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Resumen

Titulo: Preparacion de nuevos hibridos (hidroxi)quinolin-azoles como posibles agentes

antifingicos e insecticidas

Autor: Luz Karime Luna Parada ™"

Palabras claves: Hibridos moleculares, Quinolinas, 1,2,3-Triazoles, Reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar, Quimica clic, Agentes agroquimicos, Actividad antifangica in vitro.

Descripcion:

Basandose en la tactica de hibridacion molecular y el potencial de reacciones de cicloadicion 1,3-
dipolar tipo quimica clic se prepararon y caracterizaron dos tipos hibridos moleculares: hibridos
hidroxiquinolin-triazoles conjugados basados en la estructura de la 8-hidroxiquinolina e hibridos
quinolin-triazoles fusionados, derivados del fragmento 7-cloroquinolin-4-ilo proveniente de la 2,7-
dicloroquinolina. Su preparacion se bas6 en el protocolo de Sharpless-Fokin usando el sulfato de
cobre (I1) pentahidrato y acido ascérbico (ascorbato de sodio) en una mezcla de disolventes, agua y
alcoholes.

La realizacién de la prospeccion bioldgica (actividad antifungica e insecticida) de nuevos hibridos
obtenidos arrojo6 los nuevos resultados interesantes sobre las propiedades inhibitorias del crecimiento
de los hongos de los géneros Candida y Fusarium y de las larvas del gusano cogollero (Spodoptera
frugiperda).

Los resultados de la actividad antifingica in vitro de los hibridos conjugados indicaron que algunas
moléculas muestran fuerte actividad fungicida con CIM entre 7,8 y 62,5 ug/mL y CFM entre 15,6 y
125 pg/mL. Las propiedades insecticidas (LDso 327,1-996,9 pg/larva) de los hibridos fusionados se
examinaron realizando bioensayos por aplicacién tépica de los compuestos sobre larvas de peso
promedio 500 + 50 mg. El analisis de la actividad antialimentaria de los derivados revel6 que las CEso
estuvieron en el rango de 316,0 hasta 630,1 pg/mL.

En conclusidn, la simplicidad y la eficacia del procedimiento sintético empleado para la generacién
de los dos tipos de hibridos quinolin-triazdlicos no solo permitieron su preparacion a gran escala sino
su evaluacién tanto in vitro e in vivo sobre diferentes modelos de hongos e insectos abriendo un
camino para el desarrollo de nuevos modelos de moléculas con actividad antiflngica y/o insecticida
gue puedan ser Utiles para combatir los hongos y/o insectos que atacan a la palma aceite y al cultivo
de maiz.

* Tesis Doctoral
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Director: Kouznetsov, V. V
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Abstract

Title: Preparation of new (hydroxy) quinolin-azole hybrids as possible antifungal agents and

insecticides *

Author: Luz Karime Luna Parada **

Keywords: Molecular hybrids, Quinolines, 1,2,3-Triazoles, 1,3-dipolar cycloaddition
reaction, Click chemistry, Agrochemical agents, In vitro antifungal activity.

Description:

Based on the tactics of molecular hybridization and the potential of 1,3-dipolar cycloaddition reaction,
type click reaction, two different molecular hybrid types were prepared and characterized: conjugated
hydroxyquinoline-triazole hybrids based on the structure of 8-hydroxyquinoline and fused quinoline-
triazole hybrids, derivatives of the 7-chloroquinolin-4-yl fragment from 2,7-dichloroquinoline. Its
preparation was based on the Sharpless-Fokin protocol using copper (1) sulphate pentahydrate and
ascorbic acid (sodium ascorbate) in a mixture of solvents, water, and alcohols.

The carrying out of the biological prospecting (antifungal and insecticidal activity) of new hybrids
obtained interesting new results on the growth inhibitory properties of the fungi of the genera Candida
and Fusarium and of the larvae of the armyworm (Spodoptera frugiperda).

The results of the in vitro antifungal activity of the conjugated hybrids indicated that some molecules
show strong fungicidal activity with MIC between 7.8 and 62.5 ug/mL and CFM between 15.6 and
125 pug/mL. The insecticidal properties (LDso 327.1-996.9 pg/larva) of the fused hybrids were
examined by performing bioassays by topical application of the compounds on larvae of average
weight 500 + 50 mg. The analysis of the antifeedant activity of the derivatives revealed that the ECs
were in the range of 316.0 to 630.1 pg/mL.

In conclusion, the simplicity and effectiveness of the synthetic procedure used to generate the two
types of quinolin-triazole hybrids not only allowed their preparation on a large scale but also their
evaluation both in vitro and in vivo on different models of fungi and insects that opens a path for the
development of new models of molecules with antifungal and / or insecticidal activity which can be
useful to combat the fungi and / or insects that attack the oil palm and the corn crop.

“Doctoral Thesis
™ Faculty of Sciences, School of Chemistry. Director: Prof., Dr. Kouznetsov, V. V.
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Introduccion

Uno de los retos importantes de la quimica organica sintética es el disefio y sintesis
de nuevas moléculas bioldgicamente activas que puedan ser empleadas en la medicina como
agentes farmacoldgicos o en la agricultura como agentes agroguimicos. Entre estas se
destacan los derivados quinolinicos, cuyas estructuras estan presentes en los metabolitos
segundarios y las moléculas sinteticas con amplia variedad de propiedades biologicas.
Basandose en el amplio espectro de actividades encontradas en las quinolinas aisladas de la
naturaleza y preparadas en el laboratorio quimico, los quimicos organicos se dan a la tarea
de generar librerias de estos sistemas por medio de la sintesis quimica obteniendo asi nuevas

moléculas de importancia en medicina y agricultura.

Las quinolinas (Qus), en particular, las 8-hidroxiquinolinas (HQus) y sus derivados
son heterociclos nitrogenados interesantes por su espectro de actividades farmacoldgicas:
actividad anticancerigena (Arafa et al., 2013; Moret et al., 2009), insecticida, antifingica

(Musiol et al., 2006), antibacteriana, entre otras (Figura 1).

Por su parte los triazoles (TAs), otra clase importante de los heterociclos, han sido
empleados en muchos productos farmacéuticos y en control de plagas. En particular, los
1,2,3-triazoles son de gran importancia en la quimica organica y ciencias afines porque
pueden actuar como un blogue farmacéforo o puente-separador entre dos 0 mas sustancias

de interés en la metodologia de hibridacion molecular.
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Figura 1.

Derivados de la 8-hidroxiquinolina con las propiedades biolégicas.
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Muchos de los triazoles han mostrado también importantes actividades bioldgicas y
farmacologicas entre las cuales se destacan propiedades anticancerigena, antituberculosa,
insecticida y antifungica, entre otras (Alam et al., 2006; Bonandi et al., 2017; Colombano et
al., 2010). Algunos ejemplos de este tipo de heterociclo con la actividad bioldgica se

muestran en la

En el presente proyecto primero se disefio, sintetizd y se caracterizd una nueva serie
de moléculas hibridas conjugados y fusionados, (hidroxi)quinolin-azoles (TA-HQus y TA-
Qus) vy luego se realiz6 su prospeccidn biolégica (principalmente, actividad antifungica e

insecticida) como posibles agentes agroquimicos para la proteccion de cultivos
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econdémicamente importantes en Colombia, e.g., la palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq),

maiz (Zea mays L.), algodon (Gossypium hirsutum L.) y arroz (Oryza sativa L.)

Figura 2.

Compuestos que contienen el anillo triazolico con actividad bioldgica.
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Se empled la tactica de hibridacién molecular, donde se unen dos moléculas (grupos,
anillos) bioactivas individualmente, que puede mejorar los pardmetros fisicoquimicos y por
ende, bioldgicos de las moléculas-hibridas, TA-HQus. Estas ultimas fueron construidos a
partir de dos heterociclos - las (8-hidroxi)quinolinas y los 1,2,3-triazoles- ambos reconocidos
andamios en la lucha contra diversas plagas, ya sean comerciales o sintetizados a través de

reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar tipo quimica clic (“click chemistry”).

Cada uno de los productos intermedios y finales sintetizados en cada una de las etapas

de las rutas de sintesis disefiadas fueron caracterizados segun sus parametros espectroscopia
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de infrarrojo IR, espectrometria de masas (EM) y resonancia magnética nuclear de protones

(RMN H) y de carbono (RMN C).

El desarrollo general del disefio de sintesis se presenta en la Figura 3. Se sintetizaron
méas de 50 nuevas moléculas quinolinicas tipo conjugado TA-HQus, las cuales fueron
examinadas frente cepas de hongos de afectacion humana y agricola, mostrando actividad

antifingica moderada a fuerte.

Los hibridos conjugados TA-HQus fueron evaluados frente a las levaduras Candida
albincas y Crytococcus neoformans por el método de microdilucién en caldo del CLSI M27-
A3 (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2008b) y frente a ocho especies
fungicas del género Fusarium por el método del CLSI M38-A2 (Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), 2008a) determinandose la concentracién inhibitoria minima
(CIM) y la concentracion fungicida minima (CFM). De los 49 hibridos probados, ocho de
ellos mostraron fuerte actividad fungicida con CIM entre 7,8 y 62,5 pg/mL y CFM entre 15,6

y 125 pg/mL.
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Figura 3.

Esquema general de sintesis de hibridos (hidroxi)quinolin-azoles.
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Asi mismo para algunos hibridos funsionados TA-Qus, buscando nuevos
agroquimicos para controlar la plaga migratoria, el gusano cogollero o Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), se hicieron pruebas in vivo sobre este insecto en su
estadio larvario. Para estimar la actividad insecticida se realizd aplicacion topica de los
compuestos sobre larvas de peso promedio 500 + 50 mg determinando la concentracion letal
media (LDso) que estas se encuentran en un rango de 327,1 a 996,9 ug/larva lo que permitan

clasificar los hibridos como agentes insecticidas moderados.

Igualmente, la actividad antialimentaria de los derivados fue estudiada usando el

disco de fruto con el método no-choice, las concentraciones efectivas medias (CEso)
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estuvieron en el rango de 316,0 hasta 630,1 pg/mL. Como posible mecanismo de accién se
estudio la inhibicion de la acetilcolinesterasa, encontrandose que las concentraciones

inhibitorias medias (Clso) estuvieron entre 0,203 y 0,092 mM.

El presente trabajo, a través de la consecucion de los objetivos propuestos, se logro

consignar los resultados mas relevantes, resumido en cuatro capitulos.

El primer capitulo incluye una descripcion de los problemas abordados y una revision
de los fundamentos tedricos de la investigacion. Los capitulos siguientes presentan los
resultados propios referentes a la sintesis y caracterizacién de los heterociclos obtenidos y a

la bioprospeccion realizada.

El capitulo 2 contiene la informacion de la preparacion y la caracterizacion de los
hibridos (8-hidroxi)quinolin-triazolicos via la reaccion de cicloadicion 1-3-dipolar entre
organoazidas y alquinos terminales. En esta parte experimental se discuten tres aspectos: la
diversificacion del anillo 8-hidroxiquinolinico, la sintesis de hibridos bajo concepto de
quimica clic y la sintesis de algunas entidades quimicas (‘“fragmentos moleculares”

farmacoforicos) que forma parte en las estructuras de los hibridos conjugados.

En el capitulo 3 se discute el trabajo propio del autor sobre la evaluacién bioldgica in
vitro de hibridos, precursores y entidades quimicas como posibles agentes antifingicos
contra de cepas fitopatdgenas y de afectaciéon humana. Es un “fruto” valioso de la pasantia

de la autora en la Universidad Nacional de Rosario (Rosarion, Argentina).
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El capitulo 4 cuenta los resultados preliminares de la evaluacién bioldgica de los
hibridos fusionados seleccionados. Esta parte del trabajo (con la colaboracion del grupo de
Investigaciones Ambientales para el Desarrollo Sostenible, - GIADS de la Universidad Santo
Tomas, seccional B/manga) incluye la realizacion de los bioensayos in vivo con las larvas
del gusano cogollero (Spodoptera frugiperda, Lepidoptera: Noctuidae) buscando los efectos
inhibitorios de las moléculas obtenidas sobre su crecimiento (actividades insecticida y
antialimentaria). Asimismo, se discuten los resultados de la actividad inhibitoria frente

enzima AChE, diana comun de gran parte de los insecticidas usados actualmente.

Durante los estudios doctorales se realizaron las siguientes pasantias:

- Nacional

Universidad de los Andes, Grupo de Investigacion en compuestos Bio-organicos

(GICOBIORG) adscrito a la Facultad de Ciencias dirigido por la Dr. Jaime Antonio Portilla

Salinas. Noviembre - 2016. Bogota-Colombia.

- Internacional

Universidad Nacional de Rosario, Facultad de ciencias bioquimicas y farmacéuticas,

dirigido por la Dra. Susana Zacchino. Febrero - Agosto de 2017. “Evaluacion de actividad

antifungica de nuevos hibridos hidroxoquolin-azoles”. Rosario - Argentina
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Algunos resultados generados durante la realizacion de esta investigacion fueron
presentados en congresos nacionales e internacionales. De la misma forma, los resultados

fueron sometidos en forma de articulos al analisis de la comunidad cientifica interesada:

Ponencias

Luna, Luz K. y Kouznetsov, V. Preparacion de nuevos hibridos quinolin-azoles como
potenciales agentes agroquimicos. Ponencia Oral. Primer encuentro cientifico de la facultad
de Ciencias. Universidad Industrial de Santander. Bucaramanga, 25 y 26 de noviembre de

2015.

Luna, Luz K., Sortino, M., Zacchino, S. y Kouznetsov, V. Sintesis y actividad
antifungica de hibridos hidroxiquinolin-azoles. Abstr. XVII Congreso Colombiano de

Quimica. Bucaramanga, 25 — 27 de octubre de 2017.

Luna, Luz K., Sortino, M., Zacchino, S., Urbina, J. M. y Kouznetsov, V. Preparacion
de nuevos hibridos quinolin-azoles como potenciales agentes antifngicos. Abstr. XXI
Simposio Nacional de Quimica Organica. Potrero de los Funes, San Luis, Argentina. 8 — 11

de noviembre de 2017. ISSN: 2346-9862. Libro de Sinopsis XXII SINAQO.

Articulos:

1. Luna Parada, L. K., Vargas Méndez, L. Y., Kouznetsov, V. V. (2018). Quinoline-

Substituted 1,2,3-Triazole-Based Molecules, As Promising Conjugated Hybrids in
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Biomedical Research, Organic & Medicinal Chemistry International Journal, 7 (2):

555708. DOI: 10.19080/0MCI1J.2018.07.555708

2. Luna Parada, L., & Kouznetsov, V. (2019). 5-Chloro-8-{[1-(2-chlorobenzyl)-1H-1,

2, 3-triazol-4-yl] methoxy} quinoline. Molbank, 2019(1), M1038.

3. Rosado-Solano, D. N., Bar6n-Rodriguez, M. A., Sanabria Florez, P. L., Luna-Parada,
L. K., Puerto-Galvis, C. E., Zorro-Gonzalez, A. F., Vargas-Méndez, L. Y. (2019).
Synthesis, Biological Evaluation and In Silico Computational Studies of 7-Chloro-4-
(1H-1,2,3-triazol-1-yl)quinoline Derivatives: Search for New Controlling Agents
against Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) Larvae. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 67(33), 9210-9219. DOI: 1021/acs.jafc.9b01067

4. Luna Parada, L. K., Sortino, M., Zacchino, S.A., Kouznetsov, V.V. “Synthesis and
antifungal activity of new substituted 1,2,3-triazol-4-yl-quinoline derivatives from 8-

hydroxyquinolines” (en preparacion)
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1. Probleméatica y fundamentos tedricos de la presente investigacion

1.1 Planteamiento del problemay justificacion

La proteccion de cultivos y la salud humana son condiciones previas fundamentales
para la supervivencia y calidad de vida de la humanidad. La poblacion mundial en constante
crecimiento necesita un aumento dramético en la eficiencia de la produccidn agricola para
garantizar una produccion suficiente de alimentos en el siglo XXI. Asi mismo, la lucha contra
las distintas plagas que amenazan a los alimentos y demas productos agricolas se
complementa a la necesidad de controlar insectos y otros animales vectores de varias

enfermedades.

En Colombia, el maiz dulce es uno de los principales cultivos del pais, ocupando una
superficie de 310.195 hectareas y su produccion se destina al consumo en fresco, congelado
0 seco, y como ingrediente en la produccién de concentrados para animales (DANE, 2011).
El valor comercial del producto esta determinado por su calidad y presentacion. La presencia
de insectos en la mazorca deteriora la apariencia del producto, disminuyendo su atractivo
para el consumidor, siendo €ste el que establece el parametro de “cero tolerancia de plagas”.
El Spodoptera frugiperda ataca al momento de llenado del grano, y causa las mayores

mermas en el cultivo con peérdidas que van desde el 13 al 60% (ICA, 2012).
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De otro lado, por primera vez en la historia las plantas econémicas estan siendo
utilizadas a gran escala para la produccion de biomasa y biocombustible. Otra fuente
importante de impacto sobre la agricultura en el siglo XXI sera el cambio climatico global.
El aumento de las temperaturas en todo el mundo va a tener efectos sobre la productividad
de todas las plantas comunes de cultivo. Por ende, en los Gltimos afios, los mercados agricolas
mundiales se estan desarrollando rapidamente y los precios de los productos agricolas mas
importantes se han disparado y han alcanzado registros histéricos (Dayan, Cantrell, & Duke,

2009; Scherkenbeck, 2009; Schmitz & Kavallari, 2009).

En este contexto, uno de los cultivos mas importantes de nuestro pais es la palma
aceitera (Elaeis guineensis Jacq). La importancia del cultivo de palma para Colombia se
observa en su volumen de produccion nacional (el 1% del PIB nacional, el 4% del PIB
agropecuario y casi el 8% de la produccion agricola del pais) (Fedepalma, 2015). Colombia
es el cuarto productor de aceite de palma en el mundo. La industria del aceite de palma es
actualmente lider a nivel mundial en la provision de aceites y grasas, biocombustibles. Sin
embargo, la pudricion de cogollo (PC), uno de los problemas de mayor potencial destructivo,
amenaza constantemente a los cultivos de palma obligando erradicar miles de hectéreas. La
situacion se agrava aun mas al saber que hoy en dia, no hay agroquimicos (fungicidas,
insecticidas y bactericidas) efectivos contra la PC (Almario Chavez, 2016; Redaccién

agropecuaria, 2016; Redaccion economia, 2017).

Por eso, la proteccion de cultivos mencionados es una tarea importante para la
sociedad moderna donde la union entre la quimica organica sintética y la agroquimica puede

solucionar parcialmente este problema, desarrollando nuevos y seguros agentes
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agroguimicos efectivos de uso mdltiple (fungicidas, insecticidas, bactericidas, etc.), capaces

de combatir diversas plagas que atacan especies vegetales importantes en la vida humana.

El éxito de las précticas agricolas modernas se debe en parte al descubrimiento y la
adopcion de productos quimicos para el control de plagas (hongos, bacterias, virus, insectos,
etc.). De hecho, el enorme aumento en los rendimientos de los cultivos asociados con la
revolucion "verde" no hubiera sido posible sin la contribucién de los compuestos sintéticos.
La proteccion quimica de cultivos seguira siendo la principal estrategia para el tratamiento
de los factores bioticos, tales como enfermedades micéticas de las plantas. En el futuro, los
agroquimicos van a necesitar propiedades adicionales, tales como un modo selectivo de
accién, baja toxicidad para los organismos beneficiosos y ser sostenibles

medioambientalmente.

Al tener en cuenta estas circunstancias, la busqueda de nuevos modelos moleculares
(TA-HQus, QTA-Qus, figura 3) como posibles agentes agroquimicos para el control de las
plagas mencionadas es suma de importancia socioeconémica. En el presente proyecto, estos
modelos fueron preparados via la sintesis quimica sostenible que ahora es un punto central

obligatorio de la quimica orgénica sintética, la cual genera nuevas entidades quimicas.

1.2 Relacion entre los hongos fitopatogénicos y los principales cultivos en Colombia

El maiz, el arroz y recientemente, la palma africana (aceitera), son los productos mas

representativos para la economia Colombiana (DANE, 2016). Todos los cultivos se ven
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afectados por diversos factores que limitan su produccidn, entre los que se encuentran las
plagas agricolas que son todos aquellos organismos que al aumentar su poblacion de manera
descontrolada causan dafio al cultivo, disminuyendo sus rendimientos, reduciendo el valor

de la cosecha o incrementando sus costos de produccién.

Los hongos estan presentes en el aire, en el tracto gastrointestinal de los humanos y
animales, en el suelo y también en las plantas (Calderone, 2004). Estas ultimas poseen un
sistema natural de defensa quimica contra la invasion de los hongos patdgenos, generando
molécula-protectoras (fitoalexinas) que son propios agentes antimicoticos de una planta
afectada. Sin embargo, cuando se trata de los cultivos de gran impacto, este sistema natural

a veces falla y la invasion micética se convierte en una plaga para la agricultura.

1.2. 1 Palma aceitera

Existen indicios fdsiles, historicos y lingiisticos de que la palma aceitera (Elaeis
guineensis Jacq.) es originaria de Africa Occidental y se cree que llegé a América a partir
del descubrimiento de Col6n, aunque no se descarta posibilidades de transporte
precolombinos. La palma es un vegetal perenne; cuando se cultiva con propésitos
comerciales, tiene en promedio una vida util entre 24 y 28 afios, de acuerdo con el tipo de
material sembrado. Durante este lapso, cada palma emite racimos de frutos oleaginosos, que
pueden alcanzar producciones de 4,2 toneladas durante su vida productiva. Esto representa

unas 600 toneladas acumuladas de fruta por hectarea, cuando el proceso productivo se
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desarrolla en condiciones Optimas de suelo, clima, nutricion, mantenimiento, sanidad y

administracion (Vera Barrios, 2017).

La palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq), uno de los principales cultivos en
Colombia, es una planta tropical propia de climas calidos que crece en tierras por debajo de
los 500 metros sobre el nivel del mar. Por su naturaleza perenne y las ventajas en su manejo
agroeconomico, es el sistema no nativo menos perturbado al compararlo con otros cultivos
de manejo igualmente intensivo (Martinez et al., 2009). Colombia es el primer productor
latinoamericano y el cuarto productor mundial, con algo mas de 450.000 hectareas de palma
sembrada; el 70% de la produccién de aceite de palma se consume en el pais (Mosquera et
al., 2016). En Colombia, 124 municipios en 18 departamentos dependen
socioecondmicamente del cultivo que genera 128.000 empleos directos y cerca de 200.000

empleos indirectos; de la palma de aceite dependen 130.000 familias (Dangond, 2015).

De acuerdo con el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), se mencionan seis
enfermedades y/o plagas de palma aceitera: marchitez letal, anillo rojo, marchitez sorpresiva,
pudricion del cogollo (PC), insectos Strategus aloeus y Rhynchophorus palmarum. Sin
embargo, se cree que uno de los problemas de mayor potencial destructivo de la palma
aceitera es la PC que se manifiesta con la pudricion de la hoja sin abrir, a lo que se le
denomina flecha. Esta enfermedad es un obstaculo serio para la produccion de palma de
aceite en Colombia y en los paises vecinos de Brasil, Costa Rica, Ecuador, Nicaragua,

Panama, Pert y Surinam.



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 30

Entre los brotes de la enfermedad en Colombia, se reporta una severa devastacion de
las plantaciones en Tumaco (Alegria et al., 2015), donde la enfermedad ha afectado la
mayoria de las 35.000 hectareas sembradas lo cual representa una pérdida econémica cercana
a 3,1 billones de pesos; En la Zona Central, recientemente, se registra la pérdida de cerca de
37.900 ha (Martinez, Sarria, Torres, & Varon, 2010), con un saldo de 2,3 billones de pesos
en pérdidas para los productores de la regién. Por su parte, la Zona Norte reporta un area
afectada de 2.000 ha, con una estimacion de 141.000 millones de pesos en pérdidas (Cooman,
2017). En la Zona Oriental, en donde esta enfermedad no ha sido tan letal, e han reportado
afectaciones en algunos cultivos que deben ser monitoreadas constantemente en aras de evitar
epidemias como las que afectaron a Tumaco (Narifio) y Puerto Wilches (Santander) en su
momento (Desde los primeros informes de la Pudricion del cogollo, se han propuesto
diferentes hipd-tesis y observaciones con respecto a la causa de esta enfermedad (Drenth,
Torres, & Martinez, 2013). El estudio de los agentes causales y posibles vectores de la PC de
palma aceitera estan todavia en desarrollo, pero la mayoria de la evidencia indica que no se
trata de una enfermedad con un agente primario (Campanella, Ippolito, & Nigro, 2002).
Segin CENIPALMA el factor encargado de la PC es de caréacter bidtico patogénico
(Phytophthora palmivora Butl.) o factores abioticos predisponentes u otros agentes causales

asociados (Martinez et al., 2010).
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Figura 4.

Afectaciones por PC en Colombia.
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En la actualidad es la enfermedad mas limitante para la palmicultura nacional,

especialmente para el departamento de Santander. Bajo estas circunstancias se espera que el

impacto econdmico sea cada vez mas significativo afio tras afio.

Desde los primeros informes de la Pudricion del cogollo, se han propuesto diferentes

hipd-tesis y observaciones con respecto a la causa de esta enfermedad (Drenth, Torres, &

Martinez, 2013). El estudio de los agentes causales y posibles vectores de la PC de palma

aceitera estan todavia en desarrollo, pero la mayoria de la evidencia indica que no se trata de

una enfermedad con un agente primario (Campanella, Ippolito, & Nigro, 2002). Segun

CENIPALMA el factor encargado de la PC es de caracter biotico patogénico (Phytophthora
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palmivora Butl.) o factores abiodticos predisponentes u otros agentes causales asociados

(Martinez et al., 2010).

Para la identificacidn del agente causante se tomaron muestras de palmas afectadas
por la PC, pero lo que ayudd a encontrar el responsable de la enfermedad fue apartarse de los
sitios mas degradados y concentrar el estudio en las zonas de avance en los sitios mas internos
del cogollo. Asi, mediante un trabajo constante en los laboratorios de Cenipalma se logro
encontrar a Phytophthora palmivora (Figura 5) y obtener los aislamientos puros que dieron

paso a todos los estudios de patogenicidad (Sanz Scovino, 2016).

Mientras se investiga una solucion definitiva para el problema, se ha observado que
el manejo de plagas oportunistas que atacan los cultivos de palma que sufren la PC se presenta
como un método alternativo. Entre estas plagas oportunistas se mencionan varias: otros
hongos de diferentes géneros (Fusarium spp., Colletotrichum sp., Thielaviopsis sp., y
Rhizoctonia sp, entre otros), bacterias (Pseudomonas sp. y Erwinia sp) e insectos
(Rhynchophorus palmarum) que promueven el proceso de pudricidn, el cual se origina en los

tejidos inmaduros de las flechas que se estan desarrollando (Martinez et al., 2008).
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Figura b.

Imagenes de Phytophthora palmivora.

De esta manera, al llevar un proceso integral, se brinda una oportunidad de
recuperacion total del cultivo, evitando asi el sacrificio de toda la plantacion, sin embargo,
hoy en dia no se cuenta con agentes antifingicos selectivos y efectivos contra la PC. Solo se
intenta usar un producto con los dos ingredientes fungicidas: Propamocarb y Fluopicolide.

Ambos son biocidas de accion sistémica.

1.3 Insecto Spodoptera frugiperda

El gusano cogollero (S. frugiperda, Lepidoptera: Noctuidae) es un insecto polifago
de enorme importancia agricola, no sélo a causa de los dafios que provoca, sino también a
las dificultades para su control (Casmuz et al., 2010). La especie es una plaga migratoria
endémica del hemisferio occidental que se encuentra desde el sur de Canada hasta Argentina,
y causa considerables pérdidas econdmicas en varios cultivos de importancia, tales como el
maiz, sorgo, arroz, algodén, alfalfa, pastos forrajeros, y de vez en cuando a otros presentes
en los paises de su area de distribucidn. Se conocen dos cepas genéticamente distintas que

difieren en su distribucién planta-huésped: una se alimenta principalmente de maiz y sorgo
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(cepa de maiz), y la otra cepa se alimenta de arroz y pastos (cepa de arroz) (Soberén et al.,

2012).

El control de este insecto es una de las causas del aumento significativo en los costos
de produccion, la disminucion en la rentabilidad del cultivo, y la afectacion de manera
negativa a la calidad final del producto, que ha dependido exclusivamente de los insecticidas
(entre ellos los carbamatos: metomil, clorpirifos y cipermetrina, carbaril, propoxur,
carbofurano, bendiocarb, tiodicarb, y los organofosforados paraoxon, metilpraoxon y
diclorvos) (Yuetal., 2003), como resultado, esta plaga ha desarrollado resistencia en muchas
areas del planeta (OMS, 1992), lo que ha ocasionado un descontrolado crecimiento, causando

importantes pérdidas en la produccion de este cereal.

1.4 Pesticidas

Los agentes agroquimicos se emplean en la proteccion de cultivos de gran impacto
socioecondmico, conocidos como plaguicidas o pesticidas. Los pesticidas son sustancias
naturales o sintéticas empleadas para eliminar las plagas de las plantas o los animales no
deseados. Mientras que el término pesticida estd a menudo relacionado con compuestos
quimicos de origen sintético, no fue sino hasta hace relativamente poco que los plaguicidas
sintéticos entraron en uso. Compuestos de origen o extractos naturales eran los que

normalmente se empleaban desde la antiguedad.

Los pesticidas mas antiguos son probablemente la sal, extractos de tabaco y pimientos

rojos entre otros. Aceites de petréleo, metales pesados, arsénico, fueron reemplazados en la
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década de los afios 40, por pesticidas organicos sintéticos, de los cuales el mas famoso es el

DDT (1,1,1-tricloro-2,2-di(4-clorofenil)etano) (Figura 6).

Figura 6.

Estructura del pesticida DDT.
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Debido a que el término pesticida abarca una gran cantidad de sustancias, se hace
necesario clasificarlas ya sea por su plaga objetivo o por su identidad quimica. La
clasificacion por la plaga objetivo es quizas la mas conocida, entre las que se destacan los

insecticidas (insectos), herbicidas (plantas indeseadas) o fungicidas (hongos) entre otros.
1.4.1 Agentes antifungicos (fungicidas)

El concepto de agente antifungico se refiere a cualquier sustancia capaz de producir
una alteracion de las estructuras de las células de un hongo ocasionando que inhiban su
desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, directa o indirectamente, lo
que facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped (Hirooka & Ishii, 2013;

Calderone, 2004).
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Los agentes antifangicos incluyen una gran variedad de compuestos que difieren entre
si ya sea por su estructura quimica o mecanismo de accién, por ello su clasificacién se efectlia
segun criterios convencionales. Asi, segun su naturaleza quimica, se encuentran compuestos
inorganicos (azufre, cobre, etc.) y organosintéticos (ditiocarbamatos, cabamatos, piretroides,
polienos, azoles, alilaminas, quinolinas, entre otros); pueden ser preventivos o curativos
segun su momento de aplicacion, y de la misma manera se pueden clasificar teniendo en
cuenta el sitio de aplicacion ya sea al suelo, al follaje, a la semillay a la cosecha; de acuerdo
con su origen (como sustancias producidas por organismos naturales, o derivados sintéticos),

su espectro de accion (amplio o restringido) y a su sitio 0 mecanismo de accion.

El uso de un tipo de agentes antifungicos que comban hongos patégenos humanos
(farmacos antimico6ticos) data desde la mitad del siglo XX con la anfotericina B, y se ha ido
desarrollando, dejando a su paso antifingicos de diferentes tipos como ketoconazol,
fluconazol, itraconazol, caspofungina, voriconazol, ravuconazol, pozaconazol vy

anidulafungina en orden cronoldgico entre los més importantes (Figura 7) (Yu et al., 2010).

Los polienos, alilaminas, azoles y lipopéptidos son las clases de antifungicos méas
usados para combatir las infecciones fungicas. En la Figura 8 se muestra una imagen
simplificada de una célula fangica, y los principales sitios de accion de los farmacos
antifungicos (Mathew & Nath, 2009). Los polienos se unen al ergosterol de la membrana
fungica mientras que las alilaminas y los azoles acttan en distintas etapas de la biosintesis
del ergosterol inhibiendo las enzimas escualeno epoxidasa y 14a-lanosterol demetilasa
respectivamente. A su vez, la griseofulvina tiene la capacidad de unirse a la tubulina

inhibiendo la formacién del huso mitético y la 5-fluorocitosina interfiere con la biosintesis
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del RNA, impidiendo la sintesis de ciertas proteinas esenciales del hongo. Las

equinocandinas inhiben la sintesis de polimeros que forman la pared celular fangica.

Figura 7.

Algunos agentes antifingicos empleados a través de la historia.
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Asi, la diana principal, o biomolécula-objetivo (target) es el ergosterol, un esterol
esencial para la membrana de los hongos, y hacia él se han enfocado los esfuerzos para la

obtencién y/o sintesis de nuevos compuestos antifngicos.
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Figura 8.
Imagen simplificada de la célula fungica con los principales blancos (target), un lugar de

accion de los antifungicos.
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Antifungicos que intervienen en la membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica de los hongos es indispensable para su viabilidad, actGa
como barrera de permeabilidad, conducto para el transporte de pequefias moléculas, participa
en la transmision de sefiales involucradas en la regulacion del ciclo celular, asi desempefia
una importante funcion en la division celular y en el metabolismo (Hector, 2005). Esta
formada por una bicapa semejante a la de mamiferos, constituida por fosfolipidos,

esfingolipidos y esteroles.
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Las complejas moléculas lipidicas llamadas esteroles constituyen aproximadamente
el 25% de la membrana. En las células fangicas, el ergosterol es el esterol que predomina a
diferencia de las células de los mamiferos donde el principal es el colesterol. Los antifingicos
del tipo alilaminas (terbinafina, naftifina) y tiocarbamatos (tolnaftato, tolciclato) inhiben la
enzima escualeno epoxidasa, enzima que convierte el escualeno en lanosterol, a partir del
cual se forma ergosterol, y de esta forma disminuye la concentracion de ergosterol, aumentan
los niveles de escualeno, aumenta la permeabilidad de la membrana celular interrumpiendo
la organizacion celular y disminuyendo asi el crecimiento del hongo (Barrett-bee & Ryder,

1992).

Los azoles constituyeron uno de los principales avances de la micologia. Su amplio
espectro de actividad modifico el panorama de los antifingicos en unos afios en los que sélo

existia la anfotericina B y la 5-fluorocitosina (Ruiz-Camps & Cuenca-Estrella, 2009).
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Figura 9.

Ruta de biosintesis del ergosterol (Barrett-bee & Ryder, 1992).

Acetil CoA

|

3-hidrox-3-metilglutaril- CoA

Escualeno

Escualeno epoxidasa L
%,

HO Lanosterol

% 24-metilen-lanosterol

14-a-demetilasa
v %
A\
HO Zimosterol
b, . Vo
Ho Ergosterol HO Colesteral
Hongos Animales

40

Entre los azoles, tanto los imidazoles como los triazoles actlian como inhibidores de

la C-14-a-desmetilasa del lanosterol (una enzima del citocromo P-450 del hongo), enzima

necesaria en la biosintesis del ergosterol a través de un mecanismo propuesto en el cual el

atomo azélico del azol antifangico (C=N) se une al &tomo de hierro del grupo hemo de la
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hemoproteina causando su inhibicion (Figura 10) (Georgopapadakou & Walsh, 1996). Esto
ocasiona la acumulacion de C-14-a-metilesteroles (con efectos toxicos) y la reduccion de la
concentracion de este esterol esencial para la membrana de los hongos, interrumpiendo el

crecimiento de los mismos.

Figura 10.

Interaccidn entre la molécula del triazol y la enzima esterol-14-demetilasa (CYP) (Sadaba,

Garcia-Quetglas, & Azanza, 2004)
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1.5 Importancia de las (hidroxi)quinolinas y azoles

Los numerosos derivados quinolinicos se destacan entre otros heterociclos como
moléculas de mucho potencial tanto en la quimica medicinal y farmacéutica como en la
agroquimica exhibiendo una excepcional versatilidad sintética y una amplia gama de
actividades bioldgicas. Entre los alcaloides quinolinicos conocidos, estudiados y utilizados

se encuentra la quinina y la cinconina, que fueron aislados de la Chinchona officinalis en
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1820 (Cragg & Newman, 2013) y que adquirieron gran importancia en la lucha contra el
Plasmodium falciparum; camptotecina, aislada en 1966 del arbol Camptotheca acuminata
empleada como potente agente anticancerigeno (Lopez-Meyer, Nessler, & McKnight, 1994)
involucrada en los procesos de replicacion y transcripcion del ADN (Staker et al., 2005)
inhibiendo la enzima topoisomerasa I, y las chimaninas B y D aisladas de la Galipea

Longinflora con importante actividad antiparasitaria (Fournet et al., 1993) (Figura 11).

Figura 11.

Quinolinas de origen natural que presentan actividad biolégica.
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Basados en el amplio espectro de actividades bioldgicas encontradas en las moléculas
quinolinas aisladas o de origen natural, los quimicos organicos se han dado a la tarea de
generar librerias de estos sistemas por medio de diferentes rutas sintéticas (Bharate,
Vishwakarma, & Bharate, 2015; Marella et al., 2013; Melendez-Goméz & Kouznetsov,
2005; Prajapati, Patel, Vekariya, Panchal, & Patel, 2014; Ramann & Cowen, 2016)

obteniendo asi sistemas de importancia bioldgica,| con actividad antifungica, antimalarica
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(Kumar, et al., 2010), antiinflamatoria (Ratheesh, Sindhu, & Helen, 2013), anticancerigena

(Afzal et al., 2015), entre otras.

Particularmente, la 8-hidroxiquinolina es un ligando excelente para los iones
divalentes (Prachayasittikul et al., 2013) y reconocido sistema farmacoforico; en si misma,
la 8-hidroxiquinolina constituye una molécula plana heteroaromatica privilegiada y sus
derivados exhiben mdultiples actividades bioldgicas pronunciadas (Xu et al., 2015).
Histéricamente, de las actividades mas estudiadas es la actividad antimicrobiana (Darby &
Nathan, 2010). Sin embargo, las otras propiedades no menos importantes que muestran las
8-hidroxiquinolinas son las actividades anticancerigena, insecticida, antifangica (figura 1) y
las actividades antioxidante (Wei et al., 2008), antiviral (VIH-1) (Cotelle, 2006) y actividad
antiparasitaria (Eweas et al., 2013) (figura 11), lo que demuestra que la 8-hidroxiquinolina
es un grupo farmacoforico excepcional y por ende, que sus derivados son interesantes
andamios moleculares a la hora de buscar compuestos con las propiedades antiparasitarias

pronunciadas.

Figura 12.

Derivados de la 8-hidroxiquinolina que presentan actividad bioldgica.
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Por su parte, los azoles son otra clase importante de heterociclos que poseen una
amplia gama de usos terapéuticos y han sido empleados en muchos productos farmaceuticos
y en control de plagas. En particular, los imidazoles y triazoles polifuncionalizados pueden
actuar como grupos farmacoforicos o servir como puentes (0 como grupos isostéricos) entre
dos 0 mas moléculas de interés en la metodologia de hibridacion molecular. Aungue muchos
triazoles han mostrado importante actividad antifingica, es importante resaltar que los
triazoles presentan otras diversas e importantes actividades bioldgicas mencionadas en la En
el presente proyecto primero se disefid, sintetizO y se caracterizd una nueva serie de
moléculas hibridas conjugados y fusionados, (hidroxi)quinolin-azoles (TA-HQus y TA-Qus)
y luego se realizd su prospeccion bioldgica (principalmente, actividad antifungica e
insecticida) como posibles agentes agroquimicos para la proteccion de cultivos
econdmicamente importantes en Colombia, e.g., la palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq),

maiz (Zea mays L.), algodon (Gossypium hirsutum L.) y arroz (Oryza sativa L.)

Figura 2 y en la Figura 13: la actividad antimalarica (Boechat et al., 2014), actividad
inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), asociada a importantes enfermedades
como el Alzheimer (Mantoani et al., 2016), y la actividad antimicrobiana (Agalave, Maujan,

& Pore, 2011b).
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Figura 13.
Compuestos que contienen el anillo triazolico con actividad bioldgica.
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En la proteccion de cultivos se han empleado diferentes agentes fungicidas que han
ayudado a lo largo de los afios al control de plagas. Asi, se encuentran en la literatura
diferentes ejemplos de estos compuestos que contienen en su estructura molecular los azoles

y las quinolinas como farmacdéforos indispensables y responsables de su bioactividad.

Comparando su naturaleza quimica, se evidencia la presencia de halégenos (cloro o
bromo) en la estructura de algunos fungicidas agricolas, por ejemplo, derivados de azoles -
baycur, difenoconazol, folicur, climbazol, imazolil, procloraz y derivados de quinolinas — la
misma 8-hidroxiquinolina, halocrinato, quinacetol y el quinoxifen que se muestran en la

figura 14.
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Figura 14.

Fungicidas agricolas con anillo azoles y quinolina.
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Por lo consiguiente, se establece como un parametro indispensable en el desarrollo
del presente proyecto, la variacion de la naturaleza quimica de los sustituyentes halogenados
0 no, dentro de los anillos aromaticos, consiguiendo una gama amplia de entidades quimicas

estructuralmente diferente.

1.6 Hibridacion molecular

La técnica de hibridacion de moléculas biolégicamente activas, es una estrategia de
disefio racional de nuevas entidades moleculares, basada en el reconocimiento de

subunidades farmacoforicas en compuestos biolégicamente activos que, a través de una
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adecuada fusién de ellas, conducen a la construccion de nuevas arquitecturas hibridas que
mantienen las caracteristicas preseleccionadas y podrian potenciar asi su actividad (Bérubé,

2016; Yempala et al., 2012).

Basados en las propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas de las subunidades de
partida, la toxicidad y mecanismo de accidn, es posible la generacion de librerias moleculares
con informacién relevante como, por ejemplo, el modo de interaccién con una diana
especifica y la relacion estructura-actividad haciendo mas eficiente y racional el disefio de
nuevos farmacos y/o agroquimicos. Actualmente se emplea esta estrategia de sintesis con el
fin de lograr una mejora en la actividad bioldgica final del compuesto, mayor selectividad en

la diana de estudio y disminuir la toxicidad de los agentes farmacoldgicos empleados.

En consecuencia, las denominadas moléculas con "dos cabezas" se han vuelto muy
populares. En general, los hibridos moleculares se pueden clasificar en tres grupos segun la
union de las subunidades farmacoforicas asi: hibridos combinados donde los farmaco6foros
se encuentras subyacentes (llamados “integrados”), hibridos fusionados en los cuales los
farmacoforos existen como unidades completas sin superposicion (pueden ser Ilamados como
“intimos”) y, finalmente, los hibridos conjugados donde, generalmente, los farmacéforos se
encuentran separados por un grupo llamado espaciador (enlazador) el cual no pertenece
especificamente a ninguna de las subunidades (Luna Parada, Vargas Mendez, & Kouznetsov,

2018; Nepali et al., 2014) (Figura 15).



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 48

Figura 15.

Hibridacién molecular: clasificacion de los hibridos.
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En afios recientes, los derivados de la quinolina fusionados y/o sustituidos con anillos
heterociclicos han demostrado tener actividades bioldgicas significativas, especialmente,
actividades contra malaria (Kouznetsov & Goméz-Barrio, 2009; Nqoro et al., 2017). La
sustitucion con un anillo 1,2,3-triazol en la posicién C-3 de los derivados 2-cloro-quinolina
mostré mejorar sus propiedades antimicrobianas y antifngicas (Kategaonkar et al., 2010).
Asi mismo, se encontraron quinolinas las cuales, al ser unidas con otros farmacoforos
heterociclicos como oxazol e isoxazol, presentaron actividades antimicrobiana y

antituberculosa (Fernandez-Galleguillos, Saavedra, & Gutierrez, 2014) (Figura 16).
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Figura 16.

Compuestos hibridos con anillos quinolinicos y heterociclo de 1,2,3-triazol, oxazol e

isoxazol.
HN Cl 0
/ C o™ 4
N _
N N 0
Y CC
7 F %
X N N™ "CF3
CF3
~
MeO N~ F
Actividad antimicrobianas Actividad antimicrobiana Actividad antituberculosa

y antifungicas

La revision bibliografica muestra un gran nimero de trabajos dedicados a la
preparacion y evaluacion biologica de los hibridos basados en la unién entre el nucleo
quinolinico y el ciclo del triazol (Kouznetsov, Vargas-Méndez, & Zubkov, 2016). Sin
embargo, hasta ahora, se encuentran pocas publicaciones con ejemplos de hibridos

moleculares tipo triazol-8-hidroxiquinolinas (TA-HQuS).

La figura 17a presenta estructuras de algunos hibridos TA-HQus: EI compuesto A
mostré actividad en ensayos in vitro contra tres cepas de hongos Candidas con valores
comparables o superiores al fluconazol (Irfan et al., 2015), mientras que los hibridos B-E
exhibieron actividad importante antiproliferativa (Arafa et al., 2013; de O. Freitas et al.,

2014).

Los hibridos quinolin-triazélicos fusionados F y G mostraron actividades
antimicrobiana y antimalarica promisorias (Boechat et al., 2014; Pereira, Branddo, et al.,

2014; Thomas, Adhikari, & Shetty, 2010) (figura 17b).
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Figura 17.

Ejemplos de hibridos conjugados tipo TA-HQus y hibridos fusionados tipo Qu-TA.
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1.7 Aspectos sintéticos de la obtencion de hibridos (hidroxi)quinolin-azoles

Aunque histéricamente, el nacleo quinolinico ha sido foco de grupos de intensa
investigacion por sus importantes usos terapéuticos hallados en extractos naturales y en
moléculas de origen sintético, no lo fue asi el ndcleo 1,2,3-triazélico ya que son muy pocos
los reportes que se encuentran de este farmacoforo en moléculas de origen natural. Sin
embargo, no fue sino hasta los afios *60, cuando el Profesor Rolf Huisgen estudio la reaccion
de alquinos y diferentes dipolos, conocida mas adelante como reaccion de cicloadicion 1,3-
dipolar (Huisgen, 1963). Con este descubrimiento el desarrollo de la reaccion de Huisgen se
empezaron a evidenciar las profundas bondades de esta clase de heterociclos frente a

diferentes actividades bioldgicas.
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1.7.1 Reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar

Las reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares, en donde un 1,3-dipolo interacta con
un dipolardéfilo, son uno de los métodos de construccion de heterociclos de cinco miembros
més empleado (Hassner, 2008; Padwa & Pearson., 2002) (Figura 18). Asi, un dipolo se define
COmMO una especie que puede ser representada mediante una estructura de octete dando lugar
a cicloadiciones con sistemas insaturados 6 dipolaro6filos experimentando en ellas la pérdida

de cargas formales.

Figura 18

Reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar.

®
1,3Dipolo  zP~ O LN
S y=d t b=d
Dipolaréfilo R-d=e " e e R

La versatilidad de la reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar es evidente si se distinguen
dos tipos de 1,3-dipolos: los de tipo alilo y los de tipo propargilo. Los primeros se
caracterizan por poseer cuatro electrones (dos = y un par libre) paralelos perpendiculares al
plano del dipolo, mientras que los de tipo propargilo poseen ademés un orbital © extra
ortogonal al orbital molecular del dipolo con un &omo de nitrégeno como atomo central

(Carey & Sundberg, 2007). Algunos ejemplos de estos dipolos se muestran en figura 19.
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Las azidas entran en el grupo de los 1,3-dipolos tipo propargilo descubiertas por
Greiss en 1864 (Bréase & Banert, 2010) y han sido ampliamente empleadas en quimica en
diferentes tipos de reacciones (Brése, Gil, Knepper, & Zimmermann, 2005). Asi, las azidas
son capaces de reaccionar con diferentes dipolar6filos para formar un anillo de cinco
miembros, si el dipolaréfilo es un alquino, los productos que se forman son 1,2,3-triazoles,
que dependiendo de las condiciones de reaccion daran cada uno de los regio-isémeros (1,4-)

y (1,5-) o la mezcla de ellos (Figura 20) .

Figura 19

Tipos y principales ejemplos de 1,3-dipolo.
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Figura 20

Regioselectividad de la reaccion de cicloadicion (RCD) 1,3-dipolar entre azidas y alquinos.
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1.7.2 Click Chemistry

El acceso a los hibridos moleculares que posean el nicleo quinolinico junto al anillo
del triazol se puede dar gracias a “click chemistry” (quimica clic), un concepto acufiado por
el Profesor K. B. Sharpless y colaboradores (Kolb, Finn, & Sharpless, 2001) para la
cicloadicion 1,3-dipolar de azidas y alquinos en su version catalizada por cobre (I). En esta
se establece una metodologia efectiva y versatil en la sintesis organica para la construccion
de un sinnimero de moléculas diferentes que incluyan dentro de su esqueleto el anillo
triazélico. Esta formacion de heterociclos no es la Unica que se encuentra dentro de la
metodologia Ilamada quimica clic, pero si es una de las mas ampliamente utilizadas debido

a su eficiencia y tolerancia a las variaciones en la naturaleza de sus componentes.

En 2001, Sharpless y sus colaboradores definieron el concepto de reaccion clic, con
el objetivo de unir dos blogues moleculares como una reaccion facil, selectiva y de alto
rendimiento (Rostovtsev et al., 2002) precisando ciertos requisitos de la reaccion clic. Para
que una reaccion sea considerada estrictamente de tipo clic debe cumplir con ciertos
requerimientos como tales: a. Ser facil de llevar a cabo experimentalmente y a través de
reactivos rapidamente disponibles; b. Ser altamente selectiva y regio-especifica; c. Ser
insensible al oxigeno o al agua, entre otros (Kolb & Sharpless, 2003). La reaccién clic mas
utilizada que puede cumplir con estos requisitos es la cicloadicion azida-alquino catalizada
por cobre (CUAAC) (Liang & Astruc, 2011). Otras reacciones conocidas como reacciones

clic son la adicién de Michael y la cicloadicion Diels-Alder, entre otras.
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En el afio 2002, el grupo del Profesor Sharpless y el grupo del Profesor Meldal
reportaron independientemente una catalisis eficiente del cobre en la reaccion de cicloadicion
entre azida y alquino (Rostovtsev et al., 2002; Tornge, Christensen, & Meldal, 2002). La
version no catalizada de esta reaccidn se conoce como la reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar

de Huisgen desde el afio 1963 cuando se reportd la primera sintesis de 1,2,3-traizoles.

La reaccion de Huisgen produce una mezcla de productos 1,4- y 1,5-disustituidos,
mientras que la reaccién catalizada por cobre de alquinos terminales es completamente
selectiva en la formacion de triazoles 1,4-disustituidos con una variedad de catalizadores de
Cu(l) (lamado protocolo de Meldal-Tornge) o de precursores de catalizadores de Cu(ll) en
presencia de agentes oxidantes (conocido como protocolo de Sharpless-Fokin) (Rostovtsev
et al., 2002) (ver, Figura 20). Asi, la reaccion CUAAC ha cobrado gran importancia como
una reaccion tipo clic. Las razones de su exito radican en su vasta aplicacion a diferentes
tipos de estructuras quimicas (proteinas, alcaloides, entre otros) asi como en su facil manera
de llevarse a cabo. De hecho, no se ve afectada por una gran variedad de grupos funcionales

y se puede obtener con una gran cantidad de fuentes de Cu o disolventes que incluye el agua.

Figura 21.

Sintesis de 1,2,3-triazoles monosustituidos mediante un proceso clic/descarboxilacion

empleando Cul como fuente de atomos de cobre.

Cul (0,2 eq)
RN — Cco.H ascorbato de sodio (0,4 eq) R N/N:N
- + > -
3 2 DBU (0.5 eq) N

DMF, 60 °C, 3-24 h 50-95%
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El catalizador de Cu(l) puede ser introducido dentro del sistema de cuatro maneras
diferentes. La primera de ellas es que especies de Cu(l) sean introducidas directamente en
forma de sales de cobre, por ejemplo, Cul (Figura 21) o CuOTf-CsHs (Figura 22), para ello
se requiere el uso de una base de nitrégeno (han sido reportadas trietilamina, piridina, entre
otras). Este método presenta como mayor desventaja la formacién de diacetilenos,

bistriazoles y 5-hidroxitriazoles como productos secundarios (Xu, et al., 2011).

Figura 22.

Sintesis de 1,2,3-triazoles empleando CuOTf-CsHs como fuente de &tomos de cobre.

CuOTf-CgHg (0,1 €q) R x

= /N\ l/“ S
R_){/\N( N . =n, tolueno (0.25 M) ﬁj /j\
/XAN-N ta.-125°C, 7-24 h N "\‘/\§—R1

N=N

32 Ejemplos
37-88%

La segunda manera puede ser emplear un sistema Cu(0)/Cu(ll) en el cual por reaccion
de conmutacion entre sus especies, se forma la de la especie Cu(l) deseada (‘YYamaguchi et
al., 2009). Este sistema es muy empleado cuando los sustratos de reaccion son susceptibles

a reaccion con acido ascorbico o sus productos de oxidacién (Himo et al., 2005) (Figura 23).
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Figura 23.

Sintesis de 1,2,3-triazoles empleando hidréxidos de cobre soportado en 6xido de titanio.

N3 | </:\\/ __ Cu(OH),/TiO5 (0,12 mol%)
_ — Tolueno (15 mL) ©\/ _

60°C, 10 h

En tercer lugar, se encuentra el cobre inmovilizado sobre carbono (Cu/C), que puede
ser activado mediante el uso de trietilamina o el uso de calentamiento por microondas. La
ventaja de este sistema catalitico es que puede ser removido facilmente de la mezcla de
reaccion (filtrado sobre celita) y puede ser recuperado (se ha reportado que no pierde la
actividad catalitica después de tres veces de uso) (Figura 24) (Holla et al., 2005; Lipshutz &

Taft, 2006).

Figura 24.

Sintesis de vinil-1,2,3-triazoles empleando Cu/C como sistema catalitico.
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Finalmente, las especies de Cu(l) pueden ser introducidas mediante la reduccion de

sales de Cu(ll) con acido ascorbico o ascorbato de sodio (5-10%). Por el hecho de que estas
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sales de Cu(ll) son relativamente econdmicas (CuSO4-5H20) y que es un sistema simple pero

muy confiable, ésta resulta ser la ruta preferida (Hein & Fokin, 2011).

En cuanto al uso del disolvente, la cicloadicion azida-alquino catalizada por cobre ha
tenido gran versatilidad, pasando tanto por solventes organicos, acuosos asi como mezclas
entre ellos. Las condiciones mas comunes reportadas son el empleo de sulfato de cobre y 10
equivalentes de ascorbato de sodio en un solvente como agua o alcohol (que normalmente es

el terc-butanol, metanol o el etanol).

La mezcla tanto de la fase acuosa como de la fase organica obedece al hecho
experimental de poder solubilizar tanto los sustratos como las especies de cobre formadas y
lograr asi una 6ptima velocidad de reaccion. Los disolventes polares favorecen el paso de la
formacién de enlaces heterociclos y la solubilidad de sustratos y catalizadores, pero si €stos
estan coordinando pueden inhibir o hacer mas lento el paso de coordinacion metal-sustrato

requerido.

1.7.3 Mecanismo de reaccion

La cicloadicion 1,3-dipolar catalizada por cobre entre una azida y un alquino terminal
es una de las transformaciones quimicas mas populares con aplicaciones que van desde la
quimica de materiales hasta las ciencias de la vida. Sin embargo, a pesar de muchos estudios

realizados sobre su mecanismo de reaccion esta aun en debate.
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El mecanismo de reaccion de la cicloadicion azida-alquino catalizada por atomos de
cobre se ha propuesto bajo estudios cinéticos y calculos de teoria del funcional de la densidad
(DFT). Un primer mecanismo aceptado como valido consistia en un mecanismo por etapas
(Figura 25). El primer paso radica en la coordinacion del alquino al Cu(l), formando un
intermedio A tipo acetiluro de cobre, seguido de la desprotonacion del alquino terminal
producido por una base o en ausencia de esta por la coordinacion r del triple enlace al atomo

de cobre.

Seguidamente se coordina la azida que actiia como ligando débil c-donador al &tomo
de cobre, formando una especie B. La adicion nucleofila del &tomo de nitrogeno terminal de
la azida al carbono sustituido del acetileno conduce a un metalciclo C, que tras un proceso
de contraccion del anillo da lugar a un 3-triazolil complejo de cobre D (Suarez, 2012). Este
intermedio ha podido ser aislado del medio de reaccion mediante su estabilizacion estérica
con ligandos auxiliares voluminosos (L) (Nolte, Mayer, & Straub, 2007). Por ultimo, se
encuentra una etapa de protonacion donde se libera el triazol formado y se regenera el

catalizador (Figura 25).
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Figura 25.

Primer acercamiento al posible mecanismo de reaccién CuAAc.
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No obstante, esta propuesta mecanistica considera la participacion de especies

mononucleares de cobre, mas la observacion y estudio directo de los componentes claves del

ciclo catalitico no habia sido posible. Estudios posteriores han mostrado un comportamiento

cinético discontinuo conforme transcurre la reaccion, siendo la cinética de segundo orden

respecto al cobre a bajas concentraciones de catalizador, lo que sugiere la participacion de

especies binucleares (Rodionov et al., 2007). Esto ha sido confirmado por Guy Bertrand y

colaboradores quienes han podido aislar unos intermediarios clave (rt,c-bis (cobre) acetiluro)

gue sugieren un mecanismo plausible (Jin et al., 2015). El aislamiento de los dos tipos de
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complejos (acetiluros de mono y bis cobre) demuestra que, aunque ambas especies son

activas en el ciclo catalitico, el complejo binuclear esta cinéticamente favorecido (Figura 26).

Figura 26.

Posibles rutas del mecanismo de reaccién CuAAc.
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La metodologia CuUAAC ha sido til en la incorporacion del anillo 1,2,3-triazolico en
moléculas hibridas, bien sea como farmacéforo o como puente de algin otro heterociclo,
combinandolos en una sola molécula para mejorar su perfil biolégico (Agalave, Maujan, &

Pore, 2011a).

1.8 Antecedentes de investigaciones relacionadas con el presente trabajo
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En la literatura ya se encuentran varios ejemplos de moléculas hibridas en las que se
encuentran los dos heterociclos objeto de este estudio: las quinolinas y los 1,2,3-triazoles, en
donde éstos ultimos pueden actuar como farmaco6foro o enlazador y a continuacién se

detallan algunos ejemplos relevantes.

Figura 27.

Preparacion de los derivados del 7-cloroguinolin-triazoles mediante reacciéon CuAAc en

mezcla de DCM-agua.
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CuS0O45H,0 _ CuS0O45H,0 X
~ Ascorbato de sodio N Ascorbato de sodio
o N DCM/H,0, t.a. DCM/H,0, ta. ¢J N7
13 ejemplos 14 ejemplos
49-79% 28-81%

En 2014, dos grupos brasilefios propusieron los derivados 7-cloroquinolin-triazolicos
como posibles agentes en la lucha del Plasmodium falsiparum, agente causal de la forma mas
letal de la malaria. Esto se logré mediante la reaccion entre 7-cloro-4-azidoquinolina y varios
alquinos comercialmente disponibles o formados previamente, empleando como mezcla de
disolventes diclorometano-agua (Pereira et al., 2014) (Figura 27) o mezcla de agua,
tetrahidrofurano y terc-butanol (1:1:1) (Boechat et al., 2014) (Figura 28), y las condiciones
clasicas de generacion de cobre catalitico en la metodologia CuAAc (CuSO45H20 y

ascorbato de sodio).
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Figura 28.

Sintesis de los 7-cloroquinolin-triazoles mediante reaccion CuAAc en mezcla de THF/terc-
BuOH y agua

R R
N
cl Ns 7z Né
N NaNs § CuSO,5H,0 N
_ MeOH, reflujo _ Ascorbato de sodio A
Cl N Cl N~ Hy0, THF, terc-BuOH (1:1:1) _J 8ejemplos
Cl N~ 40-77%

Asi mismo, mediante las herramientas descritas (condiciones de reaccion CuAAc,
protocolo de Sharpless-Fokin) ha sido posible la preparacion especifica de hibridos 8-
hidroxiquinolin-azoles. Por ejemplo, en el 2014 Alvesy colaboradores publicaron la sintesis
de una serie de nueve 1,2,3-triazoles a partir de la 8-hidroxiquinolina, la cual en una primera
etapa, ancla la funcion alquino al anillo quinolinico y seguidamente, en agitacion a
temperatura ambiente con diferentes bencil-azidas en una mezcla DCM/H20 1:1 con 8% de
sulfato de cobre pentahidratado y 20% de ascorbato de sodio, logrando generar los productos
de cicloadicion en porcentajes que varian desde 72% al 89% (de O. Freitas et al., 2014)

(Figura 29).

De igual manera, en el 2015, se publicd la preparacién de un nuevo ejemplo de hibrido
8-hidroxiquinolin-azol mediante la metodologia click-chemistry. Nuevamente, se parte de la
quinolina que se propargila en condiciones basicas con carbonato de potasio. Una vez se aislo
y purifico el compuesto propargilado, se sometié a la reaccion de cicloadicién con
bencilazida en una mezcla terc-butanol/agua (1:2) con 0,05 equivalentes de sulfato de sodio

y 0,01 equivalentes de ascorbato de sodio (NaAsc) en agitacion a temperatura ambiente
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durante largo periodo (69 horas) obteniendo el hibrido con un rendimiento del 90% (Irfan et

al., 2015) (Figura 30).

Figura 29.

Sintesis de 1,2,3-triazoles mediante reaccion de cicloadicion dipolar catalizada por atomos

de cobre.
N
Aty
R
N Mso~_FZ X D
— = N/ N:N
N TBAB, NaOH N NaAsc (20%) N

yZ o~
OH Et,0/H,0 O~Z  CuSO.5H0 8%)  © =
ta., 48 h CH,Cly/H,0 (1:1) 9 ejemplos 72-89%
ta,2h

Con mas de 2000 publicaciones durante su breve periodo histdrico, la reaccion de
CuAAC se ha convertido en una herramienta poderosa e insustituible en sintesis organica,
que esta en constante desarrollo. Las aplicaciones de esta metodologia para la obtencion de
los hibridos mencionados no solo enriquecen la quimica médica, sino también la quimica
agricolay organica. Sin embargo, teniendo en cuenta que el alcance de la reaccion de CUAAC
es impresionante, es de notar que la sintesis de triazoles a base de quinolina esta menos

desarrollada comparando con los demas hibridos de triazoles.
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Figura 30.

Sintesis de hibrido 8-hidroxiquinolin-azol separado por un espaciador corto.

Br NaN3 N5 @——\
DME. 80 °C CuS04.5H,0 (0,05 eq) N-N
1’8 h + NaAsc (0,01 eq) N
terc-BuOH/H,0 (1:2)

OH =

NN G ™ ta. 69 h 0

A N\ N\

ko,

DMF, 0°C - ta, Z Z
24h

De hecho, todos los hibridos de Qu-TA discutidos en esta revision son triazoles 1,4-
sustituidos, mientras que los triazoles completamente decorados y funcionalizados que
contienen una unidad de quinolina son aun desconocidos. Ademas, los trabajos publicados
sobre la bio-evaluacion de los hibridos quinolin-triazélicos se enfocan solo al desarrollo de
nuevos agentes farmacologicos con miras su aplicacion en la medicina. Hay poca
informacion sobre la capacidad biologica de estos heterociclos hibridos como agentes
agroguimicos de accién fungicida. Tampoco se encuentran estudios sobre su actividad

insecticida y antialimentaria contra insectos plaga.

En este contexto, los resultados preliminares del presente trabajo abren un camino
para el desarrollo de nuevos modelos de moléculas con actividad antifngica y/o insecticida
que puedan ser Gtiles para combatir los hongos y/o insectos que atacan a la palma aceite y al

cultivo de maiz.
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Siguiendo el plan de la investigacion, a continuacion se discutiran los aspectos
sintéticos de la preparacion de los objetos principales en este estudio, - moléculas hibridas,

sintetizadas via las reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar entre azidas y alquinos terminales.
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2. Sintesis de hibridos triazol-hidroxiquinolinas conjugados, TA-HQus

Las quinolinas y los 1,2,3-triazoles son de gran importancia tanto para la quimica
medicinal como agricola mostrando una amplia variedad de propiedades bioldgicas
interesantes (Holla et al., 2005; Marella et al., 2013). Por esta razén, la combinacion de
ambos anillos farmacoforicos en una sola molécula para formar hibridos de triazol-quinolina
fusionados o conjugados con un perfil bioldgico enriquecido puede ofrecer un acceso rapido
a nuevas entidades quimicas, moléculas hibridas, que son necesarias en la investigacion de

moléculas bioactivas (Sumangala, 2010; Thomas, 2010).

El desarrollo de condiciones para la reaccion 1,3-dipolar entre azidas y alquinos en
presencia de cobre conocida como reaccion click ha permitido el progreso en la investigacion
sobre sintesis y evaluacion biol6gica de triazoles unidos a anillos quinolinicos. Entre los
diversos hibridos triazol-quinolina, los compuestos conjugados de 1,2,3-triazol e 8-
hidroxiquinolina son particularmente interesantes. Recientemente, estos hibridos revelaron
potentes propiedades inhibitorias contra Candida spp. (Irfan et al., 2017), y actividad
antiproliferativa selectiva hacia las células cancerosas de ovario (OVCAR-03) (de O. Freitas

etal., 2014).

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente capitulo muestra en una primera etapa la
diversificacion estructural del anillo 8-hidroxquiquinolina partiendo de sustancias

comerciales con el fin de ampliar la cantidad de andlogos de 8-HQ (producto comercial)
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como sustancias de partida para la sintesis posterior de los compuestos hibridos, asi como de

compuestos a ser evaluados en una posterior prospeccion bioldgica (21 andlogos sintéticos).

Posteriormente, en la segunda etapa, se empled la tactica de hibridacion molecular
para la sintesis de 49 hibridos conjugados hidroxiquinolin-azoles, construidos a partir de los
dos heterociclos - las (8-hidroxi)quinolinas (comerciales o sintéticas) y los 1,2,3-triazoles
generados in situ - a través de reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar tipo quimica clic (“click
chemistry”) (figura 31). Finalmente, se presenta la sintesis de algunas entidades quimicas
(“fragmentos moleculares” farmacoforicos) que forma parte en las estructuras de los hibridos

conjugados (generacion del fragmento azoélico).

Cada uno de los productos intermedios y finales sintetizados en cada una de las etapas
de las rutas de sintesis disefiadas fueron caracterizados segun sus parametros espectroscopia
de infrarrojo IR, espectrometria de masas (EM) y resonancia magnética nuclear de protones

(RMN H) y de carbono (RMN C).
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Figura 31.

Esguema general de sintesis de hibridos conjugados (hidroxi)quinolin-azoles
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2. 1 Desarrollo experimental: Consideraciones generales: materiales y métodos

68

Los puntos de fusion fueron tomados en un aparato de punto de fusién de Fisher Johns

(00590Q, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA. Los espectros IR se registraron en un

espectrofotémetro Lumex Infralum (FT-02, Lumex Co., Solon, OH, USA) en KBr.

Los espectros RMN de *H y *C se midieron en un espectrometro Bruker AM-400

(400 MHz RMN H y 100 MHz RMN 3C), usando CDCI3 0 DMSO-ds como disolventes.

TMS se us6 como un estandar interno. Los cambios quimicos (8) y los valores J se informan

en ppm y Hz, respectivamente. Las sefiales fueron asignadas asi: s, singulete; d, doblete; dd,

doble doblete; m, multiplete. Se emple6 un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5890a

Serie 11 con un detector selectivo de masas HP 5890a serie Il acoplado a un detector selectivo
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de masas (MSD) HP 5972 con un sistema de datos MS ChemStation de HP (PerkinElmer,
Akron, OH, USA) para la identificacion de EM a 70 eV utilizando una columna capilar de
60 m recubierta con HP-5 [5% de fenilpoli(dimetilsiloxano)]. El progreso de las reacciones

fue monitoreado usando cromatografia en capa fina con placas de silufol UV254.

La purificacion de los productos finales se llevo a cabo mediante cromatografia en
columna usando gel de silice y una mezcla eluyente adecuada (diclorometano-metanol 9:1

para los hibridos conjugados).

2.2 Etapa a. Diversificacion del anillo 8-hidroxiquinolinico

2.2.1. O-Alilacién de 8-hidroxiquinolinas

Protocolo general. Se disolvid el derivado de 8-hidroxiquinolina de interés (la-c) (1
mmol) con carbonato de potasio (3 mmol) en 15 mL de acetona. Se afiadidé gota a gota
bromuro de alilo (2 mmol) y se sometié a reflujo durante 12 horas. Una vez se completo la
reaccién, se extrajo el compuesto de interés con diclorometano (3 x 15 mL). El extracto
organico se recogié sobre sulfato de sodio y el disolvente de extraccion fue removido
mediante rotoevaporacion. Los crudos fueron purificados mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice empleando una mezcla eluyente de éter de petréleo (EP) — acetato

de etilo (AcOEt) 3:1 v/v.
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Yy 8-Aliloxiquinolina (I1a): A partir de 1.0 g (6.89 mmol) de 8-hidroxiquinolina
O " (1a), 2,86 g (20.7 mmol) de K2COsy 1.67 g (13.7 mmol) de bromuro de alilo
se obtuvo 1.06 g (83% rendimiento) del compuesto. Aceite naranja. IR (KBr, cm™): 3050,
2922, 1614, 1570, 1077. *H RMN (400 MHz, CDCls), §: 8.92 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-
Ho), 8.08 (1H, dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.42 — 7.33 (3H, m, 6-Ho, 3-Ho, 5-Ho), 7.03 (1H,
dd, J = 7.5, 1.2 Hz, 7-Ho), 6.19 (1H, ddt, J = 17.3, 10.6, 5.5, Hz, 2’-Ha), 5.45 (1H, ddd, J =
17.3,3.0, 1.5, 37-Hy), 5.31 (1H, ddd, J = 10.5, 2.6, 1.3, 3°’-Ha), 4.83 (2H, dt, J = 5.5, 1.3 Hz,
CH>) ppm. Anal. Calculado para C12H1:NO (185.23 g/mol): C, 77.81; H, 5.99; N, 7.56; O,

8.64.

A 8-Aliloxi-2-metilquinolina (11b): A partir de 0.79 g (5.0 mmol) de 2-

N~ "CHj;

P metil-8-hidroxiquinolina (I1b), 2.08 g (15.1 mmol) de K:CO3y 1.21 g (10.0
mmol) de bromuro de alilo se obtuvo 0.81 g (81% rendimiento) del compuesto. Aceite
amarillo. IR (KBr, cm™): 2960, 2895, 1503, 1234. *H RMN (400 MHz, CDCl3), &: 7.88 (1H,
d, J = 8.4 Hz, 4-Ho), 7.23 (1H, d, J = 7.8 Hz, 3-Hg), 7.16 — 7.12 (2H, m, 5-Hg, 6-Ho), 7.01
(1H, dd, J=7.5, 1.3 Hz, 7-Hg), 6.04 (1H, ddt, J = 17.1, 10.4, 5.3 Hz, 2’’-Ha,), 5.43 (1H, dq,
J =173, 1.6 Hz, 3”°-Hp), 5.30 (1H, dd, J = 10.5, 1.6 Hz, 3”’-Ha), 4.74 (2H, d, J = 5.3 Hz,
CH>), 2.61 (3H, s, CHs) ppm. Anal. Calculado para C13H13NO (199.25 g/mol): C, 78.36; H,

6.58; N, 7.03; O, 8.03.

¢l 8-Aliloxi-5-cloroquinolina (llc): A partir de 0.82 g (4.5 mmol) de 5-cloro-8-

X

~~ hidroxiquinolina (Ic), 1.89 g (13.6 mmol) de K.COz y 1.10 g (9.1 mmol) de
A0
bromuro de alilo se obtuvo 0.78 g (78% rendimiento) del compuesto. Solido

beige, m.p. 89 - 91 °C. IR (KBr, cm™Y): 2945, 2873, 1563, 1483, 1235, 1085. 'H RMN (400
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MHz, DMSO), &: 8.94 (1H, dd, J = 4.1, 1.6 Hz, 2-Hg), 8.42 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz, 4-Ho),
7.66 (1H, dd, J = 8.6, 4.1 Hz, 3-Ho), 7.61 (1H, d, J = 8.4 Hz, 6-Hq), 7.14 (1H, d, J = 8.5 Hz,
7-Ho), 6.14 (1H, ddt, J = 17.2, 10.6, 5.3 Hz, 27’-Ha), 5.49 (1H, dg, J = 17.3, 1.6 Hz, 37>-Hy),
5.30 (1H, dd, J =10.5, 1.7 Hz, 3°’-Ha,), 4.74 (2H, d, J = 5.3 Hz, CH>) ppm. Anal. Calculado

para C12H10CINO (219.67 g/mol): C, 65.61; H, 4.59; Cl, 16.14; N, 6.38; O, 7.28

2.2.2 Transposicion de Claisen

Protocolo general. La solucion de las 8-o-aliloxiquinolinas (I1a-c) (3-5 mmol) en 1,2-
diclorobenceno (1,2-DCB) fue sometida a reflujo durante 15 horas. Seguidamente, se
removid el solvente mediante destilacion a presion reducida. El producto fue purificado por
cromatografia en columna sobre gel de silice emplenado una mezcla éter de petréleo —acetato

de etilo (10:1 v/v) como mezcla eluyente

=~ 7-Alil-8-hidroxiquinolina (l11a): Se obtuvo 0.71 g (71% rendimiento) a

—

= N
OH partir de 1.00 g (5.4 mmol) de compuesto Ila. Un aceite amarillo con olor

caracteristico. IR (KBr, cm™): 3130, 2980, 1503, 1401, 1093. *H RMN (400 MHz, CDCls),
$:8.76 (1H, dd, J = 4.2, 1.4 Hz, 2-Ho), 8.12 (1H, dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 4-Hg), 7.50 — 7.46 (2H,
m, 6-Ho, 3-Ho), 7.30 (1H, d, J = 8.4 Hz, 5-Ho), 6.10 (1H, ddt, J = 16.6, 10.0, 6.5 Hz, 2°’-Ha),
5.18 -5.09 (2H, m, 3°’-Hy, 3°’-Ha), 3.66 (2H, d, J = 6.5 Hz, CH>) ppm. Anal. Calculado para

C12H1:NO (185.23 g/mol): C, 77.81; H, 5.99; N, 7.56; O, 8.64.
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X 7-Alil-2-metil-8-hidroxiquinolina (I11b): Se obtuvo 0.64 g (80%

= N~ “CHj
OH rendimiento) a partir de 0.80 g (4.01 mmol) de compuesto I1b. Un aceite

amarillo. IR (KBr, cm%): 3046, 2975, 1501, 1470, 1273. *H RMN (400 MHz, CDCls), 5
7.92 (1H, d, J = 8.3 Hz, 4-Hg), 7.25 (1H, d, J = 7.7 Hz, 3-Hg), 7.15 — 7.11 (2H, m, 5-Ha, 6-
Hg), 5.97 (1H, ddt, J = 17.2, 10.5, 5.2 Hz, 2”>-Hs), 5.32 (1H, dg, J = 17.3, 1.6 Hz, 3°*-Hb),
5.12 (1H, dd, J = 10.5, 1.6 Hz, 3°*-Ha), 4.32 (2H, d, J = 5.3 Hz, CHy), 2.59 (3H, s, CH3) ppm.

Anal. Calculado para C13H13NO (199.25 g/mol): C, 78.36; H, 6.58; N, 7.03; O, 8.03.

cl 7-Alil-5-cloro-8-hidroxiquinolina (lllc): Se obtuvo 0.65 g (807%

X
7 n“ rendimiento) a partir de 0.75 g (3.41 mmol) de compuesto Ilc. Un solido

blanco,or:.p. 105 — 107 °C. IR (KBr, cm): 3077, 2951, 2832, 1241. 'H RMN (400 MHz,
CDCls), &: 8.94 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Ho), 8.46 (1H, dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 4-Hg), 7.48
(1H, dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 3-Ho), 7.44 (1H, d, J = 8.4 Hz, 6-Ho), 6.14 (1H, ddt, J = 17.3, 10.6,
5.5 Hz, 2’-Ha), 5.43 (1H, dq, J = 17.3, 1.6 Hz, 3°’-Hy), 5.30 (1H, dd, J = 10.5, 1.3 Hz, 3°’-
Ha), 4.80 (2H, dt, J = 5.4, 1.4 Hz, CH>) ppm. Anal. Calculado para C12H10CINO (219.67

g/mol): C, 65.61; H, 4.59; Cl, 16.14; N, 6.38; O, 7.28.

2.2.3 Sintesis de alquinos: Reaccion de propargilacion

Protocolo general. A una solucion del correspondiente derivado de 8-
hidroxiquinolinas (la-d, I11a-c) (1.2 mmol) en 15 mL de acetona se le adicionaron carbonato
de potasio (2 mmol) y yoduro de potasio (0.10 mmol) y fue enfriada a 0°C. Se adicioné gota

a gota bromuro de propargilo (1 mmol) disuelto previamente en acetona y la solucién se dejo
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tomar temperatura ambiente y se agit6 durante toda la noche. El progreso de la reaccion fue
monitoreado mediante cromatografia en capa fina empleando como fase movil éter de
petréleo-acetato de etilo 5:1 (v/v). Una vez confirmada la presencia del producto, se afiadid
agua a la mezcla de reaccién para finalizarla. Los compuestos fueron extraidos con acetato
de etilo (3 x 20mL), la fase organica fue separada y secada sobre Na>SQOa. El disolvente fue
removido mediante rotoevaporacién y los compuestos purificados mediante cromatografia
en columna de silica esférica y una mezcla eluyente de éter de petréleo: acetato de etilo de

acuerdo con el control de capa fina.

Y 8-(Prop-2-in-1-iloxi)quinolina (IVVa): A partir de 0.95 g (6.5 mmol) de 8-
N_o " hidroxiquinolina (la), 2.51 g (10.9 mmol) de K>CO3, 181 mg (0.5 mmol) de
KI'y 0.65 g (5.5 mmol) de bromuro de propargilo se obtuvo 0.7 g (70% rendimiento) del
compuesto 1VVa. Aceite pardo oscuro. IR (KBr, cm™): 3135, 2098, 1572, 1443, 751. *H RMN
(400 MHz, CDCls), 5: 8.44 (1H, dd, J = 4.1, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.09 (1H, dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 4-
Ho), 7.21 - 719 (1H, m, 6-Hg, 3-Ho), 7.17 (1H, dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 5-Hg) 6.85 (1H, m, 7-Ho),
4.93 (2H, d, J = 2.4 Hz, CHy), 2.47 (1H, t, J = 2.4 Hz, CH) ppm. Anal. Calculado para

C12HeNO (183.21g/mol): C, 78.67; H, 4.95: N, 7.65; O, 8.73.

X 2-Metil-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (1Vb): A partir de 1.94 g (12.1

N” CH,

N_o mmol) de 2-metil-8-hidroxiquinolina (Ib), 2.80 g (20.3 mmol) de K>COs,
168 mg (1.0 mmol) de Kl y 1.21 g (10.1 mmol) de bromuro de propargilo se obtuvo 1.56 g
(78% rendimiento) del compuesto I. Aceite amarillo traslicido. IR (KBr, cm™): 3532, 3115,
2103, 1588, 1102. '"H RMN (400 MHz, CDCls), &: 7.89 (1H, d, J = 8.4 Hz, 4-Hg), 7.27 —

7.29 (2H , m, 5-Hg, 6-Ho), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 3-Ho), 7.13 (dd, J = 5.7, 3.3 Hz, 7-Ho), 4.91
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(2H,d,J=2.4Hz, CH>), 2.67 (3H, s, CHz3), 2.41 (1H, t,J = 2.4 Hz, CH) ppm. Anal. Calculado

para C13H11NO (197.24 g/mol): C, 79.17; H, 5.62; N, 7.10; O, 8.11.

¢l 5-Cloro-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (I\VVc). A partir de 0.99 g (5.51 mmol)

X
N~ de 5-cloro-8-hidroxiquinolina (Ic), 1.27 g (9.2 mmol) de K>CQOgz, 77 mg (0.5
\\\/o
mmol) de Kl y 0.54 g (4.6 mmol) de bromuro de propargilo se obtuvo 0.63 g
(63% rendimiento) del compuesto 1Vc. Sélido beige, m.p. 116 — 118 °C. IR (KBr, cm™):
3147, 2113, 1589, 1496, 1373, 1095. *H RMN (400 MHz, CDCls), §: 8.94 (1H, dd, J = 4.2,
1.7 Hz, 2-Hg), 8.48 (1H, dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 4-Hg), 7.51 (1H, t, J = 2.1 Hz, 3-Hg), 7.49 (1H,
t,J=2.0 Hz, 6-Hg), 7.14 (1H, d, J = 8.4 Hz, 7-Hq), 4.98 (2H, d, J = 2.4 Hz, CH>), 2.51 (1H,
t, J = 2.4 Hz, CH) ppm. Anal. Calculado para C12HsCINO (217,65 g/mol): C, 66.22; H, 3.70;

Cl, 16.29; N, 6.44; O, 7.35.

¢l 5,7-Dicloro-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (1vd): A partir de 1.62g (4.7
X

C./(;\/Nj mmol) de 5,7-dicloro-8-hidroxiquinolina (1d), 1.09 g (7.9 mmol) de K>COs,
\\\/o

66 mg (0.4 mmol) de KI y 0.47 g (4.0 mmol) de bromuro de propargilo se obtuvo 0.84 g
(84% rendimiento) del compuesto 1Vd. Sélido blanco, m.p. 107-109 °C. IR (KBr, cm™):
3213, 2951, 1500, 1420, 1331, 706. *H RMN (400 MHz, DMSO0), §: 9.05 (1H, dd, J = 4.2,
1.6 Hz, 2-Hg), 8.55 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Hg), 7.96 (1H, s, 6-Hg), 7.75 (1H, dd, J = 8.6,
4.2 Hz, 3-Hg), 5.26 (2H, d, J = 2.5 Hz, CHy), 3.51 (1H, t, J = 2.5 Hz, CH) ppm. Anal.

Calculado para C12H7CI2NO (252.09 g/mol): C, 57.17; H, 2.80; Cl, 28.12; N, 5.56; O, 6.35.

N 7-Alil-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (IVe): A partir de 0.70g (3.8 mmol)
= NG

N_o de 7-alil-8-hidroxiquinolina (111a), 0.88 g (6.3 mmol) de K2COs, 53 mg (0.3



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 75

mmol) de KI y 0.38g (3.2 mmol) de bromuro de propargilo se obtuvo 0.57 g (81%
rendimiento) del compuesto 1Ve. Aceite amarillo. IR (KBr, cm™): 3253, 2916, 1613, 801,
665. 'H RMN (400 MHz, CDCls), 5: 8.58 (1H, dd, J = 4.2, 1.5 Hz, 2-Ho), 8.09 (1H, dd, J =
8.3, 1.5 Hz, 4-Hog), 7.40 — 7.36 (2H, m, 6-Ho, 3-Ho), 7.20 (1H, d, J = 8.4 Hz, 5-Ho), 6.10
(1H, ddt, J = 16.6, 10.0, 6.5 Hz, 2°’-Ha), 5.28 — 5.19 (2H, m, 3°’-Hy, 3’’-Ha), 4.93 (2H, d, J
= 2.4 Hz, 1’-CHaaiquino), 3.66 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1°-CHaat), 2.47 (1H, t, J = 2.4 Hz, 3’-
CHaiquino) ppm. Anal. Calculado para C1sH13NO (223.28 g/mol): C, 80.69; H, 5.87; N, 6.27;

0, 7.17.

= 7-Alil-2-metil-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (1'Vf): A partir de 0.60 g

N~ CH,

/\/o (3.0 mmol) de 7-alil-2-metil-8-hidroxiquinolina (I11b), 0.69 g (5.0
mmol) de K>COs, 41 mg (0.3 mmol) de Kl 'y 0.30g (2.5 mmol) de bromuro de propargilo se
obtuvo 0.61 g (84% rendimiento) del compuesto IVf. Aceite amarillo trasltcido. IR (KBr,
cm™): 3372, 3281, 2934, 1508, 1439, 1230, 718. 'H RMN (400 MHz, CDCls), &: 7.74 (1H,
d, J = 8.3 Hz, 4-Ho), 7.06 (1H, d, J = 7.7 Hz, 3-Hg), 6.97 — 6.93 (2H, m, 5-Ho, 6-Ho), 5.79
(1H, ddt, J = 17.2, 10.5, 5.2 Hz, 2°°Ha), 5.49 (1H, dg, J = 17.3, 1.6 Hz, 3°’Hs), 5.01 (1H, dd,
J=10.5, 1.6 Hz, 3’ Ha), 4.91 (2H, d, J = 2.4 Hz, CH2aiquino), 4.14 (2H, d, J = 5.3 Hz, CHzaii),
2.59 (3H, s, CH3), 2.41 (1H, t, J = 2.4 Hz, CHaiquino) ppm. Anal. Calculado para CisH1sNO

(237.30 g/mol): C, 80.98; H, 6.37; N, 5.90; O, 6.74

cl 7-Alil-5-cloro-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (1VVg): A partir de 0.62 g (2.9

A
/\/@Nj mmol) de 7-alil-5-cloro-8-hidroxiquinolina (I1lc), 1.36 g (4.9 mmol) de

\\\/o
K2COs3, 41 mg (0.2 mmol) de Kl y 0.29 g (2.5 mmol) de bromuro de

propargilo se obtuvo 0.57 g (78% rendimiento) del compuesto 1Vg. Aceite amarillo. IR (KBr,
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cm™): 3247, 3100, 2118, 1689, 1272, 1079. *H RMN (400 MHz, CDCls), &: 8.74 (1H, dd, J
= 4.2, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.34 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.42 (1H, dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 3-
Ho), 7.38 (1H, s, 6-Hq), 5.83 (1H, ddt, J = 17.2, 10.5, 5.2 Hz, 27’-Ha), 5.23-5-27 (2H, m, 3°’-
Hoy 37"Ha), 4.83 (2H, d, J = 2.4 Hz, CHaaiquino), 4.21 (2H, d, J = 5.2 Hz, CHaaiil), 2.45 (1H, t,
J = 2.5 Hz, CHaiquino) ppm. Anal. Calculado para C1sH12CINO (257.72 g/mol): C, 80.98; H,

6.37; N, 5.90; O, 6.74

2.2.4 Sintesis de derivados de 8-hidroxiguinolina con cloruro de 4-nitrobenzoilo

Protocolo general. Se disolvié el derivado de 8-hidroxiquinolina de interés (1 mmol)
con carbonato de potasio (3 mmol) y 0.1 mmol de yoduro de potasio en 15 mL de acetona.
Se afiadio gota a gota cloruro de 4-nitrobenzolilo (2 mmol) y se sometio a reflujo durante 12
horas. Una vez se completd la reaccion se extrajo el compuesto de interés con diclorometano
(3x 15 mL). El extracto organico se recogio sobre sulfato de sodio y el solvente de extraccion
fue removido mediante rotoevaporacién. Los crudos fueron purificados mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice empleando una mezcla eluyente de éter de

petréleo — acetato de etilo (4:1 v/v)

X Quinolin-8-il 4-nitrobenzoato (Va): A partir de 0.49 g (3.4 mmol) de 8-

/

N

Oy 0 hidroxiquinolina (la), 1.41 g (10.2 mmol) de K>CO3z, 56 mg (0.3 mmol) de Kl
y 1.25g (6.7 mmol) de cloruro de 4-nitrobenzoilo se obtuvo 0.67 g (67%
NO,

rendimiento) del compuesto Va. Sélido amarillo, m.p. 102 — 103 °C. IR (KBr,

cml): 3456, 1592, 1537, 1476, 873. 'H RMN (400 MHz, CDCls), 5: 8.87 (1H, dd, J = 4.2,
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1.7 Hz, 2-Ho), 8.53 — 8.49 (2H, m, 2-Har, 6-Har), 8.39 — 8.35 (2H, m, 3-Har, 5-Har), 8.22
(1H, dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 4-Ho), 7.83 — 7.78 (1H, m, 3-Ho), 7.63 — 7.58 (2H, m, 5-Ho, 6-Ha),
7.45 (1H, dd, J = 8.3, 4.2 Hz, 7-Hg) ppm. Anal. Calculado para C16H10N204 (294.27 g/mol):
C, 65.31; H, 3.43; N, 9.52; O, 21.75.
Cl

@\/Nj 5-Cloroquinolin-8-il 4-nitrobenzoato (Vb): A partir de 0.55 g (3.0 mmol) de
O5° 5-cloro-8-hidroxiquinolina (Ic), 1.26 g (9.1 mmol) de K>CQO3, 50 mg (0.3 mmol)
de Kl 'y 1.13g (6.1 mmol) de cloruro de 4-nitrobenzoilo se obtuvo 0.72 g (72%

- rendimiento) del compuesto Vb. Solido amarillo, m.p. 126 — 128 °C. IR (KB,
cm™): 3394, 2916, 1666. *H RMN (400 MHz, CDCls), 8: 8.91 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-
Ho), 8.62 (1H, dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 4-Hq), 8.52 — 8.48 (2H, m, 2-Har, 6-Ha), 8.41 — 8.38 (2H,
m, 3-Har, 5-Har), 7.69 (1H, d, J = 8.2 Hz, 3-Ho), 7.58 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 6-Hg), 7.54
(1H, d,J=8.2 Hz, 7-Hg) ppm. Anal. Calculado para C1sH9CIN2O4 (328.71 g/mol): C, 58.46;

H, 2.76; Cl, 10.78; N, 8.52; O, 19.47.

2.2.5 Sintesis de derivados de 8-hidroxiquinolina con cloruro de metalilo

Protocolo general. Se disolvio el derivado de 8-hidroxiquinolina de interés (1 mmol)
con carbonato de potasio (3 mmol) en 15 mL de acetona. Se afiadié gota a gota cloruro de
metalilo (2 mmol) y se sometio a reflujo durante 8 horas. Una vez se completd la reaccion se
extrajo el compuesto de interés con diclorometano (3 x 15 mL). El extracto organico se

recogio sobre sulfato de sodio y el disolvente de extraccion fue removido mediante
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rotoevaporacién. Los crudos fueron purificados mediante cromatografia en columna sobre

gel de silice empleando una mezcla eluyente de éter de petroleo — acetato de etilo (5:1 v/v).

Y 8-((2-Metilalil)oxi)quinolina (V1a): A partir de 0.73 g (5.0 mmol) de 8-

N

0o hidroxiquinolina (la), 2.08 g (15.1 mmol) de K>CO3 y 0.90 g (10.0 mmol) de
HeCTCHs cloruro de metalilo se obtuvo 0.76 g (76% rendimiento) del compuesto Vla.
Solido beige, m.p. 97 — 98 °C. IR (KBr, cm): 2962, 1257, 1032. 'H RMN (400 MHz,
DMSO), &: 8.62 (1H, d, J = 8.5 Hz, 4-Hg), 7.65 (1H, d, J = 8.5 Hz, 4-Ho), 6.53 (1H, d, J =
2.1 Hz, 6-Ho), 6.52 (1H, s, 5-Ho), 6.18 (1H, dd, J = 5.5, 3.6 Hz, 3-Hg), 5.79 (1H, s, 7-Hq),
4.26 (2H, m, 2’-CHy), 3.56 (2H, s, 1'-CH>), 1.34 (3H , s, 2’-CH3) ppm. Anal. Calculado para

C13H13NO (199.25 g/mol): C, 78.36; H, 6.58; N, 7.03; O, 8.03.

= 2-Metill-8-((2-metilalil)oxi)quinolina (VIb): A partir de 0.74 g (4.68

N~ CH,

4[0 mmol) de 2-metil-8-hidroxiquinolina (Ib), 1.94 g (14.1 mmol) de K>COs3
HeeT e y 0.84 g (9.4 mmol) de cloruro de metalilo se obtuvo 0.83 g (83%
rendimiento) del compuesto VIb. Aceite amarillo. IR (KBr, cm™): 3223, 2962, 2929, 2912,
2856, 1663, 1420, 1332, 1191, 751. *H RMN (400 MHz, DMSO), §: 7.24 (1H, d, J = 8.4 Hz,
4-Hg), 6.54 — 6.52 (2H, m, 6-Hg - 5-Hg), 6.26 (1H, dd, J = 5.5, 3.5 Hz, 3-Ho), 4.30 (1H, s,
7-Ho), 4.13 (2H, d, J = 36.4 Hz, 2'-CH3), 3.90 (2H, s, 1’-CH>), 1.87 (3H, s, 2-CHs3), 1.04 (3H,
s, 2'-CHs) ppm. Anal. Calculado para C14H1sNO (213.28 g/mol): C, 78.84; H, 7.09; N, 6.57;

0, 7.50.

2.3 Etapa b. Sintesis de hibridos quinolin-azoles.
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En esta etapa se contempld el disefio y sintesis de hibridos conjugados hidroxiquinolin-
azoles, tomando como precursores los derivados 8-hidroxiquinolinas o-propargiladas (IVa-
g) preparadas en la etapa anterior, asi como las azidas VIla-d y VIlla-c que se describen a
continuacién para producir los 1,2,3-triazoles generados in situ a través de reaccion 1,3-

dipolar catalizada por cobre.

2.3.1 Sintesis de precursores: organoazidas

Arilazidas derivadas de anilinas, V1la-d

Protocolo general. En un baldn se afiadio 1 mmol de anilina y 10 mL de agua y se
agité a 0 °C durante 5 min. Se adiciond 5 mL de HCI concentrado gota a gota, la mezcla se
dejo agitar a temperatura ambiente durante 20 min, se agregd 2.5 mmol de NaNO: disuelto
previamente en 3 mL de agua y la solucion resultante se agité durante 10 min. Se adiciono
2.5 mmol de NaNz3 disuelta en 2 mL de agua gota a gota y la mezcla se agito durante 3 h. Una
vez se completd la reaccion se extrajo el compuesto de interés con diclorometano (3 x 15
mL). El extracto organico se recogio sobre sulfato de sodio y el solvente de extraccion fue
removido mediante rotoevaporacion. Las diferentes azidas fueron obtenidas, almacenadas a

4 °C protegidas de la luz y posteriormente empleadas sin purificacion.

Bencilazidas derivadas de bromuro de bencilo, VIlla-c
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Protocolo general. Se afiadid el derivado de bromuro de bencilo (1 mmol) a una
solucion de azida de sodio (2 mmol) en 20 mL de DMF anhidro. La mezcla fue agitada toda
la noche a 80°C. La reaccion fue detenida mediante la adicion de agua y extraida con acetato
de etilo (3 x 20 mL). La fase organica fue lavada con solucion salina acuosa (3 x 50 mL) y
secadas sobre Na>SOs. La fase organica fue filtrada, el disolvente fue retirado bajo presiony
las diferentes azidas fueron obtenidas, almacenadas a 4 °C protegidas de la luz y

posteriormente empleadas sin purificacion.

2.3.2 Sintesis de hibridos triazol-hidroxiquinolinas conjugados del Grupo A

Protocolo general: Se disolvieron los derivados de arilazida VIla-d (1.3 mmol) y
derivados de 8-hidroxiquinolinas propargiladas 1Va-g (1 mmol) en una mezcla terc-butanol:
agua (1:2 v/v). Se afiadi6 a esta solucion CuSO45H,0 (0.05 mmol) y ascorbato de sodio
(0.40 mmol) y se mantuvo en agitacion durante toda la noche a temperatura ambiente. Se le
adiciono solucidn salina acuosa y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL) y secada sobre
Na2SOs. El crudo fue purificado mediante cromatografia en columna de silice empleando

como mezcla eluyente diclorometano-metanol 9:1 (v/v)

= 8-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinoline (1): A partir de 0.25 g (1.4

7

o mmol) de IVa, 0.21 g (1.8 mmol) de arilazida Vlla, 17 mg (0.07 mmol) de
i N CuSO45H,0 y 108 mg (0.54 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.36 g del

producto 1 como un sélido blanco, con un rendimiento del 87%; m.p. 102 -103

°C. IR (KBr, cm™): 2340, 1534, 1423, 1095, 745. *H RMN (400 MHz, CDCls), §: 8.95 (1H,
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dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Hg), 8.76 (1H, s, 3'-Hra), 8.63 (1H, d, J = 8.5 Hz, 4-Ha), 7.96 (2H, d,
J=8.6 Hz, 10"-Har, 6'-Har), 7.71 — 7.61 (4H, m, 5-Ho, 8'-Har, 9"-Har, 6-Ho), 7.49 (1H, d, J
= 8.6 Hz, 3-Ho), 7.39 (1H, m, 8"-Ha), 7,32 (1H, td, J = 7.7, 1.6, 7-Ho), 5.47 (2H, s, 1’-CHy)

ppm. Anal. Calculado para C1gH14N4O (302.34 g/mol): C, 71.51; H, 4.67; N, 18.53; O, 5.29.

¢ 5-Cloro-8-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (2): A partir de

N 0.25 g (1.2 mmol) de IVc, 0.21 g (1.8 mmol) de arilazida VIla, 17 mg (0.07
%[N mmol) de CuSO4+5H,0 y 108 mg (0.54 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo
@ 0.30 g del producto 2 como un sélido blanco, con un rendimiento del 66%; m.p.
115 - 117 °C. IR (KBr, cm): 3069, 2360, 1381, 1284. 'H RMN (400 MHz,

DMSO0), : 9.05 (1H, s, 3'-Hra), 8.90 (1H, d, J = 3.4 Hz, 2-Ho), 8.53 (1H, d, J = 8.3 Hz, 4-
Ho), 7.93 (2H, d, J = 8.6 Hz, 10"-Har, 6'-Hay), 7.69 - 7.63 (3H, m, 7'-Har, 9'-Har, 8'-Har,),
7.66 (2H, m, 3-Ho, 6-Hg), 7.43 (1H, d, J = 8.4 Hz, 7-Hg), 5.31 (2H, s, 1'-CH,) ppm. Anal.

Calculado para C1gH13CIN4O (350.81 g/mol): C, 64.20; H, 3.89; Cl, 10.53; N, 16.64; O,

4.75.

¢l 5,7-Dicloro-8-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina  (3): A
7~
Ny o Partir de 0.30 g (1.2 mmol) de IVd, 0.18 g (1.5 mmol) de arilazida Vlla, 15

%N mg (0.06 mmol) de CuSO45H20 y 94 mg (0.48 mmol) de ascorbato de sodio,
@ se obtuvo 0.40 g del producto 3 como un solido beige, con un rendimiento

del 92%; m.p. 107 -109 °C. IR (KBr, cm™): 3071, 2121, 1466, 1378, 1095.
IH RMN (400 MHz, DMSO0), &: 8.72 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.65 (1H, dd, J = 8.6,
1.6 Hz, 4-Hg), 8,05 (1H, s, 3'-Hra), 7.82 (1H, s, 6-Ho), 7.73 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Ho),

7.47 (2H, d, J = 5.3 Hz, 6"-Har- 10™-Har), 7.39 — 7.28 (3H, m, 7'-Har, 9'-Har, 8'-Har), 5.37
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(2H, s, 1’-CH2) ppm. Anal. Calculado para C1sH12Cl2N4O (371.22 g/mol): C, 58.24; H, 3.26;

Cl, 19.10; N, 15.09; O, 4.31.

¢l 7-Alil-5-cloro-8-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (4): A

fN ~. partir de 0.30 g (1.2 mmol) de I\Vg, 0.18 g (1.5 mmol) de arilazida Vlla,
%: 15 mg (0.06 mmol) de CuSO4+5H20 y 92 mg (0.46 mmol) de ascorbato de
@N“ sodio, se obtuvo 0.29 g del producto 4 como un sélido beige, con un

rendimiento del 68%; m.p. 144 -146 °C. IR (KBr, cm™): 3097, 2105,
1587, 1390, 1092. *H RMN (400 MHz, DMSO0), &: 8.57 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Hg), 8.23
(1H, dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 4-Ho), 7.28 (1H, s, 3'-Hta), 7.08 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg),
7.03 (1H, s, 6-Hg), 6.95 (2H, m, 6'-Har, 10™-Har), 6.85 — 6.79 (2H, m, 9'-Har,7-Har), 6.75
(IH td, J = 7.5, 1.4 Hz, 8'-Ha/), 6.10 (1H, ddt, J = 16.5, 10.0, 6.5, 2°*-Haii1), 5.25 — 5.17 (2H,
m, 3’ Hp, 3’-’Ha), 5.25 (2H, s, 1'-CHy), 5.02 (2H, s, 3’'-CHy), 3.62 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1°*-
CHazaiit) ppm. Anal. Calculado para C2:H17CIN4O (376.84 g/mol): C, 66.93; H, 4.55; Cl, 9.41;

N, 14.87; O, 4.25.

NS

/(j@ 8-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina (5): A partir de
e o 0.25 g (1.26 mmol) de Vb, 0.20 g (1.64 mmol) de arilazida Vlla, 16 mg
N{ﬁf‘ (0.06 mmol) de CuSO45H.0 y 100 mg (0.51 mmol) de ascorbato de sodio,

@ se obtuvo 0.32 g del producto 5 como un soélido blanco, con un rendimiento
del 80%; m.p. 120 -122 °C. IR (KBr, cm™): 3103, 2095, 1381, 1089, 731. *H RMN (400
MHz, DMSO), &: 8.33 (1H, s, 3'-Hra), 8.15 (1H, d, J = 8.4 Hz, 4-Ho), 7.43 (1H, dd, J = 8.4,

1,1 Hz, 3-Ho), 7.45 (1H, d, 7.5 Hz, 6-Hg), 7.38 — 7.33 (2H, m, 6'-Har, 10"-Ha,), 7.49 — 7.43
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(3H, m, 7'-Har, 9'-Har, 8'-Ha), 5.66 (2H, s, 1'-CH,), 2.59 (3H, s, 2-CHs) ppm. Anal.

Calculado para C19H16N4O (316.36 g/mol): C, 72.13; H, 5.10; N, 17.71; O, 5.06.

Z 7-Alil-8-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (6): A partir de
\N AN
([0 0.29 g (1.3 mmol) de IVVe, 0.20 g (1.7 mmol) de arilazida Vlla, 16 mg (0.06
/ //N
N-N mmol) de CuSO45H20 y 103 mg (0.52 mmol) de ascorbato de sodio, se

obtuvo 0.38 g del producto 6 como un sélido amarillento, con un rendimiento
del 86%; m.p. 92 - 93 °C. IR (KBr, cm™): 3087, 2123, 1612, 1257, 1075. *H RMN (400
MHz, DMSO0), &: 8.92 (1H, d, J = 3.0, 2-Ho), 8.49 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Ho), 8.33 (1H,
s, 3"-Hra), 7.87 (2H, dd, J=7.5, 1.4, 6'-Har, 10"-Har), 7.53 — 7.47 (3H, m, 7'-Har, 9'-Har, 8'-
Has), 7.40 (1H, m, 3-Ho), 7.36 (1H, dd, J = 8.5, 1.4 Hz, 5-Ho), 6.18 (1H, ddt, J = 17.3, 10.6,
5.5 Hz, 2”°-Ha), 5.45 (1H, ddd, J = 17.3, 3.0, 1.5, 3’-Hy), 5.34 (1H, ddd, J = 10.5, 2.6, 1.3,
3°°-Ha), 4.86 (2H, dt, J=5.5, 1.3 Hz, 1°-CH>), 3.65 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1>’-CHaai) ppm. Anal.

Calculado para C21H18N4O (356.43 g/mol): C, 73.67; H, 5.30; N, 16.36; O, 4.67

= 7-Alil-8-((1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina  (7):
HaC™ SN A
([0 A partir de 0.25 g (1.0 mmol) de 1T, 0.16 g (1.3 mmol) de arilazida Vlla,
N
@NN 13 mg (0.05 mmol) de CuSO4+5H20 y 83 mg (0.42 mmol) de ascorbato

de sodio, se obtuvo 0.35 g del producto 7 como un sélido blanco, con un
rendimiento del 94%; m.p. 135 - 136 °C. IR (KBr, cm™): 3095, 2125, 1613, 1363, 1087. 'H
RMN (400 MHz, DMSO0), §: 9.05 (1H, s, 3’-Hra), 8.19 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.83
(2H, dd, J = 7.5, 1.4, 6'-Has, 10"-Hay), 7.51 — 7.45 (3H, m, 7"-Har, 9"-Har, 8'-Har), 7.46 (1H,
dd, J =8.0, 1.3, 3-Hop), 7.38 (2H, m, 5-Hg, 6-Hg), 6.23 (1H, ddt, J = 17.5, 10.4, 5.5 Hz, 2*’-

Ha), 5.42 (1H, ddd, J = 17.5, 3.0, 1.5, 3”-Hp), 5.33 (1H, ddd, J = 10.4, 3.0, 1.5, 3”’Hs), 4.81
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(2H, dt, J = 5.5, 1.5 Hz, 1’-CHy), 3.72 (2H, d, J = 6.5 Hz, 17’-CHaaii)), 2.61 (3H, s, 2-CHs)

ppm. Anal. Calculado para C22H20N4O (353.43 g/mol): C, 74.14; H, 5.66; N, 15.72; O, 4.49.

z 8-((1-(4-Bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (8): A partir de

©  0.20 g (1.1 mmol) de IVa, 0.28 g (1.4 mmol) de arilazida VI1lb, 14 mg (0.05

NN mmol) de CuSO4.5H20 y 86 mg (0.44 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo

Br 0.34 g del producto 8 como un s6lido blanco, con un rendimiento del 82%; m.p.
89— 90 °C. IR (KBr, cm™): 3100, 2098, 1595, 1472, 1384, 1095, 743. 'H RMN (400 MHz,
DMSO), &: 8.92 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.74 (1H, s, 3'-Hra), 8.67 (1H, d, J = 8.6
Hz, 4-Hg), 7.89 (2H, m, 10’-Har, 6'-Har), 7.74 (2H, m, 7'-Har, 9'-Har), 7.53 (2H, m, 5-Hg, 6-
Ho), 7.46 (1H, d, J = 8.6 Hz, 3-Ho), 7,37 (1H, td, J = 7.6, 1.5, 7-Ho), 5.45 (2H, s, 1’-CH>)
ppm. Anal. Calculado para CigH13BrN4O (381.23 g/mol): C, 56.71; H, 3.44; Br, 20.696, N,

14.70; O, 4.20.

_ ¢ 8-((1-(4-Bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-5-cloroquinolina (9): A
(Nj:j partir de 0.18 g (0.8 mmol) de 1VVc, 0.21 g (1.1 mmol) de arilazida V1lb, 10 mg
g/E,N (0.041 mmol) de CuSO45H,0 y 65 mg (0.33 mmol) de ascorbato de sodio, se
Br@ obtuvo 0.30 g del producto 9 como un sélido beige, con un rendimiento del 90%;
m.p. 94 - 95 °C. IR (KBr, cm™): 3112, 2135, 1584, 1403, 1340, 1084. 'H RMN (400 MHz,
DMSO), &: 9.06 (1H, s, 3'-Hra), 8.94 (1H, d, J = 3.5 Hz, 2-Hg), 8.45 (1H, d, J = 8.3 Hz, 4-
Ho), 7.93 (2H, d, J = 8.3 Hz, 10"-Har, 6'-Hay), 7.68 (2H, m, 7"-Har, 9'-Har), 7.68 (2H, m, 3-
Hoq, 6-Ho), 7.42 (1H, d, J = 8.3 Hz, 7-Hg), 5.39 (2H, s, 1’-CH2) ppm. Anal. Calculado para

C1sH12BrCIN4O (415,68 g/mol): C, 52.01; H, 2.91; Br, 19.22; Cl, 8.53; N, 13.48; O, 3.85.
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cl 8-((1-(4-Bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-5,7-dicloroquinolina

SN Yo (10): A partir de 0.25 g (1.0 mmol) de 1\Vd, 0.19 g (1.3 mmol) de arilazida

%[,,N VIib, 12 mg (0.05 mmol) de CuSO45H,0 y 79 mg (0.40 mmol) de ascorbato

Q de sodio, se obtuvo 0.38 g del producto 10 como un sélido blanco, con un
rendimiento del 85%; m.p. 128 -129 °C. IR (KBr, cm-1): 2234, 1584, 1367, 1099. *H RMN
(400 MHz, DMSO) &: 9, 04 (1H, s, 3'-Hra), 8.95 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Hg), 8.56 (1H,
dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 4-Ho), 7.78 (1H, s, 6-Ho), 7.76 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Ho), 7.44 (2H,
d, J=5.1 Hz, 6'-Har-10"-Ha,), 7.41 — 7.37 (2H, m, 7'-Har-9"-Har ), 5.44 (2H, s, 1°-CH2) ppm.
Anal. Calculado para C1sH11BrCI2N4O (450,12 g/mol): C, 48.03; H, 2.46; Br, 17.75; ClI,

15.75; N, 12.45; O, 3.55.

Cl

~ 7-Alil-8-((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-5-cloro-
N X
([o quinolina (11): A partir de 0.26 g (1.0 mmol) de 1VVg, 0.26 g (1.3 mmol)
ZN
QNN de arilazida VI1lb, 12 mg (0.05 mmol) de CuSO45H20 y 79 mg (0.40

mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.40 g del producto 11 como un
solido amarillo claro, con un rendimiento del 89%; m.p. 147 - 148 °C. IR (KBr, cm™): 3095,
1591, 1384, 1105. 'H RMN (400 MHz, DMSO), &: 8.47 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.05
(1H, dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 4-Ho), 7.29 (1H, s, 3'-Hra), 7.06 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hq),
7.05 (1H, s, 6-Ho), 6.94 (2H, m, 6'-Har, 10’-Har), 6.87 (2H, m, 7"-Har, 9'-Har), 6.79 (1H td,
J=7.5, 1.4 Hz, 8'-Ha), 6.18 (1H, ddt, J = 16.5, 10.0, 6.5, 2"’ Hat), 5.23 (2H, m, 3°’-Hp, 3"’
Ha), 5.17 (2H, s, 1'-CH2), 5.04 (2H, s, 3°'-CHy), 3.66 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1>>-CHaaiil) ppm.
Anal. Calculado para C21H16BrCIN4O (455,74 g/mol): C, 55.35; H, 3.54; Br, 17.53; Cl, 7.78;

N, 12.29; O, 3.51.
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@ 8-((1-(4-Bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-7-metilquinolina (12): A

o partir de 0.25 g (0.6 mmol) de 1VVb, 0.16 g (0.8 mmol) de arilazida V1lb, 8 mg
%

i (0.03 mmol) de CuSO45H,0 y 50 mg (0.25 mmol) de ascorbato de sodio, se

Br obtuvo 0.20 g del producto 12 como un so6lido blanco, con un rendimiento del

80%; m.p. 135 - 136 °C. IR (KBr, cm™): 3156, 1574, 1231, 1343, 1095. *H RMN (400 MHz,

DMSO), &: 8.32 (1H, s, 3'-Hra), 8.18 (1H, d, J = 8.5 Hz, 4-Hg), 7.69 (2H, m, 6'-Har, 10'-

Har), 7.43 (1H, dd, J = 8.5, 1.1 Hz, 3-Hg), 7.45 (1H, d, J = 7.5 Hz, 6-Hq), 7.43 (3H, m, 7'

Har, 9'-Har), 5.62 (2H, s, 1’-CH), 2.61 (3H, s, 2-CH3) ppm. Anal. Calculado para

C19H15BrN4O (395,26 g/mol): C, 57.74; H, 3.83; Br, 20.22; N, 14.17; O, 4.05.

~ 7-Alil-8-((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina

N
P (13): A partir de 0.25 g (1.1 mmol) de Ve, 0.28 g (1.4 mmol) de arilazida
Q““N VIIb, 14 mg (0.05 mmol) de CuSOs5H;0 y 89 mg (0.45 mmol) de
Br ascorbato de sodio, se obtuvo 0.35 g del producto 13 como un sélido

blanco, con un rendimiento del 76%; m.p. 114 - 115 °C. IR (KBr, cm™): 3163, 2898, 1457,
1226, 1187. 'H RMN (400 MHz, DMSO), &: 9.06 (1H, s, 3'-Hra), 5 8.92 (1H, d, J = 3.0, 2-
Ho), 8.38 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.83 (2H, dd, J = 7.5, 1.4, 6'-Har, 10™-Ha/), 7.64
(3H, m, 7"-Har, 9'-Har, 8'-Har), 7.42 (1H, m, 3-Ho), 7.34 (1H, dd, J = 8.5, 1.4 Hz, 5-Hg), 6.10
(1H, ddt, J = 16.6, 10.2, 5.6 Hz, 2°’-Ha), 5.38 (2H, m, 3°’-Hs, 3’-’Ha), 4.86 (2H, dt, J = 5.6,
1.3 Hz, 1’-CHy), 3.63 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1’’-CHaai) ppm. Anal. Calculado para

C21H17BrN4O (421,30 g/mol): C, 59.87; H, 4.07; Br, 18.97; N, 13.30; O, 3.80.
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g 7-Alil-8-((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metil-
3 X
HC N([O quinolina (14): A partir de 0.21 g (0.9 mmol) de 1Vf, 0.23 g (1.2 mmol)
Z
QNNN de arilazida VIIb, 11 mg (0.04 mmol) de CuSO45H,0 y 70 mg (0.35
Br mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.33 g del producto 14 como un

sélido blanco, con un rendimiento del 87%; m.p. 153 - 154 °C. IR (KBr, cm™): 3077, 2069,
1535, 1458, 1221, 1165. *H RMN (400 MHz, DMSO0), §: 9.05 (1H, s, 3'-Hra), 8.19 (1H, dd,
J =86, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.83 (2H, dd, J = 7.5, 1.4, 6'-Har, 10™-Har), 7.51 — 7.45 3H, m, 7"-
Har, 9'-Har, 8'-Har), 7.46 (1H, dd, J = 8.0, 1,3, 3-Hg), 7.38 (2H, m, 5-Ho, 6-Hg), 5.95 (1H,
ddt, J=17.2, 10.5, 5.2 Hz, 2°°-Ha), 5.35 (1H, dg, J = 17.2, 1.6 Hz, 3>-Hy), 5.10 (1H, dd, J =
10.5, 1.6 Hz, 37>-Ha), 4.85 (2H, dt, J = 5.5, 1.5 Hz, 1’-CHy), 3.69 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1°-
CHoaaiit), 2.69 (3H, s, 2-CH3) ppm. Anal. Calculado para C22H19BrN4O (435.32 g/mol): C,

60.70; H, 4.40; Br, 18.36; N, 12.87; O, 3.68.

z 8-((1-(4-Clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (15): A partir de
([O 0.23 g (1.3 mmol) de IVa, 0.25 g (1.6 mmol) de arilazida Vlic, 16 mg (0.06
¥

Q N mmol) de CuSO45H,0 y 98 mg (0.50 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo
c 0.38 g del producto 15 como un s6lido blanco, con un rendimiento del 91%; m.p.
104 - 105 °C. IR (KBr, cm™): 3138, 2095, 1323, 1095. *H RMN (400 MHz, DMSO), 5: 9.04
(1H, s, 3'-Hra), 8.97 (1H, d, J = 3.3 Hz, 2-Ho), 8.46 (1H, d, J = 8.5 Hz, 4-Ho), 7.93 (2H, d,
J = 8.6 Hz, 10"-Har, 6'-Har), 7.73 (2H, m, 7"-Har, 9'-Har), 7.53 (2H, m, 6-Hg, 3-Hg), 7,42
(1H,d,J=8.4, 7-Hg), 5.45 (2H, s, 1’-CH>) ppm. Anal. Calculado para C1sH13CIN4O (336,78

g/mol): C, 64.20; H, 3.89; CI, 10.53; N, 16.64; O, 4.75.



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 88

¢ 5-Cloro-8-((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (16): A
N partir de 0.19 g (0.9 mmol) de 1\Vc, 0.17 g (1.2 mmol) de arilazida Vllic, 11 mg
f[,N (0.043 mmol) de CuSO45H,0 y 69 mg (0.35 mmol) de ascorbato de sodio, se
y obtuvo 0.28 g del producto 16 como un sélido blanco, con un rendimiento del
87%; m.p. 110 - 111 °C. IR (KBr, cm™): 2218, 1603, 1115, 753. 'H RMN (400 MHz,
DMSO) &: 9.04 (1H, s, 3'-Hra), 8.92 (1H, d, J = 3.3 Hz, 2-Ho), 8.48 (1H, d, J = 8.3 Hz, 4-
Ho), 7.96 (2H, d, J = 8.6 Hz, 10™-Har, 6'-Has), 7.70 (2H, m, 7"-Har, 9"-Has), 7.66 (2H, m, 3-
Hoq, 6-Ho), 7.45 (1H, d, J = 8.4 Hz, 7-Hg), 5.45 (2H, s, 1’-CH>) ppm. Anal. Calculado para

C18H12CI2N40O (371,22 g/mol): C, 58.24; H, 3.26; CI, 19.10; N, 15.09; O, 4.31.

¢ 5,7-Dicloro-8-((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina
EN]?\C' (17): A partir de 0.20 g (0.8 mmol) de I\Vd, 0.16 g (1.0 mmol) de arilazida
f[,,N Vlic, 10 mg (0.04 mmol) de CuSO45H20 y 63 mg (0.32 mmol) de ascorbato

mQ de sodio, se obtuvo 0.29 g del producto 17 como un sélido beige, con un
rendimiento del 92%; m.p. 134 - 135 °C. IR (KBr, cm™): 2088, 1489, 1341, 1087. 'H RMN
(400 MHz, DMSO), &: 9.03 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Ho), 8.62 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-
Ho), 8.15 (1H, s, 3’-Hra), 7.90 (1H, s, 6-Ho), 7.75 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.70 (2H,
dd, J = 7.8, 3.6 Hz, 10-Har, 6'-Har), 7.66 (2H d, J = 8.6 Hz, 7'-Har, 9'-Ha/), 5.45 (2H, s, 1"-
CHz) ppm. Anal. Calculado para C1sH11CIsN4O (405,66 g/mol): C, 53.29; H, 2.73; ClI, 26.22;

N, 13.81; O, 3.94.
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¢ 7-Alil-5-cloro-8-((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)
N ) ~~ quinolina (18): A partir de 0.24 g (0.9 mmol) de 1Vg, 0.18 g (1.2 mmol)
N(/EN de arilazida Vlic, 12 mg (0.046 mmol) de CuSO45H.0 y 74 mg (0.37

. mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.31 g del producto 18 como un
sélido beige, con un rendimiento del 81%; m.p. 146 - 147 °C. IR (KBr, cm™): 3173, 1422,
1304, 1106. *H RMN (400 MHz, DMSO), &: 9.04 (1H, s, 3'-Hra ), 8.92 (1H, dd, J = 4.2, 1.7
Hz, 2-Ho), 8.62 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.75 (1H, dd, J = 8.5, 4.1 Hz, 3-Hg), 7.70
(2H, dd, J = 7.8, 3.6 Hz, 10"-Har, 6-Har), 7.66 (2H d, J = 8.6 Hz, 7'-Har, 9'-Ha,), 7.34 (1H, s,
6-Ho), 6.10 (1H, m, 2°°-Ha), 5.25 — 5.18 (2H, m, 3”>-Hp, 3°°-Ha), 5.15 (2H, s, 1’-CHy), 3.63
(2H, d, J = 6.4 Hz, CHaail) ppm. Anal. Calculado para Cz1H16CI2N4O (411,29 g/mol): C,

61.33; H, 3.92; Cl, 17.24; N, 13.62; O, 3.89.

@ 8-((1-(4-Clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina (19): A

o partir de 0.2 g (1.0 mmol) de Vb, 0.20 g (1.3 mmol) de arilazida V1lIc, 12 mg
7

=i (0.05 mmol) de CuSO45H20 y 80 mg (0.40 mmol) de ascorbato de sodio, se

c obtuvo 0.23 g del producto 19 como un solido blanco, con un rendimiento del

83%; m.p. 89— 90 °C. IR (KBr, cm™): 2456, 2088, 1065, 753. 'H RMN (400 MHz, DMSO),

8:9.06 (1H, s, 3'-Hra), 8.18 (1H, d, J = 8,5 Hz, 4-Hg), 7.97 (2H, d, J = 8.9 Hz, 10"-Har, 6"

Har), 7.69 — 7.66 (2H, m, 7"-Har, 9'-Har), 7.49 — 7.43 (m, 2H, 5-Ho, 6-Ho), 7.42 — 7.39 (2H,

m, 7-Hg, 3-Hg), 5.44 (2H, s, 1'-CHy), 2.62 (3H, s, 2-CHz) ppm. Anal. Calculado para

C1oH15CIN4O (395,26 g/mol): C, 57.74; H, 3.83; Br, 20.22; N, 14.17; O, 4.05.
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- 7-Alil-8-((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina  (20):
X
N([O A partir de 0.21 g (0.9 mmol) de Ve, 0.19 g (1.2 mmol) de arilazida Vllc,
Z
S 12 mg (0.047 mmol) de CuSO45H20 y 75 mg (0.38 mmol) de ascorbato de
cl sodio, se obtuvo 0.30 g del producto 20 como un sélido beige, con un

rendimiento del 86%; m.p. 162 - 163 °C. IR (KBr, cm™): 3100, 2098, 1595, 1472, 1384,
1095, 743. 'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 9.04 (1H, s, 3'-Hra), 8.75 (1H, dd, J = 4.3, 1.5
Hz, 2-Hg), 8.15 (1H, dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 4-Ho), 7.50 — 7.46 (2H, m, 6-Hq, 3-Hq), 7.30 (1H,
d, J = 8.4 Hz, 5-Ho), 6.10 (1H, ddt, J = 16.5, 10.0, 6.3 Hz, 2"’ Ha,), 5.44 (2H, s, 1'-CH>), 5.17
(2H, m, 3’-Hp, 3°’-HaJ), 3.66 (2H, d, J = 6.3 Hz, CH2ai) ppm. Anal. Calculado para

Ca1H17CINO (376,84g/mol): C, 66.93: H, 4.55; Cl, 9.41; N, 14.87: O, 4.25.

Z 7-Alil-8-((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metil
quinolina (21): A partir de 0.21 g (0.8 mmol) de 1V, 0.15 g (1.0 mmol)

N de arilazida Vlic, 9 mg (0.038 mmol) de CuSO45H,0 y 60 mg (0.30

c mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.26 g del producto 21 como un
sdlido blanco, con un rendimiento del 89%; m.p. 175 - 176 °C. IR (KBr, cm™): 3147, 2167,
1448, 1329, 1275. 'H RMN (400 MHz, DMSO), &: 8.92 (1H, s, 3'-Hra), 7.97 (1H,d, J = 8.5
Hz, 4-Ho), 7.92 (2H, d, J = 8.9 Hz, 10-Har, 6'-Har), 7.69 — 7.66 (2H, m, 7'-Har, 9"-Ha), 7.25
(1H, d, J = 7.7 Hz, 3-Hg), 7.15 - 7.11 (2H, m, 5-Hg, 6-Hg), 5.97 (1H, ddt, J = 17.2, 10.5, 5.2
Hz, 2°’-Ha), 5.32 (1H, dg, J = 17.3, 1.6 Hz, 3”’-Hp), 5.12 (1H, dd, J = 10.5, 1.6 Hz, 3°’-Ha),
4.32 (2H, d, J = 5.3 Hz, 1’-CHy), 3.59 (2H, d, J = 6.5 Hz, CHzaiil), 2.59 (3H, s, CHz) ppm.
Anal. Calculado para C22H19CIN4O (390,87 g/mol): C, 65.05; H, 4.31; Cl, 10.11; N, 15.97,

0, 4.56.
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fj:j 8-((1-(2-Clorofenill)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (22): A partir de
N

© 0.16 g (0.9 mmol) de 1Va, 0.17 g (1.1 mmol) de arilazida VIId, 11 mg (0.04
7N
N—N

Qm mmol) de CuSO45H.0 y 69 mg (0.35 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo
0.29 g del producto 22 como un sélido blanco, con un rendimiento del 85%; m.p. 87 - 88 °C.
IR (KBr, cm™): 3133, 2076, 1532, 1416, 1319. 'H RMN (400 MHz, DMSO), §: 8.93 (1H,
dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Ho), 8.75 (1H, s, 3'-Hra), 8.47 (1H, dd, J = 4.1, 1.6 Hz, 2-Hq), 8.06
(1H, dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.79 (1H, dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 9-Ha,), 7.76 — 7.72 (1H, m, 6'-
Har), 7.66 (1H, td, J = 7.7, 1.9 Hz, 8'-Ha/), 7.59 (1H, td, J = 7.5, 1.5 Hz, 7'-Ha), 7.49 (1H,
d, J = 8.5 Hz, 7-Hg), 7.21 - 719 (2H, m, 6-Ho, 3-Hq), 7.17 (1H, dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 5-Hq),
5.48 (2H, s, 1'-CH2) ppm. Anal. Calculado para C1gH13CINO (336,78 g/mol): C, 64.20; H,

3.89; ClI, 10.53; N, 16.64; O, 4.75.

¢ 5-Cloro-8-((1-(2-clorofenill)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (23): A
N partir de 0.20 g (0.9 mmol) de 1Vc, 0.18 g (1.2 mmol) de arilazida V1id, 11 mg
Q\NN (0.046 mmol) de CuSO45H,0 y 73 mg (0.37 mmol) de ascorbato de sodio, se

QC' obtuvo 0.33 g del producto 23 como un sélido blanco, con un rendimiento del
92%; m.p. 106 - 107 °C. IR (KBr, cm™): 2246, 1442, 1266, 1095, 732. *H RMN (400 MHz,
DMSO), 6: 8.95 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Hg), 8.79 (1H, s, 3’-Hta), 8.53 (1H, dd, J = 8.6,
1.6 Hz, 4-Hg), 7.79 (1H, dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 9'-HA/), 7.76 — 7.72 (3H, m, 3-Hq, 6-Ho, 6'-Ha/),
7.66 (1H, td, J =7.7, 1.9 Hz, 8'-Ha(), 7.60 (1H, td, J = 7.5, 1.5 Hz, 7"-Ha/), 7.49 (1H, d, J =
8.5 Hz, 7-Hg), 5.48 (2H, s, 1’-CH2) ppm. Anal. Calculado para CigH12CI2N4O (371,22

g/mol): C, 58.24; H, 3.26; Cl, 19.10; N, 15.09; O, 4.31.
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¢ 5,7-Dicloro-8-((1-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (24):

N ¢ A partir de 0.22 g (0.8 mmol) de 1\Vvd, 0.16 g (1.0 mmol) de arilazida VIid, 10
;L,N mg (0.04 mmol) de CuSO45H20 y 63 mg (0.32 mmol) de ascorbato de sodio, se
QC' obtuvo 0.27 g del producto 24 como un sélido blanco, con un rendimiento del
86%; m.p. 163 - 164 °C. IR (KBr, cm™): 3019, 2254, 1427, 1354. 'H RMN (400 MHz,
DMSO0), &: 8.75 (1H, dd, J = 4.5, 1.7 Hz, 2-Ho), 8.63 (1H, dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 4-Hg), 8,02
(1H, s, 3'-Hra), 7.81 (1H, s, 6-Ho), 7.69 (1H, m, 4.2 Hz, 3-Ho), 7.53 (2H, m, 6'-Har- 9"-Hay),
7.39 — 7.32 (2H, m, 7-Har, 8-Har), 5.32 (2H, s, 1’-CH2) ppm. Anal. Calculado para

C18H1:CI3N4O (405,66 g/mol): C, 53.29; H, 2.73; Cl, 26.22; N, 13.81; O, 3.94.

_ ¢ 7-Alil-5-cloro-8-((1-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina
(Nj:j\/\ (25): A partir de 0.22 g (0.9 mmol) de IVg, 0.17 g (1.1 mmol) de arilazida
C N VIld, 11 mg (0.043 mmol) de CuSO45H20 y 68 mg (0.34 mmol) de ascorbato
QC‘ de sodio, se obtuvo 0.29 g del producto 25 como un sélido beige, con un
rendimiento del 82%; m.p. 132 - 133 °C. IR (KBr, cm™): 3097, 2105, 1587, 1390, 1092. 'H
RMN (400 MHz, DMSO), &: 8.53 (1H, dd, J = 4.3, 1.7 Hz, 2-HQ), 8.25 (1H, dd, J = 8.5, 1.7
Hz, 4-HQ), 7.33 (1H, s, 3'-HTA), 7.02 (1H, dd, J = 8.5, 4.1 Hz, 3-HQ), 7.08 (1H, s, 6-HQ),
6.95 (2H, m, 6'-Har, 7'-Har), 6.82 (2H, m, 9-Har, 8'-Har), 6.13 (1H, m, 2°*-Hai), 5.21 (2H,
m, 37’-Hb, 37’-Ha), 5.19 (2H, s, 1'-CHy), 5.06 (2H, s, 3"-CH>), 3.57 (2H, d, J= 6.5 Hz, 1"’
CHoaaiii) ppm. Anal. Calculado para C»:1H16CI2N4O (411,29 g/mol): C, 61.33; H, 3.92; ClI,

17.24; N, 13.62; O, 3.89.
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fj;j 8-((1-(2-Clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina  (26):
H3C N
© A partir de 0.19 g (1.0 mmol) de Vb, 0.19 g (1.3 mmol) de arilazida VIid,

~ "N

VN mg (0.05 mmol) de CuSO45H,0 y 76 mg (0.38 mmol) de ascorbato de

cl
sodio, se obtuvo 0.29 g del producto 26 como un so6lido blanco, con un
rendimiento del 85%; m.p. 104 - 105 °C. IR (KBr, cm™): 3164, 2106, 1341, 1069. *H RMN
(400 MHz, DMSO), &: 8.31 (1H, s, 3'-Hra), 8.04 (1H, d, J = 8.5 Hz, 4-Hg), 7.45 (1H, dd, J
=8.5, 1,2 Hz, 3-Hq), 7.38 (1H, d, J = 7.5 Hz, 6-Hg), 7.38 — 7.33 (2H, m, 6'-Har, 7'-Har), 7.45
(2H, m, 9’-Har, 8'-Har), 5.61 (2H, s, 1’-CHy>), 2.63 (3H, s, 2-CH3) ppm. Anal. Calculado para

C19H15CIN4O (395,26 g/mol): C, 65.05; H, 4.31; ClI, 10.11; N, 15.97; O, 4.56.

Z 7-Alil-8-((1-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (27): A
(\L partir de 0.22 g (0.98 mmol) de Ve, 0.20 g (1.28 mmol) de arilazida VIld, 12
%
@le mg (0.049 mmol) de CuSO45H,0 y 78 mg (0.39 mmol) de ascorbato de sodio,
se obtuvo 0.31 g del producto 27 como un so6lido blanco, con un rendimiento
del 83%; m.p. 145 - 146 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO), &: 9.04 (1H, s, 3'-Hra), 8.95 (1H,
d, J = 3.0, 2-Ho), 8.53 (1H, dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 4-Hg), 7.87 (2H, dd, J = 7.5, 1.7, 6'-Har, 7'
Har), 7.51 (2H, m, 7"-Har, 9'-Has,), 7.39 (1H, m, 3-Hg), 7.31 (1H, dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 5-Ho),
6.03 (1H, ddt, J = 17.3, 10.6, 5.5 Hz, 2’-Ha), 5.45 (1H, ddd, J = 17.3, 3.0, 1.5, 37’-Hp), 5.34
(1H, ddd, J = 10.6, 3.0, 1.5, 3>-Ha), 4.86 (2H, dt, J = 5.5, 1.3 Hz, 1°-CH>), 3.62 (2H, d, J =
6.5 Hz, 1°’-CH2aii) ppm. Anal. Calculado para C21H17CIN4O (376,84g/mol): C, 66.93; H,

4.55; Cl, 9.41; N, 14.87; O, 4.25.
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Z 7-Alil-8-((1-(2-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metil

© quinolina (28): A partir de 0.17 g (0.7 mmol) de 1Vf, 0.14 g (0.9 mmol)

QN(: de arilazida VIId, 9 mg (0.036 mmol) de CuSO45H,0 y 57 mg (0.29
mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.25 g del producto 28 como un sélido blanco, con
un rendimiento del 90%; m.p. 126 - 127 °C. *H RMN (400 MHz, DMSO), §: 9.02 (1H, s, 3'-
Hra), 8.18 (1H, dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 4-Ho), 7.95 (2H, dd, J = 7.5, 1.5, 6'-Har, 7'-Ha,), 7.48
(2H, m, 9'-Har, 8’-Har), 7.46 (1H, m, 3-Ho), 7.35 (2H, m, 5-Ho, 6-Ho), 6.13 (1H, m, 2’-Ha),
5.42 (1H, ddd, J = 17.5, 3.0, 1.5, 3°*-Hp), 5.37 (1H, m, 3>>-Ha), 4.84 (2H, dt, J = 5.5, 1.g Hz,
1’-CH2), 3.67 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1”’-CHaaiit), 2.67 (3H, s, 2-CHs) ppm. Anal. Calculado para

C22H19CIN4O (390,87 g/mol): C, 65.05; H, 4.31; Cl, 10.11; N, 15.97; O, 4.56.
2.3.3 Sintesis de hibridos triazol-hidroxiquinolinas conjugados Grupo B

Protocolo general. Se disolvieron los derivados de bencilazida VIlla-c (1.3 mmol) y
derivados de 8-hidroxiquinolinas propargiladas 1Va-g (1.0 mmol) en una mezcla terc-
butanol: agua (1:2 v/v). Se afiadio a esta solucion CuSO45H,0 (0.05 mmol) y ascorbato de
sodio (0.40 mmol) y se mantuvo en agitacién durante toda la noche a temperatura ambiente.
Se le adiciond solucion salina acuosa y se extrajd con acetato de etilo (3 x 20 mL) y secada
sobre Na>SOs. El crudo fue purificado mediante cromatografia en columna de silica

empleando como mezcla eluyente diclorometano-metanol 9:1 (v/v).
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Z 8-((1-Bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (29): A partir de 0.20 g

N

© (2.1 mmol) de IVa, 0.19 g (1.4 mmol) de bencilazida VIlla, 14 mg (0.055

%
@NNN mmol) de CuSO4+5H20 y 87 mg (0.44 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo
0.31 g del producto 29 como un sélido blanco, con un rendimiento del 90%; m.p. 87 — 88 °C.
IR (KBr, cm™): 3463, 3087, 2879, 1575, 1483. 'H RMN (400 MHz, DMSO), §: 8.95 (1H,
d, J = 3.0 Hz, 2-Hg), 8.42 (1H, dd, J = 8.6, 1.5 Hz, 4-Ho), 8.35 (1H, s, 3'-Hra), 7.73 (1H, d,
J = 8.6 Hz, 3-Ho), 7.66 (d, J = 8.5 Hz, 6-Ho), 7.41 (1H, d, J = 8.6 Hz, 7-Hg), 7.37 (2H, d, J
=5.3 Hz, 8'-Har- 10"-Hay), 7.38 — 7.32 (4H, m, 5-Hq, 7'-Har- 9'-Har - 11-Har), 5.59 (2H, s,
1’-CHy), 5.35 (2H, s, 5’-CH2) ppm. Anal. Calculado para C19H16N4O (316,36 g/mol): C,

72.13; H, 5.10; N, 17.71; O, 5.06.

¢ 8-((1-Bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-5-cloroquinolina (30): A partir de

W ) 0.25g (1.2 mmol) de 1Vc, 0.20 g (1.5 mmol) de bencilazida Vlla, 14 mg (0.06
N{N,N mmol) de CuSO4+5H20 y 91 mg (0.46 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo

0.34 g del producto 30 como un sélido blanco, con un rendimiento del 85%; m.p.

107 - 108 °C. IR (KBr, cm™): 3543, 2268, 1587, 1443, 1314. *H RMN (400 MHz, DMSO),
§:8.92 (1H, d, J = 3.0 Hz, 2-Hg), 8.49 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Hg), 8.33 (1H, s, 3'-Hra),
7.70 (1H, d, J = 8.5 Hz, 3-Ho), 7.69 (d, J = 8.4 Hz, 6-Hg), 7.40 (1H, d, J = 8.5 Hz, 7-Hy),
7.37 (2H, d, J = 5.3 Hz, 8'-Har- 10-Ha,), 7.35 — 7.31 (3H, m, 7'-Har- 9'-Har - 11-Ha/), 5.63
(2H, s, 1’-CHy2), 5.37 (2H, s, 5’-CHz) ppm. Anal. Calculado para CigH15CIN4O (350.81

g/mol): C, 65.05; H, 4.31; Cl, 10.11; N, 15.97; O, 4.56.
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¢ 8-((1-Bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-5,7-dicloroquinolina  (31): A

N ¢ partir de 0.32 g (1.3 mmol) de 1Vd, 0.22 g (1.7 mmol) de bencilazida Vllla, 17

~ N mg (0.08 mmol) de CuSO4+5H20 y 103 mg (0.52 mmol) de ascorbato de sodio,

se obtuvo 0.37 g del producto como un sélido beige, con un rendimiento del

75%; m.p. 146 - 147 °C. IR (KBr, cm™): 3124, 2108, 1515, 1321, 1084. *H RMN (400 MHz,
DMSO0), &: 9.05 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Hg), 8.55 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Hg), 8,07
(1H, s, 3'-Hra), 7.90 (1H, s, 6-Ho), 7.75 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.56 (2H, d, J = 5.3
Hz, 8'-Har-10"-Ha), 7.41 — 7.37 (3H, m, 7'-Har-9'-Har- 11'-Ha;), 5.47 (2H, s, 1’-CH>), 5.26
(2H, s, 5°-CH2) ppm. Anal. Calculado para C19H14Cl2N4O (385.25 g/mol): C, 59.24; H, 3.66;

Cl, 18.40; N, 14.54; O, 4.15.

¢ 7-Alil-8-((1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-5-cloroquinolina (32): A

A ~ partir de 0.30 g (1.16 mmol) de Vg, 0.20 g (1.51 mmol) de bencilazida
%\“N VIlla, 15 mg (0.06 mmol) de CuSO45H20 y 92 mg (0.46 mmol) de ascorbato
@ de sodio, se obtuvo 0.27 g del producto como un sélido beige, con un
rendimiento del 62%; m.p. 101 - 102 °C. IR (KBr, cm™): 3089, 2935, 1576, 798. 'H RMN
(400 MHz, DMSO), 8: 9.07 (1H, s, 3’-Hra), 8,75 (1H, dd, J = 4.2, 1.5 Hz, 2-Hg), 8.59 (1H,
dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 4-Hg), 7.85 (1H, s, 6-Ho), 7.75 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.52 (2H,
m, 8'-Har- 10'-Har), 7.39 (3H, m, 7'-Har-9'-Har- 11'-Hay), 6.13 (1H, ddt, J = 16.5, 10.0, 5.6
Hz, 2”’-Ha), 5.38 (2H, m, 3’-Hb, 3°°-Ha), 5.19 (2H, s, 1°-CH,), 4.86 (2H, dt, J = 5.6, 1.3 Hz,
5’-CHy), 3.63 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1"’-CHaai) ppm. Anal. Calculado para C22H19CIN4O

(385.25 g/mol): C, 67.60; H, 4.90; Cl, 9.07; N, 14.33; O, 4.09.
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@ 8-((1-Bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina (33): A partir
R de 0.29 g (1.51 mmol) de Vb, 0.26 g (1.96 mmol) de bencilazida VIlla, 19
7
@NNN mg (0.07 mmol) de CuSO45H20 y 120 mg (0.60 mmol) de ascorbato de sodio,
se obtuvo 0.41 g del producto como un sélido blanco, con un rendimiento del 83%; m.p. 153
- 154 °C. IR (KBr, cm™): 3653, 2968, 1634, 1187, 809. 'H RMN (400 MHz, DMSO), &:
8.34 (1H, s, 3'-Hra), 8.18 (1H, d, J = 8.4 Hz, 4-Ho), 7.46 (1H, dd, J = 8.0, 1,1 Hz, 3-Ho),
7.42 (1H, d, 7.6 Hz, 6-Hg), 7.40 — 7.32 (2H, m, 7'-Har, 9'-Har), 7.49 — 7.43 (7H, m, 5-Hg,
Har), 5.63 (2H, s, 1'-CHy), 5.35 (2H, s, 5'-CHy), 2.61 (3H, s, 2-CH3) ppm. Anal. Calculado

para C20H1sN4O (330.39 g/mol): C, 72.71; H, 5.49; N, 16.96; O, 4.84.

A

7-Alil-8-((1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (34): A partir de

N X

© 0.30 g (1.3 mmol) de Ve, 0.23 g (1.7 mmol) de bencilazida VIlla, 17 mg
%

@“NN (0.06 mmol) de CuSO4+5H20 y 106 mg (0.54 mmol) de ascorbato de sodio,
se obtuvo 0.36 g del producto como un sélido blanco, con un rendimiento del 77%; m.p. 167
- 168 °C. IR (KBr, cm™): 3087, 2123, 1612, 1257, 1075. *H RMN (400 MHz, DMSO), &:
8.94 (1H, d, J = 3.0, 2-Ho), 8.43 (1H, dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 4-Ho), 8.37 (1H, s, 3'-Hta), 7.81
(3H, m, 9'-Har, 10™-Har, 8-Har), 7.53 (2H, m, 7'-Har, 11'-Har), 7.38 (1H, m, 3-Ho), 7.31 (1H,
dd, J=8.5, 1.5 Hz, 5-Hg), 6.14 (1H, ddt, J = 17.5, 10.5, 5.5 Hz, 2°’-Ha), 5.63 (2H, s, 1'-CH5),
5.47 (1H, ddd, J = 17.5, 3.0, 1.5, 3°’-Hb), 5.36 (1H, ddd, J = 10.5, 2.6, 1.3, 3’-Ha), 4.86 (2H,
dt,J=5.5, 1.3 Hz, 1’-CHy), 3.61 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1°’-CHaaii) ppm. Anal. Calculado para

Ca2Ha0N4O (356.43 g/mol): C, 74.14: H, 5.66; N, 15.72; O, 4.49.
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Z 7-Alil-8-((1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina (35):
HaC™ N X
(0]

A partir de 0.28 g (1.2 mmol) de IVf, 0.20 g (1.5 mmol) de bencilazida
%

@NNN VIlla, 15 mg (0.06 mmol) de CuSO4.5H20 y 93 mg (0.47 mmol) de
ascorbato de sodio, se obtuvo 0.35 g del producto como un sélido blanco, con un rendimiento
del 81%; m.p. 113 - 114 °C. IR (KBr, cm™): 3100, 2098, 1595, 1472, 1384, 1095, 743. 'H
RMN (400 MHz, DMSO), §: 9.04 (s, 1H), 8.92 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 8.48 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
7.96 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.70 (dd, J = 7.8, 3.6 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.45 (d, J =
8.4 Hz, 1H), 5.45 (s, 2H) ppm. Anal. Calculado para C23H22N4O (356.43 g/mol): C, 74.57,;

H, 5.99; N, 15.12; O, 4.32.

@ 8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (36): A partir de
N

© 0.18 g (1,0 mmol) de 1Va, 0.20 g (1.3 mmol) de bencilazida V111b, 12 mg (0.049
cl & N
N—-N

mmol) de CuSO4+5H20 y 78 mg (0.39 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo
0.27 g del producto 36 como un sélido beige, con un rendimiento del 78%; m.p. 95 - 96 °C.
!H RMN (400 MHz, CDCl3), &: 8.97 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Hg), 8.45 (1H, dd, J = 8.6,
1.6 Hz, 4-Hq), 7.75 (1H, s, 3'-Hta), 7.51 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.48 (1H,d, J = 8.5
Hz, 6-Ho), 7.46 (1H, m, 5Hq,7.38 (1H, dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 10"-Ha), 7.27 (1H, td, J = 7.6,
1.9 Hz, 8'-Ha), 7.25 (1H, d, J = 8.5 Hz, 7-Ho), 7.21 (1H, td, J = 7.9, 1.3 Hz, 9"-Ha/), 7.15
(1H, dd, J = 7.5, 1.9 Hz, 7"-Ha/), 5.61 (2H, s, 1'-CHy), 5.51 (2H, s, 5'-CH,) ppm. Anal.
Calculado para C19H15CIN4O (350,81 g/mol): C, 65.05; H, 4.31; ClI, 10.11; N, 15.97; O,

4.56.
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¢ 5-cloro-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (37): A

X

vl partir de 0.20 g (0.9 mmol) de 1Vc, 0.18 g (1.2 mmol) de bencilazida VIl1b, 11

cl %N,N mg (0.046 mmol) de CuSO45H,0 y 73 mg (0.37 mmol) de ascorbato de sodio,

se obtuvo 0.29 g del producto 37 como un solido blanco, con un rendimiento del

86%; m.p. 102 - 103 °C. IR (KBr, cm™): 1589, 1465, 1373, 1234, 1095, 786, 755. 'H RMN
(400 MHz, CDCls), 5: 8.93 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.49 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-
Ho), 7.75 (1H, s, 3'-Hra), 7.51 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.48 (1H, d, J = 8.5 Hz, 6-
Ho), 7.38 (1H, dd, J=7.9, 1.3 Hz, 10-Har), 7.27 (1H, td, J = 7.6, 1.9 Hz, 8'-Har), 7.25 (1H,
d, J = 8.5 Hz, 7-Ho), 7.21 (1H, td, J = 7.9, 1.3 Hz, 9'-Ha/), 7.15 (1H, dd, J = 7.5, 1.9 Hz, 7'
Har), 5.61 (2H, s, 1’-CHy), 5.51 (2H, s, 5'-CH,) ppm. *C RMN (100 MHz, CDCls), §: 153.0,
149.9, 143.9, 140.8, 133.6, 133.2, 132.2, 130.6, 130.4, 130.0, 127.7, 127.1, 126.6, 123.9,
122.8,122.6, 110.1, 63.1, 51.6 ppm. Anal. Calculado para C19H14CI2N4O (385,25 g/mol): C,

59.24; H, 3.66; Cl, 18.40; N, 14.54; O, 4.15.

_ ¢ 5,7-dicloro-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina
[Nj@m (38): A partir de 0.23 g (0.9 mmol) de IVVd, 0,18 g (1.2 mmol) de bencilazida
cl quw VI1llb, 11 mg (0.046 mmol) de CuSO4.5H>0 y 72 mg (0.36 mmol) de ascorbato

de sodio, se obtuvo 0.28 g del producto 38 como un sélido blanco, con un
rendimiento del 74%; m.p. 124 - 125 °C. IR (KBr, cm™): 1589, 1465, 1373, 1234, 1095, 786,
755. 'H RMN (400 MHz, DMSO), &: 9.08 (1H, dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 2-Ho), 8.58 (1H, dd, J =
8.6, 1.6 Hz, 4-Ho), 8.17 (1H, s, 3'-Hta), 7.90 (1H, s, 6-Hg), 7.77 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-
Ho), 7.51 (1H, d, J = 7.9 Hz, 10-Ha), 7.40 (1H, td, J = 7.6, 1.7 Hz, 8'-Ha), 7.35 (1H, td, J
=7.4,1.4 Hz, 9"-Har), 7.04 (1H, d, J = 7.4 Hz, 7"-Ha), 5.68 (2H, s, 1-CH>), 5.61 (2H, s, 5'-

CH,) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCls), 8: 152.4, 148.6, 144.9, 141.5, 134.3, 133.5, 130.7,
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130.5, 129.6, 129.3, 128.2, 127.8, 126.9, 122.8 (2C), 122.3, 120.4, 60.3, 50.6 ppm. Anal.
Calculado para C19H13CIzN4O (419,69 g/mol): C, 54.38; H, 3.12; Cl, 25.34; N, 13.35; O,

3.81.

¢ 7-Alil-5-cloro-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-

7\

N = il)metoxi)quinolina (39): A partir de 0.15 g (0.6 mmol) de Vg, 0.12 g (0.8

(e}

c N{N,N mmol) de bencilazida VIl1b, 7 mg (0.029 mmol) de CuSO45H>0 y 46 mg
(0.23 mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.22 g del producto 39 como

un sélido beige, con un rendimiento del 88%; m.p. 138 - 139 °C. IR (KBr, cm™): 1589, 1465,
1373, 1234, 1095, 786, 755. *H RMN (400 MHz, CDCls), §: 8.93 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz,
2-Ho), 8.49 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.75 (1H, s, 3'-Hra), 7.51 (1H, dd, J = 8.6, 4.2
Hz, 3-Hg), 7.48 (1H, d, J = 8.5 Hz, 6-Hg), 7.38 (1H, dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 10-Ha), 7.27 (1H,
td, J = 7.6, 1.9 Hz, 8"-Ha), 7.25 (1H, d, J = 8.5 Hz, 7-Ho), 7.21 (1H, td, J = 7.9, 1.3 Hz, 9'-
Har), 7.15 (1H, dd, J = 7.5, 1.9 Hz, 7"-Har), 5.61 (2H, s, 1’-CHy), 5.51 (2H, s, 5'-CHa) ppm.
13C RMN (100 MHz, CDCls), §: 153.0, 149.9, 143.9, 140.8, 133.6, 133.2, 132.2, 130.6,
130.4, 130.0, 127.7, 127.1, 126.6, 123.8, 122.9, 122.5, 110.1, 63.1, 51.6 ppm. Anal.

Calculado para C19H13CIzsN4O (425,31 g/mol): C, 62.13; H, 4.27; Cl, 16.67; N, 13.17; O,

3.76.

fj@ 8-((1-(2-Clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina (40):
HsC” N

(o}

A partir de 0.18 g (0.9 mmol) de 1Vb, 0.18 g (1.2 mmol) de bencilazida vi, 11
cl & N
N—N

mg (0.046 mmol) de CuSO45H,0 y 72 mg (0.36 mmol) de ascorbato de sodio,
se obtuvo 0.29 g del producto 40 como un sélido blanco, con un rendimiento del 87%; m.p.

114 - 115 °C. IR (KBr, cm™): 3589, 2659,1456, 1195, 755. *H RMN (400 MHz, DMSO0), &:
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8.31 (1H, s, 3'-Hra), 8.16 (1H, d, J = 8.4 Hz, 4-Ho), 7.51 (1H, dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 3-Ho),
7.46 (1H, dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 5-Hq), 7.42 (1H, d, J = 7.6 Hz, 6-Hg), 7.39 (1H, s, 7-Hq), 7.36
(2H, dd, J = 3.7, 1.6 Hz, 7"-Har- 8'-Har), 7.34 (1H, dd, J = 7.3, 1.5 Hz, 9"-Has), 7.23 (1H, dd,
J=7.4,1.8Hz, 10"-Har), 5.73 (2H, s, 5'-CH2), 5.39 (2H, s, 1'-CH>), 2.61 (3H, s, 2-CH3) ppm.
Anal. Calculado para C20H17CIN4O (364,83 g/mol): C, 65.84; H, 4.70; Cl, 9.72; N, 15.36;

0, 4.30.

z 7-Alil-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina  (41):
O(\L A partir de 0.15 g (0.6 mmol) de 1Ve, 0.13 g (0.9 mmol) de bencilazida vi, 8
%

) il mg (0.034 mmol) de CuSO4+5H20 y 53 mg (0.27 mmol) de ascorbato de
sodio, se obtuvo 0.20 g del producto 41 como un sélido blanco, con un rendimiento del 75%;
m.p. 122 - 123 °C. IR (KBr, cm™): 1589, 1465, 1373, 1234, 1095, 786, 755. 'H NMR (400
MHz, CDCls), &: 8.93 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Hg), 8.49 (1H, dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 4-Ho),
7.75 (1H, s, 3'-Hta), 7.51 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.48 (1H, d, J = 8.5 Hz, 6-Hy),
7.38 (1H, dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 10"-Ha,), 7.27 (1H, td, J = 7.6, 1.9 Hz, 8'-Hay), 7.25 (1H, d, J
= 8.5 Hz, 7-Hg), 7.21 (1H, td, J = 7.9, 1.3 Hz, 9'-Ha), 7.15 (1H, dd, J= 7.5, 1.9 Hz, 7"-Ha),
5.61 (2H, s, 1'-CHy), 5.51 (2H, s, 5'-CH2) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCls): § 153.0, 149.9,
143.9, 140.8, 133.6, 133.2, 132.2, 130.6, 130.4, 130.0, 127.7, 127.1, 126.6, 123.8, 122.9,
122.5, 110.1, 63.0, 51.6. Anal. Calculado para C22H19CIN4O (390,87 g/mol): C, 67.60; H,

4.90; Cl, 9.07; N, 14.33; O, 4.09.
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Z 7-Alil-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metil
quinolina (42): A partir de 0.17 g (0.7 mmol) de 1Vf, 0.14 g (0.9 mmol)

NN de bencilazida V111b, 9 mg (0.036 mmol) de CuSO45H,0 y 57 mg (0.29
mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.24 g del producto 42 como un sélido blanco, con
un rendimiento del 83%; m.p. 165 - 166 °C. IR (KBr, cm™): 1589, 1465, 1373, 1234, 1095,
786, 755. 'H RMN (400 MHz, CDCls), &: 8.93 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.49 (1H, dd,
J=8.6, 1.6 Hz, 4-Hq), 7.75 (1H, s, 3’-Hra), 7.51 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.48 (1H,
d, J = 8.5 Hz, 6-Ho), 7.38 (1H, dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 10-Ha/), 7.27 (1H, td, J= 7.6, 1.9 Hz, 8
Has), 7.25 (1H, d, J = 8.5 Hz, 7-Hg), 7.21 (1H, td, J = 7.9, 1.3 Hz, 9"-Ha,), 7.15 (1H, dd, J =
7.5, 1.9 Hz, 7"-Har), 5.61 (2H, s, 1'-CHy), 5.51 (2H, s, 5'-CH>) ppm. 3C RMN (100 MHz,
CDClg), 6: 153.0, 149.9, 143.9, 140.8, 133.6, 133.2, 132.2, 130.6, 130.4, 130.0, 127.7, 127.1,
126.6, 123.8, 122.9, 122.5, 110.1, 63.1, 51.6. Anal. Calculado para C23H2:CIN4O (404,90

g/mol): C, 68.23; H, 5.23; Cl, 8.76; N, 13.84; O, 3.95.

(j@ 8-((1-(2-Bromobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (43): A partir
N

(e}

de 0.20 g (1.1 mmol) de 1Va, 0,22 g (1.4 mmol) de bencilazida VIlic, 14 mg
¢ 7

B il (0.055 mmol) de CuSO45H,0 y 87 mg (0.44 mmol) de ascorbato de sodio, se
obtuvo 0.33 g del producto 43 como un solido blanco, con un rendimiento del 76%; m.p. 85
-85 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls), : 8.92 (1H, dd, J = 4.2, 1.5 Hz, 2-Hg), 8.41 (1H, dd,
J=8.6, 1.6 Hz, 4-Hg), 7.69 (1H, s, 3'-Hra), 7.51 (1H, m, 3-Hg), 7.42 (1H, d, J = 8.5 Hz, 6-
Ho), 7.35 (1H, dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 10"-Ha/), 7.23 (1H, td, J = 7.5, 1.5 Hz, 8'-Ha,), 7.28 (1H,
d, J = 8.5 Hz, 7-Ho), 7.21 (1H, td, J = 7.5, 1.5 Hz, 9'-Ha), 7.11 (1H, dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 7'-
Har), 5.65 (2H, s, 1'-CHy), 5.49 (2H, s, 5’-CH>) ppm. Anal. Calculado para CigH15sBrNsO

(395,26 g/mol): C, 57.74; H, 3.83; Br, 20.22; N, 14.17; O, 4.05.
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¢ 5-Cloro-8-((1-(2-bromobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (44):
=

X

vl A partir de 0.23 g (1.2 mmol) de 1\Vc, 0.25 g (1.6 mmol) de bencilazida Vlllc,

Br %\N,N 16 mg (0.063 mmol) de CuS0O4.5H20 y 99 mg (0.50 mmol) de ascorbato de
sodio, se obtuvo 0.38 g del producto 44 como un so6lido blanco, con un
rendimiento del 71%; m.p. 133 - 134 °C. IR (KBr, cm™): 1553, 1461, 1325, 1289, 799. H
RMN (400 MHz, DMSO0), &: 8.92 (1H, d, J = 2.8 Hz, 2-Hg), 8.49 (1H, dd, J = 8.5, 1.5 Hz,
4-Ho), 8.33 (1H, s, 3’-Hta), 7.70 (3H, m, 3-Hq, 6-Hq, 10’-Har), 7.40 (2H, m, 8'-Har, 9’-Har),
7.31 (1H, td, J = 7.7, 1.6 Hz, 7-Hg), 7.18 (1H, dd, J = 7.5, 1.4 Hz, 7"-Ha), 5.72 (2H, s, 1'-
CH>), 5.39 (2H, s, 5'-CH>) ppm. 3C RMN (101 MHz, DMSO), §: 153.3, 152.6, 149.8, 142.5,
140.3, 139.9, 134.8, 132.9, 132.2, 130.5, 128.3, 126.7, 125.5, 122.9, 122.1, 121.2, 110.4,
62.0, 53.0 ppm." Anal. Calculado para C19H14BrCIN4O (429,70 g/mol): C, 53.11; H, 3.28;

Br, 18.60; Cl, 8.25; N, 13.04; O, 3.72.

_ ¢ 5,7-Dicloro-8-((1-(2-bromobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina
[Nj:j\c' (45): A partir de 0.17 g (0.7 mmol) de IVVd, 0,13 g (0.9 mmol) de bencilazida
Br N{N,N Vlllic, 8 mg (0.034 mmol) de CuSO45H20 y 53 mg (0.27 mmol) de ascorbato

de sodio, se obtuvo 0.22 g del producto 45 como un sélido blanco, con un
rendimiento del 72%; m.p. 151 - 152 °C. *H RMN (400 MHz, DMSO), §: 9.02 (1H, dd, J =
4.3,1.6 Hz, 2-Hg), 8.27 (1H, dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 4-Ho), 8.04 (1H, s, 3'-Hra), 7.85 (1H, s, 6-
Ho), 7.63 (1H, dd, J = 8.5, 4.3 Hz, 3-Ho), 7.47 (2H, d, m, 7'-Har 8'-Has), 7.35 (2H, m, 7'-Har,
10'-Har), 5.68 (2H, s, 1'-CHj), 5.61 (2H, s, 5-CHz) ppm. Anal. Calculado para

C19H13BrCIoN4O (464,14 g/mol): C, 49.17; H, 2.82; Br, 17.22; Cl, 15.28; N, 12.07; O, 3.45.
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¢ 7-Alil-5-cloro-8-((1-(2-bromobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)
Nl ~ quinolina (46): A partir de 0.15 g (0.6 mmol) de Vg, 0.12 g (0.8 mmol) de
Br %\N,N bencilazida VIlic, 7 mg (0.029 mmol) de CuSO45H,0 y 46 mg (0.23 mmol)
de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.19 g del producto 46 como un solido

blanco, con un rendimiento del 71%; m.p. 177 - 178 °C. IR (KBr, cm™): 1544, 1392, 1201,
786. 'H RMN (400 MHz, CDCls), 5: 8.47 (1H, dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2-Ho), 8.03 (1H, dd, J =
8.5, 1.7 Hz, 4-Ho), 7.29 (1H, s, 3'-Hra), 7.05 (1H, dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 3-Hg), 7.02 (1H, s, 6-
Ho), 6.91 (1H, dd, J=7.9, 1.3 Hz, 10’-Har), 6.83 — 6.80 (1H, m, 8'-Har), 6.80 — 6.78 (1H, m,
9'-Har), 6.75 (1H td, J = 7.5, 1.4 Hz, 7'-Ha/), 6.18 (1H, m, 2”>-Ha), 5.25 — 5.17 (2H, m, 3"’
Hb, 3°’-Ha), 5.15 (2H, s, 1'-CHz2), 5.04 (2H, s, 5'-CH>), 3.66 (2H, d, J = 6.5 Hz, CH2aiit) ppm.
Anal. Calculado para C22H18BrCIN4O (469,77 g/mol): C, 56.25; H, 3.86; Br, 17.01; CI, 7.55;

N, 11.93; O, 3.41.

@ 8-((1-(2-Bromobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metilquinolina
o O(\L (47): A partir de 0.17 g (0.9 mmol) de 1Vb, 0.17 g (1.1 mmol) de bencilazida
. 7
"l Vilic, 11 mg (0.043 mmol) de CuSOs5H;0 y 68 mg (0.34 mmol) de
ascorbato de sodio, se obtuvo 0.27 g del producto 47 como un solido blanco, con un
rendimiento del 77%; m.p. 144 - 145 °C. IR (KBr, cm™): 1563, 1309, 1214, 812. 'H RMN
(400 MHz, DMSO), &: 8.31 (1H, s, 3'-Hra), 8.18 (1H, d, J = 8.4 Hz, 4-Hg), 7.69 (1H, dd, J
= 8.0, 1.2 Hz, 10"-Ha), 7.47 (1H, dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 5-Hg), 7.44 — 7.40 (2H, m, 3-Hg, 6-
Ho), 7.39 (1H, dd, J = 4.4, 1.6 Hz, 8'-Har), 7.37 — 7.29 (M, 9"-Har, 7"-Har), 7.17 (1H, dd, J =
7.6, 1.6 Hz, 6-Hq), 5.72 (2H, s, 5'-CHy), 5.37 (2H, s, 1'-CHy), 2.62 (3H, s, 2-CHs) ppm. 13C

RMN (100 MHz, CDCls), 8: 158.2, 157.8, 144.91, 139.9, 137.3, 133.4, 133.3, 130.1, 128.3,
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127.8,127.4,125.0,124.9, 122.6, 122.4, 120.0, 112.0, 58.5, 50.3, 24.0 ppm. Anal. Calculado

para CooH17BrN4O (409,29g/mol): C, 58.69; H, 4.19; Br, 19.52; N, 13.69; O, 3.91.

- 7-Alil-8-((1-(2-bromobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina (48):
A partir de 0.15 g (0.7 mmol) de Ve, 0.13 g (0.9 mmol) de bencilazida Vlllc,
8 mg (0.034 mmol) de CuSO45H.0 y 53 mg (0.27 mmol) de ascorbato de
sodio, se obtuvo 0.21 g del producto 48 como un sélido blanco, con un rendimiento del 72%;
m.p. 102 -103 °C. *H RMN (400 MHz, DMSO0), &: 9.02 (1H, s, 3'-Hra), 8.92 (1H, d, J = 3.0,
2-Ho), 8.43 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz, 4-Ho), 7.85 (2H, dd, J = 7.5, 1.6, 9-Har, 10-Har), 7.63
(2H, m, 7"-Har, 8'-Har,), 7.35 (1H, m, 3-Ho), 7.28 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz, 5-Hg), 6.12 (1H,
ddt, J = 17.5, 10.5, 5.5 Hz, 2”>-H), 5.41 (1H, ddd, J = 17.5, 3.0, 1.5, 3”>-Hp), 5.36 (1H, ddd,
J=10.5,3.0, 1.5,3-Ha), 4.78 (2H, dt, J = 5.5, 1.5 Hz, 1°-CH>), 3.82 (2H, d, J= 6.5 Hz, 1"’
CHzaiit) ppm. Anal. Calculado para C22H19BrN4O (435,32g/mol): C, 60.70; H, 4.40; Br,

18.36; N, 12.87; O, 3.68.

~ 7-Alil-8-((1-(2-bromobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2-metil
;L quinolina (49): A partir de 0.20 g (0.8 mmol) de 1Vf, 0.17 g (1.1 mmol)
Br
! de bencilazida Vlllc, 11 mg (0.042 mmol) de CuSO45H,0 y 67 mg (0.34
mmol) de ascorbato de sodio, se obtuvo 0.31 g del producto 49 como un sélido blanco, con
un rendimiento del 81%; m.p. 164 - 165 °C. IR (KBr, cm™): 1589, 1465, 1373, 1234, 1095,
786, 755. 'H RMN (400 MHz, DMSO0), &: 9.05 (1H, s, 3'-Hra), 8.27 (1H, dd, J = 8.5, 1.7
Hz, 4-Hq), 7.98 (2H, dd, J=7.5, 1.5, 10"-Har, 9'-Hay), 7.47 (2H, m, 8'-Har, 7'-Has), 7.64 (1H,
m, 3-Hg), 7.46 (2H, m, 5-Hg, 6-Hg), 6.12 (1H, m, 2°’-Ha), 5.35 (1H, m, 3’’-Hy), 5.42 (1H,

m, 3°°-Ha), 4.82 (2H, dt, J = 5.5, 1.6 Hz, 1°-CH>), 3.61 (2H, d, J = 6.5 Hz, 1”>-CHaait), 2.72
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(3H, s, 2-CHs) ppm. Anal. Calculado para C23H21BrN4O (449,35 g/mol): C, 61.48; H, 4.71,

Br, 17.78; N, 12.47; O, 3.56.

2.4 Discusioén de resultados

2.4.1 Etapa A. Diversificacién del anillo 8-hidroxiquinolinico.

La primera etapa del desarrollo del presente proyecto contempl6 el disefio de
diferentes rutas sintéticas conocidas y de facil ejecucién con el objetivo de diversificar el
anillo 8-hidroxiquinolinico de cuatro 8-hidroxiquinolinas comerciales, - 8-hidroxiquinolina
(1a), 2-metil-8-hidroxiquinolina (Ib), 5-cloro-8-hidroxiquinolina (Ic) y 5,7-dicloroquinolina
(1d) haciendo moléculas quinolinicas precursoras de los hidridos deseados. Un esquema
general de la sintesis de derivados de la 8-hidroxiquinolina (en total 21 derivados sintéticos)
que se llevo a cabo mediante reacciones de sustitucion sobre el grupo hidroxilo de la molécula
se presenta en la Figura 32; algunos de los cuales fueron empleados como precursores en
sintesis posteriores sirviéndose de las propiedades quimicas de cada uno de los fragmentos

afadidos.
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Figura 32.

Esquema general de sintesis de analogos de 8-hidroxiquinolina (8-HQ).
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2.4.1.2 Sintesis de derivados O-alilados

En primer lugar, a través de una reaccion de O-alilacion de la 8-hidroxiquinolina (1a)
y sus analogos sustituidos Ib,c (figura 33) y condiciones previamente estudiadas y reportadas

por el grupo de investigacion (Mufioz Acevedo, 2010) empleando bromuro de alilo,
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carbonato de potasio y acetona como disolvente se obtuvieron tres O-alil-derivados
quinolinicos Ila-c con buenos rendimientos. Algunas caracteristicas propiedades fisicas que

se muestran en la Tabla 1.

Figura 33.

Preparacion de derivados O-alilados lla-c a partir de 8-hidroquinolinas comerciales

Ry R,
X K,CO3 N
N Br —————— _
= acetona R N~ R
Rj N” TRy ! 3 1
OH reflujo _~_0O
Z
la-c lla-c

Tabla 1.

Resumen general de derivados obtenidos de la reaccion O-alilacion.

Formula Punto de
Comp. Il R1 R, Rs Rto (%)  Aspecto fisico
condensada fusion, °C
a H H H C12H11NO 83 Aceite naranja -
b CHs3 H H Ci13H1sNO 81 Aceite amarillo -
c H Cl H C12H10CINO 78 Sélido beige 89 -91

Las estructuras de los derivados O-alilados fueron corroboradas mediante técnicas
espectroscépicas. La introduccion del grupo alilo dentro de las estructuras se vio reflejada en
los espectros de infrarrojo por la desaparicion de las bandas de tension del grupo hidroxilo y

la aparicion de las bandas de absorcion caracteristicas del grupo alilo.

El espectro IR del compuesto Ila se muestra en la figura 34 y se presenta a manera

de ejemplo, donde las frecuencias de tension del enlace =C-H oléfinico asimetrico y las del
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enlace C=C del grupo alilo aparecen en 3070 cm™ y 1614 cm, respectivamente. Igualmente,

el espectro muestra las bandas de absorcion de estiramiento simétrico y asimétrico de la

funcion éter C-O-C en 1260 cm™ y 1077 cm™ correspondientemente y la tension C-H de la

funcion -OCH:- (2921 cm'Y).

Figura 34.

Espectro IR de 8-(aliloxi)quinolina (l1a).
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Los experimentos de resonancia magnetica nuclear de protones permitieron la

confirmacion de las respectivas estructuras. En la figura 35 se muestra el espectro *H-RMN

de Ila. Se observa la distribucion de los protones aromaticos, olefinicos y alifaticos.
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Figura 35.

Espectro 1H-RMN de 8-(aliloxi)quinolina (l1a).
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Las sefiales producidas por los hidrégenos olefinicos y los metilénicos, asi como sus

respectivos desdoblamientos se repiten para todos los alil-derivados sintetizados, aungque con

algunas diferencias en sus desplazamientos quimicos. La multiplicidad para el proton

olefinico 2°’-Ha que se presenta a 6.19 ppm fue doble doblete de tripletes con constantes de

acoplamiento de 17.3 Hz que corresponden al acoplamiento trans con el proton 3°’-Hb, 10.6

Hz correspondiente a su acoplamiento cis con el proton 3°’-Ha y 5.5 Hz correspondiente a su

acoplamiento con los protones metilénicos 1’-CHa. Se confirma la asignacion con las sefiales

a5.45 ppm y 5.31 ppm asignadas a los protones 3’’-Hb y 3°’-Ha.
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Las sefiales caracteristicas de la presencia del grupo alilo correspondiente a los protones 2°’-

Ha, 3”’-Ha, 3”’-Hb y 1’-CH: de los derivados se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2.

Sefales caracteristicas de los hidrogenos alilicos encontrados en los compuestos Ila-c.

Comp. Sefiales *H-RMN [ (ppm), multiplicidad, y J (Hz)]

2”’-Ha 3”-Ha 3”-Hb 1’-CH2

lla 6.19, ddt, 5.31, ddd, 5.45, ddd, 4.83, dt,
J=173,106,55 J=105,26,13 J=173,3.0,15 J=5513

b 6.04, ddt, 5.30, dd, 5.43, dqg, 4.74, d,
J=17.1,104,53 J=105,16 J=173,16 J=5.3Hz,

lic 6.14, ddt, 5.30, dd, 5.49, dq, 4.74, d,

J=17.2,10.6,5.3 J=105,17 J=1731 J=53

El analisis del espectro de 3C RMN de 8-aliloxiquinolina (11a) indicé que el nimero
de sefiales en el espectro coinciden con el nimero de sefiales esperado para la molécula.
Dentro de las sefiales encontradas se destacan las sefiales presentes en 69.81 ppm, 133.15

ppm y 118.44 ppm correspondiente al fragmento alilico.

2.4.1.2 Transposicion de Claisen

Los derivados o-alilados obtenidos de la etapa anterior fueron sometidos a reaccion
de transposicion de Claisen térmica (Figura 36) con el fin de dejar disponible la posicién

hidroxilo para poder realizar luego la reaccién de O-propargilacion.
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Figura 36.

Sintesis de 7-alil-8-hidroxiquinolinas llla-c obtenidas a través de transposicion de Claisen.
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Para llevar a cabo esta reaccion se empled 1,2-diclorobenceno (1,2-DCB) como
disolvente de caracter polar con alta temperatura de ebullicion, caracteristicas necesarias de
un disolvente para asistir la reaccion de transposicion (Hiersemann & Nubbemeyer, 2007).

Los productos obtenidos Il1a-c y sus principales caracteristicas fisicas se resumen en la Tabla

3.

Tabla 3.

Resumen general de derivados Illa-c obtenidos de la reaccion de transposicion.

Rto Formula Punto de
Comp. |11 R1 R2 Aspecto fisico
(%) condensada fusién, °C
Aceite
a H H 71 C12H11NO -
amarillo
Aceite
b CH;s H 64 Ci3H1zNO -
amarillo

c H Cl 87 C12H10CINO  Sdlido blanco 105 - 107
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El reordenamiento intramolecular del grupo alilo en las estructuras de las 8-alil-
oxiquinolinas (lla-c) y su transformacion a las respectivas 7-alil-8-hidroxiquinolinas (I11a-
c) se evidencid en un primer momento mediante espectroscopia de infrarrojo. A manera de
ejemplo, el andlisis del espectro IR del compuesto Illa permite observar nuevamente las
frecuencias de tension y flexion del grupo hidroxilo y la conservacion de las bandas
caracteristicas del grupo alilo. Del espectro se destacan ademas de las sefiales caracteristicas
del grupo alilo de su derivado precursor, las sefiales a 3175, 1462, 1234 (cm™) que pueden

ser atribuidas a las flexiones y estiramientos del grupo -OH (figura 37).

Figura 37.
Espectro IR de 7-alilquinolin-8-ol (I11a).
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La confirmacidn estructural de los derivados transpuestos se llevo a cabo mediante
RMN de protones y carbono. En la figura 38 se muestra el espectro *H-RMN en el cual se

pueden destacar las sefiales caracteristicas del grupo alilo como en su derivado precursor Ila
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y la ausencia de la sefial de resonancia del proton 7-Hq. Lo que permite confirmar el
reordenamiento intramolecular del grupo alilo de la posicion 8 unido a un &tomo de oxigeno
a la posicion 7 del anillo quinolinico. La anterior afirmacidn se puede corroborar también
observando el moderado desplazamiento quimico junto con la multiplicidad ya no tan
evidente de las sefiales correspondientes a los protones olefinicos (3’’-Ha y 3°’-Hb) que
muestran un corrimiento hacia campos mas altos pasando de un desplazamiento quimico de

5.45-5.31 ppm a 5.18 - 5.09 ppm.

Figura 38.
Espectro 1H RMN de 7-alil-8-hidroxiquinolina (I11a).
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Las sefales caracteristicas de la presencia del grupo alilo correspondiente a los

protones 2°’-Ha, 3’’-Ha, 3’’-Hb y 1’-CH> de los derivados se resumen en la Tabla 4. Otro
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cambio espectral confirmatorio de la obtencion de los compuestos transpuestos se observé
por el corrimiento de la sefial caracteristica del carbono del sistema alilico 1’-CH> que al estar
enlazado a un atomo electronegativo como el oxigeno resond a campos mas bajos mientras
que si se encontraba enlazado al sistema aromatico del anillo quinolinico reson6 a campos

mas altos.

Tabla 4.

Sefiales caracteristicas de los hidrdgenos alilicos encontrados en los compuestos Illa-c.

Sefiales 'H-RMN [& (ppm), multiplicidad, y J (Hz)]

Comp. 111
2”’-Ha 3’-Ha 3”-Hb 1’-CH:2
6.10, ddt, 3.66, d,
a 518 -5.09, m
J=16.6,10.0,6.5 J=6.5Hz
5.97, ddt, 5.12, dd, 5.32, dqg, 4.32, d,
b
J=17.2,105,5.2 J=105,16 J=173,16 J=53Hz,
6.14, ddt, 5.30, dd, 5.43, dq, 4.80, dt,
c
J=17.3,10.6,5.5 J=105,13 J=173,16 J=54,14

Una confirmacién de la frase anterior se comprueba en la superposicion de los
espectros de *C-RMN de la oxiquinolina O-allilada Ila (azul) y la 7-allil-oxiquinolina I11a
(verde) donde se ven claramente sus respectivos sefiales de grupo CH, (69.77 ppm y 34.08

ppm) (figura 39).
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Figura 39.

Comparacion de los espectros de 13C-RMN de los compuestos lla (azul) y Illa (verde).
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2.4.1.3 Sintesis de derivados O-propargilados

La importancia de la inclusion del fragmento propargilo a los derivados 8-
hidroxiquinolinicos radica en la variedad de reacciones que pueden llevarse a cabo a través
de la quimica de los alquinos para generar nuevas librerias de hibridos moleculares que

incluyan este heterociclo como uno de sus farmacoforos.

Como el mecanismo de la reaccion también incluye la formacion de un ion alcoxido
a través de la abstraccion de un protén por una base, se emple6 carbonato de potasio la cual
arrojo buenos resultados en la etapa anterior de reaccion de alilacion. Asi mismo se emple6
yoduro de potasio para generar un intercambio del &tomo de bromo por el atomo de yodo, el

cual es mejor grupo saliente en la subsecuente reaccion de sustitucion (figura 40).
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Figura 40.

Preparacion de derivados O-propargilados de 8-hidroxiquinolinas comerciales y sintéticas.

R2 RZ
X K,CO3 / Kl A
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Los derivados propargilados se obtuvieron como aceites y sélidos de color beige a

rojizos y con rendimientos aceptables entre 63-84% (Tabla 5).

Tabla 5.

Derivados 8-hidroxiguinolinicos O-propargilados 1Va-g.

Comp.l Férmula Punto de
Ry R, Rs  Rto (%) Aspecto fisico
\ condensada fusion (°C)
a H H H 70 C12HgNO Aceite pardo oscuro -
Aceite amarillo
b CHs H H 78 Ci13H11NO -
trasldcido
c H Cl H 63 C12HgCINO Sélido beige 116 -118
d H Cl Cl 84 Ci12H;CI2;NO Solido blanco 107 - 109
e H H Alilo 81 CisH13NO Aceite amarillo -
f CHs H Alilo 84 C16H1sNO Aceite amarillo -

g H Cl  Alilo 78 C1sH12,CINO Aceite amarillo -
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La estructura de los compuestos sintetizados fue confirmada mediante analisis
instrumental. Haciendo uso de espectroscopia infrarroja, se puede confirmar la desaparicion
de la banda de tension propia del grupo —OH y la aparicion de la banda de tension y flexion
del grupo alquino terminal (C-H) en 3100 cm™ y 740 cm™, asi como la tensién (CEC)

alrededor de 2100 cm™ (figura 41).

Figura 41.

Espectro IR de la 5-cloro-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (IVa).
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La estructura de los compuestos propargilados fue también confirmada mediante el
método *H-RMN. El espectro del compuesto 5-cloro-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (1\Vc),
donde se pueden apreciar 7 grupos de sefiales que integran para 8 protones como era de

esperarse para la molécula sintetizada (figura 42).



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 119

A campo mas alto se encuentra ubicada la sefial en 8.94 ppm correspondiente al
proton 2-Hg (dd, J = 4.2, 1.7 Hz), que aparece como un doblete y acopla en posicion meta
con el protén 4-Hqg (dd, J = 8.6, 1.7 Hz) como se puede corroborar con su constante de
acoplamiento de 1.7 Hz. Este ultimo protdn a su vez ve en su entorno quimico al proton 3-
Hg con un corrimiento a 7.50 ppm (dd, J = 8.6, 4.1 Hz) cuya sefial aparece solapada con la
dobleta asiganada del protén 6-Hg a 7.50 ppm (d, J = 8.4 Hz) que a su vez desdobla con un
contante de acoplamiento en posicion meta al proton 7-Hg, cuya sefial aparece en el espectro

con un corrimiento de 7.14 ppm (d, J = 8.4 Hz).

Finalmente, en la regién de campo bajo se encuentra la sefial de los protones
metilénicos del carbono enlazado directamente al atomo de oxigeno en un corrimiento de
4.98 ppm y una constante de acoplamiento con el proton metinico del alquino terminal de

2.4 Hz que confirman la introduccion del grupo propargilo al anillo quinolinico.

Los desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de los
protones en los espectros *H-RMN de los analogos hidroxiquinolinicos O-propargilados se

presentan en la Tabla 6.
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Figura 42,
Espectro 1H-RMN de 5-cloro-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (IVc).
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Tabla 6.
Sefales caracteristicas de los protones de los derivados O-propargilados 1Va-g.
Sefiales *H-RMN [8 (ppm), multiplicidad, y J (Hz)]
Comp.
2-Ho 4-Ho 3-Ho 6-Ho 5-Hg 7-Ho 1’-CH. 3-CH
8.44, dd, 8.09, dd, 7.21-719 7.17, dd, 6.85 4.93,d, 2.47,t,
IVa
J=41,16 J=83 16 m J=85,42 m J=24 J=24
(2-CHa) 7.89, d, 7.18,d, 7.27-17.29, 7.13, dd, 4.91,d, 2.41,t,
1Vb
2.67, m J=84Hz J=84 m J=57,33 J=24 J=24
8.94, dd, 8.48, dd, 7.51,t, 7.49,t,J 7.14,d, 4.98,d, 2.51,t,
Ve -
J=4217 J=86,17 J=21 =20 J=84 J=24 J=24
9.05, dd, 8.55, dd, 7.75,dd,J 5.26, d, 3.51,t,
1vd 7.96,s -X -
J=42,16 J=86,16 =86,4.2 J=25 J=25
2-Ho 4-Ho 3-Ho 6-Ho 5-Hg 7-Hq 1’-CH. 3-CH 2’’-Ha 3’-Hb 3”-Ha 17-CHzalil
6.10, ddt,
8.58, dd, 8.09, dd, 7.40 -7.36 7.20, d, 4.93,d, 2.47,1, 5.28-5.19 3.66, d,
Ve - J=16.6,10.0,
J=4215 J=83,15 m J=84 J=24 J=24 m J=6.5Hz
6.5
(2-CH3) 5.79, ddt, 5.01, dd,
7.74,d, 7.06,d,J= 6.93 2.41,t, 5.49, dq, 4.14,d,
\%i 2.59 - J=17.2,105, J=105,
J=83 7.7 m J=24 J=173,1.6 J=53
S 5.2 1.6
5.83, ddt,
8.74, dd, 8.34, dd, 7.42,dd,J 7.38, 4.91,d, 245, t, 5.23-5-27 4.21,d,
Vg - - J=17.2,10.5,
J=4216 J=85,16 =85,4.2 S J=24 J=25 m J=52
5.2
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En resumen, se obtuvieron siete derivados O-propargilados, precursores
indispensables para la sintesis de hibridos hidroxiquinolin-azoles a través de reaccién de

cicloadiciones 1,3-dipolar que se discute mas adelante.

2.4.1.4 Sintesis de derivados con cloruro de 4-nitrobenzoilo y cloruro de metalilo

Buscando generar un rango mas amplio de derivados del ndcleo 8-hidroxiquinolinico

se sintetizaron cuatro derivados adicionales: dos a partir de la sustitucion con cloruro de 4-

nitrobenzoilo y dos con cloruro de metalilo como se muestra en la figura 43.

Figura 43.

Obtencion de derivados a partir de cloruro de 4-nitrobenzoilo y cloruro de metalilo

R, e

A C

~
Rs N” R,

.
0.0 K,COs / K K,CO3 / K
acetona, rt Rs acetona, rt
Va,b CH3 Via,b

Se emplearon las mismas condiciones de las reacciones de sustitucion nucleofilica
manejadas en las de las etapas anteriores (carbonato de potasio, yoduro de potasio y acetona
como disolvente, figura 43). En la Tabla 7 se observan las propiedades fisicas de los

compuestos sintetizados que fueron obtenidos con rendimientos aceptables superiores a 67%.
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Tabla 7.

Rendimientos y propiedades fisicas de los compuestos V' y VI.

Rto Formula Punto de
Comp. R1 R, Rs3 Aspecto fisico

(%) condensada fusién (°C)

Va H H H 67 Ci16H10N204 S6lido amarillo 102 — 103
C16HsCIN,O
Vb H Cl H 72 Sélido amarillo 126 - 128
4

Vlia H H H 76 Ci13H13NO Solido beige 97 - 98
Vlib CH3 H H 83 C14H15sNO Aceite amarillo -

Las estructuras de los productos sintetizados fueron confirmadas por experimentos de
resonancia magnética nuclear y los espectros de un ejemplo de cada uno de ellos se pueden
observar en las figuras 44 y 45. En cada uno de ellos se presentan el grupo de sefiales,
desplazamientos y los desdoblamientos, asi como su correspondiente asignacion de cada uno

de los protones esperados para los productos sintetizados.
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Figura 44,

Espectro 1H-RMN de 2-metil-8-((2-metilalil)oxi)quinolina (VIb).
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Figura 45.
Espectro 1H-RMN de 5-cloroquinolin-8-il 4-nitrobenzoato (Vb).
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2.4.2 Etapa B. Sintesis de hibridos triazol-hidroxiquinolinas, TA-HQus

Una vez obtenidos los derivados diversificados del anillo 8-hidroxiquinolinico de los
cuales los derivados propargilados se emplean como precursores en la sintesis de hibridos,
se procedié a sintetizar siete aril(bencil) azidas Vlla-d y Vllla-c a partir de anilinas
empleando nitrito de sodio con &cido clorhidrico concentrado y azida de sodio (Figura 46) o

cloruro de bencilo en DMF y azida de sodio (Figura 47) segun fue el caso (Irfan et al., 2015).

Figura 46.

Esquema general de sintesis de azidas VII a-d a partir de analogos de anilinas.

NH
’ NaNO, NaN; N3 aR;=H,Rs=H; bR, =H, Rs =Br;
- cR;=H,R5=Cl;dR;=Cl,R5=H

Rs R4 Rs

H,0 / HClgone R, Vlla-d

Figura 47.

Esquema general de sintesis de azidas Vllla-c a partir de analogos de bromuro de bencilo.

Br NaN3 N3 aRg=H,bRg=Cl,
DMF anhidro ¢ Rg =Br
R Re Vlla-c

6 6

En todos los casos, se obtuvieron productos como aceites amarillentos traslicidos con
porcentajes de rendimiento entre 77-92% que fueron empleados en las reacciones de

cicloadicion posteriores sin previa purificacion.
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El acceso a los hibridos moleculares que posean el nicleo quinolinico junto al anillo
1,2,3-triazol se da gracias a un concepto acufiado en el afio 2001 por el profesor Sharpless y
colaboradores (Kolb et al., 2001) para la cicloadicion 1,3-dipolar de azidas y alquinos en su
version catalizada por cobre (I) CUAAc, que establece una metodologia efectiva y versatil en
la sintesis orgénica para la construccion de un sinnumero de moléculas diferentes que

incluyan dentro de su esqueleto el anillo triazélico.

Con el proposito de encontrar las mejores condiciones de trabajo y lograr los mejores
rendimientos posibles para la preparacion de los derivados TA-HQus se tom6 como modelo
la reaccion entre 5-cloro-8-(prop-2-in-1-iloxi)quinolina (IVc) y 1-(azidometil)-2-

clorobenceno (VI111b) que se muestra en la figura 48 y se realizaron cinco experimentos.

La Tabla 8 muestra los detalles de cada experimento donde se toma como variables:
mezcla solvente, fuente de cobre y el aditivo con sustancias que hayan sido previamente

reportadas en reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar.

Como fuentes de cobre se emplearon el sulfato de cobre pentahidratado y el yoduro
de cobre por ser las sales de cobre que evidencian mejores rendimientos, como disolventes
se emplearon las mezclas: terc-BuOH-H20, CH2Cl>-H.0, DMF-EtOH y THF/H20, y como

aditivo se ensayaron ascorbato de sodio y trietilamina.
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Figura 48.

Esquema de reaccién modelo para estudio de condiciones de reaccion click-chemistry
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Tabla 8.

Experimentos para el estudio de condiciones de reaccién click chemistry.

Exp. Fuente de Cu Disolvente Aditivo Rto (%) Ref.
1 Cul t-BuOH-H,0 - 36 (Singh, 2016)
2 CuS0,5H,0 t-BUOH-H,0 (1:1)  NaAsc 63-69  (Manohar, 2011)
3 CuS0O45H20 t-BuOH-H,0 (1:2) NaAsc 80-86 (Irfan et al., 2015)
4 CuS0O4+5H0 CH,Cl>-H,0 NaAsc - (De O Freitas et al., 2014)
5 CuS045H,0 THF/H20 (1:1) - 54-55  (Karthik Kumar, 2011)
6 CuS045H,0 THF/H,0 (9:1) NaAsc - (Shirame, 2014)
7 Cul DMF-EtOH EtsN 35-40 (Hassan & Miiller, 2015)
8 Cul THF/H20 (1:1) EtsN - (Thomas et al., 2010)

Aunque el empleo de algunas de las condiciones probadas como las que se muestran
en el experimento 7: yoduro de cobre y trietilamina, condujo a la obtencién del producto

esperado, el experimento que permitié alcanzar mas eficientemente el producto de la
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cicloadicion fue el que empleo el CuSO45H,0, la mezcla terc-BuOH-H20 (1:2) y ascorbato
de sodio como aditivo con un porcentaje de rendimiento de 80-86%, por lo que se decidio
emplear estas condiciones para el resto de proceso de sintesis tanto de derivados del grupo A

como del grupo B como se muestra en el figura 49.

Figura 49.

Esquema de general de sintesis de hibridos TA-HQus conjugados del Grupo Ay B.

R2
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N—N CgH7NaOg CgH7NaOg 7N
terc-BuOH:H,0 ( terc-BuOH:H,0 N—-N
Re I
R Grupo A IVa-g Re Grupo B
® 1-28 29 - 49

El resumen de los compuestos sintetizados, sus propiedades fisicas y los porcentajes
de rendimiento se presentan en la Tabla 9. Todos los hibridos se obtuvieron como solidos

con puntos de fusion definidos con porcentaje de rendimientos de reaccion entre 66-94%.

Tabla 9. Rendimientos y propiedades fisicas de los hibridos TA-HQus 1-49.

Rto Formula Punto de
Comp. Ri Rz Rs Rs Rs Re Aspecto fisico
(%) condensada fusion (°C)
1 H H H H H - 87 C18H14N4O Sélido blanco 102 - 103
2 H Cl H H H - 66 C18H13CIN4O Sélido blanco 115 - 117

3 H Cl Cl H H - 92 C18H12CI2N4O Sélido beige 107 - 109
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C22H20N4O
Ca3H22N4O
C19H15CIN4O
C19H14CI2N4O
C19H13CI3N+O
C19H13CIsN4O
C20H17CIN4O
C22H19CIN4O
C23H21CIN4O

C19H15BI'N4O

C19H14BI’C|N4O
C19H13BFC|2N4O

szngBrCIN4O

CooH17BrN4O
CooH19BrN4O

Cst21BI‘N4O

Sélido blanco
Sélido beige
Sélido beige
Sdlido blanco
Sélido blanco
Sélido blanco
Sélido beige
Sélido blanco
Sélido blanco
Sélido beige
Sdlido blanco
Sélido beige
Sélido beige
Sélido blanco
Sélido blanco
Sélido blanco
Sélido blanco
Sélido blanco
Sélido beige

Sélido blanco

130

107 - 108
146 - 147
101 - 102
153 - 154
167 - 168
113-114
95 - 96
102 - 103
124-125
138 - 139
114-115
122-123
165 - 166
84 - 85
133-134
151 - 152
177-178
144 - 145
174-175

164 - 165

La elucidacion estructural de los hibridos fue realizada con datos espectroscopicos y

los resultados tomando como ejemplo el compuesto 37 se discuten a continuacion.

El espectro infrarrojo muestra reciprocidad entre las bandas de absorcidn presentes y

los grupos funcionales de la molécula. Las caracteristicas que dan un primer indicio de la

formacion del producto de cicloadicion es la desaparicion de las bandas de tension y flexién
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propias del grupo alquino que se estudiaron para la reaccion de propargilacion y la aparicion

de la banda de tension del enlace Ar-N-R en 1373 cm™y 1234 cm (figura 50).

Figura 50.

Espectro IR del hibrido 5-cloro-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)quinolina
(37)
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La determinacion de la masa molecular de los hibridos se realiz6 por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (figura 51). La triazol-quinolina 37 present6 un
ion molecular con baja intensidad con m/z de 385 coincidente con la masa esperada para el
hibrido sintetizado. Su ion pico de base presentd una relacién m/z de 179 correspondiente al

fragmento quinolinico y la ruptura por el enlace O-CH. del anillo triazélico.
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Figura 51.

Espectro CG-EM del hibrido  5-cloro-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metoxi)quinolina (37)
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Al igual que en los casos anteriores, la estructura del hibrido quinolin-azol se
confirmé mediante resonancia magnética nuclear. El espectro de la molécula se muestra en
la figura 52. En la vista completa del espectro de resonancia se distinguen claramente dos
grandes zonas: en campos altos la zona de protones alifaticos donde se encuentra que el
hidrégeno bencilico del grupo O-CH2-Triazol produjo una sefial a 5.63 ppm, asi como el

singulete de hidrdgeno bencilico del fragmento N-CH2-Ar que resoné a 5.53 ppm.

Hacia campo bajo se encuentran las sefiales asignadas para los protones de los tres
anillos aromaticos del compuesto hibrido. En esta zona es importante mencionar la
caracteristica principal que se espera en la formacion de este tipo de hibridos y es el protén

metilénico del anillo de triazol que por encontrarse en un heterociclo con atomos de nitrégeno
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enlazados promueven un corrimiento de esta sefial desde la zona de protones olefinicos hacia
la zona aromatica situandola a 7.75 ppm como un singulete (s, 1H) indicando su naturaleza

1,4-regioisomeérica.

Figura 52.

Espectro 1H-RMN del hibrido  5-cloro-8-((1-(2-clorobencil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metoxi)quinolina (37)
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En el espectro de *C-NMR (Figura 53), las sefiales mas representativas fueron los
carbonatos de metileno a 51.6 y 63.1 ppm, correspondientes a los sistemas N-CHz-Ar y O-

CHo-Triazol, respectivamente.
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Figura 53.
Espectro de 13C y DEPT-135 superpuesto del hibrido 37
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2.5 Conclusiones del capitulo 2

Se emplearon exitosamente diferentes reacciones de sustitucion sobre el atomo de
oxigeno de cuatro 8-hidroxiquinolinas comerciales para la obtencion de 21 derivados

sintéticos que permitieron la diversificacion del anillo para reacciones de etapas posteriores.

Se evaluaron diferentes condiciones para la reaccion 1,3-dipolar azida-alquino

catalizada por atomos de cobre (CuAAc), encontrando que el uso de sulfato de cobre
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pentahidratado, ascorbato de sodio y la mezcla solvente terc-butanol: agua (1:2) como
aquellas que arrojaron los mejores porcentajes de rendimiento para la obtencion de 49

hibridos triazol-hidroxiquinolinas.

La completa caracterizacion de los productos obtenidos empleando técnicas
espectroscopicas y espectrométricas como IR, CG-MS y *H-RMN, *C-RMN demostrd la
obtencion inequivoca de los productos disefiados tanto para la diversificacion del anillo 8-

hidroxiquinolinico como para los hibridos TA-HQus.
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3. Evaluacion de actividad antifangica de nuevos hibridos triazol-

hidroxiquinolinas

3.1 Importancia de la busqueda de actividad antifungica

El desarrollo de nuevas entidades moleculares que presenten actividad bioldgica ha
constituido, dentro de la quimica organica, una de las lineas de investigacion con mayor
impacto socioeconémico, por lo que resulta prioritario el fomento de los estudios en este
campo. En la actualidad, sigue existiendo un interés creciente en el disefio y sintesis de
nuevas moléculas que presenten potencial actividad antifungica, debido principalmente a dos
factores: primero, el aumento de la poblacion susceptible de infecciones causadas por hongos
junto con a la incapacidad de tratarlas eficazmente con terapias existentes debido a sus
multiples efectos adversos; segundo, el crecimiento de plagas oportunistas que atacan los
principales cultivos econdmicos de la sociedad responsables de importantes pérdidas

econdmicas que surgen principalmente de la reduccion del rendimiento de los cultivos.

El objetivo general del presente capitulo fue estudiar la actividad antifangica de los
diferentes hibridos TA-HQus sintetizados. En una primera etapa se evaluaron todo el panel
de sustancias frente a cepas de hongos susceptibles a diferentes compuestos, a fin de obtener
las estructuras mas activas y poder dar un primer acercamiento al establecimiento de su
relacion estructura-actividad. Una vez se determinaron las estructuras mas activas, éstas

fueron evaluadas frente a diferentes cepas de hongos fitopatdgenos con el fin de establecer
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las caracteristicas estructurales minimas necesarias para que estos compuestos posean
actividad antifungica que ayuden en el campo de la agroquimica y, en base a estos datos,

proponer nuevas estructuras para ser sintetizadas.

3.2 Generalidades: Actividad Antifiingica

El estudio de la actividad antifingica consiste en la determinacion de la capacidad
que tenga una sustancia (0 una combinacion de mas de sustancia) de inhibir o detener el
crecimiento de distintas cepas fungicas de forma cualitativa y/o cuantitativa dependiendo del

tipo de hongo o de la necesidad del ensayo.

Para el estudio de la actividad antifungica se han empleado a lo largo de la historia
diferentes métodos. En un primer momento se establece un esquema de ensayos comenzando
con aquel que posea gran capacidad, de modo de realizar un screening de todos los
compuestos objetivo en un tiempo breve (ensayos de primer orden). De esta forma se
descartan los compuestos no activos y se contintan con aquellos que posean actividad. Estos
se someten a ensayos de segundo orden en los que se confirma la actividad observada en el
primer ensayo determinando el modo de accién de la sustancia evaluada (Hostettmann y col.,
2001). Para el desarrollo de los ensayos de segundo orden se consideran dianas especificas
de la pared fungica o membrana celular, asi como un pool de enzimas especificas; asi por
ejemplo se tienen ensayos como: ensayo de sorbitol, ensayo de union a ergosterol, ensayo de

Neurospora crassa, entre otros.
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Ensayos de primer orden

Entre los métodos Utiles para evaluar actividad antifingica en una primera instancia,

se encuentran los bioensayos a célula entera como los siguientes (Ball & Finkelstein, 1992):

e Ensayos de difusion
e Ensayos en fase volatil
e Ensayos autobiogréaficos

e Ensayos de dilucién

Aunque cada uno de los métodos anteriormente mencionados tiene sus
correspondientes caracteristicas, para los objetivos del presente trabajo se muestran los
detalles del método de dilucién ya que por su capacidad de cuantificacion (mostrando su
principal ventaja en la capacidad de determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
de cada compuesto evaluado) y la oportunidad de probar varios compuestos al mismo tiempo

lo postulan como el método més util al momento de testear los compuestos sintetizados.

Métodos de dilucién

Es una técnica cuantitativa en la cual soluciones de diferentes concentraciones de un
compuesto, mezcladas homogéneamente con el medio de cultivo (0 crecimiento), se
enfrentan con un volumen constante del indculo del hongo a probar. Permite determinar la

menor concentracion a la que se inhibe el desarrollo fungico, es decir la CIM como se observa
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en la figura 54, en donde a manera de ejemplo se muestran los resultados de la evaluacion de
actividad antifangica de cuatro compuestos frente a un mismo hongo. El ensayo puede
extenderse para proveer informacion sobre la CFM si aplica para el compuesto, que se define
como la minima concentracién de extracto o compuesto que provoca la muerte del hongo

(figura 55) (Zacchino, Sortino, & Derita, 2011).

Las especies fungicas elegidas para conformar el panel de hongos dependera del
propdsito de la investigacion: puede utilizarse un panel de hongos patogénicos u oportunistas

para el humano, una sola especie fangica, hongos fitopatogénicos, etc.

Para su realizacion existen metodologias estandarizadas puesto que, el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio [Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)] ha
elaborado varios documentos con los lineamientos para la determinacién de la actividad
antifungica para levaduras M27-A3 (CLSI, 2008a) y para hongos filamentosos M38-A2
(CLSI, 2008b) con el método de dilucién en caldo. Estos documentos se desarrollaron a
través de un proceso de consenso, analizando todas las variables que afectaban al método y
estableciendo los procedimientos adecuados para mejorar la exactitud y reproducibilidad de
los resultados. Mediante esta técnica también se pueden determinar las concentraciones de
sustancia(s) que inhibe el crecimiento fingico en menores porcentajes, por ej., el 80%

(CIMgo) 0 el 50% (CIMsyp) si el tipo de lectura es espectrofotométrica.
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Figura 54.

Representacion esquematica de la metodologia para la determinacion de CIM por el método
de microdilucion en caldo
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Los ensayos de actividad antifungica fueron realizados durante la pasantia doctoral
en el Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Bioguimicas y Farmacéuticas
de la Universidad Nacional de Rosario en Rosario — Argentina, bajo la direccion del Dr.
Maximiliano Sortino y la Dra. Susana Zacchino con una duracién de 24 semanas y trabajo

de 40 horas semanales.

Durante el periodo de la pasantia se cumplieron los siguientes objetivos:

1. Entrenamiento en los métodos de determinacion de actividad antifungica de
compuestos puros siguiendo protocolos internacionales estandarizados del Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI).

2. Determinacion de la actividad antifungica de los compuestos hibridos
hidroxiquinolin-azoles sintetizados previamente frente a cepas de hongos patdgenas tanto

para humanos como para plantas.

Para alcanzar los objetivos propuestos se realizaron las siguientes actividades
generales: Seleccidn del hongo prueba, preparacion y cuantificacion del indculo, preparacion
de medios de cultivo, uso de diferentes tiempos de incubacién, compuestos testigo,
determinaciéon de la CIM, CFM y determinacion espectrofotométrica del porcentaje de
inhibicién del crecimiento fungico en relacion al crecimiento normal del hongo
(entrenamiento en la construcciéon de curvas dosis-respuesta (‘concentracion’ vs ‘% de
inhibicién’) con el software Sigmaplot 11.0. A continuacién se detalla el modo de

determinacion de la actividad antifungica y los resultados obtenidos.
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Microorganismos: preparacion del indculo

Los microorganismos usados fueron aislados clinicos provenientes del Centro de
Referencia de Micologia (CEREMIC, UNR, Rosario, Argentina) y cepas estandarizadas de
la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EEUU). Las cepas fueron
mantenidas sobre medio de cultivo agar Sabouraud (ASG) y conservadas en tubos bajo capa
de vaselina a temperatura ambiente. Para la preparaciéon y cuantificacion del inéculo se
utilizaron estructuras del hongo discretas (células para hongos levaduriformes y conidios

generados por reproduccion asexuada, para hongos filamentosos).

a) Hongos levaduriformes: Para la realizacién de los indculos de levaduras se
sembraron los hongos en ASG en cajas Petri descartables de 10 mm de didmetro. En cada
caja Petri se colocaron 15 mL de medio de cultivo y cada especie de hongo se sembrd con
ayuda de un ansa. Se incubaron a 28 °C por 24 h 0 48 h y en cada caso, se tomd una colonia
con la que se realizé una suspension en solucidn fisiologica estéril. Se contaron las levaduras
en camara de Neubauer (figura 56) y se realizaron las diluciones necesarias para obtener

suspensiones con una concentracion de 1-5x10° levaduras/mL (M27-A3 CLSI, 2008a).
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Figura 56.

Camara de Neubauer (a la izquierda esta el reticulo de Thoma de la camara, a la .derecha
una foto de cdmo se ven al microscopio)

b) Hongos filamentosos: Como indculo de hongos filamentosos se utilizaron
suspensiones de conidios. Los hongos se sembraron en medio Agar Papa Dextrosa (APD) (y
medio de cultivo Spezieller Nahrstoffarmer (SNA)), para estimular la conidiacion y se sigue
el mismo procedimiento descrito para las levaduras. Los hongos filamentosos fueron
incubados a 28 °C de 3 a 10 dias, segun los requerimientos de cada especie. Las colonias se
cubrieron con solucion fisioldgica estéril y se rasparon para obtener una suspensién densa,
que fue transferida a un tubo estéril. Se dejo reposar esta suspension por 5 a 7 min para
permitir que sedimenten los fragmentos mas pesados y se separd la fraccion superior. Esta
fraccion se homogeneizo, se contaron los conidios en cAmara de Neubauer y se realizo la
dilucion necesaria para obtener una concentracion de 1-5x10* conidios/ml (M38-A2 - CLSI,

2008b).
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Figura 57.

a. Foto de la colonia pura de F. graminearum; b. Unidades formadoras de colonia género
Fusarium: conidios.

C) Soporte, medios de cultivo y soluciones de los compuestos: Medio de
cultivo RPMI-1640 (con glutamina, sin bicarbonato y con rojo fenol como indicador de pH),
tamponado a pH 7,0 £ 0,1 con MOPS [&cido 3-(N-morfolino propano) sulfénico] (Sigma-
Aldrich) a una concentracion final de 0,165 M y con el agregado de glucosa a una
concentracion final de 10% P/V. Estas soluciones fueron esterilizadas por filtracion
utilizando filtro de 0,45 um y almacenadas a -20 °C (E.DEF 7.3.1 (EUCAST), 2017). Medio
de cultivo Spezieller Nahrstoffarmer (SNA): medio sintético, pobre de nutrientes empleado
para la identificacion y obtencidn de conidios de especies Fusarium. Este medio se preparo
agregando 1 g de KH2PO4, 1 g de KNOs, 0,5 g de MgSO47H;0, 0,5 g de KCI, 0,2 g de
glucosa, 0,2 g de sucrosa, 20 g de agar en un litro de agua destilada y esterilizado en autoclave

(Leslie & Summerell, 2006).

Se utilizaron microplacas estériles de 96 pocillos con tapa y fondo plano (Greiner Bio

One, Wemmel, Bélgica). Se realizaron soluciones madre de los compuestos puros a 12,5
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mg/mL en DMSO (Anedra, Buenos Aires, Argentina), y conservadas a 4 °C. Se prepararon
diluciones sucesivas al medio de los compuestos en RPMI-1640 para obtener
concentraciones finales en el rango 250-0,39 pug/mL. Se colocaron 100 pL de estas soluciones

en las microplacas.

3.3.2 Determinacion de la CIM

Las microplacas se llenaron colocando en cada pocillo 100 puL de la suspension de
inoculo junto con los 100 uL de las soluciones de compuesto. Se utilizaron como controles
positivos anfotericina B (Amp) y fluconazol (Fcz). Adicionalmente, se emplearon dos
fungicidas de tipo imidazol, carbendazim e imazalil, cominmente empleados en varios
cultivos, como controles positivos en los ensayos de evaluacién contra las cepas Fusarium

(Tabla 10).

CLSI recomienda, como control de calidad del método, la evaluacion de la
susceptibilidad antifingica de cepas de referencia (Candida parapsilosis ATCC 22019, y C.
krusei ATCC 6258) frente a antifingicos comerciales donde se deben observar CIMs dentro
del rango especificado. Al mismo tiempo se realizaron diversos controles necesarios para
asegurar la veracidad de los resultados: Control de in6culo donde se garantiza el crecimiento
del hongo a partir del in6culo preparado; Control de esterilidad de las soluciones de los
compuestos en donde se evalla la esterilidad de las soluciones preparadas del compuesto a

evaluar, que ademas sirve como blanco en lecturas espectrofotométricas; y el Control de
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esterilidad del medio en el cual se certifica que el medio de cultivo sea completamente estéril

de otros microorganismos.

Tabla 10.
Procedimiento para la determinacién de CIM. Controles y resultados esperados. DAA:
Determinacion de la actividad antifingica, Cl: Control de inéculo, CC: Control de

esterilidad de las soluciones de los compuestos, CM: Control de esterilidad del medio.

DAA Cl CcC CM
Sol. de compuesto 100 uL - 100 uL --
Medio de cultivo -- 100 pL* - 100 uL
Inéculo hongo 100 uL 100 uL -- -
Solucion fisiologica - - 100 uL 100 uL
Incubacion a 28 °C., tiempo necesario segun la especie fingica
Resultado esperado -- Desarrollo Sin desarrollo Sin desarrollo

*Se coloca un volumen de DMSO igual al volumen maximo de solucion del compuesto
utilizado para la determinacion de actividad antifungica, que asegura la inocuidad del

solvente sobre el desarrollo del hongo.

Las microplacas se incubaron a 28 °C en atmdsfera himeda, sin agitacion durante el
tiempo adecuado, de acuerdo con el crecimiento de cada hongo (Tabla 11). La CIM de
hongos filamentosos fue definida como la minima concentracion en la que no se observo
crecimiento visible. En el caso de las levaduras, donde el crecimiento se puede determinar
midiendo los cambios en la turbidez, la CIM fue determinada espectrofotométricamente a

405 nm con un lector de microplacas VersaMax (Molecular Devices, Sunnyvale, EEUU)
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como la minima concentracion que produjo una inhibicion del crecimiento superior al 95%

segun la figura 58.

Figura 58.
Ecuacion porcentaje de inhibicion: EC: Evaluacion del compuesto, CC: Control del

compuesto, CH: Crecimiento del hongo, CM: Control del medio.

(EC—CC)x100

% Inhibicién = 100 —

CH-CM
Tabla 11.
Hongos utilizados y caracteristicas experimentales.
Hongos Tiempo de Observacién del
incubacion crecimiento
Levaduras Candida spp 24 horas Espectrofotométrica
C. neoformans 48 horas
Aspergillus spp Aspergillus spp 72 horas Visual
Dermatofitos M. gypseum 1 semana Visual
T. rubrum
T. interdigitale
Fusarium spp Fusarium spp 3 -7 dias Visual

3.3.3 Determinacion de la CFM
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De los pocillos de la determinacién de CIM en los cuales no se observd desarrollo
fungico, se tomo una alicuota (10 uL) y se sembro en placas de Petri que contenian ASG, se
incubaron a 28 °C el tiempo necesario segun los requerimientos del hongo (Tabla 11) y se
determind la CFM como la minima concentracion en la que no se observd crecimiento

visible. Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado.

3.4 Resultados y discusién

Con el fin de seleccionar los compuestos con mayor potencial frente a diferentes
especies de hongos, se determin0 la actividad antifngica de hibridos hidroxigquinolin-azoles
en un primer momento frente a un panel de hongos estandarizado compuesto por las
levaduras Candida albincas y Cryptococcus neoformans, los dermatofitos Microsporum
gypseum, Trichophyton rubrum y Trichophyton interdigitale (ex T interdigitale) asi como
frente a Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus y Aspergillus niger, determinandose la

CIM y la CFM por medio del método de dilucion.

Se utilizaron microplacas de 96 pocillos con un disefio como el que se muestra en la
Figura . Se realizaron diluciones sucesivas al medio de cada compuesto de tal modo que se
obtuvieran concentraciones finales en el rango de 250-0,390 pug/mL, cada dos columnas de
por medio se realiz6 el control de la esterilidad de los compuestos, mientras que en la Gltima

fila (fila H) se realizé el control de crecimiento del hongo prueba (Tabla 10).



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 149

Las placas se incubaron en oscuridad a 28-30°C utilizando camara humeda el tiempo
estipulado. Después del tiempo de incubacion para los hongos levaduriformes se midio
espectrofotométricamente la reduccion del crecimiento fungico producida por cada
compuesto en relacion con el crecimiento normal del hongo, se registraron los valores de
absorbancia de los pocillos a 405 nm con un lector de microplacas VERSA Max (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.) lo que permitié el calculo del porcentaje de inhibicién

producido.

Figura 59.

Metodologia empleada en la preparacion de una microplaca para la determinacion de la

1-Solucién madre del
compuesto

CIM

2-Diluciones
seriadas

al medio del

compuesto

VAN

Control de crecimiento del
edio hongo prueba

I |
I

3- Hongo prueba

Compuesto

Actividad frente a hongos levaduriformes

La Tabla 12 registra los valores de CIM para diferentes porcentajes de inhibicion

(100%, 80% y 50%) de los hibridos en estudio. Los compuestos 1, 4, 25, 30, 32, 36 y 38
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presentaron muy buena actividad frente a la cepa C. albicans con valores CIMsg entre 3,9 y
15,6 (ug/mL); mientras que el nimero de compuestos que provocaron una inhibicion ClIMso
frente a la cepa C. neoformans en este mismo rango de valores fue mayor (1, 2, 3, 4, 5, 18,
25, 32, 36, 37, 38 y 39), y se percibe como tendencia general que ésta Gltima cepa de hongo

presenta mayor sensibilidad ante los diferentes compuestos hibridos probados.

Tabla 12.
Valores de ClIM1oo, CIMgo, CIMso y CFM (ug/mL) para los compuestos hibridos TA-HQuS 1-

49 frente a C. albicans y C. neoformans.

Rs /_<\I:N Rs
\_N
R, (0] \(X)
R4
N N
R4
1-49
C. albicans C. neoformans

Comp X Ri1 R R3 Rs Rs CIMwo CIMg CIMsg CFM ClMioo CIMg CiMsg CFM

1 0 H H H H H 15,6 15,6 7,8 15,6 15,6 15,6 3,9 15,6
2 0 H Cl H H H >250 >250 250 - 125 15,6 3,9 -
3 0 H Cl cl H H >250 250 125 - 62,5 31,2 78 -

4 0 H ClI Allo H H 3.9 39 39 78 78 3.9 3.9 15,6

5 0 CHs H H H H >250 >250 250 - >250 >250 15,6 -
6 0 H H Allo H H >250 >250 >250 - >250 250 62,5 -
7 0 CHs H Alilo H H >250 >250  >250 - >250 >250  >250 -
8 0 H H H H Br >250 >250 >250 - >250 >250 250 -
9 0 H Cl H H Br >250 >250 250 - >250 >250  >250 -
10 0 H Cl Cl H Br >250 >250 >250 - >250 250 250 -
11 0 H Cl Alilo H Br >250 >250  >250 - >250 >250 250 -
12 0 CHs H H H Br >250 >250 >250 - >250 >250  >250 -

13 0 H H Alilo H Br >250 >250 >250 - >250 >250 125 -
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14
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Alilo

H

H

cl

Alilo

Alilo

Alilo

Cl

Alilo

Alilo

Alilo

Cl

Alilo

Alilo

Alilo

cl

Alilo

Alilo

Alilo

H

cl

Cl

Cl

cl

cl

Cl

Cl

Cl

cl

cl

cl

cl

Cl

cl

Br

Br

Br

Cl

cl

cl

cl

Cl

cl

cl

>250
>250
>250
>250
250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
31,2
250
>250
>250
>250
31,2
>250
3,9
>250
>250
>250
7,8
>250
39
62,5
>250
>250
>250
>250

>250

>250
250
>250
250
31,2
>250
>250
>250
>250
>250
>250
31,2
250
>250
>250
250
31,2
>250
3,9
>250
>250
250
3,9
125
3,9
62,5
>250
>250
>250
>250

>250

>250
125
>250
125
15,6
>250
>250
250
>250
250
>250
78
125
>250
250
250
15,6
>250
3,9
250
>250
250
3,9
125
3,9
62,5
>250
250
250
>250

>250

31,2

250

>250
>250
>250
>250
125
>250
>250
>250
>250
>250
>250
31,2
250
>250
>250
>250
62,5
>250
78
>250
>250
>250
15,6
125
78
62,5
>250
>250
>250
>250

>250

250
250
>250
>250
62,5
>250
>250
>250
>250
>250
>250
31,2
125
250
>250
250
62,5
>250
3,9
250
>250
250
15,6
125
39
78
>250
>250
>250
>250

>250

31,2
125
>250
250
7.8
>250
250
>250
125
250
250
15,6
125
62.5
250
125
62,5
250
3,9
62,5
125
250
7,8
15.6
39
39
250
250
>250
>250

>250
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45 H cl Cl Br >250  >250 >250 - >250  >250 >250 -
46 H Cl Alilo Br >250  >250 >250 - >250 250 >250 -
47 CHs H H Br >250  >250 >250 - >250  >250 >250 -
48 H H Alilo Br >250  >250 >250 - >250  >250 250 -
49 CHs H Alilo Br >250  >250 >250 - >250  >250 125 -
Fcz . - - 2 32 - - 05 16
Amp - - - 1 - - 1 0,25 - - 025

Adicionalmente se construyeron curvas dosis-respuesta (“concentracion” vs “% de

inhibicion”) con el software Sigmaplot 11.0 (graficas comparativas de actividad entre los

compuestos que tienen fijo bloque quinolinico) que se muestran en las gréficas 1-7. Se

agruparon dejando fijo el bloque o moiety quinolinico de los hibridos que permita dar un

primer acercamiento a la relacion estructura-actividad.
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Figura 60.

Graficas de concentracion vs % de inhibicion para los hibridos derivados de 8-hidroxiquinolina.
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Graficas de concentracion vs % de inhibicion para los hibridos derivados de 5-cloro-8-hidroxiquinolina.
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Figura 62.

Graficas de concentracion vs % de inhibicion para los hibridos derivados de 5,7-dicloro- 8-hidroxiquinolina.
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Figura 63.

Graficas de concentracion vs % de inhibicion para los hibridos derivados de 7-alil-5-cloro-8-hidroxiquinolina.
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Graficas de concentracion vs % de inhibicion para los hibridos derivados de 2-metil-8-hidroxiquinolina.
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Graficas de concentracion vs % de inhibicion para los hibridos derivados de 7-alil-8-hidroxiquinolina.
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Figura 66.

Graficas de concentracion vs % de inhibicion para los hibridos derivados de 7-alil-2-metil-8-hidroxiquinolina
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Del andlisis de las gréaficas de concentracion vs % de inhibicion de los compuestos
hibridos se tiene una primera aproximacion de la relacidn estructura-actividad en donde

caben ser resaltados las siguientes observaciones:

De manera general (comparando las figura 60 - 66), los hibridos que mostraron mayor
actividad frente a ambas cepas analizadas (C. neoformans y C. albicans) fueron aquellos que
presentaban como sustituyentes el grupo alilo en posicion C-7 y un atomo de cloro en
posicion C-5 del anillo quinolinico (cinco de los siete ejemplos probados presentaron
porcentajes de inhibicion superior al 80% en concentraciones por debajo de 50 pg/mL frente
a C. albicans y superior a 60% para el mismo rango de concentracion frente a C. neoformans)

(figura 63).

En la figura 60 se compara la actividad de los siete hibridos que tienen en comun la
8-hidroxiquinolina como esqueleto quinolinico fijo. Si se observa el comportamiento de los
compuestos 8 y 15, que solo difieren entre si en el &omo sustituyente en posicion para de su
fraccién triazol, se evidencia que el compuesto con bromo presenta un porcentaje de
inhibicion mucho menor que el mostrado por el que compuesto que tiene el &tomo de cloro.
Esto puede ser posible que se deba al tamafio del bromo que pudiera impedir intercalar las

laminas de DNA si este fuera su mecanismo de accién (Barraja, 1999).

En las figuras 61 y 62 se compara la actividad de los hibridos derivados de 5-cloro-
8-hidroxiquinolina y 5,7-dicloro-8-hidroxiquinolina en los que se observa que los

compuestos que presentan mayor actividad son los que en su fragmento triazolico estan
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sustituidos por un grupo bencilo 30, 31, 37 y 38 con excepcion de 44 y 45 que posee en su

esqueleto un atomo de bromo.

Ademas de ser los mas activos frente a las levaduras evaluadas, los derivados de la 7-
alil-5-cloro-8-hidroxiguinolina que se comparan en la figura 63, evidencian que el Unico
hibrido que presentaba valores de porcentaje de inhibicion por debajo del 50% en las
concentraciones estudiadas (méaxima de 250 pg/mL) es el compuesto 46 que tiene en su

estructura un grupo bencilo sustituido en posicién dos con un &tomo de bromo.

Para los hibridos derivados de 2-metil-8-hidroxiquinolina y 7-alil-8-hidroxiquinolina
(figura 64 y figura 65), cualquier sustitucion que se realice sobre el fragmento triazol no varia
considerablemente los resultados de actividad antifungica sobre estas especies de hongo, ya

que estos compuestos presentan una notable reduccion de su actividad en general.

Adicionalmente de los resultados mostrados en la Tabla 12, se concluye que la
sustitucion del anillo quinolinico en posicion C-2 por un grupo metilo (7, 14, 21, 28, 35, 42,
49) reduce considerablemente la actividad de los compuestos estudiados y de igual manera
sucede con la sustitucion en la posicién C-7 por un grupo alilo (6, 13, 30, 27, 34, 41, 48)

obteniéndose valores de ClIM1qo iguales o superiores a 250 pg/mL.

Si se comparan los compuestos hibridos derivados de la 7-alil-2-metil-8-
hidroxiquinolina (figura 66) se observa que disminuye ain més la actividad de los diferentes
compuestos como se puede apreciar en la variacion de los valores de las CIMso de los

compuestos que tienen por separado estos sustituyentes dentro de su estructura (como los
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ejemplo 5, 6 y 7). Adicionalmente, se observa que la presencia de un &tomo de bromo en
posicion C-2 o C-4 en el sustituyente fenilo (o bencilo) del anillo 1,2,3-triaz6lico reduce

mucho la actividad antifungica estudiada (14, 42 y 49).

Actividad frente a hongos filamentosos (Aspergillus spp. y Dermatofitos)

Los compuestos hibridos hidroquiquinolin-azoles fueron testeados igualmente en
cepas de hongos filamentosos que hacen parte de la bateria inicial de pruebas que permitieron
dar un mayor acercamiento a la seleccién de las sustancias que fueron evaluadas sobre cepas

de hongos fitopatogénicos del género Fusarium en un ensayo posterior.

En un primer momento, se realiz6 un screening inicial con el total de los compuestos
evaluando la actividad de los 49 hibridos frente a las seis cepas de hongos filamentosos a una
concentracion de 250 pg/mL. Este cribado inicial permitid determinar cuales de los
compuestos presentaban una actividad frente a las diferentes cepas de hongos filamentosos
con un gran ahorro de reactivos, disolventes y minimas cantidades de sustancias. Los
compuestos que mostraron actividad fueron llevados a una evaluacion completa y la Tabla
13 registra los valores de concentracion inhibitoria minima CIM 1o de los hibridos en estudio

como la minima concentracion a la cual no se observo crecimiento.

Los compuestos 1, 10, 23, 32 presentaron muy buena actividad frente a las tres cepas
de Aspergillus spp. estudiadas con valores de CIMi entre 15,6 y 31,3 pg/mL,

adicionalmente, los compuestos 9 y 11 presentaron valores de CIM de 31,3 pg/mL para al
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menos dos cepas de Aspergillus spp., por lo que se considera que mostraron actividad

antifingica moderada.

Asi, los compuestos 9, 11, 17, 18 y 28 presentaron actividad con valores de
concentracion de inhibicion de crecimiento entre 62,5 - 250 pg/mL. Asi, de los 49 hibridos
estudiados, seis de ellos presentaron actividad frente a al menos una las especies evaluadas

del género Aspergillus spp.

Tabla 13.
Valores de CIM (ug/mL) de derivados 8-hidroxiquinolin-azoles (panel de hongos

filamentosos).

Comp Aful Afl? An® Mg* T Tm®
1 31,3 31,3 31,3 31,3 31,3 31,3
2 >250 >250 >250 >250 >250 >250
3 >250 >250 >250 >250 >250 >250
4 >250 >250 >250 >250 >250 >250
5 >250 >250 >250 >250 >250 >250
6 >250 >250 >250 >250 >250 >250
7 >250 >250 >250 >250 >250 >250
8 >250 >250 >250 >250 62.5 250
9 31,3 125 31,3 125 31,3 31,3
10 31,3 15,6 15,6 7,8 31,3 15,6
11 125 31,3 31,3 250 313 31,3

12 >250 >250 >250 >250 >250 >250



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

>250
>250
>250
>250
>250
125
>250
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
250
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

>250
>250
>250
>250
250
62,5
>250
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

>250
>250
>250
>250
250
125
>250
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
125
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

>250
>250
>250
>250
125
62,5
>250
>250
>250
>250
3,9
>250
>250
>250
>250
31.3
>250
>250
>250
3.9
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

>250
>250
>250
>250
>250
62,5
>250
>250
>250
>250
7,81
>250
>250
>250
>250
31.3
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

>250
>250
>250
>250
250
125
>250
>250
>250
>250
7,81
>250
>250
>250
>250
31.3
>250
>250
>250
15,6
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

>250

164
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41 >250 >250 >250 >250 >250 >250
42 >250 >250 >250 >250 >250 >250
43 >250 >250 >250 >250 >250 >250
44 >250 >250 >250 >250 >250 >250
45 >250 >250 >250 >250 >250 >250
46 >250 >250 >250 >250 >250 >250
47 >250 >250 >250 >250 >250 >250
48 >250 >250 >250 >250 >250 >250
49 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Amp 0,5 0,5 0,5 - - -
Fcz 0,125 0,5 0,25 0,05 0,025 0,025

1. Aspergillus fumigatus; 2. Aspergillus flavus; 3. Aspergillus niger;
4. Microsporum gypseum; 5. Trichopyton rubrum; 6. Trichopyton

interdigitale.

El nimero de compuestos que provocaron una inhibicion ClMiq frente a las cepas
de dermatofitos en estos mismos rangos de valores fue ligeramente mayor (10 compuestos),
agregandose a la lista el compuesto 8 que presento una leve actividad frente a T. rubrum de
62,5 ug/mL y T. interdigitale de 250 pg/mL. Sin embargo, los valores de CIM demuestran
que los dermatofitos son microorganismos mas sensibles a los compuestos evaluados. Los
compuestos presentaron valores de CIMzqo entre 3,9 y 31,3 pg/mL para al menos dos cepas
de dermatofitos fueron 1, 9, 10, 11, 23, 28 y 32; mientras que 17 mostro una ligera actividad
frente a M. gypseum (125 pg/mL) y T. interdigitale (250 pg/mL) y 18 con una actividad sobre

M. gypseum y T. rubrum de 62,5 pg/mL y T. interdigitale de 125 pg/mL.



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 166

Una primera observacion de la relacion estructura-actividad muestra que 8 de los 10
compuestos que mostraron actividad frente a cepas de hongos filamentosos poseen en su
estructura al menos un atomo de cloro (80%) lo que corrobora la hipotesis planteada dentro
del plan de proyecto en donde se compararon la naturaleza quimica de fungicidas comerciales
como el fifenoconazol, folicur, climbazol, entre otros que evidencian la presencia de este
heteroatomo en sus estructuras. Sin embargo, la diferencia en solo un &tomo de bromo de una
hibrido a otro ocasiona que la actividad se disminuya drasticamente, es el caso por ejemplo
de los compuestos 10 y 17. EI compuesto 10 presenta muy buena actividad para todas las
especies de hongos filamentosos evaluados con concentraciones inhibitorias minimas entre
7,8y 31,3 ug/mL, no obstante, si el atomo de cloro en el anillo triazélico se reemplaza por
un atomo de bromo, la actividad pasa a ser baja o nula con valores de CIM entre 125y 250

pg/mL.

De los resultados observados de la Tabla 13 también se puede concluir que las cepas
de los hongos filamentosos son menos sensibles frente a los compuestos evaluados en

comparacién con la sensibilidad presentada por los hongos levaduriformes.

3.4.1 Actividad antifungica frente a hongos fitopatdégenos

Fusarium es un género complejo de hongos ascomicetos que consiste en patdgenos
que afectan plantas de relevancia agricola como microorganismo infeccioso principal u
oportunistas. Asi, controlar las infecciones generadas por Fusarium en cultivos que conduce

a grandes pérdidas econdémicas continua siendo un desafio.
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Las enfermedades causadas por hongos fitopatogenos son las responsables de grandes
pérdidas econdmicas, que resultan principalmente de la reduccion del rendimiento de los

diferentes cultivos, asi como de la disminucion de la calidad de los productos.

F. oxysporum fue, por ejemplo, fue el agente causal de la casi devastacion de la
industria bananera en la década del 60 en Panama (Zhang, Mallik, & Zeng, 2013), F.
proliferatum, F. subglutinans y F. verticillioides son conocidos como agentes patdgenos
causantes de la produccion de una serie de toxinas (fumonisinas) en el maiz y de otros
cultivos (Cotten & Munkvold, 1998; De la Torre-Hernandez, et. al., 2014; Sun et al., 2018).
F. incarnatum también conocido como F. semitectum esta asociado a la pudricion de semillas
y vainas del frijol asi como la germinacion reducida de semillas y crecimiento de plantulas
en el sorgo (Pinaria, Liew, & Burgess, 2010). F. solani puede ser la especie que reline mas
subespecies (alrededor de 26 hongos filamentosos), es un hongo perteneciente al suelo,
aungue comunmente colonizador de materiales vegetales. Se ha registrado como un patégeno
en una amplia gama de plantas hospederas, entre ellas varias leguminosas y otras plantas
tropicales (Leslie & Summerell, 2006). F. graminearum causante de la fusariosis, una de las
enfermedades méas importantes de los cereales debido a su capacidad de producir distintos
tipos y niveles de toxinas, en especial deoxinivalenol (DON) (M. Martinez et al., 2014). F.
tucumaniae reportado como uno de los principales causantes del sindrome de muerte subita
(SMS) que se presenta generalmente en plantas aisladas que se caracteriza por podredumbre

de raices y muerte de los hospederos como por ejemplo en la soja (Formento, et, al., 2014).
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Para la evaluacién de la actividad antifungica se seleccionaron 12 compuestos que
habian mostrado actividad frente al menos una de las cepas del panel de hongos
estandarizados evaluadas previamente. Adicionalmente se escogieron nueve especies del
género Fusarium: F. proliferatum, F. oxysporum, F. verticillioides, F. subglutinans, F.
incarnatum, F. solani, F. graminearum, F. dlamini y F. tucumaniae. Los resultados se
presentan en la Tabla 15. Adicionalmente la Tabla 14 presentan los valores de CIM para
antifangicos comerciales que fueron evaluados en cinco de las nueve especies como controles

positivos.

Tabla 14.

Valores de CIM (ug/mL) de antifungicos comerciales frente a panel de hongos fitopatogenos

(CIM100)
Antifangico F. F. F. F. F.
Componente
comercial proliferatum | oxysporum | verticillioides | subglutinans incarnatum
Thiram 35% 8,20 2,05 8,20 8,20 8,20
Ritiram
Carbendazim 3,51 0,88 3,51 3,51 3,51
Carb
15%
Difenoconazol >36,25 >36,25 >36,25 >36,25 >36,25
2,5%
Fludixonil >36,25 >36,25 >36,25 >36,25 >36,25
Vibrance 2,5%
Tiametoxam >250 >250 >250 >250 >250
17,5%
Sedaxane 5% >72,5 >72,5 >72,5 >72,5 >72,5
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Fludixonil 0,66 0,17 1,33 0,66 0,66
2,5%
Maxim
Metalaxyl-M 0,53 0,13 1,06 0,53 0,53
Evolution
2%
Tiabendazol 3,98 1,00 7,96 3,98 3,98
15%
Tiabendazol 31,87 0,99 3,98 3,98 3,98
30%
Fludioxonil 3,94 0,12 0,49 0,49 0,49
Maxim 3,75%
Quattro Metalaxyl-M 3,19 0,09 0,39 0,39 0,39
3%
Azoxistrobina 1,59 0,04 0,19 0,19 0,19
1,5%
Fludixonil 7,81 0,49 31,25 0,49 1,95
2,5%
Maxim XL
Metalaxyl-M 3,12 0,19 12,5 0,19 0,78
1%
Metil 3,98 0,50 3,98 1,99 0,99
tiofanato 15%
Danjiri Thiram 30% 7,97 1,00 7,96 3,98 1,99
Ethaboxam 1,39 0,17 1,32 0,66 0,33
5%
Metalaxyl-M >250 >250 >250 >250 >250
Apron Gold
35%
Carbendazim 0,49 0,49 0,49 0,49 3,9

Carbendazim

50%
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De los compuestos evaluados en esta parte del trabajo, dos resultaron inactivos (con
valores de CIM mayores a 250 pg/mL frente a todos los microorganismos estudiados,
mientras que los diez restantes presentaron actividad frente al menos cinco de las nueve
especies (83%). En la mayoria de los casos los compuestos resultaron ser fungicidas para el

total de las nueve cepas de hongos testeados (1, 4, 25, 32, 36 y 38).

El compuesto 4 resultd ser el compuesto mas activo frente a F. proliferatum (7,8
png/mL), F. oxysporum (3,9 pg/mL), F. verticillioides (7,8 pg/mL, al igual que el compuesto
32), F. subglutinans (3,9 ug/mL), F. incarnatum (7,8 pg/mL, al igual que el compuesto 32 y
38), F. solani (7,8 pg/mL, al igual que el compuesto 32 y 36), F. graminearum (7,8 pg/mL),

F. dlamini (3,9 pg/mL) y F. tucumaniae (7,8 pug/mL, al igual que el compuesto 32).

Aunque el compuesto 2 presento actividad frente a C. neoformans, fue inactivo frente
a F. solani, F. graminearum, F. dlamini, F. tucumaniae y presento actividad leve frente a las
demas cepas con valores de CIM entre 62,5y 125 pg/mL. Aunque los compuestos 5y 37
presentaron actividad frente a las levaduras de la primera parte, cuando fueron evaluados
frente a estas especies fitopatdgenas del género Fusarium resultaron inactivos frente a cada

una de ellas (con CIM >250 pg/mL).

Por otro lado, F. oxysporum y F. graminearum resultaron ser los microorganismos
mas susceptibles frente a los compuestos hibridos hidorxiquinolin-azoles evaluados, ya que
a excepcion de los heterociclos completamente inactivos, al menos cinco (1, 4, 25, 32, 36 y
38) de los compuestos restantes bajo evaluacion inhibieron su crecimiento con una CIM entre

3,9y 15,6 pg/mL.
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En cuanto a la relacién estructura-actividad, los compuestos que presentaron mayor
actividad (con valores de CIMzo entre 3,9y 15,6 pg/mL para las nuevas cepas estudiadas en
esta parte del trabajo, fueron aquellos que contaban con el grupo alilo como sustituyente en
la posicion C-7 y un atomo de cloro en la posicion C-5 del anillo quinolinico (compuestos 4

y 32).

Al igual que lo observado para los hongos levaduriformes y los dermatofitos, la
sustitucion en la posicién 2 del anillo quinolinico por un grupo metilo inactiva
completamente la actividad antifingica como se evidencia en los valores de CIM para el
compuesto 1 de 15,6 a 31,3 pg/mL y su anélogo sustituido 5 completamente inactivo (CIM

=>250 pg/mL).
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Tabla 15.

Valores de CIM (ug/mL) de derivados TA-HQus frente a panel de hongos fitopatdgenos.

F. F. F. F. F.
Comp. Estructura F. subglutinans F. solani
proliferatum oxysporum verticillioides incarnatum graminearum

N:,}‘
0/_<\/N
NN : 31,3/31,3 31,3/31,3 31,3/31,3 15,6/62,5 31,3/62,5 31,3/31,3 15,6/31,3

1
Chemical Formula: C1gH4N,O
Molecular Weight: 302.33
Log P: 3.75
Cl (o] \ N\@
2 NN 62,5/250 62,5/62,5 125/>250 62,5/>250 62,5/62,5 >250/>250 >250/>250

Chemical Formula: C4gH43CIN,O
Molecular Weight: 336.78
Log P: 4.31

ci Nen
cl o/_Q\/N@
3 N N 125/>250 62,5/1255 250/>250 62,5/>250 62,5/>250 62,5/>250 31,3/>250

Chemical Formula: C1gH1,CI,N4O
Molecular Weight: 371.22

Log P: 4.87

Cl O/_Q\/E

NN

Chemical Formula: C51H47CIN,O
Molecular Weight: 376.84
Log P: 5.36

\© 7,8/15,6 3,9/3,9 7,8/62,5 3,9/7,8 7,8/15,6 7,8/31,3 7,8/15,6

F. dlamini

15,6/31,3

250/>250

62,5/>250

3,9/15,6

172

F.

tucumaniae

15,6/62,5

250/>250

62,5/>250

7,8/7,8



18

25

32

36

37

N
O/—&,'q
NN
>250/>250

CHj
Chemical Formula: C4gH1gN4O
Molecular Weight: 316.36
Log P: 4.46

o Qﬂ 250/>250

Chemical Formula: C31H4CI;N4,O
Molecular Weight: 411.28

Log P: 5.92

/
Nan
N

c o
C'D 31,3/31,3

W

Chemical Formula: C51H16CI,N,O
Molecular Weight: 411.284
Log P: 5.92

W 15,6/15,6

Chemical Formula: Cy,H19CIN,O
Molecular Weight: 390.87
Log P: 5.43

QO&EV@

\

Chemical Formula: C19H15CIN4O
Molecular Weight: 350.80
Log P: 4.38

62,5/125

=N
cl o/_Q\/N\/Q
W ¢ >250/>250

Chemical Formula: C4gH4CI,N4O
Molecular Weight: 385.25
Log P: 4.94
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>250/>250

125/>250

15,6/15,6

7,8/15,6

7,8/62,5

>250/>250

>250/>250

>250/>250

31,3/31,3

7,8/7,8

31,3/125

>250/>250

>250/>250

250/250

31,3/31,3

15,6/15,6

31,3/125

>250/>250

>250/>250

250/250

31,3/31,3

7,8/7,8

31,3/31,3

>250/>250

>250/>250

125/>250

31,3/31,3

7,8/7,8

7,8/15,6

>250/>250

>250/>250

250/>250

31,3/31,3

15,6/15,6

15,6/31,3

>250/>250

>250/>250

>250/>250

31,3/31,3

7,8/7,8

31,3/31,3

>250/>250

173

>250/>250

125/>250

31,3/31,3

7,8/7,8

31,3/125

>250/>250
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cl Nsn

cl d N

38 N “ 62,5/250 15,6/31,3
Chemical Formula: C41gH43CI3sN4,O

Molecular Weight: 419.69
Log P: 5.5

/e
cl o/_Q\/N

NN

Chemical Formula: C»,H1gCI,N4O
Molecular Weight: 425.31
Log P: 5.99

39 cl 62,5/62,5 62,5/62,5

15,6/125

62,5/125

15,6/62,5

62,5/62,5

7,8/15,6

125/125

15,6/31,3

62,5/250

15,6/31,3

62,5/125

15,6/31,3

125/125

174

15,6/31,3

125/>250
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3.5 Conclusiones del capitulo 3

La evaluacion de la actividad antifangica mostro que siete de los cuarenta y nueve
hibridos evaluados presentaron fuerte actividad contra los hongos levaduriformes: C.

albicans y C. neoformans con CIMs entre 3,9 y 15,6 ug/mL y CFMs entre 7,8 y 125 pug/mL.

Se determind la actividad antifungica de los doce hibridos que presentaron actividad
frente a hongos de un panel estandarizado de cepas en nueve cepas de hongos del género

Fusarium mostrando valores de CIM entre 7,8 y 62,5 ug/mL

Una primera aproximacion de la relacion estructura-actividad permite concluir que
para que exista actividad antifingica apreciable, la estructura de un hibrido hidroxiquilin-
azol debe estar sustituido en la posicion C-5 del anillo quinolinico por un atomo de cloro y

en la posicién C-7 por un grupo alilo.

La presencia de un grupo metilo sustituyente en la posicion del anillo quinolinico
puede disminuir e incluso inactivar la actividad antifungica de los hibridos hisroxiquinolin-

azoles.



4. Estudio de la actividad insecticida de derivados triazolquinolinicos para el control de

Spodoptera frugiperda plaga del maiz

4.1 Importancia del control de plagas

El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), es una plaga
ampliamente distribuida en Ameérica, capaz de causar graves pérdidas en los cultivos de maiz, el
arroz, el sorgo, el mani, cafia de azUcar, soja, algodon, alfalfa, tomate y papa (Barrera et al., 2011).
El control quimico es ampliamente empleado frente a esta plaga, los pesticidas sintéticos son de
accion rapida (Scapinello et al., 2014); sin embargo, ellos suelen ser toxicos para los mamiferos, y
los organismos no objetivos y tienen una tasa de degradacion baja, contaminando los ecosistemas
por largo tiempo (Estevez et al., 2008). Cada afio, estos xenobioticos son producidos, y utilizados
en exceso, causando efectos toxicos en los animales, humanos, y favoreciendo el desarrollo de la

resistencia.

Se requieren nuevos productos quimicos para el manejo de plagas debido a los problemas
ecologicos asociados a los pesticidas, en los ultimos afios ha aparecido en la literatura el desarrollo
sintético, y el estudio biologico de una clase especial de derivados quinolinicos enlazados a
tiazoles; esta unidn ha generado potenciacion de las bioactividades mostradas por cada uno de estos

sistemas por separado.

176
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Una sola molécula con actividad dual se considera mejor que el uso de mezclas de diferentes
compuestos y evita las desventajas que surgen de la combinacién de dos agentes por separado con
diferentes propiedades de ADMETox (absorcién, distribucién, metabolismo, eliminacion y
toxicidad). Por esto, creemos que la unién de los anillos de quinolinas, inhibidores de la
acetilcolinesterasa, y de los anillos triazélicos, con alta actividad insecticida y baja toxicidad,
podria generar moléculas capaces de ser efectivas para el control del Spodoptera frugiperda, una

plaga que amenaza la seguridad alimentaria de Colombia.

El maiz es una de las plantas de cultivo mas importantes del mundo, con una facturacién
anual de billones de dolares (DANE, 2016). Ademas de su importancia agronomica, el maiz ha
sido una piedra angular y organismo modelo para investigaciones genéticas, citogenéticas, y
gendmicas (Strable & Scanlon, 2009). Como organismo modelo, el maiz ha sido objeto de
investigaciones de largo alcance en: la domesticacion de plantas, la evolucion del genoma, la
fisiologia del desarrollo, la epigenética y resistencia a plagas, etc.; estos y otros estudios, se

adelantaron por la secuenciacion y diferenciacién de los genes del maiz (Lim, 2013; Staller, 2010).

4.2 Ciclo de vida del Spodoptera frugiperda

El gusano cogollero del maiz es originario de las regiones tropicales del hemisferio
occidental, desde los Estados Unidos hasta Argentina (Capinera, 2008). El ciclo de vida completo
de huevo a polilla es de aproximadamente 30-90 dias, los huevos son depositados en grupos, que
van desde 20 a mas de 350 huevos por lote (EMPO, 2015). Por lo general, se colocan en una capa,

pero a veces en dos capas parciales; los lotes de huevos de Spodoptera estan cubiertas de pelos del
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abdomen de las hembras, son de color blanco tienen forma de clpula, la base es plana y los huevos
se curvan hacia arriba en un punto ampliamente redondeado en el apice (de aproximadamente 0.45
mm de ancho por 0.35 mm de alto). La duracién de la etapa de huevo es de s6lo dos o tres dias

(figura 67) (Capinera, 2008).

Figura 67.

Ciclo de vida del Spodoptera frugiperda

Huevos
(3-5 dias)

Pupa
(7- 13 dias
P Ry

6 estadios larvales
(14-22 dias)

Las larvas de Spodoptera tienen las siguientes caracteristicas que comparten con la mayoria
de las larvas de la familia Noctuidae son: tres pares de patas verdaderas, cuatro pares de patas falsas
abdominales, un par de patas falsas anales, posee un protorax, cabeza con seis 0jos simples

laterales, y ganchos unilaterales dispuestos en una linea.

Las larvas se pueden clasificar en seis estadios por el tamafio de su cabeza de 0.35, 0.45,

0.75, 1.3, 2.0, y 2.6 mm, respectivamente, para los estadios del 1-6, pueden alcanzar longitudes de
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aproximadamente 1.7, 3.5, 6.4, 10.0, 17.2, y 34.2 mm, respectivamente, durante estos estadios

(Capinera, 2008).

Las larvas jovenes son de color verdoso con cabeza negra la cual se torna anaranjado en el
segundo instar; en el tercer estadio, la superficie dorsal del cuerpo se vuelve de color marrén, y
empieza a formarse lineas blancas laterales en el dorso, del cuarto al sexto estadio la cabeza es de
color marrén rojizo con manchas blancas, y el cuerpo es de color marron con lineas laterales
blancas en el dorso con espinas en su cuerpo; ademas del color marrén tipico del Spodoptera, las

larvas pueden ser de color verde. En la forma de color verde, las manchas dorsales son oscuras.

Las larvas tienden a ocultarse en el momento mas brillante del dia, la duracién de la fase
larvaria tiende a ser alrededor de 14 dias durante el verano y 30 dias durante el invierno. La
pupacion tiene lugar normalmente en el suelo, a una profundidad de 2-8 cm. La larva construye un
capullo suelto de forma oval, la pupa es de color marron, cerca de 15-22 mm de longitud, con unas
pequefias espinas (Illamados cremaster), que constan de dos lomos de unos 0,5 mm de largo, estas
espinas pueden romper facilmente o son a veces poco desarrolladas. La duracion de la etapa de
pupa es de unos ocho a nueve dias en clima calido, alcanzando 20-30 dias en clima frio. En estado

de pupa el gusano cogollero no puede soportar periodos prolongados de tiempo frio.

En la madurez, las polillas tienen una envergadura de 32 a 40 mm. Las alas anteriores tienen
una longitud de 10.5-15 mm en los machos y 11-18 mm en las hembras. La especie tiene marcas
de la linea transversal de color blanco y marron, este color de es variable de color marron grisaceo

a marron oxido. Por otra parte, los machos pueden tener manchas de color marron claro orbitales,
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ovaladas, oblicuas, y no tan estrechas como en las hembras. Los adultos son nocturnos y son mas

activos durante las noches célidas y himedas. La vida adulta se estima en un promedio de 10 dias,

con un alcance de 21 dias (Capinera, 2008; EMPO, 2015)

4.3 Insecticidas sintéticos e inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa

Los insecticidas y los agentes nerviosos organofosforados son potentes inhibidores
irreversibles de la hidrolasa serina, una super familia de enzimas, de las cuales la AChE es un
miembro importante (Pang et al., 2012). Los pesticidas organofosforados se hicieron populares
después de la prohibiciéon, del DDT en 1970; también se prefieren por su supuesta facil
biodegradacion en comparacion con los organoclorados. Actualmente, los inhibidores de
acetilcolinesterasa (ISAChE) se usan como insecticidas contra los piojos y otros insectos
(Houghton, Ren, & Howes, 2006; Scarpini, Scheltens, & Feldman, 2003) para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (M. Singh et al., 2013), y con fines siniestros, como venenos y como
agentes de guerra quimica (Pohanka, 2011), tales como los gases nerviosos de la serie G (sarin,
soman, tabun, ciclosarin), los de la serie V (VX), y los agentes Novichok (totalmente indetectables
y capaces de superar el equipo de proteccién quimica de la OTAN), todos considerados armas de

destruccion masiva (Epstein et al., 2009; Figueira-Mansur et al., 2013).

Los ISAChE pueden interaccionar en cualquier parte del sitio activo: por ejemplo, el gas
nervioso sarin interact(ia en el sitio esteratico, la tacrina en el sitio a-anionico, el decametonio

interacciona en la garganta aromatica, la huperzina y el propidio en el sitio periférico (B)-
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anionico(M. Singh et al., 2013). Los insecticidas organofosforados se unen irreversiblemente al
sitio esterdtico de la enzima, formando enlaces covalentes con el aminoacido serina del sitio activo,
evitando la hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina, como consecuencia hay un aumento
excesivo de acetilcolina en los receptores muscarinicos y nicotinicos, lo que conduce a periodos
prolongados de excitacion del nervio, paréalisis y muerte (Casida & Durkin, 2013; Kramer & Ulrich,

2012). Esta es la causa de su elevada toxicidad en artrépodos y vertebrados.

El uso intensivo de insecticidas, junto con factores genéticos, ha generado poblaciones de
insectos resistentes a varios insecticidas, poniendo en peligro el éxito de los programas de control
de ellos (Casida & Durkin, 2013). La AChE es el objetivo principal de insecticidas
organofosforados y carbamatos, es una enzima clave en el sistema nervioso de los insectos, para
los que el sistema colinérgico es esencial, por eso es muy Util estudiar esta diana bioldgica durante
el desarrollo de nuevos insecticidas. Se ha comprobado que la resistencia a los inhibidores de la
AChE es debida a su alteracion estructural por sustitucion de una variedad de aminoacidos, causada
por mutaciones en el gen que codifica su biosintesis (Aiki, Kozaki, Mizuno, & Kono, 2005; Kim,

Choi, Je, Koh, & Lee, 2010; Nabeshima et al., 2004; Weill et al., 2004).

En la actualidad, se considera que las librerias moleculares inspiradas en productos
naturales son mas eficientes y prometedoras en la busqueda de agentes activos para el control de
las pestes (Gerwick & Sparks, 2014). Los anillos quinolinicos son estructuras ubicuas,
caracteristicas de muchos productos alcaloidales, y son heterociclos privilegiados ampliamente

presentes en la naturaleza.
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4.4 Compuestos quinolinicos enlazados a triazoles

En general, las investigaciones sobre las quinolinas se centran principalmente, en su
actividad antiparasitaria y anticancerigena, y a pesar de su alto potencial como inhibidores de la
enzima acetilcolinesterasa, y como insecticidas, ain no hay desarrollos cientificos importantes

sobre el su uso para el control de plagas.

Por eso, esta etapa de nuestra investigacion se enfocaba en el estudio de las propiedades
insecticidas y antialimentarias de nuevos hibridos quinolin-triazélicos, para generar una nueva
clase de compuestos Utiles, y ambientalmente mas seguros para el control de una plaga que

amenaza la seguridad alimentaria de Colombia.

Los alcaloides quinolinicos y los derivados sintéticos de este heterociclo, se han estudiado
como agentes inhibidores reversibles de la acetilcolinesterasa (Konrath et al., 2013); la tacrina
(Figura 68), es uno de los compuestos mas representativos, y fue introducida como medicamento
por su capacidad de aliviar en las primeras etapas la enfermedad de Alzheimer (Leon, Garcia, &
Marco-Contelles, 2013). Las furanoquinolinas (A) y tienoquinolinas (B) mostraron la capacidad
de inhibir la AChE y la butirilcolinesterasa (BUChE) en ordenes de 107 molar, al igual que la

tacrina (Marco et al., 2002).
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Figura 68.

Derivados de alcaloides quinolinicos y esqueleto de quinolina.
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Hay unos pocos reportes de quinolinas con actividad insecticida. Una serie estructuralmente
diversa de quinolinas fueron preparadas (Figura 69) de las cuales la 2-aminoquinolina | fue
bastante eficaz contra los pulgones Aphids gossipy, plaga de las cosechas de algodon egipcio; este
derivado fue investigado intensamente en los campos de Syngenta Agro. La 4-pirazolquinolina 11
y el derivado 4- dihidropiridazidinico 11l mostraron importantes actividades insecticidas frente a
las larvas del picudo rojo (Rhynchophorus ferrugineus) que ataca los cultivares de palma datilera
Phoenix dactylifera con CLso de 0,499 y 0,664 ppm, respectivamente (Aly et al., 2014). La
quinolina IV present6 actividad frente a la polilla de la col Plutella xylostella con CLso de 50 ppm

(Ming Xu et al., 2014).
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Figura 69.

Quinolinas con actividad insecticida
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Los alcaloides furoguinolinicos skimmianina y dictamnina se ensayaron para determinar
los efectos sobre la alimentacion y el crecimiento de larvas de Spodoptera litura y Trichoplusia ni
(Sackett, Towers, & Isman, 2007) observandose que ambos causaron reducciones significativas en

el crecimiento y el consumo de la dieta de ambas larvas.

En los ultimos afios, ha habido un nimero de solicitudes de patentes relacionada con la
estructura de los 1,2,4-triazoles, por ejemplo un triazol A (Figura 70). Estos compuestos,
desarrollados en Dow AgroSciences, presentan actividad reguladora del crecimiento, y un perfil
de toxicidad “limpio” para los mamiferos, aunque se desconoce su mecanismo de accion(Hull et
al., 2009); variaciones en las sustituciones de los anillos han proporcionado los compuestos para

controlar los pulgones, los acaros y la mosca blanca (Cudworth et al., 2007).
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Figura 70.

Estructura de derivados enlazados a triazoles.

Al respecto con los derivados quinolinicos enlazados a tiazoles; solo se ha reportado un
trabajo en el que se estudié la actividad insecticida de las quinolinas enlazadas a benzotiazoles B
(Figura 70); en este, se us6 como modelo bioldgico el mosquito Anopheles arabiensis en estado
adulto y larval (Venugopala et al., 2013); el derivado B mostr alta actividad repelente comparable

al DEET (compuesto usado como control positivo), y también alta actividad larvicidal.

Objetivo general de esta etapa are evaluar la actividad insecticida de hibridos triazol-
quinolinicos tipo TA-Qus en larvas de Spodoptera frugiperda, mientras que entre los objetivos
especificos eran tantear la actividad insecticida como concentraciones letales (CLgs), Yy
concentraciones letales medias (CLso) de derivados de quinolin-triazolicos frente a larvas de S.
frugiperda en cuarto instar, usando como compuesto de referencia el insecticida comercial
metomil; establecer la actividad antialimentaria (1A%) de los derivados de la triazolquinolina y sus
precursores frente a larvas de S. frugiperda, usando como compuesto de referencia la cipermetring;
valorar la actividad de los hibridos fusionados TA-Qus como inhibidores de la acetilcolinesterasa

in vitro para establecer si este puede ser el mecanismo de accidén de estas moléculas, y la
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susceptibilidad de la enzima a los inhibidores, e implementar el modelo del pez cebra en estado

embrionario para la evaluacion de la toxicidad de los mejores insecticidas.

4.5 Disefio metodol6gico: Materiales, reactivos y equipos

Reactivos. Los reactivos para el ensayo de actividad insecticida y antialimentaria se utilizé
acetona para anélisis, Merck, Alemania (Emsure®), Cipermetrina mezcla de isémeros (94.3% de

pureza), Sigma-Aldrich, Alemania (Pestanal®) y metomil.

Para el ensayo de actividad inhibitoria de AChE fueron Hidrogeno fosfato de sodio (98%
de pureza) Alfa Aesar, Gran Bretafia (Alfa Aesar a Johnson Matthey Company). Hidrégeno fosfato
di-potasio 3-hidratado (98% de pureza) Panreac, USA (Panreac Quimica S.L.U.). Cloruro de sodio
(99.5% de pureza), J.T. Baker, México, (Mallinckrodt Baker S.A.). Tween® 20 para sintesis,
Merck, Francia. Yoduro de acetiltiocolina (>98% de pureza) (A5751; Sigma-Aldrich, UK). Acido
ditiobisnitrobenzoico (DTNB) (99% de pureza) (A14331-1G; Alfa Aesar, India).
Acetilcolinesterasa del pez Electrophorus electricus (C3389-500UN, Sigma-Aldrich, USA).
Galantamina Hidrobromuro (J62482; Alfa Aesar and Johnson Matthey Company, USA) (The right
chemistry®). Agua grado HPLC. Para la preparacion de las muestras se empled como disolvente

dimetilsulfoxido (99% de pureza) obtenido de Merck, Alemania.

Equipos. Los equipos utilizados fueron: balanza analitica (Mettler Toledo), lector de

microplacas (Biochrom EZ 400 read), ultrasonido (Elma E 15), espectrofotometro UV-Vis con



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 187

sonda de fibra dptica (Cary 60 UV-Vis, Agilent technologies) Estéreo-microscopio Stemi 200-C

marca Zeizz con aditamento de una cdmara para microscopia Axiocam ERA 5s.

Software. Se utiliz6 el Software Galdpagos Expert 1.1, el programa SPSS para Windows

version 19.0 y el Software Microsoft office 2010 (Word y Excel).

Bioensayos. En la actividad insecticida, los materiales usados fueron: transferpette (Brand)
de 0.1-1, 10-100, 20-200 y 100-1000 pL, vasos de poliestireno de 207 mL, papel aluminio y
eppendorf (brand) 1,5y 2 mL, cajas de Petri; para la actividad antialimentaria se incluy6 pinzas
metalicas. La actividad enzimatica se estudié por el método de microdilucion en placas de 96
pocillos y se utiliz6 una transferpette multicanal (Brand) de 10-100 pL. Para el bioensayo de
toxicidad en embriones de pez cebra Danio rerio se utilizé microplacas de 96 pocillos de fondo
plano marca Brand, una transferpette multicanal (Brand) de 10-100 pL, una transferpette (Brand)

de 2-20 pL.

Insecticidas de referencia. Los insecticidas de grado analitico se compraron de la Gnica
casa comercial que los distribuye en Colombia Sigma-Aldrich, y son los que se listan en la figura

71.
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Figura 71.

Insecticidas comerciales usados en la investigacion.
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4.5.1 Preparacion de los hibridos fusionados TA-Qus

188

(Pereira, Brandao, et al., 2014): a) Procedimiento para la obtencion de la 4-azido-7-cloroquinolina

(X). A una solucion de 4,7-dicloroguinolina (I1X) (1,0 g, 5 mmol) en 3 mL de DMF anhidro y

tamices moleculares A4, azida sodica (0,32 g, 5 mmol) se agregaron en una porcién a temperatura

ambiente. La mezcla resultante se dejé en agitacion constante a temperatura ambiente por 12 h,

cuando la TLC indico la finalizacion de la reaccion. Una vez finalizé la reaccion, se lavd con una

solucién de salmuera (3 x 10 mL) y se extrajo con éter etilico (3 x 20 mL). La fase orgénica se seco

sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad. El residuo del producto resultante se

purificé por cromatografia en columna pequefia (silica gel) eluida con CH2Clz/mezcla de hexano

1:1 para obtener el producto final puro como cristales incoloros en forma de aguja (1,8 g, 95 %);

p.f. 115-116 °C (de CH.Cl, / Hex); Rf= 0,29 (EtOAc / Hex 3: 7). IR vmax (neat): 2125, 1568, 1490,

1421, 1305, 1278, 1203, 815 cm™%. *H RMN (CDCls) &: 7.11 (1H, d, J = 4.8 Hz; 3-H); 7.46 (1H,

dd, J = 8.8, 2.0 Hz; 6-H); 7.97 (1H, d, J = 8.8 Hz; 5-H), 8.04 (1H, d, J = 2.0 Hz; 8-H), 8.81 (1H, d,
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J=4.8 Hz; 2-H) ppm. 3C RMN (CDCls) §: 108.7; 119.9; 123.7; 127.5; 128.1; 136.5; 146.3; 149.5;

151.2 ppm.

b) Sintesis de los derivados de 4-triazol-7-cloroquinolinas 50-54: En un balén fondo
redondo se adiciono el 1.5 eq del alquino correspondiente X1 en 9 mL de metanol, luego se agregd
1.0 eq de la 4-azido-7-cloroquinolina (X), 0.25 mmol de sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO45H:0) y 0.50 mmol de ascorbato de sodio, se agitdé por 5 minutos, luego se afiadié 1.5 mL
de agua destilada'y 6 mL de tetrahidrofurano, se dejo en agitacion constante a temperatura ambiente
por 12 h. Una vez finalizd la reaccion, se adiciono una solucion saturada de bicarbonato de sodio
y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase organica se sec6 sobre sulfato de sodio.
Posteriormente de haber eliminado el solvente, se purifico el producto mediante cromatografia de
columna utilizando como eluyente una mezcla de éter de petrdleo/ acetato de etilo. Todos los
compuestos sintetizados 50-54 fueron caracterizados por técnicas fisicas y espectroscopicas: p.f.,

Ry, IR, ES'y RMN.

7-Cloro-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)quinolina (50): Cristales blancos; 67%; p.f.: 157-
158 °C. IR (KBr): 1606, 1597, 1562, 1483, 1234, 1022, 879, 767, 694 cm™. *H RMN (CDCl3) &:
7.26 (1H, t, J = 7.4 Hz; 4-Ha/), 7.34 (2H, t, J = 7.6 Hz; 3,5-Ha), 7.40 (1H, d, J = 4.6 Hz; 3-H),
7.45 (1H, dd, J = 9.1, 2.1 Hz; 6-H), 7.79 (2H, d, J = 7.8 Hz; 2,6-Ha/), 7.91 (1H, d, J = 9.1 Hz; 5-
H), 8.096 (1H, d, J = 2.4 Hz; 8-H), 8.099 (1H, s, 5-Hra), 8.92 (1H, d, J = 4.6 Hz; 2-H) ppm. °C
RMN (CDCls) &: 115.9, 120.6, 121.1, 124.6, 125.9 (2C), 128.8, 128.9, 129.1 (2C), 129.4 (2C),
136.9, 140.9, 148.5, 150.2, 151.4 ppm. P.M.: 306.75. EM, m/z: 306 (M"). Calculado para

C17H11CIN4: C, 66.56; H, 3.61; N, 18.26. Encontrado: C, 66.85; H, 3.43; N, 18.01.
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Figura 72.

Ruta de sintesis para la obtencién de los hibridos TA-Qus.
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7-Cloro-4-(4-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)quinolina (51): Cristales blancos;
47%; p.f.: 160-161 °C. IR (KBr): 1612, 1562, 1494, 1452, 1440, 1252, 1020, 875, 786, 678 cm™.
IH RMN (CDCls) &: 3.86 (3H, s, -OCH3), 7.00 (2H, d, J = 8.8 Hz; 3,5-Har), 7.53 (1H, d, J = 4.6
Hz; 3-H), 7.59 (1H, dd, J = 9.1, 2.1 Hz; 6-H), 7.86 (2H, d, J = 8.8 Hz; 2,6-H), 8.07 (1H, d, J = 9.1
Hz; 5-H), 8.15 (1H, s, 5-Hra), 8.23 (1H, d, J = 2.1 Hz; 8-H), 9.05 (1H, d, J = 4.6 Hz; 2-H) ppm.
13C RMN (CDCls) 6: 55.3, 114.4 (2C), 115.8, 120.3, 120.6, 122.0, 124.7, 127.3 (2C), 128.9, 129.4,
136.9, 141.0, 148.3, 150.1, 151.4, 160.1 ppm. P.M.: 336.78. EM, m/z: 336 (M"). Calculado para

C18H13CIN4O: C, 64.20; H, 3.89; N, 16.64. Encontrado: 64.35; H, 4.05; N, 16.36.

7-Cloro-4-(4-metilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)quinolina (52): Cristales blancos; 97%;

p.f.: 169-170 °C. IR (KBr): 1597, 1562, 1436, 1230, 1029, 1016, 877, 817 cm™. *H RMN (DMSO-
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ds): 8 2.37 (3H, s, -CHa), 7.34 (2H, d, J = 7.9 Hz; 3,5-Ha;), 7.80 (1H, dd, J = 9.1, 2.2 Hz; 6-H),
7.89 (2H, d, J = 8.1 Hz; 2,6-Har), 7.92 (1H, d, J = 4.7 Hz; 3-H), 8.16 (1H, d, J = 9.1 Hz; 5-H), 8.30
(1H, d, J=2.1 Hz; 8-H), 9.18 (1H, d, J = 4.7 Hz; 2-H), 9.26 (1H, s, 5-Hra) ppm. *C RMN (DMSO-
de): 5 20.8, 116.7, 120.1, 123.1, 125.4 (2C), 125.6, 126.9, 128.0, 128.9, 129.5 (2C), 135.5, 137.9,
140.4, 147.1, 149.4, 152.3 ppm. P.M.: 320.78. EM, m/z: 320 (M*). Calculado para C1sH13CINa: C,

67.40; H, 4.09; N, 17.47. Encontrado: C, 67.78; H, 4.23; N, 17.25.

1-(7-Cloroquinolin-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (53): Cristales blancos; 55%;
m.f.: 164-165 °C. IR (KBr): 3257, 1612, 1591, 1440, 1230, 1058, 1033, 879, 844 cm™. 'H RMN
(DMSO-dg) 8: 4.71 (2H, d, J = 5.4 Hz, -CHy-), 5.44 (1H, t, J = 5.6 Hz; -OH), 7.77 (1H, dd, J = 9.1,
2.2 Hz; 6-H), 7.82 (1H, d, J = 4.7 Hz; 3-H), 8.02 (1H, d, J = 9.1 Hz; 5-H), 8.26 (1H, d, J = 2.2 Hz;
8-H), 8.69 (1H, s, 5-Hra), 9.13 (1H, d, J = 4.7 Hz; 2-H) ppm. 13C RMN (DMSO-ds) 5: 54.8, 116.8,
120.3, 124.9, 125.4, 128.0, 128.8, 135.2, 140.5, 148.8, 149.3, 152.3 ppm. P.M.: 260.68. EM, m/z:
260 (M*). Calculado para C12H9CIN4O: C, 55.29; H, 3.48; N, 21.49. Encontrado: C, 55.45; H, 3.66;

N, 21.21.

2-(1-(7-Cloroquinolin-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propan-2-ol (54): Cristales blancos;
91%; m.f.: 148-149 °C. IR (KBr): 3356, 2978, 1612, 1595, 1564, 1438, 1238, 1168, 879, 821 cm"
1. 1H RMN (CDCls) &: 1.78 (6H, s, (-CH3)2), 3.05 (1H, s, -OH), 7.48 (1H, d, J = 4.6 Hz; 3-H), 7.56
(1H, dd, J=9.1, 2.1 Hz; 6-H), 7.96 (1H, s, 5-Hra), 7.99 (1H, d, J = 9.1 Hz; 5-H), 8.21 (1H,d, J =
2.1 Hz; 8-H), 9.02 (1H, d, J = 4.6 Hz; 2-H) ppm. ¥C RMN (CDCls) &: 30.5 (2C), 68.7, 115.9,

120.5,121.2,124.6, 128.9, 129.3, 136.9, 141.0, 150.1, 151.3, 156.5 ppm. P.M.: 288.74 g/mol. EM,
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m/z: 288 (M¥). Calculado para C14H13CIN4O: C, 58.24; H, 4.54; N, 19.40. Encontrado: C, 58.39;

H, 4.76; N, 19.18.

4.5.2 Bioensayos

Ensayo de actividad insecticida. Todos los compuestos se evaluaron por aplicacion topica
(S.J.Yu, 2008) en larvas de peso 500 = 50 mg, a una temperatura de 25 = 2°C, 65 * 5% de humedad
relativa y un fotoperiodo de 14:10 horas (Ahmad, Saleem, & Sayyed, 2009). Como compuesto de

referencia se usd metomil.

Se prepararon soluciones en acetona de todos los compuestos en concentraciones seriadas
de 2500 a 100 pg/mL (Abbassy, Abdelgaleil, & Rabie, 2009; El-Guindy, Abdel-Sattar, & El-Refai,
1983). Una vez seleccionado el grupo (10 larvas por grupo), se dispusieron en cajas Petri (una larva
por caja para evitar canibalismo) y seguidamente se aplicé en el dorso de la larva 1 pL de la
solucion, dejando en evaporar el disolvente por 30 segundos. Las larvas se colocaron en vasos
desechables, un vaso por larva, con suficiente maiz como alimento, y debidamente tapados para
evitar iluminacion. Se realizaron triplicados, por concentracion a ensayar, en semanas diferentes,

y para el control se empled acetona.

El porcentaje de mortalidad (%) (ecuacion 1) obtenido se analizé a partir de las 2, 4, 6, 8,
24, 48 y 72 horas posteriores al tratamiento considerando como muerta aquella larva que no

respondié a leves punzadas (Pavela & Vrchotova, 2013). Finalmente, la concentracion letal a la
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cual muere el 50% de la poblacion (CLsg) se calculo a partir de la ecuacion logaritmica de la grafica

de correlacion lineal entre porcentaje de mortalidad (% mortalidad).

Ensayo de inhibicidon de la enzima acetilcolinesterasa. Se emple6 el método propuesto
por Ellman (Ellman et al., 1961), para ello se realizaron concentraciones seriadas de los compuestos
a probar, desde 1x10 M hasta 4.88x10”" M. El compuesto de referencia usado fue el insecticida

metomil, y para validar el método se usé galantamina.

El ensayo se realiz6 en una microplaca de 96 pocillos con un volumen final de 200 uL. Se
colocaron 100 pL de una solucion con compuesto de referencia a probar en concentraciones
seriadas (las mencionadas anteriormente) disueltos en buffer fosfato salino (PBS) de pH 7.5, se
adiciond a cada pocillo 50 pL de la AChE (0.25 U/mL). La reaccién se dejé transcurrir durante 30
minutos y se le adicioné 100 pL de la solucién sustrato de pH 7.5, la cual estaba compuesta de
0.142 g de Na;HPO4 (0.04 M), 0.002 g de acido 2,2"-dinitro-5,5"-ditiobenzoico (0.2 mM) y 0.0018
g yoduro de acetiltiocolina (0.24 mM). Transcurridos cinco minutos del inicio de la reaccion se

leyo la absorbancia a 405 nm, en un lector de microplacas.

Ensayo de actividad antialimentaria. Para este bioensayo se usaron con larvas de S.
frugiperda de peso promedio 500 + 50 mg se utilizaron cinco soluciones con concentraciones
seriadas de 1000 a 50 pg/mL y un control de acetona, como compuesto de referencia se utilizo
cipermetrina. El ensayo fue realizado bajo condiciones de laboratorio, a una temperatura de 25 + 2
°C, una humedad relativa de 65 £ 5%, y un fotoperiodo de 14:10 horas (Pilla D’Incao et al., 2012;

Simmonds et al., 1996).
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Los compuestos en estudio se prepararon en 1 mL de acetona y se incorporaron 100 pL a
un disco del fruto del maiz de peso promedio 400 + 50 mg. Al control se le adicioné 100 uL de
acetona en el disco de maiz (EI-Aswad, Abdelgaleil, & Nakatani, 2004). Las larvas seleccionadas
para el bioensayo se almacenaron en recipientes individuales sin alimento durante las seis horas
previas al bioensayo; transcurrido el tiempo se les proporciono el disco de maiz con el compuesto
a evaluar. Se utilizaron diez larvas para cada concentracion, el alimento se peso a intervalos de 24
horas durante 72 horas y se calcul6 el porcentaje de indice antialimentario (% IA) (Chorus &

Bartram, 1999)( y la concentracion efectiva media (CEso).

Ensayo de toxicidad empleando el modelo embrionario del pez cebra. Especimenes
adultos del pez cebra (Danio rerio), de ambos sexos y de tipo salvaje, fueron separados en dos
tanques de acuerdo a su género a 26 + 2 °C bajo fotoperiodos naturales de luz y oscuridad. Los
peces fueron alimentados dos veces por dia y la calidad del agua fue monitoreada semanalmente,
con el fin de adaptar a los peces a estas condiciones por dos semanas, antes de iniciar los
experimentos. Para la reproduccidn de los peces adultos, pequefios tanques de apareamiento fueron
acondicionados en la tarde previa al experimento, donde en cada uno de estos tanques se ubicaron
tres machos y una hembra. Estos tanques fueron aislados, sin ninguna perturbacion de ruido o luz,
hasta la mafana siguiente, cuando el apareamiento natural ocurrié (Ali, van Mil, & Richardson,

2011).

Los peces adultos fueron reintegrados a sus respectivos tanques y los embriones fueron

recolectados, lavados dos veces con medio E3 (el medio E3 es el buffer de Holtfreter y esta
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compuesto de 5 mM NacCl, 0.17 mM KCI, 0.4 mM CaCl, y 0.16 mM MgSOa,), y transferidos a una
caja Petri. Los embriones fueron examinados periddicamente a través de un microscopio de
diseccion con el fin de remover aquellos embriones muertos, no fertilizados, malformados o
retrasados en su desarrollo. Durante este periodo, los embriones fueron mantenidos en una
incubadora a 28 + 2 °C bajo fotoperiodos naturales de luz y oscuridad. Los embriones
seleccionados a 24 horas posteriores a la fertilizacion (hpf) fueron transferidos cuidadosamente
desde la caja Petri a una microplaca de 96 pozos, ubicando un embrién y 200 puLL de medio E3 por

pozo.

Determinacion de la CL50 en embriones del pez cebra. Para este experimento, se
emplearon 72 embriones, en total, para evaluar la toxicidad del derivado 52 con el fin de realizar
tres experimentos independientes en tres diferentes placas, donde en cada una de ellas cada extracto
fue evaluado tres veces en cada placa. En cada placa se evalu6 una serie geométrica de
concentraciones, iniciando en 300 y finalizando en 4.68 ug/mL. Finalmente, la determinacion de
la CLso se basa en la mortalidad acumulada, la cual fue monitoreada en un microscopio de diseccion
a 72 horas después de la exposicion quimica (96 hpf) y el analisis estadistico se realiz6 mediante
el analisis de la Regresion Probit con el programa SPSS para Windows version 19.0. Los datos se

expresan con el error estandar de la media de los tres experimentos realizados en triplicado.

4.6 Resultados y discusién
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4.6.1 Sintesis de los derivados triazol-quinolinicos 50-54.

Los hibridos TA-Qus 50-54 se obtuvieron con rendimientos superiores al 47%. En la En
las figuras 73y 74 se puede observar los detalles descritos para el hibrido 50 con fragmento arilico
presente en el anillo de triazol, mientras que las jError! No se encuentra el origen de lareferencia.74
y 75 muestran los cuadros caracteristicos para el hibrido 53 que contiene cadena hidroximetilo del

triazol.

Tabla 16 se observan las propiedades fisicas determinadas para cada compuesto. Son
sustancias incoloras, estables con el punto de fusién bien definido. Las moléculas obtenidas fueron
purificadas facilmente usando la cromatografia en columna (silica gel). Las estructuras y la pureza
de los productos obtenidos se confirmaron por las técnicas espectroscépicas comunes (IR, RMN y

EM).

La informacion méas completa de las estructuras de los hibridos 50-54 se obtuvo usando la
resonancia magnética nuclear de *H, 3C RMN. En general, las caracteristicas de los espectros de
'H RMN son muy similares presentandose las sefiales de los protones de cada fragmento
heterociclico, - quinolin-4-ilo 7-cloro sustituido y 1H-1,2,3-triazol-1-ilo 4-sustituido. Los

desdoblamientos claros permiten asignar todos los protones aromaticos.

El singlete del protén C-5 del triazol aparece en zona 8.03-8.30 ppm lo que indica
directamente la formacién del ciclo del triazol 1,4-disustituido lo cual, a su vez, confirma la

regioselectividad excelente de la CUAAC reaccion. Los espectros de *C RMN de estos hibridos
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indicaron el namero carbonos presentes en la molécula, corroborando la naturaleza de dichos
nicleos mediante su ubicacion en las distintas regiones del espectro.

En las figuras 73 y 74 se puede observar los detalles descritos para el hibrido 50 con
fragmento arilico presente en el anillo de triazol, mientras que las jError! No se encuentra el o

rigen de la referencia.74 y 75 muestran los cuadros caracteristicos para el hibrido 53 que contiene

cadena hidroximetilo del triazol.

Tabla 16.

Propiedades fisicoquimicas de los hibridos obtenidos 50-54.

Comp.

/i NN

%
joe

cl N

H3C-O

)Z/ NN
N

0
cl N 51
HaC.
;/ "\IN
”
o
cl N 52

PM (g/mol)

C17H11CIN,

306.75

C18H13CIN,O

336.08

C18H13CIN4

320.78

Estado/Color

Sélido, Blanco

Sélido, Blanco

Sélido, Blanco

p.f(°C)

149-150

173-174

147-148

Rt Rto, %

R:0.50
67
Hex:AcOEt 3:1

R 0.50
50
Hex:AcOEt 1:5
R 0.50
97

Hex:AcOEt 1:5
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HO
Ra
N C12HoCIN4O Rf0.60

N Solido, Blanco  164-165 55
m 260.68 Hex:AcOEt 2:1
cl N” 53
HO CHs
HsC
IY, CuHuCINGO RF0.46
N’ Sélido, Blanco 167-168 91
/@\)j 288.73 Hex:AcOEt 1:3
cl N" 54

En el espectro de *H RMN del compuesto 53 se aprecian las sefiales correspondientes a los
diversos grupos de protones presentes en la molécula: comenzando desde campos altos a campos
bajos, se ubica la sefial del grupo metilénico (HO-CH,-TA) enlazado al grupo hidroxi y al triazol
a 4.71 ppm, mientras se encuentra una sefial a 5.44 ppm correspondiente al grupo hidroxilo. Los
protones aromaticos de los dos anillos se encuentran en la region comprendida entre 7.77-9.13
ppm. En su espectro de *C RMN se observa claramente la sefial a 54.8 ppm correspondiente al

unico carbono alifatico (figura 76).

El analisis funcional comparativo de los espectros de IR de estos hibridos puede ayudar a
determinar sus estructuras identificando los grupos funcionales mas caracteristicas. Por ejemplo,
el espectro infrarrojo del hibrido 52 presenta las bandas tipicas de los compuestas heteroaromaticos
(1597, 1562, 1436, 1230, 1029, 1016, 877, 817 cm™), mientras que en el espectro infrarrojo del

hibrido 54 se encuentran las bandas adicionales, propias a los alcoholes (3356 y 1168 cm™). La
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banda ancha a 3356 cm™ es tipica de la tension del enlace O-H que forma puentes de hidrégeno y
la sefial menos intensiva a 1168 cm™ se debe a la tension del enlace C-O.

Figura 73.

Espectro de 1H RMN (CDCI3) de la 7-cloro-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)quinolina (50).
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Figura 74.

Espectro de 3C RMN (CDCls) de la 7-cloro-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)quinolina (50).
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Figura 75.
A. Espectro de'H RMN (DMSO-d6) del (1-(7-cloroquinolin-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)metanol

(53); B. Zona aromatica del espectro del 53.
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Figura 76.

Espectro de 13C RMN (DMSO-d6) del (1-(7-cloroquinolin-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)metanol
(53).
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Figura 77.

Espectro infrarrojo de los compuestos obtenidos: A. IR del hibrido 53; B. IR de hibrido 54
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4.6.2 Bioensayo de actividad insecticida

Se llevo a cabo la recoleccion de las larvas de S. frugiperda en la plaza de mercado central
de la ciudad. Las larvas se transportaron al laboratorio en un recipiente plastico con suficiente
alimento para evitar canibalismo; posteriormente se dispusieron en recipientes plasticos, una larva
por recipiente y se les adiciond suficiente comida (maiz dulce fresco); se almacenaron en oscuridad
hasta ser utilizadas en los diferentes bioensayos. El 10% de los animales colectados fueron

enviados al ICA para su caracterizacién taxondmica.

Figura 78.

Material bioldgico para bioensayos. Fuente: investigacion propia.

Se seleccionaron grupos de 10 larvas, previamente pesadas (500 + 50 mg); el ensayo se
mantuvo a temperatura de 25 + 2 °C, y 65 + 5% de humedad relativa y un fotoperiodo de 14:10

(Abbassy et al., 2009). En la figura 79 se observan los pasos mencionados.
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Figura 79.
Metodologia de actividad insecticida en Spodoptera frugiperda; 1. Larva cogollero del maiz S.
frugiperda; 2. Determinacion del peso de la larva (500 + 50 mg); 3. Aplicacion de compuesto en

estudio y 4. Almacenamiento de larvas con tratamiento.

Para el montaje del bioensayo de actividad insecticida se usé como compuesto de referencia

el insecticida metomil; el % de mortalidad se calcul6 con la figura 80.

Figura 80.

Ecuacion de porcentaje de mortalidad (% mortalidad).

Total larvas muertas
Total de larvas

% Mortalidad = ( * 100)
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A partir de ecuacion de la curva % de Mortalidad vs Concentracién se determind una CLso=
172.4 pg/mL (6.00 x 0* M) . Este valor de toxicidad es comparable al reportado previamente en la
literatura: CLso de 124.40 pg/mL (4.33 x 10* M) (Abbassy et al., 2009); la variacion que se
observan en los resultados se puede deber al tipo de procedencia del insecto, su peso, las

condiciones ambientales usado en el ensayo, y la resistencia a este insecticida.

Figura 81.

Curva dosis-respuesta de porcentaje de mortalidad de metomil frente a S. frugiperda
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Este pesticida ha sido ampliamente utilizado para el control del cogollero del maiz
(Yutthapong et al., 2008). Se ha reportado efectos sobre la mortalidad de los huevos y la fertilidad
de los mismos. También, se ha reportado resistencia al insecticida, pero se ha presentado de forma
lenta y progresiva, méas aun se han reportado concentraciones de hasta 380.01 ppm para el control

del S. frugiperda en cultivos de maiz (Rattanapan et al., 2006).
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De la misma forma que para el metomil, se realizé el estudio de la actividad insecticida de

los derivados quinolin-triazélicos 50 - 54. Para los derivados se probaron concentraciones desde
2500 hasta 100 ppm. En la figura 82 se muestran las graficas obtenidas para todos los compuestos,
y en la Tabla 17 se recogen los resultados para las concentraciones letales medias para todos los

compuestos en estudio.

Los resultados obtenidos muestran que los compuestos evaluados tiene un efecto insecticida
sobre las larvas de S. frugiperda, destacAndose el hibrido 52 (7-cloro-4-(4-metilfenil-1H-1,2,3-
triazol-1-il)quinolina) que exhibié un buen valor de concentracion letal media (CLso = 327,1
pg/mL) ya que para metomil el mismo parametro era CLso = 172.4 pg/mL. Los andlogos méas
cercanos del 52 (hibridos 50 y 51) mostraron la disminucion notoria de la actividad insecticida
(CLso = 996,9 y 1415,4 pg/mL, respectivamente). Los hibridos con las cadenas hidroxialquilicas
(comp. 53 y 54) mostraron también el nivel bajo de la actividad insecticida (CLso = 843,5 y 903,5

pg/mL, respectivamente).
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Figura 82.
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Gréficas de las curvas % de mortalidad vs concentracion para los compuestos objeto de estudio.
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Tabla 17.

Valores de CLso y CLgs para los compuestos derivados triazol-quinolinicos 50-54.

Comp.

50

Actividad insecticida de los compuestos objeto de estudio
CLso (LI-LS)* CLso (LI-LS)* CLos (LI-LS)* CLos (LI-LS)*
(Hg/mL) (M) (Hg/mL) (M)
996.9 3.13x10° 1994.6 6.50x1073

0.98
(924.3-998.1) (3.01x10%- 3.25x10%)  (1858.6-21305)  (6.06x103- 6.95x10°3)

0.99
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51

52

53

54

Metomil

1415.4
(1370.5-1460.3)
327.1
(331.8-395.7)
8435
(887.3-849.3)
9035
(893.3-913.7)
172.4

(156.6-188.4)

4.21x10°3
(4.08x103- 4.35x107%)
1.13x10°
(1.03x103- 1.23x10°%)
3.41x10°
(3.27x103- 3.56x107)
3.13x10°
(3.09x103- 3.16x10°%)
6.00x10™*

(5.45x10™*- 6.54x10%)

*LI: limite inferior; LS: limite superior.

2381.9
(2172.3-2591.5)
1229.6
(1155.2-1304.0)
1552.7
(14410-1664.4)
1546.6
(1428-1664.7)
839.9

(815.7-864.1)

7.09x103
(6.46x1073- 7.71x10%9)
3.83x10°3
(3.60x1073- 4.06x10%3)
5.97x1073
(5.54x1073- 6.40x10%?)
5.36x103
(4.95x1073- 5.77x10%9)
2.92x10°®

(2.84x1073- 3.01x107%)

0.97

0.92

0.99

0.99

0.85

208

0.99

0.96

0.99

0.99

0.92

Hoy en dia, la evaluacion inicial de un potencial compuesto bioactivo comienza con el

analisis de sus propiedades fisicoquimicas las cuales se obtienen facilmente utilizando softwares

de tecnologia web. In silico estudio es una herramienta (til en el disefio y desarrollo de los nuevos

agentes biologicos y también es (til en la etapa del estudio de mecanismo de accion y refinamiento

de la estructura del compuesto-lider.

En esta etapa de investigacién, se calcularon algunos descriptores mas importantes para

este tipo de investigaciones: peso molecular (PM), lipofilicidad medida como el coeficiente de

particion octanol/agua (cLog P), nimero de aceptores de enlaces de hidrogeno (NAEH), nimero

de dadores de enlaces de hidrégeno (NDEH), el nimero de enlaces rotables (NER) y el area

superficial polar molecular (PSA- topological polar surface area). Estos ultimos se conocen como

parametros de Lipinskii que se usan a menudo para predecir la biodisponibilidad oral de una

molécula bioactiva (Butina et al., 2002; Lipinski et al., 2001).
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Aunque el descubrimiento de agroguimicos tiene caracteristicas Unicas debido a la
biodiversidad de las plagas y las condiciones de uso, en general, se puede usar los pardmetros
mencionados también en las etapas de generacion y optimizaciéon de los nuevos agroguimicos,
incluidos los insecticidas. Entonces, empleando el software Molinspiration™ se obtuvieron los
siguientes pardmetros de PM, cLogP, NAEH, NDEH, NER y PSA para cada una de las moléculas
(Figura 83A,B Tabla 18). Como ejemplo, la jError! No se encuentra el origen de la referencia.

muestra los resultados obtenidos del software Molinspiration para los hibridos 52 y 53.

Figura 83A.

Presentacion de los resultados obtenidos del software Molinspiration, paramétros del hibrido 52.

Molinspiration property engine
v2018.10
miLogP 4.56
TPSA 43.61
~ N natoms 23
MW 320.78
noON 4
I' nOHNH 0
N—N nviolations 0
Cl nrotb 2
volume 273.85
il Hibrido 52

"MolinspirationCheminformatics. En: http://www.molinspiration.com/.
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Figura 83B.

Presentacion de los resultados obtenidos del software Molinspiration, paramétros del hibrido 53.

Molinspiration property engine
v2018.10
miLogP 2.02
TPSA 63.84
natoms 18
MW 260.68
noN 5
nOHNH 1
nviolations 0
HO. nrotb 2
volume 210.70
T
L -
Hibrido 53

Al analizar los principales descriptores moleculares de estos hibridos y metomilo, no es
dificil observar que el metomilo, una molécula pequefia, insecticida fuerte (CLso = 172,4 pg/mL),
presenta un caracter hidrofilico (cLogP = 0,75), mientras que el hibrido 52, el mejor insecticida
(CLso = 327,1 pg/mL) es la mejor molécula lipofilica de esta serie (cLogP = 4,56). Ademas, el
hibrido 53 con propiedades insecticidas débiles (CLso = 843,5 pg/mL) posee un caracter hidrofilico
similar (cLogP = 2,02) al del metomilo. Aqui, se debe hacer el siguiente comentario: aplicadas
topicamente en larvas, las moléculas deben penetrar en la cuticula, un tegumento protector, que
salvaguarda las superficies internas y externas de los insectos. Como el integumento del insecto se
puede considerar una estructura de dos fases, con capas lipofilas (epi- y exo-cuticulas que contienen
lipidos, lipoproteinas y proteinas) e hidrofilas (endo- cuticulas, una quitina-proteina), ambas
moléculas lipdfilas (hibridas 50-54) y los compuestos hidrofilicos (metomilo) en general, pueden

pasar a través de esta barrera bioquimica activa a la hemolinfa para alcanzar dianas especificas.
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Tabla 18.

Resultados de los parametros calculados usando software Molinspiration.

Comp. PM
50 306.76
51 336.78
52 320.782
53 260.68
54 288.74
Met2  162.21

aMet. - Metomilo

cLogP

411
4.17
4.56
2.02
2.83

0.75

NDEH

NAEH

NER

TPSA
(A%
43.61
52.84
43.61
63.84
63.84

50.70

211

Por lo tanto, la actividad insecticida de una molécula es el resultado de una serie de

interacciones multiples entre el compuesto y los tejidos de un insecto, donde la penetracion es un

paso inicial e importante, pero aun poco estudiado. Sobre estas bases, la situacién es mas compleja

en las correlaciones de relaciones estructura-actividad. Ademas de estos parametros mencionados

arriba, la actividad insecticida de los nuevos compuestos también debe estar relacionada con el

tamario, la forma, la estabilidad, los valores de pKa, etc.

4.6.3 Ensayo de inhibicidn in vitro de la enzima acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima del grupo de las hidrolasas que esta presente

en la mayoria de los seres vivos, especialmente en los vertebrados incluyendo a los seres humanos,

pero también en invertebrados como los insectos. Por eso, esta enzima es una diana comun de gran
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parte de los insecticidas usados actualmente, al inhibirla se puede sobre-estimular el sistema

colinérgico del insecto y producirle la muerte.

La estructura de la AChE de la anguila eléctrica (Electrophorus electricus) ha sido
estudiada desde la década de 1990 (Sussman et al., 1991): el mondémero enzimatico de eeAChE es
una proteina alfa/beta que contiene 537 aminoacidos. Su sitio activo conocido como sitio esteratico,
en donde ocurre la hidrdlisis del neurotransmisor, esta constituido por tres residuos: Ser 200, His

440 y Glu 327 (Dvir et al., 2010; Harel et al., 1993).

Ademas, esta enzima posee otros subsitios que son importantes en la interaccion del
neurotransmisor con el sitio activo de la enzima. Estos son la cavidad aromatica (CAS, catalytic
aromatic site) y el subsitio periférico anionico (PAS) La cavidad aromatica (garganta hidrofébica)
abarca una gran cantidad de residuos aromaticos encargados de las interacciones m-cation de la
parte del amonio cuaternario de la acetilcolina y estos residuos aromaticos del sitio activo. EI PAS
aisla la cavidad aromética de la superficie externa de la enzima, ademés participa en funciones no

cataliticas de la misma, como la adhesién a membranas, la diferenciacién de células, etc.
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Figura 84.

Representacién de la estructura general de la eeAChE.

Subsitio periférico aniénico,

Cavidad
aromatica,
CAS

Cavidad
aromatica,
CAS

Sitio esteratico,
triada catalitica

No obstante, cabe notar que la estructura de la AChE de la gran mayoria de los insectos
incluyendo a la de S. frugiperda no esté todavia resuelta; se conoce solamente la estructura de
mosca de fruta Drosophila melanogaster (Harel et al., 2000). De este estudio, se suponen la cierta

similitud estructural entre eeAChE y AChE de los insectos.

Por esta razon, la investigacion sobre los insecticidas se ha centrado en la capacidad de
familias quimicas de compuestos capaces de inhibir la enzima. Los inhibidores de AChE (AChEI)
envuelven a un gran nimero de compuestos con estructuras muy variadas, y que en presencia de
la AChE dan lugar a la inhibicion de la enzima, por lo que alteran la sinapsis colinérgica (Khan,
2009). Estos compuestos pueden interactuar de maneras diferentes con la cavidad del sitio activo

de la enzima, y en funcion de ellos se clasifican en tres grupos (Colovi¢ et al., 2013; McHardy et
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al., 2017): 1. Compuestos que interacttan con el sitio activo; 2. Compuestos que interactdan con

la cavidad aromaética y 3. Compuestos que interacttian con el subsitio periférico aniénico.

Los compuestos empleados como insecticidas incluyen algunos organofosforados y
carbamatos, que alcanzan interactuar con el sitio activo de la enzima tanto de forma irreversible
como reversible, causando asi la muerte del organismo que se une en contacto con el inhibidor,
idealmente la plaga (Houghton et al., 2006). Se sabe que los carbamatos (compuestos derivados
del acido carbamico) son menos lesivos que los organofosforados, debido a que la interaccion con
el sitio activo se da de forma reversible, permitiendo que la enzima pueda restablecer su actividad.
Uno de estos carbamatos que se usa para control de los gusanos, el metomilo (S-metil-N-
tioacetimidato) fue introducido por Dupont en 1966. EI metomomilo inhibe irreversiblemente
acetilcolinesterasa y es eficaz contra muchas especies, incluyendo afidos, lepidopteros, homopteros

y &caros que atacan una variedad de vegetales, cultivos y ciertos arboles frutales (Baron, 1991).

Un insecticida sistémico y de contacto, el metomilo posee una alta toxicidad aguda para
ratas con un LDso de 30-34 mg/kg y esta clasificado como un compuesto altamente peligroso por
la Organizacién Mundial de la Salud (Clasificacion de peligros de plaguicidas por peligro de la
OMS, http: // www.who.int/ipcs/publications/pesticides_hazard/en/index.html). Adicionalmente,
el metomilo mostré6 una considerable genotoxicidad para los linfocitos humanos, causando
aberraciones cromosomicas dependientes de la dosis y micronucleos. Con estas caracteristicas muy
peligrosas, es claro que la busqueda de los nuevos AChEI menos tdxicos y mas efectivos es una de

las tareas mas importantes en la agroquimica. Esta busqueda inicia con los ensayos de la inhibicion
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de la AChE preliminares usando la eeAChE usando el metomil como insecticida de referencia lo

que realizd también en esta investigacién

A nivel experimental la inhibicion de la acetilcolinesterasa se midi6 por el incremento del
color amarillo producido por la tiocolina procedente de la hidrélisis de la acetilcolina cuando ésta
reacciona con el ion ditiobisnitrobenzoato para formar el anién del acido tiobisnitrobenzoico,

siendo este de color amarillo (Figura 85).

Figura 85.
Secuencia de reacciones para determinar la actividad inhibitoria de la AChE (Ellman et al., 1961)

"
N AChE . . - +
H,0 + (CH3)3N CH,CH,SCOCH; ——* (CHj3)3N CH,CH,S + CH;COO + 2H

Acetiltiocolina Tiocolina Acetato

OZN—@S-S—QNOZ
‘ooc COO
Ditiobisnitrobenzoato

(H3C)3N+CH2CH25-SONOZ + 'SQNOZ
Ccoo’ coo’

Anioén del acido tionitrobenzdico
(color amarillo)

ibi ACh
(CHg)sN'CH,CH,SCOCH, + Inhibidor No hay o se forma muy poca
(insecticida) tiocolina
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Figura 86.

Disefio experimental de una microplaca para la determinacion de la inhibicion enzimatica.
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Control: necesario para determinar la actividad de la enzima sin ningln
tipo de inhibidor; los pocillos contienen: enzima (50 pL), PBS (50 uL) y
solucion sustrato (100 pL).

Blanco: necesario para restar cualquier absorcién causada por los

reactivos, los pocillos contienen: solucion sustrato (100 uL) y PBS (100

ML)

El esquema experimental del ensayo en microplacas de 96 pocillos se presenta en la figura
86. El disefio incluy6 un blanco para cada muestra y concentracion, y dos filas de control, para la
determinacion del 100% de actividad enzimatica sin ningln tipo de inhibidor. La Clso se definio

como la concentracion requerida para conseguir el 50% del efecto inhibitorio.
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De otro lado, la figura 87 muestra una de las placas experimentales realizadas para
determinar la inhibicion de la enzima causada por la galantamina, un potente inhibidor utilizado

frecuentemente para para el montaje de los métodos de analisis de inhibicién de colinesterasas.

Figura 87.

Gréficas de las curvas % de mortalidad vs concentracion del compuesto de referencia

galantamina, y experimento real en microplaca de 96 pocillos.
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A partir de la figura 88 se obtuvo el % de inhibicion que fue graficado vs la concentracion;

con la ecuacién de la curva obtenida se calcul6 la concentracion inhibitoria media:

La galantamina presentd actividad inhibitoria media de la enzima de 0,30 pug/mL (0,28 —
0,33 pg/mL), siendo un valor similar al reportado en la literatura que es de 0,27 £ 0,03 pg/mL.

Después de implementar el método en el laboratorio comprobado con la galantiamina, se procedio



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 218

a probar los derivados quinolin-triazolicos en el protocolo desarrollado obteniéndose las curvas de

inhibicién de la AChE (figura 89).

Figura 88.

Ecuacion del % inhibicién producido para cada compuesto.

(E—-B)

% Inhibicion = (100 — m

x100>

E: Absorbancia muestra; C: Absorbancia control; B: Absorbancia Blanco

Los datos de Clso de las triazolilquinolinas 50-54 se han determinado mediante la construccion de
curvas de dosis-respuesta. El andlisis de los resultados obtenidos muestra que todos los compuestos
probados lograron inhibir la acetilcolinesterasa en concentraciones menores a 68,4 ug/mL (Tabla
19). Los dos compuestos mas activos fueron los hibridos 52 y 53 exhibiendo las Clso 27,7 y 29,5
pg/mL, respectivamente. A pesar de que los hibridos son distintos estructuralmente, el nivel de

inhibicion enzimatica fue muy similar para ambos compuestos.
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Figura 89.

Gréficas de las curvas % inhibicidn vs concentracion para los compuestos objeto de estudio.

100
% N 90 *
)
80 ey 80 A
3 .—):Fh_—f [ —
3 % g n e
4 60 y = 18.957In{x) + 82.445 4 e ¥=12.962In{x)+ 70.15
= 5 = = 5 R* = 0.8921
® ®
40 ¥ =18 658ln(x) 4+ 82.381 a0 ¥=13.29I0(x) + 71.028
= ol
- R?=0.9884 3 =08
20 ¥ =19.46In{x) + 83.801 20 ¥ = 14.74In(x) + 74.222
R*=0.9831 RI=08659
10 10
0 0
0,04 0.16 036 056 076 096 116 004 0.6 0.36 0.56 076 096 116
Concentracién {mM) Concentracién (mM)
+ Replical Replica 2 A Replica3 * Replical Replica 2 & Replica3
120
110
100
%0
80
<
% 70
2 g0 y=14.55In{x) + 82.489
z R =092
HE
a0 ¥=14.379In{x) + 84.271
..
. ?=09628
20 V= 14.412In(x) + 84.848
10 =

0
400602 160E-01 360E-01 560601 760E01 960E-01 1.16E+00
Concentracién (mM)
* Replical Replica 2 & Replica3

120 120
w w a

« 90 &

&) 80
<

§

] 2 v = 19.958In{x) + 91.058 30 . .
2 60 R?=0.9898 2 s ¥=12831i0bl+ 79369
£ £ =
® % ¥=202in(x) + 91696 HE

a0 R?=0.9921 a0

= 13.878In{x)+ 80499
¥ =20.121In{x)+ 91,373 2=

0
Al =0.9937
20 20 ¥ = 13.659In[x)+ 80.06
R?=0.87]
10 10
o o
004 0.16 036 056 076 096 116 004 0.16 036 056 0.76 0.96 116
Concentracién (m) Concentracién (mM)
* Replicai Replica 2 A Replica 3 + Replica 1 Replica 2 A Replica3

Teniendo en cuenta que el compuesto 52 posee una buena actividad insecticida in vivo
(LDso = 327,1 pg/mL) y en contraste, el compuesto 53 ha sido una molécula mucho menos activa
(LDsp = 843,5 pug/mL) (Tabla 17), los efectos observados parecen ser interesantes y tal vez,
caracteristico. Sumando los resultados de la Tabla 18, se puede hacer la siguiente suposicion:

diversas caracteristicas lipofilicas (cLogP) de los hibridos 52 y 53 influyen mas sobre la
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penetracién y transporte en tegumento de las larvas que su interaccion con el sitio activo de la

eeAChE.

Tabla 19.

Valores de Clso para las triazolilquinolinas 50-54.

Actividad Inhibitoria in vitro de la AChE de los compuestos objeto de
estudio

Clso (LI-LS)* Clso (LI-LS)*

Comp. X? p
(pg/mL) (mM)
52.1 169.9 0.91
50 0.81
(51.3 - 52.9) 167.2 - 172.60)
68.4 203.4
51 0.81 0.91
(65.3 - 71.4) (194.2 - 212.5)
29.5 92.3
52 0.71 0.84
(28.5 - 30.5) (89.1 - 95.4)
27.7 106.4
53 0.78 0.88
(27.5 - 27.9) (105.5 - 107.3)
32.3 112.02
54 0.77 0.88
(31.8 - 32.9) (110.1 - 113.9)
0.30 1.05
Gal.2 0.40 0.69
(0.28-0.33) (0.97 - 1.13)
0.31 1.05
Met.P 0.40 0.69
(0.29-0.34) (0.98 - 1.14)

*LI: limite inferior; LS: limite superior; *Gal. — Galantamine; "Met. — Metomilo.

La confirmacion de esta suposicion no era objetivo de nuestra investigacion y requiere mas

trabajo experimental, especialmente, los estudios de docking. Después de haber realizado los
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bioensayos insecticidas in vivo y, los bioensayos enzimaticos frente eeAChE in vitro, se procedid

a la siguiente etapa, - evaluacion de la actividad antialimentaria de los mismos compuestos.

4.6.4 Ensayo de actividad antialimentaria

Para poder entender el efecto antialimentario de las molécula organicas, es necesario hacer
un pequefio recuento de las relaciones entre las plantas y las demas especies del planeta (Harbone,

2002; Opitz & Miiller, 2009; Piasecka et al., 2015; Wittstock et al., 2004).

Las plantas han estado interactuando con los animales (sobre todo, insectos) por varios
cientos de millones de afios, lo que ha conducido a mecanismos complejos de defensa quimica,
contra las diversas estrategias de los insectos que buscan su alimentacion. Estas defensas quimicas
contra los herbivoros son de suma importancia para las plantas. Algunas defensas son constitutivas

mientras que otras son inducidas.

Los insectos herbivoros tradicionalmente se han dividido en los generalistas (polifagos),
que se alimentan de varias especies de diferentes familias de plantas, y en los especialistas
(monofagos y olig6fagos), que se alimentan de una o unos pocos tipos de plantas de la misma
familia. Los generalistas toleran una amplia gama de defensas presentes en la mayoria de las
plantas, mientras que ellos no pueden alimentarse de ciertas plantas que han evolucionado a
mecanismos de defensas mas singulares. Los especialistas, por otra parte, utilizan un rango
especifico de plantas con compuestos toxicos (defensivos), que al mismo tiempo pueden funcionar

como estimulantes de la alimentacion.
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El efecto antialimentario de los productos naturales extraidos de las plantas aromaticas y
medicinales ha sido ampliamente estudiado por muchos autores en los Gltimos afios, sin embargo,
estos efectos son considerados principalmente un aporte al estudio de la toxicidad aguda y cronica

de los elementos de origen vegetal.

Las moléculas con propiedades antialimentarias pueden ser descritas como alomonas que
inhiben la alimentacion y afectan considerablemente el potencial de desarrollo del insecto, los
cuales a su vez no tienen efectos directamente letales. ElI uso de estos compuestos ha sido
particularmente eficaz en las larvas de los insectos fitéfagos, que causan importantes dafios y
pérdidas en los cultivos debido a su alimentacion destructiva. Muchas de estas sustancias son
amargas y de aceptacion de las plantas hospederas por herbivoros requiere quimiorecepcion de
niveles favorables de los fagoestimulantes en relacion con las moléculas antialimentarias de las

plantas.

¢Qué es exactamente un insecticida de actividad antialimentaria? Existen varias
definiciones para el término "antialimentaria” en la literatura. Segun algunos cientificos, cualquier
sustancia que reduzca el consumo (alimentacion) por un insecto puede ser considerado como un
agente disuasorio de alimentacion. Esta definicion, sin embargo, excluye los productos quimicos
que suprimen alimentacion actuando sobre el sistema nervioso central (siguiendo ingestion o
absorcion), o una sustancia que tiene una toxicidad subletal para el insecto (Hummelbrunner &

Isman, 2001). La definicion més aceptada es la de disuasion alimentaria de las moléculas, que
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disuaden a los insectos de alimentarse después de haber mordido el material vegetal, es decir, la

inhibicidn por las respuestas gustativas (Koul, 2008).

Recordemos que el gusano cogollero, S. frugiperda prefiere el maiz, pero puede alimentarse
de mas de 80 especies de plantas, incluyendo el arroz, el sorgo, el mijo, la cafia de azlcar, algunos
cultivos de vegetales y algodon. Por eso, en esta investigacion se analiz6 el potencial
antialimentario de los derivados TA-Qus 50-54, empleando el método de disco de maiz (Kiran et

al., 2006).

Para evaluar la actividad se usaron larvas S. frugiperda peso promedio de 500 + 50 mg, y
los compuestos se disolvieron en acetona a concentraciones seriadas de 4500 a 50 pg/mL, como
compuesto de referencia se utilizé cipermetrina (cuadro 1) y acetona como control. La cipermetrina
es un insecticida de la familia de los piretroides sintéticos. Fue el primero comercializado en 1977.
Es estructuralmente similar a las piretrinas que se encuentran en el extracto de la planta de
crisantemo (piretro, Crysanthemun cineriaefolium Trev.) y se usa mucho para controlar plagas de

insectos como S. frugiperda (Ascher et al., 1986; Keum, McQuate, & Li, 2007).

En un disco de maiz de peso promedio 400 + 50 mg se adiciond 100 pL del compuesto disuelto
en acetona y se dejé evaporar durante cinco minutos (figura 90). Al control se le adicioné 100 pL

de acetona en el disco de maiz.
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Figura 90.

Ensayo de actividad antialimentaria en larvas de S. frugiperda.
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Las larvas seleccionadas para el ensayo se almacenaron en recipientes individuales sin
alimento durante seis horas previas al bioensayo; transcurrido el tiempo se les proporcioné el disco
de maiz con el compuesto a evaluar. Se utilizaron diez larvas para cada concentracion. El alimento
se peso a intervalos de 24 horas durante 72 horas y se calculd el porcentaje de indice antialimentario
(%IA) (Hummelbrunner & Isman, 2001). Con los datos de mortalidad se calculé el %lA para cada

concentracion evaluada usando la figura 91. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Figura 91.

Ecuacion de porcentaje de indice Antialimentario (%IA): C : es el peso de la dieta consumido en

el experimento control; T : es el peso de la dieta consumido en el experimento

%IA= [(C-T) / (C+T)] x 100}
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A partir de la ecuacion 3 se obtuvo el %IA que fue graficado vs la concentracion; con la
ecuacion de la curva obtenida se calculé la concentracion inhibitoria media. Los resultados de los

bioensayos con la cipermetrina (figura 92) se revalidaron el correcto protocolo desarrollado.

Figura 92.

Curvas de % Indice Antialimentario vs Concentracion para el agente de referencia cipermetrina
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En la Tabla 20 se observan los porcentajes de indice antialimentario para los derivados
quinolin-triazélicos el compuesto de referencia, la cipermetrina. Los resultados de este
experimento confirmaron un gran poder de disuasion alimentaria de la cipermetrina cuya %IA era
56% a concentracion de 50 pg/mL. Adicionalmente, se observo que casi todos los hibridos una
excelente actividad antialimentaria de los hibridos casi preparados (comp. 50-53 y 54) (1A = 71-
79%) a una concentracion de 1000 pg/mL en comparacion con el indice antialimentario de
cipermetrina (1A = 78%). Entre todos los derivados, la triazolilquinolina 50 fue el mejor compuesto

disuasorio con un indice de 79%, mientras que el hibrido 53 fue la molécula disuasoria menos
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activa (IA = 61%). Cabe destacar que la triazolilquinolina 50 fue suficientemente activa a una
concentracion de 250 pg/mL (IA = 56%). Los efectos disuasorios de este compuesto se pueden
observar en la Figura 9358, donde la diferencia en el consumo de los discos de maiz con y sin esta

molécula fue muy marcada.

Figura 9358.

Imagenes del consumo de alimentos en la prueba de actividad antialimentaria; A) Disco de maiz
sano, B) Disco de maiz de control (disolvente, acetona) consumido por el tratamiento de 72 h de
larvas S. frugiperda; C) Disco de maiz tratado con solucién de acetona de triazolilquinolina 4 en

presencia de larvas S. frugiperda (72 h).

Tabla 20.
Valores de porcentaje de indice antialimentario (%IA) de los hibridos 50-54 en cada una de las

concentraciones probadas.

Concentracién
(ng/mL) 1000 500 250 100 50

Comp.
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50 79 70 56 44 33
51 75 58 44 32 15
52 71 53 41 31 15
53 61 49 33 20 13
54 73 63 49 30 12
Cipermetrina 78 72 66 61 56

*LI: limite inferior; LS: limite superior

Con el indice %IA vs concentraciones se realizaron curvas y con las ecuaciones de ellas se
calcularon la concentracion efectiva media o CEso, que es la concentracion efectiva que da como
resultado un indice disuasivo en el 50% de la poblacion objeto de estudio. En la figura 94 se
observan las graficas obtenidas para esta serie de hibridos con las cuales fue posible de organizar
la informacion final sobre la actividad antialimentaria de los compuestos sintetizados en esta etapa

(tabla 6).

Al analizar los resultados de este experimento, se pudo comprobar que la cipermetrina tiene un
gran poder de disuasion alimentaria con una CEso = 23,9 (22,5-25,4) ug/mL para el cogollero en
cuarto instar. En la literatura se report6 una CEso de 18,41 pg/mL para el S. litura en quinto instar
(Abbassy et al., 2009; Hummelbrunner & Isman, 2001). Se encontr6 que tres hibridos (comp. 50,
51 y 54) tenian un efecto disuasorio notable sobre las larvas S. frugiperda (CEso < 300 pg/mL),
evidencidndose la disminucién en el consumo del alimento con tratamiento de cada uno de los
compuestos en comparacion con el consumo del alimento control. EI compuesto menos activo en

esta prueba fue el hibrido 53 (CEsp = 557,4 pg/mL).
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Figura 94.
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Tabla 21.

Actividad antialimentaria de los hibridos TA-Qus 50-54.

Actividad antialimentaria de los compuestos objeto de estudio

CEso (LI-LS)* CEgs (LI-LS)*
Comp. X2 p
(Hg/mL) (M)
- 162.1 5.29x10
N 0.77 0.88
/@\)j (155.3 - 168.9) (5.0610*- 5.51x104)
cl N> 50
HyC—O,
Q . 296.3 2.14x102
(N 0.89 0.94
q (287.6 - 305.0) (2.03x1073- 2.25x10%)
cl N 51
H,C

Qz . 356.0 1.11x10°
/ N 0.90 0.95

Q\)j (345.9 - 366.2) (1.08x10°- 1.14x10%)
X
cl N 52

HO N
}N,‘N 557.4 5.97x10°
0.92 0.96
Q\)j (529.4 - 585.4) (5.54x10°%- 6.40x10°3)
cl N 53
HO_ CHs
HsC
™, 286.5 9.92x10*
N 0.79 0.89
m (282.1 - 290.9) (9.77x10- 1.01x10°%)
cl N 54
23.9 5.76x10°
Cipermetrina 0.77 0.88
(22.5 - 25.4) (5.41x10°5- 6.10x10°5)

*LI: limite inferior; LS: limite superior.



PREPARACION DE HIBRIDOS TRIAZOL (HIDROXI)QUINOLINAS 230

De acuerdo con los resultados, el compuesto 50 present6 el mejor efecto antialimentario con
una concentracion efectiva (CEsp) de 162.1 pg/mL y un %IA = 79% (a concentracion de 1000
pg/mL), cabe destacar que la concentracion que se usd para el bioensayo de actividad
antialimentaria fue inferior a la concentracion de mortalidad, por lo que la dosis que se utilizé fue
una dosis eficaz sin causar muerte en el matar insecto. El hibrido 54 mostr6é también una buena
actividad antialimentaria (CEso= 286.5 pg/mL, %IA = 73% a concentracion de 1000 pg/mL). Sin
embargo, ambos compuestos resultaron insecticidas débiles (LDsp = 996.9 y 903.5 pg/mL,

respectivamente). Tampoco fueron muy activas en la inhibicion de la eeAChE (Tabla 21).

Hay que destacar que entre todos los compuestos evaluados coherentemente en los tres tipos
de bioensayos discutidos en esta investigacion, la 7-cloro-4-(4-metilfenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)quinolina 52 que fue la mejor actividad insecticida 327,1 pg/mL, con un destacado efecto
disuasivo de la alimentacion con CEsg de 356,0 pug/mL sobre larvas de S. frugiperda, ademas de la
sobresaliente actividad inhibitoria de la eeAChE de 29,5 pug/mL. Estas caracteristicas lo hacen una
molécula promisoria en el desarrollo de nuevos agentes agroquimicos que combaten plagas
causadas por larvas de S. frugiperda. Por eso, en la tltima etapa de la investigacién de este capitulo
se decidi6 analizarlo en las pruebas de toxicidad in vivo utilizando modelo de embriones de pez

cebra.

4.6.5 Ensayo de tocixidad en embriones de pez cebra (Danio rerio)
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El pez cebra (Danio rerio, Hamilton-Buchanan 1822), es un organismo vertebrado ideal

para el estudio toxicologico de nuevas moléculas. La habilidad de usar todo el organismo completo
permite ver los cambios fenotipicos que se producen durante el ensayo in vivo (Ali et al., 2011). El
pez cebra se ha convertido en un modelo importante en neurobiologia, toxicologia, asi como en
general la biologia molecular debido a que: presenta 70 % de homologia con el genoma humano,
proporciona mas informacion que los modelos de celulares, los embriones de pez cebra al ser
transparentes permite que se realicen observaciones microscopicas en tiempo real y los embriones

son lo suficientemente pequefios para ser manipulados en placas de 96 pocillos.

Para el ensayo se tomaron embriones de 24 hpf (horas post fertilizacion), se ubicaron
individualmente en una microclapaca de 96 pocillos, se probaron concentraciones seriadas desde
1000 -15 pM. Las placas se incubaron por 72 horas a 26 + 2°C, una vez transcurrido este tiempo,
con la ayuda del esteromicroscopio se contaron el nimero de embriones muertos, y se calculd el

porcentaje de mortalidad para cada concentracion.

Usando la ecuacién de la curva dosis-respuesta entre el porcentaje de mortalidad (%M) y las
concentraciones evaluadas se logré demostrar que la concentracién letal media (CLso) del hibrido
52 era 104,3 (89,1 — 119,6) pug/mL [325,3 (275,6 — 374,9) uM]. Segun la clasificacién adaptada en
pez cebra (toxicidad: muy alta < 0.1, alta 0.1-1, moderada > 1-10, ligera >10-100 y practicamente
no toxica > 100), se puede considerar que este compuesto es practicamente no toxico en los

embriones de pez cebra.
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4.7 Conclusiones del capitulo 4
Los estudios de la actividad insecticida mostraron que los derivados de triazolquinolinas
tienen valores de CLsp desde 363,7 pg/mL hasta 1415,4 pg/mL sobre larvas de Spodoptera
frugiperda, destacandose la 7-cloro-4-(4-metilfenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)quinolina (Ta-Qu 52)

como mejor insecticida con buena actividad inhibitoria de la AChE.

Los estudios de los efectos antialimentarios sobre larvas de Spodoptera frugiperda
revelaron que los derivados de triazolquinolinas ejercen una buena actividad disuasiva de la
alimentacion con %IA superiores al 61,5% a concentracion de 1000 pg/mL y CEso entre 161,1
pg/mL y 557,4 pg/mL, sobresaliéndose la 7-cloro-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)quinolina (TA-

Qu 50) como mejor molécula con efectos disuasivos.

El andlisis de la actividad inhibitoria enziméatica demostr6 por primera vez que los hibridos
fusionados TA-Qus 50-54 son en general buenos modelos en la busqueda de nuevos inhibidores

de la enzima AChE.

La evaluacion y analisis coherente de los resultados de estos tipos de bioensayos permitio
identificar una molécula promisoria (TA-Qu 52) en el desarrollo de nuevos agentes agroquimicos

que combaten plagas causadas por larvas de S. frugiperda.



5. CONCLUSIONES GENERALES DE LA INVESTIGACION

Usando los métodos sintéticos basados en los conceptos de la quimica clic para la obtencion
de nuevos y diversos hibridos hidroxiquinolin-azoles se pudo realizar exitosamente la
diversificacion del anillo 8-hidroxiquinolinico conjugado con el fragmento 1,2,3-triazolico (TA-
HQus) y del anillo 7-cloroquinolinico funsionado con el mismo fragmento (TA-Qus). La sintesis
ha sido posible gracias a la eficiencia de las reacciones de cicloadicion-1,3 dipolar regioselectivas
entre alquinos y organoazidas en su version moderna desarrolada por Sharpless-Fokin que
involucra la catalisis del sulfato de cobre (I1) pentahidrato y &cido ascérbico (ascorbato de sodio).
La sencillez y robustez del método permiten obtener diversos productos agroquimicos en gran

escala.

El disefio racional, basado en la tactica de hibridacion molecular que se desarroll6 y se
aplico en esta investigacion, ofrecid un acceso facil y eficiente para nuevas moléculas triazol-
quinolinicas. Combinando la naturaleza del esqueleto quinolinico, de los fragmentos alquinos y
organoazidas, fue posible generar tres originales colecciones de moléculas hibridas heterociclicas,

estructuralmente diversas, efectivas como posibles agentes antifiingicos e insecticidas.

La realizacion de la prospeccion bioldgica (actividad antifungica e insecticida) de nuevos
hibridos obtenidos arrojo los nuevos resultados interesantes sobre las propiedades inhibitorias del
crecimiento de los hongos de los géneros Candida y Fusarium y de las larvas del gusano cogollero

(Spodoptera frugiperda).

233
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Los resultados de la actividad antifangica in vitro de los hibridos conjugados indicaron que
algunas moléculas muestran fuerte actividad fungicida con CIM entre 7,8 y 62,5 pg/mL y CFM
entre 15,6 y 125 pg/mL. Las propiedades insecticidas (LDso 327,1-996,9 ug/larva) de los hibridos
fusionados se examinaron realizando bioensayos por aplicacion tépica de los compuestos sobre
larvas de peso promedio 500 + 50 mg. El anélisis de la actividad antialimentaria de los derivados

revelo que las CEsg estuvieron en el rango de 316,0 hasta 630,1 pg/mL.

En conclusion, esta investigacion abre un camino para el desarrollo de nuevos modelos de
moléculas con actividad antifingica y/o insecticida que puedan ser Utiles para combatir los hongos

y/o insectos que atacan a la palma aceite y al cultivo de maiz
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