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Resumen

Introduccién

La infestacién por la garrapata del ganado R. microplus produce grandes pérdidas
econémicas a los productores de las zonas tropicales y subtropicales de América, Africa,
Asia, y Oceania. Esta garrapata ha desarrollado resistencia a la mayoria de los agentes de
control quimicos que se han utilizado hasta hoy, por lo que se vuelve necesario encontrar

nuevos compuestos capaces de erradicarla.

El anillo pirazol es un heterociclo presente en muchos agentes de control de plagas,
destacdndose el producto veterinario fipronil, que posee actividad garrapaticida. Con ése
antecedente, nos propusimos sintetizar una biblioteca quimica de compuestos derivados

de pirazol capaces de afectar a R. microplus.

Metodologia

Generamos precursores 1,3-dicarbonilicos para obtener pirazoles con distintos
sustituyentes en las posiciones 3, 4, y 5. Luego realizamos transformaciones de grupos
funcionales en esas posiciones hasta obtener derivados éster, carboxilo, amida, alcohol, y
aldehido. A continuacién seleccionamos una serie de compuestos entre los que
sintetizamos para probarlos frente a larvas de R. microplus por el método del paquete

larval, hasta definir un patrén estructural con actividad.

Asimismo, ensayamos algunos de los compuestos sintetizadosfrente a las enzimas
acetilcolinesterasa y butirilicolinesterasa, encontrando algunos conmuy buena actividad y
especificidad hacia la butirilcolinesterasa. Este dato es significativo para el desarrollo de

potenciales nuevos fairmacos para tratar la enfermedad de Alzheimer.
Resultados

Sintetizamos una amplia biblioteca quimica de pirazoles, manteniendo en general

altos rendimientos. Entre las reacciones que reportamos, se destacan:

+ Condensaciones de Knorr regioespecificas, que no poseen antecedente en la

bibliografia y con gran potencial para disefiar rutas de sintesis simples y eficientes.




+ Una reaccién de transesterificacion en presencia de rutenio. Su aplicacién en el
disefio de rutas de sintesis permite controlar mucho mejor la regioisomeria de los

productos.

+ La adaptaciéon de una técnica de sintesis de amidas a partir de arilaminas poco
nucleofilicas y la doble acilacion de éstas arilaminas, que incrementé sustancialmente la
cantidad de compuestos sintetizados, logrando incluir grupos fluorados para evaluar su

actividad bioldgica.
A partir de los ensayos biolégicos, obtuvimos los siguientes hallazgos:

+ La obtencioén de una primera generacion de compuestos con actividad frente a R.
microplus, orientados hacia un sitio activo que atin no ha explotado el mercado y en el cual

la garrapata parece no haber generado resistencia.

+ La revaloracién del hidrodestilado de hojas de tabaco como agente de control de

garrapatas, cuyo uso sélo recientemente esta atrayendo la atencion de los investiga dores.

+ La obtencién de derivados de pirazol capaces de inhibir especificamente a la

enzima butirilcolinesterasa, con una CI50 en el orden del faormaco tacrina.
Conclusiones

Generamos una extensa biblioteca quimica, de compuestos en su mayoria inéditos.
A lo largo del trabajo de sintesis hemos detectado un comportamiento inesperado en
algunas reacciones, lo que utilizamos a nuestro favor para enriquecer nuestra coleccién de
compuestos. Estas reacciones resultan inspiradoras para el desarrollo de nuevos derivados

de pirazol a futuro.

También hemos abierto un nuevo camino en el desarrollo de compuestos
garrapaticidas, explotando rutas metabdlicas en las que R. microplus no ha desarrollado
resistencia. Esto nos condujo a proponer compuestos naturales y sintéticos para el control

de la garrapata.

Los ensayos frente a colinesterasas arrojaron resultados muy alentadores para
seguir trabajando en compuestos antialzheimer basados en pirazoles en futuras

investigaciones.
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Abstract

Introduction

The cattle tick infestation by R. microplus produces huge economic losses amongst
livestock farmers of tropical and subtropical areas of America, Africa, Asia, and Oceania.
This tick has developed resistance to a vast majority of chemical control agents used up to

the date. Therefore, it becomes mandatory to find new compounds able to eradicate it.

The pyrazole ring is a heterocycle present in many pest control agents, including
the veterinary product fipronil, which displays activity against ticks. Considering this
background, we envisioned of the synthesis of a chemical library of pyrazole derivatives

capable of affecting R. microplus.

Methodology

We generated 1,3-dicarbonyl precursors to obtain pyrazoles with different
substituents on positions 3, 4, and 5. Then, we transformed functional groups on those
positions in order to obtain ester, carboxylic, amide, alcohol, and aldehyde derivatives.
Afterwards, we selected a series of compounds amongst those synthesized to test their
activity on R. microplus larvae, through the larval pack method, until defining a structural
pattern that ensures activity. Thus, we discovered the first generation of a series of

unreported pyrazoles with potential application in that field.

Also, we tested some of the synthesized compounds against AChE and BuChE
enzymes, finding some with powerful activity and specificity to BuChE. This is an

important result for the development of new drugs to treat Alzheimer’s disease.
Results

We synthesized a large compound library, generally holding high yields. Amongst

the reactions we report, the following stand out:

+ Unrecorded regiospecific Knorr condensations, with great potential for the design

of efficient and simple synthesis paths.
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+ A transesterification reaction, which took place in the presence of ruthenium. Its
application in the synthesis path design improves the control of regioisomer selection on

the products.

+ The adaptation of an amide synthesis technique from arylamines with low
nucleophilicity, and the double acylation of arylamines, which increased the amount of
synthesized compounds, thus achieving the inclusion of fluorinated groups to evaluate

their biological activity.
The following discoveries resulted from the biological assays:

+ The obtention of a first generation of active compounds against R. microplus, aimed

at an unexploited active site where the tick does not seem to have developed resistance.

+ The revalidation of the tobacco leaf hydrodistillate as a tick control agent, that has

recently attracted the attention of numerous researchers.

+ The obtention of pyrazole derivatives capable of inhibiting specifically the BuChE
enzyme, with a CI50 in the order of the drug tacrine.

Conclusions

We generated a large library of compounds, with a vast majority of unpublished
ones. Along the synthesis work some reactions have shown an unexpected behaviour,
from which we took advantage to grow our chemical collection. These reactions are an

inspiration to develop new pyrazole derivatives in the future.

We’ve also opened a new path in the research for ixodicide compounds, by using
metabolic routes in which R. microplus has developed no resistance. This led us to propose

natural and synthetic compounds for the tick control.

The assays on cholinesterase enzymes have given encouraging results to keep

working on pyrazole based anti-Alzheimer compounds in future reseach.
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Problemética de garrapatas

Las garrapatas son ectoparasitos que se alimentan de la sangre de los vertebrados a
través de sucesivos estadios. Ademas de la pérdida de sangre, las mordeduras de
garrapata causan irritacion, inflamacion e hipersensibilidad, provocando anemia en los
casos graves. Ademads son capaces de transmitir enfermedades virales, bacterianas,
rickettsiales, y protozoarias [1]. Aproximadamente mil millones de cabezas de ganado, la
mayoria en zonas tropicales, estdin expuestas a diversas especies de garrapatas o

enfermedades que transmiten [2], causando pérdidas de produccion.

Rhipicephalus microplus es la garrapata que causa mayores pérdidas econémicas a
los productores de ganado a través de los efectos directos en los animales parasitados e
indirectamente por transmision de agentes infecciosos como Babesia bovis, B. bigemina y
Anaplasma marginale [3,4,5]. Ademéas de los costos de los productos quimicos, mano de
obra, equipamiento y pérdidas de produccion asociadas con el tratamiento, es muy
elevado el costo de mantener las garrapatas bajo control [6]. Cada garrapata adulta
ingurgitada es capaz de reducir la ganancia de peso en 0,6 g en ganado bovino [7], de lo
que el 65 % es atribuido a la infestacién por las garrapatas (estrés y anorexia de la

irritacion que causan) y 35 % por la pérdida de sangre [8].

Se estima que el 80% de todo el ganado mundial se infecta con garrapatas en algin
momento. Sin medidas de control activas, vastas regiones del mundo serian incapaces de
sostener su producciéon ganadera, incluyendo las industrias pecuarias de Africa, Australia,
y América. Las garrapatas también representan un problema médico serio por la
transmisiéon de enfermedades como la encefalitis transmitida por garrapatas y la

enfermedad de Lyme.

A pesar de los esfuerzos de los programas de cria de ganado, los avances en el
desarrollo de vacunas anti garrapatas, y las apropiadas précticas pecuarias, el control
quimico de las garrapatas ain permanece muy retrasado [9,10]. Para mayor preocupacion,
hay un incremento global en la resistencia a todos los garrapaticidas disponibles, llevando
a la posibilidad real de agotar la oferta de agentes de control efectivos en un futuro
cercano, a menos que se tomen serias medidas para desarrollar nuevos agentes [10,11]. Al

igual que ocurre con muchos insecticidas y antihelminticos, la mayoria de los acaricidas,
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histéricamente, afectan a componentes del sistema nervioso central o periférico. Del
mismo modo, la vasta mayoria de los acaricidas que se desarrollen en los préximos afios
apuntara a objetivos dentro del sistema nervioso de la garrapata y es muy probable que se

trate de nuevos sitios de accion.

A pesar de la enorme importancia de las garrapatas y su control quimico, el campo
de la neurobiologia de garrapatas estd muy retrasado respecto de otros invertebrados. Las
razones del lento progreso en éste drea son bastante practicas y directas. Primero, en
comparacion con otros artrépodos, las garrapatas y su “cerebros” son relativamente
pequeiios, requiriendo muchos individuos para obtener el suficiente tejido para estudiarlo.
Segundo, no hay especies de garrapatas no parasiticas que pudieran actuar como especies
modelo para las que son de importancia médica y veterinaria. Finalmente, y mas
importante, mantener una colonia de garrapatas requiere alimentarlas en cada una de sus
etapas en huéspedes vertebrados, lo que involucra un grado de experiencia, manipulacién

y recursos que puede desalentar a los neurobiélogos [12].

Las garrapatas (Arthropoda; Chelicerata; Acari) se clasifican en tres familias:
Ixodidae (garrapatas duras), Argasidae (garrapatas blandas), y Nuttalliellidae (de las que
s6lo se conoce una especie). Las garrapatas ixodidae son las més significativas por ser
parasitos de importancia médica y veterinaria. En las tres etapas de su vida (larval, ninfal,
y adulta) son hematoéfagas obligatorias con largos periodos no parasiticos de vida libre.
Por ejemplo, se estima que la garrapata de las ovejas (Ixodes ricinus) pasa el 97 % de su vida
de 2 a 5 afios en forma libre. Al contrario de otros artrépodos hematoéfagos que se
alimentan por un breve periodo (segundos a minutos), las garrapatas se alimentan por dos
semanas o mas e ingieren enormes cantidades de sangre (100 veces su peso). Aunque la
mayoria de las especies de garrapatas se alimentan y luego abandonan sus huéspedes (uno
por cada etapa), algunas se alimentan, avanzan a la siguiente etapa, y vuelven a
alimentarse del mismo huésped. Esto lleva a que haya especies de uno, dos o tres
huéspedes. Al completar su alimentacién, las hembras adultas abandonan el huésped,

ponen huevos (alrededor de 26.000 en un largo periodo de tiempo) y luego mueren [12].

El principal método de control quimico de garrapatas involucra el uso de

acaricidas sintéticos. Sin embargo, el desarrollo y seleccion de cepas resistentes de R.
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microplus en diferentes partes del mundo ha quitado efectividad a muchos de los agentes

quimicos [13].

Estado actual de la resistencia

Los métodos actuales para el control de la garrapata implican el uso de métodos
quimicos y no quimicos, y la aplicaciéon sistematica de dos o mas métodos (manejo
integrado de plagas). Aunque el control de las garrapatas se basa principalmente en el uso
de productos quimicos, el desarrollo de resistencia a estos compuestos es una grave
amenaza para la sostenibilidad de este enfoque. El desarrollo de resistencia en artrépodos
depende de la frecuencia de aplicaciéon de los plaguicidas, asi como ciclos de vida de las
plagas. La resistencia de R.microplus a organofosforados (OPs), piretroides sintéticos (SPs)
y amitraz se ha descrito alrededor del mundo, principalmente en Australia y
Latinoamérica [14,15,16,17]. Esta resistencia de las garrapatas a los acaricidas es conferida
principalmente por dos importantes mecanismos fisiol6gicos: Insensibilidad del sitio e
incremento en la actividad de enzimas metabdlicas, tales como esterasas, oxidasasmixtas y

glutation-S-transferasas [14].

Desde el primer informe del desarrollo de resistencia de R. microplus a arsenicales
en Australia en 1937 [18], la evolucion progresiva dela resistencia de las garrapatas a casi
todos los acaricidas disponibles que afectan el ganado, ha frustrado los esfuerzos de los
productores de ganado para manipularla y controlar las enfermedades que transmite y
que afectan a sus animales. La historia de la resistencia de garrapatas a acaricidas corre en
paralelo, con un retraso relativo en algunos afios, con la introduccién de nuevos productos
acaricidas que representan diferentes clases de sustancias quimicas [10]. En el Cuadro 1 se
presentan registros seleccionados de la distribuciéon geogréfica y el afio de la
documentacion del primer informe de resistencia acaricida en R. microplus en todo el
mundo. En los dltimos afios, la resistencia al Amitraz también se ha encontrado en
poblaciones de R. microplus de Colombia [19], Brasil [20,21], México [16,17] y Argentina
[22].

Recientemente, Pérez-Cogollo y col.[23] informaron por primera vez de la
resistencia a la Ivermectina en poblaciones de R. microplus de México. El uso generalizado

de la MLs para control de parasitos (endo y ectoparasitos) y una opcién limitada de
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acaricidas alternativos es motivo de preocupacion de que la resistencia de MLs se
convierta en un problema grave. Como en el caso de la resistencia emergente en R.
microplus a los productos OPs, SPs, Amitraz y MLs en Australia y América Latina no
significa que algunos de los productos que contengan este tipo de ingredientes activos no
tengan mds validez. Existen poblaciones de garrapatas que son susceptibles a una gran
variedad de acaricidas y que pueden ser controladas, pero ahora es més importante que
nunca utilizar las herramientas de diagnostico existentes y mejoradas para determinar en
qué sitio, esos productos son ttiles todavia y emplear estrategias de control de garrapatas

que minimicen la tasa de selecciéon de resistencia [18].

Tabla 1. Afios de introduccion y deteccion de resistencia de garrapaticidas.

Compuesto Afio de introduccién | Deteccion de resistencia

Arsenicales 1893 1936- Australia, Argentina
1948- Brasil, Colombia
1953- Uruguay

1966- Venezuela

DDT 1946 1953- Argentina, Brasil, Australia
1966- Venezuela

Organofosforados | 1944 1963- Australia, Brasil

y carbamatos 1964- Argentina

1967- Colombia, Venezuela
1983- Uruguay
1986- México
Formamidinas 1975 1978- Australia
1989- Brasil
1994- México
1995- Venezuela
1997- Colombia
2000- Argentina
Piretroides 1977 1981- Australia
1995- Brasil
2000- Colombia
Lactonas 1981 2001- Brasil
macrociclicas 2010- México
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Mecanismos de resistencia

La resistencia se define como la capacidad de soportar dosis mayores de un téxico,
que normalmente serian letales para la mayoria de los individuos en una poblacién tipica
de la misma especie [24]. Los mecanismos de la resistencia en la mayoria de las garrapatas
pueden clasificarse en dos grupos: insensibilidad del sitio de destino y aumento de las vias
metabdlicas [25,26]. Solos 0 en combinacién, estos mecanismos confieren resistencia a

todas las clases disponibles de acaricidas.
Insensibilidad del sitio de destino

+Canal de sodio: Resistencia a SPs. Se observo en una cepa resistente al
DDT de la mosca comtn, Musca domestica y se denomin resistencia de derribe o kdr [27].
Andlisis posteriores identificaron también un tipo de resistencia a SP-mayor llamado
super-kdr[28]. Vinculada genéticamente con el locus de gen del canal de sodio, las bases
moleculares de la resistencia kdr han sido investigadas en muchos insectos incluyendo las
garrapatas [29].He y col.[30] investigaron el mecanismo molecular de la resistencia a los
SPs en R. microplus, y obtuvieron y secuenciaron parcialmente el cDNA del gen para-

homologo del canal de sodio decepas de garrapatas susceptibles y resistentes aSP.

+Acetilcolinesterasa: Esta enzima tiene un papel clave en el sistema
nervioso, para la terminacién de impulsos nerviosos al catalizar la hidrolisis del
neurotransmisor acetilcolina. Los OPs son inhibidores irreversibles de AChE, provocando
la falla del sistema nervioso central y la muerte del insecto [31]. Se ha informado que un
importante mecanismo de resistencia a OPs en insectos [9,32,34], son las mutaciones
puntuales en el gen estructural que codifica la AChE que dan por resultado la produccion

de una enzima alterada.

+Acido y-aminobutirico: En artrépodos, GABA es un neurotransmisor
inhibitorio en uniones neuromusculares y sinapsis del sistema nervioso central. Uno de los
principales agentes actuales en el control de la garrapata es fipronil, un antagonista de los
canales de cloruro GABAérgicos [35]. Ya se ha informado de la presencia de mutaciones
del gen GABA de Drosophila melanogaster [32], sin embargo hasta el momento, ningtin gen

GABA ha sido aislado de R. microplus.
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+Receptor de Octopamina: Existe una fuerte evidencia de que el sitio de destino
de las formamidinas (esto es, amitraz) es el receptor octopamina. El receptor putativo
octopamina fue secuenciado de Australia a partir de dos cepas R. microplus: una cepa
amitraz susceptible y una resistente. Ambas secuencias fueron idénticas [35].Dos
explicaciones posibles para este hallazgo son que puede haber mas de un gen del receptor
de octopamina en R. microplus, o que la resistencia al Amitraz puede ser debido a un

proceso metabdlico [35,36].
Resistencia metabdlica

+Carboxilesterasas: Estas enzimas hidrolizan las sustancias quimicas que
contienen grupos funcionales, tales como acido carboxilico, éster, amida y tioéster.
Estudios sobre carboxilesterasas en gran medida se centran en la desintoxicacién de
plaguicidas y en el metabolismo de farmacos y otros xenobi6ticos [37]. Riddles y col.[38]
describieron la purificacién parcial de una enzima con actividad tipo carboxilesterasa en R.
microplus, que podria hidrolizar la permetrina, proporcionando las primeras evidencias
que enzimas metabolicas también pueden participar en la resistencia a los piretroides.
Jamroz y col. [29] identifican una cepa de R. microplus (Cz) resistente a piretroides, que
mostraba tener alta actividad hidrolitica de esterasa (CzEST9), en comparacién con una
cepa susceptible de R. microplus. Recientemente, seis cepas de R. microplus recolectadas al
norte de México resultaron ser resistentes a fipronil. La seleccién con fipronil portres
generaciones indujo resistencia a un rango de entre 8,3 y 9,4 en los estimadores de LC50
yLC99, respectivamente [39]. Los autores concluyeron que la resistencia a fipronil pareceser
debida en parte a la actividad de la esterasa elevada (CZEST9), que fue preseleccionada
por el uso generalizado de permetrina en la década de1980 en México. Sin embargo, se

deben realizar més estudios para conocer los verdaderos mecanismos de resistencia del

fipronil.

+Monooxigenasas P450: Son una familia compleja de enzimas que contiene
heme, que se encuentran en la mayoria de los organismos. Las enzimas P450 enlazan
oxigeno molecular y reciben electrones del NADPH para introducir un 4tomo de oxigeno
dentro del sustrato. En los insectos, las diversas funciones de las enzimas P450 van desde

la sintesis y degradacion de los ecdiesteroides y las hormonas juveniles al metabolismo de
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los xenobiéticos [40].También desarrollan papeles importantes en la adaptacion de los
insectos a los compuestos toxicos de las plantas huéspedes, y participan en el metabolismo
de todos los insecticidas utilizados comtnmente. La bioactivacion de OPs porP450
monoxigenasa es un requisito para desarrollar el efecto altamente téxico de OP sobre la
acetilcolinesterasa, su sitio de destino [40,41]. Sin embargo, en general, las enzimas
P450intervienen en la desintoxicacion metabolica delos insecticidas, especialmente de SPs
[42]. La diversidad es conferida por la existencia de multiples isoformas de P450,
diferentes patrones de expresion y un espectro amplio de sustratos [43]. Hay muchos
informes demostrando elevada actividad de P450 en mosquitos resistentes a los
insecticidas, frecuentemente de manera conjunta con la alteracion de otras enzimas [32].
Otro estudio reciente [44] demostré la vinculacién entre una mayor actividad de

monooxigenasa y resistencia al acaricida piretroide en R. (B). microplus de México.

+Glutatién S-transferasa: Son un grupo de enzimas que catalizan la conjugaciéon
entre glutation y otras moléculas. Estas enzimas tienen un papel central en la
desintoxicacién de compuestos xenobiéticos y endégenos. En poblaciones con una larga
historia de exposicién a productos quimicos, se asocia una alta actividad de GST con
resistencia a los insecticidas [45]. La resistencia a los OCs y OPs estd asociada
especificamente con una mayor actividad de GST [46]. Estos hechos sugieren que la
conjugacion del insecticida al glutatiéon, que es catalizada por GST, puede ser un
mecanismo de desintoxicacién en artrépodos [47]. He y col. [48] informaron de la
purificacién, caracterizaciéon y clonaciéon molecular de GST de una larva R. microplus.
Bioensayos sinergistas con varias cepas resistentes a amitraz de México y una cepa
brasilefia de R. microplus indican que las esterasas y la GST intervienen en la resistencia

[49,50].
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Sobre los pirazoles

Entre los heterociclos, los derivados de pirazol son una clase importante de
heterociclos nitrogenados que han atraido gran atencién debido a su utilidad en el

descubrimiento de nuevas drogas [51,52,53,54,55,56,57].

Figura 1.Estructura general del 1-H-pirazol y numeracién de las posiciones en el anillo

Estos compuestos son raros en la naturaleza, probablemente por la dificultad de
formar el enlace N-N en los organismos vivos [58]. Pero atin asi numerosas publicaciones

muestran el creciente interés de los quimicos, en vista de su amplio campo de aplicaciones.

Algunos ejemplos de pirazoles naturales:

Figura 2. Acido L-a -amino-p -(pirazolil-N)-propanoico

Un isémero de la histidina. Fue aislado por primera vez de la sandia (Citrullus

vulgaris) [59,60,61]. Es un aminodcido natural que posee actividad antidiabética.

NN

\ /

N

Figura 3. Withasomnina

El alcaloide withasomnina fue originalmente aislado de las raices de la planta
medicinal Withania Somnifera Dun (Solanaceae) [62,63]. Esta acta como un depresor del

SNCy del sistema circulatorio. También tiene efecto analgésico e inhibidor de las enzimas
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COX-1, COX-2, y TBLA [64]. 4-Hidroxiwithasomnina y 4-metoxiwithasomnina fueron
halladas junto a withasomnina en la corteza de raiz de Newbouldia laevis [65]. Dicha corteza
es usada para tratar varias afecciones, como la hipertrofia del bazo, disenteria, parasitos

intestinales, migrafia, dolor de oido, conjuntivitis, y varias formas de orquitis [66].

0]

HO NH,
HO —

Figura 4. Pirazofurina

Es un antibiético aislado de la fermentacién de una cepa de Steptomyces candidus
[67,68]. La pirazofurina tiene actividad antitumoral y antiviral de amplio espectro en

cultivos celulares[69,70,71,72,73].

Figura 5. Formicina A

Es un antibiético producido por S. candidus, N. interforma, y S. lavendulae
[74,75,76].Se trata de un isémero natural del nucleésido adenosina que tiene un anillo
pirazol en lugar del imidazol y exhibe propiedades antitumorales y antivirales. Reemplaza

efectivamente la adenosina en varias reacciones enzimaticas a nivel nucleosidico [77].

Figura 6. Nostocina A
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Es un pigmento producido por la bacteria fijadora de N2 cianobacterium, Nostoc
spongiaeforma,y aislada de campos de arroz en Thailandia. Su mecanismo de citotoxicidad
es similar al del herbicida Paraquat [78]. La nostocina A reduce el O intracelular a radical
O, que a su vez es precursor de otras especies reactivas de oxigeno. Este compuesto se

postula como un fuerte herbicida y alguicida, y como un inhibidor de la replicacién de

ADN.

HN—N HN—N
\ OH \ OH
N N

@) O
Figura 7. Acido pirazol-3(5)-carboxilico y acido 4-metil pirazol-3(5)-carboxilico

Fueron aislados del extracto metanolico de la esponja Tedania anhelans, hallada

cominmente en la region intermareal a lo largo de la costa noroeste de India [79].

En laindustria

Los derivados de pirazol se han vuelto cada vez méas importantes en los tltimos
afios, dada su gran utilidad en la preparacién de nuevos materiales biologicos. Un amplio
rango de productos medicinales (antiinflamatorios, antitumorales, antihipertensivos,
anticoagulantes, antimicrobianos, antivirales, anticonvulsivos, antidepresivos), asi como
quimicos agricolas (insecticidas, fungicidas, herbicidas) y pigmentos (incluyendo
colorantes alimenticios) son derivados de pirazol. Los ligandos basados en pirazol también
tienen su campo de aplicacién en la quimica de coordinacién y desarrollo de materiales

[80].

La unidad N-metilpirazol forma parte de numerosas drogas, como el antidepresivo
zometapina [81], el inhibidor de la fosfodiesterasa 5 cGMP sildenafil [82], y el agente
antibacterial FR21818 [83]. Esta misma unidad es ttil en la preparacién de insecticidas y

acaricidas incluye la obtencién de tebufenpirad [84], cianopirafen [85], y fenpiroximato [86].

La introduccion de atomos de fldor o grupos fluorados en heterociclos ha

permitido descubrir nuevos productos bioactivos [87,88,89,90]. En particular los pirazoles
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que contienen grupos fluoroalquilo tienen importantes propiedades como farmacos y

agroquimicos [91,92,93,94,95,96].

Cl =

Zometapina Tebufenpirad

Sildenafil Fenpiroximato

Figura 8. Algunos pirazoles de relevancia en la industria

Métodos de sintesis

Los 3(5)-alquilpirazoles son comunmente sintetizados por los dos métodos
arquetipicos de Knorr y Pechmann [97].En una sintesis de Knorr tipica, un B-cetoaldehido
(o el acetal correspondiente), preparado de etil (o metil) formiato y una cetona, se

condensa con hidrazina [98,99,100,101,102,103].
HN—N

0 0 0 0
)K )k Base M N2H4 U
+ e — N
R EtO H R H R

Figura 9. Sintesis de Knorr

La sintesis de Pechmann consiste en la cicloadicién 1,3-dipolar de diazometano a

alquinos [104,105,106].
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HN—N

Me;Si—=—=N=N + R—== -C200 \

Figura 10. Sintesis de Pechmann

Los 3-diazoalquenos sufren una cicloadicion 1,3-dipolar espontdnea que da lugar a

los 3(5)-alquilpirazoles [107].
N=N HN—N
R/\) - R/&)
Figura 11. Cicloadiciéon

Otras vias de obtencién comunes incluyen la conversion de una cetona a [3-
(dimetilamino)vinil cetona usando N,N-dimetilformamida dimetilacetal [105,106], seguido

de reaccién con hidracina.
NMe, NMe, HN—N
)K )\ _DMF_ M /k)
MeO OMe 115 115°C R
Figura 12. Generacién de la aminovinil cetona

O la conversién de un cloruro de acilo a una p-clorovinil cetona usando acetileno o

su derivado bis-trimetilsilil [108], reaccionando luego con hidracina.
0] O Cl HN—N
R)LCI tR—=—R’ LCI%RM NoHy R/K)
Figura 13. Generacion de la clorovinil cetona

Las enonas o enales resultan en 2-pirazolinas tras la reacciéon con hidrazina
[105,106,109,110,111], que pueden ser convertidas a los pirazoles correspondientes por
oxidacion (figura 14) [105,106]. Alternativamente, las correspondientes inonas o inales

generan 3(5)-alquilpirazoles al ser tratadas directamente con hidrazina [112,113,114].
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N—NH

0
)l\/ Mol /&) | HN—N
) R Oxid. R/K)

R
\ HN—I\<
NoH,4
R/\) R

Figura 14. Generacién de 2-pirazolinas

Iodo-[115] o los metoxieninos [116] también forman 3(5)-alquilpirazoles con

hidrazina.

X R NH, N—NH

Figura 15. A partir de eninos
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Objetivos generales
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Dado que tebufenpirad (figura 8) es una pirazolamida que muestra importante
actividad acaricida, hemos decidido sintetizar analogos fluorados de éste compuesto para

evaluar su posible actividad contra R. microplus. De ésta manera, proponemos:
¢Explorar la quimica de la sintesis de pirazoles y la obtencion de derivados fluorados.
4Obtener compuestos de alto valor agregado en el area de la Quimica Fina.

Para introducir un elemento innovador a éstos analogos de tebufenpirad, hemos
decidido ubicar el grupo terc-butilo en la posicién 1 del anillo pirazol. Dado que hasta el
momento no se han reportado N-terc-butil pirazoles en la literatura, todos los derivados
que obtengamos con ése patrén estructural serdn inéditos. Asi, las estructuras que

planteamos responderédn a la férmula general:

R

N-=|=N H
N\Ar

@)

R4
X

Figura 16. Formula general de las moléculas objetivo

Donde Ry, siguiendo la linea del trabajo de Fustero y col.[117], puede ser un anillo
aromatico (fenilo, furilo) o un grupo alifatico (metilo, etilo, variantes fluoradas); R2 es un
grupo terc-butilo; X es en principio H, pero exploraremos su sustitucién por halégenos en
la busqueda de actividad biolégica; y Ar representa a grupos arilos con diversos

sustituyentes:

F F Cl R F F
e o Do e b op
SO e 0

Figura 17. Sustituyentes arilo
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Capitulo I

Sintesis
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Para un hombre sin anteojeras no hay especticulo mds bello que el de la inteligencia en
lucha con una realidad que la supera.

Albert Camus
El mito de Sisifo

Introduccion

La sintesis cldsica de Knorr fue el método elegido como el mas versatil y directo
para obtener las numerosas variantes que nos planteamos, ya que sus precursores son una
hidrazina (ferc-butilhidrazina en nuestro caso) y un compuesto 1,3-dicarbonilico que
preparamos en el laboratorio segtin el grupo funcional que necesitemos en R. Esta sintesis
ademads tiene la caracteristica de generar dos regioisomeros del anillo pirazol (figura 18),
lo que a menudo es un inconveniente cuando se intenta lograr un regioisémero especifico.
Si bien hay diferencia de actividad biolégica entre otros regioisémeros de pirazol, al ser los
N-terc-butilpirazoles compuestos inéditos para la literatura abierta, en nuestro caso sélo

sera una oportunidad de explorar también éste aspecto.

R2 /RZ
e B
N—_ N—
Ar Ar
R, N R, yZ

X © X ©
Figura 18. Regioisomeros resultantes de la sintesis de Knorr.

Las amidas correspondientes se obtienen a partir de los derivados cloruro de acilo

de cada pirazol.
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Objetivo
Obtener pirazolamidas a través del siguiente esquema de sintesis:

@) @)

OEt Nivel |

Ro
N=EN
OEt Nivel Il
R4
O

R
N
N<+> OH Nivel Ill
R;
X O
R
N—+=N H ]
N\Ar Nivel IV
R4
X O

Figura 19. Mapa de la sintesis




Metodologia

Nivel I - Sintesis de dicarbonilicos

R1MR

Figura 20.Férmula general de un compuesto 1,3-dicarbonilico

2

Estos precursores del pirazol se obtienen a partir de la reacciéon entre un ion

enolato de una cetona y un éster. El resultado es un nuevo enlace C-C.
Base
_|_

Figura 21. Reaccién general

2

Esta sintesis se lleva a cabo en disolventes aproéticos polares y con atmdsfera inerte. La
reaccion se inicia cuando una base fuerte toma un protén del C alfa de la cetona,

generando el i6n enolato:

O 0] o O
’ '/_\_ . N
4 tBUO K H OV R,
R; Y Ry ) Ri Ro
H H ~_°

Figura 22. Mecanismo de reaccion

En todas las sintesis trabajamos con oxalato de dietilo, de manera que los pirazoles

resultantes tengan un éster adyacente, facil de transformar en otros grupos funcionales.
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Reacciones 1.1 y 1.2

') OEt (@) O
)K .o t-BUOK . OEt
0 R
Ri THF, DME 1
OEt 1h, t° amb O

Figura 23. Condensacién de Claisen

Tabla 2. Resultados
Reaccion R Rto

O]

1.1 S—J 89 %
1.2 ) 88 %

El objetivo inicial era trabajar con derivados de furilo, de los cuales obtuvimos
numerosos pirazoles. Para explorar otras lineas de trabajo, también generamos los

siguientes compuestos dicarbonilicos basados en cetonas alifaticas:

Reaccidén 1.3
0 OEt (0] (0]
EtONa
\)J\ + © 0 > OF!
Et,O
OEt 1h, t° amb 0]

Rto:50 %

Figura 24. Condensacién de Claisen

En los espectros de 1H RMN de éstos compuestos se puede ver que el singulete
correspondiente a la sefial de H adyacente a ambos carbonilos integra para un sélo H,

indicando que estan en forma endlica. Tomando el compuesto 1.1 (tabla 2) como ejemplo:
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Figura 25. Compuesto 1.1

Tabla 3.Analisis del espectro 1H RMN [300 MHz, (CDCl)] para el compuesto 1.1

Desplazamiento Quimico Multiplicidad Integracion Referencia

14 T 3H g
4,39 C 2H f
6,62 M 1H b
6,94 S 1H e
7,34 D 1H c
7,68 D 1H a

Tabla 4.AnAlisis del espectro 13C RMN [75 MHz, (CDCl)] para el compuesto 1.1

Desplazamiento Quimico ~ Asignacion  Referencia

14,23 CHs g
62,74 CH: f
99,18 CH e
113,29 CH b
118,67 CH C
147,84 CH a
151,02 C j
162,15 C h
165,98 C i
181,23 C d
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Nivel II-Sintesis de pirazol

¢

R4 R3

Figura 26. Formula general de los pirazoles sintetizados

La condensacién de hidrazina con 1,3-dicarbonilos es un método clasico para la
sintesis de pirazoles. Involucra la adiciéon de dos nitrégenos nucleofilicos a dos carbonos
carbonilicos. Esto da como resultado un anillo de 5 miembros que luego aromatiza por
deshidratacion, catalizada por el medio acido. Es un método que en general tiene buenos
rendimientos, no genera subproductos, y no requiere condiciones especiales de reaccion,
como altas temperaturas, medio anhidro, atmosfera inerte, etc. Incluso puede llevarse
adelante sin disolvente, mezclando los reactivos sélidos en un mortero.Sin embargo, al

tratarse de dos adiciones nucleofilicas, no siempre es facil controlar su regioselectividad.

R R
0] 0] N

R NH
< OEt + 2\N/ 2 4) /
1 H EtOH

Figura 27. Reaccién general

La btisqueda de condiciones que permitan dirigir la condensacién hacia uno u otro
regioisdémero ha ocupado parte de la literatura sobre pirazoles de las tltimas décadas. Al
llevar adelante la sintesis de pirazoles con hidrazinas asimétricas, muchos autores optan
por partir de precursores en que los carbonos reactivos estan en diferentes situaciones
electrénicas.En el trabajo de Fustero y col.[117], se reportan condiciones en que se puede
orientar la regioselectividad de la condensacién de diferentes 1,3-dicarbonilos con
metilhidrazina. Sin embargo, ninguna de éstas condiciones logra la regioespecificidad de
la reaccién. Ya que no hay antecedentes de ésta reaccion con terc-butil hidrazina, optamos

por utilizar etanol como disolvente.
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R Rz Ry R2
° HN R3 Rs | | l
HO™ N NH &' oA R ™ ™
/\ e | > S ONH (R W,
'S NH R R
© Ri HO R OH Con Ri
Isomero a
R
/ " Bl R Ra 1 Ra 1 N
HN—| 2 HO HO R
o R, \N/ \N/RZ Y ¥)\N/R2 3 = \N/R2
\_) | —» HO D — —~ — e
R'] — —
Ho” R '®
! 07 Ry Con R, R,
Isomero b

Figura 28. Mecanismo de reaccion para ambos isémeros

Reaccidon 2.1.1

o o
OEt >I\ NHp-HCl — 3
+ — N2
o 0 20h, t* amb

Figura 29. Sintesis de Knorr

Para nuestra sorpresa, sélo obtuvimos uno de los regioisémeros posibles. Aunque
lo confirmamos por tTHRMN y 13C RMN, el espectro no aporta datos sobre cudl de los dos
regioisémeros es. Para determinarlo, debimos hacer una cristalografia de rayos X sobre un

compuesto derivado del que aqui obtuvimos, el 4.6.1, que elegimos porque forma grandes

>L/N O

NN\

-
~ HN—ONOQ

\_0

cristales con facilidad:

Figura 30. Compuesto 4.6.1
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La cristalografia verifico la estructura:

Figura 31. Estructura determinada por cristalografia
A continuacion ensayamos la misma reaccién con los R alifaticos:

Reacciones 2.1.2y 2.1.3

o o
N/N N/N OEt
R OEt _NH,-HCl | A\
1 H EtOH == )
o} Ri

20h, t° amb Ri

Figura 32. Sintesis de Knorr

Tabla 5.Resultados

Reaccion | R Rtoa Rtob
21.2 S5— 35% 18%
2.1.3 o\ | 24% | 19%

En ambos casos se obtuvieron los dos regioisomeros. Evidentemente, la ferc-
butilhidrazina no basta para orientar la regioselectividad; también es necesario un

dicarbonilico con una situacién electrénica particular.
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Pudimos diferenciar los isomeros 2.1.2 al observar una interaccion especifica del
compuesto 2.1.2.b por HMBC (figura 37). En cuanto a los isomeros de 2.1.3, s6lo pudimos
caracterizar el que designamos como a, por lo que las estructuras propuestas (basadas en

la ausencia de interaccion entre etilo y terc-butilo) son tentativas.

Repetimos el procedimiento con otro R: aromatico:

Reaccion 214

o) o)
OEt >‘\ NH, -HCI NN
+ _NH,- —_— >
ﬁ EtOH ~
o)
O 20h, t° amb

Rto: 81%
Figura 33. Sintesis de Knorr

Nuevamente se ha obtenido regioespecificidad. Estos resultados nos permiten

proponer los siguientes puntos para una hipdtesis mecanistica:

¢ El grupo terc-butilo atenta la reactividad del nitrégeno al que est4d unido en la hidrazina.
Presumimos que se trata de un efecto estérico, ya que electronicamente el terc-butilo no

difiere mucho del metilo.

¢ El grupo aromaético define un carbono carbonilico marcadamente mas reactivo que el
otro. Estimamos que se trata de un efecto electrénico, ya que no hay mayor diferencia de

tamafio con el grupo éster que queda en la posicién 3 del anillo.

Para verificar éstos postulados, deberiamos llevar a cabo un estudio por modelado
molecular que analice la estabilidad relativa de los intermediarios resultantes del ataque

del N sobre uno u otro carbonilo.
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Dilucidacién estructural de los isémeros 2.1.2:

b b
HsG  CH,
e —CHj

L
Figura 34. Compuesto 2.1.2.a

Tabla 6.Analisis del espectro 1H RMN [300 MHz, (CDCL)] para el compuesto 2.1.2.a

Desplazamiento Quimico Multiplicidad Integracion Referencia

3H

1,35 t e
1,69 S 9H b
2,24 S 3H a
4,28 C 2 H d
6,65 S 1H c

Tabla 7.Analisis del espectro 13C RMN [75 MHz, (CDCl)] para el compuesto 2.1.2.a

Desplazamiento Quimico  Asignacion  Referencia

13,40 CH; a
14,33 CH; e
29,78 CHs b
61,08 CH: d
61,91 C g
113,37 CH C
133,34 C i
144,58 C h
160,83 C f
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Figura 35. Espectro HMBC del compuesto 2.1.2.a

Figura 36. Compuesto 2.1.2.b
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Tabla 8.Analisis del espectro 1TH RMN [300 MHz, (CDCl)] para el compuesto 2.1.2.b

Desplazamiento Quimico Multiplicidad Integracion Referencia

1,35 t 3H e
1,65 S 9H b
2,45 S 3H a
4,33 C 2H d
6,53 S 1H C

Tabla 9.Analisis del espectro 13C RMN [75 MHz, (CDCl)] para el compuesto 2.1.2.b

Desplazamiento Quimico  Asignacién  Referencia

14,48 CHs a

14,77 CHs e

29,95 CHs b

60,68 CH: d

61,23 C g

111,23 CH C

139,40 C h

140,40 C 1

163,00 C f
= = il J - J |,I,|_ 7o
=l - | .
— 2 & :
7 te |2

o B
= v ] 140
6:5 6.0 l 5.5 l 5:0 4.‘5 4& (ppm}ls 3:0 7 2.‘5 2.‘0 l 1:5 1.:0

Figura 37. Espectro HMBC del compuesto 2.1.2.b. La flecha azul indica la interaccion entre
los H del metilo en posiciéon 3 y los C metilo del grupo terc- butilo.
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A continuacién trabajamos con fenilhidrazina y con hidrazina, que nos permitieron

ampliar la biblioteca quimica de compuestos para las pruebas biolégicas.

Reaccidon 2.2.1

O (0]
HCI N—
OEt N/NHZ — A\
H EtOH S
0]
(0] 20h, t° amb

Rto: 100 %
Figura 38. Sintesis de Knorr

En éste caso también se obtuvo un sélo isémero, como pudimos observar por 1H

RMN.
Reaccion 2.3.1
0 9 OEt
OFt HCl HN/N\
+ /NH2 '
HoN EtOH ~
0]
0] 20h, t° amb
Rto: 100 %

Figura 39. Sintesis de Knorr

Este compuesto no presenta regioisomeria, ya que la hidrazina es simétrica y el

pirazol resultante existe en dos formas tautoméricas:

HN—N N—NH

Figura 39. Formas tautoméricas del pirazol
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Nivel III - Funcionalizacion

Figura 40. Formula general de los pirazoles modificados

Exponemos en ésta secciéon algunas modificaciones de grupos funcionales
necesarias para llegar a las moléculas planteadas. Dado que se busca sintetizar amidas, la
obtencion de grupos carboxilo ocupa un lugar predominante, abordandola por dos vias
diferentes: la hidroélisis del grupo éster, y la oxidaciéon del anillo furilo. Para agregar una
variable mas que multiplique la cantidad de compuestos que podemos obtener,

resolvimos ensayar halogenaciones en la posicién 4 del pirazol.

Hidrolisis del éster

Es una reaccién de saponificacion, en la que una base fuerte hidroliza el éster en un

alcohol y la sal del acido carboxilico.

Reacciones 3.1.n

R> Rz
N-LN 1) NaOH N-L-N
b OEt 2) H,0 / H* - é OH
R1 R1
X 0 X o

Figura 41.Reaccion general de hidrolisis
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Tabla 10.Resultados

Reaccion Sustituyente 3* | Sustituyente 5* R2 X | Rto

0 92%
3.1.1 5— 3 H
S_«OH _é
0 88%
3.1.2 S— H
£, ~
0 84.%
3.1.3 p) —<— H
—\ S—QOH S

(@] 0] 73%
3.1,
| | e L ]n
3.1.5 o ) — | H 66%

OH

o) 78%
3.1.6* S—-’(OH <) €—<— Br
3.1.7 e =< | = | ul "

* de acuerdo a la numeracién de posiciones sefialada en la Figura 1
* a partir del precursor 3.3.2 (tabla 14)

Oxidacién del furilo

En nuestro esquema de sintesis, éste paso nos permite operar sobre el grupo éster
con libertad, llevando a cabo hidrdlisis, reducciones y acilaciones, mientras el furilo, inerte

a todos esos procesos, nos ““reserva’” otro grupo carboxilo.

R2 R
N-I-N H,0, CCl4, ACN, N-I-N
K|O4 RUC|3 o)
) >
O HO

Figura 42.Reaccién general

La reaccién necesita un medio bifdsico (acuoso/organico), un agente

oxidante (normalmente KIOs, pero también obtuvimos buenos resultados con NaClO), y
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RuCls como catalizador. La funcién del RuCls es generar in situ el potente oxidante
tetroxido de rutenio, que rompe los enlaces dobles del sustrato en la fase organica y se

regenera en la fase acuosa[118].

SO S
Fase Orgénica
....... Ru3+ e RUO4"""
Fase Acuosa
KlO,4 Kl

Figura 43. Ciclo catalitico del RuO,

0
N
o) 0)
R ~_R © R o-RYZ R
O ST S
© O=Ru 0 OH OH O . HO
7 "0
© OH
OH
Figura 44.0xidacién de los enlaces dobles en el furilo
Reaccion 3.2.1
KIO, OH

RUC|3
ACN/CCI4

15min - 20h, t° amb

Rto general: 65 a 81 %

Figura 45. Oxidacion del furilo y obtencién de regioisdmeros
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Tabla 11. Rendimientos de a y b a distintos tiempos de reaccion

Tiempo Rto a Rto b
5 min 100% 0%
30 min 78% 22%
1h 44% 56 %

20h 0% 100%

La primera vez que ejecutamos éste experimento extendimos el tiempo de la
técnica original (5 minutos) a 1 hora, lo que nos llevé a obtener un resultado inesperado:
dos productos de igual peso molecular pero diferente polaridad y corrimiento quimico en

1H RMN, ésto es, regioisomeros.

Tras descartar que los regioisomeros sean producto de la sintesis de Knorr, y
observando que la relacion cambiaba con los tiempos de reaccién, supusimos que la
oxidacién genera inicialmente el isémero a (Fig.44), y luego ocurre una transesterificacién
que da como resultado el b. Esta hipétesis se vi6 reforzada al observar que con 20 horas de

reaccion, el predominio del isémero b era total.

>L N ot  KliO4 >L _N OEt  Kre

_N OH
NTN__/ RuCly o NN\ 1 NN
= ACN/CCl,
\_0 OH OBt

Figura 46. Formacion del regioisomero b

Atn queda por responder qué impulsa a ésta transesterificacion y cuédl es su
mecanismo. Sin embargo, la relacién de frente observada en TLC y cromatografia en
columna nos demostré que el isomero b es mas polar que el a. A partir de esta diferencia

de polaridad, inferimos que el medio acuoso durante la reaccion desplaza el equilibrio
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hacia la formacion de b por diferencia de solubilidad. Podemos proponer una constante de

transesterificacion:

Donde Kte > 1

Aunque no es el objetivo de ésta tesis investigar la cinética de las reacciones, tratar
de dilucidar la forma en que operan ciertos mecanismos podria proveernos de
herramientas clave para controlar y orientar la sintesis de nuestros compuestos. Seria

interesante confirmar éstos supuestos a través de estudios cinéticos posteriores.

Al comparar los tHRMN, la diferencia mas significativa esta en el corrimiento

quimico del H de la posicién 4 del pirazol:

d
H3C CH3
HsC
N—N
o) \ o)
\
HO c b
H O~cH,

a
CHjy

Figura 47. Compuesto 3.2.1.a

Tabla 12.Analisis del espectro tH RMN [300 MHz, (CDCls)] para el compuesto3.2.1.a

Desplazamiento Quimico Multiplicidad Integracion Referencia

1,39 t 3H a
1,77 S 9H d
4,40 C 2H b
7,55 S H C
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d
H3C CH3

CHs
N—N
0 / 0
/
HO c o) b
H CH,

a

CH,
Figura 48. Compuesto 3.2.1.b

Tabla 13.Anélisis del espectro 1H RMN [300 MHz, (CDCls)] para el compuesto 3.2.1.b

Desplazamiento Quimico Multiplicidad Integracion Referencia

1,40 t 3 H a
1,73 s 9H d
4.42 C 2H b
8.09 S H c

Ya que los espectros no nos permiten determinar la identidad de éstos
regioisomeros, dedujimos las estructuras que proponemos en las figuras por el orden de
apariciéon de cada producto. El compuesto esquematizado como 3.2.1.a es el resultado
directo de la oxidacién del furilo, asi que le asignamos ésa identidad al producto de los
primeros 5 minutos de reaccién. El compuesto 3.2.1.b es producto de la transesterificacion,

asi que corresponde al segundo en aparecer.

Halogenaciones

Decidimos incluir éstas reacciones para diversificar la cantidad de compuestos que
podemos sumar a nuestra biblioteca quimica. Aunque actualmente la busqueda de nuevas
drogas tiende a dejar de lado éste tipo de compuestos, los halégenos unidos a heterociclo
estan presentes en muchos productos lideres del mercado. Ademads, ésta funcionalizacién
abre el camino a numerosas transformaciones por acoplamiento cruzado. Estos derivados
se obtienen por sustitucion electrofilica aromatica al tratar los pirazoles con agentes

halogenantes, siendo los mas comunes NCS y NBS.
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Figura 49. Reaccion general de halogenacion

En nuestro caso, al no disponer de las succinimidas halogenadas, decidimos
ensayar algunas técnicas que utilizan hal6genos elementales. Reportamos el método méas

eficaz[119]:

Reacciones 3.3.n

>L Bro/AcOH >k
_N OR _N OR
)N\>_< AcONa - N \
CH,CI
= O A ) Ar < O

Ar 2h, t° amb
Br

Figura 50. Bromacién de la posicién 4

Tabla 14.Resultados
Reaccidon Ar R Rto

O %
331 3 Bt 100 %
33.2 =) Et 74 %
3.3.3% ) - 100 %

* El producto de 3.3.3 es igual al de 3.1.6

Nivel IV -Sintesis de arilamidas

En ésta seccion decidimos incluir la descripcion de las técnicas operatorias en el

cuerpo del texto, ya que constantemente hacemos referencia a ellas a través de sucesivas

optimizaciones que nos permitieron obtener diferentes productos.
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Figura 51. Formula general de las pirazolamidas

Los métodos de obtencion de arilamidas requieren generar un derivado de &cido
carboxilico con un buen grupo saliente, de manera que sea sustituido facilmente por la
amina aromatica. Ya que utilizamos arilaminas con grupos muy tomadores de electrones,

elegimos sintetizar las amidas a través del intermediario cloruro de acilo:

R, Rz R
"6\' oH (COCI), NCJ—DN ol NHaAr "6" “\A
ol y O y 0

Figura 52. Reaccion general

La obtencién del cloruro de acilo ocurre a través de la generacion in situ del

reactivo de Vilsmeier-Haack[120]:

cl
o +0© o —» | >N al| +co, + co + cr

Cl

Figura 53. Reactivo de Vilsmeier-Haack

Este es el reactivo que aporta el cloruro nucleofilico para generar el cloruro de

acilo, regenerando la DMF:

50



o
N Y e Y 4 N
OH Cl

Figura 54. Obtencién del cloruro de acilo

Reacciones 4.n.1

>L —N o |. DMF, (COCI),

NN
SN Il. Piridina, arilamina
SN OH
\_0
Figura 55. Obtencién de pirazolamidas
Tabla 15.Resultados
Reaccién Ar Rto
411 ) 53 %
F
421 g—QF 49 %
F
F
431 §—©F 9 %
F
Cl
4.4.1 g CF; Trazas
Cl
F F
45.1 §—©~F Trazas
F F
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Técnica operatoria general paralas reacciones 4.n.1:

En un reactor con atmoésfera de N, y bafio de hielo disolvimos el dcido carboxilico
en CH.Cl, agregamos DMF en cantidad catalitica, y cloruro de oxalilo. Dejamos
reaccionar ésta mezcla 1 hora a temperatura ambiente, luego conectamos la salida del
reactor a vacio y lo calentamos hasta evaporar todo el CH:Cl, y el (COCI); remanente.
Luego volvimos a inyectar N> al sistema, pusimos en bafio de hielo y agregamos por goteo
una solucién de la arilamina, piridina y trietilamina en CH>Cl.. Mantuvimos la agitaciéon a

temperatura ambiente por 12 hs.

Si bien ésta técnica di6 lugar a algunos productos buscados, no fue adecuada para
trabajar con las arilaminas que poseen grupos tomadores de electrones en posicioén orto.
Estos grupos deslocalizan los electrones y restan nucleofilicidad al nitrégeno, dificultando
la reaccion. Sin embargo, por mds que la reactividad sea baja, eventualmente deberia
haberse dado la sustituciéon. Aunque cuidamos las condiciones anhidras del medio, que
son necesarias para generar el reactivo de Vilsmeier-Haak, pensamos que una minima

fraccion de humedad podria estar compitiendo con las arilaminas menos nucleofilicas.

Normalmente las arilaminas son mejores nucledfilos que el agua. Ejemplos de ésto
son la sintesis clasica de acetanilida, que se lleva a cabo por la reacciéon de anhidrido
acético y anilina en medio acuoso; y la sintesis del analgésico p-fluorofentanilo, en la que la
amina y el cloruro de propanoilo son mezclados sin necesidad de atmosfera inerte. En el
caso de los fentanilos incluso se utiliza un cloruro de acilo unido a un carbono alifatico,
por lo que deberia ser mas reactivo (mds susceptible a la humedad) que los de nuestro

sistema, estabilizados por la aromaticidad del pirazol.

F F

O

) A

Figura 56. Ultima etapa de la sintesis del p-fentanilo
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Basandonos en éstas observaciones, postulamos que en nuestro sistema habia dos

factores que disminuian la reactividad:
¢ Cloruro de acilo estabilizado por aromaticidad.
¢ Arilamina poco nucleofilica por grupos tomadores de electrones.

Ya que ambos factores son intrinsecos de nuestros precursores, para favorecer la
reaccion debimos trabajar sobre los otros componentes del medio de reaccién: el

disolvente, la base, y el catalizador.

La busqueda de un medio adecuado nos llevé a un articulo de 1942 en que Ruggli 'y
Rohner [121], reportan la acilacién de o-nitroanilina con cloruro de benzoilo, utilizando la

siguiente receta:

“’Disolver 14 g de o-nitroanilina en 15 g de dietilanilina en bario de hielo. Agregar 14 g de
cloruro de benzoilo de a porciones. Enfriar a medida que la temperatura aumenta espontineamente.
Al finalizar la adicién, calentar 20 minutos en bafio maria. Luego verter en agua fria (...),

obteniendo 22.7 g de agujas color amarillo oro. Rendimiento: 93%.""

NO,
N H,N
0 - o 0
NO,
®
cl T/ : NH i

Figura 57. Papel de la dimetilanilina como catalizador

Observaciones:
®  No especifica que los disolventes deban estar anhidros.
= No especifica que el cloruro de benzoilo se manipule en atmdsfera inerte.

®  La dietilanilina cumple las funciones de disolvente, base y catalizador, generando

un intermediario mas reactivo que el cloruro de acilo.

®  Aligual que con la sintesis de fentanilos, el cloruro de acilo se agrega al medio que

ya contiene la amina.
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Con algunas modificaciones, adaptamos la técnica operatoria a las reacciones 4.1.4

y 4.1.5, reformulandola en los siguientes pasos:

¢ Preparamos el cloruro de acilo como se detall6 antes. Evaporamos el disolvente y el

(COCI)2 remanente, y agregamos CH>Clhnuevamente para redisolver.

¢ En otro reactor, bajo atmésfera inerte, preparamos una solucion de la arilamina en

piridina anhidra (calentada a reflujo con NaOH) [122].
¢ Agregamos la solucion del cloruro de acilo en el segundo reactor en bafio de hielo.

¢Alfinalizar el agregado, calentamos hasta evaporar todo el CH2Cl: (para que el medio de
reaccion sea 100% piridina) y dejamos con agitacion a temperatura ambiente hasta el dia

siguiente.

Como no disponiamos de dimetilanilina, decidimos sustituirla por piridina, que
cumple la misma funcion de generar un amonio cuaternario facilmente desplazable por las

arilaminas:

N,

;< ;< H,N ] F
N—N
N—N E\‘j N—N F F \ O E
O e T T e A
\O ol (0] N
)
F F
=~
F

Figura 58. Formacion de un intermediario piridinio

Tabla 16.Resultados

Reaccion Ar Rto
Cl
4.4.1 §4©—CF3 Trazas
Cl
FF
4.5.1 i—Q—F 20 %
F F
[ =)



La reaccién 4.5.1 indica que nos hemos acercado a un medio de reaccién que
favorece la acilacion. Sin embargo los rendimientos son muy bajos, atin cuando se
cuidaron las condiciones de la reacciéon para evitar cualquier fuente de humedad. Nos

planteamos entonces dos posibilidades:
® Las medidas tomadas para mantener la atmdsfera anhidra no fueron suficientes.
®  Por alguna razon es necesario que haya un minimo de agua en el medio.

Lo que resolvimos mediante dos experimentos:

Experimento 1:

Repetir la reacciéon 4.5.1 agregando 1 gota de agua al reactor 2.Resultado: No se

form¢ la amida.
Conclusion: el bajo rendimiento se debe a la presencia de humedad en el medio.

Experimento 2:

Repetir la reaccion 4.5.1 utilizando doble cantidad de cloruro de acilo para que
consuma el agua, anhidrando el medio. Utilizar la minima cantidad de piridina, que es

una posible fuente de humedad en el paso critico.

Tabla 17.Resultados
Reaccion Ar Rto
F
4.3.1 g—OF 90 %
F
Ci
441 §4©—CF3 90 %
cl
FF
45.1 i—QF 72 %
FF
4.6.1 S~ )-No, 79 %
3
4.7.1 g@m 55 %
F




Técnica general para obtenciéon de amidas a partir de arilaminas poco nucleofilicas

(reacciones 4.n.m):

En una bomba de Schlenk de 25 ml, bajo atmésfera inerte, colocamos 0.7 mmol de
un pirazol carboxilato y lo disolvimos en la minima cantidad necesaria de CH>Cl.. Luego
la colocamos en bafio de hielo y afladimos 3 pul de DMF y 1.7 ml de una solucién 2 M de
(COCl),, y agitamos la mezcla una hora a temperatura ambiente. Al finalizar, aumentamos
el flujo de gas inerte y calentamos suavemente el reactor hasta obtener un producto crudo
semisolido, que redisolvimos en la minima cantidad de CH2Cl,. En otra bomba de Schlenk
con atmosfera inerte, disolvimos 0.35 mmol de una arilamina en 1 ml de CH2Cl> y 1 ml de
piridina, y la colocamos en bafio de hielo. A continuacion tomamos la solucion del cloruro
de acilo que habiamos preparado y la agregamos por goteo a éste segundo reactor,
observando desprendimiento de vapores. Al finalizar, cerramos la bomba, la calentamos
suavemente, y la conectamos a vacio hasta observar el cese del burbujeo, asegurandonos
que la piridina sea el inico disolvente del medio. Finalmente, dejamos la mezcla enfiarse a
temperatura ambiente y la dejamos agitando hasta el dia siguiente, en que extrajimos el
crudo afiadiendo 10 ml de una solucién 1 M de HCl y 15 ml de CHClL. El producto quedé
en la fase organica, a la que afiadimos 10 ml de NaOH 2 M para remover el pirazol
carboxilato remanente con la fase acuosa. Anhidramos la fase organica de ésta segunda
extraccion y la evaporamos a presioén reducida, purificando posteriormente los productos

por cromatografia en columna de silica gel con una mezcla de hexano : acetato de etilo 9:1.

Una vez puesta a punto ésta técnica, la aplicamos a otras arilaminas y a los

otros pirazoles obtenidos.

Reacciones 4.n.1

N-=N H
o4 | DMF, (COCI), N

>

R Il. Piridina, arilamina R
o)

)

Figura 59. Pirazolamidas a partir de anilina
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Tabla 18.Resultados

Reaccién | Sustituyente 3° | Sustituyente 5° | Rto
O /o) 95 %
4.1.1 S—« 3 I
HN-Ar ﬁ
0 60 %
4.1.2 5— S—«
HN-Ar
O 92 %
4.1.3 S—« S—
HN-Ar
0 62 %
41.4 P 54
N HN-Ar
0 o) 100 %
4.1.5 S« Y, S—«
0 HN-Ar
¢} 0 76 %
4.1.6 S—~« >— /
HN-Ar (0]
¢} 100 %
4.1.7 S—« §—< >
HN-Ar
Reaccidon
>L O . DMF, (COClI), >LN/N\ P F
Il. Piridina, arilamina S HN F
Br
F

Rto: 63 %

Figura 60. Obtencion de pirazolamida 4.2.8

o)
N
N N
cl
R

F7IOF
F

Reacciones4.4.n.b

g I. DMF, (COCI),
>
Il. Piridina, arilamina R

Figura 61. Pirazolamidas a partir de 2,6-dicloro-4-(trifluorometil)anilina
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Tabla 19.Resultados

Reaccién | Sustituyente 3° | Sustituyente 5° | Rto
O 20 %
4.4.2.b S— S—«
RN-Ar
o 71 %
4.4.3.b S« —
RN-Ar
¢) O 98 %
4.45.b S+« / S—4
0 RN-Ar

En éste caso la arilamina sufrié una doble acilacién, que detectamos al observar que
la integracion de H en el 1H RMN no coincidia con la estructura monoacilada. La EM nos

permiti6é confirmar el producto de doble acilaciéon.

Los productos diacilados parecen formarse exclusivamente a partir de la 2,6-
dicloro-4-(trifluorometil)anilina, pero ;por qué no observamos ésta doble acilaciéon en la
obtencion del compuesto 4.4.1 (tabla 17)? La explicacién esta en que entre ambas series de
experimentos hemos cambiado la piridina utilizada. A continuacién repetimos la reacciéon

4.4.1 con la piridina nueva:

Reaccién 4.4.1

NTN
~ Y  HN CFs
\_0
Cl a
>LN/N\ O | DMF, (cOCl), *
> 0 0
SN Il. Piridina, arilamina
VAR N = '\
\ o N N
—_— S ——
cl cl
— —
o) ol
\ /
F F b
F
Rtoa:18 % Rtob: 10 %

Figura 62. Obtencién de productos mono y diacilado
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Inesperadamente, obtuvimos mezcla de productos. Los rendimientos manifiestan
un comportamiento anémalo de la reaccién: éstos indican que sé6lo el 28% de la arilamina
inicial reaccion6 para generar el monoacilado a, quedando el resto sin reaccionar. Luego,
parte del compuesto a formado reaccioné con un segundo cloruro de acilo para dar el

diacilado b.

Es decir que de las dos acilaciones, la energia de activacién de la segunda es menor

a la de la primera:

Q Cl

o. _R
cl Q \( cl
H,oN R~ Nci O« N RT Scl O N
R R
cl cF,  EA1 cl cF, EA2 cl CFs

Figura 63. Reaccion general de diacilacién
Donde EA1>EA2

Para controlar la formacién de los productos, modificamos la estequiometria de la

reaccion 4.4.1:

Tabla 20. Resultados

Eq Acido | Eq Amina | Productos Rto
2 1 a,b 18 %, 10 %
1 3 24 %
3 1 b 97 %

Los rendimientos muestran que la formacién de a esta desfavorecida. Esto puede
deberse al efecto inductivo de los atomos de cloro en posicioén orto de la arilamina. Pero, al
contrario de los otros derivados monoacilados obtenidos, el nitrégeno de la amida es
suficientemente nucleofilico para atacar a un segundo cloruro de acilo espontdneamente.

Nagaraj y Kumar [123] han reportado un caso similar y propusieron un mecanismo

plausible que explica éste comportamiento:
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R R

R
] o o
)% A o e}
W N rr B gy | A
)k = ol | "k |
| \—x ¢ DR N
P | /—x X X
Al A2

Figura 64. Mecanismo de la segunda acilacién

Segiin ésta hipoétesis, la fuerza impulsora de la segunda acilaciéon no es la
nucleofilicidad del nitrégeno de la amida, sino del oxigeno. Los autores calcularon que en
el enlace amida el O es mas basico que el N. Asi, en un medio aprético y en presencia de
un cloruro de acilo, el O acttia como nucleéfilo y las amidas monoaciladas estardn en
equilibrio con su respectivo intermediario Al. Sin embargo, la transformacion irreversible
al intermediario A2 requiere una alta densidad electrénica en el enlace amida, que solo se
observa en los casos que el arilo posee dos sustituyentes en posicién orto. Este par de
sustituyentes ejerce un efecto estérico que impide a los electrones 7 del enlace C=N
conjugarse con el anillo aroméatico, ya que no estan en el mismo plano. De ésta forma, los

atomos de cloro simultaneamente desfavorecen la primera acilacién y facilitan la segunda.

a CH3 ch

H3C CH3
N 0 Q N )<
HsC N~ N\ J N CH3
) —~ N -
HsC H“ H CHj

Cl IEECI
*H Z

Figura 65. Compuesto 4.4.3.b

Tabla 21. Analisis del espectro 1H RMN [300 MHz, (CDCl)] para el compuesto 4.4.3.b

Desplazamiento Quimico Multiplicidad Integracién Referencia

1,44 S 18 H a
2,36 S 6 H b
6.52 S 2H C
7.62 S 2 H d
( 1
L 0



Reacciones4.5.n

OH | DMF, (COCI),

R >
[l. Piridina, arilamina

@)

R
F

Figura 66. Pirazolamidas a partir de pentafluoroanilina

Tabla 22.Resultados
Reaccién | Sustituyente 3* | Sustituyente 5* | Rto
O 48 %
4.5.2 p— —4
HN-Ar
0o 21 %
4.5.4 2 5—
_\ HN-Ar
0 o 49 %
4.5.5 s / S
0 HN-Ar

* de acuerdo a la numeracion de posiciones sefialada en la Figura 1

Reaccidén 4.5.3

>L N AN

N/N\ 0O . DMF, (COClI), %N/ o N N
_ S

MOH Il. Piridina, arilamina F F

Figura 67. Obtencion del diacilado 4.5.3

En general, obtuvimos productos monoacilados, excepto en la reaccién 4.5.3, donde

observamos doble acilacion.

Reacciones 4.6.n
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OH I. DMF, (COCI), H
R > R
[l. Piridina, arilamina NO,

Figura 68. Pirazolamidas a partir de 4-nitroanilina

Tabla 23.Resultados:

Reaccién | Sustituyente 3* | Sustituyente 5* | Rto
O 81 %
4.6.2 p— —4
HN-Ar
o 74 %
4.6.3 S—«¢ 5—
HN-Ar
O 73 %
4.64 2 5—4
_\ HN-Ar
0 O 80 %
4.6.5 s—« / S«
0 HN-Ar
o 84 %
4.6.7 S é—@
HN-Ar

* de acuerdo a la numeracién de posiciones sefialada en la Figura 1

Reacciéon 4.7.1
>LN/N\ Y I. DMF, (COCI), R
« . . . . >
o ‘ S OH Il. Piridina, arilamina Br
F
Rto: 55 %

Figura 69. Pirazolamidas a partir de 2,6-difluoro-4-bromoanilina

Reaccion 4.8.7
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XN/N O | DMF, (COCl), >LN/N P
©)\/ OH Il. Piridina, arilamina S HN@
Br

Rto:  67%
Figura 70. Pirazolamidas a partir de 2-bromoanilin
Reacciones4.9.n

Ro

R
B N—N H
>
R1/%)\\( Il. Piridina, arilamina R1/g)\( o
X © X °

Figura 71. Pirazolamidas a partir de p-anisidina

Tabla 24.Resultados
Reaccién R1 R2
O

4.9.1 3T é—é H 166 %
4.9.7 ) e~ Ho|6l%
4.9.8 ) e | Br| A%
4.9.10 =) <y | B[k

>

Rto

Resultados

+ Hemos generado precursores dicarbonilicos para obtener pirazoles con distintos
sustituyentes.

+ Sintetizamos el anillo de pirazol, descubriendo casos en que ésta sintesis es
regioespecifica.
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+ Llevamos adelante distintas funcionalizaciones, en especial aquellas que nos
permitieron obtener grupos carboxilo para la siguiente etapa. Entre ellas, encontramos un

efecto de transesterificaciéon que nos permite invertir la regioisomeria de los pirazoles.

+ Logramos acilar arilaminas poco nucleofilicas y obtener productos de doble

acilacion.

Conclusiones

Hemos logrado una sintesis eficiente y versatil que nos permitird evaluar el efecto
de numerosos sustituyentes para buscar aquellos que se destaquen por su actividad
biolégica. La mayoria de los compuestos que obtuvimos en ésta etapason inéditos en la
literatura, lo que los vuelve sumamente interesantes para el desarrollo tecnolégico en

quimica fina y farmacologia.

Si bien no hemos sintetizado todos los compuestos que podriamos generar a partir
de los distintos pasos de sintesis que reportamos, no supondria una dificultad obtenerlos

si las pruebas biologicas sugieren que podrian ser de utilidad.

Si pensamos en el eventual escalado de algunode los compuestos, contamos con las
siguientes ventajas: altos rendimientos en las reacciones; capacidad de controlar la
regioisomeria o de separar los regioisomeros por cromatografia; pasos de sintesis

relativamente simples y con escasa formacion de subproductos.
Algunas reacciones son interesantes desde el punto de vista de la quimica verde:

+ La sintesis de Knorr llevada a cabo en etanol, a temperatura ambiente, y sin

atmosfera inerte.

+ La hidrolisis de ésteres, que no requiere mas que un medio acuoso y NaOH, y que
remueve impurezas y productos secundarios de reacciones anteriores, elimina la
necesidad de hacer cromatografias en columna hasta éste paso (suponiendo que se trabaja

con métodos optimizados).
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+ La oxidacién del furilo, si bien tiene baja economia atémica, se destaca por la
utilizacion de un catalizador y porque hemos cambiado el CCls y el KIOs por AcOEt y

NaClO sin afectar los rendimientos.

+ Las sintesis de amidas, aunque requiere un exceso de pirazol carboxilatos para
lograr una buena conversion, nos permite separar al final de la reaccién productos de
sustratos simplemente por extracciéon acido-base, recuperando los pirazol carboxilatos.
Excepto en los casos de doble acilacién que reportamos, éstas reacciones no suelen generar

subproductos, lo que simplifica mucho el paso de purificacion.
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Capitulo II

Ensayos en garrapatas
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Pero no he abandonado las otras ramas de la ciencia. Mal quimico seria el que se limitara
exclusivamente a esa porcion del conocimiento humano.

Mary Shelley
Frankenstein

Introduccion

Para los ensayos sobre garrapatasutilizaremos el método que se conoce como
Prueba del paquete larval, y fue reportado por Stone y Haydock en 1962[124]. Decidimos
utilizarlo por indicacion del grupo dirigido por el Dr. Alberto Guglielmone en INTA

Rafaela, de reconocida trayectoria en el estudio de R. microplus.

Objetivo

Evaluar la actividad de los compuestos més representativos entre los sintetizados

sobre larvas de R. microplus.

Metodologia

El estudio consistié en impregnar papeles de filtro de 10x10 cm con los compuestos
disueltos en aceite de oliva y depositar entre 40 y 80 larvas en cada papel. Luego doblarlos
y cerrarlos con broches, incubarlos durante 24 hs, y al cabo de ese tiempo contar las larvas

vivas y muertas.

Ya que la especie R. microplus no puede reproducirse en laboratorio, el grupo de
INTA Rafaela, dirigido por el Dr. Guglielmone, obtuvo varias hembras ~“engorged” de
vacas en Santiago del Estero, provincia donde la problematica no esta controlada. Luego
incubaron éstas hembras hasta que liberaron los huevos (alrededor de 3000), que a su vez

fueron incubados hasta que eclosionaron las garrapatas en etapa larval.

Preparamos las soluciones de impregnacion disolviendo los compuestos en una
parte de diclorometano y dos de aceite de oliva extra virgen, de manera de obtener dos

concentraciones: 0.005 M y 0.00015 M, basadas en estudios sobre cipermetrina.
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Para tener un control positivo, purificamos por cromatografia en columna el
compuesto fipronil de una muestra del producto veterinario CLAP y le dimos el mismo

tratamiento que a los pirazoles sintetizados.

Figura 72. Papel impregnado, doblado y asegurado con broches a los costados. El tercer

broche cerrard la abertura restante.

Figura 74. Colocamos algunas larvas en el papel con una espatula.
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Figura 75. Colocado el tercer broche, las larvas no pueden escapar del paquete.

Figura 76. Paquetes larvales en una caja antes de cerrarla y llevarla a incubadora

Figura 77.Tras 24 h en incubadora,realizamos el conteo de larvas en cada papel sobre una
lampara de recuento.
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Resultados

Ensayamos los siguientes compuestos (figura 78) en dos concentraciones; 0.005 M,

y 0.00015 M. De éstos, s6lo el Fipronil tuvo actividad, con una mortalidad de larvas de

100% a 0.005My de 0% a 0.00015 M.

W@ WQ q“%? W@

41.1 4.2.1 4.3.1 44.1.a

F F
45.1 4.6.1 471
Sn Y Sn o
H\(‘\)i NN P “N N\n/‘\)_{o
T RO O (O
4.1.2 4.1.3 414 4.1.5
. Seecy Cl
\'HN;N>—{O NN CF3
~ O HN@ FiCug i>
1\ “ NH, Cl
4.4.1.b Fipronil

Figura 78. Compuestos ensayados
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Conclusiones

Debe tenerse en cuenta que los resultados negativos no son producto de la falta de
absorcién. Se trata de un ensayo por contacto, es decir que las larvas absorben los
compuestos a través de los espirdculos que usan para respirar. El método de Stone y
Haydock fue desarrollado y probado con plaguicidas muy lipofilicos (DDT, dieldrin,
coumaphos) e incluso lo hemos puesto a prueba con fipronil, obteniendo resultados
positivos. Esto noslleva a pensar que la inactividad de nuestros compuestos lipofilicos no
es producto de la falta de absorcion, ya que el método se adectia bien a otros igual de
lipofilicos.

La ausencia de resultados positivos entre los compuestos ensayados nos obligo a
revisar la bibliografia para buscar los cambios estructurales que pudieran conferirle
actividad a los compuestos. De los dos compuestos en que nos basamos, tebufenpirad y
fipronil, solo fipronil tiene actividad sobre R. microplus. Tebufenpyrad es muy efectivo para
controlar dcaros como P. citri y T. urticae en cultivos de algodén, citricos, berenjena, y
ornamentales, pero no tiene actividad reportada sobre la garrapata bovina. De hecho, un
arbol filogenético de las secuencias de acetilcolinesterasas en vertebrados y artrépodos,
muestra que nuestra especie de estudio se encuentra no sélo separada de los insectos y

otras garraptas, sino en una rama diferente a T. urticae.

Incluso, en el trabajo de Baxter y col.[35], los autores encontraron mayor similitud
de secuencia entre las colinesterasas de vertebrados y de R. microplus que entre garrapatas
e insectos. En su review de 2007 Lees y Bowman [12], decepcionados por el lento avance

de la neurobiologia de garrapatas, aciertan al afirmar que:

“Hay una distancia evolutiva considerable entre garrapatas e insectos que provoca
dificultades en estrategias de clonacion basadas en homologia. Las garrapatas no son simplemente

insectos de ocho patas!””
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Figura 79. Extraido de Baxter y col.[35]

Los datos filogenéticos tienen su consecuencia directa en el control de plagas, y se
aprecia al estudiar los compuestos neonicotinoides. Ya en 2014, Lees y Bowman[125]
publicaron un estudio indagando las causas de la inactividad del neonicotinoide
Imidacloprid sobre garrapatas. En dicho trabajo clonaron el nAChR de R. sanguineus
(garrapata canina), lo expresaron sobre un tejido de X. laevis, y midieron la respuesta del
receptor a potenciales agonistas. El estudio concluye que el receptor es sensible a

acetilcolina y nicotina, pero insensible a los neonicotinoides imidacloprid y spinosad.
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Capitulo III

Sintesis
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Cada ciencia pone en marcha un conjunto de hipotesis; estas hipotesis son decisiones en
tanto que construyen realidad. Hoy en dia esto es ampliamente aceptado. Lo que se niega es la
significacion ética de cada una de estas decisiones, como cada una de ellas implica una cierta forma

de vida, un cierto modo de percibir el mundo.

Tigqun
Llamamiento y otros fogonazos

Introduccion

Numerosos estudios mencionan al extracto de la hoja de tabaco como un acaricida
e insecticida orgénico de uso extendido en las poblaciones rurales [126,127,128,129], y en
un trabajo de 2016 [130], los autores exploran la efectividad de distintos extractos de
tabaco sobre huevos de R. microplus. Incluso en un trabajo de 2010, Booker y col [131]
estudian el potencial uso bactericida, fungicida e insecticida del bio-aceite producto de la
pirdlisis del tabaco, haciendo énfasis en la abundancia de ésta materia prima y el

decrecimiento gradual de la industria tabacalera.

Figura 80. Estructura de la nicotina

Con ése marco decidimos reenfocar el trabajo haciendo algunos ajustes en la
sintesis para obtener derivados de pirazol més simples, conformados por dos anillos
adyacentes y evitando los grupos voluminosos. Aunque de modo intuitivo, éstas
modificaciones nos permitirian obtener moléculas que no estén impedidas de entrar al
sitio activo de los receptores nicotinicos. Incluimos también el grupo piridinilo como una

variante sintética que nos permitiria obtener analogos pirazélicos de la nicotina.
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Figura 81. Estructura planteada

Donde:
- Ri es un anillo aromatico que puede ser los ya trabajados furilo y fenilo, o un piridinilo.
- Rz es terc-butilo, metilo o un hidrégeno.
- Rs es un grupo poco voluminoso méas o menos polar.

- X'es un hidrégeno o un halégeno.

Objetivo

Obtener pirazoles conformados por dos anillos adyacentes, evitando la inclusién
de grupos voluminosos y explorando variantes en la polaridad, a través del siguiente

esquema de sintesis:
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OFEt Nivel |

R
N=I=N
OEt Nivel II
R4
O

Ro
N-I=N N-I=N N-I-N
<{:> <{:> OH <{:> Nivel Ii
" R1J\N Ry \
OH 0] @]

Figura 82. Mapa de sintesis

Metodologia

Nivel I -Sintesis de dicarbonilicos

Para ésta etapa utilizamos la misma técnica que para la sintesis de 1.1. Sin embargo,
debimos modificar la metodologia de extraccion del crudo, ya que el grupo piridinilo, a
diferencia del furilo, es protonable. Esto significa que al neutralizar el terc-butéxido,
debemos evitar que el pH baje demasiado para que el producto sea soluble en acetato de

etilo.




Reacciones 1.n

)K t- BuOK OFt
Ar

THF DME
1h, t° amb O

Figura 83. Condensacién de Claisen

Tabla 25. Resultados

Reaccién Ar Rto

N=

1.4 g_Q 44 %
=N

1.5 §—<\__,) 52 %

Nivel II-Sintesis de pirazol

La sintesis de Knorr utilizando dicarbonilicos con grupos piridinilo tenia el doble
proposito de obtener andlogos de nicotina y verificar si en éstos casos la condensacién es

regioespecifica. Utilizamos la misma técnica que describimos para 2.1.1.

Reacciones2.1.n

>L _N OEt
N
_NH,-HClI A\
EtOH ~
Ar 0

20h, t°> amb

Figura 84. Sintesis de Knorr

Tabla 26.Resultados

Reaccion Ar Rto

N=

2.1.5 g—\\__,> 40 %
=N

2.1.6 §—<\__,) 45 %
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Nivel III - Funcionalizacion

Nuevamente hidrolizamos los ésteres, no ya para obtener precursores de amidas,

sino para evaluar la actividad biolégica de compuestos polares.

Reacciones 3.1.n

R\ R\
N—N N—N
\ OEt  NaOH \ OH
Ar AN Ar AN
H,O
o) o)

Figura 85. Hidrolisis del éster

Tabla 27.Resultados
Reaccion | Ar R Rto

3.1.8 é—@ H 80 %
3.1.9 g-@ §—é 72%
3.1.10 g—<\=_'} i—é 69 %

Reduccion

Otra alternativa para generar pirazoles polares es reducir los ésteres a alcoholes, lo

cual aplicamos a una variedad de compuestos previamente sintetizados:

Ro
N-I—-N

/K)\/OH
R

Figura 86. Formula general de pirazoles reducidos
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La reduccién de los carboxilatos se lleva a cabo con LiAlHs en THF anhidro, bajo

atmosfera inerte y con un ligero calentamiento.

Reacciones 3.4.n

R2 R2
N--N . NN
/©\\<OH HATR /©\/OH
—>
R R
1 THF 1

Figura 87. Reaccién general de reduccion

Tabla 28.Resultados

Reaccién | Sustituyente 3* | Sustituyente 5* R2 Rto

3.4.1 65— S—OH g—é 82 %

3.4.2 5-OH 5— — | 5%
3.4.3 S-OH 3T — |72
3.4.4 5-OH 3T H o 75%

3.4.5 S-OH ) — |0
3.4.6 5-OH ) H 180%
347 - OH ) g—é 95 %
3.4.8 S-OH §—<\=_'} é—é 7 %

* de acuerdo a la numeracién de posiciones sefialada en la Figura 1

Oxidacién a aldehido
R2 RZ
N=|=N oH KBr N-|=N o
/k)\/ W
R H0,
Figura 88. Reaccién general de oxidacion
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Reaccidén 3.5.1

KBr
H,0,

EtOH
1h, t°® amb

Figura 89. Oxidacién a aldehido

Eliminacién del grupo terc-butilo

Reacciones 3.6.n

/%)\ /S)\
Figura 90. Reaccion general de la eliminacioén del terc-butilo

Tabla 29.Resultados

Reaccion R: Rs X Rto
0 Br 70 %
3.6.1 §—< > —
OH
0 H 95 %
O ﬁ Q
3.6.2 é_@ HN—@—OMe




Resultados

+ Afiadimos nuevos precursores dicarbonilicos que resultan en pirazoles con un

piridinilo adyacente.

+ Obtuvimos pirazoles a partir de los nuevos precursores, que mantuvieron la

regioespecificidad de los casos anteriores.

+ Ensayamos numerosas transformaciones de grupos funcionales con el objetivo de
explorar la actividad biolégica de sustituyentes pequefios y polares, éstos son:
carboxilatos, hidroxilos, aldehidos, e incluso la remocién del terc-butilo unido al nitrégeno

pirazolico.

Conclusiones

La sintesis de Knorr a partir de dicarbonilicos con grupos piridinilo fue
regioespecifica en ambos casos, reforzando nuestra hipétesis de que la presencia de un
grupo aromaético en los dicarbonilicos favorece la enolizacion del carbonilo en a. A futuro
debemos seguir estudiando a través de modelado molecular para determinar los factores
que la rigen. También serfa muy interesante encontrar hidrazinas con otros sustituyentes
que se comporten de ésta manera, sobre todo si esos sustituyentes unidos a N son faciles

de funcionalizar.

En general las reacciones de ésta etapa tuvieron buenos rendimientos. Destaca
sobre todo la oxidacién del hidroxilo a aldehido por su buen rendimiento y porque
usamos un método que respeta varios postulados de la quimica verde: usar disolventes

renovables, catalizadores, y generar agua como tnico subproducto.
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Capitulo IV

Ensayos en garrapatas
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Cada descubrimiento y progreso, cada incremento en la riqueza de la humanidad, se origina

en el conjunto del trabajo manual y cerebral de ayer y hoy. Entonces, qué derecho tiene nadie de
apoderarse de una particula de ese todo y decir: “"Esto es mio y no vuestro”’?

Piotr Kropotkin

Introduccion

Nuevamente trabajamos en INTA Rafaela con el método de Stone y Haydock. Esta
vez presentamos una serie de compuestos en febrero de 2019 y nos basamos en esos

resultados para generar una segunda serie para el screening y dos estudios de CL50.

Objetivo

Evaluar la actividad de los compuestos mas representativos entre los sintetizados

sobre larvas de R. microplus.

Metodologia

Repitiendo el método del capitulo II, impregnamos papeles de filtro de 10x10 cm
con los compuestos disueltos en aceite de oliva y depositamos entre 40 y 80 larvas en cada

papel. Al cabo de 24 hs de incubacién, contamos las larvas vivas y las muertas.

Resultados

Tabla 30. Resultados.

Referencia Compuesto Vi | M1 | V2 | M2 | % Muertas
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W

N A\
O/QﬁOH 54 | o | 34| o 0
3.4.5
XN/N\
NN, [ 78 10| 90 1 6
\_6
3.4.3
xN/N\
VA 78 0 61 0 0
\_6
3.5.1
NN o
~ N/ 83 0 64 0 0
2.3.1
XN’N\ o}
~" %/ | 38 0 62 0 0
Br
3.3.2
><N/N\ o)
A~ 80 0 | 45 5 4
\_6
3.1.4
—N
HN \ o]
AN
WH 3 | 2 | 87 0 2
O
3.1.5
HN-N
Y
MOH 15 | 41 | 77 | 21 40
(@]
3.4.4
HN/N\ 0
Y
WH 4 | 60 | 10 | 36 87
3.6.1
( |
{1 3 )




Hidrodestilado de
hojas de tabaco

Blanco 77 0 42 0 0

Actividad larvicida sobre R. microplus. Concentraciones al1%. V' y M refieren a la cantidad

de individuos vivos y muertos en los ensayos por duplicado (1 y 2).

La mayoria de los compuestos no tuvieron actividad significativa. Mencion aparte
merece el compuesto 3.4.3, que aunque no provocdé un alto ntimero de muertes,
observamos que alteraba el comportamiento de las larvas. En éste tipo de ensayos, las
larvas quietas cuentan como muertas (aunque su tamafio es minimo, se observan
aplastadas e inmoviles), y las larvas que se desplazan cuentan como vivas. Sin embargo,
las larvas del ensayo D, aunque vivas, mostraban cierta descoordinacién que les impedia
desplazarse o lo hacian muy lentamente y sin rumbo cierto. Aunque el compuesto tiene
baja actividad larvicida, éste efecto disruptivo sobre la motilidad puede ser significativo a

la hora de buscar un método para el control de plagas.

El ensayo con mayor actividad resulté ser el del hidrodestilado de hojas de tabaco
(ensayo L), con un efecto larvicida practicamente total al 1%. Los ensayos J y K también
mostraron una importante actividad, aunque los resultados no se reproducen en el ensayo
duplicado. Esto nos llevé a pensar que puede tratarse de falsos positivos, producto de la
contaminacién con el hidrodestilado de tabaco, ya que éstos sobres compartian incubadora
con el ensayo L. Si bien tuvimos el recaudo de que los papeles no se tocaran para evitar
contaminaciones, estimamos que la minima volatilizaciéon o aerosolizaciéon de los
compuestos del hidrodestilado con la humedad en la incubadora cerrada puede haber
afectado a las larvas de los otros sobres, generando resultados tan dispares. Por éste

motivo, decidimos repetir los ensayos correspondientes a los compuestos 3.4.4 y 3.6.1.

Sin considerar D, ] y K, los compuestos sintetizados que presentan cierta actividad
larvicida son A, H e L. Todos ellos comparten una constante estructural: el grupo carboxilo.
Asimismo, los compuestos sin actividad son precisamente los que tienen grupos mas

hidrofébicos.
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Basados en esos resultados, generamos un nuevo grupo de compuestos que fueron
ensayados en julio de 2019, con concentraciones de 1%. En ésta ocasion repetimos los dos

compuestos que podian ser falsos positivos, y afiadimos dos pirazoles derivados de

acetilpiridinas.
Tabla 31.Resultados
Referencia Compuesto V1l | M1 | V2 | M2 | %Muertas
NN 0
A
M WH 69 | 93 | 16 | 32 60
3.6.1

A\
N WOH 17 [ 105 | 59 |162 78
O

~ by | 0 [ 100 0 |100 100

N—

N
A\
P @MOH 36 | 112 | 55 | 131 73
G
3.4.7

Blanco 209 | 14 | 227 | 18 7

Actividad larvicida sobre R. microplus. Concentraciones al 1%.

Los ensayos M y N muestran que los compuestos 3.6.1 y 3.4.4 efectivamente tienen
actividad propia. En cuanto a los derivados de acetilpiridinas, éstos tuvieron una actividad

larvicida muy importante, especialmente el 3.4.8.

Para obtener datos mas precisos de los compuestos de interés, llevamos adelante

estudios de CL50 del hidrodestilado de tabaco y del compuesto 3.4.3 (ensayo D).




Tabla 32. Estudio de Concentracion Letal 50 para el hidrodestilado de hojas de tabaco.

C% logC Vi M, Vo M: | MroraL | VtMroraL | %M | %Mcorr | Probit

0 209 14 | 227 18 32 468 6,838

0,0001 -4 198 17 | 103 25 42 343 12 5 3,36
0,001 -3 37 137 | 71 170 307 415 73 66 5,41
0,005 | -2,30103 0 100 0 100 200 200 100 93

0,01 -2 0 100 0 100 200 200 100 93

0,05 -1,30103 3 275 0 284 559 562 99 92

0,1 -1 12 259 7 215 474 493 96 89

0,5 -0,30103 5 318 5 217 535 545 98 91

100
80+

60

%Muerte

40 1

20+

T T T T T T T T 1
45 -40 -35 -30 25 20 -5 -1,0 -05 00
LogC

Figura 91. Distribucion de los datos de Tabla 36

Las concentraciones iguales o mayores a 5x10-* muestran una efectividad maxima,
que ronda el 90 % por la correccién con el blanco. De todas las concentraciones ensayadas,
s6lo se dibuja una pendiente distinta de cero entre 1x10-4y 1x10-3. Por tanto, la CL50 se

calcula a partir de ésos dos datos:
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Probit

T T
-4.0 -3.8

T
-3.6

logC

T
-3.4

T
-3.2

T
-3.0

Intercept

11,56

Slope

2,05

y=ax+b

y=2,05x+1

1,56

x=-3,2

y=>5

LC50=0,00063 g%

Figura 92. Pendiente entre los dos valores méas bajos

Sin duda, dos puntos no son suficientes para obtener una CL50 confiable. Sin

embargo, éste estudio nos da una buena aproximacién para conocer el rango de

concentraciones en que debemos trabajar en adelante.

N

\_0

OH

Figura 93. Compuesto 3.4.3

Tabla 33. Estudios de Concentracién Letal 50 para el compuesto 3.4.3

C% LogC% | Vi | M1 | Va2 | M2 | MroraL | V+Mrora | %M | %Mcorr | Probit
0 209 14 | 227 | 18 32 468 6,838

0,0001 -4 136 | 140 | 65 | 169 309 510 60,588 | 53.750

0,001 -3 56 | 42 | 30 | 22 64 150 42,667 | 35.829

0,005 -2,30103 | 42 | 18 | 77 | 52 70 189 37,037 | 30,199 4,48
0,01 -2 34 | 56 | 47 | 32 88 169 52,071 | 45,233 4,87
0,05 -1,30103 | 21 | 55 | 31 | 58 113 165 68,485 | 61,647 5,31
0,1 -1 18 | 57 | 29 | 69 126 173 72,832 | 65,994 5,41
0,5 -0,30103 [ O [ 100 O | 100| 200 200 100,00 | 93.162

(w)




100
[ ]
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70
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LogC

Figura 94. Distribucién de los datos de Tabla 37

Se observa una pendiente entre 0.005 y 0.1, a partir de cuyos datos calculamos la
LC50. Ademas hay dos datos anémalos que corresponden a las concentraciones mas bajas,

en las que hay aumento de la mortalidad.

5,54

Intercept |6,16578
Slope 0,69571

y=xa+b
. y=x0,69571+6,16578
x=-1,6757 |y=5
sl LC50=0,0211 g%

-2',4 -2',2 -2',0 »1l,8 -1l,6 -1',4 -1',2 -1',0 -0I,8
Log Conc (Log (C%))

5,0 1

Probit

Figura 95. Regresion lineal de los datos tomados

Esta pendiente de cuatro puntos nos permite calcular una CL50 confiable para el
compuesto 3.4.3. Sin embargo, la apariciéon de resultados anémalos en las concentraciones
mas bajas nos obliga a repetir el estudio, descartando cualquier error en la operatoria, para

confirmar éste hallazgo. Otro dato que no debemos despreciar es que el compuesto 3.4.3 se
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ha comportado diferente en los ensayos de febrero y los de julio. En los primeros, su efecto
sobre las larvas no era la muerte sino un ““aletargamiento”. En los segundos, observamos

efecto larvicida.

Esa diferencia de comportamiento y el hecho de que el blanco de muestra haya
presentado un alto nimero de muertes en los ensayos de julio (cercano al 7%), mientras en
febrero se mantenia en 0%, nos hace pensar que en ésta ocasion las larvas pueden no haber
estado en su condicién 6ptima. Si bien el objetivo del blanco de muestra es corregir
numéricamente el umbral de falsos positivos, no sabemos en qué medida un cierto

“debilitamiento” de las larvas puede estar afectando su resistencia a los compuestos.

Conclusiones

Tras haber observado ausencia de actividad en los compuestos ensayados en el
capitulo II, finalmente hemos logrado sintetizar un grupo de compuestos con similitud
estructural que tienen efecto larvicida. Estos son los primeros pasos en el disefio de una
nueva familia de garrapaticidas hacia los que R. microplus parece no haber desarrollado

resistencia. Planteamos los siguientes pasos en la continuidad del trabajo:

+ Avanzar con los estudios de CL50 para determinar qué compuestos son mas
potentes. Repetir los ya realizados para obtener datos mas fiables, y estudiar los

compuestos derivados de acetilpiridinas, que resultan prometedores.

+ A medida que se obtienen resultados, realizar estudios de docking que nos

permitan hacer predicciones de la relacion estructura/actividad.

+ Evaluar la toxicidad hacia los mamiferos de los compuestos que perfilen como

lideres.
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Capitulo V

Pruebas en colinesterasas
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Modelos fijos, incapaces de adaptacion, de flexibilidad, tan solo ofrecen una jaula mejor. La
verdad estd afuera de todos los modelos.

Bruce Lee

El tao del jeet kune do

Introduccion

En el altimo tiempo, la basqueda de agentes anticolinesterasicos ha ocupado gran
parte de los esfuerzos de la quimica medicinal. Esto se debe a que la inhibicién de la
colinesterasa es la estrategia terapéutica mas aceptada para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer[132, 133, 134]. El hallazgo de compuestos pirazoélicos con
anctividad contra AChE [135, 136, 137] nos inspir6 a ensayar algunos de los que
sintetizamos para evaluar su potencial farmacolégico.

Con éste objetivo, nos pusimos en contacto con la Doctora Ana Murray, de la
Universidad Nacional del Sur (Bahia Blanca), de reconocida experiencia en la

investigacion de ésta enzima.

Objetivo
Evaluar la actividad de una serie de compuestos representativos entre los

sintetizados sobre acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa.

Metodologia

Como un trabajo colaborativo entre ambos grupos, ensayamos la actividad
inhibitoria de 10 compuestos frente a AChE y BuChE, dado que ambas enzimas cumplen

un rol en la progresion de la enfermedad[138].

Resultados
Tabla 34. Resultados de inhibicion de AChE y BuChE
Referencia | Estructura Actividad
A N ICs0 ACE>100 pM
O/WOO/ ICs0 BuCE=53.9 uM
4.9.10

(
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'



ICs0 ACE>100 pM

Y
HN@ /| ICso BuCE = 0.35 uM
4.9.7
HN—N 0

ICs0 ACE>100 uM

NN /
\_6 ICso BuCE=13.3 pM
3.6.2
><N/N o)

IC50 ACE>100 pM

A
9 “NO /| ICso BuCE=2.4 M
4.9.8
>AN/N o]

ICs0 ACE >100 tM
ICs0 BuCE = 46.8 pM

ICs0 ACE >100 pM
ICso BuCE = 0.022 uM

\\ IC50 ACE>100 pM
OH IC50 BuCE =6.94 pM
3.1.5
><N/N 0

ICs0 ACE>100 uM
IC50 BuCE =38.22 ].IM

ICs0 ACE>100 pM
IC50 BUCE >100 pM

——
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] ><N/N\ o .
~ HN\Q\ ICs0 ACE>100 pM
Br F 1Cs0 BUuCE=1.49 ]J.M
E
4.2.8

Control positivo tacrina: ICso ACE =0.029 pM ICs0 BuCE = 0.004 pM

La cantidad de pirazoles sintetizados desde el comienzo de la tesis nos obligé a ser
estratégicos en la seleccion de los compuestos para los ensayos enziméaticos. Primero
enviamosb compuestos pirazolamida para evaluar sila estructura general que trabajamos
presenta algtn tipo de actividad. Decidimos variar anicamente los grupos funcionales de
las posiciones 1, 4, y 5 del pirazol para tratar de orientarnos respecto de cuéles son los mas
activos. Si bien ninguno de los compuestos tuvo efecto significativo sobre la
acetilcolinesterasa, todos, en mayor o menor grado, inhibieron la butirilcolinesterasa. Los
mejores desempefiosse observaron en los ensayos B y D, indicando que el ferc-butilo y el
fenilo en posiciones 1 y 5 son una buena opcién. La comparacién entre éstos dos sugiere
que el bromuro en posicion 4 es contraproducente. Otra conclusién importante surge de
comparar los ensayos C y E, donde la eliminacién del terc-butilo parece mejorar la

actividad.

Los siguientes 5 compuestos fueron seleccionados manteniendo el fenilo y el ferc-
butilo, pero variando los sustituyentes en posicion 3. En el ensayo Fse observé una
actividad notable, apenas 5 veces menor al control positivo (tacrina), pero mostrando en

cambio especificidad para la butiril colinesterasa.

Estudio de docking de los compuestos relevantes

Para analizar los resultados de inhibicién en funcién de la interaccién de grupos
funcionales, decidimos calcular el anclaje de diferentes compuestos en el sitio catalitico de

BuChE humana [139, 140].

Comenzamos calculando el anclaje del compuesto con mejor desempefio:
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¢ Docking del compuesto 2.1.4:

6/10 conformaciones ubican al éster cerca de la serina catalitica (5S198)

1/10 conformaciones ubican al nitrégeno del pirazol cerca de S198

1/10 conformaciones ubican al carbono en posicion 4 del pirazol cerca de S 198
0/10 conformaciones ubican al tindem pirazol-fenilo paralelo a W82

1/10 conformaciones ubican al fenilo perpendicular a W231

Figura 96. Conformacién destacada compuesto 2.1.4

Fenilo- Interaccion picon W231

C4 pirazol- Interaccién con S198

A continuacién ensayamos cémo se modifican las interacciones al remover el

grupo terc-butilo:

¢ Docking del compuesto 2.1.4 sin el terc-butilo:

0/10 conformaciones ubican al éster cerca de S198.

3/10 conformaciones ubican al nitrégeno pirazol cerca de S 198

3/10 conformaciones ubicanal carbono en posicién 4 del pirazol cerca de S 198
3/10 conformaciones ubican al tindem pirazol-fenilo paralelo a W82

7/10 conformaciones ubican al fenilo perpendicular a W231
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Comparando ambos compuestos, el terc-butilo parece bloquear numerosas
interacciones del anillo pirazol, como la interaccion pi con W82, o las orientaciones hacia la

serina catalitica.

Entre las numerosas variaciones estructurales ensayadas, se destacan los ésteres

fluorados en posicién 3:

. Docking del compuesto 2.1.4 sin el terc-butilo y reemplazando el etilo por

trifluoroetilo:

2/10 conformaciones ubican al éster cerca de la S198
3/10 conformaciones ubican al nitrégeno pirazol cerca de S 198
1/10 conformaciones ubican al carbono en posicion 4 del pirazol cerca de S198
2/10 conformaciones ubican al tdindem pirazol-fenilo paralelo a W82
3/10 conformaciones ubican al CFs frente a W82
6/10 conformaciones ubican al fenilo perpendicular a W231
2/10 conformaciones ubican al CF; frente a W231
Hemos observado que el CF; tiende a orientarse hacia los W en numerosas
conformaciones, por lo que deberia incluirse ésta variante en los estudios enzimaticos.Tras
numerosas variaciones, logramos disefiar una molécula lider por sus interacciones con el
sitio activo:

N
HN 0
A

Figura 97. Compuesto disefiado a partir de los datos del docking

¢ Docking del compuesto disefiado:

0/10 conformaciones ubican al éster cerca de la S198

2/10 conformaciones ubican al nitrégeno pirazol cerca de S198
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2/10 conformaciones ubican al carbono en posicién 4 del pirazol cerca de S 198
1/10 conformaciones ubican al nitrégeno piridina cerca de S 198

1/10 conformaciones ubican al nitrégeno piridina cerca de H438

2/10 conformaciones ubican al tdindem pirazol-fenilo paralelo a W82

4 /10 conformaciones ubican al CFs frente a W82

6/10 conformaciones ubican al fenilo perpendicular a W231

2/10 conformaciones ubican al CF; frente a W231

La elongacion del alquilo fluorado en 1 carbono parece fundamental para que la

molécula tenga multiples sitios de interaccion.

Figura 98. Conformacién destacada del compuesto disefiado.

Piridinilo- interacciéon aromética perpendicular con W231.
Posicién 4 del pirazol- interaccion con S198.
CFs- interaccion con W82.

( ]

L 77 )



Figura 99. Conformacién destacada del compuesto disefiado.

Piridinilo- interaccién puente de hidrégeno con H 438
Nitrégeno pirazol-  interacciéon puente de hidrégeno con S198

CFs- interaccion con W231

Figura 100. Conformacion interesante del compuesto disefiado.
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El tdndem pirazol-piridinilo y el CFs interaccionan con W82, probablemente
bloquee fuertemente al residuo. Basados en éste analisis, proponemos los siguientes

compuestos:

n NQ
HN \ O N/N\ o E .
A S \)L

O\/W F

/N
HN 0
\

Figura 101. Estructuras con chance de lograr actividad

Conclusiones

+ Hemos obtenido varios compuestos con actividad selectiva sobre

butirilcolinesterasa, entre los que destaca 2.1.4 por su baja IC50.

+ Estudiamos las posibles interacciones de éste compuesto con el sitio activo a través
del docking y pudimos proponer numerosas modificaciones para mejorar la actividad en

una tercera serie de compuestos.
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Conclusion general
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He creado la Bestia que liberaria a la humanidad de la tirania de los dioses. Pero no hice mds que
proveer el instrumento perfecto para que la humanidad se tiranice a si misma.

Sin
Path of Exile

Considero que éste trabajo ha cumplido buena parte de sus objetivos iniciales.

Respecto a la etapa de sintesis, pudimos generar una prolifera biblioteca quimica
de compuestos inéditos, cuya actividad biologica debera investigarse en el futuro. A lo
largo de la sintesis encontramos algunas reacciones que son particularmente interesantes
porque alteran el paradigma estructural con que nos propusimos trabajar, y en ése sentido,

ramifican el tronco original de la tesis.

La primera de ellas fue la condensacién regioespecifica de Knorr, que por un lado
nos aseguro tener buenos rendimientos y ahorrar pasos de purificaciéon, pero por otro nos
limita la cantidad de moléculas que podemos generar. Poner a prueba la condensaciéon
para evaluar los factores que condicionan la regioespecificidad signific6 proponer
reacciones que nos permitan estudiar el efecto de los grupos funcionales adyacentes al

pirazol.

Un efecto secundario del medio utilizado para la oxidacion fue Ila
transesterificacion. Este hallazgo nos proporcioné la posibilidad de invertir a voluntad el
isomero resultante de la sintesis regioespecifica, por lo que pudimos explorar la actividad

de los compuestos derivados de cada regioisomero.

En cambio, no fue fortuita la obtencion de amidas a partir de acilos y arilaminas de
baja reactividad. El adaptar ésta técnica a nuestro sistema requirié un gran esfuerzo para
evaluar y controlar todas las variables de la reaccion. Finalmente logramos la acilacion, e

incluso una doble acilacién que sélo se verificé con las arilaminas menos reactivas.

La primera serie de pruebas en garrapatas nos hizo replantear nuestra hipotesis
inicial de generar compuestos similares a tebufenpirad, por lo que buscamos un nuevo
modelo que no requiera hacer grandes modificaciones al plan de sintesis. Encontramos
inspiracion en la molécula de nicotina y, aunque atn resta indagar si actdan sobre el

mismo receptor, los compuestos obtenidos bajo ese nuevo paradigma tuvieron el buscado
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efecto larvicida. Este resultado, lejos de ser un final, es un comienzo. Se trata de una
primera generaciéon de compuestos eficaces contra R. microplus con caracteristicas
estructurales comunes. La continuacion del trabajo exige estudiar la CL50 de cada uno de
los compuestos y contrastar esos resultados con estudios enzimaticos y de docking que

nos permitan conocer a ciencia cierta el modo de accién para perfeccionar las estructuras.

No deja de ser interesante mencionar que la utilizacién del tabaco como plaguicida
es un recurso antiguo que solo recientemente estd empezando a merecer la atencién de la
academia, como lo demuestran las fechas de las investigaciones que hemos consultado al
respecto (algunas de ellas, simultaneas a la realizacion de ésta tesis). No es el objetivo de
éste trabajo el indagar por qué se ha intentado controlar plagas con biocidas poco
degradables como los organoclorados o toxicos de amplio espectro como los
organofosforados, cuando existe un producto natural para el que no se ha generado

resistencia y que cuenta con una matriz agricola e industrial que lo produce hace afios.

Como una primera aproximaciéon a usos alternativos para la biblioteca de
compuestos que generamos, decidimos ensayarlas contra enzimas colinesterasas, con
resultados muy interesantes. A partir de éstos, pudimos estudiar posibles anclajes de la
molécula en el sitio de accién de la butirilcolinesterasa, lo que nos llevé a proponer nuevas
estructuras. Si bien esto escapa al objetivo original de la tesis, es un muy buen punto de

partida para una nueva investigacion.
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Apéndice experimental

Técnicas operatorias

Técnica general de reacciones 1.1y 1.2:

En un reactor con atmosfera de N. suspendimos 50 mmol de terc-butéxido de
potasio en 20 ml de THF. A continuacién enfriamos el reactor en bafio de hielo y
agregamos gota a gota una solucién de 19.9 mmol de una cetona y 43 mmol de oxalato de
dietilo en 20 ml de dimetoxietano. Al completar la adicién, lo retiramosdel hielo y
agitamos la mezcla por una hora. Al confirmar por TLC que toda la cetona se habia
consumido, afiadimos 15 ml de una solucién 1M de HCl y extrajimos el producto crudo
con acetato de etilo. A continuacién secamos la fase organica con Na25O4 y evaporamos el
disolvente, obteniendo un sélido. Purificamos el producto disolviendo el sélido en etanol

caliente y recristalizando el producto puro, que se observa como cristales.

Técnica de reacciones1.3:

En un reactor a 0 °C con atmésfera inerte introdujimos 0.6 g de Na metalico y 50 ml
de EtOH. Agitamos la mezcla durante 1 hora a temperatura ambiente, luegoevaporamos la
mezcla a sequedad en rotavapor,y volvimos a poner el reactor en un bafio de hielo,
afiadiendo 30 ml de Et2O.A continuacion agregamos por goteo una solucién de 15 ml de
Et.O, 22 mmol de 2- butanona y 26 mmol de oxalato de dietilo. Tras 1 h de agitacion a
temperatura ambiente, dimos por terminada la reaccién afiadiendo 15 mlde HCI1 My
extrayendo con AcOEt.Secamosla fase organica con Na>SOs y removimos el disolvente en
rotavapor, obteniendo un sélido amarillo con un olor dulce muy caracteristico. Un andlisis
por TLC del crudo de reaccion revel6 el agotamiento de los reactivos de partida y la
aparicion de dos nuevas manchas que sugieren mezcla de productos. Finalmente

purificamos el compuesto 1.3por cromatografia en columna.

En todos los casos monitoreamos el avance de las reacciones por TLC, dandolas por

terminadas cuando se agot6 la cetona de partida. Aunque los compuestos dicarbonilicos
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obtenidos recristalizan bien en etanol, el producto crudo puede usarse directamente como

sustrato para la sintesis de Knorr.

Técnica general de reacciones 2.1.n:

Disolvimos 3.2 mmol del compuesto dicarbonilico en 13 ml de etanol en un matraz.
Luego afiadimos 3.5 mmol de clorhidrato de terc-butilhidrazina, y agitamos la mezcla a
temperatura ambiente hasta el dia siguiente. Al comprobar por TLC el fin de la reaccién,
procedimos a evaporar el etanol en rotavapor, y luego agregamos agua y acetato de etilo
para extraer el crudo. Secamos la fase organica con Na»SO. y evaporamos el disolvente.
Purificamos los productos por cromatografia en columna de silica gel, eluyendo con una
mezcla hexano : acetato de etilo (9:1). Si bien la reaccién no genera subproductos, el paso
de purificaciéon tiene por objeto remover subproductos de la sintesis del dicarbonilico
dificiles de remover en la etapa previa. Los isomeros generados en las reacciones 2.1.2 y
2.1.3 tienen la suficiente diferencia de polaridad para ser separados por cromatografia de

columna.

Técnica general de reacciones 3.1.n:

Suspendimos 2.37 mmol de un pirazol éster en una soluciéon 6M de NaOH. Luego
calentamos la mezcla, manteniéndola a 80 °C con agitacion por una hora. Al cabo de ése
tiempo la TLC revel6 que se habia consumido todo el sustrato de partida, apareciendo una
nueva sefial que apenas se separaba del punto de siembra. Luego neutralizamos la mezcla
con 2 ml de una solucién 10M de HCl y extrajimos el crudo con acetato de etilo. Secamos

la fase organica con Na>SO. y evaporamos el disolvente.

Normalmente, ésta reaccién no necesita pasos de purificaciéon posteriores. Hemos
observado que el elevado pHy la alta temperatura eliminan impurezas que pudieran

arrastrarse de reacciones previas.

Técnica de reacciéon 3.2.1:
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Disolvimos 1.97 mmol del compuesto 2.1.1 (Fig.28) en 15.5 ml de AcOEt y 15.5 ml
de ACN. Luego afladimos 23 ml de agua, 22.9 mmol de KIO4 y 0.1 mmol de RuCl;.6HxO, y
comenzamos a agitar la mezcla a temperatura ambiente. Tras una hora de reaccion, al
observar por TLC el agotamiento del éster de partida, afiadimos 40 ml de salmuera y
realizamos mudltiples extracciones con AcOEt. Secamos la fase organica con Na»SOs y
evaporamos el disolvente bajo presiéon reducida. El crudo obtenido contenia ambos
isbmeros, pero pudimos separarlos por cromatografia en columna eluyendo con una

mezcla hexano : acetato de etilo 7:3.

Si bien la técnica original de ésta reaccion empleaba CCls como uno de los
disolventes organicos, resolvimos cambiarlo por AcOEt en un momento en que nuestro
proveedor habia discontinuado el tetracloruro. Esta modificacién fue un acierto, ya que la
fase organica clorada retenia todo el I> que se generaba in situ como subproducto de la
reduccién del KIO4, haciendo muy dificil obtener los cristales blancos de los productos. El
AcOEt, ademads de reducir la retencion de I, resulta menos téxico y es un residuo menos

peligroso.

Otra modificacién exitosa fue el reemplazo del KIO, por NaClO. Este oxidante es

mas barato y tampoco genera I como residuo.

Técnica general de reacciones 3.3.n:

Preparamos el reactivo de bromacién diluyendo 15 ml de Br2 en 35 ml de &cido
acético glacial. Luego, por motivos de manipulacién y conservacién, lo diluimos con agua

hasta llegar a 3.2 M, que resulté una concentracién adecuada.

En un reactor con bafio de hielo y agitacion disolvimos 11 mmol de un pirazolen la
minima cantidad necesaria de CH.Cl y afiadimos 6.6 g de acetato de sodio. A
continuacion agregamos 6.6 ml del reactivo de bromacién (2 Eq), lo que provocé que el
medio de reaccién se solidifique instantdneamente. Aseguramos la tapa del reactor para
evitar la pérdida de Br,, retiramos el bafio de hielo y, tras una hora observamos que el
medio seguia solido, asi que afiadimos 15 ml de agua, logrando disolver el sélido.Dejamos

agitar a temperatura ambiente por 12 hs, en que realizamos las extracciones con agua y
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acetato de etilo, secamos la fase organica con Na>SOs, y evaporamos el disolvente en el
rotavapor. La TLC del crudo no mostraba diferencia significativa entre los
desplazamientos de sustrato y producto, pero por 1 HRMN confirmamos la conversioén a

través de la desaparicion de la sefial del H en la posicion 4.

Técnica general para obtencion de amidas a partir de arilaminas poco nucleofilicas

(reacciones 4.n.m):

En una bomba de Schlenk de 25 ml, bajo atmdsfera inerte, colocamos 0.7 mmol de
un pirazol carboxilato y lo disolvimos en la minima cantidad necesaria de CH2Cl,. Luego
la colocamos en bafio de hielo y afiadimos 3 pl de DMF y 1.7 ml de una solucién 2 M de
(COCl),, y agitamos la mezcla una hora a temperatura ambiente. Al finalizar, aumentamos
el flujo de gas inerte y calentamos suavemente el reactor hasta obtener un producto crudo
semis6lido, que redisolvimos en la minima cantidad de CH>Cl,. En otra bomba de Schlenk
con atmosfera inerte, disolvimos 0.35 mmol de una arilamina en 1 ml de CH2Cl> y 1 ml de
piridina, y la colocamos en bafio de hielo. A continuacién tomamos la solucién del cloruro
de acilo que habiamos preparado y la agregamos por goteo a éste segundo reactor,
observando desprendimiento de vapores. Al finalizar, cerramos la bomba, la calentamos
suavemente, y la conectamos a vacio hasta observar el cese del burbujeo, asegurdndonos
que la piridina sea el tinico disolvente del medio. Finalmente, dejamos la mezcla enfiarse a
temperatura ambiente y la dejamos agitando hasta el dia siguiente, en que extrajimos el
crudo afiadiendo 10 ml de una solucién 1 M de HCl y 15 ml de CH2Cl. El producto quedo
en la fase organica, a la que afiadimos 10 ml de NaOH 2 M para remover el pirazol
carboxilato remanente con la fase acuosa. Anhidramos la fase organica de ésta segunda
extraccion y la evaporamos a presion reducida, purificando posteriormente los productos

por cromatografia en columna de silica gel con una mezcla de hexano : acetato de etilo 9:1.

Técnica general de reacciones 1.4 y1.5:

Llevamos a cabo las reacciones replicando el método descripto para la reaccién 1.1,

con la diferencia de que antes de las extracciones agregamos 30 ml de una solucién 1M de
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HCI (para una reaccion que utiliza 1 g de acetilpiridina como sustrato de partida). Por TLC
observamos que las reacciones no se completaron a la hora, niavanzaba la conversiéon mas
alla de ése punto. Sin embargo, las extracciones con agua y acetato de etilo nos permitieron
separar el dicarbonilo de la acetilpiridina de partida, ya que ésta tultima se protonaba y

quedaba en la fase acuosa.

Técnica general de reacciones 3.4.n:

En un reactor en bafio de hielo, con agitacién y atmoésfera de N», suspendimos 50
mg de LiAlH: en 1.5 ml de THF anhidro. Luego afiadimos una solucion del pirazolen 1.5
ml de THF, retiramos el bafio de hielo, y calentamos a 50 °C durante una hora. Al cabo de
ése tiempo verificamos por TLC que el compuesto de partida se hubiera consumido
completamente, retiramos el calentamiento, dejamos que el reactor alcance la temperatura
ambiente, y volvimos a enfriarlo con hielo. Agregamos luego 3 gotas de agua, 3 gotas de
NaOH20%, y 10 gotas mas de agua. Luego de 30 minutos de agitacién, afiadimos
salmuera y acetato de etilo al medio para extraer el producto. Secamos la fase organica con

Na2SO4 y evaporamos el disolvente bajo presion reducida, obteniendo un sélido blanco.

Técnica de reacciéon 3.5.1:

En un matraz colocamos 0.65 g del alcohol de partida, 2.3 moles de H.O: (soluciéon
al 30%), 50 ml de agua, 60 mg de KBr, y 10 gotas de etanol. Agitamos a temperatura
ambiente durante 12 hs, en que verificamos por TLC la conversion total. A continuacion
extrajimos el producto con 5 lavados de AcOEt, secamos la fase organica con Na2SOs, y

evaporamos el disolvente.

Técnica general de reacciones 3.6.n:

En un matraz colocamos 95 mg del compuesto de partida, la minima cantidad
necesaria de CH>Cl, para disolverlo, y 20 ml de una solucién 2M de HCI. Lo calentamos a
ebullicién y mantuvimos asi por 1 hora, al cabo de la cual verificamos la conversion total

por TLC. A continuacion neutralizamos el medio y extrajimos el producto con numerosos
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lavados con AcOEt. Anhidramos la fase organica y evaporamos el disolvente bajo presion

reducida.

Técnica de aislamiento de nicotina de hojas de tabaco:

Trabajamos con hebras de tabaco comerciales, colocando 50 g de hebras en un
matraz, empapadas en una solucion de NaOH 10% saturada con NaCl, y realizamos una
destilacion por arrastre con vapor de agua, reponiendo el agua que se iba destilando.
Luego utilizamos acetato de etilo para extraer los compuestos orgénicos del destilado. Por
1H RMN pudimos observar la presencia de nicotina como el principal componente del

extracto.

Calculo de anclaje de compuestos en BuChE:

Se trabaj6 con la estructura cristalizada 1p0i de BChE humana, y se calcul6 el
anclaje de diferentes compuestos, en ausencia de moléculas de agua, delimitando un
espacio que incluye el sitio catalitico y alrededores tomando las coordenadas de la
bibliografia (139, 140). El programa utilizado fue Autodock Vina, y la imagenes fueron
extraidas de Pymol 2.3. En todos los casos se calcularon las 10 conformaciones de
menor energia. Los ligandos fueron generados en ChemDraw, obteniendo el minimo

energético de cada uno y no se consideré su movilidad conformacional.

Datos experimentales
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1.1 Etil 4-furanil-2,4-dioxobutanoato

@) O
OEt
S
\_6 5
Apariencia: Cristal amarillo
Férmula molecular: Ci10H100s
Peso molecular: 210 g/mol
Punto de fusion: 85.4-86.3°C

THNMR [300 MHz (CDCly)J: 6 = 1.39 (t, 3H, CHs); 4.37 - 4.39 (¢, 2H, CHb); 6.61-6.62 (c, H,
CH); 6.93 (s, H, CH); 7.33 - 7.34 (d, H, CH); 7.67 (d, H, CH); 14.46 (s, H, OH)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 14.07 (CHs); 62.59 (CHa); 99.02 (CH); 113.12 (CH); 118.51 (CH);
147.68 (CH); 150.86 (C); 161.99 (C); 165.81 (C); 181.06 (C)

EM calculada para CioHi0OsNa+*: 233.0420; Encontrada: 233.0407.

1.2 Etil 2,4-dioxo-4-fenilbutanoato

OEt

Apariencia: Cristal incoloro
Féormula molecular: Ci2H;20:
Peso molecular: 220,0736 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]:5 = 1.33 (t, 3H, CHs); 4.33 (c, 2H, CH.); 7.08 (s, H, CH); 7.35-
7.42 (m, 3H, CH); 7.74 (d, 2H, CH)
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1.3 Etil 2,4-dioxohexanoato

OEt

Apariencia: Solido amarillo
Formula molecular: CsHi2O4
Peso molecular: 172,0736 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCL3)]:8 = 1.09 (t, 3H, CHz); 1.29 (t, 3H, CHa); 2.46 (¢, 2H, CHb); 4.26
(c, 2H, CH>); 6.29 (s, 2H, CHy>)

1.4 Etil 2,4-dioxo-4-(piridin-2-il)butanoato

N OEt

Apariencia: Cristal amarillo
Formula molecular: C;1Hi11NO4
Peso molecular: 221,0688 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 8 = 1.46 (t, 3H, CHs); 4.46 (c, 2H, CH,); 7.45 (m, H, CH); 7.82
(t, H, CH); 8.12 (d, H, CH); 8.74 (d, H, CH)

1.5  Etil 2,4-dioxo-4-(piridin-3-il)butanoato
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OEt

Apariencia: Cristal amarillo
Férmula molecular: Ci1Hi1NOs
Peso molecular: 221,0688 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 6 =1.36 (t, 3H, CHs); 3.67 (c, 2H, CHa); 6.69 (s, H, CH); 7.67
(d, H, CH); 8.57 (s, H, CH); 8.65 (d, H, CH); 8.75 (d, H, CH)

2.1.1 Etil 1-(terc-butil)-5-furanil-1H-pirazol-3-carboxilato

—
TN
A
S O
\_-©0
Apariencia: Aceite amarillo

Férmula molecular: CisHisN>Os
Peso molecular: 262.1317 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: §=1.36 (t, 3H, CHs); 1.53 (s, 9H, t-butyl); 4.35 - 4.38 (c, 2H,
CHa); 6.46 - 6.47 (m, 2H, CH); 6.85 (s, H, CH); 7.53 (m, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: § = 14.32 (CHs); 29.83 (CHs); 60.72 (CHz); 62.48 (C); 111.27 (CH); 112,01
(CH); 113.29 (CH); 133.29 (C); 140.46 (C); 142.62 (C); 143.79 (CH); 162.40 (C)

EM calculada para C14HisN2OsNa+: 285.1210; Encontrada: 285.1185.
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2.1.2.a Etil 1-(terc-butil)-5-metil-1H-pirazol-3-carboxilato

/%/N OEt

N7\

=

Apariencia: Aceite amarillo
Formula molecular: Ci11HisN2O:
Peso molecular: 210.1368 g/ mol

"HNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 = 1.34 (t, 3H, CHs); 1.64 (s, 9H, t-buthyl); 2.44 (s, 3H, CHs);
432 -4.34 (c,2H, CH,); 6.51 (s, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 14.32 (CHs); 14.61 (CHs); 29.80 (CHs); 60.52 (CH,); 61.07 (C); 111.05
(CH); 139.23 (C); 140.23 (C); 162.83 (C)

2.1.2.bEtil 1-(terc-butil)-3-metil-1 H-pirazol-5-carboxilato

OEt
Apariencia: Aceite amarillo
Férmula molecular: Ci1HisN.O»
Peso molecular: 210.1368 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.34 (t, 3H, CHs); 1.68 (s, 9H, t-buthyl); 2.23 (s, 3H, CHs);
4.27 -4.29 (c, 2H, CHz); 6.64 (s, H, CH)
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13CNMR [75 MHz]: & =13.26 (CHs); 14.18 (CHs); 29.63 (CHs); 60.93 (CHz); 61.76 (C); 113.20
(CH); 133.17 (C); 144.42 (C); 160.67 (C)

2.1.3.a Etil 1-(terc-butil)-5-etil-1 H-pirazol-3-carboxilato

Apariencia: Aceite amarillo
Formula molecular: Ci2H20N20:
Peso molecular: 224.2994 g/ mol

Sin embargo, no poseemos datos de resonancia de éste compuesto ya que en un
primer momento tuvimos problemas para aislarlo, y cuando pudimos hacerlo no teniamos
acceso a un equipo de RMN. Lo reportamos en base a los resultados observados en TLC y

a los derivados que obtuvimos.

2.1.3.b Etil 1-(terc-butil)-3-etil-1 H-pirazol-5-carboxilato

e

—
TN
o =~

OEt
Apariencia: Aceite amarillo

Formula molecular: Ci12H20N>O»

Peso molecular: 224.2994 g/mol
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THNMR [300 MHz (CDCI3)]:6 = 1.17 (t, 3H, CHs); 1.22 (t, 3H, CHs); 1.52 (s, 9H, t-butilo);
2.70 (c, 2H, CHy); 4.20 (¢, 2H, CHy); 6.48 (s, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 13.05 (CHs); 14.09 (CHs); 21.15 (CHy); 29.68 (CHs); 60.13 (CH,);
60.89 (C); 108.31 (CH); 139.93 (C); 145.71 (C); 162.57 (C)

2.1.4 Etil 1-(terc-butil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilato

/%/N OEt

NN

-

Apariencia: Cristales incoloros
Formula molecular: CisH2N2O:

Peso molecular: 272.1525 g/mol
Punto de fusién: 77-78°C.

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.37 (t, 3H, CH); 1.48 (s, 9H, t-butyl); 4.36 - 4.39 (c, 2H,
CHb); 6.66 (s, H, CH); 7.33 - 7.40 (m, 5H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.38 (CH); 31.01 (CHs); 60.69 (CHy); 62.73 (C); 112.06 (CH); 127.90
(CH); 128.78 (CH); 130.51 (CH); 133.15 (C); 140.51 (C); 144.08 (C); 162.80(C).

EM m/z: Calculada para Ci6H20N20:Na+: 295.1417 ; Encontrada: 295.1429.

2.1.5 Etil 1-(terc-butil)-5-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-carboxilato
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Apariencia: Aceite amarillo
Formula molecular: Ci5H19N3O2
Peso molecular: 273,1477 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]:6 = 1.41 (t, 3H, CHs); 1.59 (s, 9H, t-butilo); 4.37 (c, 2H, CHb);
6.79 (s, H, CH); 7.30 (t, H, CH); 7.40 (d, H, CH); 7.73 (t, H, CH); 8.68 (d, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.57 (CH); 30.66 (CHs); 60.26 (CHy); 63.37(C); 112.47 (CH); 122.91
(CH); 124.87 (CH); 136.23 (CH); 139.05 (C); 143.06 (C); 148.92 (CH); 152.51 (C)

2.1.6 Etil 1-(terc-butil)-5-(piridin-3-il)-1H-pirazol-3-carboxilato

/% N OEt

N/\

Apariencia: Aceite amarillo
Férmula molecular: Ci5Hi19N;O»
Peso molecular: 273.1477 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.38 (t, 3H, CHs); 1.49 (s, 9H, t-butyl); 4.36 - 4.38 (c, 2H,
CHz); 6.69 (s, H, CH); 7.35 (t, 1H, CH); 7.66 (d, H, CH); 8.58 (s, H, CH); 8.65 (d, H, CH)
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13CNMR [75 MHz]: & = 14.66 (CHs); 3146 (CH3); 60.82 (CH,); 63.07 (C); 113.22 (CH); 122.92
(CH); 129.74 (C); 137.85 (CH); 140.22 (C); 141.12 (C); 144.99 (CH); 150.70 (CH)

2.2.1 Etil1,5-difenil-1H-pirazol-3-carboxilato

NN\

A

Apariencia: Cristal incoloro
Formula molecular: Ci1sHi16N2O:2
Peso molecular: 292,1212 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 8 =1.37 (t, 3H, CHs); 4.38 (¢, 2H, CH,); 7.10 (s, H, CH); 7.21
(d, H, CH); 7.23 (s, H, CH); 7.34 (m, 8H, CH)

2.3.1 Etil 5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilato

N OEt
HN \
S
O
Apariencia: Sélido blanco
Formula molecular: Ci2H12N2O»
Peso molecular: 216,0899 g/ mol
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THNMR [300 MHz (CDCl5)]:6 = 1.33 (t, 3H, CH);4.33 (c, 2H, CH,); 7.08 (s, H, CH); 7.35-
7.42 (m, 3H, CH); 7.74 (d, 2H, CH)

3.1.1 Acido1-(terc-butil)-3-metil-1H-pirazol-5-carboxilico

e

NN
o) ~

OH
Apariencia: Solido anaranjado
Formula molecular: CoHisN>O:
Peso molecular: 182,1055 g/mol
Punto de fusion: 118 -119°C
1HNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6=1.72 (s, 9H, t-butyl); 2.25 (s, 3H, CHs); 6.85 (s, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 13.62 (CH3);30.01 (CHs); 62.64 (C); 115.64 (CH); 132.28 (C); 145.06
(C); 164.52 (C).

3.1.2 Acido 1-(terc-butil)-5-metil-1H-pirazol-3-carboxilico

/%/N Ot
Jo=
=
)
Apariencia: Solido anaranjado

Formula molecular: CoHi14N>O»

Peso molecular: 182,1055 g/mol
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Punto de fusion: 125 -126 °C
1HNMR [300 MHz (CDCls)]: 6 = 1.65 (s, 9H, t-butyl); 2.45 (s, 3H, CHs); 6.59 (s, H, CH)

3CNMR [75 MHz]: 6 = 15.09 (CHs);30.21 (CHs); 61.84 (C); 111.91 (CH); 139.68 (C); 140.46
(C); 167.05 (C)

3.1.3 Acido 1-(terc-butil)-3-etil-1H-pirazol-5-carboxilico
e
NN
o AN
OH
Apariencia: Soélido blanco
Férmula molecular: Ci10HisN2O»
Peso molecular: 196,1212 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCls)]: § = 1.34 (t, 3H, CHs); 1.67 (s, 9H, t-butilo); 2.85-2.88 (¢, 2H,
CHa); 6.64 (s, H, CH); 8.27 (s, H, OH)

3.1.4 Acido1-(terc-butil)-5-(furan-2-il)-1H-pirazol-3-carboxilico

—
TN
S
SN )
\_0
Apariencia: Solido anaranjado

Formula molecular: C12H14N>Os
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Peso molecular: 234.1004 g/ mol
Punto de fusion: 137.8 -139.7 °C

THNMR [300 MHz (CDCls)]: & = 1.55 (s, 9H, t-butyl); 6.50 (m, 2H, CH); 6.95 (s, H, CH);
7.55 (m, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 29.83 (CHs); 62.86 (C); 111.39 (CH); 112.31 (CH); 114.06 (CH);
134.12 (C); 139.38 (C); 142.98 (C); 14320 (CH); 165.74 (C).

EM m/z: Calculada para Ci2H1sN2OsNa+: 257.0897; Encontrada: 257.0892.

3.1.5 Acido1-(terc-butil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilico
/%/N OH
N

\ O

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: C1sHisN>O»
Peso molecular: 2441212 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.50 (s, 9H, t-butilo); 6.75 (s, H, CH); 7.30-7.31 (m, 2H,
CH); 7.49-7 50 (m, 3H, CH)

3.1.6 Acido4-bromo-1-(tertc-butil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilico
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/%/N OH

NN
== 0
Br

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: CisHi5BrN>O»
Peso molecular: 322,0317 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCls)]: 8 =1.47 (s, 9H, t-butilo); 7.28-7.30 (d, 2H, CH); 7.47 (m, H,
CH); 7.49 (d, 2H, CH)

3.1.7 Acido1,5-difenil-1H-pirazol-3-carboxilico

N OH
N~ \

S O

Apariencia: Cristales incoloros
Férmula molecular: CisH12N2O»
Peso molecular: 264,0899 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 8 =7.10 (s, H, CH); 7.21 (d, H, CH); 7.24 (s, H, CH); 7.32-7.36
(m, 8H, CH)

3.1.8 Acido5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilico
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N OH
HN— N\

Apariencia: Sélido blanco
Féormula molecular: C1oHsN2O»
Peso molecular: 188,0568 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 =7.09 (s, H, CH); 7.36-7.43 (m, 3H, CH); 7.74 (d, 2H, CH)

3.1.9 Acido 1-(terc-butil)-5-(piridin-2-il)-1 H-pirazole-3-carboxilico

Apariencia: Solido blanco
Formula molecular: Ci3HisN50:
Peso molecular: 245,1164 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCI3):5 = 1.59 (s, 9H, t-butilo); 6.79 (s, H, CH); 7.30 (t, H, CH); 7.40
(d, H, CH); 7.73 (t, H, CH); 8.68 (d, H, CH)

3.1.10 Acido 1-(terc-butil)-5-(piridin-3-il)-1 H-pirazol-3-carboxilico
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Apariencia: Solido blanco
Férmula molecular: Ci3HisN;O»
Peso molecular: 245,1164 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6=1.49 (s, 9H, t-butyl); 6.69 (s, H, CH); 7.35 (t, 1H, CH); 7.66
(d, H, CH); 8.58 (s, H, CH); 8.65 (d, H, CH)

3.2.1.a Acido 1-(terc-butil)-3-(etoxicarbonil)-1H-pirazol-5-carboxilico

>L _N OEt

TN
9] =
OH
Apariencia: Cristales Blancos
Férmula molecular: Ci11Hi1sN20O4
Peso molecular: 240,1110 g/ mol
Punto de fusién: 103-105°C

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 6 =1.38 (t, 3H, CHs); 1.76 (s, 9H, t-butyl); 4.38 - 4.40 (c, 2H,
CHy); 7.54 (s, H, CH)

133

——
| —



13CNMR [75 MHz]: & =14.31 (CHs); 29.32 (CH;); 61.13 (CHa); 64.65 (C); 118.54 (CH); 161.84
(C); 177.00 (C)

EM calculada para Ci:Hi6N2OsNa+: 263.1002; Encontrada: 263.1010.

3.2.1.b Acido 1-(terc-butil)-5-(etoxicarbonil)-1H-pirazol-3-carboxilico

>LN OH

N/\

o) =

OEt

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: Ci1HisN2O4
Peso molecular: 240,1110 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 6 = 1.40 (t, 3H, CHs); 1.73 (s, 9H, t-butilo); 4.42 (c, 2H, CHy);
8.09 (s, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 14.33 (CH3); 29.05 (CH3); 61.79 (CH2); 65.77 (C); 123.25 (CH);
135.82 (C); 140.65 (C); 161.46 (C); 161.99 (C)

EM calculada para Ci:HieN2OsNa+: 263.1002; Encontrada: 263.1010.

3.3.1 Etil 4-bromo-1-(terc-butil)-5-furan-2-il)-1H-pirazol-3-carboxilato
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>L N OEt

\O Br

Apariencia: Aceite amarillo
Féormula molecular: Ci:H;7BrN2Os
Peso molecular: 340,0423 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 6 =1.38 (t, 3H, CHz); 1.55 (s, 9H, t-butyl); 4.40 (c, 2H, CHy);
6.48-6.50 (m, 2H, CH); 7.55 (m, H, CH)

3.3.2 Etil 4-bromo-1-(terc-butil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilato
X N OEt
A
-

Br

Apariencia: Cristales incoloros
Féormula molecular: CisHi19BrN2O:2
Peso molecular: 350,0630 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl5)]:6 = 1.41 (t, 3H, CHs); 1.46 (s, 9H, t-butilo); 4.42 (c,2H, CHy);
7.28 (m, 2H, CH); 7.46 (d, H, CH); 7.84 (d, 2H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.33 (CH); 30.65 (CHs); 61.06 (CHy); 63.88 (C); 99.41 (C); 128 41
(CH); 129.47 (CH); 131.06 (CH); 137.93 (C); 143.40 (C); 161.70 (C).

3.4.1 (1-(terc-butil)-3-metil-1H-pirazol-5-il)metanol
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N
NN
HO ~

Apariencia: Sélido blanco
Férmula molecular: CoHi;sN,O
Peso molecular: 168,1263 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 8 =1.61 (s, 9H, t-butilo); 2.42 (s, 3H, CHs); 4.60 (s, 2H, CH,);
5.99 (s, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.86 (CHs);30.21 (CHs); 59.45 (CHy); 59.84 (C); 106.50 (CH); 139.21
(C); 148.68 (C)

3.4.2 (1-(terc-butil)-5-metil-1H-pirazol-3-il)metanol

S
)N\>ﬂ
A
OH
Apariencia: Solido blanco
Férmula molecular: CoHisN2O

Peso molecular: 168,1263 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 = 1.63 (s, 9H, t-butilo); 2.23 (s, 3H, CHs); 4.75 (s, 2H, CH,);
6.04 (s, H. CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 13.64 (CHs); 30.47 (CHs); 57.51 (CHz); 60.13 (C); 107.85 (CH); 142.24
(C); 145.60 (C)

3.4.3 (1-(terc-butil)-5-(furan-2-il)-1H-pirazol-3-il)metanol
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Sl

TN
SN
=~ OH
\_0
Apariencia: Aceite amarillo

Formula molecular: Ci12HisN>O»

Peso molecular: 220,1212 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 = 1.48 (s, 9H, t-butilo); 4.67 (s, 2H, CH2); 6.34 (s, H, CH);

6.41-6.42 (d, H, CH); 6.46 (m, H, CH); 7.51 (m, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 30.18 (CH3); 59.63 (CH2); 61.14 (C); 109.23 (CH); 111.32 (CH);

111.58 (CH); 133.93 (C); 142.63 (CH); 144.81 (C); 148.76 (C)

3.4.4 (5-(furan-2-il)-1H-pirazol-3-il)metanol

N
—
HN \
<
= OH
\_0
Apariencia: Sélido blanco

Formula molecular: CsHsN>O»

Peso molecular: 164,0568 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCls)]: = 4.65 (s, 2H, CH2); 7.05 (s, H, CH); 6.40-6 41 (d, H, CH)

6.44 (m, H, CH); 7.49 (m, H, CH)

3.4.5 (1-(terc-butil)-5-fenil-1H-pirazol-3-il)metanol
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S

NN
= OH

Apariencia: Solido blanco
Férmula molecular: Ci4HisN2O
Peso molecular: 230,1419 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.44 (s, 9H, t-butilo); 4.67 (s, 2H, CH>); 6.43 (s, H, CH);
7.33 -7.50 (m, 5H, CH)

3.4.6 (5-fenil-1H-pirazol-3-il)metanol
HN— N\

= OH

Apariencia: Solido blanco
Formula molecular: CioHioN.O
Peso molecular: 174,0793 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCLy)J: = 4.65 (s, 2H, CH.); 6.45 (s, H, CH); 7.37 - 7.52 (m, 5H, CH)

3.4.7 (1-(terc-butil)-5-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-il)metanol
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Apariencia: Soélido amarillo
Formula molecular: Ci3HizN;O
Peso molecular: 231,1372 g/ mol

1HNMR [300 MHz (CDCI3)]: 6 = 1.43 (s, 9H, t-butilo); 4.66 (s, 2H, CH2); 6.62 (s, H, CH);
7.33 (t, 1H, CH); 7.64 (d, H, CH); 8.56 (s, H, CH); 8.63 (d, H, CH)

3.4.8 (1-(terc-butil)-5-(piridin-3-il)-1H-pirazol-3-il)metanol

Apariencia: Solido blanco
Férmula molecular: Ci3Hi7N;O
Peso molecular: 231,1372 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.43 (s, 9H, t-butilo); 4.66 (s, 2H, CH2); 6.16 (s, H, CH);
7.32 (t, H, CH); 7.63-7.66 (d, H, CH); 8.55 (s, H, CH); 8.61-8.62 (d, H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 31.55 (CH3); 59.06 (CH2); 61.49 (C); 108.75 (CH); 122.81 (CH);
130.65 (C); 137.67 (CH); 139.77 (C); 14945 (C); 149.60 (CH); 150.61 (CH)
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3.5.1 1-(terc-butil)-5-(furan-2-il)-1H-pirazol-3-carbaldehido

Apariencia: Solido blanco
Formula molecular: Ci1:HisN2O:
Peso molecular: 218,1055 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.50 (s, 9H, t-butilo); 6.37 (s, H, CH); 6.43-6.44 (d, H, CH);
6.48 (m, H, CH); 7.54 (m, H, CH)

3.6.1 Acido4-bromo-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxilico
_N OH
HN N\

— O

Br

Apariencia: Solido blanco
Formula molecular: Ci0H7BrN>O»
Peso molecular: 265,9691 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 = 7.29 (m, 2H, CH); 7.49 (m, 2H, CH); 7.69 (m, H, CH)

3.6.2 5-(furan-2-il)-N-(4-metoxifenil)-1H-pirazol-3-carboxamida
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—N O
HN N\
W \
Apariencia: Solido blanco

Formula molecular: Ci5Hi3N;Os
Peso molecular: 283,0957 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: =3.81 (s, 3H, CHs); 6.52 (m, H, CH); 6.69-6.70 (d, H, CH);
6.89-6.92 (d, 2H, CH); 7.05 (s, H, CH); 7.48 (s, H, CH); 7.58-7.61 (d, 2H, CH); 8.59 (s, H, NH)

4.1.1 1-(terc-butil)-5-(furan-2-il)-N-fenil-1H-pirazol-3-carboxamida

Apariencia: Cristales Blancos
Formula molecular: CisHioN:;O:
Peso molecular: 309,1477 g/ mol
Punto de fusion: 102.5-104.2°C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 = 1.56 (s, 9H, t-butll); 6.50 (m, 2H, CH); 6.97 (s, H, CH); 7.11
(m, H, CH); 7.36 (m, 2H, CH); 7.55 (m, H, CH); 7.68 (m, 2H, CH); 8.72 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 29.88 (CH); 62.23 (C); 111.39 (CH); 111.66 (CH); 112.13 (CH);
119.67 (CH); 123.92 (CH); 128.99 (CH); 134.27 (C); 137.92 (C); 142.85 (CH); 143.24 (C);
159.80 (C)
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EM calculada para CisHi1oN3O2Na*: 332.1369; Encontrada: 332.1346.

4.2.1 1-(terc-butil)-5-furanil-N-(3,4,5-trifluorofenil)-1 H-pirazol-3-carboxamida

F
N/N\ o)
A
~ HN F
\_0
Apariencia: Cristales Blancos

Formula molecular: CisHi¢FsN50»
Peso molecular: 363,1195 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 = 1.55 (s, 9H, t-butll); 6.49 (m, 2H, CH); 6.77 (m, 2H, CH);
6.97 (s, H, CH); 7.55 (m, H, CH); 8.15 (s, H, NH)

1SFNMR [282 MHz]: § = -109.54 (F); -114.00 (2F)

13CNMR [75 MHz]: & = 29.85 (CHs); 62.38 (C); 100.23 (C); 100.58 (CH); 100.96 (C); 110.21
(C); 111.38 (CH); 112.01 (CH); 112.20 (CH); 134.23 (C); 141.98 (C); 142.90 (CH); 14351 (C);
160.07 (C)

EM calculada para CisHisFsNsO2Na+: 386.1087; Encontrada: 386.1094.

4.3.1 1-(terc-butil)-5-furanil-N-(2,4,6-trifluorofenil)-1 H-pirazol-3-carboxamida

\_0

Apariencia: Cristales Blancos
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Formula molecular: CisHi¢FsN5O»
Peso molecular: 363,1195 g/ mol
Punto de fusion: 150.8 -151.7°C

1HNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.55 (s, 9H, t-butl); 6.49 (m, 2H, CH); 6.77 (m, 2H, CH);
6.97 (s, H, CH); 7.55 (m, H, CH); 8.15 (s, H, NH)

15SFNMR [282 MHz]: § = -109.54 (F); -114.00 (2F)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 29.85 (CHs); 62.38 (C); 100.23 (C); 100.58 (CH); 100.96 (C); 110.21
(C); 111.38 (CH); 112.01 (CH); 112.20 (CH); 134.23 (C); 141.98 (C); 142.90 (CH); 143 51 (C);
160.07 (C)

EM calculada para CisHisFsNsO2Na+: 386.1087; Encontrada: 386.1097.

4.4.1.a 1-(terc-butil)-5-furanil-N-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-1H-pirazol-3-

carboxamida
>L N O ClI
TN
~ ~  HN CF,
\_©0
Cl
Apariencia: Cristales blancos

Formula molecular: Ci19Hi6CLF;N3;O2
Peso molecular: 445,0572 g/ mol
Punto de fusion: 95-96 °C

1HNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 = 1.57 (s, 9H, t-butll); 6.50 (m, 2H, CH); 6.9 (s, H, CH); 7.56
(m, H, CH); 7.67 (m, 2H, CH); 8.64 (s, H, NH)

1YFNMR [282 MHz]: § = -62.78 (F)
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13CNMR [75 MHz]: 6 = 29.85 (CHs); 62.52 (C); 68.63 (C); 111.42 (CH); 112.07 (CH); 112.28
(CH); 125.28 (C); 125.60 (CH); 133.93 (C); 134.45 (C.); 141.79 (C); 142.97 (C); 143.43 (CH);
159.21 (C)

EM calculada para CioHisClFsNsO2Na+: 468.0464; Encontrada: 468.0488

4.4.1.b Bis-[1-(terc-butil)-5-furanil-1H-pirazol]-N-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-3,3-

dicarboxamida
e) (0]
N N
SRS
—_— —
Cl Cl
e =
o]
F F
F
Apariencia: Cristales blancos

Formula molecular: Cs1HsCLF:Ns5O4
Peso molecular: 661,1470 g/ mol
Punto de fusion: 166.5-169.6 °C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 = 1.33 (s, 18H, t-butll); 6.42 (m, 2H, CH); 6.47 (m, 2H, CH);
6.90 (s, 2H, CH); 7.51 (m, 2H, CH); 7.68 (s, 2H, CH); 8.64 (s, H, NH)

1sSFNMR [282 MHz]: & = -62.98 (F)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 29.51 (CHs); 62.41 (C); 111.28 (CH); 112.06 (CH); 113.42 (CH);
125.60 (CH); 132.83 (C); 136.59 (C); 142.88 (CH); 143.41 (C.); 164.83 (C)

EM calculada para Cs1HasCLFsNsOsNa+*: 684.1363; Encontrada: 684.1347

4.5.1 1-(terc-butil)-5-furanil-N-(1,2,3,4,5-pentafluorofenil)-1 H-pirazol-3-carboxamida
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Apariencia: Cristales Blancos
Formula molecular: CisHisFsN;O»
Peso molecular: 399,1006 g/ mol
Punto de fusién: 126.6 -127.3 °C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 = 1.56 (s, 9H, t-butll); 6.50 (m, 2H, CH); 6.98 (s, H, CH); 7.56
(m, H, CH); 8.24 (s, H, NH)

1SFNMR [282 MHz]: § = -162.48 (2F); -157.10 (F); -144 38 (2F)

13CNMR [75 MHz]: & = 29.80 (CHs); 62.86 (C); 111.39 (CH); 112.31 (CH); 114.06 (CH);
134.12 (C); 139.38 (C); 142.98 (CH); 143 20 (C); 165.74 (C)

EM calculada para CisHisFsN3O2Na+: 422.0898; Encontrada: 422.0887

4.6.1 1-(terc-butil)-5-furanil-N-(4-nitrofenil)-1H-pirazol-3-carboxamida

Apariencia: Cristales amarillo
Formula molecular: CisHisNiOs
Peso molecular: 354,1328 g/ mol

Punto de fusion: 187.2 -188.9°C
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THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 =1.57 (s, 9H, t-butll); 6.52 (m, 2H, CH); 6.98 (s, H, CH); 7.57
(m, H, CH); 7.86 - 7.89 (m, 2H, CH); 8.23 - 8.26 (m, 2H, CH); 9.06 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 29.83 (CHs); 62.59 (C); 111.46 (CH); 111.93 (CH); 112.36 (CH);
118.93 (CH); 125.15 (CH); 134.79 (C); 142.41 (C); 143.03 (CH); 143.19 (C); 143.78 (C); 145.44
(C); 159.91 (C)

EM calculada para CisHisNsOsNa+: 377.1220; Encontrada: 377.1193.

4.7.1 1-(terc-butil)-5-furanil-N-(4-bromo-2,6-difluorofenil)-1H-pirazol-3-carboxamida

\_0

Apariencia: Cristales Blancos
Férmula molecular: CisHisBrF2N3;O»
Peso molecular: 423,0394 g/ mol
Punto de fusién: 118-119°C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.55 (s, 9H, t-butyl); 6.49 (m, 2H, CH); 6.97 (s, H, CH);
7.17 -7.20 (m, 2H, CH); 7.55 (m, H, CH); 8.19 (s, H, NH)

1SFNMR [282 MHz]: § = -115.13 (F)

13CNMR [75 MHz]: & = 29.85 (CHs); 6241 (C); 111.39 (CH); 112.04 (CH); 112.23 (CH);
113.44 (C); 11559 (C); 115.62 (C); 115.95 (CH); 118.91 (C); 134.29 (C); 141.93 (C); 142.92
(CH); 143.46 (C); 159.68 (C).

EM calculada para CisHisBrF2N;O2Nat: 446.0286; Encontrada: 446.0296.
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4.9.1 1-(terc-butil)-5-(furan-2-il)-N-(4-metoxifenil)-1H-pirazol-3-carboxamida

SOy .

TN
0 | = HN— >—o\
Apariencia: Cristales blancos

Formula molecular: C19H21N50;
Peso molecular: 339,1583 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 = 1.58 (s, 9H, t-butilo); 3.82 (s, 3H, CHs); 6.90-6.93 (d, 2H,
CH); 7.13 (s, H, CH); 7.33-7.39 (m, 3H, CH); 8.72 (s, H, NH)

4.1.2 1-(terc-butil)-3-metil-N-fenil-1H-pirazol-5-carboxamida

Apariencia: Cristales Blancos
Férmula molecular: Ci5H19N;O

Peso molecular: 257,1528 g/ mol
Punto de fusién: 111-112°C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.67 (s, 9H, t-butyl); 2.48 (s, 3H, CHs); 6.63 (s, H, CH); 7.08
(t, H, CH); 7.34 (t, 2H, CH); 7.65 - 7.68 (d, 2H, CH);8.68 (s, H, NH);

13CNMR [75 MHz]: & = 14.76 (CH3);29.87 (CHs); 60.85 (C); 109.04 (CH); 119.59 (CH); 123.68
(CH); 128.93 (CH); 138.09 (C); 140.27 (C); 143.14 (C);160.33 (C).
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EM calculada para Ci5H1sNsONa+: 280.1420; Encontrada: 280.1436.

4.4.2.b1-(terc-butil)-N-(1-(terc-butil)-3-metil-1H-pirazol-5-carbonil)-N-(2,6-dicloro-4-

(trifluorometil)fenil)-3-metil-1H-pirazol-5-carboxamida

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: CasHzsCLFsN50O2
Peso molecular: 557,1572 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCI3)]: 5= 1.44 (s, 18H, t-butilo); 2.36 (s, 6H, CHs); 6.53 (s, 2H, CH);
7.62 (s, 2H, CH)

4.5.2 1-(terc-butil)-3-metil-N-(perfluorofenil)-1 H-pirazol-5-carboxamida

H D)
=
. N
o)
- F
F
Apariencia: Cristales blancos
( ]
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Formula molecular: Ci5Hi14FsN5O
Peso molecular: 347,1057 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 8 = 1.68 (s, 9H, t-butilo); 2.50 (s, 3H, CHs); 6.65 (s, H, CH);
8.20 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 14.85 (CH:); 29.97 (CHs); 61.33 (C); 109.70 (CH); 140.68 (C); 141 48
(C); 160.34 (C)

4.6.2 1-(terc-butil)-3-metil-N-(4-nitrofenil)-1H-pirazol-5-carboxamida

OoN
Apariencia: Cristales Blancos
Formula molecular: CisHisN4Os
Peso molecular: 302,1379 g/ mol
Punto de fusién: 141-142°C.

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.68 (s, 9H, t-butyl); 2.49 (s, 3H, CHs); 6.65 (s, H, CH); 7.82
-7.85(d, 2H, CH); 8.20-8.23 (d, 2H, CH); 8.99 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.77 (CHs); 29.85 (CHs); 61.20 (C); 109.38 (CH); 118.81 (CH); 12512
(CH); 140.85 (C); 142.30 (C); 143.11 (C); 144.02 (CH); 160.42 (C).

EM calculada para Ci5HisNsOsNa+: 325.1271; Encontrada: 325.1268.

4.1.3 1-(terc-butil)-5-metil-N-fenil-1H-pirazol-3-carboxamida
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Apariencia: Cristales Blancos
Formula molecular: CisHioN;O

Peso molecular: 257,1528 g/ mol
Punto de fusién: 105-106 °C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.66 (s, 9H, t-butyl); 2.47 (s, 3H, CHs); 6.62 (s, H, CH); 7.08
(t, H, CH); 7.33 (t, 2H, CH); 7.65- 7.68 (c, 2H, CH); 8.69 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.72 (CHs); 29.84 (CHs); 60.83 (C); 109.00 (CH); 119.56 (CH); 123.65
(CH); 128.90 (CH); 138.09 (C); 140.24 (C); 143.07 (C); 160.30 (C)

EM calculada para CisH19N3ONa+*: 280.1420; Encontrada: 280.1425.

4.4.3.b 1-(terc-butil)-N-(1-(terc-butil)-5-metil-1H-pirazol-3-carbonil)-N-(2,6-dicloro-4-

(trifluorometil)fenil)-5-metil-1H-pirazol-3-carboxamida
0] @)
> Y

/X N R
N N
Q%C

F F

F

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: CzsHzsCLFsN502

Peso molecular: 557,1572 g/ mol
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Punto de fusion: 191-192°C

1HNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.43 (s, 18H, t-butyl); 2.35 (s, 6H, CHs); 6.51 (s, 2H, CH);
7.61 (s, 2H, CH)

1YFNMR [282 MHz]: 6 = -63.50 (F)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 14.37 (CHs);29.45 (CHs); 60.93 (C); 110.70 (CH); 124.36 (C); 125.38
(CH); 131.11 (C); 131.56 (C); 136.59 (C); 138.51 (C); 143.12 (C); 165.20 (C)

EM calculada para CosHasCLFsNsO2Na+*: 580.1464; Encontrada: 580.1463

4.5.3 1-(terc-butil)-3-metil-N-(perfluorofenil)-1H-pirazol-5-carboxamida
O O
/ N\ = N\
N N N
— S
F F
F F
F

Apariencia: Cristales blancos

Féormula molecular: CzsH6FsN502

Peso molecular: 511,2007 g/ mol

Punto de fusién: 130-131°C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6=1.43 (s, 18H, t-butyl); 2.34 (s, 6H, CHs); 6.51 (s, 2H, CH)
YFNMR [282 MHz]: 6 = -144.11 (F)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.29 (CH); 29.35 (CHs); 60.99 (C); 110.59 (CH); 138.91 (C); 142.92
(C); 165.25 (C)
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EM calculada para C24H7FsNsO,*: 512.2080; Encontrada: 512.2088

4.6.3 1-(terc-butil)-3-metil-N-(4-nitrofenil)-1H-pirazol-5-carboxamida

S o

N~ N\
=
Apariencia: Cristales Blancos
Formula molecular: Ci5HisNiOs
Peso molecular: 302,1379 g/ mol

Punto de fusion: 141-142°C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.68 (s, 9H, t-butyl); 2.49 (s, 3H, CHs); 6.65 (s, H, CH); 7.82
-7.85(d, 2H, CH); 8.20-8.23 (d, 2H, CH); 8.99 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 14.77 (CHs); 29.85 (CHs); 61.20 (C); 109.38 (CH); 118.81 (CH); 125.12
(CH); 140.85 (C); 142.30 (C); 143.11 (C); 144.02 (CH); 160.42 (C).

EM calculada para Ci5HisN4OsNa+: 325.1271; Encontrada: 325.1268.

4.1.4 1-(terc-butil)-3-etil-N-fenil-1H-pirazol-5-carboxamida

Apariencia:
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Formula molecular: Ci16H21N;0
Peso molecular: 271,1685 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 5= 1.34 (t, 3H, CHs); 1.68 (s, 9H, t-butilo); 2.84-2.87 (c, 2H,
CHy); 6.74 (s, H, CH); 7.10 (t, H, CH); 7.35 (t, 2H, CH); 7.68 (d, 2H, CH)

13CNMR [75 MHz]: & = 13.49 (CHs); 21.69 (CH.); 30.18 (CHs); 61.09 (C); 106.78 (CH); 119.76
(CH); 123.82 (CH); 129.08 (CH); 138.29 (C); 143.21 (C); 147.18 (C); 160.59 (C)

4.5.4 1-(terc-butil)-3-etil-N-(perfluorofenil)-1H-pirazol-5-carboxamida

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: Ci16Hi1¢FsN5O
Peso molecular: 361,1214 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCI3)]: 5 =1.34 (t, 3H, CHs); 1.68 (s, 9H, t-butilo); 2.85-2.88 (c, 2H,
CH>); 6.75 (s, H, CH); 8.20 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: 6 = 13.51 (CHs); 21.66 (CHz); 30.15 (CHs); 61.42 (C); 107.36 (CH); 14146
(C); 147.43 (C)

4.6.4 1-(terc-butil)-3-etil-N-(4-nitrofenil)-1H-pirazol-5-carboxamida
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Apariencia: Solido amarillo
Formula molecular: Ci16Hx0N1Os
Peso molecular: 316,1535 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.34 (t, 3H, CHs); 1.69 (s, 9H, t-butilo); 2.85-2.88 (c, 2H,
CHo); 6.75 (s, H, CH); 7.83-7.87 (d, 2H, CH); 8.22-8.25 (d, 2H, CH); 9.01 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 13.46 (CHs); 21.70 (CH); 30.15 (CHs); 61.45 (C); 107.13 (CH); 11898
(CH); 125.29 (CH); 142.39 (C); 143.24 (C); 144.19 (C); 147.76 (C); 160.70 (C)

4.1.5 Etil 1-(terc-butil)-5-(fenilcarbamoil)-1H-pirazol-3-carboxilato

Apariencia: Cristales Blancos
Formula molecular: Ci7H21N303
Peso molecular: 315,1583 g/mol
Punto de fusién: 121-122°C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 5=1.36 (t, 3H, CHs); 1.73 (s, 9H, t-butyl); 4.34 - 4.36 (c, 2H,
CHy); 6.90 (s, H, CH); 7.17 (t, H, CH); 7.37 (t, 2H, CH); 7.65 (d, 2H, CH); 8.22 (s, H, NH)
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13CNMR [75 MHz]: & = 14.29 (CHs); 29.74 (CH:); 61.12 (CHz); 63.81 (C); 111.09 (CH); 12011
(CH); 125.12 (CH); 129.16 (CH); 137.44 (C); 138.56 (C); 140.19 (CH); 159.66 (C); 162.27 (C).

EM calculada para Ci7H2:1N3OsNa+: 338.1475; Encontrada: 338.1468.

4.4.5.b Dietil 5,5'-(((2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil)azanedil)bis(carbonil))bis (1-(terc-
butil)-1H-pirazol-3-carboxilato)

/ N N\

NG| N | N

\ /

Cl Cl
O o
C® © )
F F
F
Apariencia: Cristales blancos

Formula molecular: CaoH3,CLF3;N506
Peso molecular: 673,1682 g/ mol
Punto de fusion: 144 -146°C

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: =1.37 (t, 6H, CHs); 1.74 (s, 18H, t-butilo); 4.36 (c, 4H, CH.);
7.19 (s, 2H, CH); 7.74 (s, 2H, CH)

1SFNMR [282 MHz]: 5 = -63.18 (F)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.28 (CH3);29.72 (CHa); 61.25 (CHz); 65.39 (C); 114.33 (CH); 12638
(CH); 135.95 (C); 140.36 (C); 161.32 (C)

4.5.5 Etil 1-(terc-butil)-5-((perfluorofenil)carbamoil)-1H-pirazol-3-carboxilato
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=
E N OJ
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F
F
Apariencia: Cristales blancos

Formula molecular: Ci7Hi16Fs5N303
Peso molecular: 405,1112 g/mol
Punto de fusion: 153-154°C

THNMR [300 MHz (CDCI3)]: = 1.36 (t, 3H, CHs); 1.73 (s, 9H, t-butyl); 4.34 - 4.36 (c, 2H,
CHy); 7.15 (s, H, CH); 7.78 (s, H, NH)

1YFNMR [282 MHZz]: 6 =-161.58 (t, 2F, CF); -154.93 (t, F, CF); -144.44 - -144.38 (d, 2F, CF)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.29 (CHs); 29.60 (CHs); 61.26 (CHy); 64.28 (C); 112.62 (CH); 135.99
(C); 140.33 (C); 159.48 (C); 161.96 (C)

EM calculada para Ci7Hi6FsN3OsNa+: 428.1004; Encontrada: 428.0990.

4.6.5 Etil 1-(terc-butil)-5-((4-nitrofenil)carbamoil)-1H-pirazol-3-carboxilato

H L
N = o)
gt <
O,N
Apariencia: Cristales Blancos
Formula molecular: C17H20N:Os
( 16 )
L ¢ )



Peso molecular: 360,1434 g/ mol
Punto de fusion: 143-145°C

THNMR [300 MHz (CDCI3)]: =1.38 (t, 3H, CHs); 1.74 (s, 9H, t-butyl); 4.36 - 4.39 (c, 2H,
CHa); 6.96 (s, H, CH); 7.84 - 7.87 (d, 2H, CH); 8.25 - 8.28 (d, H, CH); 8.46 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 14.53 (CHs);29.77 (CHs); 61.52 (CHy); 64.20 (C); 111.60 (CH); 11953
(CH); 125.17 (CH); 143.95 (C); 144.52 (C); 161.48 (C)

EM calculada para Ci7H20NsOsNa+: 383.1326; Encontrada: 383.1335

4.1.6 Etil 1-(terc-butil)-3-(fenilcarbamoil)-1H-pirazol-5-carboxilato

>L/N @)

NN

o=~ )

O
Apariencia: Cristales blancos
Férmula molecular: Ci17H21N303
Peso molecular: 315,1583 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]:8 =1.39 (t, 3H, CHs); 1.76 (s, 9H, t-butilo); 4.39 (c, 2H, CHy);
7.22 (t, H, CH); 7.40 (t, 2H, CH); 7.62 (d, 2H, CH); 8.24 (s, H, CH); 8.96 (d, H, CH)

4.1.7 1-(terc-butil)-N,5-difenil-1H-pirazol-3-carboxamida

>L/N 0]

N7\

= HN— )
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Apariencia: Cristales blancos
Féormula molecular: Ci0H>:N;0
Peso molecular: 319,1685 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 8 =1.52 (s, 9H, t-butilo); 6.76 (s, H, CH); 7.10 (t, H, CH); 7.35-
7.43 (m, 7H, CH); 7.69-7.71 (d, 2H, CH); 8.72 (s, H, NH)

4.6.7 1-(terc-butil)-N-(4-nitrofenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxamida

>Q/N 0]

NN

== HN—QNOz

Apariencia: Cristales amarillos
Formula molecular: CHoN:Os
Peso molecular: 364,1535 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 8 =1.52 (s, 9H, t-butilo); 6.79 (s, H, CH); 7.34-7.36 (d, 2H,
CH); 7.42-7 44 (d, 2H, CH); 7.51-4.53 (d, H, CH); 7.87-7.91 (d, 2H, CH); 8.25-8.28 (d, 2H,

CH); 9.03 (s, H, NH)

4.8.7 N-(2-bromofenil)-1-(terc-butil)-5-fenil-1H-pirazol-3-carboxamida

>k/N 0]

NN
<
HN

Br
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Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: CHoBrN;O
Peso molecular: 397,0790 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCly)]: 8 =1.50 (s, H, t-butilo); 6.77 (s, H, CH); 6.97 (t, H, CH); 7.35-
7.43 (m, 6H, CH); 7.57-7.59 (d, H, CH); 8.58-8.61 (d, H, CH); 9.63 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 31.09 (CHs); 110.08 (CH); 113.21 (C); 121.19 (CH); 124.57 (CH);
128.14 (CH); 128 56 (CH); 130.66 (CH); 132.42 (CH); 133.14 (C); 136.40 (C); 143.15 (C)

4.9.7 1-(terc-butil)-N-(4-metoxifenil)-5-fenyl-1H-pirazol-3-carboxamida

>L/N @)

NN

e
\

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: C21H2:N30»
Peso molecular: 349,1790 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 = 1.50 (s, 9H, t-butilo); 3.82 (s, 3H, CHs); 6.75 (s, H, CH);
6.89-6.92 (d, 2H, CH); 7.34-7.42 (m, 5H, CH); 7.60-7.63 (d, 2H, CH); 8.66 (s, H, NH)

4.1.8 4-bromo-1-(terc-butil)-N,5-difenil-1H-pirazol-3-carboxamida

>L/N @)

NN

Br
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Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: CH0BrN;O
Peso molecular: 397,0790 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]:8 = 1.48 (s, 9H, t-butilo); 7.11 (t, H, CH); 7.31 (t, 2H, CH); 7.36
(t, 2H, CH); 7.47 (d, H, CH); 7.49 (d, 2H, CH); 7.72 (d, 2H, CH);8.72 (s, H, NH)

4.2.8 4-bromo-1-(terc-butil)-5-fenil-N-(3,4,5-trifluorofenil)-1H-pirazol-3-carboxamida

>L/N @) F

NTN

<

Br

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: CxoHi17BrEFsN;O
Peso molecular: 451,0507 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 =1.48 (s, 9H, t-butilo); 7.30 (m, 2H, CH); 7.42-7.50 (m, 5H,
CH); 8.69 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 30.66 (CHs); 63.93 (C); 103.78 (CH); 104.11 (CH); 128.356 (CH);
129.75 (CH); 130.95 (CH); 137.57 (C); 144.66 (C); 149.81 (C);152.82 (C)

4.6.8 4-bromo-1-(terc-butyl)-N-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazole-3-carboxamide

>L/N O

NN

Br
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Apariencia: Solido amarillo
Formula molecular: CoH;9BrNsO;
Peso molecular: 442,0641 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCl3)]: 6 = 1.49 (s, 9H, t-butilo); 7.28-7.31 (d, 2H, CH); 7.48 (d, H,
CH); 7.50 (d, 2H, CH); 7.88-7.91 (d, 2H, CH); 8.23-8.26 (d, 2H, CH); 9.03 (s, H, NH)

4.9.8 4-bromo-1-(terc-butil)-N-(4-metoxifenil)-5-fenil-1 H-pirazol-3-carboxamida

SO

NN

Br \

Apariencia: Cristales blancos
Formula molecular: C21H22BrN;O»
Peso molecular: 427,0895 g/mol

THNMR [300 MHz (CDCI3)]: 5 = 1.47 (s, 9H, t-butilo); 3.80 (s, 3H, CH); 6.88-6.91 (d, 2H,
CH); 7.30 (d, 2H, CH); 7.47 (m, H, CH); 7.48 (d, 2H, CH); 7.61-7.64 (d, 2H, CH); 8.62 (s, H,
NH)

4.9.10 N-(4-metoxifenil)-1,5-difenil-1H-pirazol-3-carboxamida

Sy

TN
=~/ HN— >7o\
Apariencia: Cristales blancos
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Formula molecular: CsHioN;O:2
Peso molecular: 369,1477 g/ mol

THNMR [300 MHz (CDCI3)]: 5= 3.82 (s, 3H, CHs); 6.90-6.93 (d, 2H, CH); 7.13 (s, H, CH);
7.33-7.39 (m, 7H, CH), 7.61-7.64 (d, 2H, CH); 8.72 (s, H, NH)

13CNMR [75 MHz]: & = 55.51 (CHs); 108.26 (CH); 114.20 (CH); 121 48 (CH); 125.52 (CH);
128.42 (CH); 128 42 (CH); 128.63 (CH); 128.78 (CH); 129.19 (CH); 131.21 (C); 139.57 (C);
145.38 (C); 14859 (C); 156.10 (C)
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