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RESUMEN

TITULO: DESARROLLO DE LA SINTESIS DE NUEVAS 4-METIL-2-PIRIDINILQUINOLINAS
COMO MODELOS ATRACTIVOS EN BIOENSAYOS ANTIMICOTICOS Y ANTICANCERIGENOS

Autor: Mayra Lizeth Robles Castellanos™

Palabras Clave: 4-Metil-2-piridinilquinolinas, antifdngicos, antitumorales, Imino Diels-Alder,
Kametani, disefio molecular.

El nucleo de quinolina es un anillo heterociclico comin encontrado ampliamente en compuestos
naturales que presentan actividad antimalarica, antibiética, antifingica y antineoplasica. De
acuerdo con los estudios de relacion estructura-actividad de los derivados quinolinicos, la
incorporacion de grupos o atomos halogenados de alta electronegatividad en ciertas posiciones de
la estructura quimica de las quinolinas, puede contribuir en la identificaciéon de moléculas con alta
actividad antimicética y antitumoral con una reducida actividad genotoxica y carcinogénica,
asegurando asi su potencial uso como compuestos lideres en estudios clinicos posteriores.

El presente proyecto propuso sintetizar una serie de compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos C6-
sustituidos a través del desarrollo de un método eficiente, simple, y econdmico. La formacién de
estos sistemas permite la identificacién del efecto de los cambios en los sustituyentes (atomos
halégenos: Cly F y grupos CF3) en la posicion C-6 sobre la actividad bioldgica, que representen un
mayor potencial terapéutico para cada compuesto.

El cribado y la seleccion de los compuestos quinolinicos se realiz6 empleando herramientas
quimioinformaticas de libre acceso, que condujeron al analisis in silico de las propiedades
relacionadas con la absorcion, y se estimé la capacidad de interaccién reversible con el ADN de las
estructuras.

Empleando la reaccion de cicloadicién de Imino Diels-Alder bajo las condiciones propuestas por
Kametani, entre N-arilaldiminas y 2,2-dimetoxipropano promovida por BF;OEt, bajo atmésfera
inerte, se logré la sintesis de 12 compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos con rendimientos de
hasta 77%, reportados por primera vez, disminuyendo drasticamente el tiempo de reaccion.
Adicionalmente, se realiz6 un analisis comparativo variando el uso del cetal 2,2-dimetoxipropano
por el algueno 2-metoxipropeno, permitiendo establecer evidencia clave acerca del mecanismo
ibnico més probable a través del cual ocurre esta reaccion. De esta forma, se llevé a cabo
formacion de nuevas entidades quinolinicas con alto potencial farmacolégico.

" Proyecto de Grado.

" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Laboratorio de Quimica Orgénica y
Biomolecular. Director: Vladimir V. Kouznetsov, PhD, DSc. Codirector: Fernando A. Rojas,
MSc.
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ABSTRACT

TITLE: DEVELOPMENT OF THE SYNTHESIS OF NEW 4-METHYL-2-PYRIDINILQUINOLINES
AS ATTRACTIVE MODELS IN ANTIFUNGAL AND ANTICANCER BIOASSAYS'

Author: Mayra Lizeth Robles Castellanos™

Keywords: 4-Methyl-2-pyridinylquinolines, antifungal, antitumor, Imino Diels-Alder, Kametani,
molecular design.

The quinoline nucleus is a common heterocyclic ring widely found in nature, which has antimalarial,
antibiotic, antifungal and antineoplastic bioactivity. According to the structure-activity relationship
studies of quinoline derivatives, the incorporation of halogen atoms or high electronegativity groups
in specific positions on quinoline chemical structure may contribute to the identification of molecules
with high antifungal and antitumor activity, and may reduce the genotoxicity effect; ensuring their
potential as lead compounds for further clinical studies.

This project proposed to synthesize a series of C6-substituted 4-methyl-2-pyridinylquinolinic
compounds through the development of an efficient, simple, and inexpensive method. Formation of
these systems allows the identification of the effect of changes in substituents (halogen atoms: F
and Cl and CF; group) at C6 position on the biological activity, representing a greater therapeutic
potential for each compound.

Screening and selection of quinolic compounds was performed using free access chemoinformatics
tools, leading to in silico analysis of properties related to the absorption and estimated the
reversible interaction capacity with DNA of quinoline structures.

Using the Imino Diels-Alder cycloaddition reaction under the conditions proposed by Kametani,
between N-arylaldimines and 2,2-dimethoxypropane promoted by BF;OEt,, under inert
atmosphere, we achieved the synthesis of 12 compounds 4-methyl-2-pyridinylquinolinic with yields
of up to 77%, first time reported for this reaction and the reaction time was drastically reduced.
Moreover, a comparative analysis was performed varying the use of 2,2-dimethoxypropane ketal by
2-methoxypropene alkene, establishing key evidence of the most likely ionic mechanism by which
this reaction occurs. In this manner, we built new quinoline entities with high pharmacological
potential.

T Proyecto de Grado.

" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Laboratorio de Quimica Orgénica y
Biomolecular. Director: Vladimir V. Kouznetsov, PhD, DSc. Codirector: Fernando A. Rojas,
MSc.
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INTRODUCCION

A mediados del siglo XXI, cuando enfermedades como la poliomielitis y la
neumonia cobraban un gran numero de victimas, existia s6lo una cantidad
limitada de productos farmacéuticos altamente eficientes. A través de la
colaboracién entre diversas areas como biologia, quimica y medicina ha cambiado
el curso del tratamiento clinico de graves enfermedades como las mencionadas.
Ahora, vacunas, antibidticos y otros productos farmacéuticos permiten prolongar o
mejorar la calidad de vida de las personas que padecen estas enfermedades, y los
continuos avances en la investigacion realmente contribuyen a erradicar o reducir
la enfermedad. Sin embargo, conscientes de los desafios que se imponen
actualmente incrementando las tasas de mortalidad,? tales como el cancer y los
multiples tipos de infecciones causadas por bacterias y hongos patégenos en
pacientes inmunocomprometidos, la presente investigacion se dirigidé hacia la
sintesis de compuestos organicos heterociclicos que puedan aportar en el
desarrollo de nuevos farmacos, que respondan a la necesidad actual por

compuestos heterociclos activos y selectivos.

El nacleo de quinolina es un anillo heterociclico comun encontrado ampliamente
en compuestos naturales que presentan actividad antimalarica, antibidtica,
antifingica y antineoplasica.® De acuerdo con los estudios de relacién estructura-
actividad de los derivados quinolinicos, la incorporacion de grupos o atomos
halogenados de alta electronegatividad en ciertas posiciones de la estructura
quimica de las quinolinas, puede contribuir en la identificacion de moléculas con
alta actividad antimicética y antitumoral con una reducida actividad genotoxica y
carcinogénica; asegurando asi su potencial uso como compuestos lideres en

estudios clinicos posteriores.
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En esta direccion, el presente proyecto propuso sintetizar a través del desarrollo
de un método eficiente, simple, y econémico, una serie de compuestos 4-metil-2-
piridinilquinolinicos C6-sustituidos, para identificar el efecto de los cambios en los
sustituyentes (atomos halégenos: Cly F y grupos CF3) en la posicion C-6, sobre la
actividad genotoxica y que presenten mayor potencial terapéutico. De esta manera
se busca generar conocimiento basico con miras a profundizar en las estrategias

de sintesis de nuevos compuestos con actividad antifingica o anticancerigena.

La realizacion de este trabajo de grado es posible gracias a la ayuda financiera de
la DIEF (proyecto 5176).
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1. ESTADO DEL ARTE

Los compuestos heterociclicos poseen un amplio rango de aplicaciones,

pero son de particular interés en quimica medicinal. Los compuestos

anillo de quinolina han sido utilizados
tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades como la malaria, a partir del

heterociclicos que contienen el

alcaloide quinina, aislado como el ingrediente activo de los arboles de Cinchona.*
Ademas de su reconocida actividad antimalarica, su amplio espectro de actividad
es sobresaliente, ya que se ha encontrado que los derivados quinolinicos poseen
actividad antibacteriana,® anti-inflamatoria,® antioxidante,” y como se busca en

esta investigacién, antitumoral® y antifingica.® En la figura 1 se muestra la

estructura quimica de algunos compuestos prometedores reportados que poseen
el anillo de quinolina.*®

Figura 1. Compuestos quinolinicos que ilustran el amplio espectro de actividad bioldgica
asociada a la presencia del nucleo de quinolina.
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1.1 Derivados quinolinicos con actividad antifungica

Dado que los farmacos antifungicos actualmente disponibles poseen alta
toxicidad, su uso provoca reacciones adversas Yy resultan inefectivos contra
nuevos hongos emergentes que desarrollan resistencia rapidamente,** por tanto
existe una necesidad urgente de una nueva generacion de agentes antifingicos
MAas potentes y seguros que se establezcan como una alternativa a los farmacos
existentes. Por otra parte, es importante establecer que se requieren ciertas
condiciones para que un compuesto sea considerado un farmaco antifingico
potencial. Dicho compuesto debe actuar caracteristicamente como fungicida mas
gue como fungistatico, poseer amplio espectro de actividad, minima cantidad de

cepas resistentes, un mecanismo de accién selectivo y elevada biodisponibilidad.*?

El problema principal en la busqueda de nuevos agentes antifungicos radica en la
naturaleza eucariota de los hongos. Este hecho genera gran interés en establecer
compuestos que ademas de poseer actividad antimicotica presenten alta
selectividad, afectando Unicamente las células del hongo sin causar alteraciones
en las células eucariotas del huésped.'® Por esta razén, compuestos nuevos que
actuen selectivamente sobre las estructuras principales del hongo como la pared
celular, ausente en células animales, son valiosos modelos moleculares que
dirigen el disefio y la sintesis de nuevos agentes antimicéticos. El analisis de los
estudios realizados con base al nucleo quinolinico y su actividad antifingica,

permitié establecer la serie de compuestos quinolinicos que se propone sintetizar.

A partir de las fuentes naturales de compuestos quinolinicos se han aislado
alcaloides con actividad antifangica. Las furoquinolinas son compuestos
ampliamente distribuidos en el reino vegetal y particularmente, el estudio de las
hojas de la especie Ruta chalepensis L. endémica de las islas Canarias, Cabo
Verde, Azores y Madeira, condujo al hallazgo de una nueva molécula quinolinica

gue se destaca por su bioactividad antifungica, y los resultados sugieren que dicho
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compuesto es (til en la defensa de la planta frente a posibles hongos patégenos.**
Previamente a este andlisis, de acuerdo al estudio realizado por Biavatti et al,*® se
encontré también que la especie Raulinoa echinata endémica del sur de Brasil,
considerada hoy en dia en extincion, contiene alcaloides furoquinolinicos como la
kokusagina que actian contra el hongo Leucoagaricus gongylophorus (figura 2).
De esta manera, se afirma el potencial antifingico de los compuestos quinolinicos

con base a fuentes naturales.

Figura 2. Alcaloides furoquinolinicos aislado de las plantas Ruta chalepensis L y Raulinoa
echinata, y sus actividades antifingica. %G, porcentaje de germinacion. ICsy, concentracion

inhibitoria
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Sintéticamente, los reportes en torno a la construccion de sistemas quinolinicos
con las propiedades estructurales apropiadas relacionadas con la actividad contra
hongos patogenos son amplios. La sintesis de una serie de compuestos derivados

de la 8-hidroxiquinolina 1, probados contra una serie de hogos patdgenos en
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humanos como Candida albicans y Aspergillus fumigatus, condujo a concluir que
la sustitucion en el C4 del anillo unido a la quinolina tiene un efecto importante
sobre sus propiedades antifungicas, asi como la presencia del atomo de nitrégeno

en el sustituyente enlazado a la posicion C2%° (ver esquema 1).

Esquema 1. Sintesis y actividad biol6gica del derivado 8-hidroxiquinolinico 1.
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1C50 = 1,95 umol/L
Contra Candida albicans

La preparacion de quinolinas con base a la estructura de los chalconoides 2
también condujo a la identificacidbn de compuestos antifingicos (esquema 2). Este
tipo de compuestos se hallaron efectivos contra dos clases de Aspergillus y contra
el hongo Candida albicans, y se demostré que la formacion de nuevas estructuras
conformadas por dos sistemas heterociclicos con propiedades bioactivas conlleva

a resultados favorables.’

Esquema 2. Sintesis de compuestos quinolinicos con base a las chalconas, a partir de la

condensacion entre 3-formilquinolinas y acetofenona.

Cl Cl N Cl

Por otra parte, considerando que la terbinafina (figura 3) es un compuesto que
presenta actividad antimicotica con amplias aplicaciones clinicas, se desarrollo
una serie de derivados quinolinicos con base a la estructura de dicho compuesto
(compuestos |, 1l y Ill) a partir de un estudio de relacion estructura-actividad. La
favorable actividad antifingica encontrada frente a la especie Candida albicans, se

explica de acuerdo al mecanismo de accion a través del cual la terbinafina es
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efectiva, es decir, actuando sobre la sintesis del ergosterol, vital para la formacion

de la pared celular del hongo.®

El mecanismo de accion de los farmacos antifUngicos usados en la actualidad,
consiste en inhibir algunos pasos de la biosintesis del ergosterol dentro del
metabolismo del patdgeno, el cual es comun en la biosintesis del colesterol y de
algunas hormonas sexuales humanas *° (figura 4). Por lo tanto, esta via
biosintética presenta una cascada de acontecimientos importantes que se pueden
bloguear para lograr la intervencion terapéutica importante para la accion
antifangica.

Figura 3. Compuestos quinolinicos anélogos de la terbinafina.
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Debido a la naturaleza eucariotica de las células fangicas, existe solo un

restringido grupo de dianas que no coinciden con las células mamiferas. %
Especificamente, las células fungicas y no las mamiferas estan encerradas por
una pared celular, un caparazon rigido conformado principalmente por quitina, -
glucanos y una variedad de manoproteinas, que protege a la célula del ambiente y
del estrés mecénico primordial para el funcionamiento y la viabilidad del hongo.?*
Por esta razén, en la actualidad la pared celular se impone como la principal diana

terapéutica en el disefio de farmacos antifungicos.
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Figura 4. Estructura quimica del ergosterol y colesterol.

Colesterol Ergosterol

En este contexto y apuntando hacia este objetivo biolégico, el LQOBIo ha venido
desarrollando durante varios afios nuevos agentes antimicéticos con base en el
ndcleo quinolinico, destacandose las 2-piridinilquinolinas halogenadas, por poseer

actividad contra hongos clinicamente importantes.

En el afio 2000, nuestro grupo de investigacién % desarroll6 una serie de
homoalilaminas, tetrahidroquinolinas y quinolinas que mostraron inhibir
selectivamente la sintesis de la pared celular de dermatofitos, un grupo de hongos
altamente especializado que se caracteriza por infectar las areas con queratina del
cuerpo, haciéndolos muy comunes pero extremadamente dificiles de erradicar. La
actividad antifangica de estos compuestos fue similar y mayor a los farmacos
evaluados como referencia, anfotericina B y ketoconazol, estableciéndose como

lideres atractivos para el desarrollo de nuevos y mejorados agentes antimicéticos.

Para continuar con el cribado de nuevos y selectivos compuestos antifingicos, en
el afio 2003 nuestro laboratorio® reporté un estudio de relacién estructura y
actividad de 101 compuestos entre los que se encontraban derivados quinolinicos
sustituidos 3 en la posiciobn C4 y que contenian fragmentos piridinicos (figura 5).
Los resultados mostraron una limitada actividad antifingica en los compuestos
tetrahidroquinolinicos, que aumenta considerablemente al ser oxidados a
guinolinas, y al cambiar el sustituyente fenilo por un heterociclo alternativo tal
como (B-, o-) piridinilo, reflejandose en los valores de concentraciones minimas

inhibitorias reportados (CMI).
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Figura 5. Valores de CMI de quinolinas actuando contra dermatofitos. Microsporum canis M.c.,
Microsporum gypseum M.g., Trichophyton mentagrophytes T.m., Trichophyton rudrum T.r., vy

Epidermophytom floccosum E.f.

CMI [ug/mL]
M Comp. R
R e Mc. M.g. Tm. T.O  Ef
N 3a H 50 25 50 50 50
NZ | A 3b Br 125 12. 125 125 625
3a-d N 3c Cl 50 625 25 25 25

3d F 125 25 25 25 125

Teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas, se realizé posteriormente
un estudio in vitro de actividad antifangica de las 2-(hetero)arilquinolinas
polifuncionales 3a-d mejorando la ruta sintética, como consecuencia del interés
actual en ensamblar el sistema quinolinico a partir de precursores aciclicos con
alta selectividad.? En este trabajo se concluyé que la actividad puede estar
relacionada con la sustitucion en las posiciones C4 y C6 del anillo de quinolina.
Adicionalmente, se encontré que aquellas piridinilquinolinas sin sustituyentes en el
esqueleto de la quinolina y con un metilo en la posicion C4 actian contra todos los

hongos probados.

1.2 Construccion sintética de compuestos quinolinicos

Existen varios tipos de rutas sintéticas que se han establecido dirigidas a la
construccion del anillo de quinolina. Las diferentes modificaciones de estas rutas
conllevan a la formacion de sistemas sustituidos. En el esquema 3 se considera la
formacion del nudcleo quinolinico por medio de un analisis retrosintético,
permitiendo sugerir posibles rutas de acceso a este, a través de diversas

estrategias.
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Esquema 3. Retrosintesis del anillo de quinolina
(o]

oo
P NH * H,

27

decd o

1M1 H

El analisis retrosintético permite sugerir posibles rutas que permitan acceder a
este nucle6 de diversas formas. Por una parte, la fisibn del enlace imino de la
estructura quinolinica conduce al aldehido o-aminocinamico 4, que también puede
ser obtenido después de la reduccién del o-aminofenilpropanal 5 (operacion
retrosintética a y b). Estos productos se pueden utilizar como materiales de partida
en un proceso de ciclo-condensacion. Adicionalmente, el compuesto 5 también se
puede obtener a partir de la fision de la dihidroquinolina 6 (pasos retrosintéticos ¢
y d).

Asi mismo, las operaciones retrosintéticas e y f conducen a las dihidroquinolinas 7
y 8. Para obtener 8, la reaccion que involucra una cicloadicion [4+2] entre
aldiminas y alquenos o alquinos constituye el paso fundamental. La retrosintesis a
través de los compuestos 7 y 8 (operaciones i y j) sugiere intermedios que
involucran la fisién del enlace entre el atomo cabeza de puente y el carbono en la
posicion C4 (j y k). Los derivados anilinicos 10 y 11 emergen como compuestos
de partida que poseen un centro electrofilico en la posicion y con respecto al

nitrégeno.?®
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Diversas investigaciones han demostrado que las cicloadiciones [4+2] catalizadas
por acidos y el uso de precursores apropiados pueden competir con las
metodologias clasicas de obtencion del sistema quinolinico, por lo cual en este
proyecto se aplicé la ruta retrosintética g. La reaccion de cicloadicion de imino
Diels-Alder es una ruta rapida y efectiva para acceder a moléculas a las que no se
puede llegar a través de los métodos tradicionales, que no permiten la diversidad y

sustitucion deseada sobre el sistema quinolinico.
Reaccion de imino Diels-Alder (IDA)

Las reacciones de hetero Diels-Alder son un pilar fundamental en la sintesis
de heterociclos y productos naturales.?® Entre estas reacciones, la reaccién de IDA
provee un método para la construccion de anillos heterociclicos funcionalizados
con control de la regio-, diastero-, y enantioselectividad. Tal control se ha logrado
en investigaciones desarrolladas en los ultimos afios empleando como punto clave
la activacion del sistema iminico hacia la cicloadicion, inducida los acidos de Lewis
apropiados.?’ A su vez, entre las ventajas que ofrece el uso de la reaccién de IDA
se encuentra la formacién verséatil de heterociclos con mayor economia atomica de

la que se puede lograr con el empleo de otras rutas sintéticas.

Existen tres tipos de variaciones basicas de la reaccién de IDA. El primer tipo
incluye la funcion imina en el diendfilo. En la segunda y tercera variacion las
iminas se encuentran presentes en el dieno, en estructuras del tipo 1-aza o 2-

azadienicas (figura 6).

Figura 6. Principales variaciones de la reaccion de IDA.
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Los 2-azadienos son sustratos que se obtienen a través de la condensacion entre
aldehidos y aminas, con una amplia variedad de sustituyentes que le dan a esta

reaccion una mayor diversidad sintética como se muestra en el esquema 4.

Esquema 4. Sistemas heterociclicos obtenidos a partir de la reaccién de cicloadicién de

IDA de 2-azadienos.

Povarov y Grigos demostraron por primera vez a mediados de los afios 60, que las
N-ariliminas pueden ser utilizadas como componentes 2-azadienicos en las
reacciones de cicloadicién.?® La activacién de esos azadienos se realiza con el
complejo de dieterato de trifluoruro de boro como acido de Lewis, que al coordinar
con el &tomo de nitrégeno azometinico aumenta las propiedades electrofilicas del
dieno (esquema 5). Tal activaciébn es necesaria debido a que esta reaccién es
considerada de demanda inversa, debido a las caracteristicas electrodeficientes
de la imina y a que el alqueno empleado es rico en electrones (la explicacién
segun la teoria del orbital molecular se realiza en la seccioén 5 de discusion de

resultados).
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Esquema 5. Reaccién de Povarov.
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De acuerdo a los primeros aportes hechos por Povarov et al. se asumia que esta
reaccion transcurria a través de una cicloadicion concertada. Sin embargo,
numerosos estudios experimentales mas recientes han aportado evidencia a favor
de un mecanismo “paso a paso” entre las bases de Schiff aroméaticas activadas

por acidos de Lewis y los alquenos® (esquema 6).

Esquema 6. Mecanismo paso a paso de la reaccién de Povarov para la obtencion de

tetrahidroquinolinas
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Algunos de los productos intermedios en esta ruta iénica fueron “capturados” por

nucledéfilos como metanol, introducido en el medio de reaccion. Estos intermedios
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se lograron aislar y su estructura fue elucidada por Kobayashi et al.*

7).

(esquema

Esquema 7. Compuestos obtenidos a partir de la reaccién de IDA que evidencian un

mecanismo iénico.
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Luego de analizar los principales requerimientos estructurales de los compuestos
quinolinicos que afectan la actividad antimicotica y las diferentes rutas sintéticas,
es necesario considerar los pardmetros farmacocinéticos, es decir, la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion, ademas de la toxicidad, para establecer si

estos compuestos pueden ser suministrados por via oral.
1.3. Disefio racional de farmacos con base en las propiedades

Existen varias etapas durante el proceso de descubrimiento y disefio de
farmacos. Los nuevos candidatos a farmacos son identificados durante la etapa de
descubrimiento (esquema 8), y a continuacion, entran en el desarrollo clinico y, de
ser aprobados por la Food and Drug Administration (FDA), se convierten en
productos farmacéuticos que se utilizan en la terapia de pacientes. Durante esta
investigacion se realizaron esfuerzos por avanzar en la etapa de descubrimiento,
de acuerdo con el esquema 8. Las etapas posteriores imponen estrictos requisitos

sobre los candidatos a farmacos. Por lo tanto, es necesario anticiparse a estas
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necesidades durante el descubrimiento de farmacos y promover el desarrollo de
aquellos compuestos que tienen las mayores probabilidades de éxito.**

Hay dos formas basicas de interaccion entre compuestos bioactivos y sistemas
biolégicos (esquema 9). Un farmaco que actla sobre un sistema biologico puede
provocar una respuesta farmacologica y/o toxica, es decir, un efecto
farmacodinamico. De manera similar, cuando un sistema biolégico actla sobre un
compuesto bioactivo mediante la absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion

(ADME), se genera una respuesta de tipo farmacocinético. *?

Esquema 8. Vision general de las etapas principales en la investigacion y desarrollo de farmacos.

Descubrimiento Desarrollo Aplicacion clinica
«Caracterizacion e identificaciéon || *Sintesis por lotes
de la diana terapéutica «Formulacién y estabilidad «Fabricaciéon
*Actividad y selectividad +Fase I: Seguridad y *Terapia con pacientes
biologica farmacocinética en humanos «Control y monitoreo de efectos
+ Sintesis quimica «Fase |I: Eficacia humana colaterales
«Perfil de propiedades drug-like H «Fase IlI: Eficacia a gran escala | *Mejorar la formulacion

La farmacocinética es el estudio de la evolucion en el tiempo de un farmaco en el
cuerpo e incorpora procesos ADME. En general, los pardmetros farmacocinéticos
se derivan de la medicion de concentraciones del farmaco en el plasma
sanguineo.®® Los obstaculos que un farmaco debe sobrepasar hasta alcanzar su
diana terapéutica conforman eventos farmacocinéticos, tales como fenomenos de
penetracion de membranas, que dependen principalmente del tamafio y la forma
del compuesto bioactivo y de la lipofilicidad, que involucra a su vez interacciones
hidrofébicas relacionadas con la capacidad de formacion de puentes de H y

fuerzas de Van der Waals.**
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Esquema 9. Modos basicos de interaccion entre sistemas biolégicos y farmacos.

: Bioactividad :

Efecto del farmaco sobre el sistema biolégico

Farmacodinamica

¢ Sistemas Bioldgicos:

SIHENES : R'j’cepmres
S : Células
Biolégicos : -
: Organismos

: Poblaciones

Farmacocinética

’ o i : Absorcion
Efecto del sistema bioldgico sobre el farmaco .

: Distribucién
i Metabolismo :
: Excrecién

Fuente: Testa, B.; Kramer, S. D., The Biochemistry of Drug Metabolism — An Introduction. Chemistry &
Biodiversity 2006, 3 (10), 1053-1101.

Cuando un farmaco es administrado por via oral, entre las principales barreras a
superar por el compuesto se encuentran la liberacién de su forma farmacéutica, la
disolucién en el fluido gastrointestinal (Gl), la absorcién por la pared intestinal a
través de la permeacién pasiva o activa, escapar de ser metabolizado en las
paredes del intestino, evitar ser excretado en el lumen del intestino por el
transporte de eflujo, ser transportado al higado a través de la vena porta, llegar al
torrente sanguineo y finalmente alcanzar su objetivo biolégico (esquema 10). El
porcentaje de la dosis suministrada que alcanza circulacion se denomina
biodisponibilidad. *

Esquema 10. Principales procesos presentes en la administracion oral de un farmaco hasta

alcanzar el torrente sanguineo. Cada etapa corresponde a un proceso farmacodinamico.

Disolucion

3 . Circulacion
general
Metabolismo en
el Gl
9

Eflujo intestinal
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En la primera etapa del descubrimiento de farmacos, las propiedades “drug-like”
(semejanza con el farmaco) pueden ser evaluadas a través del disefio
computacional o in silico. Dichas propiedades drug-like son caracteristicas
estructurales y propiedades fisicoquimicas que complementan a un farmacoéforo
dado con el potencial para desarrollar un comportamiento farmacocinético

adecuado.®

En la quimica computacional moderna, el término farmacé6foro se emplea para
definir las caracteristicas esenciales de una o mas moléculas con la misma
actividad biologica. Las caracteristicas tipicas de un farmacéforo son las
propiedades por medio de las cuales una molécula es hidrofébica, aromatica,

aceptor de enlaces de H, donador de enlaces de H, un cati6n o anién.*

Con el fin de establecer las bases que permitan definir las caracteristicas
estructurales que conduzcan al desarrollo de compuestos con gran potencial
farmacoldgico, a continuacion se definirdn las propiedades fisicoquimicas y los
procesos que ocurren a través de las etapas por las que atraviesa un farmaco,

utiles en el desarrollo de un analisis in silico.

1.3.1 Propiedades Fisicoquimicas Drug-like

Las propiedades fisicoquimicas drug-like tienen una gran influencia en la
capacidad de desarrollar un buen perfil farmacocinético y en el destino metabdlico
de un farmaco en el cuerpo, particularmente en los suministrados de forma oral.%’
Por esta razén, una farmacocinética pobre es una de las principales causas de

desgaste econdmico y experimental en el proceso de desarrollo de farmacos.

A partir del analisis de las propiedades clave de los compuestos registrados en el
World Drug Index (WDI, indice mundial de farmacos) *® se derivé la “regla de los 5”
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propuesta por Lipinski et al.* El estudio permitié concluir que los compuestos
reportados son mas propensos a presentar baja absorcion cuando la masa molar
es mayor a 500 g/mol, el coeficiente de particion octanol/agua calculado (Clog P)
es mayor que 5, el numero de enlaces donadores de H es mayor a 5 (HbD) vy el
namero de enlaces capaces de aceptar H (HbA) menor a 10. Esta regla es una
prediccién cualitativa de la permeabilidad y la absorcidon, y no una prediccion
cuantitativa.® El célculo de las propiedades consideradas en esta regla se puede
evaluar a través de software de libre acceso disponibles en linea, como se realizo

en esta investigacion.

Lipofilicidad. De acuerdo con la definicion IUPAC, la lipofilicidad representa la
afinidad por un ambiente lipofilico, y la hidrofobicidad a pesar de ser
frecuentemente utilizada como un sin6nimo, se define como la asociacion de
grupos o moléculas no polares en un ambiente acuoso, que surge de la tendencia

del agua para excluir moléculas no polares. **

Con el fin de realizar un analisis predictivo desde las primeras etapas del disefio
racional de farmacos, el interior hidr6fobo de la membrana celular se puede
modelar de forma aproximada mediante el uso de un solvente organico. De
manera similar, una solucion buffer acuosa puede ser utilizada para simular el
medio acuoso extracelular. Si el solvente organico no es soluble en agua, se
obtendra un sistema de dos fases que se puede emplear para estudiar la
preferencia de un compuesto por la fase acuosa (hidrofilicidad) o por la fase

organica.*?

Para un compuesto organico, la lipofilicidad se describe en términos del
coeficiente de particion (log P), que se define como la relacién de concentraciones

del compuesto entre las fases organica y acuosa:
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Ecuacion 1. Coeficiente de particion

[Férmaco]f.orgénica

[Férmaco] f.acuosa

El log P representa la lipofilicidad intrinseca del conjunto de grupos funcionales y
esqueleto carbonado que conforman la estructura del compuesto, en ausencia de

disociacién o ionizacion.*?

La particién del compuesto entre la fase organica y acuosa genera un equilibrio
(ver figura 7). Adicionalmente, el compuesto se ioniza parcialmente en la fase
acuosa formando otro equilibrio, asumiendo que s6lo una parte del compuesto se
ioniza debido a que en condiciones normales sélo farmacos en forma desionizada
podrian penetrar la fase organica. Sin embargo, la naturaleza de los sustituyentes
alrededor del atomo cargado en la molécula, asi como el grado de deslocalizacion
de la carga pueden contribuir a la estabilizacion de la especie ionizada, y evitar la

particion en la fase organica o en la membrana. *®

La concentracion del farmaco en su forma ionizada en la fase acuosa es
importante, ya que esta influye en la concentracién del compuesto en la forma no
ionizada debido a la dependencia entre los equilibrios formados en la figura 7.
Dicha especie i6nica depende a su vez del pH de la fase acuosa o extracelular y
de la acidez o basicidad (pK,) de la misma. La relacién global del farmaco ionizado
y desionizado entre las dos fases se define como el coeficiente de distribucién (log
D). Este término es de gran utilidad en la estimacion de la absorcion de un
compuesto determinado, pues define la lipofilicidad teniendo en cuenta su valor

intrinseco y su grado de ionizacién (ver ecuacion 2).
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Figura 7. Relacién entre log P y pK, para un compuesto farmacolégico con un sitio acido, en un
sistema de dos fases.

Medio acuoso

K.

a
HFar+ —>E Far + H*

Farmaco lonizado
N e

Medio lipidico

Ecuacion 2. Coeficiente de distribucion log D.

logD =lo
& & <[HFar+]f.acuosa + [Farl¢acuosa

[Far]f.orgéncia >
El grado de ionizacion de un compuesto en medio acuoso se define a través de su

constante de disociacion (K,) de acuerdo a la ecuacién 3.

Ecuacién 3. Constante de disociacion.
_ [H*][Far]
2" [HFart]

A partir de las definiciones en las tres ecuaciones enunciadas, es posible
establecer una relacion general del sistema, es decir la lipofilicidad efectiva de un
compuesto acido o basico a valores de pH extracelulares o fisiolégicos, para fines
de disefio de compuestos bioldégicamente activos. La lipofilicidad efectiva para
determinado sistema se define mediante la ecuacién 4. Es importante notar que
para compuestos multifuncionales con varios grupos ionizables éste calculo se

torna mas complejo, y es necesario utilizar software de prediccién.

Ecuacion 4. Coeficiente de distribucion en funcion del pH, del valor del log P y del pKa,.

log D =logP — log(1 + 10PH-PKa)
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Una guia general para la 6ptima absorcion intestinal por permeabilidad de
membrana a través de difusion pasiva tras la administracion oral, es un valor de
log P en el intervalo de 0 a 3 como se ilustra en la figura 8. En este rango se
mantiene un equilibrio entre lipofilicidad y solubilidad. Los compuestos con valores
menores de log P son muy polares y presentan baja afinidad por ambientes
lipofilicos como el interior de la membrana, lo que conlleva a baja permeabilidad.
Los compuestos cuyo valor de log P es mayor son caracteristicamente apolares y

tiene baja solubilidad acuosa.
Figura 8. Efecto del log P en la biodisponibilidad oral.

Alta Optima
O<Log P<3

Pobre
Solubilidad
acuosa

Pobre
permeabilidad

Biodisponibilidad oral de membrana

Baja

4 3 21 0 1 2 3 4 5 6 7
LogP
Adicional al rango de log P 6ptimo en la buena biodisponibilidad oral, es necesario

considerar el efecto de log D7.4:*

% Log D74 < 1: Los compuestos cuyo valor de Log D74 es muy bajo presentan
buena solubilidad pero baja absorcién debido a la baja permeabilidad por
difusién pasiva.

X 1 <log D;4< 3: Este rango corresponde a los valores ideales. Los compuestos
ubicados en este intervalo generalmente tienen buena absorcion intestinal,
debido al balance entre solubilidad y permeabilidad por difusion pasiva.

X 3 <log D74< 5: Los compuestos que se encuentran en este intervalo tienen

alta permeabilidad pero baja absorcion, a causa de su baja solubilidad. Son
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mayormente metabolizados debido al aumento de la afinidad por la unién con
enzimas metabdlicas a través de puentes de hidrégeno.
X Log D74 > 5: Los compuestos dentro de este rango tienden a mostrar baja

absorcion debido a la baja solubilidad.

Capacidad de formacién de puentes de Hidrogeno. El papel de los puentes de
hidrogeno en la permeabilidad de un farmaco es fundamental, ya que para que un
compuesto pueda atravesar una membrana necesita romper los puentes de
hidrégeno formados con el ambiente acuoso. Una mayor cantidad de potenciales
puentes de hidrégeno en una estructura determinada requieren, un mayor costo
energético para romper dichos enlaces, disminuyendo la capacidad de penetracion
de membrana. La alta capacidad de un compuesto para formar este tipo de
enlaces se relaciona directamente con una baja permeabilidad y por lo tanto, baja

absorcion.*!

Inicialmente, la diferencia entre el coeficiente de particibn octanol/agua y
alcanos/agua (Alog P) se utilizaba para medir la capacidad de formaciéon de
puentes de hidrégeno.*® Actualmente, una medida sencilla de la capacidad de
formacion de puentes de hidrégeno es el area polar superficial (PSA, polar surface
area) que agrupa las contribuciones fraccionales de los atomos de nitrdgeno y
oxigeno en la superficie. Fisicamente, es posible comprender esta aproximacion
debido a que los grupos polares estan implicados en el proceso de desolvatacion
necesario para pasar de un entorno extracelular acuoso al interior lipofilico de las
membranas.*’ El PSA representa la energia implicada en el proceso de transporte

de membrana, dependiente de la conformacion estructural del compuesto.

Solubilidad. El primer paso del proceso de absorcion oral consiste en la
disolucién del principio activo contenido en una tableta o capsula, en el medio
acuoso presente en el tracto gastrointestinal, para posteriormente atravesar las

barreras que le permitan llegar hasta el torrente sanguineo (esquema 11). Sélo un
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compuesto en solucion puede atravesar la membrana gastrointestinal, lo que hace
de la solubilidad una de las principales propiedades a considerar desde las

primeras etapas del disefio de farmacos.*®

Esquema 11. Proceso general de absorcién de un farmaco administrado en estado sélido.

Transferencia
entre
Disolucién membranas

Farmaco —————, Famacoen —_—————) Farmaco

sodlido solucién absorbido

La barrera del tracto gastrointestinal es similar a cualquier otra barrera que
involucre el transporte intermembrana. Esta comprende una bicapa lipidica, que
resulta de la orientacion de los lipidos en el medio acuoso. A través de la
membrana existen estrechos canales conformados por proteinas, que dependen
del tipo de célula o tejido. Los compuestos pueden atravesar las membranas
biologicas principalmente por dos mecanismos de transporte pasivo (por difusion),
transmembranal (a través de la membrana) o paracelular (a través de los poros)
(ver figura 9). La mayoria de los compuestos pueden ser absorbidos por la ruta
paracelular pero este tipo de procesos es mas lento y dependiente del tamafio de
la célula. Los farmacos con masa molar superior a 300 kDa no se absorben
completamente.*”? Para que un compuesto se absorba con facilidad, debe tener
caracteristicas que le permitan disolverse en el medio acuoso, pero al mismo

tiempo, tener alta lipofilicidad para atravesar la membrana.

Figura 9. Difusion pasiva de una molécula de un farmaco a través de una bicapa lipidica.

® (@ Cabezas polares
1001 hidrofilicas
Molécula del .‘%,, ®

farmaco o

Moléculas /gggiOg

de agua

Cadenas de fosfolipidos
de acidos grasos
hidrofébicas (apolares)
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La lipofilicidad excesiva es una causa comun de mala solubilidad y puede conducir
a la baja e incompleta absorcion tras la administracion oral. Las estimaciones de
solubilidad adecuada para la absorcion oral dependen de la permeabilidad del
compuesto y de la dosis suministrada. La incorporacion de un centro ionizable, tal
como una funcibn amina o similar, genera algunas ventajas incluyendo el

incremento de la solubilidad en agua.*’

Toxicidad. El término toxicidad se refiere a cualquier efecto adverso que se llegue
a encontrar durante una serie compleja de pruebas in vitro, de ensayos con
animales y en la exposicion con humanos. La toxicidad es la responsable de que
un importante nimero de compuestos altamente bioactivos no alcance el mercado
una vez han sido aprobados. Se estima que entre 20 y 40% de los compuestos
candidatos en la investigacion y desarrollo de farmacos fallan debido a su
toxicidad.*®

Las herramientas in silico disponibles para predecir potenciales problemas de
toxicidad se pueden clasificar en dos grupos. El primero se enfoca en modelos que
se basan en la codificacion del conocimiento adquirido por expertos y el segundo
se basa en la generacién de descriptores o parametros relacionados con la
estructura quimica y analisis estadisticos que relacionan estos descriptores con la
respuesta toxicologica. Cada uno de estos métodos requiere datos de calidad,
siendo este el principal obstaculo en esta clase de estudios debido a la limitada
disponibilidad de datos toxicolégicos de dominio publico.*

1.3.2 Interacciones farmaco-ADN

Las moléculas organicas pequeiias son frecuentemente utilizadas como
agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer.*® Teniendo en mente el

amplio rango de actividad bioldgica de los compuestos quinolinicos y su potencial

16, 51

uso como agentes antitumorales, asi como la necesidad de mejores
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compuestos anticancerigenos, se extendio el estudio in silico de los compuestos
sintetizados hacia el analisis de la posible interaccion de estas estructuras con el
ADN, a través de los parametros fisicoquimicos calculados como el log P, y el &rea

polar superficial.

Cuando un farmaco interactia con el ADN tiene la posibilidad de afectar la
mayoria de los procesos celulares mas importantes como la replicacion,
transcripcion y traduccién. ElI ADN inicia su replicacion o transcripcion sélo cuando
recibe una sefial proveniente de una proteina reguladora que se une a una regién
particular del ADN. Si la especificidad de unién y la fuerza de esta proteina
reguladora, es imitada por una molécula organica pequefia, la funciéon del ADN
puede ser modulada artificialmente, inhibida o activada a través de la union de
esta molécula en lugar de la proteina.>

La unién de un farmaco al ADN puede ser de forma covalente o no covalente.
Cuando la union es de tipo covalente es irreversible y conduce a la completa
inhibicion de los procesos que el ADN debe llevar a cabo y posteriormente la

muerte celular> (figura 10).

Figura 10. Enlace covalente del ADN con el cisplatino, un farmaco empleado actualmente en el

tratamiento contra el cancer.

Fuente: http://www.atdbio.com/content/16/Nucleic-acid-drug-interactions#Alkylators
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Los compuestos de unién no covalente se pueden clasificar en las siguientes
categorias (figura 11):

Figura 11. Representacion de dos formas principales de interaccion no covalente farmaco-
ADN. A. Intercalacion. B. Unidn al surco menor.

€€

A B
Fuente: Haq, |., Thermodynamics of drug—DNA interactions. Archives of Biochemistry and Biophysics
2002, 403 (1), 1-15.

% Enlazantes al surco menor. Como resultado de la asimetria de cada par de
nucledtidos que conforman la estructura del ADN, se generan surcos de
tamafio diferente (figura 12). Estos surcos corresponden a las zonas donde las
bases nitrogenadas son accesibles desde el exterior y se alternan de tal forma

se presenta un surco mayor y uno menor.>*

Figura 12. Estructura del ADN.

Hidrégeno
Oxigeno
Nitrégeno
Carbono
Fésforo
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Pirimidinas Purinas
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La union de moléculas de baja masa molar (<1000 g/mol) generalmente ocurre
a través interacciones de Van der Waals y puentes de hidrégeno
complementando el surco. La mayoria de los farmacos que se enlazan al surco

menor se unen a secuencias ricas en pares de adenina y timina.>®

X Intercaladores. Este tipo de farmacos generalmente son compuesto
heterociclicos planos que se intercala con el ADN, apilandose entre pares de
bases adyacentes. El complejo farmaco-ADN se estabiliza a través de

interacciones =« -n causando perturbaciones estructurales.*

La union no covalente es reversible y normalmente se prefiere sobre la formacion
del aducto covalente, para evitar posibles efectos secundarios toxicos. Sin
embargo, actualmente lograr la misma afinidad y especificidad que tienen las
proteinas enzimaticas sobre el ADN es un reto en el disefio de farmacos con

propiedades antitumorales.>’
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DE LA
INVESTIGACION

La sintesis organica contribuye al descubrimiento de moléculas bioactivas
de varias formas. Al generar sistemas pequefios estructuralmente diversos con las
caracteristicas adecuadas para lograr la unién con macromoléculas biolégicas,
ofrece puntos de partida para la identificacion de nuevos farmacos. La sintesis
estratégica de analogos estructurales conlleva a la posibilidad de establecer la
relacion entre la estructura y la actividad, fundamental para la identificacion de
variantes en los sustituyentes, que optimizan a la vez las caracteristicas de los

compuestos de partida utilizados.

El mejoramiento en los métodos y las estrategias utilizadas en sintesis organica
actualmente es guiado por los avances en la ciencia computacional, que ha
permitido acelerar el descubrimiento de moléculas organicas con actividades
biolégicas novedosas.’® De esta manera, los métodos computacionales ofrecen
informacion previa a la sintesis a través de los andlisis in sillico, y concede una
vision aproximada de las propiedades de los compuestos a generar,
incrementando la probabilidad de introducir posibles compuestos exitosos en el
proceso de desarrollo de farmacos. En esta investigacion, se hace uso de
herramientas en linea que permiten desarrollar un acercamiento al perfil
farmacocinético y toxicologico de los compuestos quinolinicos seleccionados,

obteniendo un soporte sélido para llevar a cabo su sintesis quimica.

Los sistemas heterociclicos con el nudcleo de quinolina son compuestos
ampliamente utilizados en la quimica medicinal y su estructura se asocia a
productos naturales biolégicamente activos en un amplio rango de dianas
terapéuticas. Los derivados quinolinicos son interesantes modelos para estudios
farmacoldgicos, incluyendo el cancer® y las enfermedades asociadas a hongos.®°

Por esta razon, el eje central de este proyecto gira en torno a la construccion del
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sistema quinolinico a través de estrategias de sintesis efectivas, rapidas y
econOmicas, para aportar de esta manera al desarrollo de entidades bioactivas
capaces de actuar contra el cancer y las enfermedades fungicas debido a la

necesidad actual de nuevos compuestos para el tratamiento de estas.

El interés de esta investigacion por aportar conocimiento en el desarrollo de
compuestos con actividad antifangica se debe a que los farmacos antifingicos
actualmente disponibles poseen alta toxicidad provocando reacciones adversas, y
son inefectivos contra nuevos hongos emergentes que desarrollan resistencia
rapidamente. ®* Por esta razén, existe una necesidad urgente de una nueva
generacion de mas potentes y seguros agentes antifingicos que se establezcan

como una alternativa a los farmacos existentes.

A su vez, las caracteristicas estructurales de los compuestos quinolinicos
propuestos los postulan como posibles candidatos Optimos para realizar ensayos
de actividad antitumoral, debido a que su estructura aromatica y plana puede
favorecer su interaccion reversiblemente con el ADN por intercalacion, evitando su
replicacion y de esta manera actuar contra las células responsables de la
formacién de tumores. Asi, es posible contribuir hacia el avance de identificacion
de nuevas estructuras con actividad antitumoral, respondiendo a las estimaciones
hechas por la Organizacion Mundial de la Salud que expresan un aumento de 7.6
millones de muertes en el 2005 a 84 millones en 2015.% Adicionalmente, de los
12.6 millones de nuevos casos de cancer que se registran anualmente, 64% de las

muertes ocurren en paises en via de desarrollo como Colombia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Establecer las condiciones 6ptimas de la reaccion imino Diels-Alder y su
version sintética, la reaccion de Kametani, para la sintesis efectiva de 4-metil-2-
piridilquinolinas halogenadas con alto potencial terapéutico como agentes
antifiingicos y antitumorales que presenten una reducida actividad genotdxica, de

acuerdo a la naturaleza y posicion de los sustituyentes.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Disefiar una serie de compuestos quinolinicos con fragmentos
piridinilicos y sustituyentes halogenados a partir de diferentes reportes previos

de actividad bioldgica a través del analisis de sus perfiles farmacocinéticos.

3.2.2 Preparar N-(piridinilmetilen)anilinas a través de la reacciéon de
condensacion entre aminas aromaticas sustituidas y piridilcarboxialdehidos,
como precursores valiosos en la obtencién de nuevos modelos moleculares

con potencial actividad antifingica.

3.2.3 Obtener una nueva serie de 4-metil-2-piridinilquinolinas sustituidas via

reaccion de Kametani, estableciendo condiciones Optimas de reaccion.

3.2.4 Profundizar en la sintesis de la misma serie de 4-metil-2-
piridinilquinolinas via reaccién imino Diels-Alder, comparando los resultados de

ambas reacciones.
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3.2.5 Caracterizar los compuestos obtenidos a travées de métodos

fisicoquimicos.

3.2.6 Preparar muestras representativas para la evaluacion de la actividad
antimicotica de los compuestos quinolinicos sintetizados frente al hongo

Candida albicans, y la actividad genotoxica.
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4. SECCION EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Reactivos. Los reactivos empleados en las diferentes reacciones fueron de
grado para sintesis de las marcas Merck y Aldrich. Los solventes utilizados en las
reacciones se secaron previamente a su uso. El metanol se calenté sobre
magnesio en polvo usando iodo como indicador y se destilé a presion atmosférica,
recogiéndose sobre tamiz molecular activado de 4 A. El acetonitrilo se calentd
sobre tamiz molecular activado de 4 A durante 4 horas y se destil6 a presion
atmosférica. El diclorometano se secO sobre cloruro de calcio y se destilé

inmediatamente antes de usar.

4.1.2 Seguimiento de las reacciones y purificacion de los compuestos. El
avance de las reacciones se control6 mediante cromatografia de capa fina sobre
cromatofolios AL TLC de gel de silice 60 F254 (Merck), revelados en una camara
SPECTROLINE MODEL ENF-260C a las longitudes de onda 366 y 254 nm, o0 en
una camara de yodo. La separacion y purificacion de todos los productos
sintetizados se realizO mediante cromatografia en columna, empleando gel de
silice (70-230 Mesh) como fase estacionaria y eluyendo con mezclas de hexano-
acetato de etilo, con aumento gradual del gradiente de la polaridad. Para
concentrar las fracciones recolectadas de los productos aislados, se usé un

rotaevaporador marca BUCHI R-114.

4.1.3 Propiedades fisicas y caracterizacion estructural de los compuestos.
Los puntos de fusién de las sustancias solidas obtenidas se determinaron en un

fusiometro marca FISHER-JOHNS; los valores reportados no fueron corregidos.
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Los espectros de infrarrojo se recolectaron usando un espectrometro Lumex
Infralum FT-02 en discos de KBr. Para la asignacién de las sefiales en los
espectros de infrarrojo se utilizaron subindices que corresponden a los enlaces
especificos en las estructuras de los compuestos que generan la sefial, de la
siguiente manera: py, estructura piridinica; ar, fragmento arilico; st, vibracion de

estiramiento; 8, vibracién de flexion; sym, simétrico; antisym, antisimétrico.

Para la identificacion por espectrometria de masas se empled un cromatégrafo de
gases Hewlett Packard 5890A Serie Il con una columna capilar de 60 m recubierta
con HP-5 [5%-fenil-poli(dimetil-siloxano)], acoplado a un detector selectivo de
masas HP 5972 con ionizacién por impacto de electrones (IE) a 70 eV, en el
Laboratorio de Cromatografia de la UIS. Adicionalmente, se empled un equipo
Bruker amaZon X para el andlisis por espectrometria de masas con ionizacion por
electrospray (ES-IES) con trampa de iones. Los espectros de resonancia
magnética nuclear (*H-RMN, *C-RMN y DEPT-135) se registraron en un
espectrometro Bruker Biospin GmbH 400 MHz, utilizando cloroformo (CDCls)

como solvente, en el laboratorio de RMN de la UIS.

4.2 Disefio molecular

A través del uso de diversas herramientas quimioinformaticas de libre
acceso se realizé el cribado y la optimizacién de las estructuras moleculares
propuestas a sintetizar, teniendo como base la estructura del nucleo quinolinico y
diversos sustituyentes que llevaran a aumentar el potencial farmacoldgico de cada
compuesto. De esta manera, se llevd a cabo la prediccion de propiedades
moleculares relacionadas con el perfl ADMET (absorcion, distribucion,
metabolismo y toxicidad) y la estimacion de la fuerza de unién al DNA de forma

reversible.
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4.2.1 Parametros determinados empleando Molinspiration

Los parametros fisico-quimicos establecidos por la regla de los cinco de
Lipinski se calcularon empleando la plataforma virtual disponible en internet de
Molinspiration (http://www.molinspiration.com/services/), que permitié realizar un
cribado estructural con base en la suma de las contribuciones de fragmentos base
identificados en la molécula de interés y factores de correccion. Es un método

robusto y capaz de procesar un amplio rango de moléculas organicas.®®

El coeficiente de particion octanol/agua es un parametro clave en el disefio
racional como una medida de la lipofilicidad. EI método desarrollado por
Molinspiration ajusta el valor del log P calculado (Clog P) con el log P experimental
para mas de doce mil moléculas, la mayoria de ellas farmacos (figura 13). A
través de este método, el 96.5% de las moléculas cuyo valor de log P fue predicho
tienen un error menor al 1%, lo que lista a este programa como uno de los mejores

métodos para la prediccién de log P.3*

El rea polar superficial (PSA) es un pardmetro de gran utilidad en la prediccién de
las propiedades relacionadas con el transporte de farmacos. Molinspiration
permite realizar la prediccion de la PSA topoldgica, es decir, sin considerar la
conformacion 3D de la PSA, pero disminuyendo el tiempo de analisis, 2 a 3
ordenes de magnitud mas rapido. El procedimiento se basa en la suma de las
contribuciones de atomos y de fragmentos polares, considerando el ambiente en
gue se encuentran estructuralmente. Tales contribuciones se determinaron por
minimos cuadrados que se ajustan a la PSA en 3D para 34810 farmacos
registrados en el indice Mundial de farmacos (WDI) ®* como se muestra en la

figura 13.
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Figura 13. A la izquierda la relacién entre log P experimental vs. log P calculado a través del
método desarrollado por Molinspiration. r’=0.944 (r coeficiente de correlacién lineal), DS=0.428
(desviacion estandar) ®. A la derecha la relacion entre PSA en 3D vs PSA topoldgica (TPSA) para
34810 moléculas del WDI, r’= 0.982.°

400

%! mol ation

predicted logP

TPSA

os® 0 100 200 300 400
3D PSA

Fuente: ? http://www.molinspiration.com/services/logp.html. b Ertl, P.; Rohde, B.; Selzer, P., Fast Calculation
of Molecular Polar Surface Area as a Sum of Fragment-Based Contributions and Its Application to the
Prediction of Drug Transport Properties. Journal of Medicinal Chemistry 2000, 43 (20), 3714-3717.

4.2.2 Pardmetros determinados empleando ChemsSilico

Una estimacibn mas profunda de la absorcibn de los compuestos
quinolinicos propuestos con base en la prediccion de la lipofilicidad y solubilidad a
diferentes valores de pH fisiol6gicos, la absorcion intestinal humana y la constante
de disociacion 4cida se realizé a través del software comercialmente disponible en

linea ChemSilico?.

ChemsSilico utiliza predictores construidos con la seleccién avanzada de datos y
técnicas neuronales de red que manejan cientos de descriptores topolégicos. Mas
de 35.000 compuestos fueron utilizados para desarrollar estos nuevos métodos de

prediccion validados.

¥ http://www.chemsilico.com/index.html
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El coeficiente de distribucidén calculado en ChemSilico se basa estrictamente en el
uso de las expresiones derivadas para determinar el log D tedrico (ver estado del
arte, ecuaciones 1, 2, 3y 4). De forma similar a otras plataformas en linea, los
valores calculados se ajustan a los valores experimentales para un amplio nimero

de compuestos.

La solubilidad acuosa intrinseca (WS,) es la medida de la solubilidad del
compuesto en su forma neutra en un ambiente acuoso. El perfil de solubilidad a
diferentes valores de pH determina la solubilidad dependiente del medio,
reflejando como se ve afectada esta propiedad en funcién de la ionizacién. Los
calculos realizados en ChemSilico permiten obtener el perfil de solubilidad con
base en el valor de pK, predicho previamente, de acuerdo a las ecuaciones

expuestas y al ajuste entre la solubilidad experimental y calculada (figura 14).

Adicionalmente, a través ChemSilico fue posible realizar una estimacion de la
absorcién intestinal en humanos (HIA), que se define como el porcentaje de la
dosis administrada por via oral que llega a la vena porta hepética. Este predictor
se basa en descriptores topoldgicos, el log P calculado, la PSA y la capacidad del

compuesto para donar o aceptar enlaces con hidrégeno.

4.2.3 Parametros determinados empleando Osiris

La evaluacion del perfil toxicolégico de las moléculas propuestas se efectud
empleando el programa OSIRIS disponible libre de cargos en http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo. El predictor de propiedades OSIRIS hace parte integral
del sistema de sustancias registradas por comparfias farmacéuticas. En esta
plataforma, cada uno de los resultados de prediccion es relacionado con un cédigo

de color y con un determinado valor numeérico. Las propiedades con un elevado
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riesgo de causar efectos adversos, como mutagenecidad o baja absorcion
intestinal, son mostradas en rojo. Las propiedades mostradas en color verde

indican una conformacion con potencial comportamiento farmacoldgico.

Figura 14. A la izquierda la relacion entre log WS experimental vs. log WS calculado a través del
método desarrollado por ChemSilico, r’=0.944, EA=0.4 (error absoluto)®. A la derecha la relacién

entre el log D experimental vs log D predicho, EA=0.52."
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Fuente: 2 http://ww.chemsilico.com/CS_prwS/WSexp.html.
® http://www.chemsilico.com/CS_prLogD/LDexp.html

4.3 Sintesis

En el proceso de obtencion de los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinas
sustituidas 1-4, elegidas con base a reportes previos de actividad biolégica y al
desarrollo de un andlisis molecular in silico, se establecieron los pasos sintéticos
principales que permitieran acceder a dichos sistemas quinolinicos, como se

muestra en el esquema 12.
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Esquema 12. Pasos sintéticos centrales en la obtencion de 4-metil-2-piridinilquinolinas

sustituidas.

R=H,Cl, F, CF3

NH, . . 4-Metil-2-piridinilquinolinas
Reaccion de Reaccion
Imino Diels-Alder de Kametani
R

R Me
OMe MeO_ OM
Anilinas sustituidas \©\ P )\ 6 e x e R N
N O
+ /\® > N/
a- By @ @
— R

H N-Arilaldiminas
— R

. N H CI F CF N H ClI F CF
LA S B ©7 S i O _ =3

N-piridincarboxaldehidos o— 1a 2a 3a 4a o— 5a 6a 7a 8a
B~ 1b 2b 3b 4b - 5b 6b 7b 8b

y— 1lc 2c 3c 4c y— 5S¢ 6¢ ¢ 8c

La metodologia empleada consistio en la preparacion de los precursores iminicos
la-4c a partir de la reaccion de condensacion entre anilinas sustituidas y N-
piridincarboxaldehidos. Posterior a su obtencion, se llevo a cabo la reaccion de
cicloadicidon para generar las quinolinas 5a-8c, a través de la reaccion de imino
Diels-Alder con 2-metoxipropeno (2-MP), o a través de la reacciéon de Kametani

con 2,2-dimetoxipropano (2,2-DMP).

4.3.1 Obtencion de los precursores N-arilaldiminicos la-4c

Metodologia general

A una soluciébn equimolar de anilina o sus derivados (10 mmoles) y el
correspondiente N-piridincarboxaldehido (10 mmoles) en 15 mL de CH,Cl, anhidro
se adicioné Na,SO,4 (20 mmoles) como agente desecante y se agité a temperatura
ambiente durante 2-6 horas. Cuando finalizo la reaccion, la mezcla resultante se
filtro y el filtrado se concentro al vacio. Al obtener el crudo de la reaccion en forma
liquida se retiré la totalidad del solvente reduciendo la presion, y si la imina
formada se obtenia en estado sélido se procedi6é a su caracterizaciéon y utilizacion

en la siguiente etapa de sintesis sin purificacion previa.
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N-(4-Piridinilmetilen)-anilina (1a)

ﬂ A partir de 2.55 g (27.4 mmoles) de anilinay 2.94 g (27.4 mmoles)
©/N\ > de 4-piridincarboxaldehido en agitacion durante 2 horas, se

obtuvieron 5 g del compuesto la (27.13 mmoles, 99%) como un
solido de color beige, Ci2H1oN2 (182.22 g/mol); pf. 72-73°C. IR (KBr) 3054c+ sy,
2885c.c sy, 1619(c= iminico)s 1589(c=n py)» 763(C-H ar)y 694+ ary cM™.

4-Cloro-N-(4-piridinilmetilen)-anilina (2a)

ﬂ A partir de 2.98 g (23.15 mmoles) de 4-cloroanilina y 2.47 g
/@N\ - (23.15 mmoles) de 4-piridincarboxaldehido en agitacion
Cl
mmoles, 99%) como un solido de color amarillo claro, C12,H9CIN, (216.67 g/mol);
pf. 85-86°C. IR (KBr) 1619(c=N iminico), 1596(c=n py), 1488y st), 1087 c-cian, 887 (c-ci sy,

833(cHan cm™.

durante 3 horas, se obtuvieron 5.0 g del compuesto 2a (22.92

4-Fluoro-N-(4-piridinilmetilen)-anilina (3a)

2~y A partir de 2.77 g (25 mmoles) de 4-flouroanilina 'y 2.67 g (25

/@/N\ N mmoles) de 4-piridincarboxaldehido en agitacién durante 3

F horas, se obtuvieron 4.25 g (21.25 mmoles, 80%) del
compuesto 3a como un solido de color amarillo, C12HgFN, (200.21 g/mol); pf.
89°C. IR (KBr) 1635c=n iminico)s 1589(c=N py)s 1496py st), 1218(c-F ar), 833c-Har), 771 cH

-1
ar) cm-.
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N-(4-Piridinilmetilen)-4-(trifluorometil)-anilina (4a)

\/@ A partir de 3.22 g (20 mmoles) de 4-trifluorometilanilina 'y 2.14
/@N\ ~ g (20 mmoles) de 4-piridincarboxaldehido en agitacion
FsC
compuesto 4a como un aceite de color rojo, Ci3HgF3N2 (250.22 g/mol). IR (KBr)
1604(C=N Iminico)s 1527(C:N py)» 1434(py st)s 1326(CF3 st sym)s 1172(CF3 st antisym), 1110(CF3 st

antisym), 833(C-H ar) Cm_l.

durante 5 horas, se obtuvieron 4.50 g (18 mmoles, 90%) del

N-(3-Piridinilmetilen)-anilina (1b)

NN A partir de 2.55 g (27.4 mmoles) de anilinay 2.94 g (27.4 mmoles)

@NQ;J de 3-piridincarboxaldehido en agitacion durante 2 horas, se obtuvo

el compuesto 1b (3.75 g, 20.6 mmoles) como un sélido de color

amarillo, C12H10N2 (182.22 g/mol, 75%). pf. 74°C. IR (KBr) 3023cH ar st), 1604(c=n
iminico)s 1511(C=N py)» 817(C-H py)» 755(C-H 5 ar) 709(c=c ary CM™.

4-Cloro-N-(3-piridinilmetilen)-anilina (2b)

/NI A partir de 2.98 g (23.15 mmoles) de 4-cloroanilina y 2.47 g

/©/N\ N (23.15 mmoles) de 3-piridincarboxaldehido en agitacién durante
cl 4 horas, se obtuvieron 5.0 g del compuesto 2b (22.92 mmoles,
99%) como un soélido de color amarillo, C12HoCIN, (216.67 g/mol); pf. 68°C. IR
(KBr) 1619c=n iminico), 1558(c=N py stjy 1481 py), 1079cci an, 879 c-ci sty 817(cH an)

694(5 py) cm'l.
4-Fluoro-N-(3-piridinilmetilen)-anilina (3b)

A partir de 2.77 g (25 mmoles) de 4-flouroanilina y 2.67 g (25 mmoles) de 3-

piridincarboxaldehido en agitacion durante 4 horas, se obtuvieron 5.0 g el
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NS compuesto 3b como un sdlido de color amarillo (25 mmoles,
/©/N\ N 990/0), C1oHgFN> (20021 g/mol), pf 70°C. IR (KBI’) 1619(C=N
F Iminico), 1589(C:N py)s 1496(py st)s 1203(C-F ar)s 84'8((:-H ar)s 77:I-(C-H o ar)

cm™,

N-(3-Piridinilmetilen)-4-(trifluorometil)-anilina (4b)

N | A partir de 3.22 g (20 mmoles) de 4-trifluorometilanilina y 2.14

/@/N\ - g (20 mmoles) de 3-piridincarboxaldehido en agitacién durante
FaC 5 horas, se obtuvieron 4.25 g (17 mmoles, 85%) del compuesto
4b como un sélido de color amarillo, C13HgF3N> (250.22 g/mol), pf. 55 °C. IR (KBr)
3039c-H py st), 1604(c=N iminicoys 1573(c=N py)» 195275 py), 1311 (cF3 st sym)s 1172(cF3 st antisym)s

1110(CF3 st antisym), 833(C-H ar) cm™.
N-(2-piridinilmetilen)-anilina (1c)

N N\/ I A partir de 2.55 g (27.4 mmoles) de anilinay 2.94 g (27.4 mmoles)

©/ S de 2-piridincarboxaldehido en agitacion durante 2 horas, se

obtuvieron 3.5 g del compuesto 1c (19.23 mmoles, 70%) como un

aceite de color rojo, C12H10N2 (182.22 g/mol). IR (KBr) 3054 c-H py st), 1635(c=N iminico),
1589(c=n py) 1481(c=N 5 py), 740(c.C 5 ar)y 694t 5 ar) CM™.

4-Cloro-N-(2-piridinilmetilen)-anilina (2c)

N N\/ I A partir de 2.98 g (23.15 mmoles) de 4-cloroanilina y 2.47 g

/©/ S (23.15 mmoles) de 2-piridincarboxaldehido en agitacién durante
“ 4 horas, se obtuvieron 5.0 g del compuesto 2¢ (22.92 mmoles,
99%) como un sélido de color amarillo, C1,HgCIN, (216.67 g/mol); pf. 67°C. IR
(KBr) 1623(c=N iminico), 1581(c=n py sty 14815 py), 1090(c-ci 5 ar), 833(cH 5 an)y 736(c-cl st)

cm™,
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4-Fluoro-N-(2-piridinilmetilen)-anilina (3c)

N7 | A partir de 2.77 g (25 mmoles) de 4-flouroanilina y 2.67 g (25

/©/N\ D mmoles) de 2-piridincarboxaldehido en agitacion durante 5

F horas, se obtuvieron 4.7 g del compuesto 3c (23.5 mmoles,
94%), como un solido de color amarillo, C;2HgFN, (200.21 g/mol); pf. 60°C. IR
(KBr) 3055(c-H ar sty 1626(c=N iminico) 1583(c=N py)» 1500y sty 1218(c-F ar)y 837 (C-H ar st)

cm™,

N-(2-piridinilmetilen)-4-(trifluorometil)-anilina (4c)

NZ | A partir de 3.22 g (20 mmoles) de 4-trifluorometilanilina y 2.14

/©/N\ X g (20 mmoles) de 2-piridincarboxaldehido en agitacion durante
FsC 6 horas, se obtuvieron 3.45 g del compuesto 4c¢ (13.8 mmoles,
69%) como un sélido de color amarillo, C13HgF3N2 (250.22 g/mol); pf. 55°C. IR
(KBr) 3059+ st ar), 1610(c=n iminico)y 1573(c=n py), 1326(cr3 st sym), 1108(cF3 st antisym),

833(c-H5an CM ™

4.3.2 Sintesis de los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolicos 5a-8c

En la etapa de obtencién de la serie de compuestos quinolinicos se realizo
una comparacion entre la reaccion de imino Diels-Alder a partir de las bases de
Schiff sintetizadas empleando 2-metoxipropeno en presencia de diversos acidos
de Lewis, y la reaccion de Kametani, una version sintética de la reaccion de imino

Diels-Alder, remplazando el alqueno por el acetal 2,2-dimetoxipropano.
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Metodologia General

a. Reaccion de Imino Diels-Alder. A una solucion en agitacion de N-arilaldimina
la-4c (10 mmoles) en 5 mL de CH,CI, bajo atmdsfera de nitrégeno a -8°C, se
adicion6 gota a gota dieterato trifluoruro de boro (BF3OEt;, 20 mmoles),
durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo de agitacion, se agreg6 lentamente
el 2-metoxipropeno (20 mmoles) disuelto en 2 mL de CH,Cl,, conservando la
atmosfera inerte y el enfriamiento. Al finalizar la adiciébn, se aumenté la

temperatura hasta alcanzar el reflujo y se mantuvo durante 3 a 7 horas.

Una vez concluida la reaccion segun el control realizado por cromatografia de
capa fina, la masa de reaccion se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente y se
tratd con una solucion saturada de NaHCOj3; hasta alcanzar pH 8. La mezcla se
extrajo con CH,Cl; (3 x 20 mL). La fase organica se secé sobre Na,SO4
anhidro y se retird el solvente con destilacion a presién reducida. El producto
de interés fue aislado del extracto organico por cromatografia en columna
sobre gel de silice, utilizando como solvente de elucion mezclas de hexanos y
acetato de etilo. Posterior a la purificacion, se procedié a la caracterizacion

estructural de cada producto.

b. Reaccién de Kametani. A una solucién en agitacion de N-arilaldimina la-4c
(10 mmoles) en 5 mL de CH,CI, bajo atmésfera de nitrégeno a -8°C, se
adicion6 gota a gota eterato trifluoruro de boro (BF3OEt,, 20 mmoles), durante
20 minutos. Transcurrido el tiempo de agitacion, se agregé muy lentamente el
2,2-dimetoxipropano (40 mmoles) disuelto en 4 mL de CH.Cl,, conservando la
atmosfera inerte y el enfriamiento. Al finalizar la adicion, se retiré el bafio frio y
se aumento la temperatura hasta alcanzar el reflujo y se mantuvo durante 2 a 5

horas.
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Al concluir la reaccion de acuerdo al control realizado por cromatografia de
capa fina, la masa de reaccion se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se
tratd con una solucion saturada de NaHCOg3; hasta alcanzar pH neutro. La
mezcla se extrajo con CH,Cl, (3 x 20 mL). La fase organica se secd sobre
Na,SO, anhidro y se retir0 el solvente a través de destilacion a presion
reducida. El producto de interés se aisl6 del extracto organico por
cromatografia en columna sobre gel de silice, utilizando como solvente de
elucibn mezclas de hexanos y acetato de etilo. Posterior a la etapa de

purificacion, se procedio a la caracterizacion estructural de cada producto.

4-Metil-2-(4-piridinil)-quinolina (5a)

7 N A partir de 4.00 g (22 mmoles) de la N-arilaldimina la, 6.25 g (44
S mmoles) de BF3OEt;, y 9.16 g (88 mmoles) de 2,2-
,\; dimetoxipropano en agitacion durante 3 horas a temperatura de
reflujo, se obtuvieron 3.33 g (15.18 mmoles, 69%) del compuesto 5a como un
solido de color blanco. CisH12N2 (220.27 g/mol), pf. 72-73°C. IR (KBr) 3029chs st
sym) 1597 =N quinolinico), 1541(c=N py)» 833(c-Hay €M™ *H RMN (CDCl3) & 8.76 (dd, J =
4.5,1.6 Hz, 2H), 8.19 (ddd, J = 8.5, 1.2, 0.5 Hz, 1H), 8.04 (dd, J = 4.5, 1.7 Hz, 2H),
8.03 (m, 1H), 7.75 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.4 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 7.60
(ddd, J = 8.2, 6.9, 1.3 Hz, 1H), 2.78 (d, J = 0.9 Hz, 3H). **C RMN (CDCl3) 5 154.2,
150.5, 148.1, 146.9, 145.7, 130.6, 129.9, 127.9, 127.1, 123.8, 121.7, 119.3, 19.2
ppm. EM (El, 70 eV) m/z (%): 220 (M™, 100), 205 (63), 192 (23).

6-Cloro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (6a)

A partir de 4.00 g (18.54 mmoles) de la N-arilaldimina 2a, 5.35
No N ' g (37.09 mmoles) de BF3OEt, y 7.72 g (74.18 mmoles) de

Cl Z 2,2-dimetoxipropano en agitacion durante 2 horas a
Me
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temperatura de reflujo, se obtuvieron 3.63 g (14.27 mmol, 77%) del compuesto 6a
como un sélido de color blanco, C15H11CIN, (254.71 g/mol); pf. 130°C. IR (KBr)
3040(cHs st sym) 1596(c=n quinolinico)r 1539(c=n py), 784c.ci sy cm™. *H RMN (CDCls) &
8.78 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz, 2H), 8.12 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.04 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz,
2H), 7.99 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.69 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H), 2.76 (d, J
= 0.7 Hz, 3H) ppm. *C RMN (CDCl;) 3 154.5, 150.6, 146.6, 146.5, 144.9, 132.9,
132.2, 130.8, 128.7, 123.0, 121.7, 120.1, 19.18 ppm. EM (El, 70 eV) m/z (%): 254
(M*, 100), 239 (25), 191 (20).

6-Fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (7a)

Z>Nn A partir de 4.0 g (20 mmoles) de la N-arilaldimina 3a, 5.77 g
TS I (40 mmoles) de BF3zOEt, y 8.33 g (80 mmoles) de 2,2-

F T dimetoxipropano en agitaciéon durante 3 horas a temperatura
de reflujo, se obtuvieron 2.47 g (10.4 mmoles, 52%) del

compuesto 7a como un sélido de color amarillo claro, Ci5H11FN2 (238.26 g/mol);
pf. 104°C. IR (KBr) 3054ch3 st sym) 1625(c=n quinolinico), 1543(c=n py), 1186(c.F sty cm™.
'H RMN (CDCls) & 8.76 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz, 2H), 8.16 (dd, J = 9.2, 5.6 Hz, 1H),
8.02 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz, 2H), 7.72 (s, 1H), 7.58 (dd, J = 9.7, 2.8 Hz, 1H), 7.51
(ddd, J = 9.2, 8.1, 2.8 Hz, 1H), 2.72 (d, J = 0.6 Hz, 3H) ppm. **C RMN (CDCl;) &
162.1, 159.6, 153.5, 150.5, 146.5, 145.2, 145.1, 145.0, 133.1, 133.0, 128.8, 128.7,
121.5, 119.9, 119.8, 107.6, 107.3, 19.2 ppm. EM (El, 70 eV) m/z (%): 238 (M,

100), 223 (25), 210 (27).
6-Trifluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (8a)
A partir de 4.0 g (16 mmoles) de la N-arilaldimina 4a, 4.62 g (32 mmoles) de

BF3OEt, y 6.66 g (64 mmoles) de 2,2-dimetoxipropano en agitaciéon durante 4

horas a temperatura de reflujo, se obtuvieron 1.89 g (6.56 mmoles, 41%) del
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Z>N compuesto 8a como un aceite de color amarillo claro,

N CueHisFaN, (288.27 g/mol). IR (KBr) 3029(chs st sym) 1617(c=n

FsC h; quinolinico)s 1549(c=n py)» 1110(cr3 st sym €M™, *H RMN (CDCl3) &

8.57 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 8.48 (dd, J = 15.8, 5.5 Hz, 1H), 7.81

—7.49 (m, 1H), 7.31 (d, J = 6.0 Hz, 3H), 7.18 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 16.3

Hz, 1H), 2.33 (s, 3H) ppm. **C RMN (CDCls) & 150.5, 150.5, 150.4, 150.3, 150.1,

150.0, 149.9, 149.7, 148.2, 141.9, 141.8, 140.2, 130.7, 126.7, 126.7, 126.7, 126.3,

126.3, 126.2, 126.2, 122.1, 121.9, 121.9, 121.5, 121.4, 120.3, 120.2, 114.1, 112.0,
27.9 ppm.

4-Metil-2-(3-piridinil)-quinolina (5b)

N | A partir de 4.0 g (22 mmoles) de la N-arilaldimina 1b, 6.25 g (44
Y mmoles) de BF3OEt, y 9.16 g (88 mmoles) de 2,2-dimetoxipropano
,\; en agitacion durante 3 horas a temperatura de reflujo, se
obtuvieron 3.29 g (14.96 mmoles, 68%) del compuesto 5b como un sélido de color
amarillo claro, C1sH12N> (220.27 g/mol); pf. 67°C. IR (KBr) 3039 cHs3 st sym) 1601 c=n
quinolinico)s 1512(C=N py), 756(cH ay 709c.c an cM™. *H RMN (CDCls) 6 9.33 (dd, J =
2.3, 0.7 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 4.8, 1.7 Hz, 1H), 8.48 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.8 Hz, 1H),
8.17 (dd, J = 8.4, 0.6 Hz, 1H), 8.01 (dd, J = 8.4, 0.9 Hz, 1H), 7.74 (ddd, J = 8.4,
6.9, 1.4 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 0.7 Hz, 1H), 7.57 (ddd, J = 8.2, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.44
(ddd, J = 7.9, 4.8, 0.8 Hz, 1H), 2.78 (d, J = 0.9 Hz, 3H) ppm. **C RMN (CDCls) &
154.4, 150.2, 148.9, 148.2, 145.5, 135.3, 135.0, 130.3, 129.8, 129.4, 127.5, 126.6,
123.8, 123.8, 19.2 ppm. EM (ESI) m/z 221 [M+H]".

6-Cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (6b)
A partir de 4.00 g (18.54 mmoles) de la N-arilaldimina 2b, 5.35 g (37.09 mmoles)

de BF3OEt, y 7.72 g (74.18 mmoles) de 2,2-dimetoxipropano en agitacion durante

2 horas a temperatura de reflujo, se obtuvieron 3.54 g (13.90 mmoles, 75%) del
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N compuesto 6b como un soélido de color blanco, CisH11CIN,

N (254.71 g/mol); pf. 128°C. IR (KBr) 3032(cHs st sym) 1597 (c=n

cl quinolinico) 1545c=n py)» 783(c.ci sy cm™. 'H RMN (CDCls) & 9.32

(dd, J = 2.2, 0.6 Hz, 1H), 8.70 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H), 8.46

(ddd, J = 8.0, 2.2, 1.8 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 2.3 Hz, 1H),

7.71 (d, J = 0.5 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H), 7.45 (ddd, J = 8.0, 4.8, 0.8

Hz, 1H), 2.73 (d, J = 0.8 Hz, 3H) ppm. **C RMN (CDCls) & 154.6, 150.4, 148.8,

146.6, 144.7, 134.9, 134.9, 132.4, 131.9, 130.6, 128.2, 123.8, 122.9, 120.0, 19.1
ppm. EM (ESI) m/z 255 [M+H]".

6-Fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (7b)

N | A partir de 4.00 g (20 mmoles) de la N-arilaldimina 3b, 5.77 g
S (40 mmoles) de BF3;OEt, y 8.33 g (80 mmoles) de 2,2-

dimetoxipropano en agitacién durante 3 horas a temperatura de

reflujo, se obtuvieron 2.99 g (12.6 mmoles, 63%) del compuesto
7b como un sélido de color amarillo, C1sH1:FN2 (238.26 g/mol); pf. 102°C. IR (KBr)
3038(cHs st sym) 1622(c=N quinolinico) 1550(c=n py)» 1173cF sy cm™. *H RMN (CDCl5) &
9.32 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.70 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H), 8.50 — 8.44 (m, 1H), 8.16
(dd, 3 = 9.2, 5.5 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.60 (dd, J = 9.7, 2.8 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J =
9.2, 8.2, 2.8 Hz, 1H), 7.45 (ddd, J = 8.0, 4.8, 0.6 Hz, 1H), 2.74 (s, 3H) ppm. **C
RMN (CDCI3) & 161.9, 159.4, 153.8, 153.8, 150.3, 148.8, 145.3, 145.0, 144.9,
135.1, 134.9, 132.9, 132.8, 128.3, 128.3, 123.8, 120.0, 119.9, 119.8, 107.6,
107.37, 19.2 ppm. EM (ESI) m/z 239 [M+H]".

6-Trifluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (8b)
A partir de 4.00 g (16 mmoles) de la N-arilaldimina 4b, 4.62 g (32 mmoles) de

BF3OEt, y 6.66 g (64 mmoles) de 2,2-dimetoxipropano en agitaciéon durante 4

horas a temperatura de reflujo, se obtuvieron 1.84 g (6.40 mmoles, 40%) del

76



/NI compuesto 8b como un solido de color blanco, CigHi1F3N>

NN (288.27 g/mol); p.f. 125°C. IR (KBr) 3051 cHs st sym) 1628(cen

FsC h; quinolinico) 1603(c=n py)» 1118(cr3 st sym) M. *H RMN (CDCls) &
9.32 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.70 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H), 8.50 —

8.44 (m, 1H), 8.16 (dd, J = 9.2, 5.5 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.60 (dd, J = 9.7, 2.8 Hz,
1H), 7.51 (ddd, J = 9.2, 8.2, 2.8 Hz, 1H), 7.45 (ddd, J = 8.0, 4.8, 0.6 Hz, 1H), 2.74
(s, 3H) ppm. *C RMN (CDCls) & 156.4, 150.7, 149.3, 148.9, 146.6, 135.2, 134.7,
131.5, 126.6, 125.6, 125.5, 125.5, 125.5, 125.4, 123.8, 121.9, 121.9, 121.9, 121.8,

120.4, 19.2 ppm. EM (ESI) m/z 289 [M+H]".
4-Metil-2-(2-piridinil)-quinolina (5c¢)

N7 | A partir de 4.00 g (22 mmoles) de la N-arilaldimina 1c, 6.25 g (44
NS mmoles) de BF3OEt, y 9.16 g (88 mmoles) de 2,2-
l\; dimetoxipropano en agitacion durante 4 horas a temperatura de
reflujo, se obtuvieron 1.93 g (8.8 mmoles, 35%) del compuesto 5¢c como un aceite
de color rojo, Ci5H12N, (220.27 g/mol). IR (KBr) 3053(chs st sym) 1608(c=n quinolinico)s
1594(c=n py) 827 (cHar), 748(ccan cM™. 'H RMN (CDCls) 6 8.45 (d, J = 77.8 Hz, 2H),
7.61 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.16 (s, 3H), 7.00 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 2.12 (s, 3H) ppm.
13C RMN (CDCls) 8 161.5, 149.1, 136.8, 129.3, 127.6, 126.6, 123.8, 121.9, 117.9,
1155, 114.3, 113.9, 113.0, 112.1, 22.7 ppm.

6-Cloro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina (6c)

N2, A partir de 4.00 g (18.54 mmoles) de la N-arilaldimina 2c, 5.35

N S l g (37.09 mmoles) de BF;OEt, y 7.72 g (74.18 mmoles) de 2,2-
cl 7 dimetoxipropano en agitacion durante 3 horas a temperatura

Me de reflujo, se obtuvieron 2.11 g (8.34 mmoles, 45%) del
compuesto 6¢ como un sélido de color blanco, Ci5H1:CIN, (254.71 g/mol); pf.

110°C. IR (KBr) 3020(cH3 st sym) 1598(c=N quinolinico)s 1520(c=n py), 753(c-ci sy cm™. *H
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RMN (CDCls) & 8.55 (ddd, J = 4.8, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 7.62 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H),
7.36 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.17 (ddd, J = 7.5, 4.9, 1.1 Hz, 1H), 7.07 (m, 2H), 6.54 (m,
2H), 2.13 (s, 3H) ppm. *C RMN (CDCls) & 160.7, 149.5, 146.6, 145.4, 136.9,
132.4, 131.9, 130.6, 129.2, 123.8, 122.7, 122.6, 121.9, 115.00, 20.9 ppm. EM
(ESI) m/z 275 [M+Na]".

6-Fluoro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina (7c)

NZ | A partir de 4.00 g (20 mmoles) de la N-arilaldimina 3c, 5.77 ¢
TS (40 mmoles) de BF3;OEt, y 8.33 g (80 mmoles) de 2,2-

F I8 dimetoxipropano en agitacion durante 5 horas a temperatura de
reflujo, se obtuvieron 1.6 g (7 mmoles, 35%) del compuesto 7c

como un solido de color amarillo, CisH11FN, (238.26 g/mol); pf. 89°C. IR (KBr)
3039(cH3 st sym) 1531(c=N quinolinico), 1506(c=n py)» 1210 sy cm™. *H RMN (CDCl3) &
8.56 (ddd, J = 4.9, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 7.62 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.17 (ddd, J = 7.5, 4.9, 1.1 Hz, 1H), 6.88 — 6.80 (m, 2H), 6.60 — 6.53 (m,
2H), 2.14 (s, 3H) ppm. *C RMN (CDCls) 5 160.9, 159.4, 157.3, 153.8, 153.7,
154.9, 149.39, 143.0, 136.9, 128.34, 128.25, 122.5, 121.9, 120.0, 119.75, 115.9,

115.7,114.9, 114.9, 107.6, 107.4, 20.8 ppm. EM (ESI) m/z 259 [M+Na]".
6-Trifluoro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina (8c)

N7 | A partir de 4.00 g (16 mmoles) de la N-arilaldimina 4c, 4.62 g
NS (32 mmoles) de BF3OEt, y 6.66 g (64 mmoles) de 2,2-

= . . . .,
FsC dimetoxipropano en agitacién durante 5 horas a temperatura

e de reflujo, se obtuvo 2.01 g (4.8 mmoles, 30%) del compuesto
8c como un solido de color blanco, Ci6H11F3N2 (288.27 g/mol); pf. 118°C. IR (KBr)
3037 ch3 st sym) 1613(c=n quinolinico), 1541(c=N py), 1110(cr3 stsymy €M™ 'H RMN (CDCls) &
8.57 (ddd, J = 4.9, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 7.63 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.39 — 7.34 (m,

3H), 7.19 (ddd, J = 7.5, 4.9, 1.1 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 2.13 (s, 3H) ppm.
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13C RMN (CDCls) 5 160.3, 156.44, 150.74, 149.6, 149.3, 137.1, 131.5, 128.7,
128.4, 128.3, 128.0, 126.8, 126.8, 126.3, 125.5, 125.45, 125.48, 125.42, 123.6,
122.7,121.9, 120.4, 119.6, 119.3, 112.8, 20.9 ppm. EM (ESI) m/z 289 [M+H]".
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente, la sintesis organica se ha encaminado hacia la busqueda de
nuevas condiciones de reaccion (disolvente, catalizadores, reactantes) que lleven
al desarrollo de una ruta r4pida y efectiva para acceder a moléculas a las que no
es posible llegar a través de los métodos tradicionales. Considerando esta
tendencia, esta investigacion profundiza en la obtencibn de compuestos
quinolinicos a través de la sintesis guiada por parametros de seleccion in silico

con base en las propiedades de las estructuras propuestas.
5.1 Disefio molecular

El descubrimiento y desarrollo de nuevos compuestos farmacolégicos es un
proceso costoso y lento.®® De acuerdo a la evolucién de este proceso, desde
finales de los afios 90 se ha dado gran importancia a estudios que permitan
adquirir un conocimiento previo acerca de la farmacocinética y la toxicidad de los
compuestos que presenten alta actividad biolégica, desde la fase inicial de disefio

del farmaco. Tal interés se debe a que la baja absorcidn, distribucion,

Figura 15. Relacion de los procesos farmacocinéticos y las propiedades estructurales de los

compuestos.®®
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metabolismo, eliminacion (ADME) de un nuevo compuesto (figura 15), asi como
los efectos adversos asociados a su uso, han sido los principales causantes de

costosos fracasos en las Ultimas etapas del proceso.®®

En la actualidad, los estudios in vitro utilizados ampliamente para investigar las
propiedades ADMET de nuevos compuestos son dirigidos por el modelaje
computacional previo (in silico).®” De esta forma, los andlisis in silico son una
herramienta que optimiza la seleccién de los candidatos mas apropiados para el

desarrollo de farmacos potenciales (figura 15).

5.1.1 Andlisis del perfil farmacocinético y toxicologico de las estructuras 5-8.

En la bausqueda de compuestos lideres de alto potencial farmacologico, en
esta investigacion se realizd el estudio del perfii ADMET y de las propiedades
fisicoquimicas que llevd a la seleccion de 12 compuestos quinolinicos, para
estudiar posteriormente su actividad antifingica y anticancerigena in vitro. En la
tabla 1, se muestran los resultados de la evaluacion de los pardmetros de Lipinski
de los compuestos propuestos, los cuales permiten identificar varias propiedades
criticas a considerar, para que la administracion del compuesto por via oral sea
efectiva.®” Ninguna de las estructuras propuestas presentd alguna violacién a la
regla de Lipinski, lo cual representa una alta biodisponibilidad y da una estimacion
favorable de la administracion oral. En todos los célculos realizados se utilizo
como referencia la estructura de la camptotecina (figura 16), un alcaloide
quinolinico reportado ampliamente como un potente agente anticancerigeno,®® y la
estructura del norfloxacino, un agente antibacteriano con diversos reportes de

actividad antifingica.®®
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Figura 16. Estructura de los compuestos utilizados como referencia.

Norfloxacino

Camptotecina

La lipofilicidad, expresada frecuentemente como el coeficiente de distribucion
octanol/agua (log P, tabla 1) es un parametro fisicoquimico importante que ejerce
gran influencia en procesos como la absorcion oral y varias propiedades
farmacocinéticas. Incrementos en el valor del log P generan incrementos en la
permeabilidad y en el volumen de distribucion, debido a que refleja la afinidad de
los compuestos por ambientes lipofilicos, como la penetracion de membranas

celulares y la unién con proteinas.”

De acuerdo a los datos registrados en la tabla 1, los valores mas altos de Clog P
(log P calculado) se encuentran en los compuestos 8a, 8b y 8c. Cada una de
estas estructuras coinciden en su masa molar y en el sustituyente R de la posicién
6 de la estructura quinolinica, pero difieren en la sustitucion del anillo piridinico. El
aumento en el valor del Clog P se ve favorecido por la proximidad de los atomos
de N piridinico y quinolinico, de acuerdo a la sustitucion en C-2’ (figura 17). No
obstante, los compuestos 7a, 7b y 7c presentan los datos mas bajos de Clog P,
pero se encuentran dentro del rango éptimo (ver figura 32, seccién 1.3.1), junto
con las demas estructuras y poseen un mejor perfil de absorcion respecto a los

farmacos de referencia.
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Figura 17. Numeracion de los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos.
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Tabla 1. Parametros de Lipinski, PSA y NRB medidos a través de Molinspiration§ para los

compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8.

Parametros de Lipinski

Compuesto® PM Clog PSA” NRB' Violaciones  log Keg?
.. HbD®  HbA‘ (A%
(g/mol) P

5a 220 3.22 0 2 25.78 1 .70

APk 6a 254 3.88 0 2 25.78 1 5.54
OO Za 238 239 o0 2 25.78 1 5.92

8a 288 4.09 0 2 25.78 2 5.48

. 5b 220 3.36 0 2 25.78 1 5.67
O b 254 402 0 2 25.78 1 5.50
1) b 238 253 0 2 25.78 1 0 5.88
8b 288 4.23 0 2 25.78 2 5.45

. 5¢ 220 3.44 0 2 25.78 1 .65
RN 6c 254 4.09 0 2 25.78 1 5.48
YO e 238 261 0 2 25.78 1 5.86

8c 288 431 0 2 25.78 2 5.43
Camptotecina 348 2.03 1 6 81.43 1 5.84
Norfloxacino 319 -0.69 0 6 74.56 3 6.55

Regla <500 <5 <5 <10 <140 <10

°1 R=H, 2 R=Cl, 3 R=F, 4 R=CFs. "Coeficiente de particion octanol/agua. “Nimero de donadores de
enlaces de hidrégeno. INtmero de aceptores de enlaces de hidrogeno. ®Area polar superficial. 'Ntmero

de enlaces rotables. Constante logaritmica de equilibrio de unién para el complejo “Compuesto-ADN” (M’

l).

s http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties Enero 24 de 2012.
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El tamafio molecular es un factor limitante para la absorcién oral. Dentro de los
parametros establecidos en la regla de los 5 de Lipinski se considera el limite
aceptable de la masa molar es hasta 500 g/mol, para que un compuesto se
absorba por via oral. Estructuras de baja masa molar dan como resultado una
mejor absorcién por difusién y menor excrecion biliar.** El grupo de estructuras
quinolinicas consideradas dentro de este analisis se encuentra dentro del rango
permitido. Sin embargo, una combinacion entre la lipofilicidad, la masa molar y
otras propiedades se deben considerar para dar un estimado de la absorcién
ya que los pardmetros establecidos en la regla de los 5 no son independientes.

Existen 4 grupos de estructuras quinolinicas entre los compuestos 5-8 que
coinciden en su masa molar, debido a la semejanza en sus sustituyentes. La
grafica que relaciona la lipofilicidad y la masa molar (figura 18) facilita

diferenciar tales grupos.

En esta grafica se evidencia que en cada conjunto de compuestos con la
misma masa molar y sustituyente (R) en posiciébn C6 del nacleo quinolinico,
hay un aumento de la lipofilicidad en funcion de la posicion del nitrégeno
presente en el sustituyente piridinilico en la posicion C2. Este incremento apoya
la aseveracion de que los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos (5¢, 6¢, 7¢
y 8c) pueden presentar una mejor penetracion en las membranas del tracto
gastrointestinal. No obstante, de acuerdo a la grafica se observa que el
incremento en la masa molar no mantiene una relacion directa de incremento
con la lipofilicidad, debido a la disminucién del Clog P del grupo de estructuras
7. Por el contrario se ve afectado directamente con la naturaleza del

sustituyente en la posicion C6.
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Figura 18. Relacién entre la masa molar y Clog P de los compuestos 5-8.
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Adicionalmente, en la tabla 1 se lista el area polar superficial topolédgica
calculada (PSA) de cada compuesto quinolinico con el mismo valor
correspondiente a 25.78 A%. Este valor corresponde a la suma de las areas de
los atomos de nitrégeno, oxigeno e hidrégeno que conforman la superficie
molecular, capaces de formar interacciones de van de Waals.”* El conjunto de
moléculas evaluadas posee el mismo numero de atomos de hidrégeno y
nitrogeno habiles de formar este tipo de interacciones, generando como
resultado la misma PSA. Por otra parte, es notorio que los 12 compuestos 4-
metil-2-pirinilquinolinicos tienen una baja capacidad de formacion de puentes
de hidrégeno, debido a que sélo en los dos nitrdgenos presentes en la
estructura es posible aceptar enlaces con hidrégeno, y no hay ningan atomo de
hidrégeno unido a un atomo electronegativo como oxigeno. Estas
caracteristicas favorecen la capacidad de permear membranas biol6gicas pero

afectan la solubilidad acuosa.

Comercialmente, los farmacos con actividad sobre el sistema nervioso central
(CNS) se caracterizan por presentar un perfil fisicoquimico con un numero bajo
de enlaces donantes de hidrégeno, alto log P, baja PSA y pocos enlaces
rotables, en comparacion con aguellos farmacos que no afectan el CNS. Este

perfil facilita la penetracion de la barrera hematoencefalica, causando un efecto
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sobre el CNS.”® Todas estas propiedades (PSA 25.78 A% 1 o 2 NRB, 0 HbD,
2.39 < log P < 4.31, tabla 1) son notorias en el conjunto de compuestos en
estudio, lo que permite postular este tipo de estructuras como posibles

candidatos con potencial actividad sobre el CNS.

Por otra parte, cuando un compuesto es administrado por via oral se encuentra
con un amplio rango de pH, desde que ingresa al organismo hasta que alcanza
su blanco de accion. Los compuestos se ven expuestos aun pH de 1 a 2 en el
estdbmago. A lo largo del tracto gastrointestinal el pH varia de 1 a 8 y en el
intestino delgado el pH es de 5.5, donde sucede la absorcion. Finalmente en el
torrente sanguineo es de 7.4.”° Estos valores de pH son fundamentales en el
andlisis del perfil farmacocinético de los compuestos que se consideran en el
proceso de desarrollo de farmacos, y conlleva a una mejor aproximacion de la

biodisponibilidad oral.

A pesar de que la regla de los 5 establece que log P es un parametro clave en
la prediccion de la biodisponibilidad oral, no tiene en cuenta la variacion de la
lipofilicidad de un farmaco con respecto a los estados i6nicos presentes en los
diferentes ambientes de pH biolégico. En este contexto, el coeficiente de
distribucion (log D) da una mejor aproximacion de la lipofilicidad, pues aporta
resultados fisioldgicamente mas relevantes, y reduce el nimero de posibles
falsos negativos eliminados incorrectamente durante el cribado molecular.”® En
la Tabla 2 se presenta el coeficiente de distribucion calculado (log Dpn) a
diferentes valores de pH fisiol6gicos junto con la constante de disociacion acida
(pKa). Adicionalmente, en la Tabla 3 se registraron los datos correspondientes
a la prediccién de la solubilidad a diferentes valores de pH (WS), asi como el

porcentaje de absorcion intestinal en humanos (HIA).

Los datos calculados de log D74 en la Tabla 2, se encuentran ligeramente por

fuera del rango ideal (ver estado del arte), es decir, son mayores que 3. Sin
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embargo, a valores de pH cercanos a los del intestino delgado la lipofilicidad
disminuye levemente dando lugar a un balance entre la permeabilidad y la

absorcion.

Tabla 2. Coeficientes de distribucion a diferentes valores fisiologicos de pH (log Dyy) y célculo
de la constante de disociacion acida (pK,) determinados a través de ChemSilico”™ para los

compuestos quinolinicos 5-8.

Compuesto log D2 log Ds log D7.4 pKa
Sa 1.35 3.11 3.14 3.836
6a 1.53 3.60 3.66 4.166
fa 0.81 2.95 3.04 4.319
8a 0.66 3.22 3.48 4.924
5b 1.35 3.09 3.12 3.810
6b 1.53 3.58 3.64 4.144
yis) 0.80 2.93 3.01 4.308
8b 1.56 3.10 3.12 3.582
5¢ 1.99 3.60 3.62 3.627
6c 1.99 3.60 3.62 3.627
ic 1.43 3.10 3.12 3.706
8c 1.61 3.59 3.63 4.026
Camptotecina 1.19 1.90 1.50 2.680
Norfloxacino -2.13 -1.95 -1.00 0.165

De acuerdo a los datos registrados en la tabla 1, los valores mas altos de Clog P
(log P calculado) se encuentran en los compuestos 8a, 8b y 8c. Cada una de
estas estructuras coinciden en su masa molar y en el sustituyente R de la posicién
6 de la estructura quinolinica, pero difieren en la sustitucion del anillo piridinico. El
aumento en el valor del Clog P entre estos compuestos permite inferir que la
lipofilicidad se ve favorecida con la sustitucion en el carbono piridinico 2’ (ver
figura 17) del anillo piridinico y con la cercania entre los dos nitrdgenos presentes
en este grupo de estructuras, pero la absorcion se ve afectada de forma inversa.

No obstante, los compuestos 7a, 7b y 7c presentan los datos mas bajos de Clog

v https://secure.chemsilico.com/pages/menu.php Abril 23 de 2012.
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P, pero se encuentran dentro del rango 6ptimo (ver figura 8), junto con las demas
estructuras y poseen una mayor prediccidn en este valor que los farmacos de

referencia.

Tabla 3. Solubilidad en agua (Water Solubility, WSy,) a diferentes valores de pH fisiologicos
(WSpn) vy el porcentaje de absorcion intestinal en humanos (Human Intestinal Absorption, HIA)

determinado a través de ChemSilico para los compuestos quinolinicos 5-8.

|Og WSZ WSs WS7_4
Compuesto HIA (%)
WS7 4 [mg/mL] [mg/mL] [mg/mL]

5a -3.33 3.24 0.110 0.103 84.1
6a -4.08 1.69 0.0244 0.0213 82.0
Ia -4.85 0.707 0.00408 0.00338 87.0
8a -5.25 0.596 0.00298 0.00162 88.4
5b -3.35 3.18 0.106 0.0995 84.2
6b -4.09 1.67 0.0236 0.0207 82.1
i) -4.82 0.729 0.00430 0.00358 87.1
8b -3.57 2.32 0.0614 0.0591 84.3
5¢c -4.24 0.631 0.0151 0.0145 82.2
¢ -4.24 0.631 0.0151 0.0145 82.2
Ic -5.19 0.0793 0.00161 0.00153 86.7
8c -5.51 0.0954 0.000985 0.000891 88.1
Camptotecina  -4.30 0.0999 0.0176 0.0838 81.7
Norfloxacino -3.16 5.68 4.14 0.256 77.0

La ionizacion de las moléculas debido a los cambios de pH en el ambiente
biolégico inmediato disminuye la lipofilicidad con respecto al compuesto en su
estado neutro, pero da lugar a un aumento en la solubilidad acuosa. El analisis de
los datos registrados en las tabla 1, 2 y 3 refleja la disminucién de la lipofilicidad y
el aumento en la solubilidad a pH 2. A este pH y de acuerdo con el valor de la
constante de disociacion predicho para los compuestos 5-8, el nitrdgeno de la
estructura quinolinica y del sustituyente piridinico se encuentran en su forma

protonada, incrementando la concentracion del compuesto en la fase acuosa, es
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decir la solubilidad. La gréfica de los datos calculados de solubilidad en funcién del
pH ilustra claramente este comportamiento, en ambientes acuosos &cidos
alrededor de pH 2 se favorece la solubilidad acuosa, y el aumento en el pH entre 5
y 7.4 favorece la afinidad de los compuestos propuestos por ambientes lipofilicos
(figura 19).

Figura 19. a. Variacion de la lipofilicidad en funcién del pH; b. variacion de la solubilidad en
funcion del pH, para el grupo de compuestos 6 de acuerdo con los datos registrados en las
tablas 5.3y 5.2.
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La prediccién de la absorcion intestinal humana (HIA) es un objetivo importante en
el disefo, optimizacidén y seleccion de candidatos para el desarrollo de farmacos
administrados por via oral. Como se ha explicado a lo largo de este trabajo,
actualmente el descubrimiento de farmacos no sélo se enfoca en la actividad
bioldgica, sino en la busqueda de absorcion favorable en el torrente sanguineo, en
la distribuciébn y union a los tejidos, asi como la velocidad y el grado de
metabolismo y excreciéon de los compuestos en estudio.” Esto implica que
adicional a la bioactividad intrinseca, los nuevos farmacos potenciales son

capaces de alcanzar su objetivo biolégico sin producir efectos toxicos colaterales.
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En esta investigacion, se realizd el calculo in silico de la HIA a través de
ChemsSilico y los datos se registran en la tabla 3. Ademas, la estimacién de los
posibles efectos toxicos que puedan presentar los compuestos quinolinicos 5-8 se

presenta en la tabla 4, calculados a través de Osiris.

El método utilizado para estimar el porcentaje de HIA arroj6 como resultado altos
valores de absorcion, considerando que se basa en los parametros de la regla de
Lipinski como descriptores y los compuestos evaluados muestran valores
permitidos en cada uno de estos pardmetros. El rango de HIA encontrando varia
entre 80 y 89 %, proporcionando una prediccion favorable de absorcién bajo las
condiciones del tracto gastrointestinal, aumentando el potencial de los compuestos
5-8 como farmacos (figura 20a). Sin embargo, a pesar del buen prondstico de
absorcién, es necesario considerar que un analisis preciso a través de modelos
estadisticos es dificil, debido a que la HIA no depende Unicamente de las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos, sino que se ve afectada por
factores adicionales como la dosis, el tiempo de vaciado gastrico, la motilidad

intestinal y el flujo sanguineo.”®

Segun la figura 20b y ¢ se pueden clasificar las familias de compuestos 6, 7y 8
de acuerdo a la relaciéon entre sus propiedades fisicoquimicas y el valor de HIA
predichos en las tablas anteriores. Los compuestos 8a y 8c presentan el mayor
porcentaje de HIA calculado, y caracteristicamente se encuentran entre las
moléculas con mayor lipofilicidad y menor solubilidad a pH 7.4. Aunque el
compuesto 8b presenté una absorcidn 4% mas baja que sus analogos, se puede
concluir que el sustituyente —CF3 en la posicion 6 del anillo quinolinico favorece la
absorcion intestinal. El grupo de compuestos de la familia 6 se relaciona con los
datos mas bajos de HIA, permitiendo sugerir que el sustituyente —Cl contribuye

negativamente con la absorcién en la posicién C6 de la quinolina.
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La familia de compuestos 7 muestra altos valores de absorcion intestinal y los
valores de log D74 mas cercanos al rango oOptimo (1<log D;4<3), asi como
solubilidad acuosa moderada. Este grupo de estructuras presenta un balance
mejor entre la lipofilicidad y la solubilidad, y se puede considerar que presenta el
mejor perfil farmacocinético para una biodisponibilidad favorable dentro de las

estructuras en estudio.

Figura 20. a. HIA del set de estructuras quinolinicas en estudio b. HIA en funcién del log D4,

c¢. HIA en funcion de la WS, 4 para la serie de compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8.
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El analisis del perfil toxicologico de los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-
8, permitié encontrar que ninguna de las estructuras presenta fragmentos capaces
de generar efectos adversos actuando sobre la informacion genética (mutageno),
generando la formacion de tumores, o causando efectos irritantes y reproductivos.
Este resultado complementa el disefio racional de farmacos con potencial

actividad biologica, procurando minimizar los posibles efectos secundarios.

Tabla 4. Célculos de toxicidad hechos a través de Osiris'" para los compuestos quinolinicos
5-8.

Toxicidad
Compuesto Efectos Drug-Score
Mutageno Tumorigénico Irritante reproductivos
5a 0.46
6a 0.45
7a 0.41
8a 0.34
5b 0.58
6b 0.57
b 0.46
8b 0.34
5C 0.5
¢ 0.51
Ic 0.43
8c 0.35
Camptotecina L & 0.25
Norfloxacino L 0.41

Adicionalmente, a través de la plataforma de Osiris se calcul6 el drug-score para
los compuestos 5-8. Este parametro combina la semejanza estructural del

compuesto con farmacos disponibles comercialmente, Clog P, log WS, la masa

i http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/ Abril 15 de 2012.
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molar y los riesgos de toxicidad en un valor que da una vision global de la
potencial calidad del compuesto como farmaco (figura 21).

Figura 21. Drug Score para los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8.

Drug-Score

5.1.2 Determinacion y analisis de la constante de equilibrio de union al ADN

El ADN celular es el principal objetivo biol6gico de la mayoria de farmacos
antitumorales. Dependiendo del modo de accién, estos farmacos se pueden
clasificar como intercaladores, de unién al surco o de union covalente (esquema
13). Estos actian distorsionando la estructura de la doble hélice de ADN,
alquilando o enlazdndose a la cadena inhibiendo la replicacion y la transcripcion,
condiciones fundamentales para que ocurra la division celular. La naturaleza de la
interaccion farmaco-ADN ha sido investigada ampliamente a través de las
propiedades fisicoquimicas y bioquimicas, aportando informacién clave para la
comprension del mecanismo de accion del compuesto y para el disefio de nuevos

farmacos mas eficientes y con menos efectos secundarios.””

De acuerdo al proceso de disefio de compuestos quinolinicos con actividad

antitumoral desarrollada por el LQOBIo, se realizé la estimacién de la fuerza de
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union reversible al ADN a través de la constante de equilibrio (log Keq), entre el

complejo farmaco-ADN para el conjunto de compuestos 5-8.

Esquema 13. Clasificacion general de los agentes antitumorales.

Farmacos antitumorales ]

Compuestos que
interactian con el ADN

—————————————————————————————

\i
Unién Covalente | { Unién No Covalente]

No Reversible Reversible

: :
.
Y,
!

!

Alto riesgo de
efectos toxicos {

Farmacos de
intercalacion

colaterales

Farmacos de
union al surco

Heterociclos Compuestos largos,
aromaticos planos flexibles y de forma curva

La contribucion de varias propiedades fisicoquimicas tales como log P, HbA o
HbD, en la afinidad de unién al ADN fue determinada por Portugal.”® En este
trabajo se establecieron ecuaciones de prediccion para log Keq obtenidas por
regresion multiple y rigurosos procedimientos estadisticos, que sirvieron como
base en el desarrollo del disefio de los compuestos en estudio. Los resultados
obtenidos para los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinos 5-8 se calcularon
utilizando la ecuacion expuesta a continuacion y los datos se registraron en la
tabla 1.

Los valores mas altos de log Keq Obtenidos representan una mayor concentracion
del complejo compuesto-ADN en relacion a las especies aisladas, y por
consiguiente una mayor afinidad de uniéon. Los compuestos del tipo 7 (R = F)
registran la mejor prediccion de interaccion con el ADN, debido a que al mismo
tiempo tiene menor lipofilicidad, y el parametro Clog P tiene un efecto negativo en

la constante de equilibrio segun la ecuacion 5.
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Ecuacion 5. Ecuacion predictiva del valor de log K, para el complejo compuesto-ADN, en funcion
del Clog Py la PSA.>*

Me
TG - i
N + Complejo
@ [Compuesto'ADN]
Compuesto ADN

log Kgq =-0.255 * Clog P - 0.003 * PSA + 6.603

Es importante resaltar que los 12 compuestos quinolinicos evaluados son
heterociclos planos, con pares de electrones disponibles para realizar enlaces de
coordinacién con los dos nitrégenos presentes en sus estructuras. De esta manera
se puede inferir que su modo de accién como agentes antitumorales podria ocurrir
por intercalacién entre las pares de bases que conforman la estructura del ADN.
Adicionalmente, en la investigacién desarrollada por Atwell y colaboradores,® se
describié la capacidad de intercalacion de una serie de compuestos 2-
fenilquinolinicos, donde se determin6é que la presencia de un heterociclo en la

posicion C2 del anillo quinolinico coplanar es esencial en la unién con el ADN.

A lo largo de la discusion del disefio molecular in silico con base en las
propiedades de las estructuras quinolinicas seleccionadas, se comprobd que
presentan un perfil farmacocinético favorable para ser absorbidas por via oral, asi
como una baja toxicidad, y se cuantific6é la interaccion con el ADN como
potenciales agentes antitumorales, aportando a la investigacién un soporte sélido

para continuar con la ejecucion de la etapa de sintesis.
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5.2 Sintesis

Esta seccion comprende la discusion de los resultados de la sintesis de los
compuestos del tipo 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8. Doce N-arilaldiminas 1-4,
preparadas a partir de la reaccion de condensacion entre piridincarboxaldehidos y
aminas primarias, fueron convertidas en las quinolinas correspondientes a través
de la reaccién de cicloadicion de imino Diels-Alder. Se explora ademas, en la
formacion de estos sistemas mediante la reaccion de Kametani remplazando el

diendfilo por un acetal capaz de formar el alqueno in situ.

La reaccion de imino Diels-Alder es una de las reacciones mas basicas y
versatiles en la sintesis de compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno.®!
Los productos finales obtenidos por medio de esta metodologia reflejan la suma
de todas las piezas estructurales que intervienen en la reaccion, proporcionando

un proceso eficiente y con economia atémica.

5.2.1 Sintesis de los precursores N-arilaldiminicos 1-4 a través de la reaccién de

condensacion

Las N-arilaldiminas son sustratos esenciales en la sintesis de derivados
piridinicos y quinolinicos.®? Las ciclaciones intermoleculares via imino Diels-Alder
se llevan a cabo aprovechando la naturaleza electro-deficiente de esta clase de
iminas, los 2-azadienos coordinados con &cidos de Lewis, para realizar la

cicloadicién con alquenos ricos en electrones tales como los viniléteres.

Los precursores iminicos se obtuvieron mediante la adicion nucleofilica reversible
del grupo amino de las anilinas sustituidas al grupo carbonilo de los a-, B-, y-
piridincarboxaldehidos, via intermedio hemiaminal y la posterior eliminacién de

agua® (esquema 14). La posicion del equilibrio en esta reaccién de condensacion
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depende de los sustituyentes de la amina y del carbono carbonilico, y se desplaza

hacia la formacion de la imina cuando ocurre la remocion de agua.

Esquema 14. Formacion de sistemas N-arilaldiminicos 1-4, a través de la adicion nucleofilica al

grupo carbonilico.
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Inicialmente, se realizé un analisis preliminar llevando a cabo la reaccion utilizando
una relacién equimolar de amina y aldehido en EtOH con agitacién constante
durante un intervalo de 3 a 5 horas a temperatura ambiente. El rendimiento
obtenido en la reaccion de cada una de las anilinas junto con 4-

piridincarboxaldehido se registra en la tabla 5 a continuacion.

Tabla 5. Resultados encontrados en la sintesis de N-arilaldiminas a partir de 4-
piridincarboxaldehido y cada una de las anilinas sustituidas empleando EtOH, temperatura

ambiente y agitacion constante.

Tiempo de Rendimiento

Compuesto R »
reaccion [horas] (%)
la H 3 88

2N
N IS 2a Cl 4 75
/Q/ 3a F 5 47
R

4a CF3 5 30

De acuerdo a los porcentajes de rendimiento encontrados, la cantidad de imina
producida disminuye considerablemente con el caracter electronegativo del
sustituyente en la anilina. Tal disminucion se debe a que al retirar densidad
electrénica el intermedio i6nico se desestabiliza por efectos inductivos,

aumentando la barrera en la energia de activacion y por lo tanto disminuye la
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reactividad.®® Por esta razén, se examiné el uso de diferentes condiciones de
modo que la reaccion transcurra con un buen rendimiento para todo el grupo de N-

arilaldiminas a sintetizar, con base en reportes de literatura previos.®®

El uso de CH,Cl, como solvente a temperatura de reflujo, y la adicion de Na,SO,
anhidro en exceso (2 equivalentes), como agente desecante capaz de atrapar el
agua formada, en la mezcla equimolar de anilina y piridincarboxaldehido condujo a
la obtencidn mas eficiente de los compuestos 1-4, la mayoria como solidos de
color amarillo y en algunos casos aceites rojizos. Los porcentajes de rendimiento
se reportan en la tabla 6, junto con algunas propiedades fisicas y las principales

bandas de absorcion IR caracteristicas de cada compuesto.

El andlisis de infrarrojo demostré la coherencia entre los grupos funcionales
presentes en las N-arilaldiminas sintetizadas y las bandas de absorcion
observadas. Las principales caracteristicas estructurales que se buscé identificar
en los espectros reportados en el anexo A, fueron la presencia de una banda
producida por el grupo C=N iminico, las bandas de absorcidén caracteristicas del
anillo piridinico mono-sustituido, junto con las bandas formadas por la mono-, o

para-di-sustitucion en el anillo fenilo.

Generalmente el enlace C=N presenta una banda de intensidad media o fuerte
alrededor de 1630 cm™, generada por la vibracién de tensién.?® Para las bases de
Schiff sintetizadas 1-4 se observaron bandas en la region comprendida entre
1610-1635 cm™ de intensidad media en la mayoria de los casos, debido a la
absorcion del enlace C=N iminico. Con respecto a la presencia de la piridina en la
estructura, los anillos piridinicos presentan dos bandas en la region de 1400-1600
cm™ correspondientes a las interacciones C=C y C=N.?" La banda de absorcién
asignada al enlace C=N piridinico mono-sustituido absorbe cerca de 1500 cm™, y
en los compuestos N-arilaldiminicos 1-4 se encontré una banda de intensidad

media o fuerte entre 1511-1596 cm™. Adicionalmente, las bandas resultantes de la
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sustitucion del anillo fenilo aparecen cominmente en la region por debajo de 910

Cm-l.88

Tabla 6. Caracterizacion de los precursores iminicos 1-4, obtenidos a partir de la mezcla equimolar

entre anilinas y piridinaldehidos bajo las condiciones del esquema.

f
o 14
| R Nast4 (2 eq), CHzclz
H,N reflujo, 2-6 horas /©/
R 70-99%
IR (KBr), cm™
Rendimiento Estado Punto de
Compuesto . » C=N C=N CH & oop, ar
(%) fisico fusion [°C] » L

Iminico Piridinico C-C*
1a 99 Sélido 72-73 1619 1589 763, 694
2a 99 Sélido 85-86 1619 1596 833
3a 80 Sélido 89 1635 1589 833
4a 90 Liquido -- 1604 1527 833
1b 75 Sélido 74 1604 1511 755, 709
2b 99 Sélido 68 1619 1558 817
3b 99 Sélido 70 1619 1589 848
4b 85 Sélido 55 1604 1573 833
1c 70 Liquido -- 1635 1589 771, 694
2¢c 99 Sélido 67 1623 1581 833
3c 94 Sélido 60 1626 1583 837
4c 69 Sélido 55 1610 1573 836

* Esta vibracion corresponde al esqueleto del anillé aromatico para-di-sustituido, 0 mono-sustituido en el caso
de los compuestos 1. &: Vibracion de flexion, oop: fuera del plano.

El anillo aromatico para-di-sustituido de la iminas sintetizadas 2-4 muestran una
banda de intensidad fuerte cerca de 833 cm™, y en los compuestos del tipo 1 se
observa el par de bandas correspondientes a los anillos aromaticos mono-

sustituidos en 700 y 600 cm™. Ademaés, la sustitucién con los grupos halégenos
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utilizados se reconoci6 para cada compuesto, permitiendo completar el analisis de
infrarrojo de acuerdo a los principales enlaces propios de los compuestos 1-4. En
la figura 22 se ilustra la asignacion de las bandas de absorcion del compuesto 2¢

en el espectro de IR.

Figura 22. Espectro de IR del compuesto 4-cloro-N-(2-piridinilmetilen)-anilina (2¢) y la asignacion

de sus bandas de absorcién caracteristicas.
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Los espectros de masas obtenidos para algunas bases de Schiff sintetizadas
registran picos de alta intensidad (82-100%) de los iones moleculares, que
corresponden a las formulas moleculares condensadas de los compuestos. La
principal fragmentacién que experimentan los iones moleculares involucra la
ruptura del enlace o C-N, que genera la pérdida de 105 unidades del radical
CeHsN2'. Asi mismo, se observo la ruptura del enlace C-C en la posicion o al grupo

imino, formando el radical piridinio que se identifica con la pérdida de 78 unidades.

100



En el esquema 15 se propone el patrén de fragmentacion posible de los iones
moleculares de las N-arilaldiminas la-4a, junto con el espectro de masas del

compuesto 4a.

Luego de confirmar la identidad estructural de todas las N-arilaldiminas 1-4
obtenidas a partir de la reaccion de condensacién entre las anilinas y aldehidos de
partida, necesarias para formar el anillo quinolinico, se procedio a la reaccion de

cicloadicion de imino Diels-Alder (IDA).

Esquema 15. Posible patrén de fragmentacion de los compuestos 1-4a y espectro de masas del

compuesto N-(2-piridinilmetilen)-4-(trifluorometil)-anilina (4¢).
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5.2.2 Sintesis de los derivados 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8

La reaccion de cicloadicion [4+2] de N-ariliminas (bases de Schiff) con
olefinas nucleofilicas, catalizada por acidos de Lewis es uno de los métodos mas
convenientes para la preparacion de compuestos quinolinicos.®®® A pesar de haber

sido propuesta por Povarov en 1963,% cumple en gran medida con los requisitos
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de un método sintético moderno, mostrando una excelente regioselectividad asi
como alta eficiencia atdmica en la formacién de enlaces,” permitiendo la sintesis
de derivados quinolinicos complejos desde materiales de partida simples. De esta
manera, durante la etapa de formacién del sistema quinolinico se aplicaron dos
reacciones que condujeron a la formacion de los compuestos finales. La reaccién
de imino Diels-Alder (reaccién de Povarov) y la reaccion de Kametani, siendo la
Gltima una version sintética de la reaccion de IDA debido a que en lugar de
emplear el algueno listo para actuar como diendfilo, se utiliz6 un alcano que al
coordinar con el acido de Lewis conduce a la formacion del alqueno in situ y lleva

a cabo la cicloadicion (esquema 16).

Esquema 16. Metodologia utilizada para la obtenciéon de los compuestos quinolinicos 5-8. LA:

Acido de Lewis; 2,2-DMP: 2,2-dimetoxipropano; 2-MP: 2-metoxipropano.

................

: Reaccién de
1 Imino Diels-Alder

................

'
'
.

La reaccion de Povarov es considerada una reaccion de cicloadicion [4+2] de aza
Diels-Alder debido a que involucra 4 e & del sistema iminico y 2 e n del sistema
olefinico, que se reorganizan para dar lugar a 2 enlaces 0 y uno m nuevos,
formando un heterociclo. EI compuesto iminico utilizado es del tipo “2-azadieno”, y
a causa de su naturaleza intrinseca deficiente en electrones favorece la reaccion
de Diels-Alder de demanda inversa controlada por el LUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital, orbital molecular mas bajo no ocupado) del dieno, de acuerdo

con la teoria de los orbitales de frontera.’ La activacion de los 2-azadienos a
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través de la coordinacion con 4cidos de Lewis juega un papel importante en la
reaccion, ya que reduce la diferencia energética entre los orbitales de frontera al
disminuir la energia del LUMO del dieno, lo que conlleva a un aumentando en la

reactividad (figura 23).

Figura 23. Representacién de los orbitales moleculares del dieno y del diendfilo en la

reaccion de IDA de demanda inversa. LA: acido de Lewis. EDG: grupo donador de €.
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crge . — Hhe

Energia

LUMODiW
y EDG
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Tedricamente, se necesita un solapamiento efectivo entre los orbitales
moleculares del complejo imina-LA con los orbitales del algueno, para que ocurra
la reaccion.®® Tal consideracion implica que tanto el dieno, el acido de Lewis, como
el diendfilo requieren ciertas caracteristicas estructurales claves que permitan
llevar a cabo la cicloadicion. Para poder determinar si los precursores
seleccionados pueden conducir realmente a los derivados quinolinicos buscados
se requiere:

X Las N-arilaldiminas sintetizadas 1-4 poseen estabilidad concedida por los

sustituyentes arilos y alta capacidad de coordinacion que permite formar el
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complejo con el LA y de esta manera disminuir su carécter deficiente en
electrones.

% El diendfilo 2-metoxipropeno es un vinil éter rico en electrones apropiado para
la reaccion, como se ha demostrado por su amplio uso en este tipo de
reacciones.”’

%X El acido de Lewis requiere alta capacidad para recibir los electrones

provenientes del compuesto iminico y asi poder coordinar facilmente.

Luego de realizar el analisis relacionado con el papel de los sustratos en la
reaccion que da paso a la ejecucion de la sintesis, se inicio la investigacion con la
basqueda de las condiciones de reaccion de cicloadicion entre las bases de Schiff
1-4 y el 2-metoxipropeno en presencia de BF3 OEt,, de acuerdo con los reportes

previos y la experiencia adquirida por el LQOBi0.? 8%

a. Obtencion de derivados 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8 a través de la

reaccion de IDA

Las N-arilaldiminas 1-4 sintetizadas en la etapa previa, disueltas en CH,ClI,
en un bafio frio, entraron en contacto con el 4cido de Lewis BF3OEt;, con el fin de
formar el complejo de activacion [imina-LA] necesario para la cicloadiciéon. Luego
de transcurridos alrededor de 15 minutos se adiciond muy lentamente una
solucion de 2-metoxipropeno en CH,Cl,. Al finalizar la adicion, se retird el bafio frio
y se inici6 el calentamiento a reflujo durante 3-7 horas, hasta observar la
desaparicion completa de los precursores 1-4 por medio de cromatografia de capa
fina. Los productos obtenidos de la reaccién se trataron con una solucién acuosa
de NaHCO3; a pH 8, posteriormente fueron extraidos con CH.Cl, y aislados

empleando cromatografia en columna de silice.

Los productos 4-metil-2-piridinilquinolinicos inicialmente se obtuvieron con

rendimientos bajos, debido a que los sustratos de partida reaccionaron
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paralelamente a la cicloadicion, formando un sistema aminico producto de la
reduccion de la imina correspondiente, junto con un tercer producto colateral que

se identific6 como una B-amino cetona (esquema 17).

En el esquema 18 se ilustra el posible mecanismo de formacion de los productos
obtenidos a partir de esta reaccion. Los compuestos colaterales formados
sugieren gue la reaccion transcurre a través de un mecanismo por pasos con un
intermedio zwitterionico, en lugar de ocurrir por medio de un mecanismo
concertado.” El primer paso cosiste en la formacién del complejo de activacion
entre la imina y el &cido de Lewis. Este complejo entra en presencia del alqueno
dando lugar al especie A. Posteriormente, ocurre una sustitucion electrofilica
intramolecular para generar la tetrahidroquinolina B. La oxidacion del cicloaducto
B da como resultado los compuestos quinolinicos objetivo 5. Dicha oxidacion
sucede en el medio de reaccion a través de la eliminacion de MeOH vy la
transferencia de hidrogeno del compuesto C hacia una molécula de imina sin
reaccionar, formando la amina 9. La reduccion de los precursores iminicos sin
reaccionar causa una disminucion en el rendimiento de las quinolinas pero permite
su obtencién en un solo procedimiento, sin necesidad de subsiguientes reacciones

adicionales.

Paralelo a la formacién de los derivados quinolinicos 5 y la imina reducida 9, se
encontré el producto 10 caracterizado como una B-amino cetona segun su
espectro de masas y reportes previos.?* Los bajos porcentajes de rendimiento de
los compuestos 10, sugieren que probablemente este compuesto sea resultado
del agua residual presente en el solvente, que luego de originar la hidrdlisis de la

especie A, genera la eliminacion de MeOH permitiendo formar el producto 10.

No obstante, el método sintético empleado condujo a la formacion de los

compuestos quinolinicos deseados, los bajos porcentajes de obtenciéon condujeron
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el avance de la investigacion hacia el estudio de la influencia en el rendimiento y la

selectividad de acidos de Lewis como promotor de la reaccion.

Esquema 17. Productos formados a partir de la reaccién de IDA entre los precursores la-c (1 eq)
y 2-metoxipropeno (2 eq), en presencia de BF;OEt, (2 eq) y CH,Cl, a temperatura de reflujo
(42°C). En los espectros de masas se observa la presencia del idn molecular que corresponde a la

masa molar de la férmula condensada de los productos.
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Esquema 18. Posible mecanismo de formacion de las 4-metil-2-piridinilquinolinas y los productos

colaterales formados a partir de la reaccion de IDA.
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El éxito de las cicloadiciones mediadas por acidos de Lewis depende de la
identificacion del acido, que por formacion de complejos con el grupo funcional
adecuado, active el dieno y ocurra la reaccion.”? De esta forma, se evalud la
capacidad de un grupo de diversos acidos de Lewis para reaccionar
especificamente con la bases de Schiff 1a y promover la cicloadiciéon que lleve al
derivado quinolinico 5a con mayor quimioselectividad. Cada uno de los acidos de
Lewis seleccionados se encuentran reportados como promotores efectivos en este

tipo de reacciones. Los resultados se registran en la tabla 7 y 8.

La tabla 7 presentan los datos del primer conjunto de promotores entre los que se
encuentra el BiClz y dos diferentes &cidos de Bronsted. En ninguno de los ensayos
se obtuvo un resultado favorable que condujera a la formacion de los derivados

quinolinicos, lo que permite concluir que esta reaccion no procede efectivamente

107



bajo la catalisis de &cidos de Lewis con una menor capacidad de coordinacion, o

mediada a través de acidos de Bronsted.

Tabla 7. Resultados obtenidos tras ensayar la reaccién de IDA mediada por varios acidos de

Lewis, entre la N-arilaldimina 1a (1 eq) y 2-metoxipropeno (2 eq), en MeCN como solvente.
Me

©\ OMe LA SN
N X ¢ >~ P
| Me MeCN N AN
1a 2N |
S5a N
Acido de Cantidad del LA Temperatura Tiempo Rendimiento del
Lewis (LA) [eq] [°C] [h] compuesto 5a [%]
MgCl, 0.5-1 ta. 5 -
BiCls 0.25-2 t.a. 5 -
CH3COOH 0.1-0.3 Reflujo 10 -
CF3SOsH 0.5-1 t.a./ N 10 -

El siguiente paso consisti6 en estudiar esta cicloadicion bajo la influencia de
triflatos de lantanidos. Este tipo de acidos de Lewis no se desactiva en presencia
de agua, y pequefias cantidades de estos acidos pueden catalizar efectivamente
reacciones de imino Diels-Alder como se ha reportado previamente.®*
Adicionalmente, los triflatos de lantanidos pueden ser recuperados luego de la
reaccion y reutilizados. Para explorar el uso de este tipo de &acido de Lewis, se
inicié aplicando la metodologia desarrollada por Kobayashi et al y Makioka et al.,*
que consistid en adicionar a una mezcla de la N-arilaldimina (0,4 mmol) y 2-
metoxipropeno (1 mmol) en MeCN (1 mL) una solucion de Yb(OTf); en MeCN (1

mL). Los resultados obtenidos se registraron en la tabla 8.

Los rendimientos reportados en la tabla 8 corresponden al valor obtenido por
cromatografia de gases. Cada uno de los triflatos derivados de los lantanidos
empleados en la catalisis de la reaccion de IDA llevo a la obtencion del producto

quinolinico 5a. Sin embargo, sélo el triflato de yterbio aumento el rendimiento de la
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reaccion considerablemente. El uso de este tipo de catalizadores otorga beneficios
debido a su estabilidad, pero su alto costo impide su uso al reproducir la reaccion
bajo las mismas condiciones para obtener todo el grupo de compuestos
propuestos. De acuerdo a la estrategia sintética establecida se continué la

investigacion con el estudio de la aplicacién de la reaccion de Kametani.

Tabla 8. Resultados de la reaccion de IDA catalizada por triflatos derivados de los lantanidos.

OMe Ln(OTf)3 (10 mol %) N ©\
)\ + 1a = z * N ~
Me MeCN N EN Ho L
| 9a z

Ln(OTf)s  Tiempo de reacciéon [h]  Compuesto Rendimiento [%]

S5a 65
Yb(OTf)3 2 a 15
Eu(OTf)s 25 % 252
Gd(OTf)3 25 % 230

b. Obtencion de derivados 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8 a través de la

reaccion de Kametani

Actualmente, la reaccion de IDA bajo las condiciones propuestas por
Kametani et al.,** es poco utilizada en la preparacién de derivados quinolinicos, tal
vez debido a su baja eficiencia reportada. Sin embargo, se conoce que esta
reaccion puede emplearse como una ruta sencilla para acceder a los sistemas 4-
metilquinolinicos sustituidos si se realiza promovida por los catalizadores acidos
adecuados, que lleven a una eficiencia y selectividad mayor. Teniendo en cuenta
gue los acetales son mas estables que los éteres de vinilo y que los dos
sustituyentes geminales en la estructura del 2,2-dimetoxipropano aumentan su

d% se llevd a cabo la sintesis de los compuestos 2-

nucleofilicida
piridinilquinolinicos, C6 haldégeno sustituidos, necesarios en el desarrollo de

nuestra busqueda de potenciales agentes antifingicos y antitumorales.
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Para llevar a cabo la reaccion de Kametani se inici6 un estudio que permitio
determinar la relacién estequiométrica molar tanto de los precursores como del
promotor de la reaccion. A una solucion de la N-arilaldimina 1a en MeCN a 0°C se
adiciono lentamente el acido de Lewis BF3 OEt, y se mantuvo en agitacion durante
15 minutos. Posteriormente, se adicion6 gota a gota el acetal 2,2-dimetoxipropano
(2,2-DMP) y se aumento la temperatura gradualmente hasta 50°C, considerando
el punto de ebullicion del acetal. Al desaparecer la evidencia de la imina en el
medio, se considerd terminada la reaccién y se traté la masa de reaccion con
solucién acuosa de Na,COj; hasta pH 8. El producto de la reaccién se extrajo con
acetato de etilo y los extractos organicos fueron secados sobre Na,SOg.
Finalmente, se aislo la quinolina de interés empleando cromatografia en columna

de silice.

La tabla 9 registra los resultados encontrados al realizar la reaccion bajo
diferentes cantidades estequiométricas de cada uno de los reactivos. A partir de
los ensayos 1 a 4 se concluye que en ausencia del acido de Lewis no ocurre
reaccion durante 1 dia, incluso al aumentar la cantidad de 2,2-DMP vy la
temperatura desde 25 hasta 50°C. Se realizaron ensayos aumentando
progresivamente la cantidad de BF3OEt, (ensayo 5 a 10) a fin de establecer la

relacion que permitiera llegar a un mayor rendimiento.

La mayor conversion al producto de interés se obtuvo aumentando la cantidad del
acido de Lewis hasta 2 mmoles por cada mmol de imina en la reaccion. Se
entiende la necesidad de este exceso debido a la presencia de un centro de
coordinacion adicional generado por el par de electrones libres del nitrogeno
presente en el sustituyente piridinico en la posicion C2 del ndcleo quinolinico.
Ademas, el acido de Lewis tiene un rol adicional durante esta reaccién, ya que

interviene en la formacién del alqueno in situ, como se explica posteriormente.
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Tabla 9. Resultados de la blsqueda de la relacion estequiométrica molar adecuada para la

reaccion de Kametani. En todos los ensayos se utilizd 1 mmol de la base de Schiff 1a.
Me

©\ . MeOXOMe BF.OEt, N

2 —_— Z

N | Xy Me Me MeCN N | X
1 2N & N

Relacién molar [mmol]  Tiempo de reaccion ~ Temperatura ~ Rendimiento

Ensayo 2,2-DMP  BF;OEt, [h] [°C] [%0]
1 2 0 24 ta 0
2 2 0 12 50 0
3 3 0 6 ta 0
4 3 0 6 50 0
5 2 0.5 6 50 10
6 2 1 3 50 15
7 2 2 3 50 30
8 3 2 4 50 45
9 4 2 2 50 50
10 4 2 3 ta 40

Teniendo en cuenta que el BF3OEt, es un promotor efectivo en la reaccion,
ademas de su alta capacidad de coordinacion y su reactivad con el agua presente
en el ambiente se procedié efectuar la reaccién bajo atmosfera de N, evitando
que sucediera la reaccién de descomposicién de este acido®™ y favoreciendo la

activacion de la imina, asi como la cantidad de quinolina formada (figura 24).

Figura 24. Reaccion de descomposicion del BF; en presencia de H,O y montaje empleado para
desarrollar la reaccién de Kametani bajo una atmésfera inerte de N,, evitando la reaccion del acido

de Lewis con el agua en el ambiente.

2BF; + 3H,0 —» HBF, + B(OH); + 2HF
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El BF3 en solucion tiene la capacidad de formar complejos de diferente estabilidad
de acuerdo con el solvente en que se encuentre. Al disolver BF; en MeCN se
forma un complejo de solvatacion cuyo correspondiente valor de entalpia molar de
formacion es -37.63 kJ'mol™.%° Dicho valor permite cuantificar la energia de enlace
y la estabilidad termodindmica del BF; en este medio. Al variar la polaridad del
solvente, la estabilidad del complejo de solvatacion del BF; cambia. A medida que
aumenta el valor de entalpia se favorece la estabilidad de la especie BF3 en
solucion, necesaria en la formacion del complejo de coordinacion Imina’/BF3". De
acuerdo con los reportes encontrados en literatura,”” la entalpia molar de
formacion de una solucién de BF; en CHCl; es -10 kJ'mol™, un valor mayor al

reportado para el MeCN. (Ver figura 25)

Figura 25. Entalpia de formacion del complejo de solvatacion entre el BFs; y el solvente. D:

Donador de €.

Solvente
D:+BF; =——

F,B-D*

-1
Solvente| AHp_gr3 (kJ.mol ™

CH2C|2 '10

MeCN -37.63
Teniendo en cuenta los parametros termodinamicos expuestos, se procedid a
realizar la reaccion de Kametani en CH,Cl,, conservando la relacion molar de los

sustratos establecida previamente junto con atmaosfera de N».

Tabla 10. Reaccién de Kametani entre el compuesto iminico la (1 mmol), 2,2-DMP (4

mmol) y BF;OEt, (2 mmol) en solventes diferentes bajo atmdsfera de N,.

Ensayo Solvente Tiempo de TemperaturaRendimiento

reaccion [horas] [°C] [%0]
1 MeCN 2 t.a 40
2 MeCN 3 50 57
3 CHCl, 2 t.a 55
4 CHxCl» 2.5 42 69
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Los resultados se resumen en la tabla 10. La formacion de la quinolina deseada
se favoreci6 con el cambio de solvente por CH,Cl, y con el aumento de

temperatura hasta reflujo, como se observa en los ensayos 3y 4 de la tabla 10.

De acuerdo con el mecanismo propuesto por el LQOBI0,% en presencia del 4cido
de Lewis el acetal 2,2-DMP reacciona in situ produciendo el alqueno 2-
metoxipropeno, necesario para la cicloadicién. Dicha formacion posiblemente
sucede a través de una reaccién de eliminacién E1 de una molécula de MeOH®®
(esquema 19), que se favorece al aumentar la temperatura, permitiendo explicar
el incremento del rendimiento cuando se realiza la reaccion a 42°C en
comparacion con la realizada a temperatura ambiente. La reaccion de eliminacion
consiste en la formacion del carbocation D promovida por la coordinacion con el

acido de Lewis, y la posterior deprotonacion generando una molécula de metanol.

Esquema 19. Formacion de 2-metoxipropeno a través de reaccién de eliminacion de MeOH.

BF,

+
MeO ~ X\ 1 Me (OMe MeO Me
. BF3.0Et, |MeON _OM \"’
Me,\/QMe 3R l\e/IO (Me — ?clzj — + MeOH
Me ¢ Me FsB=OMe | p~“M2
D \_/

Al mismo tiempo, la reaccion de eliminacion puede entrar en competencia con la
reaccion de sustitucién nucleofilica Sy1, generando moléculas de 2-propanona, a
partir de una molécula del acetal y moléculas de agua residual en el solvente, que
a la vez es capaz de coordina con el acido de Lewis y formar un i6n oxonio
responsable de la formacion de productos colaterales. Por esta razén, se prestd

especial atencion al proceso de secado del solvente (esquema 20).

Esquema 20. Reaccion de sustitucion nucleofilica del acetal 2,2-DMP para formar 2-

propanona.
MeO_ OMe BF5;OEt HO_ OM O 6’ 8
e e : e
>< 3 2 >< )k - )I\
Me® Me H20 Me Me -2MeOH

BF3OEt2
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El mecanismo general a través del cual sucede la reaccion de cicloadicion de IDA
bajo las condiciones propuestas por Kamentani, se postula en el esquema 21.
Adicional a la formacion de los productos 5-8, se observd la formacion de

subproductos.

Esquema 21. Mecanismo propuesto en la reaccion de Kametani, generando la formacién del

alqueno in situ, junto con la corriente iénica total reconstruida de los productos de reaccion.
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El principal producto colateral corresponde a la amina 9 generada por la
aromatizacion oxidativa del cicloaducto para dar la quinolina correspondiente, que
consiste en la transferencia de hidrogeno proveniente del cicloaducto C a la imina

1-4 (esquema 21).

Tabla 11. Productos principales obtenidos a partir de la reaccién de Kametani. Tg, tiempo de

retencion.
Producto Tr [min] M™ Rendimiento [%]
5a 21.38 220 66
9a 15.87 184 23

Luego de haber analizado la cantidad de cada reactivo en la reaccion, estudiado la
influencia del solvente y determinado un marco general tanto de condiciones como
de consideraciones mecanisticas de la reaccion. Se establecié una metodologia
de acceso facil y rapido de los derivados quinolinicos propuestos, fundamentales
en esta investigacion para el desarrollo de agentes farmacoldgicos con potencial
actividad bioldgica. La mayoria de compuestos se obtuvieron en estado solido con
rendimientos entre 30-77%. En la tabla 12 se resumen las caracteristicas fisicas y

el porcentaje de rendimiento de la reaccién de cada compuesto.

Los derivados 5-8 obtenidos se analizaron mediante espectroscopia IR,
identificando las bandas de absorcién caracteristicas de los grupos funcionales
presentes en las estructuras, como una primera aproximacion hacia la completa

elucidacion estructural de los productos sintetizados. (Tabla 13, anexo B)

La asignacion de las principales sefiales en los espectros de vibracién de los
productos obtenidos se realizé en la tabla anterior. Existen 4 grupos de sefiales
fundamentales en este analisis, dos de ellas conciernen a la funcionalidad creada
en la reaccion, es decir, la presencia del grupo -CH3; en la posicion C4 y la
formacion del anillo piridinico fusionado al benceno sustituido, que conforman el

nacleo quinolinico. Los dos grupos restantes corresponden al enlace con el
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sustituyente en la posicion C8 y la presencia de las bandas caracteristica del

sustituyente piridinilo.

Tabla 12. Principales caracteristicas fisicas y rendimientos de la reaccién de Kametani entre N-
arilaldiminas 1-4 (1 mmol), 2,2-DMP (4 mmol) y BF;.0Et, (2 mmol), en CH,Cl, y atmoésfera de N, a

reflujo durante 2 a 5 horas.

Estado Punto de Rendimiento
Estructura  Compuesto R Color
Fisico fusion [°C] (%)
5a H Solido Blanco 72-73 69
R M\ 6a Cl Sélido Blanco 130 77
e 7a F Sélido  Amarillo 104 52
8a CF3 Aceite Rojo - 41
Ve 5b H Solido Amarillo 67 68
" Nt . 6b cl Sélido Blanco 128 75
L 7b F selido  Amarillo 102 63
8b CFs Solido Blanco 125 40
Me 5c H Aceite Rojo -- 35
RO ® ~ 6c cl sélido Blanco 110 45
NF 7c F Solido Amarillo 89 35
8c CFs Solido Blanco 118 30

Tabla 13. Bandas de absorcion IR caracteristicas de los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos
3-8.

IR (KBr) [cm™]
C:NQuin C:pr CH3 st -C-R

Compuesto R

5a H 1597 1541 3029 833
6a cl 159 1539 3040 1089
7a F 1625 1543 3054 1186
8a Fs 1617 1549 3029 1110
5b H 1601 1512 3039 756
6b cl 1597 1545 3032 1091
7b F 1622 1550 3038 1173
i Fs 1628 1630 3051 1118
5¢ H 1608 1594 3053 827
6e cl 1598 1520 3020 1087
= F 1531 1506 3039 1210
; Fs 1631 1541 3037 1110
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Las vibraciones de tension generadas por el anillo quinolinico de mayor intensidad
se encuentran en la regién de 1560 a 1620 cm™, originadas por los modos de
vibracién que se muestran en la figura 26.% Los productos 5-8 registraron la
aparicion de estas bandas en la region del espectro comprendida entre 1530 a
1630 cm™, ausentes en los espectros de las iminas correspondientes, como se
esperaba. Particularmente, la banda generada por la vibracién de tensién del
enlace C=N presente en los precursores iminicos, es desplazada en la mayoria de

los casos hacia longitudes de onda mayores, es decir, a menor nimero de onda.

Figura 26. Modos de vibracién de tension en la regién de 1620-1550 cm™ del anillo quinolinico.*®

El grupo metilo en la posicion C4 de los compuestos 5-8 registré bandas de
absorcion alrededor de 3020-3050 cm™, de acuerdo con los valores que se
reportan para este grupo.'® Las sefiales provenientes del sustituyente piridinilo se
observaron de la misma forma que se report6 en los compuestos N-arilaldiminicos,
aunqgue la presencia del nuevo nucleo quinolinico generd corrimientos en algunas
sefiales, manteniendo su intensidad. Finalmente, el enlace C-Cl en los
compuestos 6a-c se identificé con la presencia de una banda en la regién de 1020
a 1110 cm™, causada por la vibracién de tensién. Los enlaces C-F en los
compuestos 7a-c se evidencian con la presencia de una banda intensa entre 1100
y 1200 cm™. Los compuestos 8a-c presentan en su estructura el grupo -CF5 que
posee 6 modos vibracionales,'®* cuyas sefiales se registran en la regién entre
1150 a 1350 cm™. En la figura 27 se ilustra la asignacién de las bandas de

absorcion con el espectro del compuesto 7b.
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Los resultados obtenidos por CG-EM y espectrometria de masas con ionizacion
por electrospray (EM-IES) permitieron dar un paso mas hacia la elucidacion
estructural de los derivados 5-8. Sélo los compuestos del tipo a fueron
caracterizados por IE (espectrometria de masas con ionizacién por impacto de
electrones) y los compuestos tipo b y ¢ con IES. Los espectros se presentan

adjuntos en el anexo 2.

Figura 27. Espectro de IR del compuesto 6-Fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (7a)
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Los espectros de masas obtenidos con IE de las quinolinas 5-8a hicieron posible
identificar la masa molar de los compuestos con la presencia del i6n molecular. En
la mayoria de los casos con intensidad del 100%, que corresponde a la masa
nominal de sus formulas moleculares condensadas. Los patrones de
fragmentacion presentan un alto grado de similitud con la estructura propuesta,
registrando pérdidas de 15 unidades a partir del i6bn molecular que corresponde a

la especie —CHs, y de 28 unidades asociadas a la especie —HCN con la posterior
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pérdida de —H'. La baja intensidad de las demas sefiales registradas en relacion al
ion molecular, sugiere la alta estabilidad de los compuestos en estado ionizado,
debido a que la carga generada puede ser estabilizada por la nube de electrones n
presente en el anillo quinolinico y piridinico, que a su vez les confiere
aromaticidad. En el esquema 22 se propone una ruta de fragmentacién para los

derivados analizados a través de EM-EI.

Esquema 22. Ruta de fragmentacion propuesta para los compuestos 5-8a, junto con el espectro

de masas del compuesto 6-Fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (7a).

-+
CH, —l CHy
HoN X x H R A
Z - = =
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R N —l
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En el caso de las quinolinas tipo b y ¢, el andlisis por EM-IES hizo posible verificar
la masa molar del ién [M+H]" de los compuestos sustituidos en la posicion C2 -3-
piridinil- (b) y se encontré que la fragmentacion que libera una molécula de HCN

es caracteristica en este tipo de moléculas. En los compuestos 5-8c se detectd el
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aducto [M+Na]" que corresponde a la masa molar del compuesto mas 23 unidades
(figura 28).

Figura 28. Espectro de masas con IES del compuesto 6-Fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (7b).
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La estructura de las moléculas quinolinicas sintetizadas fue confirmada a través de
'H-RMN, '3C-RMN y DEPT-135, y los espectros obtenidos se reportan en el
anexo B. La estructura de los compuestos 4-metil-2-piridinilquinolinicos 5-8 posee
dos tipos de hidrégenos que se diferencian claramente en los espectros de 'H-
RMN, protones aromaticos y alifaticos. Los protones aromaticos se encuentran en
el ndcleo quinolinico y en el sustituyente piridinico en la posicion C2, registrando
sefales en la region de campo bajo del espectro con desplazamientos entre 7 a 9
ppm. Los protones alifaticos que corresponden al grupo metilo en la posicion C4
de la quinolina, se reconocieron en este analisis por la sefial que registran entre
25 a 3 ppm y la integracion de dicha sefial representa los 3 protones

guimicamente idénticos presentes en este sustituyente.
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Los protones enlazados al anillo quinolinico en los compuestos 5a, 5b y 5¢c se
asignaron de acuerdo a los valores de desplazamiento quimico y acoplamiento
encontrados. En estos casos, se hall6 un acoplamiento a 4 enlaces entre los
protones 5-H y 7-H, 6-H y 8-H (figura 29). Adicionalmente, en el caso de los
protones presentes en el sustituyente —CHgs, en la mayoria de los compuestos
quinolinicos sintetizados se observé un desdoblamiento de la sefial proveniente de
este grupo, a causa de un acoplamiento bencilico de larga distancia con el
hidrogeno en la posicion C3 de 0.7 Hz aproximadamente. En los casos en que no
se detectd, probablemente se debe al procesamiento de la sefial adquirida del

equipo.
Figura 29. Tipos de acoplamiento entre los hidrégenos 5-H, 6-H, 7-H y 8-H de los compuestos
quinolinicos 5.
3JHs-Hs__‘:‘.ﬁ 5
: oo H CH,
6
H O P
Z
7H N
T

3 el L.
4pspr~1-1.5 Hz Jrgnr™=--"8

3 15.146~8-8.5 Hz *Jps.7~1-1.5 Hz 3 io417~8-8.5 Hz
3-J}.|6_|_|7"6.\".-)-7 Hz

La presencia de los sustituyente en la posicion C6 se confirmé con la ausencia de
la sefial proveniente del protén 6-H y de los acoplamientos que el mismo
generaba. Sin embargo, el acoplamiento de largo alcance entre los protones 5-H y

7-H se conserva.

El efecto del sustituyente halégeno sobre los hidrégenos 5-H y 7-H se observé con
las variaciones en el desplazamiento quimico observadas con relacion a los datos
obtenidos en las quinolinas sin sustituyente en la posicion C6 tipo 5. La diferencia
en el desplazamiento producida por el flior en las quinolinas 7 es mayor que el
efecto producido por el cloro en los compuestos 6, causando que la sefal

generada por los protones 5-H y 7-H en las quinolinas 6-flouro-sustituidas se
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desplace hacia campos mas altos (ver figura 30). Tal resultado se debe a que el
orbital encargado de ceder los electrones para causar un efecto apantallante sobre
estos hidrogenos es mas grande en el cloro, es decir, el orbital 3p del cloro es de
mayor tamafio que el orbital 2p del fldor, y a pesar de que el efecto inductivo es
hacia el flior este es un mejor donador que el cloro.'® Por otra parte, el
sustituyente CF3; es un grupo que combina la fuerza de tres atomos de fllor
actuando como un grupo que retira los electrones y afecta los hidrogenos 5-H y 7-

H al desplazar su sefial hacia campo mas bajo.

Figura 30. Efecto de los sustituyentes halogenados en la posicion 6 del nicleo quinolinico sobre el
desplazamiento quimico observado en los protones 5-H y 7-H. La flecha de color verde representa
el efecto inductivo.
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La presencia del fldor en las quinolinas 7 y 8 se confirmé adicionalmente, con el
acoplamiento registrado sobre los hidrogenos vecinales y a larga distancia,
causada por la abundancia isotpica del 100% del °F y su nicleo con nimero
cuantico de espin 1/2. En la figura 31 se registran los valores de J del compuesto
7a entre el atomo de flaor y los hidrégenos vecinales y a 4 enlaces, a manera de

ejemplo.

Figura 31. Acoplamientos flGor-protén del compuesto 6-Fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (7a)
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La identificacion de los protones presentes en el anillo piridinico se realizdé de
acuerdo a los valores de desplazamiento quimico y acoplamientos registrados, y
se encontré que los valores asignados son caracteristicos para cada una de las
series de compuestos a, b y c. En la figura 32 se muestra el desplazamiento
generado por los protones aromaticos del anillo de piridina enlazados al nucleo
quinolinico en a-, B-y y-.

Figura 32. Desplazamiento quimico asignado a los protones del sustituyente piridinilo de los

compuestos 5.

A continuacion se ilustra la asignacion completa de las sefales obtenidas en el
espectro de *H-RMN del compuesto 6-Cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (6b) en
la figura 33. La sefal ubicada en 9.32 ppm corresponde al protén 2’-H (d, J = 1.8
Hz) del anillo piridinico, en forma de doblete debido a la interaccion a larga
distancia con el protéon 4’-H ubicado en 8.46 ppm (ddd, J = 8, 1.8, 1.6 Hz). El
protdén 4’-H acopla a su vez con los protones 5’-H (7.45 ppm, d, J = 8, 4.8, 0.6 Hz)
a 3 enlaces y con 6’-H (8.7 ppm, dd, J = 4.8, 1.6 Hz) a 4 enlaces. La interaccién
del proton 5'-H y 6’-H se registra con una constante de 4.8 Hz. La sefial que se
encuentra en 7.73 ppm (s) corresponde al protén 3-H. El hidrégeno 5-H se ubica a
un valor de desplazamiento de 7.6 ppm (dd, J = 9.7, 2.8 Hz) en forma de doble
doblete debido al acoplamiento con el sustituyente fluoruro (J = 9.7 Hz), y con el
protén 7-H (7.51 ppm, ddd, J = 9.2, 8.2, 2.8 Hz). La sefal propia del protén 8-H se
hall6 en 8.16 ppm (dd, J = 9.2, 5.5 Hz) acoplando vecinalmente con 7-H y a larga
distancia con el flior. Por ultimo, se asignd la sefial en forma de singlete que
pertenece a los tres hidrogenos magnéticamente equivalentes, presentes en el

sustituyente metilo.
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Luego de establecer la estructura de los compuestos sintetizados asignando las
sefiales provenientes de los hidrogenos presentes en los espectros de *H-RMN,
se realiz6 la identificacion de los carbonos de los derivados quinolinicos a traves
del analisis de los espectros obtenidos a partir de **C-RMN y DEPT-135. En el

anexo B se presentan los espectros de RMN de los derivados 5-8.

Figura 33. Espectro de *H-RMN del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (7b)
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Los espectros de '*C-RMN permitieron comprobar el nimero de carbonos
presentes en la estructura de los compuestos de acuerdo a sus ambientes
magneéticos a traves del nimero de sefales registradas. La asignacion de cada
seflal se llevd a cabo comparando los datos adquiridos con los datos
espectroscopicos en moléculas reportadas previamente y con los valores de
literatura, verificando asi la presencia de las sefiales caracteristicas de las

entidades moleculares que conforman la estructura de las quinolinas sintetizadas.
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De forma similar al perfil observado en el andlisis de *H-RMN, existen dos tipos de
carbonos que se identifican claramente en el espectro de acuerdo al
desplazamiento quimico. El primer grupo corresponde a los carbonos que
conforman la estructura aromatica de la quinolina y el anillo piridinico que se
ubican en la regién del espectro comprendida entre 110 a 160 ppm. Por otra parte,
se encuentra el grupo de los carbonos saturados, en el que sélo se observa la
sefal proveniente del sustituyente —CH3; entre 10 a 30 ppm. En la figura 34 se
presenta el espectro del compuesto 6b, donde se observan claramente los dos
tipos de carbonos presentes en esta molécula y el nimero de sefiales

corresponde al numero de carbonos que conforman la estructura.

Figura 34. Espectro de **C-RMN del compuesto 6-Cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (6b)
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El andlisis realizado utilizando DEPT-135 condujo a la identificacion de las sefiales

generadas por los carbonos cuaternarios, es decir C2, C4, C4a, C8a y C4’, y en
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los compuestos sustituidos en la posicion C6 se reconoci6 este pico, comparando
con los espectros de **C-RMN debido a que con DEPT-135 la sefial de este tipo
de carbonos desaparece. Asimismo, esta técnica permite diferenciar entre CH,
CH, y CHg, ya que la sefial del CH; se detecta en la fase opuesta a los grupos CH
y CHs;. La ausencia de picos de fase opuesta en los espectros colectados
comprueba que los compuestos sintetizados no presentan ningun carbono CH, y
las sefiales de los grupos CH y CHg3 corresponden a las esperadas. En la figura
35 se realiza un paralelo entre los espectros de *C-RMN y DEPT-135 del
compuesto 6b como ejemplo, asignando cada una de las sefales a los carbonos
correspondientes, y se puede observar con claridad la desaparicion de las sefiales

provenientes de los carbonos cuaternarios.

Figura 35. Espectro de *C-RMN y DEPT-135 del compuesto 6-Cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-
quinolina (6b)
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En cuanto a los compuestos fllor-sustituidos 7 y triflior-sustituidos 8 la sefal de
los carbonos ubicados desde 1 hasta 4 enlaces sufrieron desdoblamientos debido
al fuerte acoplamiento entre el ntcleo de mono-isotopo °F y el *C. En la figura
36 se realiza la asignacion de las sefiales el compuesto 7b donde se analizan los
acoplamientos debidos a la sustitucion con flior. Particularmente, los picos
generados por los carbonos 4a, 5, 6, 7, 8 y 8a en las quinolinas 7 sufrieron
desdoblamientos de diversos valores en las constantes de acoplamiento, siendo

de mayor valor en los carbonos que estan a menos enlaces de distancia.

Figura 36. Espectro de *C-RMN y DEPT-135 del compuesto 6-Fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-
quinolina (7b)

MR68

19.23

] < @R & g 583 83 B8R 58 2 SR 25
13C @R 30 g 54 g ¥ g4y LE] a8 8y g 5§82 85
| Y | | NV \/ \ \ | NI \/
| 2-C I 7-C, d,
=3 e
4.c
‘
5-C -
‘
8-C. d, 5-C, d,
8a-C, d, J=9.2Hz J=223Hz
J=55Hz
6-C, d, ‘ I —r

S (50| o= = ||
WWWW o WJRWWWMJVLM o

I

T T T 7 A ™ A T T ™ 4 T
162 160 155 153 150 148 145 136 134 132 128 123 120 108 20 19 18
f1 (ppm)

Luego de finalizar el analisis por RMN, se confirmd la identidad estructural de las

12 moléculas 4-metil-2-piridinilquinolinas 6-sustituidas 5-8 sintetizadas y se logré
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alcanzar los objetivos trazados proporcionando muestras listas para realizar los

ensayos de actividad bioldgica.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los objetivos trazados para el presente trabajo de grado

se concluye que:

Se realizo el disefio molecular de 12 derivados quinolinicos que incorporan
en su estructura el anillo piridinico como sustituyente y grupos halogenuros,
considerando estudios de actividad bioldgica reportados y el uso de herramientas
computacionales para estudios in silico, que ofrecieron un conocimiento previo de
las propiedades farmacocinéticas relacionadas con la absorcién. Convirtiéndolas

en compuestos atractivos para su desarrollo sintético.

Adicional a la construccion de compuestos heterociclicos con propiedades ADMET
favorables, se aplic6 un modelo desarrollado con base a las propiedades
fisicoquimicas que permitié cuantificar la interaccion reversible con el ADN,
encontrando que las estructuras disefladas presentan un alto potencial como

compuestos de accién antitumoral.

La metodologia desarrollada empleando la reaccion de cicloadicion [4+2] de
imino Diels-Alder bajo las condiciones de Kametani condujo a la sintesis de 12
compuestos 4-metil-2-(piridinil)quinolinas 6-sustituidos a partir de N-arilaldiminas
sintetizadas en el paso anterior, con rendimientos hasta de 77% reportados por
primera vez para esta reaccion, disminuyendo ademas el tiempo de reaccion

considerablemente.

El andlisis comparativo entre la reaccion de imino Diels-Alder y su version
sintética, la reaccion de Kametani, conllevo a la identificacion de evidencia acerca
del mecanismo i6nico a través del cual ocurre esta reaccion, asi como al
reconocimiento de los elementos clave que conducen a que esta sintesis ocurra

efectivamente.
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Con el proposito de extender esta investigacion y aumentar el potencial de los

resultados alcanzados, se recomienda:

Realizar los ensayos de actividad antitumoral y antifingica para realizar la
correlacion con el analisis in silico, que permitié la seleccion de los compuestos
sintetizados. Ademas, los resultados obtenidos a partir de tales ensayos dan lugar
a la determinacion de la relacidén entre la estructura y actividad de acuerdo a la

naturaleza y posicion de los sustituyentes.

Por otra parte, se recomienda extender la caracterizacion estructural de la
serie de compuestos 4-metil-2-piridiniquinolinicos sintetizados a través de técnicas

de resonancia magnética bidimensional.
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ANEXO A. Espectros de IR de las N-arilaldiminas la-4c

Anexo 1. Espectro de infrarrojo del compuesto N-(4-piridinilmetilen)-anilina (1a)
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Anexo 3. Espectro de infrarrojo del compuesto 4-fluoro-N-(4-piridinilmetilen)-anilina (3a)
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Anexo 5. Espectro de infrarrojo del compuesto N-(3-piridinilmetilen)-anilina (1b)
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Anexo 6. Espectro de infrarrojo del compuesto 4

Anexo 7. Espectro de infrarrojo del compuesto 4-fluoro
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Anexo 9. Espectro de infrarrojo del compuesto N-(2-piridinilmetilen)-anilina (1c)
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Anexo 11. Espectro de infrarrojo del compuesto N-(2-piridiniimetilen)-4-(trifluorometil)-
anilina (4c)
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ANEXO B. Espectros de IR, CG-EM, EM-IES, *H-RMN, *C-RMN y DEPT 153 de
las 4-metil-2-piridinilquinolinas seleccionadas (5-8)

Anexo 2.1 Espectro de infrarrojo del compuesto 4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (5a)
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Anexo 2.2 Espectro de masas con ionizacién por impacto de electrones del compuesto 4-
metil-2-(4-piridinil)-quinolina (5a)

Scan 1866 (21.378 min): MR5E52.D
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Anexo 2.3 Espectro de *H-RMN del compuesto 4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (5a)
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Anexo 2.4 Espectro de *C-RMN del compuesto 4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (5a)
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Anexo 2.5 Espectro de DEPT 135 del compuesto 4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (5a)

MR1 2
DEPT135 MR 5 &

19.18

I\

L i B e e L B e e e e e L B e e e e B e
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 “ (90 )85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
ppm!

Anexo 2.6 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
(6a)
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Anexo 2.7 Espectro de masas con ionizacién por impacto de electrones del compuesto 6-

cloro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (6a)

Scan 2067 (23.134 min): MR22.D
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Anexo 2.8 Espectro de *H-RMN del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (6a)
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Anexo 2.9 Espectro de “C-RMN del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
(6a)
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Anexo 2.10 Espectro de DEPT 135 del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
(6a)
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Anexo 2.11 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
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Anexo 2.12 Espectro de masas con ionizacion por impacto de electrones del compuesto

6-fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina (7a)
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Anexo 2.13 Espectro de 'H-RMN del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
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Anexo 2.14 Espectro de *C-RMN del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
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Anexo 2.15 Espectro de DEPT 135 del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
(Za)
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Anexo 2.16 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-trifluoro-4-metil-2-(4-piridinil)-quinolina
(8a)
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Anexo 2.17 Espectro de infrarrojo del compuesto 4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (5b)
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Anexo 2.18 Espectro de masas con ionizacién por electrospray del compuesto 4-metil-2-
(3-piridinil)-quinolina (5b)
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Anexo 2.19 Espectro de *H RMN del compuesto 4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (5b)
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Anexo 2.20 Espectro de **C RMN del compuesto 4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (5b)
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Anexo 2.21 Espectro de infrarrojo

del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(6b)
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Anexo 2.22 Espectro de masas con ionizacion por electrospray del compuesto 6-cloro-4-
metil-2-(3-piridinil)-quinolina (6b)
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Anexo 2.23 Espectro de 'H RMN del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(6b)
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Anexo 2.24 Espectro de **C RMN del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(6b)

19.13

MRS R 3%8
13CMR26 % SEELY
|

T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

173



Anexo 2.25 Espectro de DEPT 135 del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(6b)
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Anexo 2.26 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(zb)
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Anexo 2.27 Espectro de masas con ionizacion por electrospray del compuesto 6-fluoro-4-
metil-2-(3-piridinil)-quinolina (7b)
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Anexo 2.28 Espectro de 'H RMN del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(zb)
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Anexo 2.29 Espectro de *C RMN del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(Zb)
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Anexo 2.30 Espectro de DEPT 135 del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
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Anexo 2.31 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-trifluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(8b)
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Anexo 2.32 Espectro de masas con ionizacion por electrospray del compuesto 6-trifluoro-
4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina (8b)
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Anexo 2.33 Espectro de 'H RMN del compuesto 6-trifluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(8b)
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Anexo 2.34 Espectro de *C RMN del compuesto 6-trifluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-quinolina
(8b)

MR7 3 o
13CMR31 8 3
|
|
|
T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20

90
f1 (ppm)

178



Anexo 2.35 Espectro de DEPT 135 del compuesto 6-trifluoro-4-metil-2-(3-piridinil)-
quinolina (8b)
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Anexo 2.36 Espectro de infrarrojo del compuesto 4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina (5c¢)
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Anexo 2.37 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina

(6c)
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Anexo 2.38 Espectro de masas con ionizacion por electrospray del compuesto 6-cloro-4-
metil-2-(2-piridinil)-quinolina (6¢)
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Anexo 2.39 Espectro de 'H RMN del compuesto 6-cloro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina
(6c)
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Anexo 2.40 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina
(Zc)
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Anexo 2.41 Espectro de masas con ionizacion por electrospray del compuesto 6-fluoro-4-
metil-2-(2-piridinil)-quinolina (7c)

MR37.xy

219 2014
1484

819 107 131 ) 1o 1 1834 | 223

T T T T LR L A LA L) L AL A A L LA A LA I A LA LALLM LA LA A AL Al
64 72 8 8 9% 104 112 120 128 13 144 15 160 168 176 184 192 200 208 216 224 232 240 248 256 264
mz

Anexo 2.42 Espectro de 'H RMN del compuesto 6-fluoro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina
(Zc)
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Anexo 2.43 Espectro de infrarrojo del compuesto 6-trifluoro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina
(8c)
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Anexo 2.44 Espectro de masas con ionizacién por electrospray del compuesto 6-trifluoro-
4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina (8c)
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Anexo 2.45 Espectro de 'H RMN del compuesto 6-trifluoro-4-metil-2-(2-piridinil)-quinolina
(8c)
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