(8] HJJ\/O\)—_QCHHF‘

* Maximo efecto protector antinflamatorio (MEPA). #* Porcentaje- de inhibici6n: \

Por lo anterior, en el presente trabajo se demostré que la presencia del grupe’nitro en

diferentes posiciones (orto, meta, para) del anillo B en la estructura de la chalcona tuvieron

efecto antiinflamatorio.
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Conclusiones

CONCEUSIONES

ELeOompuesto 1a se obtuvo con rendimiento del 90 %, en una reaccién de dos pasos
a partir_de la hidrolisis acida de la B-hidroxicetona correspondiente obtenida de la
condensaeién entre acetofenona y 2-nitrobenzaldehido.
Se sintetizaron «chalconas (1b-e) con buenos rendimientos alrededor del 90 % y
tiempos de redccion de 2 horas aproximadamente.
Se encontraron las\condiciones dptimas para llevar a cabo la adicién de carbaniones
de malonato de‘.etilo a chalconas produciendo los aductos de Michael
correspondientes; utilizdndo una mezcla de 20 % mol del compuesto zwitteriénico
con 3.8 equivalente de carbonato de potasio en tolueno.
Se sintetizaron aductos de Michael (3b-e) con rendimientos moderados entre el 66 y
86 % y tiempos de reaccién de I Ahoras aproximadamente.
Los productos sintetizados) se ‘earacterizaron por espectroscopia (Infrarrojo y
Resonancia Magnética Nuclear de 'H yde °C).
Se obtuvieron las estructuras (cristalinas de tres, compuestos (1a, 2 y 3¢).
Se seleccioné al DMSO como &l wéhiculo jpara-realizar la evaluacién del efecto
antiinflamatorio de las chalconas nitradas.

meloxicam como firmaco de referencia admihistrado por via oral mostré un
efecto protector antiinflamatorio mayor que cudndo se administré por via
intraperitoneal.
Los compuestos la-c mostraron efecto protector antiinflamatorio a dosis de 200

mg/Kg similar al exhibido por el meloxicam via intraperitonéal’
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6.1 EQUIPOS, FARMACOS Y REACTIVOS

Los espeetros de IR se hicieron en KBr en un espectrofotémetro marca NICOLET modelo

Magna FT-JR.750 o en el equipo Spectrum One de Perkin-Elmer.

Los espectros d&€ RMN de 'H, '*C, COSY se obtuvieron en los espectrémetros de RMN:
Varian VX400 (400MHz), Varian VX300 (300MHz), usando TMS como referencia
ipterna. Las asignaciones’de 'H se confirmaron con técnicas de correlacién de 'H-'H y 'H-

C.Los desplazamient%plicos (6) se expresan en ppm, las constantes de acoplamiento
en (/) Hz. La numeracién wSada para la elucidacién espectroscopica es independiente a la

nomenclatura IUPAC y fue asigndda a conveniencia para simplificacién.

Las rotaciones especificas [o]p se determinaron en un polarimetro Pekin Elmer Modelo 341

a 25°C utilizando la linea D de sodio.
Los puntos de fusion se determinafon en un equipo Fisher —Jones.

Las cromatografias en capa fina (CCE)/fueronthechas en un cromatofollios Merck de Gel
de Silice 60 con indicador fluorescentes/2541fm, con un espesor de 0.2 nm y se revelaron en
Dragendorf o una solucién de permangandto de potasiolos productos se detectaron con
luz ultravioleta a 254 y 365 nm. Para las cromatografias en"columna se utilizé Gel de Silice

60 (0.063- 0.220mm) Merck.

Todos los reactivos empleados para la sintesis, asi com@ para la caracterizacion
espectroscépica como para las pruebas de solubilidad de las chalcohas.y derivados fueron

de grado analitico y espectroscdpico respectivamente. (Sigma Aldrich y Fisher Scientific).

En los experimentos para determinar la actividad antiinflamatoria se “uso .carragenina
lambda-kappa (mezcla no gelatinosa marca Sigma) como agente inflamatorio;_la cual fue
disuelta en solucidn salina (NaCl al 0.9%). El meloxicam que se empleé como farmaco de

referencia fue una solucién inyectable Excel Senosian (15 mg/1.5 mL).

El volumen de la pata de rata en mL se determind en un pletismometro marca Ugo Basile
7140.
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6.2 SINTESIS DE CHALCONAS A PARTIR DE LA CONDENSACION DE
LA'ACETOFENONA Y ALDEHIDOS SUSTITUIDOS.

En la “sinfesis de las chalconas se utilizaron como reactivos de partida el 2-
nitrobenzaldehido, 3- nitrobenzaldehido, 4- nitrobenzaldehido, 2,6-diclorobenzaldehido y

2-nitrocinamaldehido, los cuales reaccionaron con acetofenona. Esquema 25

Por simplificacion s€ describe tinicamente la metodologia para la obtencién del compuesto
(E)-3-(2-nitrofenil)-1-fénilprop-2-en-1-ona 1a. Este mismo procedimiento se sigue para la

sintesis de los compuestos Abse.

La sintesis consisti6 en cel6car proporciones equimoleculares de 2-nitrobenzaldehido
(Immol) con acetofenona (llﬁq[) en un matraz balon de 50 mL utilizando 0.5

equivalentes de hidroxido de sodio.

El procedimiento general consistié en disolver el aldehido en 3 mL de etanol, la mezcla se
puso en agitaciéon magnética a una-temperatura de 0°C en un baiio de hielo, a continuacién
se procedié a afiadir la acetofenona,)jal mism0 tiempo que se afiadié 0.5 equivalentes
hidréxido de sodio de una solucién actosa al 0.05 M, la forma de adicién se hizo gota a
gota. La mezcla resultante se mantuvo en”agitacion-vigorosa hasta alcanzar temperatura
ambiente, hasta su comprobacion por CCE' del consumo total de materia prima
(aproximadamente 3 horas); una vez transcurfido el tiempe“mencionado el producto de
reaccion se filtrd, se lavé con agua fria y se procedid a surecristalizacion por par de
disolventes (diclorometano/hexano) el producto obtenido se seed en estufa a 70°C y se
guard6 en recipiente apropiado para pruebas posteriores (rendimiento, solubilidad,
espectroscopia de infrarrojo y resonancia magnética nuclear de protén y, carbono). El
compuesto la de obtuvo como un soélido cristalino de color amarille” con 34% de

rendimiento.

Las chalconas 1b-e fueron sintetizadas mediante el procedimiento anterior. Obtéhiéndose

con rendimientos del 92, 90, 92, 80% respectivamente.
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R, O o) R,
Rz o] = R, Donde:
H ‘ ‘ 1a: Ry= NO,; Ry=R3=R,=H
CH, 1b: R,=R5=R,=H; R,= NO,
R B Rd Rs 1c: Ry=Ry=R,=H; Ry= NO,
1add 1d: R,=R5=H; Ry= R4=Cl

NaOHac/ EtOH

NO,

1e

Esquema 25

El compuesto la se sintetizg” mediante una reaccion de dos pasos para mejorar el
rendimiento; primero la condensaCién Claisen-Schmidt con 0.1 equivalentes de hidréxido
de sodio de una solucién acuosa”al .05 M, por medio de la metodologia descrita
anteriormente se obtuvo el compuesto.2.con 90 % de rendimiento. Se procedié a la
deshidratacion de 2 la cual se realiz6 colocande-50 mg del compuesto a reflujo en 50 mL de
una solucion se dcido sulfiirico al 5 Je<hasta su_eomprobacién por CCF del consumo total
de materia prima (aproximadamente.30 minutos); una vez transcurrido en tiempo
mencionado el producto de reaccion se+filtzd, se lavé con agua fria y se procedio a su
recristalizacién por par de disolventes (diclorefigtano/hexano) el producto obtenido se secé

en estufa a 70°C y se guardd. El compuestosla de obtuvo.con rendimiento del 90 %.

Esquema 26
NO, O O NaOH 0.1 Eq / NO, OH O NO, 0
@AH ©)\0H3 EtOH ‘ O H2S046% O = ‘
+ — -
2 1a
Rendimiento= 90 % Rendimiento= 100 %
2h 0.5h

Esquema 26.
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(E)-3-(2-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1a)

Rendimiento

IRfem™]

1663(s), 1511(s) y 1337(s)

Caracteristicas fisicas:

Sélido amarillo

p.f.

115-116 °C

Tabla 8: Asignacion"dehespectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls)

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
8.13 d 15.6 IH-p
8.06-8.03 dd - 1H-3"
8.03-8.00 m - 2H-26
7.76-7.68 m - 2H-5° 6"
7.61-7.56 m - 2H4" 4
7.54-7.48 m - 2H-35
7.34 d 15.6 IH-a

*d=doble, dd= doble de doble;ym= muiltiple

Tabla 9: Asignacion del espectrg de RMN-#C.(100 MHz, CDCl3)

o (ppm) Asignacion
190.20 Cc (C=0)
148.38 C-2"(ipso)
140.01 CP
137.23 C-1 (ipso)
133.53 C-5
133.07 C4
131.10 C-u
130.29 C-6"
129.12 Cc4
128.63 C-35
128.61 C-26
127.03 C-1" (ipso)
124 .85 C-37
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(E)-3-(3-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1b)

Rendimiento

92%

IRfem™]

1661(s), 1529(s) y 1354(s)

Caracteristicas fisicas:

Sélido blanco

p.f.

132-134°C

Tabla 10: Asignacion del,espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl3).

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
8.49 t - IH-2"
8.26 -8.22 m - 1H-4"
8.06 -8.03 m - 2H-5" 6"
7.94 -791 dd - 1H-4
7.85-7.80 d 15.7 IH-p
7.69 -7.64 d 15.7 IH-a
7.65-7.59 m - 2H-26
7.55-7.53 m = 2H-35

*d= doble, t= triple, dd=-dable de.doble, m= miltiple

Tabla 11: Asignacién del espectrode RMN-13C (100 MHz, CDCls).

o (ppm) Asignacion
189.52 Cc (C=0)
148.57 C-3(ipso)
141.52 cp
137.42 C-1 (ipso)
136.51 C-17(ipso)
134.55 C-6"
133.22 C4
12995 C-5
128.71 C-35
128.50 C-26
124.56 c4
124 .43 Cc-2
122.27 C-u
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(E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1c)

Rendimiento 90 %

IR-fem™] 1659(s), 1515(s) y 1342(s)

Caracteristicas fisicas: | S6lido amarillo

p.f. 156-158 °C

Tabla 12: Asignacion del espéctrode RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 1c.

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
8.26 d 8.7 2H-37,57
8.02 dd 7 2H-26
7.8 d 15.54 IH-p
7.8 d 8.7 2H-2" 67
7.65 d 15.54 IH-a
7.61 d 7.6 1H-4
7.53 dt 7.6 IH-35

*d= doble, dd= doble-de doblegdt=doble triplete

Tabla 13: Asignacién del espectro de RMN-'3C (100-MHz, CDCl5) del compuesto 1e

® (ppm) Asignacion
189.53 Cc (C=0)
148.43 C-47(ipso)
141.43 CP
140.94 C-1 (ipso)
137.41 C-17(ipso)
133.29 C4
128.86 C-3,5
128.73 C-6,2
128.50 C-27,67
125.59 C-a

124.11 C-3,5
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(E)-3-(2,6-diclorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d)

Rendimiento 92%

IR [cm] 1669(s), 1011(m), 774(s) y 603(w)

Caracteristieas fisicas: | Solido amarillo

p.f. 75-76 °C

Tabla 14: Asignacién dél'espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl3).

& (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
8.03 -8.01 m - 2H-2,6
7.86 d 16.4 IH-pB
7.67 d 16.4 IH-a
7.61-7.57 m - IH-4
7.52-749 m - 2H-35
7.38 -7.36 m - 2H-3" 57
7.20 t 1H-4"

*d= doble, m= multiplete, t=triplete

Tabla 15: Asignacién del espectro de RMN=C (100 MHz, CDCls) del compuesto 1d

d (ppm) Asignacion
190.04 Cc (C=0)
137.72 CP
137.53 C-1 (ipso)
135.09 C-1" (ipso)
133.06 C-2"(ipso)
132.50 C-67 (ipso)
130.35 C4
129.78 C-a
129.66 c4
128.77 C-3°.5
128.64 C-3,5

128.62 C-2,6
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(2E AE)-5-(2-nitrofenil)-1-fenilpenta-2 4-dien-1-one (le)

Rendimiento

80%

IR [cni )

1654(m), 1549(s), 1513(s) y 1344(s)

Caracteristicas fisicas:

Sélido amarillo

p.f.

128-130 °C

Tabla 16: Asignacion del espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto le.

& (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
7098 -7.95 m - 3H-57,2,6
7.72-7.70 dd 6.5 1H-3"
7.64 -7.62 dd 6.5 1H-6"
7.61-7.55 m - 2H-B, 4°
751 -745 m - 4H-4,3,4,5

7.138 d 15.3 |H-o
7.00 - 6.94 dd 15.3 IH-y

*s= singulete, d= doble,.m= multiplete, t=triplete

Tabla 17: Asignacién del espectro de RMIN="C (100 MHz, CDCl3) del compuesto 1e.

o (ppm) Asignacién
190.34 Cc (C=0)
147.99 C-27 (ipso)
143.54 CPh
137.75 C-1 (ipso)
13571 Cy
133.18 C-o
132.86 Cc-37
131.61 C4
131.54 C-17(ipso)
129.23 Cc-67
128.60 C4
128.40 C-3,5
128.27 C-2.6
127.62 C-a
124 .90 C-57
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3-hidroxi-3-(2-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ona (3)

Rendimiento

90%

IR [cm™]

1599(s), 1525(s) y 1346(s)

Caraeteristicas fisicas:

Sélido blanco

pf.

87-89 °C

Tabla 18: Asignacion del espe€trg de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 3.

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
7.99-7.93 m - 4H-2,6,37 57
7.70-7.65 m - 1H-6"
7.60-7.55 m - 1H-4"
7.47-742 m - 3H-3,4,5
5.86-5.83 dd 4 IH-p

4.08 Banda aticha - IH-OH
3.72-3.67 dd 4 IH-a
3.25-3.18 dd 8 IH-a

*d= doble{dd=doble de.doble

Tabla 19: Asignacién del espectro de RMN<"C (100 MHz, CDCls) del compuesto 3.

& (ppm) Asignacién
199.76 Cc (C=0)
140.15 C-67
138.53 C-1 (ipso)
136.19 C-5
133.76 C4
133.74 C-3°
128.66 C-17 (ipso)
128.33 C-26
128.23 C-27 (ipso)
128.15 C-35
124 .35 c4
65.80 CPB
46.42 C-u
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6.3 ADICION 14- DE CARBANIONES DERIVADOS DE MALONATO DE
ETILO A CHALCONAS

Por simplificacion se describe la metodologia usada para la obtencién del (4/-)-2-[1-(4-
nitrofenil)-3<6x0-3-fenil-propil] malonato de dietilo (3c), aducto de Michael producido por

la adicion 1 4-de€arbaniones derivados de malonato de etilo al compuesto 1c¢.

En el Esquema 27 se_muestra el procedimiento general para la sintesis de los aductos de
Michael. El compuesté zwitterionico, (1°S)-(-)-[4-Alcoxi-(6R)-metil-2-oxo-1-(1’-feniletil)-
1,2,5,6-tetrahidro-piridin=3#il}- dimetil sulfonio, utilizado en la preparacién de aductos de
Michael fue proporcionado por el Laboratorio de Sintesis Orgdnica del Instituto de Ciencias

de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. 2

o R,
= Ry Donde:
‘ O 1b: Ry=R;=R;=H; R;= NO,
Ry R 1¢: Ri=R3=R4=H; R3= NO,
1d: R;=R;=H; Ry= R;=Cl
§
1b-d Fae) 0 ~lbeq.

3.8 eq. KzCO3, Tolueno, reflujo

Ph,, .CHs

()
H;C N.__.O
O5N
(0] NO, (R) p
o~ =8
® ® > ¢
o]
20 % mol
1e

Esquema 27

En un matraz de 50 mL, se adiciono 75 mg del compuesto 1¢ (0.3mmol);\174 mg de
zwtterion (0.06 mmol), 15.7 mg de carbonato de potasio (1.14 mmol), posteriormente a esta
mezcla se agregé 10 mL de tolueno anhidro como disolvente y por ultimo se adieiono 72
mg de malonato de dietilo (0.45 mmol). La mezcla resultante se mantuvo en agitacidn
vigorosa con reflujo de tolueno hasta la comprobacién por CCF del mayor consumo defla

materia prima (aproximadamente 20 horas). El excedente de tolueno se eliminé a presién
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redugida, obteniéndose una mezcla de color amarillo. El crudo de reaccién se purificé por
columna (SiO2, hexano-acetato de etilo), el zwitterion se recuperd con metanol al final de
la columfia y ‘fue sometido a presion reducida para su uso posterior, para poder reutilizar el
zwitterion ge-le hicieron pruebas de resonancia magnética de protdn y de carbono 13. El

compuesto 3¢.de’obtuvo como un sélido de color amarillo con 78% de rendimiento.

Los aductos de Michael 3b, 3d, 3e fueron sintetizadas mediante el procedimiento anterior.

Obteniendose con rendimientos del 66, 77, 86 % respectivamente.
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(+/-)-2-[1-(3-nitrofenil)-3-0x0-3-fenil-propil] malonato de dietilo (3b)

Rendimiento

66 %

IR [em!]

1743(s), 1684(s),1530(s),1353(s)

Caracteristicas fisicas:

Sdlido blanco

p.f.

19-81 °C

Tabla 20: Asignacién del espectro-de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 3b.

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
8.10 t - 1H-27
7.99 -7.95 m - IH-4"
7.83 -7.81 dd = 2H-26
7.64 -7.62 m - IH-6"
7.49 -7.44 m - 1H-57

7.38-7.33 m - 3H-3.4.5
4.26-4.21 m - IH-p
4.17-4.10 m - 2H-3"
395-3.89 m - 2H-6"
3.79 d - IH-1"
358-3.52 m - IH-u
351-344 m - 1H-o
1.19 - 1.15 t - 3H4"
0.99 -0.95 t - 3H-7"

*d= doble, dd= doble de doble, t= triple, m= multiplete
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Tabla 21: Asignacion del espectro de RMN-*C (100 MHz, CDCl3) del compuesto 3b

o (ppm) Asignacion
196.66 Cc (C=0)
167.71 c-2"
167.23 C-5"
148.03 C-37
142.83 C-1"
136.23 C-1
135.17 C-67
133.33 C4
129.19 C-3.5
128.58 C-2,6
127.90 C-57
122.92 C-27
122.15 c4
61.85 Cc-3"
6156 c-6"
56098 C-1"
4191 C-a
40.00 cp
13.90 c4"

13171 C-7"




Parte experimental

(+/-)-2-[1-(4-nitrofenil)- 3-oxo-3-fenil-propilmalonato de dietilo (3c)

Rendimiento T8 %

IR [em™] 1736(s), 1684(s),1521(s),1346(s)

Caracteristicas fisicas: | Sélido amarillo

pf. 85-87 °C

Tabla 22: Asignacion del espectro de RMN-'H+400 MHz, CDCl3) del compuesto 3c.

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
8.13 -8.09 m - 2H-3°,5
7.89 -7.87 m = 2H-2,6
7.56 -741 m - 5H-3,4,5,2°,6"
433 -4.17 m = 4H-3",6"
402-396 m - 2H-a

3.86 d - IH-1"
3.63-349 m - IH-B
1.26 -1.23 t - 3H-4"
1.08 - 1.04 t - 3H-7"

*d= doble, t= triple, m= multiplete
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Tabla 23: Asignacién del espectro de RMN-'*C (100 MHz, CDCl5) del compuesto 3¢

o (ppm) Asignacion
196.64 Cc (C=0)
167.70 c-2"
167.20 C-5"
148.36 C-17
146.85 C4
136.23 C-1
133.35 C4
129.32 C-27,67
128.62 C-3.5
127.93 C-2,6
123.50 C-3.,5
61.91 Cc-3"
61.64 c-6"
56.71 C-1"
4194 C-a
4023 Cp
13.94 c-7"
13.76 Cc4"
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(+/-)-2-[1-(2,6-diclorofenil)-3-oxo-3-fenil-propillmalonato de dietilo (3d)

Rendimiento 77 %

IR [cm™] 1734(s), 1685(s), 1027(s), 694(m)

Caracteristicas fisicas:"| Liquido amarillo

Tabla 24: Asignacién del espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 3d

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
7.95-792 m - 2H-3" 57
7.54 -7.50 m - 2H4
744 -7.39 m - 2H-35
7.28-7.19 m - 2H-26
7.07-7.02 t < 1H-4"
5.19-5.12 m - IH-B

4.50 d - IH-1"
4.29-4.16 m - 2H-6"
397-384 m - 3H-3", a
3.62-3.57 dd - IH-a

1.26 t - 3H-7"

0.97 t — 3H-4"

*d= doble, dd= doble de doble, t= triple, m= multiplete
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Tabla 25: Asignacion del espectro de RMN-*C (100 MHz, CDCl3) del compuesto 3d

o (ppm) Asignacion
197.20 Cc (C=0)
168.14 c-2"
167.14 C-5"
137.92 C-17
136.46 C-27
135.12 C-67
134 .81 C-1
133.02 C4
129.70 c4
128.79 C-37
128.69 C-57
128.48 C-3,5
128.14 C-2,6
61.85 Cc-3"
6132 c-6"
5395 C-1"
4044 C-a
36.69 Cp
13.97 c4"

13157 C-7"
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(#/-)- (E)-2-(1-(2-nitrofenil)-5-oxo-5-fenilpent-1-en-3-il) malonato de dietilo (3e)

Rendimiento

86 %

IR [em™]

1731(s), 1681(m), 1521(s), 1345(s)

Caracteristicas fisicas:

Liquido amarillo

Tabla 26: Asignacion del espeetfo de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) del compuesto 3e

o (ppm) Multiplicidad* J (Hz) Asignacion
7.96 -7.94 m - 2H-6"3'
7.85-7.83 dd - IH-4
7.55-749 m - IH-5"
747 -741 m =~ 4H-2,3,5,6
733-7.28 m - IH-4"

6.90 d 156 1H-5
6.33 -6.27 dd 15.6 IH-y
421-4.13 m - 4H-6", 3"

3.78 d 7.2 IH-1"
3.72-3.68 m - IH-p
345-340 dd 16.7 IH-a
328-3.21 dd 16.7 1H-o
1.25-1.22 t - 3H-4"
1.21 -1.17 t - 3HST"

*d= doble, dd= doble de doble, t= triple, m= multiplete
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Tabla 27: Asignacion del espectro de RMN-'3 C (400 MHz, CDCl3) del compuesto 3e

o (ppm) Asignacion
197.71 Cc (C=0)
168.04 c2"
167.85 cs"
147.30 Cc2
136.51 Cl
134.06 Cy
133.16 Cc3”
132.97 C4
132.57 Cl-
128.92 c6”
128.53 C3,5
128.01 C2,6
127.94 C4
127.69 Co
124.24 C5°
61.53 c3"
6143 ce6"
5508 Cl"
40.83 Ca
3843 cp
13.91 c4"

1387 Cc7"
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6.4 ANIMALES

Se emplearon ratas Wistar macho adulto de 12-14 semanas de edad y 200-250 g de peso,
procedentés de la Unidad de Produccién, Cuidado y Experimentaciéon de Animales de la
Divisién Académica de Ciencias de la Salud, UJAT, los animales se mantuvieron bajo
condiciones de.t€mperatura e iluminacién controladas. La ingesta de alimento y agua fue
ad libitum; retirandose”el alimento 12 horas antes de cada experimento dejando el libre
ﬁceso a consumo delagud. Las ratas se utilizaron una sola vez y al término del experimento
se sacrificaron en cdmafa saturada de CO». Los experimentos se efectuaron de acuerdo con
los lineamientos para el ewidado de animales de laboratorio y las gufas éticas para la

investigacion del dolor expaﬂ{gﬁal en animales conscientes.”

6.5 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DE LAS TRES NITROCHALCONAS

Las pruebas de solubilidad se realizaron‘para encontrar el vehiculo mas apropiado para su
administracién en ratas. Los disélventes que se emplearon fueron solucién salina,
carboximetilcelulosa (CMC) al %"y al 0.5%; Tween 80, hexano y dimetilsulféxido
(DMSO).

En la prueba de solubilidad se colocaron em tubos.de ensaye 0.1 g de la nitrochalcona
indicada y se agregd a cada tubo un 1 mL defcada disolv€nte, se agitd y se observé (prueba
de solubilidad en frio): si no se disolvi6, se aument6 la caritidad del disolvente agregando
de mililitro en mililitro hasta completar 3 mL. Se determind si la chalcona en cuestién era
soluble en frio. Las sustancias que fueron insolubles en frioj.se hizo el ensayo de la
solubilidad en caliente, cada tubo fue colocado en bafio Maria agitando constantemente

hasta ebullicién y se observé si fue soluble o no en caliente

6.6 MODELO DE INFLAMACION: EDEMA EN LA PATA DE LA RATA
INDUCIDO CON CARRAGENINA

Con el fin de determinar el efecto antiinflamatorio de las chalconas sintetizadas, asi €emo
del meloxicam como farmaco testigo, se utilizé el modelo de edema en la pata elﬁ'ata
inducido por la administracién intraplantar de carragenina.’® En dicho estudio, a los

animales se les midid el volumen de la pata trasera derecha a un tiempo cero (t=0), se le
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adminiStro via intraperitoneal (i.p.) el compuesto correspondiente o el farmaco testigo
seguidd de la administracién de 50 pL de carragenina al 0.3 % suspendida en solucién
salina, al"tiempo cero, en la pata trasera derecha de la rata. El curso temporal del volumen
del edema (ml=) en la pata se midié con un pletismémetro. El aparato mide el volumen de
agua en mililitres, desplazado por la pata sumergida en una celda de acrilico. Las ratas
desarrollaron edema‘en, la pata después de la inyeccidn intraplantar de carragenina, por lo
tanto, cuando se midié~el.volumen de la pata por desplazamiento de agua, se registré un
mayor volumen (mL) de-agua desplazada por la pata con edema. El registro del volumen de

la pata se hizo por triplicado, ¢ada hora durante 6 h. Figura 14

Figura 14. Pletismémetro (Ugo Basile7/40)

67 DETERMINACION DEL CURSO TEMPORAL /DEL EFECTO
INFLAMATORIO

La determinacién del efecto inflamatorio de la carragenina, se realizé cenforme a lo
descrito en el modelo de inflamacion, administrando la solucién de carrageninaal’03 % en
la pata de la rata; cabe indicar que dicha concentracién fue establecida previamente por el

grupo de trabajo del Laboratorio de Farmacologia de la DACS-UJAT.
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La eyaluacion del efecto antiinflamatorio de cada una de las nitrochalconas sintetizadas 1a-
¢, se=réaliz6 preparando una dosis de 200 mg/Kg de cada una de las chalconas nitradas
suspendidas-¢n DMSO.

Se trabajaron 42\ratas divididas en 7 grupos de 6 ratas. Tres grupos recibieron cada una de
las chalconas nitradas la-c por via intraperitoneal (i.p.), seguido de la administracién de
carragenina por via.htraplantar (ipl.). Se establecié un grupo de 6 ratas al cual se le
administré l’m'ﬁamente carragenina via i.pl. y otro grupo de 6 ratas al que se le administré
solo solucién salina. Dossgrupos de ratas (n=6) recibieron Meloxicam, uno via i.p. y el otro

p.0.; a ambos grupos se le§"administré inmediatamente carragenina por via i.pl. Esquema

28
Chalconas Grupe Gryps Grupo Meloxicam
Carragenina Salina
la* 1b* 1c*
(200mg/kg) | (200mg/kg) Solucién | Meloxicam | Meloxicam
ip. ip. (200img’kg) salina (NaCl | (10'mg/ke) | (10 mg/ke)
P- al 0.9 %) i.pl. 1p. p.o.
C C C C C C

Esquema 28. Disefio experimental para evaluar el efecto antiinflamatorio de’las tres
nitrochalconas sintetizadas (1a-c), i.p; C= Carragenina intraplantar; Meloxicahiw.i.p y p.o.;
*Vehiculo= DMSO.
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se presentan como el promedio + error estandar, con 6 ratas por grupo.
Para la evaluacién del efecto antiinflamatorio, se calculé el porcentaje de maximo efecto
protector antiinflamatorio (MEPA) en cada rata y a cada tiempo, dicho porcentaje de efecto
fue determinado por la siguiente ecuacién:

Vearr — Vtrat
MEPA(%) = leUU

nde:
Vearr = volumen de la pata de la rata que recibi6 carragenina i.pl.
Vtrat = volumen de la pata del grupo tratado con chalconas la-¢ o meloxicam Yy

carragenina.
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