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INTRODUCCION

Esta investigacion se encuadra dentro del campo de la Sintesis Organica
orientada a la Diversidad, concretamente en el marco del desarrollo de nuevas
metodologias para la preparacion de derivados espiro y C-piperidinicos. Desde el
punto de vista general, el empleo de estos compuestos es uno de los puntos clave
en el desarrollo de nuevos medicamentos. Esta afirmacion esta avalada por el
elevado numero de publicaciones cientificas dedicadas exclusivamente a este

tema.

En ese sentido, las piperidinas y sus benzoanalogos, han demostrado ser, desde
su primera aparicion en la bibliografia, en 1853, hasta hoy en dia, los
representantes mas estudiados y mas famosos de los compuestos heterociclicos.
Su importante rol en el estudio de la quimica de productos naturales y de farmacos
es reconocido por parte de los quimicos organicos, los quimicos medicinales y los
bidlogos desde hace mucho tiempo. Por eso, el conocimiento de la quimica de los
derivados de estos sistemas es siempre de gran utilidad, y de suma importancia

para el desarrollo de la quimica organica y biomolecular.

En la actualidad, la quimica organica se cataloga como una ciencia central en el
entendimiento de los fendmenos naturales a nivel molecular, desarrollando sus
métodos y objetos, y ampliando sus esferas de actividades. Una de estas
actividades es la construccion intencional de moléculas de uso practico, la cual se
basa en el disefio y desarrollo de nuevos reactivos, catalizadores, y reacciones

para mejorar los procesos de sintesis.



En la interfase entre la quimica organica y la biologia ha aparecido la quimica
bioorganica, de la cual la tarea mas importante es el desarrollo de nuevas
moléculas con multiples funciones quimicas, de bajo peso molecular (< 500 Da,
moléculas pequefas) y con marcada actividad fisiolégica. La tarea de
identificacion y optimizacion de nuevas sustancias quimicas que pueden
interactuar especificamente con las dianas terapéuticas es importante sin ninguna
duda.

Por otro lado, la sociedad actual demanda un desarrollo sostenible y respetuoso
con el entorno, de modo que la comunidad cientifica internacional ha de centrarse
en la busqueda de nuevas metodologias no contaminantes, que aunen no solo
limpieza sino también eficiencia y selectividad. Una gran parte de esta busqueda
esta dirigida a descubrir novedosos métodos de sintesis, que generen nuevas
moléculas heterociclicas como posibles agentes quimioterapéuticos, en respuesta
a las enfermedades para las cuales el tratamiento existente no resulta eficiente,
como las enfermedades producidas por hongos, o es casi inexistente, como la

demencia de Alzheimer.

De acuerdo con esta filosofia, aqui se recoge el trabajo desarrollado en el disefio,
sintesis y estudio farmacoldgico, por combinacion formal de dos diferentes anillos
heterociclicos farmacéforos -la piperidina y la tetrahidroquinolina- de los sistemas
de la dihidroespiro[piperidino-quinolina] y la piridil-tetrahidroquinolina utilizando

materiales accesibles y relativamente baratos.

En la implementacion de las rutas sintéticas, a veces ocurren reacciones
inesperadas, el estudio de éstas, hace que después de un tiempo, puedan unirse
al arsenal de herramientas disponibles en la literatura para lograr objetivos
sintéticos. Este fue el caso de la reaccion de la reaccion de migracion de grupos

acilo entre los dos atomos de nitrégeno presentes en la estructura de la 3°,4'-



dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1'H)quinolina] descubierta durante la realizacién de

esta investigacion.

De acuerdo con todo lo expuesto, la presente Memoria ha sido estructurada en
siete capitulos, cada uno de éstos tiene su propia estructura acompanada de la

bibliografia lo que facilitara la lectura y comprension de esta investigacion:

Capitulo primero: Desarrollo de un método de obtencion de nuevas
espiropiperidinas C-4 sustituidas con el anillo de la dihidroquinolina via reacciones

de arilacion intramolecular de aminoalquenos.
Capitulo segundo: Reactividad quimica de nuevas espiropiperidinas C-4
sustituidas. Estudio de la nueva migracion del grupo acilo en los sistemas rigidos

de las 1-acil-3",4 -dihidroespiro [piperidina-4,2°-(1"H)quinolinas].

Capitulo tercero: Estudio de la reactividad quimica de las N-(1-bencilpiperidinil-4)-

N-arilamidas como analogos flexibles en la migracion del grupo acilo.

Capitulo cuarto: Estudio quimico de las (espiro)piperidinas C-4 sustituidas.

Preparacioén del alcaloide girgensohnina y sus analogos.

Capitulo quinto: Preparacion y transformaciones quimicas de moléculas con el

fragmento 4-piridilmetil hacia nuevas moléculas piperidinicas.

Capitulo sexto: Prospeccion biolégica de las nuevas moléculas obtenidas.

Busqueda de nuevos agentes terapéuticos.

Capitulo séptimo: La parte experimental.
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1. DESARROLLO DE UN METODO DE OBTENCION DE NUEVAS
ESPIROPIPERIDINAS C-4 SUSTITUIDAS CON EL ANILLO DE LA
DIHIDROQUINOLINA ViA REACCIONES DE ARILACION
INTRAMOLECULAR DE AMINOALQUENOS

1.1 ANTECEDENTES

El anillo piperidinico es una estructura ubicua, caracteristica en muchos productos
alcaloidales y candidatos a farmacos (Rubiralta et al., 1991). Se calcula que
durante julio de 1988 y diciembre de 1998 miles de compuestos piperidinicos
(alrededor de 12.000) fueron mencionados en los estudios clinicos y preclinicos de
los desarrollos farmacéuticos (Watson et al., 2000). Aun mas, no es sorprendente
que la 1,4-disustitucién en la piperidina predomine en la literatura debido a la
facilidad en la sintesis y a la ausencia de las numerosas complicaciones

estereoquimicas presentes en los otros tipos de sustitucion.

Desde 1993 se encuentran en el mercado farmacéutico cuatro nuevos, y diversos,
productos que poseen este tipo de sustitucion como componente central (Figura
1). El aricep (donepezilo, 1), un inhibidor de la acetilcolinesterasa (Akasofu et al.,
2006), aprobado por la FDA en 1998, es corrientemente prescrito para el
tratamiento sintomatico de la enfermedad de Alzheimer. El naramig (naratriptan, 2)
un agonista de la 5-HT1p y de la 5-HT4g, se ha mostrado como una promesa en el
tratamiento de los dolores de cabeza tipo migrafia (Yevich et al., 1997).
Finalmente, el risperdal (risperidona, 3) y el serdolect (sertindole, 4), ambos
antagonistas no selectivos de la 5-HT, y de la dopamina D, son utilizados en el

tratamiento de la esquizofrenia (Andersen et al., 1996; Marder, et al., 1997).



Figura 1. Productos recientemente lanzados al mercado, que contienen el anillo piperidinico 1,4-
disustituido como uno de los principales componentes estructurales.
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1.1.1. Espiropiperidinas. Las espiropiperidinas son una subclase particular de
este sistema heterociclico. La diversidad molecular de la espirounion entre
piperidina y otros anillos carbociclicos o heterociclicos ha generado una plétora
estructural sin precedentes. Revisando multiples ejemplos de este tipo de
espiranos, se puede notar que la naturaleza biosintetiza alcaloides C-2
espiropiperidinicos como p. ej. la histrionicotoxina 5, una neurotoxina aislada de
las secreciones de la piel de las ranitas Dendrobatidae (Daly et al., 1999), y el
acido pinnaico 6, aislado del bivalvo marino Pinna muricata (Chou et al., 1996)
Ambos sistemas espiranicos son blancos atractivos en la sintesis organica (Dake,
2006); mientras tanto los espiranos C-4 del tipo 7, surgen en los laboratorios de

sintesis organica del mundo (Figura 2).

Figura 2. Estructuras C-2 y C-4 espiropiperidinicas.
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La tarea de clasificar estos ultimos derivados no es tan facil, ya que cada afo
aparece nueva informacion quimica y bioldgica de ellos. El analisis de la sintesis y
quimica de las piperidinas C-4 espiroenlazadas con carbociclos no entra en el
tema de la tesis, aunque algunas de ellas son modelos interesantes que se unen
selectivamente a los o-receptores (agentes antipsicoticos) (Moltzen et al., 1995;
Maier et al., 2002), y al receptor opioide ORL1 (analgésicos) (Goto et al., 2006).
Las piperidinas C-4 espiroenlazadas con heterociclos de diferentes tamanos vy
naturaleza quimica son de interés especial para nuestra investigacion, por eso,
siguiendo la légica de nuestro trabajo en esta seccidn se seleccionan y resefian

sus ejemplos mas representativos.

La preparacion de piperidinas espiroaneladas con heterociclos casi siempre inicia
con la transformacién preliminar de las y-piperidonas. Por ejemplo, la sintesis de la
espiropiperidina 12 consta de un gran numero de pasos, siete en total, a partir del
producto comercial N-bencil-y-piperidona, y el compuesto 12 no es el producto
final, es apenas el bloque de construccién para generar nuevos antagonistas de
las glucoproteinas Ilb y llla, los prodrugs 13 y 14, denominados CT51464 vy
CT51463 (Mehrotra, et al., 2004) (Esquema 1). La formacion de la espirounién es
la etapa clave del proceso; ésta se llevd a cabo por medio de la deshidratacién del

diacido 9 en presencia de DCC (1,3-diciclohexilcarbodiimida).



Esquema 1. Formacién de la espirounién en los precursores de las espiropiperidinas CT51464 y
CT51463.

PN VS N
Ph "Q{\ ab " QﬁN c Ph @{OOH d
0 CN COOH
8 9
HN
{ :FCN—» { }

22 %
i
ROOC
(a) Cianoacetato de etilo, Et;N, CH,Cl,, tamiz molecular 4 A N
(b) KCN, EtOH/H,0, A. (c) HCl conc., A
(d) DCC, DMF. 13,CT51463, R=H O ‘ NH;
(e) 4-Cianoanilina, DMF, rt. 14, CT51464, R = Et .
(f) Ac,0, NaOAc, A. (g) Cd-Pb 10 %, NH4OAc, pH =5 OH

Otra ruta de acceso a espirouniones es la alquilacion del 2-fluorofenilacetonitrilo
15 con la bis(2-cloroetil)amida 16 en presencia de hidruro de sodio, lo que
conduce a la formacién del anillo piperidinico 17; precursor apropiado para formar
la 1°-H-espiro[indolin-3,4 -piperidina] 18 (Xie et al., 2004) (Esquema 2).

Esquema 2. Preparacion de la 1°-H-espiro[indolin-3,4 -piperidina].

Boc\
CN I?oc
F + J/N\L a
c c 70 % 95%
16

(a) NaH/THF. (b) HCI 8M/dioxano. (c) LiAIH,#/EtOH/glime.

15

Este espirano es la estructura base del agente MK-0677, un potente
peptidomimético de la GHS (Hormona liberadora de la hormona del crecimiento)
(Bednarek, et al., 2000).



Sin embargo, este ultimo ejemplo de preparacion de espiropiperidinas no permite
generar gran diversidad estructural, por eso, la N-bencil-y-piperidona se ha
convertido en un material indispensable, relativamente econdémico, y asequible

para la sintesis de otros sistemas heterociclicos en base de espiropiperidinas.

Los espiranos 22 -1,3,8-triazaspiro[4.5]decano-2,4-dionas- se consideran modelos
muy interesantes en los estudios farmacologicos como agonistas y antagonistas
del receptor ORL1, que actualmente se conoce como el receptor NOP (receptor de
la nociceptina) (Barlocco et al., 2000; Rover et al., 2000). Su sintesis se consigui6
por una reaccion de Strecker multicomponente entre la N-bencil-4-piperidona,
cianuro de trimetilsililo y varias aminas primarias. La posterior alquilacion y
ciclacién de las 4-ciano-4-arilaminopiperidinas 20 conduce a los precursores, los

sustratos espiranicos 21 (Feldman et al., 1990) (Esquema 3).

Esquema 3. Preparacion de 1,3,8-triazaspiro[4.5]decano-2,4-dionas.

PR N N,Ph Ph N Zh o
__a K/ H _ b \Ié
CN CN NHSO,CI
19  81% 20
Ph™ N Ph R
c N\ﬁ\ N Ph O
N (o
o o
g™
21
60 % desde19 H 22

(a) TMSCN, HOAG, PhNH,. (b) CISO,NCO, CH,Cl,. () HCl,.

Otros espiranos de interés farmacoldégico son las moléculas compuestas entre
piperidinas y benzo(tio)piranos 26 y 27, ambos sistemas preparados por una ruta

similar.
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La formacion de la espirounion en las espiro[2H-1-benzopirano-2,4 -piperidinas] 26
se dié por una condensacién comun, catalizada por bases entre la N-Boc-y-
piperidona, (producto comercial con el precio alto) y la 2-hidroxiacetofenona 23.
Los precursores 24 fueron transformados en los dihidroespiranos 25, por
reduccion del grupo C=0 con borano, y subsecuentes eliminaciones de agua y del
grupo N-protector. Las etapas finales fueron: N-alquilacion con el bromuro de 2,4-

difluorofenetilo e hidrogenacion catalitica (Fletcher et al., 2002) (Esquema 4).

Otra posibilidad de formar la espirounién entre piperidinas y heterociclos,
especialmente nitrogenados, surge del potencial quimico de las 4-
ariliminopiperidinas derivadas de y-piperidonas N-alquil sustituidas y bencil (a-
furilmetil)aminas (Kuznetsov et al., 1994; Varlamov et al., 2002; Zubkov et al.,
2004).

Diversas vy-ariliminopiperidinas 28 fueron utilizadas exitosamente en Ila
construccion de nuevos espirosistemas nitrogenados. Sus rutas sintéticas
emplean los productos de la reaccion de Grignard, las y-alil-y-N-
arilaminopiperidinas 29 y 30, como precursores de la
epoxiespiro[octahidroisoquinolina-3,4 "-piperidina] 31 y la tetrahidroespiro[3H-2-

benzazepina-3,4 -piperidina] 32 (Esquema 5).
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Esquema 4. Formacion de la espirounién en las espiro[2H-1-benzopirano-2,4 -piperidinas].

F
F
o NV\@ ’ F
26 F

(o]
31%
CH, |©
R . N d, e
OH “Boc
23 (0]
a
\ N
R b,c R
o N. © NH
24 Boc 25

R =5-F, 6-F, 7-F, 8-F

(a) Pirrolidina, EtOH, r.t. 18h (b) Borano/THF, reflujo, 16 h. (c) HCI 5N, reflujo, 2.5 h. (d) Bromuro
de 2,4-difluorofenetilo, K,CO3, CH3CN, reflujo, 10 h. (e) Pd/C, H, (55 psi), EtOH, HCI 1N, 8 h.

Esquema 5. Construccidon de epoxiespiro[octahidroisoquinolina-3,4 -piperidinas] y tetrahidroespiro
[3H-2-benzazepina-3,4 -piperidinas] a partir de 4-ariliminopiperidinas.
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b

a
N N,R1 |
(a) CeHe, A. N-R
MgB U\/NH N
(b) A~MgBr, Et,O 0 29 H 30
(c) Ac,0, A, 4h ‘c ‘d
HaC
(d) H*, A. N-R
S
N
R = Me, Et Ac R =Me N
31 H 32

Tal vez, la reaccion entre y-iminopiperidinas y reactivos de Grignard insaturados es

una de las mejores opciones para crear este tipo de espiranos, por su simplicidad
y eficacia.



1.1.2. Espiro[piperidina-4,2 -quinolinas]. Teniendo en cuenta que: i) el sistema
de la espiro[piperidina-4,2°-quinolina] incluye los anillos de quinolina y piperidina
los cuales son una clase de compuestos privilegiados en el desarrollo de
farmacos; ii) hasta el momento no existe informacion alguna sobre su interaccion
con diversos receptores bioldgicos, esto debido a que sus sintesis no han sido
exploradas a fondo, los investigadores piensan que estos sistemas podrian
convertirse en modelos muy interesantes en los estudios farmacologicos (Arya et
al., 2005).

La presencia de una amplia variedad de productos naturales bioactivos -
alcaloides- con el esqueleto tetrahidroquinolinico (Dewick, 1997) ha impulsado el
desarrollo de métodos sintéticos dirigidos a la preparacion de derivados del anillo
de la tetrahidroquinolina. Estos métodos se encuentran revisados (Katritzky et al.,
1996; Kouznetsov et al., 1998), para mencionarlos, se da un breve panorama de

su estado de desarrollo.

En general, para acceder al anillo tetrahidroquinolinico existen dos métodos
tradicionales: hidrogenacion de quinolinas y la ciclacion intramolecular de

precursores aciclicos.

La hidrogenacion de quinolinas sigue siendo un método efectivo de obtencién de
tetrahidroquinolinas, las quinolinas apropiadas son facilmente accesibles por otros
caminos. La reduccion directa de la parte heterociclica del anillo quinolinico se
realiza con hidrogeno molecular, y unos pocos catalizadores: PtO,, Co(estearato),.
Varias reducciones quimicas incluyen el uso de sistemas Na/n-BuOH, Ni-
Al/NaOH, HCOOH-NEt;/Pd/C, NaBH4/NiCl, y NaBH3;CN/HCI. La utilizacion de
cada uno de ellos depende de la compatibilidad con las funcionalidades sobre el
anillo quinolinico, lo que a veces, limita generar las correspondientes

tetrahidroquinolinas.
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Una tactica que permite ampliar el numero de tetrahidroquinolinas con diversidad
de funcionalidades, son las ciclaciones intramoleculares de enlaces tipo C-C y C-N

de precursores aciclicos (Esquema 6).

Esquema 6. Tipos de cierre C-C y C-N para generar el anillo tetrahidroquinolinico.

SENIGS

Moo
Ui < p

/
‘\d
Se tienen dos posibilidades de cierre de enlace C-C y también dos para formar
enlace C-N. Analizando la literatura quimica, se puede notar que tres de ellas
(rutas b, c, y d) no pueden ofrecer la formacion de los sistemas de la

espiro[piperidina-4,2°-quinolina]; estas rutas requieren precursores espiranicos

poco o dificilmente accesibles.
El Unico acceso facil a la formacion de espiropiperidinas quinolinicas es el camino
a, -donde se requiere de los precursores piperidinicos adecuados-, cuyas

ciclaciones intramoleculares cataliticas permiten realizar el cierre de enlace C-C

(Esquema 7).

Esquema 7. Analisis retro-sintético de la estructura de las espiro[piperidina-4,2°-quinolinas].

G, G,
pr— ==
o o
Gj “Gy G3 ‘G1

El proceso de la formacion del enlace C-C es la quintaesencia de la quimica

organica y esta en desarrollo constante. Su version intramolecular es también de
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suma importancia para la construccion moléculas ciclicas. Las espiro[piperidina-
4,2°-quinolinas] a preparar en nuestra investigacion, pueden considerarse como

productos de la reaccidn de hidroarilacion catalitica de alquenos.

La reaccion de hidroarilacion consiste en la adicion de enlaces C-H, provenientes
de un areno, a una sustancia olefinica o a un alquino, generando de esta manera
la formacion de un nuevo enlace C-C, favorecida por el empleo de catalizadores
que optimizan el proceso. La reaccion de hidroarilacion es considerada como una
sustitucién electréfila aromatica, que guarda gran similitud con la reaccién de
alquilacién de Friedel-Crafts (Li et al., 2005).

El desarrollo de catalizadores para la hidroarilacién de olefinas y alquinos ha
recibido gran atencion por los quimicos organicos. Para favorecer el proceso de
hidroarilaciéon, se han empleado una gran cantidad y variedad de ellos, se
destacan los acidos de Lewis, Brgnsted, complejos de paladio y platino (Ogata et
al., 1971), y el ion iodonio proveniente de IPy,BF, (Barluenga et al, 2004).

La revision de la literatura quimica indica que actualmente la reaccién de
hidroarilacién intramolecular catalizada por diversos acidos es una herramienta
poderosa en la sintesis de heterociclos de seis eslabones, como los cromanos, las
cumarinas y las 3,4-dihidroquinolin-2-onas (Barluenga et al, 2004; Jia et al., 2000,
Jean-Francois et al., 1983; Elliot et al., 2004; Conley et al., 1964).

Teniendo un precursor apropiado 34 en esta ruta se puede acceder al sistema de
la espiro[piperidina-4,2°-quinolina] 35 (Kouznetsov et al., 1997; Prostakov et al:,
1989). Este precursor fue obtenido a partir de la 1,2,5-trimetil-y-piperidona, el
material de partida esencial para la fabricacién del farmaco analgésico -promedol-.
Asi, via la reaccion de hidroarilacion de la 4-alil-4-N-fenilamino- piperidina 34 fue

realizada primera construccion de este sistema (Esquema 8).
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Esquema 8. Primera construccion del sistema de la 3°,4’-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1H)quinolina].

Me
Me Me Me
0 a [ 1 NE b N
N. -
N‘Me Me H N Me
Me Me 35 Me

(a) Anilina, CgHg. (b) Z>~MIB" (c) H*, A

Luego, este material de partida poco accesible fue cambiado por el producto
comercial: N-Boc-y-piperidona, para generar las dihidro- 38 y 39 y las
tetrahidroespiro[piperidina-4,2°-quinolinas] 43 y 44, cuyo interés farmacolégico se
mantiene desde que en los afios 80's fuera preparada la etoxiquina -1,2-dihidro-6-
etoxi-2,2,4-trimetilquinolina-, un poderoso antioxidante sintético con accion
protectora sobre el sistema nervioso central (Pryor et al;, 1988). Series de
derivados de ambos sistemas han sido sintetizados, y estudiados para intentar
aumentar la lipofilicidad y asi facilitar la penetracién en el sistema nervioso central.
La sintesis del espirano 39 consta de seis etapas a partir de 4-etoxianilina y la N-
Boc-y-piperidona, utilizando la ciclacion 6-endo-dig de la 4-etinil-4-N-
arilaminopiperidina 37b como reaccion clave en el proceso (Dorey et al., 2000)
(Esquema 9).

Esquema 9. Preparacién de analogos del antioxidante etoxiquina.

EtO. O, .Boc
Q| G @ Q
NH, “Boc

33 %

Q%C@OC@@

R ™S 37a 48% NBoc 38a 45 % 39 50 %
R H  37b 80% L 38b 90 %

(a) Tamiz molecular 5 A, Et,0, rt. (b) trimetilsililacetileno, n-BuLi, THF, -78 °C - rt. (c) TBAF, THF,
0°C. (d) CuCl, tolueno, reflujo. (e) HCI, EtOH. (f) bromometilciclopropano, K,CO3z, CH3CN, reflujo.
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Las tetrahidroespiro[piperidina-4,2°-quinolinas] 43 y 44 fueron disefiados como
estructuras mimicas del a-tocoferol, y al igual que éste, son inhibidores selectivos
de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad en el plasma. Su sintesis
también parte del producto comercial: N-Boc-y-piperidona y consiste en varias
reacciones consecutivas: adicion de metalillitio a la imina 40, ciclacion 6-exo-trig,

desproteccion del grupo Boc y N-alquilacion (Brown et al., 1997) (Esquema 10).

Otro modo de efectuar el cierre C-C, es a través de la famosa y potente reaccién
de Heck, lo cual fue demostrado por un grupo de quimicos franceses; en su
aproximacion usaron la 4-alil-4-N-(2-bromofenil)aminopiperidina 46b, preparada
previamente por adicion del bromuro de alilmagnesio a la imina 45 (Cossy et al.,
1998) (Esquema 11).

Esquema 10. Preparaciéon de espiropiperidinas antioxidantes con afinidad por las lipoproteinas
plasmaticas de baja densidad.

X Me
R
o R N,Boc R
NHy \1@ " N~ :
o N. N
Boc
Me Moo 330 ve " " Boc
R = CHj3, OCHj. ©e Jb LY 33.5%
Me_ Me Me_ Me
R R
d
N N
Me H N\/\/\/\O/\/\/OPh Me H NH

43 52.0 % \ 42 606 %

c

CHj
RM R e e
CH3 3 CH3 CH3 N N
a~Tocoferol Me H NN

4 652%

Para R = CHj: (a) LiCH,C(=CH,)CHs, THF, 30 h. (b) H,SO,4 conc. 50-60 °C, 10 min. (c) Heptanal, triacetoxiboro-
hidruro de sodio, 1,2-dicloroetano, r.t. 4 h. (d) Bromuro de 11-fenoxi-7-oxaundecilo, K,CO3, CH3CN, reflux, 4h.
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Salta a la vista que estos procesos son poco efectivos en las etapas iniciales (~

30 %), y la ciclacién intramolecular ocurre con rendimientos aceptables (~ 60 %).
Esquema 11. Sintesis de espiro[piperidina-4,2°-quinolinas] usando la reaccion de Heck.

Br (e] Br _Boc
I: l N
¥ U a- @ //Q b
NH, N

“Boc

45 33%
(a) CgHg, 90 °C. .
(b) _~_MgBr , tolueno. [:::I: d . X
(c) Ac,O, DMAP. N | N | N N
(d) Pd(OAG),, PPhs, Et;N, CH,CN. H “Ac H “Ac H “Ac
J— R=Boc 46a 729, 47 77 % 48
|:> R=Ac 46b 65% 47/48 : 10/90

A pesar de la efectividad de esta ciclacion, la obtencion de la espiro[piperidina-
4,2’-quinolina] 48 se complicd por la formacién del producto de ciclacidon 6-endo-

trig 47, en alta proporcion.

En resumen, el analisis de la literatura quimica nos muestra que actualmente
existe un solo camino confiable para construir el sistema de la espiro[piperidina-
4,2°-quinolina] con aceptables rendimientos, y esta basado en la reaccion de

hidroarilacién de los alquenos apropiados.

La quimica y el estudio farmacolégico de los derivados de este sistema, todavia
estan en su infancia. Por eso, hay necesidad del desarrollo de un método
confiable y general para la obtencion de los derivados de este sistema

heterociclico.
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1.2 DESARROLLO DE UN NUEVO METODO DE OBTENCION DE LAS 1H-
DIHIDROESPIRO[PIPERIDINA-4,2°-(1"H)QUINOLINAS]

En este capitulo de la investigacion se desarrollé6 un nuevo método de obtencidn
del nucleo de las 1H-dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1 H)quinolinas] utilizando la N-
bencil-y-piperidona y las 4-alil-1-bencil-4-N-arilaminopiperidinas, como productos

de partida, siguiendo una metodologia de sintesis orientada a la diversidad.

1.2.1. Preparacion de las 4-alil-4-N-arilamino-1-bencil piperidinas, sustratos
necesarios en la investigaciéon. Muchos métodos sintéticos para la preparacion
de aminas homoalilicas usan la adicién del alilo al doble enlace C=N de un imino
derivado; este es el método mas confiable y eficiente para su preparacién, y ha
sido ampliamente revisado (Bloch et al., 1998; Kobayashi et al., 1999; Enders et
al., 1997; Alvaro et al., 2002; Ding et al., 2005), asi como también las aplicaciones

sintéticas en la preparacion de N-heterociclos (Puentes et al., 2002).

El grupo imino formado en la reaccién de condensacion de aminas y compuestos
carbonilicos (Schiff 1864; Dalpozzo et al., 2006) es un intermedio muy versatil en
muchas trasformaciones organicas (Patai 1970), incluyendo la formacion de
enlaces C-C por adiciéon. Las nuevas 4-alil-1-bencil-4-N-arilaminopiperidinas
fueron preparadas por adicién del aliimetal -bromuro de alilmagnesio- a las
correspondientes cetiminas derivadas de arilaminas y la N-bencil-y-piperidona,
usando el procedimiento tradicional de la reaccion de Grignard, donde el
organometalico fue preparado a partir de bromuro de alilo y magnesio en éter

dietilico anhidro.

Tipicamente estas reacciones se llevan a cabo por calentamiento de los
reactantes en un disolvente organico y utilizando como catalizadores: bases,
acidos proticos o de Lewis (Sprung 1940; Layer 1963; Wagner 1954). En nuestro

caso las cetiminas (49-54) se obtuvieron condensando cantidades equimolares de

19



la y-piperidona como componente carbonilico, con aminas aromaticas primarias,
anilina, 4-metilanilina, 4-metoxianilina, 4-fluoroanilina, 4-cloroanilina, y 3,5-
dimetilanilina, en tolueno anhidro a reflujo, con destilacion azedétropa de agua,
durante 0.5-2 horas, y utilizando acido acético glacial como catalizador (Esquema
12).

Esquema 12. Sintesis de las N-(1-bencilpiperidin-4-iliden)-N-arilaminas 49-54.
R

R
! .Bn
R2 N H* R2 _Bn
* L N + H,0
o Tolueno, A _ 2
R3 NH, R N

3
49-54 77-85%

49 Ry=R3=H,Ry=H 52 Ry=R3=H,R,=F
50 R{=R3=H,R,=CH; 53 Ry=R3=H,R,=Cl
ﬂR1=R3=H,R2=OCH3 ER»]:R:;:CH&RZ:H

Después de ser purificados por destilacién fraccionada a presién reducida (p.eb.
176-206 °C/7 mmHg), los compuestos 49-54 se obtuvieron con altos rendimientos,
entre el 77 y el 85%. Las iminas 49, 52 y 53 cristalizaron después de la
destilacion. En la Tabla 1 se reunen las constantes fisicas y quimicas de estos

compuestos.

Las cetiminas se caracterizaron por espectrometria de masas. En la Figura 3 se
presenta un espectro tipico de este grupo de compuestos. De acuerdo con la
posible fragmentacion, en los espectros analizados se encontré el ion m/z 91
(C7H;") como pico de base y el ion m/z 172 (C42H14N") como ion diagndstico para
estas moléculas; ademas, en ellos se encontraron iones procedentes del mismo
tipo de escisién como la pérdida de un hidrogeno labil (®4) y rupturas B (@3 y D4)

en el anillo piperidinico (Tabla 2).
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Tabla 1. Constantes fisicas y quimicas de las N-(1-bencilpiperidin-4-iliden)-N-arilaminas 49-54.

Férmula = p.eb (°C) P.M. CG
Comp. empirica Estado fisico / 7 mmHg p.f. (°C) R (%) (g/mol) | tg (min)

49 | CiHupN, | Aceiteincoloro, | 426 176 | 2607 | 84 | 264.36 | 31.42

- muy VISCOSO

50 | CiHypN, | Aceiteamarillo, | g0 194 ; 85 | 27839 | 3344
muy VISCOSO

51 | CiHpN,0 | Aceiteamarilio, o5 1oq - 85 | 294.39 -
muy VISCOSO

52 CigHiFN, | Aceiteincoloro, | yas 104 | 104.105 | 82 | 282.35 | 31.29
muy VISCOSO

53 | CigHiCIN, | Aceiteamarilo, | o0, 505 | 75:76 | 77 | 20881 | 35.81
muy Viscoso

54 | ChHuN, | Aceiteamarilo, 544 50 ; 80 | 292.42 | 34.49
muy Vviscoso

Figura 3. Posible fragmentacidon y espectro de masas de la N-(1-bencilpiperidin-4-iliden)-N-
fenilamina (49).
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Tabla 2. lones principales en la fragmentacién de las N-(1-bencilpiperidin-4-iliden)-N-arilaminas
49-54.

m/z, (1, %)
Comp. M +D. . . O i O i, O . 0
[M™-H] [M™-(ArNH)] | [M"-(BnCH3N)] | [M™-(BnC2H:N)] | [M™-(C11H13N2)]
49 264 (54) | 263 (98) 172 (36) 144 (34) 130 (10) 91 (100)
50 278(53) | 277(86) 172 (36) 158 (25) 144 (22) 91 (100)
52 282 (45) | 281() 172 (28) 162 (23) 148 (10) 91 (100)
53 298 (35) | 297 (55) 172 (32) 178 (13) 164 (4) 91 (100)
54 292 (38) | 291 (80) 172 (78) 172 (78) 158 (29) 91 (100)

La intensa ruptura ®, correspondiente a la pérdida de un radical hidrégeno, [M"-
H]", es un proceso ampliamente estudiado y establecido por marcaje isotdpico con
deuterio (Porter 1985; Duffield et al., 1965).>° Esta escision posiblemente ocurre

de forma vecinal al nitrogeno piperidinico, formandose un ion iminio (Figura 4).

Figura 4. Posible ruta de la formacién del ion iminio en la fragmentaciéon de las N-(1-
bencilpiperidin-4-iliden)-N-arilaminas.

R4 R4 _I
Rs N~ R N”

Para confirmar la formaciéon de las iminas, el compuesto 52 derivado de la 4-

+

fluoroanilina y la y-piperidona, se caracterizé por resonancia magnética nuclear de
H y '3C. En el espectro de resonancia protdnica se pueden diferenciar facilmente
las sefales del anillo piperidinico: a 2.36, 2.55, 2.61 y 2.75 ppm resuenan los
hidrogenos de los carbonos 3 y 5 de las disposiciones axiales y ecuatoriales
respectivamente, en forma de tripletes (J = 6.1 Hz). A campos bajos, en el rango
de 6.70-7.27 ppm se encuentran las sefales de los hidrogenos aromaticos (Figura
5).

Las condiciones de sintesis de las cetiminas usadas en esta investigacion son

sencillas y efectivas y las reacciones se llevaron a cabo con altos rendimientos.
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Los productos, por su misma naturaleza, se descomponen al exponerlas a la
humedad del ambiente, por eso fueron utilizadas en la reaccién subsiguiente el

mismo dia de su preparacion.

Figura 5. Espectro de RMN de 'H de la N-(1-bencilpiperidin-4-iliden)-N-(4-fluorofenil)amina (52).

F N CHa
N
Hen
N._Ph
2(6)He 2(6)-Ha H
3(5)-He |SO)Ha
Har
e
280 270 260 250 240 230
ppm (t1)
I ‘ I I I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I I I ‘ I I ‘ I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

ppm (t1)

Una de las etapas mas importantes en la historia de la sintesis organica es la
introduccién del magnesio por Barbier y Grignard hace mas de una centuria, para
formar enlaces C-C por adicion de reactivos organometalicos al grupo carbonilo
(Barbier 1898; Grignard 1900; Kharasch et al., 1954; Zhang et al., 1999; Coates et
al., 1975). Se han propuesto varias clases de mecanismos para explicar los
intermediarios de la reaccion y los productos formados, pero en general se acepta
la interpretacién de una estructura intermediaria RMgX (Péralez et al., 1994; Garst
et al., 1989; Sakamoto et al., 2001).

La reaccion se inicia por la transferencia de un electron desde la superficie del

metal al sustrato. El electrén extra ocupa el orbital ¢*(C-l), lo que ocasiona el

rompimiento del enlace; en la ruptura se forman: un radical metilo y un ion ioduro.
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En la tercera etapa de la reaccion la valencia del septeto de electrones del radical
metilo se convierte en octeto por formacion de un enlace covalente entre el radical

metilo y un radical metalico (Figura 6) (Bruckner 2002).

Figura 6. Mecanismo de la formacién de los compuestos de Grignard; ~e’ indica migracion del
electrén.

El procedimiento de Barbier-Grignard de alilacion de iminas para obtener
homoalilaminas utilizando una amplia variedad de reactivos alil-metalicos, ha sido
intensamente estudiado (Volkmann 1991; Kleinman et al., 1991; Yamamoto et al.,
1993; Bloch 1998; Kouznetsov et al., 2008). Varias especies organometalicas
(principalmente compuestos alilicos de Li, Mg, Cu, y Zn) han sido usadas con éxito
en la alilacion de iminas. Sin embargo, cuando se trata de la alilacién de iminas
derivadas de compuestos carbonilicos alifaticos, las metodologias mas exitosas
tienen limitaciones: este tipo de compuestos son inestables (son sensibles al agua
y al aire), y tienen una pobre reactividad a causa de su baja electrofilia. Los
recientes desarrollos sintéticos en los que la reaccion se lleva a cabo en forma
one-pot multicomponentes no son efectivos para la alilacion de las iminas

derivadas de la y-piperidona (Kouznetsov et al., 2008).

Para la generacion de las homoalilaminas 55-60, se presintetizd la especie alil-

metal a partir de bromuro de alilo y magnesio metalico en éter dietilico. Antes de
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preparar el organometalico, la capa de oxido formada en la superficie del metal fue
removida de forma quimica agitando fuertemente las virutas de magnesio con
yodo metalico, para de esta forma, “cortar” la superficie del metal y hacerlo

reactivo.

Al bromuro de alilmagnesio, preparado inmediatamente antes de su uso, se le
adicionaron las cetiminas 49-54 disueltas en éter etilico anhidro, a temperatura
ambiente y con agitacion vigorosa (Esquema 13). Finalizada la adicion, la masa de
reaccion se tratd con hielo y una pequefia cantidad de cloruro de amonio,
seguidamente se extrajo con éter, y después de secar las fases organicas
(NaxSQy4), las nuevas aminopiperidinas 55-60 fueron aisladas por destilaciéon
fraccionada a presion reducida (7 mmHg), como aceites incoloros o amarillos, muy
viscosos, con muy altos puntos de ebullicion (entre 195 y 222 °C). Los compuestos
58-60 cristalizaron como sodlidos de punto de fusion definido después de la
destilacion. Los rendimientos de la reaccidn fueron bastante buenos, entre el 78 y
el 89%.

Esquema 13. Sintesis de las 4-alil-4-N-arilamino-1-bencilpiperidinas 55-60.

R1 |
R2
+ &
= R; N
N H

49-54 55-60

N.
Bn

78-89 %

55 Ry=R3=H,Ry=H 58 Ry=R3=H,R,=F
&R1=R3=H,R2=CH3 5_9R1=R3=H,R2=C|
ﬂR1=R3=H,R2=OCH3®R1=R3=CH31R2=H

En la Tabla 3 se recogen las caracteristicas y constantes fisicas y quimicas de

cada uno de los nuevos productos 55-60.
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Tabla 3. Constantes fisicas y quimicas de las 4-alil-4-N-arilamino-1-bencilpiperidinas 55-60.

P.M. CG IR (cm™)

et Estado fisico P [ t
(g/mol) tr(min) VN-H

S empirica 7 mmHg

pf.(°C) | R (%)

Aceite
55 Ca1H26N; incoloro, 195-196 - 82 | 306.45 | 35.41 3414
muy Viscoso

Aceite
56 Ca2H2sN> incoloro, 201-202 - 78 | 320.47 | 37.49 | 3414
muy Viscoso

Aceite
57 C22H2sN20 amarillo, 210-212 - 89 | 336.47 | 41.98 | 3406
muy ViSCOSO

Aceite
58 Ca1H2sFN; incoloro, 198-200 | 56-57 | 85 | 324.44 | 3534 | 3417
muy Viscoso

Aceite
59 C21H25CIN, amarillo, 220-222 | 78-79 | 85 | 340.89 | 4213 | 3417
muy Viscoso

Aceite
60 Ca3HsoN> amarillo, 216-217 | 47-48 89 | 33450 | 38.27 | 3417
muy Viscoso

Los estudios de espectroscopia infrarroja de las homoalilaminas muestran la
aparicion de una banda de mediana intensidad en la zona de 3417-3406 cm™,
correspondiente a la vibracion de tension del grupo N-H (Tabla 3). En los
espectros de masas los fragmentos caracteristicos principales de estos
compuestos son los iones C;H7" (m/z 91, pico de base) y los correspondientes a la
ruptura alilica (d,). Adicionalmente, se encontraron cuatro iones diagnésticos m/z
214 (CqsH20N"™), m/z 172 (C12H14N™), m/z 146 (C1oH12N") y m/z 120 (CgH1oN™)
productos de las rupturas p (®,—®s) en los anillos piperidinico y arilico (Tabla 4).
En la Figura 7 se presenta la posible ruta de fragmentacién y un espectro tipico de

las homoalilaminas 55-60 analizadas por CG-EM.
Las estructuras de las homoalilaminas preparadas se confirmaron con

experimentos de resonancia magnética nuclear. Los espectros de RMN 'H de las

homoalilaminas 55-60, se caracterizan por la presencia de tres grupos de sefiales
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en zonas distintas: los protones piperidinicos, los protones del fragmento alilico y

los protones aromaticos (arilicos y bencilicos).

Figura 7. Espectro de masas y fragmentacion principal del ion molecular de la 4-alil-4-N-(4-
metoxifenil)amino-1-bencilpiperidina (57).
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En el espectro de RMN 'H de la 4-alil-4-N-(4-clorofenil)amino-1-bencilpiperidina,
compuesto 59 (Figura 8), se observan grupos de sefiales a 1.68, 1.90, 2.30 y 2.57
ppm, correspondientes a la resonancia de los protones piperidinicos; a 3.37 ppm
aparece como un singulete ancho el hidrogeno del grupo amino secundario. El
protén olefinico =CHarans) resuena a 4.98 ppm con una constante de acoplamiento
Jtrans = 17.0 Hz; el =CHazis) @ 5.04 ppm, con una constante de acoplamiento Jgs =
10.2 Hz. El proton =CH aparece como un multiplete entre 5.69-5.79 ppm. Los
hidrogenos -CH, del fragmento alilico generan un doblete centrado en 2.43 ppm
con J = 7.3 Hz. Los hidrogenos aromaticos resuenan a campo bajo en el intervalo
de 6.60y 7.29 ppm.
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H de la 4-alil-4-N-(4-clorofenil)amino-1-bencilpiperidina (59).
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En la Tabla 5 se pueden encontrar la asignacion de las sefales de los espectros

de RMN "H para los compuestos 54-60.

Otro punto a tener en consideracién para la caracterizacién de las homoalilaminas,
son los espectros de RMN 3C; en la Tabla 6 se pueden encontrar las sefales de
mas interés en la caracterizacion de estos compuestos. Los carbonos del
fragmento alilico resuenan entre: 42.5-42.9, 117.7-118.1, y 133.3-134.0 ppm para

los carbonos -CHy, =CH;,y =CH respectivamente.

Tabla 6. Datos de RMN-"°C para los 4-N-arilaminobutenos 55-60.

Desplazamientos quimicos & ( ppm)

Comp. Piperidinicos Alilicos

3(5)-C | 2(6)-C 4-C =CH, | =CH -CH,
55 35.6 49.2 53.6 117.9 | 133.8 | 42.8
56 35.6 49.3 53.7 117.8 | 133.9 | 42.9
57 35.6 49.3 54.1 117.9 | 133.9 | 429
58 35.6 49.2 534 118.1 | 133.6 | 42.7
59

60

35.5 49.1 53.8 | 118.1 | 133.3 | 42.5
35.5 49.2 534 | 117.7 | 134.0 | 42.8

Las diversas posibilidades de transformacion quimica a las que puede ser
sometido el doble enlace C=C del fragmento alilico o el atomo de nitrégeno basico,
hace de las homoalilaminas no solo intermedios de gran valor sintético en la
obtencion de diversos heterociclos nitrogenados, ellos también son modelos
interesantes en las investigaciones de bioactividad como antifungicos vy
antiprotozoarios (Kuznetsov et al., 1995; Kouznetsov et al., 2000). La simplicidad
del procedimiento de Grignard y la accesibilidad de los materiales de partida
permitio la preparacion de las aminopiperidinas en grandes cantidades, los cuales
son los sustratos apropiados para la construccion del anillo tetrahidroquinolinico

por una hidroarilacién catalitica de alquenos.
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1.2.2. sintesis de nuevas 1H-dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1 H)quinolinas]
via arilacion catalitica de las 4-alil-4-N-arilamino-1-bencilpiperidinas vy
desbencilacion. La etapa clave en el proceso de preparacion de las
dihidroquinolinas 67-71 es la formacién de la espirounion; ésta se llevd a cabo por
una ciclacion 6-exo-trig (Baldwin 1978; Baldwin 1976) de los precursores
adecuados, en presencia de acido sulfurico o polifosférico (Ponguta 2000; Vargas
et al., 2007) (Esquema 14).

Esquema 14. Preparacion de las 1-bencil-4-metil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolinas] 61-66.

R4 | Ry CHj 61 Ry=R3=H,R,=H
Ry Ry 62 R1=R3=H,Ry=CHjs
YA 63 Ry =R;=H,R,=OCH,
- 64 Ri=Rz3=H,Ry;=F
Rs N N Rs N N 65 R{=R3=H,Ry=Cl
Bn Bn 66 Ry=R3=CH; Ry=H
55-60 61-66

T 5192%

Las espiropiperidinas 61-66 fueron preparadas por tratamiento de las 4-alil-4-N-
arilamino-1-bencilpiperidinas 55-60 con acido sulfurico al 85% (o polifosforico en
el caso del compuesto 63), y calentando a 80-90 °C durante 1-5 horas con
agitacion vigorosa. Posteriormente la masa de reaccion se enfrié a 0 °C y se tratd
con solucion acuosa de hidréoxido de amonio hasta pH 12 y se extrajo con
diclorometano. La fase organica se seco, y después de separado el disolvente, los
productos se aislaron por cromatografia en columna sobre alumina como sdélidos
cristalinos o aceites muy viscosos. Los rendimientos de la reaccion oscilaron entre
el 51y 92 % (Tabla 7).

La estructura de estos nuevos derivados heterociclicos se confirmé por
espectroscopia de IR, de RMN 'H, *C, DEPT 135, RMN 2D y espectrometria de
masas. En los espectros IR de los compuestos 61-66 se encontro la banda de

tension de mediana intensidad caracteristica del grupo NH entre 3394 y 3412 cm™.
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Tabla 7. Constantes fisicas y quimicas de las 1-bencil-4"-metil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolinas 61-66.

Formula _ P.M. CG IR

Comp. empirica Estado fisico | p.f. (°C) | R (%) (g/mol) tg (min) Vot (cm™)
Aceite

61 Co1HoeNo incoloro, muy - 92 306.45 38.66 3412
ViSCOSO0
Aceite

62 CaoHsN, amarillo, muy - 88 320.47 41.10 3406
ViSCOSO0

63 | CyHuN,0 Cristales 68-70 51 | 336.47 46.60 3404
amarillos

64 | CyHasFN, %['Sta'es 87-88 84 | 324.44 38.76 3403
ancos

65 | CpiHasCIN, Cristales 65-66 86 | 340.89 47 81 3410
amarillos
Aceite

66 Ca3H3oN, amarillo, muy - 70 334.50 43.90 3394
ViSCOSO

Los espectros de masas de esta serie de compuestos muestran fragmentaciones
bastante ricas y complejas, encontrandose cuatro iones diagnosticos m/z 186, m/z
146, m/z 120 y m/z 91 (rupturas @,, @4, ®; y dg). También se encontré que la
escision que genera el pico de base en todos los espectros de la serie (C;H; 'm/z
91), estda acompafada de su ion complementario con relacion masa/carga dada
por [M"-(C;H;)]). Las rupturas P caracteristicas del anillo piperidinico
(D3, Dy, D5, D7), estdan presentes de igual forma en estos espectros.
Adicionalmente, hay rupturas bencilicas del anillo de la dihidroquinolina, que

posiblemente generaron los iones con m/z [M™-(ArC2HeN)], y [MT-(ArNHC7H10)].

En la Tabla 8 se reportan las sefiales mas importantes en los espectros de masas

de estos espirocompuestos.
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En los espectros de RMN "H de las espiropiperidinas 61-66 se tienen cuatro tipos
de sefiales para los protones del anillo dihidroquinolinico, los mas importantes en
la caracterizacidn estructural de esta serie de heterociclos, asi: en el rango de
1.37-1.72 ppm como un triplete, se observa el hidrogeno axial de la posicion 3°-C
(J =12.2-12.7 Hz), a su vez, el ecuatorial aparece a 1.84-1.92 ppm como un doble
doblete (J = 12.9-13.0 y J = 5.1-5.7 Hz); como un septeto se observa la sefial del
hidrogeno que se encuentra en C-4° a 2.87-3.06 ppm (J = 6.4-6.9 Hz); los
hidrogenos del grupo metilo 4’-CH3 generan un doblete entre 1.30-136 ppm (J =
6.7-7.0 Hz). Las sefales de los hidrogenos 3(5)-C, 2(6)-C del anillo piperidinico
resuenan como multipletes entre 1.55-1.75 y 2.77-2.37 ppm respectivamente; los
protones 2(6)-He se observan diferenciados entre 2.54-2.66 ppm como dobles
dobletes (J = 11.7-12.0, 6.2-6.5 Hz) (compuestos 61-63), y como multipletes en la
misma zona en los compuestos 64-66. El grupo amino secundario se observa
como un singulete ancho entre 3.83-3.99 ppm. Los hidrogenos aromaticos
generan las sefales a campo bajo en el intervalo de 6.26-7.36 ppm, con la

multiplicidad correspondiente a cada sustitucion.

En el espectro de la 1-bencil-4°(6°)-dimetil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolina] 62 (Figura 9), se puede observar claramente lo antes descrito. Los
desplazamientos, multiplicidad y constantes de acoplamiento para cada uno de los

compuestos 61-66, se encuentran resumidos en la Tabla 9.

Teniendo preparadas y caracterizadas la diversidad de espiropiperidinas N-bencil
sustituidas, se enfocaron los esfuerzos sintéticos hacia el proceso de obtencion
del nucleo de la dihidroespiro[piperidina-4,2°(1°'H)quinolina]. EI proceso de
desbencilacion se ha empleado para dos diferentes propésitos: el mas comun, y
que también es nuestro caso, es remover el grupo bencilo introducido para
proteger una posicion reactiva en un sustrato durante un proceso de sintesis, en

este caso el producto no-bencilado es el deseado. Las desbencilaciones también
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se usan en reacciones donde el interés recae en el producto que contiene el

grupo bencilo después de la ruptura.

Figura 9. Espectro de RMN 'H de la 1-bencil-4°(6")-dimetil-3",4 "-dihidroespiro[piperidina-4,2"-
(1"H)quinolina] (62).
6°-CH;

4'-CH,
H3C
3(5)-H 3-Ha
4H 2(6)-He 2(6)-H 3"He
HB" I I I
2.50 2.00 1.50
ppm (f1)
CH,-Ph
5.H 8-H
J I LNW\
N-H
J\J\L w
T T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Un fragmento bencilico unido a atomos de nitrdgeno aminicos terciarios, puede
ser removido como tolueno, o el correspondiente tolueno sustituido, por métodos
cataliticos o quimicos (Greene et al., 1999; Bull et al.,, 2000; Adams 1967).
Usualmente, la desproteccion se lleva a cabo con hidrégeno gaseoso en
presencia de un catalizador metalico como paladio, Pd/C u oxido de paladio,
usando metanol, etanol o acido acético como opciones de disolventes; asimismo
pueden realizarse quimioselectivamente utilizando el formiato de amonio, un
agente versatil en las reducciones por transferencia catalitica de hidrégeno
(Brieger et al., 1974).

La hidrogendlisis se realizd eficientemente, calentando a reflujo por 5-10 minutos

una mezcla de los sustratos 61-66, disueltos en metanol anhidro, y las cantidades
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calculadas del sistema HCOO'NH,*/Pd/C (Esquema 15). La masa de reaccién se
filtré para retirar el catalizador y después de separado el disolvente se purificd por
cromatografia en columna. Las espiropiperidinas finales, las 1-H-4'-metil-3",4"-
dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1'H)quinolinas] 67-71 se obtuvieron en excelentes
rendimientos (78-95%), como sdlidos cristalinos blancos estables, de muy altos

puntos de fusion (Tabla 10).

Esquema 15. Preparacion de las 1H-dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1"H)quinolinas] 67-71.

Ry CHa Ri CHs
R, R2 67 Ry=Rz=H,Rp=H
HCOONH,* + C;Hg 68 Ri=R3=H,R;=CHjs
_ HCOONR, 69 Ry =R;=H, R, =0CH;
Rs H Pd/C, MeOH/A R3 H NH 70 Ry=R3=H,Ry=F
“Bn 71 Ry=Ry=CH3 Ry=H
61-66 67-71 7891 %

Hay que mencionar que durante el tratamiento de la masa de reaccién, no se
utilizé el procedimiento “tradicional” de adicionar agua, para disolver la parte
inorganica residual y posterior extraccion, porque los espiranos 67-71 tienen la
particularidad de ser solubles en agua, e insolubles en todos los disolventes
organicos de bajo punto de ebullicion usados comunmente. Esta caracteristica
complico el trabajo de purificacidén y caracterizacion, pero permitié la utilizacion del

disolvente “ideal” en los bioensayos, el agua.
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Tabla 10. Constantes fisicas y quimicas de las 1-H-4’-metil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolinas] 67-71.

com | T | 5 T [ w0 [ gty | o | ooy
67 CiaHz0N, %T';:i'c‘f: > 300 86 | 216.32 | 17.19 | 3449 (bs)
68 | CiHaN, | Crodes | >300 | g9 53035 | 2723 | IS
69 | CiHzN,0 | Crot@es | >300 gy o635 | 2127 | 3319
70 | CisHioFN, %l”aslfli'::‘ ~300 | 90 |23431 | 17.58 B
1| CHaN, | Croes | 2057 04438 | 2045 | 302

En diversos reportes de hidrogenaciones reductivas promovidas por el formiato de
amonio hay indicaciones de varias horas en los tiempos de reaccion (Ram et al.,
1988). Se realizaron una diversidad de experimentos para estudiar la reaccion y
determinar el factor causante de esta “lentitud” y se pudo concluir que la causa es
la perdida por sublimaciéon del formiato de amonio, aun a temperaturas menores a
40 °C. Para evitar la pérdida del reactivo y hacer las reacciones de forma rapida,
se optd por realizarlas con un choque térmico, introduciendo el reactor en un bafio
de aceite precalentado a la temperatura de ebullicion del disolvente, y no con
aumento paulatino de la temperatura. De esta forma se encontraron los tiempos
extremos de la reaccion: cinco minutos para el derivado fluorado 70 y diez para el
compuesto 71 con dos metilos en el anillo arilico, acortandose de forma sustancial

el tiempo para llevar hasta el final la reaccion.

Otros experimentos mostraron que es posible llevar a cabo la transformacién sin
disolvente. Los sustratos 61-66 se mezclaron con el formiato de amonio y el Pd/C
y se sometieron a calentamiento, a 65 °C para los liquidos (compuestos 61, 62 y
66) y cinco grados por encima del punto de fusién los sélidos (compuestos 63, 64

y 65); en este momento se observo un intenso desprendimiento de gas, finalizado
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este, termina la desbencilacién. El tiempo de reaccion, en todos los casos, estuvo

por debajo de los cinco minutos.

Es importante comentar que si bien en la literatura estas reacciones se realizan
bajo atmdsfera inerte, en las condiciones de reaccion exploradas, esto no fue
necesario. El uso del formiato de amonio como donor de hidrogeno generé altos

rendimientos, practicidad, seguridad en los experimentos.

Aunque la desproteccion de los derivados N-bencilados conduce de forma logica
e intuitiva hacia el nucleo de las dihidroespiro[piperidina4,2’(1’H)quinolinas], se
intentd realizar una elucidacion estructural lo mas completa posible para
corroborar su estructura. En los espectros de IR, en la regiéon de 3453-3341 cm™,
se observan las bandas de absorcion de mediana intensidad, caracteristicas de la

elongacion asimétrica de los grupos N-H (Tabla 10).

En los espectros de masas de los compuestos 67-71 se observan los picos de los
iones moleculares con intensidades entre 52-70%. El pico de base en estos
compuestos no corresponde a una sola ruptura: en el caso de los compuestos 68,
69 y 70 una escision B (®;) en el anillo piperidinico, con pérdida de C,H;N', generé
el ion mayor intensidad. En los compuestos 67 y 71 los iones moleculares se
fragmentan (®,4) perdiendo 72 unidades de masa (C4sH1oN’) generando el cation
pico de base. Otras rupturas p del anillo piperidinico generan dos iones
diagnostico con m/z 56 y m/z 57, hallandose ademas sus respectivos iones
complementarios. En la Tabla 11 se reportan las sefiales mas importantes en los

espectros de masas de estos espiranos.

El analisis por CG-EM del producto formado en la desbencilacién del compuesto
65 mostro que el anillo aromatico se deshalogend, formandose el compuesto 67.

En esta investigacion, la reaccion de descloracion y su producto no fueron usados



con ningun propodsito sintético. Este comportamiento fue observado previamente

con varios agentes reductores (Barren et al., 1993; Smith et al., 2001).

Los espectros de RMN 'H de los nucleos de la dihidroespiro[piperidina-4,2°(1°H)
quinolina 67-70 son similares a los de sus precursores N-bencilados. El hidrégeno
axial de la posicién 3'-C aparece como un triplete a 1.20-1.62 ppm (J =12.7-12.9
Hz), el de la disposicion ecuatorial aparece a 2.01-2.13 ppm como un doble
doblete (J = 13.7-14.1 y J = 6.0-7.2 Hz); el hidrogeno del C-4" se observa como un
septeto a 2.73-3.02 ppm (J = 6.4-6.9 Hz); el grupo metilo 4'-CH3s genera un
doblete entre 1.13-1.22 ppm (J = 6.7-6.9 Hz). Las sefales de los hidrégenos 3(5)-
C, 2(6)-C del anillo piperidinico resuenan como multipletes entre 1.51-1.90 y 2.98-
3.34 ppm respectivamente. Los hidrogenos aromaticos generaron las sefales en
el intervalo de 6.41-7.20 ppm. Como ejemplo de la serie, en la Figura 10 se
muestra el espectro de la 1-H-4"-metil-6"-metoxi-3°,4 °-dihidro espiro[piperidina-
4,2°-(1"H)quinolina] (69). En la Tabla 12 se reunen los datos para cada uno de los

espiranos.

Figura 10. Espectro de RMN 'H de la 1-H-4"-metil-6 "-metoxi-3",4 "-dihidroespiro[piperidina-4,2"-
(1"H)quinolina] (69).

_ CHs OCH, 4'-CH,
HaCO. 6.3 14 5
7 6
7°(8)-H . 3 NH
ppm (f1) He  |I™
5-H ’ 3(5)-H /i Ha
(6)-H

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (1)
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En los estudios de cromatografia de gases se observé una sola sefal para todas
las espiropiperidinas a excepcion del compuesto 71; en éste se observaron dos
sefales con tiempos de retencibn muy cercanos en relacion 60 : 40. Ambas
correspondieron a espectros de masas con el mismo ion molecular, pero con
diferencias muy sutiles en las fragmentaciones. En el espectro correspondiente a
la sefal con tiempo de retencién de 20.64 min, aparece un ion con m/z 171, que
no se encuentra en el espectro del pico con 20.45 min de tiempo de retencién
(Figura 11.).

Figura 11. Espectros de masas de la 1-H-4",5",7 -trimetil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolina] (71).
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En el espectro de protones del compuesto 71, las sefales de los hidrégenos 3°-Ha
y el 4’-H del anillo de la dihidroquinolina son diferentes a los demas espectros de
la serie (Figura 12); el primer hallazgo fue un desplazamiento significativo hacia
campos bajos: el 3'-Ha (6A~0.39 ppm) y el 4°-H (6A~0.24 ppm).

Figura 12. Espectro de RMN 'H de la 1-H-4",5",7 -trimetil-3",4 "-dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1'H)
quinolina] (71) a 30 °C.

T=30°C

05H'3 CHj 5'-CH; 7°-CH,

4

"-Ha

AR
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La multiplicidad y sus constantes de acoplamiento también difieren. Los protones
del grupo metilo del 4'-C aparecen como un doblete (3Js.chss = 6.9 Hz), el
hidrogeno axial de la posicion 3°-C resuena a 1.72 ppm como un doble doblete
(J3aze = 14.1, 2J3a4- = 7.2 Hz), el protén tres ecuatorial aparece a 1.92 ppm
como doble doble (3Js3a3e = 14.1, 2J34- = 6.2 Hz). El hidrégeno del 4'-C aparece
como un cuatriplete (3J = 7.1 Hz); este ultimo aparece como un septeto en el resto

de compuestos de la serie.

El valor de 7.2 Hz para la constante de acoplamiento entre los hidrogenos 3a” y 4°
es diferente, y mucho mas bajo, que el encontrado para el compuesto 67 (*Jzas =
12.8 Hz), sin ningun sustituyente en el anillo aromatico. Se sabe que los grupos
voluminosos tienden a situarse en posiciones ecuatoriales, pero en este caso hay

otro grupo voluminoso vecinal (el 5-CH3) que ocasiona una inversion de la semi-
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silla, y “empuja” al metilo del 4-C a una posicion axial, estableciéndose un
equilibrio conformacional entre las dos estructuras mostradas en la Figura 13,
debido a las interacciones estéricas entre los dos grupos. Este comportamiento se
estudié profundamente en compuestos espirocicloalcanicos (Kuznetsov et al.,
1991).%"

Figura 13. Equilibro conformacional de la espiropiperidina 71.

A B 3"Ha: t, J34ya 4 = 12.8 Hz

3’-Ha: dd, J3'-Ha, 4H = 7.2 Hz
‘]3'-Ha, 3"-He = 14.0 Hz

Una irradiacion selectiva de la sefial de los hidrégenos del grupo metilo de 4°-C a
25 °C (cinco grados menos que el experimento anterior) hace que la multiplicidad
de la sefal del protdon en 4°-C cambie. Se puede percibir que hay dos tipos de
sefales mezcladas, el cuatriplete (c) y el septeto (sp), correspondientes a los

isbmeros A y B, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Espectro de RMN 'H con irradiaciéon selectiva del grupo 4’-CH; de la 1-H-4",5",7"-
trimetil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1'H)quinolina] (71) a 25 °C.

c-isémero A <=——

L cw> sp-isémero B M HsC

T T T T T T T T —_— T
3250 3200f 3150 3100 1850 1800 1750 1700
ppm (11) pom (1) T

T=250c 4™ 3-Ha
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2. REACTIVIDAD QUIMICA DE NUEVAS ESPIROPIPERIDINAS C-4
SUSTITUIDAS. ESTUDIO DE LA NUEVA MIGRACION DEL GRUPO
ACILO EN LOS SISTEMAS RiGIDOS DE LAS 1-ACIL-3",4"-
DIHIDROESPIRO [PIPERIDINA-4,2°-(1"H)QUINOLINAS]

2.1 Antecedentes

Los procesos de transferencia de los grupos quimicos de una molécula (donador)
a otra (aceptor) son importantisimos tanto en la quimica bioorganica, donde
juegan un rol substancial en el funcionamiento celular normal, como en la quimica
organica, donde pueden ser utiles en los estudios de varios mecanismos
principales (Larock 1999; Smith et al., 2001; Williams 2000; Williams et al., 1975).
En general, estos procesos pueden ocurrir principalmente por dos vias:
intermolecular -transferencia de los grupos de una molécula a otra- o
intramolecular -transferencia de los grupos de una molécula a otra parte de la

misma molécula-.

En los procesos bioquimicos la realizacion de la transferencia de los grupos
quimicos (acil, amina y amida, entre otros) se hace via un modo intermolecular
por medio de catalizadores especificos, -las transferasas (Boyer 2000; Lozano et
al., 2000). Su rol indispensable en estos procesos se aprecia a través de multiples
procesos bioquimicos, p. €j. de la glicdlisis aerobia (Avendafio 2000) o biosintesis
del peptidoglicano, componente principal rigido de la pared de la bacterias, que
involucra dos deferentes transferasas: transglicolilasa y transpeptidasa (Vetting et
al., 2005; Kumar et al., 2005).

En la glicolisis aerobia el piruvato 72, producido en condiciones anaerobias a

partir de la glucosa, se introduce en las mitocondrias y, tras su conversion en



acetilCoA 73 por medio de la coenzima A (CoASH), el NAD" y el complejo
piruvato deshidrogenasa, alimenta el ciclo de los acidos tricarboxilicos para

finalizar su metabolismo hasta CO, y agua (Esquema 16).

Esquema 16. Glicolisis aerobia el piruvato.

| . |

Me.__O HSCoA + NAD* Me
I +CO, + NADH + H*

- E+E,+E SCoA
o o 1t Ext B3
72 73
E, E, Es
Piruvato Dihidrolipoil Dihidrolipoil

deshidrogenasa transacetilasa deshidrogenasa

Dentro de las tres enzimas de este complejo (E1, E» y E3) se destaca la
dihidrolopoil transacetilasa (E>), cuyo papel consiste en transferir el grupo acetilo a
la lipoamida que se deriva de la vitamina acido lipoico. La reaccidn descrita origina

el derivado 73, aun mas reactivo y potente donador del grupo acilo.

Segun la naturaleza quimica de un aceptor (moléculas que contienen de atomos
de N, O y/o S), la acetilcoenzima A le transfiere su acetilo en presencia de
acetiltransferasas especificas. Por ejemplo, la arilalquilamina N-acetiltransferasa
(AANAT, EC 2.3.1.5) (Hanna 1994), de interés especial, transfiere el grupo de
acetilo desde de acetiiCoA hasta las aminas 74, en particular, a las

arilalquilaminas, incluyendo triptamina y serotonina (Esquema 17).

Esquema 17. Transferencia de acilo a arilalquilaminas.

o)
Me. O AANAT
+ HoN-R Me N-R *+ HSCoA
SCoA H
73 74 75
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La reaccion de N-acetilacion es la segunda fase del proceso de biotransformacién
de los xenobidticos o los agentes quimioterapéuticos, y es considerada como la
reaccion de destoxificacion en seres vivos. La acetilacion disminuye la
disponibilidad de un sustrato para la hidroxilacibn metabdlica de los grupos
aminos primarios; este ultimo conduce a la formacion de las N-arilhidroxiaminas,
muy toxicas y/o carcinogénicas (Hanna 1996; Kim 2005; Wang 2004; Wang et al.,
2005; Liu et al., 2007; Lau et al., 2006).

Esta transferasa pertenece a la superfamilia de las acetiltransferasas (GNAT) que
cuenta con aprox. 50 miembros (Marmorstein 2001; Chou et al., 1952; ), que
fueron encontrados y caracterizados en multiples especies eucariotas y

procariotas.

Desde los primeros estudios sobre los procesos de transferencia de acilo a
aminas alifaticas 74 y aminas aromaticas 76 por medio del sistema
acetilCoA/AANAT (Tabor et al., 1953; Riddle et al., 1971), ha habido un interés
enorme hacia su mecanismo (Riddle et al.,, 1971; De Angelis et al., 1998). La
propuesta de Lipmann, descubridor de este sistema, sugeria que la transferencia
de acetilo catalizada por una transferasa desde de las acetanilidas 76 hasta las
aminas 74 procede via la formacion del intermediario “acetil-enzima” (Bessman et
al., 1953) (Esquema 18).

Esquema 18. Transferencia de acetilo a aminas alifaticas.

0 o)
Me /7 N\
+ _ _
75 77

76 74

La serotonin-N-acetiltransferasa regula el ritmo diario via la produccién de la
melatonina (5-metoxi-N-acetil-triptamina) 79 que “se prepara” in vivo a partir de la

serotonina 78 y acetilCoA 73 (Klein et al., 1970) (Esquema 19). Cualquier
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irregularidad en la produccidén de esta hormona, es decir, en el trabajo catalitico
de AANAT afecta al funcionamiento celular normal (Hwang et al., 2007; Khalil et
al., 1998; Szewczuk et al., 2007).

Esquema 19. Produccion biolégica de la melatonina.

NH,
NN
N
<1
9 NN
0P-07) o
00 |
S O OH
0" ~o 7 HoN OH AANAT N OH
Me 0=P-0 + 7 ‘-T» H 7
Me N O-H i N CoASH N
\/\ 0.
S Me
HO V\([)I/ 3 78 79

Otro tipo de N-acetiltransferasas importantes son la aminoglicosido 6°-N-
acetiltransferasa [AA(6°)] o la aminoglicosido 3-N-acetiltransferasa [AA(3)] de las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Ambas enzimas bacteriales estan
involucradas en el proceso de resistencia a los antibiéticos aminoglicosidicos
(p.€j., kanamicina A y apramicina) y catalizan una transferencia del grupo acetilo
desde la acetilCoA hasta el lugar definido del grupo amino de los aminoglicosidos
(Hwang et al., 2007; Khalil et al., 1998; Szewczuk et al., 2007; Draker et al., 2003;
Draker et al. 2004; Magalhaes et al., 2005) (Esquema 20).

Es importante mencionar otro tipo de N-acetiltransferasas, con un papel diferente,
pero con la misma misién, -la espermidina/espermina acetiltransferasa (SSAT),
una enzima clave del catabolismo de las poliaminas eucarioticas, capaz de
monoacetilar dos importantes poliaminas- espermidina y espermita (Hegde et al.,
2007), cuyas alteracion es una seria alarma de varias enfermedades, incluyendo

el cancer, la fibrosis quistica y la enfermedad de Alzheimer (Esquema 21).
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Esquema 20. Transferencia del grupo acetilo desde la acetilCoA hasta el grupo amino de algunos
antibiéticos aminoglicosidos.

Kanamicina A

0
HO
HO HO
OH \y— HaN MeCOSCoA
Hom NHz  Aac(e) \v HO NH
T on ?  oH
\ NH, CoASH \ NH,
OH OH
0 0
OH OH
Apramicina
H,N HO
2 Q
HO Me\NH OH
HO 0/\\/\
\O/m -
0 " NH,
w7,
HO NH;
AAC(3)
J MeCOSCoA
HO Me. ,, ©OH
HO o/\\/\
\0/ O E N
m\ L Ox—Me
O— i NH_!
ol ]
HO NH;
Esquema 21. Monoacetilacion de las aminas biogénicas espermidina y espermina
g MeCOSCoA o
. . e o ' !
HN" " N7 >"TNH, | —_ HoNT NN O Me |
H SSAT H Hio___ ..
Espermidina
: CoASH
¥ o !
RN MeCOSCoA . ,
HZN/\/\N/\/\N/\/-’\NHZ‘- HZN/\/\H/\/\H/\/\H"--M?—:
H H \._ . SSAT
Espermina CoASH

52



En el campo de la quimica organica existen varios trabajos pioneros sobre la
transferencia intermolecular del acilo dentro los acetatos 80 y fenolatos 81 hacia
sus respectivos analogos (82 y 83), que han permitido proponer un mecanismo
concertado via el estado de transicion (ET) (Ba-Saif et al., 1987; Ba-Saif et al.,
1989; Hengge et al., 1994) (Esquema 22). En estos experimentos se usaron una
amplia gama de sustratos que contenian diferentes sustituyentes (donadores y
aceptores) y una técnica de marcaje isotdpico. Uno de los sustratos mas usados

en estos estudios fue el acetato de p-nitrofenilo (9a, cuando R = p-NOy).

Esquema 22. Transferencia intermolecular del acilo dentro los acetatos y fenolatos.
R F R
~& ‘ R. .~ ‘ \/O\
NN o X S o
| 82
“Me — 4

; O 10
o N 0 N \[j—m
2 PP 5 Z

ET -

Sin embargo, el mismo estudio de la transferencia intermolecular del acilo del
mismo acetato 80a a la 2-metoxietilamina 84 hacia la formacion la N-acetilamina
85, no ha arrojado los resultados similares, mas bien los datos obtenidos a través
de este estudio no han permitido distinguir los dos posibles mecanismos: o
concertado via (ET), o bien adicion-eliminacion con la formacion del intermediario

tetraédrico (I) (Hengge et al., 1994) (Esquema 23).
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Esquema 23. Dos posibles mecanismos en la transferencia intermolecular de acilo desde el
acetato de p-nitrofenilo a la 2-metoxietilamina.

O,5N
\©\ HZN ~ OaN
OMe
T / \ (o}
+

0O~ Me
80a " HClgiido
pHO [O,N 7] H
N
HN~oMe \©\ " 0Me
84 \ (I) 85
"0-C-Me
o
2ZIN"SoMe

Otro estudio cinético entre el ion N-(metoxicarbonil)isoquinolinio 86 y varias
piridinas 87, en las soluciones acuosas, para la transferencia del metoxicarbonil
(que es muy similar al acetilo) formandose como producto las N-
(metoxicarbonil)piridinas 88 indico un proceso concertado via el ET segun el
Esquema 24. El ET en esta transferencia, segun los autores adquiere un caracter

del plano cuadrado con el ion acilio (Chrystiuk et al., 1987).

Esquema 24. Transferencia del grupo metoxicarbonilo desde el ion N-(metoxicarbonil)isoquinolinio
a varias piridinas.

- Tk
— O | A
\ /N+ N/ (o)
OMe — 77\
86 — 9, — N Nt N
+ Bufer _CT 4 MeO \—/"R
i O 0 OMe
NG N IsoQu 88
\— R Qﬂ
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Cabe notar que los trabajos mencionados fueron enfocados hacia el estudio del
mecanismo. El uso de la reaccién de transferencia del acilo (casi siempre acetilo)

en la sintesis practica no ha sido abordado hasta ahora.

Fortuitamente durante el estudio de la reaccién de desbencilacion de un derivado
N-acilado con formiato de amonio en metanol a reflujo, y en presencia de Pd/C, se
encontré que el producto formado en la reaccion correspondié a la amida lll, y no
a la molécula Il, en el que el grupo seguiria protegiendo el nitrégeno

dihidroquinolinico y el piperidinico estaria libre (Figura 15).

El resultado obtenido, aunque no fue el esperado, tiene gran significado en cuanto
a la quimica de esta clase de compuestos. La formacion inesperada del producto
]l

transacetilacion.

se explica a través de dos procesos consecutivos: desbencilacion vy

Figura 15. Producto esperado y formado en la reaccién de desbencilacién de un espirano N-
acetilado.

CHs CHj
H,C HsC
HCOONHs* £/
N PdIC, MeOH/A 7> N
/& N “Bn /g NH
H;C™ ~O H,C™ ~O
Il
CH, Producto esperado
H;C
N
N._CH
Producto H \n/ *
formado 1] o

En la literatura no hay ningun ejemplo de estudio, ni mecanismo, ni sintesis, de las
reacciones de transferencia de un grupo acilo de un atomo de nitrégeno a otro de

la misma molécula, por esto, se prepararon varios sustratos con diversos grupos
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acilo y se sometieron a la reaccion de desbencilacion en las condiciones
mencionadas, para determinar los alcances y las condiciones en las que
transcurre la reaccion. Adicionalmente se disefiaron y realizaron experimentos

para dilucidar si esta migracion sucedia inter- o intramolecularmente.

2.2 Preparacion y caracterizacion de las 1" -acil-1-bencil-4’-metil-37,4"-

dihidroespiro[piperidina-4,2°-quinolinas] 89-99

El primer paso del estudio fue la preparacion de las amidas. Los espiranos
bencilados 61, 62, 64 y 66, con grupos funcionales electrodadores y aceptores, se
sometieron a reacciones de acilacion. Las condiciones mostradas en el Esquema
25, se manifestaron como las mas adecuadas para obtener los mejores
rendimientos en la reaccién, una menor cantidad de productos secundarios,
facilidad, economia en el proceso experimental y en la extraccion y purificacion: a)
para formilar se usé el anhidrido acético féormico a 0 °C, b) las acetilaciones se
realizaron con anhidrido acético a reflujo, c) la benzoilacion con el cloruro de
benzoilo a temperatura ambiente, d) la cloroacetilacion con el cloruro de
cloroacetilo a temperatura ambiente, e) y la p-nitrobenzoilaciéon con el cloruro de

p-nitrobenzoilo a 5 °C.

Los tiempos de reaccidn en general fueron cortos y los rendimientos bastante
buenos. Las amidas se presentaron en su aspecto fisico como aceites muy
viscosos o solidos cristalinos de puntos de fusion definidos (Tabla 13). Las
estructuras de todas las amidas 89-99 se confirmaron por espectroscopia de IR,
de RMN y espectrometria de masas. En los espectros de IR en la region de 1641-
1677 cm™' se registré la banda de absorcion, de alta intensidad, caracteristica de

la vibracion de tension del grupo C=0 en las amidas.
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Esquema 25. Sintesis de las 1 -acil-1-bencil-4"-metil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-4,2"-quinolinas]
89-99.

R1 CH3 R1 CH3
R, (a-d) Ro
R N
R3 N 3 N
H N. ~
Bn R4/§O Bn
61, 62, 64, 66 89-99  70-100%

a. HCOOH/AC,0/Py/0°C. b. Ac,0/NEt/A. ¢. CgHsCOCI/NEt,/C,Hg/r .
d. CH3COCINEty/CH,Cl,/0°C. e. p-NO,CgHsCOCI/NEt,/C;Hg/5°C.

89 R1=R;=R3=Rs=H 95 Ry =Rz =H, Ry = CHz R4 = CH,Cl
90 R1=R;=Rs=H, Ry = CH, 96 Ry =Ry = H, Ry = CHy, Ry = p-NO,CqHs
A Ri=R2=Rs=H. Ry =Ph 97 Ry=Ry=R;=H,R,=F
mrononommoon R RIRIEL R,
9 R1 - Rz;H: Ri;C?-I; R43= pn 99 Ri=Rs= CH3, Ry = H, Ry = CH,Cl
Tabla 13. Constantes fisicas y quimicas de las 1-acil-1-bencil-4"-metil-3°,4"-
dihidroespiro[piperidina-4,2°-quinolinas] 89-99.
Formula . . IR vnc=0 P.M. tr
] 0 0,
N Molecular Estado fisico | p.f. (°C) | R (%) (cm'?) e | i
89 CoHaN,0 | Aceite incoloro, ; 95 1676 | 334.46 | 49.13
muy ViSCoSo
90 CagHagN,0 | AAcCite incoloro, i 89 1657 | 348.48 | 44.00
= muy ViSCoso
91 CasHaoN,0 Cristales 124-125 82 1648 | 410.55 | 42.67
amarillos
92 Ca3H2sN,O Cristales blancos 90-91 85 1677 348.48 | 53.99
93 Co4H3oN,O Cristales blancos 26-27 86 1663 362.51 | 47.45
94 CogHaN,0 | Aceite amarilio, - 81 1641 | 424.58 | 45.89
muy ViSCoSo
95 Co4H29CIN,O | Cristales blancos | 119-120 89 1669 396.95 | 36.24
96 CaoHa1N305 Cristales 147-148 70 1648 | 469.58 | 30.74
naranjas
97 | CuHaFN,0 | Aceite incoloro, i 90 1666 | 352.45 | 30.25
= muy ViSCoso
98 CosHagN,0 | Aceite amarilio, - Cuant. | 1660 |362.51 | 33.49
muy ViSCoso
99 Co5H31CIN,O | Cristales blancos | 158-159 79 1668 410.98 | 36.81

En los espectros de masas de estos compuestos el ion molecular es de muy baja
intensidad (0.5-8%), y en algunos casos no aparece registrado porque su masa

esta por fuera del rango de trabajo (50-400 m/z) del equipo utilizado. Los iones
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diagnésticos encontrados en estas fragmentaciones se asocian principalmente a
las rupturas @, ®; y @,. Los cationes [M-(COR")]" se forman por la eliminacion de
los grupos acilo sustituidos desde los iones moleculares, a través de la ruptura @;.
Los iones con m/z 186 (C43H1eN™) y m/z 146 (C1oH12N"), provienen de las rupturas
B del anillo piperidinico relacionadas con las escisiones ®3 y ®4. Estas mismas
escisiones generaron sus respectivos iones complementarios. Finalmente, el ion

pico de base corresponde al ion tropilio m/z 91 (100%) (Tabla 14).

Tabla 14. lones principales y posible fragmentacion en los espectros de masas de los compuestos
89-99.

A
Chis
= : Dy
R— || ! ~
NS o s
R e
@ ®yed
m/z, (I, %)
Comp. . @, D, @3 D, D5
M [M"™(COR’)] | [M*~(C/H:)1 | [M*-(ArC;H{NCOR')] | [M"-(ArCsH{NCOR’)] [ [M*-( ArCgH1sN;COR')]
89 | 334(1) | 305(4) |243(13) 186 (16) 146 (44) 91 (100)
20 348 (5) | 305(28) | 257 (32) 186 (25) 146 (60) 91 (100)
91 - 305 (61) | 319 (5) 186 (12) 146 (77) 91 (100)
92 348 (1) | 319(4) | 257 (9) 186 (50) 146 (47) 91 (100)
93 362 (8) | 319 (32) | 271 (30) 186 (42) 146 (65) 91 (100)
94 - 319 (67) | 333 (4) 186 (24) 146 (79) 91 (100)
95 | 396 (1) | 319(4) | 305 (10) 186 (15) 146 (26) 91 (100)
96 - - - - 146 (20) 91 (100)
97 |[352(0.5)| 323 (4) | 261 (17) 186 (18) 146 (39) 91 (100)
98 | 362(1) | 333(4) | 271 (7) 186 (19) 146 (51) 91 (100)
99 - 333(4) | 319(9) 186 (14) 146 (42) 91 (100)

La facilidad de preparacion de estas amidas contrasta grandemente con la
caracterizacion estructural por resonancia magnética nuclear. Los espectros de

RMN de 'H de los compuestos 89-99 tienen zonas alifaticas confusas, que
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mejoran sustancialmente a medida que el sustituyente del grupo amida es capaz
de interaccionar o perturbar los hidrogenos piperidinicos que se encuentran a
mayor distancia. Para el caso de las formamidas, los espectros muestran las
sefiales como singuletes anchos sin ninguna resolucion, en las acetamidas se
observd una mejor resolucion, y en los derivados benzoilados y p-
nitrobenzoilados, las sefiales para cada uno de los hidréogenos alifaticos estan

perfectamente resueltas.

En el espectro de RMN 'H de la 1-bencil-1"-benzoil-4"-metil-3°,4 -dihidroespiro
[piperidina-4,2 -quinolina] (91) (Figura 16.), se encontraron ocho sefiales para el
anillo piperidinico: el hidrogeno axial del 3-C en aparece a 1.36 ppm como un
doble doblete (J = 12.5, 2.3 Hz), y el ecuatorial a 3.29 ppm como un triplete de
dobletes (J = 12.7, 4.5 Hz). Como un doble doblete a 1.57 ppm (J = 12.8, 2.3 Hz)
y un triplete de dobletes a 3.34 ppm (J = 12.2, 4.1, 1.2 Hz) aparecen los protones
axial y ecuatorial del 5-C. El hidrégeno axial del carbono 2-C resuena a 2.06 ppm
como un triplete de dobletes (J = 12.0, 2.3 Hz) y el ecuatorial a 2.81 ppm con la
misma multiplicidad (J = 11.7, 2.0 Hz). En 2.38 ppm (J = 12.0, 2.9 Hz) y 2.94 ppm
(J = 11.8, 2.3 Hz) aparecen las sefales de los hidrégenos axial y ecuatorial, del
carbono 6-C, respectivamente, como tripletes de dobletes. EI anillo
dihidroquinolinico genera cuatro tipos de sefales asi: un triplete de dobletes a
1.07 ppm (J = 12.8, 1.2 Hz) para el hidrogeno axial del 3’-C y un doble doblete a
2.54 ppm (J = 12.9, 3.0 Hz) para el ecuatorial. Como un sexteto en 2.89 ppm (J =
6.7 Hz) se observa la sefnal del hidrogeno que se encuentra en 4°-C, y como un
doblete a 1.44 ppm (J = 6.8 Hz) el metilo unido a este carbono. Los hidrogenos
bencilicos generan un singulete a 3.59 ppm y los aromaticos resuenan a campo
bajo en el intervalo de 6.50-7.41 ppm. En el capitulo de parte experimental

encuentra la elucidacién estructural para las amidas 89-99.
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Figura 16. Espectro de RMN 'H de la 1-bencil-1 "-benzoil-4’-metil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-
4,2’-quinolina] (91).

CH3
4

ppm (1)

Las barreras de rotacion de las amidas han sido amplia y extensamente
estudiadas, en especial lo que concierne a las interacciones por efectos estéricos
y electronicos. En amidas N,N-disustituidas asimétricamente, el equilibrio esta
usualmente desplazado hacia uno de los conférmeros, donde el preferido es aquel
que tiene el sustituyente menos voluminoso cis, con respecto al atomo de oxigeno
carbonilico (Oki 1985; Stewart et al., 1970; Jackman 1975; La Planche et al.,
1963; Johnson 1968) (Figura 17).

Figura 17. Equilibrio en amidas N,N-disustituidas asimétricamente.

52.80d(J=0.7Hz)

O CHs 0. CH,CH,
So-N N
H™ CH,CH, H~  CH,
cis trans §2.95d(J=0.3Hz)

60



Los diferentes ambientes magnéticos de los sustituyentes del nitrégeno,
promovidos por el atomo de oxigeno de la amida, son claramente observables por
RMN 'H y usualmente permite la asignacién de cada conformacion. El grupo trans
con respecto al atomo de oxigeno amida resuena a campos mas bajos que uno
cis, en concordancia con el modelo de anisotropia diamagnética propuesto por
Paulsen y Todt (Paulsen et al., 1966).

En el caso de estas amidas piperidinicas, la situacion es muy confusa, no solo
existe la rotaciéon de la amida, también la inversién del anillo piperidinico y asignar
las sefales a un conférmero u otro resulta muy complejo. El corrimiento de cada
protdn axial o ecuatorial depende del efecto de desproteccidn que ejerce el atomo
de oxigeno carbonilico. Del intenso desplazamiento de los protones ecuatoriales
en las posiciones C-3 y C-5 hacia campos bajos, se deduce que caen en la zona
de desapantallamiento del cono anisotropico. Los protones de los carbonos C-2 y
C-6 no tienen corrimientos significativos hacia campos bajos lo que indica que

estan fuera del plano del grupo amida.

En los espectros de "*C de las formamidas 89, 92, 97, y 98 las sefiales para cada
carbono aparecen duplicadas, y en los espectros de 'H de las formamidas 97 y
98, se observan dos senales para el hidrégeno formilico; en el caso del
compuesto 98; éstas resuenan lo suficientemente separadas para obtener una
relacion entre ellas de 2.5:1. (Figura 18); se puede afirmar que estas se
obtuvieron como una mezcla de los conférmeros (rotameros E y Z, relativos al
enlace amida). A diferencia de otras amidas, en las formamidas asimétricas el
grupo mas voluminoso prefiere una disposicion anti con respecto al oxigeno
carbonilico (Rubiralta et al., 1991), por lo que es de esperar que en este caso el

isbmero Z sea el predominante.
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Figura 18. Espectro de RMN 'H de Ia 1-bencil-1"-formil-4",5",7 -trimetil-3",4"-
dihidroespiro[piperidina-4,2°-quinolina] (98).
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El que sea posible o no observar los conformeros en los espectros realizados a
temperatura ambiente depende de la barrera energética de rotacién del enlace C-
N amida. La no evidencia espectral de existencia de conférmeros para las
acetamidas, cloroacetamidas y benzamidas es un indicativo de que las senales
coalescen a temperatura ambiente, a partir de esto se puede concluir que la
rotacion alrededor del enlace amida es relativamente lento, y consecuentemente,
cada proton axial o ecuatorial siente un ambiente magnéticamente diferente
(Wheland 1955).

En los espectros COSY de los compuestos 91 y 94 se observé un acoplamiento

entre el hidrégeno 3°-Ha del anillo de la dihidroquinolina con el hidrégeno

piperidinico 5-He (Figura 19).
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Figura 19. Ampliacidon de la zona alifatica del espectro COSY de la 1-bencil-1"-benzoil-4"-metil-
3,4’ -dihidroespiro[piperidina-4,2°-quinolina] (91).
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En estas amidas los protones mencionados muestran un desdoblamiento (*J)
adicional con un valor de 1.2 Hz; la distancia de 2.39328 A calculada entre los
protones 3’-Ha y 5-He (usando una minimizacion de la geometria para la amida
91 lograda con el programa Gaussian) (Becke 1993; Lee 1988; Hay 1985; Frisch
1995), es relativamente pequefia, lo que indica que el acoplamiento entre los dos
nucleos esta forzado por la rigida arquitectura molecular del espirano, que adopta
una relacion W (Figura 20). Con los resultados experimentales y los calculos se
propone la geometria para uno de los conférmeros mas estables de la benzamida
91, como se muestra en las Figuras 20 y 21, donde el anillo dihidroquinolinico

adopta la forma de semi-silla, y la piperidina de bote torcido.
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Figura 20. Disposicién espacial de los hidrégenos 3'-Ha y 5-He de la 1-bencil-1"-benzoil-4",6 -
dimetil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-4,2°’-quinolina] (91).

Figura 21. Disposicion espacial de la 1-bencil-1'-benzoil-4",6"-dimetil-3",4 -dihidroespiro
[piperidina-4,2"-quinolina] (91).




2.3 Transformacion de las 1’-acil-1-bencil-4"-metil-3",4"-dihidroespiro
[piperidina-4,2 -quinolinas] 89-99 a las 1-acil-4"-metil-3",4 -dihidroespiro
[piperidina-4,2°-(1"-H)quinolinas] 100-109 bajo de las condiciones de
desbencilaciéon

Después de preparada y caracterizada la serie de amidas 89-99, se procedio a
estudiar la reaccidén de migracion de los grupos acilo en condiciones de
desbencilacion. Para esto, las amidas 89-99 se trataron con formiato de amonio
en metanol a reflujo, en presencia de Pd/C al 10% durante 5-20 minutos
(Esquema 26). Las amidas 100-109 se formaron con excelentes rendimientos,

como solidos cristalinos de altos puntos de fusion (Tabla 15).

Esquema 26. Preparacion de las 1-acil-4"-metil-3°,4 "-dihidroespiro[piperidina-4,2"-(1’-H)quinolinas]
100-109.
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La caracterizacion estructural de todas las amidas 100-109 se realizé de igual
forma que en los casos anteriores, por técnicas espectroscopicas y
espectrométricas. En los espectros de IR se observa la aparicion de la banda de
vibracion del grupo NH (y NH2 en el caso del compuesto 106) en la region de
3343-3437 cm™, y la del grupo C=0 de las amidas en 1622-1679 cm™.

En los espectros de masas de las amidas 100-109 el ion molecular es de mediana
intensidad, en algunos casos, y en otros corresponde al pico de base del espectro
(40-100 %). Se presentan las fragmentaciones caracteristicas, ya mencionadas en

anteriormente: la pérdida de 15 unidades de masa, correspondiente a la
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eliminacién del grupo metilo del anillo dihidroquinolinico (®,, la pérdida del grupo
acilo (®,), y estan presentes los iones de las escisiones B del anillo de la

piperidina (®;, @4, Os.

Tabla 15. Constantes fisicas y quimicas de las 1’- acil-1-bencil-4"-metil-3",4 -
dihidroespiro[piperidina-4,2°-quinolinas] 100-109.

o Férmula _— 0 o IR VN-H/VN-C=0 P.M. t R

N Molecular Estado fisico | p.f. (°C) R (%) (cm™) (g/mol) | (min)

100 | CisH0N,0 Cristales 153-154 93 3388/1676 | 244.33 | 32.89

—_— blancos

101 | CyeH2N,0 Cristales 136-137 96 3348/1623 | 258.36 | 33.71

—_— blancos

102 | CxHxuN,O Cristales | 445 107 90 3437/1645 | 320.43 | 31.79
amarillos

103 | CigHaN,0 Cristales | 160 169 91 3394/1679 | 258.36 | 34.28
blancos

104 | Ci7HN,O Cristales | 114 115 88 3354/1635 | 272.39 | 35.34
blancos

105 | CyrHaeN,O Cristales | 455 156 75 3420/1641 | 334.46 | 33.75
amarillos
Cristales 3471, 3338,

106 | CyHxN;O oo loe | 147-148 92 39151600 | 34947 | 36.78

107 | CisHioFN,0 | Cristales 1 yah 161 97 3343/1665 | 262.32 | 23.21
blancos

108 | Ci7HxuN,O Cristales | 404 105 98 3343/1669 | 272.38 | 24.81
incoloros

109 | CiHyN,0 | CMiStales | 1ag 170 | Cuantitativo | 3405/1657 | 286.41 | 25.45
blancos

Los fragmentos de la piperidina eliminados se llevan consigo el grupo acilo, lo que
indica que efectivamente este grupo se encuentra sobre el nitrégeno piperidinico.

En el caso de los compuestos 101, 104, 108 y 109 el pico de base (®dy),

corresponde a un catién proveniente de la eliminacion de tres hidrégenos del
cation radical formado en la ruptura ®s (Tabla 16). En el caso de los compuestos
benzoilados 102, 105 y el p-aminobenzoilado 106, la ruptura ®, genero el cation
benzoilo correspondiente con m/z 105 y m/z 120 respectivamente, que para el

caso de 105 y 106 fueron los picos de base del espectro.
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Tabla 16. lones principales y posible fragmentacion en los espectros de masas de los compuestos

100-109.
mlz, (I, %)
Comp. o D, D, D3 D, Dy D¢

M [M*~(CH;)] | [M"-(COR’)] | [M"<(COR'NC;Hs)]1 | [M*-(COR'NC3He)]1 | [M*-(COR'NC Ho)1™ | [(15-3H]
100 | 244 (98) | 229 (29) | 215 (13) 172 (63) 159 (75) 144 (100) 156 (81)
101 | 258(61) | 243(25) | 215(14) | 172(83) 159 (17) 144 (54) (Jgg)
102 | 320 (47) | 305(12) | 215(8) 172 (100) 159 (20) 144 (44) 156 (46)
103 | 258 (100) | 243 (27) | 229 (8) 186 (47) 173 (70) 158 (74) 170 (82)
104 | 272(67) | 257 (22) | 229(12) | 186 (76) 173 (17) 158 (44) (%8)
105 | 334 (48) | 319(8) 229 (6) 186 (90) 173 (30) 158 (44) 170 (52)
106 349 (8) - 229 (41) 186 (13) 173 (5) 158 (7) 170 (5)
107 | 262 (100) | 247 (33) | 233 (11) 190 (69) 177 (82) 162 (97) 174 (98)
108 | 272(82) | 257 (31) | 243 (10) 200 (52) 187 (77) 172 (90) (183)
109 | 286(40) | 271(16) | 243(10) | 200 (54) 187 (8) 172 (29) (183)

En los espectros de 'H y 3¢, las formamidas y acetamidas se observa claramente

la presencia de dos conféormeros causados por la rotacién del enlace C-N amida;

en el que mejor se pueden observar las sefales es en el caso del compuesto 100

(Figura 22), aqui las sefiales estan lo suficientemente separadas para ser

analizadas sin inconvenientes; en su espectro de protones las senales de los

hidrogenos piperidinicos resuenan asi: como un multiplete a 1.54-1.73 ppm

aparecen los protones 3(5)-Ha, y 3(5)-He, entre 3.33-3.50 ppm se encuentra un

multiplete con un valor de integral de tres, que fue asignado a los hidrégenos 2(6)-

Ha y 6-He; entre 3.63 y 3.83 ppm se encuentran las sefales para los protones 2-

He de cada uno de los conférmeros: centrado en 3.66 ppm un doble triplete (J =

67




13.9, 5.3 Hz), y a 3.80 ppm una sefal con la misma multiplicidad (J = 14.0, 4.9
Hz).

Los hidrogenos del anillo dihidroquinolinico generan cinco tipos de sefales, asi:
los hidroégenos del grupo metilo resuenan como un doblete a 1.35 ppm (J = 6.7
Hz), el hidrégeno 3’-Ha resuena como un triplete a 1.42 ppm, con un
desdoblamiento adicional por un acoplamiento de largo rango (J = 12.8, 2.2 Hz)
con el hidrégeno 2-He de la piperidina. El proton 3°-He aparece a 1.94 ppm como
un ddd (J = 13.2, 9.2, 5.5 Hz). El hidrégeno 4°-H resuena a 2.92 ppm como un

sexteto (J = 6.3 Hz) y el N-H a 3.99 ppm como un singulete ancho.

Los hidrégenos aromaticos resuenan a campos bajos: el 8'-H a 6.53 ppm como
un ddd (J = 8.0, 2.2, 1.1 Hz), el 6'-H a 6.69 ppm como un triplete (J = 7.5 Hz), el
7°-H como un triplete (J = 7.3 Hz), y como un singulete a 7.16 ppm el 5°-H. Para el
hidrogeno del grupo amida aparecen dos singuletes en 8.04 y 8.05 ppm, una

sefal para cada conférmero.

En la seccidn experimental se encuentra la elucidacion estructural para las amidas
100-109.

En los espectros de las formamidas y acetamidas se escogieron las sefales de
los hidrégenos formilicos y acetilicos, respectivamente, para obtener una relaciéon
entre los conférmeros presentes en solucion a temperatura ambiente (Tabla 17);

se encontro que la relacion en las formamidas 100, 103 y 107 es de 1:0.88, y en la

108 la relacién es casi equivalente, de 1:0.96. En el caso de las acetamidas la

relacion es de 1:0.84.
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Tabla 17. Relacion de los conférmeros de las formamidas y acetamidas.

Seial
Comp. 5 A B A B
H-C=0 H-C=0 | CH;-C=0 | CH;-C=0

100 8.05/8.04 1 0.88

101 2.12/2.10 1 0.84
103 8.05/8.03 1 0.88

104 2.11/2.10 1 0.84
107 8.05/8.04 1 0.88

108 8.04/8.03 0.96 1

Figura 22. Espectro de RMN 'H de la 1-formil-4’-metil-3",4 "-dihidroespiro[piperidina-4,2"-(1"-
H)quinolina] (100).
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Para estudiar mas profundamente estos isomeros se realizaron experimentos de
RMN 'H dinamico, para la amida 104, en dos disolventes, cloroformo-d1 vy
acetona-d6 para intentar establecer las temperaturas en las que ocurren los
cambios conformacionales. En cloroformo-d1 se realizaron espectros entre -40 y

40 °C, con intervalos de cinco grados (Figura 23). En éstos, se aprecia que a
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medida que aumenta la temperatura, el valor de dv, entre los dos singuletes del
grupo metilo de la amida, disminuye rapidamente (Tabla 18). Aunque no se llego a
apreciar la coalescencia, es presumible que las dos sefiales del metilo del grupo
amida, y por consiguiente los rotameros, van a colapsar en el intervalo de
temperatura de 40-60 °C.

Tabla 18. Resultados de resonancia magnética nuclear dinamica para la 1-acetil-4'6’-dimetil-3°,4"-
dihidroespiro [piperidina-4,2°-(1"-H)quinolina] (104) en CDClI;.

S N
N /\ o \?%/ CH,
H \\_ N CH;
T
T (°C) | 3 (ppm) CH3 | & (ppm) CH; | Sv(ppm)
40 2.110 2.096 0.014
35 2.113 2.096 0.017
30 2.115 2.097 0.018
25 2.116 2.098 0.018
20 2.119 2.099 0.020
15 2.121 2.101 0.020
10 2.124 2.104 0.020
5 2.126 2.106 0.020
0 2.129 2.108 0.021
-10 2.136 2.114 0.022
-20 2.142 2.120 0.022
-30 2.178 2.155 0.023
-40 2.155 2.132 0.023
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Figura 23. Espectros de RMN H de la 1-acetil-4°'6’-dimetil-3",4 "-dihidroespiro [piperidina-4,2"-(1"-
H)quinolina] (104) en CDCl;.
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Usando acetona-d6 se realizaron espectros de RMN 'H entre -75 °C y 25 °C, con
intervalos de cinco grados (Figura 24). A medida que disminuye la temperatura,
puede observarse claramente que las sefales correspondientes al hidrogeno
piperidinico (5 389-3.79 ppm) del carbono 2-C de la disposicién ecuatorial, pasan
de ser dos senales independientes a temperaturas superiores a -25 °C, a un
singulete ancho a -65 °C (Tabla 19). Este fendbmeno es diferente al anterior, la
coalescencia a esta temperatura es el indicativo de |la desaparicion de la barrera

rotacional de inversién del anillo piperidinico.

Tabla 19. Resonancia magnética nuclear dinamica para la 1-acetil-4'6’-dimetil-3°,4 "-dihidroespiro

[piperidina-4,2°-(1"-H)quinolina] (104) en acetona-d6.

N\C/\CH3 '}Ev
He\o N\He/CH3
N
o
T(°C) 2-He 3(ppm) 2-He §(ppm) Sv(ppm)

3.83 ddd 3.76 ddd

? | (9=137,107,51Hz) | (91=133,105,55Hz) | O™
3.83 ddd 3.76 ddd

"° | (9=135,106,3.8Hz) | (1=135,10.3,3.7Hz) | 207

5 3.84 ddd 3.77 ddd o
3.85 ddd 3.78 ddd

© | (@=135.10552Hz) | (1=13.3,103,49Hz) | 207
3.85 ddd 3.78 ddd

15 1 (0=136.104,49Hz) | (1=133,10.1,49Hz) | 07
3.86 ddd 3.79 ddd

2% | (1=13.7,10.1,48 Hz) | (9=13.4,100,50Hz) | *
3.81 ddd 3.87 ddd

® | (9=137,97.48Hz) | (1=137,93,44Hz) | %
3.81 bd 3.88 bd

o (J=13.2Hz) (J =13.4 Hz) 0.071
3.89 bd 3.83 bd

0 (J = 12.2 Hz) (3 = 12.0 Hz) 0.067

-65 3.87 bs -
75 3.88 bs -
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Figura 24. Espectros de RMN 'H de la 1-acetil-4°'6’-dimetil-3",4 "-dihidroespiro [piperidina-4,2"-(1"-
H)quinolina] (104) en acetona-d6.
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La combinacién de los dos procesos dinamicos que ocurren en la espiropiperidina
104: inversion del anillo y rotacion de la amida son mostrados en la Figura 25
(Johnson 1968; Paulsen 1966; Lambert et al., 1967).

La sustitucidn del nitrégeno complica la inversion del anillo dando dos conférmeros
no equivalentes, y conectados por la rotacion de la amida. En las N-
acetilespiropiperidinas sustituidas en la posicion C-4, la conformacion preferida se
asigna fundamentandose en el desplazamiento de las sefiales de los protones

ecuatoriales de C-2 y C-6 de cada rétamero.

En el equilibrio de rotacion de la acetamida, los hidrogenos ecuatoriales estan mas
despantallados en el rétamero syn que en el anti (Johnson 1968; Paulsen 1966;
Lynch et al., 1966). En el caso del compuesto 104, se podria predecir que el

isdbmero mayoritario también corresponde al syn.

Figura 25. Equilibro conformacional para la 1-acetil-4 6’-dimetil-3,4"-dihidroespiro [piperidina-4,2°-
(1°-H)quinolina] (104).
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A diferencia de las amidas precursoras 91, 94, 96, en los espectros de las

benzamidas 102, 105 y 106 si se observan sefiales que indican la presencia de los
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dos rétameros a temperatura ambiente. Una minimizacion de la geometria para el
derivado 102, con el programa Gaussian (Becke 1993; Lee et al., 1988; Hay et al.,
1985; Frisch 1995), muestra que el anillo piperidinico tiene conformacion de silla y

el dihidroquinolinico de semi-silla (Figura 26).

Figura 26. Geometria de la 1-benzoil-4'6’-dimetil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2"-(1"-
H)quinolina] (102).
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Los dos isdbmeros por rotacion de las amidas muestran diferentes corrimientos
quimicos en los espectros de '*C, con diferencias marcadas especialmente para
los carbonos a y B de la piperidina observandose que el carbono syn con respecto
al oxigeno carbonilico esta protegido comparado con el correspondiente carbono
anti, lo cual esta de acuerdo con los reportes de la literatura (Levy et al., 1972;
Schnur et al., 1989; Rubiralta 1989) (Figura 27).

En el espectro de la acetamida 104 (Figura 28), las sefales para los carbonos de
la piperidina resuenan asi: en 34.6/35.4 ppm el 3-C, en 37.4/37.6 ppm los 2-C, en
38.5/39.4 ppm los 5-C, en 42.4/42.5 ppm los 6-C, y en 49.2/49.3 ppm el carbono
espiro. En 21.5 ppm aparece el carbono del grupo metilo de la amida, y en
168.9/168.9 ppm el C=0. Los carbonos del anillo dihidroquinolinico resuenan asi:
en 42.0/42.3 ppm aparecen los correspondientes al 3'-C, en 26.6/26.7 ppm el 4°-
C, y en 20.4/20.5 ppm el carbono del grupo metilo que se encuentra en 4°-C. El
carbono del grupo metilo sobre 6°-C resuena en 20.6 ppm. Los carbonos

aromaticos generan sefiales a campos bajos, entre 114.7 y 140.2 ppm.
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Figura 27. Desplazamientos quimicos (ppm) en RMN '3C del anillo piperidinico de las amidas 103-
105 en CDCl3 a 25 °C.

160.7 168.9 171.8
160.7 168.9 171.6
l 21.5 1 l
\ \ \
418 _N._356 424 N 374 482 N._ 335
419 35.8 425 37.6 48.6 34.8
38.0 34.1 38.5 34.6 44.8 28.7
39.5 T 35.4 394 T 354 449 T 28.8
50.0 49.2 59.1
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103 104 105
Usando la misma amida 104, se realizd un experimento de RMN de *C
desacoplado a 'H, sin NOE, para corroborar la cuantificacion de los rotameros de
la amida (Figura 28). Las condiciones del experimento fueron: T = 25 °C, tiempo
entre scans: 20 segundos, scans totales 1024. Para realizar la integracion se
escogio la seinal del carbono 2-C del anillo piperidinico. La relacion encontrada fue
de 1:0.81, muy similar a la encontrada por resonancia magnética protdnica

(1:0.84), lo que confirma la proporcion en que estan presentes estos isémeros.
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Figura 28. Espectros de RMN 3C con desacoplamiento de protones y acoplado con NOE, de la 1-
acetil-4°6"-dimetil-3",4 "-dihidroespiro[piperidina-4,2"-(1’-H)quinolina] (104).
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2.4 Estudio de la reacciéon de migracién del grupo acilo bajo condiciones
de desbencilacion

Como se refirio anteriormente, los productos 100-109 se formaron por dos

reacciones consecutivas, una desbencilacion y la migracion del grupo acilo del

nitrogeno dihidroquinolinico al piperidinico. A continuacion se describen los

estudios realizados para este interesante y novedoso hallazgo.
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2.4.1. Establecimiento de la migracion. El primer indicio de la migracién de los
grupos acilo, del nitrégeno dihidroquinolinico al piperidinico, fue el corrimiento
hacia campos bajos de los protones de las posiciones 2(6)-C del anillo
piperidinico; este desplazamiento indica claramente la influencia de un grupo
electroatractor, cuyo efecto anisotropico hace que las sefnales de dichos protones

estén desplazadas 0.3-0.4 ppm de la posicion a la cual deberian aparecer.

Otro hallazgo importante en los espectros es la falta de la sefal para el protén
unido al nitrégeno de la piperidina (N-H). Si el nitrégeno piperidinico estuviese
libre, esta sefal deberia aparecer alrededor de 2.00 ppm; sin embargo, los

espectros no registran sefales para éste hidrégeno.

Finalmente, la migracion del grupo acilo fue establecida, inequivocamente, con los
espectros de RMN de acoplamiento heteronuclear, HMBC; donde se ven
claramente las correlaciones entre el carbono carbonilico y los hidrégenos

metilénicos unidos a los C-2 y C-6 del anillo piperidinico.
En las formamidas, se observa la correlacion anterior y adicionalmente, la

correspondiente al proton formilico y los carbonos dos y seis de la piperidina
(Figuras 29 y 30).
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Figura 29. Espectro HMBC de la 1-formil-4'6’-dimetil-3°,4 -dihidroespiro[piperidina-4,2"-(1'-
H)quinolina] (103).
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Figura 30. Espectro HMBC de la 1-acetil-4'6'-dimetil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2"-(1"-
H)quinolina] (104).
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2.4.2. Migracion inter- o intramolecular? En las transposiciones es importante
determinar si en el cambio estructural los fragmentos resultantes de la ruptura
permanecen durante cierto tiempo libres, antes de formar un nuevo enlace para
dar el producto transpuesto, o si no es asi. Para elucidar si la migracién del grupo

acilo es de tipo inter- o intramolecular, se realizaron varios tipos de experimentos:

24.2.1. Determinaciéon de los fragmentos estructurales. Las masas de
reaccion sin purificar, de todas las reacciones llevadas a cabo en el estudio de la
migracion se analizaron por CG-EM, para examinar la presencia de cualquier otro
producto de interés formado durante la reaccién. En la Figura 31 se observan los
productos que podrian generarse: el compuesto i, producto de la desbencilacion y
subsiguiente migracién de acilo; el producto desbencilado ii, y el posible

fragmento de una migracion de tipo intramolecular iii.

Figura 31. Productos que podrian formarse en la reaccion de desbencilacion de las
espiropiperidinas 89-99.
CHs CHs

HCOO'NH,* R,_/ |
Pd/C, MeOH/A NN
H

i O

Cuando se tienen grupos formilo, acetilo y cloroacetilo en el nitrégeno
dihidroquinolinico, la reaccion trascurrié completamente hacia el producto i, no se

encontraron evidencias de los productos ii o iii.

Durante la reaccion de desbencilacion de las cloroacetamidas se eliminé el cloro,
dando acetamidas como productos finales. En los crudos de reaccion de las
benzamidas, se encontré una pequena cantidad (< 10 %) de productos ii; en
varios intentos de transformar totalmente este producto en el migrado (se

realizaron reacciones con una mayor cantidad molar de formiato de amonio y/o
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Pd/C, y adicionalmente se aumento el tiempo de reaccion), pero la reacciéon se

“estanco” y no fue posible la conversion total.

2.4.2.2. Experimentos de cruzamiento. Un método de estudio de los
mecanismos de reaccion, que es particularmente notable en los rearreglos
moleculares es la técnica de experimentos crossover: dos compuestos distintos,
pero similares, que separadamente se transponen a velocidades semejantes se
someten al mismo tiempo, y en la misma disolucion, a una transposiciéon en
concentraciones comparables. Después, se analizan los productos de reaccion y
las proporciones entre ellos (Carroll 1998; Sykes 1975). En esta investigacion se
realizaron tres experimentos de entrecruzamiento entre amidas y dos

experimentos con atrapadores del fragmento acilo.

Reaccion de entrecruzamiento con dos espiranos. Se efectuaron tres ensayos
con diferentes amidas: en el primer experimento se uso a 89 y 93, en el segundo
a 90 y 98, y para el tercero se emplearon a 90 y 97 (Figura 32). Las condiciones
de reaccion para los experimentos fueron las mismas que las utilizadas
previamente para obtener los productos transpuestos: relaciones molares de cada
componente, disolvente, tiempo de reaccion y temperatura, asi: se hizo una
mezcla equimolar de las amidas (0.5 mmol de cada una), formiato de amonio
(5.00 mmol) y Pd/C al 10% (2.5 % molar), en metanol (20 mL), se calento a reflujo
por 10 minutos, seguidamente el catalizador se filtré y una alicuota de la solucién

metandlica fue analizada por CG-EM.
El analisis de los cromatogramas y los espectros de masas no revel6 productos de

reacciones de tipo intermolecular, solo se encontraron los mostrados en la Figura

32 para cada experimento, los correspondientes a una migracion intramolecular.
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Figura 32. Experimentos crossover entre distintos derivados acilados de las espiropiperidinas.
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Es

permitido especular que en algun paso de la reaccion, el fragmento acilo puede

Reaccion de atrapado del fragmento acilo con trampas quimicas.

desprenderse del nitrogeno, por eso, se intentd el atrapamiento con un cepo que
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lo interceptara. Se consideraron a la piperidina y la morfolina, como los mas
adecuados, por cumplir con dos condiciones importantes: un poder de nucleofilia
similar entre los dos nitrogenos reactantes y la no disposicion a formar

subproductos alternativos en la reaccion.

Se efectuaron los experimentos usando el derivado acetilado 93 y conservando
las condiciones de reaccion 6ptimas para obtener la migracion (Figura 33). En el
analisis de la masa de reaccion no se evidencié la formacién de N-acetilpiperidina

o N-acetilmorfolina.

Figura 33. Experimento de atrapamiento del fragmento acilo con piperidina.

CH; CHj X
HsC X HsC
+ [ j —2a2 N + N
X =CH,, O
VLN N i H L_N__cH A
e T
*~ 93 104 o

HsC” YO

©

a. 93 (1 mmol), piperidina o morfolina (1 mmol), HCOO'NH,* (5 mrrzls, Pd/C (2.5% mmol), MeOH (10 mL),
T =64 °C, t =10min.

=

El resultado negativo en las técnicas de entrecruzamiento sugiere que cada
molécula reactante no se separa en fragmentos durante la reaccién, por lo tanto
no se generan los productos mixtos. Interesantemente ningun analisis
cromatografico muestra evidencia de éstos, con lo que se podria concluir que las
migraciones transcurren intramolecularmente, pero segun las reglas actuales,®* la
interpretacion de estos resultados no se puede hacer irrefutablemente; la no
observacion de estos productos no permite afirmar, que no ocurre una
disociacion, en la que tal vez la recombinacion del producto es tan rapida, que los
fragmentos no alcanzan a difundirse en el disolvente. La conclusion de una
migracion de tipo intramolecular del fragmento acilo en los espirosistemas
estudiados es aun limitada y s6lo podria ser reconfirmada con alguna técnica de

marcaje isotopico.
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2.4.3. Alcances de la migracion. Para establecer los alcances de la migracion,
se estudiaron otras condiciones de reaccion, cambios en el catalizador, variacion
de la temperatura y disolventes, todo enfocado a obtener mas datos del
transcurso de la reacciéon y a determinar si podria suceder en condiciones
biolégicas (aguay T = 37 °C). En todos los casos se analizé el crudo de reaccién
por GC-EM.

Lo primero que se realizo fueron experimentos modificando el agente reductor, se
probé el hidrégeno molecular, que es el tipicamente usado en las reacciones de
desbencilacion, pero después de cuatro dias no se observé ningun cambio, solo
se encontré el sustrato, la amida 93 (Figura 34). La desbencilacion de estos

compuestos posiblemente necesita altas presiones de hidréogeno.
También se ensayo el acetato de amonio, mucho mas econémico que el formiato,

pero no ocurrid ninguna reaccién, ni aun prolongando el calentamiento por una

hora.

Figura 34. Estudio de la reaccion con hidrégeno molecular y acetato de amonio.
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Seguidamente se procedié a cambiar los disolventes, se realizé la reaccidén en

una mezcla de metanol-agua (1:1), agua y sin disolventes (Figura 35).

Las dos reacciones sin disolventes transcurrieron de forma completa hacia el
producto migrado. Las temperaturas en cada caso, se utilizaron un poco mas
arriba del punto de fusion de las amidas precursoras para lograr una

homogenizacion completa de la masa de reaccion.

Cuando se utilizé agua o mezclas de metanol-agua, se detectaron dos productos:
el migrado y el producto 110, formado probablemente por la formilacion del
nitrogeno piperidinico, inmediatamente después de la desbencilacion. La

proporcion entre ellos en ambos casos fue de 95:5.
La utilizacion de agua como disolvente, disminuye considerablemente los costos

de la reaccion (us6 y secado del metanol) y la hace mas amigable

ambientalmente.

Figura 35. Estudio de la reaccion usando agua, metanol-agua y sin disolvente.

H
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Se efectuaron reacciones a 37 °C en agua y metanol con la amida 93. El

monitoreo por cromatografia en capa fina durante la primera hora revel6 la
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aparicion de una mancha con igual R; que la generada por el producto migrado
104, pero en pocas cantidades. Se optd por ampliar el tiempo de reaccién a 24
horas. En ambos casos el compuesto 104 se formé en buenos rendimientos, pero
la reaccion ya no fue tan “limpia”, se presencio la aparicion de una gran cantidad
de sefales pequenas que no pudieron ser identificadas y representaron un 14-

15% del total, un porcentaje muy alto de productos secundarios (Figura 36).

Figura 36. Estudio de la reaccion a 37 °C, en metanol y agua.

CH3 CH3 CH3
HsC HsC HsC
HCOO'NH,* +
N PdIC, t=24 h N N
P N.g, T=37°C H N\H/CH3 P N\H/H
HaC™ Y0 I HC™ Y0 I
93 104 110

H,0: 104 (74%), 110 (12%), NI (14%)
MeOH: 104 (62%), 93 (23%) NI (15%)

Anteriormente se mencion6 que durante las reacciones de las benzamidas se
formaba aproximadamente un 10 % del producto desbencilado pero sin migrar, y
que no fue posible “empujar’ la reaccion hasta su conversion total. Este hecho
podria representar un equilibrio, que no fue observado con otros grupos acilo.
Para descartar o confirmar esta suposicion se diseiid una reaccién y se aplico a
dos sustratos diferentes. Las amidas migradas 104 y 105 se mezclaron con los
mismos reactivos y en las mismas proporciones molares que las utilizadas para
prepararlas (Figura 37), pero la temperatura del sistema no se subié hasta el
reflujo del metanol, se mantuvo a 40 °C durante 12 horas. Los analisis de CG no
mostraron la formacion del producto ii, por lo cual se concluydé que no es el factor

de reversibilidad lo que no permite completar la reaccion.
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Figura 37. Estudio de la reaccién inversa a 40 °C.

CHs CH,
H,C H,C
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a. HCOO'NH,*, Pd/C, MeOH, t = 12h, T=40°C

Después de este resultado quedo la opcidn de elevar la temperatura. Para esto, la
reaccion se llevé a cabo sin disolventes a 124 °C (temperatura de fusion del
formiato de amonio), y en etanol y agua a reflujo. La reaccién sin disolvente
condujo a la misma proporcidn encontrada anteriormente para los productos i vy ii
(~90:10). En las otras dos sélo se observd una intensa descomposicion, aprox.
cincuenta senales en el cromatograma. El factor por el cual no se logra la

migracion de forma completa en las benzamidas no pudo ser aclarado.

2.4.4. Explicacion de la migracion. Los intentos de esclarecer el tipo y los
alcances de la migracién generaron resultados con los cuales se propone la ruta
mostrada en la Figura 38, por la cual podria transcurrir la migracién de los grupos
acilo en este espirosistema. Un primer paso es la pérdida del grupo bencilo, para
formar el intermedio desbencilado; un cambio conformacional del anillo
piperidinico de silla a bote, puede disminuir la distancia entre el carbono
carbonilico, deficiente de electrones, y el nitrdgeno de mayor densidad de carga,
el piperidinico y causar la migracion del acilo. Después de la migracion es posible
que se restablezca rapidamente el conformero mas estable, dando una estructura
final con la geometria que se mostré en la en la Figura 20, en el que el anillo

piperidinico tiene conformacion de silla.
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Figura 38. Via de la migracion intramolecular de acilo en los sistemas espiranicos.
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Los anteriores postulados también se apoyan en dos tipos de calculos: a) la
densidad de carga sobre los nitrogenos, y b) la geometria del intermedio

desbencilado.

a) Aplicando el método PEOE (Partial Equalization of Orbital Electronegativity), y
el software PETRA (Parameter Estimation for the Treatment of Reactivity
Application) (Gasteiger et al., 1987; Gasteiger et al., 1980; PETRA, web site ), al
espirano 67, a la amida 101, y a la estructura intermedia de la reaccién de
migracion ii, se hallé que la estructura no acetilada 67 muestra mayor densidad de
carga sobre el nitrogeno piperidinico (-0.3174), lo que se manifiesta en un mayor

caracter basico de este atomo (Figura 39).

Figura 39. Densidad de carga sobre los nitrogenos en 67, 101, y el intermedio de reaccion ii.

CH3 CH3 CH3
N _H N _H N
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67 ii 101
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Las cargas atomicas indicadas en las estructuras ii y 101 indican que la
introduccion del grupo carbonilo ocasiona una disminucién en la densidad de
carga, lo cual se explica debido al caracter electrotomador del grupo carbonilo.
Estos calculos ayudan a explicar por qué el grupo acetilo puede migrar entre los

nitrégenos de la estructura, desde uno de baja, a otro de alta densidad de carga.

b) La minimizacion de la geometria para el intermedio desbencilado de la
reaccion de la amida 93, indica una conformacion tipo bote para el anillo de la
piperidina.89 Esta conformacion permite el acercamiento del atomo de carbono
carbonilico y el nitrégeno piperidinico (distancia entre ellos 2.9 A) induciendo la

migracion del acilo al nitrogeno de mayor densidad de carga (Figura 40).

Figura 40. Conformacion de bote del anillo piperidinico en el intermedio de reaccién de la amida
93.
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3. ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD QUIMICA DE LAS N-(1-BENCIL
PIPERIDINIL-4)-N-ARILAMIDAS COMO ANALOGOS FLEXIBLES
EN LA MIGRACION DEL GRUPO ACILO

3.1 Antecedentes

Los amplios aspectos biolégicos de las piperidinas obligan al desarrollo constante
de la preparacion efectiva del anillo piperidinico, por ende, la quimica de sus
derivados sobre todo los sustituidos en posicion C-4, ha sido siempre un centro de
interés para los quimicos organicos sintéticos (Weintraub et al., 2003; Kuznetsov
1991).

3.1.1. Aminopiperidinas. Dentro de esta serie de piperidinas, se destacan
sobremanera las diversas 4-aminopiperidinas, las cuales son importantes
intermedios sintéticos para la preparacion de varios alcaloides y farmacos. En la
literatura abundan los ejemplos de preparacion de los derivados las 4-
aminopiperidinas, aqui se citan varios articulos de importancia (y de utilidad para

nuestro trabajo) para dar un panorama general de estos procesos.

Las mas simples 4-aminopiperidinas 115 se pueden preparar a través de la
formacion de oximas 112 derivadas de las y-piperidonas de formula general 111 y
posterior reduccién sea catalitica o quimica; éstas también pueden obtenerse a
partir de las sales de piridinio 114 via reduccion en presencia de Pt o via la
reduccion de las bases de Schiff 113, obtenidas por la reaccion entre y-piperidonas
111 y las correspondientes aminas aromaticas. La reduccién se puede realizar con

ayuda de los hidruros mixtos de métales y también por hidrogenacion catalitica.
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La reaccion entre las bases de Schiff 113 y reactivos de Grignard (y
organolitiados) es una ruta tradicional que conduce a la formacién de las aminas

secundarias 116.

Para la obtencion de aminas secundarias piperidinicas a partir de la y-piperidona y
aminas alifaticas se utiliza la reaccion de aminacion reductiva, en presencia de los

siguientes catalizadores: Pt, Pd, Ni-re, y también NaBH4, NaCNBHG.

La formacion de aminas terciarias piperidinicas 117 se puede llevar a cabo con
reacciones de alquilacion o arilacion, por los correspondientes halogenuros de
alquilo o arilo, de las aminas secundarias, en presencia de K;CO3 y Cu en polvo
(Vartanyan 1983) (Esquema 27).

Esquema 27. Rutas generales de obtencién de 4-aminopiperidinas.

d‘j/ R”z\ ﬁj / R114
N @ e R“s\ .

111
\ NHR;
SInNe &

r 116 ' 117

La quimica de todas las 4-aminopiperidinas es relativamente sencilla y consiste en
reacciones de alquilacién, arilacion, arilsulfonacion, acilacion, etc. que dan una
diversidad enorme de “andamios” moleculares piperidinicos. A su vez, los N-

derivados también se utilizan ampliamente en la quimica medicinal.
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Aunque estas transformaciones son sencillas, cada ano se desarrollan nuevos
procesos en la quimica de piperidinas, que pueden ser utiles en la busqueda de

nuevos modelos selectivos de alta afinidad con los receptores bioldgicos.

Las nuevas N-alquil-4-N-alquilaminopiperidinas 120 fueron sintetizadas usando la
reaccion de alquilacion entre las 4-alquilaminopiperidinas 119, y halogenuros de

alquilo (yoduro de butilo, bromuro de cinnamilo, etc.).

Los sustratos clave, -las N-bencil-4-alquilaminopiperidinas 118- se prepararon a
partir de la N-bencil-4-aminopiperidina o de la N-bencil-y-piperidona (Teodori et al.,
2004)* (Esquema 28). Las piperidinas 120 se desarrollaron como farmacos

bloqueadores contra el dolor de tipo neuropatico.

Esquema 28. Preparacién de N-alquiI—4—N-alquilaminopiperidinas 120.

H’ _a H- N
NH

118 119

SO S G
= OCH3 \/\O

(a) HCOONH,*, MeOH, Pd/C. HN e,
(b) RiBr o Ryl, Et;N. \@ J@
Ry Ry = \/\D ~"o
120 10-88 % o

En la busqueda de nuevos agentes antimalaricos se disefiaron nuevos derivados
piperidinicos, cuya ruta sintética comienza con la amino-reduccion de la N-bencil-
y-piperidona, con 3-cloroaminopropano y NaBH(OAc)s, en presencia de acido
acético y trietilamina (Brinner et al.,, 2005). Las aminas secundarias 121 asi
preparadas, fueron desbenciladas obteniéndose las 4-N-Boc-1H-piperidinas 122.

Ultimas fueron nuevamente alquiladas reductivamente con una serie de aldehidos,
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seguida de una eliminacion del grupo Boc, para dar los analogos piperidinicos 123

de la cloroquina (Esquema 29).

Esquema 29. Preparacion de derivados piperidinicos antimalaricos 123.

Boc

(0] 1
@ ab Cho~N c.d
N\/ Ph Rend. cuantitativo N ph Rend. 66 %
121 ~

N Boc . \N H R = CeHyy, 71%
~_N N e, ~ N ~_N R = CHyCqH1, 62%
TN R = CHy-CgHy -Cl-p, 45%
122 NH 123 N._R R = CHy-CeHy-CeHs-p, 63%

(a) NaBH(OACc)3, AcOH, Et;3N, 3-cloroaminopropano. (b) Boc,O, THF. (c) Et,NH, Nal, DMF, 70 °C
(d) HCOO'NH,*, Pd/C, MeOH, EtOAc. (e) RCHO, NaBH(OAc)s. (f) HCI, dioxano.

Ejemplos donde las 4-aminopiperidinas forman parte del sistema heterociclico de
farmacos potenciales, son bastantes en la literatura quimica medicinal. Es asi, que
se encuentran las benzooxazinonas N-piperidinil sustituidas 127, antagonistas no-
peptidicos, selectivos de los receptores de la hormona oxitocina. La sintesis
convergente de los heterociclos 127 inicia con la aminoreduccién de la N-Boc-y-
piperidona, con el alcohol 2-aminobencilico, para dar la 4-N-arilamino-N-Boc-
piperidina 124. Esta ultima es ciclada al derivado 1-(4-piperidinil)-1,4-
dihidrobenz[d][1,3]oxazin-2-ona 125 con trifosgeno. Con este intermedio 4-amino-
1H-piperidinico y con derivado hidroxipiperidinico 126 se completa la preparacion
de las piperidinas 127 (Bell et al., 1998) (Esquema 30).
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Esquema 30. Preparacion de piperidin-benzooxazinonas 127.

OH

(0] (0]

MBOQC/Q e, f! g N
79 /
’ \G\l o
78%| P
MeO,C Boc HO
126

h, d
— 0
w@ Y
MBoc 75% 125 N~ 127

(a) Alcohol 2-aminobencilico, AcOH, tolueno, reflujo. (b) NaCNBH3, AcOH, tolueno, THF. (c) trifosgeno, DIEA,
THF. (d) HCI, EtOAc. (e) N-(tert-butiloxicarbonil)piperidin-4-ol, PhsP, DEAD, THF. (f) NaH, Mel, DMF. (g) NaOH,
MeOH, H,0. (h) EDC, HOBT, DIEA, DMF.

Ademas de la N-bencil-y-piperidona y N-Boc-y-piperidona (productos comerciales),
existen otros precursores (productos no comerciales) utiles en la diversificacion de
las 4-aminopiperidinas, p.ej., - la N-Boc-4-aminopiperidina 128. Su nueva sintesis
consistié en la facil aminacion reductiva del producto comercial N-Boc-y-piperidona
con hidrégeno molecular y amoniaco en solucion metandlica, en presencia de

cantidades cataliticas de paladio sobre carbdn (Jiang et al., 2004) (Esquema 31).

Esquema 31. Conversion de la N-Boc-y-piperidona en la N-Boc-4-aminopiperidina (128).

(a) Hp, 10% Pd/C, NH3/CH4OH, r.t.

La sintesis y quimica de las 4-aminopiperidinas N-sustituidas nos proporcionan un
gamma amplio de moléculas potencialmente bioactivas dentro cuales se

encuentran N-aril(alquil)-N-(piperidinil-4)amidas.
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3.1.2. N-(Piperidinil-4)amidas. La eliminacién del dolor es uno de los problemas
centrales de la medicina (Katzung 1993; Lee et al., 2007). En este sentido, los
derivados piperidinicos tienen un papel importante en la generacion de nuevos
farmacos lideres. Gracias a los analisis retro-sintéticos del esqueleto de la morfina,
que precedieron a su sintesis total, se reconocieron fragmentos en los que la base
primaria es el anillo piperidinico (Gates et al., 1954). El desarrollo de la quimica de
los analgésicos piperidinicos derivados de la morfina resulté en la nueva
generacion de potentes farmacos contra el dolor. La introduccién de un atomo de
nitrdgeno (amida) entre los anillos, y la extensién del sustituyente en el atomo de
nitrogeno piperidinico, proporciond el fentanil 129, el alfentanil 130 (Leander
1978) y el analgésico opioide “super potente” ohmefentanil, 131 (Brine et al.,
1995). El isomero 2S, 3R, 4S del ohmefentanil es 20.000-50.000 veces mas

potente que la morfina en monos rhesus (Figura 41).

Figura 41. Morfina como prototipo en el desarrollo de nuevos farmacos en base de 4-
aminopiperidinas.

HO COEt Ph\N/COEt
! R
Ph-NS R HaC
Ph\N J‘ 3 54
HO'-, | — - )\ _CH,CH,R; =™ (21
5 N N o N
Me

N
: C2H5 \\D
CH,CH,R,

Morfina 129, Fentanil: R =H, Ry = CgHs JOL o OH
~ -CoHs i
130, Alfentanil: R = CH,OCH,, Ry =N _ N 131, Ohmefentanil

El interés sintético y farmacoldgico por los anteriores prototipos estructurales se ha
mantenido en un alto nivel durante mas de cincuenta afos, desde del
descubrimiento del fentanil. Una amplia variedad de moléculas desarrolladas han
mostrado que la bioactividad de este tipo de piperidinas depende en gran medida

de la naturaleza de la sustitucién sobre el nitrégeno endociclico.
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Trabajando en la identificacion de antagonistas de la hormona MCH (Vasudevan
et al., 2005; Kym et al., 2006) (hormona melanocito concéntrante), cientificos de
los laboratorios Abbott descubrieron una serie de N-(piperidinil-4)-benzamidas 135
con esta actividad; su sintesis involucra tres pasos comunes a partir de la 4-N-
Boc-aminopiperidina 132 via N-alquilacion del nitrégeno endociclico para dar
piperidinas 133, desproteccion del grupo Boc y posterior acilaciéon del nitrogeno

exociclico en las 4-aminopiperidinas 134 (Vasudevan et al., 2005) (Esquema 32).

Esquema 32. Sintesis de orto-amino benzamidas 135 como antagonistas de la MCHr1.

i HoN

N N
SRt CP
Ph
N\H N~ Ph N~

132 133 76% 134 cuarr?tri]tgiivo

c
Br \
(a) Cloruro de cinnamilo, K,CO3, DMF, 50 °C. ©/ \©/\ R H
R=

(b) HCI 4N/dioxano, 25 °C, 4h.

HzCO. \n/
(c) RCOOH, PS-DCC, HOBt, DMF, 25 °C. Q‘S‘g ©/ o) NN

OCHj 135

Para lograr preparar las N-(4-piperidinil)-nicotinamidas 139 como antagonistas del
receptor del neuropéptido MCH, se uso la N-Boc-4-aminopiperidina 128, la cual,
por un camino comun se transformé en los derivados piperidinicos N-Boc
protegidos 137. La desproteccion de este grupo y su posterior alquilacion reductiva
con varios aldehidos aromaticos condujo a las nicotinamidas 139 con rendimientos

aceptables (Vasudevan et al., 2005) (Esquema 33).

Recientemente, se han publicado varios trabajos sobre nuevos derivados
piperidinicos que actuan como antagonistas selectivos del ligando C3aR no-
arginina (Denonne et al., 2007) y del receptor CCR8 (Ghosh et al., 2006),
inhibidores duales de serotonina (Boot et al., 2006), lo que demuestra que las
piperidinas sustituidas no pierden su importancia y siguen siendo de gran

relevancia sintética y farmacologica (Kallstrom et al., 2008).
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Esquema 33. Nicotinamidas 139 antagonistas de la MCHr1.

O 5 o /O,Boc
R -boc
P H
R=Cl
N~ >cr RN NT > el
_ o,
136 128 1877200% oo HN—<,HN/W,
b -

AN Boc R;= ° \©\
0 /@l Ry 0 /O\J 2‘\@o>’ cl
R N N <CiR X N
| | H | ] H
N R

N

' 139 5169 % Ri 138 42-65 %

(a) PS-DCC, HOBt, DMF, 25 °C. (b) Aldehidos, N-metilpirrolidona, pw 200 °C, 20 min. (c) i. HCI 4N/
dioxano, 25 °C, 4h. ii. R,CHO, MP-BH;CN, 1,2-dicloroetano:metanol 1:1, 50 °C, 12 h.

3.3 Preparacion de las N-(1-bencilpiperidinil-4)-N-arilamidas

Para determinar los alcances de la migracion de grupos acilo en los sistemas
flexibles de la piperidina, y para acceder a valiosos derivados, se prepard una
serie de amidas aciclicas, estructuralmente similares a los sistemas de la
espiropiperidina (Figura 42), y se sometieron a reacciones de desbencilacion en
las mismas condiciones en que transcurrid la migracion en los sistemas rigidos,
NH;"COOH7/Pd/C/A.

97



Figura 42. Sistemas rigidos y flexibles de la piperidina.
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El primer paso del estudio fue la preparacién de las aminas 142-145. Las
cetiminas 49, 50, 140, 141 derivadas de anilinas (anilina, p-toluidina, y la p-
benzoiloxianilina), o bencilamina, y la N-bencil-y-piperidona, disueltas en metanol,

se redujeron con borohidruro de sodio a temperatura ambiente (Esquema 34).

Esquema 34. Sintesis de las 1-bencil-4-N-aril(bencil)aminopiperidinas 142-145.

R
\©\(vf _ NaBH, _ \©\(\f 49, 142 R=H,n=0
\O MeOH, r.t \G 50, 143 R=CHz, n=0

140,144 R=0Bn,n=0
141,145 R=H,n=1
49, 50, 140, 141 142-145

Finalizada la adicion del NaBH,4, se separd el disolvente, se adicion6 20 mL de
agua y la masa de reaccion se extrajo con diclorometano. Los extractos organicos
se unieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Los productos de la reaccion se
purificaron por destilacion fraccionada a presion reducida o por cromatografia en
columna sobre alumina. Los compuestos 142-145 se obtuvieron con buenos
rendimientos, entre el 68 y el 88%. En la Tabla 20 se reunen las constantes fisicas

y quimicas de estos compuestos.

98



Tabla 20. Constantes fisicas y quimicas de las 1-bencil-4-N-aril(bencil)aminopiperidinas 142-145.

Foérmula - p-eb (°C)/ Rto. | IR vny P.M. tr
o 0
N® | Molecular | EStado fisico 7 mmHg P (°C) (%) | (cm™) | (g/mol) | (min)
142 | CigHpN, | Cristales ; 84-85 | 73 | 3377 | 266.38 |32.56
blancos
143 | CioHuN, Cristales 184-185 97-98 88 | 3386 | 280.41 |[34.49
blancos
144 | CysHsN,0 |  Cristales i 125-126 | 68 | 3379 | 37250 |48.17
blancos
Aceite
145 | CiHaiN2 | amarillo, muy ] ] 83 | 3346 | 280.41 |32.93
ViSCOSO

Los estudios de espectroscopia infrarroja de las aminas 142-145 muestran la

aparicién de una banda de mediana intensidad en la zona de 3346-3386 cm™,

correspondiente a la vibracion de tension del grupo N-H (Tabla 20). En los

espectros de masas de estas aminas, se encontraron cuatro iones diagnosticos
Miz 173 (C12H1sN*), miz 146 (C1oH12N*), miz 132 (CeH1oN*) y m/z 118 (CgHsN')

productos de las rupturas p (®1-®4) en los anillos piperidinico y arilico; el pico de

base corresponde al ion C7H;" (m/z 91), producto de la ruptura bencilica (Tabla

21).
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Tabla 21. lones principales y posible ruta de fragmentacion de las 1-bencil-4-N-aril(bencil)aming
piperidinas 142-145.

o
m/z, (1, %)
Comp. D, @, @, @, D5
M+. +. at +. ¥ +. g +, g [M+'-
[M™-ArNH2]" | [M"-BnNCH3] | [M"-BnNC2Hs] | [M"-BnC3H7N] ArNHCsHsN
142 | 266(19) | 173 (76) 146 (22) 132 (8) 118 (17) 91 (100)
143 | 280(29) 173(83) 146 (16) 132 (10) 118 (10) 91 (100)
144 | 372(26) 173(77) 146 (15) 132 (3) 118 (7) 91 (100)
145 | 280(26) | 173 (33) 146 (13) 132 (5) 118 (5) 91 (100)

En los experimentos de RMN 'H se observan dos grupos de sefiales en zonas
distintas: los protones piperidinicos, y los protones aromaticos. En el espectro de
la amina 143 (Figura 43), los hidrogenos axiales y ecuatoriales de los carbonos 3
y 5 aparecen a 1.45 (c, J=10.4 Hz) y 2.02 (d, J = 12.4 Hz) ppm, respectivamente;
a 213 (t, J = 116 Hz) y 2.83 (bd, J = 11.7 Hz) ppm se observan los
correspondientes a las disposiciones axiales y ecuatoriales de los carbonos dos y
seis. El hidrégeno del carbono cuatro de la piperidina resuena a 3.25 ppm como
un singlete. Los hidrégenos de los grupos metilo, amino y metileno generan
singletes en 2.22, 3.35 y 3.51 ppm respectivamente. Las sefales de los protones
aromaticos aparecen a campos bajos entre 6.51 y 7.32 ppm. En la Tabla 22 se

reunen los datos de caracterizacion para cada una de las aminas.
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Figura 43. Espectro de RMN 'Hdela 1-bencil-4-N-(4-metilfenil)aminopiperidina (143).

3 6 CH
H3C©j j:\/"\l,Bn 3
Hg N~ 4 2 CH
n 6 H 3 2
- 2(6)-Ha
3(5)'HAr 2(6) HAr N-H ( )
-H 3(5)-He
/J / 2(6)-He 3(5)-Ha
I S B I T T [T I S B I —
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

ppm (1)

Tabla 22. Datos de caracterizacién por RMN-"H para las 1-bencil-4-N-aril(bencil)aminopiperidinas

142-145.
Comp. Desplazamientos quimicos ( ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (Hz)
Piperidinicos Otros Arilicos
N° i y
3(5)-Ha | 3(5)-He | 2(6)-Ha | 2(6)-He 4-H NH | CHe R bencili-
Ph cos
4 | 152() | 208(d) szi gt‘;) 289 (bd) | 334(sp) | 351 | 357 | 6.63-
=£ 1J=103 ] J=123 0o | 3=18 J=38 (bs) | (s) 7.38
145 (c) | 2.02(d) | 213(t) | 2.83 (bd) 3.35 | 3.51 CHs 6.51-
143 1 32904 | 3=124 | 3=116 | 3=117 | 32508 | ey | (s) | 222(s) | 7.32
14 | 146 ) 203(d) | 214(t) | 2.86(bd) | 3.22(sp) | 2.84 | 3.53 OCH, 6.57-
== 13=103| j=q23 | J=115 | =119 J=39 (bs) | (s) | 4.99(s) 7.44
NCH;
145 113- | 147-155 | 156-162 | 183191 | ) .| 345 | Sppnas | 7:20-
1.33 (m) (m) (m) (m) ®) | (@) azar| 731

Las aminas 142-145 se sometieron a reacciones de acilacion segun las

condiciones optimas ya estudiadas en el capitulo anterior (Esquema 35).
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Esquema 35. Sintesis de las N-(1-bencilpiperidin-4-il)-N-aril(bencil)amidas 146-157.

R4 R4 RQYO
H (a-d)
mNO N
n n

N. N.
142-145 Bn 146-157 Bn

a. HCOOH/Ac,0/Py/0°C. b. Ac,O/NEty/A. ¢. CgHsCOCINEy/C7Hg/rt.
d. CH3COCI/NEty/CH,CI,/0°C. e. p-NO,CgHs/NEt;/C;Hg/5°C.

146 R{=R, =H,n=0 152 Ry =CH3 Ry =CHCl,n=0
147 Ry=H,Ry;=CH3 n=0 153 Ry =CHgz Ry =p-NO,CeHs n =0
uR1=HaR2=Phrn=0 MR1=OBn=R2=CH3yn=O
149 Ry =CHz Ry =H,n=0 155 Ry=Ry=H,n=1

150 Ry=R,=CHz n=0 156 Ry=H, Ry =CHz n=1

151 Ry=CHs R, =Ph,n=0 157 Ry =H, Ry =Ph,n=1

Los tiempos de reaccién en general fueron cortos y los rendimientos bastante
altos. En su mayoria las amidas se presentaron como solidos cristalinos de color
blanco o amarillo, de puntos de fusién definidos y sus espectros de IR mostraron
la sefal, intensa y caracteristica, para la vibracion del grupo C=0O amida en la
zona de 1638-1676 cm™ (Tabla 23).

En sus espectros de masas, el ion molecular es de muy baja intensidad (1-8%);
los cationes [M-(COR’)]" se forman por la eliminacién de los grupos acilo
sustituidos desde los iones moleculares, a través de la ruptura ®¢. Los iones con
m/z 173 (C12H4sN¥), m/z 146 (C1oH12N™), m/z 132 (CgH1oN™) y m/z 118 (CgHgN™),
provienen de las rupturas  del anillo piperidinico relacionadas con las escisiones

®,—®ds. El ion pico de base correspondié al ion tropilio con m/z 91 (100%).

Finalmente, en estas amidas aparecié un nuevo ion diagnostico con m/z 82
(CsHgN™), no registrado en ninguna serie de compuestos anteriores, proveniente
de la ruptura ®7. En la Tabla 24 se recogen los iones principales y las posibles

escisiones de las amidas 146-157.
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Tabla 23. Constantes fisicas y quimicas de las N-(1-bencilpiperidin-4-il)-N-aril(bencil)amidas 146-
157.

Férmula Estado IR vn-c=0 P.M. .
[] 0 0,
B Molecular fisico 5 () AU (cm™) (g/mol) R
146 CioH22N20 Cristales 89-90 97 1669 294.39 37.16
blancos
Aceite
147 CaoH2sN20 amarillo, - 90 1652 308.42 26.43
Viscoso
148 CasH26N20 Cristales 90-91 97 1645 370.49 34.58
blancos
149 Ca0H24N20 Cristales 66-67 Cuant. 1651 308.42 40.21
blancos
150 C21H26N20 Cristales 112-113 98 1657 322.44 26.50
blancos
151 CasH2sN20 Cristales 115-116 93 1638 384.51 37.14
blancos
152 | C21H25CIN2O Cristales 98-99 68 1673 356.89 30.89
- blancos
153 | CosHzrNsOs Cristales 159-160 98 1676 429.51 50.53
amarillos
154 | CarHaoN:O; Cristales 130-131 78 1652 414.54 59.02
amarillos
155 CaoH24N20 | Aceite amarrillo, . 90 1668 308.42 41.38
- ViSCoso
156 C21H26N,0 | Aceite incoloro, . 90 1645 322.44 42.07
- muy VISCOSO
157 CasHasN20O | Aceite amarrillo, . 92 1636 384.51 39.59
- muy VISCOSO

En los espectros de RMN 'H se observé un similar corrimiento y multiplicidad para
los protones piperidinicos en todas las amidas de la serie (Tabla 25). En el
espectro de la N-(1-bencilpiperidin-4-il)-N-fenilformamida (146) (Figura 44), los
hidrogenos de los carbonos axiales y ecuatoriales de los carbonos 3 y 5 resuenan
en 1.62 (cd, J = 12.2, 3.8 Hz), y 1.79 (bd, J = 12.0 Hz) ppm; como un triplete de
dobletes (J = 11.9, 1.9 Hz) aparece la sefial para los hidrogenos de las
disposiciones axiales de los carbonos dos y seis, y como un doblete en 2.91 ppm
(J = 11.8 Hz) - los ecuatoriales. El proton cuatro de la piperidina generd una triple
triplete en 4.47 ppm (J = 12.2, 4.0 Hz). EI grupo CH; bencilico resoné como un
singulete en 3.46 ppm. Entre 7.13-7.42 ppm aparecen los hidrégenos aromaticos,

y en 8.17 ppm el protdn de la formamida como un singulete.
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Figura 44. Espectro de RMN 'Hdela N-(1-bencilpiperidin-4-il)-N-fenilformamida (146).

N Ph
N A2 CHe J“/V\/M
3
H-CO Hg y )%o M T
H ppm (f1)
Ar o 0 o 4500 0 3(5)'He T
(1)
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1 2(6)-He 2(6)Ha \ /
A B |
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

ppm (1)

Para lograr la asignacién estructural correcta de los hidrégenos de la piperidina,
fue necesario recurrir a los experimentos bidimensionales. En la Figura 45 se
presenta como ejemplo una ampliacion del espectro HMBC de la N-(1-
bencilpiperidin-4-il)-N-(4-metil_fenil)acetamida 150, en el que se observan los
acoplamientos entre el hidrégeno de la posicion cuatro (4.62 ppm) y la sefal
generada por los carbonos C-3 y C-5 de la piperidina a 30.4 ppm. EI carbono
bencilico (62.8 ppm) acopla con la senal de 2.09 ppm, asignada a los hidrogenos

H-2 y H-6 de las disposiciones axiales.

Figura 45. Acoplamientos relevantes en el espectro HMBC de la N-(1-bencilpiperidin-4-il)-N-(4-
metil fenil)acetamida (150).
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Tabla 25. Caracterizacion por RMN-"H para las 1-bencil-4-N-aril(bencil)aminopiperidinas 146-157.

Comp. Desplazamientos quimicos ( ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (Hz)
N° Piperidinicos Otros Ary
3(5)Ha | 3(5)He 206)Ha | 2(6)-He 4H CHz-Ph R Bn
1.62 (cd) 4.47 (tt)
6 179(bd) |  211¢d) | 2.91(bd)| 24 8.17 (s),
146 | 3=123 | [O0G 1 2HED 5T0S | 9=122 | sase) | SIS | 713742
3.8 4.0
1.40 (cd) | 4 76 (ba) 2.11(1d) | 2.87 (bd) | 465 (tt) 3 = 1.74 (s),
147 J=123 '12 2 4 3.44 (s) 7.07-7.42
147 Lod | a=123 | 3=119,18 [a=117 | 1224 CHa-CO
158 (cd)
S 190 (bd) | 247(t) | 2.94 (bd) | 4.77 (bs) J ] ]
N R R J=115 | J=117 | =12240 | 3486 6.99-7.31
237
1.59 (cd)
S 176 (bd) | 209 (td) |2.89 (bd) | 4.44 (tt) J (s),CHs )
149 | J ‘315'2' J=122 | J=11.9,21 | J=118 | =122, 40 | 3*°©) | g13¢), | 7-01-7:30
: H-CO
173 (s),
50 | v 28D 17200 | 2000 |20 las2ma=] s) | CHCO | 71677
150 2| J=116 | 1=118,15 122,39 | 236(s), | 197
3.7 116
CHs
1,55 (cd)
S 187(bd) | 215() | 292(bd)| 474 223 (s), ]
BL 91220 =7 | a=115 | 3=115| (bs) 346(s) | “cp, | 685729
141(d) | 176 (bd) | 210(td) | 2.88 (bd) | 4.60 (tt) J = c2:|-?33(57)1
152 1) Te% | u=124 | a=11818 | J=117 | 122,39 | >4 &) | ~ (s, | 700729
: CH,-CI
158 (cd)
5 189(bd) | 247(t) | 2.94 (bd) | 4.74 (bt)J 2.26 (s), ]
188 ) J=122 | goqi7 | a=1is |a=11e | =118 | 3980 | on, | 086798
sa | v 471 (bd) | 210(d) | 286 (bd) [461 (1) I=]| 4, " g:lzljésc)) 6.97.7 46
134 s | J=116 | 3=118,15 | J=116 | 121,39 | > 5.06 (s), | 0977
: CHp-O
8.41 (s),
1.30-1.67 178-2.07 | 2.76- H-CO
155 o) 0T | Jaomy | 444 @) | 3406) | Jiga) | 724734
CHs
1.95 (s),
1.48-1.56 1.85-2.02 | 2.79 (bd) CHs-CO
156 o) o 213020 | 4s1e) | 337060) | 5 | 709726
Ha
155-1.78 1.97-2.10 452 473 (bs),
157 o) oy | 282(09) by | 3976 | ML | 721740

Para determinar si podria transcurrir o no la migracion de los grupos acilo en estos

sistemas, después de caracterizadas las amidas, se realizo la desbencilacién con
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el sistema NH;'HCOO7/Pd/C. La reaccion se llevd a cabo en las mismas
condiciones que en el capitulo anterior: una mezcla de cualquiera de los
compuestos 146-157 (1.00 mmoles), formiato de amonio (5.00 mmol) y Pd/C al
10% (2.5 % molar), en metanol (20 mL), se calenté a reflujo por 5-30 minutos
(Esquema 36). Se filtré el catalizador y una pequena alicuota de la masa de
reaccion se analizé por CG-EM, a la restante se le retird el disolvente, y los

productos formados fueron aislados por cromatografia en columna sobre alumina.

Esquema 36. Productos A y B formados en la reaccion de desbencilacion de las N-(1-
bencilpiperidin-4-il)-N-aril(bencil)amidas 146-157.

-Bn J\
/@AN HCOONH," /@/H"N . @/@w + C7Hg
Pd/C, MeOH/A H
R o)\m R O)\R1 R

146-157 158A-168A 158B-168B
158 R=R;=H;n=0 162 R=R;=CHzn=0 - “Hn=
159 R=H,R;=CH;n=0 163 R=CHy R;=Ph:n=0 Hizﬂ’ﬁ1=2;_|”,n1=1
160 R=H,Ry=Ph;n=0 164 R =CHj Ry =p-NH;CeHsin=0 1o 0 R!_ppnc 4
161 R=CHz Ry=H;n=0 165 R =OH, Ry =CHg;n=0 - s

Los resultados obtenidos para casi todas las reacciones mostraron la formacion
exclusiva de los productos desbencilados 158A-168A. Para el caso de las
formamidas 158, 161, y de los derivados de bencilamina 166-168, los analisis de
CG-EM mostraron que el crudo de reaccidon estaba formado de dos compuestos
con la misma masa nominal: el “desbencilado” (serie A) y el “desbencilado-

migrado” (serie B); la relacién en la que se formaron se muestra en la Tabla 26.
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Tabla 26. Relaciones (en %) de las amidas de las series A y B formadas en la desbencilacion de
las 1-bencil-4-N-aril(bencil)aminopiperidinas 146, 149, 155-157.

N° | 158 | 161 | 166 | 167 | 168
A | 130 | 142 | 272 | 354 | 7.04
B | 87.0 | 858 | 728 | 646 | 926

Las amidas desbenciladas A, son sdlidos cristalinos de color blanco o amarillo,
con altos puntos de fusién. Al desbencilar la amida 154 se perdieron dos grupos
bencilo: el unido al nitrdgeno de la piperidina, y el enlazado al oxigeno del grupo
benzoiloxi, formandose el fenol 165 con un alto punto de fusion 235-237 °C. En la

Tabla 28 se recogen las constantes fisicas y quimicas de los productos aislados.

En los espectros de IR, la banda caracteristica de la vibracién de tensién del
grupo C=0 aparece en la regiéon de 1620-1669 cm™, y la correspondiente a la

vibracién del grupo amino entre 3465 y 3309 cm™.

Las mezclas de amidas A y B de los compuestos 166-168 fueron practicamente
inseparables por columna cromatografica de gravedad, por lo que fueron

caracterizadas como mezclas.
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Tabla 27. Constantes fisicas y quimicas de las N-(4-aril(bencil))-N-(piperidin-4-il)Jamidas 158A-
168A, y las 4-N-aril(bencil)amino-1-acilpiperidinas 158A-168A.

Férmula IR (cm™) P.M.
Ne Effstf’:gf pf. (°C) | R (%) t g (min)
Molecular VN-HVN-c=o | (9/mol)
158A | CyoHigN,O agitfc'gs ; 3344/1655 |20427 | 17.40
: 97
1588 | C12H16N20 S;Zﬂiss - 3343/1669 |204.27 | 20.79
159A | Ci3HisN;O Cti)lr:rtlaclsss 129-130 | 85  |3382/1630 | 21830 | 17.71
160A | CigHooN,O Cti)lr:rt]ifss 184-186 | 79  |3465/1638 | 280.36 | 2381
161A | CisHigNoO %{:rt]ilfss 137-138 o 3355/1645 | 21830 | 18.98
161B | Ci3HisNoO gr;'ztﬁl'lgz 47-48 3309/1655 | 21830 | 21.39
162A | CuHoN0 | TSEIOS 1495123 | 81 |3462/1651 | 23237 | 1941
163A | CigHnN,0 gr;'jfl'lgz 109-111 | 77  |3458/1634 | 29439 | 24.59
Cristales 3458, 3347,
164A | CioHN;O aatilos | 170172 98 I3o4giigo0 " | 309.41 | 30.57
Cristales i 94  |3441/1641 23.04
165A | Ci3H1N2O;, amariles | 235237 234.29
Aceite amairrillo, ) 28.47
166A | CroFeN-0 _muy ViSCOSgI? 66 |34601647 | 100
ceite amarillo, i 27 47
1668 | CraHiaN0 | " oo 218.30
167A | CigHyoN;O Aceite |_ncoloro, ) 232 32 20.57
muy viscoso 83 |3425/1635
167B | CigHyoN;O Aceite |_ncoloro, ) 232 32 20.37
muy VISCOSO
Aceite incoloro, ) 25.26
1687 | Cusal:0 _muy YiSCOISO 80 34521620 | 2orP
ceite incoloro, i 2543
168B | CioHNoO | i oco 294.39

Los analisis de espectrometria de masas fueron muy utiles en el momento de
establecer cual de los productos se formd en la reaccién. En el espectro de la
amida 158A (Figura 3.6), el ion molecular es de baja intensidad (9%); como
primeras escisiones, @, y ®,, se encuentran, la perdida de 28 y 29 unidades,

correspondientes a la pérdida de CO y COH', generando el catién radical con m/z
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176 (C11H16N2™), y el cation con m/z 175 (C11H1sN2") respectivamente. La ruptura
B (D3 y ®4) produce iones complementarios con m/z 120 (C;HsNO™), y m/z 84
(CsH1oN™). Tal vez los iones mas importantes para afirmar que este espectro
corresponde a la amida de serie A, son los de m/z 83 (I, 95%), y m/z 82 (I, 100%);
es posible que estos provengan de la ruptura B (®s y ®dg), pero con un
reordenamiento previo tipo McLafferty de un hidrogeno del anillo piperidinico, tal
como se muestra en la Figura 46. Los iones provenientes de esta ruptura son

comunes a todas las amidas 158A-168A.

Figura 46. Posible fragmentacion y espectro de masas de la N-fenil-N-(piperidin-4-il)formamida

(158A).
I+ N
NH 1+ 1
©\ L))\ McLafferty NH -H’ :NH
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HJ\\OC’H m/z 83 miz 82
Bbondames T B 1S5H (1T 371 min) LEDAMFAD e
o2 @, D,
36000 t —I .
i Qo
30000 <D2<—-"N_-'\\ ,
;& (I)3, q)s_> (D6
H \ (0]
25000 i @
i 58
20000
(0]
| i 1
15000 178
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o, =
(0)
10000 123
| | | m*
500 ' . BT a2 204
&3 | | 148 18§
ab 115
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Las rupturas en el espectro del compuesto 158B difieren considerablemente de su
isdbmero no migrado (Figura 3.7). El ion molecular es el pico de base del espectro.

El cation con m/z 175 [M-(COH)]" se formé por la eliminacion del grupo acilo
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desde el ion molecular, a través de la ruptura @4 Las rupturas B del anillo
piperidinico (d2, ®3 y ®5) desprenden fragmentos que llevan en su estructura el
fragmento acilo, generando los cationes con m/z 132 (CgH1N"), m/z 118
(CgHgN™), y m/z 104 (C7HeN™). La ruptura B (P4 y de) condujo a dos iones
complementarios con m/z 112 (CeH1oNO™) y m/z 92 (CeHeN™).

Figura 47. Posible fragmentacion y espectro de masas de la la 4-N-(fenilamino)-1-formilpiperidina
(158A).

— S - =
e
35000
5
P67 T o
@, ) e,
300040 132 H: J/ - T
N: < .
, R Ede
phid s |
25000 @ : e H
'_’q)4:\[or
Dy~
2000 o (02 1
18
™
15000 %
Dy
51 IF
10000 & P
¢ O
104 @4
B0 | 175
i
148
o8 i 158 187

méiz=> 40 45 60 56 B0 66 70 75 8D BE %0 95 1001051101151 201251301 35140145 1501 351801851 70478 1801861 60195200206 210

Aunque en la posicion y de la serie de compuestos con estructuras B hay
hidrogenos, los iones con m/z 82 y m/z 83, productos de la ruptura  con
transposiciéon McLafferty, son muy poco intensos, quiza la conformacion de la
piperidina no satisface los requerimientos estructurales de la reaccion, y las
distancias entre el grupo carbonilo y los protones del anillo piperidinico son mas
grandes que en el caso de las estructuras A (Figura 48). En las Tablas 28 y 29 se

recogen los iones principales en las fragmentaciones de las amidas 158-168.
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Figura 48. Distancias entre el oxigeno carbonilico y los hidrégenos axiales y ecuatoriales del anillo
piperidinico en las amidas 158A y 158B.
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Tabla 28. lones principales en los espectros de masas de los compuestos 158A-168A.

Comp. m/z, (I, %)
<I)1 (I)z (I)s (I)4 (I)s (I)s
N° M m-coj | M- [M- [M- [M- [M-
COR] | CsH:oN]|ArNCORT] | ArNCOHR] | ArNCOHR-H]

158A | 204 (9) | 176(41) | 175 (33) | 120 (25)| 84 (27) 83 (95) 82 (100)
159A | 218 (5) - 175 (53) | 134 (3) | 84 (37) 83 (89) 82 (100)
160A | 280 (4) - 175 (80) - 84 (12) 83 (43) 82 (45)
161A | 218 (27) | 190(89) | 189 (24) | 134 (38) | 84 (24) 83 (100) 82 (88)
162A | 232 (10) - 189 (37) - 84 (27) 83 (100) 82 (82)
163A | 294 (8) - 189 (54) | 210 (1) | 84 (7) 83 (30) 82 (27)
164A | 309 (11) - 189 (46) - 84 (3) 83 (11) 82 (8)
165A | 234 (26) - 175 (27) | 150 (4) | 84 (51) 83 (98) 82 (100)
166A | 218 (21) - 189 (7) | 134 (12)| 84 (50) 83 (63) 82 (78)
167A | 232 (14) - 189 (45) | 148 (4) | 84 (53) 83 (72) 82 (72)
168A | 294 (3) - [189(46)| 210 (4) | 84 (24) 83 (48) 82 (43)

En las benzamidas 160B, 163B, 168A, y 168B, el pico de base en los espectros

es el cation benzoilo, con m/z 105 (CeHsCO™); en el compuesto 164A es su
analogo p-aminobenzoilo con m/z 120 (CgHsCONH;"); en los compuestos 166-

167, corresponde al cation C7H;", formado por ruptura bencilica.
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Tabla 29. lones principales en los espectros de masas de los compuestos 158B,

161B, 166B-

1638B.
Comp. m/z, (1, %)
. (D1 (I)z q)g q)4 q)s q)G
Ne M* [M- [M- [M- [M- [M- [M-
COR] | C,HsNCOR] | C;H,NCOR] | ArNH] | C,HNCOR] | CsHoNCOR]
204 | 175
1588 | 100y | (13, | 132077 | 118(83) |112(30)| 104(30) | 92(11)
161B (%g) 189(9) | 146(51) | 132(32) |112(30)| 118(27) | 106 (22)
166B | 218 (2) | 189 (3) | 146 (17) | 132(20) |106(95)| 118(2) | 106 (95)
166B | 232 (11) (13889) 146 (8) 132 (7) - 118(3) | 106 (22)
189
1688 | 204(3) | (3 ] 132 (5) ; i i

En el espectro de RMN 'H de la N-(4-metilfenil)-N-(piperidin-4-il)fformamida 161A

(Figura 49), los hidrégenos del anillo piperidinico resuenan asi: como dobletes

anchos a 1.46 ppm (J = 10.4 Hz) y 1.79 ppm (J = 10.4 Hz) los correspondientes a

los C-3 y C-5 de las disposiciones axiales y ecuatoriales, respectivamente; las

sefales para los hidrogenos de los carbonos C-2 y C-6 aparecen a 2.69 y 3.07

ppm como un triplete (J = 11.7 Hz) y un doblete ancho (J = 11.0 Hz). El protén del

C-4 aparece como un triplete ancho (J = 12.0 Hz) bastante desplazado a campos

bajos, a 4.49 ppm. El hidrégeno del grupo amino aparece a 2.11 ppm, y los

protones del grupo metilo a 2.35 ppm, ambos como singuletes. A campos bajos

resuenan los hidrogenos aromaticos a 7.00 y 7.17 ppm, y el singulete asignado al

proton de la formamida a 8.12 ppm.
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Figura 49. Espectro de RMN 'H de la amida 161A.
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Sustancialmente diferente es el espectro de la 4-N-(4-metilfenilamino)-1-
formilpiperidina 161B (Figura 50). Los diferentes ambientes magnéticos
promovidos por la presencia del el a&tomo de oxigeno de la amida hizo que los
protones asignados a las disposiciones axiales y ecuatoriales de los carbonos
piperidinicos C-2 y C-6 presentaran diferentes corrimientos y fueron claramente
observables en el espectro. También es importante mencionar el desplazamiento
de mas de una parte por milléon (de 4.49 ppm a 3.42 ppm) del hidrogeno de la
posicion cuatro, esto a causa de la desaparicion del efecto de desapantallamiento
de la amida. En la Tabla 30 se recoge el analisis de RMN 'H de esta serie de

compuestos.
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Figura 50. Espectro de RMN 'H de la amida 161B.
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Adicionalmente, es importante comentar la disposicién espacial del hidrégeno del
C-4 en las series de compuestos de este capitulo. En las amidas 146-154 y en las
amidas serie A (158A-165A), este protdn tiene una constante de acoplamiento
axial-axial grande: >Jsa32 = 11.8-12.2 Hz, y una constante pequefia 3J44 3¢ entre 4.0
y 3.6 Hz, correspondiente al acoplamiento axial-ecuatorial (Figura 51). El valor de

las J indica sin duda, que el hidrégeno del carbono C-4 tiene una disposicion axial.

Figura 51. Ejemplos de los acoplamientos del hidrégeno del C-4 con los hidrégenos del C-a.

O H No (0] H NH
Y Ha -, ~gn Y 'I"E//
N(172 N/ 1-Bug
He 130 He
HJ H
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(tt) (bt)
149 161A
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Tabla 30. Datos de caracterizacion por RMN-"H para las N-(4-aril(bencil))-N-(piperidin-4-il)amidas
158A-168A, y para las 4-N-arilamino-1-formilpiperidinas 158B y 161B.

Comp. Desplazamientos quimicos ( ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (Hz)
Piperidinicos Otros Arilicos y
Ne N- Bencili-
3(5)}Ha | 3(5)}He | 2(6)-Ha | 2(6)-He 4-H v R |cos
2.87 (td) 4.44 (tt) 3
158A 1.60-1.98 (m) J=128, |3180d 1 ;418 o [ 8126 H- 1 709748
1=126 co
3.8 4.0
2.89 (ddd)
1=136, |3.65 (bd)
127-1.39 | 2.08-217 | 112,33 | J=134 | 3.51-358 8.03 (s), H-
i (m) (m) | 3.19 (ddd) | 430 (bd) |  (m) 3.54 co 6.60-7.18
3=132, | 3=135
11.2, 3.1
174 (bd) | 2.67 (td) ~
C 6 2.99 (bd) | 4.68 (tt) J = 1.70 (s),
159A | 1.20 (m) 3= | 3=122, [5POV 4TI 1400 | LSy | es17.38
12.8 17
148 (td) | 1.85 (bd) sz 11 gdg 2.97 (bd)
1=122,37| J=120 =115 1 - 126
160A |77 7000 | Don o) 5.211(;12) Sa0 (g | 4370s) | - ; 6.97-7.21
J=12.8,38| J=139 Jo% 1 y=126
2.35 (s),
146 (bd) | 1.79 (bd) | 2.69(t) |3.07 (bd) | 4.49 (bt)J | 2.11 CHs ]
161A | 5104 | 3=107 | J=117 |J=110| =120 | (bs) | 8.12(s) | 700717
H-CO
2.88 (1d)
J=136, |3.64 (bd) 2.24 (s),
1.25-1.37 | 2.12 (bt) 2.9 J=134 3.42 CHs
1618 | o), 3=12.4| J=140 | 319¢d) |4.30(bd)| 210 | (ns) | 803(s) | 854699
J=136, | J=134 H-CO
25
162 | 1:21(cd) | 173 (bd) | 22889 1300 (ba) | 467 ) a=| 1.47 Z:ZQ(CS()) 7 92716
3=122,41| J=123 Lo> [a=122 | 124,38 | (bs) | 235(s), | "%
: CHs
142 (cd) | 1.90(bd) | 2.75() | 3.09 (bd) 216 | 2.22(s) -
163A 15212341 3=119 | 3=119 |J3=122 | *810s) | 5 CHs 6.85-7.21
212 (td) 2.26 (s),
t6an | 157(cd) | 188(d) | 21219 1285 (ba) [ 470 = | 1.87 CHs 6.37.7 09
3=123,37| J=122 9 1 a=116 | 124,37 | (s) | 370(s), | O3
: NH;
2.88 (d) ~ 162 (s),
139 (cd) | 1.78 (bd) | 28 3.16 (bd) | 4.60 (tt)J=| 1.85
165A | .| 78 J=129, |3 CHs»CO | 6.84-6.98
3=129,36| J=124 e =125 | 121,36 | (5) | 550 (e OH

Aunque podria pensarse que las adiciones de nucleofilos pequefios, como el
hidruro proveniente del borohidruro de sodio, a las cetiminas para reducir el doble

enlace, ocurriria indistintamente por ataque axial y ecuatorial, sin ninguna
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selectividad, y no esperando preferencia hacia la formacion de uno de los
isbmeros, es claro que la formacion de las 1-bencil-4-N-
aril(bencil)aminopiperidinas 142-145, transcurrio de manera altamente selectiva.
Esto podria explicarse usando los reportes de la literatura de adicién de H°® a las

cetonas ciclicas y ciclohexanonas (Bruckner 2002; Eliel 1994).

La diaestereoselectividad de la adicion de donores de hidruro a cetonas ciclicas
esta dada por el impedimento estérico al que este expuesto el reactivo atacante,
los sustratos convexos/céncavos son generalmente atacados por el lado convexo
(Bruckner 2002). En el caso de la adicién del H®° proveniente de un donor de
hidruro poco “demandante” estéricamente como el NaBH4, se da un ataque
preferentemente axial. Actualmente la explicacion mas favorecida es la siguiente:
la direccion electronica preferida para el ataque del donor de hidruro al doble
enlace C=0 es aquella en la que los dos enlaces C-H de las posiciones o vecinas
estan exactamente opuestas a la trayectoria de aproximacion del nucledfilo. Solo
los enlaces C-H axiales en las posiciones o pueden ser antiperiplanares mientras
que los enlaces C-H ecuatoriales no pueden. En el ataque de agentes reductores
no demandantes estéricamente, este efecto estereoelectrénico es completamente
efectivo para una reduccion altamente estereoselectiva. En la Figura 52 se ilustra
la adicién de hidruro y el posible estado de transicion preferido, a través del cual

podria transcurrir la reduccion de las cetiminas derivadas de la y-piperidona.

Figura 52. Posible estereoquimica de la adicién de hidruro a las cetiminas.
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La migracidn de los grupos acilo en los sistemas aciclicos también tiene la
posibilidad de ser de tipo inter- o intramolecular. En los cuatro casos en los que se
encontrd evidencia de migracién, se realizo la reaccion utilizando piperidina como
sustrato para atrapar el acilo (Esquema 37). En ninguno de los analisis se
encontré N-formalpiperidina o N-benzoilpiperidina, indicando asi que una

transposicidon puede ser de tipo intramolecular.

Esquema 37. Reacciones de atrapamiento del fragmento acilo con piperidina en los sistemas
aciclicos.

0
OF W
R o)\ R; H R (0] R4 R R 0]
146, 149, 155, 157 158A, 161A, 166A, 168A  158B, 161B, 166B, 168B

a. 93 (1 mmol), piperidina (1 mmol), HCOO'NH,* (5 mmol), Pd/C (2.5% mmol), MeOH (10 mL), T = 64 °C, t = 10 min.
158AB R=R;=H;n=0;161A.B R=CH; Ry=H;n=0;166AB R=H,R;=H;n=1;168AB R=H,Ry=Ph;n=1
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4. ESTUDIO QUIMICO DE LAS (ESPIRO)PIPERIDINAS C-4
SUSTITUIDAS. PREPARACION DEL  ALCALOIDE
GIRGENSOHNINA Y SUS ANALOGOS

4.1 Antecedentes

Algunos aspectos quimicos de las moléculas piperidinicas, de interés en nuestra
investigacién, se mencionaron en los capitulos anteriores. En esta seccion se
estimé conveniente desarrollar el estudio quimico de algunas moléculas
sintetizadas, enfocandose en la participacion de la piperidina en reacciones
clasicas de sustitucion nucledfila y tipo Strecker multi-componentes, en un intento
de desarrollar prototipos de compuestos duales, utiles en la creacion de nuevos

farmacos.

4.1.1 Reaccion de Strecker Es la primera reaccion multi-componente que no
pierde actualidad (Carey 1999). El resultado de la reaccidon entre aldehidos,
aminas y el “ion cianuro”, son los a-aminonitrilos primarios 169 (Esquema 38),
sustratos versatiles y valiosos en la quimica organica (Enders et al., 2000; Spino
2004; Wirth 1997; Yet 2001).

Esquema 38. Reaccién de Strecker “clasica”.
NH,

RXg * NH; + HCN

169
Uno de los varios retos de la obtencion de estos derivados es el problema de la

sintesis asimétrica. A pesar de los avances en el desarrollo de la catalisis

asimétrica, la obtencion de a-aminonitrilos quirales requiere mas estudios (sobre
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todo, en los procesos multi-componentes) sobre los catalizadores, sustratos y
disolventes que favorecerian el proceso. Existe cierta evidencia de que en la
reaccion de Strecker “clasica”, que involucra el uso de “cianuro” (proveniente del
acido HCN) como un nucledfilo, que compite con la amina por el aldehido, se
favorece la formaciéon previa de las cianohidrinas, para dar luego los -
aminonitrilos. La formaciéon de ultimas moléculas parece ser mas lenta via el

ataque del “cianuro” a los iones iminio intermediarios (List et al., 2006).

Como posibles fuentes posibles del “ion cianuro” se mencionan, ademas del HCN
y el KCN (utilizados por Strecker) los siguientes reactivos: (EtO),P(O)CN
(Atherton et al., 2004), Et,AICN (Harusawa et al., 1979), BusSnCN (Nakamura et
al., 2004) y otros. Todos estos reactivos son toxicos y no todos son faciles a
manejar en la reaccién. Ultimamente, el trimetilsiliicianuro (TMSCN) esta
utilizandose con éxito en la generacion de diversos a-aminonitrilos secundarios
170, si bien este reactivo es también téxico y muy caro. Aunque se reportd que la
reaccion tipo Strecker (Esquema 39) se puede realizar sin el empleo de un
catalizador en un disolvente organico (MeCN) (Vachal et al., 2002) o en liquidos
ionicos ([bmim]BF4) (Martinez et al., 2005) se han propuesto varios catalizadores,
tolerantes al agua, que es el principal problema del proceso multi-componente

entre aldehidos, aminas primarias y el reactivo “fuente del ion cianuro”.

Esquema 39. Reaccioén tipo Strecker multi-componente con el TMSCN.

PN Ris s
o . NH, |3-C+’ NH R = Aril, Alquil
isolvente R)\CN R, = Avril, Hetaril

170

R

TMSCN

Usando el TMSCN, se probaron diferentes acidos de Lewis como catalizadores
(Tabla 31), en condiciones suaves la reaccion mostré alta eficiencia: los
rendimientos oscilan entre 75-95%. Los ejemplos son abundantes cuando se usan

los aldehidos aromaticos, las anilinas y las bencilaminas.
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Tabla 31. Catalizadores y disolventes empleados en la reaccion tipo Strecker multi-componente
con el TMSCN.

Catalizador/Medio de reaccion

Ref.

Yb(OTf)s, La(OTf)s, TMSOTY y otros/CH,Cl,

Yadav et al., 2003

Fe(Cp).PFg/libre de disolvente

Prakash et al., 2007

Fe(ClO4)s/MeCN Khan et al., 2008
NiCl,/MeCN Oskooie et al., 2007
BiCls/MeCN De 2005
CeCl;/MeCN De et al., 2004

Si0,-0OS0OsH/ CH,CI, Pasha 2007

Montmorillonita KSF/ CH,Cl,

Chen et al., 2005

I,/MeCN

Yadav et al., 2004

Me,S*BrBr/MeCN

Royer et al., 2005

Cuando en este esquema se emplean las aminas secundarias ciclicas, como la
pirrolidina, la piperidina y la morfolina se obtienen los a-aminonitrilos terciarios 171

(Esquema 40).

Esquema 40. Reaccién tipo Strecker multi-componente con las aminas ciclicas.

X X
A |in)n Cat )n
N :
RO 4 W Disolvente RZ A
| Vi - -
" : R >cN N=1,X=CH;
n=2,X=0

SN

KCN TMSCN

Sin embargo, la informaciéon quimica de estos a-aminonitrilos terciarios utilizando
el TMSCN es escasa (Oskooie et al., 2007; De 2005; Royer et al., 2005), sobre
todo, en derivados basados en el anillo piperidinico (Pasha 2007). Otra forma de
efectuar la preparacion de los a-aminonitrilos 171 (Esquema 40) es via las
condiciones “clasicas” de Strecker: la ruta sintética consiste en el tratamiento de

un aldehido (o cetona) con el cianuro de potasio (0 de sodio) y una sal de amina.
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La reaccion se lleva a cabo en las soluciones acuosas y el “work-up” es casi
siempre laborioso. Por eso, nuevos protocolos para su preparacion aparecen
constantemente. Por ejemplo, Ranu y colaboradores reportaron que una cantidad
catalitica de InCl; (30 % mol) favorece esta reaccion multi-componente, utilizando
THF como disolvente, lo que permite evitar el pesada tarea de aislamiento del
producto (Das et al., 2006). Recientemente, se ha propuesto otro catalizador, el
KsCoW120403H20, que es no toxico, reutilizable y eficiente. La reaccion se
efectua en MeCN (Ranu et al., 2002).

Esta novedosa informacion fue util para la preparacion de a-aminonitrilos en esta

investigacion.

4.2 Sustitucion nucledfila de las 1-cloroacetil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-

4,2°-(1"H)quinolinas]

Los productos espiranicos descritos en el capitulo |, son sustratos valiosos para
acceder a complejos derivados piperidinicos, por eso se realizé una reaccion de
sustitucion nucledfila, con piperidina sobre el derivado N-cloroacetilado 172

(Esquema 41).

Esquema 41. Preparacion de la 4’-metil-1-(2-piperidin-1-ilacetil)-3",4 "-dihidroespiro[piperidina-4,2-
(1°-H)quinolina] (173).

CHs CHs
CHs
a b
R=61% N R = cuantitativo N
N H N H N
L o O
67 172 (6] 173 0

a. CICH,COCI/NEt3/DMF/T = 0 °C/t = 1 h. b. Piperidina/K,CO3/DMF/T = r.t./ t = inmediato.
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La preparacion del producto 173 se realizé en dos etapas a partir del espirano 67;
la primera consistido en la acilaciéon del nitrégeno piperidinico, usando cloruro de
cloroacetilo en dimetilformamida como disolvente, los rendimientos de esta
reaccion fueron de un 61%. En el segundo paso, la piperidina recién destilada se
adicioné en una sola porcion al derivado cloroacetilado disuelto en DMF, la

reaccion fue inmediata.

El producto 172 se obtuvo con un rendimiento del 61%, como cristales blancos
con punto de fusién 129-130°C. En su espectro de IR la vibracion correspondiente
al C=0 del grupo amida aparece en 1629 cm™', como una banda intensa (Tabla
32). El compuesto 173 se prepard cuantitativamente como cristales blancos, con
punto de fusion 116-117 °C; en el espectro IR la banda correspondiente al grupo

amida se observo en 1629 cm™.

Tabla 32. Constantes fisicas y quimicas de las espiropiperidinas 172, 173.

Formula iy IR (cm™) P.M. i
o O 0,

A M olecular Eetrioiikee | B (06) R VN-HVN-c=o | (@/mal) | (min)
Cristales

172 CiH21CIN,O 129-130 61 1629 292.80 | 25.25

== blancos

173 | CuHuNsO Cristales | 116117 | cuant. 1629 34149 | 3033
blancos

El espectro de masas de 172 es muy rico en fragmentaciones, se presentan las
rupturas caracteristicas ya mencionadas para los espiranos y ademas, se logré
observar los iones generados por la escision del grupo cloroacetilo con m/z 77
(**CICH,CO*) y m/z 79 (*’CICH,CO"), y su ion complementario con m/z 215
(C14H19N2") (Figura 53).
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Figura 53. Espectros de masas y posible fragmentacion de la 1-(2-cloroacetil)-4"-metil-3°,4"-
dihidroespiro [piperidina-4,2°-(1"-H)quinolina] (172).
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El espectro de masas del derivado 173, al contrario que el de su precursor,
muestra una fragmentacién muy pobre. La intensidad del ion molecular es
bastante baja, 3%; los iones fragmento correspondientes a las rupturas
caracteristicas para estos sistemas estan presentes, aunque con intensidades
muy pequefias. El pico de base corresponde a un ion con m/z 98 (CgH12N"),
formado por una ruptura B al nitrdgeno piperidinico, que coincide con la escision o
al carbonilo (®g); esta ruptura también formo el ion complementario con m/z 243,

con una intensidad menor al 1% (Figura 54).
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Figura 54. Espectro de masas y posible fragmentacion de la 4’-metil-1-(2-piperidin-1-ilacetil)-3",4 -
dihidro espiro[piperidina-4,2°-(1"-H)quinolina] (173).
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En el espectro de RMN de protones del derivado cloroacilado 172 se observan
dos grupos de sefiales para los protones piperidinicos: entre 1.58-1.80 ppm, como
un multiplete aparecen los hidrogenos unidos a los carbonos tres y cinco, y entre
3.45-3.86 ppm los correspondientes a dos y seis. Los hidrogenos del anillo
dihidroquinolinico generan cinco tipos de sefales, asi: los hidrégenos del grupo
metilo resuenan como un doblete a 1.35 ppm J = 6.7 Hz), el hidrogeno 3’-Ha
resuena como un triplete a 1.45 ppm (J = 12.7 Hz). El protén 3'-He aparece a 1.94
ppm como un ddd (J = 13.0, 10.6, 5.5 Hz). El hidrégeno 4°-H resuena a 2.92 ppm
como un sexteto (J = 6.1 Hz). Los hidrégenos aromaticos aparecen a campos
bajos entre 6.52-7.16 ppm (Figura 55).

125



Figura 55. Espectro de RMN 'H de la 1-(2-cloroacetil)-4"-metil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2’-
(1°-H)quinolina] (172).

CHs CH,-Cl 3'Ha| CcH,
5 4
3s
7 6 2(6)-H
& NJN o (6)-Ha 3(5)-H
33
2(6)-He 4°-H 3"-He

El desplazamiento quimico de los protones de las disposiciones axiales y
ecuatoriales de los carbonos dos y seis, en el anterior espectro, indica la

presencia de dos conférmeros causados por la rotacion del enlace C-N amida.

En el espectro de protones del compuesto 173, mostrado en la Figura 56, las
sefales en la zona alifatica son mas complejas que en el compuesto precursor.
Los protones del grupo metilo resuenan a 1.35 ppm como un doblete (J = 6.7 Hz),
entre 1.39-1.47 ppm aparecen mezcladas en un multiplete las sefales de los
protones 3°-Ha y 4°'-H, asi mismo aparecen las sefiales de los 3(5)-C y de los
37(57)-C entre 1.54 y 1.71 ppm. A 1.92 ppm como un doblete de dobletes (J =
13.1, 5.5 Hz), resuena el hidrogeno ecuatorial del carbono 3'-C. Los cuatro
protones piperidinicos 2°°(6"")-H aparecen como un singulete ancho a 2.41 ppm, y
los 2(6)-H entre 3.38 y 4.02 ppm como un multiplete. EI hidrégeno
dihidroquinolinico 4°-H resuena a 2.94 ppm como un sexteto (J = 6.1 Hz). Los
protones del grupo -CH; aparecen a 3.13 ppm como un singulete. Los hidrégenos
aromaticos no presentan cambios apreciables en su multiplicidad o corrimiento

con respecto al compuesto anterior, resuenan a campos bajos entre 6.52-7.16
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Figura 56. Espectro de RMN 'H de la 4-metil-1-(2-piperidin-1-ilacetil)-3",4 -
dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1"-H)quinolina] (173).

2(6)-

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5

4.3 Preparacion del alcaloide piperidinico girgenshonina y sus analogos

En la literatura se encuentra que una gran parte del estudio quimico de las
piperidinas se ha enfocado hacia la preparacion de derivados con el grupo ciano,
con el interés particular de aprovechar la reactividad de éste en la sintesis de
alcaloides, sus analogos y una amplia variedad de intermedios de alto valor
sintético (Rafiee et al., 2007).

La clase mas familiar de toxinas de plantas son los alcaloides. Estas sustancias
han sido usadas desde tiempos inmemoriales con propdsitos de
envenenamientos, pero los efectos fisioldgicos de los alcaloides en el hombre, ha
hecho que se estudien y se utilicen en la medicina moderna con una amplia
variedad de propdsitos. El término alcaloide cubre un enorme rango de
estructuras, desde la coniina, una simple piperidina monociclica aislada de
Conium maculatum, la atropina, la toxina biciclica de la Atropa belladonna, a los
alcaloides hexa- y heptaciclicos como la solanina extraida de Solanum tubesorum

y la estricnina de Strychnos nux-vomica (Rubiralta et al., 1991).

Uno de los ejemplos mas intrigantes es la presencia de alcaloides y glicosidos

cianogeénicos en las plantas. La cianogénesis es la habilidad de las plantas y otros
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organismos de sintetizar compuestos que liberan acido prusico por hidrélisis. Una
de las clasicas fuentes de HCN son las semillas de Prunus amygdalus, las
almendras amargas, que contienen la amigdalina, una toxina glicosidica (también
presente en el cereal Sorghum vulgare, y en las semillas de los melocotones).
Estas toxinas estan presentes en alrededor de 2000 especies de plantas (100
familias) y tal vez las mas comunes son la linamarina y la lotaustralina, el dhurrin y

la prunasina (Figura 57).

Figura 57. Estructuras de los glicésidos cianogénicos.

O/Glu O/Glu O,Gen
/©)\CN ©)\CN ©)\CN
HO
Dhurrin Prunasina Amigdalina
Gl _Gl
o Glu o Glu
HsC HsC
3 CN 3 CN Glu: glucosa
CHs3 CoHs Gen: gentiobiosa
Linamarina Lotaustralina

El HCN es toxico a todo el espectro de organismos por inhibicion del sistema de
transporte de electrones en el citbcromo, pero muchas especies se han adaptado
al cianuro en la dieta. Los caracoles y las babosas se alimentan de tréboles, las
ovejas que se alimentan con forrajes de cereales que contienen estas toxinas,
pueden llegar a consumir diariamente una dosis de 15-50 mg/kg de peso, cuando
una dosis de 2.4 mg/kg de peso puede matar una oveja no adaptada. Se estima
que la poblacion del occidente de Africa que tiene como base de su alimentacion
la harina proveniente de las raices de la mandioca o yuca (Manihot esculenta)

consume una dosis diaria de 35 mg de HCN, la mitad de la dosis letal.

La amigdalina, componente principal del laetrile, es un controversial agente

anticancerigeno (usado en México sin aprobacion de la FDA) (Harborne 2002), la
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taxiphyllina, aislada del Taxus canadensis, mostré una potente actividad inhibitoria
de la tirosinasa, esta enzima esta directamente involucrada en la pigmentacion de
la piel y en el inicio de los melanomas en este organo (Moertel et al., 1982;
Widmalm et al.,, 2003). En la medicina tradicional de Malasia se usan las
decocciones de la Phyllagathis rotundifolia en el tratamiento de la malaria y la
fiebre, los estudios fitoquimicos mostraron la presencia, en esta planta, de siete
alcaloides cianogénicos, entre ellos la prunasina (Cheng et al., 2005; Kasraee
2002; Towers et al., 1964).

El alcaloide girgensohnina fue aislado con un rendimiento del 0.04% de los pétalos
verdes de la Girgensohnia oppositiflora (Fam. Chenopodiaceae) (Yurashevsky et
al., 1946), un arbusto que crece en los desiertos de Rusia e Iran (Figura 58); este
es uno de los pocos casos en los que se han aislado compuestos cianogénicos sin
unién glicosidica, y que presentan en su estructura el anillo de la piperidina.
Aunque su elucidacion estructural y sintesis fueron reportadas en 1946, en la

literatura no hay mencion acerca de sus bioactividades.

Figura 58. Girgensohnia oppositiflora en floracion y el alcaloide girgensohnina.
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La presencia del fragmento piperidinico con el grupo amino libre en ciertas
moléculas preparadas en esta investigacion, nos llevd a proponer la sintesis de

algunos analogos y del alcaloide mismo. La primera sintesis de este producto
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natural se realizé a partir de piperidina, p-hidroxibenzaldehido, NaHCO3; y KCN,
usando agua como disolvente, con un rendimiento del 56% (Yurashevsky et al.,
1946).

Recurriendo a la reaccion de Strecker multi-componente, se uso: piperidina, el
espirano 67, y la amina 176 como sustratos de reaccion, el p-hidroxibenzaldehido
(o piperonal) como el componente aldehidico, NaCN, cantidades cataliticas de
InCl3 (5% mol), en acetonitrilo como disolvente, se logré preparar la girgensohnina

y sus analogos 175, 177 y 178 (Esquema 42). En un procedimiento caracteristico,

todos los reactivos se mezclaron y se dejaron en agitacion vigorosa por una
noche, a continuacion se adicioné agua helada, y se recogieron los cristales por
filtracion; después de lavarlos profusamente con agua para eliminar los residuos

de reactivos inorganicos, el producto se secé y purifico.

Esquema 42. Sintesis del alcaloide girgensohnina 174, y sus analogos 175, 177 y 178.

R4

i ;© * NaON 1% Re CN
N R CHACN 69-76%

3
174 R, =H, Ry = H, Ry = OH;
175 R, = H, R, + Ry = OCH,0
177 Ry = NHPh, R, = H, Ry = OH

CHO
¥ /©/ + NaCN —<k_, HN
N HO CH3;CN
H L_NH

67 N

= 40 %
o
HO 178

Todos los aminonitrilos se obtuvieron como soélidos cristalinos, de color blanco o

CHj3

naranja, con rendimientos satisfactorios, entre 69-76% para los derivados

sencillos de piperidina y de un 40% para la piperidina espiranica 178 (Tabla 33).
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Tabla 33. Constantes fisicas y quimicas de la girgensohnina y sus analogos.

Ne | FO™I 1 iadofisico | pf. (C) | R (%) | Rvwvesn | PM- TR
Molecular (cm™) (g/mol) | (min)
174 | Cy3HN,O | Cristales blancos | 115-117 | 76 2232 216.28 | 16.19
175 | CuaH1N2Oz | Cristales blancos 76-77 69 2218 24429 | 1835
176 Cy1H16N2 Cristales blancos | 99-100 64 3208 176.26 | 1258
177 C19H21N3O | Cristales naranjas | 125-127 | 72 | 33p5/2228 | 307.39 -
178 C22H2sNsO | Cristales blancos | 175-177 | 40 | 3318/2231 | 347.45 -

Posiblemente, la eficiencia de la reaccion es mucho mayor a la reportada en la
Tabla anterior, en todos los casos es preferible caracterizar y utilizar estas
sustancias sin someterlas a recristalizaciones o columnas cromatograficas,
cualquiera de estos procesos llevaron a una intensa y rapida descomposicién de
los productos. La pureza de los compuestos antes de la purificacion es bastante
alta > 95% (determinada por CG). En los espectros de infrarrojo se observa una
banda con débil intensidad entre 2218-2232 cm'1, atribuible a la vibracion de

tension del grupo C=N (Tabla 33).

Como ejemplo de los andlisis por espectrometria de masas, en la Figura 59 se
presenta el espectro y la posible fragmentacién principal de 175; en este se
pueden observar las rupturas tipicas de la serie de compuestos: la pérdida del
grupo ciano, ruptura ®4, que genero6 el catién con m/z 218 (C13H1gNOL"), y la
escision del enlace C-N que une la piperidina con el resto de la molécula, que dio
los iones complementarios con m/z 160 (CoHeNO2") y m/z 84 (CsH1oN™), rupturas

q)z, Yy CD3.
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Figura 59. Espectro de masas y posible fragmentacion del 2-(3,4-dioximetilenfenil)-2-(piperidin-1-
il)acetonitrilo (175).
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Los espectros de RMN de la girgensohnina 174 (Figura 60) y su analogo 175 son
bastante sencillos. En la zona alifatica se encuentran tres grupos de sefales:
como multipletes entre 1.37-1.41, 1.45-1.57 y 2.33-2.46 ppm se encuentran las
seflales de los protones de los carbonos cuatro, tres y cinco y dos y seis,
respectivamente; a 5.11 ppm resuena, en forma de singulete, el hidrégeno a al
grupo ciano. A campos bajos aparecen las sefales de los protones aromaticos, a
6.80y 7.22 ppm, y el OH fendlico como un singulete ancho a 9.61 ppm.

Figura 60. Espectro de RMN 'H de la girgensohnina 174.

3 5
A Je 3(5)-Ha, CH

3 l /4-
OH
I U B ]
T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

132



Los espectros de RMN 'H de los analogos mas complejos del alcaloide, los
derivados 177 y 178, son ricos en sefales; para el compuesto 177 los protones
piperidinicos aparecen perfectamente diferenciados en el rango de 1.37 y 3.36
ppm, como se observa en la Figura 61. La sefal para el hidrégeno a al nitrilo se
presenta como un singulete a 4.81 ppm, y la senal del protén fendlico a 9.85 ppm.
Los hidrégenos aromaticos de los grupo fenilo y arilico resuenan entre 6.60 y

7.37 ppm.

Figura 61. Espectro de RMN "'H del compuesto 177.
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En el espectro del compuesto 178, las sefales de los protones piperidinicos y
dihidroquinolinicos aparecen como multipletes, con muy poca resolucion entre
1.27 y 2.89 ppm. A 4.82 ppm resuena la sefal del hidrégeno unido al carbono que
contiene el grupo nitrilo. Los protones aromaticos aparecen a 6.53-7.40 ppm,

como se muestran en la Figura 62.
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Figura 62. Espectro de RMN 'H del compuesto 178.
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Otro punto importante en la caracterizacién de los aminonitrilos son los espectros
de RMN de "®C. En los compuestos de la serie, el carbono del grupo C=N resuena
a 116.2, 115.9, 115.6 y 116.5 ppm para los compuestos 174, 175, 177 y 178,

respectivamente. El carbono directamente unido al grupo ciano resuena, en la

girgensohnina, a 60.9 ppm (Figura 63), a 61.0 ppm en 175, y a 61.8 ppm en los
compuestos 177 y 178.

Figura 63. Espectro de RMN "°C de la girgensohnina 174.

2(6)'CAr 3 5)'CAr

3(5)-C

cH 4-C
4-CAr 1'cAr -

134



5. PREPARACION Y TRANSFORMACION QUIMICA DE
MOLECULAS CON EL FRAGMENTO 4-PIRIDILMETIL HACIA
NUEVOS SISTEMAS PIPERIDINICOS

5.1 Antecedentes

En los capitulos | y |l se menciond que una de las posibilidades de obtencion del
anillo piperidinico y tetrahidroquinolinico es la reduccién directa de la piridina y
quinolina, respectivamente. Como ambos heterociclos son producidos
industrialmente, las quinolinas y piridinas son sustratos valiosos para generar las
moléculas piperidinicas. Los procesos reductivos mas utilizados para la obtencién
del anillo piperidinico (tetrahidroquinolinico) son i) la hidrogenacion catalitica por
metales bien sea heterogénea u homogénea (Rylander 1979); ii) la hidroboracién
(Joule et al.,, 1995) y iii) la hidrogenacion por la transferencia del hidrogeno
(“hydrogen transfer hydrogenation”), donde el hidrégeno es reemplazado por las
moléculas-dadoras de hidrogeno (Brieger et al., 1974). Los tres procesos tienen
sus ventajas y desventajas, y su utilizacion depende de la compatibilidad con las
funcionalidades sobre el anillo piridinico (quinolinico), lo que a veces, limita

generar las correspondientes piperidinas (tetrahidroquinolinas).

Los procesos de hidrogenacion requieren, en general, de condiciones severas
(temperaturas y presiones altas) y, por consiguiente, de equipos mas sofisticados.
Ademas, hay que tener en cuenta que la mezcla de hidrégeno y aire es
potencialmente explosiva. Por ejemplo, la hidrogenacion de las piridinas 179 sobre
el niquel Raney ofrece las correspondientes piperidinas 180 solo a altas
temperaturas (100-200 °C), y alta presion (150-300 atm) (Esquema 43). Con el uso

de dioxido de rutenio en esta hidrogenacion, no se mejoran las condiciones de

135



la reaccion (Freifelder et al., 1961); no obstante, se puede evitar usar este entorno
tan drastico, realizando la reduccion con amalgama de Ni-Al, en presencia de una
base diluida (NaOH) (Lunn et al., 1986); como es muy reactivo, este sistema debe
ser usado con cuidado ya que muchas funciones del anillo piridinico pueden ser

transformadas.

Esquema 43. Hidrogenacion de derivados piridinicos usando diversos catalizadores metalicos.

Hp
R / NiRe o RU02 o Pt R

7N 180

Ni-Al

La piridina y sus derivados simples 179 se reducen faciimente hasta las
piperidinas 180 con el platino o el 6xido de platino (catalizador de Adams) en
presencia de acido acético, este ultimo protege al catalizador del envenenamiento
por el atomo nitrégeno basico (Rylander et al., 1979; Hamilton 1928; Hutchison et
al., 1989).

Igual al platino, su o6xido (PtO;) también ha sido empleado con éxito en la
formacion de moléculas piperidinicas (Hutchison et al., 1989). Se reporté que la
reduccion, promovida por este catalizador, de la N-aril-N-(2-piridilmetil)amina 181
conduce a la formacioén del derivado piperidinico 182 con excelentes rendimientos
(95%) (Mertes et al., 1970) (Esquema 44). Desgraciadamente, es un unico
ejemplo de la hidrogenacién de las piridinas con el fragmento piridilmetilamino
hacia las moléculas piperidinicas y el desarrollo del método sefialado no ha sido

continuado.
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Esquema 44. Reduccion de la N-aril-N-(2-piridilmetil)Jamina empleando 6xido de platino como

catalizador.
COOEt COOEt
Hy
X N N
PtO,, AcOH H
| _Nn M 2 O\;\ 95%
182

181

Otro ejemplo mas reciente donde el anillo piridinico se convierte en el derivado
piperidinico es de Vanier (Vanier 2007), quien reportd la preparacién del acido
pipecolico 184 a partir del acido picolinico 183, utilizando hidrogenacion asistida

por microondas bajo altas presiones de hidrégeno (Esquema 45).

Esquema 45. Sintesis del acido pipecdlico por hidrogenacion del acido picolinico.

o} O

| Xy “OH Ha (100 psi) G)LOH
10% PtO
N EtOH-MW NH  >99%

183

Al cambiar de estos catalizadores muy caros por otro, -el paladio sobre carbdn
(Pd/C)-, relativamente econdmico, se logré reducir el anillo piridinico del
compuesto 185, precursor del farmaco donepezil (ver Fig. 1) hasta el derivado
piperidinico 186 (Elati et al., 2006) (Esquema 46). Aunque el rendimiento del
producto piperidinico fue bueno, esta reaccién se acompafa con la formacién de
productos colaterales, dificiles de separar.

Esquema 46. Reduccion de un intermedio en la sintesis del donepezil.

o) 0
_ N H, (3.5-4.0 kg/cm?)
MeO | _N 5% Pd/IC MeO NH
MeOH-AcOH 90%
MeO 185 60-65°C MeO 186 %
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El sistema reductor H,-PdOH/C (catalizador de Pearlman) también funciona bien
para la reduccion de las piridinas hasta respectivas piperidinas (Armour et al.,
1996).

Otra forma de reducir el anillo piridinico hasta la piperidina 188, es a través de la
reduccion de sus sales 187, que se preparan facilmente por reaccion entre la
piridina y el ioduro de alquilo. Existe una amplia gama de agentes reductores, p.
ej. el Ho/Pt, el NaBH4, el Li/NHs, etc., (Rylander 1979). Dependiendo de la
naturaleza del agente reductor, se pueden preparar diferentes formas reducidas
del anillo piridinico 189, 190 (Esquema 47).

Esquema 47. Reduccion de las sales de piridina.

)

N

NaBH, R
EtOH, 189
r.t.
A
0 = [O] - O
NG N* EtOH, N
Lo r.t. !
R R
187 188
EtOH,
20 ©
Li/NH lig. N30 °C
0
N
R

Este método, a veces, es muy util cuando se trata de la preparacion de piperidinas
N-alquiladas. Combinando los reactivos mencionados se logro sintetizar la
stenusina 193, un alcaloide repelente de los escarabajos del género Stenus. Su
sintesis se baso en la reduccion de la sal piridinio 191 usando hidrégeno en

presencia de Pd/C o el NaBH4. Este ultimo agente redujo la sal hasta el derivado
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192, el cual fue hidrogenado hasta la stenusina. Ambas rutas dieron buenos
resultados (Gedig et al., 2007) (Esquema 48).

Esquema 48. Preparacion de la stenusina por reduccion de derivados piridinicos.

Y,

N H, (presion normal
NaBH, 96% & )
MeOHﬂHF 1 g2 Pd/C, EtOAc 89%
2:1 35°C
'JJJ\-/\
(10 bar) :
Pd/C, MeOH  90% N
rt, 16 h ° L
191 193

Ultimamente, la hidrogenacién por transferencia del hidrégeno esta catalogada
como una herramienta poderosa en la reduccion de los heterociclos. En esta
reaccion el hidrégeno es remplazado por las moléculas-dadoras de hidrégeno, p.
ej. ciclohexano, ciclohexadieno, hidracina, acido férmico, acido fosfinico, formiato
de amonio. Este ultimo que es un agente versatil (Ram et al., 1988), se us6 en

nuestra investigacion con diferente propdsitos.

Igual a las sales piridinio, los piridin-N-o0xidos también han sido empleado con
éxito para la obtencion de moléculas piperidinicas. Utilizando el sistema
HCOONH4/10% Pd/C, Zacharie y col. desarrollaron un procedimiento sencillo de
reduccion de los N-Oxidos 194 hasta las correspondientes piperidinas 195
(Zacharie et al., 2001) (Esquema 49). Las ventajas de este procedimiento son: la
simpleza del experimento, los buenos rendimientos (Tabla 34) y condiciones

suaves.
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Esquema 49. Obtencion de piperidinas por reduccién de los N-oxidos de piridina.

R R\
E\ﬁ Eﬁ 'HCOONH, _ Ej
N7 N* 10% Pd/C
6_ MeOH
194 rt.

Tabla 34. Rendimientos de la reduccion de N-oxidos de piridina con el sistema formiato de amonio-
Pd/C.

195 R %
a H 95
b 3-Me 100
c 4-Me 84
e 2-COOMe 84
f 4-COOH 99
g 2-NHCH,CH,Ph 90

Aunque otros métodos propuestos para reducir el anillo piridinico han sido
reportados (Larock 1999), los mencionados arriba, sobre todo, con el sistema
HCOONH.,/Pd/C es atractivo por su simpleza, y eficacia, y puede servir para lograr

el objetivo de esta etapa de la investigacion.

El sistema heterociclico de la 2-(4-piperidinil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolina | es
desconocido en la literatura quimica, por eso, en esta investigacion se propuso el
disefio e implementacién de una ruta para prepararlo, a partir de las 4-metil-
1,2,3,4-tetrahidro-2-(4"-piridil)quinolinas (Figura 64). Los precursores pueden
obtenerse a partir de sustancias economicas y de facil acceso como son las
anilinas y el 4-piridincarboxaldehido, utilizando la ruta patentada por Kuznetsov y
col. (Kuznetsov et al., 1991) y desarrollada en nuestro laboratorio (Kuznetsov et
al., 1994; Vargas et al., 2001; Vargas et al., 2002; Kouznetsov et al., 2004). Asi
mismo, se puede usar un camino similar para preparar sus analogos no-rigidos,

las N-(piperidin-4-ilmetil)aminas II.
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Figura 64. Ruta propuesta para la preparacion de las 2-(4-piperidinil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas y
las N-(piperidin-4-iimetil)Jaminas.

ot o o

°Hi~ QU_'@“GH

La preparacion de los sistemas | y Il es importante sin duda alguna, pero mucho
mas la de todos los intermedios con el anillo de la piridina; esta seccion del trabajo
hizo parte del subprograma X: Quimica Fina Farmacéutica, proyectos X-2 y X-7:
Sintesis de Moléculas Bioactivas. Analogos de Productos Naturales de Origen
Iberoamericano, del CYTED (Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia
para el Desarrollo). La contribucién de nuestro grupo ha sido el desarrollo de
nuevos antifUngicos y antiparasitarios con las estructuras de las N-aril-N-
(piridilmetil)aminas, N-aril-N-[1-(piridil)but-3-enillaminas (homoalilaminas), y las 4-
metil-2-piridil-1,2,3,4-tetrahidro quinolinas (Kouznetsov et al., 2008; Suvire et al.,
2006; Gomez et al., 2006; Kouznetsov et al., 2004; Vargas et al., 2003).

5.2 Preparaciéon de las N-(piperidin-4-ilmetil)anilinas, a partir de sus

respectivas aldiminas

La condensacion de aminas y aldehidos heteroaromaticos ha generado una
popular clase de N-aril(hetaryl) iminas (Layer 1963; Needleman et al., 1962). La
facilidad de transformacion del doble enlace imina C=N (en reacciones de adicion
y cicloadicién) ha sido usado muy fructiferamente en la elaboracién de un gran

numero de agroquimicos, farmacos y en la preparacion de quimicos finos. La
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reduccion de iminas usando diversos agentes reductores es un viejo, pero eficaz
método para la preparacidon de numerosas e importantes aminas secundarias
(Hutchins et al, 1991). Los heterociclos nitrogenados se encuentran
frecuentemente entre las estructuras farmacoforas privilegiadas, los derivados
piridinicos figuran entre los buenos candidatos para el bioscrenning en diversos

tipos de actividades (Kleemann et al., 1999; Evers et al., 2005).

Las aldiminas 196-203 se obtuvieron por calentamiento a reflujo, durante 1-2
horas, de una mezcla equimolar de la anilina, o sus derivados, (0.056 moles) y el
4-piridincarboxaldehido (0.056 moles), en 100 mL de etanol anhidro (Esquema
5.8). Los analisis de CG indicaron un rendimiento cuantitativo de la reaccion, por
esto, algunas iminas se usaron directamente y sin purificacion previa en las
siguientes reacciones, y en algunos casos se aislaron por recristalizacion para ser
analizadas. Las iminas se obtuvieron con altos rendimientos, como sodlidos

cristalinos o aceites muy viscosos.

Una vez elaborados los precursores, se procedié a reducirlos con un exceso de
NaBH; en metanol para generar las aminas secundarias 204-210, en unos

razonables buenos rendimientos del 65-85% (Esquema 50).

Esquema 50. Preparacion de las N-aril-N-(piridin-4-ilmetilen)aminas 196-203, y las N-aril-N-(piridin-
4-iimetil)aminas 204-210.

R R Q Rz R
? RN _EOH | _ _ NaBH, _
| A Rj N Xy MeOH = g N N
Rs NH, =N o Hol
196-203

196,204 Ry =R;=R3=H 200 R1=R3=H,Ry,=Br
197,205 Ry =R3=H, R, =CHjs 201,208 R1=R3=H,Ry =1
198,206 R;=R;=H,R,= OCH; 202 209 R, =R, =H, R; = NO,
199, 207 Ry =R3=H,R,;=Cl 203,210 Ry =R3=CH3 Ry =H
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Después de ser purificados por cromatografia en columna, y recristalizacion a
partir de mezclas de heptano y acetato de etilo, en diferentes proporciones, los

compuestos 204-210 se obtuvieron como solidos cristalinos (Tabla 35).

En los espectros de infrarrojo de los compuestos iminicos 196-203 se observo la
banda de vibracion del grupo C=N entre 1618-1628 cm™ y para las aminas 204-
210, la banda de vibracién para el grupo N-H entre 3250-3292 cm™. En los
espectros de masas el ion molecular de las iminas es el pico de base, lo cual

confirmo la férmula bruta de éstas.

Tabla 35. Constantes fisicas y quimicas de las aldiminas 196-203 y las aminas 204-210.

Férmula IR(cm™ | p.m. tr
N° Estado fisico p.f. (°C) R (%) ) .
Molecular veenvny | (@/mol) | (min)

196 | CroHioN: oristale® 70-71 | Cuantitativo | 1g1g | 18222 | 13.66

197 | CisHioN, Cristales 98-99 | Cuantitativo | 1623 | 196.23 | 15.40
amarillos

198 | Cy3HpN,0 Aceite rojo - Cuantitativo | 1628 | 212.25 | 18.95

199 | CpHeCIN, Cristales 84-85 | Cuantitativo | - 216.67 | 17.27
amarillos

200 | Ci,HoBrN, Cristales 103-104 | Cuantitativo - 261.12 | 19.46
amarillos

201 C1oHgIN, Aceite rojo - Cuantitativo - 308.12 -

202 | CiHoNO, Cristales ; Cuantitativo | - 20722 | -
naranjas

203 Ci4H14N, Aceite incoloro - Cuantitativo - 210.27 -

204 CioH12N, Cristales blancos | 100-101 81 3263 184.24 | 15.08

05 | CisHuN, Cristales 69-70 85 3292 | 198.26 -

= incoloros

206 | Ci3H1aN,O Cristales 72-73 79 3288 | 214.26 | 19.90
amarillos

207 | C1,HCIN, Cristales 91-92 80 3271 | 218.68 | 19.88
amarillos

208 | CyHyIN, | Cristales blancos | 106-107 69 3383 | 310.13 | 32.41

209 | Ci,HiiN;O, Cristales 89-90 65 3250 | 229.24 | 32.82
amarillos

210 | CigHioN, Cristales 93-94 85 3273 | 21229 | 1852
amarillos
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Los espectros de RMN 'H de las aminas 204-210 son bastante sencillos, en el de
la N-(3,5-dimetilfenil)-N-(piridin-4-ilmetil)Jamina 210 los grupos metilo resuenan a
2.24 ppm como un singulete, el hidrogeno de los grupos amina y metileno
aparecen también como singuletes a 4.12 y 4.39 ppm, respectivamente. Los
protones aromaticos aparecen a campos bajos: a 6.24 y 6.43 ppm los sustituidos
en los carbonos dos, seis y cuatro del anillo arilico, a 7.33 ppm como un doblete (J
= 4.4 Hz) los de las posiciones C-3 y C-5 del anillo de piridina, y a 8.57 ppm como
un doblete de dobletes (J = 4.4, 1.5 Hz) los unidos a los cabonos C-2 y C-6 de
este heterociclo. En la Figura 65 se muestra como ejemplo el espectro de 210, y

en la Tabla 36 se recoge el analisis para las restantes aminas.

Figura 65. Espectro de RMN 'Hdela N-(3,5-dimetilfenil)-N-(piridin-4-ilmetil)amina (210).

2(6)-Hp, CH,  CH, 3(5)-CH,
2(6)-Hpy 3(5)-Hpy

4-Hp,
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Tabla 36. Datos de caracterizacion por RMN-"H para las N-4-aril-N-(piridin-4-ilmetil)aminas 204-
210.

Comp. Desplazamientos quimicos ( ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (Hz)
N° Piridinicos Arilicos Otros
2(6)-Hpy | 3(5)-Hpy 2(6)Har 3(5)Har N-H | CHzN R
8.55 (dd) 4-Har
S 7.29 (d) 6.58 (dd) 7.17 (td) B
204 | J=6.0, | y_5gq 1=8508 | J=7410 - | 437(8) | 674 (1), )=
16 7.4
8.54 (dd)
a 7.31 (d) 6.50 (d) 6.98 (d) CHs
205 | 4P| =42 J=84 J=83 | *18() [ 436() | 5937
852(d) | 727 6.53 (d) 6.75 (d) OCH;
206 | j-53 | J=50 J=87 J=g7 |408(bs)| 430(s) | 379
855(d) | 7.29 (d) 6.51 (d) 712 (d) ] ]
207 | j-49 | J=52 1=86 1=87 436 (s)
sos | TN 7430y | 6.38(dd) 7.28 (dd) - |a3s(s) -
208 (2% | 9=68,20| J=6825 | J=44,15 :
2 e
8.61 (dd) ] 7.28-7.33 (m) 5-Hpr r
209 | J=45, 7'2?m7)'33 6-Ha6.87 742(t) | 469(s) | 448 (s) Je:g gd%d%
18 (ddd) J = 8.3, J=23 2
25,0.8 :
3(5)-CHs
8.57 (dd)
1 7.33 (bd) 7.17 (td) 2.24 (s)
20 | J=44, | 200 6.24 (2) 5280 | 4120 [ 43909 | 2P
15
6.435)

5.3 Preparacién de las 4-N-aril-N-[1-(4-piridil)buten-3-illaminas a partir de
respectivas aldiminas. Generacion de nuevas tetrahidroquinolinas C-2
y-piridil sustituidas

La adicion de alilo al enlace imino C=N de derivados carbonilicos es el método

mas eficiente y confiable para la preparacion estereo- y, a veces, enantioselectiva

de homoalilaminas; los recientes desarrollos en su sintesis muestran, que la
adicién de un nucledfilo carbonado, como el fragmento alilico, a bases de Schiff es
posible de dos formas: i) utilizando la especie alil-metal “presintetizada”, como en
el tradicional procedimiento de Grignard-Barbier, y ii) generando la especie in situ,
prestando atencion especial a metodologias amigables ambientalmente (Figura
66) (Kouznetsov et al., 2008).
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Figura 66. Formacion de homoalilaminas - 4-N-aril-N-1-(arilbuten-3-il)Jaminas.

ATSN-R + ANUBr o+ M

(M = Li, Mg,
Formacién in situ d Solvent Zn, In, Ga)
especies alil-metal olven
y
' Ar
= — R‘NJ\A\
Reaccion de alilacion H
Cat. | Solvent

ATSN-R + AN ME

(MG = SnBuj, SiMes,
[ Con especies alil- ] GeEts)

metal presintetizadas

i

Varias especies organometalicas (compuestos alilicos de Li, Mg, Cu and Zn) han
sido usadas exitosamente en la alilacion de iminas, pero los reactivos de
organoindio son muy interesantes, porque son estables frente al agua y al aire. En
contraste a la riqueza de quimica carbonilica, la alilacion, mediada por el indio, de
las aldiminas en medio acuoso, todavia es muy limitada (Kumar et al., 2000; Chan
et al., 1998; Lu et al., 2000; Lu et al., 2001; Vilaivan et al., 2001; Vilaivan et al.,
2005; Legros et al., 2003; Kallstrom et al., 2007; Andrews et al., 2004; Tan et al.,
2007).

Vilaivan y col. reportaron por primera vez que la alilacién tipo Barbier de aldiminas
inactivadas, con bromuro de alilo (3 equiv.), en presencia de polvo de indio (2
equiv.) y metanol anhidro, transcurrié rapidamente para dar homoalilaminas en

buenos rendimientos (Vilaivan et al., 2001).

Las trifluorometil aldiminas también pueden reaccionar en condiciones de Barbier
en presencia de magnesio, indio o zinc (Legros et al., 2003). Otro metal atractivo y
comercialmente disponible para mediar reacciones de preparacion de
homoalilaminas es el galio (Wang et al., 2002; Andrews et al., 2004); este metal se

usd con éxito en alilaciones de aldiminas realizadas en condiciones libres de
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disolvente (Andrews et al., 2004). Si se comprara los extensos estudios de
alilacion de derivados de iminas mediados por Zn, estas reacciones de alilacion
han recibido mucho menos escrutinio (van der Sluis et al., 2001; Lee et al., 2004;
Liu et al., 2004; Sun et al., 2006).

La nueva serie de homoalilaminas 211-215 fue elaborada por la adiciéon nucledfila

del fragmento alilico al enlace C=N de las respectivas aldiminas 196-198, 200 y

203, usando el procedimiento de Grignard, con la especie alil-metal (alil-magnesio)
presintetizada, a partir del bromuro de alilo y magnesio metalico en éter etilico,
como se describid en el Cap. |, pero también usando reacciones tipo Barbier,
generando la especie alil-indio in situ. Para realizar este ultimo procedimiento, una
mezcla de bromuro de alilo (3 mmol), indio en polvo (1.5 mmol), y las aldiminas

196-198, 200 y 203 (1 mol), en metanol anhidro, a temperatura ambiente, se agitd

vigorosamente hasta que se observé la completa disolucion del metal (3-4 h) y el
monitoreo por CCF mostr6 la desaparicion total de la imina (Esquema 51). En la

Tabla 37 se recogen las constantes fisicoquimicas aminas homoalilicas 211-215.

Esquema 51. Sintesis de las homoalilaminas 211-215 con el fragmento y-piridil.

R1 R1 | R1

Ro R R2
A~ MgBr B
7 A A Z S
R3 N | Et,OTHF  R3 ” | In, MecoH Rs N |
_N _N _N

196-198, 200, 203 211-215 196, 200, 203

196,211 R1=R; =Rz =H 200,214 Ry =R3=H,R, =Br
197,212 Ry =R3=H,R;=CH; 203,215 R{=R3=CH;3 Ry =H
198, 213 R, =R, = H, R, = OCHs

Cada uno de los procedimientos mostré ventajas y desventajas: el tradicional
Grignard requiere del secado y uso de disolventes tdxicos y costosos como el éter
etilico y el tetrahidrofurano, el tiempo requerido para preparar el aliimagnesiano, la

adicién de la imina a este, la extraccion del producto es muy largo, y la reaccion



debe mantenerse bajo vigilancia constante por el alto desprendimiento de calor

que genera.

La extraccion también es muy dispendiosa y el éter contaminado con bromuro de
alilo, no es recuperable. Pero a cambio, el producto se obtiene casi limpio y los

rendimientos son bastante buenos.

En el procedimiento con indio, las principales dificultades son: 1) el indio en polvo
es bastante costoso, o que no viabiliza la preparacién de grandes cantidades de
muestra para realizar sintesis multi-etapicas, y 2) el producto es dificil de aislar de
la masa de reaccion, por la gran cantidad de resinas formadas, y se requieren de
varias columnas y recristalizaciones para obtener de una pureza aceptable los

productos.

Tabla 37. Constantes fisicas y quimicas de las homoalilaminas 211-215.

Ne Formula Estado f.(C) R (%) R (%) IR (cm™) P.M. tr

Molecular fisico p-I. Grignard Barbier VN-H (g/mol) | (min)

211 CisH16N2 Aceite - 81 62 3287 224.30 | 17.27
— amarillo

212 CieHigN, | Cristales | g5 gg 73 - 3273 238.33 | 19.27
blancos

213 | CiHN,0 | Aceite - 60 . 3294 | 25433 | 21.32
amarillo

214 | CisHisBrN, | Cristalesa | g g3 53 53 3275 | 30320 | 22.15
marillos

215 CiHaN, | Cristales | g4 g5 74 70 3293 252.35 | 19.99
blancos

Los espectros de IR de las homoalilaminas mostraron la aparicion de la senal
correspondiente a la vibracion de tension del NH entre 3273 y 3293 cm™’, como
una banda de mediana intensidad. En los espectros de masas los iones
moleculares son de baja intensidad, menores a un 5%, la fragmentacion mas
caracteristica en esta serie de compuestos, es la pérdida del radical alilo [M-41]",

generando los cationes ArNHCHPY", que corresponden al pico de base (Tabla 38).
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Estas caracteristicas se habian observado en estudios anteriores y son comunes

en todos los casos (Mikaya et al., 1991).

Como ejemplo, en la Figura 67 se muestra el espectro de masas de la
homoalilamina 213, que tiene un peso molecular de 254.33 g/mol; en este se
puede observar el ion molecular con baja intensidad, del 5%, y la pérdida de 41

unidades correspondiente al fragmento alilico para dar el pico base con m/z 213.

Tabla 38. Posible fragmentacién e iones principales en los espectros de masas de las
homoalilaminas 211-215.

N
m/z, (1, %)
Comp. M D,

[M-C3Hs]"
211 224 (3) 183 (100)
212 238 (4) 197 (100)
213 254 (5) 213 (100)
214 302 (5) 261 (100)
215 252 (3) 211 (100)

La confirmacion mas sélida de la estructura de las homoalilaminas preparadas
fueron los analisis de resonancia magnética nuclear. Los espectros de RMN "H de
las homoalilaminas 211-214, son similares entre si, y se caracterizan por la
presencia de tres grupos de sefiales en zonas distintas: Protones aromaticos
(arilicos, piridinicos), los protones olefinicos (el fragmento -CH=CH;) y los

protones alifaticos (-CHa, -CH y los grupos alquilo unidos al anillos aromatico).
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Figura 67. Espectro de masas y fragmentacion principal de la 4-N-(4-metoxifenil)-N-[1-(4-
piridil)buten-3-illamina (213).
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En el espectro de RMN "H del compuesto 215, (Figura 68), la primera sefial que se
observa a campos altos, es la correspondiente a los dos grupos metilos del anillo
arilico, como un singulete a 2.15 ppm, entre 2.41-2.62 ppm resuenan los
hidrogenos del grupo -CH,, como un singulete ancho a 4.07 ppm aparece la senal
del protdn del NH, el hidrégeno del grupo -CH resuena como un doble doblete (J =
7.7, 5.0 Hz) a 4.35 ppm. Las sefales olefinicas aparecen entre 5.20-5.15 (CHy=) y
5.65-5.76 (=CH) como multipletes. A 6.08, 6.34, 7.29 y 8.54 resuenan los
hidrogenos de los anillos arilico y piridinico respectivamente. En la Tabla 39, se
pueden encontrar los corrimientos, multiplicidad, y constantes de acoplamiento

para todos los protones de los compuestos 211-215.
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Figura 68. Espectro de RMN 'H del la 4-N-(3,5-dimetilfenil)-N-[1-(4-piridil)buten-3-illamina (215).

CHs
3

2(6)-Hpy 3(5)-Hpy 2(6)-Har 4 2 3(5)-CH;
4-Har o= CTE N Y

Tabla 39. Datos de caracterizacion por RMN-"H para las 4-N-aril-N-[1-(4-piridil)buten-3-illJaminas
211-215.

Comp. Desplazamientos quimicos ( ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento (Hz)
NP Olefinicos Otros Piridinicos Arilicos R
CH.= =CH -CH; -CH N-H | 2(6)-Hpy | 3(5)-Hpy | 2(6)-Har | 3(5)-Har
5.18- ) 2.43- | 4.38(dd) 8.56 (dd) | 7.31 (dd) 7.10 (td) | 4-Har
211 | 524 sg'g?m) 266 | =709, ‘(‘5153) 3=50, | =44, | 5B | 5=77, 669 ),
(m) ) (m) 5.0 1.6 1.6 ) 1.0 J=73
12 g’:;? gz; 568- | 243 4J'3:'7(f’7d) 4.09 8j5=5 fg’) 7J'3=1 f;‘) 6.38(d) | 6.91(d) | CHs
=78 5.78 (m) | 2.64 (m) 50 (bs) 14 11 J=84 J=8.0 [220(s)
5.16 (s) 567- 2.41- 4.2_9 (dd) 8.5_3 (dd) 7.29 (d) 6.40 ((i) 6.68 ((j) OCHs
213 15200d) | 577 (m)| 261 (m) | 7280 | - | 9345 | jo60 J= J= 1368 (s)
J=6.0 |7 ) 5.0 1.5 ) 8.9 8.9 )
5.17- ) _ 8.55 (dd) | 7.27 (dd) | 6.31 (dd) | 7.16 (dd)
214 5.23 557.5?1(3m) 2%';'%“) 4.34 (m) 4(.31)9 J=44, | J=39, | J=88, | J=88, -
(m) ) ) 1.6 1.7 2.0 2.0
3(5)-
5.20- ) _ | 4.35(dd) 8.54 (dd) | 7.29 (dd) 7.17 (td) CH;3
215 | 5.15 SE;gt(-)m) 2%3;2m) =71, 4('2)7 J=45| 3=47| 6.08(s) | =74, | 2.15(s)
(m) ’ ’ 5.0 1.5 1.3 1.0 4-Ha,
6.34 (s)

En la actualidad los derivados hidrogenados de la quinolina son de especial
interés como pesticidas, preservativos quimicos, p.ej., las 2,2,4-trimetil-6-
etoxi(etil)-1,2-dihidro quinolinas se usan como antioxidantes para estabilizar las
drogas veterinarias de tipo lipidico; otros compuestos similares son excelentes
inhibidores de la polimerizacion de las olefinas, los aceites y los plasticos), como

intermedios en procesos de sintesis, pero especialmente en la medicina por su
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amplio espectro de actividades biolégicas. Se han descubierto derivados de la
1,2,3,4-tetrahidroquinolina con actividad analgeésica, anticancerigena,
anticonceptiva, anticoagulante, antiarritmica, virucida, entre otras (Kouznetsov et
al., 1998; Gringauz et al., 1997; Lednicer et al., 1984).

Por estas importantes aplicaciones, los quimicos organicos han desarrollado una
amplia variedad de metodologias para obtener este tipo de derivados. Los
métodos mas generales para obtener las tetrahidroquinolinas envuelven la
ciclacién intramolecular de derivados sustituidos de anilina o de bencenos
monosustituidos, la cicloadicion intermolecular [4+2], donde se usan como
productos de partida las bases de Schiff y la reduccion de sus analogos
aromaticos. Las diversas rutas y condiciones se encuentran ampliamente

revisadas (Kouznetsov et al., 1998).

Las primeras 4-metil-2-(2-,3-,4-)piridil-tetrahidroquinolinas fueron sintetizadas en
1994 por hidroarilacién intramolecular de las 4-N-aril-N-4-[2(3,4)-piridilbuten-3-
illaminas en condiciones acidas (Kuznetsov et al., 1994; Vargas 2001).
Continuando con estos estudios, se prepararon cinco nuevas tetrahidroquinolinas

con el fragmento 4-piridil (Esquema 52).

La sintesis de estos productos consistié en el tratamiento con acido sulfurico al
85%, o acido polifosférico, de las homoalilaminas (preparadas por el
procedimiento de Grignard), disueltas previamente en la minima cantidad
necesaria de diclorometano. La mezcla se calenté con agitacion vigorosa a 80-90
°C durante 1-5 horas. La mezcla se enfrio a 0 °C y se llevo a pH 12 por tratamiento
con solucidbn acuosa concentrada hidroxido de amonio. Se extrajo con
diclorometano y las capas organicas se secaron sobre sulfato de sodio. El
disolvente se separé y las tetrahidroquinolinas se aislaron por cromatografia de

columna sobre alumina, como solidos cristalinos (Tabla 40). La reaccion de
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ciclacion de la homoalilamina 215 transcurrié hacia la formacioén del acido quinolin-

sulfénico 220.

Esquema 52. Preparacion de las 4-metil-2-(4-piridil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas 216-219 y el
acido 4,5,7-trimetil-2-(4-piridil)quinolin-8-sulfénico 220.
R1 | R1 CH3 R1 CH3
Pl
Rs N | N
H H _N 303 _N
gl'gﬁ 2_§ _g 54-84% _ 56%
216 R1 Rz—R3—H ﬁg R1=R3=H,R2=Br
217 Ry=R3=H,R,=CH; 220 R;y=R3=CH3 Ry =H
218 R;=R;=H, R, = OCH;
Tabla 40. Constantes fisicas y quimicas de los productos 216-220.
Férmula . R IR (cm™) P.M. tr
(] 0
b Molecular SHECE R 25 () (%) VN-H (g/mol) (min)
216 C1sH1sN2 Cristales blancos 88-90 84 3266 224.30 20.06/20.29
217 C1sH1gN2 Cristales blancos 138-139 72 3299 238.33 21.78/21.84
218 C1sH1sN2O Cristales amarillos 113-115 54 3267 254.33 22.74
219 C1s5H15BrN» Cristales amarillos 104-106 68 3256 303.20 23.30/24.05
220 | CiHiN:0sS | Cristales verdes | 239-240 | 56 1113%657'1 o | 32839 26.06

La estructura de nuevos derivados heterociclicos 216-219 se establecidé por
meétodos fisicoquimicos. En sus espectros de IR aparece la banda vy entre 3256
y 3499 cm™, que siguen siendo intensas como en sus precursores. En el &cido
sulfénico 220 el enlace S=0 posee un considerable caracter de enlace sencillo,
debido a la unidad estructural -SO3H, por eso, en su espectro de IR aparecen tres
bandas: la tensién asimétrica en 1265 cm™, la tensién simétrica en 1180 cm™ y en

710 cm™ la tension del S-O.

Los datos de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y de

RMN "H y "*C indican que los compuestos 216-219 se formaron como mezcla de
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dos isdbmeros geométricos. Estos diaestereoisdémeros se derivan de la diferente

orientacién espacial (cis- y trans-) de los sustituyentes en las posiciones C-2 y C-4.

Los cromatogramas de estos compuestos mostraron la formacion preferencial de
uno de los isémeros (Tabla 41), y los espectros de RMN 'H indicaron que el

diaestereoisdmero cis, es el mayoritario.

Tabla 41. Relacion en % de los isémeros cis/trans de las tetrahidroquinolinas 216-219.

N° 216 217 218 219
Isémero Cis 68 79 88 91
Isémero Trans 32 21 12 9

Las dos formas diferentes (cis-, trans-) ya habian sido evidenciadas en los
estudios de RMN-'H de moléculas similares (Garbarino 2004). En dichos estudios
también se establecid que las tetrahidroquinolinas 2,4-disustituidas existen
basicamente en conformacién de “semi-silla”. Segun los datos de RMN-'H, los
isbmeros cis-ee son mayoritarios, especialmente cuando el sustituyente en C-2 es
un anillo (hetero)aromatico (Kuznetsov et al., 1994; Vargas 2001). Nuestros
resultados estan de acuerdo con este estudio. Los isdbmeros se pueden

representar como se muestran en la Figura 69.

Figura 69. Representacion espacial de los isémeros cis-2e,4e, trans-2e,4a de las
tetrahidroquinolinas.

Cis: 4e-CHj3/2e-Py Trans: 4a-CHj/2e-Py
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En los espectros de RMN de 'H de los productos finales se pueden encontrar las
sefales caracteristicas que genera el anillo tetrahidroquinolinico. Para el caso del
isdmero cis de la 6-bromo-4-metil-(4-piridil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolina 219 (Figura
70), los hidrégenos del grupo metilo, unido al carbono C-4, resuenan a 1.33 ppm
como un doblete (J = 6.8 Hz); a 1.67 y 2.09 ppm aparecen los hidrégenos de las
disposiciones axial y ecuatorial del carbono C-3 como un cuatriplete (J = 11.5 Hz)
y un triplete (J = 13.1 Hz); el protdn enlazado al carbono C-4 resuena como un
septeto (J = 6.4 Hz) a 3.10 ppm; a 4.05 ppm aparece un singulete ancho, asignado
al proton del NH; el hidrégeno unido al carbono C-2 resuena a 4.46 ppm como un
doble doblete (J = 11.2, 2.9 Hz). Las sefales correspondientes a los protones

aromaticos, arilicos y piridinicos aparecen en el rango de 6.45-8.59 ppm.

Figura 70. Espectro de RMN 'H del isomero cis de la 6-bromo-4-metil-2-(4-piridil)-1,2,3,4-tetrahidro
quinolina (219).

2'(6")-Hpy 3(5)H 4-CHs
Hpy

5-H 8-H

7-H 3-Ha
2H N.H 4H 3-He

L e L B B A B L B
1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5

Los desplazamientos, multiplicidad y constantes de acoplamiento para los
isbmeros cis de las tetrahidroquinolinas 216-219 se pueden encontrar resumidos
en la Tabla 42.

En los analisis de CG-EM de los crudos de reaccidon de todas las ciclaciones, se
encontré la sefal de un compuesto (< 10%) con cuatro unidades de masa menos,
que el correspondiente al de las tetrahidroquinolinas; la explicacion mas razonable

para la formacién de estos productos, es la oxidacion, por accion del oxigeno del
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aire, del anillo tetrahidroquinolinico, formandose como producto secundario las

quinolinas aromaticas (Figura 71).

Figura 71. Quinolinas formadas en el proceso de ciclacion de las homoalilaminas 211-21

R, CHs R, CHs
Ry Ry
0, N
~
R N1 Rs N
_N _N

La accesibilidad de los productos de partida hizo posible la obtencion de nuevas
tetrahidroquinolinas con el fragmento piridil en posicién C-2, no descritos en la

literatura quimica.
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5.4 Estudio sintético hacia nuevas tetrahidroquinolinas C-2 y-piperidinil

sustituidas

El ultimo paso de sintesis en esta investigacion fue la hidrogenacion del anillo
piridinico para intentar obtener los sistemas de la N-(piperidin-4-ilmetil)anilina l y la
4-metil-2-(piperidin-4-il)-1,2,3,4-tetrahidroquinolina Il. Sus precursores (las aminas
210, 216 y 217) se sometieron a reduccion con los sistemas: NH;"HCOO
/Pd/C/MeOH, NaBH4/Pd/C/MeOH, y H,/Pd/C/MeOH (Esquema 53). Segun los

analisis de CG-EM todas estas reacciones solo condujeron a la descomposicion

de los sustratos.

Esquema 53. Intentos de reduccion del anillo piridinico a partir de los sustratos 210, 216 y 217.

CH, CH,
H,C N X H,C N
_N | NH
210
CH, CHs
R R
a, b cX
N N
_N A NH
216, 21

1L 216: R = H; 217: R=CH,

a. NH4"HCOO/Pd/C/MeOH, b. NaBH,/Pd/C/MeOH, y c. H,/Pd/C/MeOH.

Se procedié entonces a proteger los grupos amino, se prepararon las acetamidas

221, 222, y 223, por acilacién con anhidrido acético a reflujo de la amina 210 y las

tetrahidroquinolinas 216 y 217. Estas amidas se obtuvieron con muy altos

rendimientos, del 91, 99 y 100%, respectivamente (Esquema 54).
Teniendo protegido el nitrogeno se realizaron nuevamente los intentos de

reduccion con los mismos sistemas del Esquema anterior, pero de igual forma

solo se obtuvieron compuestos de degradacion.
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Esquema 54. Preparacién de las amidas 221, 222 y 223, e intentos de reduccién del anillo
piridinico a partir de éstas.

CH3 CHj3

HsC N x NEtyA  HsC N X H,C N
H |/N /& |/N : NH
HC” S0

210 221 91%
CHs CHg CHs
R R R
(CH3C0),0 ab c
H o | N H
N H3C/&O /99 100% h
216, 217 222, 223 Bt 216, 222: R=H

217, 223: R = CH,
a. NH,*HCOO"/Pd/C/MeOH, b. NaBH,/Pd/C/MeOH, y c. Hy/Pd/C/MeOH.
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6. PROSPECCION BIQLOGICA DE LAS NUEVAS MOLECULAS
OBTENIDAS.  BUSQUEDA DE NUEVOS AGENTES
TERAPEUTICOS

6.1 Antecedentes

Los medicamentos pueden ser considerados los milagros de la modernidad. Estos
clusters de atomos altamente estructurados, y relativamente pequefios, son los
principales agentes terapéuticos de la medicina moderna. Muchas de las
‘moléculas milagro” pueden salvar vidas humanas, prolongar la vida, aliviar el
dolor y el sufrimiento, al tiempo que se obtienen ganancias, por su venta, de
billones de ddélares por afo; el desarrollo de cada uno de ellos es arduo y costoso,

con enormes inversiones en su desarrollo, pero también con grandes beneficios.

Los farmacos modernos han sido obtenidos principalmente de fuentes naturales y
por sintesis de laboratorio. La compleja y diversa maquinaria biosintética produce
sustancias que son usadas directamente o como intermedios avanzados que al
ser manipulados por los quimicos, conducen a incrementos y mejoramiento en sus

actividades.

En el curso del descubrimiento de un nuevo compuesto cabeza de serie, para
generar nuevos candidatos a farmacos, se inventan, desarrollan y expanden
dramaticamente otros campos: las plataformas tecnoldgicas, computacionales, las
ciencias bioquimicas y biomédicas, y en especial, la invencion de rutas y
metodologias sintéticas versatiles para lograr el entendimiento de la arquitectura
de las moléculas organicas, y los principios generales que gobiernan sus

estructuras. La optimizacion de los perfiles farmacologicos requiere de un gran
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numero de analogos, que deben ser preparados por caminos efectivos de sintesis
orientados a la diversidad. La busqueda de compuestos bioactivos es el punto de
partida para el proceso de descubrimiento de los farmacos, y es una necesidad
ineludible e inaplazable en respuesta a las enfermedades para las cuales la

terapéutica existente no resulta eficiente, o es inexistente.

Para enfrentar la busqueda de compuestos bioactivos se requiere:

una actividad bioldgica blanco, y una vez seleccionada, se necesita de la

participacion de dos componentes indispensables:

* compuestos a ser ensayados

* bioensayos apropiados a ser utilizados.

Para realizar el trabajo que se resefia en esta investigacién, se seleccionaron
como blanco terapéutico: i) las infecciones fungicas en humanos, ii) la inhibicion

de la enzima acetilcolinesterasa, iii) actividad antioxidante.

Los ensayos de actividad antimicética fueron realizados durante la pasantia
doctoral en el Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmaceéuticas de la Universidad Nacional del Rosario en Rosario-
Argentina, bajo la direccion de la Dra. Susana Zacchino. Los estudios de actividad
antioxidante e inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa fueron realizados en el
LQOBio, implementando las técnicas en el caso de la inhibiciébn enzimatica y
desarrollando una nueva para el atrapamiento del radical ABTS. A continuacion

detallamos el modo de realizacion de estos estudios y los resultados obtenidos.
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6.2 Actividad fungicida

6.2.1. Importancia de la busqueda de compuestos antifungicos. Los hongos
estan presentes en el aire, en el suelo y también en el tracto gastrointestinal de
los humanos y animales. Usualmente no causan serios problemas, porque el
sistema natural de defensa del organismo es capaz de combatirlos. Sin embargo,
existe un gran numero de enfermos con el sistema inmune deficiente y muchas
infecciones ponen en riesgo su vida, particularmente, los pacientes tratados con
quimioterapias agresivas contra la leucemia y ciertos tipos de cancer, los que se
someten a transplantes de érganos, los enfermos de SIDA y los recién nacidos
prematuros, entre otros. A pesar de que la medicina ha conseguido aumentar la
vida de estos pacientes, un gran numero de estos individuos sufren infecciones

fungicas que los llevan a la muerte.

El incremento de la cantidad de enfermos inmuno-comprometidos ha aumentado
notoriamente en los ultimos afos (San Blas et al., 2004; Richardson 1994; Chung
et al., 1998). Este continuo aumento de la incidencia de infecciones fungicas, junto
con el incremento gradual en la resistencia a los tratamientos en uso actual hace
necesario encontrar nuevos compuestos antifungicos. Como consecuencia, se
esta realizando considerable esfuerzo en la busqueda de nuevos compuestos
lideres, con mecanismos de accion definidos, que pueden servir como punto de
partida para el desarrollo de nuevos antifungicos mas seguros y mas potentes que

los usados actualmente (Fostel et al., 2000; Li et al., 2004).

6.2.2. Caracteristicas de los hongos causantes de infecciones fungicas en
humanos. Los hongos son organismos eucariotes, heterétrofos, cuyas células, a
diferencia de las células de mamiferos, presentan paredes celulares (San Blas et
al., 2004). Desde el punto de vista estructural, los hongos se pueden dividir en dos

tipos morfolégicos basicos: levaduras y hongos filamentosos. Esta division no es
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estatica, ya que algunos hongos son dimoérficos, es decir pueden cambiar su
morfologia entre filamentosos y levaduriformes, dependiendo de las condiciones

ambientales (Kurtzman et al., 1998).

-Hongos levaduriformes

Las levaduras son células sencillas, ovales o redondas, de 2 a 10 um de diametro
que estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se encuentran tanto en
frutas, granos, miel y otros alimentos, como en el suelo, aire, piel y mucosas de
mamiferos (Figura 72.a). Existen mas de 600 especies conocidas de levaduras,
distribuidas en 60 géneros taxondmicos, de las cuales sélo aprox. 20 son capaces
de producir enfermedades en humanos y animales. Dentro de ellas, las mas
aisladas como agentes causantes de infecciones fungicas en el hombre esta la
Candida albicans, y otras especies del género Candida (C. parapsilosis, C.
tropicalis, C glabrata, C. krusei, etc) y el Cryptoccocus neoformans (Kurtzman et
al., 1998).

-Hongos filamentosos

Las unidades fundamentales de estos hongos son estructuras filiformes llamadas
hifas, que en conjunto forman un micelio. Generalmente las hifas son
multinucleadas, de 2 a 30 um de diametro pudiendo llegar a tener varios cientos
de micrémetros de longitud (Figura 72.b) (Saral 1991). Los hongos filamentosos
mas importantes como productores de infecciones en humanos son los del género
Aspergillus (A. niger, A. flavus y A. fumigatus) y un grupo de hongos
pertenecientes a los géneros Trichophyton, Epidermophyton y Microsporum, que
se conocen en conjunto como dermatofitos (San Blas et al., 2004). Del género
Trichophyton, las especies mas comunmente aisladas en humanos son T. rubrum
y T. mentagrophytes, mientras que del género Microsporum son dos las especies

que afectan al hombre: M. canis, que se hospeda principalmente en animales
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(gatos y perros) y M. gypseum, que se encuentra en el suelo. Del género
Epidermophyton, el E. floccusum es el dermatofito mas aislado de infecciones

fungicas en humanos (Weitzmann et al., 1995).

Figura 72. Imagenes de macro y micromorfologia de los hongos observados a ojo desnudo y con
microscopio optico (400x): a) levaduras, b) hongos filamentosos.

a) Candida sp.

b) Aspergillus sp.

6.2.3. Estructuras y mecanismos de accion de los principales antifungicos
en uso clinico. En la Figura 73 se presenta un esquema simplificado de la célula
fungica, donde se indican los principales blancos de accion de los antifungicos
disponibles en clinica. Los principales blancos celulares y algunos ejemplos de
antifungicos actualmente utilizados para el control de las micosis en plantas y en

humanos se daran a continuacion.
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Figura 73. Esquema de la célula fungica con los principales blancos de ataque de agentes
antifungicos.

Membrana
citoplasmatica Pared celular
Metabolismo
intermediario Otras dianas

6.2.3.1. La membrana celular. La misma funciona como una barrera de
permeabilidad, regulando el transporte de pequefias moléculas y la transmision de
sefales. Dado que los esteroles presentes en ella son similares a los presentes en
células de mamiferos, muchos de los antifungicos en uso actual interaccionan con

ellos o inhiben su sintesis. Como ejemplos se puede mencionar a:

i) Los polienos: Los mas importantes son la anfotericina B (Figura 74) y la
nistatina, estos farmacos interaccionan con ergosterol de las membranas,
formando canales en ella, con el consecuente aumento de la permeabilidad a
cationes univalentes ocasionando la muerte celular (Denning 2004). Ambos
compuestos han mostrado toxicidad, pero es particularmente importante en la
anfotericina B. Este polieno, que después de 30 afios de uso aun es el farmaco de
eleccion para muchas micosis sistémicas, es extremadamente toxico para

humanos, produciendo neurotoxicidad (Groll et al., 1998).
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Figura 74. Estructura de la anfotericina B.
CHs

O OH OH OH OH O OH Anfotericina B

ii) Los azoles: interaccionan con el citocromo P-450, inhibiendo la desmetilacion
en carbono 14 de lanosterol, precursor de ergosterol, como consecuencia de esta
inhibicidon, se produce acumulacién de lanosterol, el cual es incapaz de reemplazar
al ergosterol en la membrana citoplasmatica, produciendo cambios en la
permeabilidad celular, en la estructura de la membrana y en la actividad de sus
enzimas, resultando en la inhibicion del crecimiento celular (Li et al., 2004; Barrett-
Bee et al., 1992).

Los primeros azoles desarrollados fueron los imidazoles (ketoconazol, miconazol y
clotrimazol) (Figura 75), los cuales mostraron serios efectos secundarios tales
como: inhibicion de la biosintesis de hormonas sexuales, y toxicidad hepatica
(Barrett-Bee et al., 1992). Luego se desarrollaron los triazoles: fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol (Di Domenico 1999) (Figura 76), los cuales
ganaron mucha notoriedad entre todos los agentes antifungicos, debido a su
reducida toxicidad, respecto de los imidazoles, y la posibilidad de multiples formas
de administracion. Sin embargo, la resistencia a triazoles esta informada cada vez
con mas frecuencia, especialmente contra especies de Candida. Otro problema de
los azoles es que son fungistaticos y no fungicidas produciendo recurrencias (Kelly
et al., 1995).
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Figura 75. Estructuras de algunos imidazoles.
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iii) Las alilaminas: las mas importantes de este grupo son la naftifina y la
terbinafina (Figura 77), inhiben la escualeno epoxidasa, resultando en la deplecion

de ergosterol y la acumulacion de esteroles toxicos en la membrana (Fostel et al.,

2000).

Figura 77. Estructuras quimicas de alilaminas.
OO Naftifina OO Terbinafina
Lamisil®
A pesar de que estos farmacos son selectivos, ya que la enzima fungica es varios

ordenes de magnitud menos sensible que la de hongos a la inhibicidbn por

alilaminas, se han reportado serios problemas gastrointestinales (3-4%), y alergias
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(1%) como efectos secundarios (Barrett-Bee et al., 1992; Oehlschlager et al.,
2002).

6.2.3.2. Sintesis de ADN y de proteinas. Los agentes que actuan interfiriendo
con la sintesis y funcion del ADN y el ARN (Fostel et al., 2000), son analogos
estructurales de nucleosidos. La 5-fluorocitosina (Figura 78), el antifungico mas
usado de esta clase de compuestos, es una pirimidina fluorada que altera el
metabolismo normal de las células fungicas induciendo la sintesis defectuosa de

los acidos nucleicos.

Figura 78. Estructura de la 5-fluocitosina.
NH,
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6.2.3.3. La pared celular fangica. La pared celular fungica actua como barrera
protectora, evita la ruptura osmoética y confiere forma; es esencial para el
crecimiento y viabilidad del hongo (Selitrennikoff 1995). Dado que la pared esta
completamente ausente en las células de mamiferos, los antifungicos que actuan
por este mecanismo son selectivos, ya que no modifican ningun sistema
bioquimico del huésped, resultando muy atractivos para su uso en clinica (Pérez
et al., 2004). Su mecanismo de accion es la inhibicién de la sintesis de B-(1,3)-
glucano y de quitina, polimeros esenciales para la estructura de la pared fungica,
debido a la inhibicion de la enzima 1,3-B-glucanosintetasa, ocasionando la lisis
celular. Entre los antifungicos cuyo blanco de accidon es la pared se pueden
mencionar a las equinocandinas (Letscher-Bru et al., 2003; Chandrasekar et al.,
2002; Bartizal et al., 1997; Bouza et al., 2002; Deresinski et al., 2003; Keating et
al., 2001; Petraitiene et al., 2002). Se trata de lipopéptidos derivados de un

producto aislado del caldo de cultivo del hongo Glarea lozoyensis, que se encontré
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en una muestra de agua de una charca cercana al rio Lozoya en Espafia. Para
uso en clinica humana han sido desarrollados tres compuestos semi-sintéticos a
partir de la molécula original: la anidulafungina (LY303366 y VER-002), la
micafungina (FK463), y la caspofungina (MK0991). Los dos primeros se hallan en
Fase Ill de ensayos clinicos en situaciones de candidiasis. La caspofungina
(Figura 79) fue la primera equinocandina aprobada por la Federal Drug
Administration y la Agencia Europea del Medicamento, para el tratamiento de la
aspergilosis invasora en pacientes que no responden o no toleren el tratamiento
antifangico convencional, y para la candidiasis invasora en adultos no

neutropénicos. Es un farmaco altamente embriotoxico en ratas y conejos.

Figura 79. Estructura base de las equinocandinas.

HO

50 g - 336 U$ (en Estados Unidos)

6.2.3.4. La respiraciéon mitocondrial. Algunos fungicidas utilizados en plantas
actuan a nivel de este blanco, actuian como inhibidores del transporte de
electrones (estrobilurinas), y son los fungicidas de ultima generacion utilizados
contra hongos fitopatogénicos (Figura 80). Bloquean la transferencia de electrones
a nivel del complejo bc; de la cadena de transporte de electrones (Fostel et al.,
2000).
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Figura 80. Estructura de dos estrobilurinas.
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La similitud de los aspectos bioquimicos entre el hombre y los hongos ha hecho

que la busqueda de farmacos antifungicos seguros y efectivos se haya dificultado

enormemente. A pesar del progreso considerable en la terapia de antifungicos,

subsisten todavia muchos problemas sin resolver; Todos los farmacos en uso

clinico presentan alguna de las siguientes desventajas:

d)

no poseen amplio espectro de accion;

no son selectivas para el hongo sino que producen bloqueos
metabdlicos al propio huésped produciendo toxicidad;

inhiben el crecimiento (fungistaticas) pero no matan al hongo
(fungicidas) produciendo recurrencia;

llevan al desarrollo de resistencia.

Por estas razones existe un consenso general de la necesidad de nuevos

compuestos antifungicos que en lo posible actuen por un mecanismo de accion

selectivo, los cuales pueden ser alternativas para el desarrollo de nuevas drogas

antifangicas mas efectivas y en lo posible mas seguras para el tratamiento de las

infecciones fungicas tan dificiles de erradicar (San Blas et al., 2004; Onishi et al.,

2000).
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6.2.4. Bioensayos para determinar actividad antifungica. Para la deteccion
de esta actividad, existen dos métodos generales, los moleculares y los celulares,
pero los métodos mas comunes son los bioensayos con células enteras, estos se

clasifican en: a) de difusién; b) bioautograficos y c) de dilucion.

6.2.4.1. Métodos de difusién. En estos métodos el compuesto a probar,
contenido en un reservorio (discos de papel, agujeros en el medio de cultivo 6
cilindros sobre su superficie), se pone en contacto con un medio sélido (por ej.
agar) inoculado con un hongo determinado. Luego de un tiempo adecuado de
incubacion, se mide el diametro o el radio de la zona clara (donde no hubo

crecimiento fungico) alrededor del reservorio (Figura 81).

Figura 81. Método de difusiéon en agar con discos de papel.
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La informacion que brinda es cualitativa, util para determinar la sensibilidad del
microorganismo a un determinado compuesto, pero no para establecer

comparaciones de la potencia antifungica de distintos compuestos.
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6.2.4.2. Métodos bioautograficos. La bioautografia es un método cualitativo util
para la localizaciéon de compuestos antifungicos en un cromatograma de un
extracto o mezclas complejas. En la bioautografia en capa de agar, un medio de
agar previamente inoculado con el hongo prueba es aplicado sobre la placa
cromatografica ya desarrollada. Los compuestos se difunden al agar y las zonas
de inhibiciéon del crecimiento son visualizadas con un colorante vital (Figura 82)
(Rahalison et al., 1991). Esta metodologia es usada con hongos de crecimiento
rapido entre los cuales se encuentran Candida albicans (San Blas 1991),
Cryptococcus neoformans (Orabi et al., 1991), Saccharomyces cerevisiae

(Majinda et al., 2001), Aspergillus fumigatus y A. niger (Magalhaes et al., 2001).

Figura 82. Método bioautografico en capa de agar.
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6.2.4.3. Métodos de dilucién. En este tipo de métodos, las diluciones de la
muestra a evaluar se mezclan homogéneamente con un medio solido (dilucion en
agar) 6 liquido (dilucion en caldo) al cual se le agrega un indculo con el hongo a
probar. Se determina la concentracion inhibitoria minima (CIM), que es la menor
concentracion a la cual se inhibe totalmente el crecimiento del microorganismo

(Figura 83). De acuerdo con los volumenes finales de trabajo, el método se puede
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clasificar en macro 6 microdilucién. Tienen la ventaja de ser cuantitativos y de
poder ser usados tanto con muestras solubles en hidro- y lipofilicas.

Las pruebas pueden ser extendidas para proveer informacion sobre la
concentracion fungicida minima (CFM), que es la minima concentracion a la que
produce la muerte del hongo (Vanden Berghe et al., 1991). Su determinacién da

una informacion adicional a la que proporciona la CIM.

Figura 83. Distintos tipos de métodos de dilucién: A) macrodiluciéon en caldo; B) microdilucién en
caldo; C) macrodilucion en agar.
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6.2.5. Resultados de los bioensayos para determinar la actividad antifungica

6.2.5.1. De los ensayos bioautograficos. Al abordar el analisis de casi una
centena de compuestos, lo primero que determind fue la sensibilidad de las
levaduras frente a los derivados piperidinicos y piridinicos, utilizando el
Cryptococcus neoformans en ensayos bioautograficos. Para esto, se sembraron
10 pL de una solucién de 10 pg/mL, de todos los compuestos, en placas de capa
fina. Las placas se sometieron a esterilizacion con luz UV durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se vertid el indculo (suspension del hongo en agar con una
concentracion de 1x10° celulas/mL) de forma homogénea en toda la placa, y se

dejo en incubacion a 30 °C durante un dia. Se procedié a rociar con el colorante
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vital MTT, (cloruro de metiltiazoliltetrazolio), a una concentracion de 1 mg/mL.
Este compuesto de color amarillo se convierte en formazan, intensamente
coloreado de azul, por esto, en las zonas en que el hongo esta metabolicamente
activo, se observa un halo amarillo producido por el compuesto que inhibe el
desarrollo fungico, sobre un fondo azul. En la Figura 84 podemos observar la

placa para la serie de dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1"H)quinolinas] 67-71.

Figura 84. Actividad antifungica por bioautografia de los compuestos 67-71, frente a C.
neoformans, sobre placa de CCF a 10 pg/mL.

Ri CHg
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R N
3 H NH
67-711

QR1=R3=H,R2=H
68 R1=R3=H,R2=CH3
ﬂ R1=R3=H,R2=OCH3
mR1=R3=H,R2=F
HR1=R3=CH31R2=H

67 68 69 10 71

Si bien los resultados de este tipo de experimentos son cualitativos, en las placas
realizadas para los derivados piperidinicos muy pocos compuestos mostraron
inhibicion del crecimiento del hongo, indicando poca o nula actividad, caso
contrario al comportamiento de las piridinas, que en todos los casos mostraron el

halo amarillo, indicativo de una actividad apreciable.

6.2.5.2. Determinacién de las CIM. Usando la metodologia de microdilucion en

caldo en placas de 96 pocillos, y siguiendo los lineamientos del Comité Nacional
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de Estandares para Laboratorios Clinicos (USA) para levaduras el protocolo M27-
A2 (NCCLS, 2002-a) y para hongos filamentosos el M38A (NCCLS, 2002-b), se
obtuvieron los valores para las concentraciones inhibitorias minimas. Esta técnica
de screening es muy util porque requiere poca cantidad de muestra y es bastante
mas economica y rapida que las otras mencionadas. Para cuantificar el valor de la
CIM las muestras se disolvieron en DMSO a una concentracion de 12.5 mg/mL y
se redisolvieron en medio Saboreau hasta una concentracion de 250 pg/mL. Con
esta solucion se realizaron las diluciones seriadas en el medio de cultivo, tal como

se muestra en la Figura 85.

Figura 85. Determinacion de la CIM.

o

n
% o -
3 3 X 3 S
-5 o = o =i
£ = = & = Be =h
3 T g = 5 T I = 58
2 Po 3 Bo & I L&
[ wg 0D t v o o&F
& of 2 g 8 e £ w9

=

» gE L sE g 38 EY 35
= ‘S = o [ . 65 5
T T o E Lo

N

250 pg/mL 4 5". 3
125 pg/ml ‘ C. de esterilidad del
medio: medio + agua
625 ng/ml C. de crecimiento:
312 ug/mL " medic + hongo
16 pg/mL o adio
e i ~{  compuesto disuelto
8 ng/mL CAle N ' 1 0 enDM50O
4 pg/ml o { )
2 pg/ml

A la microplaca conteniendo las diluciones, se le agregd el indculo con
concentracién de 1x10*-1x10° UFC/mL (UFC: unidades formadoras de colonias).
En cada una de las placas se realizaron tres blancos: de esterilidad del medio de

cultivo, de crecimiento fungico y de esterilidad del compuesto. Las placas se
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incubaron en camara oscura y humeda a 30°C durante dos dias para las levaduras

y de 5-15 dias para los hongos filamentosos, dependiendo del crecimiento en la

cubeta control.

Los compuestos usados en clinica: Ketoconazol (Ket.), Anfotericina B (Anf.),

Terbinafina (Terb.), Fluconazol (Flu.), Voriconazol (Vor), Itraconazol (Itr.), y 5-

Fluocitosina (5-Flu) fueron usados como controles positivos. Las CIM y CFM

obtenidas con los paneles de hongos levaduriformes y filamentosos se recogen en

las Tablas 43-52 mostradas a continuacion.

Tabla 43. Valores de CIM (ug/mL) de los compuestos 55-71 frente a un panel de hongos
levaduriformes y filamentosos.

Ry Ri  CHs R, CHg
Rz:@\ R Ry 55,61, 67 Ry =Ry =H,R, = H
56, 62,68 R1=R3=H,Ry;=CH3
57, 63,69 Ry =R;3=H, R;=0CHj;
h Mg 0 Rt BT N BRRLIINT
55-60 61-66 67-71 60,66,71 Ry=R3=CHs Ry=H
Ne Actividad (CIM pg/mL)

ca' ct? sc® cn* Afu® Afl° An’ Mg® Tr® Tm"

55 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250 250 250
56 >250 >250 >250 250 >250 >250 >250 62.5 125 125
57 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
58 >250 >250 >250 125 >250 >250 >250 62.5 62.5 62.5
59 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
60 >250 >250 >250 125 >250 >250 >250 125 125 250
61 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
62 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
63 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
64 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
65 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 125 125 125
66 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

67 250 250 250 >250 >1000 >1000 >1000 500 500 500

68 >250 >250 250 250 >1000 >1000 >1000 500 250 250

69 250 250 250 250 >1000 >1000 >1000 250 250 250

70 >250 >250 >250 250 >1000 >1000 >1000 500 500 500

71 250 250 250 250 >1000 >1000 >1000 500 250 250

Amp. 1 0.5 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 - - -

Ket. 0.5 0.125 0.5 0.25 0.125 0.5 0.25 0.05 0.025 0.025
Terb. - - - - - - - 0.04 0.01 0.04

'Candida albicans ATCC 10231

“Cryptococcus neoformans ATCC 32264
"Aspergillus niger ATCC 9029

"“Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

“Candida tropicalis C 131
®Aspergillus fumigatus ATCC 26934
®Microsporum gypseum C 115
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La actividad antifungica de cada uno de los compuestos 55-71 fue determinada
frente al panel de hongos antes mencionado, a partir de 250 pg/mL, y en algunos
casos a partir de 1000 pug/mL. Los resultados mostraron que solamente los
dermatofitos Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum y Trichophyton
mentagrophytes fueron sensibles a las homoalilaminas 56, 58, 60 y la
tetrahidroquinolina 65, con CIMs menores a 250 ug/mL. El compuesto mas activo
con valores de CIMs de 65 pug/mL, para los tres casos, fue el derivado clorado 58.
Solamente las dihidroespiroquinolinas desbenciladas 67-71 mostraron alguna
efectividad contra las levaduras, con CIMs de 250 pug/mL. Los demas compuestos
fueron inactivos frente al resto de los hongos evaluados. La inefectividad mostrada
por los anteriores derivados piperidinicos, y los indicios mostrados en las
bioautografias, hizo que se escogieran solo una serie de amidas y sus respectivos
analogos migrados; como se puede observar en la Tabla 44, los resultados de
actividad para ellas también son bajos CIMs > 250 ug/mL, solamente en los
ensayos con el compuesto 103 se evidencidé actividad contra Microsporum
gypseum, Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes con valores de

CIM iguales a 250 ug/mL.

Asi mismo, se realizaron estudios frente al mismo panel de hongos, para las
aminas y amidas aciclicas, protegidas y desbenciladas, derivadas de la anilina
(compuestos 143, 149-151, 161A-163A) y de la bencilamina (compuestos 145,
155-157, 166A-168A). En las Tablas 45 y 46 se recogen las concentraciones

inhibitorias minimas encontradas para estas series.
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Tabla 44. Valores de CIM (ug/mL) de los compuestos 89, 92, 100 y 103 frente a un panel de
hongos levaduriformes y filamentosos.

CH; CH,3
R R
N N
N. H N.__H
HAO Bn TOr 89,100 R = H
89,92 100, 103 92,103 R=CHjs
N° Actividad (CIM pg/mL)
ca' ct? Sc® cnt Afu® Afl° An’ Mg® Tr’ Tm"
89 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
|92 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
100 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
103 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250 250 250
Amp. 1 0.5 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 - - -
Ket. 0.5 0.125 0.5 0.25 0.125 0.5 0.25 0.05 0.025 0.025
Terb. - - - - - - - 0.04 0.01 0.04
Candida albicans ATCC 10231 “Candida tropicalis C 131 Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
4Cryptococcus neoformans ATCC 32264 5Aspergillus fumigatus ATCC 26934 6Aspergillus flavus ATCC 170
"Aspergillus niger ATCC 9029 8Microsporum gypseum C 115 *Trichophyton rubrum C 113

"“Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

Tabla 45. Valores de CIM (ug/mL) de los compuestos 143, 149-151, 161A-163A frente a un panel
de hongos levaduriformes y filamentosos.

N N
N
H N

149,161 R=H
R 150,162 R = CHj
143 149-151 161A-163A 151,163 R=Ph
Ne Actividad (CIM pg/mL)
ca' ct? sc? cn* Afu® Afl® An’ Mg® Tr® Tm™"

143 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
149 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
150 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
151 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250 250 250
161A >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

162A >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

163A >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Amp. 1 0.5 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5

Ket. 0.5 0.125 0.5 0.25 0.125 0.5 0.25 0.05 0.025 0.025

Terb. - - - - - - 0.04 0.01 0.04
Candida albicans ATCC 10231 “Candida tropicalis C 131 ®Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
“Cryptococcus neoformans ATCC 32264 ®Aspergillus fumigatus ATCC 26934  °Aspergillus flavus ATCC 170
"Aspergillus niger ATCC 9029 8Mi(:rosporum gypseum C 115 9Trichophyton rubrum C 113

"“Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.
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L

Tt

N
R

166A-168A

No

Actividad (CIM pg/mL)

ca' ct? sc? cn* Afu® Afl® An’ Mg® T m'™
145 >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 125 125 125
155 >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 125 125 125
156 >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
157 >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 250 250 250
166A | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
167A | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
168A | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Amp. 1 0.5 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 - - -
Ket. 0.5 0.125 0.5 025 | 0125 0.5 0.25 0.05 | 0.025 | 0.025
Terb. - - - - - - - 0.04 0.01 0.04

Candida albicans ATCC 10231

“Cryptococcus neoformans ATCC 32264
"Aspergillus niger ATCC 9029

"“Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

Candida tropicalis C 131
®Aspergillus fumigatus ATCC 26934
8Microsporum gypseum C 115

®Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

®Aspergillus flavus ATCC 170
*Trichophyton rubrum C 113

Un comportamiento muy diferente es el presentado por los derivados piridinicos

204-219. En estas series se encontré una actividad muy alta contra los hongos

filamentosos. En la Tabla 47 se encuentran los resultados para las aminas

sencillas 204-210, hallandose CIMs entre 6.25-12.5 ug/mL contra tres de los

dermatofitos de mayor importancia clinica: M. gypseum, T.

rubrum y T.

mentagrophytes. Tan importante como el hallazgo anterior, es encontrar que el

panel de levaduras también es sensible a la accién de estas aminas. La menor

CIM encontrada fue de la del compuesto 208, con un valor de 25 ug/mL, contra el

Cryptococcus neoformans (Tabla 47).
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Tabla 47. Valores de CIM (ug/mL) de los compuestos 204-210 frente a un panel de hongos
levaduriformes y filamentosos.

Ra 204 R{=R;=Ry=H
205 Ri=Ry=H.R,=CHy 303 R =R 1 K. 2NO,
R; N X 206 Ry=Ry=H,Ry;=OCH; 319 R,=Ry=CH; Rp=H
Hm 207 Ry=R3=H,R,=Cl '
204-210
N° Actividad (CIM pg/mL)
ca' ct? sc? cn* Afu® Afl® An’ Mg® T Tm'
204 >250 250 >250 >250 250 250 250 125 25 25
205 100 50 100 50 100 200 100 50 25 25
206 >250 >250 >250 >250 250 >250 >250 250 250 250
207 31.2 31.2 62.5 62.5 125 125 125 62.5 62.5 62.5
208 50 50 50 25 50 100 50 12.5 6.25 12.5
209 100 100 50 50 100 200 100 12.5 6.25 12.5
210 250 250 250 50 100 200 100 25 25 25
Amp. 1 0.5 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 - - -
Ket. 0.5 0.125 0.5 0.25 0.125 0.5 0.25 0.05 0.025 0.025
Terb. - - - - - - - 0.04 0.01 0.04
Candida albicans ATCC 10231 “Candida tropicalis C 131 ®Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
“Cryptococcus neoformans ATCC 32264 ®Aspergillus fumigatus ATCC 26934  °Aspergillus flavus ATCC 170
7Aspergillus niger ATCC 9029 8Microsporum gypseum C 115 9Trichophyton rubrum C 113

"“Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

El C. neoformans (Figura 86) es un hongo es muy preocupante para los enfermos
de SIDA; se dice que la mayoria de ellos muere de criptococosis, por esto
encontrar compuestos que sean activos contra los Criptocococcus es muy
interesante desde el punto de vista farmacologico. Es importante comentar que
este hongo es un patégeno verdadero, ocasionando infecciones aun en los
sistemas inmunes sanos. Los demas hongos del panel son patéogenos
oportunistas (hongos con baja virulencia que manifiestan su patogenicidad en

pacientes inmunodeprimidos).
Del mismo modo, las nuevas estructuras con el fragmento alilico (compuestos

211-215) y con el anillo tetrahidroquinolinico (compuestos 216-219), presentaron

una pronunciada actividad antifungica (Tabla 48).

180



Figura 86. Micromorfologia del Cryptococcus neoformans con microscopio éptico (400x), tefido
con tinta china.

Tabla 48. Valores de CIM (ug/mL) de los compuestos 211-219 frente a un panel de hongos
levaduriformes y filamentosos.

R1 R1 CH3
R, ‘ R, 211,216 Ry=R,;=R3=H
212,217 Ry=R3=H, R, =CHj
213,218 Ry =Ry =H, R, = OCH,
R3 N | = R3 N | = 214,219 Ry =R;=H, R, = Br
_N _N 215 Ry=R3=CH3 Ry=H
211-215 216-219
N° Actividad (CIM pg/mL)
ca' ct? sc® cn® | Afu® | AfI° An’ Mc? Mg® Tr' Tm"
211 250 250 125 250 250 250 250 - 125 250 62.5
212 >250 100 62.5 <125 250 250 >250 50 25 >12.5<50 50
213 >250 >250 >250 250 >250 >250 >250 - 62.5 125 125
214 >250 >250 250 >250 >250 >250 >250 - 16 16 31.2
215 250 250 250 >250 >250 >250 >250 - 125 250 125
216 125 125 125 125 31.2 31.2 31.2 - 8 8 8
217 >250 100 100 <25 >250 >250 >250 50 25 <50 25
218 125 125 125 125 31.2 125 250 - 62.5 62.5 62.5
219 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 - 125 125 125
Amp. 1 0.5 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 50 - - -
Ket. 0.5 0.125 0.5 0.25 0.125 0.5 0.25 15 0.05 0.025 0.025
Terb. - - - - - - - 0.01 0.04 0.01 0.04
Candida albicans ATCC 10231 “Candida tropicalis C 131 ®Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
4Cryptococcus neoformans ATCC 32264 5Aspergillus fumigatus ATCC 26934 6Aspergillus flavus ATCC 170
"Aspergillus niger ATCC 9029 8Microsporum gypseum C 115 *Trichophyton rubrum C 113

"“Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

Hay que resaltar a molécula 216, ésta presenté actividad en todo el panel de
hongos; los valores de CIM para las Candidas fueron en todos los casos de 125
ug/mL, para los dermatofitos de 8 ug/mL y es particularmente activo contra los tres

Aspergillus, A. fumigatus, A. flavus, A. niger, los de mayor virulencia causantes de
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la mayor cantidad de infecciones sistémicas en humanos, con una concentracion
inhibitoria minima de 31.2 ug/mL. La homoalilamina 212 y su analogo ciclado 217
se probaron en el dermatofito Microsporum canis, causante de una gran cantidad
de dermatomicosis en animales y humanos. La sensibilidad de este

microorganismo fue particularmente alta, de 50 ug/mL.

6.2.5.3. Determinacién de la CFM. Cuando se encuentran compuestos que
tienen marcada bioactividad, hay que proseguir con estudios de un orden mayor,
utilizando las muestras que a juicio del investigador sean de importancia. La
determinacién del valor de la CIM es un ensayo de primer orden, es una prueba
que se aplica a un gran numero de muestras iniciales para determinar si tienen o
no actividad; su funcién es descartar los compuestos inactivos y proveer muestras
activas para continuar con los estudios. Los ensayos de mayor orden, son
pruebas mas complejas que permiten profundizar en el estudio de la actividad de
los compuestos activos. Son de baja capacidad, costosos y su realizacidon
requiere de un mayor equipamiento. En la Figura 87 muestra el proceso de
evaluacion y como se va reduciendo el numero de muestras a medida que se

avanza en su estudio.

Figura 87. Distintos niveles de evaluacién y comparacion de la cantidad de muestras evaluadas a
medida que se avanza en el proceso.

Nivel de evaluacion Capacidad del bioensayo
E de pri d Cientos de

nsayos de primer orden e—————p- muesras
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nsayos de mayor orden === UGSt as
Candidatos a estudios ) es

h [
posteriores
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Continuando con los ensayos de mayor orden, se determiné la CFM o
concentracion fungicida minima (definida como la minima concentracién de
compuesto que no produce la muerte del hongo). Este ensayo es importante para
determinar si los microorganismos son sensibles o resistentes al compuesto
probado. Para realizar estos estudios se escogieron los compuestos 214 y 216, y
los hongos M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes. Una vez determinada la
CIM por el método de microdilucion en caldo, se tomé una alicuota de 50 ul de
cada pocillo, donde no hubo desarrollo fungico y se colocé en tubos sobre 150 pl
de Agar-Sabouraud glucosa. Se incubd la nueva serie a 28 °C y se observo si
hubo crecimiento fungico (Figura 88). Los resultados de la CFM son valores que

se encuentran en el rango de 16-62.5 ug/mL (Tabla 49).

Figura 88. Esquema de la metodologia para determinar la concentracion fungicida minima (CFM).
Los numeros debajo de los tubos indican las concentraciones en ug/mL del compuesto prueba.
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Tabla 49. Valores para la CIM 100 y la CFM (ug/mL) de los compuestos 214 y 216 actuando contra
M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes.

‘ CHj
Br
\©\N A N N
Hool g Ho ol
214 216

Actividad (ng/mL

N° Mg" Tr? m®
CIM100/CFM CIM100/CFM CIM100/CFM

214 16/31.2 16/62.5 31.2/62.5
216 8/16 8/31.2 8/62.5

~ "Microsporum gypseum C 115
*Trichophyton rubrum C 113
*Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972

Estos numeros son muy interesantes, porque estan mostrando que los

compuestos son fungicidas a bajas concentraciones.

6.2.5.4. Determinacion del valor de la CIM en diversas cepas de
Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum y T. mentagrophytes
aislados clinicamente. Para evaluar la importancia real de la actividad de las
aminas 208 y 209, se probaron en paneles de hongos aislados clinicamente:
nueve C. neoformans, suministrados por el Instituto Malbran (Buenos Aires), siete
Trichophyton rubrum y cuatro T. mentagrophytes proporcionados por el CEREMIC
(Centro de Referencia en Micologia, de la Universidad Nacional del Rosario).

La primera etapa fue conseguir el crecimiento y esporulacion del hongo en las
cantidades necesarias para obtener las suspensiones de 1x10%-1x10° conidias/mL
(Figura 89). Para esto se realizaron tantos repiques como fueron necesarios en
tubos de Khan, conteniendo como medio de cultivo Agar-Saboreau.
Posteriormente se determinaron las CIMs para cada una de las cepas, los

resultados se muestran en las Tablas 50-52.
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Figura 89. Tubos de Khan conteniendo los diferentes hongos en crecimiento.

En los ensayos se encontrd una actividad similar o un poco menor (en el rango de
valores de CIM = 25-100 ug/mL), que el hallado contra las cepas estandares.
Considerando que estos aislados clinicos son resistentes a los tratamientos

convencionales, la sensibilidad de ellos aun es alta frente a estas dos aminas.

Tabla 50. CIM (ug/mL) de los compuestos 208 y 209 actuando contra cepas aisladas clinicamente
de Cryptococcus neoformans.

N° Actividad (CIM pg/mL)
! cn? | cn® | cn* | cn® | cn® | cn” | cn® | cn® | cn®
208 25 100 25 50 50 50 50 50 100 100
209 50 100 50 100 >100 | >100 >100 | >100 >100 | >100
_Anf. 0.25 0.13 0.06 0.25 0.25 0.25 0.13 0.25 0.06 0.50

Flu. - 7.8 3.9 3.9 15.6 1.9 31.2 31.2 3.9 7.8
Itra. - <0.01 0.25 <0.01 | <0.01 | <0.01 0.25 0.50 <0.01 | <0.01
5-Flu. - 7.8 3.9 3.9 - 15.6 7.8 7.8 3.9 7.8
Vor. - <0.01 | <0.01 | <0.01 | <0.01 | 0.030 0.25 0.50 0.015 | 0.030
"Cryptococcus neoformans ATCC 32264 6Cl;yptococcus neoformans IM 972751 (Melgarejo 2719)
“Cryptococcus neoformans IM 983040 (Dibelo) Cryptococcus neoformans IM 031631 (Paz 5220)

®Cryptococcus neoformans IM 972724 (Agula 2306)  ®Cryptococcus neoformans IM 031706 (Paz 3778/2)
“Cryptococcus neoformans IM 042074 (Vigo 5888) °Cryptococcus neoformans IM 961951 (Ambrosini 399)
®Cryptococcus neoformans IM 00319 (Figueroa 2567) '°Cryptococcus neoformans IM 052470 (Sefiorans N 287)
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Tabla 51. CIM (ug/mL) de los compuestos 208 y 209 actuando contra cepas aisladas clinicamente

de Trichophyton rubrum.
L0 2L
N X O,N N X
H , N

| H
208 20

Actividad (CIM pg/mL)

Tr’ Tr? Tr? Tr Tr® Tr® Tr’
208 6.25 25 25 25 25 25 50
209 6.25 50 50 50 50 50 50

- 1.56 1.56 3.2 1.56 3.12 3.12

Ket. | 0.025 | 1.56 6.25 6.25 6.25 6.25 3.12

Terb. | 0.01 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.003

"Trichophyton rubrum C 113 °Trichophyton rubrum C 136
“Trichophyton rubrum C 110 °Trichophyton rubrum C 137
*Trichophyton rubrum C 133 "Trichophyton rubrum C 140
4Trichophyton rubrum C 135

Los compuestos con MIC <20 pug/mL pueden considerarse como candidatos a
futuros desarrollos, por esto, 208 y 209 representan la cabeza de serie para el
desarrollo de nuevos antifungicos contra Microsporum gypseum, Trichophyton
rubrum, y Trichophyton mentagrophytes. La siguiente observacion es evidente: los
compuestos que contienen el fragmento 4-piridil son los mas activos de la
investigaciéon, mostrando muy buenas actividades antifungicas contra los
dermatofitos particularmente contra T. rubrum. Este hongo es el responsable de
aproximadamente 80-93% de infecciones crdnicas y recurrentes por dermatofitos
en humanos. Es el agente etioldgico de la Tinea unguium (causante de infecciones
invasivas en ufas), de la Tinea manuum (infecciones en las areas interdigitales y
palmares de las manos) y la Tinea pedis (pie de atleta), y es el hongo prevalente
en las infecciones en los paises desarrollados, encontrandose en un 50% y 90%
de todas las infecciones de ufias en pies y manos, respectivamente (Kouznetsov
et al., 2008) .
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Tabla 52. CIM (ug/mL) de los compuestos 208 y 209 actuando contra cepas aisladas clinicamente
de Trichophyton mentagrophytes.

| J§it
\©\N N O,N N X
H | N Hol N
Z 9

208 209
N° Actividad (CIM pg/mL)
Tm' Tm? Tm?® Tm* Tm®
208 | 125 | 50 50 50 50
209 12.5 50 50 50 50
Anf. - 3.12 3.12 3.12 1.56
Ket. 0.025 6.25 6.25 12.5 12.5
Terb. 0.04 0.006 0.006 0.006 0.006

"Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972
2Trichophyton mentagrophytes C 108
3Trichophyton mentagrophytes C 364
“Trichophyton mentagrophytes C 539
5Trichophyton mentagrophytes C 738

Aunque hay un gran numero de compuestos inactivos, se logré encontrar y
profundizar el estudio de algunos, que son excelentes candidatos a estudios
posteriores: presentan alta actividad, amplio espectro de accion, las cepas de
aislados clinicos son sensibles a estos, y son productos que pueden ser
preparados en grandes cantidades en el laboratorio porque sus sintesis son

sencillas y los rendimientos buenos (Suvire et al., 2006; Houghton et al., 2006).

6.3 Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa

6.3.1. Antecedentes. La acetilcolina (ACh) se encuentra en vertebrados y
artrépodos y es uno de los mayores neurotransmisores involucrados en los

impulsos eléctricos que transmiten las células nerviosas y las musculares
(Barnard 1974) (Figura 90).
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Figura 90. Estructura de la acetilcolina.

Acetilcolina

Hay dos tipos de receptores conocidos, sensibles a la ACh, los muscarinicos y los
nicotinicos. Los muscarinicos estan asociados al sistema nervioso central (SNC) y
al musculo cardiaco; los efectos de esta union provoca una disminucion del
trabajo del corazén y de la presion sanguinea, la constriccion de los bronquios, el
incremento en la salivacion, aumento de la peristaltismo intestinal, mueve y
acomoda los fluidos en los ojos para la vision cercana y la contraccion de las
pupilas. Los receptores nicotinicos se encuentran en el SNC, en el motor y en las
placas de las sinapsis entre los nervios y los musculos esqueléticos causando
contraccion. En el SNC la estimulacion por la ACh esta asociada a los procesos

cognitivos y a la memoria.

La ACh en las sinapsis tiene un tiempo de vida relativamente corto, a causa de las
grandes cantidades de acetilcolinesterasa (AChE), una enzima que hidroliza el
enlace éster en la molécula, disminuyendo o terminando la transmisién de la
sinapsis colinérgica por una rapida hidrolisis del neurotransmisor (Cummings et
al., 2000). En los ultimos afios se han encontrado otras funciones ademas de la
transmision nerviosa, incluyendo algunos roles como: la expresion anémala de las
AChEs presente en varios tipos de carcinomas, la adhesion a proteinas, el
crecimiento de las neuritas y la produccion de fibras amiloides, estas ultimas son
caracteristicas presentes en los cerebros de los pacientes con la enfermedad de
Alzheimer (EA).
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6.3.2. Enfermedad de Alzheimer (EA) e importancia de la busqueda de
compuestos inhibidores de la acetilcolinesterasa. La EA es un proceso
neurodegenerativo, lento y progresivo, clinicamente caracterizado por un paulatino
deterioro de las funciones cognitivas e intelectuales (Boyd 2000), que se traduce
en pérdida de la memoria, incapacidad del individuo afectado para hacer por si
mismo las actividades vitales rutinarias, pudiendo presentarse también cuadros de
ansiedad, irritabilidad, depresién o alucinaciones. La EA es la tercera causa de
mortalidad entre los adultos mayores de 65 afios en los paises desarrollados,
después de las enfermedades cardiovasculares y el cancer (Cacabelos 2000).
Teniendo en cuenta ademas el aumento de la expectativa de vida media en estas
sociedades, y el hecho de que la incidencia de la EA aumenta con la edad, asi
como sus devastadores efectos, parece evidente que la EA representa un grave
problema de salud publica y previsiblemente ha de ser una de las patologias mas

relevantes en el siglo XXI en el mundo occidental.

A pesar de la naturaleza multifactorial de la EA (Haass et al., 1998), las estrategias
que se han disefiado en el estudio de farmacos para su tratamiento se han dirigido
basicamente hacia dos objetivos: a) El péptido B-amiloide (AB) y b) La
neurotransmision colinérgica. La primera estrategia se orienta hacia la prevencion
de los procesos neurodegenerativos que finalmente provocan el dafio irreversible

en el cerebro.

La EA esta neurohispatologicamente caracterizada por la aparicién de placas
seniles extracelulares, mayoritariamente formadas por placas del péptido B-
amiloide (AB) (Talaga 2001), redes o nudos neurofibrilares debidos a la
hiperfosforilacion de la proteina tau, y la degeneracién o atrofia de las neuronas
colinérgicas. Por lo tanto, cualquier agente que impida la génesis y depdsito de AB
sera util para impedir el progreso de la enfermedad. En cualquier caso, a pesar del

reciente desarrollo de inhibidores de la agregacion de placas amiloides (Bartus et
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al., 1982), estas aproximaciones estan aun en su desarrollo inicial, y no hay datos

clinicos al respecto.

La segunda aproximacion para el tratamiento de la EA se basa en la llamada
“hipdtesis colinérgica” (Garcia 2003), que postula que los sintomas que presentan
los pacientes de EA son el resultado de la deficiente transmisidén colinérgica y el

déficit en el nivel de neurotransmisores, principalmente acetilcolina (ACh).

De los multiples neurotransmisores implicados en la patogenia y fisiopatologia de
la EA, el mejor caracterizado es el colinérgico. La sinapsis colinérgica (Figura 91)
asegura su funcionalidad mediante la sintesis de ACh por accion de la enzima
colinoacetilasa, también conocida como colino-acetil-transferasa (CAT). Esta
enzima es sintetizada en el soma de las neuronas colinérgicas, siendo
posteriormente transportada hacia el axon, donde va a intervenir en la sintesis de
ACh a partir de sus precursores fisioldgicos acetil-coenzima A y colina. La colina
procede del medio extracelular, donde existe a concentraciones micromolares
bajas. Una vez liberada, la ACh se va a unir a receptores muscarinicos (M) y

nicotinicos (N) presentes tanto a nivel presinaptico como a nivel postsinaptico.

Figura 91. Esquema de una sinapsis colinérgica.
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Una vez ejercida su accion sobre los diferentes receptores colinérgicos, la ACh va
a ser rapidamente eliminada de la hendidura sinaptica mediante la accion de la
acetilcolinesterasa (AChE). La AChE degrada la ACh en colina y acido acético,
siendo la colina recaptada en su mayor parte por la terminal presinaptica para ser

reutilizada en la sintesis de nueva ACh.

Segun el esquema de funcionamiento fisioldgico de una sinapsis colinérgica, los
investigadores identificaron varias aproximaciones terapéuticas que contribuirian a
mejorar la neurotransmision deficitaria: (i) precursores de la sintesis de
acetilcolina, (ii) agonistas/antagonistas de los receptores muscarinicos, (iii)
agonistas de los receptores nicotinicos, (iv) inhibidores de la acetilcolinesterasa, y

(v) moduladores de los receptores nicotinicos neuronales.

Cualquiera de estos acercamientos podria generar un farmaco para tratar la EA,
pero la inefectividad y la elevada incidencia de efectos adversos periféricos de tipo
parasimpatico sobre el corazon (bradicardia), glandulas (hipersecrecion), fibra lisa
(hiperperistaltimo intestinal, calambres abdominales, nauseas, vémitos), y corta

duracion en la accion han frenado el desarrollo de muchos agentes terapéuticos.

El farmaco ideal para tratar la EA debe ser superselectivo, debe ser capaz de
mejorar los procesos cognitivos, pero, para evitar efectos adversos deberia
mostrar una baja o nula afinidad por los receptores nicotinicos musculares y por
los receptores a3, que parecen asociarse a los efectos adversos gastrointestinales
y cardiacos por estimulacién de estos receptores ubicados a nivel de los ganglios

periféricos.

Moléculas superselectivas y con muy bajo ICsy suelen poseer también una alta
toxicidad. Por ejemplo, la epibatidina (Figura 92), aislada hace un poco mas de
una década a partir de un extracto de la piel de una rana ecuatoriana, es mil veces

mas potente que la nicotina, pero, por eso mismo, nunca podra utilizarse
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terapéuticamente. Igual se puede decir de los antagonistas selectivos naturales
que se identificaron y caracterizaron partiendo del veneno de caracoles marinos
de la clase Gasteropodos (Conus geographus, C. striatus, C. marmoreus)

llamadas a-conotoxinas.

Figura 92. Estructuras de la epibatidina y las conotoxinas.
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Inhibidores de la AChE (IsAChE). Los inhibidores de la acetilcolinestarasa se
pueden dividir en dos clases: los farmacos y los pesticidas. EI mayor uso se da en
la agricultura, en el control de los insectos y otros artropodos. Este uso se ha
extendido a la farmacia desde que los ISAChE son usados como insecticidas
contra los piojos. Estos agentes también han sido usados con motivos mas
siniestros, como venenos en algunas sociedades y agentes de guerra quimica.
Los ISAChE originales fueron desarrollados a partir de compuestos
organofosforados y se enlazan irreversiblemente a las AChEs (Houghton et al.,
2006). En medicina los ISAChE se emplean frecuentemente para suplir la
deficiencia de ACh. La aplicacion mas antigua que se conoce es el tratamiento
oftalmoldgico del glaucoma con el alcaloide fisostigmina (Figura 93). También son
usados frecuentemente como antidotos de las toxinas en el tratamiento de las
intoxicaciones con los alcaloides del tropano como la atropina (Atropa belladonna,

Datura stramonium) y escopolamina (Hyoscyamus niger) (Houghton et al., 2006).

192



Figura 93. Estructura de la fisostigmina y la escopolamina.

I \
H;CNHCO N
3 HaGC H oH
0 !
N, ~
'}l H CH3 H "/O
CHj; o
Fisostigmina Escopolamina

La hipétesis colinérgica y los bajos niveles de ACh en el cerebro, condujo a una
nueva aplicacion para los ISAChE. La unica estrategia farmacoterapica que ha
demostrado, hasta ahora, cierta eficacia para detener el progreso de la
enfermedad de Alzheimer, es la encaminada a evitar la degradacion de la
acetilcolina, con la pretension de contrarrestar su déficit cerebral. Los farmacos
que inhiben de forma reversible la acetilcolinesterasa cerebral, como el
donepezilo, la rivastigmina o la galantamina (Figura 94), evitan la degradacion del
neurotransmisor y de esta manera favorecen la elevaciéon de los niveles de

acetilcolina en la hendidura sinaptica (Houghton et al., 2006).

Figura 94. Farmacos usados en el tratamiento de la EA.

HsC,
OMe N
CH; CH,
Bn. OMe ~ 0. N CH WOH
N (H3C)2N/\©/ T o
(6] ° d
Donepezilo Rivastigmina OCH, Galantamina

El donepezilo es de origen sintético, mientras que la galantamina es un alcaloide
que fue aislado de la campanilla de invierno caucasiana (Galanthus nivalis) en
1952. La mayoria del trabajo original sobre este alcaloide se realizé en los paises
del Este entre 1950-1960. Soélo en los ultimos 10-20 afios se le ha prestado
atencion en occidente. La galantamina (Reminyl®), por su actividad inhibitoria de
la acetilcolinesterasa, ha sido usada durante muchos afios para revertir los efectos

de los relajantes musculares, y en 2001 fue aprobada por la FDA para el
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tratamiento de la EA (Garcia 2003). La rivastigmina (Exelon®) es un analogo de la
fisostigmina, desarrollado para ser capaz de atravesar la barrera hematoencefalica
y actuar sobre el SNC. Estos farmacos son costosos, en la Tabla 53 se recogen
los precios en pesos colombianos obtenidos por una cotizacién en Servifarma de
Bucaramanga, y solo tienen algo de efectividad en las primeras fases de la

enfermedad.

Tabla 53. Costo de los medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de la demencia
de Alzheimer.

) Tratamiento Laboratorio
Medicamento farmacéutica/ . . Precio
- diario fabricante
concentracidon
Reminyl® 8mg dos . $102.800
Galantamina 4mg veces al dia Janssen Cilag caja x 14 tab.
Exelon® 3m 6 mg dos Novartis $198.600
Rivastigmina 9 veces al dia Caja x 28 tab.
Eranz® 10 mg una $424.700
Donepezilo 5mg vez al dia Wyeth caja x 28 tab.

Los efectos secundarios para todos estos medicamentos son pronunciados vy
similares. Entre las reacciones adversas citadas como muy frecuentes y
frecuentes se mencionan: nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal, pérdida del
apetito y de peso, somnolencia, temblor, fatiga, confusion, cefalea, sincope,
alucinaciones, hepatitis, Ulceras duodenal,

gastricas vy hemorragias

gastrointestinales, comportamientos agresivos, entre otros.

Actualmente hay una intensa busqueda de ISAChE de origen natural y sintético,
menos toxicos, que puedan ser utilizados como agroquimicos contra las pestes y
ayuden a paliar los devastadores efectos de la demencia de Alzheimer (Fang et
al., 2008; Decker et al., 2008; Miyazawa et al., 2005; Perry et al., 2002; Miyazawa
et al., 1998; Barbosa et al., 2006, Ferreira et al., 2006). Por esto, nos propusimos
implementar un ensayo y cuantificar el potencial de inhibicion de la enzima

acetilcolinesterasa de las nuevas moléculas sintetizadas.
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6.3.3. Ensayo para determinar la actividad inhibitoria de la enzima
acetilcolinesterasa. El método usado para la determinacién de la actividad de la
AChE es el propuesto por Ellman (Ellman et al., 1961). En este procedimiento la
actividad de la enzima es medida fotométricamente, a 412 nm, por el incremento
del color amarillo producido por la tiocolina procedente de la hidrdlisis de la
acetilcolina, cuando ésta reacciona con el ion ditiobisnitrobenzoato para formar el
anion del acido tiobisnitrobenzoico que es de color amarillo (Esquema 55). De
esta manera es posible establecer la actividad acetilcolinesterasica de tejidos,

extractos, suspensiones celulares, etc.

Esquema 55. Reaccién para determinar la actividad inhibitoria de la AChE.

.
(CH3)3N*CH,CH,SCOCH; (CH3)sN*CH,CH,S + CH,COO™ + 2H*

Tiocolina
OzN‘Q S_SQNOZ
“00C COO

Anioén ditiobisnitrobenzoato

OZNQS—SCHZCH2N+(CH3)3 + -s—<i%—No2

“00C COO

Anién del acido tionitrobenzdico
(Color amarillo)

.
(CH3)3N*CH,CH,SCOCH3 + Inhibidor ==X——>= No hay, o se forma muy poca
AChE tiocolina

La enzima utilizada en esta investigacidn proviene del 6rgano eléctrico del pez
Electrophorus electricus, y estda compuesta de doce subunidades cataliticas
(Figura 95) y es junto con la extraida de la Torpedo californica, las mas similares a
la predominante en las uniones neuromusculares de los mamiferos (Massoulié et
al., 1982; Conti-Tronconi et al., 1982; Massoulié et al., 1991).
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Figura 95. Pez Electrophorus electricus y estructura tridimensional de la enzima.’

* http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

En un procedimiento tradicional los compuestos a probar se disolvieron en buffer
fosfato salino, en concentraciones seriadas desde 1x10° hasta 1x10” M y se les
adiciond la enzima, la reaccion se dejoé transcurrir durante media hora y se le
adicion6 la solucion sustrato, que esta compuesta del acido 2,2°-dinitro-5,5"-
ditiobenzoico y el yoduro de acetiltiocolina. Después de cinco minutos se leyd la
absorbancia, a 412 nm, en un lector de microplacas. Los ensayos para los
compuestos de referencia (galantamina y fisostigmina) y para cada muestra

fueron realizados por sextuplicado.

En las Figuras 96 y 97 se observa el disefio y una microplaca de 96 pocillos,
realizando el screening por duplicado para dos muestras, con diluciones seriadas
desde la concentracion C4 hasta la C,. Se incluye un blanco para cada muestra y
para cada concentracion, y dos filas de control, para determinar el 100 % de
actividad enzimatica sin ningun tipo de inhibidor. Los calculos de las ICs5y se
realizaron a partir de las curvas obtenidas de graficar la concentracion vs el % de
inhibicion, utilizando el software SoftMax Pro 5.2 de Molecular Devices. La ICsg
fue definida como la concentracion requerida para conseguir el 50% del efecto

inhibitorio maximo.
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Figura 96. Esquema una microplaca de 96 pocillos para la determinacion de la inhibicidn
enziméatica.

C, C, C; Cs Cs Cs Crs Cs Cy C1o Ci11 Ci2

Muestra 1
Muestra 1
Blanco
Muestra 2
Muestra 2
Blanco
Control
Control

* C4-C42: concentraciones;
Control: necesario para determinar la actividad de la enzima sin ningun tipo de inhibidor;
Blanco: necesario para restar cualquier absorciéon causada por los reactivos.

Figura 97. Fotografia de una microplaca experimental, y ecuacion para calcular el % de inhibicion
a partir de las absorbancias medidas.

A=412 nm

6.3.4. Resultados de los ensayos de inhibicion. Los perfiles de inhibicion
revelaron algunos resultados muy interesantes (Tablas 54-59): casi todas las
muestras probadas lograron inhibir la accién de la acetilcolinesterasa, y en
muchos casos estuvieron en el orden de 10° M. Las homoalilaminas 66-60
inhibieron en el rango de concentracién de 1.36x10™ y 8.93x10° M, pero ninguna
mostro actividad prominente (Tabla 54). Tal vez, la serie mas interesante fue la de
las dihidroespiroquinolinas 61-66, con valores de ICsy entre 2.63x10™° y 8.50x107°

M. El compuesto mas activo es el derivado clorado 65. En lo que concierne a sus
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analogos 67-71, la desbencilacion ocasion6 la pérdida de actividad, con
inhibiciones en el orden de concentraciones de 10 M. El derivado fluorado 70 no

mostré actividad suficiente para medir la ICsp.

Tabla 54. Valores de ICsy para los compuestos 55-71.

R4 ‘ Ry CHj R; CHj
R2:©\ R, Ry 55,61, 67 Ry=R3=H,Ry=H
56, 62, 68 R1=R3=H,R;=CH3
R N R N R N ﬂ,ﬂy@waRavaszOCHs
TR NN T RSN T LN SR SR iRyl
55-60 61-66 67-71 60, 66,71 Ry =R3=CH3 Ry=H
N° Actividad inhibitoria (ICso)
ICso (pg/mL) ICs0 (M) CV%

55 43.7+1.2 1.36E-041+4E-06 2.6

56 33.310.7 1.09E-04+2E-06 2.2

57 36.0£1.3 1.07E-041£4E-06 3.5

58 41.3£0.3 1.23E-04+1E-06 0.8

59 27.8%1.0 8.56E-05+3E-06 3.5

60 30.51£0.5 8.93E-05+2E-06 1.8

61 20.5£1.4 6.70E-05+5E-06 6.9

62 20.0£0.1 6.25E-05+3E-07 0.5

63 23.4£1.0 6.97E-05+3E-06 4.5

64 20.3£0.1 6.26E-05+4E-07 0.7

65 9.0£0.2 2.63E-05£6E-07 2.3

66 28.51£0.7 8.50E-05+2E-06 2.6

67 31.61£0.7 1.46E-04+3E-06 2.1

68 47.3x1.5 2.05E-04+7E-06 3.3

69 53.01£0.8 2.15E-04+3E-06 1.5

70 n.i - -

71 40.5£0.9 1.66E-04+4E-06 2.2
Gal. 0.30+0.01 1.06E-06£4E-08 3.5

Fis. 0.0056+0.0001 2.02E-08+4E-10 2.1

n.i: inhibe menos del 50% a la maxima concentracién probada.

En la Figura 98 se presentan como ejemplo las graficas de concentracion vs % de
inh. para la serie de compuestos 61-66. El porcentaje de inhibicion se calculd con
la ecuacion: Inh. A2 (%) = 100-[(AE- AB)/(AC- AB)] x 100. A partir de la ecuacion

de cada curva se extrajo la informacion para determinar el ICs.
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Figura 98. Graficas de los ensayos de inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa por galantamina,
fisostigmina y los compuestos 61-63 y 66.
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Los resultados de las amidas 89-99 fueron, en la gran mayoria de los casos
bastante pobres, o bien la inhibicion fue casi nula o baja, el mejor compuesto de

esta serie fue el derivado acetilado 93 con un ICsp de 8.55x10™ M (Tabla 55).

Tabla 55. Valores de ICsy para los compuestos 89-99.

R; CHs
Rz %21:22:23:§4;H=CH 95 Ry =Ry = H, Ry = CHz Ry = CH,ClI
ot R1 : R; : Rz o R: Tos 96 Ry =Ry =H, Ry = CHy, Ry = pNO,CHs
R3 VIN, ZR=Ro=R=HR=cH, G RTRIGDEIT
Bn 93 Ry=R3=H,Ry=Ry=CH, 28 Ry =Ry =&F3 Rp=Ra = H
R Yo 94 R =Ro=H Ro=Chis Ry 2Ph 99 Ri=Ry=CHy Ry =H, Ry = CHCl
89-99
Ne Actividad inhibitoria (ICso)
|Cso (pg/mL) |Cso (M) CV%

89 n.i - -

90 n.i - -

91 n.i - -

92 n.i - -

93 31.0+0.3 8.55E-05+8E-07 1.0

94 n.i - -

95 36.5+0.1 9.19E-05+2E-07 0.2

96 49.0+0.8 1.04E-04+2E-06 1.6

97 32.2+1.4 9.15E-05+4E-06 4.2

98 n.i - -

99 60.0+1.6 1.46E-04+4E-06 2.7

Gal. 0.30+0.01 1.06E-06+4E-08 3.5

Fis. 0.0056+0.0001 | 2.02E-08+4E-10 2.1

n.i: inhibe menos del 50% a la maxima concentracién probada.

En los compuestos en los que el grupo amida se encuentra sobre el nitrogeno

piperidinico (100-109, 172, y 173) la actividad se recupera parcialmente,

encontrandose que los ICsy del orden de 10 M corresponden en casi todos los
casos a estructuras en los que el grupo amida es voluminoso, por ejemplo: en la
molécula 102 (ICso = 4.29x10° M) es un grupo benzoilo, en la amida 106 (ICs =
5.67x10° M) un p-aminobenzoilo (Tabla 56).
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Tabla 56. Valores de ICs5q para las amidas 100-173.

R N 100 Ry=R;=R3=Rs=H 106 Ry =R3=H, Ry =CH; Ry = p-NH,CeHs
2 101 Ry=R,=R3=H, R, =CH, 107 Ry=R3=R4=H,R,=F
102 Ry=R,=R3=H,R,=Ph 108 Ry=R3=CH3 Ry=R4=H
Rg N 103 Ry=R3=R4=H,R,=CH, 109 Ry=R3=R;=CH3 Ry =H
H N._Rs4 104 R{=R3=H,R,=R,=CH, 172 Ry =R;=R3=R,=CH,CI
105 Ry =R3=H,Ry=CH3 Ry =Ph 173 Ry =Ry =R3=R;=CHy[N-(CHy)s]
100-109, 172, 173 O
Ne Actividad inhibitoria (ICso)
ICso (pg/mL) ICsp (M) CV%

100 43.8+0.0 1.79E-04+2E-08 0.0

101 52.2+2 1 2.02E-04+8E-06 4.1

102 13.7£0.0 4.29E-05+1E-07 0.3

103 40.8+0.5 1.58E-04+2E-06 1.2

104 41.2+0.3 1.51E-04+1E-06 0.7

105 40.1+0.8 1.20E-04+2E-06 2.0

106 19.8+0.3 5.67E-05+1E-06 1.7

107 n.i - -
108 n.i - -

109 14.2+0.5 4.95E-05+2E-06 3.2

172 27.3£0.8 9.33E-05+3E-06 2.8

173 30.0+1.2 8.78E-05+3E-06 3.8

Gal. 0.30£0.01 1.06E-06+4E-08 3.5

Fis. 0.0056+0.0001 2.02E-08+4E-10 2.1

n.i: inhibe menos del 50% a la maxima concentracion probada.

La determinacién del potencial terapéutico de las aminas y amidas aciclicas,
listadas en la Tabla 57, indica que la rigidez estructural de sus analogos descritos
en las Tablas 54-57, no es el factor preponderante para la actividad. Por ejemplo,
resulta sorprendente encontrar una actividad similar entre la dihidroespiroquinolina
61 (ICso 6.70x10° M, o 20.5 pMg/mL) y su analogo flexible, la amina 142 (ICso

6.57x10° M, 0 17.5 pg/mL).
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Tabla 57. Valores de ICsq para los derivados aciclicos de piperidina.

Ry _Bn Ry
NeUoN @IO @IO“
R;” O Ry YO

142,143 146-154 158A-165A
142 Ry=H 148,160A Ry=H,R,=Ph 152 R;=CHj R;=CH,CI
143 R;=CH, 149 Ry=CHs Ry=H 153 Ry =CHj Ry = p-NO,CeHs
146, 158A R, =R, =H 150, 162A Ry =R, =CHj; 154 R;=0Bn=R;=CHj
147 Ry =H, Ry =CHjs 151 Ry =CHg R, =Ph 164A R =CHj3 Ry =p-NH,CgHs

Ne Actividad inhibitoria (ICso)
|C50 (pglmL) |Cso (M) CV%
142 17.5+0.2 6.57E-05+9E-07 14
143 44.2+1.8 1.58E-04+6E-06 4.0
146 48.9+1.7 1.66E-041+6E-06 3.6
147 20.7+0.6 6.71E-05+2E-06 3.0
148 27.8+1.3 7.51E-05+4E-06 4.7
149 43.5+2.7 1.41E-041+9E-06 6.3
150 61.0+0.5 1.89E-04+2E-06 0.9
151 28.91£0.9 7.52E-05+2E-06 3.1
152 58.7+1.3 1.64E-041+4E-06 2.2
153 22.4+0.7 5.22E-05+2E-06 3.3
154 31.3£0.1 7.55E-05+2E-06 0.4
158A 16.1£0.2 7.86E-05+1E-06 1.3
160A 17.320.9 6.19E-05+3E-06 4.9
162A 35.7+1.4 1.54E-04+6E-06 4.0
164A 21.91£0.5 7.07E-05+2E-06 2.5
Gal. 0.30+0.01 1.06E-06+4E-08 3.5
Fis. 0.0056+0.0001 2.02E-08+4E-10 2.1

Ninguna bioactividad ha sido reportada hasta el momento para el alcaloide

girgensohnina 174 y sus analogos, por esto, se los sometid a estudio. El y su

analogo derivado del

apreciable, con ICsy de 9.31x10° y 8.15x10™ M, respectivamente. Los derivados

mas complejos 177 y 178 inhiben la enzima, pero en un orden de actividad menor

(Tabla 58).

piperonal 175 manifestaron una actividad
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Tabla 58. Valores de IC5 para los compuestos 174-178.

174R =H R, = 178
175 R, = H, R, + Ry = OCH,0
177 Ry = NHPh, R, = H, R; = OH
N° Actividad inhibitoria (ICso)
IC50 (ug/mL) ICso (M) CV%
Piperidina 4.45+0.1 5.22E-05+7E-07 1.4
N-Bencil-y- 16.940.7 8.91E-05+4E-06 | 4.2
piperidona
174 20.1+£0.2 9.31E-05+9E-07 1.0
175 19.9+0.8 8.15E-05+3E-06 3.9
176 19.9+0.4 1.13E-04+2E-06 2,2
177 34.3+0.7 1.12E-04+2E-06 2.0
178 41.610.2 1.20E-04+4E-07 0.4
Gal. 0.30+0.01 1.06E-06£4E-08 3.5
Fis. 0.0056+0.0001 2.02E-08+4E-10 2.1

Finalmente, se determinaron las inhibiciones para los derivados piridinicos (Tabla
59). En la serie de aminas sencillas 204-206, 210 la mejor actividad fue la

mostrada por la amina 204, con un ICsy de 4.83x10™ M, pero a excepcion de 210
todas resultaron tener un orden de inhibicién en 10° M. La serie de homoalilaminas
211-215 presentd una actividad menor, en el orden de 10™* M, pero todos los
derivados tetrahidroquinolinicos fueron activos, con ICsy entre 6.70-9.78x10™.
Moléculas con estas estructuras no han sido reportadas aun en la literatura como

inhibidores de la acetilcolinesterasa.
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Tabla 59. Valores de ICx, para los compuestos derivados de piridina.

R Ri | Ry CHs
szi)\
N R. N N R N N
3 3 3
H/\O H | N H ‘ _N
204-206, 21 211-215 216-21

s ELeD T 2T R 214,219 Ry =Ry=H,R, = Br
205, 212, 217 Ry =Ry =H, Ry = CHy 210 215 Ry = Ry= CHy Rp = H

N° Actividad inhibitoria (ICso)
ICs0 (Hg/mL) 1Cs0 (M) CV%
204 8.9+0.2 4.83E-05+9E-07 1.9
205 19.0+0.6 9.57E-05+3E-06 3.3
206 13.2+0.3 6.14E-05+1E-06 2.1
210 38.5+1.8 1.81E-04+9E-06 4.7
211 21.1+£0.3 9.43E-05+1E-06 1.4
212 35.4+1.3 1.48E-04+5E-06 3.6
213 50.1+2.0 1.97E-04+8E-06 4.0
214 32.1+0.6 1.06E-04+2E-06 1.8
215 28.9+0.4 1.15E-04+2E-06 1.6
216 19.440.1 8.66E-05+5E-07 0.6
217 16.0+0.4 6.70E-05+1E-06 22
218 22.2+0.0 8.72E-05+2E-07 0.2
219 29.7+0.3 9.78E-05+9E-07 0.9
Gal. 0.30+0.01 1.06E-06+4E-08 3.5
Fis 0.0056+0.0001 | 2.02E-08+4E-10 2.1

En la implementacion del método y la prueba de los compuestos, no se encontré
ningun caso en el que la muestra se comportara como un inhibidor irreversible de
la enzima, todos se unieron a la enzima de forma reversible, lo cual es un punto
favorable en estos estudios, un bloqueo de la enzima llevaria a una intensa

toxicidad aguda y crénica (Massoulié et al., 1991).

Actualmente las investigaciones sobre farmacos estan enfocadas a la creacién de
compuestos duales, en los que se combinan dos anillos farmacéforos, y como: (i)
las sustancias preparadas en esta investigacion presentaron atractivas actividades
inhibitorias de la acetilcolinesterasa, (ii) las investigaciones en el tratamiento de la
demencia de Alzheimer estan orientadas hacia compuestos que actuen sobre mas
de una diana bioldgica, (iii) la combinacion de los anillos de la piperidina (piridina)

y la tetrahidroquinolina, a través de una espiro-union o de un enlace de tipo C-C,
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generd nuevos modelos estructurales, de los cuales la literatura quimica ofrece
poca informacion farmacoldgica, se decidié buscar un método y determinar las

propiedades antioxidantes que ellas podrian presentar.

6.4 Actividad antioxidante

6.4.1. Importancia de la busqueda de compuestos antioxidantes. Esta
actividad es, tal vez, la mas importante que puede presentar cualquier farmaco
dual, porque a fin de cuentas la oxidacion es esencial para muchos organismos
vivos, todas las células deben producir energia a partir de los combustibles
biolégicos (Hamilton et al., 1997). Pero el oxigeno es muchas veces descrito como
“‘una espada de doble filo”, porque ademas de ser el ingrediente vital para en la
produccion de energia intracelular también es el responsable por las especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO son productos normales del metabolismo y
pueden formarse por diferentes vias, enddgenas o exdgenas: 1) la respiracion
aerobica estimula a los leucocitos y a los macréfagos, que juegan un rol
importante en la defensa contra los agentes infecciosos. Las ERO también son
importantes mediadores en el dafio de las estructuras celulares y han sido
asociados a mas de 100 patologias, como el envejecimiento, la arterioesclerosis,
el cancer, la diabetes, etc. causadas por el cambio en los carbohidratos, ADN,
lipidos, proteinas y otros como mutaciones, ruptura de las membranas
mitocondriales, inactivacion de enzimas y destruccién de tejidos; 2) las fuentes
exogenas de radicales libres incluyen, entre otras, el fumar tabaco, las radiaciones
ionizantes, los disolventes organicos, los pesticidas (Kosar et al., 2008; Yu et al.,
2008).

Recientes estudios han encontrado que los procesos inflamatorios estan
directamente asociados a la enfermedad de Alzheimer (Stuchbury et al., 2005).

Los péptidos amiloides presenten en las placas seniles, encontradas en los

205



cerebros de los enfermos de Alzheimer, pueden inducir procesos inflamatorios en
los que las ERO son liberadas junto con otros componentes (Stuchbury et al.,
2005; Vina et al., 2004). Las ERO son las causantes de dafios celulares a nivel

estructural y actian como mensajeros secundarios en la inflamacion.

También, fueron observados dafios oxidativos antes de la formacion de las placas
amiloides (Moreira et al., 2005), por esto, los antioxidantes que pueden “atrapar”
las ERO ademas de atenuar la inflamacion, pueden actuar como agentes
neuroprotectores y ser usados para prevenir o tratar esta patologia (Calabrese et
al., 2003; Gibson et al., 2005).

Compuestos como el acido lipoico y la vitamina E, son antioxidantes que han sido
sometidos a estudios clinicos para determinar la proteccion neuronal contra la
formacion de placas amiloideas. Aunque los datos aun son limitados, los hallazgos
para el acido lipoico muestran efectos positivos sobre la progresion de la
enfermedad en los pacientes de Alzheimer (Zhang et al., 2001; Hager et al., 2001).
Los resultados de las pruebas clinicas para la vitamina E indicaron que es util para
frenar durante algun tiempo la evoluciéon de la enfermedad (Sung et al., 2004;
Kontush et al., 2004; Petersen et al., 2005; Zandi et al., 2004).

El incesante flujpo de ERO de fuentes enddégenas y exdgenas resulta en un
deterioro continuo y acumulativo de los componentes celulares alterando muchas
de sus funciones. Todas las membranas celulares (fosfolipidos) son
especialmente vulnerables a la oxidacion debido a su alto contenido de acidos
grasos poli-insaturados; lo mismo sucede en los alimentos debido a que los lipidos

hacen parte de casi todos ellos (Hamilton et al., 1997; Gordon et al., 2001).
Los radicales son especies que contienen uno o mas electrones desapareados

capaces de existir independientemente. La presencia de electrones desapareados

hace a estos radicales altamente reactivos y aunque estan presentes en bajas
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concentraciones pueden causar dafos a los materiales y a los blancos bioldgicos
(De Zwart et al.,, 1999; Willcox et al., 2004). Por esto, actualmente, se ha
incrementado la busqueda de antioxidantes para ser usados en la industria no solo
como bases de nuevos farmacos, también como aditivos en la conservacion de los
alimentos, de los articulos cosméticos, los plasticos, etc. y para tener alternativas y
sustituir los antioxidantes sintéticos, BHA y BHT, debido a las restricciones de
carcinogenicidad que éstos presentan (Kohen et al., 2002; Lanigan et al., 2002).
Por este motivo, se ha fomentado la seleccién de fuentes de origen natural y

sintético para la investigaciéon y desarrollo de nuevos antioxidantes.

6.4.2. Métodos para determinacion de la actividad antioxidante. La actividad o
capacidad antioxidante se puede definir como la habilidad de un compuesto para
reducir pro-oxidantes (Nguyen et al., 2003) y la eficacia de estos antioxidantes
depende del tipo de oxidante (Prior et al., 1999). No obstante, se debe tener en
cuenta el mecanismo por el cual el antioxidante ejerce su efecto (por ej.,
atrapamiento de radicales, descomposicion catalitica, supresidén pro-oxidante) y
funciones, velocidad de atrapamiento, selectividad del sustrato o medio (por e€j.,
fase acuosa, superficie o lipidica), concentracion efectiva (moles de radicales
atrapados por mol de antioxidante), distribucion, localizacidon, destino de los
radicales derivados de los antioxidantes, interaccion con otros antioxidantes vy
metabolismo (Prior et al., 1999, Niki et al., 2000), y estos factores se deben

considerar y evaluar separadamente.

Hay numerosos reportes sobre mediciones de reactividades hacia radicales de
compuestos antioxidantes y mezclas complejas (Nguyen et al.,, 2003). Las
reactividades se miden siguiendo la cinética del antioxidante con radicales
estables como a,a-difenil-B-picrilhidracilo (DPPH) (Antolovich et al., 2002) y 2,6-di-
ter-butil-4-(4-metoxifenil)-fenoxilo (Blois et al., 1958), empleando técnicas

espectroscopicas (UV-VIS, etc.) y/o utilizando métodos inhibitorios, en los cuales
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la especie radicalaria se genera y el efecto del antioxidante se mide a partir de la
inhibicion de la reaccion de referencia (e.j. radical ‘OH generado por reaccién
Fenton, reacciones de decoloraciéon de compuestos de referencia: reaccion de la
N,N’-difenil-p-fenilendiamina (DPPD), del acido 2,2 -azino-bis-(3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico) (ABTS), etc. (Willcox et al., 2004; Prior et al., 1999).

Entre todos los métodos existentes para determinar la actividad antioxidante, lo
mas acertado seria escoger un método que involucre sistemas de peroxidacion
lipidica en membranas, utilizando para esto, los higados de ratas criadas en
bioterios, para lograr resultados o mas cercanos posibles a los que se obtendrian
en sistemas in vivo. El costo de desarrollar e implementar estos bioensayos en el
LQOBIo es bastante alto y por esto fue escogida como metodologia de trabajo el
ensayo de capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC), mas asequible a

nuestras condiciones.

El TEAC es extensamente aplicado para valorar la cantidad de radicales que
pueden ser atrapados por un antioxidante (AO) (Mukai et al., 1987). En este
ensayo, un antioxidante se adiciona a una solucién preformada de catién radical
ABTS" y después de un tiempo fijo, el catién radical ABTS" remanente se
cuantifica espectrofotométricamente. La reduccion en la concentracién del cation
radical ABTS™ inducida por cierta concentracién de un antioxidante se relaciona
con la concentracion de trolox y proporciona el valor TEAC de dicho antioxidante
(Miller et al., 1993).

El ensayo TEAC modificado usa radicales ABTS™ preformados por oxidacion del
ABTS con persulfato de potasio (PDS) (Miller et al., 1993).%° La ventaja de utilizar
este método es su rapidez, su amplio rango de valores de pH, y su utilizacién tanto

en sistemas de medios organicos como acuosos (Re et al., 1999).
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El mayor problema asociado con el ensayo TEAC, es que se observan diferencias
sustanciales en los valores reportados, por ejemplo: los TEAC de quercetina,
rutina y crisina varian entre 3.1-6.4, 2.4-5.6 y 1.4-2.4, respectivamente (Arts et al.,
2004; Buenger et al., 2006). Las variaciones no pueden ser atribuidas a los
procedimientos, ya que realizando el mismo procedimiento para una sustancia en
particular, el valor de TEAC puede variar. Bajo las condiciones en las cuales el
ensayo se realiza, la reaccion entre la mayoria de antioxidantes y el cation-radical
es incompleta, lo que conlleva a la subestimacion del valor TEAC para estos
antioxidantes, por lo cual, hubo necesidad de ajustar el método para tener en
cuenta todos los subproductos generados en la reaccion, determinando

adecuadamente el valor de la capacidad antioxidante total.

Durante varios afos en nuestros laboratorios se ha estudiado la actividad
antioxidante de muestras de origen natural y sintético (Kouznetsov et al., 2002;
Stashenko et al., 2008; Puertas et al., 2002; Stashenko et al., 2004). La realizacion
de estos bioensayos ha mostrado que el procedimiento “tradicional” (Re et al.,
1999) tiene varios inconvenientes: es muy laborioso, la cantidad de muestra (200
mg-500 mg) y disolventes requeridas es muy grande y hay diferencias
sustanciales en los valores de TEAC para las muestras que tienen una cinética de
reaccion muy lenta o multiples cinéticas, debidas a la presencia de mas de un
grupo funcional reactivo en la molécula, o en el caso de los extractos de origen

natural, a la complejidad en la composicion de éstos.

Por esta razon, propusimos una forma de resolver estas dificultades, y asi,
convertir esta metodologia tediosa, en una muy eficiente, que permita hacer un
cribado de un gran numero de muestras en poco tiempo (aprox. ~ 10 muestras/h)

y con datos mas cercanos a los valores “verdaderos”.

Se formularon dos modificaciones a la metodologia: la primera, aumentar el

tiempo de reaccion hasta su finalizacién y la segunda, realizar el screening en

209



microplacas, disminuyendo en forma dramatica la cantidad de sustancia necesaria
para el ensayo (0.1-0.5 mg), los volumenes de disolvente (< 5 mL x muestra), y
posibilitando de esta forma el procesamiento eficiente y rapido de un gran numero

de muestras y un manejo amigable de los datos.

Es muy importante comentar que estas modificaciones al ensayo de capacidad
antioxidante equivalente al Trolox, fue una investigacion realizada conjuntamente
con Amner Mufioz Acevedo Qco. MSc., estudiante del programa de Doctorado en

Quimica de la Escuela de Quimica de la UIS.

6.4.3. Resultados de los ensayos de capacidad antioxidante equivalente al
Trolox. El ensayo de actividad antioxidante se basa en la reaccion de
atrapamiento del catién-radical ABTS™ por un determinado sustrato (Esquema
56).

Esquema 56. Reaccion entre un antioxidante de tipo fenol y ABTS™.

+.

HO3S S S SOgH HO3S s s SOzH
C[N/EN‘N#NJC( + PhOH=— C[N\FN—N#NI:( + [PhOJ+ H'

Antes de realizar esta reaccion, es necesario generar el cation radical del acido
2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico). Para esto, a una solucion acuosa de
ABTS se le adiciona persulfato de potasio (K2S20g), y se deja transcurrir la
reaccion durante 16 h a temperatura ambiente y en ausencia de luz. La adicion de
los antioxidantes al catién-radical preformado (de color azul/verdoso) ocasiona
decoloracion de la solucion que puede ser medida a cualquiera de los tres
maximos de absorcion del cation-radical: 645 nm, 734 nm y 815 nm. El porcentaje

de inhibicién se determina como una funcién de la concentracion y asi mismo, se

210



calcula la reactividad relativa del Trolox, bajo las mismas condiciones, con la
siguiente ecuacion:

mmol Trolox _ . m

TEAC= mmol antioxidante ~ My

Donde: m; = pendiente de la curvadel trolox
m, = pendiente de la curva del antioxidante

Al iniciar la implementacion de cualquier bioensayo es fundamental determinar los
valores de actividad para las sustancias escogidas como “controles”, para las
cuales los valores de actividad estan divulgados ampliamente en la literatura y han
sido repetidos muchas veces (Tabla 6.18). En este caso se determind el TEAC
para la vitamina E, el BHT, y el BHA, usando el Trolox como referencia (Figura

99). Todos los ensayos se realizaron por sextuplicado.

Figura 99. Estructura quimica del Trolox y de los antioxidantes usados como control.

CHj
CHs HO.
HO o CH, CHs CHs CH,
3
HsC (e} CH
HsC 0" “cooH CHs s
CHj
Trolox Vitamina E
(D-a-tocoferol)
OH OH
OCHj3
BHA BHT

El primer paso fue obtener en el laboratorio las curvas % de inhibicién vs
concentracion para el Trolox y los antioxidantes, y las correspondientes

ecuaciones de las curvas determinar las pendientes (Figura 100).
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Figura 100. Graficas del efecto de la inhibicion del ABTS por los antioxidantes Trolox, vit. E, el
BHA y el BHT, como % inhibicién vs concentracion, con absorbancias medidas a los 30 min de
reaccion.
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En la Figura 100 y en la Tabla 60 se puede observar claramente el problema
matematico del ensayo TEAC. Algunos antioxidantes generan una recta en la cual
es muy facil obtener el valor de pendiente, pero en el caso del BHT la forma es
logaritmica. Para determinar el valor de TEAC del BHT y sustancias que presenten
el mismo comportamiento, los investigadores seleccionan un rango de inhibicion y
linealizan la curva para determinar un valor de pendiente. Por esto el valor de
TEAC dependera mas del rango seleccionado que del valor verdadero,
observandose diferencias sustanciales en los valores reportados. Estas
variaciones no se pueden atribuir al procedimiento, puesto que los datos se

extrajeron de la misma curva.

En la Tabla 60 se recogen los valores encontrados por el método estandar (Re, et

al)’”® y los obtenidos en esta investigacion.
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Tabla 60. Comparacion de valores TEAC de las sustancias “control” obtenidos por métodos de Re,
et al. y el propuesto.

Método Re, et al. Método propuesto
AO TEAC (m AO/m Trolox) TEAC (ICso Trolox/ICso AO)
Lectura 6 min Lectura 6 min Lectura 30 min
m TEAC ICs0o TEAC ICs0o TEAC
Trolox 2,37x10° - 2,08x10° - 2,09 x10™ -
Vit E 2,49x10° 1,05+ 0,03 | 2,54x10° | 0,82+0,02 | 2,35x10° | 0,89 + 0,01
BHA 2.21x10° 0,95 + 0,01 2,08 x10° | 1,00+ 0,02 | 2,05x10° | 1,02 + 0,04
[}
1,01x10 0,42+0,02 | 3,83x10° | 0,54+0,01 | 1,61x10° | 1,29 + 0,04
(20-50% inh.)
BHT 4,05x10°
(50-80% inh.) | %17 *0,002 - - - -

m: pendiente de la curva %inh. vs. conc.

En el procedimiento estandar (Re et al., 1999) las lecturas en el espectrofotometro
se realizan a los seis minutos, y asi iniciamos la toma de datos en nuestros
experimentos, pero después del tiempo de medicién las soluciones seguian
decolorandose. Al disponer el LQOBIo de un equipo en el que es posible realizar
experimentos en modo de cinética, nos dimos a la tarea tomar datos cada minuto
durante el tiempo que fuera necesario para que las curvas mostraran el punto final
de la reaccion. Efectivamente, la reaccion para casi todas las muestras probadas
no terminaba a los seis minutos, lo que indica que el resultado a los 6 minutos es
s6lo estimado y no representa el valor del punto final del equilibrio basado en la
oxidacion. Los tiempos de reaccidn se ajustaron individualmente para cada
muestra encontrandose que la finalizacion, para el 95% de ellas, estuvo entre 20-

30 minutos (~150 muestras de origen sintético y natural).
La evoluciéon de las diferentes cinéticas de reaccion depende de la naturaleza del
antioxidante probado. Tres tipos de comportamientos se observaron: rapido para

el BHA, intermedio para la Vitamina E (Vit E) y lento para el BHT (Figura 6.29).

El BHA reaccioné rapidamente con ABTS alcanzando el equilibrio entre los

primeros 5 minutos. El segundo tipo de comportamiento, para la Vit E, fue
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intermedio con decoloracion entre los 5-15 minutos. Estos tipos de cinéticas
presentaron curvas lineales, sugiriendo que los subproductos de oxidacion no
participan en la reaccion con ABTS™ y en consecuencia, no contribuyen a la
actividad anti-radicalaria. EI BHT reaccioné lentamente con el ABTS obteniéndose
una curva logaritmica, siendo un posible indicativo de cinética compleja y que los

subproductos de oxidacion posiblemente coadyuven en la actividad antioxidante.

De acuerdo con la informacion reportada por Arts, et al., se especula que el valor
de TEAC de las moléculas con cinética lenta es la contribucion de varias
sustancias: sustancia “padre” y productos radicalarios provenientes del compuesto
‘padre”. Para aquellos compuestos que presentan cinéticas de oxidacion
complejas, la capacidad antioxidante relativa, determinada con cortos tiempos de
ensayo, pueden significativamente subestimar la capacidad antioxidante total. La
capacidad antioxidante absoluta de compuestos individuales puede ser
determinada so6lo cuando las reacciones han alcanzado condiciones cercanas al

equilibrio (estado estacionario o plateau) (Ozgen et al., 2006).

En el ensayo de ABTS modificado, el valor “verdadero” del TEAC para el BHT es
de 1.3, mucho mayor que los valores reportados (0.2-0.7) por la metodologia de
referencia. El bajo valor de TEAC reportado, comparado con el valor “verdadero”
se debe al hecho que la reaccion no finaliza bajo las condiciones usadas para
determinar el TEAC. Al comparar los valores TEAC entre las sustancias “control”
(BHT, BHA y Vit E), por la metodologia modificada, se encuentra que sus valores
estuvieron muy cercanos; lo que concuerda, con los datos reportados por Brand-
Williams por el método del decoloramiento del radical DPPH®, que presenta un
mecanismo similar al del catiéon radical ABTS) donde BHT, BHA y Vit E, tienen
valores de ARP (poder antiradicalario) similares y cercanos: BHT (4.20) = BHA
(4.17) > Vit E (4.0) (Brand-Williams et al., 1995).
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Otra modificacion del método fue su escalado a microplacas. Tradicionalmente se
usan las celdas de cualquier colorimetro o espectrofotometro, pero la cantidad de
muestra requerida para preparar las soluciones es prohibitiva, ademas de los altos
volumenes de disolventes, las tediosas diluciones, y la gran cantidad de tiempo y

material necesario para realizar los ensayos.

La cantidad necesaria de solucion stock para realizar doce diluciones seriadas
(por sextuplicado) fue de 600 pl, de una concentracién 1x10™ M. La cantidad de
muestra utilizada oscilé entre 0.1-0.5 mg dependiendo del peso molecular del
compuesto. Con este minimo requerimiento es posible determinar la actividad de
muchas muestras, de las que casi nunca los quimicos organicos disponen en
cantidad suficiente. Las cantidades de disolventes también se disminuyen
considerablemente, el tiempo necesario para realizar el ensayo en una microplaca
es de alrededor de cinco minutos, reduciendo asi, los costos por muestra y el

tiempo de analisis.

En la Figura 101 se observa una microplaca que contiene tres muestras, con sus
respectivos duplicados, doce concentraciones para cada una y dos filas de
blancos. El volumen total de cada pocillo es de 210 uL, (10 uL de muestra + 200

uL de la solucidén del cation radical).

En este trabajo se probaron 61 muestras junto con las sustancias de control,
empleando las modificaciones propuestas a la metodologia: (i) 30 minutos de
reaccion, (ii) calculo del TEAC con los ICsp, y (iii) escalado a microplacas. Los

resultados se recogen en las Tablas 61-66.
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Figura 101. Fotografia de una microplaca usada en la determinacion de capacidad antioxidante
total.

CB C9 ClO Cl 1 Cl 2

Muestra 1 |

Muestra 2 |

Muestra 3 |

Blancos

C: Concentracion

La evaluacién de esta actividad mostré asombrosos resultados para muchos de
los compuestos preparados en esta investigacion. En la serie de las
homoalilaminas 55-60, los valores de TEAC mostraron dependencia de los grupos
funcionales presentes en las estructuras; la presencia del metoxilo en 57, un
sustituyente electrodonador, arrojé el mayor valor de TEAC de la serie: 1.411
(Tabla 61).

Otro grupo donador de electrones, el metilo, fue el causante de la importante
actividad presentada por la dihidroespiroquinolina 62, (TEAC 1.726) y su analogo
desbencilado 68 (TEAC 1.124), actividades superiores a los antioxidantes
comerciales. Aunque este grupo influye de forma importante, las dihidroquinolinas
sin sustituyentes 61 y 67, y las 5'(7')-dimetil-sustituidas 66 y 71 también
presentaron actividades notables con valores de de 1.391, 1.281, 0.915, 0.895,
respectivamente. En las sustancias con grupos electroatrayentes como fluor y

cloro 65, 65, 70, la actividad disminuyé considerablemente.
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Tabla 61. Valores de TEAC para los compuestos 55-71.

R1 ‘
R3 N Rj N R N
N. N. 3
H Bn H Bn H NH

Ry

CHj;

Ry CH,

55,61,67 Ry=R3=H,R,=H
56, 62,68 Ry =R3=H, Ry;=CH,
57, 63,69 Ry =R3=H, R, =0CHy
58,64,70 R1=R3=H,R,=F
59,65 R; =Ry =H, Ry = Cl

55-60 61-66 67-71 60, 66, 71 Ry =R;=CH3 Ry =H
N° TEAC ICs0 (UM) CV%
55 0.258+0.01 79.83+2E-06 2.7
56 0.284+0.01 73.59+2E-06 3.1
57 1.411+0.03 14.79+2E-07 1.3
58 0.426+0.02 49.00+1E-06 2.5
59 0.208+0.01 100.3+2E-06 2.3
60 0.235+0.02 87.961+4E-06 4.8
61 1.391+0.01 14.83+4E-07 2.4
62 1.726+0.01 11.95+1E-07 1.1
63 1.153%0.01 17.87+4E-07 2.3
64 0.585+0.02 35.25+9E-07 2.5
65 0.381+0.01 54.18+1E-06 2.2
66 1.281+0.05 16.10+3E-07 2.1
67 0.915+0.03 22.53+3E-07 1.5
68 1.124+0.01 18.35+1E-07 0.6
69 0.739+0.01 27.90+2E-08 0.1
70 0.300+0.00 69.53+7E-07 1.1
71 0.895+0.04 23.32+4E-07 1.5

Vit. E 0.888+0.01 23.52+5E-07 1.9
BHA 1.021+0.04 20.46+3E-07 1.7
BHT 1.294+0.04 16.13+2E-07 1.1

Es interesante notar que la presencia de los dos nitrégenos libres y disponibles

para estabilizar el radical en los compuestos 67-71, no mejoro la actividad.

Como ejemplo de las graficas generadas por el efecto de la inhibicion del ABTS
por los compuestos anteriores, en la Figura 102 se muestran las graficas rectas
de 61, 63, 66. EI compuesto 62 reaccioné lentamente con el ABTS obteniéndose
una curva logaritmica. Entre un 90-95% de todos las sustancias probadas mostré
este tipo de curvas, por eso, es tan importante la determinacién del TEAC
utilizando los ICsp, y no reportar valores subjetivos proporcionados por una

linealizacion en un determinado rango.
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Figura 102. Efecto de la inhibicion del ABTS por los antioxidantes 61, 63, 66, como % inhibicion vs
concentracion, con absorbancias medidas a los 30 min de reaccion.
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Una perdida total de la actividad se registré en las amidas 89-99 (Tabla 62). Los
valores de TEAC, sin importar cual grupo acilo este sustituido sobre el nitrégeno,

son muy bajos, entre 0.00 y 0.017 como maximo para la amida 90.

Al ensayar las estructuras 100-173, con grupos amida sobre el nitrdgeno
piperidinico, nuevamente se recobrd la actividad (Tabla 63). La formamida 100
(TEAC 1.234), y la acetamida 101 (TEAC 1.291) presentaron la mayor actividad
inhibitoria del cation-radical ABTS™ de toda la serie, pero la cloroacetamida 162 y
el compuesto-hibrido 173 también presentaron actividades importantes, con
valores de TEAC de 1.096 y 1.094 respectivamente. La formamida 107 sustituida
con un atomo de fluor en la posicién C-6, tuvo la menor actividad de todas las
ensayadas, TEAC 0.386. Los demas compuestos tuvieron buenas actividades,

aunque similares o menores a la vit. E.
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Tabla 62. Valores de TEAC e ICx, para los compuestos 89-99.

Ry CHs
R, %21252223254';”:(}' 95 Ry =Ry =H, Ry = CHz Ry = CHyCl
91 Ry=Ry=Ry=H.Rg=ph 28 Ri=Ra=H R, =CHg Ry =p-NOCoHs
Ry N N. 92 Ry=R;=Ry=H,Ry=CHy TR =Rs=Ry =H. R =F
PS “Bn 93 Ry=Ry=H,R;=R;=CH; B R1=Rs=CH3 Ry=R,=H
R o 94 Ry =Ry=H. Ro=Chi Ry > Ph 93 Ri=Ry=CHy Ry = H, Ry = CH,Cl
89-99
N° TEAC ICs50 (uM) CV%
89 0.015+0,0001 | 1.411+1E-05 0.8
90 0.017+0,0002 | 1.236+5E-06 0.4
91 0.014+0,00002 | 1.460+2E-05 1.5
| 92 0.009+0,0004 | 2.256+1E-04 6.1
93 0.015+0,0006 | 1.420+4E-05 2.6
94 0.013£0,0004 | 1.563+2E-05 1.4
95 0.011+0,0002 | 1.929+1E-06 0.1
96 n.i.
97 0.010+0,001 | 2.164+1E-04 4.9
98 0.012+0,0007 | 1.660+6E-05 3.9
99 0.011£0,0002 | 1.800+6E-05 3.1
Vit. E 0.888+0.01 23.52+5E-07 1.9
BHA 1.021+0.04 20.46+3E-07 1.7
BHT 1.294+0.04 16.13+2E-07 1.1

n.i: inhibe menos del 50% a la maxima concentracién probada.

Tabla 63. Valores de TEAC e ICsq para los compuestos 100-173.

Ry CHs
R 100 Ry =R,=R3=R,=H 107 Ry=Ry=R4=H,R,=F
2 101 R;=Ry=R;=H,R;=CH; 108 R;=R3=CHj Ry =R =H
103 Ry=R;=R;=H R;=CH; 109 R;=R3=R,=CHy Ry =H
R N 104 Ry =R;=H.Ry=Ry=CH; 172 R;=Ry=Rys=R, = CHyCl
3 H NTR“ 107 Ry=R3=Rs=H,R;=F 173 R4 =Rz =R3=R4 = CHz-[N-(CHy)s]
100-109, 172, 173 O
N° TEAC I1Csp (1M) CV%

100 1.234+0,04 16.93+3E-07 2.0

101 1.291+0,01 15.97+1E-07 0.7

103 0.762+0,03 27.10+2E-06 5.7

104 0.751+0,01 27.45+9E-07 3.1

107 0.386+0,01 53.45+3E-06 5.0

108 0.887+0,05 23.25+8E-07 3.6

109 0.596+0,01 36.23+1E-06 3.7

172 1.096+0,05 18.82+6E-07 3.1

173 1.094+0,05 18.86+5E-07 2.9

Vit. E 0.888+0.01 23.52+5E-07 1.9

BHA 1.021+0.04 20.46+3E-07 1.7

BHT 1.294+0.04 16.13+2E-07 1.1
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De los anteriores hallazgos podemos afirmar que: Aunque los grupos
sustituyentes son importantes, la presencia de actividad en todos los compuestos
ciclados 61-71, y las amidas 100-173, expresa que hay dos factores
preponderantes ligados con la actividad: la presencia del esqueleto de la 3',4'-

dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1"H)quinolina] y el nitrégeno dihidroquinolinico libre.

El comportamiento anterior se conserva en los analogos aciclicos recogidos en la

Tabla 64. Las aminas sencillas 142 y 143, y 176 presentan buena actividad (TEAC

0.643, y 0.793), aunque considerablemente menores a sus analogos ciclicos 61 y
62 (TEAC 1.391 y 1.726). La amina 176 (TEAC 0.915), analogo flexible del
espirano 67 (TEAC 0.944), presentd practicamente la misma actividad inhibitoria.
Las amidas derivadas de 142 y 143, los compuestos 148, 150, 160A y 162A, en

las que el nitrogeno esta protegido con grupos amida, no mostraron ninguna

actividad apreciable.

Tabla 64. Valores de TEAC e ICs5, para las aminas y amidas aciclicas.

R B R Ph. _H
e We ; ; e
H o) o) N

RS RS
142, 143 148, 150 160A, 162A pa
142 Ry=H 148 160a R =H, R, = Ph -
143 Ry=CH; 150, 162a R;=R;=CH;
N° TEAC ICso (uM) | CV%
142 0.643+0,01 32.44+8E-07 2.3
143 0.793%0,04 26.35+9E-07 3.3
148 n.i.
150 0.002+7.80E-06 9359+1E-04 1.3
160A 0.008+0.001 2496+3E-04 12.2
162A 0.004+0.0003 4898+2E-04 4.7
176 0.944+0,02 21.84+2E-07 0.8
Vit. E 0.888+0.01 23.52+5E-07 1.9
BHA 1.021+0.04 20.46+3E-07 1.7
BHT 1.294+0.04 16.13+2E-07 1.1

n.i: inhibe menos del 50% a la maxima concentracion probada.
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Del mismo modo, el alcaloide girgensohnina y sus analogos fueron sometidos a
los ensayos. Ninguno de ellos presentd actividad apreciable a excepcion del
compuesto 178 con un valor de TEAC de 1.108 (Tabla 65). Es facil presuponer
que esta actividad es debida a la estructura base de los espiranos y no al

fragmento del acetonitrilo.

Tabla 65. Valores de TEAC e ICs para la girgenshonina y sus analogos.

g
fj HN
N
RZD)\CN N
Q)\CN
HO 178

174 R, =H, R, =H, Ry = OH
175 R, = H, R, + Ry = OCH,0
177 Ry = NHPh, R, = H, R3 = OH
N° TEAC I1Cs0 (uM) CV%
174 0.034+0,0008 | 601.6 +2E-05 4.0
175 n.i
177 0.141+0,002 146.5+2E-07 0.2
178 1.108+0,02 18.61+1E-07 0.6
Vit. E 0.888+0.01 23.52+5E-07 1.9
BHA 1.021+0.04 20.46+3E-07 1.7
BHT 1.294+0.04 16.13+2E-07 1.1

n.i: inhibe menos del 50% a la maxima concentracién probada.

Los derivados piridinicos muestran un comportamiento similar a los piperidinicos
(Tabla 66). Las aminas sencillas presentan buena actividad, en algunos casos con
TEAC muy superiores a los antioxidantes control, por ejemplo, la amina 206
derivada de la 4-metoxianilina y el 4-piridincarboxaldehido present6 el mayor valor
de TEAC (1.896) encontrado en esta investigacion. En la serie de homoalilaminas
211-215, solo molécula 212 con un grupo metoxilo como sustituyente presenté
actividad apreciable, pero toda la serie de tetrahidroquinolinas 216-219 present6

inhibicion relevante, mayores a la vit. E y al BHA.
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Tabla 66. Valores de TEAC e ICs5, para los compuestos piperidinicos.

R R ‘ R; CHg
Rz:@\ Rz:@\ Ro
VIN, MUY YUY O

204-206, 210 211-215 216-219
205 212 247 Ry-Rormysor, AR IR=RizHRacer
206, 213, 218 Ry =R3=H, R, = OCH,3 - '

N° TEAC IC5 (ULM) CV%
204 0.599+0.003 | 34.44+4E-07 1.2
205 1.016+£0.004 | 20.28+3E-07 1.3
206 1.896+0.07 10.88+2E-07 2.0
210 1.055+0.02 19.55+9E-09 0.0
211 0.029+0.002 | 716.2+3E-05 4.6
212 | 0.017+0.00001 | 1197+2E-05 1.7
213 1.005+0.03 20.52+2E-07 1.2
214 n.i.

215 0.045+0.00 460.8+1E-05 2.4
216 1.252+0.01 16.47+1E-07 0.7
217 1.144+£0.02 18.02+2E-08 0.1
218 0.989+0.04 20.85+5E-07 2.6
219 1.150+0.00 18.13+6E-08 0.3
Vit. E 0.888+0.01 23.52+5E-07 1.9
BHA 1.021+0.04 20.46+3E-07 1.7
BHT 1.294+0.04 16.13+2E-07 1.1

n.i: inhibe menos del 50% a la maxima concentracion probada.

Por ultimo se decidié medir y comparar la actividad antioxidante e inhibitoria de la
acetilcolinesterasa, de la vitamina E y los compuestos que poseian las dos
actividades con valores relevantes, y que ademas tienen otra caracteristica
importante en los estudios farmacoldgicos, la mayoria de compuestos de la serie

debe presentar similares actividades (Tabla 67).

Aunque los trabajos no lo mencionan (Sung et al., 2004; Zandi et al., 2004), es
posible que la vitamina E sea capaz de retrasar y prevenir la progresion del
Alzheimer no solo por su actividad atrapadora de radicales, si no que también por
la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, la ICso medida en el LQOBio fue de
9.76E-05 M. De los compuestos preparados en esta investigacion, los mas
interesantes son sin duda alguna las espiropiperidinas 61-66, y el compuesto-
hibrido 173.
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Tabla 67. Comparacién de la actividad antioxidante e inhibitoria de la acetilcolinesterasa de los
compuestos mas activos.

- L. Actividad
N° Estructura L 26 E O El ) acetilcolinesterasica
TEAC ICs0 (uM) | ICso (ug/mL) | ICso (M)
61 @ij 1.391 14.83 20.5 6.70E-05
62 COO 1.726 11.95 20.0 6.25E-05
63 COO 1.153 17.87 234 6.97E-05
64 CKUO 0.585 35.25 20.3 6.26E-05
o CH;
65 C@O 0.381 54.18 9.0 2.63E-05
66 /@fjo 1.281 16.10 28.5 8.50E-05
173 ij@ 1.094 18.86 30.0 8.78E-05
H \é(\@
HO. ’
Vit. E m( memomon 0.888 23.52 42.0 9.76E-05
H3QN >
Galantamina YA - - 0.305 1.06E-06
Ao
Fisostigmina o - - 0.006 2.02E-08

Si bien el analisis de tantos compuestos con estructuras diversas es complejo, se
identific6 como estructura base a la 3',4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolina], toda la serie presenta actividad antioxidante, desde moderada a
muy alta, e importantes actividades inhibitorias (10° M). Teniendo en cuenta los
valores reportados en la Tabla anterior, es posible proponer al compuesto 62
como la cabeza de la serie, un atractivo candidato que puede ser sometido
facilmente a modificaciones en sus varios puntos de diversidad estructural y

continuar los estudios farmacolégicos.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Aspectos Generales.

7.1.1. Condiciones de trabajo, disolventes y reactivos de partida. Todos los
productos de partida comerciales empleados (Aldrich, Merck, Sigma, Fluka) fueron
usados directamente sin purificacion previa, a excepcion de la piperidina, que fue

destilada antes de su utilizacion.

Todos los disolventes utilizados como eluyentes en cromatografia fueron
destilados previamente a su uso. y los usados en las reacciones secados con los
agentes deshidratantes adecuados. Asi, el cloruro de metileno se destilé sobre
cloruro de calcio y se almacend sobre tamiz molecular de 4A. El éter dietilico y el
tetrahidrofurano se mantuvieron a reflujo sobre sodio-benzofenona durante 5
horas y seguidamente se destilaron previamente a su uso. El 1,4-dioxano se
destilé sobre sodio y se almaceno sobre sodio hilado. El cloroformo se destilo
sobre pentdxido de fésforo y se almacend sobre tamiz molecular de 4A. El metanol
se mantuvo a reflujo sobre magnesio durante 4 horas y posteriormente se destild
previamente a su uso. El acetonitrilo y la acetona se destilaron y almacenaron

sobre tamiz molecular de 4A.
En las reacciones a alta temperatura, se emplearon bafos de aceite mineral

utiizando una placa calefactora dotada de termometro de contacto. Las

temperaturas de reaccion se refieren siempre a temperaturas de bafo.
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Las purificaciones en cromatografia de columna, se llevaron a cabo sobre un
soporte de Oxido de aluminio neutro (grado de actividad I, 70-230 Mesh) y
utilizando como eluyentes mezclas de disolventes en proporciones adecuadas
(éter de petrdleo, acetato de etilo, metanol). La cromatografia en capa fina se
realiz6 empleando placas de gel de silice 60, con indicador F254, sobre soporte de
aluminio, revelandose las mismas por exposicion a la luz UV o utilizando vapores

de yodo.

7.1.2. Técnicas Analiticas.

7.1.21. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Se utilizaron los
espectrometros Bruker AMX-400, Bruker AC-300, utilizando el disolvente
deuterado adecuado en cada caso, cloroformo, dimetilsulféxido, agua o acetona.
Los valores de los desplazamientos quimicos (8) estan expresados en ppm, en los
espectros de 'H, utilizando como referencia interna el tetrametilsilano, y referidos a
la sefial residual del disolvente para los de "*C. Las constantes de acoplamiento
(J) se expresan en Hz. Las abreviaturas utilizadas para indicar la multiplicidad de
las senales son las siguientes: (s) = singlete, (bs) = singlete ancho, (d) = doblete,
(t) = triplete, (c) = cuatriplete, (cd) = cuatriplete de dobletes, (q) = quintuplete, (m) =
multiplete, (dd) = doblete de dobletes, (dt)= doblete de tripletes, (sext) = sexteto,
(sp) = septeto.

7.1.2.2. Espectroscopia infrarroja. Los espectros de infrarrojo se llevaron a cabo
en un espectrometro Infralum FT-02, empleando pastillas de bromuro potasico
(para los solidos) o ventanas de cloruro de sodio (para liquidos). Sélo se reportan

las bandas de absorcion mas caracteristicas, expresadas en cm™.
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7.1.2.3. Cromatografia de gases-Espectrometria de masas. Los espectros de
masas se obtuvieron en un cromatografo de gases HP 5890 A serie Il acoplado al
detector selectivo de masas HP 5972, con ionizacion por impacto de electrones
(70 eV). Para la determinacién de los porcentajes de los isbmeros se utilizé6 una
columna capilar HP 5 (5 % fenil-polidimetilsiloxano, de 30 m x 0.25 mm x 0.25
mm). Para todos los compuestos clorados se reportan los datos correspondientes

al isétopo *°Cl.

7.1.2.4. Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS). Se utilizé un

espectrometro Finnigan-Mat 95 con fragmentacion por impacto electrénico (70eV).

7.1.2.5. Lector de microplacas. Las microplacas se leyeron en un lector

VERSAMAX de Molecular Devices a la longitud de onda especificada.

7.1.2.6. Puntos de fusién. Los puntos de fusion se midieron en un fusiometro

Fisher Johnson y no han sido corregidos.

7.2 Capitulo primero

7.21. Sintesis de las N-(1-bencilpiperidin-4-iliden)-N-arilaminas (49-54). La
preparacion de estos compuestos se llevo a cabo segun el procedimiento general
para la sintesis de cetiminas puesto a punto en nuestro laboratorio. Una mezcla de
la N-bencil-4-piperidona (0.045 moles), la correspondiente anilina (0.050 moles) y
0.1 mL de acido acético glacial, en 150 mL de tolueno anhidro, se calent6 a reflujo,
adaptando una trampa de Dean-Stark, durante 0.5-2 horas; seguidamente se retird
el disolvente y el residuo resultante se purificé por destilaciéon fraccionada a
presion reducida, para rendir las correspondientes iminas puras. Algunas de ellas

cristalizaron el enfriarse.
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7.2.2. Sintesis de las 4-alil-4-N-arilamino-1-bencilpiperidinas (55-60). A una
solucion etérea (200 mL) de bromuro de aliimagnesio, preparada con 26 mL (36.3
g, 0.30 moles) de bromuro de aliloy 12.15 g (0.5 moles) de magnesio, se adiciono
lentamente las cetiminas 49-54 (0.10 moles), disueltas en éter dietilico anhidro.
Después de la adicion la masa de reaccion se enfrid a 0° C y se traté con agua y
cloruro de amonio. Se extrajo con éter (4 x 50 mL). Los extractos organicos se
unieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Se separ¢ el disolvente y el producto
de la reaccion se purifico por destilacion fraccionada a presion reducida, para
rendir las correspondientes aminas puras. Algunas de ellas cristalizaron

lentamente.

7.2.3. Sintesis de las 1-bencil-4"-metil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-4,2"-(1"H)
quinolinas] (61-66). A 1.0 g de cualquiera de los compuestos 55-60 disueltos en
la minima cantidad necesaria de diclororometano, se adicion6, a 0 °C, 2 mL de
acido sulfurico al 85 % (v/v). La mezcla se calenté a 80-90 °C durante 1-5 horas
con agitacion vigorosa. La masa de reaccion se vertié sobre hielo y se llevo a pH
12 con hidroxido de amonio concentrado. Se extrajo con diclorometano (4 x 25
mL). Los extractos organicos se unieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Se
separo el disolvente y el producto de la reaccién se purificd por cromatografia en
columna sobre alumina. Para el compuesto 63, con grupo sustituyente metoxi, se

uso acido polifosférico como catalizador de la reaccion, en una relacion p/p de 1:2.

7.24. Sintesis de Ilas 1-H-4"-metil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1°'H)quinolinas] (67-71). Una mezcla de cualquiera de las espiropiperidinas 61-
66 (1.00 mmoles), formiato de amonio (5.00 mmol) y Pd/C al 10% (2.5 % molar),
en metanol (5 mL), se calentd a reflujo por 5-10 minutos. El disolvente se retiro a
presion reducida y el producto se purificdé por cromatografia en columna sobre

alimina.
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7.3 Capitulo segundo.

7.3.1. Formilacion (Para los compuestos: 89, 92, 97 y 98). Una soluciéon de
anhidrido acético formico, preparada a partir de anhidrido acético (2.00 mmoles),
acido férmico (3.00 mmoles), y piridina (2 gotas), a 0 °C, se adicion6é a las
espiropiperidinas (61, 62, 64 y 66) (1.00 mmoles), en una sola porcion. La mezcla
resultante se agité a 0 °C durante 0.5-1 hora. Al final de la reaccion se llevo el pH
a 7-8 con hidroxido de amonio y se extrajo con diclorometano (3 x 10 mL). Los
extractos organicos se unieron, se lavaron con agua para eliminar la piridina, y se
secaron sobre sulfato de sodio. Se separd el disolvente y el producto de la

reaccion se purificé por cromatografia en columna sobre alumina.

7.3.2. Acetilacion (Para los compuestos: 90 y 93). Las espiropiperidinas (61 y
62) (1.00 mmoles) se calentaron a reflujo durante 1-2 hora con anhidrido acético
(3.00 mmoles) en presencia de NEt; (2 gotas). El progreso de la reaccion se
monitored por TLC. Al final de la reaccion el pH se llevé hasta 7-8 con hidroxido de
amonio y se extrajo con diclorometano. Los extractos organicos se unieron, se
secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El residuo aceitoso se purifico

por cromatografia en columna sobre alumina.

7.3.3. Benzoilacién (Para los compuestos: 91 y 94). A una mezcla de cualquiera
de las espiropiperidinas (61 y 62) (1.00 mmol) y NEt3 (1 mmol), en tolueno anhidro
(20 mL), a 0 °C, se les adiciond gota a gota el cloruro de benzoilo (2 mmol)
disuelto en tolueno (10 mL). La mezcla se agité a temperatura ambiente por 2-3
horas monitoreando el progreso de la reaccion por TLC. Al final de la reaccion se
enfrid a 0 °C y se elevo el pH hasta 7-8 con hidroxido de amonio. Se extrajo con

diclorometano y los extractos organicos se secaron sobre sulfato de sodio y se
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concentraron. El residuo aceitoso se purifico por cromatografia en columna sobre

alimina.

7.3.4. Cloroacetilaciéon (Para los compuestos: 95 y 99). A una mezcla de
cualquiera de las espiropiperidinas (62 y 66) (1 mmol) y NEt; (1 mmol), en
diclorometano anhidro (20 mL), a 0 °C, se les adicion6 gota a gota, muy
lentamente, el cloruro de cloroacetilo (2 mmol) disuelto en diclorometano (10 mL).
La mezcla se mantuvo en agitacion a 0 °C por 1-2 horas, monitoreando el
progreso de la reaccion por TLC. Al final de la reaccién se llevo el pH hasta 7-8
con hidroxido de amonio. Se extrajo con diclorometano y los extractos organicos
se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El residuo se purificd por

cromatografia en columna sobre alumina.

7.3.5. p-Nitrobenzoilaciéon (Para el compuesto: 96). A una mezcla de la
espiropiperidina (62) (1.49 g, 4.65 mmol) y NEt; (0.46 g, 1 mmol), en tolueno
anhidro (20 mL), a 0 °C, se le adiciond, en pequefias porciones, el cloruro de p-
nitrobenzoilo (1.73 g, 9.30 mmol). La reaccion ocurrié de forma inmediata. Al final
de la adicion se llevé el pH hasta 7-8 con hidréxido de amonio. Se extrajo con
diclorometano y los extractos organicos se secaron sobre sulfato de sodio y se

concentraron. El residuo solido se purificé en CC sobre alumina.

7.3.6. Sintesis de las 1-acil-4’-metil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-4,2°-(1"-H)
quinolinas] (100-109). Una mezcla de cualquiera de las amidas 89-99 (1.00
mmoles), formiato de amonio (5.00 mmol) y Pd/C al 10% (2.5 % molar), en
metanol (20 mL), se calenté a reflujo por 7-15 minutos. Se filtré el catalizador y se
retird el disolvente. Los productos 100-109 se purificaron por cromatografia en

columna sobre alumina.

229



7.4 Capitulo tercero

7.4.1. Sintesis de las 1-bencil-4-N-aril(bencil)aminopiperidinas (142-145). A
cualquiera de las cetiminas 49, 50, 140 y 141 (0.03 mol) disueltas en metanol, se
les adicion6 borohidruro de sodio (0.09 mol) en porciones muy pequefas y con
agitacion vigorosa. Finalizada la adicion, se separé el disolvente, se adicioné 20
mL de agua y la masa de reaccién se extrajo con CH,Cl, (3 x 25 mL). Los
extractos organicos se unieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Se separé el
disolvente y el producto de la reaccion se purificd por destilacién fraccionada a

presién reducida o por cromatografia en columna sobre aliumina.

7.4.2. Formilacién (Para los compuestos: 146, 149, y 155). Una solucion de

anhidrido acético formico, preparada a partir de anhidrido acético (2.00 mmoles),
acido férmico (3.00 mmoles), y piridina (2 gotas), a 0 °C, se adicion6é a las

aminopiperidinas (142, 143 o 145) (1.00 mmoles), en una sola porcion. La mezcla

resultante se agité a 0 °C durante 0.5-1 hora. Al final de la reaccion se llevo el pH
a 7-8 con hidréxido de amonio y se extrajo con diclorometano (3 x 10 mL). Los
extractos organicos se unieron, se lavaron con agua para eliminar la piridina, y se
secaron sobre sulfato de sodio. Se separ6 el disolvente y el producto de la

reaccion se purificd por cromatografia en columna sobre alumina.

7.4.3. Acetilacion (Para los compuestos: 147, 149, 156). Las aminopiperidinas

(146-145) (1.00 mmol) se calentaron a reflujo durante 1-2 hora con anhidrido
acético (3.00 mmoles) en presencia de NEts (2 gotas). El progreso de la reaccion
se monitore6 por TLC. Al final de la reaccion el pH se llevé hasta 7-8 con hidroxido
de amonio y se extrajo con diclorometano. Los extractos organicos se unieron, se
secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El producto de la reaccion se

purificd por cromatografia en columna sobre alumina.
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7.4.4. Benzoilacion (Para los compuestos: 148, 151 y 157). A una mezcla de

cualquiera de las aminopiperidinas (142, 143 o 145) (1 mmol) y NEt3 (1 mmol), en

tolueno anhidro (20 mL), a 0 °C, se les adicioné gota a gota el cloruro de benzoilo
(2 mmol), disuelto en tolueno (10 mL). La mezcla se agité a temperatura ambiente
por 2-3 horas monitoreando el progreso de la reaccion por TLC. Al final de la
reaccion se enfrio a 0 °C y se elevo el pH hasta 7-8 con hidroxido de amonio. Se
extrajo con diclorometano y los extractos organicos se secaron sobre sulfato de
sodio y se concentraron. El producto de la reaccion se purificd por cromatografia

en columna sobre alumina.

7.4.5. Cloroacetilacion (Para el compuesto 152). A la aminopiperidina 143 (2.00
g, 7.13 mmol) y NEtz (0.35 g, 3.5 mmol), en diclorometano anhidro (30 mL), a 0 °C,
se le adicion6 gota a gota, muy lentamente, el cloruro de cloroacetilo (1.69 g, 15
mmol) disuelto en diclorometano (20 mL). La mezcla se mantuvo en agitacion a 0
°C por 1 hora, monitoreando el progreso de la reaccién por TLC. Al final de la
reaccion se llevd el pH hasta 7-8 con hidroxido de amonio. Se extrajo con
diclorometano y los extractos organicos se secaron sobre sulfato de sodio y se
concentraron. El producto de la reaccion se purificd por cromatografia en columna

sobre alumina.

7.4.6. p-Nitrobenzoilacion (Para el compuesto: 153). A una mezcla de la
aminopiperidina 143 (1.50 g, 5.35 mmol) y NEt3 (0.27 g, 2.50 mmol), en tolueno
anhidro (40 mL), a 0 °C, se le adiciond, en pequefias porciones, el cloruro de p-
nitrobenzoilo (1.99 g, 10.7 mmol). La reaccion ocurrio de forma inmediata. Al final
de la adicion se llevo el pH hasta 7-8 con hidréxido de amonio. Se extrajo con
diclorometano y los extractos organicos se secaron sobre sulfato de sodio y se
concentraron. El producto de la reaccion se purificd por cromatografia en columna

sobre alumina.
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7.4.7. Sintesis de las N-(4-aril(bencil))-N-(piperidin-4-il)Jamidas (158A-168A) y
las 4-N-aril(bencil)amino-1-acilperidinas (158B-168B). Una mezcla de
cualquiera de las amidas 146-157 (1.00 mmoles), formiato de amonio (5.00 mmol)
y Pd/C al 10% (2.5 % molar), en metanol (20 mL), se calentd a reflujo por 5-30
minutos. Se filtrd el catalizador y se retird el disolvente. El producto se purificé por

cromatografia en columna sobre alumina.

7.5. Capitulo cuarto

7.5.1. Procedimiento para el compuesto 172. A una solucion de la piperidina 67
(0.42 g, 1.94 mmoles), trietilamina (0.20 g, 1.94 moles), en dimetilformamida (20
mL), se le adiciond cloruro de cloroacetilo (0.44 g, 3.88 mmoles), gota a gota,
disuelto en 10 mL de DMF, a 0°C. La reaccion se mantuvo en agitacion a esta
temperatura durante una hora. La masa de reaccién se traté con agua y se llevo a
pH = 8 con carbonato de sodio; se extrajo con éter etilico (3 x 10 mL). Las fases
organicas se unieron y se lavaron con solucién de cloruro de sodio acuoso. El
extracto se seco sobre sulfato de sodio, se retird el disolvente y el producto se

purificd por cromatografia en columna sobre alumina.

7.5.2. Procedimiento para el compuesto 173. A una solucidon del derivado
cloroacetilado 172 (0.12 g, 0.41 mmoles), en dimetilformamida (10 mL), se le
adicion6 carbonato de potasio sdlido (0.11 g, 0.82 mmoles), y la piperidina recién
destilada (0.07 g, 0.82 mmoles). Al terminar la adicion la masa de reaccion se tratd
con agua y se extrajo con éter etilico. Las fases organicas se lavaron con solucion
acuosa saturada de cloruro de sodio, y se secaron sobre sulfato de sodio. Se
separo el disolvente y el residuo solido se purifico por cromatografia en columna

sobre alumina.
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7.5.3. Procedimiento para la Girgensohnina 174. En un reactor del tamano
adecuado se peso6 la piperidina (1.96 g, 0.023 moles), se adicion6é 25 mL de
acetonitrilo, el 4-hidroxibenzaldehido (2.56 g, 0.021 moles), y el tricloruro de indio
(0.25 g, 1.13 mmoles). Se dejo en agitacion durante media hora y transcurrido este
tiempo se agrego el NaCN (1.54 g, 0.032 moles), en pequefas porciones sélidas,
y se dejo con agitacion vigorosa toda la noche a temperatura ambiente. Finalizada
la reaccion, se adicion6 agua helada (20 mL) y el s6lido formado se filtré en un
embudo capa filtrante, y se lavd con agua helada (5 x 10 mL). El sélido humedo se
introdujo en un desecador con KOH sélido durante varios dias, cambiando
periddicamente las granallas del desecante, hasta eliminar la toda la humedad del
producto. El alcaloide se purific6 por cromatografia en columna rapida sobre

alumina. La preparacion de los compuestos: 175, 177 y 178 se prepararon con un

procedimiento similar al anterior, pero utilizando piperonal en vez de 4-
hidroxibenzaldehido en la preparacion del compuesto 175. El compuesto 176 se
obtuvo por desbencilacion de la amina 142, en las condiciones descritas

previamente en el capitulo | para los derivados espiranicos 67-71.

7.6. Capitulo quinto

7.6.1. Sintesis del las N-4-aril-N-(piridin-4-ilmetilen)aminas (196-203). Una
mezcla equimolar de la anilina, o sus derivados, (0.056 moles) y el 4-
piridincarboxaldehido (0.056 moles) en 100 mL de etanol anhidro, se calentd a
reflujo durante 1-2 horas. Seguidamente el disolvente se retird, y el sélido
resultante se recristalizé a partir de mezclas de heptano/acetato de etilo. Algunas
iminas se usaron directamente y sin purificacion previa en las siguientes

reacciones.
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7.6.2. Sintesis del las N-4-aril-N-(piridin-4-ilmetil)Jaminas (204-210). A

cualquiera de los compuestos 196-199 y 201-203 (5.00 mmoles) disueltos en

metanol, se les adicioné borohidruro de sodio (15.0 mmol) en porciones muy
pequefias y con agitacién vigorosa. Finalizada la adicion, se separ6 el disolvente,
se adicion6 20 mL de agua y la masa de reaccion se extrajo con CH.Cl, (3 x 10
mL). Los extractos organicos se unieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Se
separd el disolvente, y el producto de la reaccion se purifico por destilacion

fraccionada a presién reducida o por cromatografia en columna sobre alumina.

7.6.3. Sintesis de las 4-N-aril-N-[1-(4-piridil)buten-3-illaminas (211-215).
Procedimiento de Grignard. A una solucion etérea (200 mL) de bromuro de
alilmagnesio, preparada con 26 mL (36.3 g, 0.30 moles) de bromuro de alilo y
12.15 g (0.5 moles) de magnesio, se adiciono lentamente la aldimina (196-198,
200 o 203) (0.10 moles), disuelta en tetrahidrofurano anhidro. Después de la
adicién, la masa de reaccion se enfri6 a 0° C y se tratdé con agua y cloruro de
amonio. Se separo6 rapidamente la fase organica y la masa acuosa se extrajo con
éter (4 x 50 mL). Los extractos organicos se unieron y se secaron sobre sulfato de
sodio. Se separd el disolvente y el producto de la reaccion se purificé por
cromatografia en columna sobre alumina. Procedimiento de Barbier: A una

mezcla de las aldiminas 196, 200 o 203 (1 mmol) e indio en polvo (170 mg, 1.5

mmol) en metanol absoluto (10 mL), se adicioné bromuro de alilo (365 mg, 3
mmol). La reaccién se agitd vigorosamente a temperatura ambiente hasta que el
indio se disolvia (1-4 h), o hasta que la CCF indicara que la reaccion finalizo. La
masa de reaccion se enfrio a 0 °C y se diluy6é con solucién acuosa saturada de
NH4Cl y se extrajo con acetato de etilo. Los extractos se combinaron y secaron
sobre Na,SO,. El producto se purifico por cromatografia de columna sobre
alumina, usando las mezclas adecuadas de éter de petréleo/acetato de etilo como

eluentes.
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7.6.4. Sintesis de las 4-metil-2-(4-piridil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas (216-
219), y la quinolina 220. A 2.0 g de cualquiera de los compuestos 211-215
disueltos en la minima cantidad necesaria de diclororometano, se adiciono, a 0 °C,
4 mL de acido sulfarico al 85 % (v/v). La mezcla se calenté a 80-90 °C durante 1-5
horas con agitacion vigorosa. La masa de reaccion se vertié sobre hielo y se llevo
a pH 12 con hidréxido de amonio concentrado. Se extrajo con diclorometano (4 x
25 mL). Los extractos organicos se unieron y se secaron sobre sulfato de sodio.
Se separ6 el disolvente y el producto de la reaccidn se purificd por cromatografia
en columna sobre alumina. Para el compuesto 213, con grupo sustituyente metoxi,
se uso acido polifosforico como catalizador de la reaccién, en una relacion p/p de
1:2.

7.6.5. Acilaciéon de las aminas 210, 216 y 217. Los derivados piridinicos (210,

216 y 217) (1.00 mmoles) se calentaron a reflujo durante 1-2 hora con anhidrido
acético (3.00 mmoles) en presencia de NEt; (2 gotas). El progreso de la reaccion
se monitoreo por CCF. Al final de la reaccion el pH se llevo hasta 7-8 con
hidroxido de amonio y se extrajo con diclorometano. Los extractos organicos se
unieron, se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. Los productos de la

reaccion (compuestos 221, 222, y 223) se aislaron por cromatografia en columna

sobre alumina.

7.7 Capitulo sexto

7.7.1. Ensayos de actividad antifungica

7.7.1.1. Microorganismos. Los microorganismos usados para la evaluacion
antifangica fueron provistos por: i) La Coleccion de Cultivos Tipo de Estados

Unidos (American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD): Candida
albicans ATCC 10231, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Aspergillus flavus
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ATCC 9170, Cryptococcus neoformans ATCC 32264, Aspergillus fumigatus ATCC
26934, Aspergillus niger ATCC 9029, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.
ii) Por el Centro de Referencia en Micologia (C, CEREMIC), Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Suipacha 531-(2000)-Rosario, Argentina: Candida
tropicalis C 131, Trichophyton rubrum C 110, Trichophyton rubrum C 113,
Trichophyton rubrum C 133, Trichophyton rubrum C 135, Trichophyton rubrum C
136, Trichophyton rubrum C 137, Trichophyton rubrum C 140, Microsporum canis
C 112, Microsporum gypseum C 115, Epidermophyton floccosum C 114,
Trichophyton mentagrophytes C 108, Trichophyton mentagrophytes C 364,
Trichophyton mentagrophytes C 539, Trichophyton mentagrophytes C 738. iii) Por
el Instituto Malbran (IM), Buenos Aires, Argentina: Cryptococcus neoformans IM
983040 (Dibelo), Cryptococcus neoformans [IM 972724 (Agula 2306),
Cryptococcus neoformans IM 042074 (Vigo 5888), Cryptococcus neoformans IM
983036 (Martinez 1456), Cryptococcus neoformans IM 00319 (Figueroa 2567),
Cryptococcus neoformans IM 972751 (Melgarejo 2719), Cryptococcus neoformans
IM 031631 (Paz 5220), Cryptococcus neoformans IM 031706 (Paz 3778/2),
Cryptococcus neoformans IM 961951 (Ambrosini 399), Cryptococcus neoformans
IM 052470 (Sefiorans N 287).

7.7.1.2. Medio de cultivo. Se utiliz6 Saboreau 2x: Se pesd en un recipiente
adecuado 2.0 g de peptona de carne, 4.0 g de glucosa y 2.0 g de extracto de
levadura, se agregd agua destilada hasta completar el 100 mL de volumen y se

esterilizo la solucion.

7.7.1.3. Preparacion de los indculos. El inoculo es la forma en la que se
incorporan los hongos a los ensayos antifungicos. Para su preparacion se
utilizaron estructuras del hongo discretas facilmente cuantificables (levaduras para
hongos levaduriformes y conidias generadas por reproduccion asexuada para
hongos filamentosos). Se realizd el recuento en una camara de Neubauer bajo

microscopio, y se ajustd a una concentracion final de 1x10%-1x10° levaduras (6
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conidias, o UFC)/mL. Las suspensiones se conservaron en viales a 4 °C. La

viabilidad de estos indculos fue evaluada mediante repiques periodicos.

7.7.1.4. Procedimiento para los hongos levaduriformes. Una 6 dos colonias de
un cultivo de la levadura obtenido por incubacién durante 48 h a 28°C en
Sabouraud-glucosa, se transfirieron a un tubo conteniendo agua destilada estéril.
Se realizo el recuento de microorganismos en camara de Neubauer y se diluyo el

indculo hasta alcanzar una concentracion final de 1x10*-1x108 levaduras/mL.

7.7.1.5. Procedimiento para los hongos filamentosos. Para inducir la formacién
de conidias se hicieron crecer los hongos filamentosos en un medio de agar papa-
dextrosa a 28-30 °C por 7-14 dias. Se desprendi6 el hongo de la superficie del
tubo con un gancho estéril y el micelio se transfiri6 a un erlenmeyer que contenia
agua destilada estéril y perlas de vidrio. Se agité por rotacién durante 5 min, y se
filtré a través de gasa estéril contenida en un embudo de vidrio. Las conidias se
centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 15 min, y se eliminé el sobrenadante,
resuspendiendo el sedimento en agua destilada (x3). Una gota de la suspension
de conidias se contaron en una camara de Neubauer, y si era necesario se diluia

hasta alcanzar una concentracion final de 1x10*-1x108 conidias/mL.

7.7.1.6. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). El
ensayo se realizé en medio liquido, por el método de dilucion en caldo (Saboreau
2x), en microplacas de 96 pocillos con un volumen final de 200 ul, siguiendo los
lineamientos del Comité Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos para
levaduras M27-A2 (NCCLS, 2002-a) y para hongos filamentosos M38A (NCCLS,
2002-b).

Se us6 Ketoconazol (Janssen Pharmaceutica), Anfotericina B (Sigma Chemical

Co.) y Terbinafina (Novartis), Fluconazol (Pfizer), ltraconazol (Janssen-Cilag), 5-
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Fluocitosina y Voriconazol (Pfizer) como controles positivos. Los ensayos se

repitieron por cuadruplicado.

Se definidé la CIM (o CIMgp): como la minima concentracion de compuesto puro
que fue capaz de inhibir totalmente el crecimiento del hongo después del tiempo

de incubacion.

7.7.1.7. Determinacién de la Concentracion Fungicida Minima (CFM). Después
de determinar la CIM por el método de microdilucién en caldo, se tomd6 una
alicuota de 50 ul de cada pocillo donde no hubo desarrollo fungico y se colocé en
tubos sobre 150 ul de Agar-Sabouraud glucosa. Se incubd la nueva serie a 28 °C y
se observo si hubo crecimiento fungico. El ensayo fue realizado en medio sélido
(Agar-Sabouraud) en tubos de Kahn con un volumen final de 500 ul. Se incubaron
los tubos durante 24, 48 6 72 h hasta 15 dias a 28-30 °C (de acuerdo con
crecimiento fungico). Los ensayos se realizaron por triplicado. Se definié la CFM

como la minima concentraciéon de compuesto que produjo la muerte del hongo.

7.7.2. Ensayo de inhibicién in vitro de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE).
Se colocaron 50 ul de una solucién del compuesto a probar (en concentraciones
seriadas desde 1x10 hasta 1x10” M), disuelto en buffer fosfato salino y 50 ul de
la AChE (0.25 U/mL). La placa se incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos y
se adicionaron 100 pL de la solucion sustrato de pH 7.5. A los cinco minutos de
iniciada la reaccion se leyo la absorbancia, a 412 nm, en un lector de microplacas
VERSAmax. Se us6 galantamina y fisostigmina como compuestos de referencia.
Los ensayos se realizaron por sextuplicado. Los calculos de las ICs y las graficas

se realizaron con el software SoftMax Pro 5.2 de Molecular Devices.
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7.7.3. Ensayo de decoloracion del radical ABTS". Método propuesto en la
literatura por Re, et al. La solucion de ABTS™ se diluyo con etanol hasta alcanzar
una absorbancia de 0,700 (+ 0,20) a 734 nm. Se prepararan soluciones stock de
las sustancias de interés, las cuales se diluiran hasta que, después de introducir
una alicuota de 30 pL de estas soluciones a la nueva solucion de ABTS™ (3 mL),
se produzca una inhibicién entre 20-80% de la absorbancia del blanco. Después
de la adicién de 30 uL del posible antioxidante a la solucién diluida de ABTS™ en

etanol, la absorbancia se leyé 1 min después de la mezcla inicial hasta 6 min.
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1.

8. CONCLUSIONES

Se disend y desarrollé una original y eficiente ruta de cuatro etapas, para
preparar el nucleo de las 1-H-4'-metil-3",4"-dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolinas] a partir de la 1-bencil-4-piperidona y anilinas, reactivos
econdmicos y comercialmente disponibles. El método tiene siguientes
ventajas: condiciones suaves de reaccion, excelentes rendimientos vy

simplicidad en su desarrollo.

. Durante este desarrollo se encontraron las condiciones éptimas del proceso de

desbencilacién con el sistema HCOONH,4'/Pd/C, reduciendo
considerablemente el tiempo de reaccién y simplificando el tratamiento de la

masa de reaccion.

. Todos los precursores y los productos finales del esquema desarrollado fueron

analizados por un conjunto de métodos fisico-quimicos, cuyos datos confirman

las estructuras de los compuestos reportados.

. Durante del analisis espectroscopico de series de los productos finales se

encontr6 que la 1-H-4",5",7 -trimetil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-4,2°-
(1"H)quinolina] (71) presenta un equilibrio conformacional causado por los

grupos voluminosos vecinales, el 5°-CH3 y el 4°-CHs.
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5. Las nuevas 1-H-4-metil-3",4 -dihidroespiro[piperidina-4,2°’-(1 H)quinolinas]
reunen interesantes caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas para ser

empleadas en la metodologia-DOS.

6. Por primera vez, fue detectado, estudiado y confirmado el proceso de

transferencia de grupos acilo (tipo N 1 N) dentro de una misma molécula.

7. Segun los experimentos realizados, es posible que la migracién del grupo acilo

sea de tipo intramolecular.

8. La reaccion de migracion es facil de realizar, econdmica y limpia, lo que hace a
estos productos sustratos valiosos para acceder a complejos derivados

piperidinicos.

9. La funcionalizacién de las espiropiperidinas con grupos amida, introdujo
nuevos grados de complejidad estructural a estos heterociclos, por esto, la
caracterizacion fue un trabajo bastante complejo, que requiri6 de una amplia
variedad de experimentos de RMN para lograr la asignacién correcta de todas

las sefales y sus correlaciones.

10.Gracias a la rigida arquitectura molecular que adopté la amida 91, en una
relacion tipo W, fue posible determinar su conférmero mas estable a
temperatura ambiente. Estos estudios son muy son muy importantes, porque
de la conformacién particular y la libertad conformacional que puede asumir un
sistema, dependera su interaccion con los sistemas enzimaticos a nivel

biolégico y sus requerimientos (ej. la velocidad de reaccion).
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11.Durante esta etapa se prepararon diversas N-(1-bencilpiperidin-4-il)-N-
aril(bencil)amidas apropiadas para el estudio comparativo de la migracion de
los grupos acilo. Mediante el analisis espectroscopico se obtuvieron nuevos
datos fisico-quimicos de estas amidas piperidinicas, que seran utiles en la

caracterizacion de nuevas moléculas de este tipo.

12.En el estudio de la desbencilacién de las N-(1-bencilpiperidin-4-il)-N-aril(bencil)
amidas se encontr6 que la migracion de los grupos acilo tiene lugar, es

novedosa y desconocida, al igual que en las espiropiperidinas.

13.Los hallazgos encontrados para los sistemas flexibles sometidos a
desbencilacion arrojaron la siguiente conclusion: en las N-(1-bencilpiperidin-4-
il)-N-aril(bencil)amidas la migracion transcurrié: a) preferentemente en las
formamidas, b) rapidamente, c) no se encontraron evidencias de transposicion

de tipo intermolecular.

14.Los productos preparados son atractivos sintones para someterlos a estudios
biolégicos y quimicos, por la diversidad de sitios reactivos y grupos funcionales

que presentan en sus estructuras.

15.Por primera vez, fue detectado, estudiado y confirmado el proceso de

transferencia de grupos acilo (tipo N [ N) dentro de una misma molécula.

16.Segun los experimentos realizados, es posible que la migracion del grupo acilo

sea de tipo intramolecular.
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17.La reaccion de migracion es facil de realizar, econémica y limpia, lo que hace a
estos productos sustratos valiosos para acceder a complejos derivados

piperidinicos.

18.La funcionalizacion de las espiropiperidinas con grupos amida, introdujo
nuevos grados de complejidad estructural a estos heterociclos, por esto, la
caracterizacién fue un trabajo bastante complejo, que requiri6 de una amplia
variedad de experimentos de RMN para lograr la asignacion correcta de todas

las sefiales y sus correlaciones.

19.Gracias a la rigida arquitectura molecular que adopté la amida 91, en una
relacion tipo W, fue posible determinar su conférmero mas estable a
temperatura ambiente. Estos estudios son muy son muy importantes, porque
de la conformacién particular y la libertad conformacional que puede asumir un
sistema, dependera su interaccion con los sistemas enzimaticos a nivel

biolégico y sus requerimientos (ej. la velocidad de reaccion).

20.Utilizando dos reacciones simples tipo Sy2 se obtuvo la primera molécula
hibrida de la serie piperidinica, la 4 -metil-1-(2-piperidin-1-ilacetil)-3°,4"-

dihidroespiro [piperidina-4,2°-(1’-H)quinolina] (173).

21.Usando el InCl3 como catalizador (5% mol) se propuso una excelente
modificacion one-pot de la reaccion de Strecker que permitié preparar el

alcaloide girgensohnina en forma simple, eficiente y rapida.
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22.Aplicando esta modificacion desarrollada a la reaccion de Strecker para la
preparacion de los analogos del alcaloide girgensohnina, se logré demostrar
su alcance sintético en la generacion de una nueva serie de compuestos,

guiada por un producto natural.

23.El analisis espectroscopico realizado para esta nueva serie de compuestos
confirmd solidamente sus estructuras; la informacion espectroscopica
adquirida sera util para los estudios fitoquimicos de las plantas que contienen

estos tipos de alcaloides.

24 Se prepararon nuevas series de aminas estructuralmente diversas: N-aril-N-(4-
piridilmetil)aminas y N-aril-N-[1-(4-piridil)but-3-enillJaminas (homoalilaminas),

cuya estructura molecular fue confirmada por métodos espectrales.

25.Se realizaron dos métodos diferentes para la obtencién de las N-aril-N-[1-(4-
piridil)but-3-enillaminas utilizando el magnesio y el indio como metales
generadores de las especies alil-metal buscando mejorar las condiciones de su
preparacion. Al finalizar el estudio se reafirmé la eficiencia del procedimiento
Grignard como un método practico para la generacion de nuevas

homoalilaminas.

26.Se amplid el alcance sintético del método de construccion de las 1,2,3,4-
tetrahidroquinolinas 2,4-disustituidas a partir de aldiminas, utilizando la

reaccion de hidroarilacion intramolecular de aminoalquenos como etapa clave.

27.Teniendo los sistemas de las N-aril-N-(4-piridilmetil)aminas y 4-metil-2-(4-

piridil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas, se analizé su reactividad frente a diversas
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condiciones de reduccion del presente anillo piridinico. En las condiciones

probadas no fue posible obtener las moléculas deseadas.

28.La evaluacion de la actividad antifungica arrojé el descubrimiento de

compuestos particularmente activos contra Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, los de mayor virulencia causantes de
la mayor cantidad de infecciones sistémicas en humanos. Los estudios
mostraron que ellos son fungicidas y no fungistaticos a bajas concentraciones,

hallazgo importante para los candidatos a desarrollos de nuevos antifungicos.

29.Se consiguié implementar la metodologia de inhibicion de la enzima

acetilcolinesterasa, ensayo importante en la busqueda de compuestos que
pueden ser Utiles para el desarrollo de farmacos para tratar la enfermedad de
Alzheimer. Por suerte muchos de los compuestos probados presentaron

actividades importantes en el orden de 10° M.

30.El desarrollo de importantes modificaciones a la metodologia tradicional usada

31.

para medir la actividad anti-radicalaria condujo a resultados mas confiables,
solucionandose asi el problema de amplios rangos en los valores y/o la
subestimacion de la capacidad captadora de radicales, logrando de esta forma
determinar el valor verdadero de la capacidad antioxidante total, que permitira

una correcta evaluacion y utilizacion de los antioxidantes.

El screening por microdilucion en placas permitié hacer un cribado de un gran
numero de muestras en poco tiempo, con un gran ahorro en las cantidades de
reactivos, disolventes, uso de equipos y lo mas importante, con minimas

cantidades de sustancia.
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32.La evaluacion de los compuestos preparados en esta investigacion dio como
resultado, el descubrimiento de estructuras con actividad antioxidante, muy

superior en algunos casos, a los antioxidantes comerciales.

33.Es posible proponer al derivado espiropiperidinico 62 como cabeza de serie
para el desarrollo de un farmaco dual contra la enfermedad de Alzheimer, con
actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa y poderosa actividad

antioxidante.
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