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RESUMEN

RESUMEN

La esquistosomiasis y la leishmaniasis son dos parasitosis con una alta
incidencia en el mundo y con la menor cantidad de medicamentos disponibles
para sus tratamientos. Para la esquistosomiasis, el praziquantel (PZQ) es la
Gnica droga que existe en los actuales momentos contra la enfermedad,
mientras que, en el caso de la leishmaniasis, los antimoniales pentavalentes,
empleados como drogas de primera linea, son altamente toxicos 0 presentan
problemas de resistencia. Por ello, esta tesis describe el disefio, la sintesis y los
estudios de actividad biolégica de un grupo de pirazinoisoquinolinas y
quinolinas sustituidas con posible actividad esquistosomicida y leishmanicida

respectivamente.

Luego de ensayar diversas vias, se logré la sintesis del PZQ vy
compuestos relacionados (quince compuestos) mediante una secuencia de
cinco pasos, con rendimientos entre el 20% y el 60%. El PZQ se obtuvo en un
33%, con un exceso del enantiomero levo, mostrando ser mas activo que el
PZQ comercial (mezcla racémica). Los compuestos obtenidos, evaluados en
cepas de S. mansoni, no mostraron ser mas activos que el PZQ, a las dos
concentraciones evaluadas. También, se cuantific6 la relacion entre la
estructura quimica y la actividad biolégica (QSAR) de derivados de PZQ

reportados en la literatura.

En cuanto a los compuestos con posible actividad leishmanicida, también
se ensayaron varios métodos de sintesis hasta lograr obtener veintidds

quinolinas de los tipos 2-metil, 2-propil, 4-metil-2-propil y 2-alquildiamino con



RESUMEN

rendimientos entre un 10 y un 70%. Los compuestos evaluados que mostraron
una actividad prometedora en promastigotes de L. mexicana fueron la 2-
metilquinolina y 6,7-metilendioxi-2-propil-quinolina. En cuanto a los estudios
QSAR, no fue posible encontrar una ecuacion representativa que relacionara la

actividad bioldgica con la estructura quimica.



ABSTRACT

ABSTRACT

Schistosomiasis and leishmaniasis are two parasitic diseases well spread
in the world, and at the same time both have very few medications for their
treatment. For schistosomiasis, praziquantel (PZQ) is the drug of choice for its
treatment, while in the case of leishmaniasis, the pentavalent antimonials used
as first line drugs are highly toxic or present resistance problems. This work
describes the design, synthesis and biological activity studies of a group of
pirazinoisoquinolines and substituted quinolines with a possible schistosomicidal

and leishmanicidal activities, respectively.

After several intents, it was possible to synthesize PZQ and some related
compounds (fifteen) through a sequence of five steps, with yields between 20
and 60%. PZQ was obtained with a yield of 33%, with a levo enantiomeric
excess, and showed a better activity than the commercial compound. The
related compounds obtained, evaluated against S. mansoni strains did not have
an activity comparable to that of PZQ, at the concentrations evaluated.
Quantitative structure—activity relationships (QSAR) studies were also performed

with PZQ derivatives reported in the literature.

Several ways of synthesis were also probed for the possible
leishmanicidal compounds proposed, until it was possible to obtain twenty two
guinoline derivatives (of the type 2-methyl-, 2-propyl-, 4-methyl-2-propyl- and 2-
alquildiamino-), with yields between 10 and 70%. Of the compounds evaluated,

two showed promising activity against L. mexicana promastigotes, 2-

Xi
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methylquinoline and 6,7-methylendioxi-2-propyl-quinoline. QSAR studies with

these compounds did not yield a representative model for the set.
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INTRODUCCION
Esquistosomiasis y Leishmaniasis

La Esquistosomiasis y la Leishmaniasis.

Las enfermedades parasitarias son las mas difundidas de todas las
enfermedades humanas principales afectando a tres mil millones de personas
en todo el mundo, incluyendo grupos poblacionales de todas las edades y
sexos. Las cifras de infeccion varian de acuerdo con las caracteristicas
ecologicas, humanas y sociales. El presente trabajo de investigacion, se centro
en dos enfermedades parasitarias de alta prevalencia en el mundo después de

la Malaria como son la Esquistosomiasis y la Leishmaniasis.

La Esquistosomiasis es una enfermedad endémica de diferentes zonas
del mundo producida por el parasito del género Schistosoma. La propagacion
de esta enfermedad depende de, la presencia del individuo infectado que
elimina huevos en sus heces, la existencia de hospedadores intermediarios y el
contacto de personas susceptibles con aguas que contengan cercarias. La

especie S. mansoni es la Unica que afecta a Venezuela (1).

La intensidad de los dafios que causa S. mansoni en el hombre esta
determinada por la agresion de sus diferentes formas evolutivas y por las
respuestas del hospedador. Las formas adultas del parasito viven en el sistema
venoso portal y mesentérico sin ser destruidas por el organismo, ocasionando
flebitis y/u obstruccién de los pequefios vasos. Los huevos de S. mansoni
ocasionan las principales acciones patogénicas. Cuando la enfermedad se

encuentra en fase aguda hay congestion y crecimiento del higado y del bazo

).

[1]



INTRODUCCION
Esquistosomiasis y Leishmaniasis

La Leishmaniasis, también constituye una compleja enfermedad
parasitaria causada por hemoflagelados del género Leishmania spp., que se
observa en regiones tropicales y subtropicales del mundo, con una incidencia
estimada de dos a tres millones de casos por afio y una prevalencia de doce
millones de casos en la poblacion mundial (3). Es una enfermedad transmitida
por un insecto del género Phlebotomus (en el viejo mundo) o Lutzomyia (en el
nuevo mundo) (2). El insecto (vector) necesita alimentarse de sangre para
completar el desarrollo de sus huevos. Al alimentarse inocula los parasitos al
hospedador en formas inmaduras (promastigotes) que luego se desarrollan en

la piel u 6rganos hasta pasar a la forma verdaderamente infectiva (amastigotes)

(4).

En Venezuela, la leishmaniasis es un serio problema de salud publica.
Durante el periodo 1970-2004, se observé un incremento continuo inter-anual
de nuevos casos. Las manifestaciones méas frecuentes son la leishmaniasis
cutdnea y mucocutanea, mientras que la leishmaniasis visceral es menos
frecuente (5). Actualmente, alarma el fuerte aumento de los casos de
leishmaniasis visceral (forma mortal de la enfermedad) debido a la emergencia

de coinfecciones con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) (6).

De acuerdo a un andlisis realizado por Pecoul et al (7), de 1233 nuevas
drogas identificadas que han alcanzado el mercado entre 1975 y 1997,
Unicamente trece han sido aprobadas para el tratamiento de enfermedades

tropicales. De estas trece, Unicamente el praziquantel (PZQ) ha sido aceptado

[2]



INTRODUCCION
Esquistosomiasis y Leishmaniasis

para el tratamiento de la esquistosomiasis mientras que la anfotericina B

liposomal y miltefosina para el tratamiento de la leishmaniasis.

El PZQ es activo contra todas las formas de esquistosomiasis humanas
y animales, pero a diferentes dosis para cada especie. Es la Unica droga
recomendada por la OMS para el tratamiento y control de la esquistosomiasis
en programas de administracion de drogas en masa (8). A pesar del tiempo
gue ha pasado desde su introduccion, no esta claro todavia a que se debe la
selectividad y efectividad del PZQ. Se ha descrito resistencia inducida del
Schistosoma spp. al PZQ siendo de vital importancia el desarrollo de nuevos
agentes quimioterapeuticos (9). Segun la OMS (10), mas de 230 millones de
personas necesitan tratamiento contra la esquistosomiasis cada afio. Ademas,
el nimero de personas tratadas contra la esquistosomiasis aument6é de 12.4

millones en 2006 a 33.5 millones en 2010.

Los farmacos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis tales como
stibogluconato de sodio (Pentostam®), antimoniato de meglumina
(Glucantime®), pentamidina (Pentacarinat®), anfotericina B (Fungizona®) y
anfotericina B liposomal (AmBisoma®) no son activos oralmente y requieren
administracion parenteral (11). Debido a su cardiotoxicidad y toxicidad renal,

existe una necesidad urgente de desarrollar nuevas drogas.
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Parte I. Disefio, sintesis y evaluacion bioldgica de una serie de derivados
y anadlogos de pirazinoisoquinolinas con posible actividad

esquistosomicida.

1. Aspectos generales de la Esquistosomiasis.

La Esquistosomiasis, también denominada Bilharziasis, es una
enfermedad endémica de diferentes zonas del mundo producida por el
parasito Schistosoma. Se trata de un helminto treméatodo digenético (de
sexos separados) de la familia Schistosomatide que parasita al hombre y otros
vertebrados. Las tres principales especies de esquistosoma que parasitan al
hombre son: A) S. mansoni, determina una infeccion denominada
Esquistosomiasis Mansoni o intestinal debido a la localizacion de los
pardsitos en las vénulas del intestino grueso y sobre todo en el recto B) S.
haematobium, habita en las venas vesicales (plexos vesicales) del hospedador
ocasionando manifestaciones urinarias como disuria, poliuria y hematuria, vy
algunos pacientes presentan sindrome disentérico y C) S. japonicum, tiene las
mismas caracteristicas biolégicas, patogénicas y clinicas de S. mansoni, pero

en la mayoria de los casos la clinica es mas grave (1, 2).

El huésped intermedio del S. mansoni es un caracol del género
Biomphalaria, el cual es muy extenso. En Venezuela, se observan tres
especies de Biomphalaria: B. glabrata, B. straminea, B. prona. La B. glabrata
es el intermediario responsable de la transmision de la esquistosomiasis en el
area endémica, la cual ha sido tradicionalmente ubicada en la region norte-

central del pais (12).
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1.1 Ciclo evolutivo y formas larvarias del Schistosoma spp.

El ciclo de vida del Schistosoma spp. se inicia de la siguiente manera (2)
(Figuras 1.1y 1.2):
1) Después de atravesar la mucosa intestinal, los huevos de Schistosoma spp.
son eliminados con las heces del hombre y de otros animales. 2 y 3) En
contacto con el agua y bajo condiciones favorables de temperatura, luminosidad
y salinidad, los huevos se rompen dejando en libertad el miracidio, larva ciliada
gue tiene aproximadamente 24 horas de vida libre. Nada activamente en busca
de su hospedador intermedio, un caracol, al cual penetra por sus partes
descubiertas, de preferencia las bases de las antenas, cabeza o pie. 4)
Después de la penetracion, el miracidio se transforma en un esporoquiste
primario. A partir del cuarto dia, se forman los esporoquistes secundarios,
los cuales migran para alojarse en el hepatopancreas. 5) En la glandula
digestiva, sufren modificaciones acentuadas y se formaran las cercarias de
cola bifurcada, las cuales por medio del estimulo de la luz y el calor, son
eliminadas en agua. Estas abandonan su hospedador invertebrado vy
permanecen nadando en el agua, casi siempre en direccion a la superficie
pudiendo sobrevivir entre 24 y 48 horas, y al encontrar el hospedero definitivo,
el hombre u otros animales vertebrados, lo penetran activamente a través de la
piel o de las mucosas. Las cercarias constituyen una forma infectante para
el hombre y otros vertebrados. 6 y 7) Durante la penetracion, las cercarias
pierden la cola y se transforman en esquistosémulos, ultima forma larvaria
del parasito. 8, 9 y 10) Por la circulacion sanguinea, estas larvas llegan al

corazén, pulmones e higado, para alojarse finalmente, a partir del trigésimo dia
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en las venas mesentéricas del sistema porta, donde maduran sexualmente y

comienzan la postura de huevos. Solamente los que llegan al sistema porta

intrahepatico pueden completar su desarrollo y alcanzar una fase adulta.

ESPOROQUISTE en el caracol
(generaciones sucesivas)

- 2 CIN

0 Miracidios penetran
el CARACOL
N i N

o - N

\:“e O

Ruptura de huevos
liberando MIRACIDIOS

S. mansoni

—f=

En heces A En orina C 9

CERCARIA liberada por

el caracol A: Estado Infectivo

£\ =Estado Diagnéstico

Cercaria pierde la cola durante
la penetracion y se convierte

A en ESQUISTOSOMULO
\Penelrac:on
dipel O '/é/\
0 Circulacion

Migran hacia el higado y
maduran en gusanos adultos

A N Parejas de gusanos adultos migran

g - - hacia las venas mesentéricas que drenan
S. haematobium el intestino grueso
c C Plexo venoso de la vejiga

N

-

Figura 1.2 Formas larvarias del Schistosoma spp.: A) Huevo, B) Miracidio, C) Cercaria y D)

Esquistosémulo.
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El desplazamiento de los vermes se hace por movimientos de extension
y contraccion del cuerpo, sirviendo las ventosas y, en cierta medida, los

tubérculos del tegumento como elementos de fijacion y apoyo (2).

La nutricion de los esquistosomas es asegurada por la ingestion de
sangre venosa. De la hemoglobina, los vermes utilizan apenas la globina que
es hidrolizada, rechazando la fraccion hemina que se acumula posteriormente
en los macrofagos del higado y el bazo del hospedador. También, los vermes
acumulan reservas de glicégeno, siendo de 3 a 4 veces mas abundante en el

macho que en las hembras (2).

La longevidad del parasito adulto depende de la cepa, la intensidad de la
infeccion y de las caracteristicas individuales del hospedador, especialmente su

respuesta inmunoldgica, sin embargo, pueden llegar a vivir hasta 20 afios (2).

1.2 Epidemiologia a Nivel Mundial y Nacional.

La esquistosomiasis es prevalente en las regiones tropicales y
subtropicales. Se estima que en el mundo hay mas de 207 millones de
personas infectadas, y se calcula que hay 700 millones en riesgo de contraer la
enfermedad en 74 paises endémicos, debido a la exposicion a aguas infestadas
durante sus actividades agricolas, domésticas o recreativas. Los habitos
higiénicos y las actividades ladicas hacen que los nifios sean especialmente
vulnerables a la infecciéon, y en muchas zonas esta infectada una gran

proporcion de nifios en edad escolar (Figura 1.3) (10).
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Figura 1.3 Distribucién global de la esquistosomiasis de acuerdo a la prevalencia estimada por
paises (14).

La historia de la esquistosomiasis en Venezuela comienza en 1905
cuando se describié el primer caso humano. En 1946, el &rea endémica fue
estimada en 7000 km? de la regién norte central del pais, formada por los
estados Vargas, Miranda, Aragua, Carabobo y Norte de Guérico. La mayoria de
los casos no son registrados, motivado a que ésta no es una enfermedad de

denuncia obligatoria (12).

1.3 Manifestaciones Clinicas y Diagndstico.

Los sintomas de la esquistosomiasis son causados por la reaccion del
organismo a los huevos del gusano, y no por el gusano en si mismo (10). A
pesar de la gravedad que las lesiones esquistosoOmicas pueden alcanzar, la
mayoria de los pacientes presentan cuadros benignos. La forma intestinal es la
mas frecuente. La Esquistosomiasis mansoni puede ser asintoméatica, aguda y

cronica (1).
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La forma de diagndstico mas comun es la parasitologica, es decir, la
deteccion directa de huevos de esquistosoma en la orina (S. haematobium) y en
muestras de heces (S. mansoni y S. japonicum) bajo un microscopio. Las
técnicas serologicas e inmunolégicas pueden ser Uutiles para detectar la
infeccion en personas residentes en zonas no endémicas o de baja transmision.

Otras técnicas de diagndstico estan en desarrollo (10, 14-16).

1.4 Tratamiento.

La prevencion y el control de la esquistosomiasis se basan en la
quimioprofilaxis, el control de los caracoles, la mejora del saneamiento y la
educacién sanitaria. La estrategia de la OMS para controlar la esquistosomiasis
se centra en la reduccion de los casos de enfermedad mediante el tratamiento
periodico y focalizado con la droga de elecciébn para todas las formas de
esquistosomiasis, o0 sea, el PZQ. La frecuencia del tratamiento depende de la
prevalencia de la infeccion. En zonas con mucha transmision, el tratamiento

puede tener que repetirse anualmente durante varios afos (10).

El PZQ es una droga segura y eficaz. Su principal ventaja es que puede
ser administrado por via oral como dosis Unica, siendo absorbido rapidamente.
La principal desventaja es su ineficacia contra las formas juveniles del parasito
(17). También, ha mostrado ser efectiva contra otras infecciones parasitarias
tales como trematodos y céstodos que infectan animales domeésticos, por lo que

el PZQ es considerado un antihelmintico de amplio espectro (18). El
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mecanismo de accion del PZQ es incierto, aunque la mayoria de la evidencia

apunta hacia la perturbacion de la homeostasis de calcio (19).

La Oxamniquina (OXA), comercializada con el nombre del Mansil® fue
descrita y producida por sintesis biolégica a finales de la década de los 60 y
demostrada su actividad esquistosomicida contra S. mansoni, pero es menos
terapeutica contra S. haematobium y S. japonicum. Al igual que con el PZQ,
los gusanos adultos son méas afectados por OXA que las formas juveniles del

pardasito. Es la droga de eleccion empleada en Brasil (20).

2. Quimioterapia de la esquistosomiasis.

Desde hace mucho tiempo, las drogas antimoniales fueron utilizadas en
el tratamiento de la esquistosomiasis. El farmaco mas representativo fue el
tartrato de antimonio-potasio. Con el transcurso de los afios, una variedad de
diferentes compuestos menos téxicos han desplazado al primero. Revisiones
publicadas por Harder (21) y Ribeiro-dos-Santos et al (22) agruparon las drogas

de acuerdo a sus efectos metabdlicos conocidos en el parasito:

A) Estructura y funcion de la membrana, produciendo dafio en el
tegumento del parasito (PZQ y Ro-113128).

B) Metabolismo de carbohidratos (Compuestos de antimonio y derivados
de nitrofuranos).

C) Inhibicibn de la sintesis de proteinas y funcion de las mismas
(derivados de artemisinina, cloroquina y derivados quinolinicos, entre otros).

Dentro del mismos grupo, otras drogas afectan la elongacién o plegamiento de
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la cadena peptidica o interfieren en la fosforilacion de la proteina (Emetina y
cisclosporina A).

D) Metabolismo de &cidos nucléicos (OXA, niridazol y tubercidina). A
excepcion de OXA, la mayoria presentan una toxicidad elevada.

E) Otras clases de drogas afectan diferentes funciones del parasito, tales

como, la neurotransmision y oviposicion.

En la mayoria de los casos, sus mecanismos de accion son
desconocidos. La revision citada provee informacién de ensayos en humanos
y animales, asi como, toxicidad, accién terapéutica y susceptibilidad de

diferentes especies de Schistosoma spp.

A continuacion, se describiran los compuestos mas utilizados en el
tratamiento de la esquistosomiasis, asi como, aquellos compuestos todavia en
desarrollo que han mostrado resultados muy alentadores pero que todavia
estdn en fase de estudio. Esta revision comenzara con el compuesto mas

valorado para tratar esta enfermedad, que es, el PZQ.

2.1 PZQ.

El PZQ 1.1 es una pirazino[2,1-a]tetrahidroisoquinolina, especificamente
la 2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-
ona. La actividad antiparasitaria del sistema pirazinoisoquinolinico fue
observada a principios de los afios 1970 en los Laboratorios Bayer (Alemania).
Luego, los Laboratorios Merck sintetizaron una gran cantidad de derivados

pirazinoisoquinolinicos que fueron ensayados como tranquilizantes (17). Un
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acuerdo entre las dos compafiias permitio el ensayo de todos estos compuestos
in vivo como antihelminticos (23). De todos los compuestos ensayados, el
denominado EMBAY 8440 o PZQ presentd la mayor actividad contra

trematodos y céstodos, cuyos resultados fueron publicados en 1977 (17).

El PZQ posee un centro asimétrico en la posicién 11b. La preparacion
comercial es una mezcla racémica, levo o R (-) y dextro 0 S (+). Unicamente el
enantiomero levo posee actividad esquistosomicida in vitro e in vivo (17, 20,
24). Los dos enantiomeros tienen esencialmente la misma toxicidad,
encontrandose que pacientes tratados con 20 mg/Kg del R-PZQ tienen la
misma velocidad de cura pero menos efectos colaterales que los pacientes

tratados con 40 mg/Kg de la mezcla racémica (17).

El PZQ tiene diferentes efectos sobre las etapas de desarrollo del
esquistosoma. Una excelente revisién al respecto fue realizada por Wu et al
(25). El PZQ puede matar gusanos adultos efectivamente, ademas de
miracidios y cercarias rapidamente, pero tiene poco o ningun efecto sobre los

huevos (26), esporoquistes o esquistosémulos.
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El efecto mas obvio que puede ser observado en los esquistosomas
expuestos a la droga (in vitro o in vivo) es una pardlisis espastica de la
musculatura del gusano. Esta contraccion es acompafada y probablemente
causada por un rapido flujo de iones Ca** hacia el interior del esquistosoma,
alterando la homeostasis de calcio. Esto trae como consecuencia un
desplazamiento de los esquistosomas desde las venas mesentéricas hacia el
higado (19, 25). Este trastorno de la homeostasis de Ca** provoca una
cascada de eventos que eventualmente permiten la eliminacion de los parasitos

adultos del hospedador.

Una variedad de hipétesis han sido propuestas en relacion al posible
blanco que media la toxicidad del PZQ en esquistosomas, estando entre las
mas citadas, la captura de adenosina (27), union del PZQ a la actina (28) y a la
cadena ligera de la miosina (29), inhibicion de la glutationa S-transferasa (30) y
estimulacién de la entrada de Ca?" a través de los canales de Ca®" operados

por voltaje (Ca,).

Los Ca, son importantes reguladores de la homeostasis de Ca*" y
proveen la via para la entrada de Ca*" iniciando procesos de excitacion-
contraccion, excitacion-secreciéon y otros procesos dependientes de Ca*? en

musculos, nervios Yy otras células excitables (31).

Se ha reportado a los Ca, como posibles blancos moleculares del PZQ,
especificamente las subunidades B de estos canales. Una estructura

simplificada de un Ca, fue publicada por Greenberg (31). Estos canales deben

[14]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Antecedentes

ser farmacoldgicamente distintos de los Ca, del hospedador, de otra forma, el
PZQ seria toxico al mismo y no seria efectivo terapéuticamente. La intensidad
del dafio tegumental causado por el PZQ dependera de la dosis y el tiempo

después del tratamiento (32).

Los resultados publicados por Pica-Mattoccia et al (33) sugirieron que la
acumulacién de Ca®" por si misma, en parasitos mantenidos in vitro, no es una
explicacion suficiente para el efecto esquistosomicida del PZQ, es decir, no hay

correlacion entre el flujo de Ca®* hacia el parasito y la muerte del parasito.

La superviviencia del parasito en el hospedador es mediada por
mecanismos que operan en el tegumento como un resultado de la maduracion
del parasito. El principal dafio que sufre el esquistosoma al ser expuesto al
PZQ es en el tegumento. El tegumento es la superficie externa del parasito que
ademas de protegerlo de las condiciones adversas en el hospedador (evasion
del sistema inmune), permite la absorcion de ciertos nutrientes y la excrecion de
algunos productos metabdlicos, control de la motilidad y el control de gradientes
osmaéticos y electroquimicos. La capa mas externa del tegumento en S.
mansoni es una doble bicapa lipidica. Esta bicapa es mudada peridédicamente,
sobre todo en aquellas areas que estan dafladas. La membrana externa del
tegumento tiene muchas invaginaciones (hoyos o huecos superficiales) que
tienen el efecto de incrementar el area superficial del parasito al menos diez
veces. Esto provee al parasito una mayor oportunidad de absorber nutrientes

(glucosa obtenida del hospedador vertebrado, aminoacidos y colesterol). Una
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descripcion detallada de la estructura del tegumento y cambios en su

maduracion fue publicado por Abath et al (34).

Las principales alteraciones morfologicas que pueden ser observadas en
el tegumento del parasito son vacuolizacion en la base del sincitio tegumental y
vesiculacion de la superficie, afectando las funciones de absorcion, excrecion y
secrecion del gusano. También, se ha observado que el esquistosoma puede

recuperarse del dafio causado por el PZQ (25).

Parte de la funcion del tegumento es la de permitir que el parasito evada
el sistema inmune del hospedador mediante un mecanismo conocido como
mimetismo antigénico. Los antigenos adquiridos del hospedador o
sintetizados endégenamente por el parasito e incorporados sobre la superficie

del parasito protegen al mismo contra la respuesta inmune del hospedador (18).

La mayoria de las drogas esquistosomicidas requieren de una respuesta
inmunolégica apropiada por parte del hospedador para desarrollar su actividad
esquistosomicida, por lo tanto, la respuesta inmune del hospedador es

necesaria para su efecto letal (32, 35-38).

También, una via por la cual los esquistosomas puedan evadir la
respuesta inmune es por un continuo cambio o muda de la superficie,
particularmente en las areas dafladas. Por otro lado, existen una serie de
moléculas moduladoras y proteasas que confieren al parasito proteccion contra

el sistema inmune del hospedador (34).
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2.1.1 Otros blancos moleculares propuestos para el PZQ.

Recientemente, Angelucci et al (27) reportaron un efecto desconocido
hasta ahora para el PZQ que consistié en la inhibicion de la captacion del
nucléosido adenosina en gusanos vivos. Esto resulta interesante ya que el
esquistosoma no puede sintetizar purinas de novo. Los autores establecieron
una posible relacidon entre este efecto y el que produce el PZQ sobre los Ca,
pues la adenosina se une a receptores especificos comportandose como un
antagonista indirecto de la liberacién de Ca* en células de mamiferos.
Inicialmente, el PZQ fue desarrollado como ansiolitico ya que compartia alguna
semejanza con las benzodiazepinas Ro 11-3128 1.2 y clonazepam 1.3. Estas
altimas mostraron actividad esquistosomicida induciendo en el gusano efectos
anatomo-fisiologicos similares a los observados con el PZQ. Aungue el blanco
primario de las benzodiazepinas es el receptor del &cido y-aminobutirico
(GABA), estas drogas también interfieren con la captacion de adenosina. Se
encontr6 que PZQ y 1.2 compiten por la captacion de adenosina y que
Unicamente el enantibmero levo del PZQ fue capaz de inhibir dicha captura.
No existe una respuesta concluyente sobre la relevancia de la inhibicion de la

captura de la adenosina.

H O H o
N N
O CH3 O
O,N —N O,N —N
Cl Cl
1.2 1.3
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Talima et al (28) plantearon la unién del PZQ a la actina del gusano
adulto de S. mansoni, sin embargo, no se encontré6 que dicha union sea
relevante en su modo de accidon. La actina es una proteina globular o en forma
de filamento, fundamental en el sistema muscular animal y abundante en el
citoplasma de las células eucariotas. Ese mismo afo, Troiani et al (39)
intentaron reproducir el experimento realizado por Talima et al, sin éxito. Sin

embargo, Gnanasekar et al (29) confirmaron los hallazgos de Talima et al.

La miosina, una proteina fibrosa y la mas abundante del musculo
esquelético, puede interaccionar con el PZQ. Los resultados de Gnanasekar et
al (29) indicaron que uno de los mecanismos de accién del PZQ pudiera ser la
interaccion de éste con la cadena ligera de la miosina en el S. mansoni

afectando la funcién de esta proteina en el parasito.

Mctigue et al (30) sugirieron que glutationa S-transferasa aislada de S.
japonicum (Sj26) era un banco molecular del PZQ. Esta enzima fue cristalizada
con el PZQ uniéndose en la interface del dimero. Posteriormente, Milhon et al

(40) demostraron que el PZQ no inhibe la actividad de la Sj26.

2.1.2 Metabolismo del PZQ.

El PZQ sufre extensivo metabolismo del primer paso originando
metabolitos mono, di y polihidroxilados que son producidos en el higado por el
citocromo P450, particularmente por las isoformas 2B1 y 3A. El principal
metabolito identificado en humanos es el trans-4-hidroxipraziquantel 1.4,

representando las dos terceras partes del total de los metabolitos presentes en

(18]
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la orina. Otros metabolitos que han sido identificados son el cis-4-

hidroxipraziquantel 1.5 y el 8-hidroxipraziquantel 1.6 (17, 41).

o ©?f (j?f
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/
o OH O H

14 15 1.6

2.1.3 Derivados y analogos de PZQ.

En la actualidad, hay pocos reportes de farmacos esquistosomicidas en
desarrollo y la Unica propuesta parece ser la de producir el enantidmero activo
del PZQ de forma mas eficiente que la droga racémica. Por otro lado, existen
reportes de resistencia del Schistosoma spp. al PZQ, aunque existen
controversias al respecto, siendo necesario trabajar en nuevos medicamentos

en esta area (9, 42-44).

Dong et al (45) disefiaron y sintetizaron una serie de analogos de PZQ,
seis amidas y cuatro ureas, y probaron su actividad esquistosomicida contra
formas juveniles y adultas del S. mansoni en ratones infectados. Unicamente el
derivado ceto 1.7, obtenido de la oxidacion del 4-hidroxipraziquantel, mostro
actividad antiparasitaria contra ambas formas del parasito, pero no afecto la
motilidad del parasito adulto en cultivos ex vivo. Basados en la observacion de
gue artemisininas semisintéticas y ozénidos mostraron actividad in vivo contra
formas juveniles y adultas del parasito, también se sintetizaron una serie de
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derivados ozoénidos del PZQ, siendo el mas activo el compuesto 1.8, el cual
carece del anillo tetrahidroisoquinolinico del PZQ. El porcentaje de reduccién
de la carga parasitaria fue del 85% en las formas juveniles del parasito, y del

13% en la forma adulta.

b %_Q@

1.7

o

En un trabajo reportado por Liu et al (46) encontraron varios analogos de
PZQ con actividad comparable al PZQ, pero no mejor que este Ultimo. Los
compuestos fueron ensayados in vitro empleando vermes adultos de S.
mansoni obtenidos de hamsteres infectados. Los compuestos mas activos
fueron 1.9, 1.10 y 1.11 con valores de CEss' de 1.3, 0.9 y 3.9 uM,

respectivamente, siendo el del PZQ comercial de 0.18 yM.

by
o o

1.9 1.10 111

'Es la concentracion efectiva a la cual el 50% de los gusanos estan muertos.
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Sadhu et al (47) sintetizaron un total de diecinueve analogos de PZQ con
modificaciones principalmente en el nicleo aromatico, el anillo de piperazina, el
grupo amida y combinaciones de todas ellas, siendo ensayados in vitro en
cultivos de vermes adultos de S. mansoni. Entre todos los anélogos
sintetizados, tres de ellos mostraron actividad moderada. De los compuestos
sintetizados variando el grupo amida, se encontré que el analogo 1.12 mostro
un buen grado de actividad con una CLg* de 10 uM. La incorporacién de dos
grupos metoxi en las posiciones 9 y 10, compuesto 1.13, produjo una
disminucién de la actividad con un CLgy del 25 uyM. La sustitucion del grupo
ciclohexilo por grupos p-trifluorometilbenzoil y p-toluensulfonamida resulté en
una supresion de la actividad. Por otro lado, los derivados tipo indol 1.14 y
1.15, mostraron valores de CLgy de igual magnitud al compuesto 1.13. La CLg
del PZQ fue de 3 uyM. Los analogos de PZQ obtenidos por modificacion del

anillo piperazina no resultaron ser activos.

1.12 R, R;: H
1.13 R, R;: OCH;
1.14 Ry H

1.15 R,: Bn

Laurant et al (48) disefiaron y sintetizaron una clase de moléculas
denominadas trioxaquantel® que combina el grupo 1,2,4-trioxano responsable

de la actividad de las artemisininas y el grupo pirazinoisoquinolina del PZQ en

’Es la concentracion a la cual el 90% de los parasitos estan muertos.
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un solo compuesto. Esta clase de analogos fueron administrados a ratones
infectados por S. mansoni por via transcutdnea después de 7 semanas post-
infeccion y por 5 dias consecutivos utilizando como drogas de referencia PZQ y
artemeter. De los tres compuestos ensayados, el compuesto 1.16 mostro ser el
mas activo, sin embargo, no superod al PZQ ni al artemeter. La reduccion de la
carga parasitaria para este compuesto fue de solo un 27% (dosis de 200 mg/kg)
mientras que para el PZQ y artemeter fueron de 98 y 41% respectivamente

(dosis de 200 mg/Kg (PZQ) y 400 mg/Kg (artemeter).

%y

o
7
0
HiC  CHy
1.16

Saeed et al (49) sometieron a hidrélisis béasica el PZQ originando
apertura de la lactama. El compuesto resultante de la hidrdlisis, 1.17, fue sujeto
a varias funcionalizaciones en la porcion amino y acido carboxilico, sintetizando
un total de 16 derivados. Estos derivados fueron de la clase N-alquil, N-
carboxamida, N-sulfonamida y sus respectivos ésteres. Posteriormente,
Suleiman et al (50) ensayaron la actividad del compuesto 1.17 mostrando una
actividad esquistosomicida algo superior al PZQ. Respecto a los otros
derivados, su actividad bioldgica en S. mansoni no fue reportada.
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1.17

2.2 Farmacos ensayados con actividad esquistosomicida.
2.2.1 Artemisininas y sus derivados.

La artemisinina 1.18 es una lactona sesquiterpénica con un grupo
endoperoxido, extraida de las hojas de Artemisia annua L. Es una planta
ampliamente extendida en China y que también esta presente en Europa
Central, Estados Unidos y Argentina. Una serie de derivados de artemisinina
con propiedades antimaléaricas tales como: artemeter 1.19, artesunato 1.20 y

arteeter 1.21, también han mostrado actividad esquistosomicida (20, 51, 52).
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Varios estudios han demostrado que 1.19 es mas efectivo en
esquistosdmulos de S. japonicum y S. mansoni de 5 a 14 dias de edad y 14 a

21 dias de edad, respectivamente (53).

En cuanto a las alteraciones morfoldgicas producidas por 1.19, estas
son muy parecidas a las ocasionadas por el PZQ, pero de aparicion mas lenta
que con éste Ultimo. La dihidroartemisinina 1.22, el principal metabolito de 1.19

ha mostrado poseer actividad esquistosomicida (54).

En cuanto a 1.20, este es menos toxico que 1.19. Shaohong et al (55)
estudiaron el efecto de este compuesto en infecciones por S. mansoni y S.

japonicum en ratones reportando una eficacia igual a 1.19.

El mecanismo de accidén preciso de la artemisinina y sus derivados
contra la malaria y la esquistosomiasis es desconocido. En malaria, se ha
propuesto un mecanismo de accién para la artemisinina y sus derivados que
involucraria dos pasos secuenciales: 1) Activacion de artemisininas dentro del
pardsito por el complejo hierro-heme conduciendo a la ruptura del puente
endoperoxido y a la generacion de radicales libres y 2) La formacién de enlaces

covalentes entre los radicales libres y proteinas especificas del Plasmodium,
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que matan al parasito (51). Experimentos in vitro conducidos por Xiao et al (56)
sobre diferentes especies de esquistosoma adultos sugirieron que 1.19

interactdia con la hemina ejerciendo un efecto toxico en los gusanos.

En vista del gran potencial que han mostrado los derivados
semisintéticos de las artemisininas y la dificultad en sintetizar esta clase de
compuestos, Xiao et al (57) ensayaron las propiedades esquistosomicidas de
una serie de derivados de 1,2,4-trioxolanos (OZ) (ozénidos secundarios), de los
cuales, 1.23, 1.24 y 1.25 fueron altamente efectivos contras las formas juveniles
de S. mansoni en ratones. Por otro lado, se observaron diferencias notables en
la actividad de los OZ contra los esquistosomas adultos entre el modelo
hamster y raton. El derivado 1.23 fue completamente inactivo en ratones y
altamente activo en hamsteres infectados con esquistosomas adultos de S.
mansoni. Diferencias en las respuestas inmunologicas y farmacocinéticas entre

las diferentes especies de animales pudieran explicar estos resultados.
O\o
/ 1.23 R: CH,CO,H
“ow 1.24 R: CH;NH,
1.25 R: 4-OH-Cg¢Hs
R

2.2.2 Oxamniquina, OXA.

La OXA 1.27, un derivado de tetrahidroisoquinolina, fue obtenida
originalmente como un producto de fermentacion de UK-3883 1.26. El
compuesto 1.26 es inactivo contra infecciones por S. mansoni in vitro, mientras

que 1.27 es activo tanto in vitro como in vivo. Su efecto es mas pronunciado en
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esquistosomas machos que en hembras. En cuanto al mecanismo de accion,
1.27 es esterificada enzimaticamente por una sulfotransferasa esquistosomal
para dar un éster reactivo que actia como un agente alquilante uniéndose
covalentemente al ADN del esquistosoma. Esta debe ser activada por una
enzima presente en el parasito con caracteristicas de sulfotransferasa (las

cepas resistentes a 1.27 carecen de esta enzima) (20, 58, 59).

HaC
3 HO
—_—
O,N N CH,NH-iPr O,N N CH,NH-iPr
H H

1.26 1.27

El compuesto 1.27 presenta un pequefio efecto mutagénico y los efectos
colaterales en pacientes son poco frecuentes y pueden ser considerados de
baja intensidad. Uno de los pasos sintéticos para la obtencién de la droga es la
utilizacion de Streptomyces sclerotiorum que requiere grandes cubas de

fermentacién haciendo la produccién de la droga mas compleja y costosa (60).

En conclusién, se han realizado grandes esfuerzos por elucidar el
mecanismo de accién de PZQ, sin embargo, y en base a los trabajos publicados
en el dltimos afios, pareciera que la accién del PZQ sobre el Schistosoma spp
es mediada por una diversidad de eventos que actlan sinergisticamente.
También, se ha reportado resistencia del Schistosoma al PZQ inducida en el
laboratorio. Sin embargo, al ser el unico farmaco disponible, el fenbmeno de

resistencia puede aparecer en cualquier momento. A pesar de que varios
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grupos han realizado esfuerzos en desarrollar nuevos compuestos con actividad
esquistosomicida igual o superior al PZQ, esto no ha sido posible hasta la
fecha. Algunos compuestos han mostrado actividades interesantes, pero

necesitan ser mejorados.

3. Disefio de derivados y analogos de PZQ, analisis retrosintético y
modelado molecular.
3.1 Analisis de la relacién estructura quimica-actividad bioldgica (SAR) de
derivados y anédlogos de PZQ y disefio de nuevos derivados y analogos de
los mismos.

Antes de considerar las diferentes posibilidades de compuestos a ser
sintetizados utilizando como plantilla el ndcleo pirazinoisoquinolinico, se realizo
una exploracién de la relacion estructura quimica-actividad biolégica de los

diferentes compuestos reportados en la literatura observandose lo siguiente:

3.1.1 El PZQ 1.1 est4d conformado por tres anillos A, B y C que
constituyen su nudcleo principal, ademas de la presencia de un grupo
ciclohexilcarbonil sobre el nitrégeno en la posicion 2 de dicho nucleo (Figura
1.4A). En 1978, Seubert et al (61) patentaron una gran diversidad de derivados
y analogos (alrededor de 400) que contenian el nucleo pirazinoisoquinolinico.
Las principales modificaciones realizadas son las mostradas en la figura 1.4B.
De ese trabajo se obtuvo el PZQ. Si bien la patente indica el tipo de sustituyente
y la posicion que ocupa en el nucleo pirazinoisoquinolinico, no es clara la

combinacion con otros sustituyentes en el ndcleo.
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Figura 1.4 A) El PZQ esta conformado por 4 anillos: A, B, C y D. B) Principales modificaciones
realizadas sobre el nacleo pirazinoisoquindlinico indicadas por Seuber et al (61).

3.1.2 Modificacion del anillo D (Amida exociclica).

3.1.2.1 Las primeras modificaciones realizadas, y unas de las mas
sencillas desde el punto de vista sintético, consistieron en la sustitucién del
grupo ciclohexilo (anillo D) por series homodlogas, es decir, moléculas que
difirieran una de la otra Unicamente por un grupo metileno (62). Estas series
homologas pueden ser de dos tipos: derivados alquilicos de cadena abierta y
ciclicos. El anillo D fue reemplazado por los siguientes grupos: metilo, propilo,
tert-butilo, ciclopropilo, ciclobutilo y ciclopentilo. La actividad esquistosomicida
fue probada tanto in vitro como in vivo en S. mansoni. El derivado mas activo
fue aquel donde el anillo D fue sustituido por ciclopentilo, pero no superior a la
actividad mostrada por el PZQ. Iguales resultados fueron obenidos al

reemplazar el anillo D por un el grupo benzoilo.

3.1.2.2 Abo-Ghalia et al (63) sustituyeron el anillo D por una piridina y el
grupo  N*-nicotinoil-L-aspartil-L-fenilalanina  metil éster. La actividad

esquistosomicida de estos compuestos fue ensayada en ratones infectados por
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S. mansoni. Ambos compuestos mostraron actividades biologicas similares

entre si, pero no mejor que el PZQ.

3.1.2.3 Dong et al (45) sintetizaron una serie de analogos de PZQ
reemplazando el anillo D por 4-oxociclohexil 1.7, 1-adamantil, 2-adamantil,
heterociclos saturados y un ozénido 1.8. EIl mas activo resulté ser el reemplazo
del grupo ciclohexilo por 4-oxociclohexilo mostrando una actividad muy cercana

a la reportada para el PZQ en vermes adultos de S. mansoni.

3.1.2.4 Liu et al (46) prepararon una serie de derivados de PZQ
sustituyendo el anillo D por grupos fenilo disustituidos, con grupos dadores
(CH3) y combinacién de sustituyentes tipo halégeno y atractores de electrones
(F y NOy), quinolinas, quinolonas y piridintiol. Ninguno de estos compuestos

presento actividad esquistosomicida.

3.1.3 Modificaciones de los anillos By C.

Hay muy pocos reportes de modificaciones en estas partes del nicleo
pirazinisoquinolinico, ya que desde el punto de vista sintético resulta mas dificil
hacer variaciones, utilizando las vias sintéticas ya reportadas, en estas partes

de la molécula. Estas modificaciones han consistido en:

3.1.3.1 Liu et al (46) incorporaron sustituyentes en posicion 3 en el PZQ:
metilo, isopropilo, ciclopropilo, tert-butilo y p-fluoro-fenilo. La incorporacion de
estos sustituyentes origina un nuevo centro quiral. El derivado de PZQ con el
grupo metilo orientado en la misma direccion que el proton en 11b, mostrod

actividad esquistosomicida moderada siendo el CE5p de 1.3 pM.
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3.1.3.2 En el mismo trabajo se incorporé un grupo carboximetilo en

posicion 6 del PZQ. Este compuesto no mostré actividad esquistosomicida.

3.1.4 Modificacion del anillo A.

3.1.4.1 Liu et al (46) sintetizaron una serie de derivados de PZQ. El
compuesto mas activo de la serie fue aquel donde el anillo aromatico A fue
sustituido por un tiofeno, manteniendo el resto de la molécula intacta. La
actividad esquistosomicida fue ensayada in vitro en S. mansoni. El valor de
CEso fue de 0.9 pM mientras que para el PZQ fue de 0.18 uM. Otro de los
derivados que mostro actividad moderada fue el obtenido por la adicion de un
grupo metoxi en el anillo A en la posicién 9 del PZQ siendo la ECso de 9.7 uM.
Sin embargo, la incorporacion de otro grupo metoxi en posicién 8, no mostré
ningun efecto sobre el parasito. No existen casi reportes en la literatura de la

incorporacion de sustituyentes en las posiciones 8, 9, 10y 11 del PZQ.

3.1.5 Misceléaneos.

3.1.5.1 Dong et al (45) sintetizaron un analogo de PZQ, suprimiendo los
anillos B y C, y el anillo D fue sustituido por un ozénido, el cual mostré una
actividad esquistosomicida considerable sobre las formas juveniles del paréasito

pero no en vermes adultos.

3.1.5.2 Sadhu et al (47) reemplazaron el anillo A por un grupo indol,
manteniendo el resto de intacto. Esta modificacion mostré actividad moderada

pero no mejor a la observada con el PZQ.
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En base al analisis realizado anteriormente, se concluye lo siguiente
(Figura 1.5):
A) EI grupo ciclohexilo (Anillo D) es importante para la actividad
esquistosomicida. También, la incoporacion de un grupo fenilo mostré actividad
esquistosomicida, aunque no tan buena como su contraparte saturada. La
escogencia y combinacion adecuada de los sustituyentes sobre el fenilo pudiera
incrementar la actividad.
B) La incoporacion de grupos alquilicos ramificados en posiciéon 3 del PZQ
disminuye la actividad esquistosomicida.
C) La incoporacion de un sustituyente del tipo ester en posicion 6 en el PZQ no

tuvo ningun efecto sobre los parasitos.

HzCO

o

Figura 1.5 Resumen de las diferentes modificaciones sobre el nlcleo pirazinoisoquinolinico que
han mostrado actividad esquistosomicida pero no superior al PZQ.

D) La sustitucion del anillo A por un tiofeno ha mostrado una actividad muy

cercana al PZQ. Esto pudiera sugerir que se podria modificar el tamafio del
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anillo y ser sustituido por otros heterociclos. Aunque la incorporacién de un
grupo indol al PZQ fue novedosa, la actividad antiparasitaria fue moderada y no
aventajo al PZQ.

E) La incorporacion de un sustituyente dador de electrones, tal como un grupo

metoxi, en posicion 10, mostré buena actividad esquistosomicida.

En el disefio de derivados y analogos de PZQ, se utiliz6 como plantilla el
PZQ 1.1 conservando el grado de complejidad del compuesto lider (Enfoque
analdgico) (64). En base a la exploracion cualitativa de la relacion estructura
quimica-actividad biolégica comentada anteriormente, se decidié incorporar
sustituyentes de diversa naturaleza en las posiciones 9 y 10 del ndcleo
pirazinoisoquinolinico, ya que, los compuestos reportados hasta la fecha,

presentan muy pocas modificaciones en estas posiciones.

Sirviendo de apoyo lo anterior, se plante6 la sintesis de un grupo de
derivados de la clase 1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-
ona  1.28, 1,2,3,6,10b-tetrahidropirazino[2,1-a]isoindol-4(1H)-ona  1.29,
1,3,4,7,8,12b-hexahidro[1,4]diazepino[7,1-a)isoquinolin-5(2H)-ona 1.30 y

1,2,3,4,7,11b-hexahidro-5H-[1,4]diazepino[7,1-a]isoindol-5-ona 1.31.
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Se aplicaron ciertas reglas que ayudaron al disefio y a la exploracién de

la relacién estructura quimica-actividad biologica cualitativa (64):

A) Regla 1: En primer lugar, se debe realizar la menor cantidad de
modificaciones posibles a la molécula lider. Los pocos cambios introducidos

pudieran indicar cuales grupos incrementan o disminuyen la actividad.

B) Regla 2: La regla de la légica biolégica se basa en la utilizacion de
toda la informacién biolégica disponible (datos bioquimicos, blancos
moleculares, rutas metabdlicas, etc). De los datos recopilados en la literatura,

muy poco se conoce sobre el blanco exacto sobre le cual interacciona el PZQ.

C) Regla 3: La regla de la légica estructural se refiere a que, si existe
algun elemento estructural que se sabe le confiere actividad a ese compuesto,
este elemento no debe ser modificado en principio. Por ejemplo, en el caso del

PZQ, este posee un centro quiral en la posicion 11b, siendo el enantiomero R el
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gue posee la actividad esquistosomicida. El PZQ se sintetiza como racemato.
Este centro quiral fue conservado en la plantilla. También se sabe, que el grupo

ciclohexilo es importante en la actividad esquistosomicida.

D) Regla 4: Eleccion correcta del sustituyente: Consiste en el reemplazo
de grupos de una molécula por otros, con caracteristicas similares o diferentes
desde el punto de vista, electronico, estérico y lipofilico. En el caso de los
compuestos propuestos, algunos atomos de hidrégeno del nucleo
pirazinoisoquinolinico, especificamente las posiciones 9 y/o 10 serian
reemplazadas por sustituyentes del tipo metoxi y metilendioxi, y en las
posiciones 8 y 9, halégenos, para ver como estos influyen sobre la actividad

biolégica tomando como referencia el PZQ.

E) Regla 5: Sintesis organica facil: Ya que la sintesis de nuevos
compuestos es muy costosa, la misma deberia involucrar el menor nimero de
pasos, ser preferiblemente una sintesis convergente, en la cual el producto de
cada paso sea obtenido con el mayor rendimiento posible y en que los
reactivos de partida sean econdémicos y seguros. Como se discutira a
continuacion, existen varias sintesis reportadas para la obtencion de los
compuestos de interés; algunas involucran un mayor nimero de pasos que

otras.
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3.2 Andlisis retrosintético y sintesis previas del PZQ.
3.2.1 Analisis retrosintetico.

Para cumplir con uno de los objetivos especificos, que es la sintesis de
PZQ y sus derivados y analogos, se plantearon diferentes analisis

retrosintéticos (Figura 1.6).

/_—Alquilacién COR COX
N’ S Lactamizacion ) COR
Ciacis PR Alquilacién — N > k + CouCodl
iclacion ’ C_ ) / Acilacion "
NS ©
o
1.32 1.33

X: OH, OR, CI
R: H
Ri: Br, NH;

Figura 1.6 Andlisis retrosintético del PZQ.

Si observamos el PZQ, esta conformado por tres anillos A, By C que
constituyen su nucleo principal. A su vez, tres principales reacciones pudieran
estar involucrados en su sintesis, tales como: una ciclacién inter o
intramolecular, una reaccién de alquilacion o una lactamizaciéon. La forma de
desconexion mas factible conduce a un sinton representado por el compuesto
1.32, que a su vez pudiera ser sintetizado a partir de moléculas pequefias como
1.33, tales como, glicina ester, bromacetato de etilo y el acido

ciclohexilcarboxilico (o0 su respectivo cloruro de acido).
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3.2.2 Sintesis previas.

La primera sintesis total del PZQ, patentada por los grupos Merck y
Bayer fue realizada por Seubert et al (65, 66) la cual involucro la sintesis de una
1,2-dihidroisoquinolina 1.34, sustituida en las posiciones 1 y 2, a partir de la
isoquinolina y finalmente, la construccién del anillo del tipo piperazino, la cual
implicé reacciones de acilacion para dar 1.35 y alquilacion para obtener 1.36
(Esquema 1.1) El paso clave en esta sintesis es la reaccion de Reissert, la cual
emplea un exceso de KCN, originando grandes volimenes de desechos
acuosos con un alto contenido de cianuro (67), haciendo esta via de sintesis

muy contaminante y peligrosa.

KCN 10% H,/Ni,
ROC' 70 atm [ :[ \1
N 94% @Q YO 90 °C NH
"
NH

1.34

CICOCH,CI

Esquema 1.1 Sintesis de PZQ por Seubert et al (65).
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Roszkowski et al (68) reportaron la sintesis asimétrica del PZQ, la cual
implicé la formacion de la 3,4-dihidroisoquinolina 1.37 mediante una reaccion de
Bischler-Napieralski y su posterior reduccién, empleando un catalizador de
Rutenio, favoreciendo el isomero levo 1.38. La transferencia de hidrogeno
asimétrica en 1.37 fue realizada bajo las condiciones de Noyori clasicas. El
catalizador es una combinacion de N-tosil-(1R,2R)-difeniletilendiamina y
[RuClx(n®-benceno)],. El resto de los pasos fueron los mismos descritos en la

sintesis de Seubert et al (65) (Esquema 1.2).

cocl
(o
N N/ CHOl EGN
N Tta, 78% W(\
CH.CN, POCI,
reflujo, 96%
NH,-NH, . H,0 (R,R)-Catal.
EtOH HCO,H / Et;N P
reflujo, 93% CH.CN, t.a., 52% 7’
N
o
o
1.38 1.37

Esquema 1.2 Sintesis de PZQ por Roszkowski et al (68).

Ma et al (69) también sintetizaron el enantiomero activo del PZQ.
Obtuvieron el intermediario 1.38 en una secuencia de pasos diferente a la

reportada por Roszkowski et al (68). El intermediario clave fue 1.39 obtenido a
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partir de una reaccion de condensacion y ciclacién entre N-etilenacetalftalimida®

y N-p-toluensulfinilfenetilamina* en presencia de trifluoruro de boro eterato.

1.39

Kim et al (70) reportaron la sintesis de PZQ en seis pasos con un
rendimiento total del 46%. La estrategia basica de esta sintesis consistio en
una amidoalquilacién y ciclacién del ion iminio del amido acetal 1.40 en medio

acido. El rendimiento de 1.41 fue del 91% (Esquema 1.3).

/O NaHCO,
Cli + e
H,oN
Tol, reflujo _>70CH3

H4CO
H,SO,
N = N_ O = HN. O
Y EAY
H,CO
N 3 4
ITI NH2
o H
1.41 1.40

Esquema 1.3 Sintesis de PZQ por Kim et al (70).

*0Obtenida por reaccién entre ftalimida y bromoacetaldehido dimetil acetal en presencia de KOH.
*Preparada por tratamiento de fenetilamina con n-butil-litio y reaccién posterior del anién
formado con el reactivo de Andersen (1S, 2R, 5S)-mentil-(R)-p-toluen-sulfinato).
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Yixing Xinyu Chem (Factory process (CN 1003-7911 20050301)
obtuvieron el intermediario 1.40 de forma similar a la reportada por Kim et al
(70) pero sustituyendo el cloruro de cloroacetilo por el clorhidrato del cloruro de
aminoacetilo en el primer paso de la sintesis y el aminoacetaldehido protegido
por cloroacetaldehido dimetil acetal en el segundo paso de la misma. La
ciclacion  del intermediario 1.40 se logr6 empleando  acido
dodecatungstofosférico® (HsPW1,040) en diclorometano (DCM) a temperatura

ambiente. No se reporta el rendimiento total (71).

Cao et al (71) sintetizaron el PZQ en una secuencia de dos pasos: 1)
Reacciéon multicomponente de Ugi clasica y 2) Reaccién de Pictet-Spengler. En
el primer paso ocurre la condensacion entre (2-isocianoetil)benceno,
paraformaldehido, &c. ciclohexilcarboxilico y aminoacetaldehido dimetil acetal
para dar el intermediario de Ugi 1.42, un intermediario similar a 1.40. Luego,
en el segundo paso, el intermediario de Ugi fue ciclado con acido
metanosulféonico (MeSO3H) a 0 °C y luego calentado a 70 °C por 6 h

obteniéndose el PZQ con un rendimiento del 65% (Esquema 1.4).

+ CH,0
NC MeOH, t.a
_— HN o
100%
OCH,
CO,H H5CO
N
O/ * OCHjg w/\
OCH3/
NH o

2

Esquema 1.4 Reaccion multicomponente de Ugi.

°Es un heteropoliacido cominmente utilizado como catalizador homogéneo, el cual ha mostrado
una alta actividad, selectividad y facil manejo en comparacion con otros acidos minerales.
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Todd et al (72) sintetizaron el PZQ a través de la formacion del anillo
piperazino 1.44 a partir de 1.43 y posterior ciclacion via radical. El intermediario
1.43 fue obtenido mediante una secuencia de dos pasos de reaccion. La
primera reaccion involucré una aminacion reductiva entre 2-bromofenetilamina y
2,2-dimetoxiacetaldehido obteniéndose la amina secundaria. Luego, esta fue
condensada con el derivado de acido carboxilico originando el intermediario

1.43 (Esquema 1.5).

10% molar Sn(OTf),

<

H3CO\/\ acetona
N
HCO \/k 7%
NH AL N\/k
(0] \o
o o)
1.43 1.44

90% | AIBN, Bu,SnH

OWQ

Esquema 1.5 Sintesis de PZQ utilizada por Todd et al (72).

-

g

La sintesis propuesta por Kim et al (73) condujo también a la formacién
del intermediario 1.43 (sin el bromo), el cual fue ciclado directamente al PZQ

utilizando MeSOzH en DCM a reflujo por 2 dias.
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El-Fayyoumy et al (74) publicaron la primera sintesis en fase sélida del
PZQ empleando la resina 1-hidroximetilpoliestireno como material de partida.
Sintetizaron un intermediario 1.45 similar a 1.43, el cual fue ciclado utilizando

MeSO3H en nitrometano a 60 °C por 16 h (Esquema 1.6).

i) p-toluensulfonato

@ de qumolma anhidra ‘: II) CsHs;CH,CH,NH, Q
\ —»

NH
OH  BrCH CH(OEt)2 DMSO \04(
OEt

iif) Fmoc -Gly-OH
PyBroP, HOBr, DIPEA

NHFmoc
V|) MeSO,H/ MeNO, o W _i¥) 20% pip /DM />:°

(”

TFA/DCM v) C;H,,CO, H/PyBroP DIPEA \
EtO o

Esquema 1.6 Sintesis de PZQ por El-Fayyoumy et al (74).

Todas las rutas sintéticas comentadas anteriormente coinciden en la
mayoria de los casos con algunos intermediarios tal como 1.38 y 1.40 o

pequefias variantes de estos como 1.42y 1.43.

Otras sintesis de PZQ han sido publicadas por Frehel et al (75), Yuste et

al (76), Berkowitz et al (77) y Carvalho et al (78).
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Las vias sintéticas utilizadas para la obtencion del PZQ, asi como, de sus
respectivos derivados y analogos seran discutidas en la Seccion Resultados y

Discusion.

3.3 Relacion estructura quimica-actividad bioldgica cuantitativa (QSAR)
como herramienta de disefio molecular en el desarrollo de nuevos
farmacos.

3.3.1 Introduccién al QSAR.

Un estudio cuantitativo de la relacidn entre la estructura quimica-
actividad bioldgica (QSAR, Quantitative Structure-Activity Relationships) es un
modelo derivado estadisticamente, que puede ser utilizado para predecir
propiedades biologicas de moléculas de estructura quimica conocida (79). Es
decir, un estudio QSAR es un intento de correlacionar propiedades
(moleculares, atémicas, etc.) con un valor de actividad biolégica para un

conjunto de compuestos, mediante el establecimiento de una simple funcién:

f(x) =y =byxy + byxy +byxg+ -+ byx, +c

Esta ecuacién describe la relacion lineal entre los pardmetros
X1, X2, X3 ... Xn, CON Una propiedad designada como f(x) 6 y en donde by,
b,, bs ...bn, son los coeficientes de regresién para cada parametro y c es el
término constante de ajuste propio de la regresion. La ecuacion que muestra
esta relacion lineal esta conformada por una o varias variables independientes,
gue son los descriptores, y la variable dependiente que es la actividad biolégica
del compuesto de interés.
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Un analisis QSAR permite explicar la actividad de dichos compuestos y
mas aun predecir la actividad de compuestos no sintetizados o aun no probados

biol6gicamente.

Existen diferentes clases de métodos computacionales en QSAR
dependiendo de los datos que se deseen considerar. El estudio QSAR
bidimensional, 2D-QSAR, no considera los arreglos de los atomos en el espacio
(80), mientras que un QSAR tridimensional, 3D-QSAR, necesita informacion

sobre la posicion de los atomos en el espacio (81).

El proceso de desarrollo de un modelo QSAR involucra 3 etapas

generales (82) (Figura 1.7):

a) Etapa A. Preparacion de los datos: Involucra la seleccion de los compuestos
a ser incluidos en el estudio, utilizando como fuente de informacién la literatura

o datos propios. También, implica el calculo y la seleccién de los descriptores.

b) Etapa B. Andlisis de los datos: Consiste en la aplicacion de métodos
estadisticos para el desarrollo de los modelos QSAR con los descriptores
seleccionados. La mayor parte de ellos estan basados en regresion lineal
multiple, regresion por minimos cuadrados parciales y métodos no lineales

(como algoritmos genéticos, redes neuronales, etc.).

c) Etapa C. Validacion del modelo: La validacion puede ser definida como una
serie de métodos para determinar la validez de los modelos de regresién y es lo

minimo recomendado como estandar en estudios QSAR para asegurar la
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confiabilidad, la calidad y la efectividad de los modelos de regresion para
propésitos practicos. Ya que la estadistica nunca puede reemplazar a la
quimica, validaciones no estadisticas (validaciones quimicas) tales como
verificaciones del modelo en términos del mecanismo de accidn conocido u otro
“‘conocimiento quimico” son también necesarios (83). En cuanto al tipo de

validacion de un modelo QSAR esta puede ser interna o externa.

/ Seleccion de los \ v'Antecedentes
compuestos B ¥ Validacion de los

datos de actividad
biologica

Seleccion de los

v'Metodologias
basadas en diferentes
niveles de teoria

Obtenci_én de los ¥'Metodologias parala
K descriptores selecciony
v

A descriptores

correlacion de los
descriptores

v'Construccion del
modelo QSAR

Validacion del
Modelo QSAR modelo QSAR

Figura 1.7 Etapas generales y especificas en el desarrollo de un modelo QSAR.

A continuacién se describird con mas detalle cada una de las etapas en

el desarrollo de un modelo QSAR.
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3.3.2 Etapas involucradas en el desarrollo de un modelo QSAR.

3.3.2.1 Etapa A. Preparacion de los datos.

3.3.2.1.1 Seleccion de los compuestos de la serie de exploracién. El
punto de partida de toda metodologia QSAR implica la existencia de un
prototipo cabeza de serie, que se define como un producto que muestra

actividad en relacion con el objetivo terapeutico buscado (84).

Cuando se dispone de un prototipo, es preciso disefiar una serie de
exploracion, que esta constituida por un conjunto de productos derivados del
prototipo, que permita el establecimiento de las primeras relaciones estructura-
actividad. Los miembros de la serie de exploracion estan constituidos por un
ndcleo comdn, y unos sustituyentes o fragmentos variables, que son
caracteristicos de cada producto de la serie. Los miembros de la serie de

exploracion deberén ser sintetizados y su actividad biol6gica ensayada (84).

La calidad de una serie de exploracion viene definida principalmente por
cuatro aspectos (85,86):
1. Disimilaridad de la serie: Los productos de la serie deben ser, respecto a los

pardmetros elegidos, diferentes entre si.

2. Ortogonalidad de la serie: Los productos deben escogerse de tal forma que la
variacion en las caracteristicas se produzca de manera independiente, es decir,
si la variacion de una propiedad X; viene siempre acompafiada de la variacion
en otra propiedad X,, no es posible conocer si el cambio de actividad de unos a

otros productos se debe al cambio en la propiedad X; o a la propiedad X,. En
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estas situaciones se dice que las propiedades X; y X, estan correlacionadas en
la serie. Una serie en la cual las correlaciones son minimas se dice que es

ortogonal.

3. Homogeneidad: Se refiere a que los compuestos sean congeneéricos, es
decir, que tengan un esqueleto comun, de esta forma, se garantiza que todos

los compuestos actlan a través del mismo mecanismo de accion.

4. Representatividad: Dentro del grupo deben haber suficientes niveles de
actividad correspondiente a suficientes modificaciones estructurales, que
generen suficientes modificaciones en los pardmetros seleccionados. Con esta
condicién se evita que el modelo solo sea representativo de un muy estrecho

tipo de condiciones y su valor predictivo sea limitado.

En cuanto al origen de los datos de actividad biolégica, se requiere que
sean confiables para contruir modelos QSAR también confiables. En términos
de actividades biolégicas, los datos deberian ser obtenidos mediante un
protocolo sencillo, que sea realizado en el mismo laboratorio y por la misma
persona. Ademas, deberian ser protocolos bien estandarizados y los ensayos
repetidos al menos tres veces para cada medida y tres 0 mas veces para el
experimento general. Los datos de actividad biologica obtenidos de ésta
manera tendran bajo error experimental (87). Si se van a utilizar datos de
actividad biologica reportados por otros grupos en la literatura, se deben cumplir

las condiciones anteriores.

[46]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Antecedentes

Antes de construir un modelo QSAR vy si se dispone de suficientes datos
de actividad biolégica u observaciones (preferiblemente mayor de 15), el
conjunto de datos suele dividirse en dos grupos: El primer grupo se conoce
como serie de entrenamiento (en inglés, training set) y se utiliza para construir
el modelo QSAR y en el proceso de validacion interna y el segundo grupo
denominado serie de prueba (en inglés, test set) el cual es empleado para
determinar el poder predictivo del modelo y es utilizado durante la validacion

externa (83).

En cuanto a los métodos empleados para la escogencia de las series de
entrenamiento y de prueba pueden ser mediante: 1) Seleccion manual, 2)
Seleccién al azar, 3) Método de esferas de exclusion y 4) Otros (analisis de

grupos, analisis de componente principal, entre otros).

3.3.2.1.2 Seleccién y obtencion de los descriptores. Un descriptor es
el resultado final de un procedimiento l6gico y matematico que transforma la
informacion quimica codificada dentro de una representacién simbdlica de una
molécula en un numero util o el resultado de algun experimento estandarizado
(88). Los descriptores han sido clasificados por categorias, siendo los mas
importantes y los mas utilizados (89): A) Constitucionales B) Topoldgicos, C)

Electrostaticos, D) Geométricos y E) Quimico-cuanticos.

Los métodos utilizados para el calculo de los descriptores se pueden
clasificar en dos grupos: a) Métodos no dependientes del nivel de teoria, los

cuales son obtenidos por reglas no relacionadas directamente con la
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descripcion mecanico-cuantica del sistema molecular (Ej. Logaritmo del
coeficiente de particion octanol-agua (Log P), entre otros) y b) Métodos
dependientes del nivel de teoria, refiriéndose el término nivel de teoria al
método de quimica computacional, sea semiempirico (90) o de teoria del
funcional de la densidad (91) (en inglés, Density Funcional Theory, DFT)
utilizado para el célculo de algunos descriptores (Ej. energia HOMO, energia

LUMO, etc).

La seleccion de los descriptores debe ser realizada cuidadosamente. La
construccion de un buen modelo depende, en gran parte, de la escogencia de
los descriptores: a) Muchos descriptores no contienen informacion molecular
relevante al problema y pudieran estar correlacionados b) La inclusion de
demasiados descriptores en el modelo QSAR, incluso, si los descriptores
contienen informacion relevante, puede resultar en un sobreajuste del modelo
d) El conocimiento de proceso biol6gico que esta siendo modelado puede
proveer infomacién del tipo de descriptor que pudiera ser relevante para el

modelo (92).

En cuanto a la relacion entre la cantidad de datos de actividad biologica
(observaciones) y de descriptores deberia ser lo mas alta posible. Es
generalmente aceptado que debe haber al menos entre 4 a 5 observaciones por
descriptor (Relacion Topliss) para un método de regresion lineal multiple (93).
Otros meétodos de regresion lineal emplean mas descriptores, pero demasiados

descriptores pueden causar dificultades en la interpretacion del modelo (83).
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3.3.2.1.2.1 Estandarizacién de los descriptores. La mayoria de los
descriptores calculados tienen rangos numéricos diferentes, por lo tanto, es
necesario estandarizar mediante autoajuste (en inglés, autoscaling) los datos
antes de proceder a la reduccion de variables y al analisis estadistico. Esto
permite que cada descriptor tenga la misma oportunidad de contribuir al analisis

general (94, 95).

3.3.2.1.2.2 Aproximacion de algoritmo genético como método de
reduccion de variables. Generalmente, la cantidad de descriptores
seleccionados y calculados es muy grande y no todos pueden ser utilizados
para construir una ecuacion QSAR. Es por ello que se recurre a la
aproximacion de algoritmo genético como método para reducir la cantidad de
variables independientes y utilizar Gnicamente aquellas variables que resultaron
escogidas por el algoritmo. Los algoritmos genéticos (AGs) estan basados en el
proceso mediante el cual los organismos vivos, a lo largo de las generaciones,
evolucionan de acuerdo a los principios de la seleccion natural y la

supervivencia del “mas fuerte”, postulados por Darwin (96).

En la Figura 1.8 se muestra el esquema general de un algoritmo
genético. Se parte de una poblacion inicial, siendo sus individuos una posible
solucion a un determinado problema. Cada individuo en la poblacion esta
representado por un cromosoma, y a su vez, ese cromosoma esta constituido
por un niumero determinado de genes (descriptores) (Paso 1). A cada individuo
se le asigna un valor (en la naturaleza, es el grado de efectividad de un

organismo para competir por determinados recursos), aptitud (en inglés,
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fitness). Mientras més adaptado esté el individuo al problema, mayor sera la
probabilidad de que sea seleccionado para reproducirse, cruzando su material
genético con otro seleccionado de la misma forma (Paso 2). De esta manera se
produce una nueva poblacion de posibles soluciones, que contiene mejores
caracteristicas para una posible solucién final satisfactoria (Paso 3). Asi, a lo
largo de las generaciones, las buenas caracteristicas se propagan a través de

la poblacion (97,98).

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Operadores
genéticos

1. Seleccion de los
padres

2. Cruce (crossover)
A 3. Mutacién

Figura 1.8 Esquema general de un algoritmo genético. En el primer paso, se tiene una
poblacién inicial de individuos. Luego, la “aptitud” (en inglés, fithess) de cada individuo es
evaluada (paso 2). La seleccion de los individuos basada en su “aptitud”, en la aplicaciéon de

operadores genéticos, en el cruce (en inglés, crossover) y la mutacion genera la primera
descendencia (paso 3). Los pasos del 1 al 3 son repetidos de forma iterativa (98).

3.3.2.1.2.3 Dispersion de los datos y distribucién. Una vez que se
han seleccionado los descriptores mas relevantes mediante la aproximacion de
algoritmo genético, se deberia verificar como es la dispersion de los datos para
cada uno de los descriptores seleccionados. Si los valores no muestran
variacion, estos no deberian incluirse en la ecuacion. Un estadistico que puede
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ser utilizado para verificar la dispersion de un descriptor es el porcentaje del

Coeficiente de Variacion (CV) (94,95).

3.3.2.1.2.4 Correlaciones. Una vez que los descriptores han sido
estandarizados y seleccionados por algoritmo genético, se debe verificar la
correlacion entre los mismos. No tiene sentido en un modelo QSAR incluir
descriptores que estan correlacionados entre si, es decir, que contribuyen de la
misma forma en la ecuacion. Esto se realiza a través de una matriz de
correlacion (Figura 1.9), la cual correlaciona todos los descriptores en parejas.
Esta genera un numero denominado coeficiente de correlacion (r), pudiendo

tomar los valores entre -1 a 1 (94,95).

T:C:ConforU:D:ConneV:E:Conne W : F:ConneX: G :DipoleY : H: Electrc

T: C: Conformation Minimum Energy (kca 1

U : D : Connectivity Index (order 0, standar -0,335 1

V : E: Connectivity Index (order 1, standan -0,332 0,968 1

W : F : Connectivity Index (order 2, standai -0,188 0,968 0,980 1

X : G : Dipole Moment {debye) Standardiz¢ -0,374 0,631 0,575 0,536 1

Y : H : Electron Affinity (eV) Standardized t 0,189 0,611 0,588 0,675 0,501 1

Figura 1.9 Ejemplo de una matriz de correlacién. Si se fija el valor maximo de correlacion en
0.7, los recuadros indicados en amarillo superarian este valor, lo que significa que, que el
indice de conectividad de orden O correlaciona con el indice de conectividad de orden 1 y no
deberian ser utilizados juntos en una ecuacién QSAR.

3.3.2.2 Etapa B. Analisis de los datos.

Una vez que se han elegido los descriptores aplicando algin método de
reduccion de variables, se procede a la construccion de la ecuacion QSAR. La
regresion lineal multiple es el enfoque estadistico tradicional para derivar
modelos QSAR. La regresion lineal multiple relaciona la variable dependiente

y (actividad biolégica) a un nimero de variables independientes x; (predictores

[51]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Antecedentes

gue son los descriptores) utilizando ecuaciones lineales (Ecuacioén 1.1, Tabla

1.1). Los coeficientes de regresion b; en el modelo de regresion lineal pueden

ser estimados empleando el procedimiento de minimos cuadrados.

Existe una variedad de estadisticos o estadigrafos utilizados para
caracterizar las ecuaciones de regresion (94,99): 1) El coeficiente de correlacion
multiple R? 2) El coeficiente de correlacion mudltiple ajustado Rzad,-, 3) Error
estandar de la prediccion s 4) El valor F y la prueba t. Las expresiones
matematicas para cada uno de los estadisticos se muestran en la Tablas 1.1Ay

1.1B.

3.3.2.3 Etapa C. Validaciéon del modelo.

Los modelos QSAR se validan mediante dos procedimientos: a) El
primero es la validacion cruzada empleando una serie de entrenamiento y b) El
segundo es una validacion externa con una serie de prueba. Para la validacion
del modelo, se requiere que el conjunto de datos (Ej. actividad biol6gica) sean
divididos en 2 grupos: A) Una serie de entrenamiento que sera empleado para
construir el modelo QSAR vy la cual debe contener compuestos con diferentes
valores de actividad biolégica (actividad baja, media y alta) y B) Una serie de
prueba que sera utilizada para evaluar la calidad de los diferentes modelos
obtenidos. En cuanto al nimero de datos que deben conformar la serie de
prueba, se recomienda disponer entre un 20% y 30% de datos de la serie de

entrenamiento (100).
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La robustez y la predictividad de un modelo QSAR se valora mediante los
siguientes estadisticos (94,99): 1) Error cuadratico medio, 2) Suma de los
cuadrados de los residuales predictiva PRESS, 3) Validacién cruzada Q? y 4)
Error en la desviacion estandar de la prediccion. Las ecuaciones matematicas

para cada estadistico pueden ser encontradas en la Tabla 1.2.

También, las graficas de residuales son utiles para descubrir posibles
violaciones en los supuestos requeridos para un analisis de regresién. El
andlisis de residuales se realiza a través de la gréfica de residuales donde se
grafica la diferencia entre el valor observado y el valor predicho versus la
respuesta observada (datos de actividad biol6gica). Estas graficas deben estar
libres de cualquier patron. Deben aparecer como una dispersion aleatoria de
puntos respecto a 0 en el eje vertical con mas o menos la misma dispersion
vertical para todos los valores. Si no hay ningin patrén evidente en la grafica

de residuales, indica que el modelo es adecuado para estos datos (101).

Por otro lado, no todos los datos que conforman la muestra se ajustan a
la recta, plano o hiperplano que describe el modelo QSAR pudiendo
considerarse como un valor atipico o un outlier estadistico (102). Los valores
atipicos son observaciones atipicas no frecuentes. Por la forma en que se
determina la linea de regresion en la regresion lineal multiple, los valores
atipicos tienen una profunda influencia en la pendiente de la linea de regresion
y por lo tanto, sobre el valor de r. Inclusive, un solo valor atipico es capaz de

provocar estos cambios.
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Tabla 1.1A Parametros de bondad de ajuste en la regresion lineal multiple (RLM) (94,99).
Ecuacidn
No. Definicion Ecuacion y términos Significado
Ecuacion de J = b, + bix; + byxp+... +byx, ) Des_cribe Ia_l relacién_lineal entre dos o
mas variables independiente x;, x,.....xp,
11 regresion y = variable dependiente calculada. es decir, es un andlisis estadistico que
lineal mattiple | % = variable independiente predictora (descriptor). per_mite la asociacion entre multiple
bj = coeficiente de regresion. variables.
b, = punto de corte en el eje y.
Mide la calidad de la regresién lineal
simple o multiple. El valor de R? indica la
R2 = SSﬂ R? — (8S7 — SSres) RZ—1— SSﬂ proporcjén de la variacién en la variable
SS; SSy SS; dependiente que es explicada por la
ecuacion de regresiéon, es decir, es una
1.2 Coeficiente de | $Sr = X:i(yi —=¥)*  SSr Suma total de los cuadrados. medida del grado en que un modelo de

determinacion

multiple R?

58,0 = Xi(y; — 9)?  SS,,.s Suma de los cuadrados de los residuales.

5S0s =29 —9)? SS,.s Suma de los cuadrados de la regresién.

y; = Variable dependiente (valor observado).
y = Valor medio de la variable dependiente.
y = Variable dependiente calculada.

regresibn se ajusta a un conjunto de
datos. Puede tomar valores entre O y 1.

Un valor R? de cero corresponde a
una situacibn en que ninguna de las
variaciones en las observaciones es
explicada por la variacién en las variables
independientes, sin embargo, un valor de
1 corresponde a una explicacion perfecta.

1.3

Coeficiente de
determinacion
multiple

ajustado Rzad,-

SSres/(n 2 1)
S5 /(n-1)

n = namero de observaciones.
p = numero de variables independientes incluidas en el modelo.

Su interpretacion es similar a R? pero
considera el numero de grados de
libertad. Este valor debe ser mayor de
0.5.
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Tabla 1.1B Parametros de bondad de ajuste en la regresion lineal multiple (94,99).
Ecuacion
No. Definicién Ecuacién y términos Significado
2 Indica que tan bien predice la funcién
s = M de regresion los datos observados, es
14 Error estandar (n-p-1 decir, es una medida de la precision con la

que las predicciones pueden ser hechas a

Spi =

j

desviacion estandar del coeficiente de regresion bjestimada.
X = valor promedio de la variable independiente.

de la n =niimero de observaciones. o partir de la ecuacién de regresion. La
prediccién s p = numero de variables independientes incluidas en el modelo. tendencia a cero de este valor pudiera
presuponer mayor calidad en la prediccién.
EMS SSreq/D Es una medida de la significancia
F=R_Mg T SS./n—-p—1 general de un modelo de regresiéon. El
valor F es la relacién entre la varianza
15 Valor F explicada y no explicada para un nimero
RMS = SS,.4/(n — p — 1) = cuadrado medio del residual. de grados de libertad, de manera que
EMS = $S,.4/p = cuadrado medio explicado. cuanto mas algjado esté el va!or de F del
valor critico més confiable ser4 el modelo,
es decir, valores elevados de F indican
mayor confianza de la ecuacién QSAR.
t = b Spj = 5 = MSs Es una medida de la significancia de
16 Prueba t Sbj VIt =02 i — %)? los términos individuales en una ecuacion

de regresion. Si el valor obtenido es mayor
que el valor tabulado, entonces el
coeficiente es considerado significativo.
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Tabla 1.2 Definiciones de robustez y predictividad del QSAR (94,99).

cuadrados de
los residuales

i

Ecuacién
No. Definicién Ecuacién y términos Significado
n
— )2
Error MSE = Zi(yl 0 /n Se define como el promedio del cuadrado
_ ta ob da (Variable D diente. VD de los residuales. El residual se define como la
1.8 cuadrativo ¥i = respuesta observada (Variable Dependiente, VD). diferencia entre el valor observado (actividad
medio. MSE | Yisi = respuesta estimada VD obtenida del modelo QSAR. biologica) y el valor predicho o calculado de la
' actividad biolégica, calculados por el modelo.
Suma de los

Es otra medida de la capacidad predictiva
de un modelo QSAR. Estos son valores de datos

la prediccién,
SDEP

y; = respuesta observada (Variables Dependiente, VD).

Visi = respuesta estimada VD obtenida del modelo QSAR.

n = numero de objetos (ej. compuestos)en el training set.

1.9 y; = respuesta observada (Variable Dependiente, VD). - ‘
. que no fueron utilizados para derivar el modelo.
predichos, Visi = respuesta estimada VD obtenida del modelo QSAR. PRESSy Q2 estan relacionados.
PRESS
, PRESS Yi(vi = 9ip) ~ La forma mas simple de validacion es la
Validacién Q°=1- ss, 1 B validacién cruzada LOO (en inglés, Leave One
Out, LOO). Consiste en eliminar un compuesto
cruzada Q° §S; = suma de los cuadrados total. del training set, generar un modelo a partir del
1.10 (Varianza y; = respuesta observada (Variables Dependiente, VD). resto de los compue_stqs y realizar ."."‘ prediccion
del compuesto eliminado. Repitiendo este
explicada en | 9;;; = respuesta estimada VD obtenida del modelo QSAR. proceso para cada compuesto conduce a una
la prediccion) |y = dio del valor de I del traini validacion cruzada. Estg valor es mas bajo que
Yy = promeadlo delL valor ae arespuesta e trammg set. Rz. Es una guia confiable de la capaC|dad
predictiva del QSAR.
Error en la 2
L Zi(yi —}7i/i) E it
desviacién SDEpP = [([2-/t JUY ste estadistico se calcula empleando el
n valor predicho de las variables dependientes
1.12 estandar de

cuando una observacion es dejada fuera de la
serie de entrenamiento (training set) y colocada
en la serie de prueba (test set).

(56]




PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Antecedentes

En conclusion, un modelo con alta calidad estadistica debe tener las
siguientes caracteristicas: 1) Un alto poder de prediccion, el cual es alcanzado
con la menor cantidad de variables independientes posibles y 2) Que exista una
baja correlacién entre las variables independientes. Para una explicacion mas
extensa referente a la validacion de un modelo QSAR se puede consultar las
directrices de la Organizacion para el Desarrollo y Cooperaciéon Economica (en

inglés, Organisation for Economic Co-operation and Development, OEDC) (99).

3.4 Prediccién de la absorcién in vivo: Regla de los 5y Reglas de Veber.
La determinacién de propiedades relacionadas con la farmacocinética,
tales como, absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion (propiedades
ADME) son muy importantes, ya que, un gran porcentaje de candidatos a
drogas que alcanzan ensayos clinicos no superan esta fase debido a problemas
de toxicidad y farmacocinética (103), por lo que, Lipinski et al (104) propusieron
una serie de reglas conocidas como las Reglas de Lipinski o la Regla de los
Cinco como una guia para mejorar la biodisponibilidad oral durante la

modificacion del compuesto lider.

Estas reglas establecen que un compuesto administrado oralmente
probablemente tendra una buena absorcion o permeabilidad si satisface los
siguientes criterios: 1) El nimero de donadores de puentes de hidrégeno debe
ser menor o igual a 5 (entre grupos —OH y —NH), 2) El numero aceptores de
puentes de hidrégeno debe ser menor o igual a 10 (entre atomos de O y N), 3)

El peso molecular debe ser menor de 500 g/mol y 4) El LogP debe ser menor
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de 5. Si no se cumplen algunas de las reglas mencionadas anteriormente, se
esta ante una violacion de las Reglas de Lipinski. Excepciones a estas reglas
son aquellas clases de compuestos que son sustratos para transportadores

bioldgicos y productos naturales.

Veber et al (105) midieron la biodisponibilidad oral de 1100 compuestos
candidatos a drogas y encontraron que una disminucion de la flexibilidad
molecular, determinado por el nUmero de enlaces rotables (10 o menos) y una
baja area de superficie polar (< 140 A?), determinada por el nimero total de
puentes de hidrégeno entre aceptores y donadores (< 12) son buenos
predictores de la biodisponiblidad oral, independientemente del peso molecular.
Se encontré que una baja area de superficie polar correlaciona mejor con un
incremento en la velocidad de penetracion de la membrana mas que la

lipofilicidad.
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4. Objetivo general.

Disefar y sintetizar un grupo de pirazinoisoquinolinas sustituidas. Evaluar
su actividad biologica como esquistosomicidas y estudiar la posible relacion
cuantitativa estructura quimica-actividad biolégica (QSAR) para una serie de

anélogos y derivados de pirazinoisoquinolina.

4.1 Objetivos especificos.

4.1.1 Sintetizar una serie de derivados y andlogos de la droga PZQ con
diferentes sustituyentes en el anillo A, contraccion del anillo B, expansion del

anillo C y sustituyentes sobre el nitrdgeno en posicion 2.

4.1.2. Elucidar estructuralmente los compuestos sintetizados (IR, RMN-*H y *C,

EM).

4.1.3 Evaluar la actividad biolégica de los derivados y analogos de PZQ in vitro

en cepas de S. mansoni.

4.1.4. Estudiar la relaciéon cuantitativa estructura quimica-actividad biol6gica

(QSAR) para una serie de derivados y analogos de pirazinoisoquinolinas:

4.1.4.1 Realizar el analisis conformacional.

[59]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Objetivo general y especificos

4.1.4.2 Determinar la densidad electrénica, orbitales frontera (HOMO vy
LUMO) y potenciales electrostéaticos para los compuestos estudiados.

4.1.4.3 Determinar las medidas geométricas tales como: volumenes y
distancias interatbmicas, que estén relacionadas con la actividad de los
mismos.

4.1.4.4 Evaluar toda la informacion obtenida con el propésito de
correlacionar la estructura de los compuestos con la actividad biologica y con

toda esta informacion, de ser posible, disefiar moléculas organicas pequefias

con mejores caracteristicas que las de los compuestos mas activos.
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5. Materiales y Métodos.
5.1 Seccién quimica.

Los reactivos empleados fueron de las marcas Aldrich, Merck, Riedel de
H&en e Iris Biotech. La pureza de los mismos fue verificada por Espectroscopia
de Infrarrojo (EIR), Cromatografia de Capa Fina (CCF) o punto de fusion. En
los casos necesarios, estos fueron purificados mediante las técnicas
adecuadas. Algunos solventes utilizados eran de grado analitico y no
requirieron de purificacion adicional. Los solventes de grado técnico fueron

destilados.

El progreso de todas las reacciones fue monitoreado por CCF utilizando
como adsorbente una mezcla de silica gel CAMAG con 5% de CaSO, y silica
gel DGF con indicador de luz ultravioleta (254 nm) en proporciones 4:1, en
capas de 0.25 mm de espesor y placas de 20 x 5 cm. Los cromatogramas
desarrollados fueron observados bajo luz ultravioleta (254 y 265 nm). La
purificacion de los compuestos sintetizados fue realizada empleando
Cromatografia de Capa Preparativa (CCP) utilizando como adsorbentes la
mezcla de silica gel utilizada en CCF en capas de 1.00 mm de espesor y placas
de 20 x 20 cm. Para la Cromatografia de Columna (CC) el adsorbente utilizado
fue silica gel Scharlau con tamafio de particula de 70-230 mesh ASTM (0.06-

0.2) mm.

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Electrothermal®
y no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo (EIR) fueron registrados en
espectofotometros Perkin EImer 1310 y Spectrum RX y tomados en solucién de
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CHCls. Las frecuencias fueron expresadas en cm™. Los espectros de RMN-'H
y RMN-3C fueron registrados en instrumentos JEOL de 270 MHz, BRUKER de
300 y 500 MHz. Los desplazamientos quimicos (8) son reportados en partes
por millon (ppm) relativo al tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
espectros de masas fueron obtenidos en un sistema de Trampa de lones Lineal
3200 QTRAP (Applied Biosystem) utilizando una fuente “Turbo lon Spray” en
modo positivo y un equipo Finnigan TSQ Quantum Ultra AM de cuadrupolo con
fuente de ionizacion quimica. Las rotaciones opticas (o) fueron medidas en un
polarimetro Perkin Elmer 341 a 589 nm y las concentraciones fueron reportadas

en g/mL en el solvente dado.

5.1.1 Sintesis |: Sintesis de intermediarios involucrados en la obtencién de
derivados y analogos de PZQ.

5.1.1.1 Sintesis de 2-azido-1,1-dietoxietano, 1.46.

b b
H,C CHs
T
0., O

I

N3
Fue preparado de acuerdo al procedimiento reportado por Bellur et al
(106): La NaN3 (65 g/mol, 6.094 g, 93.75 mmoles) y el Kl (166.01 g/mol, 1.097
g, 6.61 mmoles) fueron adicionados a una solucién del bromoacetaldehido
dimetil acetal (BADA) (197.08 g/mol, 1.27 g/mL, 10 mL (98%), 12.45 g, 63.17
mmoles) en DMSO (48 mL). Luego calentados a 90 °C por 7 dias con agitacién.
La reaccion fue monitoreada por CCF (DCM). Una vez que la mezcla de

reaccion alcanzé temperatura ambiente, se adicionaron 10 mL de agua y se
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realizaron varias extracciones con n-pentano. Se combinaron las capas
organicas Yy la resultante fue secada con MgSO,. El solvente fue evaporado a
presion reducida obteniéndose un liquido incoloro. El producto no fue purificado
y almacenado a 8 °C. PM (g/mol): 159.19. Rendimiento (%): 95 (9.530 Q).
Liquido incoloro. IR (CHCls, Cm'l): 2960, 2920, 2890, 2090, 1440, 1370, 1340,
1260, 1120, 1050, 940. RMN-'H (270 MHz, CDClj, §): 1.21 (t, J = 7.12 Hz, 6H,
2 X H-b), 3.21 (d, Jo1 = 5.21 Hz, 2H, H-2), 3.53-3.73 (m, 4H, 2 x H-a), 4.57 (t,
Ji, = 5.18 Hz, 1H, H-1). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, §): 15.35 (2 x C-b), 52.56

(C-2), 63.07 (2 x C-a), 101.51 (C-1).

5.1.1.2 Sintesis de 2,2-dietoxietanamina, 1.47.

b

CHs
YT
O_, O

I

HoN

b
H3C

En el recipiente de vidrio del Hidrogenador Parr, se adicioné 1.46 (159.19
g/mol, 0.594 g, 3.73 mmoles) disuelto en EtOH absoluto (15 mL) y 11% en
peso, respecto al 2-azido-1,1-dietoxietano, del catalizador Pd/C (10%) (0.063 g)
sometiéndose a una presién de hidrégeno de 20 Ip®. Se dejé en agitacién por
3.5 h a 26 °C. La mezcla de reaccion fue filtrada y el solvente evaporado a
presion reducida aislandose un liquido amarillo. La CCF (1% de MeOH en
DCM) mostré un producto bastante puro que no requirié purificacion adicional.
PM (g/mol): 133.19. Rendimiento (%): 86 (0.426 g). Liquido amarillo. Pe (°C):
ND (Aldrich, 162-163 (°C). IR (CHCls, cm™): 2960, 2920, 2880, 1440, 1370,
1340, 1120, 1050, 1000, 870. RMN-'H (270 MHz, CDCls, §): 1.16 (t, J = 7.26
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Hz, 6H, 2 x H-b), 1.70 (sa, 2H, NH), 2.70 (d, 2H, H-1"), 3.45-3.68 (m, 4H, 2 x H-
a), 4.37 (t, 1H, H-2"). RMN-3C (67.94 MHz, CDCls, §): 15.41 (2 x C-b), 44.58

(C-1), 62.50 (2 x C-a), 102.13 (C-2)).

5.1.1.2 Sintesis de derivados de [(2,2-dimetoxietil)Jamino]ésteres de etilo.

5.1.1.2.1 Sintesis de [(2,2-dimetoxietil)Jamino]acetato de etilo, 1.48.

HaCO._ 2 OCH,

5 a b
v 1 _OCH,CH,
NHY

o

A una solucion de aminoacetaldehido dimetilacetal (AADA) (105.14
g/mol, 0.975 g/mL, 10 mL, 9.75 g, 92.73 mmoles) en MeCN (50 mL) fue
agregado muy lentamente mediante un embudo de adicion el bromoacetato de
etilo (167.01 g/mol, 8.002 g, 47.91 mmoles) disuelto en MeCN (10 mL) con
agitacion. Finalizada la adicion, se calent6 a 50 °C por 94 h. El curso de la
reaccion fue seguido por CCF (DCM). Se evaporé el MeCN a presién reducida y
se adicion6 AcOEt precipitando el bromohidrato del aminoacetal. Se filtr6 por
succién y la solucion madre fue evaporada a presion reducida obteniéndose un
aceite que fue disuelto en DCM. Se realizaron varios lavados con agua (4
veces), la solucion fue secada con Na,SO,, filtrada y luego el solvente
evaporado a presion reducida, aislandose un liquido amarillo. Una pequefa
porcién del producto aislado fue purificada por CCP, para la caracterizacion
espectroscopica, siendo la placa desarrollada en una mezcla al 1% de MeOH

en DCM. PM (g/mol): 191.22. Rendimiento (%): 89 (8.159 g). Liquido amarillo.
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IR (CHCIls, cm™): 3339, 2987, 2940, 2836, 1735, 1465, 1446, 1371, 1197,1131,
1061,1028. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 1.25 (t, J = 7.18 Hz, 3H, H-b), 1.78
(sa, 1H, NH), 2.73 (d, J = 5.45 Hz, 2H, H-1"), 3.36 (s, 6H, 2 x OCHs), 3.40 (s,
2H, H-2), 4.16 (c, J = 7.18 Hz, 2H, H-a), 4.44 (t, J = 5.43 Hz, 2H, H-2’). RMN-
13C (67.94 MHz, CDCls, 8): 14.31 (C-b), 50.59 y 50.90 (2 x OCH3), 53.85 (C-1'y

C-2), 60.84 (C-a), 103.87 (C-2’), 172.35 (C-1).

5.1.1.2.2 Sintesis de 3-[(2,2-dimetoxietil)Jamino]propanoato de etilo, 1.49.
Procedimiento general.

OCH
s a b
o

2
)\/NH 1 __OCH,CH,
H;CO " W

o

A una solucién de AADA (105.14 g/mol, 3.120 g, 29.67 mmoles), DIPEA
(129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 7 mL, 40.19 mmoles) en MeCN (50 mL) fue
agregado muy lentamente el B-bromopropionato de etilo (181.14 g/mol, 4.776 g,
26.37 mmoles) con agitacién. Finalizada la adicién, se calenté a 50 °C por 168
h. El curso de la reaccion fue seguido por CCF (DCM). Se evapor6 el MeCN a
presion reducida obteniéndose un aceite que fue disuelto en DCM. Se lavé la
capa organica con agua (4 veces). Esta fue secada con Na,SO,, luego filtrada
y el solvente evaporado a presién reducida obteniéndose un liquido amarillo. La
CCF (1% de MeOH en DCM) mostré un producto bastante puro que no requirié
purificacion adicional. Una pequefia porcion del producto aislado fue purificado
por CCP, para la caracterizacién espectroscoépica, siendo la placa desarrollada

en una mezcla al 1% de MeOH en DCM. PM (g/mol): 205.25. Rendimiento
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(%): 55.56 (3.007 g). Liquido amarillo. IR (CHCIls, cm™): 3327, 2985, 2939,
2836, 1727, 1465, 1446, 1376, 1179, 1128, 1072. RMN-'H (300 MHz, CDCls,
§): 1.22 (t, J = 6 Hz, 3H, H-b), 2.47 (t, J = 6 Hz, 2H, H-2), 2.71 (d, J = 3Hz, 2H,
H-1"), 2.86 (t, J = 9 Hz, 2H, H-3), 3.34 (s, 6H, 2 X OCHa), 4.10 (c, J = 6 Hz, H-a),
4.42 (t, J = 9Hz, 1H, H-2’). RMN-'*C (75.48 MHz, CDCls, §): 14.15 (C-b), 34.65

(C-2), 45.03 (C-3), 50.86 (C-1"), 53.91 (2 x OCHs3), 103.62 (C-2’), 172.56 (C-1).

5.1.1.2.3 2-[(2,2-Dimetoxietil)Jamino]propanoato de etilo, 1.50.

OCH,

H;CO 2
3 CHj3
a b
i )ﬁl(OCHZCHS

NH 2
(0]

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
AADA (105.14 g/mol, 0.975 g/mL, 2.1 mL, 19.47 mmoles), DIPEA (129.24
g/mol, 0.742 g/mL, 2.5 mL, 14.35 mmoles), MeCN (30 mL) y a-bromopropionato
de etilo (181.14 g/mol, 3.540 g, 19.54 mmoles). Finalizada la adicién, se
calent6 a 50 °C por 120 h. Se aislé un liquido amarillo. La CCF (1% de EtOH
en DCM) mostr6 un producto bastante puro que no requiri6 purificacion
adicional. Una pequefia porcion del producto aislado fue purificada por CCP,
para la caracterizacién espectroscépica, siendo la placa desarrollada en una
mezcla al 1% de EtOH en DCM PM (g/mol): 205.25. Rendimiento (%): 81
(3.254 g). Liquido amarillo. IR (CHCls, cm™): 3621, 2978, 2940, 2837, 1729,
1447, 1393, 1376, 1161, 1130, 1055. RMN-'H (300 MHz, CDCl3, §): 1.22 (t, 3H,
H-b), 1.25 (d, 3H, H-3), 1.77 (sa, NH), 2.55 y 2.74 (2d, J;.» = 3 Hz, H-1"), 2.68-
2.74 (m, H-2), 3.31 y 3.32 (2s, 6H, 2 x OCHj3), 4.13 (c, 2H, H-a), 4.39-4.42 (m,

[66]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Materiales y Métodos

1H, H-2'). RMN-C (75.48 MHz, CDCl3, §): 14.18 (C-a), 18.94 (C-3), 48.89 (C-
1°), 53.11 y 53.99 (2 x OCHs3), 56.51 (C-2), 60.61 (C-a), 103.65 (C-2), 175.33

(C-1).

5.1.1.3 Sintesis de derivados [(2,2-dimetoxietil)amino]ésteres de etilo N,N-
disustituidos.
5.1.1.3.1 Sintesis de [ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)Jamino]acetato de

etilo, 1.51. Procedimiento general.

a b
OCH,CH,
1
o} 2 OCH,
o N

< Y2 70CH,
d

El acido ciclohexilcarboxilico (128.17 g/mol, 2.040 g, 15.92 mmoles) fue
disuelto en Tol seco® (26 mL), luego fue adicionado SOCI,’ (118.97 g/mol, 1.631
g/mL, 15.5 mL, 212.49 mmoles) y la mezcla calentada a reflujo con agitacion
por 2 h. El solvente y el exceso de SOCI, fueron eliminados por destilacion
simple. El crudo del cloruro de &cido fue disuelto en Tol seco (20 mL) y la
mezcla de reaccion enfriada utilizando un bafio hielo-sal. Después de 15 min,
una solucion de 1.48 (191.22 g/mol, 3.699 g, 19.34 mmoles), DIPEA (129.24
g/mol, 0.742 g/mL, 5.5 mL, 31.57 mmoles) en Tol seco (25 mL) fue agregada
muy lentamente con agitacion por 1.75 h manteniendo la temperatura del bafio

de reaccién por debajo de 0°C. Luego, se dejé en agitacion a 26°C por 15 h. Se

®Tol mantenido sobre Na,SO,
"Recién destilado.
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evaporo el Tol a presion reducida. El residuo fue disuelto en DCM y lavado de la
siguiente forma: 1) Agua (3 veces), 2) Solucién de HCI 3N (2 veces), 3) Agua (2
veces), 4) Solucién de NaHCOg3 al 10% (2 veces) y 5), agua (2 veces). La capa
organica fue secada con Na,SO, filtrada y el solvente evaporado a presion
reducida aislandose un aceite marrén claro que fue purificado por CC
empleando una mezcla de polaridad creciente (CgHi14-AcOEt). PM (g/mol):
301.38. Rendimiento (%): 80 (3.852 g). Liquido amarillo denso. IR (CHCl3, cm”
1Y: 3009, 2936, 2857, 1744, 1646, 1452, 1195, 1127, 1086, 1029. RMN-'H (300
MHz, CDCls, §): 1.21-1.29 (2t, H-b), 1.49-1.76 (m, 8H, H-e, H-f y H-g), 2.18-2.28
y 2.51-2.60 (2m, 1H, H-d), 3.35 y 3.39 (2s, 6H, OCHa), 3.43-3.46 (m, 2H, H-1"),
4.09y 4.13 (2s, 2H, H-2), 4.09-4.23 (m, 2H, H-a), 4.34-4.39 (c, 1H, H-2’). RMN-
13C (75.47 MHz, CDCl3, 8): 14.14 y 14.18 (C-b), 25.71 (C-g y C-f), 29.31 (C-e),
40.35 y 40.87 (C-d), 48.83 y 49.72 (C-2), 50.98 y 51.15 (C-1"), 55.00 y 55.15 (2
X OCHs), 60.09 y 61.38 (C-a), 104.00 y 104.32 (C-2’), 169.57 y 169.66 (C-C),
177.03y 177.13 (C-1). DEPT-135 (67.94 MHz, CDCl3): Confirma la asignacion
del *3C. HETCOR (270 MHZ, CDCl5): Mostraron las correlaciones entre protén y

carbono esperadas. IES-EM (m/z): 324.50 (M + Na").

5.1.1.3.2 3-[Ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]propanoato de etilo,

1.52.
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Se siguio el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
Acido ciclohexilcarboxilico (128.17 g/mol, 1.851 g, 14.44 mmoles), Tol seco (40
mL) y SOCI, (118.97 g/mol, 1.631 g/mL, 14 mL, 191.93 mmoles). Una vez
aislado el crudo del cloruro de acido, se procedio a la adicion de: Compuesto
1.49 (205.25 g/mol, 2.987 g, 14.55 mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL,
5 mL, 28.71 mmoles) en Tol (30 mL). EIl aceite marron obtenido fue purificado
por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgH14-AcOEL). PM
(g/mol): 315.41. Rendimiento (%): 86 (3.906 g). Liquido amarillo denso. IR
(CHCl3, cm™): 2980, 2920, 2840, 1710, 1620, 1440, 1370, 1170, 1110, 1050,
910. RMN-H (500 MHz, CDCls, §): 1.16-1.24 (m, H-b), 1.42-1.85 (m, H-g, H-e y
H-f), 2.52-2.55 (m, H-d), 2.39- 2.53 (m, H-2), 3.33 y 3.40 (2d, J;» = 5.5 Hz, H-
1"), 3.36 y 3.37 (2s, OCHa), 3.58 y 3.65 (2t, Js» = 7.5 Hz, 2H, H-3), 4.05-4.13 (m,
H-a), 4.30 y 4.45 (2t, J», ;= 5.5 Hz, 1H, H-2'). RMN-'3C (125.73 MHz, CDCls, §):
14.16 (C-b), 25.75 (C-g), 29.36 y 29.59 (C-e y C-f, intercambiables), 32.78 y
34.28 (C-2), 40.47 y 40.63 (C-d), 43.51 y 44.70 (C-3), 48.74 y 50.90 (C-1"),
55.27 y 55.40 (2 x OCHs), 60.44 y 60.79 (C-a), 103.51 y 104.26 (C-2), 171.14 y
172.26 (C-c), 176.78 y 177.01 (C-1). HMQC (500 MHz, CDCls): Mostré las

correlaciones entre protdén y carbono esperadas.

5.1.1.3.3 2-[Ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]propanoato de etilo,

a b
1.53. OCH,CHy

3
S CH,4
o7 3 OCHj

o)
< 2 OCH;
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Se siguio el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
Acido ciclohexilcarboxilico (128.17 g/mol, 1.871 g, 14.60 mmoles), Tol seco (30
mL) y SOCI, (118.97 g/mol, 1.631 g/mL, 15 mL, 205.64 mmoles). Una vez
aislado el crudo del cloruro de acido, se procedio a la adicion de: Compuesto
1.50 (205.25 g/mol, 3.012 g, 14.67 mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL,
5.1 mL, 29.28 mmoles) en Tol (25 mL). El aceite marron obtenido fue purificado
por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgH14-AcOEL). PM
(g/mol): 315.41. Rendimiento (%): 83 (3.835 @). Liquido amarillo denso. IR
(CHCl3, cm™): 2980, 2920, 2840, 1720, 1620, 1440, 1170, 1100, 1060, 910.
RMN-'H (300 MHz, CDCls, §): 1.17-1.26 (m, H-b), 1.17-1.76 (m, H-g, H-f y H-e),
1.41y 1.48 (2d, J = 6 Hz, H-3), 2.25-2.35y 2.51-2.61 (2m, 1H, H-d), 3.36 (d, 1H,
H-1’), 3.40 y 3.41 (2s, 6H, 2 x OCHs), 4.04-4.22 (m, 4H, H-a y H-2), 4.38-4.41
(2t, H-2’). RMN-*C (75.47 MHz, CDCls, 8): 14.14 (C-b), 14.73 (C-3), 25.65-
25.86 (C-g y C-f), 29.16 y 29.24 (C-e), 40.57 (C-d), 50.35 (C-2), 55.18 y 55.47 (2
X OCHs), 56.18 (C-1'), 60.78 (C-a), 103.61 y 104.80 (C-2), 171.66 (C-c), 177.54

(C-1).

5.1.1.3.4 Sintesis de [(2,2-Dimetoxietil)(4-metilbenzoil)amino]acetato de

etilo, 1.54. Procedimiento general.

a b
OCH,CH,
1
o 2 OCH,
o N

< 2 0CH,
d

CHg
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El cloruro de p-metilbenzoilo (154.60 g/mol, 1.17 g/mL, 0.45 mL, 3.41
mmoles) fue disuelto en Tol seco (25 mL) y la mezcla de reaccion enfriada
utilizando un bafio hielo-sal. Después de 15 min, una solucién de 1.48 (191.22
g/mol, 1.299 g, 6.79 mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 1.8 mL, 10.33
mmoles) en Tol (25 mL) fue agregada muy lentamente con agitacion por 1.75 h
manteniendo la temperatura del bafio de reaccién por debajo de 0°C. Luego, se
dej6é en agitacién a 26°C por 23 h. Se evapor6 el Tol a presiéon reducida. Para
el aislamiento del producto, se siguié el procedimiento descrito en el apartado
5.1.1.3.1. Se obtuvo un aceite amarillo claro. La CCF (DCM) mostr6 un producto
bastante puro que no requirié purificacion adicional. Una pequefia porcion del
producto aislado fue purificada por CCP, para la caracterizacion
espectroscopica, siendo la placa desarrollada en una mezcla CgH14-AcOEt (80-
20%). PM (g/mol): 309.36. Rendimiento (%): 97 (1.024 g). Aceite amarillo. IR
(CHCls, cm™): 3014, 2939, 2837, 1744, 1639, 1513, 1454, 1422, 1205, 1126,
1079, 1030, 829. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 1.21y 1.27 (2t, J=6Hzy J=9
Hz, H-b), 2.33 (s, 3H, CHs), 3.23 y 3.40 (2s, 6H, 2 x OCHs), 3.61 (d, J = 3 Hz, H-
1), 4.09 y 4.31 (2s, H-2), 4.14-4.23 (m, H-a), 4.61 (t, H-2’), 7.13-7.16 (m, H-f),
7.30-7.32 (m, H-e). RMN-*3C (75.47 MHz, CDCl3, §): 14.15 (C-b), 21.33 (CHs),
48.06 y 48.89 (C-1), 52.11 y 52.39 (C-2), 54.54 y 55.00 (2 x OCHs), 61.03 y
61.24 (C-a), 103.54 y 104.20 (C-2’), 126.60 y 126.73 (C-e), 129.08 y 132.80 (C-
f), 139.75y 139.81 (C-d y C-g, intercambiables), 169.32 y 169.63 (C-c), 172.69

(C-1).
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5.1.1.3.5 [(2,2-Dimetoxietil)(4-clorobenzoil)amino]acetato de etilo, 1.55.

a b
OCH,CH,
1
o 2 OCHj
o N

< Y2 0CH,
d

9
Cl

Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
cloruro de p-clorobenzoilo (175.01 g/mol, 1.365 g/mL, 1 mL, 7.80 mmoles), el
compuesto 1.48 (191.22 g/mol, 1.944 g, 10.17 mmoles), DIPEA (129.24 g/mol,
0.742 g/mL, 3.4 mL, 19.52 mmoles) y un volumen total de Tol (45 mL). Se aisl6
un aceite incoloro. La CCF (50% de AcOEt en CgHi4) mostré un producto
bastante puro que no requirié purificacion adicional. Una pequefia porcion del
producto aislado fue purificada por CCP, para la caracterizacion
espectroscopica, siendo la placa desarrollada en una mezcla CgH14-AcOEt (80-
20%). PM (g/mol): 329.78. Rendimiento (%): 78 (1.930 g). Aceite incoloro. IR
(CHCls, cm™): 2997, 2941, 2838, 1744, 1644, 1599, 1456, 1421,1302, 1207,
1126, 1080, 838. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 1.20 y 1.27 (2t, Jy.2 = 6 Hz, H-
b), 3.24 y 3.39 (2s, 6H, OCHs), 3.36 y 3.61 (2d, J;:2 = 6 Hz, 2H, H-1'), 4.04 y
4.29 (2s, H-2), 4.12 'y 4.19 (2c, Jap, = 6 Hz, H-a), 4.33 y 4.58 (2t, J2.1- = 6 Hz, H-
2'), 7.32 (s, 2H, 2 x H-f), 7.37 (s, 2H, 2 x H-e). RMN-'3C (75.47 MHz, CDCls, §):
14.19 (C-b), 48.08 y 49.00 (C-1'), 52.10 y 52.31 (C-2), 54.68 y 55.02 (2 x

OCHs), 61.20 y 61.47 (C-a), 103.41 y 103.85 (C-2’), 128.16 y 128.38 (C-e),
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128.82 (2 x C-f), 134.14 (C-g), 135.79 y 135.83 (C-d), 169.12 y 169.45 (C-c),

171.56 (C-1).

5.1.1.4 Sintesis de derivados del acido (2,2-dimetoxietil)amino] carboxilico.
5.1.1.4.1 Acido [(2,2-dimetoxietil)(4-metilbenzoil)amino]acético, 1.56.

Procedimiento general. Método A.

OH
OCH,

OCHj

CH,

El compuesto 1.54 (309.36 g/mol, 0.860 g, 2.78 mmoles) fue disuelto en
EtOH (18 mL). Seguidamente, se adicion6 una solucion de NaOH 0.6 M (9 mL).
La mezcla de reaccion fue calentada entre 60-70 °C por 2 h. Posteriormente, se
evaporoé el EtOH a presién reducida y se agregaron 20 mL de agua. Se ajusto el
pH a 8 con una solucién de HCI 3N. Se extrajo con DCM (3 veces) la capa
acuosa. La capa acuosa fue acidificada con una solucién HCI 3N y nuevamente
extraida con DCM (3 veces). La capa orgéanica fue lavada con agua, secada
con MgSOQ;, Yy filtrada a presiéon reducida obteniéndose un aceite amarillo. La
CCF (40% de AcOEt en CgHi4) mostré un producto bastante puro que no
requirid purificacion adicional. PM (g/mol): 281.30. Rendimiento (%): 89 (0.693
g). Aceite amarillo denso. IR (CHCls, cm™): 2992, 2944, 2839, 1732, 1636,

1456, 1423, 1302, 1266, 1126, 1079, 982.

(73]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Materiales y Métodos

5.1.1.4.2 Acido [(ciclohexilcarbonil)(2,2-dimetoxietil)amino]acético, 1.57.

Procedimiento general. Método B.
OH
OCHj,

OCHj

Se siguié el procedimiento descrito por Theodorou et al (107): El
compuesto 1.51 (301.38 g/mol, 1.043 g, 3.46 mmoles) fue disuelto en CHCI; (10
mL) y seguidamente adicionado MeOH (1 mL). Por dltimo, se afiadié el NaOH
(40 g/mol, 0.212 g, 5.30 mmoles). La suspension se dejo en agitacion a 26 °C
por 6 h. La reaccion fue seguida por CCF (1% de MeOH en DCM). Después
de este tiempo, se adicion6 agua (10 mL), se ajustd el pH entre 6-7 con una
solucién HCI 3N y se realizaron varias extracciones con DCM (3 veces). Luego,
la capa acuosa a pH 7 fue acidificada a pH 1 con una solucién de HCI 3N y
extraida con DCM (3 veces). La capa orgéanica fue lavada con agua, secada con
MgSO0, y filtrada. El solvente fue eliminado a presion reducida obteniéndose un
aceite muy denso amarillo claro. La CCF mostré un producto bastante puro que
no requirié purificacion adicional. PM (g/mol): 273.33. Rendimiento (%): 88
(0.830 g). Aceite amarillo denso. IR (CHCls;, cm™): 3016, 2937, 2858, 1719,

1646, 1452, 1264, 1174, 1127, 1086, 765.
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5.1.1.4.3 Acido 2-[ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]propanoico,

1.58.
OH

CHj
; \)OiHa

o N
OCH,

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
Compuesto 1.53 (315.41 g/mol, 1.034 g, 3.28 mmoles), CHCI3; (10 mL), MeOH
(2 mL) y NaOH (40 g/mol, 0.208 g, 5.20 mmoles). Se obtuvo un aceite amarillo
claro muy denso. La CCF mostré un producto bastante puro que no requirié
purificacion adicional. PM (g/mol): 287.41. Rendimiento (%): 75 (0.700 g).
Aceite amarillo denso. IR (CHCls, cm™): 2980, 2920, 2840, 1710, 1620, 1440,

1120, 1070, 1050, 910.

5.1.1.4.4 Acido 3-[(ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)Jamino]propanoico,

1.59.

OCHj

OCH,

Se siguid el procedimiento general empleandose las siguientes
cantidades: Compuesto 1.52 (315.41 g/mol, 3.869 g, 12.27 mmoles), CHCI; (36
mL), MeOH (4 mL) y NaOH (40 g/mol, 0.736 g, 18.40 mmoles). Se obtuvo un

aceite amarillo claro muy denso. La CCF mostré un producto bastante puro que
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no requirié purificacion adicional. PM (g/mol): 287.41. Rendimiento (%): 88
(3.088 g). Aceite amarillo denso. IR (CHCls, cm™): 2980, 2900, 2840, 1700,

1610, 1440, 1180, 1120, 1080, 920.

5.1.1.4.5 Acido [(4-clorobenzoil)(2,2-dimetoxietil)aminojacético, 1.60.

OH

o

0 N
OCH,

Cl
Se siguié el procedimiento general empleandose las siguientes
cantidades: Compuesto 1.55 (329.78 g/mol, 0.471 g, 1.43 mmoles), CHCI; (4.5
mL), MeOH (0.5 mL) y NaOH (40 g/mol, 0.077 g, 1.93 mmoles). Se obtuvo un
aceite denso amarillo claro. La CCF mostré un producto bastante puro que no
requirid purificacion adicional. PM (g/mol): 301.72. Rendimiento (%): 100
(0.431 g). Aceite amarillo denso. IR (CHCls, cm™): 3063, 2993, 2969, 2938,

1732, 1637, 1457, 1256, 1126, 1080, 839.
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5.1.1.5 Sintesis de intermediarios de la clase diamido acetal.
5.1.1.5.1 Sintesis de N-(2,2-dimetoxietil)-N-{2-o0x0-2-[(2-
feniletil)amino]etil}ciclohexilamida, 1.61.

Procedimiento general.

A una solucion del &cido 1.57 (273.33 g/mol, 1.267 g, 4.64 mmoles) en
CHCI3 (20 mL) se adicionaron los siguientes reactantes: HOBt.H,O (153 g/mol,
0.709 g, 4.63 mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 0.85 mL, 4.88
mmoles) y DIC (126.20 g/mol, 0.815 g/mL, 0.72 mL g, 4.65 mmoles). Se agito
por 40 min a 26°C y luego se agrego la fenetilamina (121.18 g/mol, 0.479 g,
3.95 mmoles). La reaccién fue monitoreada por CCF (1% de EtOH en DCM).
La mezcla de reaccion fue calentada a 60 °C por 25 h. Después de este tiempo,
el solvente fue eliminado a presion reducida. El crudo de reaccion fue disuelto
en DCM y se agregd CgH14® hasta observar abundante turbidez, precipitando un
sélido blanco, debido a la formacion de diisopropilurea (DIPU) durante la
reaccion. Luego de ser decantado, el sélido fue lavado dos veces con una

mezcla de CgHis y DCM. Los lavados fueron combinados y el solvente

®La DIPU es soluble en DCM, por lo que, la cantidad adicionada debe ser tal, que no disuelva
gran parte de la misma. Por eso, la mezcla utilizada para precipitar DIPU debe contener un
mayor porcentaje de CgHy4. De esta forma, se elimina mas del 60% de DIPU.
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evaporado a presion reducida. Nuevamente, el crudo de reaccion fue disuelto
en DCM vy se realizaron varias extracciones en el siguiente orden: lavado con
agua (2 veces), extraccion con una solucion 3N de HCI, lavado con agua (2
veces), extraccion con una solucion de NaHCO3; al 10%, lavado con agua (3
veces). La capa organica fue secada con MgSQO,, filtrada y el solvente
eliminado a presion reducida obteniéndose un aceite amarillo denso junto con
un sélido. El crudo fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad
creciente CgH14-DCM. PM (g/mol): 376.49. Rendimiento (%): 77 (1.144 g).
Aceite amarillo claro denso. IR (CHCls, cm™): 3437, 3335, 3011, 2936, 2858,
1662, 1540, 1454, 1125, 1083. RMN-'H (270 MHz, CDCls, §): 1.10-1.89 (m,
10H, H-5', H-4' y H-3"), 2.22 y 2.56 (2m, 1H, H-2"), 2.76-2.80 (m, H-7) 3.31 y
3.35 (2s, 6H, OCHa), 3.35-3.52 (m, H-3 y H-6), 3.96 (d, 2H, J1,11 = 4.46 Hz, H-
1), 4.37 y 4.55 (2t, Jip1 = 5.2 Hz y Ji1p1 = 5.18 Hz, 1H, H-11b), 7.18-7.27 (m,
5H, H-8 a H-11 y H-11a). RMN-"3C (67.93 MHz, CDClj, 8): 25.60, 25.72 y 25.79
(C-5'y C-4"), 29.38, 29.43y 29.54 (C-3'), 35.63 y 35.68 (C-7), 40.36 y 41.13 (C-
2'), 40.55 y 40.74 (C-6), 50.39 y 51.52 (C-3), 52.22 y 54.13 (C-1), 55.15 y 55.54
(2 x OCH3), 102.73 y 103.54 (C-11b), 126.53, 126.69, 128.65, 128.73 y 128.79
(C-8, C-9, C-10, C-11, C-11a), 138.85 (C-7a), 169.35(C-4), 177.94 y 178.13 (C-
1’). HETCOR (270 MHz, CDCIl3): Mostro las correlaciones entre protén y

carbono esperadas.
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5.1.1.5.2 N-(2,2-Dimetoxietil)-N-{2-0x0-2-[(2-(3,4-dimetoxifenetil)amino]

etil}ciclohexilamida, 1.62.

o
HaCOLy 2 7a
mﬁ
10' 112 HN o}
H3CO™ 107 4
3 X _11n_OCH;
N/Y

Se siguié el procedimiento general 5.1.1.5.1. Sin embargo, no se
adiciond DIPEA vy la reaccion fue realizada a 26 °C. A una solucion del acido
1.57 (273.33 g/mol, 0.617, 2.26 mmoles) en DCM (20 mL) fue adicionada
HOBt.H,O (153 g/mol, 0.346 g, 2.26 mmoles) y DIC (126.20 g/mol, 0.815 g/mL,
0.35 mL g, 2.01 mmoles). Se agité por 40 min a 26°C y luego se agrego la 3,4-
dimetoxifenetilamina (181.24 g/mol, 0.419 g, 2.31 mmoles) disuelta en DCM (10
mL). La reaccién fue monitoreada por CCF (1% en EtOH en DCM). La mezcla
de reaccion agitada a 26°C por 49 h. La reaccion fue tratada como se describio
en el apartado 5.1.1.5.1. Se aislé un aceite amarillo denso mas algo de DIPU.
La CCF (2% de MeOH en DCM) mostrd un producto bastante puro por lo que
no requirié de purificacion adicional. Se purificé una pequefia cantidad por CCP
(2% de MeOH en DCM) para su caracterizacion espectroscopica. PM (g/mol):
436.54. Rendimiento (%): Cuantitativo. Aceite amarillo denso. IR (CHCl3;, cm’
1Y: 3434, 3331, 3011, 2937, 2858, 1662, 1516, 1452, 1263, 1126, 1141, 1084.
RMN-H (270 MHz, CDCls, 8): 1.18-1.71 (m, H-5", H-4' y H-3'), 2.20 y 2.56 (2m,

H-2’), 2.66-2.75 (m, H-7), 3.31 y 3.35 (2s, OCHs), 3.38-3.43 (m, H-3 y H-6), 3.81
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y 3.82 (2s, H-9' y H-10"), 3.95 (d, H-1), 4.36 y 4.52 (2, H-11b), 6.67-6.69 (m, H-
8, H-11 y H-11a). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, §): 25.56, 25.68 y 25.77 (C-5' y
C-4'), 29.35 y 29.41 (C-3'), 35.24 (C-7), 40.33 y 41.07 (C-2’), 40.68 y 40.84 (C-
6), 50.28 y 51.55 (C-3), 52.11 y 54.06 (C-1), 55.12 y 55.52 (2 X OCHg), 55.93
(C-9' y C-10’), 102.83 y 103.56 (C-11b), 111.33, 111.41 y 111.96 (C-8 y C-11),
120.57 y 120.64 (C-11a), 131.03 y 131.31 (C-7a), 147.71 y 147.84 (C-9), 149.06

y 149.18 (C-10), 169.61 (C-4), 177.90 y 178.08 (C-1).

5.1.1.5.3 N-(2,2-Dimetoxietil)-N-{2-0x0-2-[(2-(3,4-metilendioxifenil)

amino]etil}ciclohexilamida, 1.63.

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El &cido 1.57 (273.33 g/mol, 0.812 g, 2.97 mmoles), 3,4-metilendioxifenetilamina
(195.17 g/mol, 0.650 g, 3.33 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.450 g, 2.97
mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 1 mL, 5.77 mmoles), DIC (126.20
g/mol, 0.373 g, 2.96 mmoles), CHCI; (20 mL), 43 h. PM (g/mol): 420.50.
Rendimiento (%): 28 (0.348 g). Aceite marrén claro. IR (CHCls, cm™): 2900,
2980, 1640, 1470, 1430, 1210, 1110, 1030, 920. RMN-'H (300 MHz, CDCls, §):

1.18-1.93 (m, H-5", H-4’ y H-3"), 2.15-2.25 y 2.50-2.59 (2m, 1H, H-2"), 2.60-2.71
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(m, 2H, H-7), 3.32 y 3.35 (2s, 6H, OCHs), 3.37-3.42 (2d, H-3), 3.41-3.49 (m,H-
6), 3.94 (d, Ji11p = 6 Hz, 2H, H-1), 4.36 y 4.55 (2t, J1i1 = 6 Hz, H-11b), 5.88
(2s, 2H, H-9"), 6.46 y 6.93 (2t, 2H, NH), 6.56-6.60 (dd, J11a11 =9 HZ ¥ J11a8=3
Hz, 1H, H-11a), 6.62-6.64 (2d, Jg 114 = 3 Hz, 1H, H-8), 6.69 (d, J11112 = 6 Hz, 1H,
H-11). RMN-C (75.48 MHz, CDCls, 8): 25.42, 25.55 y 25.64 (C-5 y C-4),
29.22 y 29.27 (C-3’), 35.16 y 35.22 (C-7), 40.19 y 40.95 (C-2’), 40.58 y 40.75
(C-6), 50.17 y 51.42 (C-3), 52.07 y 53.93 (C-1), 54.97 y 55.37 (2 x OCHa),
100.79 y 100.84 (C-9’), 102.61 y 103.38 (C-11b), 108.23 y 108.27 (C-11),
108.81y 108.99 (C-8), 121.36 y 121.54 (C-11a), 132.15 y 132.45 (C-7a), 146.06
y 146.17 (C-9), 147.65 y 147.78 (C-10), 169.16 y 169.47 (C-4), 177.73 y 177.95
(C-1’). HMQC (500 MHz, CDCI3): Mostré las correlaciones entre proton y

carbono esperadas.

5.1.1.5.4 N-(2-{[2-(3-Clorofenil)etillamino}-2-oxoetil)-N-(2,2-

dimetoxietil)ciclohexilamida, 1.64.

8
Cl 7a L

9

10 11a HN o
11 4
3 /}\iF>OCH3

6

N

OCH,

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El &cido 1.57 (273.33 g/mol, 0.878 g, 3.21 mmoles), 3-clorofenetilamina (155.62

g/mol, 1.263 g, 8.12 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.487 g, 3.18 mmoles),
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DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 1.15 mL, 6.60 mmoles), DIC (126.20 g/mol,
0.401 g, 3.18 mmoles), CHCI3 (20 mL), 45 h. EI crudo fue purificado por CC
empleando una mezcla de polaridad creciente CgH14-DCM vy luego
incrementando nuevamente la polaridad con una mezcla al 1% de MeOH en
DCM. PM (g/mol): 410.93. Rendimiento (%): 81 (1.149 g). Aceite denso de

color naranja claro.

5.1.1.55 N-(2,2-Dimetoxietil)-N-{2-0x0-2-[(2-feniletil)amino]etil}-4-
clorobenzamida, 1.65.

8 7

7a
9 6
10 m o
11 4
3

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El &cido 1.60 (301.72 g/mol, 1.612 g, 5.34 mmoles), fenetilamina (121.18 g/mol,
0.663 g, 5.47 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.810 g, 5.29 mmoles), DIPEA
(129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 0.95 mL, 5.45 mmoles), DIC (126.20 g/mol, 0.668 g,
5.30 mmoles), CHCI; (20 mL), 22 h. PM (g/mol): 404.89. Rendimiento (%): 32
(0.696 g). Aceite amarillo claro. IR (CHCls, cm™): 2874, 1670, 1647, 1541,

1522, 1456, 1125, 1092, 1079, 840.
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5.1.1.5.6 N-(2,2-Dimetoxietil)-N-{2-0x0-2-[(2-feniletil)amino]etil}-4-metil

benzamida, 1.66.

7a

10 11a HN o
11 4

3 X _11b_OCH,
N/\/

' OCH

H,C™®

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El &cido 1.56 (281.30 g/mol, 0.671 g, 2.39 mmoles), fenetilamina (121.18 g/mol,
0.965 g/mL, 0.30 mL, 0.290 g, 2.39 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.355 g,
2.32 mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 0.42 mL, 2.41 mmoles), DIC
(126.20 g/mol, 0.668 g, 5.30 mmoles), CHCIl; (20 mL), 22 h. PM (g/mol):

384.47. Rendimiento (%): 33 (0.293 g). Aceite denso amarillo claro.
5.1.1.5.7 N-(2,2-Dimetoxietil)-N-(2-{[2-(3,4-dimetoxifenil)etil]]amino}-2-
oxoetil)-4-metilbenzamida, 1.67.
H330:£©a/7\6
2 HN o
Hag).o N " \4E
3
N

HsC™ %

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El acido 1.56 (281.30 g/mol, 0.321 g, 1.14 mmoles), 3,4-dimetoxifenetilamina
(181.24 g/mol, 0.196 g, 1.08 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.191 g, 1.25
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mmoles), DIC (126.20 g/mol, 0.815 g/mL, 0.20 mL, 1.29 mmoles), CHCI3 (25
mL), 48 h. PM (g/mol): 444.52. Rendimiento (%): 48 (0.231 g). Aceite amarillo
denso. IR (CHCls, Cm'l): 3012, 2964, 2839, 1668, 1516, 1465, 1420, 1264,
1157, 1078, 1029, 756. RMN-'H (270 MHz, CDCls3, 8): 2.33 (s, 3H, CH3), 2.77
(t, 2H, H-7), 3.24-3.54 (m, 10H, H-6, H-3 y 2 X OCHs), 3.81-4.20 (m, 8H, H-1, H-
9’y H-10’), 6.67-6.78 (m, 3H, H-8, H-11 y H-11a), 7.15-7.25 (m, 4H, H-3' y H-4").
RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, §): 21.46 (CHs), 35.27 (C-7), 40.76 (C-6 y C-3),
55.95 (C-9’, C-10’ y 2 x OCHj3), 102.90 (C-11b), 111.47 y 111.93 (C-8 y C-11),
120.73 (C-11a), 127.10 (C-3'), 129.22 (C-4’), 131.31 y 132.22 (C-5' y C-7a),
147.80 (C-9), 149.17 (C-10), 168.97 (C-4), 173.45 (C-1'). DEPT-135 y HETCOR
(270 MHz, CDCl3): En el DEPT solo se observan 2 sefiales correspondientes a
metilenos en vez de 4 sefales, lo que sugiere que algunos desplazamientos
guimicos coinciden. Solamente algunas correlaciones pudieron ser realizadas

debido a lo débil de las sefiales observadas en el HETCOR.

5.1.1.5.8 N-[2-(Bencilamino)-2-oxoetil]-N-(2,2-dimetoxietil)ciclohexilamida,

1.68.

o
7 6
8©9/\NH 43 OCH,
9 11 O N\y\
Z 7 Y TocH,
”

3

4

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:

El &cido 1.57 (273.33 g/mol, 0.955 g, 3.49 mmoles), bencilamina (107.16 g/mol,
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0.416 g, 3.88 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.522 g, 3.41 mmoles), DIPEA
(129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 0.62 mL, 3.56 mmoles), DIC (126.20 g/mol, 0.427 g,
3.38 mmoles), CHCI3 (40 mL), 22 h. PM (g/mol): 362.46. Rendimiento (%): 50
(0.607 g). Aceite amarillo claro denso. IR (CHCls, cm™): 3000, 2935, 2859, 1660
y 1652, 1539, 1453, 1245, 1125, 1083. RMN-H (300 MHz, CDCl3, §): 1.15-1.78
(m, 10H, H-5, H-4" y H-3’), 2.24 y 2.69 (2m, H-2’), 3.28 y 3.37 (2s, 6H, OCHj),
3.49-3.54 (2d, J = 6 Hz, 2H, H-6), 4.06 y 4.07 (2s, 2H, H-3), 4.42-4.68 (2d, J111p
= 6 Hz, 2H, H-1), 4.64 (t, J = 4.95 Hz, H-11b), 7.26-7.53 (m, 5H, H-7, H-8, HY9,
H-10 y H-11). RMN-'3C (75.47 MHz, CDCls, 8): 25.47 y 25.62 (C-5 y C-4),
29.32 (C-3'), 40.30 y 41.16 (C-2'), 43.24 y 43.65 (C-1), 50.89 y 51.78 (C-6),
52.51 y 54.56 (C-3), 55.14 y 55.50 (2 x OCHg), 102.66 y 103.40 (C-11b),
127.28-128.69 (C-7, C-8, C-9, C-10 y C-11), 137.77 y 138.15 (C-6a), 169.16 y
169.49 (C-4), 178.01 y 178.20 (C-1). HETCOR (300 MHz, CDCl3): Mostré las
correlaciones entre protdn y carbono esperadas. IES-EM (m/z): 363.70 (M +

HY).

5.1.1.5.9 N-(2,2-Dimetoxietil)-N-{2-[(4-metoxibenzil)amino]-2-oxoetil}

ciclohexilamida, 1.69.

o)
7 6
8 g NH 4 OCH,
11 O N\@\
HCO” 7Y OCH,
5
N

3
4

5

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El acido 1.57 (273.33 g/mol, 0.759 g, 2.78 mmoles), p-metoxibencilamina
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(137.18 g/mol, 0.384 g, 2.80 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.412 g, 2.69
mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 0.6 mL, 3.44 mmoles), DIC (126.20
g/mol, 0.336 g, 2.66 mmoles), CHCI3; (40 mL), 23 h. PM (g/mol): 392.49.
Rendimiento (%): 66 (0.685 g). Aceite denso amarillo. IR (CHCls, cm™): 2980,
2940, 2840, 1650, 1490, 1440, 1280, 1200, 1110, 1060, 1020, 910. RMN-'H
(500 MHz, CDCls, §):1.18-1.79 (m, H-5', H-4’ y H-3'), 2.20-2.26 y 2.56-2.62 (2m,
H-2'), 3.24 y 3.33 (2s, 2 X OCHs), 3.44 y 3.47 (2d, J = 5.0 Hz, 4H, H-6), 3.75 y
3.76 (2s, 6H, H-9'), 3.99 y 4.00 (2s, 4H, H-3), 4.30 y 4.35 (2d, J = 5.5 Hz, 4H, H-
1), 4.40 y 4.58 (2t, J = 5.5 Hz, 2H, H-11b), 6.81 (dd, J = 6.5 Hz, H-8 y H-10),
7.14 (dd, J = 6.5 Hz, H-7 y H-11), 7.37 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH). RMN-3C (125.73
MHz, CDCl3, 8): 25.46, 25.58, 25.61, 25.67 (C-5" y C-4’), 29.29 y 29.31 (C-3’),
40.28'y 41.13 (C-2’), 42.73 y 43.07 (C-1), 50.84 y 51.72 (C-6), 52.42 y 54.46 (C-
3), 55.09 y 55.25 (2 x OCHa), 55.45 (C-9’), 102.66 y 103.42 (C-11b), 113.94 y
114.05 (C-8 y C-10), 128.79 y 129.26 (C-7 y C-11), 129.93 y 130.30 (C-6a),
158.88 y 159.11 (C-9), 168.98 y 169.32 (C-4), 177.94 y 178.09 (C-1'). DEPT-
135, HETCOR y HMBC (500 MHz, CDCI3): Mostrd las correlaciones entre

proton y carbono esperadas. IES-EM (m/z): 393.70 (M + H™).

5.1.1.5.10 2-[Ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]-N-(2-feniletil)

propanamida, 1.70.
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Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El 4cido 1.58 (287.41 g/mol, 0.687 g, 2.39 mmoles), fenetilamina (121.98 g/mol,
0.326 g, 2.67 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.358 g, 2.34 mmoles), DIPEA
(129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 1 mL, 5.74 mmoles), DIC (126.20 g/mol, 0.294 g,
2.33 mmoles), CHCI3; (30 mL), 5 h a 26°C y 41 h a 60°C. EI crudo de reaccion
fue purificado por CCP empleando una solucion de 0.5% de MeOH en DCM.
PM (g/mol): 390.51. Rendimiento (%): 54 (0.490 g). Aceite denso naranja. IR
(CHCl3, cm™): 2980, 2900, 2840, 1630, 1500, 1440, 1220, 1120, 1060, 910.
RMN-H (300 MHz, CDCls, 8): 1.34 y 1.42 (2d, CH3), 1.14-1.81 (m, H-3', H-4' y
H-5'), 2.20-2.30 y 2.61-2.70 (2m, H-2'), 2.70-2.81 (m, J = 6 Hz, H-7), 3.36-3.47 y
3.59-3.70 (2m, J = 6Hz, H-6), 3.26, 3.31, 3.32 y 3.37 (2 x OCHs), 4.27 (d, 1H, H-
1), 4.35y 4.76-4.82 (2t, H-11b), 4.72-4.78 (c, H-3), 7.12-7.29 (m, H-8, H-9, H-10
y H11-a). RMN-'*C (75.46 MHz, CDCls, §): 14.10 y 16.43 (CHa), 25.51-25.75
(C-4'y C-5), 29.09, 29.40 y 29.45 (C-3’), 35.54 y 35.69 (C-7), 40.70 y 40.77 (C-
6), 40.94 y 41.74 (C-2'), 53.56 (C-3), 55.19, 55.83, 55.89 y 55.95 (2 X OCHa),
58.15 (C-1), 102.73 y 103.84 (C-11b), 126.36 y 126.42 (C-8 y C-11a), 128.49 y
128.65 (C-9, C-10 y C-11), 138.87 (C-7a), 171.60 y 171.85 (C-4), 178.49 y
178.76 (C-1’). HMQC (500 MHz, CDCI3): Mostré las correlaciones entre protén

y carbono esperadas.
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5.1.1.5.11 2-[Ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]-N-(2-(3,4-

dimetoxifenetil)propanamida, 1.71.

7

9' 8
HsCO:“@V\
6
10 114 HN
10
H;CO e

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El acido 1.58 (287.41 g/mol, 0.603 g, 2.10 mmoles), 3,4-dimetoxifenetilamina
(181.24 g/mol, 0.398 g, 2.20 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.313 g, 2.05
mmoles), DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 1 mL, 5.74 mmoles), DIC (126.20
g/mol, 0.260 g, 2.06 mmoles), CHCI3; (30 mL), 1 h a 26°C y 41 h a 60°C. La
CCF desarrollada en una mezcla de 2% de MeOH en DCM mostr6é un producto
bastante puro por lo que no requirié de purificacion adicional. Se purific6 una
pequefia cantidad por CCP, para su caracterizacion espectroscopica,
empleando la mezcla anterior. PM (g/mol): 450.57. Rendimiento (%): 96
(0.911 g). Aceite marrén claro denso. IR (CHCls, cm™): 3280, 2980, 2920, 2860,
1630, 1500, 1460, 1200, 1140, 1020, 940. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 1.13-
1.78 (m, H-5', H-4" y H-3), 1.34 y 1.42 (2d, CHg), 2.25 (m, H-2’), 2.68-2.73 (2t,
2H, H-7), 3.33 y 3.38 (2s, 2 x OCHg), 3.40-3.70 (m, H-6), 3.82y 3.84 (2s, H-9'y
H-10'), 4.12 y 4.25 (2d, Jy11p = 6Hz, H-1), 4.35y 4.78 (2t, J11p1 = 6 Hz, H-11b),
4.72-4.79 (c, H-3), 6.68-6.77 (M, 3H, H-8, H-11 y H-11a). RMN-3C (75.47 MHz,

CDCls, 8): 14.11 y 16.45 (CH3), 25.52-25.76 (C-5', C-4’ y C-3'), 29.10, 29.46 y
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29.96 (C-3,C-4’y C-5), 35.17 y 35.31 (C-7), 40.78 y 40.87 (C-6), 42.08 (C-2),
47.28 (C-1), 53.54 (C-3), 55.82 y 55.85 (2 x OCHa, H-9' y H-10"), 102.78 y
103.89 (C-11b), 111.22, 111.74 y 111.82 (C-8 y C-11), 120.53 (C-11a), 131.32 y
131.37 (C-7a), 147.58 y 147.64 (C-9), 148.94 y 148.98 (C-10), 171.68 y 171.87
(C-4), 178.48 y 178.77 (C-1). HMQC (500 MHz, CDCls): Mostré las

correlaciones entre protén y carbono esperadas.

5.1.1.5.12 2-[Ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]-N-

bencilpropanamida, 1.72.

OCH,4

Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El &cido 1.58 (287.41 g/mol, 0.723 g, 2.52 mmoles), bencilamina (107.16 g/mol,
0.332 g, 3.10 mmoles), HOBt.H,O (153.00 g/mol, 0.378 g, 2.47 mmoles), DIPEA
(129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 0.90 mL, 5.17 mmoles), DIC (126.20 g/mol, 0.318 g,
2.52 mmoles), CHCI3 (20 mL), 5 h a 26°C y 41 h a 60°C. La CCF mostré un
producto bastante puro que no requirio de purificacion adicional. Solo se purificd
una pequefia cantidad por CCP empleando una solucion al 1% de EtOH en
DCM. PM (g/mol): 376.49. Rendimiento (%): 93 (0.865 g). Aceite denso
naranja. IR (CHClI3, cm'l): 2980, 2920, 2880, 1640, 1510, 1440, 1240, 1190,

1120, 1070, 920. RMN-'H (300 MHz, CDCl3, 8): 1.39 y 1.47 (2d, 2H, CHa), 1.18-
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1.80 (m, H-5", H-4 y H-3'), 2.23-2.32 y 2.62-2.71 (2m, 2H H-2"), 3.14, 3.23y 3.35
(3s, OCHzs), 3.42 (d, J = 6 Hz, 2H, H-6), 4.26-4.46 (2d, H-1), 4.15-4.22 y 4.52-
4.60 (m, 1H, H-3), 4.77 y 4.36 (2t, J11p1 = 9 Hz, H-11b), 7.11y 7.88 (ty sa, 2H,
NH), 7.22-7.29 (m, H-7, H-8, H-9, H-10 y H-11). RMN-'3C (75.47 MHz, CDCls,
§): 14.02 y 16.54 (CHs), 25.51-25.69 (C-5', C-4’ y C-3'), 29.14, 29.43 y 29.98 (C-
3'), 40.82 y 41.83 (C-2'), 43.28 y 43.92 (C-1), 47.35 (C-6), 53.40 (C-3), 55.16 y
55.81 (2 x OCH3), 102.73 y 103.73 (C-11b), 127.19 y 128.60 (C-7, C-8, C-9, C-
10 y C-11), 137.91 y 138.33 (C-6a), 171.63 (C-4), 178.57 y 178.74 (C-1’).
HMQC (500 MHz, CDCI3): Mostré las correlaciones entre proton y carbono

esperadas.

5.1.1.5.13 3-[Ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]-N-bencil

0
P H;CO_11b_OCH5
9 NH 4
10 1la 3 1
11 N

propanamida, 1.73.

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El 4cido 1.59 (287.41 g/mol, 1.925 g, 6.70 mmoles), bencilamina (107.16 g/mol,
0.871 g, 8.13 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 1.023 g, 6.69 mmoles), DIPEA
(129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 2.5 mL, 14.35 mmoles), DIC (126.20 g/mol, 0.815
g/mL, 1.04 mL g, 6.72 mmoles), CHCI3 (40 mL), 24 ha 26°C y 18 h a 50°C. La
CCF mostro un producto bastante puro que no requirié de purificacion adicional.

Solo se purificé una pequefia cantidad por CCP empleando una solucion al 1%
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de EtOH en DCM. PM (g/mol): 376.49. Rendimiento (%): 63 (1.586 g). Aceite
denso naranja. IR (CHCls, Cm'l): 3410, 2980, 2880, 2840, 1620, 1500, 1440,
1180, 1120, 1070. RMN-'H (300 MHz, CDCl3, §): 1.15-1.77 (m, H-5", H-4’ y H-
3'), 2.42-2.51 (m, H-2' y H-4), 3.30 y 3.37 (2s, 2 X OCHa), 3.31 y 3.39 (2d, H-1),
3.61y 3.70 (2t, 2H, H-3), 4.31y 4.52 (2t, J11p1 = 6Hz, 1H, H-11b), 4.36-4.39 (2d,
2H, H-7), 6.19 y 6.64 (2t, 1H, NH), 7.22-7.34 (m, H-8, H-9, H-10, H-11 y H-11a).
RMN-*3C (75.47 MHz, CDCls, 8): 25.64-25.75 (C-3’, C-5' y C-4’), 29.30 y 29.61
(C-4' y C-5'), 35.22 y 36.30 (C-2'), 40.39 y 40.46 (C-4), 43.49 y 43.74 (C-7),
43.92 y 45.69 (C-3), 49.26 y 50.73 (C-1), 55.30 y 55.33 (2 x OCH3), 103.16 y
103.95 (C-11b), 127.36 y 127.63 (C-10), 127.82 'y 127.90 (C-8 y C-11), 128.56 y
128.75 (C-9 y C-11), 150.87 (C-7a), 170.16 y 170.87 (C-5), 177.17 y 177.72 (C-
1’). HMQC (500 MHz, CDCI3): Mostré las correlaciones entre protdén y carbono

esperadas.

5.1.1.5.14 3-[Ciclohexilcarbonil(2,2-dimetoxietil)amino]-N-(4-clorobencil)

propanamida, 1.74

o

8 7
7a H3CO_11b_OCH,
9 NH 5 N
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N
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Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El acido 1.59 (287.41 g/mol, 1.163 g, 4.05 mmoles), p-clorobencilamina (141.6
g/mol, 0.710 g, 5.01 mmoles), HOBt.H,O (153 g/mol, 0.615 g, 4.02 mmoles),

DIPEA (129.24 g/mol, 0.742 g/mL, 1.4 mL, 8.04 mmoles), DIC (126.20 g/mol,
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0.815 g/mL, 0.6 mL g, 3.87 mmoles), CHCI3 (40 mL), 24 h a 26°C y 18 h a 50°C.
La CCF mostr6 un producto bastante puro que no requirié6 de purificacion
adicional. Solo se purific6 una pequefa cantidad por CCP empleando una
solucion al 1% de EtOH en DCM. PM (g/mol): 410.93. Rendimiento (%): 83
(1.325 g). Aceite denso naranja. IR (CHCls, cm™): 3340, 2960, 2880, 2840,
1620, 1420, 1220, 1180, 1060, 1010, 920. RMN-H (300 MHz, CDCl3, 8): 1.12-
1.55 (m, H-4’ y H-5"), 1.55-1.80 (m, H-3’), 2.39-2.50 (m, H-2' y H-4), 3.27 y 3.55
(2d, H-1), 3.28 y 3.34 (2s, 2 X OCHs), 3.57 y 3.66 (2t, H-3), 4.26-4.31 (m, H-7 y
H-11b), 4.47 (t, J= 6 Hz, 1H, H-11b), 6.40y 7.00 (2m, 1H, NH), 7.11-7.16 (m, H-
9y H-11), 7.17-7.25 (m, H-8 y H-11a). RMN-*C (75.47 MHz, CDCls, §): 25.58,
25.66 y 25.71 (C-3'y C-4’), 29.29 y 29.58 (C-5, C-4’y C-3’), 35.18 y 36.19 (C-
2'), 40.38 (C-4), 42.69 y 42.90 (C-7), 43.75 y 45.56 (C-3), 49.08 y 50.62 (C-1),
55.31(2 x OCHs), 103.20 y 103.89 (C-11b), 128.59 y 128.79 (C-8 y C11a),
129.17 (C-9 y C-11), 133.03 y 133.32 (C-10), 136.53 y 137.03 (C-7a), 170.31 y
170.96 (C-5) y 177.15 y 177.81 (C-1). HMQC (500 MHz, CDCl3): Mostré las

correlaciones entre protdén y carbono esperadas.

5.1.1.6 Sintesis de 2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-
pirazino[2,1-a]Jisoquinolin-4-ona (PZQ), 1.1.

La numeracién de las posiciones de los atomos de carbono e hidrégeno
del nucleo pirazinoisoquinolinico del PZQ utilizada en esta tesis es el sugerido

en la literatura (48).
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El intermediario 1.61 (376.49 g/mol, 0.520 g, 1.38 mmoles), en un bal6n
de reaccion, fue colocado en un bafio de hielo-sal y después de 15 min, se
adicion6 H,SO,4 (1 mL, 95-97%). La reaccién se mantuvo en el bafio de hielo
por 20 min sin agitacion. Se retiro el bafio de hielo y la reaccién fue agitada por
3 ha26 °C. Después de este tiempo, la mezcla de reaccion fue vertida en hielo
y extraida con DCM. La capa organica fue lavada con agua, secada con
MgSO,, filtrada y el solvente evaporado a presion reducida obteniéndose un
aceite naranja que pes6 0.429 g. Se purificaron 0.128 g por CCP (1.5% de
MeOH en DCM). IR (CHCls, cm™): 3006, 2937, 2859, 1651, 1454, 1364, 1095,
1080, 1030, 868. La principal diferencia observada entre los espectros de IR del
producto comercial y el sintetizado esté en el grupo carbonilo. Los espectros de
RMN-'H son diferentes. En vista de lo anterior, el resto del crudo de reaccién
(0.301 g) fue tratado por segunda vez con H,SO,4 (1 mL, 95-97%) por 4 h. Se
repiti6 el procedimiento descrito anteriormente, excepto que, al crudo de
reaccion, una vez que fue vertido en hielo, se ajusté el pH entre 7-8 con una
solucion de NaOH concentrada. Se aislé nuevamente un aceite naranja (0.241
g) que fue purificado por CCP (2% de MeOH en DCM) y vuelto a purificar por

CCP (DCM). PM (g/mol): 312.41. Rendimiento (%): 33 (0.112 g). Sélido rosa
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muy claro. Pf (°C): 130-132 (lit 132-135 °C, lit 132-133°C). IR (CHCls, cm™):
3004, 2938, 2858, 1651, 1644, 1451, 1423, 1363, 1328, 1298, 1231, 1122,
1083, 1000. RMN-*H (500 MHz, CDCls, §):1.24-1.87 (m, H-3', H-4' y H-5'), 2.45-
2.56 (2t, H-2'), 2.77-3.02 (m, H-7a, H-7b, H-6b y H-1b), 4.08 (d, J = 17.45 Hz,
1H, H-3b), 4.47 (d, J= 17.45 Hz, 1H, H-3a), 4.79-4.87(m, H-6a y H-11b), 5.17-
5.18 (2d, J = 13.5 Hz,1H, H-1a), 7.18-7.32 (m, H-8 a H-11). RMN-°C (125.73
MHz, CDCls, §): 25.68 (C-5'), 28.69-28.98 (C-3', C-4’), 29.21 (C-7), 39.08 (C-6),
40.77 (C-2), 45.15 (C-1), 49.00 (C-3), 54.93 (C-11b), 125.43 (C-8), 126.94 (C-
9), 127.41 (C-10), 129.25 (C-11), 132.76 y 134.71 (C-7a y C-11a), 164.38 (C-4),
174.74 (C-1’). DEPT-135 (125.73 MHz, CDCls) y COSY (500 MHz, CDCl3):

Mostro las correlaciones entre protdn y carbono esperadas.

5.1.1.7 Sintesis de derivados y analogos de PZQ.
5.1.1.7.1 2-[(4-Metilfenil)carbonil]-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino[2,1-
alisoquinolin-4-ona, 1.75.

Procedimiento general A. Ciclacion con H;SO,4 (95-97%).

HeC™ 5

El intermediario 1.66 (384.47 g/mol, 0.283 g, 0.74 mmoles) fue colocado

en una bafio de hielo y después de 15 min, se adicion6 H,SO4 (1 mL, 95-97%)
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sin agitacion. A los 20 min, se retird el bafio de hielo y se agité por 3.5 h a 26
°C. Luego, se agregd abundante hielo y se ajusté el pH entre 7-8 con una
solucion de NaOH concentrada. Se realizaron varias extracciones con DCM (3
veces). La capa organica fue lavada con agua, secada con MgSQy, filtrada y el
solvente evaporado a presion reducida obteniéndose un aceite amarillo muy
denso (0.108 g) que fue purificado por CCP (30% AcOEt en CgHi4). PM
(g/mol): 319.40 Rendimiento (%): 32 (0.075 g). Aceite denso amarillo. IR
(CHCls, cm™): 2980, 1620, 1410, 1200, 1080, 1000, 930, 830. RMN-'H (300
MHz, Acetona-ds, 8): 2.34 (s, 3H, CH3), 2.86-2.93 (H-7a y H-7b), 3.36-3.44 (m,
H-1b y H-6b), 3.46 y 3.51 (2d, J = 13.69 Hz, H-3a y H-3b), 3.79-3.88 (m, H-1a y
H-6a), 4.79 (sa, 1H, H-11b), 7.19-7.21 (d, J4 3 = 9 Hz, H-4"), 7.23-7.31 (m, H-8,
H-9, H-10 y H-11), 7.39-7.42 (d, J34 = 9 Hz, H-3). RMN-*C (75.47 MHz,
Acetona-dg, 8): 21.27 (CHs), 34.73 (C-7), 47.26 (C-1y C-6), 51.20 (C-3), 78.79
(C-11b), 127.04 (C-4"), 128.53 (C-3'), 129.23-129.60 (C-8, C-9, C-10 y C-11),
133.32 (C-2'), 140.26 (C-7a y C-11a), 140.71 (C-5’), 166.15 (C-4), 171.00 (C-1").
HMQC (300 MHz, CDCI3): Mostré las correlaciones entre proton y carbono

esperadas. IES-EM (m/z): 321.60 (M+H).

5.1.1.7.2 2-[(4-Clorofenil)carbonil]-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-

pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, 1.76.
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Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El intermedio 1.65 (404.89 g/mol, 0.696 g, 1.72 mmoles), H,SO,4 (1.5 mL, 95-
97%). Se aisldé un aceite amarillo muy denso (0.492 g) que fue purificado por
CCP (30% de AcOEt en CgHi4). PM (g/mol): 340.80. Rendimiento (%): 52
(0.302 g). Aceite denso rosa claro. IR (CHCIs, cm™): 2980, 1620, 1410, 1200,
1080, 1000, 930, 830. RMN-'H (500 MHz, Acetona-dg, 8): 2.86-2.93 (m, H-7a'y
H-7b), 3.36-3.45 (m, H-1b y H-6b), 3.48-3.53 (2d, H-3a y H-3b), 3.80-3.89 (m, H-
lay H-6a), 4.80 (sa, H-11b), 7.19-7.31 (m, 4H, H-8, H-9, H-10 y H-11), 7.46 (d,
J = 6 Hz, 2H, H-4'), 7.54 (d, J = 6 Hz, 2H, H-3)). RMN-*C (125.72 MHz,
Acetona-de, 8): 34.72 (C-7), 47.39 (C-1 y C-6), 51.17 y 51.31 (C-3), 78.72 y
78.81 (C-11b), 127.05 (C8 y C-11), 129.23 y 129.60 (C-9, C-10, C-4’, C-3),
130.31 (C-2'), 135.00 (C-5), 135.99 (C-7a), 140.22 (C-1la), 166.05 (C-4),
169.81(C-1’). HMQC (500 MHz, Acetona-ds, 8): Mostro las correlaciones

esperadas. IES-EM (m/z): 341.50 (M+H).

5.1.1.7.3 2-(Ciclohexilcarbonil)-2,3,6,10b-tetrahidropirazino[2,1-

alisoindol-4(1H)-ona, 1.77.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:

El intermediario 1.68 (362.46 g/mol, 0.495 g, 1.37 mmoles), H,SO,4 (1.5 mL, 95-
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97%). EIl tiempo de reaccion fue de 6 h. Se aislo un aceite color naranja muy
denso que fue purificado por CCP (30% AcOEt en CgH14). PM (g/mol): 298.38.
Rendimiento (%): 54 (0.221 g). Aceite denso incoloro. IR (CHCls, cm™): 2980,
2920, 2840, 1620, 1420, 1200, 1050, 900. RMN-'H (500 MHz, CDCl3, 8): 1.19-
1.76 (m, H-3", H-4' y H-5"), 2.46 (m, H-2’), 2.97-2.99 (d, J = 10 Hz, H-6) 3.38 (d,
J = 6.5 Hz, H-1), 3.86y 4.17 (2d, J = 15 Hz, H-3a y H-3b), 4.00-4.07 y 4.39-4.49
(2m, H-1), 4.39-4.49 (m, H-6), 4.77-4.85 (d,H-10b), 5.21 (sa, H-10b), 7.26-7.33
(m, H-7, H-8, H-9 y H-10). RMN-"C (125.75 MHz, CDCls, §): 25.65, 28.98 y
29.27 (C-3', C-4' y C-5'), 40.23 y 40.76 (C-2’), 45.09 (C-6), 46.45 (C-3), 46.97
(C-10b), 49.31 (C-1), 76.74 (C-10b), 127.78 (C-10a), 128.43 y 128.77 (C-7, C-8,
C-9 y C-10), 136.46 (C-6a), 165.18 y 166.16 (C-4), 175.86 y 176.39 (C-1’). IES-

EM (m/z): 299.16 (M+H).

5.1.1.7.4 2-(Ciclohexilcarbonil)-3-metil-9,10-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-

pirazino[2,1-aJisoquinolin-4-ona, 1.78.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El intermediario 1.70 (390.52 g/mol, 0.210 g, 0.54 mmoles), H,SO4 (0.5 mL, 95-

97%). Se aisldé un aceite marrén claro muy denso (0.161 g) que fue purificado
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por CCF siendo la placa desarrollada en una mezcla al 2% de EtOH en DCM.
PM (g/mol): 326.43. Rendimiento (%): 40 (0.070 g). Aceite denso incoloro. IR
(CHCIs, Cm'l): 2980, 2920, 2840, 1620, 1420, 1200, 1030. RMN-'H (500 MHz,
CDClg, 8): 1.18-1.76 (m, H-5", H-4’ y H-3’), 1.32 y 1.46 (2d, J = 7 Hz, CH3), 2.29-
2,42 (m, H-2), 2.75-2.97 (m, H-7a y H-7b), 3.18 (d, J = 13 Hz, H-1b), 3.32-3.40
(m, H-6b), 3.61-3.66 (m, H-1a), 3.88-3.96 (m, H-6a), 4.65 (sa, H-11b), 4.93-4.98
(c, 1H, J = 7 Hz, H-3), 7.16-7.27 (m, H-8 a H-11). RMN-*C (125.75 MHz,
CDCl3, 8): 15.71 y 17.99 (CH3), 25.52-25.77 (C-5’ y C-4’), 29.23-29.37 (C-3),
33.73 y 33.97 (C-7), 40.03-40.62 (C-2’), 40.88 (C-6), 45.28 (C-1), 47.47 y 47.61
(C-6), 51.07 y 54.25 (C-3), 77.20 y 78.87 (C-11b), 126.47 (C-8), 126.58-128.93
(C-9, C-10 y C-11), 138.77-138.99 (C-7a y C-11a), 168.28 y 169.49 (C-4),
175.34 y 176.78 (C-1'). DEPT-135 (125.73 MHz, CDCls): Mostro las

correlaciones esperadas. IES-EM (m/z): 327.70 (M+H).

5.1.1.7.5 2-(Ciclohexilcarbonil)-3-metil-2,3,6,10b-tetrahidropirazino

[2,1-a]isoindol-4(1H)-ona, 1.79.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El intermediario 1.72 (376.49 g/mol, 0.200 g, 0.531 mmoles), H,SO,4 (0.5 mL,

95-97%). Se aisl6 un aceite marrén claro muy denso que fue purificado por CCF

(98]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Materiales y Métodos

empleando una soluciéon al 2% de EtOH en DCM. PM (g/mol): 312.41.
Rendimiento (%): 30 (0.051 g). Aceite denso incoloro. IR (CHCls, cm™): 2980,
2920, 2840, 1630, 1420, 1180, 1020, 920. RMN-'H (300 MHz, CDCls3, 8): 1,36y
1.52 (2d, J = 6 Hz, CH3), 1.14-1.80 (m, H-3', H-4’ y H-5’), 2.30-2.50 (m, H-2’),
2.89 (dd, J =3 Hz y J = 15 Hz, H-1), 3.36 (dd, J = 3 Hz y J = 15 Hz, H-1), 3.91
(d, J =3 Hz y J = 15 Hz, H-1), 4.55-4.59 (m, H-1 y H-10b), 3.68-3.79 (m, H-3),
4.31-4.45 (m, H-3), 4.97-5.07 (m, H-3), 4.05, 4.08, 5.17 y 5.25 (4d, J = 15 Hz, H-
6), 4.71-4.81 (m, H-10b), 4.97-5.07 (m, H-10b), 7.19-7.31 (H-7 a H-10). RMN-
13C (75.47 MHz, CDCls, 8): 15.88 y 18.19 (CHs), 25.39-25.74 (C-3' y C-5)),
29.15-29.38 (C-3' y C-4’), 40.05-40.61 (C-2'), 41.08 y 45.67 (C-1), 42.13 y
44.46 (C-3), 46.89 y 47.09 (C-6), 51.15, 54.32, 76.30 y 76.60 (C-10b), 127.44-
128.73 (C-7, C-8, C-9 y C-10), 136.56-136.64 (C-6a y C-10a), 168.47 y 169.60

(C-4), 175.43 y 176.73 (C-1'). IES-EM (m/z): 313.60 (M+H).

5.1.1.7.6 9-Cloro-2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-

pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, 1.80.

La obtencion de este derivado involucré un hecho particular el cual sera
explicado en la seccion de Resultados y Discusion (Seccién 6.1). Se siguio el

procedimiento general empleando las siguientes cantidades: El intermediario
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1.64 (410.93 g/mol, 0.607¢g, 1.48 mmoles), H,SO,4 (1.5 mL, 95-97%). El tiempo
de reaccion fue de 4 h. Se aisl6 un aceite muy denso que fue purificado por
CCF empleando una solucion al 2% de EtOH en DCM. PM (g/mol): 346.85.
Rendimiento (%): 22 (0.114 g). Aceite amarillo denso. IR (CHCls, cm™): 2980,
2940, 2840, 1650, 1640, 1440, 1410, 1200, 1080, 1030, 920. RMN-'H (300
MHz, CDCl3, §): 1.12-1.80 (m, H-3’, H-4’ y H-5’), 2.34-2.50 (m, H-2"), 2.93 (d, J =
12 Hz, H1b), 3.08 (t, J = 9 Hz, H-7a y H-7b), 3.27 (d, J = 12 Hz, H-3b), 3.40-3.65
(m, H-1b y H-6b), 3.78-4.00 (m, H-3a y H-6a), 4.30-4.42 (m, H-3a y H-1a), 4.46-
4.80 (m, H-11b), 7.10 (d, J = 9 Hz, H-11), 7.12 (d, J = 3 Hz, H-8), 7.32 (dd, J = 3
Hz y J = 9 Hz, H-10). RMN-'3C (75.47 MHz, CDCls, §): 25.59-29.37 (C-3', C-4’ y
C-5'), 32.76 (C-7), 40.11 y 40.68 (C-2’), 45.07 y 45.31 (C-1 y C-6), 46.27 (C-1),
49.03 (C-3), 78.30 y 78.57 (C-11b), 127.28 (C-11), 128.96 (C-10), 129.55 (C-8),
132.30 (C-11a), 133.25 (C-9), 138.89 (C-7a), 165.21 y 166.36 (C-4), 175.81 y

176.16 (C-1").

5.1.1.7.7 2-(Ciclohexilcarbonil)-9,10-metilendioxi-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-
4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, 1.81.

Procedimiento general B. Ciclacion con TFA/HOACc.

8 7a, 7b
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Se adicion6 HOAc (2.5 mL, 99%) y TFA (1.5 mL, 99%) al intermediario
1.63 (420.50 g/mol, 0.332 g, 0.79 mmoles). La mezcla de reaccion fue
calentada a 75 °C por 5.5 h. Una vez que la reaccién alcanzé temperatura
ambiente, se vertio sobre hielo triturado. Luego, se ajusté el pH entre 6-7 con
una solucion de NaOH al 5%. Se realizaron extracciones con DCM (3 veces).
La capa organica fue lavada con H,O (3 veces) y posteriormente secada con
MgSQO,. Se aislé un aceite rosado claro (0.292 g) que fue purificado por CCP
siendo la placa desarrollada en una solucién de 0.5% de MeOH en DCM. PM
(g/mol): 356.41. Rendimiento (%): 47 (0.132 g). Aceite amarillo denso. IR
(CHCl3, cm™): 3000, 2920, 2840, 1630, 1480, 1410, 1310, 1220, 1030. RMN-'H
(500 MHz, CDCls, 8): 1.22-1.86 (m, H-3, H-4' y H-5'), 2,39-2.44 (m, H-2'), 2.60-
2.83 (m, H-7a, H-7b, H-6b y H-1b), 3.46-3.50 (c, H-6), 4.03 (d, J = 17.5 Hz, 1H,
H-3b), 4.41 (d, J= 17.5 Hz, 1H, H-3a), 4.64 (dd, J = 3 Hz, H-11b), 4.72 (m, H-
6a), 5.01-5.04 (dd, Jia1p = 13.5 Hz y J1a11p = 2.5 Hz, 1H, H-1a), 5.93 (s, H-9"),
6.58y 6.70 (2s, H-8 y H-11). RMN-'3C (125.73 MHz, CDCls, §): 28.67 (C-3’y C-
5), 28.67 y 28.94 (C-3'y C-4’), 29.18 (C-7), 39.31 (C-6), 40.72 (C-2’), 45.36 (C-
1), 48.95 (C-3), 54.85 (C-11 b), 101.17 (C-9’), 105.38 (C-11), 108.80 (C-8),
128.26 y 125.54 (C-7a y C-11a), 146.82 y 146.95 (C-9 y C-10), 164.29 (C-4),
174.69 (C-1’). HMQC (500 MHz, CDCIl3): Mostro6 las correlaciones entre proton

y carbono esperadas.
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5.1.1.7.8 2-(Ciclohexilcarbonil)-9,10-dimetoxi-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-
pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, 1.82.

I

Se utilizé el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El intermediario 1.62 (436.54 g/mol, 1.008 g, 2.31 mmoles), HOAc (5.0 mL,
99%), TFA (3.0 mL, 99%). La mezcla de reaccion fue calentada por 7 h a 75
°C. Se aislé un aceite de color rojo (0.957 g) que fue purificado por CC
empleando una mezcla de polaridad creciente C¢gH14-DCM aislandose un aceite
rosa claro denso (0.618 g). Este aceite fue purificado nuevamente por CCP
siendo la placa desarrollada en una solucién de 2% de MeOH en DCM. PM
(g/mol): 372.45. Rendimiento (%): 41(0.355 g). Aceite amarillo denso. IR
(CHCl3, cm™): 3012, 2937, 2858, 1645, 1515, 1465, 1452, 1424, 1364, 1267,
1029. RMN-'H (500 MHz, CDCls, 8): 1.24-1.83 (m, H-3", H-4' y H-5'), 2.47 (tt,
1H, H-2'), 2.68 (d, J = 15 Hz, 1H, H-7a), 2.76-2.95 (m, 3H, H-1b, H-6b, H-7b),
3.86 y 3.87 (2s, 6H, OCHj3), 4.09 (d, Jsaz, = 17.5 Hz, 1H, H-3b), 4.47 (d, Jap.3a =
17.5 Hz, 1H, H-3a), 4.71-4.74 (m, 1H, H-11b), 4.84-4.87 (m, 1H, H-6a), 5.10-
5.13 (dd, J = 3.0 Hz y J = 13.5 Hz, 1H, H-1a), 6.63 (s, 1H, H-8), 6.72 (s, 1H, H-
11). RMN-'3C (125.73 MHz, CDCls, 8): 25.64 (C-5’), 28.20 y 28.96 (C-3'y C-4),

29.19 (C-7), 39.07 (C-6), 40.72 (C-2’), 45.31 (C-1), 48.94 (C-3), 54.76 (C-11h),
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55.87 y 56.04 (C-9’ y C-10’), 107.09 (C-11), 111.56 (C-8), 124.31 (C-7a), 126.83
(C-11a), 148.01 y 148.20 (C-9 y C-10), 164.29 (C-4), 174.82 (C-1’). COSY (500

MHz, CDCIl3): Mostro las correlaciones entre protones esperadas.

5.1.1.7.9 2-[(4-Metilfenil)carbonil]-9,10-dimetoxi-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-

4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, 1.83.

Se adicion6 HOAc (2.5 mL, 99%) y TFA (1.5 mL, 99%) al intermediario
1.67 (444.52 g/mol, 0.237 g, 0.53 mmoles). La mezcla de reaccion fue
calentada a 70 °C por 7 h. Se aisldé un aceite rosado claro (0.163 g) que fue
purificado por CCF siendo la placa desarrollada en una solucion de 0.5% de
MeOH en DCM. PM (g/mol): 380.44. Rendimiento (%): 59 (0.120 g). Aceite
denso incoloro. IR (CHCls, cm™): 3013, 2938, 1644, 1514, 1465, 1444, 1421,
1364, 1315, 1289, 1258, 1074, 759. RMN-'H (270 MHz, Acetona-dg, 8): 2.38 (s,
3H, CHs), 2.73-2.89 (m, H-7a, H-7b, H-6b, H-1b), 3.15 (t, H-1a), 3.75 (s, 6H, 2 x
OCHjz), 4.00-4.10 (d, H-3b), 4.35 (sa, H-3a), 4.70-4.72 (m, H-6b y H-11b), 4.90-
4.94 (m, H-1a), 6.77 (s, H-8 y H-11), 7.29-7.32 (d, Jg3 = 7.91 Hz, H-4"), 7.42-
7.45 (d, J34 = 7.91 Hz, H-3'). RMN-3C (67.94 MHz, CDCls, 8): 21.51(CHs),

28.38 (C-7 'y C-6), 39.15 (C-1), 56.01 y 56.29 (2 x OCHs), 108.33 (C-11), 111.90
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(C-8), 127.64 (C-3'), 129.35 (C-4’), 141.14 (C-7ay C-11a), 148.21 y 148.51 (C-9

y C-10), 164.00 (C-4), 170.52 (C-1). EM (m/z): 379.

5.1.1.7.10 2-(Ciclohexilcarbonil)-3-metil-9,10-dimetoxi-1,2,3,6,7,11b-

hexahidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, 1.84.

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El intermediario 1.71 (450.57 g/mol, 0.302 g, 0.67 mmoles), HOAc (2.5 mL,
99%) y TFA (1.5 mL, 99%). Se aisldé un aceite amarillo muy denso (0.240 Q)
que fue purificado por CCF siendo desarrollada en DCM (3 veces) y luego
empleando una solucion al 0.5% de MeOH en DCM. PM (g/mol): 386.48.
Rendimiento (%): 43 (0.111 g). Aceite denso amarillo. IR (CHCls, cm™): 2980,
2880, 2840, 1630, 1590, 1410, 1340, 1210, 1010, 910. RMN-'H (300 MHz,
CDCl3, 6): 1.14-1.80 (m, H-3’, H-4’ y H-5’), 1.53- 1.55 (d, CH3), 2.31 (m, 1H, H-
2'), 2.68-3.07 (m, H-7a, H-7b y H-6b), 3.65-3.68 (d, H-1b), 3.83 y 3.82 (2s, 6H,
H-9' y H-10"), 4.30-4.52 (m, H-1a, H-3 y H6a), 4.63 (s, H-11b), 6.60 (s, 1 H, H-
8), 6.82 (s, 1H, H-11). RMN-'3C (75.47 MHz, CDCls, 8): 19.75 (CHs), 25.52 y
25.68 (C-3’, C-4’ y C-5'), 27.51 (C-7), 29.11 y 29.89 (C-3’ y C-4’), 40.50 (C-2"),
40.77 (C-6), 40.92 (C-1), 53.98 (C-11b), 54.44 (C-3), 55.84 y 56.01 (C-9' y C-

10°), 107.91 (C-11), 111.43 (C-8), 125.67 (C-7a), 127.06 (C-11a), 147.54 (C-10),
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148.17 (C-9), 168.37 y 168.40 (C-4), 175.11 (C-1’). HMQC (300 MHz, CDCl3):
Mostro las correlaciones entre proton y carbono esperadas. IES-EM (m/z):

387.70 (M+H).

5.1.1.7.11 Sintesis de 4-(ciclohexilcarbonil)-1-(2-feniletil)-3,4-

dihidropirazin-2(1H)-ona, 1.85. Procedimiento general.

El intermediario 1.61 (376.49 g/mol, 0.302 g, 0.80 mmoles) fue disuelto
en CHCI3; (20 mL). Se adicioné PTSA (177.22 g/mol, 0.150 g, 0.85 mmoles) y la
mezcla de reaccion fue calentada a reflujo por 5 h siendo seguida por CCF (1%
de EtOH en DCM). Después de este tiempo, se dejé que alcanzara temperatura
ambiente, se adicion6 agua y se ajustd el pH entre 5-6. Se realizaron varias
extracciones con DCM (3 veces). La capa organica fue lavada con agua,
secada con MgSO,, filtrada y el solvente evaporado a presién reducida
aislandose un soélido. Se purific6 por CCP (DCM) obteniéndose un solido
blanco. PM (g/mol): 312.46. Rendimiento (%): 65 (0.163 g). Sdlido blanco. Pf
(°C): 124-125 (Lit. 128-130 °C). IR (CHCls, cm™): 3014, 2937, 2858, 1675 y
1654, 1454, 1424, 1403, 1346, 1096, 1072. RMN-'H (270 MHz, CDCl3, 8): 1.20-
1.82 (m, 10H, H-3’, H-4’ y H-5'), 2.44 (m, 1H, H-2"), 2.87 (t, 2H, H-7), 3.73 (t,

2H, H-6), 4.29 (s, 2H, H-3), 5.35 (d, Ji11b = 5.94 Hz, 1H, H-1), 6.09 (d, Ji1p1 =
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6.18 Hz, 1H, H-11b), 7.16-7.27 (m, 5H, H-8 a H-11). RMN-3C (67.93 MHz,
CDCls, §): 25.73 (C-3' y C-5'), 28.98 (C-3' y C-4"), 34.63 (C-7), 40.94 (C-2"),
45.96 (C-3), 47.83 (C-6), 108.97 (C-11b), 113.97 (C-1), 126.74 (C-10), 128.70 y
128.96 (C-8, C-9, C-11 y C-11a), 138.13 (C-7a), 163.68 (C-4), 173.86 (C-1).
DEPT-135 (67.93 MHz, CDCI3): Sus sefiales coincidieron con la asignacion de
los carbonos. HETCOR (270 MHz, CDCI3): Mostré las correlaciones entre

protén y carbono esperadas.

5.1.1.7.12 1-Bencil-4-(ciclohexilcarbonil)-3,4-dihidropirazin-2(1H)-ona,

1.86.

8 N (0]
11b| 2
9 11 |
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Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El intermediario 1.68 (362.46 g/mol, 0.406 g, 1.12 mmoles), PTSA (177.22
g/mol, 0.253 g, 1.43 mmoles) y CHCI3 (18 mL). El tiempo de reaccién fue de 4
h. Se aisl6 un solido color naranja que fue purificado por CCP (DCM). PM
(g/mol): 298.38 Rendimiento (%): 47 (0.158 g). Solido amarillo. Pf (°C): 144-
146. IR (CHClj3, cm'l): 3013, 2936, 2858, 1673, 1448, 1425, 1401, 1346, 1280,
1094, 1071, 985. RMN-'H (270 MHz, CDCls, §): 1.20-1.80 (m, 10H, H-3’, H-4’ y
H-5'), 2.40-2.52 (m, 1H, H-2’), 4.37 (s, 2H, H-6), 4.70 (s, 2H, H-3), 5.52 (d, J1116

=5.91 Hz, 1H, H-1), 6.19 (d, J11p1 = 6.18 Hz, 1H, H-11b), 7.22-7.34 (m, 5H, H-7
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a H-11). RMN-'3C (67.93 MHz, CDCls, §): 25.72 (C-3’, C-4’ y C-5'), 28.99 (C-3"),
40.92 (C-2’), 46.04 (C-6), 48.70 (C-3), 109.59 (C-11b), 112.67 (C-1), 128.07 y

128.94 (C-7 a C-11), 136.05 (C-6a), 163.84 (C-4), 173.92 (C-1").

5.1.1.7.13 Sintesis de 4-(ciclohexilcarbonil)-1-(2-feniletil)piperazin-2-ona,

1.87. Procedimiento general.

En el recipiente de vidrio del Hidrogenador Parr se colocé el intermediario
1.85 (312.46 g/mol, 0.114 g, 0.37 mmoles) disuelta en EtOH absoluto (15 mL) y
luego Pd/C al 10% (0.013 g, 10% p/p). La mezcla de reaccion fue sometida a
una presion inicial de hidrégeno de 40 Ip® con agitacion por 4 h a 26 °C. La
mezcla de reaccion fue filtrada y el solvente evaporado a presion reducida
aislandose un sélido color crema. EIl producto fue purificado por CCP (DCM)
obteniéndose un soélido crema. PM (g/mol): 310.41. Rendimiento (%): 81
(0.092 g). Solido crema. Pf (°C): 115-117. IR (CHCls, cm™): 3011, 2936, 2858,
1647, 1455, 1429, 1339, 1218, 1088, 988. RMN-'H (270 MHz, CDClj, §): 1.21-
1.80 (m, H-3', H-4’y H-5’), 2.36 (m, 1H, H-2’), 2.88 (t, 2H, H-7), 3.10 (t, 2H, H-
6), 3.52- 3.66 (M, 4H, H-1 y H-11b), 4.12 (s, 2H, H-3), 7.19-7.25 (m, 5H, H-8 a
H-11a). RMN-'3C (67.93 MHz, CDCls, 8): 25.77 (C-3', C-4’ y C-5'), 29.18 (C-3"),

33.55 (C-7), 38.77 (C-11b), 40.75 (C-2’), 46.87 (C-6), 49.03 (C-1), 49.21 (C-3),
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126.73 (C-10), 128.70 y 128.86 (C-8, C-9, C-11y C-11a), 138.48 (C-7a), 164.78
(C-4), 174.64 (C-1’). COSY (270 MHz, CDCl3): Mostré las correlaciones entre
protones esperadas. HETCOR (270 MHz, CDCls3): Mostré las correlaciones

entre protones y carbonos esperada.

5.1.1.7.14 1-Bencil-4-(ciclohexilcarbonil)piperazin-2-ona, 1.88.

7 6
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11b) 2
9 11
1 3
10 N
1

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El intermediario 1.86 (298.38 g/mol, 0.116 g, 0.39 mmoles), Pd/C al 10% (0.009
g, 10%) y EtOH (20 mL). Se aislé un aceite denso que fue purificado por CCP
(DCM). PM (g/mol): 300.08. Rendimiento (%): 75 (0.088 g). Aceite amarillo
denso. IR (CHCls, cm™): 3011, 2936, 2858, 1648, 1496, 1453, 1430, 1325,
1239, 1090, 980. RMN-'H (300 MHz, CDCls, §): 1.18-1.79 (m, 10 H, H-3', H-4' y
H-5"), 2.37-2.44 (m, 1H, H-2'), 3.22 (t, J1.11b = 6 Hz, 2H, H-1), 3.73 (t, J11p1 = 6
Hz, 2H, H-11b), 4.23 (s, 2H, H-6), 4.59 (s, 2H, H-3), 7.21-7.35 (m, 5H, H-7 a H-
11). RMN-'H (75.47 MHz, CDCls, §): 25.66 (C-3' y C-5'), 29.10 (C-3’, C-4’ y C-
5'), 38.77 (C-11b), 40.66 (C-2’), 45.19 (C-1), 49.05 (C-6), 50.00 (C-3), 127.82
(C-9), 128.18 (C-8 y C-10), 128.78 (C-7 y C-11), 135.94 (C-6a), 164.82 (C-4),
174.57 (C-1’). HMQC (500 MHz, CDCIl3): Mostré las correlaciones entre proton

y carbono esperadas.
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5.1.1.7.15 Sintesis de rac-Praziquanamina: Hidrélisis de rac-PZQ, 1.89.

8 7

9 N
10 la N (o]
11 11: f
H

Se siguio el procedimiento descrito por Wolfle (108): Dos pastillas de
PZQ° comercial fueron pulverizados y seguidamente se adicioné EtOH (10 mL).
Se calent6 suavemente y se filtrd. El filtrado fue evaporado a presion reducida
aislandose un aceite muy denso color naranja (312.41 g/mol, 1.271 g, 3.90
mmoles). Al PZQ libre de excipiente fue adicionado EtOH (10 mL) y HCI 1N
(37 mL) y luego calentada a reflujo por 24 h. Una vez que la mezcla de reaccion
alcanzé temperatura ambiente, se adicioné agua (20 mL) y luego se realizaron
extracciones con AcCOEt (3 veces). Seguidamente, la capa acuosa fue
basificada con una solucidon concentrada de NaOH y extraida con DCM (3
veces). Una vez que la capa organica fue lavada con agua (2 veces), esta fue
secada con MgSO,, filtrada y el solvente evaporado a presion reducida
obteniéndose un aceite rojizo denso. La CCF reveld un producto bastante puro,
sin embargo, se purificO una pequefia cantidad para su caracterizacion por
RMN. PM (g/mol): 202.25. Rendimiento (%): 74 (0.788 g). Aceite rojizo denso.
IR (CHCl3, cm™): 3410, 2990, 1620, 1430, 1410, 1350, 1330, 1280, 1200, 1030,
920. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 2.06 (s, 1H, NH), 2.68-3.01 (m, H1b, H6b,
H-7ay H-7b), 3.46-3.67(2d, J = 18 Hz, 2H, H-3a y H-3b), 3.67- 3.74 (m, 1H, H-

1a), 4.75-4.86 (m, 2H, H-6a, H-11b), 7.09-7.21 (m, 4H, H-8 a H-11). RMN-*3C

°PZQ NOVA ARGENTIA-Milano, Italy 600 mg-USP24.
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(75.47 MHz, CDCl3,8): 28.73 (C-7), 38.72 (C-6), 49.70 y 49.92 (C-1 y C-3,
intercambiables), 56.73 (C-11b), 124.63 (C-8), 126.55 y 126.95 (C-9 y C-10),
129.31 (C-11), 134.10 y 134.85 (C-7a y C-11a, intercambiables), 167.18 (C-4).

IES-EM (m/z): 203.50 (M+H).

5.1.1.7.16 Obtencion de N-[3-(bencilamino)-3-oxopropil]ciclohexano

carboxamida, 1.90.

El derivado 1.90 fue obtenido a partir del tratamiento de 1.73 (376.49
g/mol, 1.293 g, 3.43 mmoles) con H,SO, (3 mL, 95-97%) siguiendo el
procedimiento general descrito en el apartado 5.1.1.7.1. Se aislé un aceite
denso color marrén claro que peso 0.988 g. Se purificd una pequefa cantidad
por CCP, para su caracterizacion espectroscopica, empleando una solucién de
1% de MeOH en DCM. El producto aislado resultdé ser el correspondiente
derivado aldehido de 1.73, por lo que, se tratd el crudo de reaccion (330.19
g/mol, 0.723 g, 2.19 mmoles) con H,SO4 (1.5 mL, 95-97%) calentando en un
bafio de Maria entre 40 a 60 °C por 3.5 h. Para el aislamiento del producto, se
siguié el procedimiento descrito en el apartado 5.1.1.7.1. Se aislé un aceite
denso marrén que pesé 0.607 g. Se purifico por CCP (1% de MeOH en DCM).
PM (g/mol): 288.38. Rendimiento (%): 25 (0.160 g). Solido amarillo. Pf (°C):
135-138. IR (CHCIls, cm™): 2980, 2920, 2820, 1610, 1490, 1430, 1180, 1010,
910. RMN-H (300 MHz, CDCls, §): 1.13-1.75 (m, H-3', H-4' y H-5"), 1.93-2.03
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(m, 1H, H-2), 2.40 (t, 3H, H-2), 3.45 (c, 2H, H-3), 4.37 (d, 2H, H-4), 6.49 (t, 1H,
NH), 6.59 (sa, 1H, NH), 7.19-7.31 (m, H-6 a H-10). RMN-*C (75.47 MHz,
CDCl3,8): 25.62 (C-5 y C-4’), 2949 (C-3’), 3540 y 3549 (C-2 y C-3,
intercambiables), 43.12 (C-4), 45.30 (C-2'), 127.41, 127.64 y 128.58 (C-6 al C-
10), 138.10 (C-5), 171.64 y 176.64 (C-1’ y C-1, intercambiables). ESI-EM (m/z):

289.27 (M+H).

5.1.2 Sintesis de intermediarios involucrados en la preparacion de
derivados de fenetilamina.
5.1.2.1 Trans-3,4-metilendioxi-B-nitroestireno, 1.91.

Procedimiento general.

2 o

<O 3 1 \ B
3
o3 A NO,

5

Una mezcla de 3,4-metilendioxibenzaldehido (150.13 g/mol, 6.324 g,
42.12 mmoles), nitrometano (61.04 g/mol, 1.127 g/mL, 15 mL, 16.91 g, 276.94
mmoles), acetato de sodio (66 g/mol, 1.397 g, 21.17 mmoles) y clorhidrato de
metilamina (67 g/mol, 1.363 g, 20.34 mmoles) fue agitada a 26 °C por 6 h. La
reaccion fue seguida por CCF siendo desarrollada en una mezcla al 50% de
CeéHi4s en DCM. Se adicioné agua (40 mL) a la mezcla de reaccion y se
realizaron varias extracciones con AcOEt (5 veces). La capa organica fue
lavada con agua (3 veces), secada con MgSQ,, filtrada y el solvente evaporado
a presion reducida aislandose un sélido amarillo siendo recristalizado en AcOEt.

PM (g/mol): 193. Rendimiento (%): 95 (7.719 g). Sdélido amarillo. Pf (°C): 159-

[111]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Materiales y Métodos

161 (Acros Organics, 159-163 (°C). IR (CHCIls, cm™): 2903, 1632, 1605, 1505,
1490, 1453, 1337, 1262, 1108, 1041, 968, 933. RMN-H (270 MHz, CDCls3, 9):
5.98 (s, 2H, H-3), 6.85 (d, Jss = 7.91 Hz, 1H, H-5), 6.98 (d, J.s = 1.67 Hz, 1H,
H-2), 7.06 (dd, Js5=7.91 Hz y Js» = 1.65 Hz, 1H, H-6), 7.45 (d, Jyans = 13.53 Hz,
1H, H-B), 7.90 (d, Jyans = 13.53 Hz, 1H, H-0)). RMN-*C (67.94 MHz, CDCls, §):
102.16 (C-3'), 107.06 (C-2), 109.14(C-5), 124.24 (C-1), 126.73 (C-6), 135.44 (C-

B), 139.20 (C-a), 148.83 y 151.46 (C-3 y C-4, intercambiables).

5.1.2.2 Trans-2,3-dicloro-B-nitroestireno, 1.92.

Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
2,3-diclorobenzaldehido (175.01 g/mol, 3.939 g, 22.51 mmoles), nitrometano
(61.04 g/mol, 1.127 g/mL, 22 mL, 406.19 mmoles), acetato de sodio (66 g/mol,
0.676 g, 10.24 mmoles) y clorhidrato de metilamina (67 g/mol, 0.635 g, 9.48
mmoles). El tiempo de reaccién fue de 8 h. El solido obtenido fue recristalizado
en EtOH. PM (g/mol): 217. Rendimiento (%): 59 (2.867 g). Solido amarillo ocre
en forma de agujas. Pf (°C): ND. IR (CHCls;, cm™): 3113, 3061, 3032, 1638,

1560, 1523, 1454, 1413, 1345, 1158, 1049, 962.
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5.1.2.3 Sintesis de 3,4-dimetoxifenetilnitro, 1.93.

Procedimiento general.

2 a
03 1 B
«
o2 6 NO,

El derivado 1.91 (193 g/mol, 3.376 g, 17.49 mmoles) fue disuelto en IPA
(30 mL) y CHCI3 (150 mL). Se adicioné silica gel 60 (34.980 g) y luego, se
agrego6 en cuatro porciones el NaBH, (37.83 g/mol, 2.640 g, 67.79 mmoles).
Finalizada la adicion del agente reductor, se dej6é en agitacion por 4 h a 26 °C.
La reaccién fue monitoreada por CCF desarrollada en una mezcla al 30% de
AcOEt en CgHis. Se adicion6 HCI 6N gota a gota hasta no observar
efervescencia en el medio de reaccion. Se filtr6 por succion y la solucién fue
evaporada a presion reducida y el residuo disuelto en AcOEt. La silica fue
lavada con pequefios volumenes de AcOEt (3 veces) y combinados con la
solucién obtenida de la primera filtracion. La capa organica fue lavada con agua
(3 veces), secada con MgSQO,, filtrada y el solvente evaporado a presién
reducida obteniéndose un liquido marrén que fue purificado por CC empleando
una mezcla de polaridad creciente CgHi4-AcCOEt. PM (g/mol): 195.17.
Rendimiento (%): 62 (2.108 g). Liquido marron claro. Pe (°C): ND. IR (CHClg,
cm™): 2894, 1556, 1505, 1491, 1447, 1380, 1251, 1102, 1043, 938. RMN-'H
(270 MHz, CDCls, 8): 3.21 (t, 2H, H-a), 4.54 (t, 2H, H-B), 5.93 (s, 2H, H-3'), 6.64
(d, 2H, H-2 y H-6), 6.74 (d, Js¢ = 7.67 Hz, 1H, H-5). RMN-*C (67.94 MHz,
CDClg, 8): 33.29 (C-a), 76.63 (C-B), 101.20 (C-3’), 108.70 y 108.96 (C-2 y C-5

intercambiables), 121.79 (C-6), 129.29 (C-1), 146.99 (C-4), 148.10(C-3).
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5.1.2.4 2,3-Diclorofenetilnitro, 1.94.

Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El derivado 1.92 (217 g/mol, 1.965 g, 9.06 mmoles), NaBH, (37.83 g/mol, 1.400
g, 37.00 mmoles), silica gel 60 (18.205 g), IPA (27 mL) y CHCI; (144 mL). El
tiempo de reaccion fue de 22 h. Se aislé un liquido amarillo que fue purificado
por CCP siendo la placa desarrollada en una mezcla al 10% de AcOEt en
CeH1s. PM (g/mol): 220.05. Rendimiento (%): 90 (1.786 g). Liquido rojizo
oscuro Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 1557, 1453, 1424, 1379, 1210, 1058,
867. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 3.46 (t, J = 5.4 Hz, 2H, H-0), 4.64 (t, J = 5.4
Hz, 2H, H-B), 7.14-7.16 (m, 2H, H-4 y H-6), 7.39 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-5). RMN-
13C (75 MHz, CDCls, 8): 32.21 (C-0), 73.93 (C-B), 127.67 (C-6), 129.19 y 129.94
(C-4 y C-5 intercambiables), 132.35 y 133.77 (C-2 y C-3, intercambiables),

135.71 (C-1).

5.1.2.5 Sintesis de 3,4-dimetoxifenetilamina, 1.95.

Procedimiento general.

En un recipiente de vidrio especial para hidrogenaciones cataliticas se

coloco el derivado 1.93 (195.17 g/mol, 1.618 g, 8.29 mmoles,) disuelto en EtOH

[114]



PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Materiales y Métodos

absoluto (20 mL). Se adicion6 10% en peso del catalizador Pd/C al 10% (0.162
g), respecto al derivado fenetilnitro, y fue sometido a una presion inicial de
hidrégeno de 45 Ip®. Se dejé en agitacién por 5 h a 26 °C. La mezcla de
reaccion fue filtrada y el solvente evaporado a presion reducida obteniéndose
un liquido amarilllo. Se purificé una pequefia cantidad por CCP siendo la placa
desarrollada en una mezcla de 1% de EtOH en DCM. PM (g/mol): 165.19.
Rendimiento (%): 97 (1.322 g). Liquido amarillo. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™):
3200, 2920, 1600, 1580, 1480, 1430, 1350, 1240, 1080,1030, 930. RMN-'H
(270 MHz, CDCls, 8): 2.63 (t, J = 6.93 Hz, 2H, H-a), 2.88 (t, J = 6.93 Hz, 2H, H-
B), 5.89 (s, 2H, H-3’), 6.62-6.69 (m, H-2, H-5 y H-6). RMN-'3C (67.94 MHz,
CDCl3, 8): 39.69 (C-a), 43.50 (C-B), 100.87 (C-3’), 108.27 y 109.19 (C-2 y C-5,

intercambiables), 121.74 (C-6), 133.58 (C-1), 145.96 (C-4), 147.72 (C-3).

5.1.2.6 2,3-Diclorofenetilamina, 1.96.

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El derivado 1.94 (220.05 g/mol, 1.761 g, 8.00 mmoles), PtO, (0.175 g) y EtOH
(30 mL) siendo sometido a una presion inicial de hidrégeno 44 Ip? por 6 h a 26
°C. Se aislo un aceite rojizo oscuro. Se purificé una pequefia cantidad por CCP
siendo la placa desarrollada en una mezcla que contenia 1% de EtOH en DCM.
PM (g/mol): 189.01. Rendimiento (%): 90 (1.566 g). Aceite rojizo oscuro. Pe

(°C): ND. RMN-'H (500 MHz, CDCls, §): 2.89-2.95 (m, H-o. y H-B), 7.08-7.13 (m,
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H-5y H-6), 7.30 (dd, J45=7.00 Hz y J46 = 2.5 Hz, H-4). RMN-'3C (125.72 MHz,
CDCl3, §): 38.55 (C-a), 41.56 (C-B), 126.73 (C-4), 128.52 y 128.94 (C-5y C-6),

132.34y 133.25 (C-2 y C-3, intercambiables), 139.69 (C-1).
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5.2 Seccion bioldgica. Evaluaciéon in vitro de la actividad esquistosomicida
de derivados y analogos de PZQ en S. mansoni.
5.2.1 Equipos, materiales y reactivos.

Recipientes de vidrio (150 mL y 1000 mL), pinzas largas, tabla de
diseccion, rejilla (10 x 10 cm), pincel de punta fina, solucion salina isotonica,
capsulas de Petri, placas de ELISA de 96 pozos, pipetas Pasteur, tubos de
recoleccion de sangre libres de ac. etilendiamintetracético (EDTA), tubos para
microcentrifuga y centrifuga de 1.5 mL y 50 mL respectivamente, equipo de
perfusién, balanza analitica (0.00001 g) (OHAUSS), microscopio invertido
(Leika), campana de flujo laminar (Labconco), incubadora, medio de cultivo
RPMI 1640 (Gibco), suero fetal bovino (Gibco), DMSO para analisis (Riedel-de
Haén), PZQ NOVA-ARGENTIA (0.600 g), solucion de Penicilina/Estreptomicina

(10.000 unidades/mL y 10.000 pg/mL, Gibco).

5.2.2 Animales.

Se utilizaron ratones Swiss heterocigotos y hamsteres heterocigotos, los
cuales fueron suministrados por el bioterio del Instituto de Medicina Tropical
(UCV). Se obtuvo la correspondiente autorizacion del Comité de Bioética del

Instituto de Medicina Tropical.

5.2.3 Parasitos.
Se emplearon vermes adultos de S. mansoni obtenidos de ratones que
fueron previamente infectados (8 semanas antes) con cercarias provenientes de

caracoles de B. glabrata.
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Para ensayar la actividad esquistosomicida de derivados y analogos de
PZQ se emplearon vermes adultos de S. mansoni, los cuales fueron obtenidos

de la siguiente manera:

5.2.4 Obtencién de los vermes adultos de S. mansoni.

La obtencion de los vermes adultos de S. mansoni fue realizada en 2
pasos: A) Infeccidén percutanea del hospedador mamifero y B) Recuperacion de
los vermes adultos, utilizando para ambos, procedimientos descritos por

Smithers et al (109):

5.2.4.1 Infeccion percutanea del hospedador mamifero.

Las cercarias de S. mansoni fueron obtenidas de caracoles B. glabrata
infectados. Los ratones o hamsteres fueron colocados en recipientes de vidrio
de tamafio adecuado, permitiendo la inmersion de los miembros inferiores y
abdomen. En dichos recipientes se colocé previamente una suspension de
cercarias (cepa JL, suministrada por el Dr. Italo Cesari (IVIC)) en agua libre de
cloro (100-150 cercarias por raton y 400-500 cercarias por hamsteres) por 1 h.
Los frascos fueron cerrados con tapas perforadas que permitiera la respiracion
del animal. Luego, los animales fueron retirados cuidadosamente de los
recipientes con ayuda de pinzas y transferidos a sus respectivas jaulas con

lecho seco y suficiente agua y comida.

5.2.4.2 Recuperacioén de los vermes adultos de S. mansoni.
Después de 8 semanas de infeccién, los animales fueron evaluados para

verificar caracteristicas de parasitosis (signos y sintomas). Después de la
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confirmacion de la parasitosis, los animales fueron sacrificados y los vermes
adultos de S. mansoni fueron recuperados de los mismos, por perfusion. Los
vermes fueron colocados en una capsula de Petri, con la ayuda de un pincel,
en solucién salina isotonica y luego examinados observando sexo y grado de

madurez.

5.2.5 Evaluacién biolégica in vitro de la actividad esquistosomicida de
derivados y analogos de PZQ. Ensayos de viabilidad.
El protocolo descrito a continuacion fue disefiado y ejecutado en la

Seccion de Biohelmintiasis del Instituto de Medicina Tropical (UCV):

5.2.5.1 Todo el material utilizado fue esterilizado.

5.2.5.2 Los gusanos obtenidos en la seccion 5.2.4.2 fueron colocados en
una capsula de Petri con medio de cultivo conformado por: suero fetal bovino
(2.5 mL), solucion de Penicilina/Estreptomicina (Pen/Strep) de concentracion 10
mg/mL (1mL) completando hasta 50 mL con medio de cultivo RPMI 1640
(Gibco).

5.2.5.3 Se prepararon soluciones de concentracion 0.5 y 1.0 uyg/mL en
DMSO para cada uno de los derivados y analogos de PZQ.

5.2.5.4 Se empleo como farmaco de referencia el PZQ comercial. Se
prepararon soluciones de PZQ a las concentraciones indicadas en el apartado
5.2.5.3.

5.2.5.5 Los ensayos de la actividad esquistosomicida fueron realizados
en una placa de Elisa. Se utilizo como control negativo, medio de cultivo

(apartado 5.2.5.2) y como control positivo PZQ comercial (concentraciones de
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0.5y 1.0 uyg/mL). Se utilizaron 10 vermes por compuesto y cada verme fue
colocado individualmente, con la ayuda de una pipeta Pasteur, en un pozo de la
placa de Elisa donde previamente habian sido adicionados 200 pL de medio de
cultivo mas 200 yL de una solucién conformada por medio de cultivo y la
solucion del compuesto que se deseaba evaluar a las concentraciones ya
mencionadas (apartado 5.2.5.3).

5.2.5.6 La placa de Elisa fue tapada y sellada con papel parafiim en los
bordes y luego incubada a 37°C en una atmésfera al 5% de CO, por 48 h.

5.2.5.7 Transcurridas las primeras 24 h, se estimo la sobrevivencia de los
vermes observando la motilidad de los mismos empleando un microscopio
invertido (10X). Ademas de motilidad, se cuantificé la cantidad de vermes vivos
y muertos (macho y/o hembra). En el caso de los vermes vivos, se obsevo el
tipo de movimiento de cada verme (lento, moderado o rapido).

5.2.2.8 Se repiti6 el apartado 5.2.5.7 transcurridas 48 h.

5.2.2.9 Finalizadas las observaciones, se procedio a la interpretacion del

conjunto de resultados.
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5.3 Seccion Modelado Molecular. Estudio de la relacion cuantitativa entre
la estructura quimica-actividad biolégica (QSAR) de una serie de
derivados de PZQ.

En esta seccion, se describen los programas computacionales utilizados,
servidores web, asi como, los procedimientos relacionados con la seleccion de
la serie de exploracion, seleccion y calculo de los descriptores, el analisis
multivariado de datos para la reduccion de descriptores y construccion del

modelo QSAR.

5.3.1 Programas computacionales y servidores web.

Todos los programas fueron ejecutados en un computador personal
Siragon All in one MT-1900 Series con un procesador Intel (R) Core (TM)i3
(3.20 GHz) A) Programa de modelado molecular CAChe WorkSystem Pro
version 6.01 (CAChe group, Fujitsu America) B) Programa ProjectLeader
(CAChe WorkSystem Pro version 6.01, CAChe group, Fujitsu America), C)
Programa MS Modeling version 3.2.0.0 (Accelrys) D) Programa de estadistica
Minitab 16 (Minitab Inc.) (Demo), E) Programa Accord para Excel version 7.1.5
(Accelrys) (Demo), F) Programa Pallas Pro-logP (Demo) G) Banco de datos de

proteinas (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) H) Caélculo de pCEsp:

http://www.sanjeevslab.org/tools-IC50.html 1) Célculo de descriptores:

http://www.vcclab.org/lab/edragon/.
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5.3.2 Seleccion de la serie de exploracién.

La serie de exploracion consistié de 8 derivados de PZQ, incluyendo este
altimo. Los datos de actividad biolégica expresados como CEsp (M) fueron
obtenidos de Liu et al (46). Los derivados de PZQ fueron ensayados in vitro en
gusanos adultos de S. mansoni. Los compuestos seleccionados junto con sus
valores de CEsp y pCEsg (logaritmo de 1/CEsp) son mostrados en la Tabla 1.3.
La razdn para utilizar los datos reportados en la literatura y no datos propios
sera explicada en la seccion de discusion de resultados. Los datos de actividad

bioldgica son las variables dependientes.

Tabla 1.3. Serie de exploracién: Conjunto de derivados de PZQ seleccionados para el
andlisis.

Compuesto® R R, R, R CEs pCEso
(uM)

PZQ H H H CeH11 0.37 6.43
PZQ8a H OCHjs H CeHi11 9.70 5.01
PZQ8c (\iz/ CeHu 0.90 6.05
PZQ9a H H CH,4 CeH1r 1.30 5.89
PZQ9d H H CHCH,(i-Pr) CeH1r 43.7 4.36
PZQ10b H H H CeHs 3.90 5.41
PZQ10c H H H 0,p(CH3)CgHs 46.8 4.33
PzQ10d H H H m(NO,),p(F)C¢Hs ~ 9.90 5.00

®Se utiliz6 la identificacion de los compuestos de la publicacion.
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El PZQ posee un centro asimétrico en la posicion 11b. Unicamente el
enantiomero R posee actividad esquistosomicida in vitro e in vivo. Los
compuestos fueron sintetizados como mezclas racémicas, por lo que se
consider6 para este estudio que la actividad biologica de los compuestos reside
en el enantidmero R. Sin embargo, la sintesis de los los compuestos PZQ9%a y
PZQ9d genero diasteroisémeros, siendo el producto mayoritario identificado por

estudios de RMN bidimensional (2D-NOESY) como el 11bR,3S.

5.3.3 Seleccién del conjunto de descriptores para el analisis QSAR.

Una vez seleccionada la serie de exploracion y para poder obtener un
modelo QSAR, los compuestos deben ser representados por descriptores, es
decir, una representacion numérica de una propiedad de la estructura quimica o
de cada una de los atomos que conforman esa estructura quimica. Por lo tanto,
antes calcular los descriptores, los diferentes derivados de PZQ deben ser
construidos y su estructura optimizada. Para ello, se procedié de la siguiente

manera:

5.3.3.1 Construccién y optimizacién de la geometria. El paso inicial
fue la construccion y el refinamiento de los derivados de PZQ utilizando el
programa CAChe 6.01. Los derivados fueron construidos a partir de la
estructura cristalina del PZQ co-cristalizada con la glutationa S-transferasa
(GST) de S. japonicum (Cdédigo PDB: 1GTB) depositada en el banco de datos
de proteinas. Se verificd que la hibridizacion y la valencia de cada atomo en la

molécula construida fuera la correcta. La geometria de las estructuras fue
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optimizada empleando mecénica molecular (MM): a) Campo de fuerza: CAChe
MM3 aumentado. b) Algoritmo de minimizacion: gradiente conjugado y “block

diagonal Newton-Raphson” c) Valor de convergencia: 0.001 Kcal/mol.

5.3.3.2 Busqueda de la conformacion de menor energia (Dinamica
molecular). Una vez optimizadas las estructuras segun lo descrito en el
apartado 5.3.3.1, se procedi6 a la busqueda del conformero de menor energia.
Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: a) Campo de fuerza: CAChe
MM3 aumentado, b) Condiciones de la simulacién: b.1) Temperatura: 300 K,
b.2) Periodo de equilibrio: 5 ps, b.3) Duracién de la simulacion: 20 ps, b.4)

Timestep: 0.001 ps

5.3.3.3 Calculo de los descriptores. Debido a que el mecanismo de
accion del PZQ no es claro, el criterio utilizado en la seleccion de los
descriptores se basO en seleccionar unos pocos parametros, cada uno
representativo de una caracteristica fisicoquimica diferente y lo mas general
posible. Las conformaciones de menor energia de los derivados de PZQ
obtenidas bajo las condiciones del apartado 5.3.3.2 fueron refinadas
nuevamente realizando una optimizacion de la geometria en MOPAC utilizando

el método semiempirico PM3 del programa CAChe 6.01.

Seguidamente, se procedi6é a la tabulacion de los descriptores a través
del programa ProjectLeader 6.01 incluyendo descriptores moleculares y
guimico-cuanticos (Tabla 1.4). En cuanto a los descriptores quimico-cuanticos,

dado que las variaciones de la serie tienen como estructura comun el nucleo
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pirazinoisoquinolinico, solo se consideraron algunos atomos pesados (C, Ny
0O). La nomenclatura utilizada para identificar estos atomos se muestra en la
Figura 1.10. La lista y el significado de los descriptores moleculares se

encuentran en el programa ProjectLeader 6.01.

8

;
20 z
19 N o Figura 1.10 Nomenclatura de los
18 14 atomos seleccionados para la
’2\11 15 evaluacion de los descriptores
1 5

guimico-cuanticos.

Tabla 1.4. Distribucién por categorias y total del nUmero de descriptores calculados para cada
una de las ocho moléculas de la serie de exploracion con ProjectLeader 6.01.

Tipo de Descriptor Cantidad Total por
descriptor Categoria
Log P (Pro-LogP)* 1
Peso molecular 1
Indice de conectividad Chi(Orden 0,1y 2) 1
Indice de forma Kier (Orden 2 y 3) 1 5
Moleculares Indice de conectividad de valencia Chi 1
(orden Chi0V y ChilV)
Refractividad molar 1
Momento dipolar
Carga parcial 17 \
Calor de formacion 17
Densidad HOMO 17
Densidad LUMO 17
Suceptibilidad a electrofilo 17
Suceptibilidad a nucledfilo 17
Quimico- Suceptibilidad a radical 17
Cuénticos Superdeslocalizacion electrofilica 17 170
Superdeslocalizacion nucelofilica 17 >
Superdeslocalizacion radical 17
Afinidad electrénica 1
Energia estérica” 1
Energia total 1
Calor de formacion 1
Energia HOMO 1
1

/

Energia LUMO

Total 175
Decriptores

®Calculado con el Programa Pallas Pro-LogP. "Equivalente a la conformacién de minima
energia.
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5.3.4. Proceso de seleccion de los descriptores para el modelo QSAR.
Aproximacion de algoritmo genético.

Se calcularon 175 descriptores. No todos los descriptores son utilizados
para construir la(s) ecuacion(es) QSAR, por lo que se debe reducir la cantidad
de los mismos al minimo posible mediante el uso de la aproximacion del
algoritmo genético. Antes de proceder a la aplicacion del algoritmo, los
descriptores fueron estandarizados. Para ello, se utilizé el mddulo de estadistica
del programa MS Modeling 3.2.0. Luego, se aplico el algoritmo al conjunto de
descriptores. Los descriptores calculados (Tabla 1.4) fueron agrupados en tres
conjuntos: a) Conjunto de descriptores moleculares, b) conjuntos de
descriptores quimico-cuanticos y ¢) combinacion del conjunto de descriptores
moleculares y quimico-cuanticos. Los descriptores son las variables
independientes. Los parametros empleados para la aplicacion del algoritmo a
cada uno de los conjuntos fueron los siguientes:

1. Numero de descriptores por cromosoma (individuo): 2 descriptores.

2. Poblaciones iniciales: 250, 500 y 1000 individuos.

3. Numero méaximo de generaciones: 2500, 5000 y 10000 generaciones para las
problaciones iniciales de 250, 500 y 10000 individuos respectivamente. Estos
valores de generaciones corresponden a 10 veces el valor de la poblacion
inicial.

4. Probabilidad de mutacion: 0.01 unidades de probabilidad, lo que es igual a
una ocurrencia del 1% en la poblacion, magnitud analoga a la frecuencia de
mutacion observada en los sistemas biolégicos.

5. Funcién de evaluacion: Friedman LOF.
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6. Resultados de la aplicacion del algoritmo genético: Los mejores modelos
QSAR fueron seleccionados en base al grafico de ocurrencia del descriptor
versus el nimero de generaciones y a los resultados obtenidos de la funcién de
evaluacion Friedman LOF y de los parametros estadisticos tales: R?, R%q Q° y
F. Estos modelos corresponden a la poblacién élite resultante de la aplicaciéon

del algortimo.

Luego de haber seleccionado los descriptores por el algoritmo, se
examind la distribucién de los valores para cada uno de ellos. Esto se logro
calculando la covarianza (seccion 3.3.2.1.2.3). Ademés, se verificO las
correlaciones entre los mismos para evitar la sobre-representacion en la
informacion, es decir, repeticion de la informacion contenida en los datos. La
matriz de correlacién se obtuvo a través del médulo de estadistica del programa

MS Modeling 3.2.0. El valor de correlacion utilizado fue 0.7.

5.3.5 Construccion del modelo QSAR. Anélisis de regresion lineal simple
y multivariada.

Luego, se construyeron las ecuaciones QSAR mediante un analisis de
regresion lineal simple y multivariada entre los descriptores seleccionados
(variables independientes) y los datos de actividad biolégica (pCEsp) (variables
dependientes). Es importante recordar que la ecuacion QSAR debe contener
un maximo de dos descriptores, ya que se trabajé con un conjunto de datos de
actividad biolégica muy pequefio. La relacibn de Topliss indica que debe

seleccionarse un descriptor por cada 4 o 5 compuestos, por lo tanto, para un
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conjunto de datos de 8 compuestos, el nimero maximo de descriptores seria de
dos, es decir, la ecuacion QSAR debe tener un maximo de dos variables
independientes, una cantidad mayor de descriptores puede conducir a un

sobreajuste del modelo.

Una vez aplicada la regresion, se muestran los valores de actividad
biolégica calculados por el modelo, los valores residuales para cada punto de

prediccion y los parametros estadisticos de la regresion (s, r, %, Q*y F).

5.3.6 Prediccion de la actividad biolégica de derivados y analogos de PZQ.

La prediccion de la actividad biologica de los derivados y analogos de
PZQ sintetizados en esta tesis, se realizd utilizando la ecuacion QSAR que
mostré los mejores parametros estadisticos para cada uno de los conjuntos
descriptores. Para ello, fue necesario calcular esos descriptores a partir de las
estructuras optimizadas, empleando las mismas condiciones anteriormente

comentadas (apartados 5.3.2.1 a 5.3.2.3).

5.3.7 Predicciones in silico de propiedades ADME para derivados y
andalogos de PZQ.

Se realiz6 una prediccion de la capacidad de absorcion in vivo de una
serie de derivados y analogos de PZQ sintetizados en esta tesis, asi como, los
derivados de PZQ publicados por Liu et al (46). Estas reglas han sido
ampliamente utilizadas como filtros para el desarrollo de programas de disefio
de drogas. Los calculos tedricos se realizaron empleando el programa Accord

para Excel versiéon 7.1.5.
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6.1 Resultados y Discusion. Seccion Quimica.

Hasta la fecha, se han publicado diversas sintesis de PZQ obteniéndose
en la mayoria de los casos la mezcla racémica. También, han sido reportadas
sintesis enantioselectivas del enantibmero biolégicamente activo. En este
trabajo, se logro sintetizar el PZQ, ademas de una serie de derivados y
analogos del mismo. La estrategia de sintesis utilizada permitid obtener el PZQ
con un exceso enantibmerico (ee) del enantiomero biolégicamente activo. A
continuacion, se explicara la via de sintesis utilizada, asi como, otra ruta de
sintesis probada que no dio el resultado esperado, sin embargo, los resultados
obtenidos fueron muy interesantes. ElI PZQ fue obtenido mediante la

denominada Sintesis I, la cual sera explicada en detalle a continuacion.

6.1.1 Sintesis de PZQ, sus derivados y anélogos: Sintesis I.

El PZQ, sus derivados y andlogos fueron obtenidos en cinco pasos de
reaccion: 1) Reaccidon de sustitucidn nucleofilica bimolecular (SN,) entre el
aminoacetaldehido dimetil acetal (AADA) y derivados bromados en las
posiciones alfa (o) o beta (B) de ésteres etilicos 1.97, obteniéndose la
correspondiente amina secundaria 1.98 2) Luego, la reaccién entre un acido
carboxilico o cloruro de &cido con la amina secundaria 1.98 generandose la
respectiva amida 1.99 3) Saponificacion del éster etilico del intermediario 1.99,
obteniéndose el respectivo acido carboxilico 1.100 4) Seguidamente, una
reaccion de condensacion entre el acido 1.100 y un derivado de fenetil o

bencilamina mono o di sustituida, generd un intermediario diamido-acetal 1.101
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y 5) La ciclacion intramolecular en medio acido origind los compuestos de

interés 1.102 (Esquema 1.7).

Sintesis |
OCH,4 OCH, OCH,
R % R,COCI
H,CO + - —> H,CO O ——» HsCO
Base
NH, Br OEt HN
~ OEt Y
AADA 1.97 1.98 L 1.99
1) NaOH(s)
2) HCI 3N
OCH,4

Ra>

D/m Amlna H3CO)\

R; \/ga\ (7/& Y %P)k
o R,CO” j\

1.102 Ry 1.101 1.100

HscO” OCHg

Esquema 1.7 Sintesis |I. Esquema general de sintesis de PZQ, sus derivados y analogos
siendonym 1o 2.

A continuacion, se describirda de manera detallada la obtencién de cada
uno de los intermediarios involucrados en la Sintesis | del PZQ, derivados y

analogos del mismo.

6.1.1.1 Paso 1. Sintesis de derivados de [(2,2-
dialcoxietil)amino]ésteres de etilo o metilo. El primer paso de la sintesis
consistié en la obtencidn del intermediario [(2,2-dietoxietil)amino]acetato de etilo
1.103 siendo sintetizado como compuesto de prueba, el cual fue obtenido a
través de dos diferentes rutas de sintesis: Rutas A y B (Esquema 1.8). Es

importante mencionar que, para el momento de comenzar la sintesis del PZQ,
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no se disponia del AADA. Las dos rutas ensayadas dan el compuesto
esperado, sin embargo, la Ruta B fue la mejor. Seguidamente, se describira

cada una de las mismas.

Ruta B
Br OEt OEt
+ EtO <« EtO
OR,
© HoN N3 Ruta B
1.105 1.47 1.46

+ -
NH, CI

O OEt
% Br Y\NH Eto— f
R;: Me o Et OEt ol =— + OR,
Br o)

1.103 OR BADA 1.104
Ruta A

Esquema 1.8 Rutas ensayadas en la obtencion de [(2,2-dietoxietil)amino]éster de etilo o metilo.

6.1.1.1.1 Ruta A: Una reaccion SN, entre el clorhidrato de la glicina
metil éster 1.104 y el bromoacetaldehido dietilacetal (BADA) ensayandose
varias condiciones de reaccion (Tabla 1.5). EIl primer inconveniente en llevar a
cabo esta reaccion fue conseguir un solvente en el cual todos los reactantes
fueran solubles. Se probaron dos solventes: 1) Un solvente no polar tal como
CHCIl3 y 2) Un solvente aprético polar como el MeCN. Ningunos de los solvente
utilizados disolvio la glicina metil éster. Sin embargo, la adiciébn de una base
organica, tal como TEA, o inorganica, como Na,COg, desprotonaria la glicina,

ayudando a solubilizarla. Se ha reportado en la literatura (110), la
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desprotonacion del clorhidrato de la glicina metil éster con un exceso de N-

metilpiperidina en CHCls.

Tabla 1.5 Sintesis de [(2,2-dietoxietil)amino]acetato de etilo, 1.103, Ruta A.

OFt NH3+C'_ EtO OMe
EtO N . %NHY
/ OCHj; OEt o)
Br (0]
BADA 1.104 1.103

Relacién molar

Reaccion BADA Glicina Base’ Solvente Tie(rr?)po (';‘;:)
ester
378° 1.0 1.0 Na,COj; (5.0) MeCN 35 61
380° 1.0 2.0 Na,COs (4.0) MeCN 20 100
404° 1.0 1.0 Na,COj; (2.0) MeCN/DMFyps 24 16
407° 1.0 2.0 TEA (2.0) CHCl, 24 .
408*¢ 1.0 2.0 TEA (3.0) CHCl, 76 63
426*° 1.0 2.0 TEA (3.0) MeCN 192 31
440' 1.0 3.0 DIPEAgyc DIPEA 23 24

226 °C. "El nimero entre paréntesis indica el nimero de moles. “Rendimiento crudo de reaccion.
990-100 °C. “Reflujo. *Atmésfera inerte. 100 °C.

En R378, la reaccion fue realizada en MeCN empleandose cantidades
equimolares de los reactantes y un gran exceso de Na,COg, siendo la reaccion
realizada a 26 °C por 35 h. De la reaccion, se aislé un liquido amarillo con un
rendimiento del 61%. El espectro de IR revelé una banda intensa en 1735 cm™
debida a la frecuencia de estiramiento del grupo carbonilo, ademas de las
bandas correspondientes al grupo acetal en 1040 y 1120 cm™. También, se

observd una banda de mediana intensidad debida a la frecuencia de

estiramiento del enlace C-Br en 680 cm™ indicando la presencia de BADA que
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no reacciono. Por otro lado, el EM mostré una sefial con una relacion m/z de
206.4 uma (peso molecular esperado es de 205.25 g/mol). Todo esto indico
gue el producto aislado era el esperado. La CCF mostro el producto de interés
mas otros productos secundarios. El crudo de reaccion aislado no fue

purificado.

Las condiciones utilizadas en R380 incrementaron significativamente el
rendimiento de la reaccién. En cuanto al resto de las condiciones ensayadas en
R404, R407, R408, R426 y R440 (Tabla 1.5), las diferentes variaciones
realizadas a las condiciones de reaccién, no lograron mejorar notablemente el

rendimiento, y en algunos casos lo empeoraron.

De todos los intentos de reaccion probados el mejor fue R380. Las
mejores condiciones fueron aquellas donde se utilizé como base Na,COj3; y
MeCN como solvente, a temperatura ambiente, donde el tiempo de reaccién
influye en el rendimiento de la misma. Sin embargo, dichos resultados no fueron

reproducibles.

Al principio, se pensé que el problema era la desprotonacion de 1.104.
Almeida et al (111) reportaron la preparacion de la glicina metil éster a partir de
1.104 suspendida en éter seco y burbujeando rapidamente de manera
intermitente amoniaco. Los autores comentan que la glicina metil éster
polimeriza, almacenada a temperatura ambiente, por lo que debe ser guardada
a -20 °C, por periodos cortos, sin descomposicion significativa. En base a este

comentario, en algunos casos el bajo rendimiento pudiera ser debido a una
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descomposicion de la glicina metil éster, especialmente cuando se dejaba

largos periodos de tiempo y con calentamiento.

También, se penso6 en un problema de impedimento estérico del BADA
para ser atacado por la glicina metil éster. Esto pudiera ser explicado por la
Regla de Seis establecida por Newman (112) que indica que aquellos atomos
que son mas efectivos en ejercer impedimiento estérico, estdn separados del
atomo atacante, en el estado de transicion, por una cadena de cuatro atomos.
Esto significa que si el atomo atacante es designado como 1, el atomo
blogueante estara en la posicion 6. En el caso de la reaccién entre el BADA y
la glicina metil éster, si se asigna la posicion 1 al &tomo de nitrégeno de la
glicina metil éster y la posicion 2 al a&tomo de carbono unido al atomo de Bry se
continda la numeracién sobre el BADA, se observan dos posibles atomos
blogueantes en la posicion 6, pudiendo ser H o C (Figura 1.11). Esto pudiera

explicar la falta de reactividad de BADA a un ataque nucleofilico.

Figura 1.11 Regla de seis aplicada a la reaccién SN, entre el BADA y glicina metil éster.

6.1.1.1.2 Ruta B: En base a los resultados obtenidos en la Ruta A, se

decidi6 ensayar la Ruta B, mas larga que la anterior, la cual consideré la
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preparacion de aminoacetaldehido dietilacetal 1.47 en dos pasos de reaccion:
1) Sintesis de 2-azido-1,1-dietoxietano 1.46 y 2) Reduccion catalitica del grupo
azido a la amina primaria 1.47. Luego, la reaccion de condensacion con
bromoacetato de etilo 1.105 (compuesto de prueba) generando el

correspondiente derivado 1.103.

El compuesto 1.46 fue obtenido por un desplazamiento del ion bromuro
por el grupo azido de la NaNs. Se utilizaron las condiciones reportadas por
Bellur et al (106) en la sintesis del mismo producto. Se obtuvo con una pureza
aceptable y con un rendimiento del 95% (Tabla 1.6). La estructura sintetizada
fue confirmada por las técnicas espectroscépicas adecuadas: EIR, RMN-'H y
RMN-'3C (Espectro 1.46) coincidiendo con los datos reportados en la literatura
(106). Vale la pena comentar que en este espectro se observan dos multipletes
entre 3.53 y 3.73 ppm correspondientes a los protones metilénicos del
dietilacetal. La razdn para esta multiplicidad es debida a que estos protones

son diastereotopicos.

Tabla 1.6 Sintesis de 2-azido-1,1-dietoxietano, 1.46.

OEt OEt
EtO EtO
E—
Br N

BADA 1.46

Relacion molar
Reaccion BADA NaN; Kl Solvente OT Tiempo R®
(°C) (h) (%)

485 1.0 15 0.1 DMSO 90 168 95

#Rendimiento crudo de reaccion.
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Se ensay0 otra condicion de reaccibn muy utilizada en nuestro
laboratorio en esta clase de desplazamiento (Acetona/Agua y exceso de NaN3).

Bajo estas condiciones no hubo reaccion.

Posteriormente, se procedid a la hidrogenacion catalitica de 1.46
utilizando un 10% del catalizador Pd/C (10%), aislandose el compuesto 1.47. Se
probaron varias condiciones de reaccion variando principalmente el tiempo de

reaccion y en algunos casos el porcentaje de catalizador utilizado (Tabla 1.7).

Tabla 1.7 Sintesis de aminoacetaldehido dietilacetal, 1.47.

OEt
43 Pd/C (10%) EtO
EtOH
HoN
1.46 1.47

Reaccion Catalizador Presién H, Tiempo R®
(%) (Ip%° (h) (%)

510 10 20 3.5 86
519 20 20 4 85
526 20 21 7 74

%lp”: Libras por pulgada al cuadrado. °Rendimiento crudo de reaccién.

La primera condicion de reaccion ensayada es la mostrada en R510. Se
empled un porcentaje de catalizador del 10%, con una presién inicial del 20 Ip?
y un tiempo de 3.5 h aislandose un aceite amarillo con un alto rendimiento. En
R519, se incrementd al doble el porcentaje de catalizador manteniéndose la
presion inicial. EI cambio no fue significativo, ya que el rendimiento del producto
deseado fue similar al alcanzado en R510. Se penso que un incremento en el

tiempo de reaccion pudiera incrementar el rendimiento. Sin embargo, esto no
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fue asi, todo lo contrario, se observé una disminucidon del mismo de mas de

10%.

En todos los casos, en el espectro de IR se observé ausencia de la sefial
debida a la frecuencia de estiramiento del grupo azido en 2100 cm™. Sin
embargo, en el espectro de RMN-'H y *3C. Se observan algunas sefiales, poco
intensas, del producto de partida. La pureza del producto aislado fue analizada
por CCF indicando que el mismo estaba bastante puro para ser utilizado en el

siguiente paso de reaccion.

Luego, la reaccion entre 1.47 y el éster 1.105 condujo al intermediario
1.103 (Tabla 1.8). En los ensayos R522 y R524, el reactivo limitante de la

reaccion fue el éster 1.105.
Tabla 1.8 Sintesis de [(2,2-dietoxietil)amino]acetato de etilo, 1.103, Ruta B.
Br OEt
EtO OEt
+ EtO Y\NHY
OEt

/ OEt 0
o] H,N

1.47

1.105 1.103

Relacién molar

Reaccion BAE® AADEA? Base Solvente T Tiempo R
(°C) (h) (%)
522 1.0 1.2 TEA (2.0) DCM 26 66 47°
544 1.0 2.0 TEA (1.9) CHCls 50-60 144 76"

?BAE: BromoAcetato de Etilo, 1.105. "Aminoacetaldehido dietil acetal,1.47. °*Rendimiento crudo
de reaccién. “Rendimiento producto purificado.

Las condiciones utilizadas en R522, condujeron al producto esperado

con bajo rendimiento. También es importante comentar que, el producto aislado
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se oscurecia con el paso de los dias, a pesar de ser almacenado en un frasco
ambary a5 °C. La CCF mostro la aparicion de otros productos secundarios. El

espectro de IR mostro las sefiales esperadas para este intermediario.

La adquisicion de AADA comercial permitié la obtencién del intermediario
[(2,2-dimetoxietil)amino]acetato de etilo 1.48 mediante una sola reaccion de
condensacion con el éster 1.105. Se ensayaron varias condiciones de reacciéon
(Tabla 1.9) las cuales sirvieron para sintetizar el resto de los derivados de esta
clase de compuestos (Tabla 1.10). Es importante mencionar que, la sintesis del
intermediario [(2,2-dimetoxietil)amino]acetato de t-butilo ya ha sido reportada

(113).

Tabla 1.9 Sintesis de [(2,2-dimetoxietil)amino]acetato de etilo, 1.48.

Br OMe MeO
/ OEt OMe kfo
o) H,N

1.105 AADA 1.48 OFEt

Relacién molar

Reaccion "BAEZ  AADA Base Solvente T Tiempo R°
(°C) (h) (%)

613 1.0 2.0 TEA Tol 60-90 112 67
627 1.2 1.0 NaHCO; SDS"/agua 80 31 22
1017 1.0 2.0 AADA MeCN 50 94 89

3BAE: BromoAcetato de Etilo. °SDS: Dodecil sulfato de sodio. “Rendimiento crudo de reaccion.

Al principio, se realizaron varios ensayos utilizando condiciones de las
Ruta A y B (datos no mostrados). La CCF de estas reacciones reveld, ademas
del producto esperado, otros productos secundarios con Rf similares al

producto de interés, lo cual hizo muy dificil el proceso de purificacion.
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Las condiciones utilizadas en R613 condujeron a la formacién de la
amina secundaria pero con un rendimiento del 67%. Se purificoO una pequefia
cantidad siendo analizada EIR, RMN-'H y *3C (Espectro 1.48), confirmando la

obtencién de la misma.

De acuerdo a un trabajo publicado por Singh et al (114) la N-alquilacion
directa de aminas primarias a aminas secundarias o terciarias y de aminas
secundarias a aminas terciarias ha sido alcanzada con excelentes rendimientos
empleando haluros de diversa naturaleza: haluros de alquil, bencil y alil, en
presencia de NaHCO3; en un medio acuoso a 80 °C y utilizando una pequefia
cantidad de dodecilsulfato de sodio (SDS) actuando como un catalizador de
transferencia de fase. Se utilizaron estas condiciones en R627, en el cual el

rendimiento del producto deseado alcanz6 solo un 22%.

Se ensayaron las condiciones reportadas en R1017. La CCF del
producto aislado mostré6 que el mismo estaba bastante puro, no requiriendo

purificacion adicional y utilizandose asi para las siguientes reacciones.

Para la sintesis de los otros derivados de [(2,2-dimetoxietil)Jamino]ésteres
de etilo 1.49 y 1.50, se probaron las condiciones que dieron el mejor

rendimiento en la sintesis de 1.48, es decir, las condiciones R1017 (Tabla 1.10).

En el caso de la sintesis de 3-[(2,2-dimetoxietil)amino]propanoato de etilo
1.49, R833, se aislo el producto deseado bastante puro con un rendimiento del
62%. El espectro de IR mostré una sefial en 1727 cm™ debida al estiramiento

del enlace carbonilico. Con la idea de mejorar el rendimiento de R833, se
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incremento la temperatura y luego el tiempo de reaccién, manteniendo la misma

relacion molar. Si bien, el espectro de IR de R967 es similar al de R833, la CCF

mostré un producto muy impuro siendo dificil de purificar. Las condiciones

utilizadas en R1057 dieron el producto deseado con una pureza similar al

aislado en R833, sin embargo, el rendimiento obtenido fue algo menor. En este

caso, el equivalente adicionado en exceso del AADA fue sustituido por DIPEA,

siendo la principal ventaja de estas condiciones, ya que evita el gasto

innecesario de AADA. Los espectros de RMN-'H y *C mostraron que el

producto era el esperado.

Tabla 1.10 Sintesis de derivados [(2,2-dimetoxietil)amino]ésteres de etilo, 1.49 (R: H,

n:2) y 1.50 (R: CHs, n:1).

Br OMe MeO.
R—(. 4+ Me MeCN Y\NH
OEt OMe O
R
o] H,N
OEt
AADA
Relacién molar

ReaCCién R BEEa AADA DIPEA T TiempO Rb
(°C) (horas) (%)

833 H( n:2) 1.0 2.0 e 65 75 62

967 H (n:2) 1.0 2.0 . 136 44 .

1057 H (n:2) 1.0 1.1 15 50 168 56

969° CHs(n:1) 1.0 2.0 o reflujo 68 o

1020 CHs(n:1) 1.0 1.0 1.0 60 120 81

°BEE: Bromoéster de etilo. "Rendimiento crudo de reaccién. °Se adiciond cantidades cataliticas

de KI.

De igual forma, la sintesis de 2-[(2,2-dimetoxietil)amino]propanoato de

etilo 1.50 se logro a través de las condiciones descritas en R1020. Se obtuvo
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un producto de pureza aceptable que fue utilizado en el siguiente paso de
reaccion. El espectro de IR mostré una sefial asignada al grupo carbonilo con
una frecuencia de estiramiento en 1729 cm™ y las sefiales esperadas en RMN-
'H y 3C. Respecto a las condiciones probadas en R969, estas dieron una

mezcla compleja de productos muy dificil de purificar.

En un trabajo publicado por Todd et al (72) sintetizaron el [(2,2-
dimetoxietil)Jamino]acetato de bencilo, con un rendimiento del 38% a través de
una aminacion reductiva entre el dimetoxiacetaldehido y el aminoacetato de
bencilo, utilizando triacetoxiborohidruro de sodio (NaBH(OAc)s;) como agente

reductor.

No conforme con el rendimiento obtenido en la sintesis de 1.49, se
planteé su obtencion usando la misma secuencia de la Ruta B citada antes

(Esquema 1.9):

Br\/YO NaN, Ns\/ﬁ/o H,, Pd/C HzN\/YO
— < =

OEt Ot Ot
1.106 1.107 + 1.108
OFt OEt
EtO NH\)\ = FtO
j(\/ OEt
O 1.49 Br
BADA

Esquema 1.9 Sintesis propuesta de 3-[(2,2-dimetoxietil)amino]propanoato de etilo.

1) Una reaccion SN entre el B-bromopropionato de etilo 1.106 y NaN3 en

un solvente polar obteniéndose 1.107 2) Reduccién catalitica del grupo azido
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empleando Pd/C como catalizador para dar el B-aminopropionato de etilo 1.108

y 3) Condensacion entre 1.108 y BADA generando el producto deseado.

El primer paso de la sintesis consistid en la reaccién SN, entre 1.106 y
NaN; ensayandose varias condiciones para la misma para dar 1.107 (Tabla

1.11).

Tabla 1.11 Sintesis de 3-azido-propanoato de etilo, 1.107.

Br\/\(O NaN3 N3\/\(O
—

OEt OEt
1.106 1.107
Relacién molar

Reaccién B-BPE" NaNs Kl Solvente T Tiempo R®
(°C) (horas) (%)

991 1.0 3.0 . Acetona/H,O reflujo 20 31
994 1.0 6.0 0.1 Acetona/H,O reflujo 46 33

998 1.0 1.5 0.1 DMSO 90 120 5
1003 1.0 2.0 MeOH reflujo 6 34

?B-BPE :B-Bromo-Propionato de Etilo, 1.106. "Rendimiento producto purificado.

El azido éster 1.107 fue obtenido bajo las condiciones de reaccion
utilizadas en R991, siendo el rendimiento de apenas un 31%. La sefial mas
importante en el espectro de IR fue la correspondiente al estiramiento del grupo
azido en 2106 cm™. Sin embargo, debido al bajo rendimiento obtenido, se
decidi6 modificar dichas condiciones. En R994, un incremento en la relacion
molar de la NaN3 y tiempo de reaccion, ademas de la adicion de cantidades
cataliticas de KI, apenas mejor6 el rendimiento en un 2% respecto al obtenido

en R991. En R988, se utilizaron las condiciones utilizadas en la sintesis de
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1.46 (Tabla 1.6). Estas variaciones afectaron considerablemente el rendimiento,
en comparacion con R991 y R994, siendo de solo un 5%. Este intermediario
fue sintetizado previamente por Weber (115) obteniéndose un liquido amarillo
claro con un rendimiento del 43%. Se reprodujeron estas condiciones en
R1003, sin embargo, el rendimiento obtenido de 1.107 fue igual a R991 y R994.
En todos los casos, las reacciones fueron monitoreadas por CCF empleando
una mezcla al 5% de acetato de etilo (AcOEt) en hexano (C¢H14) y purificadas

mediante CC utilizando la misma mezcla.

En vista de que los rendimientos obtenidos en la sintesis de este
intermediario fueron muy bajos, se descartdé esta ruta de sintesis. A pesar del
bajo costo de los reactivos necesarios para esta via sintética, la misma
involucraria 3 pasos de reaccion, que deberian producir excelentes
rendimientos para que ésta pudiera competir con la ruta de un solo paso, la cual

produjo un 56% de rendimiento (R1057).

Los bajos rendimientos obtenidos de los productos 1.49 y 1.107 podrian
deberse a que el &omo de bromo, uUbicado sobre el 4tomo de carbono B,
respecto al carbonilo del éster, disminuye la electrofilicidad de este carbono

haciéndolo poco suceptible a un reaccion del tipo SN2.

6.1.1.2 Sintesis de intermediarios amido ester acetal. EIl siguiente
paso correspondié a una reaccion de acilacion de las aminas secundarias
obtenidas en el primer paso, es decir, los productos obtenidos en R1017 (1.48),

R1020 (1.49) y R1057 (1.50), con un cloruro de &acido o un acido carboxilico
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activado obteniéndose la respectiva amida. Para buscar las mejores
condiciones, se utilizaron como compuestos modelo el derivado 1.48 y el acido

ciclohexilcarboxilico 1.109, ensayandose dos métodos (Tablas 1.12A y 1.12B).

Tabla 1.12A Sintesis de N-[(ciclohexilcarbonil)(2,2-dimetoxietil)amino]acetato de etilo,
1.51.

OEt

ocH, K&O cHo,  © OCHj
* )\/ ) °C, 48 ° N\)\
NH o
H,CO 50 °C, 48 h OCH4
1.109 1.48 1.51

Relacion molar X

Reaccion Acido AEAZ DIC HOBt DIPEA (5)

0

683 13 1.0 1.2 1.2 2.0 81

*AEA:AminoEsterAcetal,1.48. "Rendimiento producto purificado.

El primer método, R683, consistio en la formacién de un enlace tipo
amida mediante la reaccion del acido 1.109 activado con diisopropilcarbodiimida
(DIC), el aditivo 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), en presencia de una base

(DIPEA) y el derivado 1.48.

La formacion del enlace tipo amida ocurriria segun lo indicado en el
Esquema 1.10 (116):
1) El ataque del acido carboxilico o su respectivo carboxilato al carbono central
de la carbodiimida origina la correspondiente O-acilisourea, A, siendo la primera
especie activa formada en la reaccibn de acoplamiento. Aunque las

carbodiimidas pueden formar derivados de guanidinas con aminas, esta
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reaccion es demasiado lenta para competir efectivamente con la formacion de

la O-acilisourea (117).

P N
2N
R + RZ\N¢C/ R,
OH
R o]
Y
o) NH
\lcl:/ \Rz
N
7~

R.NH
v R4~/< 0 HOBt

@]
/K
Y
zZ
Z// \Z/O

C
RA/<
> /NH HOBt

R, HO\

D N
0 \D

R2HN4/<

NHR2 Rz: C3H7OC6H11

Esquema 1.10 Mecanismo de reaccién de la formacién de enlace tipo amida mediada por una
carbodiimida en presencia de HOBt.

2) El intermediario A puede sufrir ataque por el grupo amino formandose la
amida D y el derivado de urea E. 3) Alternativamente, otra molécula de &cido

carboxilico puede reaccionar con A obteniéndose el anhidrido simétrico B. Esta
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es otra especie acilante muy reactiva que puede reaccionar con el componente

amino para dar la amida D.

Como toda reaccidn, esta no esta exenta de sufrir reacciones colaterales.
Muchas de estas reacciones ocurren cuando la activacion es realizada
anicamente con carbodiimidas. Dichas reacciones pueden ser evitadas
mediante el uso de un aditivo en la mezcla de reaccion. El aditivo captura los
intermediarios A y B formando un agente acilante de baja reactividad, que
todavia sigue siendo lo suficientemente reactivo para reaccionar con la amina
formando la amida. Los intermediarios A o B reaccionan con el HOBt para dar
un derivado de éster de benzotriazol C. Este ultimo puede ser atacado por la

amina produciendo la amida.

La principal dificultad observada con esta reaccién fue la eliminacién de
la diisopropilurea (DIPU) formada durante la reaccién, requiriendo filtraciones
sucesivas, invirtiendo mucho tiempo en este proceso, y conduciendo a pérdida

de producto.

En cuanto al segundo método (Tabla 1.12B), si bien para la obtencién del
producto se requirieron dos pasos de sintesis, se elimind el proceso tedioso de
la eliminacion de DIPU. Primero se sintetizo el cloruro de acido 1.110 utilizando
un exceso de cloruro de tionilo (SOCI;) en Tol. Una vez aislado el cloruro de
acido, se procedio a la acilacion de 1.48. Una vez que se aislo el producto
crudo y se purifico por CC, se obtuvo un liquido amarillo algo denso con un

rendimiento del 80% y cuya estructura fue confirmada por los meétodos
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espectroscopicos usuales. Lo mas importante a destacar en los espectros de
RMN-'H y *C es la presencia de algunas sefiales duplicadas debido a la
presencia de 2 rotameros. Estas sefiales son el metilo y metileno del éster
etilico (1.21-1.29 ppm y 4.09-4.23 ppm) y el metino del grupo ciclohexilo (2.18-

2.28 ppmy 2.51-2.60 ppm) (Espectro 1.51).

Tabla 1.12B Sintesis de N-[(ciclohexilcarbonil)(2,2-dimetoxietil)amino]acetato de etilo,
1.51.

OEt
o)\ OCHj,
_soch, ocH, (& DIPEA N\)\OCH
Tol, reflulo Tol,-5a26 °C :
3co 17h
1.109 1.110 1.51
Relacién molar )
Reaccion Acido SOCI, AEA® Base R
(%)
1018 1.0 13.0 1.2 2.0 80

*AEA:AminoEsterAcetal, 1.48. "Rendimiento producto purificado.

En cuanto al resto de los derivados, estos fueron preparados por el
altimo método descrito arriba (Tabla 1.13). En algunos casos, se emplearon
cloruros de acido disponibles comercialmente. En general, los rendimientos
alcanzados superaron el 70%, excepto en el caso de R982 cuyo rendimiento
fue del 59%. En todas las reacciones, se aislaron liquidos densos. Algunos de
los intermediarios requirieron purificacién por CC, tales como en R1062 (1.52) y
R1027 (1.53), sin embargo, en otros casos, como ocurrié en R977 (1.54) y

R982 (1.55), no fue necesario ningun tipo de purificacion. La estructura de los
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productos obtenidos fue confirmada por las técnicas espectroscopicas de IR,

RMN-'H y C.

Tabla 1.13 Sintesis de intermediarios del tipo amidoéster acetal, 1.52 a 1.55.

OEt

MeO R
OO socl, Oy ¢ %NH DIPEA o n  OMe

_— Y + OMe O (0] N\)\
R,  Tol, reflujo R R Tol OMe
! -5a26 °C

OEt R,
Relacién molar

Reaccion R Ry Acido® SOCI, AEA® Base  liempo R
(h) (%)

977 H(n:l)  4-CHsPh 1 . 2.0 3.0 23 78°
982 H (n:1) 4-CIPh 1 L 1.3 25 22 59°
1027 CHs (n:1) Chx 1 14 1.0 2.0 17 83"
1062 H (n:2) Chx® 1 14 1.0 2.0 17 86°

%En algunos casos se utilizé el cloruro de aC|do como en R977 y R982. °AEA:
AminoEsterAcetal. ‘Rendimiento producto sin purificar. ‘Rendimiento producto purificado. °Chx:
Ciclohexilo.

Carvalho et al (78) sintetizaron el intermediario correspondiente al
aldehido del N-[(ciclohexilcarbonil)(2,2-dimetoxietillJamino]acetato de etilo

(R1018), en tres pasos de reaccion (Esquema 1.11).

COZEt
OEt 75w

C¢H,,COCI, TEA
80%

CHO CO,Et
S 1.04DCM0°C \ COZEt

k J 2 DMS,72%
Esquema 1.11 Sintesis de N-(2-oxo-etil)-N-(ciclohexilcarbonil)aminoetanoato de etilo (78).
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6.1.1.1.3 Hidrdlisis béasica de los ésteres de los intermediarios
amidoéster acetal obtenidos en el paso 6.1.1.1.2. La saponificacién de los
intermediarios amidoéster acetal no presentd ninguna dificultad. Se ensayaron
dos procedimientos, el primero empleé como solventes una mezcla EtOH/agua,
con calentamiento alrededor de los 60 °C. En el segundo, se ensayd un
procedimiento descrito por Theodorou et al (107) donde la hidrolisis de un éster
fue realizada con NaOH en condiciones no acuosas, empleando una mezcla
CHCI3-MeOH y a temperatura ambiente. Los rendimientos obtenidos en ambos
procedimientos fueron muy similares. Las condiciones ensayadas son las

mostradas en el Tabla 1.14.
Tabla 1.14 Saponificacién de derivados del tipo amido éster acetal, 1.56 a 1.60.
OEt OH
)\ﬁV/R )\ﬁﬁ/R
n OMe @) h OMe
E—
OMe \‘/ OMe

Y

R, Ry

Relacién molar

Reaccion R R: Ester NaOH Solvente T Tiempo R°
e () (%)

714 H( n:1) 4-CH;Ph 1.0 4.0 EtOH/agua 60 4.0 81
754 H( n:1) Chx 1.0 4.0 EtOH/agua 60 4.0 85
1007 H( n:1) 4-CIPh 1.0 1.4 CHCIy/MeOH? 26 3.0 100
1042 H( n:1) Chx 1.0 1.5 CHCIl;-MeOH? 26 6.0 88
1064 H( n:2) Chx 1.0 1.5  CHCl;-MeOH® 26 6.0 88
1033 CHs(n:l)  Chx 1.0 16 CHCl-MeOH* 26 55 75

3La relacion de volimenes utilizada de la mezcla CHCIl; /MeOH fue de 9:1. "Rendimiento crudo
de reaccion.
Las mezclas finales de la hidrdlisis basica fueron acidificadas con una

solucion de HCI 6 N hasta pH 1, obteniéndose los productos como aceites
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amarillo claro, muy densos. El espectro de IR mostro una sefial intensa debida
al enlace carbonilico del &cido carboxilico (alrededor de 1710 cm™) en una
frecuencia diferente a la que se observa para el grupo carbonilico del éster
(alrededor de 1740 cm™). Ademas, se observa la banda ancha caracteristica
del &cido carboxilico centrada en 3000 cm™, debida a la frecuencia de

estiramiento del OH. Ninguna de estas estructuras fue caracterizada por RMN.

Para ambos procedimientos, se encontr6 que el tiempo Optimo para
llevar a cabo la hidrdlisis estuvo entre 3 y 6 h. Tiempos menores no lograban la
hidrélisis completa del éster, ya que, cuando se llevaba a cabo el siguiente paso
de la sintesis, es decir, la reaccién de condensacion entre el derivado de acido
obtenido en este paso y el derivado de fenetilamina o bencilamina (apartado
6.1.1.1.4) y se procedia a la purificacion del producto, se recuperaba
amidoéster acetal sin hidrolizar (apartado 6.1.1.1.2). Con un tiempo superior a
6 h, el rendimiento del &cido disminuia hasta casi un 10%, debido
probablemente a la hidrdlisis parcial de la amida, sin embargo, esto no fue
confirmado. La principal ventaja de realizar la saponificacion utilizando el
segundo procedimiento es el empleo de Unicamente un pequefio exceso de
NaOH, a diferencia de otros métodos, en los cuales se utiliza un gran exceso de

la base.

6.1.1.1.4 Sintesis de intermediarios diamidoacetal. Seguidamente, se
procedié a una reaccion de condensacion entre un intermediario amidoacetal
carboxilato y un derivado de fenetil o bencilamina formando la respectiva amida.

La formacion de la amida procedid previa activacion del derivado de acido
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carboxilico con DIC y el aditivo HOBt, en presencia de una base como DIPEA.
Como se comentd en el apartado 6.1.1.1.2, la utilizacion de DIC como agente
activante genera DIPU como producto colateral, soluble en algunos solventes
organicos en los cuales el derivado diamidoacetal también es soluble (DCM,
EtOH, AcOEt). Buena parte de la DIPU fue eliminada por filtraciones sucesivas,
precipitando la misma con una mezcla CgH14-DCM, con un alto porcentaje de
CeH14. Se sintetizaron 9 intermediarios del tipo diamidoacetal derivados de

fenetilamina (Tabla 1.15).

Tabla 1.15 Sintesis de intermediarios del tipo diamidoacetal derivados de fenetilamina,
1.61a1.67,1.70y1.71.

OH

OMe
R{ Yo
Relacién molar
Reac. R Ri Ry Rs "FEA* Acido DIC HOBt DIPEA | R
(h) (%)
719  H(n:1) pCHsPh OCH; OCH; 1.0 1.1 1.2 1.2 . 48  48°
756° H(n:l) Chx OCH; OCH; 1.1 1.1 1.0 1.1 L 49 100°

953 H(n:1)  Chx H H 1.0 1.2 1.2 1.2 1.2 25 77"
983 H(n:1) pCHsPh H H 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 22 33
985 H(n:1) pCIPh H H 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 22 32°
989 H(n:l)  Chx OCH,0 1.1 1.0 1.0 1.0 1.9 43 28°

1035 CHy(n:l) Chx H H 11 10 1.0 1.0 25 46 54
1040 CHs(n:l) Chx OCH; OCH; 1.1 1.0 1.0 1.0 28 42  96°
1082° H(n:l) Chx Cl H 20 10 1.0 1.0 20 45 81°

°FEA: Derivados de FenEtilAmina. "Rendimiento producto purificado. “Rendimiento crudo de
reaccion. %26 °C. °En R1082 se utilizé 2,3-diclorofenetilamina, por razones de espacio no se
indicé de manera adecuada los sustituyentes en la tabla.
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En la sintesis de péptidos, los acoplamientos son realizados con
relaciones molares entre el aminoacido protegido en el grupo amino y la
carbodiimida de 2:1 o 1:1. Si se utiliza la primera relacibn molar y se permite
gue la mezcla alcance el equilibrio, se formara el anhidrido simétrico, el cual es
adicionado al aminoacido con el grupo amino libre. En cuanto a la segunda
relacion molar, es decir, 1:1, se ha argumentado que el anhidrido simétrico
todavia se formaria porque el grupo carboxilico del aminoacido N-protegido
reaccionard mas rapidamente con la O-acilisourea que con la carbodiimida. Por
otro lado, el solvente juega un rol importante en la estabilidad del intermediario

O-acilisourea siendo favorecido en solventes tal como CHCI; o DCM (116).

En base al comentario anterior, lo conveniente hubiera sido utilizar un
exceso molar del derivado de acido carboxilico (apartado 6.1.1.1.3). Sin
embargo, la sintesis de todos los intermediarios fue realizada con una relacién
molar entre el acido carboxilico y DIC de 1:1 (en la mayoria de los casos,
excepto en R983). Utilizar un exceso molar del acido carboxilico que habia sido
obtenido a partir de 3 pasos de sintesis y no poder recuperarlo, no resultaba
conveniente. Es por ello que se decidid utilizar esta relacion molar entre el
agente acoplante y el acido carboxilico. Los rendimientos obtenidos fueron muy
variables (Tabla 1.15). En algunos casos, se decidié no purificar el crudo de
reaccion (Ej. R756 o R1040) debido a que la CCF reveld un producto bastante
puro. Sin embargo, después de algunos dias solidificaba algo de DIPU en los
productos, a pesar de haber eliminado la mayoria por filtraciones sucesivas, tal

como se habia descrito anteriormente. En otros casos, donde el intermediario
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fue purificado (Ej. R953 y R983) todavia parecia quedar restos de DIPU. Es
importante resaltar el hecho que los Rf del intermediario y del derivado de urea
son muy cercanos, por lo que la eliminacion completa de la urea no fue posible.
Por lo tanto, los rendimientos de los derivados diamidoacetal podrian ser algo
menores a los reportados. Los espectros de RMN-'H y *3C de todos los
derivados sintetizados mostraron sefiales correspondientes a DIPU, en algunos
casos con intensidad considerable. El espectro de RMN-'H de 1.61 (R953) por
ejemplo, indicé que habia ocurrido la reaccién de condensacién entre la FEA y
el derivado 1.57 observandose a campo bajo, entre 7.18 ppm y 7.27 ppm, las
sefales del grupo fenilo y a campo alto, entre 1.10-1.89 ppm, las sefiales
debidas al grupo ciclohexilo correspondientes a los protones H-3’, H-4’ y H-5’.
También, se observan sefales duplicadas debido a la presencia de rotameros,

tal como la del proton H-2’' (Espectro 1.61).

El inconveniente creado por DIPU puede ser superado con la utilizacion
de un agente acoplante soluble en agua y en solventes organicos tal como el
clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC), cuyo derivado
de urea es soluble en agua, lo que permitiria la purificacién del producto de

forma mas eficiente.

Es importante mencionar, que antes de sintetizar esta clase de
intermediarios por el método descrito anteriormente, se intentd la formacién de
los mismos mediante una reaccion intermolecular entre la 34-
dimetoxifenetilamina y el derivado 1.51, como reactantes de prueba, sin éxito,
ensayandose varias condiciones de reaccion tales como: 1) Reflujo de los
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reactantes en Tol por 24 h 2) Se empleo radiacién de microondas, utilizando
220 y 550 vatios de potencia de forma intermitente 3) Reflujo de los reactantes

en MeCN en un exceso molar de HOAc (99%).

Ademéas de la sintesis de los intermediarios del tipo diamidoacetal
derivados de fenetilamina, se sintetizaron 5 intermediarios derivados de

bencilamina. Los rendimientos se ubicaron por encima del 50% (Tabla 1.16).

Tabla 1.16 Sintesis de intermediarios del tipo diamidoacetal derivados de bencilamina,
1.68y1.69, 1.72 a 1.74.

OH

R
R R 2
2 NH (e} OMe NH
2+ n JE—
0 N\)\ R
o ome CHCL  R3 o7 Y, oMe
3 50 -60 °C ° NQ\
Ry Y OMe

Ry

Relacién molar

Reac. R Ri  R: Rs DBA* Acido DIC HOBt DIPEA IR

(h) (%)
976  H(n:1) Chx H OCH; 11 10 10 1.0 1.3 23" 66°
1036 CHj(n:l) Chx H H 1.3 10 10 11 2.1 47% 93"
1065 H(n:2) Chx H Cl 1.3 10 10 11 2.1 42° 83"
1066 H(n:2) Chx H H 1.2 10 10 1.0 2.1 42° 63"
974  H(n:1) Chx H H 11 1.0 1.0 1.0 1.1 22° 50°

°DBA:Derivados de BencilAmina. "Rendimiento producto purificado. °Rendimiento crudo de
reaccion. “Se agité por 24 h a 26°C y luego entre 50-60 °C por 18 h. ® Se agit6 por 14 h a 26°C y
luego entre 50-60 °C por 26 h. 'Calentamiento a 60°C.

Los espectros de RMN-'H y *3C de los intermediarios diamidoacetal
resultaron ser muy complejos, ya que se observan una gran cantidad de

sefales (en su mayoria multipletes) casi todas duplicadas. Se penso en la

Microondas doméstico, marca Welbit, modelo MR622W.
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presencia de al menos dos rotameros. Se llevaron a cabo distintos
experimentos de RMN a temperatura ambiente y a 50 °C en CDCl
observandose en los espectros a ésta Ultima temperatura, la ausencia o
disminucién de la intensidad de una de las sefiales de cada par, confirmando lo

expuesto anteriormente (Espectros 1.69).

6.1.1.1.5 Ciclacion de los intermediarios del tipo diamidoacetal. Por
altimo, una reaccion de Pictet-Spengler en medio acido, de los intermediarios
diamidoacetal derivados de fenetilamina, sintetizados en el apartado 6.1.1.1.4,
origind en la mayoria de los casos, el ndcleo pirazinoisoquinolinico con

rendimientos moderados (Tabla 1.17).

La primera condicion probada es la mostrada en R708, donde el derivado
1.62 (R756, Tabla 1.15) fue tratado con una solucion de HCI 3N a 100 °C por 17
h. Se aislé un aceite junto con un solido que no fue posible purificar debido a la
poca cantidad recuperada. Al comparar los espectros de IR del producto de
partida 1.62 y el crudo de reaccion de R708, la diferencia mas notable esta en
la frecuencia de estiramiento del enlace carbonilico: El primero en 1662 cm™ y
el segundo en 1636 cm™. También, al comparar las zonas de los espectros por
encima de 2800 cm™, estas son muy diferentes. No es clara la presencia de las
sefales correspondientes a la frecuencia de deformacion del enlace C-O del

grupo acetal.
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Tabla 1.17 Ciclacion de intermediarios del tipo diamidoacetal derivados de

fenetilamina.
R, R,
T —
OMe
R N/Y N R
RAO ome Rl/§o

Relacién molar T Tiem. R°®
Reac. R R, R, Rs  DAA* Acido” Solvente (°C) (h) (%)
708 H(nil) Chx  OCH; OCH, 1  HCI3Ng HCI3N 100 17.0
725 H(n:1) pCHz;Ph OCH; OCH; 1 TFAgx HOACc 70 7.0 59
757 H(n:l)  Chx OCH; OCH, 1 TFAex HOAC 75 70 41
760 H(n:1)  Chx H H 1 TFAuc HOAc 75 70
810 H(n:l)  Chx H H 1  PTSA.n CHCl; 69 50
801 H(n:il)  Chx H H 1  HSOsec H:SO, 026 10
802 H(n:l) Chx H H 1 HySOgee H,SO, 026 3.0 31
960 H(n:1) Chx H H 1 H,SOsexc H,SO, 0-26 3.3 47
965 H(n:l)  Chx H H 1 H,SOue H:SO, 026 40 33
1009 H(n:1) pCIPh H H 1 H;SOsee H:SO, 026 38 52
1015 H(n:l) pCHsPh  H H 1  HySOuee H,SO, 0526 38 32
1044 CHs(n:l) Chx H H 1 HySOgee H;SO, 026 3.8 40
1049 CHa(n:l) Chx  OCH; OCH, 1 TFA.. HOAc 75 50 43
1052 H(n:1) Chx OCH,0 1 TFAexc HOAc 75 5.0 47
1084 H(n:l)  Chx cl H 1 H,SOu H:SO, 026 40 22

°DDA:Diamiado acetal. "Se utilizé6 H,SO, (95-97)% (Fluka).°Producto purificado.

En base a lo anterior, no fue posible concluir si el intermediario
diamidoacetal habia ciclado debido también a la poca cantidad recuperada del
crudo de reaccion. Se pensoO en una posible hidrélisis del derivado 1.62 o del
producto de la ciclacion. Esta condicion de reaccion no fue ensayada

nuevamente.
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En la busqueda de otras condiciones de reaccion, las utilizadas en R725
permitieron la ciclacion 1.67 obteniéndose el compuesto 1.83 empleando una
mezcla de TFA (99%) y HOAc (99%), en una proporcion 1:1.6, y calentando la
mezcla de reaccion a 70 °C por 7 h. Una vez que el crudo de reaccion fue
purificado, se aislé un aceite de color rosa claro, con tendencia a solidificar, con
un 60% de rendimiento. El espectro de IR mostré una sefial intensa con una
frecuencia de estiramiento en 1644 cm™ debida al enlace carbonilico tipo amida.
Esta sefial del espectro de IR es muy similar en frecuencia e intensidad a la
observada en el espectro de IR del PZQ comercial. Por otro lado, una vez que
el intermediario es ciclado y bajo las condiciones de reaccion utilizadas se
esperaria una mezcla de enantibmeros, en principio racémica. Los espectros
de RMN (*H, *C, DEPT-135 y HETCOR) son complejos debido a la mezcla de
enantiémeros y rotameros del grupo p-metilbenzoilo. El espectro de RMN-'H
fue tomado primero en CDCl3; y luego en acetona-ds. Este cambio de solvente
ayudé a resolver algunas sefiales entre 2-4 ppm. También, el EM mostré una
sefial con una relacibn m/z de 379 uma coincidiendo con el peso molecular

esperado.

Las condiciones de reaccion utilizadas en R725 fueron empleadas en la
obtencion del derivado 1.82 (R757). Después de la purificacion, se aislé un
aceite amarillo denso con un rendimiento del 41%. El espectro de IR del
derivado 1.82 mostré una sefal intensa debida al enlace carbonilico en 1645
cm™. En cuanto a los espectros de RMN (*H, **C y COSY) mostraron las

sefiales esperadas.
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En R760, se intentd la ciclacion del intermediario diamidoacetal 1.61 bajo
las condiciones utilizadas en R725 para obtener 1.83. Una vez que el crudo de
reaccion fue purificado, se aislo un soélido color crema claro. En el espectro de
IR de este producto se observé una sefial intensa en 1656 cm™. Al compararlo
con el espectro de IR del PZQ comercial, estos son diferentes. En R810, el
derivado 1.61 fue tratado con APTS, obteniéndose el mismo producto aislado
en R760. El analisis de los espectros de RMN-'H y *3C indicé que se trataba de
la enamida 4-(ciclohexilcarbonil)-1-(2-feniletil)-3,4-dihidropirazin-2(1H)-ona, 1.85
(Figura 1.12). En el espectro de RMN-'H, las sefiales mas caracteristicas para
este compuesto son un par de dobletes en 5.35 ppm y 6.09 ppm, con una J de
5.94 Hz, debidos a los protones sobre el doble enlace presente en la enamida.
La enamida 1.85 fue sometida a hidrogenacion catalitica obteniendo el
compuesto 1.87 con buen rendimiento (Figura 1.12), confirmando la obtencién
del producto 1.85. En el espectro de RMN-'H del compuesto 1.87 se observa
claramente la ausencia de las sefales debidas a la olefina y la presencia de un

multiplete entre 3.52 y 3.66 ppm.

T Cr

o o
1.85 1.87

Figura 1.12 Estructuras de la 4-(ciclohexilcarbonil)-1-(2-feniletil)-3,4-dihidropirazin-2(1H)-ona,
1.85 y de la 4-(ciclohexilcarbonil)-1-(2-feniletil)piperazin-2-ona 1.87.
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Kim et al (70) reportaron la ciclacién de un intermediario similar a 1.61, el
clorhidrato de un derivado aminoamidoacetal 1.111 (Figura 1.13), empleando
H,SO, concentrado, siendo la reaccion realizada a 5 °C durante la adicion del
acido y posterior agitacion a temperatura ambiente por 3.5 h, obteniéndose el
compuesto denominado Praziquanamina 1.89. A diferencia del anterior, los

intermediarios ciclados en esta tesis tienen el nitrégeno acilado.

En otro trabajo reportado por Kim et al (73), encontraron que el
tratamiento del intermediario 1.61 con acido metanosulfonico en DCM a
temperatura ambiente por 3 h, condujo a la obtencion de la enamida 1.85 con
un 95% de rendimiento. Luego, al tratar esta enamida con acido
metanosulfénico calentado a reflujo en dicloroetano por 6 h, se obtenia el
producto ciclado, es decir, el PZQ con 85% de rendimiento, lo que indicaria que,

para obtener el producto ciclado, se pasaria a través de un intermediario del

2oy 00 &

NH (o)
N OMe f T oM | f
RED Y
€ OMe
o

H OoM
(0]

1.111 1.112 1.61 1.113

tipo i6bn N-aciliminio 1.112.

)

Figura 1.13. Comparacioén de los intermediarios sintetizados por Kim et al 1.111, en esta tesis
1.61, por Todd et al 1.113 y el intermediario del tipo ion N-aciliminio 1.112.
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Sin embargo, Cao et al (71) al tratar el diamidoacetal 1.61 bajo una de
las condiciones reportadas por Kim et al, en cuanto al acido y al solvente
utilizado pero reflujando toda la noche, encontraron que unicamente “trazas” de
PZQ fueron obtenidas, ademas de que la mayoria del material de partida sufrié
descomposicion. Al repetir el ensayo, bajo las mismas condiciones anteriores,

pero reflujando la reaccion por 6 h, aislaron el PZQ con un rendimiento del 37%.

Por otro lado, Todd et al (72) sintetizaron el PZQ a través de una
reaccion de ciclacion iniciada por radicales libres del intermediario 1-[2-(2-
bromofenil)etil]-4-(ciclohexanocarbonil)-3,4-dihidropirazin-2(1H)-ona 1.113
(Figura 1.13) empleando hidruro de tribultiestafio (BusSnH) y 2,2’-azo
bisisobutironitrilo (AIBN) en Tol bajo reflujo obteniéndose el PZQ con un 90% de

rendimiento y con una relacion de rotameros aproximada de 1:3.

Se probaron las condiciones reportadas por Kim et al (70), H,SO4
concentrado, en R801. El intermediario 1.61 fue tratado con H,SO,4 (98%) por 1
h en vez de 3.5 h como lo reporta la publicacion. El crudo de reaccién
recuperado mostré un espectro de IR similar al producto de partida. Este crudo
de reaccion fue tratado nuevamente con H,SO, (98%) por 3 h, R802. De ésta
reaccion fue aislado un aceite muy denso. El producto fue purificado por CCP
(1% de MeOH en DCM) obteniéndose nuevamente un aceite. El rendimiento fue
del 31%. La CCF mostr6 un producto mayoritario junto con algunas impurezas.
En la CCF se utilizé como patron de comparacion, PZQ comercial purificado,
mostrando éste un Rf igual al producto sintetizado, ademas, revelando igual en
iodo y luz UV. El espectro de IR mostrd ser igual al espectro de IR del PZQ
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comercial. Debido a la poca cantidad aislada y a que el producto no estaba muy
puro no fue caracterizado por RMN. Sin embargo, habia suficientes evidencias

para pensar que el producto obtenido era el PZQ.

En R960, nuevamente el intermediario 1.61 fue tratado con H,SO4 (95-
97%) por 3.3 h. Se aislé un aceite muy denso que fue purificado por CCP
(1.5% de MeOH en DCM). EIl espectro de IR mostré ser similar al del PZQ
comercial, sin embargo, se observaron diferencias bien significativas, como la
frecuencia de estiramiento del enlace carbonilico (1651 cm™ para el producto
obtenido en R960 y 1644 cm™ para el PZQ comercial) entre otras. La
elucidacion de la estructura de este compuesto mediante RMN-'H y *3C fue
dificil, no pudiendo asignar la mayoria de las sefiales en el espectro (Espectro
1.1A). Este espectro de RMN se compard con el del PZQ comercial siendo
diferentes. Lo que si estéa claro es la ausencia de los singletes correspondientes
a los metilos del grupo acetal, lo que haria pensar que el producto habria
ciclado. ElI EM mostr6 una sefial con una relacibn m/z en 312 uma, que
coincide con el peso molecular del producto ciclado esperado (NOTA: El

producto aislado en R960 se denominara compuesto 1.1A)

Con los datos espectroscopicos recopilados hasta el momento, era muy
dificil confirmar que se habia obtenido el PZQ. Se pensd que se requeria
mayor tiempo de ciclacion. Es por ello que el producto obtenido de R960, fue
tratado nuevamente con H,SO4 (95-97%) por 4 h (R965). Se aislé un aceite
denso que fue purificado por CCP (2% de MeOH en DCM), aislandose un aceite

de color rosa claro con tendencia a solidificar con un rendimiento del 33%. Al
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comparar los espectros de IR 'y de RMN (*H y *3C) del producto obtenido en
R965 y del PZQ comercial se encontré que eran iguales. También, el peso
molecular observado en el EM del producto de R965 coincide con el peso
molecular esperado. Hay que recordar que el PZQ presenta un carbono
asimétrico, el &tomo C11b. Sin embargo, el espectro de RMN-'H no permite
visualizar la presencia de una mezcla racémica. Dicho espectro es bastante
complejo. Los protones sobre los Cl, C3 y C6, principalmente, muestran
diferentes desplazamientos quimicos dependiendo de si se encuentran bajo el
plano de la molécula (protones a) o sobre él (protones b). También, debido a la
cantidad de acoplamientos geminales y vecinales observados para dichos
protones. De todas maneras fue posible asignar todas las sefiales observadas y
corroborar algunas asignaciones con la ayuda del DEPT-135 y COSY (Espectro
1.1). Enla Tablas 1.18A y 1.18B se muestran los desplazamientos quimicos de
RMN-'H y *3C para el PZQ reportados en la literatura. En la mayoria de los

casos, no se hace mencion a la estereoquimica del PZQ.

Tabla 1.18A Datos de RMN-'H y *C de PZQ reportados en la literatura.

Referencia 3 (ppm)

RMN-"H (CDCls): 1.0-2.05 (10H, m, Chx), 2.20-3.15 (5H, m CHCON, H-6, H-
1, H-7 yH-7’), 4.0 (1H, d, J = 18 Hz, H-3), 4.45 (1H, d, J = 18 Hz, H-3’), 4.50-
4.95 (2H, m, H1’ y H-11b), 5.10 (1H, d, J = 15 Hz, H-6’), 7.22 (4H, s,

Yuste et al aromaticos).

(76)
RMN-"C(CDCl5): 25.76(t), 28.81(t, C7), 29.29 (t), 39.04 (t, C6), 40.80 (d),
45.40 (t, C1), 48.94 (t, C3), 55.19 (d, C11b), 125.39 (d, C10), 126.96 (d, C9),
127.50 (d, C11), 129.35 (d, C8), 132.84 (s, C11a), 135.01 (s, C7a), 164.53 8
(CON, Chx), 174.56 (d, CON, C4).
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Tabla 1.18B Datos de RMN-'H y *C de PZQ reportados en la literatura.

Referencia S (ppm)

RMN-'H (CDCl3): 1.24-1.79 (10H, m, Chx), 2.45 (1H, m, CHCON), 2.74-2.97

(4H, m, H1, H-6, 2 x H-7), 4.06 (1H, d, J = 16.5 Hz, H-3), 4.45 (1H, d, J =

Kim et al 16.5 Hz, H-3), 4.76-4.81 (2H, m, H-1" y H-11b), 5.15 (1H, dd, J = 13.4, 2.8
(70) Hz, H-6"), 7.16-7.27 (4H, m, aromaticos).

RMN-"*C (CDClg): 25.75, 28.77, 29.04, 29.26, 39.12, 40.82, 45.21, 49.06,
54.98, 125.46, 127.46, 129.30, 132.83, 134.79, 164.41, 174.76.

RMN-"H (CDCl3): 1.26 (m,3), 1.52 (m, 2), 1.76 (m, 5), 2.44 (m) (total 1), 2.55
(m), 2.85 (m) (total 4), 3.23 (t, J = 12.0 Hz), 3.83 (d, J = 18.5 Hz) (total 1),
Todd et al 4.06 (d, J =17.5 Hz), 4.35 (d, J = 12.5 Hz, (total 1), 4.45 (d, J = 17.5 Hz),

(72) 479 (m, 2), 5.14 (1H, dd, J = 135, 2.5 Hz), 7.22 (m,4). Relacién de
rotameros 1:3.

RMN-3C (CDCly): 25.7, 28.7, 28.9, 29.2, 39.0, 40.7, 45.1, 49.0, 54.9, 125.4,
126.9, 127.4, 129.2, 132.7, 134.7, 164.3, 174.7.

Si el producto obtenido en R965, a partir del tratamiento, por segunda
vez, del producto obtenido en R960 con H,SO,4 concentrado, resultd ser el PZQ

1.1, la pregunta seria ¢Qué se obtuvo en R960? (Figura 1.14).
o R960 .,  R965 N
T o Y
1.61 /\(OCH3
o OCHj, o

Figura 1.14 Secuencia de reacciones en la obtencion del PZQ.

Ya que los enantiomeros difieren en su interaccion con el plano de luz

polarizada, se midi6 la rotacién éptica'’ (o) de los compuestos obtenidos de la

se utilizé un polarimetro Perkin-Elmer 341, Cggo = 4 mg/mL y Cges =5 mg/mL, longitud de la
celda () =1 cm.
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purificacion de R960 y R965, en EtOH a 26°C, utilizando la linea del sodio (589
nm), encontrandose lo siguiente: Los valores de o para los compuestos son
diferentes en magnitud y en signo (R960 o = +2 y R965 o = -5). De este
resultado, lo que mas llama la atencién es el signo de a. Una mezcla racémica
0 racemato contiene proporciones iguales de ambos enantiomeros (50%
enantiomero levo y 50% del dextro). Es decir, que si se determina la rotacion
especifica del racemato, ésta sera cero, ya que los valores de o seran de igual
magnitud pero de signo contrario. Entonces, en base al comentario anterior,
existen evidencias de que no se obtuvo una mezcla racémica, sino mas bien un

exceso enantiomérico de uno los enanti6meros en cada reaccion.

Por otro lado, cuando se evalud la actividad biologica in vitro de los
productos obtenidos en R960 (compuesto 1.1A) y R965 (PZQ 1.1) contra
esquistosomas del parasito S. mansoni, se encontré que el primero no mostré
ninguna actividad mientras que para el segundo, el comportamiento fue igual al
PZQ comercial, inclusive mejor, matando los esquistosomas rapidamente. El
PZQ comercial es administrado como mezcla racémica siendo el R-enantibmero
(levo) el biolégicamente activo. Es decir, que si el producto de R960, 1.1A, no
mostréo ningun efecto sobre el parasito, se pudiera pensar que se obtuvo

Gnicamente el S-enantidmero (dextro), o un exceso de éste.

Es importante resaltar, el hecho, de que el intermediario 1.61 esta acilado
y esto pudiera favorecer la ciclacion para obtener un determinado enantiomero.

La “primera ciclacion”, R960, daria origen al S-enantiomero (S-PZQ) en mayor
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proporcién. Luego, en la “segunda ciclacion”, R965, se formaria el R-
enantiomero (R-PZQ) en mayor proporcién. Ahora bien, ¢Cémo se puede

explicar este resultado?.

Para poder explicar este resultado, se recurri6 a los modelos
computacionales de los enantiomeros R y S del PZQ, utilizando para ello el
programa CAChe 6.01 (Fujitsu Limited). El R-PZQ se encuentra co-cristalizado
con la proteina Glutationa S-Transferasa (GST) de S. japonicum, depositada en
el Banco de Datos de Proteinas. El S-PZQ fue construido a partir del R-PZQ
Gnicamente invirtiendo el centro quiral. La geometria de ambas estructuras fue
optimizada empleando MM: a) Campo de fuerza: MM3 aumentado b) Algoritmo
de minimizacién: gradiente conjugado y Block diagonal c) Convergencia: 0.001

kcal/mol.

Una vez que fueron optimizadas las distancias y angulos de enlace, se
realiz6 una DM a cada uno de los enantiomero bajo las siguientes condiciones:
a) Tiempo equilibrio: 5 picosegundos (ps) b) Tiempo de la DM: 20 ps c) Tiempo

del paso: 0.001 ps y d) Temperatura (K): 300.

En base al conjunto de resultados experimentales y computacionales se
infiere lo siguiente: A) En el S-PZQ (inactivo biolégicamente), con el protén H-
11b hacia arriba, obtenido como producto de la primera ciclacion con Hy;SOy,
R960, la mayor repulsién se observa entre el proton H-11 y uno de los protones
sobre el C-1, el H-1b, siendo la distancia entre ambos de 2.047 A. En el R-

PZQ, la distancia entre el proton H-11 y el protbn mas cercano a él, H-1a, es
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mayor, siendo de 2.375 A, sugiriendo menor impedimento estérico. Por otro
lado, al comparar las energias entre ambos enantiomeros, esta diferencia de
energia puede ser suficiente para dirigir un cambio de configuracion (Figura

1.15).

R-Enantiémero
71.9952 kcal/mol

S-Enantiémero
72.7364 kcal/mol

Figura 1.15 Andlisis estructural de los enantidmeros S-PZQ y R-PZQ.

El hecho de que se obtenga en la primera ciclacion el S-PZQ (dextro), se
explicaria por la necesidad de pasar por un estado de transicion con menos

repulsiones entre otros &tomos de la molécula.

Ahora bien, cuando el producto de la primera ciclacion es tratado
nuevamente con H,SO,, se protona el oxigeno del C-4, se desplaza el doble
enlace hacia el oxigeno protonado, se abre el enlace C-11b-N-5 y se forma un
doble enlace entre N-5 y C-4, creando un i6n carbonio bencilico en C-11b,
estable, mas aun en este medio. Los enlaces de este carbono se acercarian a

la planaridad y cuando el enlace C-11b-N-5 se forma de nuevo, se obtendria el
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producto con menor repulsion estérica, el R-PZQ (levo), activo, con el H-11b

hacia abajo. El mecanismo propuesto se muestra en la Figura 1.16.

N oH"
w\j()
H E—— H
N

S-PZQ B i R-PZQ

Figura 1.16 Mecanismo propuesto para la inversion de configuracion del enantiomero S-PZQ al
R-PZQ.

Para tratar de confirmar el mecanismo propuesto, el PZQ comercial fue
tratado con H,SO,; (95-97%) bajo las mismas condiciones de reaccion
anteriormente mencionadas. Una vez aislado el crudo de reaccion, éste fue
purificado por CCP (2% de MeOH en DCM). El espectro de IR de este producto
mostrd ser igual al producto de partida. Sin embargo, cuando se midio la
rotacion Optica de ambos productos, resulté que para el PZQ comercial, no
tratado con H,SO, el valor de o fue cero, lo que es de esperarse para una
mezcla racémica, mientras que el PZQ comercial, tratado con H,SO,, dio un
valor de o de -0.2. Nuevamente, lo interesante del valor de o es su signo, lo que

indicaria que existe un exceso del enantiomero R, bioldgicamente activo.

En cuanto al resto de los derivados y analogos de PZQ derivados de
fenetilamina (Tabla 1.17), fueron ciclados empleando en algunos casos TFA

(R1049 1.84 y R1052 1.81) y en otros H,SO, (R1009 1.76, R1015 1.75, R1044
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1.78, R1084 1.80). En casos con sustituyentes dadores de electrones (dimetoxi
y metilendioxi), en el anillo aromatico, estos ciclaron utilizando TFA sin
dificultad. Por el contrario, en los casos en los cuales no habia sustituyentes en
el anillo aromatico fue necesario utilizar H,SO,4 para obtener el producto ciclado.
La estructura de todos los compuestos fue confirmada por las técnicas
espectroscopicas de IR, RMN-1D (*H, *C, DEPT-135), RMN-2D (COSY vy

HMQC) y EM.

Es comln observar tanto en los espectros de RMN-'H como de RMN-
13C de los derivados y analogos de PZQ sintetizados en esta tesis, sefiales
duplicadas. Lo observado en estos espectros coincide con lo reportado por
Laurent et al (48). Ellos intentaron la resolucion cinética de 1.89 (Figura 1.17)
por una reaccion de acilacién enzimatica con diferentes lipasas y diferentes
agentes acilantes en una variedad de solventes. En todos los casos, los
agentes acilantes utilizados dieron una mezcla racémica de acilpraziguanamina.
El espectro de RMN-'H de uno de los derivados de acilpraziquanamina (Figura
1.17) mostré dos rotdmeros, debido a la lenta rotacion del enlace amida a
temperatura ambiente. En DMSO-dg, se observaron dos singletes en 2.06 y
2.17 ppm asignados al grupo metilo del acetilo del rotAmero minoritario y
mayoritario respectivamente. Cuando el espectro de RMN fue registrado a 313
K, se observd unién de los singletes. En base a estos antecedentes, es de
esperar que en los espectros de RMN de los compuestos sintetizados en esta

tesis, se observen sefales para dos rotameros.
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Rotamero mayoritario Rotamero minoritario

N O lipasas
f

N
H

1.89

Figura 1.17 Acetilacion de praziqguanamina 1.89 con lipasas. Fuerte Efecto Nuclear Overhauser
(NOE) (2-3 A) de los dos rotameros de acetilpraziquamina reportados por Laurent et al (48).

En cuanto a R1084, se penso6 que se habia obtenido el correspondiente
derivado diclorado en las posiciones 8 y 9 del PZQ, a partir de la cilacién con
H,S0, del intermediario diamidoacetal correspondiente. El espectro de RMN-'H
mostr6 que el patron de acoplamiento entre los protones aromaticos
correspondia a la presencia de un atomo de CI en posicion 9 en el anillo
aromatico y no a dos atomos de Cl en los carbonos 8 y 9. Esto sugirié que
durante la sintesis de la 2,3-diclorofenetilamina (apartado 6.1.3.3) obtenida a
partir de la hidrogenaciéon catalitica del 2,3-diclorofenetilnitro, la posicion 2 del
anillo aromatico fue hidrogenada con desplazamiento del atomo de Cl. El
espectro de RMN-'H de este derivado de fenetilamina no fue muy clarificador al

respecto.

En cuanto a la ciclacion de los intermediarios del tipo diamidoacetal
derivados de bencilamina, solo fue posible sintetizar 2 de ellos bajo las

condiciones mostradas en R988 (1.77) y R1047 (1.79) (Tabla 1.19).
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Tabla 1.19 Ciclacion de intermediarios del tipo diamidoacetal derivados de

bencilamina.
. N
R3 o/l\(\Vn/R OMe RDiE\\g)n
o N\)\ N
Y OMe >:O
R, Ry
Relacién molar T Tiempo R°
Reac. R Ri R Rs DAA® Acido® Solvente  (°C) (h) (%)
988 H(n:1) Chx H H 1  HSOy4exc H,SO, 0 —>26 6 49
1047 CHs(n:1) Chx H H 1  HySO4exc H,SO, 0 —>26 4 31
1067A H(n:2) Chx H H 1  HSOy4exc H,SO, 0 —>26 4 _
1067B H(n:2) Chx H H 1  HSO4exc H,SO, 45-60 4 .
1068 H(n:2) Chx H Cl 1  HSO4exc H,SO, 0 >26 4

°DDA: Diamiado acetal. "Se utilizd H,SO, (95-97)% (Fluka). °Producto purificado.

Ambas estructuras fueron caracterizadas por las técnicas
espectroscopicas adecuadas (IR, RMN-'H, RMN-*C y EM). En el caso de
R1047, se esperaria una mezcla de diasteroisdbmeros debida a la presencia de
dos carbonos asimétricos C1llb y C3. Sin embargo, en esta tesis no se
separaron los diasteroisomeros y las asignaciones de RMN se realizaron sobre
las mezclas. Esta misma situacion se presentd en los productos obtenidos de

las reacciones R1044 y R1049 (Tabla 1.17).

En cuanto a la reacciéon R1067A (Tabla 1.19), el tratamiento con H,SO4
del intermediario diamiadoacetal 1.73 no origino el producto ciclado esperado.
A pesar de la complejidad del espectro de RMN-'H, fue claro un singlete en

aproximandamente 10 ppm debido al protén del aldehido, indicando la
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desproteccion del acetal. No fue posible observar la presencia del acetal en el
espectro debido a la gran cantidad de sefiales en esta zona del espectro, pero
se sospecho6 que el producto formado era 1.73A. En R1067B, el compuesto
1.73A fue tratado nuevamente con H,SO, calentando la reaccion entre 45y 60
°C. Después de aislar y purificar el producto de reaccion, el espectro de RMN-

'H indic6 claramente que el producto obtenido era el 1.90.

o) O
NH)Q_'EO OCHj4 ©/\NHHHTO
SAw] |
1.73

° 1.73A o

0
©/\NHH
NH
1.90 o

El mecanismo de reaccidén sugerido para la obtencion de 1.90 seria el

mostrado en la Figura 1.18.

Figura 1.18 Mecanismo propuesto para la obtencién del derivado 1.90.
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Se ha reportado que la ciclacién del ion N-aciliminio para formar anillos
de 5 o 7 miembros no es posible (118). Bajo las condiciones empleadas fue
posible formar un anillo de 5 miembros fusionado con otro, piperazino, de 6
miembros, pero formar anillos de 5 miembros en combinacion con otro de 7
miembros, no fue posible. La misma situacion observada en R1067B se

presento para R1068 donde no fue posible obtener el producto ciclado.

Para finalizar, es importante comentar, que cuando el intermediario
diamidoacetal 1.68 derivado de bencilamina era tratado con TFA, el producto
obtenido era la correspondiente enamida 1.86 (resultado similar al obtenido de
tratar el intermediario diamidoacetal derivado de fenetilamina con TFA). La

enamida 1.86 fue sometida a hidrogenacion catalitica obteniéndose 1.88.

6.1.2 Otra estrategia propuesta en la obtencion del nucleo
pirazinoisoquinolinico.

Otra estrategia sintética planteada y ensayada fue la Sintesis I
(Esquema 1.12). El primer paso de la sintesis era la obtencién del nucleo
tetrahidroisoquinolinico 1.114, a partir de la reaccién entre la fenetilamina y
cloroacetaldehido dimetilacetal CADA, ensayandose varias condiciones de
reaccion. Ninguna de las condiciones de reaccion probadas dio el producto

deseado.

En un trabajo publicado por Lee et al (119), sintetizaron compuestos

similares empleando derivados de sulfonamidas; ésto obligd a introducir una
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serie de cambios en la Sintesis Il, los cuales son mostrados en la Sintesis IIA

(Esquema 1.13).

Sintesis Il
H4CO
OCH; —»
mHz + <\ : NH
cl
CADA l 1 1](?11

P R -
@?\'fo @?\1 0 NH
N f
/g N NH ~CO,Et
H
R o

Esquema 1.12 Sintesis Il. Esquema sintético para la obtencién del PZQ.

Sintesis IIA
R R
N\S/ [ S N\S/ _— N\ /R
ANS
g o ¥ Xo o//S§o
R
1 X1.115 N3 1.116

oy /
/>

- -
=N N N /R
s \//s§
o) g o
R;: NHCH,CO,Et

, R2: H o COC¢H4-pCH;3
NH N:/|/O X: Cl6Br
R, N

Esquema 1.13 Sintesis IIA. Esquema sintético para la obtencion del PZQ.
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Una vez formada la sulfonamida correspondiente, la formacion del
derivado  1-(bromometil)-2-[(4-metillfenil)sulfonil]-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina
1.115 ocurrio sin dificultad con un rendimiento del 80%. EIl siguiente paso, que
era el desplazamiento del i6n bromuro por el grupo azido 1.116 presento
dificultades obteniéndose el producto con un rendimiento de tan solo un 13% y
el cual no fue posible mejorar bajo las diversas condiciones de reaccion
ensayadas. Se ensayaron otras transformaciones sin éxito (Esquema 1.13). En
un futuro, esta sintesis serd retomada, ya que esta clase de intermediarios

permite hacer una serie de variaciones estructurales interesantes.

6.1.3 Sintesis de derivados de fenetilaminas: 3,4-metilendioxi y 2,3-
diclorofenetilamina.

Con el propdsito de ir sintetizando los distintos derivados y analogos de
PZQ y en vista del alto costo de algunas fenetilaminas sustituidas, a excepcién
de la 3,4-dimetoxifenetilamina, se plantearon varias rutas de sintesis para la
obtencién de las mismas. En base a una serie de andlisis retrosintéticos
realizados, se consideré que la via mas conveniente es la mostrada en el

Esquema 1.14.

RZ O R2 RZ R2
R R R R
Ijk T j@ﬁ — ]@“ — ]@d
NO, NO, NH,
Rl Rl Rl R1

R,R,:Cl Ry H
R, R;: OCH,O R, H

Esquema 1.14 Esquema sintético utilizado en la obtencion derivados de fenetilamina.
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6.1.3.1 Paso 1. Sintesis de derivados de -nitroestireno: Los f-
nitroestirenos fueron sintetizados con excelente rendimiento mediante la
reaccion de Henry, a partir de un benzaldehido sustituido 1.117 y nitrometano,
en presencia de un catalizador acido-base conformado por acetato de sodio
(NaOAc) y clorhidrato de metilamina (CHsNHs"CI); seguida por deshidratacion
del B-nitroalcohol resultante (Tabla 1.20), en base al trabajo reportado por
Castedo et al (120). En todos los casos, se obtuvieron sélidos que fueron
facilmente purificados por recristalizacion y caracterizados por las técnicas

espectroscopicas de IR, RMN-*H y 3C.

Tabla 1.20 Condiciones de reaccion en la sintesis de derivados de B-nitroestireno, 1.91
y 1.92.

R, O R,
R CH,NO R
H 3 2 exc \
R7 R1
1.117

Relacién molar

Reaccion ~ R~ Ri R: T Adenido  AcONa CH,NH,Cl Tiempo  R°
(h) (%)

879 OCH,0  H 2.0 10 10 6 95
902 . H 2.0 10 1.0 8 59

®Producto purificado.

6.1.3.2 Paso 2. Sintesis de derivados del fenetilnitro: Para la
reduccion de los B-nitroestirenos se probo la condicion de reaccion mostrada en
Tabla 1.21 (121). Se utilizO6 como agente reductor borohidruro de sodio
(NaBH,), silica gel 60 para CC y una combinacion de solventes aproticos y

proéticos tales como CHCIz e IPA originando los correspondientes nitroalcanos
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sin la formacion de productos diméricos. La cantidad de silica gel sugerida para
suprimir la formacién de los productos diméricos es de 2 g/mmol de B-
nitroestireno. Los rendimientos obtenidos dependieron del tipo de sustitucion
en el anillo y del tiempo de reaccion, siendo en la mayoria de los casos superior

al 50%.

Tabla 1.21 Condiciones de reaccion en la sintesis de derivados del fenetilnitro, 1.93 y
1.94.

NO, 26 °C NO,

Relacién molar

Reac. R R R “pnitro NaBH, Siicage” Solvente  Tiempo RP
(g/mmol) (h) (%)
970 OCH,0 H 1.0 4.0 2.0 CHCI,/IPA 4 62
903 Cl H Cl 1.0 4.4 2.0 CHCI,/IPA 6 55

°Silica gel 60 para CC: (0.06-0.2)mm / (70-230) mesh. "Producto purificado.

6.1.3.3 Paso 3. Sintesis de derivados de fenetilamina: Por ultimo, se
llevo a cabo la reduccion del fenetilnitro al derivado de fenetilamina, empleando
el catalizador de Adams (PtO), siendo los rendimientos variables dependiendo
del sustituyente (Tabla 1.22). Cada una de las estructuras sintetizadas fue

verificada con las técnicas espectroscépicas adecuadas (IR, RMN-'H y *3C).
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Tabla 1.22 Condiciones de reaccion en la sintesis de derivados de fenetilamina, 1.95
y 1.96.

R, Ry
R pto, R
—_—
NO, EtOH, 26 °C NH,

R7 R1
Reaccioén R R, R, PtO,? Presion Tiempo R
(%) (p% (h) (%)
987 OCH,0 H 10 45 5 97°
1080 Cl H Cl 10 45 6 17°

%Porcentaje de catalizador utilizado respecto al peso (g) del derivado de fenetilnitro.
Rendimiento del producto sin purificar. “Rendimiento asumiendo producto diclorado.

Los derivados de fenetilamina también pudieran ser obtenidos mediante
reduccion directa del B-nitroestireno a la correspondiente fenetilamina. Segun
Kohno et al (122), la transformacion directa de pg-nitroestirenos a las
correspondientes fenetilaminas se logr6 empleando Pd/C tipo K al 5% a 1
atmosfera de presién y a 0 °C con rendimientos superiores al 65%. No fue
posible conocer las caracteristicas de este catalizador ni reproducir las

condiciones de reaccion con el catalizador disponible en el laboratorio.

Otro método también muy utilizado para llevar a cabo esta conversion fue
la reportada por Bermejo et al (123) mediante el uso de Hidruro de Aluminio y
Litio (LIAIH4). Sin embargo, debido a las exigentes condiciones experimentales
requeridas para su uso, su alto costo, asi como los rendimientos, no muy

buenos (50-60)%, reportados para estas reducciones esta via no fue ensayada.
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6.2. Resultados y Discusion. Seccion bioldgica.

Se evalud la actividad esquistosomicida in vitro de 15 derivados y
anélogos de PZQ en S. mansoni (Tablas 1.23 y 1.24). También, se comparo la
actividad esquistosomicida del PZQ comercial y el sintetizado en este trabajo de
investigacion (PZQ sintético). ElI PZQ comercial mostré ser el compuesto mas
efectivo de todos los derivados y analogos ensayados. Sin embargo, el PZQ
sintético mostr6 ser mas efectivo en matar los vermes adultos que el PZQ
comercial. La explicacion para este resultado podria ser el hecho de que el
PZQ sintético presentdé un exceso del enantiomero R biol6gicamente activo,
mientras que el PZQ comercial es una mezcla racémica, es decir, proporciones
iguales de los enantibmeros R y S. El exceso enantidbmerico del PZQ sintético

fue verificado midiendo la rotacion oOptica.

A las concentraciones ensayadas, 0.5 y 1.0 pug/mL, ninguno de los
compuestos ensayados mostré algun efecto importante sobre los vermes
machos y hembras de S. mansoni. Todos los ensayos fueron realizados por
duplicado y monitoreados a las 24 y 48 h. En la figura 1.19, se muestra las
diferentes formas que adoptan los vermes de S. mansoni cuando son expuestos
a los diferentes compuestos ensayados. En general, en todos los compuestos,
se observé buena motilidad de los parasitos de ambos sexos, observandose

formas extendidas o en copula.

Figura 1.19 Verme de
S. mansoni relajado o
extendido (Ay B) y en
copula (C). EnA,ByC
el parasito esta vivo.
También, algunos
vermes muertos
presentan una forma de
tirabuzén (D).

Schistosoma mansoni A Schstossma mansony

AI-_Iembra Macho
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Tabla 1.23 Porcentaje de vermes de S. mansoni vivos después de 48 h de exposicion
de diferentes analogos de PZQ.

Dﬁd Wd

3 g

Compuesto R R m®  Viabilidad Viabilidad
(%) (%)

(0.5 pg/mL) (1.0 pg/mL)
1.85A H H 2 100 100
1.87B H H 2 100 100
1.86A H H 1 100 100
1.88B H H 1 100 100

®Numero de 4tomos de carbono.

Tabla 1.24 Porcentaje de vermes de S. mansoni vivos después de 48 h de exposicién
a los derivados y analogos de PZQ.

Rs
Compuesto R R, R, R3 m® n® Viabilidad Viabilidad
(%) (%)
(0.5 pg/mL) (1.0 pg/mL)
1.83 OCH; OCH; H p-CH3CgH, 2 1 100 100
1.82 OCH; OCH; H CeHur 2 1 100 100
1.1 (PZQ)? H H H CeHur 2 1 0 0
1.1A H H H CsH11 2 1 100 8.7
1.75 H H H p-CH3CgH, 2 1 100 100
1.76 H H H p-CICgH, 2 1 100 100
1.77 H H H CeHll 1 1 100 100
1.89 H H H 2 1 100 100
1.79 H H CH; C6H11 1 1 100 100
1.78 H H CH; CeH11 2 1 100 100
1.84 OCH; OCH; CH; CeH11 2 1 100 100
1.81 OCH,0 H CsH11 2 1 100 100
PZQ"° H H H CeHi1 2 1 0 0

2pZQ sintético. "PZQ comercial.“°Ntmero de 4tomos de carbono.
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Otra observacion importante de destacar es que el compuesto 1.1 (PZQ
sintético) fue obtenido al tratar el compuesto 1.1A con H,SO,4 (95-97)% vy el
compuesto 1.1A fue obtenido de la ciclacion del intermediario 1.61. Los
espectros de RMN-'H y **C indicaron que el producto obtenido, 1.1A estaba
ciclado, sin embargo, y tal como se discutié en la seccidn quimica, los espectros
eran diferentes a los espectros obtenidos para el PZQ comercial. Sin embargo,
el peso molecular mostrado en el espectro de masas del compuesto 1.1A
coincidia con el peso molecular esperado. Se decidi6 tratar el compuesto 1.1A
con H,SO, (95-97)% y en ésta ocasion, el espectro de RMN'H y *C para el
compuesto 1.1 fue igual al del PZQ comercial. Por otro lado, se midié la
rotacion oOptica a ambos compuestos, encontrandose que eran diferentes. El
signo de la rotacion éptica del compuesto 1.1A era positivo y en el compuesto
1.1 era negativo. Esto sugiere que el compuesto 1.1A, probablemente,
contiene un exceso del enantidmero no activo y el compuesto 1.1 pudiera
presentar un exceso del enantiomero mas activo, explicando el porque de su
actividad in vitro. También, el compuesto 1.1 al presentar un exceso
enantiomérico, se esperaria que fuera mas eficaz que la mezcla racémica. Esto
quedo confirmado cuando este compuesto mato a todos los vermes en menos
de 24 h observandose algunos de ellos en forma de tirabuzon producto de la
fuerte contraccion muscular en el verme, mientras que el PZQ comercial
requirio de 48 h para matar a los mismos. Esto se observdé a las dos

concentraciones ensayadas.
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Es importante mencionar que la sintesis y la evaluacion in vitro de los
compuestos 1.82 y 1.78 ya fue reportada por Liu et al (46). El compuesto 1.82
no presentd ningun efecto sobre el parasito, siendo el mismo resultado obtenido
por Liu et al. ElI compuesto 1.78, sintetizado por Liu et al, mostré un valor de
CEso de 1.3 uM (0.424 pug/mL). La cantidad ensayada para este compuesto en
esta tesis fue de 0.5 pg/mL, por lo que se esperaria ver algun efecto sobre el
verme, sin embargo, esto no ocurrid. Se pudiera pensar que la estereoquimica
del carbono en la posicion 3, unido al grupo metilo, del nucleo
pirazinoisoquinolinico, influye en la actividad. Es importante recordar que en el
caso del compuesto 1.78 sintetizado por mi persona, los diasteroisbmeros no

fueron separados y se asumié una mezcla.

En general, si bien ninguno de los compuestos sintetizados mostré una
actividad mayor o cercana a la del PZQ comercial, las concentraciones
ensayadas fueron tan bajas que seria prematuro decir que ninguno de los
compuestos disefiados pudiera funcionar como esquistosomicida, por lo que se
sugiere realizar otros ensayos, con un rango amplio de concentraciones, por
ejemplo, entre 0.5 a 200 uM y determinar nuevamente la actividad

esquistosomicida.
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6.3 Resultados y Discusion. Seccion Modelado Molecular.
6.3.1 Proceso de seleccidn de la serie de exploracion.

En vista de los resultados obtenidos durante la evaluacion biolégica de
los compuestos sintetizados, y que dichos datos no pueden ser empleados para
desarrollar un modelo QSAR, se decidié buscar en la literatura un grupo de
compuestos que pudiesen ser usados para este propdsito. Recientemente Liu
et al (46) sintetizaron una serie de derivados de PZQ, los cuales fueron
evaluados in vitro en gusanos adultos de S. mansoni y similares a los
sintetizados en esta tesis. Es por ello que se considerd utilizar estos datos
reportados en la literatura para generar una o varias ecuaciones QSAR que
puedan predecir la actividad biolégica de los compuestos sintetizados en esta

tesis.

Liu et al sintetizaron y evaluaron 26 derivados de PZQ. Sin embargo,
solamente 8 compuestos fueron utilizados por mi para derivar una o varias
ecuaciones QSAR, debido a que el resto de los mismos presentaron valores de
CEso mayores a 100 uM, o no tenian ningun efecto sobre el parasito. Los
compuestos seleccionados para desarrollar el QSAR deben ser homogéneos,
es decir, que todos los productos tengan un esqueleto comdn. Esta
caracteristica se cumple puesto que todos los compuestos seleccionados
comparten el nucleo pirazinoisoquinolinico, esto garantiza que todos los
compuestos tengan el mismo mecanismo de accion. Por otro lado, la serie de
exploracibn debe ser representativa, es decir, deben existir suficientes

variaciones estructurales que se vean reflejadas en los datos de actividad. En
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la serie de exploracion utilizada se observan compuestos con baja, media y alta
actividad. Esto puede ser visualizado en una grafica de puntos, la cual se utiliza
para evaluar y comparar distribuciones al graficar los valores a lo largo de una
linea de nimeros. Esta fue obtenida empleando el programa de estadistica
Minitab 16 (Grafica 1.1). El rango de actividades biologicas se ubica entre 4.36
y 6.43. Al observar la grafica, hacia la zona de baja actividad, algunos
compuestos muestran actividades muy cercanas originando “espacios vacios
de actividad”. La situacion ideal seria aquella donde los datos de actividad
bioldgica cubrieran un amplio rango y en proporciones similares (baja, media y
alta actividad biologica). Esta gréafica da una idea de como estan distribuidos los
datos de actividad biolégica en la serie de exploracion. También, se verificd que

los datos de actividad biolégica presentaran una distribucién normal (Anexo IA).

Gréfica de puntos de valores de pCEsg

Baja Actividad bioldgica Alta
actividad actividad

Grafica 1.1 Grafica de puntos de valores de actividad biolégica expresada en pCExs.

Por otro lado, cuanto mayor sea la serie de exploracién, mayor sera el
namero de grados de libertad y méas confiables seran las predicciones del
modelo final. La cantidad de compuestos seleccionados para desarrollar el
modelo QSAR fueron ocho. Si bien la serie de exploracién no tiene el tamafio
adecuado, no existen suficientes datos en la literatura, que permitan crear un

modelo incorporando un mayor nimero de compuestos.
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6.3.2 Proceso de seleccion y obtencién del conjunto inicial de
descriptores.

Una vez verificada la normalidad de los datos de actividad biologica, el
paso inicial para la obtencion de los descriptores fue la construccién de los
derivados de PZQ utilizando el programa CAChe 6.01, a partir de la estructura
cristalina del PZQ depositada en el banco de datos de proteinas. Estas
estructuras para ser usadas en los calculos dependientes del nivel de teoria
fueron optimizadas para llevarlas a un punto cerca al minimo de su energia
potencial. Por lo tanto, la geometria de las estructuras fue optimizada mediante
MM empleando como campo de fuerza MM3 aumentado. Luego, se procedié a
realizar una busqueda conformacional a través de dinAmica molecular y se
selecciond el conférmero de menor energia. Después de haber seleccionado
las conformaciones de menor energia, estas fueron refinadas nuevamente
realizando una optimizacion de la geometria en MOPAC utilizando el método

semiempirico PM3 del programa CAChe 6.01 (Seccién 5.3.4).

A partir del refinamiento realizado con PM3 de los derivados de PZQ, se
procedio a la seleccion y tabulacion de los descriptores a través del programa
ProjectLeader 6.01 incluyendo descriptores moleculares y quimico-cuanticos
(Tabla 1.4). En cuanto a los descriptores quimico-cuanticos solo fueron

calculados sobre algunos atobmos (Figura 1.10, apartado 5.3.4.).
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6.3.3 Proceso de seleccion de los descriptores a incluir en el modelo
QSAR mediante la aproximacion del algoritmo genético.

Una vez obtenidos los descriptores calculados por el nivel de teoria PM3,
estos fueron estandarizados. Luego, los descriptores que serian utilizados en
la(s) ecuacion(es) QSAR fueron seleccionados utilizando la aproximacion de
algoritmo genético. La aplicacion del algoritmo sobre el conjunto inicial de
descriptores gener6 una serie de resultados que indicaron cual de estos estan
consistentemente relacionados con la actividad biolégica. Se crearon tres
conjuntos de descriptores: A) Moleculares, B) Quimico-cuantico y C)

Moleculares y quimico-cuanticos.

Para los tres conjuntos bajo estudio, el proceso de reduccién del nimero
de descriptores generd una serie de graficos de ocurrencia para cada una de
las poblaciones iniciales de 250, 500 y 1000 individuos. Solo se muestran las
graficas para una poblacion inicial de 1000 individuos (Anexo IB), siendo la mas
estable de las 3 poblaciones estudiadas y con una probabilidad de mutacién de
0.01. Las gréficas solo muestran los descriptores mas importantes que deberian
ser considerados para construir la ecuacion QSAR. Ademas de la evaluacion
de la gréfica, la aplicacion del algoritmo generd una serie de estadisticos,
tipicos de una regresion lineal multiple, que indican la bondad de ajuste del
modelo de regresion y de prediccion tales como: R?, R%g, Q°y F. En base a
todo lo anterior, se pudieron determinar cuales y cuantos descriptores
destacaban sobre los demds, al aparecer con una alta frecuencia en cada

poblacion.
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Los descriptores seleccionados fueron: A) Descriptores moleculares: Log
P (Calculado mediante el Programa Pallas Pro-Log P), indice de forma 3«
(kappa 3), Energia total ET (Hartree), Energia de la conformacion de minima

energia Enin, B) Descriptores quimico-cuanticos: Superdeslocalizacion radical

(S) C8, C19y 022, Orbital frontera radical (F) C8 y Orbital frontera electrofilica

3

(F) C15 y C) Descriptores moleculares y quimico-cuanticos: “x, densidad

LUMO C1, Densidad LUMO N20. Los valores de los descriptores para cada

una de los compuestos se pueden encontrar en el Anexo I.C.

Antes de construir las ecuaciones QSAR, se verificaron las correlaciones
entre los descriptores a través de la matriz de correlacion (Anexo I.C) para cada
uno de los conjuntos de descriptores. En los casos, donde existia correlacion,
estos descriptores no fueron incluidos juntos en la ecuacién. También, se
calculdo el porcentaje de covarianza de los descriptores para verificar la

dispersion de los mismos (datos no mostrados).

6.3.4 Desarrollo de los modelos QSAR, validacion e interpretacion.

Para la construccion de las ecuaciones QSAR, se utilizaron 8
compuestos derivados de PZQ, incluyendo este ultimo. Se calcularon un total
de 175 descriptores para los tres conjuntos de descriptores. Debido a que la
serie de entrenamiento (datos de actividad bioldgica) era tan reducida,

Unicamente se realizé una validacién interna de la clase LOO y LON (Q%.00 ¥

QZLON)-
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6.3.4.1 Modelos QSAR con descriptores moleculares. Partiendo de
los cuatro descriptores seleccionados utilizando los resultados del algoritmo
genético, analisis de la matriz de correlacion (Anexo IB) y determinacion de la
posible redundancia de los descriptores, se realiz6 la construccion de los
modelos mediante el uso de una regresion lineal simple y multiple. Como se ha
descrito anteriormente, la ecuacion solo debe tener un maximo de 2 decriptores,
por lo que, los cuatros descriptores fueron combinados generando varias
ecuaciones. Los descriptores de energia total y energia de la conformacién de
minima energia estan correlacionados, por lo que no se utilizaron juntos en la
construccion de las ecuaciones. Las ecuaciones obtenidas y sus respectivos

estadisticos son mostrados en la Tabla 1.25.

Tabla 1.25 Resultados del analisis de regresion lineal simple y mudltiple para el
conjunto de descriptores moleculares.

Ec. Ecuacion QSAR N s r R’ Q° F

1.13  pCEsy =-0.584 * °x+ 5.310 8 055 075 057 033 7.93
1.14 pCEs =-0.198 * LogP + 5.310 8 080 026 007 -0.78 0.42
1.15 pCEsp= 0.059 * Ey, + 5.310 8 083 008 001 -056 0.03
1.16 pCEs,=-0.588*°%c -0.021*LogP +5.310 8 0.60 0.76 057 -008 3.31

En base a los estadisticos obtenidos tanto de las regresiones lineales
simples como multivariadas de las ecuaciones 1.13 a la 1.16, ninguna de ellas
pudiera ser utilizada para predecir la actividad de compuestos que no han sido
sintetizados todavia. Uno de los parametros de bondad de ajuste de una
regresion lineal tal como R? es mayor de 0.5 en las ecuaciones 1.13 y 1.16,
indicando que la serie de datos de actividad biologica se ajustan bastante bien a

la ecuacion de regresion, sin embargo, otro estadistico que debe ser
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considerado es Q?, el cual indica la predictividad de un modelo de regresién y
este debe ser mayor de 0.5. Todas las ecuaciones obtenidas tienen valores de
Q? inferiores a 0.5 y en algunos casos valores negativos. Por lo tanto, para el
conjunto de datos utilizados y empleando descriptores moleculares, no fue
posible establecer una relacion lineal entre la actividad biolégica de los

derivados de PZQ con esta clase de descriptores.

En vista de los resultados anteriores, se calcularon otros descriptores
moleculares y geométricos con el programa E-dragon 1.0 y después de ejecutar
cada uno de los pasos anteriormente mencionados, se intentd construir algunas
ecuaciones con buenos parametros de bondad de ajuste de la regresion; sin

embargo, esto no fue posible (datos no mostrados).

6.3.4.2 Modelos QSAR con descriptores quimico-cuanticos.
Partiendo de los cinco descriptores quimico-cuanticos seleccionados, se realizé
la construccién del(os) modelo(s) mediante el uso de una regresion lineal simple
y multiple. Las ecuaciones obtenidas y sus respectivos estadisticos son

mostrados en la Tabla 1.26.

Tabla 1.26 Resultados del analisis de regresion lineal multiple para el conjunto de
descriptores quimico-cuanticos (2 descriptores)

Ec. Ecuacion QSAR N s r R’ Q2 F Ferit0.05)2,5

117 pCEsp= 0.793 *Scg-0.295* 8 036 092 084 068 1354 5.79

S c10 + 5.310

1.18 pCEsy = 0.703 * Scg + 0.100 * 8 047 086 074 060 7.19 579
F cis +5.310

1.19 pCEsy = 0.740 * Scg + 0.193 * 8 043 0.88 078 059 888 5.79
So2 +5.310
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El mejor modelo QSAR es la ecuacion 1.17 (Tabla 1.26) con valores de
R?y Q% de 0.84 y 0.68 respectivamente, fue obtenido utilizando descriptores S,
especificamente en los atomos C8 y C19. Este descriptor mide la suceptibilidad
del compuesto a un ataque por un radical y revela los sitios reactivos basados
en la distribucion de los electrones en los orbitales frontera. Otro estadistico que
debe ser considerado es el valor de F, el cual es una medida de la significacion
global del ajuste. Si el valor de F calculado es mayor que el F tabulado (F
critico), la ecuacion es significativa para un nivel de confianza particular. El valor
F calculado para la ecuacion 1.17 (13.54) es mayor que el valor F tabulado
(5.79) con un nivel de confianza del 95%, por lo que esta ecuacion es
significativa para el nivel de confianza dado. La tabla 1.27 muestra los valores
de estos descriptores, actividades observadas (experimental) y calculadas

(predichas) de derivados de PZQ contra S. mansoni.

Tabla 1.27 Valores de descriptores, actividades observadas (experimental) y
caculadas (calculado) para el mejor modelo QSAR, ecuacion 1.17, de derivados de
PZQ contra S. mansoni.

PCEsy = 0.793 * S'cg - 0.295 * S'cyo + 5.310 Ec. 1.17

Compuesto Scs S'cio PECs PECs
experimental calculado
PZQ 0.222 0.217 6.43 5.83
PZQ8a 0.222 0.222 5.01 5.27
PZQ8c 0.224 0.218 6.05 6.22
PZQ9%a 0.223 0.217 5.89 6.12
PzQ9d 0.217 0.218 4.36 4.22
PZQ10b 0.221 0.219 541 5.18
PZQ10c 0.217 0.216 4.33 4.59
PzQ10d 0.218 0.215 5.00 5.06
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La relacion grafica de las actividades observadas contra los valores
calculados, asi como, la grafica de dispersion entre los residuales versus las
actividades observadas para la ecuacion 1.17 son mostradas en la grafica 1.2.
Las otras dos ecuaciones, 1.18 y 1.19, también muestran buenos parametros
de bondad de ajuste para cada una de los modelos de regresion, sin embargo,

la ecuacion 1.17 es la mejor de todas ellas.

Descriptores quimico-cuénticos

A Gréfica de dispersiéon entre los valores de B Gréfica de dispersion entre los valores residuales
631 pCEso experimental y calculados 0,6 y pCEsocalculados  »

0,54

6,0

0,44

0,3

v
v
!

0,2

Residual

0,1

pPCE50 calculado

v
=)
n

0,0

4,54 0,14
-0,24

4,04 0,34
T T T T T T T T T T T
4,5 5,0 55 6,0 6,5 4,0 45 5,0 55 6,0 6,5

PCE50 experimental Valores de pCE50 calculados

Grafica 1.2 A) Grafica de dispersion entre los valores de pCEs, experimental y calculado para
la ecuacion 1.17 B) Grafica de dispersion entre los valores residuales y pCEs, calculados.

En la grafica 1.2 A, para la ecuacion 1.17, concerniente a la dispersion
entre los valores de pCEsy experimentales versus los valores calculados, se
observa que la mayoria de los puntos estan proximos a la recta, excepto los
valores extremos del rango de los datos de actividad, 4.33 y 6.43, pudiendo
identificarse como posibles valores atipicos. En cuanto a la grafica de
residuales, grafica 1.2 B, deberia observarse una dispersion aleatoria de puntos
respecto a 0 en el eje vertical con mas o menos la misma dispersion. En esta
gréfica, se pueden observar mas puntos debajo del eje vertical. En cuanto a los

puntos por encima del eje, son escasos y pudieran identificarse como posibles

[190]




PARTE I. ESQUISTOSOMIASIS
Resultados y Discusién

valores atipicos. Este valor atipico corresponde al PZQ. Lo correcto seria
eliminar este dato de la serie de entrenamiento temporalmente y construir una
nueva ecuacion QSAR y evaluar los estadisticos, pero debido a la poca

cantidad de datos de la serie esto no se realiz6.

También fue posible construir una ecuacion QSAR con un solo
descriptor, la ecuacion 1.20 (Tabla 1.28), siendo la variable independiente la
S'cs, con valores de R? y Q% mayores de 0.5 y donde el valor de F calculado es
mayor que el tabulado con un nivel de confianza de 95%, siendo el modelo
QSAR estadisticamente significativo. El resto de las ecuaciones, 1.21-1.23, no
muestran un buen ajuste al modelo de regresién (valores de Q menores de 0.5

y negativos y valores F calculados muy por debajo del valor F tabulado).

Tabla 1.28 Resultados del andlisis de regresion lineal simple para el conjunto de
descriptores quimico-cuanticos (1 descriptor).

Ec.  Ecuacién QSAR N s r R® Q° F  Foosus

120 PpECso= 0.661*Scg+5.31 0.43 0.85 0.73 0.59 16.10 6.61
121 pECso= 0.061 * S+ 5.31 0.83 0.08 0.01 -0.53 0.03 6.61
1.22 pECs,=-0.198 * F ;5 +5.31 0.81 0.26 0.07 -0.69 0.42 6.61

8
8
8
1.23 pECs =-0.108 * Sgy, +5.31 8 082 0.14 0.02 -0.48 0.12 6.61

La tabla 1.29 muestra el valor del descriptor Scg para cada derivado de
PZQ, asi como, las actividades observadas (experimental) y calculadas
(predichas). La relacion grafica de las actividades observadas versus los
valores calculados, asi como, la grafica de dispersion entre los valores
residuales versus las actividades calculadas para la ecuacion 1.20 son

mostradas en la grafica 1.3. En la grafica 1.3A, se puede observar que la
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mayoria de los puntos se alejan un poco mas de la recta, si se compara con la

grafica 1.2A y en cuanto a la grafica 1.3B, los comentarios realizados para la

grafica 1.2B son validos para este caso.

Tabla 1.29 Valor del descriptor sobre el atomo C8, actividades experimentales
(observadas) y calculadas (predichas) para el mejor modelo QSAR, ecuacion 1.20, de

derivados de PZQ contra S. mansoni.

pPECs, = 0.661 * Scg +5.310 Ec. 1.20
Compuesto Scs PECs PECs
experimental calculado
PZQ 0.222 6.43 5.67
PZQ8a 0.222 5.01 5.67
PZQ8c 0.224 6.05 6.14
PZQ9a 0.223 5.89 5.90
PZQ9d 0.217 4.36 4.48
PZQ10b 0.221 541 5.43
PZQ10c 0.217 4.33 4.48
PzQ10d 0.218 5.00 4.72

Descriptores quimico-cuanticos

Gréfica de dispersion entre los valores

>
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Grafica 1.3 A) Grafica de dispersion entre los valores de pCEsy experimental y calculado para la
ecuacion 1.20 B) Gréficas de dispersion entre los valores residuales y pCEs, calculados.

6.3.4.3 Descriptores moleculares y quimico-cuanticos. Partiendo de

los tres descriptores seleccionados utilizando los resultados del algoritmo
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genético, analisis de la matriz de correlacion y determinacion de la posible
redundancia de los descriptores, se realizd la construccién del(os) modelo(s)
mediante el uso de una regresion lineal simple y multiple. Las ecuaciones

obtenidas y sus respectivos estadisticos son mostrados en la Tabla 1.30.

Tabla 1.30 Resultados del analisis de regresion lineal multivariada con el conjunto de
descriptores moleculares y quimico-cuanticos.

Ec. Ecuacién QSAR N s r R° Q° F Foos2s

1.24 pCEsp = - 0.456 * LUMOpy0 8 028 095 090 076 23.66 5.79
-0.666 * °x+ 5.310

1.25 pECso = - 0.378 * LUMOc; 8 041 089 079 050 958 579

—0.678 *®x+5.310

Las ecuaciones 1.24 y 1.25 pudieran ser utilizadas, sin embargo, la
ecuacion 1.24 es la que tiene los mejores estadisticos. Esta ecuacion fue
obtenida empleando los descriptores densidad LUMOyy Y °k. La densidad
LUMO es una medida de la suceptibilidad de un compuesto a ser atacado por
un nucledfilo. El indice de forma molecular Kappa es un descriptor topologico y
compara los grafos moleculares maximo y minimo. Un grafo o grafica es un
conjunto de objetos llamados vértices o nodos unidos por enlaces llamados
aristas o arcos, que permite representar relaciones binarias entre elementos de
un conjunto. Un grafo se representa graficamente como un conjunto de puntos
(vértices o nodos) unidos por lineas (aristas). En el caso de moléculas, los
nodos son los atomos y las aristas, los enlaces. La tabla 1.31 muestra el valor
de los descriptores °k y densidad LUMOngo para cada derivado de PZQ, asi
como, las actividades biolégicas observadas (experimental) y calculadas

(predichas).
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Tabla 1.31 Valores de descriptores, actividades observadas (experimental) y
calculadas (predichas) para el mejor modelo QSAR, la ecuacién 1.24, de derivados de
PZQ contra S. mansoni.

PCEsy = - 0.456 * LUMOy — 0.666 * °K + 5.310 Ec 1.24

Compuesto K LUMOy20 PECso PECso
experimental calculado
PZQ 3.25 0.002 6.43 6.11
PZQ8a 3.70 0.001 5.01 5.38
PZQ8c 3.34 0.000 6.05 6.13
PZQ9%a 3.24 0.003 5.89 6.04
PzQ9ad 4.16 0.004 4.36 4.28
PZQ10b 3.25 0.012 541 5.21
PZQ10c 3.58 0.013 4.33 4.54
PzQ10d 4.02 0.001 5.00 4.79

La relacion grafica de las actividades observadas versus los valores
calculados, asi como, la grafica de dispersién entre los valores residuales

versus las actividades calculadas para la ecuacion 1.24 son mostradas en la

gréfica 1.4.
Descriptores moleculares y quimico-cuanticos
A Gréfico de dispersidn entre los valores de B Gréfico de dispersidn entre los valores residuales
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Grafica 1.4 A) Grafico de dispersion entre los valores de pCEs, experimental y calculado para
la ecuacion 1.24 B) Gréficas de dispersion entre los valores residuales y pCEs, calculados.
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Se construyeron varias ecuaciones QSAR empleando un solo descriptor

(Tabla 1.32). Ninguno de los descriptores fue capaz de producir un buen

modelo QSAR.

Tabla 1.32 Resultados del andlisis de regresion lineal simple para el conjunto de
descriptores moleculares y quimico-cuanticos (1 descriptor).

Ec. Ecuacion QSAR N s r R Q° F Foosus

1.26 pCEsy = - 0.584 * °K + 5.310 8 054 075 056 033 793 661

1.27 pCEs = - 0.335 * LUMOyyo 8 075 043 018 -041 1.38 661
+5.310

1.28 pCEsy = - 0.209 * LUMO¢; 8 080 026 007 -196 047 661
+5.310

Alternativamente, se combind el mejor descriptor quimico-cuantico y
molecular siendo la Scg y °k. Se intentd establecer una ecuacion QSAR. Sin
embargo, estos descriptores estan correlacionados. Este descriptor quimico-
cuantico fue sustituido por Scio. La combinacién de estos dos descriptores
origind una ecuacion QSAR que no es estadisticamente significativa, ya que el

valor de F calculado es menor que el valor de F tabulado (Tabla 1.33).

Tabla 1.33 Resultados del andlisis de regresion lineal multivariada para el conjunto de
descriptores moleculares y quimico-cuanticos (2 descriptores).

Ec. Ecuacion QSAR N s r R* Q° F Foospes
1.32 pCEso = -0.052 * Sci9— 0.594 8 06 076 057 -021 336 6.61
*3K +5.310

Se compararon los valores experimentales de actividad biol6gica con los

valores calculados de los mejores modelos QSAR correspondiente a los tres
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conjuntos de descriptores (moleculares, quimico-cuantico y combinacion de

ambos) (Grafica 1.5).

Grifica comparativa entre las actividades biolégicas observadas y calculadas de los mejores modelos
QSAR correspondiente a los tres conjuntos de descriptores.

pCES0

PZQ 8al PZQ 8cl PZQ 9al1 PZQ9d1 | PZQ10b2 | PZQ10c2 | PZQ10d1 PZQ.
=pCES0 observado 5,01 6,05 5,89 4,36 5,41 4,33 5 6,43
mpCES0 calculado Descrip. quimcuan. 528 6,22 6,12 4,22 518 4,59 5,06 5,83
= pCES50 calculado Descrip. mol-quimicuan 5,38 6,13 6,04 4,28 521 4,54 4,79 6,11
= pCES50 calculado Descrip. mol 5,09 5,68 5,83 4,36 5,81 5,30 4,58 5,81

Grafica 1.5 Grafica comparativa de los valores de pCEs, calculados y el valor experimental de
los mejores modelos QSAR para los tres conjuntos de descriptores.

En los tres conjuntos evaluados se observd sobreprediccion y
subprediccion.  Por ejemplo, para el conjunto de descriptores quimico-
cuanticos, se observa sobre y subprediccion de la actividad biolégica. Lo
mismo ocurre con los otros dos conjuntos de descriptores. Sin embargo, el
conjunto de descriptores moleculares y quimico-cuanticos muestran la mejor
prediccion de actividad biolégica. También, la mejor estimacion de la actividad
biolégica fue para el compuesto PZQ9d1l, para los tres conjuntos de
descriptores. En cuanto a la capacidad predictiva para el PZQ, se puede
observar en la grafica subprediccion para todos los conjuntos de descriptores

evaluados. Es importante recordar, que no fue posible la validacién externa
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para establecer la predictividad de los modelos QSAR obtenidos, debido al
tamafo de la serie de entrenamiento. Hasta la fecha, no hay trabajos de QSAR
para esta clase de compuestos, lo que significa, un humilde aporte en esta

area.

Se estimd la actividad bioldgica de los derivados y analogos de PZQ
sintetizados en esta tesis, empleando la mejor ecuacion QSAR, la ecuacion

1.24. Los resultados son mostrados en la Tabla 1.34.

Tabla 1.34 Estimacion de la actividad biolégica de derivados y analogos de PZQ
sintetizados en esta tesis empleando la ecuacion 1.24.

PCEsp = - 0.456 * LUMOy;,, — 0.666 * ’K +5.310 Ec.1.24

Compuesto K LUMOnz20 PECso ECso (uM)
calculado calculado
1.75 3.486 0.013 2.98 1047.12
1.76 3.486 0.001 2.98 1047.12
1.77 2.922 0.001 3.36 436.52
1.79 2.909 0.003 3.37 426.58
1.80 3.486 0.002 2.98 1047.13
1.81 3.338 0.003 3.09 812.83
1.82 4.025 0.001 2.63 2344.23
1.83 4.258 0.013 2.47 3388.44
1.84 4.000 0.001 2.66 2187.76
1.89 1.744 0.001 4.14 72.44

Segun los resultados de aplicar la Ecuacion 1.24, ninguno de los
compuestos sintetizados seria mas activo que el PZQ y de todos los
compuestos evaluados, el compuesto PZQamina seria el mas activo pero no
mas activo que el PZQ. Todos estos resultados deberan ser confirmados

cuando los compuestos sean nuevamente evaluados in vitro en S. mansoni.
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Se estimo la capacidad de absorcion in vivo de los derivados y anélogos

de PZQ sintetizados en esta tesis y los publicados por Liu et al (46) por medio

de calculos tedricos realizados con el programa Accord para Excel para ayudar

a establecer las reglas de Lipinski y Veber. Este enfoque ha sido ampliamente

utilizado como un filtro para compuestos que pudieran ser incluidos en un

programa de disefio de drogas. Los resultados de los célculos para todos los

compuestos sintetizados y reportados en la literatura mostraron que tendrian

potencialmente una buena absorcion in vivo, ya que satisface ambas reglas sin

violaciones (Tablas 1.35A, 1.35B, 1.36A y 1.36B).

Tabla 1.35A Descriptores moleculares para las reglas de Lipinski de derivados y
analogos de PZQ calculados por el programa Accord para Excel (Accelrys).

Compuesto® Peso MLog P° Donadores H Aceptores H  Satisface
Molecular RO5
PZQ 312.183 2.591 0 4 Si
1.75 320.391 2.846 0 4 Si
1.76 340.809 3.114 0 4 Si
1.77 298.385 2.358 0 4 Si
1.79 312.413 2.591 0 4 Si
1.80 346.857 3.086 0 4 Si
181 356.421 2.607 0 6 Si
1.82 372.464 2.018 0 6 Si
1.99 380.443 2.264 0 6 Si
1.84 386.491 2.236 0 6 si
1.85 312.412 2.058 0 4 Si
1.86 298.385 2.276 0 4 Si
1.87 314.428 2.591 0 4 Si
1.88 300.401 2.358 0 4 Si

®Compuestos sintetizados en esta tesis. "Es el valor de Log P calculado por el método de
Moriguchi et al (124,125).
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Tabla 1.35B Descriptores moleculares para las reglas de Lipinski de derivados y
analogos de PZQ calculados por el programa Accord para Excel (Accelrys).

Compuesto Peso MLog P° Donadores H Aceptores H Satisface
Molecular RO5
1.89° 202.256 1.324 1 3 si
PZQ8a" 342.194 2.298 0 5 Si
PZQs8c” 368.155 2.879 0 4 si
PZQ9a" 326.199 2.818 0 4 Si
PZQod" 368.246 3.475 0 4 si
PZQ10b" 306.136 2.619 0 4 si
PZQ10c” 334.168 3.069 0 4 si
PzQ10d" 369.112 3.048 0 7 si

®Compuestos sintetizados en esta tesis. "Compuestos sintetizados por Liu et al. °Es el valor de
Log P calculado por el método de Moriguchi et al (124,125).

Tabla 1.36A Descriptores moleculares para las reglas de Veber de derivados y
analogos de PZQ calculados con el programa Accord para Excel (Accelrys).

Compuesto® ASP® Enlaces Satisface
rotables Veber
PZQ 41.306 2 si
1.75 41.306 2 Si
1.76 41.306 2 Si
1.77 41.306 2 Si
1.79 41.306 2 Si
1.80 41.306 2 si
1.81 59.166 2 Si
1.82 59.166 4 si
1.83 59.166 4 Si
1.84 59.166 4 Si
1.85 41.306 5 si
1.86 41.306 4 Si
1.87 41.306 5 Si
1.88 41.306 4 Si
1.89 33.463 0 si

4Compuestos sintetizados en esta tesis’ “Area de superficie polar
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Tabla 1.36B Descriptores moleculares para las reglas de Veber de derivados de PZQ
calculados con el programa Accord para Excel (Accelrys).

Compuesto® ASP® Enlaces Satisface
rotables Veber
PZQ8a 50.236 3 si
PZQ8c 41.306 2 Si
PZQ9% 41.306 2 si
PzQ9d 41.306 4 Si
PZQ10b 41.306 2 Si
PZQ10c 41.306 2 Si
PzQ1i0d 84.129 2 Si

4Compuestos sintetizados por Liu et al. ®Area de superficie polar

También, a través del mismo programa, fue posible graficar las
propiedades ADME en términos de Log P y el area de superficie polar para los
compuestos sintetizados y reportados (Graficas 1.6 y 1.7). Este modelo predice
la absorcion intestinal humana después de la administracion oral. Un
compuesto que se absorba bien tendra al menos un 90% de absorcién en el
torrente sanguineo humano. EIl modelo de absorcién intestinal incluye elipses
con niveles de confianza de absorcién de un 95 y 99%, en donde el eje y
corresponde al logaritmo del coeficiente de particion (ADME_AlogP98) y en el
eje x corresponde al area de superficie polar (ADME_PSA_2D). Estas elipses
definen regiones donde los compuestos que son bien absorbidos caen dentro
de las regiones de la elipse con niveles de confianza de 95 y 99%. Cualquier
punto fuera de la elipse, indica que la absorcién tiende a caer rapidamente (126,
127). Como puede observarse en ambas graficas, los compuestos bajo estudio
caen dentro de la elipse con un nivel de confianza de un 95%, lo que significa

gue los compuestos tendrian una buena absorcién.
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Grafica de absorcion intestinal humana
de derivados y analogos de PZQ
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Gréfica 1.6 Gréfica de las propiedades ADME _AlogP98 (logaritmo del coeficiente de particion
octanol/agua versus ADME_PSA 2D (area de superficie polar) de derivados y analogos de
PZQ.

Grafica de absorcion intestinal
de derivados de PZQ sintetizados por Liu et al.
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Grafica 1.7 Gréfica de las propiedades ADME _AlogP98 (logaritmo del coeficiente de particion
octanol/agua versus ADME_PSA_2D (area de superficie polar) de derivados de PZQ
sintetizados por Liu et al (46).
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7. Conclusiones y Recomendaciones.
7.1 Conclusiones.

7.1.1 Se logro la sintesis del PZQ mediante una secuencia de cinco
reacciones, obteniéndose un exceso del enantibmero levo, bioldégicamente
activo, lo cual fue confirmado determinando el signo de la rotacion oOptica. El
rendimiento de todos los pasos de reaccidon estuvo por encima del 70%,
excepto el ultimo, que involucré una reaccion de Pictet-Spengler, con un
rendimiento del 33%, como producto purificado. Los espectros de IR y RMN-'H

y 3C del PZQ sintético mostraron ser iguales a los del PZQ comercial.

7.1.2 La reaccion Pictet-Spengler del intermediario diamido acetal 1.61,
precursor del PZQ, dio origen a un producto ciclado, distinto al PZQ. Estudios
de RMN, EM y rotacion Optica parecieran indicar que el producto obtenido era el
PZQ con un exceso del enantiomero dextro no activo. Este producto fue
probado en gusanos adultos de S. mansoni y mostré ser menos activo que el

PZQ.

7.1.3 Se logré la conversion del PZQ anterior a PZQ con un exceso del
enantiomero levo activo, empleando en H,SO, (95-97%) a temperatura
ambiente. El mecanismo propuesto para explicar este cambio de configuracién
se basa en la posibilidad de formar un i6n carbonio estable en el carbono quiral
y en la disminucion de las repulsiones entre algunos atomos, al pasar de un
enantiomero al otro. Al parecer, dicho mecanismo seria facilitado por un acido
tal como el H,SO, (95-97%). Hasta la fecha, no existe ningun reporte en la
literatura al respecto.
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7.1.4 Se realiz6 una prueba para confirmar el cambio de configuracion
observado, tratando el PZQ comercial con H,SO, (95-97%). Se observé un

pequefio cambio en la rotacién Optica, hacia un valor negativo.

7.1.5 Ademds, se sintetizaron catorce derivados y andlogos de PZQ
empleando la misma via sintética con rendimientos, para la Ultima reaccion,

entre un 20 y 60%.

7.1.6 La reaccion de Pictet-Spengler para dar el nucleo
pirazinoisoquinolinico o sus analogos, fue muy dependiente de los sustituyentes
sobre el anillo fenilico, del tamafio de los anillos a formar y del acido usado para

la reaccion.

7.1.7 Se obtuvo el analogo 2-(ciclohexilcarbonil)-2,3,6,10b-
tetraidropirazino[2,1-alisoindol-4(1H)-ona, 1.77. Para el grupo de Liu et al no

fue posible obtener este analogo bajo las condiciones de ciclacion utilizadas.

7.1.8 Para los derivados y anélogos de PZQ, no se observé el cambio en
la frecuencia de estiramiento del grupo carbonilo, al hacer el tratamiento con
H.SO, (95-97%) de segunda vez. La rotacidn éptica de estos compuestos sera

medida posteriormente.

7.1.9 No fue posible sintetizar analogos del PZQ en los cuales el anillo

piperazino, de seis miembros, fuera sustituido por un anillo de siete miembros.

7.1.10 En cuanto a los derivados de fenetilamina, necesarios para la

sintesis de los derivados y analogos de PZQ, estos fueron obtenidos en tres
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pasos de reaccion con rendimientos moderados. Sin embargo, este método
resulté inadecuado para obtener ciertos derivados halogenados de fenetilamina.
Se observo que la hidrogenacion catalitica del 2,3-diclorofenetilnitro condujo a
la hidrogendlisis del enlace C2-Cl, obteniéndose la 3-clorofenetilamina. Cuando
este producto fue utilizado para sintetizar un derivado de PZQ, el espectro de
RMN-'H mostré un patrén de sustitucién en la zona aromatica indicando que la

fenetilamina utilizada era la la 3-clorofenetilamina.

7.1.11 La sintesis empleada para la obtencion del PZQ, sus derivados y
analogos, involucré reacciones muy sencillas desde el punto de vista
experimental. En la mayoria de los casos, los reactivos utilizados son
accesibles y economicos y cada uno de los pasos pudiera ser optimizado,

elevando el rendimiento considerablemente.

7.1.12 En cuanto a la actividad biol6gica de los compuestos sintetizados,
estos fueron ensayados en cepas de S. mansoni. El PZQ obtenido mostr6 ser
mas activo que el PZQ comercial, utilizado como referencia. Esto debido
probablemente al exceso del enantiomero levo, activo. El resto de los derivados
y analogos de PZQ no mostraron ser activos contra el parasito a las

concentraciones ensayadas.

7.1.13 Empleando como fuente de datos la actividad biologica de
derivados de PZQ reportados por Liu et al, fue posible cuantificar la relacion
entre la estructura quimica y la actividad biolégica de derivados de PZQ siendo

los descriptores indice de forma de orden 3 (°) y la energia LUMOno
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determinantes en la actividad bioloégica. Esta ecuacion fue utilizada para

predecir la actividad biolégica de los compuestos sintetizados en esta tesis.

7.2 Recomendaciones.

7.2.1 Sustituir el agente acoplante DIC por EDC. Esta ultima carbodiimida
forma como producto colateral, un derivado de Urea, soluble en agua, que
permitiria eliminarla rapida y facilmente, situacién que no ocurre con el derivado

de urea formado por DIC.

7.2.2 Intentar la formacion del intermediario diamidoacetal en un solo
paso de reaccion entre un derivado de fenetilamina y el amidoéster acetal. De
esta forma, no seria necesaria la saponificacion previa del éster, reduciendo el

namero de paso de reaccion.

7.2.3 Ensayar la reaccion de Pictet-Spengler del intermediario diamido
acetal, 1.61, con diferentes &cidos y determinar si el cambio de configuracion es

dependiente del &cido empleado.

7.2.4 Buscar otro método de sintesis para derivados de fenetilamina con

sustituyentes halégeno.

7.2.5 En cuanto a la actividad biologica de los compuestos sintetizados,
deben ser ensayados un mayor rango de concentraciones, ya que las
concentraciones ensayadas eran muy bajas para observar algun efecto sobre el

pardsito.
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7.2.6 Una vez determinados los valores de CEsy de los compuestos
sintetizados en esta tesis, verificar la ecuacibn QSAR obtenida con los datos
reportados en la literatura y determinar su poder predictivo o establecer una

nueva ecuacion empleando datos de actividad biologica propios
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Parte Il. Disefio, sintesis y evaluacion bioldgica de una serie de 2-metil, 2-
propil, 4-metil-2-propil y 2-alquildiaminoquinolinas sustituidas en las
posiciones 6 y/o 7.

8. Aspectos generales de la Leishmaniasis.

Los parésitos del género Leishmania, transmitidos al hombre por insectos
flebotomineos en las regiones calientes del Viejo y del Nuevo Mundo, causan
infecciones denominadas Leishmaniasis que afectan particularmente el
Sistema Fagocicitico Mononuclear (SFM). Los protozoarios que causan las
leishmaniasis humanas son flagelados (de la familia Trypanosomatidae y del
género Leishmania) caracterizados por presentar apenas dos formas durante
su ciclo vital, una forma amastigote y otra promastigote (2). Todas las
especies de Leishmania son parasitos intracelulares en macréfagos de

mamiferos (128).

Todas las infecciones comienzan con la introduccion de los organismos
en la piel por la picadura de un mosquito infectado. Sin embargo, hay una
diversidad considerable dentro del género, con al menos diez especies de
Leishmania que son patogénicas para el hombre. Diferentes especies de
Leishmania infectan al hombre tales como: L. braziliensis, L. mexicana, L.

donovani y L. major, entre otras (2).

Todas las especies de Leishmania son transmitidas por dipteros de la
familia Psychodidae y la subfamilia Phebotominae. Dos géneros son
realmente importantes para la epidemiologia de la leishmaniasis: 1) Lutzomyia

gue comprende la mayoria de las especies del nuevo Mundo y casi todas
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aguellas cuyas hembras pican al hombre 2) Phlebotomus que incluyen los
transmisores de leishmaniasis del Africa, Europa y de Asia. Los animales
silvestres constituyen sus fuentes normales de alimentacién sanguinea, sin
embargo, algunas especies también pican al hombre, es decir, son antropdfilas,
y adquieren importancia en la transmision de la leishmaniasis en la poblacion

humana (2).

8.1 Ciclo evolutivo de la Leishmania spp.

Las especies de Leishmania son morfolégicamente similares y exhiben
dos principales estados de desarrollo a través de su ciclo de vida: 1) Una forma
amastigote que reside dentro de las células reticuloendoteliales del
hospedador vertebrado, la cual es la forma celular relevante para la enfermedad
y 2) Una forma promastigote que se reproduce en el intestino de un insecto

flebotomineo (129,130) (Figura 2.1):

A) El ciclo de vida comienza cuando el hospedador vertebrado es picado por un
insecto infectado. La saliva del insecto contiene factores quimicos que
potencian el poder infectante del parasito y ejercen un efecto quimiotactico
sobre las células reticuloendoteliales, las cuales son atraidas al lugar de la
inoculaciéon. B) Los parasitos son entonces fagocitados por las células
reticuloendoteliales y esto promueve su reproduccion y supervivencia. Los
parasitos se replican profusamente dentro de las células reticuloendoteliales y
finalmente estallan liboremente desde los macréfagos infectados, infectando

nuevas células y extendiendo la enfermedad dentro del hospedador mamifero.
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PROCICLICO | METACICLICO
Vector Hospedador Humano
OMosqulto se alimenta de sangre Promastigotes son
e inyecta los promastigotes en la piel e fagocitados

Division en el intestino medio

Q y migran al proboscis/

%
%/\/é

Amastigotes se transforman en
romastigotes en el intestino medio

N por macréfagos

o @

Promastigotes transformados en
amastigotes dentro del macrofago

Q

@ .b
0_@@ 0 : Multiplicacion de los amastigotes
& \ A dentro de las células
elngestlon de las células
parasitadas

e Mosquito se alimenta de sangre
del hospedador: ingestion de macréfagos
infectados con amastigotes

Figura 2.1. Ciclo evolutivo del Leishmania spp. (131).

C) Cuando un nuevo insecto pica a un hospedador vertebrado infectado, el
insecto ingiere macréfagos infectados y el parasito se diferencia en
promastigotes flagelados migrando hacia el intestino medio. Los promastigotes
flagelados son parasitos extracelulares del tracto digestivo de sus
hospedadores. Aqui, ellos sufren metaciclogénesis, un proceso de
diferenciacion resultando en la aparicion de promastigotes infectivos (o
metaciclicos). D) El estado de desarrollo del parasito introducido en el
hospedador mamifero ha sido denominado como metaciclico y las formas

inmaduras presentes en el mosquito como prociclico.
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8.2 Manifestaciones clinicas y diagndstico.

La leishmaniasis ha sido clasificada en tres grupos de acuerdo a las
manifestaciones clinicas de la enfermedad (2): A) Leishmanisis Cutanea (LC)
producida por L. mexicana y L. amazonensis, B) Leishmaniasis Mucocutanea
(LMC) o cutdneo-mucosa siendo el causante principal de estas anomalias la L.
braziliensis y C) Leishmanias Visceral (LV) o Kala-azar producida por L.

donovani, L. infantumy L. chagasi.

El diagnostico definitivo de la leishmaniasis se fundamenta en la
presencia del parasito en las lesiones de los pacientes y la identificacion de la
especie a la cual pertenece el parasito. A nivel clinico, se diagnostica en el
paciente la presencia de lesiones, signos y sintomas. A nivel epidemiolégico,
se analiza si la zona donde vive el paciente pertenece a alguna de las areas

endémicas conocidas (132).

8.3 Epidemiologia a nivel mundial y nacional.

La leishmaniasis se localiza en 22 paises en el Nuevo Mundo y en 66 del
Viejo Mundo. No se encuentra en el Sureste de Asia. Esta enfermedad es
endémica en 88 paises en 4 continentes, de los cuales, 72 se encuentran en
vias de desarrollo. Mas del 90% de la LC ocurre en Iran, Afganistan, Siria,
Arabia Saudita, Brasil y Perd. Mas del 90% de los casos de LV ocurren en
Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan. Y mas del 90% de la LMC ocurre en

Bolivia, Brasil y Pera (133,134) (Figura 2.2).
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A B

Figura 2.2. A) Distribucion geografica de la LV en el Viejo y Nuevo Mundo B) Distribucion
geografica de LC y LMC en el Nuevo Mundo (135).

En Venezuela, la LC es endémica en todo el pais encontrandose en los
valles del sistema montafioso de la costa, la depresiéon de Yaracuy, algunas
regiones de los llanos y de los Andes, el sur del Orinoco, la zona montafiosa y
boscosa de Tachira, Mérida, Truijillo, Lara, Miranda, Sucre, Carabobo y Aragua.
La alerta epidemioldgica 2012 de la novena semana (del 26 de febrero al 5 de
Marzo de 2012) publicada por el Ministerio del Poder Popular para la Salud
(Venezuela), ha notificado 32 casos de leishmaniasis de los cuales solo 2 casos
son de LV, representando apenas el 0.01% de los casos de notificacion

obligatoria (136).

8.4 Tratamiento.
La eleccion del tratamiento dependera de la especie de Leishmania.
Histéricamente, la quimioterapia de la leishmaniasis se ha basado en el uso de

metales pesados toxicos, especialmente compuestos de antimonio. Los
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antimoniales pentavalentes (Sb(V)) tales como antimoniato de meglumina 2.1
(Glucantime®) y estibogluconato de sodio 2.2 (Pentostam®) son los

compuestos de primera linea utilizados en el tratamiento de la LC y LV.
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El modo de acciéon de estos compuestos como leishmanicidas no es
claro, sin embargo, se han propuesto dos modelos: 1) EI modelo prodroga,
donde Sb(V) es reducido a Sb(lll) con el fin de ejercer su actividad
leishmanicida y 2) EI modelo de Sb(V) activo, en donde el Sb(V) es la especie
que muestra actividad leishmanicida. Se ha demostrado con el compuesto 2.2
la inhibicién especifica de la Topoisomera | de L. donovani. También, se ha

reportado la formacion de un complejo entre adenina 'y Sb(V) (137).

La ulamina, es una presentacion genérica bioequivalente de pentacloruro
de antimonio mas el compuesto 2.1, preparada en el Laboratorio de
Quimioterapia y Control de Investigaciones Parasitolégicas “José W. Torrealba”
del Nucleo Universitario Rafael Rangel de la Universidad de Los Andes. Ha
sido probada en diferentes modelos animales, y al compararla con un patentado

comercial de amplio uso en América, exhibieron comportamientos
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farmacocinéticos semejantes. Se ha demostrado su efectividad terapéutica en

el tratamiento de la LC localizada (3,138).

Cuando esta clase de tratamiento falla, se recomienda la utilizacion de
pentamidina 2.3 o anfotericina B 2.4 (Fungizona®). Estos medicamentos no
son activos oralmente y requieren administracion parenteral lo cual implica
hospitalizacion durante el tratamiento debido a la severidad de los posibles
efectos secundarios. El mecanismo de accién leishmanicida de 2.3 es poco
conocido, aunque se sabe que actia a nivel del complejo mitocondrial-
kinetoplasto. En cuanto al mecanismo de accién de 2.4, éste ha mostrado una
alta afinidad por los esteroles y fosfolipidos de la membrana celular del parasito
Leishmania, especificamente el ergosterol, principal esterol de la membrana
plasmatica de estos flagelados. De esta forma, se perturba irreversiblemente la
permeabilidad y el transporte de la membrana, formandose poros por donde se
liberan iones y otras moléculas del citoplasma del parasito afectando asi al

protozoo (3).
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La miltefosina 2.5, una hexadecilfosfocolina (139), desarrollada
inicialmente como una droga anticancerigena, ha sido hasta ahora el Unico
tratamiento oral contra la Leishmaniasis (140). Es efectiva en el tratamiento de
la LC y LV (141) inclusive en infecciones resistentes a compuestos
antimoniales. Los mecanismos moleculares que contribuyen a la actividad
leishmanicida de 2.5 son todavia desconocidos. Un estudio llevado a cabo por
Paris et al (142) y Marinho et al (143) concluyeron que 2.5 mata promastigotes
de L. donovani y de L. amazonenzis por un mecanismo indirecto, parecido a la
muerte celular apoptética. Debido a su toxicidad, se han preparado
formulaciones liposomales (Impavido™, Zentaris). Otros alquilfosfolipidos como
perifosina 2.6 (144) ha mostrado actividad in vivo en L. amazonensis y ha sido
considerada como un tratamiento potencial para la LC; y la edelfosina 2.7
mostrd, en promastigotes y amastigotes, diferentes sensibilidades en diferentes

especies de Leishmania (145).
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La paromomicina 2.8, un antibiético aminoglicésido, ha mostrado eficacia
en el tratamiento de LC y LV (11,146). El compuesto 2.8 es utilizado en

combinacion con Sb para reducir la duracion del tratamiento. El mecanismo de
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accion de 2.8 no es claro, pero su actividad podria ser debida a una disfuncién
respiratoria y despolarizacion de la membrana mitocondrial. También, parece

que 2.8 afecta la produccion de 6xido nitrico (147).

OH
HoN,, WwOH

o NHe

OH

La amiodarona 2.9, una droga antiarritmica clase Ill, ademéas de poseer
actividad biologica contra el parasito T. cruzi, también ha mostrado actividad
contra Leishmania. Serrano-Martin et al (148) demostraron que a
concentraciones terapéuticas, 2.9 tiene un profundo efecto sobre la viabilidad
de promastigotes de L. mexicana, siendo mayor en amastigotes de la misma
especie. Estudios indicaron que 2.9 desestabiliza la homeostasis intracelular de
Ca?* y afecta la biosintesis de 5-deshidroepisterol, lo cual resulta en la
acumulacion de escualeno, sugiriendo que 2.9 inhibe la actividad de la
escualeno epoxidasa del parasito. Recientemente, De Macedo-Silva et al (149)
reportaron los efectos antiproliferativos, fisiologicos y ultraestructurales de 2.9
en L. amazonensis. Por los momentos, este farmaco no esta disponible para el

tratamiento de la leismaniasis.
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Por otra parte, el parasito ha desarrollado resistencia a la mayoria de
estos farmacos reduciendo su eficacia (129,150-153). Aunque hay un gran
namero de productos que estan siendo desarrollados, hasta la fecha, ninguno

de ellos ha demostrado ser completamente efectivo contra el parasito.

8.5 Aspectos generales relacionados a la biologia celular del parésito
Leishmania spp. y su interaccion con el sistema inmune del hospedador
vertebrado.

La inmunidad puede definirse como el estado de proteccién contra una
enfermedad infecciosa. El sistema inmune es capaz de reconocer ligeras
diferencias quimicas que distinguen un patégeno o cuerpo extrafio de otro, y de
discriminar entre moléculas extrafias y células propias del cuerpo. Por lo
general, la infeccion por Leishmania induce una reaccion inmunitaria muy
compleja. Segun sea la especie de Leishmania que interviene en el proceso
infeccioso, la forma clinica de la enfermedad y su cronicidad, se observa un
espectro de respuestas inmunitarias, desde mecanismos de inmunidad innata
hasta mecanismos de inmunidad especifica a través de células y anticuerpos
(154). Un revision publicada por Mougneau et al (155) expone los eventos que

forman la respuesta inmune a la Leishmania y los mecanismos de evasion
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inmune que permiten al parasito diferenciarse, crecer, mutiplicarse y sobrevir en

las células del hospedador vertebrado.

Como se ha descrito anteriormente, el proceso de infeccion se inicia con
la picadura del mosquito infectado inoculando formas infectivas maduras de
promastigotes (formas metaciclicas) en la dermis del hospedador (estudios han
demostrado que cada picadura entrega un promedio de 1000 promastigotes
metaciclicos) (155)). El primer obstaculo que encuentra esta forma de
promastigote en el nuevo medio ambiente es la necesidad de escapar a los
efectos liticos del suero sanguineo (128). El sistema complemento, uno de los
componentes fundamentales de la respuesta inmunitaria, juega un rol central en
la defensa del hospedador contra el parasito Leishmania. Esta conformado por
un grupo de proteinas séricas (proteinas solubles y enlazadas a células) que
participan en una cascada enzimatica. La mayoria circula en el suero de forma
inactiva funcionalmente (zimégenos) hasta que ocurre el clivaje proteolitico
exponiendo el sitio activo (156). Existen tres mecanismos por los cuales se
activa el sistema complemento: 1) La via clasica, la cual es activada
primariamente por complejos inmunes, 2) La via alternativa, un componente del
sistema inmune innato, es activado por la unién directa del componente C3* a
la superficie del parasito y 3) La via de la lectina. Estudios tanto in vitro como
in vivo sugirieron que la mayoria de los promastigotes introducidos en el
hospedador son destruidos rapidamente por la activacion del sistema

complemento alternativo (128).

2| a activacion del sistema complemento alternativo involucra 4 proteinas séricas, entre las que
se encuentra C3.
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Por otro lado, una de las proteinas mas abundantes en la superficie del
promastigote es la leishmanolisina o gp63 (128), la cual esta también presente
en el flagelo y el bolsillo flagelar del parasito. Se ha reportado que esta
glicoproteina media la entrada de la Leishmania hacia el interior del macréfago,
aumentando la fagocitosis y la supervivencia dentro del macrofago, siendo
identificada como un factor de virulencia del parasito. Ademas, se ha
demostrado que la actividad de la gp63 ejerce control sobre la activacion del
complemento, resultando en un aumento de la resistencia a la lisis mediada por
el complemento (157). Brittingham et al (158,159) publicaron algunos trabajos
sobre el rol de la gp63 y la lisis mediada por el complemento. La estructura
cristalina de esta glicoproteina anclada a glicofostatidilinositol (siglas en inglés,
GPI) de L. major fue publicada por Schlagenhauf et al (160), siendo identificada
como una zinc metaloproteasa. Esta enzima ha sido propuesta como un
candidato atractivo para el desarrollo de una vacuna contra Leishmania (161).
La expresion de la gp63 en otras especies de Leishmania es algo diferente y su

funcion no es clara (128) y en amastigotes es baja (160).

Ademas de la gp63, el otro conjunto de moléculas de superficie de
promastigotes son la familia de los fosfoglicanos, los cuales comprenden un
conjunto de glicoproteinas y glicolipidos que contienen unidades repetidas de
Gal(B1-4)Man(al-)PO4*. La familia incluye lipofosfoglicano (162,163),
fosfoglicano y proteofosfoglicano (164). Estudios indicaron que, Unicamente el

lipofosfoglicano juega un papel importante en la infeccion del macréfago,

¥Gal(B1-4)Man(a1-)PO,: unidades de galactosa-manosa fosfato.
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mientras que la pérdida de otros componentes de superficie tiene poca
influencia en la virulencia de promastigotes en el hospedador mamifero.
También, el lipofosfoglicano protege a los promastigotes de especies de

oxigeno reactivas generadas durante la fagocitosis (165).

La fagocitosis es un mecanismo importante para la erradicacion del
parasito Leishmania. El proceso de la fagocitosis es realizado por los
macrofagos (células mononucleares que pertenecen al SFM). La fagocitosis
comprende la unién de dos eventos principales: la unién y la internalizacion

(Figura 2.3).
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Figura 2.3. Representacién del proceso de fagocitosis (166).

En el primer evento, los macréfagos son atraidos y movidos hacia el
microorganismo invasor (parasitos, bacterias, etc.) mediante un proceso
conocido como quimiotaxis, seguido por la adherencia del microorganismo a la

membrana celular del macrofago. En el segundo evento, la adherencia induce
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protusiones en la membrana llamados pseudopodos extendiéndose alrededor
del material unido. La fusion de estos pseudopodos encierra el material dentro
de una estructura enlazada a la membrana llamada fagosoma. El fagosoma se
mueve hacia el interior de la célula fusionandose con el lisosoma para formar el
fagolisosoma. EIl lisosoma contiene lisozima y otras enzimas hidroliticas que
degradan el material ingerido (parasitos, bacterias, etc.). Luego, el macrofago

libera el material degradado por un mecanismo de exocitosis (156).

Se ha asumido que los macrofagos son las principales células
hospedadoras infectadas por Leishmania. Sin embargo, monocitos y monocitos
derivados de células dendriticas son frecuentemente abundantes en lesiones
inflamatorias, en el drenaje de nodos linfaticos, mientras otras células del
hospedador en estos tejidos (eosindfilos, neutrofilos y fibroblastos) también
pueden estar infectactas. Los promastigotes metaciclicos inoculados en la piel
por el mosquito son fagocitados en primer lugar por neutréfilos y células
dendriticas residentes, antes que los macrofagos. Los promastigotes liberados
de los neutrdfilos apoptéticos son posteriormente fagocitados por macrofagos y

monocitos reclutados en el sitio de la infeccién (167).

Paraddjicamente, los macréfagos son la “casa” del parasito y también el
medio de su destruccion. Para mantener su ciclo de vida, el parasito
Leishmania ha desarrollado varias estrategias para enfrentarse con los
mecanismos de defensa de su hospedador mamifero. Una revision al respecto
fue publicada por Bodgan et al (168) entre las que destacan: 1) Generacion o

retiro hacia un compartimiento intracelular seguro, 2) Supresion de la sintesis
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de radicales libres mediante la inhibicién de la expresion o de la actividad de la
Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNO), 3) Modulacion de la apoptosis del
macrofago, 4) Modulacion de la produccion de citocinas, y 5) Inhibicion de la
presentacion de antigenos y estimulacion de las células T. Otros trabajos han
sido publicados referentes a las interacciones macréfago-Leishmania, la
biologia redox implicada en dicha interaccion y las vias metabdlicas requeridas

para la supervivencia intracelular del parasito Leishmania (147,167).

Como se ha descrito anteriormente, la primera etapa en la infeccion por
Leishmania involucra la fijacién de promastigotes en el fagosoma enlazado a la
membrana. En este punto, antes de la internalizacion, el parasito se encuentra
en un medio extracelular. Una vez que el parasito es internalizado, la fusion del
fagosoma con el lisosoma da origen al fagolisosoma o la Vacuola Parasitofora
(VP) (Figura 2.4). La diferenciacion, crecimiento y multiplicacion de los
amastigotes ocurren dentro de este organelo. Estudios adicionales han
demostrado que la VP que contiene a la Leishmania exhibe un pH é&cido (pH
4.7-5.2), conteniendo varias hidrolasas acidicas activas y limitadas por una
membrana enriquecida con proteinas. Mientras que el citoplasma del paréasito
es mantenido activamente a pH neutro, la superficie de la membrana de los
amastigotes se adapta a un pH acido permitiendo al parasito adquirir nutrientes
a pesar de su exposicibn a concentraciones de protones extracelulares
extremadamente altas. También, la superficie de los amastigotes de Leishmania
es cubierta por una denso glicocalix compuesto principalmente por moléculas

de bajo peso molecular tal como glicoinositolfosfolipidos y glicoesfingolipidos.
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Esta capa puede proteger la superficie del parasito del medio hostil de la VP

(169).

Aunque todas las VP de Leishmania estudiadas poseen muchas
caracteristicas comunes, no todas son idénticas morfolégica y funcionalmente
(130,128), inclusive depende de la célula hospedadora involucrada (167). Por
otra parte, se ha encontrado que el lipofosfoglicano, componente principal de la
membrana plasmatica de promastigotes, juega un rol importante en los
primeros pasos en la biogénesis de la VP (130). Revisiones sobre la biogénesis
de la VP y sus propiedades han sido publicadas por Antoine et al (130) y

Burchmore et al (169).

C. Leishmania

Vesicles

Phagolysosomal
~.— degradation
products

Amastigote

Parasitophorous
vacuole (PV)

Macrophage

Figura 2.4. Representacion de amastigotes de Leishmania dentro de la VP dentro del
macréfago hospedador mamifero (170).

Se ha propuesto que la fagocitosis mediada por el reticulo
endoplasmatico (RE) es un mecanismo alternativo empleado por fagocitos para

internalizar grandes particulas y microorganismos (171).
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El parasito Leishmania ha desarrollado mecanismos de captura de
nutrientes eficientes para su supervivencia y desarrollo. La VP esta en
comunicacién con la célula del hospedador a través de transportadores de
membrana localizados en la membrana plasmatica del parasito (transportadores
de glucosa, nucleésidos, poliaminas y Fe?"), endocitosis mediada por
receptores y por fusibn con otros compartimientos. Los requerimientos
nutricionales de los amastigotes provienen de la VP (169). Una revision sobre
los diferentes transportadores de membrana, denominadas permeasas, fue

publicada recientemente por Landfear (170).

9. Quimioterapia de la Leishmaniasis.
9.1 Identificacién de posibles dianas para el disefio racional de farmacos
leishmanicidas.

Los procesos méas importantes en el desarrollo de una nuevo farmaco
son: 1) La identificacion de un blanco en el patégeno, el cual deberia estar
ausente en el hospedador 2) El blanco seleccionado deberia ser absolutamente
necesario para la supervivencia del patdgeno y ensayado facilmente. Una
revision de los blancos potenciales susceptibles a intervencién farmacoldgica
fue descrita por Lifares et al (172), Croft et al (173) y recientemente por Chawla
et al (174): A) Inhibicion de la biosintesis de esteroles (Los tripanosomatides
sintetizan ergosterol y otros esteroles que son necesarios para su crecimiento y
la viabilidad), B) Inhibicion de la via glicolitica (El metabolismo energético de

tripansomatides depende Unicamente de las fuentes de carbono disponibles en
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el hospedador), C) Recuperacion de Purinas (El parasitos Leishmania carece
de enzimas para sintetizar purinas de novo y por lo tanto, dependen de las
purinas sintetizadas por el hospedador mamifero. Sin embargo, se ha
encontrado que esta enzima no es esencial para la supervivencia del parasito,
D) Inhibicion de la biosintesis de GPI (Los glicolipidos GPI ubicados en la
superficie celular del parasito Leishmania, protegen al parasito de la via
complemento alternativo e hidrolasas externas, ademas, son esenciales para la
infectividad de promastigotes en el hospedador mamifero y en el vector, E)
Inhibicion de la biosintesis de folato (Las enzimas timidilato sintasa (TS) (EC.
2.1.1.45) y la dihidrofolato reductasa (DHFR)(EC 1.5.1.3) son responsables de
convertir dihidrofolato a tetrahidrofolato, un cofactor importante en la sintesis de
timina 'y F) Inhibicion del metabolismo de los tioles (La tripanotiona es crucial
en el mantenimiento del potencial redox siendo esencial en la supervivencia del
parasito. Ha sido uno de los sistemas mas estudiados junto con otras enzimas

relacionadas al metabolismo de tioles (175,176).

9.2 Actividad biolégica de 2-alquilquinolinas y compuestos relacionados y
su utilidad en el tratamiento de la Leishmaniasis.

Debido a la limitada disponibilidad de productos farmacéuticos efectivos,
la mayoria de las personas que habitan en areas donde la leishmaniasis es
endémica, depende en gran medida de los tratamientos populares y de la
medicina tradicional para aliviar los sintomas. En la medicina tradicional, el
tratamiento de la enfermedad usualmente consiste de la administracion oral de
extractos crudos de plantas para la forma sistémica de la enfermedad o
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preparaciones topicas de los mismos para el tratamiento de las infecciones en
piel. La evaluacioén cientifica de plantas medicinales utilizadas en la preparacion
de remedios populares ha proporcionado a la medicina moderna, farmacos
efectivos para el tratamiento de enfermedades causadas por parasitos

protozoarios, tales como quinonas, terpernos y alcaloides (177-179).

Los alcaloides son los compuestos naturales mas importantes con
actividad leishmanicida (180). Especificamente, los alcaloides del tipo
quinolinico han mostrado ser muy activos en el tratamiento de enfermedades
parasitarias. Durante una investigacion etnofarmacolégica en Bolivia, Fournet
et al (181) aislaron del extracto cloroformico y del éter de petréleo una serie de
12 alcaloides quinolinicos del tipo 2-alquil y 2-arilquinolinas provenientes de
Galipea longiflora Krause de la familia Rutaceae, que mostraron ser activos

contra promastigotes de diferentes especies de Leishmania.

Posteriormente, Fournet et al (182) ensayaron la actividad in vivo de diez
de estos alcaloides en ratones BALB/c infectados con L. amazonensis PH8 (o
H-142) o L. venezuelensis por via subcutanea, un dia después de la infeccion,
utilizando como droga de referencia a 2.1. El tamafio de la lesion fue utilizado
como criterio de eficacia de los compuestos. Dos alcaloides, la 2n-
propilquinolina 2.10 y la 2-(1°,2’-trans-epoxipropil)quinolina 2.11 (Chimanina D)
fueron mas activos que 2.1 contra L. amazonensis PH8, y no mostraron
toxicidad en los animales durante el experimento. También, el compuesto 2.10

exhibio actividad significativa contra una cepa virulenta de L. venezuelensis.
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Otros alcaloides: 2-(3,4-metilendioxifeniletil)quinolina 2.12, cusparina 2.13, 2-
(3,4-dimetoxifeniletil)quinolina 2.14, skimmianina 2.15 y 2-propenilquinolina 2.16

(Chimanina B) mostraron ser tan efectivos como 2.1.

X AN
— 7 CHs
N CH, N
2.10 2.11

O
2.12 Rt H R;,R;: OCH,0

R
X
/

N

2.13 R: OCH3 Rj,Rz: OCH,0

214 R:H RyR, (OCHg),
OCH,
_ _
H4CO NT O N Z~ “CH,
OCH; 2.15 2.16

Otros tres alcaloides mostraron actividad moderada respecto a 2.1: 4-
metoxi-2-fenilquinolina 2.17, 4-metoxi-2-n-pentilquinolina 2.18 y Chimanina A
2.19. La presencia de un grupo metoxi en posicidon 4 en estos alcaloides

disminuy®é la actividad leishmanicida.

OCHj
OCH; OCH;
X
X X
N pZ
p
217 2.18 2.19

Nuevamente, Fournet et al (183) estudiaron la actividad de 2 alcaloides

relacionados a los anteriores: 2-fenilquinolina 2.20 (principal alcaloide presente
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en la corteza del tallo y la raiz) y 2-n-pentilquinolina 2.21, evaluados de la
misma forma que los anteriores y utilizando como drogas de referencias 2.1 y
2.3. El compuesto 2.20 fue tan potente como 2.1 contra cepa H-142 L.
amazonensis, pero menos activa que 2.1 contra la cepa PH8 de la misma

especie. El compuesto 2.21 no mostré ninguna actividad.

%
pZ =
N O N 3 CHj
2.20 2.21
Fournet et al (184) determinaron la eficacia in vivo de 2.10, 2.11, 2.12,
2.16, 2.20 y 2.21 administradas por via oral e intralesion a ratones BALB/c

infectados con L. amazonensis y L. venzuelensis. De todos los alcaloides, los

compuestos 2.10 y 2.16 resultaron ser los mas efectivos.

En vista de la interesante actividad exhibida por esta clase de alcaloides
quinolinicos, Fakhfakh et al (185) evaluaron la citoxicidad (Clsg) de un grupo de
alquenil y alquinilquinolinas en macrofagos y en amastigotes de L. amazonensis
y L. infantum. Ademds, se prob6 la actividad antirretroviral en células
infectadas por HIV-1. A este estudio, se incorporaron quinolinas sustituidas en
posicion 3 y disustituidas. La mayoria de las quinolinas activas fueron aquellas
con la cadena lateral de tres atomos de carbono, del tipo alquenil, en posicion 2,
tales como 2.22, 2.23, 2.24 y 2.25 conteniendo funciones electrofilicas
reactivas. De todos los compuestos sintetizados, los compuestos 2.22, 2.24 y

2.25 presentaron valores de Clsp menores de 4 uM en amastigotes de L.
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amazonesis e L. infantum, pero la toxicidad en macrofagos fue alta. El
compuesto 2.23 mostré un valor de de Clsp de 8 uM en amastigotes de L.
infantum, y superior a 200 uM en amastigotes de L. amazonensis. Mostré baja
toxicidad en macrofagos. El mecanismo por el cual estas quinolinas son activas

contra parasitos es desconocido.

N 2.22 R: COH

(;Ow 2.23 R: CO,CHs
_ 2.24 R: CH,OH
N ~~ SR ?

2.25 R: Br

Nakayama et al (186) evaluaron la eficacia in vivo de los compuestos
sintetizados por Fakhfakh et al (185) en L. amazonensis, L. infantum y L.
donovani, encontrdndose que el compuestos 2.24 fue el mas activo.
Nakayama et al (187) determinaron la actividad in vitro e in vivo de la (E)-3-
quinolin-2-il-acrilonitrilo 2.26, contra L. donovani y utilizando 2.5 como farmaco
de referencia, encontrandose que el valor de Clso en promastigotes fue de 38.6
uM y en amastigotes 2.4 uM. En los ensayos in vivo, se observo una reduccion

de la carga parasitaria de 72.5%.

(:[j\ﬂ
N/ =~ SCN

Kinnamon et al (188) evaluaron la actividad in vivo de una serie de
lepidinas (derivados de 6-metoxi-4-metil-8-aminoquinolina) en el modelo

hamster infectados con L. donovani. Los miembros de esta clase fueron mas
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activos que la droga de referencia 2.1. ElI compuesto mas activo de la serie
resulté ser la 8-(6-dietilaminohexilamina)-6-metoxi-4-metilquinolina 2.27,
conocido como sitamaquina (WR-6026), siendo 700 veces mas efectiva que 2.1
administrada por via oral. Para el afio 2005, el compuesto 2.27, estaba siendo
estudiado para el tratamiento de LV encontrandose en la fase Il de los estudios
clinicos (189). Al igual que 2.5, el compuesto 2.27 mostro ser efectivo via oral

pero no por via topica (190).

CH3
H,CO

3 X
7

N

HN
\/\/\/\)N/\CH
2.27 H,;C

La tafenoquina 2.28, otra 8-aminoquinolina, mostrd actividad in vitro
contra diferentes especies de Leishmania (191), incluyendo amastigotes de L.

donovani, con valores de Clsp entre 0.1 a 4 uM.
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Recientemente, Loiseau et al (192) evaluaron la actividad leishmanicida y
citotoxica, in vitro, de una serie de 2-estirilquinolinas sustituidas en posicion 7
con grupos benzoilo. De todos los compuestos sintetizados, el derivado 2.29
mostré un valor de Clsp 1.2 uM en amastigotes de L. donovani, siendo mas
activo que sitamaquina y miltefosina con valores de Clsp de 9.7 y 13.4 uM

respectivamente.

Hasta la fecha, el mecanismo de accién de estas quinolinas sustituidas
en Leishmania no ha sido investigado. Sin embargo, algunos datos referentes
al modo de accién de quinolinas relacionadas, tal como el compuesto 2.27, han
sido descritos. Coimbra et al (190) encontraron que 2.27 interacciona primero
con las cabezas polares anibénicas de los fosfolipidos, mientras que las colas,
de naturaleza no polar, se insertan dentro de la membrana, acumulandose
rapidamente en el citosol de la Leishmania por difusion. Sin embargo, la
afinidad de la membrana por 2.27 fue transitoria debido a un proceso de eflujo
dependiente de energia, sugiriendo la presencia de un transportador el cual no

ha sido caracterizado todavia.

Por otra parte, se ha encontrado un efecto inhibitorio de 2.10 en la

actividad de la P-glicoproteina de células intestinales (193). Esta P-
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glicoproteina es una proteina transportadora de medicamentos, conocida como
un transportador ABC vy la cual esta asociada a la resistencia de especies de

Leishmania a farmacos (194).

10. Disefio de derivados de 2-alquilquinolina y estrategias sintéticas.

10.1 Analisis de la relacion estructura quimica-actividad biologica (SAR)
de 2-alquil y 2-alquenilquinolinas y disefio de nuevos derivados de los
mismos.

Antes de considerar las diferentes posibilidades de compuestos a ser
disefiados y sintetizados, se deberia decidir qué clase de estrategia va a ser
utilizada en base a la informacién disponible en la literatura. La idea inicial era
la sintesis de un grupo de quinolinas sustituidas y el tipo de sustituciones que
serian las mas adecuadas, para que ésta clase de nuevos compuestos

presentaran la actividad biol6gica deseada.

En base a los antecedentes previamente mencionados (Seccion 9.2), la
eleccion de un grupo alquil o alquenil en la posicion 2 del anillo quinolinico
estaria basada en los siguientes criterios: A) Para obtener la maxima actividad
leishmanicida, la longitud 6ptima de la cadena alquilica en la posicion 2 del
ndcleo quinolinico no deberia exceder de 5 &tomos de carbono, B) Es
conveniente tener cadenas no saturadas (ej. 2-alquenil) en la posicion 2 del
anillo quinolinico, ya que esto permite llevar a cabo una serie transformaciones
guimicas en esta posicién y C) La posicion de un grupo alquilico, tipo metil o

etil, en la posicion 4 del nudcleo quinolinico incrementa la actividad
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leishmanicida. Otros grupos tales como hidroxi, hidroximetil, aminometil o

metoxi reducen considerablemente la actividad leishmanicida.

Se utilizaron como plantillas, los compuestos 2.10 y 2.16, conservando el
grado de complejidad del compuesto lider (Enfoque analégico) (64). Se decidio
incorporar sustituyentes de diversa naturaleza en las posiciones 6 y 7 del
ndcleo quinolinico, ya que los compuestos reportados hasta la fecha, solo

presentan sustituciones en la posicion 2 de dicho nucleo.

Sirviendo de apoyo lo anterior, se planteo la sintesis de un grupo de 2-
metil 2.30, 2-propil 2.31 y 4-metil-2-propilquinolinas 2.32, sustituidas. Los
derivados del tipo 2-metilquinolina han sido sintetizados y probados en diversas
lineas celulares cancerosas, pero no, en el parasito Leishmania. Se decidio
sintetizar derivados de 2.10 y 2.16, ya que, dos de los alcaloides aislados de
Galipea longiflora con mayores actividades respecto a 2.1 fueron 2.10 y 2.16.
En cuanto a los derivados del tipo 4-metil-2-propilquinolina, esta clase de
compuestos fueron inspirados en base a la presencia de un grupo metilo en
posicion 4 en 2.27, encontrdndose que este grupo era imprescindible para la
actividad, obteniendo de esta manera compuestos con ambas caracteristicas, lo

cual se esperaria que condujera a una mejor actividad.

CH,
R1 N CH, R1 N CH; Rj N~ CH,
2.30 231 2.32
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Si bien, la clase de compuestos propuestos son estructuralmente
sencillos, ademas de basarse en los antecedentes ya comentados, se aplicaron
ciertas reglas que ayudaron al disefio y a la exploracion de la relacion estructura

quimica-actividad biologica cualitativa (64):

A) Regla 1: En primer lugar, se deben realizar la menor cantidad de
modificaciones posibles a la molécula lider. Los pocos cambios introducidos

pudieran indicar cuales grupos incrementan o disminuyen la actividad.

B) Regla 2. La regla de la logica biolégica: Se basa en la utilizacion de
toda la informacion biolégica disponible (datos bioquimicos, blancos
moleculares, rutas metabdlicas, etc). De datos recopilados en la literatura, se
sabe que alcaloides del tipo quinolinico presentan una diversidad de actividades
bioldgicas y especificamente, las quinolinas sustituidas en posicion 2 han sido
evaluadas como leishmanicidas con excelentes resultados. Lamentablemente,
muy poco se sabe del mecanismo de accién de estos compuestos, aunque,

ciertos datos pudieran ser extrapolados de compuestos similares.

C) Regla 3. La regla de la logica estructural: Se refiere a que, si existe
algun elemento estructural que se sabe le confiere actividad a ese compuesto,
este elemento no debe ser modificado en principio. Por ejemplo, en el caso de
los compuestos que se desea sintetizar, el ntcleo quinolinico por si mismo, asi
como, el numero de atomos de carbono de la cadena alquilica en posicion 2,

son elementos estructurales importantes que deben ser mantenidos.
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D) Regla 4. Eleccion correcta del sustituyente: Consiste en el reemplazo
de grupos de una molécula por otros, con caracteristicas similares o diferentes
desde el punto de vista, electronico, estérico y lipofilico. En el caso de los
compuestos propuestos, algunos atomos de hidrégeno del nucleo quinolinico
serian reemplazados por sustituyentes del tipo metoxi, metilendioxi o halégenos
para ver como estos influyen sobre la actividad biologica, tomando como

referencia los compuestos lideres.

E) Regla 5. Sintesis organica facil: Ya que la sintesis de nuevos
compuestos es muy costosa, la misma deberia involucrar el menor nimero de
pasos, ser preferiblemente una sintesis convergente, en la cual el producto de
cada paso sea obtenido con el mayor rendimiento posible y que los reactivos
de partida sean econémicos y seguros. Como se discutirh a continuacion,
existen varias sintesis reportadas para la obtencién de los compuestos de

interés; algunas involucran un mayor nimero de pasos que otras.

10.2 Métodos clasicos para la obtencion de 2-alquilquinolinas.

La sintesis del nucleo quinolinico ha sido tema de interés por muchos
afos, debido a las diversas actividades bioldégicas mostradas por compuestos
con esta clase de nucleo. Una variedad de sintesis clasicas de quinolinas
permiten la obtencion de este nucleo, y ademas, con los sustituyentes en las
posiciones deseadas. Kouznetsov et al (195) describieron los avances mas
recientes en la sintesis de quinolinas. Entre las sintesis clasicas (196) mas

importantes destacan:
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10.2.1 Sintesis de Doebner-Von Miller: Consiste en la reaccion entre
un compuesto carbonilico a,B-insaturado con anilinas, para dar la quinolina
sustituida en la posiciones 2,3 y 4 (Esquema 2.1). La principal ventaja de este
método de sintesis es la obtencién del compuesto deseado en un solo paso.
Sin embargo, existen algunas desventajas: A) EI compuesto carbonilico sufre
polimerizacion bajo condiciones acidas; B) La velocidad de adicion al aldehido
o cetona influye en el rendimiento; C) El aislamiento del producto resulta dificil

debido a productos colaterales formados durante la reaccion.

Vi §
R, / e
+ / R2 = _
NH, R,
R3

R1, Ry, R3: H o alquil

Esquema 2.1 Sintesis de Doebner-Von Miller.

Matsugi et al (197) reportaron una modificacion a esta sintesis
empleando un sistema bifasico permitiendo una preparacién mas limpia del
producto y a gran escala. Recientemente, Safari et al (198) sintetizaron un
grupo de 2-metilquinolinas, también denominadas quinaldinas, en un solo paso
de reaccion, a partir de derivados de anilina y acetaldehido empleando alumina
impregnada con HCI (37%) bajo irradiacion de microondas (600 vatios por 7
min) sin solvente. Los rendimientos fueron superiores al 70% (198). Ranu et al
(199) obtuvieron quinaldinas a partir de derivados de anilina y alquil vinilcetonas
empleando una superficie de silica gel impregnada con cloruro de indio (ll)

bajo radiacion de microondas, sin solvente, con excelentes rendimientos.
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Chaskar et al (200) desarrollaron un método para la sintesis de quinaldinas en
un solo paso a partir de la reaccidon de crotonaldehido o metil vinilcetona usando
acido fosfomolibdico como un catalizador acido sdlido en un medio micelar. El
catalizador es facilmente recuperado y puede ser reutilizado. Los rendimientos

superan el 70%.

10.2.2 Sintesis de Combes: La quinolina se obtiene a partir de la
condensacion de derivados de anilina con [-dicetonas formandose la
correspondiente base de Schiff, seguida por ciclacion catalizada por acido (201)

(Esquema 2.2).

/ I I
R
L 0~ Rz | Acido/a N
R, —= -
NH — — &
2 0O N Ry N Rj
R3
R, R,, Ra: alquil o aril Base de Schiff

Esquema 2.2 Sintesis de Combes (201).

10.2.3 Sintesis de Conrad-Limpach: Esta sintesis esta relacionada a la
sintesis de Combes, en donde la B-dicetona es sustitutida por un (B-cetoéster.
Una vez que ocurre la reaccion con la anilina, ésta es seguida por ciclacién de

la base de Schiff para dar como producto la 4-hidroxiquinolina (201)(Esquema

2.3).
o OR4 OH
Rl // O? RZ A \ R2
e O O
NFz o= N7 R, N” TRy
OR,
R1, Ry, R: alquil o aril Base de Schiff

Esquema 2.3 Sintesis de Conrad-Limpach (201).
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10.2.4 Sintesis de Friedlander: Consiste en la condensacion de o-
aminobenzaldehidos con cetonas con grupos metilo o metileno en posiciéon o al
grupo carbonilo. Dependiendo de la cetona involucrada en la reaccion pueden
obtenerse quinolinas sustituidas en las posiciones 2 y 3. La principal desventaja
de esta sintesis es la poca variedad de o-aminobenzaldehidos disponibles
comercialmente. McNaughton et al (202) sintetizaron la 2-metilquinolina con un
90% de rendimiento en un paso de reaccion. Para ello emplearon dos sales
inorganicas anhidras SnCl, y ZnCl, siendo la reaccion realizada en EtOH
absoluto, en presencia de tamices moleculares 4 A y bajo atmésfera inerte por 3

h (Esquema 2.3A)

I
o]
SnCl,, ZnCl
- H C —r % -
EtOH, 70 °C _
NO, CHs N CH,4

Esquema 2.3A Sintesis de 2-metilquinolina (202) .
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11. Objetivo general.

Disefiar y sintetizar un grupo de quinolinas sustituidas. Evaluar su
actividad biologica como leishmanicidas y estudiar la posible relacion
cuantitativa estructura quimica-actividad biolégica (QSAR) para una serie de

derivados de quinolinas.

11.1 Objetivos especificos.

11.1.1 Sintetizar una serie de derivados de quinolinas sustituidas en las

posiciones 2 y/o 4, con diferentes sustituyentes en las posiciones 6 y/o 7.

R4: H, alquilo.

Ry
R»: alquilo, alquenil, aminoalquil.
X
=
N

R

11.1.2 Elucidar estructuralmente los compuestos sintetizados (IR, RMN -'H y

13¢C, EM).

11.1.3 Evaluar la actividad bioldgica in vitro de los derivados quinolinicos contra
cepas de referencia internacional (WHO) de Leishmania mexicana (la especie

causante de leishmaniasis cutanea reportada con mayor frecuencia en el pais).

11.1.4 Estudiar la relacion cuantitativa estructura quimica-actividad biolégica
(QSAR) para una serie de derivados de quinolinas:

11.1.4.1 Realizar el analisis conformacional.

11.1.4.2 Determinar la densidad electronica, orbitales frontera (HOMO y
LUMO) vy potenciales electrostaticos para los compuestos estudiados

11.4.1.3 Determinar medidas geométricas tales como: voliumenes y
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distancias interatbmicas, que estén relacionadas con la actividad de los
mismos.

11.1.4.4 Evaluar toda la informacion obtenida con el propdsito de
correlacionar la estructura de los compuestos con la actividad biolégica y con
toda esta informacion, de ser posible, disefiar moléculas organicas pequefas

con mejores caracteristicas que las de los compuestos mas activos.
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12. Materiales y Métodos.
12.1 Seccidén quimica.

Los reactivos empleados fueron de las marcas Aldrich, Merck, Riedel de
H&en e Iris Biotech. La pureza de los mismos fue verificada por Espectroscopia
de Infrarrojo, Cromatografia de Capa Fina (CCF) y/o punto de fusion. En los
casos necesarios, estos fueron purificados mediante las técnicas adecuadas.
Algunos solventes utilizados eran de grado analitico y no requirieron de

purificacion adicional. Los solventes de grado técnico fueron destilados.

El progreso de todas las reacciones fue monitoreado por CCF utilizando
como adsorbente una mezcla de silica gel CAMAG con 5% de CaSO, y silica
gel DGF con indicador de luz ultravioleta (254 nm) en proporciones 4:1, en
capas de 0.25 mm de espesor y placas de 20 x 5 cm. Los cromatogramas
desarrollados fueron observados bajo luz ultravioleta (254 y 265 nm). La
purificacion de los compuestos sintetizados fue realizada empleando
Cromatografia de Capa Preparativa (CCP) utilizando como adsorbentes la
mezcla de silica gel utilizada en CCF en capas de 1.00 mm de espesor y placas
de 20 x 20 cm. Para la Cromatografia de Columna (CC) el adsorbente utilizado
fue silica gel Scharlau con tamafio de particula de 70-230 mesh ASTM (0.06-

0.2) mm.

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Electrothermal®
y no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo (EIR) fueron registrados en
espectofotometros Perkin EImer 1310 y Spectrum RX, tomados en solucion de

CHCI; y pastillas de KBr. Las frecuencias fueron expresadas en cm™. Los
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espectros de RMN-'H y RMN-*3C fueron registrados en instrumentos JEOL de
270 MHz y BRUKER de 300 y 500 MHz. Los desplazamientos quimicos (&) son
reportados en partes por millon (ppm) relativo al tetrametilsilano (TMS) como
estandar interno. Los espectros de masas fueron obtenidos en un sistema de
Trampa de lones Lineal 3200 QTRAP (Applied Biosystem) utilizando una fuente
“Turbo lon Spray” en modo positivo. Las hidrogenaciones cataliticas fueron

realizadas en un hidrogenador Parr.

12.1.1 Meétodo A. Sintesis de 2-metilquinolinas sustituidas en las
posiciones 6 y/o 7.

12.1.1.1 Pasos 1y 2. Sintesis de 2-metil-quinolin-4(1H)-onas sustituidas en
las posiciones 6 y/o 7.

12.1.1.1.1 Sintesis de 6-cloro-2-metilquinolin-4(1H)-ona, 2.33.

Procedimiento general.

La p-cloroanilina (127.57 g/mol, 4.823 g, 37.81 mmoles) y el acetoacetato
de etilo (130.14 g/mol, 6.399 g, 49.17 mmoles) fueron disueltos en EtOH
absoluto (90 mL). Se adicioné HOAc (99%, 14 gotas) y la mezcla de reaccion
fue agitada y calentada a 55 °C por 89 h. La reaccién fue monitoreada por CCF
(DCM) y EIR. Se evaporo el EtOH a presion reducida obteniéndose un liquido

marrén claro que pesé 10.354 g**. Este liquido fue adicionado muy lentamente

YEl crudo de reaccion no fue purificado.
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al Ph,O (5 mL) calentado previamente a 200 °C. Después de 50 min, se dejo
que la mezcla de reaccidn alcanzara temperatura ambiente e inmediatamente,
se adicionaron 40 mL de Cg¢Hi4 para precipitar la quinolona. Se filtré6 por
succién aislandose un soélido amarillo claro bastante puro que no requirid
purificacion adicional. PM (g/mol): 193.63. Rendimiento (%): 13 (0.954 g).
Sélido amarillo. Pf (°C): >310%. IR (KBr. cm™): 3060, 2869, 2775, 1637, 1598,
1558, 1350, 1296, 885, 832, 818. RMN-'H (270 MHz, DMSO-ds, 8): 2.34 (s, 3H,
H-2’), 5.95 (s, 1H, H-3), 7.53 (d, Jg 7 = 8.91 Hz, 1H, H-8), 7.64 (dd, J7 5= 8.91 Hz
y J75=2.64, 1H, H-7), 7.96 (d, Js7 = 2.64 Hz, 1H, H-5), 11.75 (s, 1H, NH). RMN-
13C (67.94 MHz, DMSO-ds, 8): 20,03 (C-2’), 109.17 (C-3), 120.76 (C-8), 124.31
(C-5), 132.11 (C-7), 126.07 (C-6), 127.92 (C-4a), 139.24 (C-8a), 150.79 (C-2),

176.02 (C-4).

12.1.1.1.2 6-Bromo-2-metilquinolin-4(1H)-ona, 2.34.

”
2
N CHg

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-bromoanilina (172.03 g/mol, 0.662 g, 3.85 mmoles), acetoacetato de etilo
(130.14 g/mol, 1.989 g, 15.28 mmoles), EtOH (30 mL) y HOAc (99%, 4 gotas).
Para la ciclacion se utilizd Ph,O (2 mL, 50 min). Se aislo un solido color crema

bastante puro. PM (g/mol): 238.08. Rendimiento (%): 32 (0.290 g). Pf (°C):

®Funde con descomposicion.
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>305°. RMN-'H (270 MHz, DMSO-ds, 8): 2.34 (s, 3H, H-2’), 5.96 (s, 1H, H-3),
7.46 (d, Jg7 = 8.91 Hz, 1H, H-8), 7.76 (dd, J;5= 8.91 Hz y J;5 = 2.32, 1H, H-7),
8.11 (d, Js7 = 2.30 Hz, 1H, H-5), 11.75 (s, 1H, NH). RMN-'3C (67.94 MHz,
DMSO-ds, 8): 20.06 (C-2’), 109.28 (C-3), 115.88 (C-6), 120.96 (C-8), 126.51 (C-

4a), 127.53 (C-5) y 134.72 (C-7), 139.53 (C-8a), 150.82 (C-2), 175.91 (C-4).

12.1.1.1.3 2,6-Dimetil-quinolin-4(1H)-ona, 2.35.

Se sigui6 el procedimiento general'’ empleando las siguientes
cantidades: p-metilanilina (107.16 g/mol, 0.798 g, 7.45 mmoles), acetoacetato
de etilo (130.14 g/mol, 0.631 g, 4.85 mmoles), EtOH (30 mL) y HOAc (99%, 4
gotas). Para la ciclacion se utilizé Ph,O (5 mL, 30 min). Se aislé un sélido color
crema bastante puro. PM (g/mol): 173.21. Rendimiento (%): 21 (0.178 g).
Sélido color crema. Pf (°C): 277-279'%. RMN-'H (270 MHz, DMSO-dg, 3): 2.32
(s, 3H, H-6’), 2.38 (s, 3H, H-2"), 5.86 (s, 1H, H-3), 7.37-7.41 (m, 2H, H-7 y H-8),
7.82 (s, 1H, H-5), 11.48 (sa, 1H, NH). RMN-*C (67.94 MHz, DMSO-ds, 9):
19.96 (C-6'), 21.27(C-2’), 108.70 (C-3), 118.20 (C-8), 124.65 (C-5), 133.29 (C-

7), 125.01 (C-4a), 132.38 (C-6), 138.75 (C-8a), 149.68 (C-2), 177.11 (C-4).

®*Funde con descomposicion.

En este caso, se utilizé un pequefio exceso del derivado de anilina y el intermediario fue
ciclado entre 230-256 °C.

®Funde con descomposicion.
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12.1.1.1.4 2-Metil-6-metoxiquinolin-4(1H)-ona, 2.36.

Se siguié el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-metoxianilina (123.15 g/mol, 3.604 g, 29.27 mmoles), acetoacetato de etilo
(130.14 g/mol, 4.607 g, 35.40 mmoles), EtOH (100 mL) y HOAc (99%, 8 gotas).
Para la ciclacién se utilizé Ph,O (4 mL, 70 min). Se aislé un sélido color naranja
bastante puro. PM (g/mol): 189.22. Rendimiento (%): 35 (1.956 g). Sdlido
naranja. Pf (°C): 300-305%. IR (KBr cm™): 3257, 3101, 2984, 1597, 1552,
1383, 1300, 1082, 1032, 826. RMN-"H (270 MHz, DMSO-ds, 8): 2.32 (s, 3H, H-
2'), 3.81 (s, 3H, H-6"), 5.88 (s, 1H, H-3), 7.23 (dd, 1H, J7g= 7.29 Hz y J75=
2.97 Hz, H-7), 7.44-7.47 (m, 2H, H-5 y H-8), 11.57 (s, 1H, NH). RMN-*C (67.94
MHz, DMSO-dg, 8): 19.91 (C-2’), 56.83 (C-6’), 104.82 (C-3), 107.96 (C-5),
120.00 y 122.27 (C-7 y C-8, intercambiables), 126.02 (C-4a), 135.25 (C-8a),

149.12 (C-6), 155.76 (C-2), 176.66 (C-4).

12.1.1.1.5 6,7-Dimetoxi-2-metilquinolin-4(1H)-ona, 2.37.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:

3,4-dimetoxianilina (153.18 g/mol, 3.909 g, 25.52 mmoles), acetoacetato de etilo

“Funde con descomposicion.
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(130.14 g/mol, 4.038 g, 31.03 mmoles), EtOH (100 mL) y HOAc (99%, 10
gotas). Para la ciclacion se utilizé Ph,O (4 mL, 70 min). Se aislé un sélido color
crema bastante puro. PM (g/mol): 219.24. Rendimiento (%): 46 (2.581 g).
Sélido color crema. Pf (°C): 279-283%. IR (KBr, cm™): 3253, 3088, 2965, 1634,

1615, 1548, 1410, 1275, 1172, 1093.

12.1.1.1.6  6,7-Metilendioxi-2-metilquinolin-4(1H)-ona, 2.38.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
3,4-metilendioxianilina (137.14 g/mol, 4.556 g, 33.22 mmoles), acetoacetato de
etilo (130.14 g/mol, 5.618 g, 43.17 mmoles), EtOH (93 mL) y HOAc (99%, 10
gotas). Para la ciclacién se utilizé Ph,O (5 mL, 50 min). Se aislé un solido color
crema bastante puro. PM (g/mol): 203.19. Rendimiento (%): 55 (3.718 g@).
Sélido color crema. Pf (°C): > 320%%. IR (KBr, cm™): 3050, 2869, 1645, 1622,

1260, 1213, 1045, 936.

12.1.1.2 Paso 3: Sintesis de 4-cloro-2-metil-quinolinas sustituidas en
posicion 6 y/o 7.
12.1.1.2.1 4,6-Dicloro-2-metilquinolina, 2.39.

Procedimiento general.

“Funde con descomposicion.
A esa temperatura el sélido se descompuso pero no fundio.
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El compuestos 2.33 (193.63 g/mol, 0.459 g, 2.37 mmoles) fue tratado con
un exceso de POCI; (6.5 mL) y calentado a reflujo por 4 h con agitacion. La
mezcla de reaccién fue vertida en hielo triturado y basificada con una solucion
de NaOH (10% p/v) hasta pH 8. Se extrajo con DCM (4 veces). La capa
organica fue lavada con agua (3 veces), secada con Na,COs y filtrada. El
solvente fue evaporado a presién reducida obteniéndose un sélido que fue
purificado por CCP utilizando como fase moévil DCM. PM (g/mol): 212.08.
Rendimiento (%): 82 (0.415 g). Sélido blanco. Pf (°C): 79-81. IR (CHClz cm™):
2960, 1580, 1460, 1370, 1310, 1080, 980, 920, 870, 830. RMN-'H (270 MHz,
CDCls, §): 2.68 (s, 3H, H-2)), 7.37 (s, 1H, H-3), 7.62 (dd, J75 = 8.91 Hz y J;5 =
2.21 Hz, 1H, H-7), 7.91 (d, Jg7 = 8.91 Hz, 1H, H-8), 8.11 (d, Js7 = 2.21 Hz, 1H,
H-5), RMN-13C (67.94 MHz, CDCls, §): 25.20 (C-2"), 122.74 y 122.99 (C-3 y C-5,
intercambiables), 125.51 (C-4a), 130.69 (C-8), 131.33 (C-7), 132.76 (C-6),

141.51 (C-4), 147.08 (C-8a), 159.28 (C-2).

12.1.1.2.2 6-Bromo-4-cloro-2-metilquinolina, 2.40.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:

El compuesto 2.34 (238.08 g/mol, 0.290 g, 1.22 mmoles), POCl; (3 mL).
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Purificado por CCP (1% MeOH en DCM). PM (g/mol): 256.53. Rendimiento
(%): 92 (0.287 g). Sélido blanco. Pf (°C): 75-77. IR (CHCl; cm™): 2960, 1580,
1470, 1370, 1300, 1060, 975, 920, 860. RMN-'H (270 MHz, CDCl3, 8): 2.55 (s,
3H, H-2), 7.25 (s, 1H, H-3), 7.63 (dd, J;5= 8.91 Hz y J75 = 1.99 Hz, 1H, H-7),
7.72 (d, Js7 = 8.91 Hz, 1H, H-8), 8.16 (d, Js7 = 1.99 Hz, 1H, H-5). RMN-*C
(67.94 MHz, CDCls, §): 25.25 (C-2"), 120.84 (C-6), 122.73 (C-3), 125.97(C-4a),
126.30 (C-5), 130.78 y 133.91 (C-7 y C-8, intercambiables), 141.41 (C-4),
147.32 (C-8a), 159.46 (C-2). HETCOR (300 MHz, CDCls): Mostré las

correlaciones entre los protones y los carbonos esperada.

12.1.1.2.3 4-Cloro-2,6-dimetilquinolina, 2.41.

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El compuesto 2.35 (173.21 g/mol, 0.166 g, 0.96 mmoles), POCl; (2.8 mL).
Purificado por CCP (DCM). PM (g/mol): 191.66. Rendimiento (%): 90 (0.165
g). Sélido color crema. RMN-H (270 MHz, CDCls, 8): 2.54 (s, 3H, H-6’), 2.68 (s,
3H, H-2"), 7.33 (s, 1H, H-3), 7.54 (dd, J;5 = 8.59 Hz y J75 = 2.00 Hz, 1H, H-7),
7.88-7.91 (2s, 2H, H-8 y H-5). RMN-*C (67.94 MHz, CDCls, 8): 21.80 (C-2),
25.08 (C-6'), 121.96 (C-5), 122.83 (C-3), 122.84 (C-4a), 128.72 (C-8), 132.66

(C-7), 136.79 (C-6), 141.86 (C-4), 147.22 (C-8a), 157.86 (C-2).
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12.1.1.2.4  4-Cloro-2-metil-6-metoxiquinolina, 2.42.

Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El compuesto 2.36 (189.22 g/mol, 1.306 g, 6.90 mmoles), POCI; (7 mL). Se
purificd por CC (CgH14-DCM). PM (g/mol): 207.66. Rendimiento (%): 77 (1.104
g). Sélido amarillo. Pf (°C): 81-84. IR (CHCl5, cm™): 3017, 2962, 1625, 1592,
1501, 1480, 1404 1324, 1268 1209. RMN-'H (270 MHz, CDCls, §): 2.65 (s, 3H,
H-2’), 3.94 (s, 3H, H-6"), 7.35 (d, J = 8.37 Hz, 2H, H-7 y H-5), 7.90 (d, Jg 7= 8.64
Hz, 1H, H-8). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, 8): 24.86 (C2’), 56.71 (C-6),
101.76 (C-5), 122.16 (C-3), 123.06 (C-7), 125.69 (C-4a), 130.57 (C-8) 141.07(C-

4), 144.75 (C-8a), 156.10 y 158.12 (C-2 y C-6, intercambiables).

12.1.1.2.5 4-Cloro-2-metil-6,7-dimetoxiquinolina, 2.43.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El compuesto 2.37 (219.24 g/mol, 2.054 g, 9.37 mmoles), POCI; (20 mL). Se
purificd por CC (CgH14-DCM). PM (g/mol): 237.68. Rendimiento (%): 54 (1.197
g). Sélido color crema. Pf (°C): 128-129. IR (CHCl; cm™): 3022, 2966, 2942,
1623, 1587, 1505, 1464, 1434, 1322, 1138, 1138, 885, 858. RMN-'H (270 MHz,

CDCls, 8): 2.60 (s, 3H, H-2), 4.00 (s, 6H, H-6'y H-7’), 7.21 (s, 1H, H-3), 7.35 (s,
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2H, H-5 y H-8). RMN-3C (67.94 MHz, CDCl3, §): 24.84 (C2’), 56.21 y 56.29 (C-
6 y C-7°), 101.75 (C-5), 107.80 (C-8), 120.01 (C-4a), 120.10 (C-3), 140.58 (C-

4), 145.70 (C-8a), 150.00 (C-6), 153.05 (C-7), 156.56 (C-2).

12.1.1.2.6 4-Cloro-6,7-metilendioxiquinolina, 2.44.

Para la sintesis de este intermediario fue necesaria la adicion DMF seco
(8 gotas). Se utilizaron las siguientes cantidades: El compuesto 2.38 (203.19
g/mol, 2.165 g, 10.66 mmoles) y POCIz (26 mL). Se purificé por CC (CgH14-
DCM). PM (g/mol): 221.64. Rendimiento (%): 58 (1.374 g). Sdlido amarillo. Pf
(°C): 119-121. IR (CHClj5, cm™): 3015, 2961, 2910, 1616, 1591 1498, 1467,
1323, 1242, 1041, 948, 876, 861. RMN-"H (270 MHz, CDCls, §): 2.62 (s, 3H, H-
2’), 6.10 (s, 2H, H-e), 7.21 (s, 1H, H-3), 7.28 (s, 1H, H-8), 7.40 (s, 1H, H-5).
RMN-3C (67.94 MHz, CDCls, 8): 24.77 (C-2’), 99.72 (C-e), 102.01 (C-5), 105.59
(C-8), 120.32 (C-3), 121.54 (C-4a), 141.13 (C-4), 147.15 (C-8a), 148.24 (C-6),

151.32 (C-7), 156.65 (C-2).

12.1.1.3 Paso 4. Sintesis de 2-metilquinolinas sustituidas.
12.1.1.3.1 Sintesis de 2-metil-6-metoxiquinolina, 2.45.

Procedimiento general.

H,CO 2 4
| m
7 = 2
8a N 2 CH3

8
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En un recipiente de vidrio especial para hidrogenaciones cataliticas se
colocd el compuesto 2.42 (207.66 g/mol, 1.104 g, 5.316 mmoles) disuelto en
EtOH absoluto (35 mL), TEA (101.19 g/mol, 0.726 g/mL, 0.75 mL, 5.38 mmoles)
y 10% en peso del catalizador Pd/C al 10% (0.109 g), respecto al derivado de la
4-cloro-2-metilquinolina, y se someti® a una presion inicial de 35 Ip? de
hidrogeno. Se dejo en agitacion por 6 h a 26 °C. La mezcla de reaccion fue
filtrada y el solvente evaporado a presion reducida obteniéndose un soélido color
marron, el cual fue disuelto en DCM realizando varios lavados con agua. La
capa organica fue secada con K,CO3 anhidro, filtrada y el solvente evaporado a
presion reducida obteniéndose nuevamente un sélido marrén. El producto fue
purificado por CC empleando una mezcla de polaridad creciente CgH14-DCM.
PM (g/mol): 173.21. Rendimiento (%): 67 (0.568 g). Sélido marrén claro. Pf
(°C): 54-55. IR (CHCIls, cm™): 3014, 2958, 2838, 1627, 1605, 1501, 1463, 1376,
1235, 1161, 1115, 1033. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 2.67 (s, 3H, H-2’), 3.88
(s, 3H, H-6"), 7.00 (d, Js7 = 2.7 Hz, 1H, H-5), 7.20 (d, Js4 = 8.40 Hz, 1H, H-3),
7.30 (dd, J;8=9.15 Hzy J;5= 2.7 Hz, 1H, H-7), 7.89 (d, Js7 = 9.15 Hz, 1H, H-
8), 7.91 (d, J43 = 8.40 Hz, 1H, H-4). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, 8): 25.08 (C-
2’), 55.56 (C-6’), 105.26 (C-5), 121.96 y 122.31 (C-3 y C-7, intercambiables),
127.37 (C-4a), 130.03 (C-8), 135.13 (C-4), 143.91 (C-8a), 156.39 y 157.19 (C-2

y C-6, intercambiables).

12.1.1.3.2 2-Metil-6,7-dimetoxiquinolina, 2.46.

H ceo 2 4

3 6 4a X3

7 N2
H,co” 7 Z70NT 2 NCH,
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Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El compuesto 2.43 (237.68 g/mol, 1.189 g, 5.00 mmoles), EtOH (30 mL), TEA
(101.19 g/mol, 0.726 g/mL, 0.70 mL, 5.02 mmoles), Pd/C al 10% (0.117 g). PM
(g/mol): 203.24. Rendimiento (%): 76 (0.769 g). Solido amarillo. Pf (°C): 41-43.
IR (CHCls3, Cm'l): 3021, 2964, 2942, 1627, 1602, 1507, 1464, 1413, 1341, 1123,
999, 856. RMN-'H (270 MHz, CDCls, §): 2.64 (s, 3H, H-2), 3.94 y 3.97 (2s, 6H,
H-6"y H-7"), 6.95 (s, 1H, H-5), 7.09 (d, Js4= 8.42 Hz, 1H, H-3), 7.32 (s,1H, H-8),
7.83 (d, J43= 8.42 Hz, 1H, H-4). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, 8): 25.03 (C-2),
56.01y 56.12 (C-6"y C-7’), 105.14 (C-5), 107.57 (C-8), 120.13 (C-3), 121.75 (C-

4a), 134.53 (C-4), 144.78 (C-8a), 149.12 (C-6), 152.34 (C-7), 156.57(C-2).

12.1.1.3.3 2-Metil-6,7-metilendioxiquinolina, 2.47.

(@] 6 4a \ 3
<

= 2
7 8 2
o 27BN CHs

Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
El compuesto 2.44 (221.64 g/mol, 1.363 g, 6.15 mmoles), EtOH (25 mL), TEA
(101.19 g/mol, 0.726 g/mL, 0.86 mL, 6.17 mmoles) y Pd/C al 10% (0.138 g). Se
purificd por CC (CgH14-DCM). PM (g/mol): 187.19. Rendimiento (%): 99 (1.144
g). Sélido color crema. Pf (°C): 145-147. IR (CHCls, cm™): 2951, 2907, 1621,
1516, 1502, 1461, 1329, 1239, 1041, 960, 938. RMN-'H (270 MHz, CDCl3, 9):
2.64 (s, 3H, H-2'), 6.05 (s, 1H, H-e), 6.98 (s, 1H, H-5), 7.10 (d, Js4 = 8.40 Hz,
1H, H-3), 7.29 (s, 1H, H-8), 7.82 (d, Js3 = 8.42 Hz, 1H, H-4). RMN-*C (67.94

MHz, CDCls, 8); 24.99 (C-2’), 101.60 (C-e), 102.73 (C-5), 105.42 (C-8), 120.21
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(C-3), 123.17 (C-4a), 135.12 (C-4), 146.12 (C-8a), 147.18 (C-6), 150.62 (C-7),

156.66 (C-2).

12.1.2 Meétodo B. Sintesis de 2-metilquinolinas sustituidas en las
posiciones 6 y/o 7.

Por este método, se sintetizaron derivados de 2-metilquinolina en un soélo
paso de reaccidn. Sin embargo, no se utilizO un dnico procedimiento
experimental para sintetizar los mismos, por lo que, se describiran dos

procedimienos generales: Método B.1 y Método B.2.

12.1.2.1 Método B.1. Sintesis de 6-cloro-2-metilquinolina, 2.48.

Procedimiento general.

5 4
Cl 6 4a \3

N2
8 2
BN 2 CH,

Se sigui6é el procedimiento descrito por Matsugi et al (197): La p-
cloroanilina (127.57 g/mol, 3.858 g, 30.24 mmoles) fue adicionada a una
solucién de HCI 6N (130 mL), cuidadosamente, con agitacion y luego calentada
110 °C. Mediante un embudo de adicién, se procedié a la adicion de Tol gota a
gota (36 mL) y seguidamente el crotonaldehido (70.09 g/mol, 4.441 g, 63.36
mmoles) gota a gota. Después de 2 h, se dejo que la reaccion llegara a
temperatura ambiente. Se separo la capa acuosa acida de la capa organica. La
capa acuosa acida fue lavada con DCM (3 veces) y posteriormente basificada

con una solucion concentrada de NaOH hasta pH 14. Se procedido a la
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extraccion con DCM (4 veces). La capa organica fue lavada con agua, secada
con K,COg, filtrada y el solvente eliminado a presion reducida. Se purificoO por
CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgH14-AcOEt). PM (g/mol):
177.63. Rendimiento (%): 68 (3.676 g). Solido marron claro. Pf (°C): 85-88. IR
(CHCIs, Cm'l): 2960, 1601, 1561, 1491, 1303, 1072, 879, 832, 762. RMN-'H
(270 MHz, CDCls, 8): 2.70 (s, 3H, H-2"), 7.27 (d, J34 = 8.42 Hz, 1H, H-3), 7.58
(dd, J75 = 8.88 Hz y J75 = 2.48 Hz, 1H, H-7), 7.72 (d, Js7 = 2.46 Hz, 1H, H-5),
7.92 (d, J = 8.66 Hz, 2H, H-4 y H-8). RMN-'C (67.94 MHz, CDCl3, 8): 25.39 (C-
2'), 122.94 (C-3), 126.24 (C-5), 127.14 (C-4a), 130.34 (C-8y C-7), 131.36 (C-6),

135.30 (C-4), 146.30 (C-8a), 159.43 (C-2).

12.1.2.2 2-Metilquinolina, 2.49.

7 = 2
8 2
5 2N CHj3

La acetanilida (135.16 g/mol, 2.142 g, 15.85 mmoles) fue adicionada a
una solucion de HCI 6N (75 mL). Se calenté por 3 h a 100 °C. Se agregé Tol
gota a gota (20 mL) mediante un embudo de adicién y luego el crotonaldehido
(70.09 g/mol, 2.220 g, 31.68 mmoles). El tiempo de reaccion fue de 45 h. Para
el aislamiento del producto, se siguié el procedimiento descrito en el apartado
12.1.2.1. PM (g/mol): 143.18. Rendimiento (%): 31 (0.699 g). Liquido amarillo.
Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 3062, 2957, 1623, 1604, 1509, 1425, 1376,
1313, 1220, 821. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 2.72 (d, 1H, H-2), 7.24 (d, J34

= 8.40 Hz, 1H, H-3), 7.44 (td, Jss = 7.95 Hz, Js7 = 7.83 Hz y Js s = 0.87 Hz, 1H,
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H-6), 7.65 (td, J;6 = 8.43 Hz, J;5 = 8.34 Hz y J;5 = 1.38 Hz, 1H, H-7), 7.73 (dd,
Js6=8.46 Hzy Js7=1.29 Hz, 1H, H-5), 8.00 (d, J43 = 8.34 Hz, 2H, H-4 y H-8).
RMN-C (75 MHz, CDCls, 8): 25.27 (C-2), 121.91 (C-3), 125.59 (C-6), 126.44
(C-4a), 127.40 (C-5), 128.59 y 129.33 (C-7 y C-8, intercambiables), 136.08 (C-

4), 147.84 (C-8a), 158.91 (C-2). IES-EM (m/z): 144.40 (M + H").

12.1.2.3 Método B.2. Sintesis de 6-bromo-2-metilquinolina, 2.50.

Procedimiento general.

7 = 2
8 2
5 2N CHj3

Se adicion6 HCI 6N (5 mL) a una solucién que contenia p-bromoanilina
(172.03 g/mol, 1.108 g, 6.44 mmoles) en 10 mL de IPA en agitacion. Cuando la
temperatura del bafio de reaccién alcanzé los 50 °C, se agregé CuCl,.2H,0
sélido (170.48 g/mol, 1.104 g, 6.48 mmoles) y la mezcla de reaccion fue
calentada a reflujo. Seguidamente, el crotonaldehido (70.09 g/mol, 0.676 g, 9.64
mmoles) fue adicionado muy lentamente mediante un embudo de adicion.
Finalizada la adicion, se dejo en reflujo por 1.5 h mas. Una vez que la mezcla
de reaccion alcanzé temperatura ambiente, se evaporo el IPA a presion
reducida y la capa acuosa resultante fue llevada a pH entre 4 y 5 con una
solucion de NaOH al 10%. Se realizaron varias extracciones con Et,O. Durante
la extraccion, se observo la aparicion de un solido abundante en la interfase que
fue separado por filtracion. La capa acuosa fue basificada a pH 10 con una

solucion de NaOH al 10% y extraida varias veces con DCM. Ambas capas
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organicas, por separado, fueron lavadas con agua, secadas con K,COj3 y
filtradas. El solvente fue evaporado a presion reducida. Se obtuvieron 2
fracciones: 1) En la fraccion “etérea” se obtuvo un aceite marrén muy denso que
posteriormente solidificd y 2) En la fraccion de DCM se aislé un solido negro
cristalino. La CCF desarrollada en DCM revelé que ambos productos eran lo
mismo, por lo que se unieron. Se purifico por CC empleando una mezcla de
polaridad creciente (Ce¢Hi14-DCM). PM (g/mol): 222.08. Rendimiento (%): 66
(0.942 g). Sélido amarillo. Pf (°C): 90-92. IR (CHCls, cm™): 3013, 2970, 2934,
1596, 1495, 1074, 814, 762. RMN-"H (270 MHz, CDCls, §): 2.73 (s, 3H, H-2),
7.30 (d, J34 =8.67 Hz, 1H, H-3), 7.74 (dd, J73 = 8.64 Hz y J;5 = 2.48 Hz, 1H, H-
7), 7.88 (d, Jg.7 = 8.67 Hz, 1H, H-8), 7.92 (d, Js.7 = 2.48 Hz, 1H, H-5), 7.95 (d, J43
= 8.67 Hz, 1H, H-4). RMN-*C (67.94 MHz, CDCls, 8): 25.43 (C-2), 119.43 (C-
6), 122.91 (C-3), 127.69 (C-4a), 129.58 (C-5), 130.48 (C-8), 132.88 (C-7),

135.19 (C-4), 146.51 (C-8a), 159.59 (C-2).

12.1.2.4 6-Fluor-2-metilquinolina, 2.51.

7 8a /2 2
: N CH,

Se siguid el procedimiento general empleandose las siguientes
cantidades: p-fluoranilina (111.12 g/mol, 2.077 g, 18.70 mmoles),
crotonaldehido (70.09 g/mol, 1.990 g, 28.39 mmoles), CuCl,.2H,0O (170.48

g/mol, 3.200 g, 18.77 mmoles), IPA (12 mL) y HCI 6N (7 mL). PM (g/mol):

161.18 Rendimiento (%): 6 (0.183 g). Solido pastoso marron. Pf (°C): 37- 40.
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IR (CHCI3, cm™): 2960, 1631, 1611, 1566, 1504, 1345, 1239, 1141, 1108, 870,
834. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 2.71 (t, 3H, H-2), 7.28 (d, J34 = 8.24 Hz,
1H, H-3), 7.37 (td, 2J,F = 8.64 Hz 0 J;5=8.64 Hz y J;5= 2.89 Hz, 1H, H-7), 7.44
(dd, 3JsF = 8.66 Hz y Js7 = 2.89 Hz, 1H, H-5), 7.97 (d, Js4 = 8.26 Hz, 1H, H-4),
8.00 (d, “JgF = 5.37 Hz, 1H, H-8). RMN-*C (67.94 MHz, CDCls, §): 25.23 (C-2)),
110.54 (d, 2JsF = 21.80 Hz, C-5), 119.29 (d, 2J;F = 25.43 Hz, C-7), 122.78 (C-3),
127.03 (d, *J4aF = 9.86 Hz, C-4a), 131.08 (d, 2JgF = 9.34 Hz, C-8), 135.54 (d,
4J4F = 5.25 Hz, C-4), 145.01 (C-8a), 158.21 (C-2), 160.08 (d, 'J¢F = 240.30 Hz,

C-6). IES-EM (m/z): 162.50 (M + H").

12.1.3 Método A. Sintesis de 6,7-dimetoxi-2-propilquinolina.

12.1.3.1 Sintesis de 3-oxohexanoato de etilo, 2.52.

El NaH?? (24 g/mol, 4.68 g, 195.4 mmoles) fue lavado dos veces con 20
mL de Tol seco®. Durante los lavados, el sistema fue purgado con nitrégeno.
Luego, se adiciond el carbonato de dietilo®® (118.13 g/mol, 27 mL, 26.33 g,
222.89 mmoles). Se colocd en un embudo de adicién la 2-pentanona (86.13
g/mol, 0.809 g/mL, 7 mL, 65.75 mmoles) junto con 3.5 mL de carbonato de
dietilo. Nuevamente, el sistema fue purgado con nitrdgeno por 5 min. El NaH y

el carbonato de dietilo fueron calentados a 60 °C y seguidamente, se procedi6 a

?2Se utilizé6 NaH al 60% disperso en aceite mineral.
ZE| Tol fue secado previamente con Na,SO,4 anhidro.
24| carbonato de dietilo utilizado fue mantenido sobre tamices moleculares 3A.
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la adicién de la 2-pentanona gota a gota por 1 h. Se mantuvo el calentamiento
por 1 h mas. La reaccion fue monitoreada por CCF (DCM). Se dejoé que la
reaccion alcanzara temperatura ambiente y se llevo a pH 4 con HOAc (99%) e
inmediatamente se adiciond agua fria. Se agitdé por 10 min y se extrajo con
AcOEt (4 veces). Los extractos organicos fueron combinados, lavados con agua
y secados con MgSO,. Este fue eliminado por filtracion y el solvente evaporado
a presion reducida. Se obtuvo un liquido amarillo el cual no fue purificado®. PM
(g/mol): 158.19. Rendimiento (%): Cuantitativo. Liquido amarillo claro. Pe(°C):
ND (Aldrich, 104 °C/22 mmHg). IR (CHCls, cm™): 2980, 1730, 1720, 1700,
1460, 1400, 1370, 1250, 1010, 845. RMN-'H (300 MHz, CDCls, §): 0.89 (t, Jo5 =
7.38 Hz, 3H, H-6), 1.24 (t, Jp o = 7.17 Hz, 3H, H-b), 1.59 (sxt, J = 7.38 Hz, 2H, H-
5), 2.49 (t, J = 7.26 Hz, 2H, H-4), 3.40 (s, 2H, H-2), 4.16 (q, Jap = 7.17 Hz, 2H,
H-a). RMN-'C (75 MHz, CDCls, 8): 13.49 (C-6), 14.05 (C-b), 16.91 (C-5), 44.84

(C-4), 49.29 (C-2), 61.27 (C-a), 167.21 (C-1), 202.75 (C-3).

12.1.3.2 Paso 1y 2: Sintesis de 6,7-dimetoxi-2-propilquinolin-4(1H)-ona,

2.53.

CH
c3

El compuesto 2.52 (153.18 g/mol, 3.553 g, 23.19 mmoles), 3,4-

dimetoxianilina (158.19 g/mol, 3.039 g, 19.21 mmoles) y (AcO),Zn.2H,0 (219.44

*°E| exceso de carbonato de dietilo fue eliminado en el rotavapor.
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g/mol, 0.252 g, 1.148 mmoles) fueron calentados entre 60-70 °C, con agitacion
por 48 h. La reaccion fue seguida por CCF (DCM). Se aisl6 un liquido rojizo
que peso 6.943 g. Este liquido fue adicionado muy lentamente a Ph,O (5 mL)
calentado previamente a 240 °C. Finalizada la adicion, se incrementd la
temperatura hasta 250 °C. El tiempo de ciclacion fue de 40 min. Se dejé que la
mezcla de reaccion alcanzara temperatura ambiente y seguidamente se
adicionaron 15 mL de CgHi4 para precipitar la quinolona. Se filtré por succion
aislandose un sdlido marron bastante puro que no requirid purificacion
adicional. PM (g/mol): 247.29 Rendimiento (%): 67 (3.912 g). Sélido marrén.

Pf (°C): 234-239%°.

12.1.3.3 Paso 3: Sintesis de 4-cloro-6,7-dimetoxi-2-propilquinolina, 2.54.

El compuesto 2.53 (247.29 g/mol, 3.912 g, 15.82 mmoles) fue tratado con
un exceso de POCI; (20 mL) y sometida a reflujo por 5 h. La mezcla de reaccién
fue vertida en hielo triturado y basificada con una solucion de NaOH (10% p/v)
hasta pH 8. Se realizaron varias extracciones con DCM. La capa organica fue
lavada con agua (3 veces), secada con Na,COj; y filtrada. EIl solvente fue
evaporado a presion reducida obteniéndose un solido marron oscuro que fue
purificado por CC empleando una mezcla de polaridad creciente CgHi14-DCM.

PM (g/mol): 265.74. Rendimiento (%): 16 (0.660 g). Solido marron. IR (CHCls,

*®Funde con descomposicion.
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cm™): 3013, 2965, 2938, 1623, 1587, 1504, 1465, 1434, 1254, 1137, 1033, 855.
RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 0.99 (t, 3H, H-c), 1.79 (m, 2H, H-b), 2.84 (t, 2H,
H-a), 4.01 (2s, 6H, H-6' y H-7), 7.23 (s, 1H, H-3), 7.34 y 7.36 (2s, 2H, H-5 y H-8,
intercambiables). RMN-*3C (270 MHz, CDCls, 8): 14 (C-c), 23.33 (C-b), 40.82
(C-a), 56.22 y 56.31 (C-6" y C-7’), 101.77 (C-5), 107.99 (C-8), 119.55 (C-3),
120.24 (C-4a), 140.61 (C-4), 145.76 (C-8a), 150.06 (C-6), 153.04 (C-7), 160.65

(C-2).

12.1.3.4 Paso 4: Sintesis de 6,7-dimetoxi-2-propilquinolina, 2.55.

H3g0 6 N 4\ 3
Hgéoma/b\?H3
En un recipiente de vidrio especial para hidrogenaciones cataliticas se
coloco el compuesto 2.54 (265.74 g/mol, 0.594 g, 2.24 mmoles) disuelto en
EtOH absoluto (20 mL), luego TEA (101.19 g/mol, 0.726 g/mL, 0.35 mL, 2.51
mmoles) y 10% en peso del catalizador Pd/C al 10% (0.059 g) respecto al
derivado de la 4-cloro-2-propilquinolina, se sometié a una presion inicial de 35
Ip? de hidrégeno. Se dej6 en agitacién por 4 h a 26 °C. La mezcla de reaccién
fue filtrada y el solvente evaporado a presion reducida obteniéndose un sélido
color marron, el cual fue disuelto en DCM y lavado con agua (3 veces). La capa
organica fue secada con K,COs, filtrada y el solvente evaporado a presion
reducida obteniéndose nuevamente un solido marron. El producto fue purificado
por CCP (20% DCM en CgHi4). PM (g/mol): 231.29. Rendimiento (%): 32

(0.164 g). Liquido marrén claro. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 3012, 2964,
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2939, 1625, 1601, 1506, 1493, 1465, 1258, 1160, 1008, 857. RMN-'H (270
MHz, CDCls, 8): 0.98 (t, 3H, H-c), 1.78 (sxt, 2H, H-b), 2.86 (t, 2H, H-a), 3.96 y
3.99 (2s, 6H, H-6" y H-7’), 6.98 (s, 1H, H-5), 7.12 (d, J34= 8.15 Hz, 1H, H-3),
7.36 (s, 1H, H-8), 7.87 (d, Js3 = 8.40 Hz, 1H, H-4). RMN-*C (67.94 MHz,
CDCls, 8): 14.09 (C-c), 23.55 (C-b), 41.14 (C-a), 56.05 y 56.16 (C-6' y C-7°),
105.15 (C-5), 107.80 (C-8), 119.58 (C-3), 122.02 (C-4a), 134.52 (C-4), 144.86

(C-8a), 149.16 (C-6), 152.32 (C-7), 160.65 (C-2).

12.1.4 Método B. Sintesis de 2-propilquinolinas sustituidas en las
posiciones 6 y/o 7.
12.1.4.1 Sintesis de 6-cloro-2-propilquinolina, 2.56.

Procedimiento general.

8a 2
N CH,

La p-cloroanilina (127.57 g/mol, 2.695 g, 21.13 mmoles), fue adicionada a
una solucion de HCI 6N (100 mL) y calentada a 100 °C con agitacion. A esa
temperatura, se procedi6 a la adicibn gota a gota de Tol (15 mL).
Seguidamente, se afiadié gota a gota el trans-2-hexenal (98.14 g/mol, 4.150 g,
42.24 mmoles). Este sistema bifasico se dejé en agitacion y calentamiento por
120 h. Se dej6 que alcanzara temperatura ambiente y se separ0 la capa
organica de la acuosa. Esta ultima fue basificada (pH 12) con una solucién

concentrada de NaOH y extraida con AcCOEt. Esta capa organica fue lavada

[261]



PARTE Il. LEISHMANIASIS
Materiales y Métodos

con agua, secada con MgSOQ,, filtrada y el solvente evaporado a presion
reducida obteniéndose un solido marrén, el cual fue purificado por CC
empleando una mezcla de polaridad creciente (CgH14-AcOEL). Se aisléo un
liquido rojizo que pes6 0.630 g que fue nuevamente purificado por CCP (5% de
AcOEt en CgHi4). PM (g/mol): 205.68. Rendimiento (%): 6 (0.123 g). Liquido
amarillo. Pe (°C): ND. IR (CHCl; cm™): 2964, 2937, 2875, 1601, 1558, 1492,
1458, 1302, 1077, 879, 834. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 0.99 (t, 3H, H-c),
1.81 (sxt, 2H, H-b), 2.91 (t, 2H, H-a), 7.28 (d, Js3 4 = 8.46 Hz, 1H, H-3), 7.56-7.60
(dd, J;5=8.94 Hzy J;5= 2.37 Hz, 1H, H-7), 7.72 (d, Js7 = 2.40 Hz, 1H, H-5),
7.94 (d, J = 8.61 Hz, 2H, H-4 y H-8). RMN-*C (75 MHz, CDCl3, §): 13.91 (C-c),
23.03 (C-b), 41.16 (C-a), 122.23 (C-3), 126.10 (C-5), 127.29 (C-4a), 130.11 y
130.49 (C-7 y C-8, intercambiables), 131.25 (C-6), 135.13 (C-4), 146.32 (C-8a),

163.21 (C-2).

12.1.4.2 6-Fluor-2-propilquinolina, 2.57.

Fm/\
b
7 Pz
< 8a N 2 5 CC:H3

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-fluoranilina (111.12 g/mol, 2.874 g, 25.86 mmoles), trans-2-hexenal (98.14
g/mol, 5.08 g, 51.76 mmoles), HCI 6N (100 mL) y Tol (33 mL). Se aislo un
liquido de color negro que fue purificado por CC empleando una mezcla de

polaridad creciente (CgH14-ACOEL). Se aislé un liquido rojizo que peso6 1.090 g

que fue nuevamente purificado por CC (CgHis-AcOEL). PM (g/mol): 189.23.
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Rendimiento (%): 7 (0.328 g). Liquido naranja. Pe (°C): ND. IR (CHCls cm™):
2963, 2936, 2875, 1630, 1610, 1566, 1506, 1479, 1230, 1142, 1110, 870, 834.
RMN-H (300 MHz, CDCls, 8): 0.99 (t, 3H, Hc), 1.81 (sxt, 2H, H-b), 2.90 (t, 2H,
H-a), 7.27 (d, J3.4 = 8.22 Hz, 1H, H-3), 7.97 (d, J34= 8.46 Hz, 1H, H-4), 7.41-7.45
(dd, 3JsF = 8.58 Hz y Js7 = 2.85 Hz, 1H, H-5), 7.33-7.39 (m, 3J;F = 8.55 Hz, J75
= 8.55 Hz y J75 = 2.85 Hz, 1H, H-7), 7.98-8.02 (dd, *JsF = 5.19 Hz, “JsF = 5.34
Hz y Jg7 = 9.24 Hz, 1H, H-8). RMN-C (75.47 MHz, CDCls, §): 13.92 (C-c),
23.09 (C-b), 41.08 (C-a), 110.42 (d, 2JsF = 21 Hz, C5), 119.29 (d, *J;F = 25.50
Hz, C-7), 122.11 (C-3), 127.19 (d, *J4F = 9.75 Hz, C-4a), 131.23 (d, 2JgF = 9
Hz, C-8), 135.43 (d, *J,F = 5.25 Hz, C-4), 145.01 (C-8a), 161.88 (d, JsF =

245.25 Hz, C-6), 162.19 (C-2).

12.1.4.3 6-Bromo-2-propilquinolina, 2.58.

5

4
Br 6 4a \3
7 = >
8a N 2 (g’HB

8 a

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-bromoanilina (172.03 g/mol, 2.572 g, 14,95 mmoles), trans-2-hexenal (98.14
g/mol, 2.961 g, 30.17 mmoles), HCI 6N (75 mL) y Tol (20 mL). Se aislé un
liguido marrén que fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad
creciente (CgHi4-AcOEL). PM (g/mol): 250.13. Rendimiento (%): 19 (0.727 Q).
Liquido rojo claro. Pe (°C): ND. IR (CHCl; cm™): 2965, 2875, 1597, 1490, 1302,
1061, 880, 836. RMN-'H (300 MHz, CDCls, 8): 0.99 (t, 3H, H-c), 1.82 (sxt, 2H,

H-b), 2.91 (t, 2H, H-a), 7.28 (d, Js.4 = 8.49 Hz, 1H, H-3), 7.71 (dd, J75 = 8.97 Hz,
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J75=2.22 Hz, 1H, H-7), 7.89 (d, Js7= 2.25 Hz, 1H, H-5), 7.89 (d, Jg7 = 9.21 Hz,
1H, H-8), 7.94 (d, J= 8.49 Hz, 1H, H-4). RMN-"C (75 MHz, CDCl3, 8): 13.94 (C-
c), 23.03 (C-b), 41.21 (C-a), 119.32 (C-6), 122.23 (C-3), 127.86 (C-4a), 129.48

(C-5), 130.64 (C-8), 132.68 (C-7), 135.07 (C-4), 146.53 (C-8a), 163.39 (C-2).

12.1.4.4 2-Propilquinolina, 2.59.

6 4a \ 3
b
7 =
4 8a N 2 X ?HS

La acetanilida (135.16 g/mol, 1.918 g, 14.19 mmoles) fue desprotegida
empleando HCI 6N (70 mL) por 3 h a 100 °C. Luego, se procedio a la adicion
gota a gota del Tol (20 mL) e inmediatamente, la adicion lenta de trans-2-
hexenal (98.14 g/mol, 1.395 g, 14.22 mmoles). Se obtuvo un liquido marrén que
fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgHias-
AcOEt). PM (g/mol): 171.23. Rendimiento (%): 18 (0.447 g). Liquido amarillo.
Pe (°C): ND. IR (CHCIg,Cm'l): 3064, 2964, 2936, 2875, 1619, 1602, 1564, 1506,
1427, 1314, 1120. RMN-*H (300 MHz, CDCls, 8): 1.00 (t, 3H, H-c), 1.83 (sxt, 2H,
H-b), 2.93 (t, 2H, H-a), 7.27 (d, Js4 = 8.43 Hz, 1H, H-3), 7.45 (td, J 5= 8.43 Hz,
Js7=8.43 Hzy Jsgg=1.11 Hz, 1H, H-6), 7.65 (td, J;5=8.43 Hz , J67=8.43 Hzy
Jss = 1.47 Hz, 1H, H-7), 7.74 (dd, Js6 = 8.16 Hz y J57= 1.11 Hz, 1H, H-5), 8.03
(d, Jg.7 = 8.34 Hz, 1H, H-8), 8.02 (d, J = 8.34 Hz, 1H, H-4). RMN-'*C (75 MHz,
CDCl3, 8): 13.98 (C-c), 23.27 (C-b), 41.26 (C-a), 121.36 (C-3), 126.68 (C-4a),
127.44 (C-5), 128.78 (C-8), 129.27 (C-7), 136.12 (C-4), 147.86 (C-8a), 162.87

(C-2).
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12.1.4.5 6-Metil-2-propilquinolina, 2.60.

HscG 6 s 4\3
Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-toluidina (107.16 g/mol, 2.736 g, 25.53 mmoles), trans-2-hexenal (98.14
g/mol, 4.991 g, 50.86 mmoles), HCI 6N (100 mL) y Tol (33 mL). Se aislé un
liquido rojizo que peso 2.436 g, el cual fue purificado por CC empleando una
mezcla de polaridad creciente (CgHi14-AcOEt). PM  (g/mol):185.26.
Rendimiento (%): 12 (0.565 g). Liquido amarillo. Pe (°C): ND. IR (CHCIs cm™):
2964, 2936, 2874, 1602, 1564, 1498, 1122, 882, 839. RMN-'H (300 MHz,
CDCls, 8): 1.02 (t, 3H, H-c), 1.84 (sxt, 2H, H-b), 2.52 (s, 3H, H-6"), 2.93 (t, 2H,
H-a), 7.25 (d, Js4 = 8.37 Hz, 1H, H-3), 7.51 (dd, J7 5= 8.46 Hz y J;5 = 2.01 Hz,
1H, H-7), 7.52 (sa, 1H, H-5), 7.94 (d, Jg7 = 9.15 Hz, 1H, H-8), 7.97 (d, J43= 8.73
Hz, 1H, H-4). RMN-*C (75 MHz, CDCls, 8): 13.96 (C-c), 21.41 (C-6"), 23.23 (C-
b), 41.20 (C-a), 121.30 (C-3), 126.33 (C-5), 126.73 (C-4a), 128.55 (C-8), 131.47

(C-7), 135.30(C-6), 135.44 (C-4), 146.53 (C-8a), 161.90 (C-2).

12.1.4.6  6-Metoxi-2-propilquinolina, 2.61.

.
5 4
H3CO._ ¢ BN
7 = b
2 8a N 2 < ((-?'HS
Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:

p-anisidina (123.16 g/mol, 2.523 g, 20.49 mmoles), trans-2-hexenal (98.14 g/mol

4.061 g, 41.38 mmoles), HCI 6N (100 mL) y Tol (20 mL). Se aislé un liquido
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rojizo claro que fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad
creciente (Cg¢H14-AcOEL). PM (g/mol): 201.26. Rendimiento (%): 23 (0.950 g).
Aceite amarillo. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 3015, 2963, 1626, 1602, 1503,
1483, 1464, 1379, 1162, 1116, 1032, 855, 834. RMN-H (270 MHz, CDCls3, 9):
0.98 (t, 3H, H-c), 1.80 (sxt, 2H, H-b), 2.88 (t, 2H, H-a), 3.88 (s, 3H, H-6’), 7.01
(d, J75= 1.62 Hz, 1H, H-5), 7.21 (d, Js7 = 5.07 Hz, 1H, H-3), 7.30 (dd, J7 5= 5.52
Hz y J;5 = 1.68 Hz, 1H, H-7), 7.91 (d, Jg7 = 5.52 Hz, 1H, H-8), 7.93 (d, J45 =
4.98 Hz, 1H, H-4). RMN-*C (67.94 MHz, CDCls, 8): 13.95 (C-c), 23.30 (C-b),
40.96 (C-a), 55.44 (C-6'), 105.17 (C-5), 121.57 y 121.73 (C-3 y C-7,
intercambiables), 127.51 (C-4a), 130.16 (C-8), 134.98 (C-4), 143.88 (C-8a),

157.11 (C-6), 160.29 (C-2).

12.1.4.7 6,7-Metilendioxi-2-propilquinolina, 2.62.

o6 5 4

4a \3
SO0 PN

_ b
O 7 < 8a N 2 < ((;,H3

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
3,4-metilendioxianilina (137.14 g/mol, 2.392 g, 17.45 mmoles), trans-2-hexenal
(98.14 g/mol, 3.384 g, 34.48 mmoles), HCI 6N (80 mL) y Tol (20 mL). Se aislo
un liquido rojizo claro que fue purificado por CC empleando una mezcla de
polaridad creciente (CgH14-ACcOELt). PM (g/mol): 215.25. Rendimiento (%): 39
(1.463 g). Soélido amarillo. Pf (°C): 99-101. IR (CHCI; cm™): 2963, 2935, 1621,

1516, 1503, 1464, 1439, 1402, 1247, 1172, 1041, 944, 862. RMN-'H (300 MHz,

CDCls, 8): 0.98 (t, 3H, H-c), 1.79 (sxt, 2H, H-b), 2.84 (t, 2H, H-a), 6.04 (t, 2H,
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Hd), 6.98 (s, 1H, H-5), 7.11 (d, J34 = 8.31 Hz, 1H, H-3), 7.31 (s, 1H, H-8), 7.83
(d, J43=8.31 Hz, 1H, H-4). RMN-'3C (75 MHz, CDCls, 8): 14.02 (C-c), 23.41 (C-
b), 40.94 (C-a), 101.51 (C-d), 102.64 (C-5), 105.51 (C-8), 119.54 (C-3), 123.34
(C-4a), 135.05 (C-4), 146.07 (C-8a), 147.10 (C-6), 150.48 (C-7), 160.61 (C-2).

IES-EM (m/z): 216.50 (M + H*).

12.1.5 Método B. Sintesis de 4-metil-2-propilquinolinas sustituidas en las
posiciones 6 y/o 7.

12.1.5.1 Sintesis (3E)-hept-3-en-2-ona (Aducto Wittig), 2.63.

0O

s

El metilcarbonilmetilentrifenilfosforano (318.34 g/mol, 37.383 g, 117
mmoles), sintetizado con un rendimiento del 99% a partir de la desprotonacion
de la sal de fosfonio formada entre cloroacetona y PPhg, fue adicionado en tres
porciones a 100 mL de una solucién de butiraldehido (72.11 g/mol, 7.523 g,
104 mmoles) en DCM bajo atmdsfera de nitrdgeno a una temperatura entre 40-
50 °C y mantenido en agitacién constante por 5 dias. Se evapor6 el DCM a
presion reducida. Se adicion6 pentano al crudo de reaccion para precipitar la
mayor cantidad de OPPhs y luego el solido fue eliminado por filtracion y el
solvente evaporado, obteniéndose un liquido amarillo de olor dulce. PM
(g/mol): 112.17. Rendimiento (%): 94 (10.99 g). Liquido amarillo claro. Pe
(°C): ND. IR (CHCIl3; cm™): 3016, 2964, 2934, 2876, 1692, 1668, 1626, 1362,

1262, 978. RMN-*H (270 MHz, CDCl3, 8): 0.90 (t, 3H, H-e), 1.45 (sxt, 2H, H-d),
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2.17 (c, 2H, H-c), 2.21 (s, 3H, H-a’), 6.02 (d, Jyans = 16.06 Hz, 1H, H-a), 6.73.-
6.78 (dt, Jyans = 16.06 Hz, H-b). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, §): 13.71 (C-e),

21.39 (C-d), 26.85 (C-a’), 34.49 (C-c), 131.47 (C-a), 148.35 (C-b), 198.75 (C-f).

12.1.5.2 Sintesis de 6-cloro-4-metil-2-propilquinolina, 2.64.

Procedimiento general.

La p-cloroanilina (127.57 g/mol, 0.186 g, 1.46 mmoles) fue agregada
lentamente a una solucién de HCI 6N (7 mL). La solucion resultante fue
calentada a 100 °C. A esta temperatura, se procedio a la adicion de Tol (3 mL)
gota a gota. Seguidamente, se afiadié gota a gota 2.63 (112.16 g/mol, 0.326 g,
2.90 mmoles). Este sistema bifasico se dej6 en agitacion y calentamiento por 48
h. Se dejo que alcanzara temperatura ambiente y se separé la capa organica de
la acuosa. Esta ultima fue neutralizada con una solucion concentrada de NaOH
para dar un solido marrén, el cual fue purificado por CC empleando una mezcla
de polaridad creciente (CgH14-DCM). PM (g/mol): 219.71. Rendimiento (%): 56
(0.181 g). Aceite marrén. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 2963, 2874, 1604,
1559, 1496, 1438, 1217, 1093, 874, 832. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 0.99 (t,
3H, H-c), 1.80 (sxt, 2H, H-b), 2.61 (s, 3H, H-d), 2.85 (t, 2H, H-a), 7.12 (s, 1H, H-
3), 7.57 (dd, J;§=8.91 Hz y J;5 = 2.24 Hz, 1H, H-7), 7.87 (d, J75= 2.21 Hz, 1H,

H-5), 7.94 (d, Js7 = 8.91 Hz, 1H, H-8). RMN-*C (67.94 MHz, CDCls, §): 14.10
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(C-c), 18.68 (C-d), 23.20 (C-b), 41.17 (C-a), 122.80 y 122.92 (C-3 y C-5,
intercambiables), 127.62 (C-4a), 129.84 (C-7), 131.01 (C-8), 131.22 (C-6),

143.42 (C-4), 146.22 (C-8a), 162.98 (C-2).

12.1.5.3 6-Fluor-4-metil-2-propilquinolina, 2.65.

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-fluoranilina (112.12 g/mol, 1.559 g, 13.90 mmoles), 2.63 (112.16 g/mol, 3.139
g, 27.99 mmoles) HCI 6N (70 mL) y Tol (18 mL). Se aislé un liquido marrén que
fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgHias-
DCM). PM (g/mol): 203.26. Rendimiento (%): 10 (0.296 g). Liquido marron
oscuro. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 2963, 2874, 1624, 1610, 1560, 1515,
1232, 1174, 935, 873, 833. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 1.00 (t, 3H, H-c), 1.81
(sxt, 2H, H-b), 2.60 (s, 3H, H-d), 2.86 (t, 2H, H-a), 7.14 (s, 1H, H-3), 7.37-7.45
(td, 3J;F = 8.23 Hz, J7,5=9,07 Hzy J75= 2.88 Hz, 1H, H-7), 7.49-7.54 (dd, 3JsF
=9.88 Hz y Js7 = 2.88 Hz, 1H, H-5), 7.98-8.04 (dd, *JgF= 5.77 Hz, *JgF= 5.34 Hz
y Jg7 = 9.50 Hz, 1H, H-8). RMN-C (67.94 MHz, CDCls, 8): 14.07 (C-c), 18.74
(C-d), 23.24 (C-b), 41.09 (C-a), 107.23 (d, 2JsF = 21.79, C-5), 118.90 (d, 2J;F =
25.42, C-7), 122.71 (C-3), 127.59 (d, C-4a), 131.74 (d, 3JgF = 9.34, C-8), 143.58
(d, 2J4,F = 5.70, C-4), 144.89 (C-8a), 160.04 (d,"J¢F = 249.12, C-6), 161.88 (C-

2).

[269]



PARTE Il. LEISHMANIASIS
Materiales y Métodos

12.1.54 6-Bromo-4-metil-2-propilquinolina, 2.66.

Se siguiod el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-bromoanilina (172.03 g/mol, 1.611 g, 9.36 mmoles), 2.63 (112.16 g/mol,
2.019 g, 18.00 mmoles), HCI 6N (47 mL) y Tol (12 mL). Se obtuvo un liquido
naranja que fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad
creciente (CgHi4-DCM). PM (g/mol): 264.16. Rendimiento (%): 33 (0.822 g).
Aceite amarillo. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 2964, 2874, 1602, 1558, 1493,
1437, 1383, 1073, 877, 831. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 0.99 (t, 3H, H-c),
1.81 (sxt, 2H, H-b), 2.61 (s, 3H, H-d), 2.87 (t, 2H, H-a), 7.13 (s, 1H, H-3), 7.69-
7.72 (dd, J76=8.91 Hzy J;5=1.97 Hz, 1H, H-7), 7.90 (d, Jg7= 8.91 Hz, 1H, H-
8), 8.06 (d, Js7 = 1.99 Hz, 1H, H-5). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, §): 14.10 (C-
c), 18.73 (C-d), 23.19 (C-b), 41.07 (C-a), 119.50 (C-6), 122.93 (C-3), 126.17 (C-
5), 128.17 (C-4a), 131.02 (C-8), 132.54 (C-7), 143.62 (C-4), 146.21 (C-8a),
163.09 (C-2). DEPT-135 (67.94 MHz, CDCl3): C-c, C-d (CHs); C-3, C-5, C-8, C-

7 (CH); C-a, C-b, (CH,).

12.1.5.5 4-Metil-2-propilquinolina, 2.67.
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La acetanilida (135.16 g/mol, 1.903 g, 14.08 mmoles) fue desprotegida
empleando HCI 6N (70 mL) por 3 h a 100 °C. Luego, se procedi6 a la adicion
gota a gota del Tol (18 mL) e inmediatamente, la adicion lenta de 2.63 (112.16
g/mol, 3.187 g, 28.41 mmoles). Se obtuvo un liquido marrén que fue purificado
por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgH14-AcOEL). PM
(g/mol): 185.26. Rendimiento (%): 62 (1.617 g). Liquido amarillo. Pe (°C): ND.
IR (CHCl3, Cm'l): 2962, 2935, 1605, 1563, 1510, 1449, 1413, 1092, 871. RMN-
'H (270 MHz, CDCl3, 8): 1.00 (t, 3H, H-c), 1.82 (sxt, 2H, H-b), 2.65 (s, 3H, H-d),
2.88 (t, 2H, H-a), 7.12 (s, 1H, H-3), 7.47-7.51 (td, Jo5= Js.7= 8.18 Hz y Js s =1.24
Hz, 1H, H-6), 7.62-7.68 (td, J76 = J78=8.40 Hz y J;5 = 1.49 Hz, 1H, H-7), 7.91-
7.95 (dd, Js6 = 8.42 Hz, y Js7 = 0.97 Hz, 1H, H-5), 8.01-8.05 (dd, Js; = 8.64 Hz
y Jg6 = 0.73 Hz, 1H, H-8). RMN-*C (67.94 MHz, CDCls, §): 14.16 (C-c), 18.79
(C-d), 23.40 (C-b), 41.27 (C-a), 122.19 (C-3), 123.67 (C-5), 125.48 (C-6), 126.87
(C-4a), 129.10 (C-7), 129.38 (C-8), 144.25 (C-4), 147.77 (C-8a), 162.66 (C-2).
HETCOR (67.94 MHz, CDCI3): Mostré las correlaciones entre protones y

carbonos esperados.

12.1.5.6 4,6-Dimetil-2-propilquinolina, 2.68.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-toluidina (107.16 g/mol, 1.347 g, 12.57 mmoles), 2.63 (112.16 g/mol, 2.831 g,
25.24 mmoles), HCI 6N (63 mL) y Tol (16 mL). Se aisl6é un liquido marrén que
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fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgHis-
DCM). PM (g/mol): 199.29. Rendimiento (%): 54 (1.360 g). Liquido amarillo
oscuro. Pe (°C): ND. IR (CHCls, Cm'l): 2963, 2934, 2874, 1605, 1561, 1508,
1456, 881. RMN-'H (270 MHz, CDCls, §): 1.00 (t, 3H, H-c), 1.81 (sxt, 2H, H-b),
2.52 (s, 3H, H-6"), 2.62 (s, 3H, H-d), 2.85 (t, 3H, H-a), 7.07 (s, 1H, H-3), 7.46-
7.49 (dd, J75=8.66 Hz y J75= 1.65 Hz, 1H, H-7), 7.67 (sa, 1H, H-5), 7.91 (d, Js -
= 8.64 Hz, 1H, H-8). RMN-'3C (67.94 MHz, CDCls, 8): 14.07 (C-c), 18.70 (C-d),
21.78 (C-6), 23.30 (C-b), 41.16 (C-a), 122.10 y 122.65 (C-3 y C-5,
intercambiables), 126.78 (C-4a), 129.14 (C-8), 131.13 (C-7), 135.09 (C-6),

143.42 (C-4), 146.32 (C-8a), 161.59 (C-2). IES-EM (m/z): 201.50 (M + H").

12.1.5.7 6-Metoxi-4-metil-2-propilquinolina, 2.69.

Se sigui6 el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
p-anisidina (123.16 g/mol, 2.035 g, 16.52 mmoles), 2.63 (112.16 g/mol, 3.966 g,
35.36 mmoles), HCI 6N (80 mL) y Tol (22 mL). Se aislé un liquido marrén que
fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgHis-
DCM). PM (g/mol): 215.29. Rendimiento (%): 35 (1.252 g). Aceite denso
marrén. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 3009, 2962, 2937, 2874, 1624, 1606,
1512, 1465, 1245, 1036, 833. RMN-'H (270 MHz, CDCls, §): 0.99 (t, 3H, H-c),
1.80 (sxt, 2H, H-b), 2.60 (s, 3H, H-d), 2.84 (t, 3H, H-a), 3.91 (s, 3H, H-6"), 7.08
(s, 1H, H-3), 7.14 (d, Js7 = 2.89 Hz, 1H, H-5), 7.29-7.33 (dd, J75= 9.07 Hz y J75
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= 2.89 Hz, 1H, H-7), 7.93 (d, Jg7 = 9.07 Hz, 1H, H-8). RMN-'3C (67.94 MHz,
CDCl3, 8): 14.06 (C-c), 18.85 (C-d), 23.33 (C-b), 40.97 (C-a), 55.55 (C-6),
102.23 (C-5), 120.90 (C-7), 122.32 (C-3), 127.58 (C-4a), 130.86 (C-8), 142.71
(C-4), 143.73 (C-8a), 157.14 (C-6), 160.02 (C-2). IES-EM (m/z): 216.00 (M +

H"Y.

12.1.5.8 6,7-Dimetoxi-4-metil-2-propilquinolina, 2.70.

Se siguid el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
3,4-dimetoxianilina (153.18 g/mol, 0.696 g, 4.54 mmoles), 2.63 (112.16 g/mol,
1.009 g, 9.00 mmoles), HCI 6N (23 mL) y Tol (6 mL). Se aisl6é un aceite negro
que fue purificado por CC empleando una mezcla de polaridad creciente (CgH14-
DCM). PM (g/mol): 245.32. Rendimiento (%): 47 (0.520 g). Aceite marrén
claro. Pe (°C): ND. IR (CHCls, cm™): 3013, 2963, 2937, 2874, 1624, 1603,
1509, 1490, 1465, 1432, 1254, 1151, 856. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 0.98
(t, 3H, H-c), 1.77 (sxt, 2H, H-b), 2.58 (s, 3H, H-d), 2.82 (t, 2H, H-a), 3.99 (2s, 6H,
H-6" y H-7), 6.98 (s, 1H, H-3), 7.08 (s, 1H, H-5), 7.37 (s, 1H, H-8). RMN-*C
(67.94 MHz, CDCl3, 6): 14.14 (C-c), 18.97 (C-d), 23.57 (C-b), 41.04 (C-a),
56.02 y 56.13 (C-6'y C-7’, intercambiables), 101.68 (C-5), 108.28 (C-8), 120.57
(C-3), 121.77 (C-4a), 142.50 (C-4), 144.68 (C-8a), 148.85 (C-6), 151.91 (C-7),
160.44 (C-2). DEPT-135 (67.94 MHz, CDCl3): Cc, Cd, C6’, C7’ (CH3); C3, C8,
C5 (CH); Ca, Cb, (CH,). IES-EM (m/z): 246.50 (M + H").
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12.1.5.9 6,7-Metilendioxi-4-metil-2-propilquinolina, 2.71.

Se siguié el procedimiento general empleando las siguientes cantidades:
3,4-metilendioxianilina (137.14 g/mol, 1.737 g, 12.67 mmoles), 2.63 (112.16
g/mol, 2.835 g, 25.28 mmoles), HCI 6N (63 mL) y Tol (16 mL). La reaccion se
dej6 por 24 h. Se aislé un aceite marron oscuro que fue purificado por CC
empleando una mezcla de polaridad creciente (CgHi4-DCM). PM (g/mol):
229.27. Rendimiento (%): 40 (1.152 g). Liquido marrén claro. Pe (°C): ND. IR
(CHCls3, Cm'l): 2963, 2934, 2874, 1623, 1522, 1503, 1470, 1447, 1238, 1042,
947, 865, 852. RMN- 'H (270 MHz, CDCls, 8): 0.98 (t, 3H, H-c), 1.77 (sxt, 2H, H-
b), 2.54 (s, 3H, H-d), 2.80 (t, 2H, H-a), 6.05 (s, 2H, H-e), 6.98 (s, 1H, H-3), 7.17
(s, 1H, H-5), 7.33 (s, 1H, H-8). RMN- *C (67.94 MHz, CDCls, §): 14.12 (C-c),
19.19 (C-d), 23.46 (C-b), 40.87 (C-a), 99.39 (C-e), 101.56 (C-5), 105.98 (C-8),
120.66 (C-3), 123.23 (C-4a), 143.00 (C-4), 145.91 (C-8a), 147.15 (C-6), 150.11

(C-7), 160.38 (C-2). IES-EM (m/z): 230.04 (M + H").
12.1.6 Sintesis de intermediarios para la obtencibn de 2-

alquildiaminoquinolina.

12.1.6.1 Sintesis de quinolin-2-carbaldehidos.
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12.1.6.1.1 Sintesis de 6-cloroquinolin-2-carbaldehido, 2.72.

El dioxano (10 mL), el SeO, sublimado (110.96 g/mol, 0.221 g, 1.99
mmoles) y agua (0.5 mL) fueron calentados y cuando la temperatura alcanzé
los 95 °C, se adicion6 2.48 (177.63 g/mol, 0.236 g, 1.33 mmoles) con agitacion.
Luego, la temperatura del bafio de reaccion se increment6 a 150 °C y se dej6
por 2 h. Durante este tiempo, se observd la formacion de un sélido rojo
oscuro?’. El progreso de la reaccién fue observado por CCF (DCM). La
reaccion fue filtrada en caliente para remover el solido formado. Se evaporo el
dioxano y se adicioné agua y NaHCO;3; sélido hasta no observarse mas
efervescencia. Se realizaron extracciones con DCM (3 veces). La capa organica
fue lavada con agua (3 veces), secada con MgSQO, y el solvente evaporado a
presion reducida aislandose un solido marrén-rojizo que fue purificado por CCP
(50% CgHi4 en DCM). PM (g/mol): 191.61. Rendimiento (%): 51 (0.129 g).
Sélido naranja claro. Pf (°C): 135-136. IR (CHCls, cm™): 3029, 2989, 2842,
1713, 1606, 1560, 1494, 1458, 1376, 1117, 1071, 882, 834. RMN-'H (270 MHz,
CDClg, §): 7.74 (dd, J7;g= 9.15 Hz y J;5 = 2.2 Hz, 1H, H-7), 7.87 (d, J;5 = 2.21
Hz, 1H, H-5), 8.03 (d, Js4 = 8.64 Hz, 1H, H-3), 8.17 (d, Jg 7= 9.39 Hz, 1H, H-8),

8.21 (d, Js3 = 8.42 Hz, 1H, H-4), 10.18 (s, 1H, H-2"). RMN-'3C (67.94 MHz,

= algunas ocasiones, se obseva la precipitacion de un solido negro muy fino en la reaccion.
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CDCls, §): 118.34 (C-3), 126.63 (C-5), 130.64 (C-4a), 131.64 (C-7), 132.05 (C-

8), 135.33 (C-6), 136.53 (C-4), 146.36 (C-8a), 152.78 (C-2), 193.38 (C-2)).

12.1.6.1.2 6,7- Metilendioxiquinolin-2-carbaldehido, 2.73.

El dioxano (10 mL) y el SeO, sublimado (110.96 g/mol, 0.135 g, 1.22
mmoles) fueron calentados a reflujo e inmediatamente, se adiciond 2.48 (177.63
g/mol, 0.236 g, 1.33 mmoles) con agitacion. La reaccion fue seguida por CCF
(DCM). Después de 3 h, se dejé que la suspension alcanzara los 80 °C y se
agregé NaHCOj3; sélido. Se filtr6 a través de una mezcla de Celite 541 y
Florisil®. Se evaporo el solvente a presion reducida aislandose un liquido de
color marrén que pesé 1.320 g, mayor de lo esperado. Se purific6 por CC
empleando una mezcla de polaridad creciente (Ce¢H14-DCM). Se obtuvo un
sélido amarillo. PM (g/mol): 201.18 Rendimiento (%): 31 (0.075 g). Pf (°C):
ND. IR (CHCls, cm™): 3023, 2909, 2839, 1705, 1503, 1470, 1262, 1132, 1040,
968, 942, 865. RMN-'H (270 MHz, CDCls, 8): 6.15 (s, 1H, H-e), 7.09 (s, 1H, H-
5), 7.45 (s, 1H, H-8), 7.86 (d, Js4 = 8.40 Hz, 1H, H-3), 8.05 (d, J45 = 8.40 Hz,
1H, H-4), 10.12 (s, 1H, H-2’). RMN-*3C (67.94 MHz, CDCls, 8): 102.35 (C-e),
102.79 (C-5), 106.34 (C-8), 116.40 (C-3), 128.14 (C-4a), 135.74(C-4), 146.45

(C-8a), 150.21 (C-6), 150.84 (C-7), 151.68 (C-2), 193.71 (C-2).
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12.1.6.2 Sintesis de 2-(bromometil)quinolina sustituida en las posiciones 6
ylo 7.
12.1.6.2.1 Sintesis de 2-(bromometil)-6-cloroquinolina, 2.74.

Procedimiento general.

6 4a \3
7 8a N/Z Br

El compuesto 2.48 (177.63 g/mol, 0.170 g, 0.96 mmoles) fue disuelto en
ACN (5 mL). Se adicion6 NBS solido (177.98 g/mol, 0.204 g, 1.15 mmoles) y la
solucion fue irradiada con un bombillo de 250 vatios por 5 h y luego calentada a
90 °C por 4 h. Se dej6é que alcanzara temperatura ambiente y se evaporo el
ACN a presion reducida obteniéndose un sélido marron que fue purificado por
CCP (5% AcOEt en CgH14). PM (g/mol): 256.53. Rendimiento (%): 41 (0.100
g). Solido blanco. Pf (°C): 133-135. IR (CHCls, cm™): 2974, 1598, 1560, 1492,
1465, 1374, 1303, 1206, 1124, 1076, 880, 834. RMN-'H (300 MHz, CDCls, d):
4.67 (s, 2H, H-a), 7.56 (d, J3.4 = 8.52 Hz, 1H, H-3), 7.64 (dd, J75= 9.00 Hz y J75
= 2.34 Hz, 1H, H-7), 7.77 (d, Js7 = 2.05 Hz, 1H, H-5), 7.98 (d, Js7 =9 Hz, 1H, H-
8), 8.06 (d, J43 = 8.55 Hz, 1H, H-4). RMN-C (75 MHz, CDCls, 8): 34.06 (C-a),
122.07 (C-3), 126.19 (C-5), 127.85 (C-4a), 130.84 y 130.88 (C-7 y C-8),

132.81(C-6), 136.35 (C-4), 145.84 (C-8a), 157.20 (C-2).
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12.1.6.2.2 Sintesis de 2-dietilaminoetilendiaminometilen-6-cloroquinolina,

2.75.

5 4

6 4a \3

d
— NH < e
7 8a N 2 \b/\N/\CHg

8 a

Cl

e -d
H,;C

El compuesto 2.74 (256.53 g/mol, 0.111 g, 0.43 mmoles), junto la N,N-
dietil-etilendiamina (116.21 g/mol, 0.827 g/mL, 0.12 mL, 0.85 mmoles) fueron
disueltas en ACN (10 mL) y la reaccién calentada a 65 °C por 22 h. Una vez
que la reaccion alcanzo6 temperatura ambiente, se evaporo el solvente a presion
reducida y el crudo de reaccion fue redisuelto el DCM. La capa orgéanica fue
lavada con agua (3 veces), secada con MgSOQ,, filtrada y el solvente eliminado
a presion reducida obteniéndose un aceite de color rojizo siendo purificado por
CCP (1% de MeOH en DCM). PM (g/mol): 291.82 Rendimiento (%): 40 (0.052
g). Aceite amarillo denso. Pe (°C): ND. IR (CHCIs;, cm™): 3380, 3000, 2960,
1640, 1500, 1480, 1170, 1050, 900, 860. RMN-'H (500 MHz, CDCls, 8): 1.07 (t,
6H, H-e), 2.61 (g, 4H, H-d), 2.71 (t, 2H, H-c), 3.56 (g, 2H, H-b), 7.66 (dd, J7 5 =
9.00 Hz y J75= 2.30 Hz, 1H, H-7), 7.82 (d, Js7 = 2.25 Hz, 1H, H-5), 8.02 (d, Js 7
=9.00 Hz, 1H, H-8), 8.18 (d, Js4 = 8.55 Hz, 1H, H-3), 8.29 (d, Js5= 8.50 Hz, 1H,
H-4), 8.55 (sa, 1H, NH). RMN-*C (125.72 MHz, CDCls, 8): 12.07 (C-e), 37.51
(C-c), 47.22 (C-d), 51.75 (C-a y C-b), 119.77 (C-3), 126.35 (C-5),129.74 (-C4a),
130.97 (C-7), 131.36 (C-8), 133.64 (C-6), 136.38 (C-4), 150.31 (C-8a), 164.13
(C-2). DEPT-135 (127.52 MHz, CDCl3): C-d (CHg); C-3, C-4, C-5, C-7, C-8,

(CH): C-b, C-c, C-d (CHy). IES-EM (m/z): 235.50 (M*-(CH,CHs),).
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12.2 Seccion bioldgica. Evaluacion in vitro de la actividad leishmanicida
en promastigotes de L. mexicana de derivados de 2-metil, 2-propil y 4-
metil-2-propilquinolinas sustituidas.

12.2.1 Equipos, materiales y reactivos.

Microscopio Nikon Eclipse E400, campana de flujo laminar (Nuaire),
balanca analitica (Beckman), pHmetro (Beckman), placas de ELISA de 96
pozos (Falcon), ldmina de cubreobjetos y portaobjetos, medio RPMI 1640
(Sigma), suero fetal bovino (Suermer), NaHCO; (Riedel-de Haen), NaCl (Riedel-
de-Haén), NaOH (Riedel-de-Haén), DMSO (Riedel-de Haen), colorante
supravital azul de tripano (Sigma), Gentamicina (Genven), Penicilina (Genven),

Estreptomicina (Genven), Glucantime (Aventis).

12.2.2 Composicion del medio de cultivo.

12.2.2.1 Se prepar6é el medio de cultivo denominado infusién cerebro-
corazon (en inglés, Brain Heart Infusiébn BHI) constituido por: Infusion de
cerebro de ternero (200 g/L), infusion de corazon de res (250 g/L), bacto agar
(15 g/L), bacto dextrosa (2 g/L), bacto proteasa peptona (10 g/L), NaCIl (5 g/L) y
fosfato disodico (2.5 g/L).

12.2.2.2 Se disolvié BHI (52 g) en agua destilada (1 L) previamente
calentada a 100 °C.

12.2.2.3 Se esterilizé (121-124 °C) durante 15 min, ajustandose el pH a

7.4 +£ 0.2 con una solucion de NaOH (0.1 N)
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12.2.2.4 Luego, el medio fue suplementado con una solucién salina
glucosada (0.85% de NaCl y 1% de glucosa) en presencia de los antibiéticos:

Gentamicina, penicilina y estreptomicina (0.1 mg/mL de cada uno).

12.2.3 Parasitos y mantenimiento de las cepas.

Para la realizacion de los ensayos, se emplearon formas promastigotes
de L. mexicana cepa Bel 21. Las cepas fueron mantenidas en medio RPMI
1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) descomplementado al 10%,
NaHCO3 (5%) y gentamicina (100 pg/mL). De esta forma, se logré la adaptacion

de los parasitos al medio de cultivo para su posterior ensayo de viabilidad.

12.2.4 Preparacion de las soluciones de los derivados quinolinicos.

Los derivados quinolinicos fueron disueltos 1 mL de DMSO. Luego se
realizaron varias diluciones hasta obtener distintas concentraciones para
realizar las evaluaciones: 1.25 pg/mL, 2.5 pg/mL, 12.5 pg/mL, 50 ug/mL, 100
pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL y 1000 pg/mL. Las soluciones fueron

almacenadas a 8 °C.

12.2.5 Actividad leishmanicida in vitro.

12.2.5.1 Se utilizaron placas de ELISA de 96 pozos. Se emplearon 2
pozos como controles: A) En el primero, se adicion6 RPMI 1640 (100 uL) y B)
En el segundo, se adiciond6 RPMI conteniendo 1% de DMSO. En el resto de los
pozos, se adicionaron los derivados quinolinicos (100 L) a las concentraciones
indicadas en el apartado 12.2.4. EIl Glucantime fue utilizado como compuesto

de referencia y control positivo. La concentracion final de DMSO en el medio de
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cultivo nunca excedid del 1% y no tiene efecto sobre la proliferacion
extracelular.

12.2.5.2 Se afadieron los parasitos (100 pL) ajustados a 1 x 10°
parasitos/mL en cada unos de los pozos.

12.2.5.3 La placa fue incubada a temperatura ambiente por 4 h.

12.2.5.4 Método de Brener (203): Después de este tiempo, se procedié a
la coloracion de la placa con un colorante supravital tal como azul de tripano y
al conteo de los parasitos. La cuantificacidon del nimero de organismos vivos
por mililitro de medio de cultivo se realiz6 de la siguiente manera: A) Sobre un
vidrio de reloj, se mezclo el contenido del pozo de cultivo (5 uL) con el colorante
supravital azul de tripano (5 uL). Después de 5 min a 27 °C, la mezcla (5 uL)
fue depositada en una lamina portaobjetos y cubierta con un cubreobjetos (22
mm X 22 mm) presionando suavemente hasta observar una superficie
homogénea. Luego, bajo el microscopio de luz (400 X), se procedid al conteo
de los parasitos con citoplasma sin tincién azulada®® y se determiné el nimero
de parasitos por volumen (parasitos/mL).

12.2.5.5 El apartado 12.2.5.4 fue repetido a las 6, 8, 24,48y 72 h.

12.2.5.6 Para cada experimento, la concentracion de cada compuesto
fue ensayada por triplicado en dos tiempos diferentes.

12.2.5.7 Se determind el porcentaje de viabilidad y mortalidad. Se utilizo

el porcentaje de viabilidad para determinar la Clsp.

*8La ecuacion que permitié calcular el nimero de parasitos/mL fue la siguiente: OC x Fm x Fd,
donde, OC (numero de parasitos contados, Fm (factor del microscopio) y Fd (factor de dilucion).
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12.3 Secci6én Modelado Molecular. Estudio de la relacion cuantitativa entre
la estructura quimica-actividad biolégica (QSAR) de una serie de

derivados de 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-propilquinolina.

12.3.1 Programas computacionales y servidor web.

Todos los programas fueron ejecutados en un computador personal
Siragon All in one MT-1900 Series con un procesador Intel (R) Core (TM)i3
(3.20 GHz) A) Programa de modelado molecular CAChe WorkSystem Pro
version 6.01 (CAChe group, Fujitsu America) B) Programa CAChe
ProjectLeader (CAChe WorkSystem Pro version 6.01, CAChe group, Fujitsu
America), C) Programa MS Modeling version 3.2.0.0 (Accelrys) D) Programa de
estadistica Minitab 16 (Minitab Inc.) (Demo), E) Programa Accord para Excel
version 7.1.5 (Accelrys) (Demo) F) Calculo de pClso:

http://www.sanjeevslab.org/tools-1IC50.html.

12.3.2 Seleccién de la serie de exploracion.

La serie de exploracion consistio de 14 derivados de 2-metil, 2-propil y 4-
metil-2-propilquinolina. Los datos de actividad biol6gica fueron expresados
como pClsp (Log 1/Clsg). Los compuestos seleccionados junto con sus valores
de Clsp y pClsp son mostrados en la Tabla 2.1. Se seleccioné el compuesto
2.67 como compuesto de la serie de prueba, mientras que el resto de los

compuestos conformaron la serie de entrenamiento.
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Tabla 2.1 Serie de exploracion: Derivados de 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-
propilquinolina.
R,
R N
R] N/ Rj
Compuesto® R R; R, Rs Clso pClso
(uM)
2.50 Br H H CHs; 2269.41 2.64
2.49 H H H CHs; 17.46 4.76
2.47 OCH,0 H CH3 1024.05 2.99
2.51 F H H CHs; 2133.05 2.67
2.55 OCH; OCH, H (CH,),CH, 86.47  4.06
2.59 H H H (CH,),CH; 430.97 3.37
2.57 F H H (CH,),CH; 452.88 3.34
2.62 OCH,0 H (CH,),CH; 6.97 5.16
2.61 OCH,4 H H (CH,),CH, 389.63 3.41
2.68 CHs H CH;  (CH,),CHjs 5821  4.24
2.65 F H CH;  (CH,),CHjs 161.01  3.79
2.69 OCH,4 H CH;  (CH,),CHjs 9150 4.04
2.67 H H CHs; (CH,),CH; 204.57 3.69
2.64 Cl H CHs; (CH,),CH; 296.75 3.53

4Se utilizo la identificacion de la seccion quimica 12.1 (Materiales y métodos).

12.3.3 Seleccion del conjunto de descriptores para el analisis QSAR.

Una vez seleccionada la serie de exploracién y para poder obtener un

modelo QSAR, los compuestos deben ser representados por descriptores. Por

lo tanto, antes calcular los mismos, los diferentes derivados quinolinicos fueron

construidos y su estructura optimizada. Para ello, se procedié de la siguiente

manera:
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12.3.3.1 Construccioén y optimizacioén de la geometria. El paso inicial
fue la construccion y el refinamiento de los derivados quinolinicos utilizando el
programa CAChe 6.01, a partir de la estructura del naftaleno depositada en la
libreria de fragmentos del mismo programa. Se verifico que la hibridizacion y la
valencia de cada atomo en la molécula construida fuera la correcta y se
considero la forma no protonada de los derivados quinolinicos considerando el
pH fisiologico 7.4. La geometria de las estructuras fue optimizada empleando
MM: a) Campo de fuerza: CAChe MM3 aumentado, b) Algoritmo de
minimizacién: gradiente conjugado y “block diagonal Newton-Raphson” y c)

Valor de convergencia: 0.001 Kcal/mol.

12.3.3.2 Busqueda de la conformacion de menor energia. Una vez
minimizadas las estructuras segun lo descrito en el apartado 12.3.3.1, se
procedio a la busqueda del conférmero de menor energia mediante dinamica
molecular, Unicamente a los derivados de 2-propil y 4-metil-2-propilquinolina.
Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: a) Campo de fuerza: CAChe
MM3 aumentado, b) Condiciones de la simulacion: b.1) Temperatura: 300 K,
b.2) Periodo de equilibrio: 5 ps, b.3) Duracion de la simulacion: 20 ps, b.4)

Timestep: 0.001 ps.

12.3.3.3 Calculo de los descriptores. Debido a que el mecanismo de
accion de esta clase de compuestos no ha sido estudiado todavia, el criterio
utilizado en la seleccién de los descriptores se baso en seleccionar parametros,

cada uno representativo de una caracteristica fisicoquimica diferente y lo mas
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general posible. Las conformaciones de menor energia de los derivados de 2-
propil y 4-metil-2-propilquinolina junto con los derivados de 2-metilquinolina
fueron refinados nuevamente realizando una optimizacién de la geometria en
MOPAC utilizando dos métodos semiempiricos AM1 y PM3 del programa
CAChe 6.01, es decir, se calcularon los descriptores para cada uno de los 14

compuestos utilizando 2 niveles de teoria diferentes.

Seguidamente, se procedio a la tabulacién de los descriptores, mediante
el programa ProjecLeader 6.01 para cada uno de los niveles de teoria, los
cuales fueron agrupados de la siguiente manera: a) Descriptores moleculares y
b) Descriptores quimico-cuanticos (Tabla 2.2). En cuanto a los descriptores
quimico-cuanticos, dado que las variaciones de la serie tienen como estructura
comun el nucleo quinolinico, solo se consideraron algunos atomos pesados (Cy
N). La nomenclatura utilizada para identificar estos atomos se muestra en la
Figura 2.5. La lista y el significado de los descriptores moleculares se

encuentran en el programa ProjecLeader 6.01.

Figura 2.5 Nomenclatura de los atomos seleccionados para la evaluacién de los descriptores
quimico-cuanticos.
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Tabla 2.2 Distribucidén por categorias y el total del nimero de descriptores calculados
para cada uno de los 14 derivados de 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-propilquinolina con
ProjectLeader 6.01.

Tipo de

descriptor

Descriptor

Cantidad Total por

Categoria

Moleculares

Quimico-
cuanticos

Log P
Peso molecular

indice de conectividad Chi (Orden 0,1y 2)

indice de forma Kappa (Orden 0, 1y 2)
indice de conectividad de valencia Chi
(Orden Chi0oV, ChilV y Chi2V)
Refractividad molar

Energia estérica®

Energia total

Calor de formacion®

Energia HOMO

Energia LUMO

Momento dipolar

Afinidad electrénica

Energia de la conformacion de minima
energia

Carga parcial

Densidad HOMO

Densidad LUMO

Suceptibilidad a electrofilo
Suceptibilidad a nucledfilo
Suceptibilidad a radical
Superdeslocalizacién electrofilica
Superdeslocalizacion nucleofilica
Superdeslocalizacion radical

e N o

RPRRPRRPRRPRRRRER

72

00 0O 0O 0O 00 00 00 00 OO

Total
Descriptores 86

valores de energia iguales.

12.3.4 Proceso de seleccion de los descriptores para el modelo QSAR.

Aproximacion de algoritmo genético.

Se calcularon 86 descriptores los cuales fueron considerados como

variables independientes. Luego de ser estandarizados (Modulo de estadistica

del programa MS Modeling 3.2.0), se aplicé el algoritmo a los descriptores

(Tabla 2.2) que fueron agrupados en fueron agrupados en 3 conjuntos: a)
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Conjunto de descriptores moleculares, b) Conjunto de descriptores quimico-
cuanticos y ¢) Combinacién del conjunto de descriptores moleculares y quimico-
cuanticos. Se emplearon los mismos parametros del apartado 5.3.4, para la
aplicacion del algoritmo genético, excepto el numero de descriptores por

cromosoma que fueron 3.

Una vez seleccionados los descriptores por el algoritmo, se examiné la
distribucion de los valores para cada uno de ellos (Seccion 3.3.2.1.2.3). Se
verific6 las correlaciones entre los descriptores mediante una matriz de
correlacion (Modulo de estadistica del programa MS Modeling 3.2.0.) siendo el

valor de correlacioén utilizado fue 0.7.

El proceso anteriormente descrito fue realizado para los dos niveles de

teoria AM1y PM3.

12.3.5 Construccién de los modelos QSAR. Analisis de regresion lineal
simple y multivariada.

Se construyeron las ecuaciones QSAR mediante un analisis de regresion
lineal simple y multivariada entre los descriptores seleccionados (variables
independientes) y los datos de actividad biologica (pClsg) (variables
dependientes). Es importante recordar que la ecuacion QSAR deberia contener
un maximo de 3 descriptores de acuerdo a la relacion de Topliss para la serie
de entrenamiento de 13 compuestos. La calidad estadistica de las ecuaciones
QSAR obtenidas fueron evaluadas empleando los parametros estadisticos de
regresion: R?, Q Fys.
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12.3.6 Prediccion de la actividad bioldgica de derivados quinolinicos.
Validacion externa.

La prediccion de la actividad biologica de los derivados quindlinicos se
realizaria a través de la serie de prueba conformada por un solo compuesto, el
derivado 2.67. Tal como se explicara en la seccion de discusion de resultados

del modelado molecular, dicha validacion externa no pudo ser realizada.

12.3.7 Prediccién in silico de propiedades ADME para derivados 2-metil,
2-propil y 4-metil-2-propilquinolina.

Se realizd una prediccion de la capacidad de absorcion in vivo de una
serie de derivados quinolinicos sintetizados en esta tesis. Estas reglas han sido
ampliamente utilizadas como filtros para el desarrollo de programas de disefio
de drogas. Los calculos tedricos se realizaron empleando el programa Accord

para Excel version 7.1.5.

[288]



PARTE Il. LEISHMANIASIS
Resultados y Discusién

13.1 Resultados y Discusion. Seccion Quimica.

Hay una gran variedad de métodos publicados en la literatura en relacion
a la sintesis de derivados del tipo 2-metil, 2-propil y 2-alquenilquinolinas,
incluso, algunos de los compuestos sintetizados en este trabajo ya han sido
reportados. Sin embargo, los mismos no han sido probados como posibles
leishmanicidas. Se sintetizaron veintidés quinolinas del tipo 2-metil, 2-propil, 4-
metil-2-propil y 2-alquildiaminquinolinas. A continuacion, se describira en forma
detallada cada uno de los pasos involucrados en la sintesis de dichos

compuestos.

13.1.1 Sintesis de 2-metilquinolinas sustituidas en las posiciones 6 y/o 7.
Para la obtencién del grupo de compuestos del tipo 2-metilquinolinas, se
exploraron dos rutas de sintesis denominadas Método Ay B. Ambos métodos

han sido reportados en la literatura.

El Método A involucré la reaccion de Conrad-Limpach en la cual un
derivado de anilina reacciona con un [-cetoéster, el acetoacetato de etilo,
formando la base de Schiff correspondiente, la cual tautomeriza al [-
anilinocrotonato de etilo, seguido por la ciclacién térmica en Ph,O originando 2-
metil-4(1H)-quinolona. Luego, el tratamiento con POCI; conduce a la obtencién
de la 4-cloro-2-metilquinolina. Seguidamente, mediante una hidrogendlisis
catalitica de esta ultima, se obtiene la 2-metilquinolina de interés (Esquema
2.4). Los resultados obtenidos mediante esta secuencia sintética seran

discutidos mas adelante.
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Por otro lado, ésta clase de compuestos también pueden ser obtenidos
en un solo paso de reaccion a través de la reaccion de Doebner-Miller, Método
B, en un sistema bifasico conformado por HCI 6N y Tol (197) para dar la

respectiva 2-metilquinolina sustituida (Esquema 2.5).

Método A o
1) H* Ry
2) Ph,O |
0C,Hs R; H CH,4
lPOCIS
cl
Ry N paic Mt X
-
pZ pZ
R; N CHg R; N CHg

Esquema 2.4 Método A. Sintesis de 2-metilquinolinas sustituidas en las posiciones 6 y/o 6,7.

Método B
HCI N XX
Tolueno A —
R; N CH
Esquema 2.5 Método B. Sintesis de 2-metilquinolinas sustituidas en las posiciones 6 y/o 6,7.

13.1.1.1 Método A.

13.1.1.1.1 Paso 1. Sintesis de derivados de B-anilincrotonato de etilo: La

sintesis de derivados del tipo 2-metilquinolina, procedio6 a través de la formacion
B-anilinocrotonato respectivo. El método, generalmente utilizado en la

preparacion de ésta clase de intermediarios, implica la reaccion entre un
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compuesto B-dicarbonilico y un derivado de anilina en un solvente como
benceno, con remocién azeotropica de agua, en presencia de cantidades
cataliticas HOAc glacial (204). Sin embargo, se utilizé el procedimiento descrito
por Kuo et al (205): La sintesis se inici6 mediante una reacciéon de
condensacion entre una anilina sustituida en posicion para, 2.76 y acetoacetato
de etilo, 2.77, en presencia de cantidades cataliticas de HOAc (99%), a 60 °C
en EtOH, generando el correspondiente B-anilinocrotonato de etilo 2.78. Se
utilizaron como compuestos de prueba la p-metilanilina, p-cloroanilina y la p-
anisidina. En todos los casos, se vario la relacion molar de los reactantes

involucrados y el tiempo de reaccion (Tabla 2.3).

Tabla 2.3 Condiciones de reaccién ensayadas en la sintesis de los B-anilincrotonatos
de etilo 2.78.

o)
R R CO,Et
+ HC o HOAcCat (99 %) 2
/ EtOH 60 °C
NH,
OE
2.76 2.77 2.78

Relacién molar

Reaccion R Derivado de  Acetoacetato  |1€Mpo

anilina de etilo (h)
554 CH, 1.0 15 72
562 CHs 15 1.0 47
659 Cl 1.0 1.3 89
563 Cl 1.5 1.0 46
557 OCH; 1.0 1.7 71
643 OCH; 2.0 1.0 120

No resulté facil el seguimiento de la reaccion por CCF, por lo que la
formacion de 2.78 también fue seguida por EIR. En R554, se utilizO un exceso
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de 2.77. La CCF (DCM) revelo la formacién de un producto diferente a los
reactantes, ademas de la presencia de los mismos. Sin embargo, cuando se
utilizé un exceso de la p-metilanilina, tal como se indica en R562, tanto la CCF
como el espectro de IR mostraron la formacion de derivado 2.78 respectivo y
ausencia de 2.77. El mismo resultado anterior se observé para R659-R563 y
R557-R643. Se concluyd que las mejores condiciones de reaccién eran

aquellas donde se habia utilizado 2.77 como reactivo limitante.

En todos los casos ensayados, los derivados de 2.78 no fueron
purificados, por lo que no se reporta el rendimiento de los mismos. La razén de
esto fue la siguiente: Se intentd su purificacion sin lograr en ningin momento el
aislamiento del producto puro. Cuando se compararon los espectros de IR del
crudo de reaccion donde estaban ausentes las sefales correspondientes a 2.77
y los espectros de IR de las fracciones aisladas de la purificacién por CC de
dicho crudo de reaccion, se observdO en estos Ultimos sefiales intensas
correspondientes a los grupos carbonilicos de 2.77, lo que hizo pensar en la
posibilidad de la reversibilidad de la base de Schiff durante el proceso de
purificacion. Es importante mencionar que, en la mayoria de los trabajos
reportados en la literatura, esta clase de productos son liquidos que son
purificados por destilacion al vacio (206,207). En algunos casos, estos
productos no son purificados y utilizados inmediatamente en el siguiente paso
de reaccion (205) y en otros, por ejemplo en la sintesis de B-enaminonas,
catalizada por nitrato de amonio cérico (CAN), los productos fueron purificados

por CC previo tratamiento de la silica gel con TEA (208).
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La temperatura a la cual se llevé a cabo la reaccion fue determinante en
la obtencion de los derivados 2.78. Esta no fue superior a los 60 °C.
Temperaturas por encima de los 130 °C conducirian a la formacién de
derivados del tipo acetoacetanilida por ataque del derivado 2.76 al carbonilo del

éster en 2.77 (206,209).

13.1.1.1.2 Paso 2. Sintesis 2-metil-4(1H)-quinolona sustituidas: Una vez
sintetizados los derivados 2.78, se procedio a la ciclacion térmica de los mismos

en Ph,0 para obtener las respectivas 2-metil-4(1H)-quinolonas 2.79 (Tabla 2.4).

Tabla 2.4 Condiciones de reacciones probadas para la obtencién de 2-metil-4(1H)-
quinolonas 2.79.

0
R CO,Et
2= ppno R
| —
A
NH CH, N CH,q
H
2.78 2.79
Tiempo Rendimiento®
Reaccidn R T (°C) (min) (%)
556 CH; 240-250 13 7
564 CH; 238-250 30 31
567 Cl 238-250 30 37
659 Cl 200-204 50 13
643 OCHs; 240-250 30 46
560 OCHs; 240-250 30 32

®Rendimiento de la quinolona precipitada con CgHya.

Cuando se realizaron los primeros intentos de ciclacion, se utilizaron
derivados de 2.78 para cuya obtencion el reactivo limitante fue la amina

(reacciones R554, R659 y R557, Tabla 2.3). Se confirm0 por espectroscopia de
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RMN-'H y *3C que los sélidos aislados en R556, R560 y R659 obtenidos por
precipitacion con CgHi4 eran los correspondientes derivados 2.79. Los
rendimientos obtenidos fueron muy bajos en todos los casos. El espectro de
RMN-'H de la quinolona aislada en R659, la 6-cloro-2-metilquinolin-4(1H)-ona
2.33, muestra un singlete en 2.34 ppm asignado a los protones del grupo metilo.
A campo mas bajo se observa un singlete en 5.95 ppm debido al protén en
posicion alfa al grupo carbonilo. El patron de acoplamiento de las sefiales
comprendidas entre 7.53 y 7.96 ppm, ubicadas en la zona aromética, confirman
que el producto ciclé en la posicion deseada. Un singlete ancho en 11.75
corresponde al protén del nitrégeno de la quinolona. El espectro de RMN-*C

mostro todas las sefiales esperadas para este compuesto (Espectro 2.33).

Cuando se emplearon derivados de 2.78 obtenidos utilizando un exceso
de 2.76 (R562, R563 y R643), se incremento significativamente el rendimiento
de la reaccién, obteniéndose un producto diferente al esperado (R564, R643 y
R567), siendo muy insoluble en comparacién con los derivados 2.79 aislados
anteriormente. El espectro de RMN-'H y *3C de R643 sugiri6 la formacién de
un derivado de difenilurea: El espectro de RMN-'H mostré a campo bajo dos
dobletes entre 6.85 y 7.33 ppm con una constante de acoplamiento orto (J =
8.91 Hz) y un singlete en 8.37 ppm debido al protén sobre el nitrogeno de la
area. A campo alto, se observé un singlete en 3.70 ppm debido a los protones

del grupo OCHgs;. EI mismo resultado fue obtenido con otros derivados de 2.78.
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En un trabajo publicado por Hauser et al (206) describieron lo siguiente:
Se encontré que 2.77 y la anilina 2.80 reaccionaban a temperatura ambiente
para formar 2.81. Sin embargo, si la reaccion era calentada entre 130-140 °C se
producia la acetoacetanilida 2.82. La ciclacion de estos productos condujo a la
obtencion de la 4-hidroxi-2-metilquinolina 2.83 y 4-metil-2-hidroxiquinolina 2.84

respectivamente (Esquema 2.6).

o)
i CO,Et
S TR NE
NH, t. amb NH CH, N CH,
2.80 2.81 H
+ 2.83
O Tl
HaC 0 GHs
COCH,
17 co,Et —
130-140 °C _
NH (o] N OH
2.82 2.84

Esquema 2.6 Obtencién de B-anilicrotonato 2.81 y anilida 2.82 a partir de anilina y
acetoacetato de etilo.

Se encontrd que la formacién de 2.81 y 2.82 son procesos reversibles: el
compuesto 2.81 es convertido a 2.82 por calentamiento con un equivalente de
agua y trazas de un acido entre 130-140 °C, mientras que la transformacion
inversa tomo lugar calentando a ebullicién la anilida con EtOH y Drierite?®. Los
derivados de 2.81 formados fueron purificados por destilacion a presion
reducida. Durante el proceso de destilacion se formo difenilurea aparentemente

de la anilida que fue producida durante el calentamiento a 130 °C ¢ durante la

*Drierite: Forma especial de sulfato de calcio anhidro que tiene una estructura granular
altamente porosa y una gran afinidad por el agua.
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destilacién. Oppenheim et al (206) reportaron que el calentamiento de la anilida

con anilina produjo difenilurea y acetona.

Utilizando como base los resultados anteriores para explicar la formacién
del derivado de urea se planted lo siguiente: Cuando se utilizé 2.78 sintetizado
a partir de un exceso de amina, este exceso no fue eliminado. Al proceder a la
ciclacion en Ph,O por encima de los 200 °C, el derivado 2.78, a esa
temperatura, se convirtié en la anilida y el exceso de amina ataco el carbonilo
de la amida con liberacién de acetona, originando la urea respectiva (Esquema

2.7)

o}
H;CO H3CO
\©\ /_CK —_—
NH H,N NH o
Vo M k Q
OCHjg
OCH, l

o  HsCO OCH4
0
el I
CHs NH NH

Esquema 2.7 Mecanismo propuesto para la formacién del 1,3-bis(4-metoxifenil)urea.

Debido a lo anterior, fue necesario sintetizar nuevamente todos los
derivados de 2.78° a partir de un exceso de 2.77%, para luego ser ciclados con

Ph,O a 200 °C alrededor de 1 h (Tabla 2.5). En todos los casos, los

¥Los distintos derivados de B-anilinoacrilato no fueron purificados y utilizados asi para su
Eostenor ciclacion.
'Se utilizé entre 0.3-0.5 exceso molar del B-cetoéster.
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rendimientos no superaron el 50%, excepto para la 6,7-metilendioxi-2-

metilquinolin-4(1H)-ona siendo del 55%.

Tabla 2.5 Nuevas condiciones de reaccion ensayadas en la sintesis de 2-metil-4(1H)-

quinolonas.
o]
R CO,Et
2= ppo R
| —
200 °C
Ry NH  "CHg R7 N CH,
H

Tiempo Rendimiento®

Reaccion R R, (min) (%)
645 OCH, H 60 35
651° OCHjs H 75 6
646 OCH, OCH,4 60 46
660 OCH,0 50 55
665° Cl H 45 45
605 Br H 60 32

®Rendimiento reportado después de precipitar y lavar la quinolona con CgHi4. "La temperatura
de ciclacion fue de 180 °C. °El B-anilinocrotonato de R665 fue sintetizado utilizando un exceso
molar de p-cloroanilina. El exceso de la misma fue eliminado precipitando como sal del acido
oxalico.

En cuanto a como afecto el tipo de sustituyente sobre el anillo aromatico
el rendimiento de la reaccion, se pudiera inferir lo siguiente: 1) Sustituyentes
dadores de electrones ubicados en posicibn para al sitio de ciclacion,
favorecerian la reaccion de sustitucion electrofilica (SEA), incrementando la
densidad electrénica sobre dicho sitio de ciclacion. De hecho, si se observan
los rendimientos obtenidos, por ejemplo, en R645, el grupo OCHj3; estaria
ubicado en una posicion meta respecto al punto de ciclacion. Si se compara con

el rendimiento obtenido en R646, éste se incrementé en un 10%. Ademas de

existir un grupo OCHj3; en posicion meta, también hay un grupo OCHj; en
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posicion para, siendo este Ultimo grupo, probablemente, el determinante en la
ciclacion. En R660, el grupo metilendioxi favorece aun mas la ciclacion. Esto
sugiere que electrones de los atomos de oxigeno del grupo metilendioxi pueden
deslocalizarse hacia el anillo aromatico, para lo cual, deben adquirir una
hibridizacién sp® Esto estaria favorecido por el aumento de la estabilidad
termodinamica del sistema formado. En esta forma se aumenta la densidad

electronica en el sitio de ciclacion, aumentando asi el rendimiento de la misma.

Por otro lado, es importante comentar que cuando se midié el punto de
fusion de las quinolonas sintetizadas, algunas fundian y otras no, observandose
en ambos casos, descomposicion, pudiendo ser una de las posibles razones
para el bajo rendimiento obtenido. Es por ello que, cuando se sintetizaron
nuevamente las quinolonas, la temperatura de ciclacién fue de 200 °C y no
superior a los 230 °C (Tabla 2.5). En R651, se intent6 la ciclacién a 180 °C por
75 min, sin embargo, el rendimiento obtenido de la 2-metil-4(1H)-quinolona

apenas fue del 6%.

Existen muy pocos reportes en la literatura sobre la transformacion
directa de quinolonas a quinolinas. Por ejemplo, derivados del acido acridin-4-
carboxilico fueron obtenidos en dos pasos: 1) Reduccién de las acridonas con
una amalgama de Al/Hg y luego, 2) Tratamiento con FeCls. Los rendimientos
obtenidos se ubicaron entre el 20 y 70%. En aquellos compuestos que
contenian halégenos, se observd que la hidrogendlisis tuvo lugar (210).
También, se reportaron condiciones similares para la reduccion de la misma

clase de compuestos sustituyendo la amalgama de Al/Hg por una solucién 1M
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de BH3-THF seguido por tratamiento con FeClz en EtOH/H,0 a 50 °C, siendo

los rendimientos superiores al 80% (211).

También, se investigo la posibilidad de reducir en un solo paso la 2-metil-

4(1H)-quinolona 2.79 a 2-metilquinolina 2.88 (Tabla 2.6).

Tabla 2.6 Intentos de transformacion directa de 2-metil-4(1H)-quinolonas 2.79 a 2-

metilquinolinas 2.88.
0
R R N
—_—
=
N CH, N CHs
H

2.79 2.88

Relacion molar®

Reaccion R Quinolona _ Agente Otros Solvente T Tiempo
reductor (°C) (h)
625 Br 1.0 NaBH,(4.0) TEA(1.0) CHCI; 26 —reflujo 4.0
623 Br 1.0  NaBH,(1.3) CDF°(1.0), EtOH 26 4.0
DIPEA(1.0)
649  OCHj 1.0  NaBH,(4.0) LiBr(1.0)  EtOH Reflujo 45

°Los nameros entre paréntesis indican la relacion molar utilizada. °CDF: Cloruro de
difenilfosfinilo.

Se penso6 que el NaBH, podia actuar como un agente reductor de la 2-
metil-4(1H)-quinolona. Bajo las condiciones utilizadas en R625, no se logré

obtener 2.88, recuperandose en su totalidad el reactante.

Se considerd que transformar 2.79 en un intermediario similar al que se
forma cuando se trata una 4(1H)-quinolona con POCI;, es decir, convertir el
atomo de oxigeno en posicion 4 en un buen grupo saliente y la posterior adicion
de una fuente de hidruro tal como NaBH,, pudiera conducir a la formacion de la

respectiva quinolina. Para ello, se utilizé el cloruro de difenilfosfinilo (CDF) con
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este fin. Las condiciones utilizadas en R623 no condujeron al producto
deseado. También, en R649 se utiliz6 LiBr ya que es bien conocida la
capacidad de coordinacion del Li con el oxigeno. Bajo estas condiciones

tampoco se logré obtener 2.88

13.1.1.1.3 Paso 3. Sintesis de 4-cloro-2-metilquinolinas sustituidas:
El siguiente paso fue la transformacion de 2.79 en la respectiva 4-cloro-2-
metilquinolina 2.89 utilizando POCI; recién destilado, método ampliamente

utilizado en este tipo de transformacion (212) (Tabla 2.7).

Tabla 2.7 Condiciones de reaccibn ensayadas en la sintesis de 4-cloro-2-
metilquinolinas.

(6] Cl
R pocl, R N
R
reflujo _
R1 N CHj R7 N CH,4
H
2.79 2.89

Tiempo Rendimiento®

Reaccion R R (h) (%)
573 CHs H 3 90
616 OCHg; H 4 78
668 OCH,0 5 58
615 Cl H 4 82
611 Br H 3 92

®Rendimiento obtenido del derivado 4-cloro-2-metilquinolina purificado por CC.

En general, no se presento ninguna dificultad con esta reaccion, solo en
R668 fue necesario adicionar unas gotas de DMF para disolver la 6,7-

metilendioxi-2-metil-4(1H)-quinolona 2.38. La cantidad de DMF adicionada fue
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la minima necesaria, debido a que la DMF puede reaccionar con el POCI;

forméandose el reactivo de Vilsmeier.

En todos los casos ensayados, los rendimientos, con una excepcion,
estuvieron por encima del 70% y no se observé ningun efecto claro del tipo de
sustituyente sobre el rendimiento de la reaccién. Se confirmé la estructura de
cada uno de los compuestos sintetizados por espectroscopia de RMN-'H y *3C.
El espectro de RMN-'H del compuesto obtenido en R615, la 4,6-dicloro-2-
metilquinolina 2.39, mostré a campo alto, un singlete en 2.68 ppm debido a los
protones del grupo metilo. A campo bajo, se observan un conjunto de sefales
entre 7.37 y 8.11: a) Un singlete 7.37 ppm debido al protén en posicion 3 del
nucleo quinolinico, b) Un doblete de dobletes en 7.62 ppm con constantes de
acoplamiento (J) de 8.91 Hz y de 2.21 Hz correspondientes a acoplamientos
orto y meta y que fue asignado al proton H-7 c) Un doblete en 7.91 ppm con
una J de 8.91 Hz, debido al protén H-8, el cual est4 acoplado con H-7 y d)
Nuevamente un doblete en 8.11 ppm asignado al proton H-5 con una J de 2.21
Hz, acoplado con H-7 ubicado en posicibn meta. En cuanto al espectro de
RMN-3C, el nimero de sefiales esperadas coinciden con las observadas

(Espectro 2.39).

13.1.1.1.4 Paso 4. Sintesis de 2-metilquinolinas sustituidas: El ultimo
paso fue la hidrogendlisis de 2.89 para obtener la respectiva 2.88. Se utilizé un

10% del catalizador Pd/C (10%) y una presién inicial de hidrogeno de 35 Ip? a
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26 °C. Las quinolinas con grupos sustituyentes oxigenados se obtuvieron con

buen rendimiento (Tabla 2.8).

Tabla 2.8 Sintesis de 2-metilquinolinas 2.88.

cl
R R

Xy H,(35Ip?), Pd/C (10%) N

_ EtOH, TEA _
R7 N CHy 26°C R1 N CHs

2.89 2.88

Tiempo Rendimiento®

Reaccion R R (h) (%)
667 OCH;3 H 6 67
669 OCH; OCH; 6 76
671 OCH,0 5 100

®Rendimiento obtenido del derivado 2-metilquinolina purificado por CCP.

En cuanto a los derivados de 2.88 con halégenos en posicion 6 (Cl y Br),
durante la hidrogenacién catalitica se encontré que estos enlaces C-halégeno
sufrieron hidrogendlisis (Tabla 2.9). Inclusive, se utilizaron presiones mas bajas
gue las mostradas aqui. También, se ensayd otra forma de hidrogenacién tal
como se muestra en R632, utilizando HCO,H, TEA y Pd/C como catalizador, sin
obtener el producto esperado. Por lo tanto, esta via de sintesis no es adecuada
para esta clase de derivados. En R612 y R617 el producto aislado fue la
quinaldina cuya estructura fue evidenciada por RMN-'H y C*? (Espectro 2.49).
En el espectro de RMN-'H, el conjunto de sefiales que evidencia la obtencion
de la 2-metilquinolina y no la 6-cloro-2-metilquinolina, se observa a campo bajo
entre 7.44 y 8.00 ppm. El patrén de acoplamiento cambié completamente para
los protones H-5y H-7 (El protén H-5 paso de ser un doblete a un doblete de
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dobletes y el proton H-7 de un doblete de dobletes a un triplete de dobletes).
Esto es debido a la presencia del protén en H-6, lo que indica que esta posicion
fue hidrogenada. En el espectro de RMN-'3C, la presencia de una sefial en
125.59 ppm y su intensidad, indican que no corresponde a un carbono

cuaternario, confirmando lo observado en el espectro de RMN-'H.

Tabla 2.9 Condiciones ensayadas para la hidrogenacién de 4-cloro-2-metilquinolinas
con sustituyentes halégeno en posicion 6.

R
R 7 .
AN N CH

H,, Pd/C (10%) 3
o, N
—
Presion Tiempo
Reaccion R (Ip?) (h)
612 Br 56 4
617 Cl 53 4
632 Br Otras: HCO,H (5 eqv.), Pd/C (10%),

TEA (6 eqv.), reflujo, 3h.

Una posible explicacion a estos resultados estaria en la diferencia de las
fuerzas de enlace entre C (sp?)-X (X: Br o Cl) y C(sp?-O. Al comparar dichas
energias (KJ/mol) para los enlaces C-CI (330), C-Br (275) y C-O (355-380)
(213), se puede observar que las dos primeras son menores que la energia del
enlace C-O. Esta diferencia seria suficiente para permitir la ruptura de los

enlaces C-haldégeno pero no la de los C-O.

[303]



13.1.1.2 Método B.

PARTE Il. LEISHMANIASIS
Resultados y Discusién

Las quinolinas con atomos de halégeno en posicion 6 no pudieron ser

sintetizadas por el Método A, por lo que éstas fueron obtenidas en un solo paso

de reaccién empleando la reaccion de Doebner-Miller, en la que un derivado de

2.76 es condensado con un aldehido o,B-insaturado 2.90, en este caso,

crotonaldehido, en presencia de un acido protico, tal como HCI, formando la

quinolina (Tabla 2.10).

Tabla 2.10 Condiciones de reaccion ensayadas en la sintesis de 2-metilquinolinas

sustituidas.
o)
R R
H X
O =L
NH, CH, N/ CHj
2.76 2.90 2.88
Relacién molar
Reaccion R Anilina__Aldehido  OxX° Solvente T Tiempo R°
(°C) (h) (%)
716 Br 1.0 15 CuCl,® IPA/HCI 6N reflujo 25 66
721 F 1.0 15 CuCl,? IPA/HCI 6N reflujo 2 5
798 Cl 1.0 2.3 pCIAb IPA/HCI 6N  100-110 2 49
733 Cl 1.0 2.0 - Tol/HCI 6N 100-110 2 65
905 Cl 1.0 2.0 _ Tol/HCI 6N 100-110 21 66
678 Cl 1.0 1.3 _ HCI 6N reflujo 2 31
881 H 1.0 2.0 _ Tol/HCI 6N 100-110 45 31
928 CH; 1.0 2.0 . Tol/HCI 6N 100-110 22 40
741 OCH;4 1.0 2.0 _ Tol/HCI 6N 100-110 2 69

“Dihidratado. °pCIA: p-cloroanil. ‘Rendimiento reportado como producto puro. “Oxidante.

Se han publicado algunos trabajos donde se reporta el uso de agentes

oxidantes tales como CuCl, y p-cloranil en este tipo de reacciones (214). Los

autores reportan mejoras del rendimiento en presencia de los mismos.
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mayoria de las publicaciones, los rendimientos de los derivados 2.88 no
superan el 50%. Se describe la formacidén de un aceite denso de color negro,
probablemente un producto de polimerizacién del crotonaldehido, disminuyendo

notablemente el rendimiento (197,215).

En las reacciones R716 y R721, se utilizd p-bromoanilina y p-fluoranilina
y un exceso del crotonaldehido en presencia de HCI 6N y CuCl,.2H,0,
utilizando como solvente IPA, y calentando a reflujo alrededor de 2.5 h. En el
caso de R716, en la cual se utilizé p-bromoanilina, el rendimiento obtenido de la
respectiva quinolina fue del 66% como producto puro. Por el contrario, el
rendimiento fue de un 5% en el caso de R721, donde se utilizdé p-fluoranilina.
Es decir, en este caso, como es de esperarse, existe una fuerte dependencia
entre el tipo de sustituyente y el rendimiento de la reaccion. En R798, se
utilizaron las mismas condiciones descritas anteriormente, pero sustituyendo el
CuCl,.2H,0 por p-cloroanil y utilizando p-cloroanilina. El rendimiento de ésta

quinolina fue del 49%.

Matsugi et al (197), describieron la obtencién de 2.88 utilizando un
sistema bifasico Tol/HCI 6N, empleando un gran exceso del 2.90. Estas
condiciones fueron ensayadas en R733 y R905 obteniéndose la 6-cloro-2-
metilquinolina con un buen rendimiento. En R905, se incremento el tiempo a 21
h con respecto a R733. Esto mejord el rendimiento en apenas un 1%. Bajo
condiciones similares se realiz6 R678, pero en ausencia de Tol. El rendimiento

fue tan solo del 31%.
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A pesar de haber sintetizado, algunos derivados de 2.88, con grupos
dadores de electrones, por el Método A, se sintetizaron nuevamente bajo las
condiciones del Método B. Los rendimientos estuvieron por encima del 40%.
Para R881, donde el producto obtenido fue la quinaldina, el rendimiento fue tan
solo del 31%. Vale la pena comentar que en todos los casos ensayados, se
observé la formacién del aceite negro, tal como se han descrito en todos los
trabajos publicados hasta la fecha. Cada una de las estructuras sintetizadas fue

confirmada por los métodos espectroscopicos adecuados.

13.1.2 Sintesis de 2-propilquinolinas sustituidas en las posiciones 6 y/o 7.
Los derivados de la clase 2-propilguinolina fueron sintetizados

simultdneamente con los derivados de 2.88. De igual forma se ensayaron dos

rutas de sintesis: Método A y B. La mayoria de las dificultades observadas en

la sintesis de 2.88 también se presentaron en la sintesis de 2-propilquinolinas.

13.1.2.1 Método A.

13.1.2.1.1 Sintesis del 3-oxohexanoato de etilo: Antes de comenzar
con la secuencia de reacciones descritas anteriormente para este método, fue
necesario sintetizar el 3-cetoéster correspondiente, el 3-oxohexanoato de etilo
2.52, utilizando un procedimiento descrito en la literatura para la sintesis de 2-
carboetoxiciclooctanona (216) con algunas modificaciones. Se llevé a cabo la
reaccion entre la 2-pentanona 2.91 y carbonato de dietilo 2.92 en presencia de
NaH (217) en reflujo (Esquema 2.8). La sintesis de este [(-cetoéster no

presentd mayor dificultad y el producto no requiri6 de purificacion. Los
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espectros de RMN-'H y *3C confirmaron la obtencién del producto deseado

(Espectro 2.52).

o (6]
0O
HsC NaH
+ EtO - » 0
oEt 60°C,2h
CH, OEt CH,
291 2.92 2.52

Esquema 2.8 Sintesis del 3-oxohexanoato de etilo.

13.1.2.1.2 Paso 1. Sintesis de los derivados enaminoésteres: Una vez
sintetizado 2.52, se procedi6 a la condensacion con 2.86 como compuesto de
prueba, en presencia de cantidades cataliticas de un &cido, generando el
correspondiente enaminoéster. A diferencia del Método A descrito en la
sintesis de derivados de 2.88, en ésta oportunidad se ensayaron otras

condiciones de reaccion (Tabla 2.11).

Tabla 2.11 Condiciones de reaccién ensayadas en la sintesis de los enaminoésteres.

CHj
H3C (0] H3C EtOZC H3C EtOZC
+ 0 \@ \CL |
NH, N/
OEt

N
I
H
2.86 2.52 2.93 CHs CH,
Relacion molar
Reaccion  amina B-cetoéster Catalizador Solvente OT Tiempo
(S (h)
436 1.0 1.0 PTSA Tol reflujo 8
553 1.0 1.1 HOAc, 99% EtOH 50-60 123
500 1.0 1.1 CAN? DCM 26 5
509 1.2 1.0 (AcO)ZZn'ZHZOa _ 55-60 24
687" 1.2 1.0 (AcO),Zn2H,0° L 70 48

33e utilizo entre 5-6% molar del catalizador. "La amina fue 3,4-dimetoxianilina.
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Una de las primeras condiciones ensayadas, R436, fue la utilizacién de
cantidades cataliticas de PTSA anhidro utilizando como solvente Tol y
reflujando la reaccién por 8 h. El otro acido empleado fue HOAc (99%), tal como
se indica en R553 utilizando como solvente EtOH y con calentamiento suave.
Ambas reacciones fueron monitoreadas por CCF y EIR. En ninguno de los
casos, el reactivo limitante fue consumido completamente y las mezclas finales

fueron usadas asi para la siguiente reaccion.

No conforme con los resultados obtenidos, se contindo en la busqueda
de unas mejores condiciones en las cuales alguno de los reactantes se
consumiera en su totalidad. En un trabajo publicado sobre la sintesis de B-
enaminonas se encontrd que el uso de bajos porcentajes molares de CAN,
conducia al producto con altos rendimientos (208). Tal como se indica en
R500, se utiliz6 un pequefio exceso de 2.52, 5% molar de CAN en DCM a
temperatura ambiente. Tanto la CCF como el espectro de IR revelaron mezclas

y no un unico producto. La mezcla final de reaccion no fue purificada.

El mismo afio, se report6 el uso de AcO,Zn.2H,O como acido Lewis en la
sintesis de enaminoésteres utilizando porcentajes molares alrededor del 5%
(218). En R509 el reactivo limitante fue 2.52 y la reaccion fue realizada sin
solvente. El espectro de IR mostré ausencia de las sefales pertenecientes a
2.52. Sin embargo, en la CCF ademas de verse la formacién del producto,
también se observé 2.86 y 2.52. Nuevamente, la mezcla de reaccion no fue

purificada y utilizada asi para la siguiente reaccion.
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De todas las reacciones que se habian ensayado hasta la fecha, se
encontré que el empleo de AcO,Zn.2H,0O como catalizador Lewis conducia a la
formacion de los enaminoésteres respectivos, consumiéndose practicamente en

su totalidad todo el B-cetoéster.

En R687, se sintetiz6 el derivado enaminoéster de la 3,4-dimetoxianilina,
utilizando las dltimas condiciones citadas. Se emple6 un pequefio exceso de la
anilina, un 6% molar de Ac0O,Zn.2H,0O alrededor de los 70 °C por 48 h. Los
espectros de IR de ambos productos mostraron la ausencia de las sefales

correspondientes a 2.52 aunque la CCF revel6 algo del mismo.

13.1.2.1.3 Paso 2. Sintesis de derivados del tipo 2-propil-4(1H)-
guinolona: El siguiente paso fue la ciclacion térmica de 2.93 empleando Ph,0
a altas temperaturas originando 2.53. La temperatura Optima de ciclacion fue
por encima de los 238 °C y un incremento del tiempo de ciclacién, mejor6 el

rendimiento® (Esquema 2.9).

o}
HsCO ph ,0 H3CO
D\ 238 - 250 °C
CH, CO N CHj
2.93

40 min, 67% Hs N
2.53

Esquema 2.9 Sintesis de 6,7-dimetoxi-2-propilquinolin-4(1H)-ona, 2.53.

Al igual que ocurrio con los derivados de la 2-metilquinolona, al medir en

punto de fusion de 2.53, se observé descomposicion por encima de los 180 °C,

¥Datos no mostrados.
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pudiendo ser esta una de las posibles razones del bajo rendimiento obtenido.
La obtencién de esta estructura no fue confirmada por RMN-*H y *3C, sin
embargo, se logro la transformacién de este compuesto a la respectiva 4-cloro-
2-propilquinolina (apartado 12.1.3.3), indicando que el producto obtenido era

2.53.

13.1.2.1.4 Paso 3 y 4. Sintesis de derivados del tipo 4-cloro-2-
propilquinolina y 2-propilquinolina: La 2-propil-4(1H)-quinolona 2.53 al ser
tratada con POCI; bajo reflujo dio origen a la formacién de la 4-cloro-2-
propilquinolina 2.54. Se aislo el producto de interés con un rendimiento inferior
al 20%. Seguidamente, se procedio a la hidrogendlisis de la posicion 4 de 2.54
utilizando como catalizador Pd/C al 10% con una presion inicial de hidrégeno de
35 Ip? a temperatura ambiente. La 2-propilquinolina 2.55 fue aislada y purificada

sin dificultad con un rendimiento aceptable (Esquema 2.10).

(@] Cl
Pd/C (10 %)
H,CO H,.CO H,CO
: poC, ° Xy H, (3519 P X
reflujo = =
H3CO N o1 HyCO N Eéo'g H4CO N
H
CH
253 3 254 16% O 2.55,60% CH

Esquema 2.10 Sintesis de la 4-cloro-6,7-dimetoxi-2-propilquinolina 2.54 y 6,7-dimetoxi-2-
propilquinolina, 2.55.

Ambas estructuras sintetizadas fueron confirmadas por los métodos

espectroscopicos de IR, RMN-'H y *C. En el espectro de RMN-'H del derivado
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2.54, se puede evidenciar a campo alto, entre 0.99 y 2.84 ppm, las sefiales
correspondientes a los protones alifaticos del grupo propilo. Llama la atencion,
la multiplicidad de los protones del metileno unido al nucleo quinolinico en
posicion 2: ésta se muestra como triplete esperado, pero la sefial central de
mayor intensidad, se observa también como un triplete. Esto puede deberse a
que estos dos protones con desplazamientos quimicos muy similares,
acoplados a otros dos protones (acoplamiento vecinal) con constantes de
acoplamientos muy similares, pueden dar origen a un patrén de acoplamiento
como el observado para estos protones metilénicos. Los dos singletes cercanos
a 4.00 ppm corresponden a los protones de los dos grupos metoxi. El resto de
las sefiales a campo bajo entre 7.23 y 7.36 ppm pertenecen a los protones del
sistema quinolinico, H-3, H-5 y H-8 (Espectro 2.54). El espectro de RMN-'3C

confirmd el nimero y tipos de carbonos esperados.

El cuanto al espectro de RMN-'H del derivado 2.55, se observa que a
campo alto (0.98-2.86 ppm) éste es parecido al espectro del derivado 2.54. Las
sefiales a campo bajo, entre 6.98 y 7.87 ppm, corresponden al patron de
acoplamiento esperado para 2.55. El espectro de RMN-*C mostré todas las

sefales esperadas para 2.55.

Al igual que en la sintesis de derivados del tipo 2-metilquinolina con
sustituyentes halégeno, este método no fue adecuado para sintetizar los
mismos debido a los problemas ya antes mencionados, por lo que esta clase de

compuestos fueron sintetizados por el Método B.

[311]



PARTE Il. LEISHMANIASIS
Resultados y Discusién

13.1.2.2 Método B.

En la sintesis de 2-propilquinolinas, se emplearon las mismas
condiciones descritas para las 2-metilquinolinas, es decir, un sistema bifasico
Tol/HCI 6 N a una temperatura alrededor de los 110 °C y variandose el tiempo
dependiendo del derivado de anilina utilizado. Estos se hicieron reaccionar con
el 2-hexenal 2.93. Como puede verse, los rendimientos no son mayores del
40%. Sin embargo, este método involucré un solo paso de reaccion (Tabla

2.12).

Tabla 2.12 Condiciones de reaccién ensayadas en la sintesis de 2-propilquinolinas.

(0]

R
:©\ H TR Rm\/\
+ _ —_—
100-110 °C =
Ri NH, R7 N CH,
2.93
CHy
Reaccion R R, Relacion molar Tiempo Rendimiento
Anilina Hexenal (h) (%)
886° H H 1.0 2.0 24 18
888 CHs H 1.0 2.0 68 12
947 OCH,4 H 1.0 2.0 120 23
891 OCHZO 1.0 2.0 115 39
894 Br H 1.0 2.0 120 16
896 Cl H 1.0 2.0 120 6
899 F H 1.0 2.0 120 7

a ez .
Se utilizoé acetanilida.

En todos los casos, se observo la formacion de un aceite negro como

ocurrio durante la sintesis de los derivados de la 2-metilquinolina. Cada una de
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las estructuras de los productos purificados fueron confirmadas empleando las

técnicas espectroscopicas adecuadas: IR, RMN-"H, RMN-*3C y EM.

13.1.3 Sintesis de 4-metil-2-propilquinolinas sustituidas en las posiciones
6ylo7.

La sintesis de los derivados del tipo 4-metil-2-propilquinolina se logré a
través del Método B utilizado en la sintesis de 2-metil y 2-propilquinolinas.
Antes de proceder con la sintesis de las respectivas quinolinas, fue necesario
sintetizar la cetona o,p insaturada, la (3E)-hept-3-en-2-ona® 2.63 mediante una
secuencia, la cual involucré las siguientes reacciones: 1) Reaccion de
sustitucion nucleofilica bimolecular, SN2, del cloro de la cloroacetona 2.94 por
trifenilfosfina obteniéndose la sal de fosfonio 2.95 2) Formacion del fosforano
2.96 en medio basico aislandose con un excelente rendimiento y 3) Reaccion
del fosforano con butiraldehido 2.97 (Reaccién de Wittig) obteniéndose la

cetona o, insaturada 2.63 con un 95% de rendimiento (Esquema 2.11).

CH, o CHs, IfDCM;fNT(-)H(aC) CH,
o + PPh, oue.no O:<;+ enolftaleina(yys) o:<;
reflujo PPh,CI’ 26 °C —PPh,
cl 2.95 2.96
2.94 +
CH, DCM, N, /HKA
(@] -
o =
— cH, 40°C o CHs
2.63 2.97

Esquema 2.11 Sintesis de (3E)-hept-3-en-2-ona.

*La (3E)-hept-3-en-2-ona es un producto comercial.
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Los mas importante de destacar en el espectro de RMN-'H de 2.63 son
las sefales correspondiente a los protones olefinicos entre 6.00 y 6.79 ppm, en
conjugacion con el carbonilo ceténico, con una constante de acoplamiento trans

(16.06 Hz) (Espectro 2.63).

Una vez sintetizada 2.63 se procedi6 a la condensacion con p-
cloroanilina 2.98 como compuesto de prueba, en sistema bifasico Tol/HCI 6N
alrededor de los 105 °C. Se variaron los tiempos de reaccion, siendo las
condiciones de R749 las mejores, aislandose el producto deseado 2.99 con un

56% de rendimiento (Tabla 2.13).

Tabla 2.13 Condiciones de reaccion ensayadas en la sintesis de 4-metil-2-
propilguinolinas 2.99.

o CH3
cl cl
HyC Tol/HCI 6N X
+ — J— .
100 - 105 °C 7
NH, N CH,
CHj
2.98 2.63 2.99

Relacién molar

Reaccion p-cloro Cetona Tiempo Rend(i)miento
anilina ao,B-insaturada (horas) (%)
737 1.0 20 > 1
738 1.0 20 4 57
739 1.0 2.0 23 41
749 1.0 2.0 45 56

Se sintetiz6 el resto de los derivados 2.101 utilizando las condiciones de
R749. Como puede observarse en la tabla 2.14, los mejores rendimientos

fueron obtenidos utilizando derivados de anilinas con sustituyentes dadores de
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electrones a diferencia de los obtenidos con sustituyentes halogeno. Cada una
de las estructuras sintetizadas fue confirmada por las técnicas espectroscopicas

adecuadas: IR, RMN-'H, RMN-'3C y EM.

Tabla 2.14 Sintesis de derivados del tipo 4-metil-2-propilquinolina.

o] CHg
R H,C R
Tol/HCI 6N X
+ —

100 -105 °C 7

R; NH, Ry N CHs
CHj
2.100 2.63 2.101

Relacién molar

Reaccion R R, Tiempo Rendimiento

Derivado Cetona

Anilina o,B-insaturado (h) (%)
8557 H H 1.0 2.0 6 62
766 CHs H 1.0 2.0 43 54
773 OCH; H 1.0 2.0 48 35
750 OCH3; OCH; 1.0 2.0 48 47
750 OCH,0 1.0 2.0 48 40
751 Br H 1.0 2.0 48 33
739 Cl H 1.0 2.0 64 41
767 F H 1.0 2.0 64 10

43e utilizé acetanilida.

El espectro de RMN-'H del derivado 6,7-metilendioxi-4-metil-2-
propilquinolina 2.71 mostré6 a campo alto, entre 0.98 y 2.54 ppm, las sefales
debidas a los protones alifaticos del grupo propilo. Se observé que los protones
del metileno unido al ntcleo quinolinico en posicién 2, muestran un triplete pero
con la sefal central de mayor intensidad dividida nuevamente como triplete. A
su vez, la sefal de los protones metilénicos cuya multiplicidad es un sextuplete,
muestra el mismo fendmeno. La razén para observar esta multiplicidad fue

explicada en el apartado 13.1.2.1.4. También, se observa un singlete en 2.80
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ppm asignado a los protones del grupo metilo. En 6.05 ppm, un singlete debido
a los protones del metileno del grupo metilendioxi. Se pueden observar a
campo bajo tres singletes (6.98, 7.17 y 7.33 ppm), asignados a los protones H-
3, H-5 y H-8 del nticleo quinolinico. En cuanto al espectro de RMN-*C mostré

todas las sefales esperadas para 2.71 (Espectro 2.71).

13.1.4 Sintesis de derivados del tipo 2-alquenil 'y 2-
metilenaminoalquilamino quinolinas sustituidas en posiciones 6 y/o 7.
Ademas de la sintesis de los grupos ya mencionados, se planted la
sintesis de algunos derivados del tipo 2-metilenaminoalquilamino 2.102 y 2-
alquenilquinolina 2.103. Para la sintesis de derivados 2.102, existen dos

intermediarios claves en la obtencion de esta clase de compuestos (Esquema

2.12): R N
R; N NF R,

TT Ph,P=CHR,

R 104
\2 104 R N Et\N _Et
— = >
= = NH
R N COH R7 N

1

PO O T
7 /
R7 N CH,

'R 2.105 R
2.88 X X
K R
7 B = _~PPh,
\ R7 N R7 N
lRSCHO
R
m
Ry N Ry
2.103

Esquema 2.12 Intermediarios involucrados en la sintesis de derivados del tipo 2-alquenil y 2-
alguidiamino quinolinas.
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1) Transformacion de la 2-metilquinolina en quinolin-2-carbaldehido 2.104 que
luego reaccionaria con un derivado alquildiamina, tal como N,N-dietil-
etilendiamina originando la imina que seguidamente seria reducida dando la
correspondiente quinolina con una cadena alquildiamina en posicion 2 y 2)
Bromacion del metilo en posicion 2 del ndcleo quinolinico obteniéndose la
respectiva 2-bromometilquinolina 2.105. Luego, una reacciéon de SN, con la

N,N-dietil-etilendiamina conduciria al producto deseado.

Por otro lado, los derivados del tipo 2-alquenilquinolina se obtendrian
mediante una reaccién de Wittig ya sea a partir de un derivado del 2.104 vy el
respectivo fosforano 6 del metilenfosforano de la quinolina® y un aldehido. En
ambos casos, el tipo de sustituyente R, y R3 pueden ser radicales del tipo: alquil

o éster.

13.1.4.1 Obtencién de quinolin-2-carbaldehidos sustituidos en las
posiciones 6 y/o 7: Compuestos heteroaromaticos y aromaticos con gupos
metilo pueden ser oxidados con SeO,, para dar los correspondientes aldehidos
y/lo &cidos carboxilicos. Sin embargo, en algunos casos la oxidacion ha
resultado en bajos rendimientos y en la formacion de productos colaterales
indeseados. En un trabajo publicado por Pérez-Melero et al (219) sintetizaron
una serie de quinolincarbaldehidos en distintas posiciones del nucleo
quinolinico a partir de metilquinolinas por oxidacion con SeO; en xileno a reflujo

con rendimientos entre 50 y 80%.

%El fosforano de la quinolina se formaria a partir de la desprotonacion de sal de fosfonio
formada entre la 2-bromometilquinolina y PPhs.
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En un trabajo muy interesante publicado por Achremowicz (220) en
donde estudié algunos parametros® que podian influir en la oxidacién de 2 y 4-
metilquinolina con SeO, o0 H,SeO3 en dioxano a ebullicion, se encontrd que los
mejores rendimientos fueron alcanzados si se utilizaba un exceso del oxidante y
que la calidad y tipo de oxidante (SeO, o H,SeO3) no afectaba el curso de la
reaccion. Ademas, el contenido de agua en el dioxano utilizado podia alcanzar
hasta un 30%. Los rendimientos obtenidos en la oxidacion de la 2-metilquinolina
(quinaldina) y 4-metilquinolina (lepidina) fueron del 55 y 78% respectivamente.
La oxidacién de la quinaldina a temperatura ambiente fue del 70% pero la

reaccion tardé 2 semanas.

Kaplan (221) publicé un trabajo donde la insuficiencia de oxidante, es
decir, SeO, almacenado por largos periodos de tiempo, resulté en una
disminucién del contenido de SeO,, lo que causé una notable disminucion en el

rendimiento del aldehido e incrementé la cantidad de productos colaterales.

En busca de mejorar el rendimiento en esta clase de reaccion, se han
publicado una serie de trabajos orientados en este sentido. La oxidacién de
grupos metilo, presentes en compuestos heteroaromaticos, utilizando SeO,, fue
mejorada en presencia de 70% de t-butil-hidroperoxido (TBHP) en dioxano para
dar el correspondiente aldehido o acido carboxilico con buenos rendimientos.

La quinaldina fue oxidada bajo estas condiciones®® obteniéndose con un

*Relacion molar (metilquinolina/Se0,), tiempo de reaccién, temperatura, contenido de agua en
el Se0..
*®_a relacion molar utilizada: quinaldina/SeO,/ 70% TBHP (1:1:2.3), 1h, 50 °C.
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rendimiento del 80% (222). Cuando se intenté la misma transformacion, pero

utilizando SeO,*” en dioxano en 1 h a 50 °C, no hubo reaccion.

Jampilek et al (223) oxidaron la quinaldina utilizando Se0,* en dioxano a
reflujo por 8 h al respectivo acido quinolin-2-carboxilico con un rendimiento del

57%.

En base a todo lo anterior, se ensayaron varias condiciones de reaccion
en la obtencién de 2.72 y 2.73 (Tabla 2.15). Las principales variaciones que se
realizaron en las condiciones experimentales fueron: a) Variacion de la relacion
molar entre los reactantes, derivado de quinaldina y agente oxidante y b)

Tiempo de reaccién.

Tabla 2.15 Condiciones de reacciones probada en la obtencion de quinolin-2-
carbaldehido, 2.72 'y 2.73.

R R
X X
—_—
— reflujo —
R} N CH, R; N COH
2.88

2.72,2.73

Relacién molar

Reaccién R R; Quinaldina _ SeO, Solvente Tiempo T R?
(h) (°C) (%)

923 Ccl H 1.2 1.0 dioxano 7 reflujo 27
784 Ccl H 1.0 15 dioxano/H,0O(5%) 2 reflujo 51
1039 OCH,0 1.0 15 dioxano/H,0O(5%) 1 reflujo 13

#Rendimiento obtenido del producto purificado.

En la reaccion R923, se utilizé un pequefio exceso del derivado 2.88

respecto al SeO,. El solvente utilizado fue dioxano y se calenté a reflujo. El

%" a relacion molar utilizada: quinaldina/SeO, (1:2.3).
*8a relacion molar utilizada: quinaldina/SeO, (1:2.3).
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rendimiento del producto purificado fue de tan solo 27%. Como es bien sabido,
los aldehidos pueden sobreoxidarse a sus respectivos acidos carboxilicos. Es
por ello que se pens6 que un exceso del agente oxidante podia favorecer este
proceso, por lo que en R923 se utilizO como reactivo limitante. Sin embargo, a

pesar de los reportes publicados se encontré todo lo contrario (220).

En base a lo anteriormente expuesto, en R784 se incrementd la cantidad
del agente oxidante, siendo el reactivo limitante 2.88, se disminuyé el tiempo de
reaccion y se adicion6 un 5% de agua al dioxano. El rendimiento obtenido fue
del 51%. En R1039, se utilizaron las condiciones de R784 pero la reaccion se
mantuvo a reflujo por 1 h. El rendimiento del producto fue tan solo del 13%. Se
ensayaron otras condiciones para mejorar el rendimiento del producto deseado

pero no fue posible (datos no mostrados).

Es importante comentar que en todos los casos ensayados, durante la
reaccion, la solucién se torné amarilla y luego roja. Ademas, se observo la
formacion de un precipitado negro, siendo éste Selenio metdlico, eliminado por
filtracion en caliente. Una vez evaporado el solvente, se obtuvo un sélido rojizo
dificil de disolver en cualquier solvente organico. Este solido rojizo es Selenio
coloidal el cual es muy dificil de filtrar, y algo del mismo permanece enlazado al
sustrato organico. La eliminacién completa de todo el Selenio de la mezcla de
reaccion es dificil (224). Efectivamente, la principal dificultad observada en esta
clase de transformacion utilizando como agente oxidante SeO,, fue la
purificacion de la mezcla de reaccién, cuando se intentaba sintetizar mayores

cantidades de 2.72y 2.73.
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Se han descrito en la literatura una serie de soluciones a este problema:
1) La eliminacién del Selenio coloidal puede lograrse calentando con DMF,
precipitando el Selenio como un soélido negro, que puede ser eliminado por
filtracion (224). Sin embargo, hay reportes de que este procedimiento no es el
mas adecuado. Ren et al (225) describieron un procedimiento eficiente y
sencillo para la eliminacion completa del Selenio coloidal en mezclas de
reaccion por simple agitacion con NaHCO3 sélido, para eliminar el H,SeOs3,
MgSO, anhidro, para eliminar el agua, y por ultimo filtrando a través de una
delgada capa de Celite® y Florisil® en iguales proporciones. De esta manera
se obtiene una mezcla de reaccion libre de especies de Selenio.
Efectivamente, los crudos de reaccion de R923, R784 y R1039 fueron tratados

como se detall6 anteriormente, lograndose una mas facil purificacion.

En la literatura, se ha descrito la oxidacion de posiciones bencilicas con
nitrato de amonio cérico (CAN) con un rendimiento aceptable del aldehido o del
acido carboxilico respectivo. Se utilizaron algunas de las condiciones
reportadas en la literatura para la oxidacion del grupo metilo en posicion 2 del
nacleo quinolinico. En ninguno de los casos ensayados, se logro la obtencién

del producto deseado.

Las sefiales mas caracteristicas observadas en el espectro de RMN-'H y
13C del derivado 2.72 son un singlete en 10.18 ppm debido al protén unido al
carbono carbonilico del aldehido y una sefial en 193.38 ppm debido al carbono

carbonilico del aldehido respectivamente.
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13.1.4.2 Obtencion de 2-bromometilquinolinas, sustituidas en las
posiciones 6 y/o 7: Uno de los reactivos mas ampliamente utilizados en
bromaciones de posiciones bencilicas y alilicas es la NBS, en presencia de un
iniciador de radicales libres, tal como PDB en CCls. En nuestro laboratorio, se
han llevado a cabo este tipo de bromaciones utilizando las condiciones
anteriormente mencionadas obteniéndose el producto monobromado con
rendimientos superiores al 80%. En este caso, se procedio a la bromacion de
compuestos heterociclicos, especificamente, derivados de la 2-metilquinolina

(Tabla 2.16).

Tabla 2.16 Condiciones de reacciones ensayadas en la obtencion de 2-bromometil-

quinolina.
NBS/PDB
reflu10
2.88

2.105

Relacién molar

Reaccion R R]_ 2-metil NBS F)DBa Tiempo
quinolina (h)
672 OCH; OCH; 1.0 14 21 23
681 OCH;0 1.0 1.2 21 4

4Porcentaje molar.

En la reaccion R672, la mezcla de todos los reactantes fue calentada a
reflujo por 23 h, mientras que en R681, la respectiva 2-metilquinolina disuelta en
CCl, fue calentada hasta 80 °C e inmediatamente adicionada la NBS y por

ultimo el PDB. En el primer caso, la CCF reveld una mezcla de productos dificil

[322]



PARTE Il. LEISHMANIASIS
Resultados y Discusién

de purificar, mientras que en el segundo caso, la CCF mostré 2-metilquinolina

sin reaccionar.

Cuando se realizan bromaciones bencilicas o alilicas, inicialmente la
reaccion presenta un color naranja intenso que con el transcurso del tiempo
desaparece, observandose una solucion casi incolora con la aparicion de un
sélido blanco debido a la succinimida formada. En R672 y R681, ésto no se
observd, sino todo lo contrario, la mezcla de reaccion se oscurecid y la

precipitacion de succinimida fue escasa.

En vista de los resultados anteriores, se intentd nuevamente la
bromacion utilizando irradiacion de microondas. Se han descrito una serie de
trabajos donde la utilizacibn de esta clase de irradiacion conduce a la
bromacién de grupos metilo en heterociclos. Goswami et al (226) reportaron la
sintesis de una serie de derivados mono y dibromados de compuestos mono y
dimetil heterociclicos, en un solo paso, en ausencia de un iniciador de radicales
libres y solvente utilizando irradiacién de microondas*°, obteniéndose productos
mono y dibromados, excepto en el caso de derivados de 2-acetamido-6-
metilpiridinas donde la bromacion ocurrié principalmente sobre el anillo
piridinico y en muy poca extension en el grupo metilo. Se realizaron varios
ensayos de bromacién via irradiacién con microondas®® sin solvente y en
ausencia de PDB. En la tabla 2.17, se muestran algunos intentos de bromacién

dela 2.47.

%Microondas doméstico BPL 800G. Condiciones: NBS, 450 vatios, 9-15 min.
“*Microondas doméstico, marca Welbit, modelo MR622W.
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Tabla 2.17 Condiciones de reacciones en la obtencion de 2-(bromo)metil-6,7-
metilendioxiquinolina, 2.106.

0 N o N
<omcr <om8r

2.47 2.106

Relacién molar

Reaccion 2-metil NBS Potencia  Tiempo
quinolina (Vatios) (min)
693 1.0 1.2 550 5
694 1.0 1.0 550 2-3°
697 1.0 1.0 220 3-5-10°
698 1.0 1.6 220 8-8°

%Indica intervalos de tiempo.

En el primer ensayo realizado, R693, se procedi6 a la bromacion del
grupo metilo utilizando un pequefio exceso de NBS, irradiando por 5 min a 550
vatios. Se aislé un sélido de color marron oscuro muy insoluble en DCM. La
CCF del sdlido aislado y el espectro de IR mostraron que se trata de

succinimida. No se recupero la quinolina.

En R694, luego de mezclar bien el derivado 2.47 y la NBS, estos fueron
calentados por 2 min a 550 vatios. Una vez que la mezcla de reaccién
alcanzara temperatura ambiente, se repiti¢ el procedimiento anterior, pero por 3
min. Nuevamente, se aislo un solido marron oscuro, mas soluble en DCM que
el aislado en R693 y el cual fue purificado por CCP. Se obtuvo un sdlido color

crema. El espectro de IR mostré un producto diferente a la quinolina utilizada.
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En R697 se disminuyd la potencia a 220 vatios y la irradiacion se realizo
en tres intervalos de tiempo: 3, 5y 10 min, dejando que alcanzara temperatura
ambiente entre cada uno y monitoreando el avance de la misma por CCF. El
sélido aislado fue purificado por CCF obteniéndose un sélido color crema con
caracteristicas similares al conseguido en R694. El espectro de IR mostré ser
diferente a 2.47. El EM exhibié una sefal intensa con una relacion m/z de
266.30 amu, coincidiendo con la masa calculada del producto deseado. Sin
embargo, los espectros de RMN-'H y *3C sugirieron que la bromacién habia
ocurrido sobre el nucleo quinolinico y no en el grupo metilo. Al comparar este
espectro con el de 2.47 se tiene lo siguiente: un singlete en 2.71 ppm
correspondiente al grupo metilo. Si la bromacion hubiera ocurrido sobre este
grupo, esta sefial estaria ausente y se observaria un singlete a campo mas
bajo. A campo bajo, entre 7.0 y 7.8 ppm se pueden observar todas las sefiales
correspondientes a los protones arométicos, excepto el protén H-8, el cual esta
ausente indicando que esta posicién fue bromada. ElI DEPT-135 mostré una
sola sefial con fase negativa correspondiente al metileno del grupo metilendioxi.
De haberse bromado el grupo metilo, este se convertiria en un grupo metileno
observandose claramente en el DEPT-135. En base al analisis anterior, todo
pareciera indicar que el producto aislado fue la 8-bromo-6,7-metilendioxi-2-

metilquinolina 2.107. EIl rendimiento obtenido fue de tal solo un 29%.

O AN
< _
N

Br

CHj,

2.107
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En cuanto a R698, se empleo la misma potencia que en R697 pero
aumentado el intervalo de tiempo a 8 min. Una vez purificada la reaccién por
CCP, se aislaron dos soélidos color crema de aspectos similares. Una vez
realizado los espectros de IR de ambos soélidos y al compararlos con el
producto obtenido en R697 se encontrd lo siguiente: el compuesto mas polar,
resulto ser el mismo aislado en R697, es decir, el derivado 2.107, mientras que
el compuesto menos polar, mostré un espectro de IR diferente. Se realizd un
espectro de RMN-'H a este dltimo indicando una mezcla: A campo bajo se
observan dos dobletes con constantes de acomplamiento orto diferentes entre
si, 7.91 y 8.42 Hz. Los singletes correspondientes a los protones H-5 y H-8
estan ausentes indicando que ambas posiciones fueron bromadas. Por otro
lado, a campo mas alto, exactamente en 4.71 ppm, se observa una singlete no
muy intenso que pudiera ser asignado al grupo metileno unido a bromo. Sin
embargo, se sigue observando el singlete correspondiente al grupo metilo en
2.74 ppm indicando que la bromacion en esta posicion fue muy minoritaria.
También, en el espectro de RMN-'H se observan algunas sefiales no muy

intensas de 2.107. Todos los posibles productos formados son mostrados en la

figura 2.6.
Br Br
<O X o XN O A
= < < _— Br
© N CHs o N CHj © N
Br Br

Br

Figura 2.6 Mezcla de productos aislados en R698.

[326]



PARTE Il. LEISHMANIASIS
Resultados y Discusién

Al no poder dirigir la bromacion a la posicion deseada bajo radiacion de
microondas, se intentd nuevamente la misma utilizando una fuente de calor
convencional, en ausencia de PDB y en un medio polar. Esta vez, se utilizd
como compuesto de prueba la 6-cloro-2-metilquinolina 2.48. Para ello se

ensayaron diversas condiciones de reaccion (Tabla 2.18).

Tabla 2.18 Condiciones de reaccion en la obtencibn de 2-(bromo)metil-6-
cloroquinolina, 2.74.

Cl Cl
X X
—_—
= = Br
N CH, N

2.48 2.74

Relacién molar

Reaccibn R R, >metil NBS _ Otros  Solvente Tiempo/T R?

quinolina (horas/°C) (%)

916 Cl H 1.0 1.0 NaOAc Ac,O 14/110 °C _

918 Cl H 1.0 1.5 . Ac,0 22/120 °C 38
935 Cl H 1.0 1.2 hu® ACN 5/ 26 °C

ho? 4/90 °C 41

979 Cl H 1.0 1.2 ACN 20/80 °C 39

Rendimiento obtenido del producto purificado. "Se utilizé una lampara de 250 vatios.

En R916, se ensayaron unas condiciones similares a las reportadas por
Bottino et al (227) sustituyendo el Br, por NBS y el HOAc glacial por Ac;O. Se
aislé un solido color marron, el cual fue purificado por CCF aislandose dos
productos de diferente polaridad. El espectro de IR del producto menos polar

resultd ser 2.48 mientras que el mas polar resulto ser succinimida.

En el caso de R918, se utilizd6 un exceso de la NBS en ausencia del

NaOAc. La NBS fue adicionada cuando la temperatura del bafio de reaccion
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alcanzé los 80 °C y seguidamente, la temperatura fue elevada a 120 °C por 22
h. Al igual que la reaccion anterior, se aislo un sélido marron. La CCF mostré
dos productos diferentes de polaridades similares a la 6-cloro-2-metilquinolina y
ausencia de esta ultima. Las diferencias observadas entre los espectros de IR
de ambos productos y la 6-cloro-2-metilquinolina son muy pequeias: 1) El
compuesto mas polar mostré dos bandas intensas, 880 y 833 cm™, mientras
que el compuesto menos polar, ademas de mostrar las dos bandas anteriores,
se observo otra banda en 817 cm™ 2) En el compuesto mas polar, se pueden
advertir dos bandas de mediana intensidad en 1465 y 1124 cm™ que estan
ausente en el compuesto menos polar, asi como, en el espectro de 2.48. A

este compuesto no se le realiz6 RMN-'H.

Simultaneamente a R918, se realiz6 otro intento de bromacion, R935,
utilizando como guia un trabajo publicado por Goswami et al (228), donde se
indicd la bromacion de la 2,6-dimetilnaftiridina con NBS en ACN en presencia
de Iuz** sin la adicion de PDB o agua obteniéndose la 2,6-
dibromometilnaftiridina y la 2-bromometil-6-metilnaftirina con un rendimiento del
20 y 25% respectivamente. La mezcla de reaccion, R935, fue irradiada con un
bombillo de 250 vatios por 5 h. Después de este tiempo, la CCF mostré la
aparicion de un producto distinto a la quinolina de partida, sin embargo, se
observo quinolina sin reaccionar. La mezcla de reaccion fue calentada a 90 °C

por 4 h manteniendo la irradiacion. Después de ese tiempo, la CCF no mostro

producto de partida. El sélido marrén obtenido fue purificado por CCP

“IBombillo de 250 vatios.
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aislandose un sélido amarillo muy fino. El espectro de RMN-'H indicé que el
producto obtenido era la 2-(bromometil)-6-cloroquinolina 2.74: La sefal mas
evidente de la obtencién del producto fue la desaparicion de un singlete en 2.70
ppm asignada al grupo metilo en 2.48 y la presencia de un singlete a campo
bajo, en 4.67 ppm asignado a los protones metilénicos vecinales al atomo de
bromo. No se observd bromacion del nucleo quinolinico. El rendimiento

obtenido del producto esperado fue del 41%.

Al comparar el espectro de IR del compuesto aislado en R935, con el
espectro de IR del compuesto mas polar en R918, se encontré que son iguales,
indicando que las condiciones utilizadas en R918 también dieron origen al

compuesto monobromado en el metilo con un rendimiento de tan solo un 38%.

Se decidio repetir la experiencia de R935, en R979, pero en ausencia de
luz, calentando a 80 °C por 20 h, encontrdndose que esta fuente de radiacion
no era necesaria para que ocurriera la bromacion. Se obtuvo 2.74 con un
rendimiento del 39%. Se intentaron estas nuevas condiciones de bromacion en

2.47. No se obtuvo el respectivo derivado bromado.

En todas las reacciones ensayadas, llama la atencion la formacion de
succinimida, lo que indicaria la liberacion de bromo. La cantidad de succinimida
recuperada es mayor del 50%. Sin embargo, la bromacion de la 2-metilquinolina
sustituida es dificil reflejandose en los rendimientos obtenidos del producto

monobromado que no superan el 50% de rendimiento.
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13.1.4.3 Sintesis de N-’[(6-Cloroquinolin-2-il)metil]-N,N-dietiletano-
1,2-diamina: Una vez obtenido el derivado bromado 2.74 se hizo reaccionar
con la N,N-dietilendiamina via una reaccion SN, en ACN a 65 °C por 22 h. El
producto deseado fue obtenido con un 40% de rendimiento. El espectro de
RMN-'H, *C y EM confirmé que la estructura sintetizada era la esperada

(Espectro 2.75).

Amina, ACN m
m 65 °C, 22 h NH\/\N
274  Br 2.75 H3C

13.1.4.4 Sintesis de derivados del tipo 2-alquenilquinolina.

La sintesis de esta clase de compuestos no fue posible bajo las
condiciones de reaccion ensayadas. Los compuestos se obtendrian mediante
una reaccion de Wittig entre el fosforano de 2.74 y acetaldehido o reaccion
entre el aldehido 2.72 y el fosforano generado in situ del ioduro del
etiltrifenilfosfonio (fosforano no estabilizado). En el primer caso, no se aisl6 la
respectiva sal de fosfonio de 2.74, y en el segundo caso, no se logro la reaccion
entre el aldehido 2.72 y fosforano no estabilizado bajo las condiciones
utilizadas. La reaccion de Wittig ha sido muy utilizada en nuestro laboratorio en
la generacion de olefinas con excelentes rendimientos, sin embargo, los
compuestos quinolinicos sustituidos utilizados (6-Cl o 6,7-OCH,0) no generaron
los productos esperados. Se ensayaron algunas condiciones reportadas en la

literatura sin éxito (185, 229).
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13.2 Resultados y Discusion. Seccién bioldgica.

Se evalud la actividad leishmanicida in vitro de 22 derivados de 2-metil,
2-propil y 4-metil-2-propilquinolina contra promastigotes de L. mexicana (cepa
Bel 21) empleando el método de conteo directo en una camara de Neubauer o
hemocitdbmetro. Las actividades in vitro de 14 de ellos, determinadas como Clsg
(ng/mL o uM), son mostradas en la Tabla 2.19. El Glucantime fue utilizado

como farmaco de referencia.

Tabla 2.19 Actividades in vitro de 14 derivados de 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-
propilguinolina contra promastigotes de L. mexicana.

R,
R N
R7 N/ Rs
Compuesto® R R, R, R Clgg Clgg
(ng/mL) (uM)
2.50 Br H H CHs 504.1 2269.41
2.49 H H H CHs 25 17.46
2.47 OCH,0 H CH3 191.7 1024.05
251 F H H CH3 343.8 2133.05
2.55 OCH;3 OCH;3 H (CH,),CH; 20.0 86.47
2.59 H H H (CH,),CHj 73.8 430.97
2.57 F H H (CH,),CHj 85.7 452.88
2.62 OCH,0 H (CH,),CHa 15 6.97
2.61 OCHs; H H (CH2),CHs 78.3 389.03
2.68 CHs H CHs (CH,),CH;3 11.6 58.21
2.65 F H CHs (CH,),CH;3 39.5 161.01
2.69 OCH, H CH;  (CH,),CHs 19.7 91.50
2.67 H H CHs (CH,),CH; 37.9 204.57
2.64 cl H CH;  (CH,),CHs 65.2 296.75
Glucantime 200.0

®Se utiliz6 la identificacion de la seccion quimica 12.1(Materiales y métodos).
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Las actividades del resto de los derivados son mostrados en la Tabla
2.20. La razon de esta separacion se debe a que durante la determinacion de
la Clsp, algunos compuestos, mostraron dos valores de Clsp. En la tabla, se
muestra estos valores para el primer y segundo ensayo. En algunos casos, los
valores se mantuvieron después de la repeticion (Ej. 2.58 y 2.66), en otros, los
valores son muy diferentes (Ej. 2.46, 2.48 y 2.70) o los ensayos no fueron
repetidos (Ej. 2.56 y 2.60).

Tabla 2.20 Actividades in vitro de 8 derivados de 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-
propilguinolina contra promastigotes de L. mexicana.

R,
R N
R7 N/ Rj
Compuesto® R R: R, Rs Clgo (1)° Clso (I1)°
(ng/mL) (ng/mL)
2.48 Cl H H CH, 22.4 200.0
60.0
2.71 OCH,0 CH;  (CHy),CHjs 10.8 28.4
29.0
2.70 OCH;  OCH, CH;  (CHy),CHjs 36.8 0.5
2.66 Br H CH;  (CH,),CHg 18.8 0.5
15.4
2.58 Br H H (CH,),CHs 0.6 0.5
24.1 15.6
2.60 CHs H H (CH,),CH, 0.9 ND¢
24.2
2.56 cl H H (CH,),CHs 1.2 ND*
45.7
2.46 OCH;  OCH, H CHs 22.8 0.4
131.6 14.2
®Se utilizé la identificacién de la seccién quimica 12.1(Materiales y métodos). "Primer

ensayo. “Segundo ensayo. ND: No determinado.
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De todos los derivados quinolinicos ensayados (Tabla 2.19), los que
mostraron una actividad prometedora fueron los compuestos 2.49 y 2.62 con
valores de Clsp de 2.5 y 1.5 ug/mL respectivamente. En cuanto al resto de los
derivados, pareciera que los compuestos con &tomos de halégeno disminuyen
la actividad leishmanicida, excepto para el compuesto 2.65, con un &tomo de
flor en posicion 6 del nucleo quinolinico. Curiosamente, el compuesto 2.67
presenta una Clsg similar a 2.65. Esta similitud en la actividad biolégica pudiera
ser explicada ya que el flior es un is6stero del &tomo de hidréogeno. La misma
analogia puede hacerse para los compuestos 2.57 y 2.59. Los Unicos
compuestos para los cuales esto no se observo fueron los derivados 2.49y 2.51
gue mostraron valores de Clsg muy diferentes. Los compuestos que tienen
grupos dadores de electrones, ya sea por efecto inductivo o de resonancia,
muestran ser mas activos que sus contrapartes halogenadas, excepto el

derivado 2.47, el cual mostr6 ser poco activo.

El compuesto 2.59 fue evaluado in vitro por Viera et al (230) en
promastigotes de L. donovani LV9 WT con un valor de Clsp de 122.3 uM. El
valor obtenido de Clsp en L. mexicana fue de 430.97 uM, sugiriendo esto que la
actividad leishmanicida es dependiente de la especie de Leishmania. También,
es importante comentar que si bien este compuesto no mostré una actividad
leishmanicida in vitro, en promastigotes, considerable, estudios in vivo han
demostrado todo lo contrario, siendo uno de los compuestos mas activos entre
la serie de 2-alquilquinolinas y con una actividad mejor o cercana a los

farmacos de referencia utilizados. Esta diferencia de actividades in vitro e in
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vivo podria indicar que este derivado actuaria como una prodroga (Seccion 9.2,

Antecedentes Leishmaniasis).

También, se observé que la actividad leishmanicida del farmaco de
referencia Glucantime es inferior a los derivados quinolinicos probados. Sin
embargo, Unicamente los derivados 2.50 y 2.51 mostraron una actividad inferior
a este, es decir, menos activos que Glucantime. Estos dos compuestos

presentan un atomo de halégeno en posicion 6.

Por otra parte, los compuestos indicados en la Tabla 2.20 mostraron dos
valores de Clso. Estos ensayos fueron repetidos, sin embargo, se obtuvieron
nuevamente dos valores de Clsp, en algunos casos muy diferentes al primer
ensayo y en otros, los valores de Clsp no difieren mucho entre si. Algunas
explicaciones para la obtenciéon de estos resultados pudieran ser (231): A) Con
el método de conteo directo pudieran cometerse errores derivados de un conteo
incorrecto a través del microscopio y pudiera no ser adecuado para evaluar
muchos compuestos de manera simultanea. La razon para haber empleado un
método de conteo directo y no indirecto (método colorimétrico) es que el
primero no requiere de un equipo costoso y es sencillo y B) Por otro lado, llama
la atencion que, cuando el ensayo es repetido por segunda vez,
especificamente para el compuesto 2.58, se obtiene nuevamente dos valores
de Clsp muy similares a los obtenidos en el primer ensayo. Esto pudiera indicar

reversibilidad del efecto leishmanicida para este derivado quinolinico.
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En base a los resultados obtenidos, pareciera que atomos de halégeno
en posicion 6 del nucleo quinolinico, desfavorecen la actividad leishmanicida in
vitro contra promastigotes de L. mexicana, con excepcion del compuesto 2.65,
mientras que grupos dadores de electrones, tipo metilo o dimetoxi, incrementan

la actividad leishmanicida, excepto para el compuesto 2.47.
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13.3 Resultados y Discusion. Seccion Modelado Molecular.
13.3.1 Proceso de seleccién de la serie de exploracion.

Tal como se comento en la seccidn quimica, se sintetizaron 22 derivados
de 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-propilquinolina. Sin embargo, debido a los
resultados obtenidos durante la evaluacién de los mismos en promastigotes de
L. mexicana, no todos los compuestos pudieron ser incorporados a la serie de
entrenamiento para el desarrollo del modelo QSAR, por presentar dos valores

de Clso y en la mayoria de los casos muy diferentes entre si.

La serie de exploracion quedd conformada por 14 compuestos (Tabla
2.1) y la cual cumple con las siguientes caracteristicas: 1) Disimilaridad y
ortogonalidad de la serie, 2) Homogeneidad y 3) Representatividad. Todos los
compuestos seleccionados comparten un esqueleto comun, el ndcleo
quinolinico. Esto deberia garantizar que todos los compuestos muestren el
mismo mecanismo de accion. Ademas, existen suficientes variaciones
estructurales que se ven reflejadas en la actividad. En la serie de exploracion
empleada se observan compuestos de baja, media y alta actividad. Esto puede
ser visualizado en una gréfica de puntos (Grafica 2.1). El rango de actividades
esta entre 2.64 y 5.16. Ademas, se verificé que los datos de actividad biologica

mostraran una distribucion normal (Anexo IIA).

Gréfica de puntos de valores de pClsg

[ [ e o [ [ [ [ [ [ [
Baja Actividad biolégica pCI50 Alta
actividad actividad

Gréfica 2.1 Gréfica de puntos de valores de actividad biologica de derivados 2-metil, 2-propil y
4-metil-2-propilguinolinas expresados en pClsy obtenida con el programa Minitab 16.
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Una vez evaluada la distribucién y normalidad de los datos de actividad
biologica, la serie de exploracion fue dividida en dos grupos: la serie de
entrenamiento (13 compuestos) y la serie de prueba (1 compuesto). La serie de
prueba seria utilizada para la validacion externa y poder determinar la
predictividad de la ecuacion QSAR. En cuanto al criterio para la seleccion de la
serie de prueba, se calcul6 el promedio de las actividades biolégicas de la serie
de entrenamiento y se seleccioné un compuesto que estuviera cerca del valor

promedio. Este compuesto correspondi6 a 2.67.

13.3.2 Proceso de selecciéon y obtencion del conjunto inicial de
descriptores.

Una vez establecida la serie de entrenamiento y de prueba, el siguiente
paso fue la obtencién de los descriptores. Para ello fue necesario construir los
derivados quinolinicos utilizando el programa CAChe 6.01 a partir del naftaleno
depositado en la libreria de fragmentos de dicho programa. Estas estructuras
para ser utilizadas en los célculos dependientes del nivel de teoria fueron
optimizadas para llevarlas a un punto cercano al minimo de su energia
potencial. Por lo tanto, la geometria de las estructuras fue optimizada mediante
mecanica molecular empleando como campo de fuerza MM3 aumentado.
Luego, se procedi6 a realizar una busqueda conformacional a través de
dinamica molecular uUnicamente a los derivados 2-propil y 4-metil-2-
propilquinolina. Una vez seleccionadas las conformaciones de menor energia,

los 14 derivados quinolinicos fueron refinados nuevamente realizando una
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optimizacién de la geometria en MOPAC utilizando dos métodos semiempiricos

AM1y PM3 (dos niveles de teoria).

A partir del refinamiento realizado con AM1 y PM3, por separado, para
cada uno de los derivados quinolinicos, se procedi6 a la seleccién y tabulacion
de los descriptores a través del programa ProjectLeader 6.01 (Tabla 2.2). En
cuanto a los descriptores quimico-cuanticos solo fueron calculados en algunos

atomos (Figura 2.5).

13.3.3 Proceso de seleccién de los descriptores a incluir en el modelo
QSAR mediante la aproximacion del algoritmo genético.

Los descriptores calculados para los dos niveles de teoria AM1 y PM3,
fueron estandarizados. Luego, los descriptores que serian utilizados en las
ecuaciones QSAR fueron seleccionados a partir del algoritmo genético. Se
evaluaron tres conjuntos de descriptores: A) Descriptores moleculares, B)
Descriptores quimico-cuanticos y C) Descriptores moleculares y quimico-

cuanticos.

13.3.3.1 Seleccién de descriptores por aproximacion de algoritmo
genético para el nivel de teoria AM1. Para los tres conjuntos bajo estudio, el
proceso de reduccion del nimero de descriptores genero una serie de graficos
de ocurrencia para cada una de las poblaciones iniciales de 250, 500 y 1000
individuos (Datos no mostrados). Las graficas solo muestran los descriptores
mas importantes que deberian ser considerados para construir la ecuacion

QSAR. Ademas de la evaluacion de las graficas, la aplicacion del algoritmo
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generd una serie de estadisticos, tipicos de una regresion lineal mdaltiple, que
indican la bondad de ajuste del modelo de regresion y de prediccion tales como:
R?, R%gj, Q°y F. En base a todo lo anterior, se pudieron determinar cuales y
cuantos descriptores destacaban sobre los demas, al aparecer con una alta

frecuencia en cada poblacion.

Los descriptores seleccionados fueron: A) Descriptores moleculares:

Indice de conectividad chi-2 (%), peso molecular (PM), indice de conectividad
de valencia de orden 2 (Kier 2) e indice de forma de orden 2 (%), B)

Descriptores quimico-cuanticos: Carga parcial C4 (gcs) Yy orbital frontera radical

Cly C7 (Fc1 Yy Fc7), estando estos dos descriptores correlacionados, y

superdeslocalizacion nucleofilica C4 (S'cs) y C) Descriptores moleculares y

quimico-cuénticos: Indice de conectividad chi-1 y chi-2 (*y y %), e indice de

conectividad de valencia de orden 1 (Kier 1), estando estos tres descriptores

altamente correlacionados y superdeslocalizacion nucleofilica C2 (S*cy).

13.3.3.2 Proceso de selecciéon de descriptores por aproximacion de
algortimo genético para el nivel de teoria PM3. Los comentarios descritos
en el apartado 13.3.3.1 son validos para el conjunto de descriptores calculados

por el nivel de teoria PM3. Los descriptores seleccionados por la aproximacién

del algoritmo genético fueron: A) Descriptores moleculares: Indice de
conectividad de orden chi-1 y chi-2 (*y y Zx) e indice de forma de orden 2 (%),
correlacionando estos tres descriptores y la afinidad electronica (AE), B)

Descriptores quimico-cuanticos: Superdeslocalizacién radical C3, C8 y N10
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(Scs, Scs Y Snio) Yy carga parcial C7 (qC7). Este ultimo descriptor esta

correlacionado con Scg y C) Descriptores moleculares y quimico-cuanticos:

Refractividad molar (RM) e indice de forma 1 (‘«), los cuales estan
correlacionados, orbital frontera nucleofilica C1 (F'ci), superdeslocalizacién
nucleofilica C4 (S*cs4) y superdeslocalizaciéon radical C3 (Scs). Las graficas
para una poblacion inicial de 1000 individuos con una probalidad de mutacion
de 0.01, los valores calculados para cada uno de los descriptores y la matriz de

correlacion son mostradas en el Anexo IIBy IIC.

13.3.4 Desarrollo de los modelos QSAR, validacion e interpretacion.
Independientemente del nivel de teoria utilizado para el célculo de los
descriptores, se incorporaron un maximo de tres descriptores en las ecuaciones
QSAR. También, se desarrollaron ecuaciones con uno y dos descriptores. Los
estadisticos utilizados para estimar la calidad de la regresion lineal simple o
multivariada no fueron satisfactorios, lo que significa, que los datos no se
ajustan de forma adecuada a la linea de regresion, por lo que la validacién

externa no fue realizada.

13.3.4.1 Desarrollo de los modelos QSAR, validacion e
interpretacion con el nivel de teoria AM1.

13.3.4.1.1 Modelos QSAR con descriptores moleculares. Partiendo
de los cuatro descriptores seleccionados y utilizando los resultados del
algoritmo genético, analisis de la matriz de correlacion y determinacion de la

posible redundancia de los descriptores, se encontré6 que todos estos
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descriptores correlacionaban, por lo que no pudieron ser utilizados juntos en la
ecuacion QSAR, por lo que se utilizd un solo descriptor por ecuacion
generandose cuatro ecuaciones. Sin embargo, en base a los estadisticos
obtenidos que caracterizan las ecuaciones de regresion, ninguna de las
ecuaciones fueron estadisticamente significativas y no podrian ser utilizadas

con fines predictivos.

13.3.4.1.2 Modelos QSAR con descriptores quimico-cuénticos. Se
plantearon once ecuaciones QSAR con uno, dos y tres descriptores. Se
encontré que los descriptores de Fc1 Yy Fc7 correlacionaban, por lo que no
pudieron ser utilizados juntos en la ecuacion QSAR. En base a los estadisticos
obtenidos que caracterizan las ecuaciones de regresién, ninguna de las

ecuaciones es estadisticamente significativa.

13.3.4.1.3 Modelos QSAR con descriptores moleculares y quimico-
cuanticos. De las siete ecuaciones QSAR obtenidas a partir de los modelos de
regresion lineal simple y multivariada, empleando uno y dos descriptores,

ninguna de las ecuaciones es estadisticamente significativa.

13.3.4.2 Desarrollo de los Modelos QSAR, validacion e
interpretacion con el nivel de teoria PM3.

13.3.4.2.1 Modelos QSAR con descriptores moleculares. Partiendo
de los cuatro descriptores seleccionados, se plantearon siete ecuaciones QSAR
con uno y dos descriptores. En base a los estadisticos obtenidos que

caracterizan las ecuaciones de regresion, ninguna de las ecuaciones son
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estadisticamente significativas (Valor F calculado es menor que el valor F
critico) y no pudieran ser utilizadas con fines predictivos (Valor de Q% menor de

0.5 y en casi todos los casos negativos).

13.3.4.2.2 Modelos QSAR con descriptores quimico-cuanticos. De
las once ecuaciones QSAR planteadas, solamente tres de ellas pudieran ser
utilizadas con fines predictivos (Tabla 2.21). A pesar que el valor de Q% es
inferior a 0.5, el valor F calculado es algo mayor que el valor tabulado,

indicando que los modelos son bastantes confiables.

Tabla 2.21 Resultados del analisis de regresion lineal multivariada para el conjunto de
descriptores quimico-cuanticos por el nivel de teoria PM3 (2 y 3 descriptores).

Ec. Ecuacion QSAR N s r R® Q@ F F

21 pCEg=-0488*Scs-0.490 13 055 0.75 056 030 6.39 4.100.0s2.10
* S'ypo + 3.692

2.2 pCEsp= -0.547*S¢3+0.251 13 051 0.81 066 037 585 3.86(c0s30
* S'cg - 0.565 * Snio + 3.692

2.3 pCEsy =0.205*gc; - 0.487 * 13 052 0.79 0.63 0.29 5.14 3.86(g0s5)3,9
S'cz - 0.531 * S'yyo + 3.692

Sin embargo, el criterio que se utiliz6 en esta tésis para escoger una
ecuaciéon QSAR gue fuera confiable y con fines predictivos seria aquel, en que
el valor de R? y Q? fuera superior a 0.5 y que ademas el valor F fuera mayor que
el valor tabulado. Por esta razén, estas ecuaciones no fueron utilizadas para

predecir la actividad de la serie de prueba (Validacion externa).
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13.3.4.2.3 Modelos QSAR con descriptores moleculares y quimico-
cuanticos. Se plantearon doce ecuaciones QSAR con uno, dos y tres
descriptores. Sin embargo, ninguna de las ecuaciones es estadisticamente

significativa.

En conclusién, se plantearon 39 ecuaciones QSAR para los tres
conjuntos de descriptores (moleculares, quimico-cuanticos y moleculares
quimico-cuanticos) para los niveles de teoria AM1 y PM3. Con el nivel de teoria
AM1, no se logré6 establecer ninguna ecuacion QSAR que fuera
estadisticamente significativa debido a que los estadisticos obtenidos de las
ecuaciones de regresion indicaron que los datos de la serie de entrenamiento
no se ajustan de forma adecuada a una recta. En cuanto al nivel de teoria
PM3, se logré establecer tres ecuaciones con dos y tres descriptores, que
podrian ser utilizadas para predecir la actividad biol6gica de compuestos que no
han sido sintetizados todavia. Sin embargo, los parametros estadisticos

obtenidos deberian ser mejores.

Al comparar los dos niveles de teoria empleados AM1 y PM3, el segundo
nivel de teoria resultd6 mas adecuado para establecer algunas ecuaciones
QSAR aunque no con la calidad estadistica deseada, por lo que en un futuro,

pudiera ensayarse otros niveles de teoria.

Algunas de las razones por la cuales no fue posible obtener ninguna
ecuacion QSAR adecuada para predecir la actividad biolégica de esta clase de

compuestos pudieran ser: 1) En cuanto a los datos de actividad biolégica, estos
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deben ser confiables para poder construir modelos QSAR predictivos
confiables. Tal como se comento6 en el apartado 3.3.1, los datos deberian ser
obtenidos mediante un protocolo sencillo, realizado en el mismo laboratorio y
por la misma persona. Esta ultima condicion fue quebrantada, aunque los
ensayos fueron realizados en el mismo laboratorio, estos fueron efectuados por
dos investigadores. Ademas, deberian ser protocolos bien estandarizados y los
ensayos repetidos al menos tres veces para cada medida y tres 0 mas veces
para el experimento general. Era la primera vez, que esta clase de ensayos se
realizaba en el laboratorio, por lo que la estandarizacion del método requirié
tiempo. En la mayoria de los casos, solo se hicieron duplicados de los ensayos
de forma simultanea pero no fueron evaluados en tiempos diferentes. Otra de
las dificultades observadas fue la lectura de la motilidad de los promastigotes, la
cual fue realizada mediante conteo directo y tal como se explicé en la Seccion
biologica 13.2, podria haber errores en el conteo de los parasitos. En un futuro,
se plantea la repeticion de estos ensayos empleando un método colorimetrico,
tal como, MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), siendo
uno de los mas utilizados en esta clase de ensayos, 2) No todos los
compuestos sintetizados fueron incluidos en este trabajo de modelado, debido a
gue ocho de los derivados quinolinicos arrojaron dos valores de Clso. Los datos
de actividad biologica que seran utilizados para el QSAR no deben ser
ambiguos. Las posibles razones para haber obtenido dos valores de Clsp ya

fueron comentadas en la Seccién 13.2.
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13.3.5 Prediccion in silico de propiedades ADME para derivados 2-metil, 2-
propil y 4-metil-2-propilquinolinas.

Se estimo la biodisponibilidad oral de derivados de 2-metil, 2-propil, 4-
metil-2-propilquinolina, por medio de calculos teodricos, realizados con el
programa Accord version 7.1.5 para Excel para ayudar a establecer las Reglas
de Lipinski y Veber. Los resultados de los calculos para todos los compuestos
sintetizados mostraron que tendrian potencialmente una buena absorcién in
vivo, ya que satisfacen ambas reglas sin violaciones (Tablas 2.22A, 2.22B,

2.23).

Tabla 2.22A Descriptores moleculares para las reglas de Lipinski de derivados
quinolinicos calculados por el programa Accord para Excel (Accelrys).

Compuesto Peso MLog P® Donadores H Aceptores H  Satisface

Molecular RO5
2.48 177.633 2.494 0 1 Si
2.71 229.278 2.674 0 3 Si
2.70 245.322 2.118 0 3 Si
2.66 264.170 3.440 0 1 Si
2.68 199.296 3.043 0 1 Si
2.65 203.259 3.180 0 1 Si
2.69 215.295 2.430 0 2 Si
2.55 231.294 1.862 0 3 Si
2.50 222.089 2.636 0 1 Si
2.58 250.143 3.180 0 1 Si
2.49 143.188 1.935 0 1 Si
2.67 185.269 2.779 0 1 Si
2.59 171.242 2.507 0 1 Si
2.60 185.269 2.779 0 1 Si
2.56 205.687 3.047 0 1 Si
2.57 189.232 2.912 0 1 Si
2.62 215.251 2411 0 3 Si

®Es el valor de Log P calculado por el método de Moriguchi et al (124,125).
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Tabla 2.22B Descriptores moleculares para las reglas de Lipinski de derivados
quinolinicos calculados por el programa Accord para Excel (Accelrys).

Compuesto Peso MLog P* Donadores H Aceptores H Satisface
Molecular RO5
2.64 219.714 3.311 0 1 Si
2.47 187.197 1.858 0 3 Si
2.46 203.240 1.327 0 3 Si
251 161.178 2.350 0 1 Si
2.61 201.268 2.166 0 2 Si

°Es el valor de Log P calculado por el método de Moriguchi et al (124,125).

Tabla 2.23 Descriptores moleculares para las reglas de Veber de derivados
quinolinicos calculados con el programa Accord para Excel (Accelrys).

Compuesto ASP? Enlaces Satisface
rotables Veber
2.48 11.261 0 Si
2.71 29.121 2 Si
2.70 29.121 4 Si
2.66 11.261 2 Si
2.68 11.261 2 Si
2.65 11.261 2 Si
2.69 20.191 3 Si
2.55 29.121 4 Si
2.50 11.261 0 Si
2.58 11.261 2 Si
2.49 11.261 0 Si
2.67 11.261 2 Si
2.59 11.261 2 Si
2.60 11.261 2 Si
2.56 11.261 2 Si
2.57 11.261 2 Si
2.62 29.121 2 Si
2.64 11.261 2 Si
2.47 29.121 0 Si
2.46 29.121 2 Si
251 11.261 0 Si
2.61 20.191 3 Si

®Area de superficie polar.
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También, a través del mismo programa, fue posible graficar las
propiedades ADME en términos de Log P y el ASP para los compuestos
sintetizados (Grafica 2.2). Este modelo predice la absorcién intestinal humana
después de la administracion oral. Un compuesto que se absorba bien en el
intestino tendra al menos un 90% de absorcion en el torrente sanguineo
humano. El modelo de absorcién intestinal incluye elipses con niveles de
confianza de absorcion de un 95 y 99%, en donde el eje y corresponde al
logaritmo del coeficiente de particion (ADME_AlogP98) y el eje x corresponde al
area de superficie polar (ADME_PSA 2D). Estas elipses definen regiones
donde los compuestos que son bien absorbidos caen dentro de las regiones de
la elipse con niveles de confianza de 95 y 99%. Cualquier punto fuera de la
elipse, indica que la absorcién tiende a caer rapidamente (126,127). Como
puede observarse en la gréfica 2.2, los compuestos bajo estudio caen dentro de
la elipse con un nivel de confianza de un 95%, lo que significa que los

compuestos tendrian una buena absorcion.

Grafica de absorcién intestinal humana de derivados
2-metil, 2-propil y 4-metil-2-propilquinolinas P L,
Gréafica 2.2 Grafica de las

propiedades ADME
_AlogP98  (logaritmo  del
coeficiente de particion

octanol/agua) versus

gPos

—HIA 95% Ellipse

— masowempse | ADME_PSA 2D (area de

4 Accord

ADME_Alo,

superficie polar) de derivados

de 2-metil, 2-propil y 4-metil-

2-propilquinolinas.

ADME_PSA_2D
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14. Conclusiones y recomendaciones
14.1 Conclusiones

14.1.1 Se hizo una extensa busqueda de las sintesis conocidas de
derivados de la clase 2-alquilquinolinas y se ensayaron aquellas dentro de mis
posibilidades. Primero, se repitieron las condiciones reportadas y luego se
modificaron hasta lograr los mejores resultados posibles. Para algunas de
ellas, no fue posible reproducir los resultados reportados, aun para el mismo
sustrato y para otras, se obtuvieron resultados sobre los cuales no parece haber

reportes.

14.1.2 Se sintetizd un total de 22 derivados quinolinicos de las clases 2-
metil, 2-propil, 4-metil-2-propil y 2-alquildiaminoquinolina. La sintesis de los
compuestos fue realizada por dos vias diferentes. La primera involucré cuatro
pasos de reaccion, Método A, mientras que la segunda, Método B, permiti6 la
obtencion de los diferentes derivados quinolinicos en un solo paso de reaccién
empleando la reaccién de Doebner-Miller en un sistema bifasico conformado

por Tol/HCI 6N a 105 °C.

14.1.3 El Método A no permitié obtener todos los derivados quinolinicos
deseados, especificamente aquellos con sustituyentes haldgeno (F, Cl y Br), en
la posicion 6, ya que durante el proceso de hidrogenacion catalitica de los
intermediarios 4-cloro-2-metil o 4-cloro-2-propilquinolina (Paso 3), ademas de la
hidrogenacion de la posicion 4, que era lo deseado, también, se produjo la
hidrogendlisis del enlace C6-halégeno, aislandose la 2-metilquinolina o la 2-

propilquinolina.
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14.1.4 Otras dificultades encontradas en el Método A fueron los pobres
resultados en la obtencién de los B-anilinocrotonatos de etilo y de las 2-metil y
2-propil-4(1H)-quinolonas, lo cual disminuyé notablemente el rendimiento total

de la sintesis.

14.1.5 El Método B permitio obtener todos los derivados quinolinicos con
rendimientos que oscilaron entre 6 y 70%. Los rendimientos mas bajos fueron
obtenidos con sustituyentes halégeno, obedeciendo ésto a un efecto electrénico
inductivo, atractor de electrones, por estar los sustituyentes ubicados en

posicion meta del sitio de ciclacion.

14.1.6 El compuesto 3-oxohexanoato de etilo, 2.52, utilizado para la
sintesis de los derivados de 2-propilquinolina, fue sintetizado en un solo paso

de reaccion con un rendimiento cuantitativo.

14.1.7 El intermediario (3E)-hept-3-en-2-ona, 2.63, utilizado en la
sintesis de los derivados 4-metil-2-propilquinolina, se obtuvo en tres pasos de

reaccion con un rendimiento del 95%.

14.1.8 No fue posible obtener los derivados de la 2-alquenilquinolina bajo
las condiciones de reaccion ensayadas. Esta clase de derivados podrian ser
obtenidos empleando como productos de partida un derivado de 2-
(bromo)metil-quinolina o quinolin-2-carbaldehido sustituidos, mediante una
reaccion de Wittig con los fosforanos correspondientes. Sin embargo, los

rendimientos obtenidos de los productos de partida fueron tan bajos que no
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permitieron realizar mas ensayos para lograr la sintesis de los derivados del tipo

2-alquenilquinolina.

14.1.9 Algunos de los derivados quinolinicos sintetizados en esta tesis
ya han sido reportados por otros grupos de investigacion y evaluados como
posibles anticancerigenos. Sin embargo, su actividad como posibles

leishmanicidas no habia sido ensayada hasta la fecha.

14.1.10 Se evalud la actividad leishmanicida de 14 derivados 2-metil, 2-
propil y 4-metil-2-propilquinolinas sustituidas en promastigotes de L. mexicana.
De todos los compuestos, la 2-metilquinolina y la 6,7-metilendioxi-2-
propilquinolina mostraron ser los mas prometedores de la serie evaluada, con
valores de Clsode 17.46 y 6.97 uM respectivamente, siendo mas activos que el

farmaco utilizado como referencia, Glucantime.

14.1.11 Durante la evaluacion de los derivados quinolinicos, algunos de
ellos mostraron dos valores de Clso pudiendo indicar la reversibilidad del efecto

leishmanicida de estos compuestos.

14.1.12 La sintesis del derivado 2-dietilaminoetilendiaminometilen-6-
cloroquinolina, 2.75, no ha sido reportada hasta la fecha. La actividad biolégica

de este derivado no fue ensayada.

[350]



PARTE Il. LEISHMANIASIS
Conclusiones y Recomendaciones

14.1.13 En cuanto a los estudios QSAR, no fue posible encontrar una
ecuacion representativa que relacionara la actividad biolégica con la estructura

quimica a partir de los datos de actividad biolégica disponibles.

14.2 Recomendaciones

14.2.1 Con la ayuda de modelado molecular, realizar célculos
semiempiricos de la suceptibilidad radical y electréfilica de 2-metilquinolinas
sustituidas en las posiciones 6 y/o 7 con sustituyentes dadores de electrones,
(metoxi y metilendioxi) y tratar de explicar las razones por las cuales la
bromacién del metilo en posicion 2 de estas quinolinas no fue posible. El
mismo enfoque pudiera ser empleado para estudiar la oxidacién del mismo

metilo con SeO,.

14.2.2 En cuanto a los datos de actividad biolégica, repetir los ensayos

empleando un método colorimétrico.

14.2.3 Realizar ensayos en amastigotes de L. mexicana.

14.2.4 Una vez evaluada la actividad leishmanicida de los derivados
quinolinicos por el método colorimétrico, repetir el QSAR y comparar con los

resultados obtenidos previamente.
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Anexo I.

Disefio, sintesis y evaluacidon biologica de una
serie de derivados y analogos de
pirazinoisoquinolinas con posible actividad
esquistosomicida.

[372]



IA. Verificacion de la distribucion normal de los datos de actividad
biolégica para los derivados de PZQ sintetizados por Liu et al.

La normalidad de los datos es importante cuando van a ser empleados
en célculos de regresion lineal. Para ello, se aplicé la prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnov. La aplicacion de esta prueba genera una grafica de
probabilidad normal y realiza una prueba de hipétesis para examinar si las
observaciones siguen o no una distribucion normal. Para la prueba de
normalidad, las hipotesis son: hipotesis nula H,, los datos siguen una
distribucion normal versus hipotesis alternativa H;, los datos no siguen una
distribucion normal. Como puede observarse en la Grafica IA, los datos de
actividad biolégica muestran una distribucion normal, ya que, los puntos de la
grafica conforman una linea aproximadamente recta. Por otro lado, el valor de

p (0.150) es mayor que el valor de « (0.05), aceptando la Ho.

Grafica de probabilidad de Actividad biolégica pCE50

Normal
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Grafica |IA.a Gréfica de probabilidad de la actividad biologica de derivados y analogos de PZQ
expresada en pCEsg.
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IB. Proceso de seleccidon de los descriptores a incluir en el modelo QSAR

mediante la aproximacion del algoritmo genético.

wl | ! A) Descriptores moleculares ,
‘ R* 0.988
|
T R%,q;: 0.980
) Q% 0.957
F:117.33
A

0 100 200 300 400 500 600 700 500
Generation number

———— X8-[AC:K: LogP Standardized by Mean/SD | ———— X14-[AH: P : Shape Index (basic kappa, order 3) Standardized by Mean/SD ]

X1 - [U; C: Conformation Minimum Energy (keal/mle) Standardized by Mean/sD ] ———— X7-[AA:1:Total Energy (Hartree) Standardized by Mean/SD ]

X16 -[ A : R : Valence Connectivity Index (order 1, standard) Standardized by Mean/SD ] X17 - [ AK ; § ; Valence Connectivity Index (order 2, standard) Standardized by Mean/sD |
———— X2-[¥: D Connectivity Index (order 0, standard) Standardized by Mean/SD | ———— X3-[W:E: Connectivity Index {order 1, standard) Standardized by Mean/SD ]

X11 - [ AE : M : Molecular Weight Standardized by Mean/SD ]

B) Descriptores quimico-cuénticos

1000

R* 0.998
R%.q: 0.996
- Q% 0.925

F: 714.92

500

400

300

200

100

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Generation number

—— X9-[EX:K: Radical Superdelocalizabiity C Standardized by Mean/SD ] —— %6 -[EU :H: Radical Frontier Density C8 Standardized by Mean/SD |
X87 - [ HX : CK : Radical Superdelocalizablity 022 Standardized by Mean/sD] ~ ————  X56 - [ G5 : BF : Electrophilic Frontier Density C 15 Standarcized by Mean/sD ]
X19 - [FH : U ; Partial Charge C19 Standardized by Mean/SD ] %22 - [FK.: X : Electrophilic Frontier Density €19 Standardized by Mean/SD |

Grafica IB.a Resultados graficos expresados como “Numero de ocurrencias del descriptor
versus Numero de generacion” para un tamafio de poblacién de 1000 individuos y una
probabilidad de mutaciéon de de 0.01 para el nivel de teoria PM3 para cada uno de los
conjuntos de descriptores: A) Moleculares y B) Quimico-cuanticos.
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C) Descriptores quimico-cuanticos
1000
900
800
2,
R* 0.998
700
2,
R%aq 0.996
500
o Q0972
F: 726.64
200
100 /
o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Generation number
——— X2-[EX :K: Radical Superdelocalizability C8 Standardized by Mean /5D ] ——— %6 - [EU : H : Radical Frontier Density C8 Standardized by Mean/SD ]
%19 - [FH : U Partial Charge C19 Standardized by Mean/SD ] ———— X27-[FP: AC : Radical Superdelocalizability €19 Standardized by Mean/SD ]
%46 - [ G : AV : Partial Charge C14 Standardized by Mean/sD ] %36 - [FY : AL : Radical Superdelocalizability C 18 Standardized by Mean/sD |
Count
600 - Ve - 7 .
D) Descriptores moleculares y quimico-cuanticos
500
400
2,
R* 0.986
300 2
R adj- 0.981
2,
Q% 0.968
200
F: 183.90
100
-
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Generation number
———— X159 - [LK : FE : Shape Index (basic kappa, order 3) Standardized by Mean/sD | ———— 89 -[IS : CM : LUMO Density C1 Standardized by Mean/sD | X72 - [ 1B : BV : LUMO Density N20 Standardized by Mean/sD ]

Grafica 1.B.b Resultados graficos expresados como “Numero de ocurrencias del descriptor
versus Numero de generacién” para un tamafo de poblaciéon de 1000 individuos y una mutacién
de probabilidad de 0.01 para el nivel de teoria PM3 utilizadas en el algoritmo genético para el
conjunto de descriptores: C) Quimico-cuanticos y D) Moleculares y quimico-cuanticos.
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IC. Valores de los descriptores para cada uno de los compuestos de la

serie de entrenamiento para

los

seleccionados por la aproximaciéon de algoritmo genético.

I.C.a Descriptores moleculares.

tres conjuntos de descriptores

Compuesto Emin ET (Hartree) °K ProLog P
PZQ -74.698 -0.119 3.254 2.710
PZQ 8al -112.324 -0.179 3.704 2.650
PZQ 8cl -52.390 -0.083 3.338 3.250
PZQ 9al -78.035 -0.124 3.241 3.150
PZQ 9d1 -92.232 -0.147 4.160 4.260
PZQ 10b2 -23.236 -0.037 3.254 1.950
PZQ 10c2 -39.746 -0.063 3.575 3.070
PZQ 10d1 -69.419 -0.111 4.025 2.040
Matriz de correlacion.
Enin ET (Hartree) ’K ProLog P
Enmin 1 0.9999 -0.4514 -0.3661
ET (Hartree) 0.9999 1 -0.4544 -0.3630
°K -0.4514 -0.4544 1 0.3050
Log P -0.3661 -0.3630 0.3050 1
Descriptores quimico-cuanticos.
Descriptores.

Compuesto Fcs Scs S'cio Fcis Sox
PZQ 0.182 0.222 0.217 0.011 0.198
PZQ 8al 0.168 0.222 0.222 0.004 0.195
PZQ 8cl 0.176 0.224 0.218 0.005 0.198
PZQ 9al 0.165 0.223 0.217 0.016 0.201
PZQ 9d1 0.157 0.217 0.218 0.021 0.198
PZQ 10b2 0.098 0.221 0.219 0.015 0.201
PZQ 10c2 0.089 0.217 0.216 0.011 0.201
PZQ 10d1 0.064 0.218 0.215 0.009 0.206

Matriz de correlacion.
Fcs Scs S'cig Fcis S22
Fcs 1 0.6495 0.5155 -0.0665 -0.8116
S'cs 0.6495 1 0.4490 -0.4235 -0.4071
Scio 0.5155 0.4490 1 -0.1092 -0.7866
Fecis -0.0665 -0.4235 -0.1092 1 0.1905
S'o2 -0.8116 -0.4071 -0.7866 0.1905 1
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Descriptores moleculares y quimico-cuanticos

Descriptores.

Compuesto ’K LUMO o LUMO ¢,
PZQ 3.254 0.001 0.001
PZQ 8al 3.704 0.002 0.001
PZQ 8c1 3.338 0.001 0.000
PZQ 9al 3.241 0.000 0.002
PZQ 9d1 4.160 0.003 0.003
PZQ 10b2 3.254 0.004 0.015
PZQ 10c2 3.575 0.012 0.008
PZQ 10d1 4.025 0.013 0.001
Matriz de correlacion.
LUMO nzo LUMO ¢, ’k
LUMO yz0 1 0.9076 -0.1806
LUMO ¢; 0.9076 1 -0.2495
°K -0.1806 -0.2495 1
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Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-976-A. / CDC13. T ambiente
Protones. (25 / 08 / 2011).

RMN-"H
Espectro 1.69

T
4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-976-A. / CDC13.
Protones. (25 / 08 / 2011). T=50.

T
4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-976-A. / CDC1l3. T ambiente
Protones. (25 / 08 / 2011).

T T T T T T T
7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 ppm

Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-976-A. / CDC13.
Protones. (25 / 08 / 2011). T=50.

T T T T T T T T T T
7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 ppm
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Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-976-A. / CDC13.
Carbono.

0
|

. RMN-C
8 NH/“\3 OCHj3 Espectro 1.69
1b

Ny\
OCH4

11 Ox
Hsgo 0 N7 Y
>
-
P
e
T T T T T T T

T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-976-A. / CDC13. T ambiente
Carbono.

A i A Ji l A, J , LM yul LL_

T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-976-A. / CDC13.
Carbono. (25 / 08 / 2011). T=50.

e P S

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm
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Ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R960A / CDC1l3 / Protones.

RMN-'H
Espectro 1.1A

493 =

45 o

2}

e}

(=}
T

11.91

T T
7 6 5 4 3 2 1 ppm

ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R960A / CDCl3 / Protones.

B EH e W W W W

T
52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 ppm
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ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R960A / CDC1l3 / Cosy.

ppm
+ |2s

3.0

3.2

Cosy
Espectro 1.1A

3.6

3.8

4.0

4.2

4.4

4.6

~4.8

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 32 31 30 29 28 ppm

Ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R960A / CDC1l3 / Carbono.

RMN-"C
Espectro 1.1A

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0O ppm
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ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R960A / CDC1l3 / Carbono.

T T T T T T T
177 176 ppm 166 ppm 140 138 ppm 128 ppm

Ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R960A / CDC1l3 / Carbono.

RMN-C
Espectro 1.1A

A

T T T
79 78 77 ppm 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 ppm
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Ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R960A / CDC1l3 / Dept-135.

DEPT-135
Espectro 1.1A

YT
T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R9OA / CDC1l3 / Carbono.
— Lk | MM I \
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
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Ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R965A / CDCl3 / Protones.

RMN-'H
Espectro 1.1
PzQ

©
@
<

g

Uucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R965A / CDC1l3 / Protones.

T
1 ppm




Uucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R965A / CDC1l3 / Protones.

RMN-'H
Espectro 1.1
PzQ

5.43

\ | ﬁ

T T
3.1 3.0 2.9

j"’ﬁ
N
o

T T
3.3 3.2

T T
2.8 2.7

Ucv / C. Marquez / A.

Lorenzo / R965A / CDC1l3 / Cosy

2.4

ppm

COosy
Espectro 1.1
PzQ

00

a0
Q:;

040

r2.8

3.0

3.2

~3.4

3.6

3.8

~4.0

4.2

4.4

—4.6

4.8

5.0

5.2

5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4
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ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R965A / CDC1l3 / Carbono.

RMN-"C
Espectro 1.1
Praziauantel

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 o ppm

ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R965A / CDCl3 / Dept-135.

DEPT-135
Espectro 1.1
Praziauantel

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0O ppm
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[ W +EMS: 15 MCA scans from Sample 1 (3120) of ANGELITA-R965A.wiff (Turbo Spray)

4.8e8 313.14

4.6e8

4.4e8
Espectro masas
4.2e8+

4.0e8 Espectro 1.1

3.808 Praziguantel
3.6e8+
3.4e8+
3.2e8+
3.0e8+
2.8e8+
2.6e8+
2.4e8+
2.2e8+

cps

Intensity,

2.0e8
1.8e8
16681 203.10
1.4e8-
1.2e8
1.0e8
8.0e7
6.0e7

4.0e7+ 31%.00
230.10

2.0e7+ 14712 174.12 2 270.18 311/16
: : 205.1. 16.06 289.20
j 58.86  77.8889.88 10494 13506 ) b 246.18 | N 327.06 345.00358.14

60 80 100 120 140 160 180 200 220 200 260 280 300 320 340 360
m/z, amu
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Anexo Il.

Disefio, sintesis y evaluacidon biologica de una
serie de 2-metil, 2-propil, 4-metil-2-propil y 2-
alquildiaminoquinolina sustituidas en las
posiciones 6 y/o 7 con posible

actividad leishmanicida.

[399]



[IA. Verificacion de la distribucion normal de los datos de actividad
biolégica de los derivados para los derivados 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-
propilguinolinas.

Se aplic6 la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov, la cual genera
una grafica de probalidad normal y realiza una prueba de hipétesis para
examinar si las observaciones siguen o no una distribucion normal. La gréfica
2.& muestra que los datos de actividad biolégica muestran una distribuciéon
normal, ya que, los puntos de la grafica conforman una linea aproximadamente

recta. Ademas, el valor de p (0.150) es mayor que el valor de a (0.05)

aceptando la Ho.

Grafica de probabilidad de actividad bioldgica pCls,

Media 3,692
Desv.Est. 0,7253
N 14
Ks 0,099
Valor P >0,150

Porcentaje
3

1 u T T T T T T T
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45 5,0 5,5
Actividad biolégica pCI50

Gréfica llA.a Grafica de probabilidad de la actividad bioldgica de derivados de 2-metil, 2-propil y
4-metil-2-propilquinolina.
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IIB. Proceso de seleccion de los descriptores a incluir en el modelo QSAR
mediante la aproximacion del algoritmo genético (Nivel de teoria PM3)

A) Descriptores moleculares

R? 0.995
R%.q: 0.993
Q% 0.981
F: 319.80

500

400

300

200

100

200 300 400 500 600 00 800
Generation rumber

————  X17-[AN: : Shape Index (kappa alpha, order 2) Standardized by Mean/SD | ————  X4-[AA:F : Connectivity Index (order 2, standard) Standardized by Mean/SD ]
X3 - [2:E: Connectivity Index {arder 1, standard) Standardized by Mean/SD | ———— X§-[AC:H : Electron Affinity (eV) Standardized by Mean/SD |
X18 - [AQ : T : Shape Index (kappa alpha, order 3) Standardized by Mean/sD |

Count.

B) Descriptores quimico-cuanticos

1000

900

800

R% 0.777

700 Rzadj: 0.704
Q% 0.616
F: 10.49

100 7 //
/\/\//

0 100 200 300 400 500 600
Generation number

————  X63-[DX : BM : Radical Superdelocalizability N10 Standardized by Mean/SD ] ———— X589 - [ DT : BI : Radical Superdelocalizability C3 Standardized by Mean/SD ]
X62 - [DW : BL : Racical Superdelocalizability C8 Standardized by Mean/SD | ———— X5-[BR: G : Partial Charge C7 Standardized by Mean/SD ]
X37 - [CX : AM : Radical Frontier Density C2 Standardized by Mean/sD ] X48 - [ DI : AX : Electrophilic Superdelocalizability C8 Standardized by Mean/sD ]

Grafica lIB.a Resultados graficos expresados como “Numero de ocurrencias del descriptor
versus Numero de generacion” para un tamafio de poblacién de 1000 individuos y una
probabilidad de mutacién de 0.01 para el nivel de teoria PM3 para cada uno de los conjuntos
de descriptores por el A) Moleculares y B) Descriptores quimico-cuanticos.
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C) Descriptores moleculares y quimico-cuénticos

R* 0.999
B o R%: 0.999
~ - Q% 0.998
F: 3.33¢°

400
300
200
100 W
0
0 1000 2000 3000 400 5000 5000

Generation number

—— xa1- [Dc W : Valence Connectivity Index (order 2, standard) Standardized by Mean/sD] ~ ———— X80 - [FJ : CD : Radical Superdelocalizability C3 Standardized by Mean/sD |
X : Nudleophilic Superdelocalizability C4 Standardized by Mean/SD | ———— X19-[DA: U : Valence Connectivity Index (order 0, standard) Standardized by Mean/SD ]
———— XS0 - [EF : AZ : Nudeophlic Frontier Density C 1 Standardized by Mean/sD |

- E : Nudeophilic Frantier Density C8 Standardized by Mean/SD ]
—— X14- [cv P : Molar Refractivity Standardized by Mean/SD ]

¥16 - [C¥ ¢ R : Shape Index (kappa alpha, order 1) Standardized by Mean/5D ]
X35 - [DQ : AK ; HOMO Density N10 Standardized by Mean/SD |

X33 - [DO : AL : HOMO Density C7 Standardized by Mean/SD

Grafica 1IB.b Resultado gréfico expresado como “Numero de ocurrencias del descriptor versus
Numero de generacion” para un tamafo de poblacién de 1000 individuos y una probabilidad de
mutacién de 0.01 para el nivel de teoria PM3 para cada uno de los conjuntos de descriptores:
C) Moleculares y quimico-cuanticos.
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[IC. Valores de los descriptores para cada uno de los compuestos de la

serie de entrenamiento para los descriptores seleccionados por la

aproximacién de algoritmo genético para el nivel de teoria PM3.

Descriptores quimicos-cuanticos.

F

Compuesto Sca Scs S'nio Sca dcr Fec
2.50 0.223 0.225 0.248 1.021 -0.047 0.255
2.49 0.222 0.225 0.248 0.999 -0.049 0,248
2.47 0.223 0.225 0.247 1.030 -0.051 0.240
251 0.223 0.225 0.248 1.034 -0.053 0.259
2.55 0.223 0.225 0.246 0.991 -0.053 0.240
2.59 0.222 0.225 0.248 0.998 -0.052 0.249
2.57 0.223 0.225 0.248 1.034 -0.056 0.259
2.62 0.222 0.225 0.246 1.032 -0.053 0.240
2.61 0.224 0.225 0.246 1.026 -0.066 0.223
2.68 0.222 0.226 0.247 0.980 -0.022 0.237
2.65 0.223 0.227 0.248 1.026 -0.024 0.255
2.69 0.224 0.226 0.246 1.027 -0.030 0.220
2.67 0.222 0.227 0.247 0.986 -0.020 0.243
2.64 0.223 0.228 0.248 1.005 -0.021 0.265

Matriz de correlacién descriptores moleculares y quimico-cuanticos.

AE
71 x| (ev) | RM 'K K | dc7 | Flen | S'ca | Sea | Scs | S o

Yy 1] 094 | 035 0.89 093 089 | 018 | -049 | -0.06 | 0.28 026 | -076

2;( 0.94 1 -0.17 0.81 0.85 0.74 | 0.33 -0.37 0.06 | 0.26 0.37 -0.67

AE -0.36 | -0.17 1] -039| -031| -039]| 004 0.77 060 | 0.11 0.20 0.63

RM 089 | 081 | -039 1 0.97 094 | 044 | -042| -031| 028 047 | -0.60

'K 093 | 085 | -0.31 0.95 1 098 | 033 | -040| -0.18 | 0.38 042 | -063

’K 090 | 0.74 -0.39 0.92 0.98 11 021 -0.42 023 | 037 0.32 -0.63

Qc7 018 | 0.33 0.04 043 0.33 0,21 1 015 | -0.33 | -0.08 0.86 0.20

Fieu | 049 | -0.37 077 | -042| -039| -042]| 015 1 003 | 0.35 0.28 0.86

S'cs | -006 | 0.06 060 | -031| -018| -023|-033 0.03 1] 049 | -016| -0.03

S 028 | 0.26 0.11 0.28 0.38 0.37 | -0.07 -0.35 0.49 1 0.13 -0.33

S | 026 037 0.20 047 041 032 | 0.86 028 | -016 | 0.13 1 0.22

S N1 | 0.76 | -0.66 0.63 -0.60 -0.63 062 | 020 0.86 -0.03 | -0.33 0.22 1
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IID. Porcentaje de viabilidad de promastigotes de L. mexicana expuestos a
derivados de 2-metil, 2-propil y 4-metil-2-propilquinolina.

Compuesto Porcentaje de viabilidad de promastigotes de L. mexicana
(ug/mL) 12,5 25 50 100 150 300
2.48 65 46 53 38 18 0
2.71 42 58 8 0 0 0
2.70 77 59 - 0 0 -
2.66 77 23 0 0 0 0
2.68 46 50 13 0 0 0
2.65 69 83 25 7 0 0
2.69 91 20 0 0 0 0
2.55 83 28 23 0 0 0

Compuesto Porcentaje de viabilidad de promastigotes de L. mexicana

(ng/mL) 12,5 100 300 375 750 1500

2.50 91 91 85 71 10 13
Compuesto Porcentaje de viabilidad de promastigotes de L. mexicana

(ug/mL) 1,25 25 125 | 50 100 250 500 1000
2.58 59 30 3 -
2.49 65 50 43 32 17 0 0 0
2.67 81 78 71 40 9 0 0 0
2.59 88 78 82 69 29 0 0 0
2.60 29 17 64 19 0 0 0 0
2.56 47 56 73 47 13 0 0 0
2.57 83 61 53 60 46 0 0 0
2.62 63 12 7 0 0 0 0
264 78 58 63 67 11 0 0 0
247 89 87 75 86 83 29 26 0
2.46 92 90 69 58 20 0
251 80 85 84 78 76 77 0
261 96 99 87 63 40 0 0
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Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R881A.

Protones.

RMN-'H
Espectro 2.49
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8
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Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R881A. / CDC13.
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Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-EBA. / CDC1l3.
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Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-935-A / CDC13.
Protones.
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Carlos Marquez /Angelita Lorenzo / UCVCMAL-R-935-A / CDC1l3.

Carbono.
RMN-"C
Espectro 2.74
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ucv / C. Margquez / A. Lorenzo / R957A / CDC1l3 / Protones.
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ucv / C. Marquez / A. Lorenzo / R957A / CDC1l3 / Carbono.
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