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RESUMEN

TITULO: SINTESIS Y CARACTERIZACION CRISTALOGRAFIQA DE 8-NITRO Y 5-NITRO-2-(4’-
NITROFENIL) LEPIDINAS CON POTENCIAL ACTIVIDAD BIOLOGICA

AUTORA: Claudia Patricia Villamizar Caballero”,
PALABLAS CLAVE: quinolinas, compuestos nitroquinolinicos, monocristales.

Durante décadas el estudio de los compuestos quinolinicos ha tenido gran relevancia debido a su
presencia en una gran variedad de compuestos naturales y a su potencial actividad bioldgica; de
ellos, los compuestos nitroquinolinicos han sido de gran interés debido a su promisoria actividad
farmacolégica, principalmente como compuestos anti-parasitarios, leishmanicidas y antibacteriales.

Los compuestos 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina y la 6-metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina se
prepararon a través de una ciclacion tipo Friedel-Crafts de N-(a-alilbencil)anilinas, su posterior
aromatizacion por medio de una oxidacién con azufre (Sg) y de una nitracion para obtener las
correspondientes nitro-lepidinas. Los productos se cristalizaron en mezclas apropiadas de acetato
de etilo / heptano y asi se obtuvieron los monocristales adecuados, que se caracterizaron por FT-
IR, RMN 'H, C y DRX de monocristal. Los productos cristalinos fueron sometidos ademas a un
estudio termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Usando la 2-fenil lepidina y la 2-fenil-6-metil lepidina como sustratos modelo de la nitracion
electrofilica aromatica, se calcularon sus respectivas cargas de Mulliken y sus orbitales HOMO-
LUMO, cuyos valores se correlacionaron con los productos observados por DRX de monocristal,
los datos de DRX confirmaron inequivocamente la dinitracion de las lepidinas, mostrando para la 8-
nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina que existen 16 moléculas por celda unidad, en un sistema
ortorrombico con grupo espacial Pbca (No. 61). Para la 6-metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina se
determind que existen 8 moléculas por celda unidad, en un sistema monoclinico con un grupo
espacial P24/n (No. 14).

* Proyecto de grado
* Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. José A. Henao, PhD; Juan Manuel Urbina G., Dr. rer.
nat.
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ABSTRACT

TITLE: SYNTHESIS AND CRYSTALOGRAPHIC CHARACTERIZATION OF 8-NITRO AND 5-
NITRO-2-(4-NITROPHENYL) LEPIDINES WITH POTENTIAL BIOLOGICAL ACTIVITY

AUTHOR: Claudia Patricia Villamizar Caballero”
KEYWORDS: quinolines, nitroquinolinic compounds, monocrystals.

Quinolinic compounds have been from decades of high relevance due to their presence in several
natural compounds and to their potential biological activity; from them, nitroquinolinic compounds
have been of high interest due to their promising pharmacological activity, mainly as anti-parasitic
compounds, as leishmanicidals and as antibacterials.

8-Nitro-2-(4’-nitrophenyl) lepidine and 6-methyl-5-nitro-2-(4'-nitrophenyl) lepidine were prepared
through a Friedel-Crafts cyclization reaction of N-(a-allylbenzyl)anilines, aromatization through
oxidation with melted sulfur (Sg) and a nitration reaction to obtain the corresponding nitro lepidines.
The two products were crystallized from proper solvent mixtures of ethyl acetate / n-heptane and
good monocrystals were obtained, which were characterized by FT-IR, 'H and 3C-NMR and XRD
of monocrystals. Crystalline products were also subjected to thermogravimetric (TGA) and
differential scanning calorimetry (DSC) analyses.

Using 2-phenyl lepidine and 2-phenyl-6-methyl lepidine as model substrates for an electrophilic
aromatic nitration, Mulliken charges were calculated as well as their HOMO-LUMO orbital energy,
with values that were correlated with those products analysed by RXD of monocrystals; XRD data
accurately confirmed double nitration of lepidinas, showing for 8-nitro-2-(4’-nitrophenyl) lepidine that
they are 16 molecules in the unit cell, in an orthorhombic system with spatial group Pbca (No. 16).
For 6-methyl-5-nitro-2-(4'-nitrophenyl) lepidine it was determined that there are 8 molecules in the
unit cell, in @ monoclinic system with a spatial group P24/n (No. 14).

;Undergraduate research project
Science Faculty. School of Chemistry. José A. Henao, PhD; Juan Manuel Urbina G., Dr. rer. nat.
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INTRODUCCION

La necesidad de solucionar problemas de la salud ha hecho de la sintesis
organica una potente herramienta para investigar, desarrollar nuevos compuestos
y alternativas de sintesis, para asi dar soluciones eficaces, sin generar un gran
impacto en el medio ambiente. Como parte de su misidn investigativa, el
Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular (LQOBIio) de la Universidad
Industrial de Santander ha venido estudiando metodologias de sintesis de
tetrahidroquinolinas con comprobada actividad leishmanicida. Este proyecto
presenta la sintesis de nuevas 5-nitro-2-fenil lepidinas empleando rutas de sintesis
eficaces, derivados de los cuales se espera que presenten actividad bioldgica;
ademas, en conjunto con el Grupo de Investigacion de Quimica Estructural
(GIQUE), grupo que cuenta con una amplia experiencia en el manejo de la técnica
de difraccion de rayos X, se desarroll6 el estudio cristalografico de los derivados

lepidinicos sintetizados.

La identificacion y caracterizacion de las nuevas 5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidinas
se completd con el uso de espectroscopia infrarroja (FT-IR(ATR)), resonancia
magnética nuclear (RMN), analisis térmico por termogravimetria (TGA),

calorimetria de barrido diferencial (DSC) y difraccién de rayos X.
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1. MARCO TEORICO

1.1 LEISHMANIASIS

La leishmaniasis (o leishmaniosis) es un conjunto de enfermedades zoondticas y
antropondticas causadas por protozoos del género Leishmania. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad van desde Ulceras cutaneas que
cicatrizan espontaneamente, hasta formas fatales en las cuales se presenta
inflamacién grave del higado y del bazo." La descripcién histérica del origen de
enfermedad se remonta a la diferencia que presentaban los pacientes febriles
diagnosticados erroneamente con malaria, los cuales no presentaban la
periodicidad esperada en los ataques febriles y no eran receptivos al medicamento
usado en aquel tiempo, la quinina; ante estas diferencias, Manson sugirié que la
enfermedad no era malaria, sino que podria ser causada por tripanosomas." 2
Tiempo después el profesor de patologia de la Royal Army Medical College, Mayor
W. B. Leishman, reporté en 1900 la descripcion de los 6rganos peculiares en la
pulpa del bazo de un soldado que murié de fiebre Dum-Dum y mas tarde publicé
su trabajo en el British Medical Journal (Brit. Med. J., 1903) bajo el titulo “On the
possibility of the occurrence of tripanosomiasis in Indian”® En una subsecuente
investigacion reportada en 1903, Charles Donovan, informé el hallazgo de cuerpos
similares en el bazo de los pacientes que sufrian de fiebre prolongada con
esplenomegalia en la Universidad Médica de Madras (ahora Chennai-India). El
disputd la opinién de Leishman que eran tripanosomas degenerados, y también
publicd sus conclusiones en el Brit. Med. J. como “‘memorandum’ to Leishman’s
paper’.* Laveran y Mensil (1903), tras examinar las muestras enviadas por
Donovan, llegaron a la conclusion de que los organismos fueron “Piroplasmata”
Tras las disputas entre Leishman y Donovan la maxima autoridad de parasitologia

de la época, Ronald Ross, asumio las investigaciones sobre el parasito de Kala-
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Azar en Calcuta y durante ese mismo ano se puso fin a todas las controversias
mediante la acreditacion en forma conjunta a Leishman y a Donovan para el
descubrimiento del parasito; se le llamé “Leishmania donovani”. Poco tiempo
después Leonard y Rogers propusieron un tratamiento para la enfermedad
mediante Tartar Emetic (tartrato de potasio y antimonio), 2% en solucién
intravenosa.’ Posteriormente Rogers (1918) utilizd Napier (tartrato de sodio vy
antimonio), un compuesto de antimonio pentavalente con 9 dosis de 2-3 g que
presentaba una tasa de curacion de 90%. La Urea Stibamine de Brahamchari, un
compuesto pentavalente del antimonio, también tuvo éxito consiguiendo una tasa
de curacién del 90%. Otro de los medicamentos usados para el tratamiento de la
leishmaniasis ha sido el Pentostam (Sodium Stibogluconate), o SAG (sodium
antimony gluconate), compuesto introducido por Kikuth y Schmidt, asi como el
Solustibosan, que contiene 100 mg de antimonio por 1 mL.° con una tasa de cura
de 90%."® Otro compuesto ampliamente usado es la Pentamidina en dosis de 4
mg/Kg de peso corporal, con una capacidad de respuesta de 74% y con la
desventaja de ser altamente tdxica,’ la Amfotericina B es otro los compuestos
usados para el control de la leishmaniasis visceral® con una tasa de cura del 96%,
muy efectiva y no tdxica, pero muy costosa.'® Es importante resaltar el trabajo de
A. Fournet del Institut Francais de Recherche Scientifique pour le Développement
en Coopération (ORSTOM), quien realizé un estudio muy amplio en la planta
originaria de las selvas de Bolivia Galipea longiflora, de donde se extrajeron
alcaloides quinolinicos con alta actividad antiprotozoal, planta usada por los

indigenas de la regién para el tratamiento de la leishmaniasis cutanea.'

Como parte de los esfuerzos sintéticos dirigidos a la busqueda de nuevas
entidades quimicas con potencial actividad biologica, el grupo de investigacion
LQOBio ha venido trabajando durante los ultimos afios, bajo la supervision del
profesor Juan Manuel Urbina, en el empleo de rutas clasicas de sintesis de

(tetrahidro)lepidinas como potenciales agentes leshmanicidas,'? destacandose el
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trabajo de grado de Sebastian Flérez Rueda, quien desarrollé una ruta de sintesis

extendida en “one-pot’ para este tipo de compuestos.’>'*

1.2 TETRAHIDROQUINOLINAS, QUINOLINAS Y NITROQUINOLINAS

Uno de los grupos mas representativos dentro de los productos naturales que
presentan variedad de actividad bioldgica corresponde a los alcaloides. Dentro de
este grupo de moléculas se pueden destacar aquellas que contienen en su
estructura al esqueleto quinolinico y al tetrahidroquinolinico, no solo porque
representan un amplio numero de compuestos, sino porque presentan en su
mayoria actividad antiparasitaria.’® La importancia de las tetrahidroquinolinas se
debe, principalmente, a que gran parte de sus derivados poseen un amplio rango
de actividad biolégica: algunas de ellas (figura 1)se han usado en el tratamiento
de enfermedades parasitarias como la malaria (1),'® contra los parasitos T. cruzi'’

(2) y como antibiéticos antitumorales (3).'®

Figura 1. Algunos derivados quinolinicos con importante actividad biologica.

N MeO
LIS
X

3)
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Ademas de su importancia debida a su actividad biologica, las quinolinas son
precursores fundamentales utilizados en nanoestructuras y mesoestructuras con
funciones fotonicas y electronicas mejoradas, y también son usadas en el estudio

de procesos bio-organicos y bio-organometalicos.®

1.2.1 Las tetrahidroquinolinas en la preparacion de farmacos Las 1,2,3,4-
tetrahidroquinolinas, son compuestos heterociclicos nitrogenados, que estan
presentes en compuestos naturales bioldgicamente activos y agentes medicinales
de relevancia farmacoldgica, por lo cual se han destacado en la sintesis organica;
por ejemplo, los compuestos bioactivos que fueron aislados de la planta nativa de
las montafas venezolanas Galipea officinalis Hancock, los cuales han sido
ampliamente usados debido a su potencial antibiotico y actividad citotdxica.
Dicha planta contiene alcaloides de quinolina 2-sustituidos, usados en la medicina
popular como ténico en la dispepsia, disenteria, diarrea y fiebre; se ha demostrado
que el extracto etandlico de la corteza de G. officinalis, tiene actividad contra la
Mycobacterium tuberculosis.?' Los estudios fitoquimicos realizados a la corteza de
esta planta, muestran la presencia de alcaloides tetrahidroquinolinicos 2-
sustituidos identificados en la figura 2 como (-)-angustureina (4), (-)-galipinina (5),

(-)-cuspareina (6), (-)-galipeina (7).%
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Figura 2. Alcaloides extraidos de la planta Galipea officinalis.

. OMe ©\/\/l OH
R X
3 OMe CH, oH

Las 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas presentes en productos naturales, como por
ejemplo la helquinolina (8) aislada de la cepa bacteriana Janibacter limosus, ha
presentado una alta actividad antibacterial y antifingica.?® Los alcaloides (9a) y
(9b), llamados también benzastatinas C y D, fueron extraidos de Streptomyces
nitrosporeus y han mostrado una importante actividad inhibitoria en procesos que

24 ademas de una

involucran la peroxidacion lipidica y toxicidad del glutamato,
potente actividad antiviral.?® Otros ejemplos de la presencia de tetrahidroquinolinas
en productos naturales son el acido (-)-martinélico (10a) y la martinelina (10b)
(figura 3), alcaloides guanidinicos de Bignoniaceae extraidos de la planta
amazonica Martinella iquitosensis; esta planta es usada en los paises
suramericanos como un medicamento para tratar dolencias oculares; sus
alcaloides son conocidos por ser antagonistas no-peptidicos de los receptores By
B, de la bradicinina,®® por sus efectos combinados de actividad antimicrobiana, y
por la reduccion de la inflamacion, que tiene un valor terapéutico en el tratamiento

de la conjuntivitis.?’
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Figura 3. Algunos compuestos

productos naturales.
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% OMe
CH,

H3C
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a:R'=CONH,, R*=Cl

b:R'=CONH,, R>=OH

en

Existe un diverso numero de derivados de tetrahidroquinolinas que se emplean

actualmente como farmacos, o que se estan probando como drogas potenciales.

Entre estas tetrahidroquinolinas se destaca la Oxamniquina (11), un agente

antiesquistosdmico empleado en el tratamiento de la infeccion de S. mansoni

(infeccion de esquistosomiasis intestinal); esta sustancia, al parecer puede inhibir

tanto la sintesis del ADN como del ARN y por lo tanto la sintesis proteica en

esquistosomas. A su vez el derivado terahidroquinolinico conocido como L-

689.560 (12) (figura 4) resulté ser uno de los mas potentes antagonistas del (N-

metil-D-aspartato) NMDA, hasta hoy conocidos.'®
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Figura 4. Tetrahidroquinolinas con propiedades farmacéuticas.

O
OH
Cl H‘NJ\N

3
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H CH3 Cl l}l COOH
H
(11) (12)
Oxamniquina L-689.560

1.2.2 Sintesis de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas La construccion del anillo 1,2,3,4-
tetrahidroquinolinico se puede hacer mediante diferentes métodos, principalmente
por la reduccion de derivados quinolinicos o mediante reacciones de expansion
del anillo, reacciones enantioselectivas tipo Reissert,?® ciclaciones tipo Heck,?
reacciones redox intramoleculares®* y reacciones secuenciales aza-Michael-

Manich de o-amino benzaldehidos y enoles.*"

Las reacciones de ciclacion tipo Friedel-Crafts promovidas por catalizadores
acidos de Lewis y de Brgnsted son un método eficiente para la sintesis de
derivados ciclicos y heterociclicos; una de las aproximaciones cercanas a la
sintesis de las tetrahidroquinolinas empleando una reaccion intramolecular tipo
Friedel-Crafts (esquema 1) involucra alcoholes terciarios (13) en presencia de
Bi(OTf)s como catalizador, para generar las tetrahidroquinolinas (14)
funcionalizadas en el anillo bencénico y di-metil sustituidas en C-4, con buenos

rendimientos.>
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Esquema 1. Formacion de tetrahidroquinolinas a través de una ciclaciéon

intramolecular tipo Friedel-Crafts catalizada por Bi(OTf);.

M o, . X %REND.
Bi(OT), H 78
X@L — X 4-OMe 82
?S CHCL, / reflujo ?S 4-Cl 792
. A 2-Me 72
2,3-(CHy)s 75

Otras sintesis de tetrahidroquinolinas mediante ciclaciones intramoleculares tipo
Friedel-Crafts, emplean diversas anilinas como producto de partida y acido
polifosféorico (PPA) como catalizador, donde el bromuro de (2-
butenil)dimetilfenilamonio (3) se convierte en el hexafluorofosfato de N,N-

dimetiltetrahidrolepidinio (4) (esquema 2).>®

Esquema 2. Formacion del hexafluorofosfato de N,N-dimetilhidrolepidinio.

CHj

‘j 1. PPA /130 °C / 1h
2.H, o .J (PFY
NQ
3.KPF6 HyC™ "CHs
(3) (4)

De manera similar, la interaccién de la N-metilanilina (5) con el 3-metil-2-
butenildifenilfosfato (6) lleva a la formacion de dos productos: la N-metil-N-(3-metil-

2-butenil) anilina (7) y la 1,2,3,4-tetrahidro-1,4,4-trimetilquinolina (8) (esquema 3).
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Esquema 3. Formacion de la 1,2,3,4-tetrahidro-1,4,4-trimetilquinolina (7) via la
N-metil-N-(3-metil-2-buten-1-il)anilina (6).

V
‘ CH,4 H3C CHj

H4C
0 120 °C 3
C" — X
i PhO—P—0
N | N '?‘
CHU N—cH, CHs CHs
HsC

®) (6) @ ®)

La anilina N,N-disustituida (7) participa como intermediario de la reaccién y en
condiciones acidas se transforma in situ en la tetrahidroquinolina (8) mediante
alquilacién electrofilica intramolecular, mediante un proceso de ciclacion 6-endo-

trig.

La alquilacién electrofilica intramolecular de los 4-N-arilamino-1-heptenos ha sido
estudiada por Kouznetzov y colaboradores. La alta reactividad del atomo de
carbono en orto de la anilina hacia electrofilos permite una facil ciclacién de las
anilinas con un grupo alquilo que lleva un centro electréfilo en el atomo del C-3,'
como se muestra en el esquema 4. Tales compuestos se preparan por reaccion
de la N-bencilidenanilina (9) con bromuro de alilmagnesio (10).>* El 4-fenil-4-N-
fenilamino-1-buteno  (11) obtenido por la reaccion de N-fenil-N-(1-
fenilmetiliden)amina con bromuro de alilmagnesio (10), se somete a una ciclacion,
con acido sulfurico como catalizador, obteniéndose la mezcla de isémeros cis (12)

y trans 4-metil-2-fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina.®
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Esquema 4. Formacién de las 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidinas a partir de la

N-bencilidenanilina.

c:H3
M B
NP NH Ph Ph

9) (10) 12-C|s 12-trans)

Recientemente Kouznetzov y colaboradores implementaron una nueva ruta de
sintesis de tetrahidroquinolinas a través de una reaccion domin6é de adicion de
Michael + Diels-Alder en presencia de micelas de dodecil sulfato de sodio (SDS)
en medio acuoso (esquema 5). Este es un método es general y eficiente para la

construccion de tetrahidroquinolinas 2,4-disustituidas de alto interés bioldgico.*

Esquema 5. Sintesis de tetrahidroquinolinas 4-amino-2-metil-6-sustituidas

usando un catalizador micelar en medio acuoso.

1 0 1

) M "
SDS,, ., 12 mM
+ HZC%N R? (aq), —
I AN
NH, H pH=1 N7~ CH, N CHg

(13) (14) L (15) | (16)

R"=H, COCH,, OCH,,CONH,, COOH
R%*=H, CH,

La reaccién de Povarov, una reaccion aza-Diels-Alder estereoselectiva de
demanda inversa (IEDDA), entre 2-azadienos y olefinas ricas en electrones,
permite una rapida construccion de tetrahidroquinolinas polisustituidas; la reaccion
es catalizada por acidos polipréticos o de Lewis. En el esquema 6 se muestra una
reaccion de Povarov de tres componentes enantioselectiva en presencia de un

catalizador acido quiral. El vinilcarbamato (18) es el diendfilo debido a que la
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funciéon NH puede formar puentes de hidrogeno con el catalizador, evitando la
necesidad de una funcion OH en las anilinas (17), ademas porque el producto
resultante (2,4-cis)-4-amino-2-aquil(aril)-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (20) es una
subunidad estructural importante que se encuentra en productos naturales
bioactivos y candidatos a farmacos. Es una reaccion quiral de tres componentes
catalizada por un acido fosférico quiral, altamente enantioselectiva.’’ Una
investigacion posterior, proporciond buenos rendimientos de los cicloaductos

derivados de anilinas pobres en electrones, prolongando el tiempo de reaccion.®®

Esquema 6. Reaccién de Povarov de bencil-encarbamatos catalizada por un

acido fosforico quiral.

0]

IR

H,CZ NH ~0” ) R OH
(18) NHCO,R )
. R ‘ p-CICgH,4
N, R CHOG] : R? ‘ p-MeOCgH4
R(7) (19) R 0N R

La obtencion de tetrahidroquinolinas propuesta por Bunce y su equipo de trabajo,
consiste en una secuencia de reduccidn-aminacion de 2-nitroarilcetonas y
aldehidos de interés, en condiciones de hidrogenacion con 5% de Pd/C como
catalizador.®® La sintesis (esquema 7) presenta una secuencia de reacciones
preparando los sustratos (23) mediante una alquilacion del metil(2-
nitrofenil)acetato (21) con haluros alilicos (22) respectivamente; la posterior
reducciéon del grupo nitro aromatico, una condensacion de la anilina o
hidroxilamina con el carbonilo de la cadena lateral, la reduccion del intermediario
(24) resultante mediante la aminacion reductora de tetrahidroquinolinas con
formaldehido producido en la ozondlisis genera el producto (25) con rendimientos
de 73-80%.
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Esquema 7. Sintesis de tetrahidroquinolinas 2-sustituidas a través de una

secuencia de reduccion-aminacion reductiva.

CO,Me B CO,Me CO,Me CO,Me
Hch\/ r 2
K,CO, 1)0,, MeOH
MeCN cat. éter 182‘ 6 2) HCHO
NO, H,C Rt h 5%
NO2 Pd/C
(21) (22) (23) (24) (25)

R= Me, Ph, n-Bu, t-Bu

R  %Rend.
25a | CHj3 80
b | Ph 73
¢ | nBu 76
d | tBu 74

La sintesis de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas-2-sustituida (29) (esquema 8) obtenidas
mediante una ciclacion reductiva intramolecular en one-pot de 2-nitro-chalconas
(28), con hidrogeno gaseoso en presencia de Pd/C como catalizador y usando
CH,CIl, como solvente, es un método simple y versatil, ya que las nitrochalconas
son facilmente accesibles mediante una condensacion de Claisen-Schmit de 2-

nitrobenzaldehidos (27) y cetonas enolizables (27).%°

Esquema 8. Sintesis de tetrahidroquinolinas a partir de nitrochalconas.

Pd/C

H
@O 10%(w/w)
+HC 1
K NO, ° H,(1,2 atm) N R

(26) (27) (23) CH,Cl, (29)
R R’ % Rend.
29a H Ph 88
b H (4-OMe)CgHa4 87
c H (2-Me)CeHa 65
d H 2-naftil 82
e 4-NMe> Ph 77
f 5-OMe Ph 82
g H CHs 50
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1.2.3 Quinolinas y lepidinas La quinolina fue aislada por primera vez del alquitran
de hulla en 1834 por Runge; es un liquido incoloro de punto de ebullicion 237 °C.
La palabra quinolina es derivada de quina, que es una planta de la familia de las
Rubiaceas, del género Cinchona, de donde se extraen algunos de sus derivados
con potencial actividad bioldgica en el tratamiento de la malaria;*' también es
conocido por que muchos de sus derivados de emplean en la formacién de
moléculas y polimeros conjugados que mejoran propiedades Opticas, electronicas

y excelentes propiedades mecanicas'®

El nucleo de la quinolina se presenta en varios compuestos naturales, como en los
extractos de la Galippea longiflora, que se encuentra principalmente en territorio
Boliviano (figura 5); estos alcaloides derivados de la quinolina mostraron tener
una alta actividad bioldgica contra la leihsmaniasis cutanea y otras enfermedades

gastroprotectoras;'"*2

ademas han mostrado resultados promisorios en los
ensayos biologicos de actividad antiprotozoaria, retroviral, citotdéxica y contra la

tuberculosis.*?

Figura 5. Estructuras de quinolinas presentes en los extractos de la Galipea

longiflora con promisoria actividad biolégica

Co . S, T
NZ O N CH, N7 CHj
(30) (31)

(32)

2-Fenilquinolina 2-n-Pentilquinolina 2-n-Propilquinolina
OMe OMe OMe
oL CO., OO
NZ @ N7 CHs NG [‘
(33) (34) (35) 22
4-Metoxi-2-fenilquinolina Chimanina A Cusparina o—/

Los derivados quinolinicos, su sintesis y el estudio de sus propiedades, también

han estado en el centro de atencion de los quimicos organicos durante los ultimos
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anos. Ademas, las quinolinas y en general las poliimidas aromaticas, son
ampliamente utilizadas en la quimica de coordinacion debido a la accesibilidad de
sus primeros orbitales ", una vez se han unido a metales de transicion. La
quinolina también se ha empleado como grupo terminal de los éteres corona;
estos éteres sirven de transportadores de sustancias a través de diversas

membranas bioldgicas.

El interés cientifico por las quinolinas y sus derivados radica en que presentan un
amplio rango de actividad bioldgica; algunos ejemplos se presentan en la figura 6
en la que se destacan compuestos con actividad antimalarica (36), antirritmica

(37), agente antitumoral (38).

Figura 6. Estructuras de algunos derivados de quinolinas con aplicacion a

nivel biolégico.

OH
)Cis/\/ |) o M cHINN S-S
N CH 3 3
N8 |
HN N A N_cH, ] m CH,
AN
o0 oy S
cl N _
(36) @ (8 R=H
R=3-Me
R=8-Me

En el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular (LQOBIo) de la Escuela de
Quimica de la Universidad Industrial de Santander (UIS) se han desarrollado
varios trabajos de investigacion en los cuales se han obtenido compuestos con
alta actividad antifungica contra algunos dermatofitos y con actividad anti-
chagasica, como el caso de algunas homoalilaminas, tetrahidrolepidinas y
lepidinas sustituidas; estos compuestos son sustancias potenciales para el

desarrollo de nuevas drogas mas potentes y seguras.***°
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1.2.4 Sintesis de quinolinas y lepidinas La preparaciéon de quinolinas puede
llevarse a cabo mediante diversos tipos de reacciones, entre las que se destacan
la reacciéon de Débner-von Miller,*® Friedlander,*’ Pfitzinger,*® Conrad-Limpach y
Knor,** Combes® y el método de Gagan-Lloyd.®' En la actualidad el disefio e
implementacion de nuevas rutas de sintesis de novedosos derivados de la
quinolina es una tarea prioritaria para los quimicos heterociclistas. De las
metodologias de sintesis que se destacan por su versatilidad y que implican
sustituciones electrofilicas aromaticas esta la sintesis de Skraup® vy la sintesis de

Combes.*°

Los métodos de sintesis de quinolinas se pueden clasificar de acuerdo con la
manera como se construye el anillo y segun los precursores que se emplen. En la
sintesis de quinolinas a partir de arilaminas o aldiminas (una de las rutas sintéticas
mas conocidas para la construccién de un anillo quinolinico o sus derivados) se
usa la sintesis de Skraup® (esquema 9), lo cual implica una serie de reacciones
inducidas por el calentamiento con glicerol, acido sulfurico concentrado como
catalizador y nitrobenceno como agente oxidante, de una amina aromatica
primaria (39), en la que al menos una posicién orto con respecto al grupo amino
no esta sustituido. El primer paso de esta reaccion implica un ataque nucleofilico
de la anilina (39) al compuesto carbonilico a,B3-insaturado (40) en la posicién 3,
produciendo posteriormente un ataque electrofilico al anillo aromatico por parte del
carbono electrofilico del compuesto carbonilico protonado, formando la
dihidroquinolina (41) que posteriormente sufre deshidratacion y oxidacion,
convirtiéendose en la quinolina (42), que contiene sdélo los sustituyentes que
estaban originalmente presentes en la amina aromatica. Las quinolinas sustituidas
en el anillo piridinico se pueden obtener por una sintesis de Skraup modificada,
con una acroleina sustituida o con una vinil cetona que se utiliza en lugar de

glicerol.*?
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Esquema 9. Reaccion de Skraup para la obtencion de quinolinas.

O -H,0 glicerol
A CH, —> .
H, PANO,/130°C Ny
H
(39) (40) (41)
leidacic’m
e
~
N
(42)

En la sintesis de Combes® (esquema 10) se hacen reaccionar arilaminas
primarias (39) con una posicion orto libre, las cuales pueden llevar a cabo una
ciclo condensacion con B-dicetonas o [p-cetoaldehidos (43) en un medio
fuertemente acido; por ejemplo, la obtencion de la quinolina (42) implica en un
inicio la formacion de B-enaminonas (44) o las N-ariliminas (45), que después de la
protonacién del enlace C=0 sufren una hidroxialquilaciéon intramolecular y una
posterior deshidratacion a través de la 1,2-dihidroquinolina (46) para producir la

quinolina (42).%6>2
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Esquema 10. Reaccion de Combes para la obtencion de quinolinas.

R
N R
R_:/ + R > R_:\ :
NH, 5 PSR
(39) (43) (42)
biso Lo
. +H' HO R
S, Ar
P E B
R ;\/IL — Ny —— R ]
/ l}l R | / N/ _H+ '}l R
H
(44) (45) (46)

La sintesis de Conrad-Limpach-Knorr*® utiliza B-cetoésteres y produce quinolonas.
Los cetoésteres (47) reaccionan con anilinas por el grupo (C=0) mas reactivo para
dar un éster B-aminoacrilico (48) que puede ser térmicamente ciclado a 250 °C

para dar una 4-quinolona (esquema 11).

Esquema 11. Obtencidn de quinolinas a partir de la sintesis de Conrad-

Limpach-Knorr.

OCH,CHj
HsCH,CO.___O O
ACOH acelte mineral
O\ O 40 °C 250 °C/ 15min I
NH
2 CO2CH2CH3 Cl NH COzCH20H3 Cl ” COZCHchg
(39) (47) (48) (49)

En 1965, el quimico ruso L. Povarov usé en la sintesis de quinolinas 2-sustituidas
las N-feniliminas como sustratos azadiénicos que, a su vez, son considerados
como una aldimina. La sintesis de la 2-fenilquinolina se logré haciendo reaccionar
la bencilidenanilina (50) y el éter etilvinilico (51), con el dieterato trifluoruro de boro
seguido del tratamiento con acido p-toluensufénico. Finalmente, la quinolina (50)

resultd ser un aducto de la cicloadicidn (4+2) de una reaccion tipo Diels-Alder.
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Povarov propuso un esquema para esta reaccion, en donde hay una adicién del
éter insaturado sobre el carbono iminico de la aldimina coordinada con el acido de
Lewis (BF3OEt;) y una ciclacion del producto obtenido a partir de la
bencilidenanilina y el éter etilvinilico, para dar un derivado que luego forma el anillo

quinolinico (esquema 12).>

Esquema 12. Sintesis de quinolinas a partir de una aldimina y un éter

insaturado.
_ JCH3 _
(Ol+ b OEt
+ OFt <A H P-TsOH A
N Ph 2 - Ph H Ph EtOH N
(50) (51) BF, (42)

Kametani a su vez obtuvo la quinolina (42) con buenos rendimientos empleando
acetato de vinilo (52), bencilidenanilina (50), benceno seco a reflujo y cantidades

cataliticas de BF3.OEt; con agitacién durante 48 horas® (esquema 13).

Esquema 13. Sintesis de quinolinas empleando aldiminas y acetato de vinilo.

0
R CHy, R
\©\ + H3CJLO/§CH2 S A
NZ > Ph BF,.OFt, NZ ~Ph
(50) R=H (52) (42)R=H
(50b) R=OMe (42b) R=OMe

Para la sintesis de quinolinas sustituidas Friedlander empled la reaccion entre
anilinas orto-acil (formil) sustituidas (53) y compuestos a-cetodicarbonilicos (54).
Por medio de esta ruta se pueden sintetizar derivados como el acido 7,8-

dimetoxiquinolino-2,3-dicarboxilico (55),.*” (esquema 14).
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Esquema 14. Mecanismo propuesto para la reaccion de Friedlander.

.

0]

H CH,CO,Et
+ 242

0
H3CO NH> CO,Et
2
OCHj & A

(83) (54)

-OH/A

H,CO

N—

OCH,

-H,0

CHCO,Et| —>

CO,Et

H,CO

- CO2E

~
N~ >CO,Et
OCH,

(55)

Sanjay y colaboradores sintetizaron quinolinas sustituidas biolégicamente activas y

quinolinas policiclicas fusionadas utilizando la reaccion de Friedlander; para este

propésito se hizo reaccionar 2-aminoacetofenona, 2-amino-5-clorofenona (53), con

una variedad de cetonas / cetoésteres (56), en liquidos idnicos como se muestra

en el esquema 15, dando como resultado quinolinas sustituidas (57) por medio de

reacciones que ocurren en condiciones relativamente suaves, sin uso de

catalizadores contaminantes, donde el liquido idnico actia como un promotor para

una sintesis regioespecifica y con rendimientos hasta de 95%.°

Esquema 15. Sintesis de Friedlander usando liquidos ionicos.

o} e} R
R R’ R3JH R R
+ g2 liquido idnico P
NH, —_— N7 R
100 °C
(53) (56) (57)
Compuesto R R' R? R® (%) Rend.
572 | Cl Ph COEt Me 95
57b H Me Me Me 91
57c H Me H Ph 92
57d | CI Ph H PH 88

Una modificacion de la sintesis de Friedlander; es la reaccién de Pfitzinger, en la

que se usa como precursor la isatina estable (58) en lugar de un orto-
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aminobenzaldehido; en medio basico se da la reaccion con un compuesto
carbonilico (59) que permite la formacion del acido quinolin-4-carboxilico (60)

como se presenta en el esquema 16.*®

Esquema 16. Sintesis de Pfitzinger.

O« _OH
0O 2
0

1 = A
o + R KOH .

N RZ —_— N R

H
(58) (59) (60)

El acido 2-fenilquinolin-4carboxilico, conocido comunmente como atofan o
cinofeno, se sintetiza mediante esta ruta, empleando acetofenona (R'=CHs
R?=Ph); este derivado quinolinico es usado en el tratamiento de la gota y el

reumatismo.*®

1.2.5 Sintesis de quinolinasy lepidinas a partir de aldiminas La sintesis de
quinolinas y lepidinas a partir de la C-alquilacién de aldiminas y posterior ciclacion
6-exo-trig de los 4-N-arilamino-1-butenos, fue propuesta en 1991;* esta sintesis
fue estudiada en el grupo de investigacion de Quimica Organica, adquiriendo
experiencia en la sintesis de tetrahidroquinolinas mediante una ciclacion tipo

Friedel-Crafts usando homoalilaminas;'?

esta metodologia consta de 4 pasos
(esquema 17): condensacion de aminas (61) con aldehidos (62) de facil acceso y
bajos costo, seguido de una alilacién de iminas (63), una alquilacion electrofilica
de alquenos (64) y por ultimo una aromatizacion por medio de una oxidacién con
azufre de la tetrahidroquinolina (tetrahidrolepidinas) (65) y obtener la quinolina

(lepidinas) (66) como producto deseado.
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Esquema 17. Sintesis de quinolinas a partir de aldiminas.

0 C|H2
1
R! ’ R/ R
L — T G
NH, NZ Ph E Ph

(61) (62) (63) (64)
R'=H,CH, PPAlMO °C
1 CHq 1 CHj
R N S, R
Z -~
N Ph 250 °C N Ph

H

(66) (65)

1.2.6 Nitroquinolinas La sintesis de heterociclos con potencial farmacolégico ha
hecho que el estudio de las nitroquinolinas tome gran relevancia en la sintesis
organica, debido a su presencia en compuestos con actividad biolégica como

leishmanicidas,®® agentes antifingicos** o antiparasitarios.®

1.2.6.1 Nitracion de quinolinas La reaccion de nitracién es una de las reacciones
de SeAr mas estudiadas desde el punto de vista mecanistico. Los primeros
estudios por Ingold y colaboradores demostraron que el agente nitrante era el ion
nitronio (NO.") y que la reaccién implica un intermediario o (complejo de
Wheland).®’

Después de la sintesis de la quinolina e independientemente de la ruta de sintesis
que se elija, la inclusién de un grupo amino en la posicion 8 de este sistema,
implicara como primera medida una nitracion, para una posterior reduccion al
grupo amino. Sin embargo, la inclusion de un electrofilo en condiciones fuertes
implica la generacién de regioisdmeros.”® Para la nitracion en condiciones
moderadas (esquema 18), el sistema quinolinico (67) debido a la acidez del medio

sufre una protonacién completa del nitrégeno endociclico, y la mono-sustitucion

43



ocurre netamente en las posiciones C-5 y C-8, formando los productos (68) y (69);
vale resaltar que la regioselectividad de la reaccion de nitracidon se puede ver
afectada por la mezcla nitrante generando el compuesto (68), ademas del uso de
catalizadores, como los nitratos de zirconio Zr(NOs)s que generan derivados en la
posicion C-7 (69).>°

Esquema 18. Regioselectividad en la reaccion de nitracion de quinolinas.

AN HNO H SO C(j
NG 25°c

(67) (68) Mo (69)
Q.
N\ B Zr(NO,), m
-
©\/Nj/ Ac2 NG 90% O\h‘+ NG
(68) (67) O  (69)

La nitracion clasica de quinolinas genera 8-nitro y 5 nitro-quinolinas en
proporciones practicamente iguales, dando rendimientos de 43% y 47% para 68 y
69 respectivamente, lo cual hace que esta ruta de sintesis pueda modificarse para
que de una forma conveniente y efectiva se logre obtener las nitroquinolinas de

interés.®®

Diferentes estudios hechos sobre la nitracion de quinolinas muestran una
dependencia con respecto al pH del medio y la orientacion del ataque electrofilico
en un medio débilmente acido; cuando se trabaja en un medio débilmente acido se
presentan productos como las 4-nitro, 5-nitro y 8 nitroquinolinas, pero se observé
que la regioselectividad a las posiciones 5- y 8- aumenta con la acidez del medio
(dichos resultados muestran que la posicion C-4 sufre el ataque electrofilico en un

medio poco acido). La proporcidn entre las 5-nitro y 8-nitroquinolinas varia; es
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decir, que Ila protonacion del nitrégeno del sistema quinolinico se da
completamente, generando una repulsidén electrostatica entre el electréfilo y el
centro deficiente de electrones, lo que hace que la posicion 8 sea desfavorecida
debido a la disminucion de valores de pH y asi la nitracién en la posicidon 5 se ve

favorecida.

1.2.6.2 Nitraciéon de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas Las tetrahidroquinolinas se
pueden considerar como derivados “ciclohexano fusionado” de las anilinas, por lo
que la nitracion esta dirigida por la deslocalizacién de la carga positiva inducida
por la inclusion del grupo nitro en el sistema del anillo aromatico. Asi, el grupo
amino activante favoreceria la nitracion en las posiciones orto- y para- al nitrogeno
de la anilina respectivamente; sin embargo, la acidez del medio en la que se
realiza la nitracion la afecta, de modo que, si se realiza en un medio fuertemente
acido asegura la protonacién total del nitrégeno de las tetrahidroquinolinas,
cambiando asi la distribucion de la nube electrénica y la disposicion del par de
electrones del grupo amino, el cual esta involucrado en la deslocalizacion de la
carga. Asi que en medio acido el grupo amino secundario de las
tetrahidroquinolinas aparece como un nitrdgeno cuaternario positivamente

cargado.®’

Para lograr la nitracion en las posiciones 6 y 8 de la tetrahidroquinolina
(equivalente a las posiciones orto- y para- al grupo amino de la anilina 1,2-
disustituida) se hace una acetilacion del grupo amino (esquema 19) y de este
modo se protege el nitrogeno de la tetrahidroquinolina (70) para impedir la
protonacién, por lo que se manejara en funcién de amida (71) en vez del amonio
secundario en un pH acido, comun de la nitracion. El grupo amida es un director
orto- y para- en las reacciones de sustitucion electrofilica aromatica; asi, si existe
un sustituyente en las posiciones 6 del sistema tetrahidroquinolinico, la inclusion
del electréfilo ocurrira unicamente en la posicion 8. Esta suposicion se confirma en

reportes en la literatura acerca derivados de N-acetil-1,2,3,4-tetrahidroquindlinicos
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nitrados selectivamente en la posicion 8 (72), al emplear acido nitrico en anhidrido

acético, alcanzando rendimientos del 89%.'4%2

Esquema 19. Sintesis regioselectiva de N-acetil-8-nitrotetrahidroquinolinas.

Ac,0 HNO,
CO- e
N N Ac,0 N
H N
ch/go 0” ™0 /L
H,C” X0

(70) (71) (72)

1.2.7 Sintesis de 4-metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil)quinolina a partir de 4-N-
arilamino-1-butenos mediante la secuencia ciclacién tipo Friedel-Crafts -
aromatizacién (oxidacion)- nitraciéon El grupo de investigacion LQOBio ha
manejado varias metodologias para acceder a los sistemas quinolinico vy
tetrahidroquinolinico, incluyendo las reacciones periciclicas de imino Diels-Alder y
las reacciones de sustitucion electrofilica aromatica en medio acido de 4-N-
arilamino-1-butenos, que conducen a las respectivas 4-metilquinolinas

(lepidinas).***°

Para esta investigacion la obtencidén de las nitrolepidinass, de manera eficaz en
términos de rendimiento, se realizd a través de una oxidacion de la
tetrahidrolepidinas con azufre, seguida de una nitracion del sistema aromatico. De
esta manera se sintetizaron las nitrolepidinas mediante la ciclacion de 4-N-
arilamino-1-butenos (esquema 17), una metodologia que, aunque es laboriosa, ha

sido ampliamente usada.
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1.3 CRISTALIZACION

Los cristales debido a su belleza y formas irregulares, han atraido la atencion del
hombre desde tiempos remotos, hecho que condujo a Bravais en el siglo XIX al
estudio de cristales a través de la composicion mineraldgica y de su estructura
cristalografica. Sin embargo, no existia un interés en la formacion de cristales; los
pioneros en este tema fueron cientificos del siglo XIX como Lowistz, Marc,
Ostwald, Gibbs y otros, aunque el desarrollo sobre el conocimiento de este tema
no se inici6 sino hasta mediados del siglo XX. El conocimiento sobre la
cristalizacion es de vital importancia en ramas de la industria como la

farmacéutica, biotecnologia, quimica, quimica analitica, electronica, etc.

La cristalizacién aun se considera como una ciencia y un arte, ya que la transiciéon
de las fases liquido/sdlido en la cristalizacion aun no se conoce totalmente y la

fisicoquimica la describe insuficientemente.®®

La cristalizacion se puede dividir en varios tipos, como la preparacion de cristales
individuales (monocristales), la cristalizacion en masa, la produccion de capas
delgadas, la cristalizacion de azucares, la solidificacion de metales, la
biomineralizacion, etc., todos gobernados por los mismos principios y procesos de

nucleacion y crecimiento de cristales.®*

1.3.1 Cristalizacién de polimorfos El proceso de cristalizacién involucra un
cambio de estado donde un compuesto se transfiere del liquido que lo contiene
disuelto hacia el estado sdlido; este proceso ocurre en dos etapas, la primera
denominada nucleacion, el cual es un proceso endotérmico, competitivo y la
segunda la etapa denominada de crecimiento, en la cual se libera energia para

finalmente llegar a la formacion de cristales.
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El arreglo molecular de los cristales con frecuencia decide la funcionalidad y
propiedades de muchos tipos de materiales (biodisponibilidad y morfologia); por
esta razon, es importante controlar la cristalizacion de polimorfos para obtener
gran funcionalidad de los cristales en la industria. Por lo tanto, el control del
polimorfismo depende de los factores de operacion, de cada mecanismo de
cristalizacién que se realice en cada proceso. Los factores que afectan el proceso
de cristalizacion de estructuras polimorficas son:®°

e Medio (solvente)

e Supersaturacion

e Temperatura

e Impurezas o aditivos disueltos

e Fase de cristalizacion

e Particulas suspendidas

e Siembra de cristales

1.3.2 Mecanismos de formacion de cristales

1.3.2.1 Nucleacién Es la formaciéon de amontonamientos de atomos, moléculas o
iones constituyentes de una nueva fase en pequehas zonas separadas en el
interior de una antigua fase. Estos amontonamientos formados por distintas
cantidades de particulas se llaman clusters. Posteriormente, estos clusters
formados crecen y aumentan de volumen, mientras que otros se desmoronan. La
velocidad del cambio de fase depende del numero de “gérmenes”, capaces de
posterior crecimiento, que se forman por unidad de volumen del sistema en el que
ocurre la nucleacion y por unidad de tiempo; esta ultima relacion define la

velocidad de nucleacién.
La descripcion fisicoquimica de la nucleacién depende del mecanismo por el cual
los gérmenes de la nueva fase se originan; por esto la nucleacion se divide segun

la clasificacion mostrada en la figura 7.
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Figura 7. Posibles mecanismos de nucleacion.

¥ v

¥ ¥

1.3.2.2 Nucleacién primaria Es aquella en la que el origen de la nueva fase
soélida no esta condicionado, ni influida por la presencia de la fase sdlida que la
origina. Se trata de la nucleacion de una fase solida en una disolucion
absolutamente limpia, una disolucién libre de cualquier clase de particulas de la
fase solida o bien en una disolucién que contenga particulas extranas a la fase
sélida que la forma. De acuerdo con esto, dependiendo de si las particulas
influyen o no en la nucleacion, se conocen dos mecanismos de nucleacién
primaria que son: (1) la nucleacién homogénea, que trata de la nucleacion en un
sistema que no contiene en absoluto ninguna particula de fase sodlida; por
supuesto no se puede descartar que particulas en fase solida puedan estar
presente en el sistema en el que transcurre la nucleacion, pero no debe de
ninguna manera facilitar o condicionar el origen de nuevas particulas y (2) la
nucleacion heterogénea, en donde el proceso de nucleacion esta influenciada o
condicionada por la presencia en el sistema de una fase sélida extrana, que facilita
la formacién de una nueva fase; actua como catalizador de nucleacion y facilita la
geénesis de los gérmenes de la nueva fase. Este ultimo es el caso de todos los
sistemas, sobre todo los liquidos, que contienen particulas extrafias en fase sdlida
con un amplio espectro de dimensiones, particulas tales como polvo, particulas de

las paredes del recipiente, etc.®®

1.3.2.3 Nucleacién secundaria Se designa como nucleacion secundaria a aquel

proceso de formacion de cristales de la nueva fase que esta condicionado por la
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presencia de particulas de la misma fase en el sistema sobresaturado y por cuya
causa ocurre. Los posibles mecanismos de nucleacion secundaria son tres: el
primero, la nucleacién secundaria falsa, cuyo mecanismo involucra el llamado
“dut breeding” que se manifiesta generalmente durante la siembra de cristales
(“seeds”) en una dilucién sobresaturada. Otro mecanismo de nucleacién
secundaria falsa es el llamado “polycystalline breeding”, que se produce por la
inestabilidad de los agregados cristalinos que se originan durante la cristalizacion
a sobresaturacion elevada. La macroabrasién es otro mecanismo de nucleacion
secundaria, que es debido a la accion de fuerzas mecanicas de mezclado intenso
de la suspension que se cristaliza, se produce redondeamiento de las esquinas y
de las aristas de los cristales mas grandes. Los fragmentos desprendidos sirven
de nlcleos de los nuevos cristales.®® El segundo mecanismo es la nucleacién
secundaria verdadera, en la que los “gérmenes” de los nuevos cristales se
pueden originar en la superficie del cristal en crecimiento, en la capa limite del
liquido contiguo al cristal, o en el volumen de la disolucion sobresaturada que se
encuentra en las cercanias del cristal. Un posible mecanismo de nucleacion
secundaria verdadera es por “dendrite breeding” que es debido a la separacién de
las dendritas. EI mecanismo de nucleacidon secundaria verdadera “vegetative
nucleation” supone la formacion en la capa limite del liquido contiguo al cristal de
una agrupacion de moléculas de la fase que cristaliza con una estructura
considerablemente ordenada. Un ultimo y tercer mecanismo de nucleacion
secundaria es la nucleacion secundaria de contacto, donde las particulas
microscopicas se generan por accion de una fuerza mecanica sobre los cristales
que hay en disolucion sobresaturada; esta fuerza mecanica se desarrolla, ya sea
por el contacto de un objeto sdélido con la superficie del cristal (“contact
nucleation”) o en una suspension agitada por los choques mutuos entre cristales
(“collision nucleation”) donde por el contacto o los choques se liberan pequeias
particulas de la superficie del cristal que serviran como nuevos nucleos para el

crecimiento de cristales.%*
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1.3.2.4 Periodo de inducciéon de la cristalizacion E| establecimiento de la
sobresaturacion y el origen observable de una nueva fase transcurre en un tiempo
determinado que depende de la sobresaturacion y de la temperatura del sistema.
Este tiempo, durante el cual la disoluciéon sobresaturada homogénea pasa a ser un
sistema heterogéneo se llama periodo de induccién (“induction period”), tiempo de
espera (“waiting time”) o también como periodo de incubacion (“incubation
period”). El periodo de induccién de la cristalizacion se divide en tres periodos de
tiempo: t=tiempo necesario para el establecimiento de una distribucion
estacionaria del tamafno de los “gérmenes” en la disolucién sobresaturada,
tr=tiempo necesario para el origen del “germen” critico y t;= tiempo necesario para
que el “germen” critico crezca hasta un tamafno detectable; esto lleva a que el

tiempo de induccion tiy; se exprese como:

Ecuacion 1

Tiu=Ti+t,+ ¢,

La Ecuacion 1 supone el periodo de induccidon en acciones separadas sucesivas.
Sin embargo, el origen de una nueva fase en una disolucién ocurre de manera

gradual y continua, nunca a saltos.®®

1.3.2.5 Estado metaestable de las disoluciones El tiempo necesario para que
en una disolucién aparezcan particulas observables de la nueva fase depende de
la sobresaturacion del sistema; para una sobresaturacion mayor a un determinado
valor critico, las particulas de la nueva fase aparecen en un periodo de tiempo
corto, mientras que para una menor sobresaturacion, el periodo de tiempo es
largo, segun la velocidad de formacion de la nueva fase: (I) en la zona con
sobresaturacion baja, la disolucion se comporta como estable, debido a que hay

pocos cristales nuevos y sélo después de un largo tiempo. Esta zona se denomina
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zona metaestable (1) en la zona de mayor sobresaturacion los cristales se forman

rapidamente y en grandes cantidades. Esta zona se denomina zona labil.%’

Zona metaestable: en el diagrama para un sistema binario sélido-liquido (figura
8) se observa la zona metaestable de una disolucidén sobresaturada para una
sustancia cuya solubilidad aumenta al aumentar la temperatura. La curva de
metaestabilidad divide la zona de sobresaturacion en dos partes, la zona
metaestable y la zona |abil. La zona situada entre la curva de metaestabilidad se
denomina zona metaestable de la disolucion. En la zona metaestable no se
produce la formacion espontanea y significativa de particulas de la nueva fase en
un tiempo corto, de modo que la disolucidn sobresaturada sera estable durante un
largo tiempo, mientras que en la zona labil se forma muy rapidamente la nueva

fase.%

Figura 8. Algunos tipos de procesos de nucleacidn y las diferentes zonas de

sobresaturacion.
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1.3.2.6 Condiciones de cristalizacién cinéticas vs termodinamicas. Los
términos de cinética y termodinamica tienen una gran distincion en quimica
organica, cuando se hace referencia a reacciones y mecanismos de reaccion. En
quimica las condiciones termodinamicas tienen lugar cuando se mantiene un

equilibrio termodinamico, o se esta cerca de este, mientras que las condiciones
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cinéticas se refieren a situaciones ajenas del equilibrio. En cuanto a la
cristalizaciéon, las condiciones termodinamicas hacer referencia a condiciones
como evaporacion lenta, enfriamiento lento, etc. Por otra parte, las condiciones
cinéticas describen un alto grado de supersaturacién, rapido enfriamiento de una

solucion, rapida evaporacion del disolvente, etc.®®

1.3.2.7 Crecimiento de cristales Los gérmenes con dimensiones criticas
originados en el sistema por medio de la nucleacién son demasiado pequefios
para ser detectados, pero debido a que las particulas se encuentran en un sistema
sobresaturado, se pueden unir a ellos unidades constructivas y con ellos
aumentan su volumen. Como consecuencia del crecimiento de los gérmenes, con

el tiempo aparecen cristales en el sistema.

El crecimiento de cristales esta dado por tres procesos cinéticos: uno, transporte
de materia- de unidades constructivas- desde el volumen de la disolucion
sobresaturada hacia el cristal por difusion y/o conveccién. Dos, incorporacion de
estas unidades al cristal y tres, evacuacién del calor de cristalizacion, desde el

cristal hacia el seno de la disolucion.?*

1.4 POLIMORFISMO

De acuerdo con el diccionario inglés Oxford, la primera aparicion del término en
1656 fue en relacion con diversas formas, Polimorfismo (griego: poli= muchas,
morfismo= formas). En el contexto de la cristalografia, el primer uso fue acreditado
a Mitscherlinch (1822, 1823) quien reconocio diferentes estructuras cristalinas de
sales de arseniatos y fosfatos. El problema sobre el uso del término en la quimica
fue abordado por McCrone (1965) quien dio la primera definicién de polimorfismo

como ‘a solid crystalline phases of a given compound resulting from the posibility
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of at least two different arrangements of the molecules of that compound in the

solid state’.®®

1.5 DIFRACCION DE RAYOS X

Los Rayos X son una radiacion electromagnética de longitud de onda corta,
producida por el frenado de electrones de elevada energia o por transiciones
electrénicas de electrones que se encuentran en los orbitales internos de los
atomos. Los rayos X fueron descubiertos por Rontgen en 1895.7° Varios afios mas
tarde, Sommerfeld, midi6 la longitud de onda de los rayos-X y encontré que su

valor es de 10-102 nm. aproximadamente.””

El fendmeno de la difracciéon de rayos-X es causado por la interaccion de la
materia con los rayos-X, electrones o neutrones; la radiacion emergente en un
angulo de 20 da informacién acerca de la posicion y tipo de atomos, que para el
caso de los cristales, gracias a la periodicidad de su estructura, dispersan
elasticamente los rayos-X que se amplifican por interferencia constructiva
generando un patron de difraccion; este es el fundamento de la cristalografia,
ciencia que estudia las estructuras de materiales cristalinos. La cristalografia se
consolida como ciencia por excelencia para la determinacion de estructuras de
materiales cristalinos. Dependiendo de la naturaleza de la muestra a ser
estudiada, las diversas técnicas de difraccion pueden agruparse en dos grandes
grupos: la técnica de monocristal o cristal unico y la técnica de muestras

policristalinas o polvo.

1.5.1 Técnicas de monocristal o de cristal unico Cada cristal consiste en muy
pequeias unidades estructurales fundamentales que se repiten indefinidamente
en todas las direcciones. En 1830, Hessel realiz6 una investigacién puramente

matematica de los posibles tipos de simetria para un solido limitado por caras
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planas y dedujo que so6lo 32 grupos de simetria eran posibles para este tipo de
objetos. La misma conclusion se alcanzé por Bravais en 1949 y en 1867 Gadolin
llegaron a la conclusion de 32 grupos puntuales cristalograficos que se agrupan en
siete sistemas cristalino: triclinico, monoclinico, ortorrombico, tetragonales,
trigonal, hexagonales y cubicos. Cada sistema cristalino se caracteriza por tener
relaciones unicas entre los ejes de cristal y los angulos entre estos, y esta

informacion se resume en la figura 9. "

Figura 9. Sistemas cristalinos y redes de Bravais
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Una de las caracteristicas de muchos cristales es su capacidad para dividirse a lo
largo de ciertas direcciones, por medio de planos. Se encontré que existen
relaciones angulares entre estos planos en cada fragmento. Los planos del cristal
correspondian a los planos de atomos o moléculas en el cristal, que a su vez son
resultado de la repeticidn de las celdas unitarias. Este patréon tridimensional de
atomos es un solido cristalino que es capaz de actuar como una rejilla de
difraccion para longitudes de onda de luz que tengan el mismo orden de magnitud
que el periodo de repeticién de traslacion del modelo molecular (10'10 metros, es
decir, unidades Angstrom) y las longitudes de onda de esta magnitud se llama

radiacion de rayos -X. El descubrimiento de que los rayos X pueden ser
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difractados por sélidos cristalinos fue hecho por Von Laue y sus colaboradores, y
el método se mejord rapidamente por Bragg y posteriormente desarrollado por
muchos otros. Sin embargo, es importante destacar que es la densidad de
electrones de un atomo la responsable de la dispersién de los rayos X por la

materia.”

Todas las técnicas de difraccion de rayos X se basan en la ley de Bragg, que
describe la difraccion de un haz de rayos X monocromatico que incide sobre un
plano de atomos, los rayos incidentes paralelos golpean los planos del cristal en
un angulo 0 y luego se difractan en el mismo angulo. La observaciéon de refuerzo
requiere que la diferencia de camino del haz incidente (es decir, la distancia entre
los planos moleculares) sea igual a un numero entero de longitudes de onda. Los
angulos de dispersion se pueden correlacionar con las separaciones entre los

planos de las moléculas en la red por medio de la ley de Bragg (Ecuacién 2).”

Ecuacion 2

niAi=2x*sin@

Una determinacion de la estructura interna de un cristal requiere la especificacion
de las dimensiones de la celda unidad (longitudes de eje, y los angulos entre

estos) y la medicidn de las intensidades del patrén de difraccion del cristal.

Para una red dada, independientemente del contenido de la celda unitaria, las
direcciones de reflexidn son las mismas. La determinacion experimental de estas
direcciones se utiliza para deducir la red reciproca del cristal, que produce de
forma inequivoca la red cristalina. Ademas, las intensidades relativas difractadas
por diferentes planos dependen de los contenidos de la celda unidad. Su medicion
conduce a la determinacion del factor de estructura cristalina, y estos datos
permiten la determinacidon de la estructura atdmica de los cristales. Exposiciones

mas detalladas de los procedimientos utilizados para obtener las estructuras de
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cristales individuales estan disponibles en la literatura. El polimorfismo surge
normalmente ya sea de las diferencias en el empaquetamiento de moléculas
conformacionalmente equivalentes o de diferentes modos de ensamblaje de

moléculas no equivalentes.®

1.5.2 Métodos con camaras La clasificacion de las distintas técnicas de
monocristal movil se hace con base en las condiciones experimentales que se
usan en cada una de ellas; estas diferencias no solo se refieren al tipo de
movimiento al que se somete el cristal, sino también al caracter movil o
estacionario del detector usado para el registro de las reflexiones como, por

ejemplo:

1.5.21 Método de Laue Fue el primer método usado y reproduce los
experimentos originales hechos por Von Laue donde un haz de rayos X
monocromatico se hace incidir sobre un monocristal de manera fija, por lo tanto, el
angulo de Bragg O se fija para cada conjunto de planos en el cristal, y cada
conjunto escoge y difracta esa longitud de onda en particular, que satisface la ley
de Bragg para los valores particulares de d involucrado; por lo tanto, cada haz
difractado tiene una longitud de onda diferente. Hay dos variaciones del método
Laue, dependiendo de la relacion de las posiciones de la fuente, el cristal y la
pelicula. En cada uno de estos la pelicula es plana y esta perpendicular al haz
incidente. La pelicula en el método de Laue de transmisidn se coloca detras del
cristal con el fin de registrar los haces difractados en direccion hacia adelante. Se
llama asi porque los haces difractados son transmitidos parcialmente a través del
cristal. En el método de Laue de retrorreflexion se coloca la pelicula entre el cristal
y la fuente de rayos X, el haz incidente pasa a través de un agujero en la pelicula 'y

los haces difractados en direccién hacia atras son grabados.”

1.5.2.2 Método del cristal giratorio Al incidir sobre un monocristal estatico un haz

de rayos X monocromatica, es muy dificil que se genere el fendbmeno de
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difraccion, pero al generar en el cristal un movimiento de rotacion sobre cualquiera
de sus ejes, la red reciproca experimenta un movimiento analogo y los puntos
reciprocos cruzan la superficie dos veces en cada rotacion completa, verificando
las condiciones para difraccion. En general no es importante cual eje del cristal se
use para efectuar el movimiento de rotacién, pero es recomendable, por motivos

practicos, elegir el eje que es perpendicular a la direccion del haz de rayos-X.”

1.5.2.3 Método de Weissenberg Los procedimientos mas usados en el uso del
método de Weissenberg son los de incidencia normal y el de equi-inclinacién. El
meétodo de incidencia normal consiste en que el haz de rayos X incide
normalmente al eje de rotacion del cristal, seccionando los distintos niveles
mediante una camara metalica cilindrica y coaxial, con el eje de la camara; esta
pantalla puede desplazarse longitudinalmente, de tal manera que absorbe las
reflexiones de los niveles no deseados y permite que solamente incidan en la
pelicula a través de una rendija circular, las reflexiones pertenecientes al nivel que
se interese registrar. Esta pelicula esta sometida a un movimiento de translacion
paralelo al eje de rotacion, lo que da lugar a que la reflexién se distribuya sobre la
superficie de la misma. Ademas, el movimiento de la pelicula esta sincronizado
con el movimiento de oscilacion del cristal. Usualmente el intervalo de oscilacion
del cristal es de 180° (figura 10).”

Figura 10. Producciéon de un diagrama de Weissenberg del tipo rotacién-

oscilacion.
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El método de equi-inclinacion de Weissenberg se diferencia del método de
incidencia normal ya que sus diagramas poseen una diferencia en la escala, ya
que ésta depende del diametro de la esfera de reflexiébn. Para conseguir las
caracteristicas del procedimiento, basta con hacer coincidir la direccién del haz de
rayos-X incidente con la superficie del cono, del nivel superior que desee estudiar.
Esta condicion geométrica se verifica en la practica haciendo girar la camara de
Weissenberg junto con el gonidmetro que soporta el cristal un angulo (u) necesario
para situar en la superficie de la esfera de reflexién el punto de interseccion del eje
de rotacién con el eje deseado, ya que este punto se encuentra situado por fuera

de la esfera de reflexion.

1.5.2.4 Difractometria de cuatro circulos La evolucion de la era digital ha hecho
que evolucione el disefio y funcionamiento del difractometro de cuatro circulos;
estos sistemas disponen de un sistema goniométrico, con una mecanica
automatizada muy precisa, que mediante tres giros permite colocar el cristal en
cualquier orientacion del espacio haciendo que se cumplan los requerimientos de
la construccion de la esfera de Ewald para que se produzca el fenbmeno de
difraccion. En estas condiciones, un cuarto eje de giro, que sostiene el detector
electronico se ubica en condiciones de atrapar el haz difractado. Todo el
posicionamiento espacial de los mecanismos se hace de manera automatica

mediante la programacién de los parametros que edita el operador.
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Entre este tipo de goniometros se pueden distinguir dos geometrias goniométricas:
el goniometro de geometria Euleriana (figura 11) el cristal se orienta mediante los
tres angulos de Euler, ¢ que representa el giro sobre el eje de la cabeza
goniométrica, X que le permite el balanceo sobre el circulo cerrado, y w que
permite el giro total del goniometro. El cuarto circulo lo representa el giro del
detector, 20. Esta geometria, presenta la ventaja de la estabilidad mecanica, pero
posee la desventaja que restringe la accesibilidad al cristal para equipos externos
de baja o alta temperatura.”’

Figura 11. Goniometro de cuatro circulos con geometria Euleriana

Por otra parte, tenemos como geometria alternativa a denominada geometria
Kappa (figura 13), esta no dispone de un circulo cerrado equivalente al X. En su
lugar, su funcién la cumplen los llamados ejes Kk (kappa) y w, K, de tal modo que
con una combinacién de ambos se pueden obtener X eulerianos en el intervalo de
-90 a +90°. La ventaja principal de esta geometria es la amplia accesibilidad al

cristal. Los angulos ® y 20 son idénticos al de la geometria euleriana.

Tanto en la geometria Euleriana como Kappa, el sistema de deteccion
ampliamente usado durante muchos afios es el denominado “puntual”’, en el
sentido de que la deteccién de cada haz difractado (reflexion) se realiza de modo
individual, necesitando cambiar, de modo automatico y programado, los cuatro

valores angulares del goniémetro para cada haz difractado.”” Esta geometria
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abierta simplifica enormemente el montaje del cristal, la alineacion y el
posicionamiento de los dispositivos de baja temperatura mientras que proporciona
cobertura superior de espacio reciproco, incluso con equipos terciarios’®.

Figura 12 Esquema y aspecto de un goniometro de cuatro circulos con

geometria Kappa.
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1.5.3 Montaje del monocristal Las muestras para difraccion de monocristal
deben ser seleccionados a partir de cristales no fracturados, Opticamente
transparentes. Esto se puede determinar mediante la visualizacion de las
muestras bajo un microscopio de luz polarizada. Los cristales pueden ser
separados de una muestra mas grande y usar el mejor fragmento seleccionado.
Las muestras deben estar entre 30 y 300 micras, con cristales ideales promedio
de 150-250 micras de tamafio con el fin de minimizar el efecto de absorcion. Para
el montaje de la muestra se usa una fibra de vidrio donde se fija el monocristal
usando un pegamento para asegurar la muestra. La fibra se asegura a un pasador
de metal, usando arcilla de modelado y por ultimo este montaje de inserta en la

cabeza de goniémetro.

Centrado de la muestra: La cabeza del gonidmetro y la muestra se fijan luego a la
del difractbmetro y se centra por la visualizacibn de la muestra bajo un
microscopio 0 camara de video adjunta y se ajusta en los ejes X, Y y Z hasta que

la muestra se centra bajo la cruz filar para todas las orientaciones cristalinas.
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1.5.4 Recopilacion de datos, resultados y presentacion

1.5.4.1 Recopilaciéon de datos Una vez que se centra el cristal, una imagen de
rotacién preliminar se recoge a menudo para detectar la calidad de la muestra y
para seleccionar los parametros para los pasos siguientes. Se usa una lectura
preliminar automatica para recoger un conjunto preliminar de datos y determinar la
celda unidad. Las reflexiones de la estructura se indexan para seleccionar la celda
primitiva reducida y calcular la matriz de orientacién (se refiere a la posicién de la
celda unidad con respecto al haz). La celda unidad primitiva se refina usando
minimos cuadrados y se halla el sistema cristalino apropiado y la red de Bravais,

179

esto se hace usando el programa Crystal Clear 2. seguido se hace la coleccion

de los datos de intensidad.®

Las correcciones para factores instrumentales, ruido de fondo, efectos de
polarizacion, absorcion de rayos X (potencialmente) y descomposicidn de cristal
se aplican a todo el conjunto de datos. Este proceso de integracion también
reduce los datos de la estructura en bruto a un conjunto mas pequefio de
intensidades integradas individuales. Estos procedimientos de correccion y de
procesamiento son tipicamente parte del paquete de software que controla y dirige
la recogida de datos (Crystal Clear 2.1)."°

1.5.4.2 Problema de fase y transformada de Fourier Una vez se han
recolectado los datos, el problema de fase se debe resolver; de esta manera se
puede encontrar el conjunto unico de fases, que se puede combinar con los
factores de estructura para determinar la densidad de los electrones y por tanto
resolver la estructura cristalina. En la actualidad hay varios métodos usados para
resolver el problema de fase; el primer método propuesto es el método de
Patterson (Arthur Lindo Patterson),®’ métodos directos (Jerome Karle, Herbert A.
Hauptmann e Isabela Karle), estos métodos son los mas usados para moléculas

de menor tamafno. En el caso de macromoléculas (proteinas, enzimas) el
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problema de fase puede solucionarse por tres métodos; MIR (Multiple
Isomorphous Replacement), MAD (multi-wavelength Anomalous Diffraction) y MR
(molecular Remplacement)®. Para solucionar el problema de fases y hacer la
solucion de estructuras, generalmente se usa software como SHELXL, ORTEP 3y
OLEX2.%

1.5.4.3 Solucion de la estructura La solucion del problema de fases conduce a
un mapa inicial de densidad de electrones, los elementos se pueden asignar a los
centros de densidad, con los elementos mas pesados asociados con las
densidades mas altas (solucion de la estructura). Las distancias y los angulos
entre centros de intensidad también se pueden utilizar para la asignacion de
atomos basados en posibilidades de coordinacién. Si la muestra es un material
conocido, se puede usar una plantilla para la solucién inicial; esta solucion
conduce a un modelo inicial no definitivo que se describe por las posiciones
relativas de los atomos, los cuales pueden representarse mediante pequefios
puntos o esferas. El ajuste final conciste en acoplar los parametros fundamentales
asociados a cada atomo en una estructura tridimensional en la celda unidad. La
obtencién del modelo ajustado, isotropico o anisétropico, es consecuencia de la
metodologia matematica analitica usada, como la de minimos cuadrados;
mediante esta técnica se busca minimizar la diferencia entre los factores de

estructura observados y los calculados.””

1.5.4.4 Resultados La calidad de una solucion se evalua mediante el factor
estadistico de correlacion R (ecuacion 3) que marca la diferencia relativa entre los
factores de estructuras F, y Fc. cuando se hacen pasos sucesivos de refinamiento
se debe observar que este valor se aproxime a 0 para soluciones ideales, pero

debido a errores aleatorios, este valor debe estar entre 5-2,5%.

Ecuaciéon 3
_ Z|Fo| — |F,|
Z|F,
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Junto con el factor R existen otros factores residuales que permiten evaluar la
calidad del modelo, el factor de peso R, (ecuaciéon 4) y la bondad del ajuste S
(godness of fit) (ecuacidon 5); a diferencia del factor R el factor Rw incluye la
funcion de peso (w).%
Ecuacién 4

1
IwA; /2

Rv=\T7r77
ZWiFg;

La bondad del ajuste se define como:

Ecuacion 5

o _ (Blb/oE)P) 2
- ()

donde N es el numero de datos y P es el numero de parametros refinados, el cual
se deberia tomar si el modelo es una verdadera representacion de la estructura.
En el esquema 20 se muestra una representacion del procedimiento a seguir para

la realizacion de la identificacién y caracterizacion estructural.®
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Esquema 20. Proceso de identificacion y caracterizacion estructural.

SHELX

Métodos directos SHELXS
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Factor de temperatura Uiso Refina posiciones
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v
Refinamiento de pesos

Factores de discrepancia R1
wR2, S

Distancias, angulos de enlace y
de torsion, enlaces de

1.5.4.5 Validacion del modelo Existen una serie de herramientas y programas
como PLATON® que ayudan a evaluar la fiabilidad de un modelo estructural, y los
términos cristalograficos, de tal modo que el modelo estructural obtenido debe ser
continuamente contrastado y validado mediante criterios estereoquimicos

consistentes. Es decir, las distancias interatomicas y angulos de enlace deben ser

aceptables.®
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1.6 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO POR TERMOGRAVIMETRIA (TGA) Y
CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL (DSC)

Los analisis térmicos suelen ser de gran importancia en la industria farmacéutica
para estudiar el comportamiento del polimorfo, tanto de los principios activos como
de los excipientes. En TGA se detectan cambios en la masa de la muestra. Los
experimentos pueden hacerse variando la temperatura, a una cierta velocidad de
calentamiento, o bien, midiendo la variacion del peso en funcién del tiempo, a una

cierta temperatura fija.%’

El analisis DSC se utiliza con el propdsito de conocer el punto de fusion,
determinar si ocurren reacciones en estado sdlido y transiciones de fase en los
compuestos sintetizados. En el analisis térmico diferencial se observa el calor
absorbido y emitido por un compuesto quimico midiendo la diferencia entre este
sistema y un compuesto inerte de referencia (alumina, carburo de silicio o bolitas
de vidrio) a medida que la temperatura de ambos compuestos aumenta a una
velocidad constante. EI método térmico diferencial proporciona una alternativa
simple y precisa para establecer puntos de fusion, ebullicion y descomposicion de
compuestos organicos. Por lo general, los datos resultan mas consistentes y

reproducibles que los obtenidos con un bafio de aceite o un tubo capilar.®®
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Una de las prioridades de los paises de América Latina y que ha llegado a ser una
de las preocupaciones para la Organizacién Mundial de la Salud (WHO por sus
siglas en inglés) es la busqueda de métodos para el control de enfermedades
parasitarias endémicas, entre las que se destaca la leishmaniasis, que es quizas
una de las mas graves presentes en paises tropicales, incluido Colombia. Existen
entre 1.5-2 millones de personas afectadas en 88 paises del mundo®*donde la
mayor incidencia de la enfermedad se presenta en Africa, India y Brasil.*® En
nuestro pais, en el afio 2008, se registraron 203 casos de leishmaniasis visceral.*°
Para la especie L. longipalpis se reportaron 167 registros que confirmaron su
presencia en 40 localidades, de las cuales 37 (92,5%) se referenciaron
geograficamente. En el caso de L. evansi, de los 36 registros reportados de 19
localidades, 17 (89,5 %) se referenciaron geograficamente en la regién conocida
como valle del Rio Magdalena, desde el departamento del Huila hasta la region
Caribe.?® Se estima que en el pais existen alrededor de 10 millones de personas
en riesgo, ya que la transmisién se presenta principalmente en el area rural de
clima templado. De las tres formas clinicas que se presentan de la enfermedad
(leishmaniasis visceral, cutanea y muco-cutanea), la cutanea es la mas frecuente
(95% de los casos); la leishmaniasis visceral es endémica principalmente en el
valle del Rio Magdalena y sus afluentes, y existen focos que corresponden con la
distribucién de Lutzomyia longipalpis en Tolima, Huila, Cundinamarca, Bolivar,
Cdrdoba, Sucre, Santander y Norte de Santander. Es importante mencionar que
un numero menor de casos se presenta en paises no endémicos como
consecuencia de practicas de ecoturismo de los ciudadanos de estos paises a las
zonas endémicas; también vale resaltar que la enfermedad no solo afecta a los
humanos sino también a pequenos mamiferos, siendo el perro el principal

reservorio doméstico.”’
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Los medicamentos usados en el tratamiento actual de la leishmaniasis son muy
téxicos y costosos, con preparaciones basadas en compuestos de antimonio
pentavalente, que junto con la anfotericina B y la pentamidina se combinan en las
formulaciones comerciales conocidas como Miltefosfina, Pentastam vy

Glutatime®.8%92

Por esta razon, una de las tareas de la sintesis organica incluye la preparacion de
nuevos compuestos con actividad biolégica definida. Dentro de las familias de
compuestos organicos con actividad leishmanicida aparecen las quinolinas y
lepidinas (4-metilquinolinas) cuyos nitroderivados han mostrado promisorias
respuestas en estudios realizados; asi, en este trabajo, se describe la sintesis de
nitrolepidinas 2-fenil sustituidas, sus datos espectroscopicos y el estudio de sus
datos cristalograficos. Se confia que estos derivados puedan ser sometidos a

estudios de actividad anti-parasitaria en el futuro cercano.
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3. HIPOTESIS

Conociendo los antecedentes preliminares de las propiedades quimicas de
diferentes nitrolepidinas y la importancia biolégica de compuestos analogos,
ademas de la importancia que tienen estos sistemas en diferentes areas de interés

actual, el proyecto planea contestar el siguiente interrogante:
¢ Es posible realizar la sintesis de nuevas 8-nitro y 5-nitro-2-fenil lepidinas como

mono cristales que puedan caracterizarse completamente por difracciéon de rayos

X de monocristal?
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nuevas 8-nito y 5-nitro-2-fenil lepidinas, potenciales agentes
leishmanicidas, completar su caracterizacion espectroscopica y estudiar la

estructura cristalina de estas nuevas sustancias.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar dos nuevos derivados de la 8-nitro y 5-nitro-2-(4’-nitrofenil)-lepidina y

caracterizar sus estructurs por espectroscopia IR, RMN ('H, "*C-ATP).

e Establecer las condiciones cinéticas y/o termodinamicas que conduzcan a la
formacion de monocristales de los productos sintetizados en determinadas

mezclas de solventes.

e Establecer las caracteristicas cristalograficas de los cristales obtenidos

mediante difraccion de rayos X de monocristal.

e Caracterizar los cristales obtenidos mediante analisis termogravimétrico (TGA)
y calorimetria diferencial de barrido (DSC) y asi diferenciar la existencia de
polimorfos.

e Hacer pruebas fisicoquimicas, de solubilidad, punto de fusién y densidad de los

posibles polimorfos de las nuevas nitro-lepidinas sintetizadas.
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5. METODOLOGIA

5.1 CONSIDERACIONES GENERALES

Los reactivos empleados en las diferentes reacciones fueron de grado para
sintesis (Merck y Aldrich). Los disolventes utilizados para las reacciones como el
(Et,O) se secaron previos al uso, siguiendo las metodologias descritas en
literatura. Las mezclas de disolventes empleadas en las purificaciones por
cromatografia de columna provenian de disolventes que se destilaron y se

secaron previo a Su uso.

El control de avance de las reacciones se realizd por cromatografia de capa fina
(CCF), sobre cromatofolios de Silufol UV245. La revelacidon de los cromatofolios se
hizo bajo irradiacion UV a longitudes de onda 365 y 254 nm, o en una camara de
revelacion de yodo y/o por calentamiento después de rociado con una solucién
acuosa de revelado (1 g de CeSO4, 6 mL de Hy,SO4 concentrado y 2,5 g de
12xMo0O3-H3PO4-H,0O aforado a 100 mL). Cada reaccion se realizé al menos por
duplicado. Todos los compuestos se purificaron bien por recristalizacién en un
disolvente o con la mezcla de disolventes adecuada o bien por cromatografia de
columna usando gel de silice (60-120 mesh) como fase estacionaria y mezclas de

éter de petroleo/acetato de etilo como eluentes.

Para los compuestos obtenidos que presentaron estado de agregacién sélido se
obtuvo por triplicado su punto de fusién (no corregido) en un fusiémetro de Fisher-
Johns. Los datos de infrarrojo de obtuvieron en un equipo FTIR Tensor27 con
celda ATR; se reportan unicamente las bandas caracteristicas de absorcion de los
compuestos en cm™' con sus respectivas intensidades relativas: muy débil (vw, O-
20%); débil (w, 21-40%), media (m, 41-60%), fuerte (s, 61-80%), muy fuerte (vs,
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81-100%). Los perfiles comatograficos se obtuvieron en un cromatografo de gases
HP 5890a Serie Il (metil-fenilsilicona 5%) empleando una programacién de 100 °C
por 5 min, luego empleando una rata de 10 °C/min hasta alcanzar los 250 °C

manteniendo por 30 min; se empled como gas de arrastre argdn, 7,5 psi.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se obtuvieron en un equipo
Bruker Avance (400 MHz para 'H y 100 MHz para C), como disolvente se
empled cloroformo deuterado al 99,8% de Merck. Los valores de desplazamiento
quimico (d) se expresan en ppm. En algunos de los espectros de 'H RMN se
utilizé como patrén interno el tetrametilsilano TMS, y en otros la escala de ajusté a
partir de la sefal de cloroformo residual. De manera similar, la escala para los
espectros de *C ATP se ajusto a partir de la sefal caracteristica del disolvente
(CDCI3). Las constantes de acoplamiento ("J) se describen a n enlaces y se dan
en Hz; la multiplicidad de las sefales esta expresada mediante las siguientes
abreviaturas: (s) singlete, (d) doblete, (t) triplete, (t,) triplete aparente, (dd) doblete
de dobletes, (ddd) doble doblete de dobletes, (td) triplete de dobletes, (dddd) doble
doblete doblete de dobletes, (it) triplete de tripletes y (m) multiplete.

La cristalizacion de los compuestos se hizo a 25 °C por evaporacion lenta, en una
mezcla de solventes heptano/acetato de etilo; la escogencia de los cristales se

hizo usando un microscopio de luz polarizada.

Los calculos computacionales para las moléculas en el analisis de la reaccion
nitracion fueron realizados con colaboracion del profesional Ciro Rozo, empleando
el funcional de intercambio y correlacion B3LYP®* y la base 6-31G(d),*
implementados en el programa Gaussian 09.%° Mediante estos programas se pudo
evaluar diferentes parametros (geometria, orden de enlace, energias, frecuencias

vibracionales y momentos dipolares entre otros).
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La toma de datos para monocristal por DRX se realiz6 en un difractometro de
monocristal Rigaku modelo XtaLab P200, equipado con un detector DECTRIS
200K, usando radiacion de cobre, aplicando un voltaje de 40 kV y corriente 36 mA.
La identificacion de las constantes de celda unidad y sistema cristalino del material
en estudio se obtuvo con ayuda del Software CrystalClear versiéon 2.17° y la
asignacion de las caracteristicas estructurales (posiciones atdmicas, longitudes de
enlace, angulos de enlace e interacciones intra e intermoleculares) se realizo
también con ayuda del software CrystalClear 2.1; para el refinamiento de las
constantes de celda unidad y asignacion del grupo espacial; con el OLEX2.0 para
la solucién y refinamiento de la estructura; por ultimo la validacion de la estructura
usando PLATON®

El analisis termogravimétrico (TGA) se realiz6 en un equipo de TGA TA
Instruments serie Discovery, usando los siguientes parametros: temperatura
inicial: 25 °C, rampa (20 °C/min), temperatura final 700 °C, flujo de gas Nj: 50
mL/min, usando capsulas de platino. Para el analisis calorimetria diferencial de
barrido (DSC) se usé el equipo TA intruments serie Discovery, con los parametros
temperatura inicial: 25 °C, rampa 20 °C/min, temperatura final 550 °C. Estos
equipos estan ubicados en el Laboratorio de Investigaciones de la sede de
Guatiguara de la Universidad Industrial de Santander; el tratamiento de datos de

estos ensayos de hizo utilizando el software TRIOS.?’
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5.2 SINTESIS

Esquema 13. Diagrama general de la metodologia.
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La metodologia que se uso para la sintesis de las 5-nitro-2-feni llepidinas fue
previamente investigada por J. M. Urbina durante su trabajo de Maestria en
Quimica, trabajo realizado bajo la tutoria del Dr. V. Kouznetsov, quien propuso

inicialmente la ruta de sintesis.

5.2.1 Método general de preparacion de las N-arilbencilidenaminas

H

R 0 gog  Hs© R
+ — _ H
NH, 23 °C N/\© CHs

La preparacion de la N-fenil-N-[1-fenilmetiliden]amina (1a), inicia a partir de una

=im

mezcla de anilina y benzaldehido (1:1,2 mmol) con agitacion vigorosa en

presencia de alcohol etilico 95% (V/V) (2,72 mmol); los cristales de color amarillo
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12,14

obtenidos se lavaron en frio con alcohol etilico 80%. La purificacion del

compuesto se completd por recristalizacion en etanol/agua (50:50).%
N-(Fenilmetiliden)anilina (1a)

En un vaso de precipitado se mezclé 3,2 g (34,36 mmol) de anilinay 4,37 g (41,23
mmol) de benzaldehido en 6 mL de alcohol etilico 96% (V/V); se agité por 2 horas
y se dejo a 0 °C, obteniendo la N-(fenilmetiliden)anilina (1b) como un sodlido
amarillo el cual se purificd por recristalizacion en una mezcla etanol/agua 50:50
(v/v) obteniendo cristales amarillos. %Rend. 82%; Rf. 0,5 (éter de petrdleo:
acetato de etilo 10:1); férmula empirica: C13H11{N; peso molecular: 181,23 g/mol;
punto de fusion lit: 50-52 °C*® IR [ATR, 0 (cm™)]: 3061 (w); (Uc-n) 1626, (s);
flexion fuera del plano de anillo aromatico monosustituido, (U=c-H, aromatico)) 691 (S);
GC: tg=16,877 min.

4-Metil-N-(1-fenilmetiliden)anilina (1b)

En un vaso de precipitado se mezclé 5,05 g (47,13 mmol) de p-toluidina y 5 g
(41,61 mmol) de benzaldehido en 7,8 mL de alcohol etilico 96% (V/V); se agitd
vigorosamente por 2 horas y se dejoé por 4 h a 0 °C, obteniendo la 4-metil-N-(1-
fenilmetiliden)anilina (1b) como un sélido amarillo, el cual se purifico por
recristalizacion a baja temperatura en una mezcla etanol/agua 50:50 (v/v)
obteniendo cristales amarillos. %Rend: 89%, Rf. 0,5 (éter de petrdleo: acetato de
etilo 10:1); férmula empirica: C14H13N; peso molecular: 195,26 g/mol, punto de
fusion lit: 35-37°C* IR [ATR, 0 (cm™)]: (U (c-H alqueno)) 3057 (W); (Uc=n) 1627, (S);
flexion fuera del plano de anillo aromatico monosustituido, (U (=c-H, aromatico)) 689 (S);
GC: tr=16,710 min.
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5.2.2 Adiciéon nucleofilica del fragmento alilico a las aldiminas, mediante
reaccion de Grignard con bromuro de alilmagnesio: obtencién de N-(a-
alilbencil)anilinas

iy

_—
N4\© 2. H,0 N CHs
H

Sintesis de 4-fenil-4-N-arilamino-1-buteno (2a- b): a partir de la aldimina (1a- b)

& &
T o

disuelta en 25 mL de Et,O absoluto se adiciona lentamente con agitacion
constante una solucion etérea de bromuro de alilmagnesio, preparado
previamente a partir de bromuro de alilo y magnesio. La mezcla se agité a reflujo
por 4h, en atmodsfera de N,. Luego se enfri6 a 0 °C y se tratd con hielo. El
compuesto se extrajo con éter, se secd la fase etérea con Na,SO4 anhidro; el
residuo se sometio a roto-evaporacion y se purificé por cromatografia de columna

sobre silice.
N-(1-fenilbut-3-en-1-il)anilina (2a)

En un balén de Schlenk limpio y seco, en atmdsfera de N, se adicion6 1,26 g
(52,03 mmol) de magnesio y un cristal de yodo que se dejoé sublimar; luego se
adicion6 40 mL de Et;O seco y bajo una agitacién vigorosa en atmésfera inerte
(N2) se adiciono lentamente 4,1 mL (47,3 mL mmol) de bromuro de alilo disuelto
en 10 mL de Et,0 absoluto, se dejé reaccionar por 3 h, posteriormente se agrego
7,8 g (43,8 mmol) de N-(fenilmetiliden)anilina (1a) disuelta en 40 mL de Et,O seco,
con agitacion constante y vigorosa. La reaccion se calentd a reflujo a por 4 h.

Luego se enfrid a 0 °C y se tratdé con hielo. El compuesto de interés se extrajo con
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éter, y la fase etérea se secod con Na,SO4 anhidro; el residuo se sometié a roto-
evaporacion y el residuo se purificé por cromatografia de columna sobre silice,
usando una mezcla de éter de petroleo 50:1 obteniendo la N-(1-fenilbut-3-en-1-
il)anilina (2a) como un aceite amarillo. %Rend: 42%, Rf: 0,4 (éter de petroleo:
acetato de etilo 50:1); formula empirica: C1sH7N; peso molecular: 223,31 g/mol,
P.eb.lit: 167°C;*° IR [ATR; 0 (em™)]: (Un.) 3409, (M); (unn) flexion (1517) (w); (u
cN-) (1182) (w); bandas de tension simétrica y asimétrica (U=c-H alqueno)) 3024, 2978
(vw); vibracion fuera del plano (Uic-H alqueno)) 916; flexion fuera del plano de anillo

aromatico monosustituido, (U=c-H, aromatico)) 795 (s), 700 (s); GC: tr=16,47 min.

4-Metil-N-(1-fenilbut-3-en-1-il)anilina (2b)

En un balén de Schlenk limpio y seco, en atmdsfera N, se adiciond 1,9 g (77,8
mmol) de magnesio con un cristal de yodo que se dejé sublimar; luego se adicioné
50 mL de Et,0O seco y bajo una agitacion vigorosa en atmoésfera inerte (N2) se
adiciond lentamente 4,1 mL (47,3 mmol) de bromuro de alilo disuelto en 15 mL de
Et,O absoluto y se dejé reaccionar por 3h. Posteriormente se agregé 8 g (33,7
mmol) 4-metil-N-1-fenilmetiliden)anilina (1b) disuelta en 40 mL de Et,O seco, con
agitacion constante y vigorosa. La reaccion se calento a reflujo por 4 h. Luego se
enfrid a 0 °C y se tratoé con hielo. EI compuesto de interés se extrajo con éter, y la
fase etérea se secd con Na,SO,4 anhidro; el disolvente se roto-evaporo y el residuo
se purificd por cromatografia de columna sobre silice, usando una mezcla de éter
de petroleo 50:1 obteniendo la 4-metil-N-(1-fenilbut-3-en-1-il)anilina (2b) como
un aceite amarillo. %Rend: 39 %, Rf: 0,56 (éter de petroleo: acetato de etilo 50:1);
férmula empirica: Ci7H1sN; peso molecular: 237,33 g/mol, P.eb. lit: 145%*° IR
[ATR; G (cm™)]: (Unn) 3410 (M); (Unn) flexion (1517) (w); (U c-) (1182) (w);
bandas de tension simétrica y asimétrica (U=c-H alqueno)) 3024, 2978 (vw); vibracion

& El éter dietilico anhidro usado en esta reaccion se prepard por destilacion sobre Na usando benzofenona
como indicador.*
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fuera del plano (U(=c-H alqueno)) 916 (8); flexion fuera del plano de anillo aromatico
para-disustituido, (Ui=c-H, aromatico)) 806; flexion fuera del plano del anillo aromatico

5.2.3 Ciclacion tipo Fridel-Crafts

C|H2 CHj

R

Q . O ;

—_—
0 H
N 140 °C N
| H ‘ CH3
H
(2a, b)

Para la ciclacion tipo Friedel-Crafts es necesario un medio acido, por tanto, se usa

& I8
T o

acido polifosforico, adicionando lentamente el respectivo 4-fenil-4-N-arilamino-1-
buteno (2a, 2b), disuelto en la minima cantidad de cloroformo y luego se calent6 la
mezcla hasta 140 °C por un periodo de 24 horas con agitacién constante vy
vigorosa. Después de completar la reaccion, se enfrié a temperatura ambiente; el
tratamiento de la reaccion se hizo con una solucién sobresaturada de NaHCO3
hasta un pH entre 8-9. El compuesto (3a, 3b) se extrajo con AcOEt; la capa
organica se sec6 sobre Na,SO4 anhidro, se concentré por roto-evaporacion y el
residuo se purificdé por cromatografia de columna sobre silice usando

heptano/acetato de etilo como eluente.

4-Metil-2-fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (3a):
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En un balén de Schlenk de dos bocas se depositaron 3,2 g (3,131 mmol) de acido
polifosforico,” se enfrid a 0 °C y se adicioné lentamente 0,7 g (3,13 mmol) de la N-
(1-fenilbut-3-en-1-il)anilina (2a), disuelta en la minima cantidad de cloroformo.
Luego se calentod la mezcla hasta 140 °C por un periodo de 24 horas con agitacion
constante y vigorosa. Después de completar la reaccién (que fue controlada por
CG), se dejo enfriar a temperatura ambiente; el tratamiento se hizo con una
soluciéon sobresaturada de NaHCO3 hasta tener un pH entre 8-9. Se extrajo con
AcOEt; la capa organica se seco sobre Na,SO. anhidro, se concentré por
rotoevaporacion y el residuo se purificd por cromatografia de columna sobre silice
usando una mezcla de heptano/acetato de etilo 50/1 como eluente. Se obtuvo el
compuesto 4-metil-2-fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (3a), como un aceite amarillo.
%Rend: 46%, Rf: 0,3 (éter de petrdleo: acetato de etilo 50:1); formula empirica:
C1sH17N; peso molecular: 223,32 g/mol, IR [ATR, G (cm™)]: (un.n) 3382 (w);
bandas de vibracion de estiramiento (u.n.s) 1306 (m), 1251 (m); flexion C-H
asimétrica (Ucc-H del metio)) 1607 (m); flexion C-H simétrica (Uc-H metio) 1375 (vw);
flexion fuera del plano de anillo aromatico orto-disustituido (Ui=c-H, aromatico)) 744 (S),
699 (s); GC: tr-18,093 min para el diasterecisémero trans- vy, tg=18,477 min para

el diastereoisdmero cis-. La relacion de los diastereoisdmeros cis/trans fue de 7/3.
4,6-Dimetil-2-fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (3b):

En un balén de Schlenk de dos bocas se depositaron 4,21 g (4,21 mmol) de acido
polifosforico; se enfrié a 0 °C, luego se adicioné lentamente 1 g (4,21 mmol) de 4-
metil-N-(1-fenilbut-3-en-1-il)anilina (2b), disuelta en la minima cantidad de
cloroformo. Se calent6é la mezcla hasta 140 °C por un periodo de 24 horas con
agitacion constante y vigorosa. Después de completar la reaccién (que fue

controlada por CG), se dejo enfriar a temperatura ambiente; el tratamiento se hizo

“El 4cido polifosférico se sometié previo a su uso a secado al vacio por 8 h, asi se mejor6 el porcentaje de
rendimiento de la reaccion.
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con una solucion sobresaturada de NaHCO3; hasta tener un pH entre 8-9. Se
extrajo con AcOEt; la capa organica se sec6 sobre Na,SO4 anhidro, se concentro
por rotoevaporacion y el residuo se purifico por cromatografia de columna sobre
silice usando una mezcla de heptano/acetato de etilo (50/1) como eluente. Se
obtuvo la 4,6-dimetil-2-fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (3b) como un aceite
amarillo claro. %Rend: 52 %; Rf: 0,43 (éter de petroleo: acetato de etilo 50:1);
féormula empirica: C17H1gN; peso molecular: 237,33 g/mol, IR [ATR, G (cm™)]: (u.
n-H) 3402 (w); flexion (cn, c=n,(Un-H) 1298 (m); 1254 (m); flexion C-H asimétrica (uc.
H del metilo)) 1616; flexion fuera del plano de anillo aromatico 1,2,4-trisustituido (Ui=c.h,
aromatico)) 808 (s); flexion fuera del plano de anillo aromatico mono-sustituido (Ui=c+,
aromatico)) 794 (S), 698 (s); GC: tr=19,630 min para el diastereoisémero cis- y
tr=19,14 min para el diastereoisdbmero trans-; la relacion de diastereocisémeros fue
de 3/2.

5.2.4 Aromatizacién (oxidacién) de 2-feniltetrahidrolepidinas

CHj,

CHs

R s, R 4a \ H
. N

240 °C / 10°12 min P 4b ‘ CHs
N N

3a,b

La oxidacidon de las tetrahidrolepidinas 3a-b se realizO de acuerdo a la
metodologia propuesta por Zaitsev'® donde una mezcla del compuesto y azufre
en relacién (1:3) se calientan, en un bafo de arena a 250-280 °C durante 10-12
min. Fue necesario emplear una trampa de gases con soluciones basicas’ para

atrapar el acido sulfhidrico que se desprendié durante la reaccion; al parar el

“ La trampa de gases para atrapar el acido sulfhidrico consta de un montaje con tres soluciones de NaOH al
30%
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desprendimiento de acido sulfhidrico, la mezcla de reaccion se enfrio, y se mezclo
con agua/acetato de etilo.se extrajo a pH basico y la fase organica se seco sobre
Na,SO,4 anhidro, el disolvente se evapord al vacio y el residuo se purificd por
cromatografia de columna utilizando acetato de etilo-hexano como eluente para

obtener los compuestos de interés (4a, b).""’
4-Metil-2-fenilquinolina (2-fenilepidina) (4a):

La oxidacion se realizé calentando una mezcla de 0,25 g (1,12 mmol) de 4-metil-2-
fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (3a) y 0,09 g (2,8 mmol) de azufre en un bafo de
arena a 250-280 °C durante 10-12 min. Al parar el desprendimiento de H,S, la
mezcla se enfrio, se anadié agua y se extrajo con AcOEt. La fase organica se
secO sobre Na,SOg4, el disolvente se rotoevapord y el residuo se purificé por
cromatografia en columna utilizando hexano-AcOEt 50:1 como eluente para
obtener (4a). como un aceite amarillo claro. %Rend: 87%, Rf: 0,41 (éter de
petréleo: acetato de etilo 50:1); féormula empirica: C4sH3sN; peso molecular:
219,28 g/mol, IR [ATR, 0 (cm™)]: bandas de tensién C=C (Uc=c) ) 1597(s); (ucn)
1348 (m); flexion fuera del plano de anillo aromatico 1, 2-disustituido (U(=c-H, aromatico))
768 (vs); flexion fuera del plano de anillo aromatico mono-sustituido (Ui=c-H, aromatico))
755 (s) y 691 (vs); GC: tg=19,81 min.

4,6-Dimetil-2-fenilquinolina (2-fenil-6-metilepidina) (4b):

La oxidacion se realizé calentando una mezcla de 0,51 g (2,1 mmol) de 4-metil-2-
fenil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (3b) y 0,17 g (5,25 mmol) de azufre, en un bafo de
arena a 250-280 °C durante 10-12 min. Al parar el desprendimiento de H,S, la
mezcla se enfrio, se afiadid agua y se extrajo AcOEt. La fase organica se secdé
sobre sulfato de sodio anhidro, el disolvente se rotoevaporé y el residuo se purificd
por cromatografia en columna utilizando una mezcla de hexano-AcOEt (10:1)

como eluente para obtener un aceite amarillo que cristalizé con el tiempo. %Rend:
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69 %, Rf: 0,40 (éter de petrdleo: acetato de etilo 10:1); féormula empirica:
C17H1sN; peso molecular: 233,3 g/mol, P. f. 145 °C IR [ATR, G (cm™)]; bandas
de tension C=C (uc=c)) 1595 (s); (ucn) 1348 (m); flexion fuera del plano de anillo
aromatico 1,2,4-trisustituido (U=c-H, aromatico)) 822 (8); flexion fuera del plano de anillo

aromatico mono-sustituido (Ui=c-H, aromatico)) 795 (8) y 692 (vs); GC: tr=23,287 min.

5.2.5 Nitracion de 2-fenilepidinas

CHj R
R H,SO, /KNO, R
\ 2 4 3 & H
-50°C 5b | CHs

En un balén de Schlenk de 50 mL se adiciond la correspondiente lepidina y se
disolvio en HySO4, se enfrio entre -5 a 0 °C; la mezcla se mantuvo con agitacion
constante. Se adicion6 en tres porciones 2 eq. KNO3 La mezcla de reaccion se
mantuvo a 0 °C por 30 min; después de terminada la reaccion (verificada por CCF)
la mezcla se vertid en hielo y se llevd a un pH de 8-9 con una solucion
sobresaturada de NaHCOs;, El dinitrocompuesto se extrajo con CHCIs, la capa
organica de seco con Na;SO4 anhidro y se concentr6 a presion reducida., La
purificacion se hizo mediante cromatografia de columna sobre silice usando la

mezcla (heptano/acetato de etilo) como eluente.®'*°

4-Metil-8-nitro-2-(4’-nitrofenil)quinolina (5a):
En un balén de Schlenk de 50 mL se adicion6 0,1 g (0,456 mmol) de 4-metil-2-
fenilquinolina (4a) que se disolviéo en 7 mL de H,SO,. se enfrié entre -5 a 0 °C. La

mezcla se mantuvo con agitacion constante. Se adiciond en tres porciones 0,01 g

(9,12 mmol) de KNO3 La mezcla de reaccion se mantuvo a 0 °C por 30 min;
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después de terminada la reaccién (verificada por CCF) la mezcla se vertié en hielo
y se llevd a un pH de 8-9 con una solucién sobresaturada de NaHCOs; El
dinitrocompuesto se extrajo con CHCIs;, la capa organica de secd con Na;SOq4
anhidro y se concentré a presion reducida. La purificacion se hizo mediante
cromatografia de columna sobre silice usando (heptano/acetato de etilo 10:1)
como eluente, obteniendo la 4-metil-8-nitro-2-(4’-nitrofenil)quinolina (5a), como
cristales amarillos en forma de agujas. %Rend: 80 %, Rf: 0,16 (éter de petrdleo:
acetato de etilo 10:1); P.f: 220 °C; P.f. DSC: 251,753 °C férmula empirica:
C16H11N3O4; peso molecular: 309,27 g/mol, IR [ATR, 0 (cm™)]: bandas de
tension C=C (uc=c)) 1599 (m); vibracién de tension asimétrica de -NO, (u.n-0) 1514
(vs); banda de tensidn simétrica del grupo NOz (Un-0) 1342 (vs); flexion fuera del
plano de anillo aromatico 1,2, 3-trisustituido (U=c-H, aromatico)) 779 (M), 746 (m);
flexion fuera del plano de anillo aromatico mono-sustituido (Ui=c-H, aromatico)) 796 (S),
696 (m). No se observd sefales en cromatografia de gases, debido

(probablemente) a la alta polaridad de la sustancia y baja volatilidad.

4,6-Dimetil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil)quinolina (5b):

En un balén de Schlenk de 50 mL se adicion6 0,2 g (0,857 mmol) de 4,6-dimetil-2-
fenilquinolina (4b) que se disolvié en 20 mL de H,SO4y se enfri6 entre -5 a 0 °C; la
mezcla se mantuvo con agitacion constante. Se adicion6 en tres porciones 0,17 g
(1,714 mmol) de KNOs. La mezcla de reaccién se mantuvo a 0 °C por 30 min;
después de terminada la reaccion (verificada por CCF), la mezcla de reaccion se
vertid en hielo y se llevé a un pH de 8-9 con una solucién sobresaturada de
NaHCO; El dinitrocompuesto se extrajé con CHCIs, la capa organica de secé con
Na,SO, y se concentré6 a presion reducida. La purificacion se hizé mediante
cromatografia de columna sobre silice usando heptano/acetato de etilo 10:1 como
eluente, obteniendo la 4,6-dimetil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil)quinolina (5b), como
cristales amarillos en forma de agujas laminares. %Rend: 54 %; Rf: 0,23 (éter de
petréleo: acetato de etilo 10:1); P.f: 194 °C; P.f. DSC: 251,185 °C: férmula
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empirica: C1sH13N304; peso molecular: 323,30 g/mol, IR [ATR, 0 (cm™)]: bandas
de tensién C=C (uc=c)) 1595(m); vibracion de tension asimétrica de -NO, (Un-0)
1526 (vs); banda de tension simétrica del grupo NO3 (U.n.o) 1343 (vs); flexion fuera
del plano de anillo aromatico 17,2,3,4-tetrasustituido (Ui=c-H, aromatico)) 822 (8); flexion
fuera del plano de anillo aromatico para di-sustituido (Ui=c-H, aromatico)) 765 (s), 693
(vs). No se presentan datos de GC porque el compuesto no se registréo en el

detector.

5.3 ESTUDIO CRISTALOGRAFICO POR DIFRACCION DE RAYOS X (DRX) DE
MONOCRISTAL

5.3.1 Cristalizacion La pureza de la muestra es de vital importancia en el proceso
de cristalizaciéon. La cristalizacion de las muestras 5a- 5b se hizo de diferentes
maneras, se llevo a cabo a temperaturas de 5 °C (refrigerador) y 23 °C (ambiente
promedio), la formacién de cristales obedeci6 a la evaporacion lenta de
disolventes o mezcla de ellos. El proceso de disolucion de la muestra se hizo en
cristalizadores sellados con papel tipo vinipel, para controlar la evaporacion. Los
solventes utilizados fueron acetato de etilo, heptano, acetona, cloroformo, y
mezcla de algunos de ellos (la seleccion de los disolventes se hizo debido a
caracter polar, facil adquisicion, costos, ademas de que son los mas usados en la
industria farmacéutica), hasta dejar una pequena cantidad de ellos para evitar el

maclaje o posibles imperfecciones de los cristales ya formados.

5.3.2 Preparacion de la muestra Se seleccion6 mediante inspeccién visual y por
medio de un microscopio de luz polarizada el mejor cristal, con un tamafno entre
0,3-0,5 mm, que no presentara maclas o imperfecciones. Posteriormente, el cristal
se monto sobre un capilar de tal manera que se conservd su eje de crecimiento.

Bajo condiciones del equipo de difraccion y tiempo de exposicion, el capilar con el
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cristal se ubico en la cabeza goniométrica para su alineacion y acople para una

posterior toma de datos.

5.3.3 Recopilacién y evaluaciéon de datos La toma de datos se hizo en un
difractometro de cuatro circulos marca RIGAKU modelo XtaLab P200 con un
detector DECTRIS 200K; la medicion se hizo a una temperatura de 298 K, usando
una radiacion de Cu Ka (A= 1.54187 A) con un rango de medicién entre 1°- 25° en
el angulo theta. Se midio las intensidades de difraccién y se evalud la calidad del
cristal; usando CristalClear 2.1 mediante calculos sencillos, se obtuvo las
dimensiones de la celda unidad, su simetria y los moédulos de los factores de

estructura [F(hkl)], para luego llevar a cabo la resolucion de la estructura.

5.3.4 Solucién y refinamiento de la estructura La solucién de la estructura se
inici6 dando solucién al problema de fases usando el software SHELXS-97 o
OLEX? 1.2.7 usando métodos directos; el refinamiento se hizo por el método de

minimos cuadrados usando el programa SHELXL-97.

5.3.5 Validacion de la estructura Una forma como se evalud la fiabilidad de un
modelo estructural, en términos cristalograficos la validacion del modelo, fue
haciendo uso del software PLATON, donde se evalu6 el modelo estructural

obtenido para cada molécula.

5.4 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA) Y DE CALORIMETRIA DE
BARRIDO DIFERENCIAL (DSC)

Para el analisis de TGA se establecié una rampa de calentamiento de acuerdo con
las condiciones de trabajo y del material a analizar; el analisis de DSC se hizo con
el propésito de conocer el punto de fusion y determinar si ocurren cambios en el

estado sélido y transiciones de fase de los compuestos sintetizados. En el analisis
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térmico diferencial se registro el calor absorbido y emitido por el sistema midiendo
la diferencia entre éste y un compuesto inerte de referencia; este método permitid
hallar con precision el punto de fusion de los compuestos sintetizados y distinguir

la presencia de polimorfos.

Para TGA Se usé el equipo TA intruments serie Discovery, usando capsula de
platino; peso inicial de la muestra 5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a: 0.489803 mg,
temperatura inicial 25 °C, temperatura final 700 °C, rampa: 20 °C/min, Flujo de gas
N2: 50 mL/min, Peso final: 0,003167 mg. En DSC: se usoé el equipo TA intruments
serie Discovery; peso inicial de la muestra: 2 mg, temperatura inicial; 25 °C,

temperatura final: 550 °C, rampa 20 °C/min Flujo gas N2: 50 mL/min.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS OBTENIDOS

La nitracion de quinolinas y lepidinas (4-metilquinolinas), ha sido ampliamente
estudiada debido a que muchos de sus derivados son wusados como
medicamentos, pesticidas y explosivos. Ademas, los nitrocompuestos se pueden
reducir a aminas, los cuales son a su vez intermediarios importantes en la sintesis
de compuestos con alta actividad biologica, colorantes, entre muchas otras

aplicaciones.

Para el desarrollo de este proyecto de grado el trabajo experimental de sintesis
organica se realizd6 en el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular
(LQOBI0) de la Universidad Industrial de Santander. El estudio computacional
preliminar realizado sobre las 2-fenil lepidinas sintetizadas mostré que las
diferentes posiciones del anillo susceptibles a la reaccion de nitracidon, una
sustituciéon electrofilica aromatica, son las posiciones las posiciones C-5y C-8 del
anillo quinolinico, ademas de la posicion C-4’ del anillo del fenilo sustituyente, ya
que son las posiciones de mayor densidad electronica y por lo tanto son los sitios
mas reactivos para la reaccién de nitracion; teniendo en cuenta la anterior
informacion y empleando metodologias de sintesis conocidas y ampliamente
usadas por el LQOBIo para la sintesis de quinolinas y lepidinas, se prepararon las
nuevas 5-nitro-2-fenil lepidinas siguiendo la siguiente ruta: preparacion de
aldiminas mediante condensacién de anilinas (toluidina) con benzaldehido,
obtencién de las N-(a-alilbencil)anilinas 2a-b mediante la adicién nucleofilica del
fragmento alilico a través de una reaccion de Grignard, obtencién de las 2-fenil-
1,2,3,4-tetrahidrolepidinas usando la ciclacion tipo Friedel-Crafts, sintesis de las 2-
fenilepidinas mediante oxidaciéon de 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidinas con Sg, y

finalmente la nitracion y obtencion de los nitrocompuestos cristalinos de interés.
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6.1 CARACTERIZACION DE LAS QUINOLINAS Y PRECURSORES

Tabla 1. Antecedentes bibliograficos de las sustancias empleadas como

sustratos para este trabajo de investigacion

Compuesto Referencia
1a-b Majed-2009 *
2a-b Urbina 2000%°
3a-b Urbina-2008"
4a-b Rehan-2015"%

6.1.1 Sintesis y caracterizacion de las aldiminas (1a-b) La reaccion entre las
aminas primarias y los compuestos carbonilicos se descubrié por Hugo Schiff;'% el
producto de esta reaccion dio productos con un doble enlace C=N, conocidos
comunmente como bases de Schiff o de manera general, como iminas o
azometinas.'® Para la sintesis de las aldiminas empleadas en este trabajo se usé
la condensacion directa de aldehidos con aminas primarias (descubierta por Hugo
Schiff), una reaccién que presenta altos rendimientos y emplea precursores de

acceso comercial.

La investigacioén inicié con la sintesis de las iminas (1a-b), mezclando cantidades
equimolares de benzaldehido y arilamina disuelta en la menor cantidad de etanol,
obteniéndose cristales amarillos, que se purificaron por recristalizacion, con
rendimientos casi cuantitativos. El control de la reaccion se llevdé mediante CCF y
la pureza del producto recristalizado por GC. (ver anexo Anexo A1: Cromatograma

de gases de la bencilidenanilina 1A1 y B1, pag. 113).

La caracterizacion de estos compuestos de llevo a cabo por comparacién de datos

obtenidos con los reportados empleados espectroscopia infrarroja.98 Los espectros
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IR de los productos muestran la banda caracteristica de vibracion de tensién del

grupo C=N, en 1626 cm™ para 1ay para 1b en 1627 cm™. (ver anexos A2 y B2)).

6.1.1 C-alilacion de las aldiminas 1a-b. Sintesis y caracterizacion de las N-(a-
alilbencil)anilinas 2a-b Para la sintesis de N-(a-alilbencil)anilinas 2a-b se empled
un procedimiento bastante conocido e importante debido a que genera
precursores de alto valor para la preparacion de diversos heterociclos
nitrogenados. Dicha preparacion emplea principalmente iminas como precursoras
en un proceso de adicién nucleofilica al enlace C=N de carbaniones derivados de
compuestos organometalicos, comunmente mediante la reaccion de Grignard
usando haluros de organomagnesio preparados a partir de un haluro organico y

magnesio metalico en un disolvente aprético y polar como el éter dietilico.'®

La N-(1-fenilbut-3-en-1-il)anilina 2a y la 4-metil-N-(1-fenilbut-3-en-1-il)anilina 2b, se
obtuvieron por la C-alilacion del enlace iminico a temperatura ambiente,
adicionando muy lentamente las respectivas iminas (1a, 1b) disueltas en Et,0O
seco, sobre el bromuro de alilmagnesio,preparado (a su vez) por adicion del
bromuro de alilo a una suspension de virutas de Mg en Et;O seco y posterior
reflujo reflujo por 4 h. Después de terminada la reaccion (control por CCF) se traté
con hielo y se extrajo con Et,0; la fase organica se secé con Na,SO4 anhidro, la
purificacion de la muestra se hizo por cromatografia de columna sobre silice
usando la mezcla de éter de petroleo/AcOEt (50:1), obteniendo las N-(o-
alilbencil)anilinas 2a y 2b como aceites amarillos viscosos con rendimientos del 42
y 39 % respectivamente. El control de la pureza de los productos se hizo por
cromatografia de gases, RT=16,47 min para 2a (anexo C1) y para 2b TR= 17,37
minutos (anexo D1); observando los cromatogramas de gases de los precursores
y productos, tomados en las mismas condiciones, se aprecia claramente el cambio

en los tiempos de retencion de las senales.
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Los compuestos 2a-b, se caracterizaron por comparacion de datos obtenidos con
los reportados empleando espectroscopia infrarroja, donde se evidencia la
aparicion de una banda intensa correspondiente a la vibracion de tension del
grupo N-H: para 2a en 3409 cm’™” y para 2b en 3410 cm™. La presencia del
fragmento olefinico terminal se observa como la vibracion de flexion H-C fuera del
plano debido a la presencia del carbono sp? (H-C=): Para 2a y 2b se observa esta

banda en 916 (anexo D1) y 917 cm™ (anexo D2) respectivamente.

6.1.2 Sintesis y caracterizacion de las 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidinas 3a-b
La formacion de tetrahidrolepidinas mediante una reacciéon que incluya una
ciclacién puede comprender diferentes versiones intramoleculares que conlleven a
la formacion de un enlace o. La formacion de las 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidinas
3a-b a partir de las N-(a-alilbencil)anilinas 2a-b en un medio acido inicia con la
protonaciéon del nitrégeno y la protonacion del doble enlace de la olefina, lo que
conlleva a la formacion de un carbocatién secundario, el cual ataca al anillo
bencénico, dando lugar a la formacion de un anillo de seis miembros, acorde con
reportes acerca de la alquilacion de Friedel-Crafts.'® Basandose en la hibridacion
del atomo del carbono atacado por el nucledfilo y el desplazamiento de los
electrones hacia dentro (endo-) o hacia fuera (exo-) del anillo en formacion, las
reglas de J. Baldwin'®® ayudan a predecir la facilidad relativa con la que se puede
formar un anillo, teniendo en cuenta la longitud y naturaleza de la cadena que
contiene los atomos terminales, ademas de la formacioén favorable o desfavorable
de acuerdo a la geometria; en el caso de estudio corresponde a la formacién de
un anillo de seis mimbros a partir de un enlace doble ( sistema trigonal C con

hibridacién sp?), que favorece una formacion la via 6-exo-trig'%.

La 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidina 3a y la 6-metil-2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidina
3b se sintetizaron a partir de la ciclacion 6-exo-trig de las N-(a-alilbencil)anilinas
2a/2b, en presencia de acido fosférico (PPA) (cuando el PPA se sometioé a secado

por 8 horas se evidencié un aumento del rendimiento de la reaccion); la mezcla se
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calent6é a 140 °C durante 24 h (el control de la reaccion se hizo por CCF e IR cada
8 h, para garantizar el consumo del precursor en su totalidad). Después del
tratamiento basico (Na;HCO3) los productos se extrajeron con AcOEt, usando un
extractor liquido-liquido continuo, lo que garantizé que el producto en crudo se
extrajera hasta casi 99 % de la masa, ademas de reducir el riesgo de
contaminaciéon por inhalacién (se usaron extractores continuos en todos los
experimentos). Los productos se purificaron por cromatografia de columna en SiO»
con una mezcla isocratica de éter de petréleo/AcOEt obteniendo 3a y 3b como
aceites amarillos. El control de la pureza de las tetrahidrolepidinas sintetizadas se
hizo por CCF y GC. Los datos de cromatografia de gases muestran la existencia
de dos senales con tiempos de retencion similares. Esto indica la formacion de
diastereoisomeros debido a la generacion de carbonos quirales C-2 y C-4 que
corresponde a la diferente orientacion espacial de los sustituyentes 2-fenilo y 4-
metilo, cis/ trans. Se observé ademas la formacién preferencial de uno de los dos
isdbmeros; con base en reportes anteriores, el diastereisomero que se encuentra
en mayor proporcion corresponda al cis, que se encuentra como un isbmero
conformacional ecuatorial/ecuatorial (ee), de menor energia.'? En el cromatograma
de la tetrahidrolepidina 3a, se identifica la formacion de los diasterecisémeros
cis/trans en relacion 7/3, con tiempos de retencion de 18,47 y 18,09 minutos
respectivamente (anexo E1): Ademas se observa otro compuesto, probablemente
se trate de la N-fenil-2,3-dihidro-1-H-inden-2-amina; segun las reglas de Balwin
también se puede formar, aunque no se aislé ni se identifico este compuesto
minoritario en este trabajo. En el caso de la 2-fenil-6-metil-1,2,3,4-
tetrahidrolepidina 3b, se observan las sefiales para los diasterecisbmeros
cis/trans, con tiempos de retencion de 19,53 y 19,14 minutos respectivamente y

con una relacion de 3/2 entre ellos (Anexo F1).

En los espectros infrarrojo se observa la banda de vibracion de estiramiento del

grupo N-H en 3382 cm™ para la tetrahidrolepidina 3a y en 3402 cm™ para la
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tetrahidrolepidina 3b; la banda de flexién fuera del plano del grupo C=C-H del

precursor desaparecio (anexos E2 y F2).

6.1.3 Sintesis y caracterizaciéon de 2-fenil lepidinas 4a-b La quinolina (1-
azonaftaneno) es un heterociclo aromatico que contiene nitrogeno, ademas, se
caracteriza por los dobles enlaces que contienen un anillo de benceno y piridina
fusionados en su cara [b]; sus derivados han sido investigados durante afos
debido a que se encuentran presentes en muchos productos farmacéuticos,
fragancias, etc.”® En particular, el nucleo de la quinolina que aparece en varios
alcaloides aislados en muchas plantas. La sintesis de derivados de quinolinas es
de gran importancia ya que usualmente estos compuestos poseen una alta
actividad biolégica, como la cloroquina, empleada en el control y erradicacion de la
malaria durante décadas; otros farmacos antipaludicos que pertenecen a la familia
de las quinolinas incluyen a la quinina, amodiaquina, piperaquina, primaquina y
mefloquina, farmacos que actuan sobre la vida del parasito P. falciparum en la

107,108

sangre. Ademas estos compuestos con actividad anti-cancerigena

109 110

(quimioterapia), anti-inflamatoria’'™, analgésica, anti-bacterial, antiviral,

antiprotozoaria,'" cardiovascular,'® entre otras muchas aplicaciones.

La sintesis de 2-fenil lepidinas se hizo a partir de la oxidacién de sus
correspondientes 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidinas, usando azufre (en polvo)
como agente oxidante; este un compuesto presenta varias ventajas como rapidez,
facil manejo, bajo costo, ademas produce solo un producto de reaccion y gas
(H2S) que hace que la reaccién sea eficiente y de alto rendimiento; para sintetizar
la 2-fenil-lepidina 4a y la 2-fenil-4-metil-lepidina 4b se siguid el procedimiento
descrito en trabajos anteriores.’®'"""12 |3 fusion de una mezcla de la 2-fenil-
1,2,3,4-tetrahidrolepidina 3a-b con azufre, a una temperatura entre 240-280 °C,
durante 10-12 minutos condujo a la lepidina 4a-b de interés. La purificacion se
hizo por cromatografia de columna sobre silice usando como eluente una mezcla

isocratica de éter de petroleo/AcOEt. El control de la reaccion se hizo por CCF y
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su pureza fue controlada por GC. Los cromatogramas de los compuestos
sintetizados 4a-b muestran la existencia de un solo producto que indica que los
diastereoisomeros cis/trans- de las tetrahidrolepidinas (3a y 3b), se convirtieron en
un unico producto oxidado. Para la 2-fenil-lepidina 4a su cromatograma muestra
un tiempo de retenciéon de 19,81 minutos (anexo G1) y para la 2-fenil-6-metil

lepidina 4b un tiempo de retencién de 23,43 minutos (anexo H1).

Los compuestos fueron caracterizados inicialmente por espectroscopia IR vy
posteriormente por RMN 'H, "*C-APT y los experimentos bidimensionales COSY,
HSQC y HMBC. Los espectros de infrarrojo de las quinolinas sintetizadas 4a-4b
muestran claramente la desaparicion de las bandas N-H en 3842, 3402 cm™ para

4a y 4b respectivamente (Anexo G2 Y anexo H2).

La elucidacion estructural se basé principalmente en los datos obtenidos mediante
el analisis por resonancia magnética nuclear. A continuacién, se muestra el
espectro de 'H-RMN para la 2-fenil lepidina 4a (figura 14): inicialmente se
encuentran a campos altos los protones en los ambientes magnéticos donde el
campo efectivo es menor, protén metilico H-4-Me (s (a), 2.77 ppm); a campos
bajos se encuentran las sefales de los protones aromaticos pertenecientes al
anillo de benceno sustituyente: se encuentran H-orto (dd (a), 8.16 ppm), H-para (it,
7.46 ppm), H-meta (m, 7.73 ppm). Las sefales de estos protones se encuentran
solapadas con la senale del proton H-6 de la lepidina como se evidencia en el
estudio de la molécula con RMN bidimensional. En la zona de los aromaticos se
encuentran las sefales de los protones pertenecientes al esqueleto quinolinico, H-
7 (dd, 8.21 ppm), H-5 (s (a), 8.00 ppm), H-3 y H-8 (m, 7.73 ppm), estas ultimas dos
sefiales se encuentran solapadas en una sola sefial. En el espectro de RMN *C-
APT de la 2-fenil lepidina 4a (figura 15) se observa a campos altos la presencia
de la sefial perteneciente al carbono metilico 4-Me (19.15 ppm); en la regién de
108-164 ppm se pueden apreciar las sefiales de los carbonos aromaticos: los

carbonos pertenecientes al anillo de benceno que esta como sustituyente
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aparecen C-orto (127.70 ppm), C-meta (128.91 ppm), C-para (129.37 ppm), C-ipso
(139.82 ppm); y para las senales pertenecientes al anillo quinolinico, C-3 (119.93
ppm), C-5 (123.74 ppm), C-4a (127.38 ppm), C-8 (129.52 ppm), C-7 (130.31 ppm),
C-6 (126.19 ppm), C-4 (145.09 ppm), C-8a (148.12 ppm) y el C-2 (157.18 ppm).

Figura 14. Espectro de 'H-RMN (CDClI; -400MHz) de la 2-fenil lepidina 4a.
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Figura 15. Espectro de ">*C-RMN (CDCI;, 100 MHz) de la 2-fenil lepidina 4a.
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La completa asignacion de las sefales se hizo mediante el uso de los espectros
bidimensionales COSY (figura 16), HSQC (figura 17), ya que varias de ellas se

solapan, como en el caso de las sefales de los protones H-3 y H-8 y las senales

de los protones pertenecientes a H-6 y H-meta; en el espectro bidimensional de

correlacion heteronuclear HSQC se pueden observar las diferentes sefiales de

manera separada.
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Figura 16. Espectro de correlacion homonuclear COSY de la 2-fenil lepidina
4a.
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Figura 17. Espectro de correlacion heteronuclear HSQC de la 2-fenil lepidina
4a.
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En el espectro de "H-RMN de la 2-fenil-6-metil lepidina 4b (figura 18) inicialmente
se encuentran a campos altos los protones en los ambientes magnéticos donde el

campo efectivo es menor como lo son los protones metilicos H-6-Me (s, 2.57 ppm)
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y el H-4-Me (s (a), 2.72 ppm); a campos bajos se encuentran las sefiales de los
protones aromaticos pertenecientes al anillo de benceno sustituyente: H-orto (dd
(a), 8.15 ppm), H-para (tt, 7.45 ppm), H-meta (m, 7.52 ppm); las sefales de estos
protones se encuentra solapadas con las sefiales del protén H-7, como se aprecia
en los espectros bidimensionales. En la zona de los aromaticos aparecen las
senales de los protones pertenecientes al esqueleto quinolinico, H-7 (m, 7.56
ppm), H-3 (s (a), 7,66 ppm), H-5 (s(a), 7.74 ppm) y H-8 (d, 8,10 ppm). En el
espectro de RMN "®*C-ATP de 2-fenil-6-metil lepidina 4b (figura 19) se observa a
campos altos la presencia de dos sefales pertenecientes a los carbonos metilicos
4-Me (18,96 ppm), 6-Me (21,82 ppm); en la region de 108-164 ppm se pueden
apreciar las sefales de los carbonos aromaticos, los carbonos pertenecientes al
anillo de benceno que esta como sustituyente C-orto (127.55 ppm), C-meta
(128,84 ppm), C-para (129.13 ppm), C-ipso (139.90 ppm) y las sefAales
pertenecientes al anillo quinolinico C-3 (119.87 ppm), C-5 (122.74 ppm), C-4a
(127,26 ppm), C-8 (129.94 ppm), C-7 (131,65 ppm), C-6 (135,96 ppm), C-4
(144,27 ppm), C-8a (145,58 ppm) y el C-2 (156,24 ppm).
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Figura 18. Espectro de 'H- RMN (CDCls, 400 MHz) de la 2-fenil-6-metil lepidina
4b.
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Figura 19. Espectro de "*C-APT-RMN (CDCl; 100 MHz) de la 2-fenil-6-metil
lepidina 4b.
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La confirmacién de la estructura se hizo mediante la correcta asignacion de las
senales considerando los espectros COSY (figura 20), HMBC (figura 21) y
HSQC-(figura 22).

Figura 20. Espectro de correlacion homonuclear COSY de la 2-fenil-6-metil

lepidina 4b.
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Figura 21. Espectro de correlacion heteronuclear a multiples enlaces HMBC
de la 2-fenil-6-metil lepidina 4b.

HO H3 " J
-8 H-A H-m- ES .-
# Lu; " i
jl JLM 1 JL_JM
! o1 {
Cae HMBC Cv § ef CDCI3 -
F20
I
C-6-M B
25
-1l
c3 7 F120
c5 =
cm- F125
&F ’ = == L &
- — — =
b
el F135
ciF - L 140
cal -
145
c-64 -t
L150
.. - _ L155

83 82 81 80 79 7.8 77 76 75 7% 73 72 7130 29 28 27 26 25 24 23
ppm

Figura 22. Espectro de correlacion heteronuclear HSQC de la 2-fenil-6-metil

lepidina 4b.
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6.1.4 Reacciéon de nitracion (sustitucion electrofilica aromatica) de las
lepidinas 2-fenil sustituidas Los primeros compuestos nitro-aromaticos fueron
obtenidos por Mitscherlich en 1834 por tratamiento del alquitran de hulla con acido
nitrico fumante. El numero de compuestos aromaticos que se encuentran de
manera natural es pequeno. El primer nitrocompuesto aromatico natural
reconocido fue el cloroanfenicol, extraido a partir de Streptpmyces venezuelae e
identificado en 1949; esto incentivd a los investigadores a la preparacion y estudio
de los nitrocompuestos y su relacién con la actividad biolégica. Recientemente se
han publicado estudios sobre actividad bioldgica de derivados de 8-nitroquinolinas

como potenciales pro-farmacos de compuestos quimioterapéuticos'™

y potentes
compuestos leishmanicidas;*® ademas, los nitrocompuestos se pueden usar como

precursores directos para la sintesis de aminas.

La nitracion de las 2-fenil lepidinas 4a-b se llevd a cabo de manera tradicional,
usando una solucion de la lepidina disuelta en H,SO,4 haciéndola reaccionar con
una mezcla nitrante (KNOs/ H,SO,4) a baja temperatura de [-5 a 0 °C] por 30 min.
Una vez completada la reaccion (control CCF), el producto se extrajo con
cloroformo y se purificé por cromatografia de columna. La pureza del producto
obtenido se verificé por CCF, ya que el uso de CG no fue posible debido a que los
productos poseen una alta polaridad y la inyeccion de las soluciones preparadas

no se registraron en el detector.

La nitracion de las lepidinas 4a-b generé en cada caso una mezcla de dos
regioisomeros 5-nitro y 8-nitro lepidinas, siendo el 8-nitroderivado el compuesto
mayoritario. Estos compuestos se purificaron por cromatografia de columna. La
obtencién del regioisdmero 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a se logré6 mediante

recristalizacion fraccionada (recristalizaciones sucesivas).

La caracterizacion de la 8-nitro-2-(4’-nitrofenil)lepidina 5a mediante espectroscopia

IR (figura 23) muestra la presencia la banda vibracion de tension asimétrica de -
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NO; (U.n-0) en 1514 cm™ (vs) y la banda de tensidn simétrica del grupo NO> (Un-0)
en 1342 cm™ (vs); en el caso de la 6-metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil)lepidina 5b (figura
24) se observan las bandas de vibracion de tension asimétrica del grupo -NO3 (U--
o) en 1526 cm™ (vs) y la banda de tension simétrica del grupo NO; (Un.o0) en 1343

cm™” (vs).

Figura 23. Espectro FT-IR (ATR) de la 8-nitro-2-(4’-nitrofenil)lepidina (5a).
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Figura 24. Espectro FT-IR (ATR) de la 6-metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina
(5b).
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La elucidacion estructural basada en los datos obtenidos mediante el analisis por
resonancia magnética nuclear se muestra a continuacion, el espectro de 1H-RMN
para la 8-nitro-2-(4'-nitrofenil) lepidina 5a (figura 25, figura 14, figura 18)
inicialmente se encuentran a campos altos los protones en los ambientes
magnéticos donde el campo efectivo es menor, proton metilico H-4-me (s (a), 2.86
ppm), a campos mas altos se encuentran las sefiales de los protones aromaticos
pertenecientes al anillo de benceno sustituyente se encuentran H-orto y H-meta en
(m, 8,37 ppm) las sefiales de estos protones se encuentra solapadas entre ellas
esta afirmacion se puede evidenciar en el estudio de la moléculas con RMN
bidimensional. En la zona de los aromaticos podemos encontrar las sefiales de los
protones pertenecientes al esqueleto quinolinico, H-7 (m, 7,66 ppm), H-3 (s (a),
7.94 ppm) y H-5 (dd, 8,05 ppm. En el espectro de RMN *C-APT de la 8-nitro-2-(4'-
nitrofenil) lepidina 5a en la figura 26 se observa a campos altos la presencia de la
senal perteneciente al carbono metilico 4-Me (19.59 ppm); en la regién de 108-164

ppm se pueden apreciar las sefiales de los carbonos aromaticos, los carbonos
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pertenecientes al anillo de benceno que esta como sustituyente C-orto (128.70
ppm), C-meta (124.21 ppm) estas sefiales son las unicas que se pueden apreciar
en este espectro, las sefales pertenecientes al anillo quinolinico C-3 (120,85 ppm,
C-8 (123.88 ppm), C-7 (125,63 ppm), C-6 (127.83 ppm),las demas sefales se
pueden observar, en los experimentos de RMN bidimensionales, ya que las
seflales de estos carbonos son muy pequefias para ser apreciadas en este

experimento de "*C-RMN.

Figura 25. Espectro de 'H- RMN (CDCls, 400 MHz) de la 8-nitro-2-(4’-nitrofenil)

lepidina 5a.
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Figura 26. Espectro de '*C-APT-RMN (CDCl; 100 MHz) de la 8-nitro-2-(4'-

nitrofenil) lepidina 5°.
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En el experimento de RMN-COSY, se observan las interacciones 'H-'H que
confirma las asignaciones de los protones H-5, H-7, H-6, H-3 y los protones del
metilicos como se puede observar en la figura 27. En el espectro de correlacion
heteronuclear a un enlace de distancia HSQC (figura 28) se evidencia el
solapamiento de las sefiales de los protones -orto y H-meta, ademas de la

correcta asignacion de los carbonos con sus respectivas sefiales de los protones

correspondientes.

El analisis del espectro de correlacion heteronuclear a multiples enlaces HMBC de
la 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a evidencia la presencia de las sefales
correspondientes a los carbonos: C-ipso (148.25 ppm), C-4 (145.27 ppm), C-8a
(138.45 pmm), C-4a (127.56 ppm) ademas de las correctas asignaciones con las
sefales de sus correspondientes sefiales de protones. La asignacién de las

sefales y correlacion de las sefiales a multiples enlaces se observa en el espectro

de HMBC figura 29.
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Figura 27. Espectro de correlacion homonuclear COSY de

nitrofenil) lepidina 5a.
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Figura 28. Espectro de correlacion heteronuclear HSQC 8-nitro-2-(4’-

nitrofenil) lepidina 5a.
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Figura 29. Espectro de correlacion heteronuclear a multiples enlaces HMBC
de la 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a.

2 g
3
o N :
T t s
CV5-Nitrado
HMBC QV05 en CDLI3
s {7.96,18.24 {3.04,18.31}
> o L
{2.72,18.33} 20
{7.26,77.16}Chloroform-
< <
{7.53,76.40} L g0
{2.88,119.76
{8.26[122.74 @ F120  ~
> g
{7.96,127.52} | {7.68,127.60 {2.88,127.56 =
R é% %E ii) C4a P
{8.42,1p7.50y | 18.07,126.70} 130
8.26,138.45 8.07,138.45
g #1384
{8.3,143.01} L 140
& {2.88,145.27
EN 759 148.25] SEe
£855 a5 0 +C-/-
{8.43,147.92} 150
160

85 84 83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 7.4 73 7232 31 30 29 28 27
2 (ppm)

La elucidacion estructural basada en el analisis datos obtenidos mediante a partir
de resonancia magnética nuclear se muestra a continuacion; el espectro de 1H-
RMN para la 6-metil-5-nitro-2-(4‘-nitrofenil) lepidina 5b (figura 30, figura 14, figura
18) inicialmente se encuentran a campos altos los protones en los ambientes
magnéticos donde el campo efectivo es menor, los protones metilicos H-6 (s (a)
2.51 ppm) y H-4-me (s (a), 2.71 ppm), a campos mas altos se observan solapadas
las senales pertenecientes a los protones aromaticos del anillo de benceno
sustituyente: H-orfo y H-meta ademas, de las sefales del proton H-7 como un
multiplete (m 8.38 ppm),esta afirmacion se puede evidenciar en el estudio de la

moléculas con RMN bidimensional. En la zona de los aromaticos podemos
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encontrar las sefiales de los protones pertenecientes al esqueleto quinolinico, H-3
(s (@), 7.83 ppm) y H-8 (dd (a) 7.67 ppm).

Figura 30. Espectro de 'H- RMN (CDCls;, 400 MHz) de la 6-metil-5-nitro-2-(4’-
nitrofenil) lepidina 5b.
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6.2 ESTUDIO DE LA REACCION DE NITRACION EMPLEANDO
HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES

En un trabajo previo desarrollado por el grupo de investigacién se estudio la
reaccion de nitracion de la quinolina empleando como agente nitrante NO,*."'* En
dicho trabajo se realizaron los calculos empleando la interfase grafica GaussView,
el programa computacional Gaussian 03, el método Hartree-Fock restringido

(RHF) y un conjunto base 6-31G. Usando las herramientas computacionales se
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calcularon los valores de energia de los intermedios de Wheland en las diferentes
posiciones de las sustituciones del anillo de la quinolina, obteniéndose los

resultados que se observan en la tabla 2.

Tabla 2. Calculo de los valores de energia total para el complejo de Wheland
durante la nitraciéon de la quinolina sobre diferentes posiciones, empleando
RHF/6-31G (tomado de la referencia 114)

Posiciones del NO," en Energia total (Hartree) Energia total corregida

el complejo de en el punto cero
Wheland (Hartree)

Wheland-C2 -602.79621813 -602.635104
Wheland-C3 -602.81522748 -602.654102
Wheland-C4 -602.79739446 -602.636268
‘Wheland-C5 60282253223 -602660920
Wheland-C6 -602.81767723 -602.656683
Wheland-C7 -602.81146384 -602.650419

Como se puede observar en la tabla 2 los complejos de Wheland sobre las
posiciones C-5 y C-8 de la quinolina presentan menor energia y por tal motivo son
los intermediarios preferidos en la reaccion de nitracion, lo cual concuerda con los

reportes bibliograficos.'"

El trabajo previo también analizo la reaccidn en estas dos posiciones. En el anexo
I1 se presentan las estructuras calculadas y sus respectivas cargas de Mulliken’

para los reactivos (quinolina y agente nitrante NO,"), complejos de reactivos,

“ Las cargas de Mulliken surgen del analisis de poblacion de Mulliken y proveen un medio para estimar las
cargas atomicas parciales de calculos llevados a cabo por métodos computacionales, particularmente
aquellos basados en el método de orbital molecular por combinacién lineal de orbitales atémicos, usadas de
manera rutinaria como variables en procedimientos de regresion tipo QSAR.''¢!!7
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complejos de Wheland y estado de transicion, correspondiente a la reaccion en la

posicion 8 de la quinolina.’™

El analisis de la reaccion de nitracidn de las 2-fenil lepidinas 4a-b sintetizadas fue
realizado en colaboracion con Ciro Eduardo Rozo Correa. Qco, Msc, miembro del
Grupo de Investigaciones Ambientales para el Desarrollo Sostenible, de la
Facultad de Quimica Ambiental, de la Universidad Santo Tomas, Bucaramanga.
Los calculos tedricos fueron realizados con el funcional de intercambio vy
correlacion B3LYP?** y la base 6-31G(d),*® implementados en el programa

Gaussian 09.%

En el caso de la 2-fenil lepidina 4a se observan los valores de las cargas de
Mulliken en la tabla 3 (columna 2) donde se evidencia que en 4a los sitios mas
susceptibles a un ataque electrofilico son C-5 y C-8, debido al valor negativo mas
pequefo de las cargas de Mulliken; de igual manerase contempla para el C-para
del anillo de benceno que esta como sustituyente, Se evidencia la formacion de
los regioisémeros en las posiciones C-5 y C-8, ademas de la evidente nitracion del
C-para del anillo de benceno sustituyente (los graficos de las moléculas con las

cargas de Mulliken se observan en el anexo J1).

El analisis sobre los datos computacionales para la 2-fenil-6-metil lepidina 4b
muestran también una susceptibilidad a la formacién de los regioisémeros en los
carbonos C-5 y C-8, ademas, de la nitracion en C-para del anillo sustituyente en
C-2. Este comportamiento es similar a la 2-fenil lepidina 4a; los valores de las
cargas de Mulliken se observan en la tabla 3 (columna 3). Asi, la formacién de los
regioisomeros en las posiciones C-5 y C-8, ademas de la evidente nitracién del C-

para del anillo de benceno, es favorecida (anexo J2).

110



Tabla 3. Cargas de Mulliken para cada atomo, en las diferentes moléculas

estudiadas
atomo Cargade @ Cargade atomo  Carga de Carga de
Milliken Mulliken Milliken Mulliken de
parala 2- de la 2- parala2- la 2-fenil-6-
fenil fenil-6- fenil metil
lepidina metil lepidina lepidina
(4a) lepidina (4a)
N-1 -0,589 -0,590 | C-7 -0,136 -0,182
C2 | 0264 | 0263 |[NCHNN NEO/S0N MEOTASIN
C-3 -0,249 -0,251 | Cc-82 0,253 0,249
C-4 0,173 0,171 | C-i 0,096 0,096
C-4-Me -0,538 -0,537 | C-m -0,179 -0,138
C-4a 0,099 0,112 | C-o -0,138 -0,179
= - Cp o1 0123
o) | N
o) o
C-6 -0,131 0,188 | C-m’ -0,156 -0,135
C-6-Me -0,533 | C-o’ -0,135 -0,157

También se hizo el analisis de las densidades de los orbitales de frontera [HOMO]
y [LUMO], de donde se concluyd que la reactividad en los carbonos C-5, C-8 y C-
para es debida a la densidad del orbital [LUMO]. Este resultado esta acorde con lo
obtenido experimentalmente, y muestra la nitracién en el C-para del fenilo en C-2 y
la formacion de los regioisobmeros 5-nitro y 8-nitroquinolina; ademas, puede
observarse el pequefio favorecimiento de la formacion del isémero C-5 sobre el C-

8. Los resultados graficos se aprecian en la figura 31.
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Figura 31. Diagrama de los orbitales HOMO y LUMO de la 2-fenil lepidina 4a.
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Para el estudio de los orbitales de frontera [HOMO] y [LUMO] de 4b se encontré
que la reactividad en los carbonos C-5, C-8 y C- para, es debida también a la
densidad del orbital [LUMO], de la misma manera que en el caso de la 2-fenil
lepidina. Este resultado es acorde con lo obtenido experimentalmente, y muestra
la formacion de los regioisdmeros 5-nitro, 8-nitrolepidina; ademas, también puede
observarse un pequefo favorecimiento de la formacion del isémero C-5 sobre C8,
ademas la nitracién se realiza en la posicion 4 del anillo de benceno que esta

como sustituyente. Los resultados graficos obtenidos se aprecian en la figura 32.

Figura 32. Diagrama de los orbitales HOMO y LUMO de la 6-metil-2-fenil
lepidina 4b.
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6.3 ESTUDIO CRISTALOGRAFICO POR DIFRACCION DE RAYOS X DE
MONOCRISTAL

6.3.1 Cristalizacion El proceso de cristalizacion de las lepidinas 5a y 5b se llevé a
cabo después de una purificacion por cromatografia de columna e identificacion
por RMN; para la formacion del monocristal por cristalizacion se compararon
diferentes grados de polaridad de disolventes y condiciones de la cristalizacidon. En
la tabla 4 se observan las caracteristicas fisicas de cada una de las
cristalizaciones realizadas mediante la técnica de cristalizacién por evaporacion

lenta de solvente.

Tabla 4. Resultado del proceso de cristalizacion.

Muestra AcOEt n-Hep/AcOEt Acetona n-Hep:AcOEt
Disolvente 1:1 2:1
5a Solido Solido amarillo Solido Cristales
naranja amarillo amarillos en
0OSCcuro forma de aguja
5b Polvo Solido amarillo y Polvo Cristales
amarillo claro presencia de amarilllo amarillo claro
algunos cristales en forma de
en forma de pequenas
agujas agujas

6.3.2 Caracterizacion cristalografica de las nitro-lepidinas (5a y 5b) La
difraccion de rayos-X de monocristal se plateo como una herramienta de estudio
no solo de la caracterizacién cristalografica sino también de la elucidacion de la
estructura, y con ayuda de otras técnicas como la calorimetria de barrido
diferencial (DSC), Termogravimetria (TGA) se determiné la existencia de solventes
en la estructura cristalina y el punto de fusion de estas nuevas estructuras. Los
compuestos 5a-b se obtuvieron como monocristales adecuados para un estudio

estructural.
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6.3.3 Caracterizacion cristalografica de 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a
mediante DRX de monocristal El estudio cristalografico de la estructura
mediante difraccion de rayos-X de monocristal, después del tratamiento de datos,
refinamiento de la estructura y mediante el uso del programa PLATON, se obtuvo
los siguientes datos estructurales para la molécula 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina
5a. La caracterizacion estructural del compuesto 5a realizada por DRX de
monocristal, inicio con la critalalizacion del compuesto 8-nitro-2-(4’-nitrofenil)
lepidina 5a en una mezcla de disolventes AcOEt/n-heptano en relaciéon 1:2 por
evaporacion lenta y la obtencion de cristales de buena calidad (bien definidos,
tamafio adecuado) las contantes obtenidas por monocristal son: a=45,823 (3) A
16.2923 (11) A, c= 7.5936 (5) A, a= 90, B=90, y=90, volumen= 3025.6 (3) A3,
grupo espacial Pbca [No.61] los valores de las contantes de celda y demas datos

cristalograficos se presentan en la tabla 8.

Tabla 5. Datos cristalograficos obtenidos por DRX de monocristal de la 8-
nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a.

Datos cristalinos

Férmula C16H11N304
Peso molecular (g/mol) 309.28
sistema cristalino Ortorrémbico
Grupo espacial Pbca (No. 61)
a, b, c (A) 45.823(3), 16.2923(11), 7.5936(5)
a=f=y 90°
V (A% 5669.1(7)
Y4 16
D(cal) (g/ cm?) 1.449
Tamano del cristal (mm) 0.02 x 0.07 x 0.31
Coleccion de datos
Temperatura (K) 298
Radiacién (A) CuKa 1.54187
Theta min-max (Deg) 6.7, 63.7
Refl. Totales — Datos unicos — Rint 20568, 4628, 0.123
Refinamiento
Nref, Npar 4628, 416
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h, k, | max. 53, 18, 8
R, wR2, S 0.0552, 0.1655, 0.839
Dens. Residual Min. y Max. [eA?] -0.44,0.77

Las operaciones de simetria del grupo espacial Pbca se observan en la figura 41
(a) centro de inversion (puntos naranjas), (b) eje de tornillo 24, (ejes rojos) (c)
plano de deslizamiento (planos verdes). Las componentes cristalograficas de las

operaciones de simetria se observan en la tabla 6.

Figura 33. Operaciones de simetria del grupo Pbca

a. Centro de inversion
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c. Plano de deslizamiento

Tabla 6. Descripcion de las operaciones de simetria del grupo Pbca.

Ope_raCIo’n Descripcion  Descripcion detallada Orden Tipo
de simetria
1 X,y,Z identidad identidad 1 1
1/2-x,- eje de tornillo  eje de tornillo 2-fold con 2 2
y,1/2+z (21) direccion [0, 0, 1] a 1/4,
0, z con el conponete
tornillo [0, 0, 1/2]
3 - eje de tornillo  eje de tornillo 2-fold con 2 2
x,1/2+y,1/2- (21) direccién [0, 1,0]a 0, y,
z 1/4 con el conponete
tornillo [0, 1/2, 0]
4  1/2+x,1/2- eje de tornillo  eje de tornillo 2-fold con 2 2
y,Z (21) direcci6 [1, 0, 0] at x, 1/4,
0 con el conponete
tornillot [1/2, 0, 0]
5 -X,-Y,-Z Inversion Inversion at [0, 0, 0] 2 -1
centre
6 1/2+x, plano de plano de deslizamiento 2 -2
y,1/2-z deslizamiento  perpendicular a [0, 0, 1]
con el componente de
deslizamiento [1/2, 0, 0]
7 x,1/2- plano de plano de deslizamiento 2 -2
y,1/2+z deslizamiento  perpendicular a [0, 1, 0]
con el componente de
deslizamiento [0, 0, 1/2]
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Operacion Descripcion Descripcion detallada Orden Tipo

de simetria
8 | 1/2-x,1/2+y, plano de plano de deslizamiento 2 -2
z deslizamiento  perpendicular a [1, 0, 0]

con el componente de
deslizamient [0, 1/2, 0]

La difraccion de rayos X de monocristales, ademas de corroborar la
caracterizacion cristalografica, sirvio para determinar la estructura del compuesto.
En la figura 42 se observa una representacion de la celda unidad obtenida
mediante este estudio usando Mercury 3.8. La observacion de la grafica evidencia

la planaridad del anillo quinolinico como del anillo de benceno sustituyente.

Figura 34. Estructura de la celda unidad 5a.
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Figura 35. Palanaridad del anillo quinolinico y el anillo de benceno

sustituyente

Las interacciones a corto enlace que son las que mantiene unidas las moléculas
de la celda unidad son de tipo oxigeno-nitrégeno. En la figura 44 se observan las
interacciones intramoleculares entre el un oxigeno del grupo nitro de la posicién y
el atomo de nitrogeno de la quinolina, ademas se observan también interacciones
a corto enlace intramoleculares tipo hidrogeno. En la figura 37, se observan las
interacciones a corto enlace intermoleculares tipo hidrogeno. En la tabla 9 se
muestra una lista de contactos a corto enlace y en la figura se muestra una
representacion de un perfil de difraccion de muetras policristalinas del compuesto
5a simulado con el programa Mercury 3.8 a partir de los datos obtenidos mediante

el estudio difractométrico.

Figura 36. Contactos a corto enlace intramolecular de la 5a.
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Figura 37. Contactos corto enlace intermoleculares.

Tabla 7. Lista de contactos de corto enlace del compuesto 5a.

No. atom1 atom2 symm. op. 1 symm. op. 2 length
1 0006 010 X,Y,Z 1/2+x,y,1.5-z 2.960
2 HOOY 012 X,¥,Z 1-x,-1/2+y,1/2-z 2.655
3 011 HO16 X,Y,Z 1-x,-1/12+y,1/2-z  2.671
4 N6 000B X,Y,Z 1/2+x,1.5-y,1-z  3.058
5 011 HO13 X,Y,Z 1-x,1-y,1-z 2.639
6 Oo11 HO1D X,Y,Z 1-x,1-y,1-z 2.595
7 0006 HO010 X,Y,Z 1/2+x,y,1.5-z 2.620
8 C012 000B X,¥,Z 1/2-x,-1/2+y,-1+z  3.189
9 HO012 000B X,Y,Z 1/2-x,-1/2+y,-1+z  2.500
10 HO1F 09 X,¥,Z x,1.5-y,-1/2+z 2.467
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Figura 38. Perfil de difraccion simulado de muestras policristalinas de la 8-
nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a.
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6.3.4 Analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de la 8-nitro-2-(4’-
nitrofenil) lepidina 5a. En el estudio de DSC (Differencial scanning Calorimetry)
de la 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a. (figura 39) muestra la presencia de dos
fases cristalinas debido la presencia de dos endotermas; los putos de fusién
205.264 °C para la fase I, y 229,088 °C para la fase Il y las exotermas que

muestran la descomposicion de estas fases en 350.445 °C y 432.245 °C.

La presencia de dos las dos fases, es posible que se trate de una muestra con
cristales de los regioisdmeros 5-nitro y 8-nitro lepidinas sintetizadas, puesto que la
muestra que se uso en el analisis de DSC, sea una mezcla de cristales y para el

estudio de DRX- de mono cristal solo fue un Unico cristal.
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Figura 39. Termograma obtenido por DSC para el compuesto 8-nitro-2-(4’-

nitrofenil) lepidina 5a
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6.3.5 Andlisis termogravimétrico (TGA) para 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a. El
estudio de termogravimetria realizado al compuesto 5a (figura 40) muestra dos
pérdidas de peso una en el rango de 272,051 °C- 301.765 °C un porcentaje de
pérdida en peso de 84,6757 %, y una segunda endoterma en el rango de 508,702
°C- 565.748 °C con un porcentaje en pérdida de peso de 13,1392%, este hecho

corrobora la presencia de dos fases cristalinas.
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Figura 40. Termograma de TGA obtenido para el compuesto 5a.
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6.3.6 Caracterizacion cristalografica de la 6-metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil)
lepidina 5b mediante DRX de monocristal. La caracterizacion estructural del
compuesto 5b realizada por DRX de monocristal, inicio con la critalalizacién del
compuesto 6-Metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5b en una mezcla de disolventes
AcOEt/n-heptano en relacién 1:2 por evaporacion lenta y la obtencién de cristales
de buena calidad (bien definidos, tamafio adecuado) las contantes obtenidas por
monocristal son: a=13.5600 (3) A, b= 8.5277 (5) A, c= 26.4409(5) A, a= 90,
3=98.288, y=90, volumen= 3025.6 (3) A3, grupo espacial P24/n [No.11] los valores
de las contantes de celda y demas datos cristalograficos se presentan en la tabla
8.
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Tabla 8. Datos cristalograficos obtenidos por DRX de monocristal de la 6-
Metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5b.

Datos cristalinos

Férmula C17H13N304
Peso molecular (g/mol) 323.30
sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P24/n (No. 14)
a, b, c (A) 13.5600(9), 8.5277(5),
26.4409(18)
a=B=y 90, 98.288(2), 90
V (A% 3025.6(3)
z 8
D(cal) (g/ cm?) 1.419
Tamaino del cristal (mm) 0.02 x 0.04 x 0.48
Coleccion de datos
Temperatura (K) 293
Radiacion (A) CuKa 1.54187
Theta min-max (Deg) 5.5, 68.2
Refl. Totales — Datos unicos — Rint 22269, 5474, 0.036
Refinamiento
Nref, Npar 5474, 437
h, k, | max. 16, 10, 31
R, wR2, S 0.0402, 0.1134, 0.901
Dens. Residual Min. y Max. [eA?] -0.14,0.18

Las operaciones de simetria del grupo P24/n se observan en la figura 41 (a)
centro de inversion en (0, 0, 0), operacion de simetria (-x,-y, -z) (b) eje de tornillo
24; operacioén de simetria (V2-x, Y2+y, ¥2-z) con direccion (0, 1, 0) con componentes
(0, 72, 0) y (c) plano de deslizamiento perpendicular a (0, 1, 0) con deslizamiento

en la componente (2, 0, %, ), operacion de simetria ('2+x, V2-y, V2+2z).
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Figura 41. Elementos de simetria del grupo P24/c presentes en la estructura
del compuesto 5b. (a) centro de inversion, (b) eje de tornillo 24 y (c) plano de

deslizamiento

b. Centro de inversion en [0, 0, 0] a. FEje de tornillo con direccién [0, 1, 0]

c. Plano de deslizamiento perpendicular a [0, 1, 0]

con componente [1/2, 0, 1/2]

La difraccion de rayos X de monocristales, ademas de corroborar la
caracterizacion cristalografica sirvié para determinar la estructura del compuesto.
En la figura 42 se observa una representacion de la celda unidad obtenida
mediante este estudio usando Mercury 3.8. la observacion de la grafica evidencia
la planaridad tanto del anillo quinolinico como del anillo de benceno sustituyente,
pero se hizo una observacién bastante importante que es que existe un angulo de

torsidn entre el anillo quinolinico y el anillo de benceno sustituyente como se
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puede apreciar en la figura 43, esto no es comun en estructuras totalmente

aromaticas.

Figura 42. Celda unidad del compuesto 5b.

Figura 43 Planaridad de los anillo quinolinico y los anillo de benceno

sustituyente.

Las interacciones a corto enlace que son las que mantiene unidas las moléculas

de la celda unidad son de tipo enlace de hidrégeno. En la figura 44 se observan
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las interacciones intermoleculares. En la tabla 9 se muestra una lista de contactos
a corto enlace y en la figura se muestra una representaciéon de un perfil de
difraccion de muestras policristalinas del compuesto 5b simulado con el programa

Mercury 3.8 a partir de los datos obtenidos mediante el estudio difractométrico.

Figura 44. Contactos a corto enlace entre las moléculas 5b.

Tabla 9. Lista de contactos de corto enlace del compuesto 5b.

No. atom1 atom2 symm. op.1 symm. op. 2 length length-vdw
1 HO1 08 X,Y,Z 1/2-x,-1/2+y,1.5-z 2428 -0.292
2 08 HO1F  x,y,z 1/2-x,1/2+y,1.5-z 2428 -0.292
3 0006 HOOJ X,y,Z 1/2-x,-1/2+y,1.5-z 2.719 -0.001
4 0006 HO013  xy,z 1/2-x,-1/2+y,1.5-z 2.672 -0.048
5 HO0S 09 X,Y,Z 1.5-x,-1/2+y,1.5-z 2.661 -0.059
6 HO012 OO01A xy,z -X,2-y,1-z 2577 -0.143
7 010 HO15  xy,z 1-x,1-y,1-z 2.692 -0.028
8  0O10 HO19  x\y,z 1-x,1-y,1-z 2.682 -0.038
9 HO10 HOOW x,y,z 1-x,1-y,1-z 2.391 -0.009

10 | O8 HO1F  1/2-x,1/2+y,1.5-z x,1+y,z 2428 -0.292
11 | O006  HOOJ 1/2-x,1/2+y,1.5-z X,Y,Z 2.719 -0.001
12 | O006  HO13 1/2-x,1/2+y,1.5-z X,y,Z 2.672 -0.048
13 | HOOS 09 1/2-x,1/2+y,1.5-z -1+x,y,2 2.661 -0.059
14 | HO12  OO01A  1/2-x,1/2+y,1.5-z 1/2+x,2.5-y,1/2+z 2577 -0.143
15 | O10 HO15  1/2-x,1/2+y,1.5-z -1/2+x,1.5-y,1/2+z 2.692 -0.028
16 | O10 HO19  1/2-x,1/2+y,1.5-z -1/2+x,1.5-y,1/2+z 2.682 -0.038
17 | HO10  HOOW  1/2-x,1/2+y,1.5-z -1/2+x,1.5-y,1/2+z 2.391 -0.009
18 | HO1F  O8 1-x,1-y,1-z 1/2+x,1.5-y,-1/2+z 2428 -0.292
19 | O8 HO1F  1-x,1-y,1-z 1/12+x,1/2-y,-1/2+z 2428 -0.292
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No. atom1 atom2 symm. op.1 symm. op. 2 length length-vdw
20 | O006  HOOJ 1-x,1-y,1-z 1/2+x,1.5-y,-1/2+z 2.719 -0.001
21 | O006 HO13 1-x,1-y,1-z 1/2+x,1.5-y,-1/2+z 2.672 -0.048
22  HOOS 09 1-x,1-y,1-z -1/2+x,1.5-y,-1/2+z 2.661 -0.059
23 | HO12  OO01A 1-x,1-y,1-z 14x,-1+y,z 2.577 -0.143
24 | O10 HO15  1-x,1-y,1-z X,Y,Z 2.692 -0.028
25 010 HO19 1-x,1-y,1-z X,Y,Z 2.682 -0.038
26 | HO10  HOOW  1-x,1-y,1-z X,Y,Z 2.391 -0.009
27  O8 HO1F  1/2+x,1/2-y,-1/2+z  1-x,-y,1-z 2428 -0.292
28  O006  HOOJ 1/2+x,1/12-y,-1/12+z  1-x,1-y,1-z 2.719 -0.001
29 | O006 HO13 1/2+x,1/2-y,-1/12+z  1-x,1-y,1-z 2.672 -0.048
30 HOOS 09 1/2+x,1/12-y,-1/2+z  2-x,1-y,1-z 2.661 -0.059
31 | HO12  OO01A  1/2+x,1/2-y,-1/2+z  1/2-x,-1.5+y,1/2-z 2577 -0.143
32  O10 HO15  1/2+x,1/2-y,-1/2+z  1.5-x,-1/2+y,1/2-z 2.692 -0.028
33 | 010 HO19 1/12+x,1/12-y,-1/2+z  1.5-x,-1/2+y,1/2-z 2.682 -0.038
34 | HO10  HOOW  1/2+x,1/2-y,-1/2+z  1.5-x,-1/2+y,1/2-z 2.391 -0.009
35 09 HOOS  x\y,z 1.5-x,1/2+y,1.5-z 2.661 -0.059
36 | OO1A HO012  x\y,z -X,2-y,1-z 2.577 -0.143
37 | O005 HO1L  x)y,z 1.5-x,-1/2+y,1.5-z 2.566 -0.154
38 HOM1L 0005 x\y,z 1.5-x,1/2+y,1.5-z 2.566 -0.154
39 | 09 HOOS  1/2-x,-1/2+y,1.5-z  -1+x,y,z 2.661 -0.059
40 OO01A HO012 1/2-x,-1/2+y,1.5-z  1/2+x,1.5-y,1/2+z 2577 -0.143
41 | HOOW HO010 1/2-x,-1/2+y,1.5-z  -1/2+x,1/2-y,1/2+z 2.391 -0.009
42 | HO15 0O10 1/12-x,-1/12+y,1.5-z  -1/2+x,1/2-y,1/2+z 2.692 -0.028
43 HO19  0O10 1/2-x,-1/2+y,1.5-z  -1/2+x,1/2-y,1/2+z 2.682 -0.038
44 | O005 HO1L  1/2-x,-1/2+y,1.5-z  -1+x,-1+y,z 2.566 -0.154
45 HO1L  0O005  1/2-x,-1/2+y,1.5-z  -1+x,y,z 2.566 -0.154
46 O9 HOOS  1-x,1-y,1-z -112+x,1/2-y,-1/2+z 2.661 -0.059
47 | O0O1A  HO012 1-x,1-y,1-z 14x,-1+y,z 2.577 -0.143
48 O005 HO1L  1-x,1-y,1-z -1/2+x,1.5-y,-1/2+z 2.566 -0.154
49 HO1L  0O005  1-x,1-y,1-z -112+x,1/2-y,-1/2+z 2.566 -0.154
50 O9 HOOS  1/2+x,1.5-y,-1/2+z  2-x,1-y,1-z 2.661 -0.059
51 | O0O1A HO012 1/2+x,1.5-y,-1/2+z  1/2-x,-1/2+y,1/2-z 2577 -0.143
52 | HOOW HO010 1/2+x,1.5-y,-1/2+z  1.5-x,1/2+y,1/2-z 2.391 -0.009
53 HO015 010 1/2+x,1.5-y,-1/2+z  1.5-x,1/2+y,1/2-z 2.692 -0.028
54 | HO19  0O10 1/2+x,1.5-y,-1/2+z  1.5-x,1/2+y,1/2-z 2.682 -0.038
55 | 0005 HO1L  1/2+x,1.5-y,-1/2+z  2-x,2-y,1-z 2.566 -0.154
56 HO1L  O005  1/2+x,1.5-y,-1/2+z  2-x,1-y,1-z 2.566 -0.154
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Figura 45. Perfil de difraccion simulado de muestras policristalinas de la 6-
Metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5b.
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6.3.7 Analisis de calorimetria diferencial de barrido de la la 6-Metil-5-nitro-2-
(4’-nitrofenil) lepidina 5b. En el estudio de DSC (Differencial scanning
Calorimetry) como técnica complementaria de caracterizacion donde se evidencia
el punto de fusién del compuesto y muestra que no hay solvente dentro de la
estructura ni otras fases cristalinas como se observa en la figura 46. En el
termograma obtenido por calorimetria de barrido diferencial (DSC) (figura 46) se
aprecian la endoterma presente en 251.434 °C describe el punto de fusién del
compuesto 5b, mientras que en la exoterma en 340,891°C que corresponde a la

descomposiciéon de la misma.
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Figura 46. Termograma obtenido por DSC para el compuesto la 6-Metil-5-

nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5b.
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6.3.8 Analisis termogravimétrico (TGA) de la la 6-Metil-5-nitro-2-(4’-nitrofenil)
lepidina 5b. La informacion suministrada para el analisis termogravimétrico
corresponde a la temperatura de descomposicion del material estudiado. En la
figura 47 La muestra no registra pérdida de peso antes de los 100 °C, esto me
indica que la estructura no presenta solvatacion, debido a la presencia de
moléculas de solventes usados en la cristalizacion. La mayor pérdida de peso se
presenta a un rango de temperatura 2,64,891-288,040 °C (96,9785 %).
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Figura 47. Termograma de TGA (analisis termogravimétrico) de la 6-metil-5-
nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5b.
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7. CONCLUSIONES

El proceso de sintesis planteado fue efectivo para la formacion de
nitrolepidinas a partir de precursores de facil acceso y bajo costo, con

rendimientos de reaccién entre 80% y 54% para los compuestos nitrados.

Se logré la cristalizacion de 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina y 6-metil-5-nitro-2-

(4’-nitrofenil) lepidina como monocristales.

La difratometria de rayos X de monocristal es una técnica apropiada para la
caracterizacion estructural, mediante esta técnica se obtuvo los datos
cristalograficos: del sistema cristalino :ortorrémbico, grupo espacial: Pbca(61)
y Z: 16, para la molécula 8-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina . Para la molécula 6-
metil-5-nitro-2-(4’- nitrofenil) lepidina, se obtuvo un sistema cristalino:

Monoclinico, grupo espacial: P21/n (14) y Z:8
En el analisis termogravimétrico (TGA) y de calorimetria diferencial de barrido

(DSC) se muestra claramente que las sustancias preparadas no se encuentran

solvatadas y tampoco se evidencia la presencia de otras fases cristalinas.
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8. DIVULGACION DE RESULTADOS.

Parte de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion fueron

expuestos en modalidad tipo pdster a la comunidad cientifica:

El Congreso Internacional de Ingenieria de Ciencias Quimicas — Chem-Scie,
celebrado en la ciudad de Veracruz — México, del 3 y 4 de septiembre del 2015,
con el titulo de “SINTESIS Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE NUEVAS
4-METIL-5-NITRO-2-FENILQUINOLINAS, POTENCIALES AGENTES
ANTIPARASITARIOS” en calidad de poster.

Primer encuentro Cientifico de la Facultad de Ciencias en la ciudad de
Bucaramanga- Colombia, los dias 25-25 de noviembre del 2015, con el titulo de
ANALISIS DE LA REACTIVIDAD DE LA 6-METIL-2-FENIL LEPIDINA EN LA
SINTESIS DE LA 2-(4-NITROFENIL)-6-METIL-5-NITROLEPIDINA - ESTUDIO
COMPUTACIONAL Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL POR DIFRACCION
.DE RAYOS X".

El XXXII Congreso Latinoamericano de Quimica - CLAQ2016, celebrado en la
ciudad de Concepcion - Chile del 19 al 22 de enero de 2016, con el titulo de
‘ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LAS 6-METIL-2-FENIL LEPIDINAS Y
CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA 2-(4-NITROFENIL)-6-METIL-5-
NITROLEPIDINA”.
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ANEXOS

Anexo A1: Cromatograma de gases de la bencilidenanilina 1a. Los
parametros experimentales de describen en la parte experimental (pag. 43).
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Anexo A2. Espectro FT-IR (ATR) de la bencilidenanilina 1a.
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“Los parametros del experimento se describen en la parte experimental pag. 43.
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Anexo B1. Cromatograma de gases de la benciliden-4-metilanilina 1b."

CV7.txt
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Anexo B2. Espectro FT-IR (ATR) de benciliden-4-metilanilina 1b.
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“Los parametros del experimento se describen en la parte experimental pag. 43.
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Anexo C1.

CVO1-EXP43.txt
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Anexo C2. Espectro FT-IR (ATR) de la N-(a-alilbencil)anilina 2a.
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" Los parametros del experimento se describen en la parte experimental pag. 43.
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Anexo D1. Cromatograma de gases de la N-(a-alilbencil)-4-toluidina 2b.’

claudia11.txt
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" Los parametros del experimento se describen en la parte experimental, pag. 43
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Anexo E1 Cromatograma de gases de la 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidina 3a.

clpudia7.txt
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Anexo E2. Espectro FT-IR (ATR) de la 2-fenil-1,2,3,4-tetrahidrolepidina 3a.
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" Los parametros del experimento se describen en la parte experimental pag. 43
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Anexo F1. Cromatograma de gases de Ila 2-fenil-6-metil-1,2,3,4-
tetrahidrolepidina 3b.’
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Anexo F2. Espectro FT-IR (ATR) de la 2-fenil-6-metil-1,2,3,4-tetrahidrolepidina
3b.
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" Los parametros del experimento se describen en la parte experimental, pag. 43.
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Anexo G1. Cromatograma de gases de la 2-fenil lepidina 4a.’
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Anexo G2. Espectro FT-IR (ATR) de la 2-fenil lepidina 4a.
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" Los parametros del experimento se describen en la parte experimental, pag. 43.
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Anexo H1. Cromatograma de gases de la 2-fenil-6-metil lepidina 4b.’
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Anexo H2. Espectro FT-IR (ATR) de la 2-fenil-4-metil lepidina 4b.
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" Los parametros del experimento se describen en la parte experimental, pag. 43.
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Anexo 1. Estructuras calculadas para el estudio de la formaciéon del

complejo de Wheland en la posicion 8 de la quinolina (imagen tomada de la
114
)

referencia

Complejo Reactivo

0( )

Complejo de Wheland Estado de transicion
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Anexo J. Cargas de Mulliken calculadas para los compuestos 2-fenil lepidina
4a,5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina 5a, 2-fenil- 6-metil lepidina 4b.

H

@
5-nitro-2-(4’-nitrofenil) lepidina (5a)

(..’:

2-fenil- 6-metil lepidina (4b)
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