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RESUMEN

TITULO: SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA DE NUEVAS SERIES DE 4-SUSTITUIDAS 6,11-DIHIDRO-5H-
BENZO[b]PIRIMIDO[5,4—f]AZEPINAS*

AUTOR: BURGOS ORTIZ, Isidro.™

PALABRAS CLAVE:, Dibenzo[b,flazepinas, pirimidina, benzimidazol, sustitucién nucleofilica
aromatica, ciclocondesacion oxidativa, ciclacién intramolecular de Friedel-Crafts.

DESCRIPCION: Los sistemas heterociclicos nitrogenados de la dibenzo[b,flazepina, la pirimidina y
del benzimidazol han demostrado tener un amplio espectro de actividad biolégica, lo que los ha
convertido en blanco de interés en la construccion de nuevos farmacos. Por esta razén, en el
Laboratorio de Sintesis Organica (LSO) se disefié e implementd una ruta de sintesis, basada en tres
reacciones clasicas: la reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica, la ciclocondesacion oxidativa
y la ciclacion electrofilica intramolecular de Friedel-Cratfts.

Adicional, mediante la funcionalizacién de las 5,6—dihidro—11H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas,
previamente elaboradas en el LSO, por medio de las reacciones de amindlisis y butandlisis se logré
la diversificacion de los mismos.

Con el propésito de crear nuevas moléculas de estos sistemas heterociclicos y enriquecer la
quimioteca ya reportada anteriormente, en el presente Trabajo de Grado se utilizé la 5-alil-4,6—
dicloropirimidina, un precursor idébneo que permite la construccién de los sistemas analogos
estructurales.

Finalmente, el potencial promisorio de actividad anticancerigena de las nuevas 4—sustituidas 6,11—
dihidro—11H-benzo[b]-pirimido[5,4—flazepinas, fue evaluado en ensayos preliminares sobre un
panel completo de aproximadamente 60 lineas celulares tumorales humanas, elaborados en el
Instituto Nacional de Céancer de los Estados Unidos; demostraron una sobresaliente actividad
anticancerigena en los ensayos in vitro, ya que esta clase de compuestos son hibridos estructurales
que estan construidos sobre la base de componentes farmacoféricos ampliamente estudiados

* Trabajo de Grado para optar al titulo de Quimico

™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Laboratorio de Sintesis Organica. Director: Alirio Palma
Rodriguez, Ph.D. Co-directora: Lina Maria Acosta Quintero, MSc.
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ABSTRACT

TITLE: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF THE ANTICANCER ACTIVITY
FROM NEW SERIES OF 4-SUBSTITUTED 6,11-DIHYDRO-5H-BENZ[b]PYRIMIDO[5,4—
fIAZEPINES*

AUTHOR: BURGOS ORTIZ, Isidro.™

KEY WORDS: Dibenz[b,flazepines, pyrimidine, benzimidazole, nucleophilic aromatic substitution,
oxidative cyclocondensation, intramolecular Friedel-Crafts cyclization

DESCRIPTION: Nitrogen based heterocyclic systems from the dibenz[b,flazepines, pyrimidine and
the benzimidazole have proven to have a wide spectrum of biologic activity, which has placed them
as an interesting target to develop new drugs. For this reason, in the “Laboratorio de Sintesis
Organica” (LSO) a new synthesis route was designed based on three classic reactions: nucleophilic
aromatic substitution, oxidative cyclocondensation and the intramolecular Friedel-Crafts cyclization.

Moreover, by the funtionalization of the 5,6—dihydro—11H-benzo[b]pyrimido[5,4—flazepines
previously synthesized in the LSO and the aminolysis and butanolysis reactions, the diversification of
these systems was accomplished.

In the present degree project the structural analogues were synthesized from the 5-allyl-4,6—
dichloropyrimidine, which was the suitable precursor to build these systems, with the purpose of
creating new molecules and to enrich the chemical library previously reported.

Finally, the anticancer activity potencial from the new 4—substituted 6,11-dihydro—11H-benz[b]-
pyrimido[5,4—flazepines was tested on preliminary essays over a complete panel of approximately
60 human cancer cell lines, elaborated at the National Cancer Institute (NCI) in the United States; the
results demonstrated an outstanding anticancer activity from the in vitro essays because this kind of
compounds are structural hybrids that are constituted over the widely studied pharmacophoric
components.

* Degree work to obtain the title of Chemist.

“Faculty of Science. Deparment of Chemistry. Laboratorio de Sintesis Organica. Director: Alirio Palma
Rodriguez, Ph.D. Co-director: Lina Maria Acosta Quintero, MSc.
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INTRODUCCION

La pirimidina es un importante motivo estructural heterociclico que esta presente en
un significativo numero de moléculas, algunas de las cuales juegan un papel
iImportante en procesos fundamentales; tal es el caso de las vitaminas tiamina,
riboflavina y del acido folico, entre otras. Este heterociclo también esté presente en
estructuras de numerosos productos naturales y en moléculas sintéticas con
destacada actividad biolégica. Asi por ejemplo, la barbitona, el primer barbiturato
con propiedades hipnética, sedativa y anticonvulsiva, es un derivado pirimidinico.
La nimustina, un reconocido agente antineoplasico, asi como la trimetropina, un
medicamento antibacteriano, son derivados de la 4-amino— y la 2,4—
diaminopirimidina, respectivamente. Algunos de los farmacos empleados como
antivirales para combatir el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), como la
zidovudina, el primer retroviral en salir al mercado, también pertenecen a la familia
de las pirimidinas.® Asimismo, se conoce un gran nimero de derivados de la
pirimidina y de pirimidinas fusionadas con otros heterociclos y/o carbociclos, que se
destacan por sus importantes actividades farmaco—biologicas, por ejemplo, como
diuréticos, antimalaricos, antiinflamatorios y antitumorales, entre otras actividades.
Son de especial interés en este campo las 2—amino-y las 2,4—diaminopirimidinas,
porque son farmacoéforos reconocidos que se usan frecuentemente en el disefio de

nuevos farmacos.23

De otra parte, los benzimidazoles son otra familia de compuestos que han sido

ampliamente estudiados y que son seleccionados permanentemente como

subestructuras privilegiadas para el disefio de farmacos con variadas aplicaciones

terapéuticas como antimicrobianos, antivirales, antiparasitarios, anticancerigenos,

anti—inflamatorios, antioxidantes, antihipertensivos, anticoagulantes y
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antidepresivos, entre muchas otras aplicaciones.*® Adicionalmente, se conocen
ejemplos de pirimido—benzimidazoles fusionados, asi como hibridos de estos dos

sistemas heterociclicos con interesantes propiedades biolégicas.®’

Teniendo en consideracion el potencial biolégico inherente de pirimidinas
fusionadas y del benzimidazol, se planted, como un componente constitutivo
adicional de una investigacion que se estd desarrollando en la actualidad en el
Laboratorio de Sintesis Organica de la UIS, la posibilidad de crear nuevos derivados
del sistema triciclico de la 5,6—dihidro—11H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina a través
de funcionalizacion de la posicién C—4 con grupos de caracter nucleofilico y con el
anillo del benzimidazol; esta Gltima combinacion resultaria en la creacion de hibridos
moleculares no descritos del tipo dihidro—11H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina—
benzimidazol. La exitosa puesta en marcha de una metodologia propia que facilitd
la construccion del sistema dihidro—11H—-benzo[b]—pirimido[5,4—f]lazepina, asi como
la promisoria actividad anticancerigena que han demostrado algunos de sus
derivados en ensayos preliminares realizados en el Instituto Nacional de Cancer de
los Estados Unidos, fueron las principales motivaciones para desarrollar esta

investigacion.
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1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se vera en la revision bibliografica se puede concluir que las
dibenzo[b,flazepinas son compuestos con una privilegiada actividad bioldgica,
destacandose algunos de sus derivados por el marcado efecto que ejercen sobre el
sistema nervioso central; también se puede concluir que la pirimidina es uno de los
heterociclos mas importantes desde el punto de vista biolégico, asi lo indican los
ejemplos de sistemas fusionados de pirimidina presentados, y se concluye también
que los benzimidazoles y otros sistemas que incorporan a dicho nucleo, son
compuestos que se han estudiado intensamente por su amplio espectro de actividad
bioldgica, destacandose su pronunciada actividad anticancerigena, entre otras.
Pero, la conclusion méas importante es que del sistema heterociclico objeto de
estudio en la presente investigaciébn se sabe muy poco (o casi nada), desde los
puntos de vista sintético y bioldgico.

Tomando como marco de referencia la informacion recién expuesta en el articulo
de Palma y colaboradores y el potencial quimico comprobado que ofrece la 5-alil-
4,6—dicloropirimidina para realizar, a partir de ella, y de una manera efectiva, y con
ayuda de reacciones clasicas, la construccion del nuevo sistema triciclico de la
6,11—dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina, se plantea en esta investigacion
encontrar una respuesta positiva al siguiente interrogante: ¢ Usando la metodologia
desarrollada en el LSO, seré viable abordar la posterior funcionalizacion del sistema
de la 6,11-dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina en la posicion C-4 con
diferentes nucledfilos, y desarrollar, entre otros posibles compuestos, nuevos

hibridos moleculares de dicho sistema heterociclico con el anillo de benzimidazol?
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El analisis retrosintético (Esquema 1) refuerza la idea de que la 5-alil-4,6—
dicloropirimidina contiene todos los elementos estructurales necesarios para ser
considerada como el bloque primario de construccion de los nuevos derivados e

hibridos moleculares disefiados.

Esquema 1. Andlisis retrosintético de los nuevos derivados e hibridos moleculares

disefiados.
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2 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion esta motivada y justificada, principalmente, por el hecho
de que aun no hay trabajos reportados en la literatura especializada en los que se
describa la sintesis y, mucho menos, el potencial bioldgico del tipo de compuestos
que se han disefiado. En consecuencia, la informacion que se logre obtener en la
presente investigacion sera de gran interés para la quimica heterociclica, y muy
seguramente, en un futuro préximo, para las quimicas medicinal y farmacéutica,
pues se trata de nuevos motivos estructurales que seran construidos sobre la base

de componentes farmacoféricos ampliamente estudiados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar nuevos hibridos moleculares del tipo 6,11-dimetil-4—(1H-
benzo[d]imidazol-1-il)-6,11—dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—f]lazepina, y realizar
la funcionalizacion del nucleo de la 4—cloro—6,11—dihidro-5H—benzo[b]pirimido[5,4—

flazepina con grupos nucleofilicos.

> OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar la 5—alil-4,6—dicloropirimidina 1.

e Preparar el producto de amindlisis 2.

e Realizar la reaccion de ciclocondensacion oxidativa de 2 con los

correspondientes ortoésteres.

e Preparar los productos de amindlisis 5a—h.
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Realizar la ciclacion intramolecular de Friedel-Crafts de los productos de

amindlisis 5a—h.

Preparar los productos de sustitucion nucleofilica aromatica 8a—c y 9a—c.

Realizar la caracterizacion estructural de todos los productos intermedios y

finales sintetizados.

Proponer al Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos los
productos finales disefiados, para evaluar su potencial actividad

anticancerigena.
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4 MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

En esta seccidon se presentan de una forma bastante resumida, los aspectos
sintéticos y biologicos mas relevantes, a juicio nuestro, de los sistemas
heterociclicos que mas analogia estructural tienen o que son parte constitutiva del
sistema heterociclico que es objeto de estudio en la presente investigacion, a saber:
los nucleos de la dibenzo[b,flazepina, de la pirimidina y del benzimidazol.

4.1 ASPECTOS SINTETICOS Y BIOLOGICOS DE LAS
DIBENZO[b,f]AZEPINAS

Desde el punto de vista farmacolégico, el nucleo de la dibenzo[b,flazepina ha
encontrado un lugar muy importante en la quimica medicinal y en la industria
farmacéutica, ya que constituye el armazon molecular central de las estructuras de
un significativo nimero de farmacos que se prescriben actualmente para el
tratamiento de la depresién aguda, conformando, junto con la amitriptilina, la familia

de los denominados antidepresivos triciclicos.®

Entre los derivados mas conocidos de la dibenzo[b,flazepina se encuentran la
desimipramina (1) y la imipramina (2), dos medicamentos antidepresivos de
prescripcidn clinica. De la Ultima, se sabe que actia como inhibidor del receptor
presinaptico especifico de aminas biogénicas como la serotonina y la noradrenalina,
permitiendo el blogueo de la recaptacion de éstas a la neurona a nivel de la

membrana celular.® Igual o quizds mayor reconocimiento han alcanzado la
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carbamazepina (Tegretol™) (3), la oxcarbazepina (Trileptal™) (4), la
eslicacarbazepina (5), un metabolito activo de la oxcarbazepina, y el 10—acetato de
la eslicacarbazepina (Stedesa™) (6), (Figura 1); todos estos farmacos son
utilizados como anticonvulsivos y estabilizadores del humor durante los tratamientos

de la epilepsia y los trastornos bipolares.®

En 2010, Vijay y Naik reportaron las promisorias propiedades antioxidantes que
algunas 5H-dibenzo[b,flazepinas N-sustituidas mostraron en diferentes sistemas

modelo in vitro.10

Figura 1. Farmacos derivados de la dibenzo[b,flazepina usados en el tratamiento de

diversas enfermedades del SNC.

D ‘Oo

NH(CH;) N(CH3)2 NH
M @ 5) @ ®) o

Aunqgue el sistema heterociclico de la dibenzo[b,flazepina se conoce desde 1899,
cuando Thiele y Holzinger sintetizaron la 10,11-dihidro-5H—dibenzo[b,flazepina,
debieron pasar bastantes afios antes de que se disefiaran metodologias apropiadas
para acceder a derivados de este sistema. En general, este sistema heterociclico es
construido empleando reacciones de ciclacion intermolecular de derivados
apropiados que involucran en la etapa clave la formacion de enlaces carbono—
carbono y/o carbono—-nitrégeno, pero también se construye por expansion del anillo

central de ciertos derivados de la acridina.!!
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4.2 ASPECTOS BIOLOGICOS DE LAS PIRIMIDINAS

Se conoce un gran arsenal de derivados de la pirimidina y de la pirimidina fusionada
con otros heterociclos y/o carbociclos, que se destacan por sus importantes
actividades farmaco-bioldgicas. Son de especial interés en este campo las 2—
amino- Y las 2,4—diaminopirimidinas, porque son farmacoéforos reconocidos que se
usan frecuentemente en el disefio de nuevos farmacos. El nucleo pirimidinico esta
presente en moléculas de origen natural, que se caracterizan porgue juegan un
papel trascendental en procesos biologicos fundamentales; tal es el caso de las
vitaminas tiamina (7), riboflavina (8), y del acido félico (9), entre otras tantas,!
(Figura 2).

Figura 2. Estructuras de algunos derivados pirimidinicos naturales de gran interés

biolégico.
NH, ;@:N\fLNH (@]
SN SN N \NAO HY o
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Las pirimidinas en diferentes combinaciones con otros heterociclos nitrogenados o
sustituidas en C-2, ademas de participar en procesos bioldgicos vitales, también
hacen parte constitutiva de las estructuras de algunos agentes antitumorales como
la 4—aminopirazolo[3,4—d]pirimidina (10) y la 8—azaguanina (11),'2*2 y de algunos
antibidticos bacteriostaticos para plantas como la sulfadiazina (12) y la
sulfametazina (13),# (Figura 3).
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Figura 3. Derivados de la pirimidina con propiedades antitumoral y bacteriostatica.
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Este heterociclo también hace parte de otras moléculas de origen sintético con
destacada actividad biolégica, disponibles en el mercado, como la barbitona (14), el
primer barbiturato con propiedades hipnética, sedativa y anticonvulsiva, la nimustina
(15), un reconocido agente antineoplasico, y la trimetropina (16), una droga con
accion antibacteriana. Algunos de los medicamentos empleados como antivirales
contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), como la zidovudina (17), el
primer retroviral que se comercializd, también pertenecen a la familia de las
pirimidinas.! El sistema de la benzopirimidina (quinazolina) también se ha utilizado
como horma molecular central en el disefio de farmacos para combatir e inhibir la
proliferacion de células cancerigenas, destacandose entre éstos el gefitinib
(Iressa™) (18), el erlotinib (Tarceva™) (19) y el tandutinib (MLN518) (20), (Figura

4), que se encuentra en la segunda fase de estudios clinicos.'®

Figura 4. Ejemplos de algunos farmacos que contienen en sus estructuras el anillo de la
pirimidina en diferentes combinaciones.
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En la figura 5 se muestran las estructuras de otros derivados fusionados de la
pirimidina que han encontrado aplicaciones utiles, éstas son: las pteridinas (21),
utilizadas como diuréticos,® las pirroloquinazolinas (22), que resultaron activas
contra Plasmodium falciparum,!’ las piridopirimidinas (23), una clase de inhibidores
de la adenosina quinasa y, por lo tanto, potencialmente Gtiles en el tratamiento del
dolor asociado a las inflamaciones,*® las triazolopirimidinas (24), que actian como
antagonistas de los receptores de adeninosina As,'° las pirazolopirimidinas (25), las
cuales poseen potente actividad antiproliferativa sobre células tumorales de
carcinoma epidérmico humano,?® las furopirimidinas (26), que exhibieron
citotoxicidad contra lineas celulares cancerigenas de pulmén,?!las pirrolopirimidinas
(27), que resultaron ser inhibidores de la angiogénesis tumoral y, por lo tanto,
potencialmente (tiles en el tratamiento del cancer,??y las tetrahidropirimidoazepinas
(28), que se caracterizan por su amplio espectro de actividad antitumoral.?® En esta
lista de compuestos destacados también se incluye la nueva quimioteca de hibridos
moleculares del tipo indol—pirimidina (29), desarrollada recientemente por Gokhale
y colaboradores, cuya importancia biologica radica en la promisoria actividad
anticancerigena y antimicrobiana que revelaron,®* asi como las
hexahidrocicloocta[4,5]tieno[2,3—d]pirimidinas (30) y
hexahidrocicloocta[4,5]tieno[3,2—€][1,2,4]triazolo[4,3—c]pirimidinas (32),
desarrolladas por Kandeel y colaboradores, las cuales también resultaron ser

prometedores agentes anticancerigenos.!®
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Figura 5. Derivados fusionados de la pirimidina e hibridos moleculares con amplio
rango de actividad biologica.
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4.3 ASPECTOS SINTETICOS Y BIOLOGICOS DE LOS BENZIMIDAZOLES

La historia de la construccion del nucleo del benzimidazol se remonta a 1872,
cuando los regioisomeros 2,5- y 2,6—dimetilbenzimidazol (34) y (35) fueron
preparados, inicialmente, por Hoebrecker mediante la reduccion de la 2—nitro—4—
metilacetanilida (32), y varios afios mas tarde por Ladenburg a través de la
ciclocondensacion del 3,4—diaminotolueno (33) con el acido acético,?® (Esquema
2).
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Esquema 2. Rutas sintéticas de Hoebrecker y de Ladenburg para la preparacién del

2,5(2,6)—dimetilbenzimidazol.
~

NH

NO, Sn 2 . N,
HCT %0 >

NHCOCH; NHCOCH; N

H
(32) (34)

& N

NH, -H,0 NH, > \>_
+ CH3;COOH ——> N
H

NH, NHCOCH;,
(33) _ (35)

Sobre la base de estos dos trabajos pioneros, Preston, en el afio 1974, reportd
algunas de las metodologias que hasta el dia de hoy, con algunas modificaciones,
se siguen empleando para sintetizar benzimidazoles. En general, estos compuestos
se preparan a partir de o-arilidendiaminas y aldehidos o acidos carboxilicos o sus
derivados (nitrilos, cloruros y ortoésteres).?® La preparacion de benzimidazoles
mediante la ciclocondensacion de o—arilidendiaminas con aldehidos ocurre a través
de la formacion de las correspondientes bases de Schiff, y, generalmente, se realiza
en un medio acido bajo condiciones oxidativas.?227:28 a otra aproximacion sintética
consiste en el calentamiento de o—fenilendiaminas con &cidos carboxilicos o sus
derivados (nitrilos, cloruros y ortoésteres) en presencia de acidos fuertes tales como

el &cido polifosférico y otros acidos minerales.?%3

A continuacién, se presentan algunos ejemplos representativos de sintesis de
benzimidazoles usando como sustratos de partida o—arilendiaminas y ortoésteres.
Asi, Wang y colaboradores,3* en el afio 2004, reportaron la sintesis de los
benzimidazoles (38) mediante la ciclocondensacion de los o—diaminobencenos (36)

y los ortoésteres (37) catalizada con triflato de iterbio [(TfO)3Yb], (Esquema 3).
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Esquema 3. Sintesis de Wang de los benzimidazoles (38).
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Los mismos benzimidazoles (38) fueron preparados por Zhan—Hui y colaboradores,
en el 2006, pero empleando el acido sulfamico como catalizador, y realizando la

reaccion a temperatura ambiente y en metanol.3?

Las sales de bismuto (l11),% la 1,3—dibromo-5,5—dimetilhidantoina (DBMDMH),34 y
nanoparticulas de ZnO3® se cuentan entre los catalizadores que se han empleado
para promover la reaccién de ciclocondensacién oxidativa de o-arilidendiaminas y
ortoésteres y/o acido formico. Otras metodologias, pero con alcances mas limitados,
para preparar derivados del benzimidazol también se han desarrollado y se
encuentran descritas en la literatura.3¢-3® Asimismo, vale la pena resaltar el impacto
positivo que han tenido aquellas metodologias en las que el anillo de benzimidazol
es construido a través de procesos de N-arilacion intra— e intermolecular via la
generacion de nuevos acoples C—N promovidos por sales cuprosas y/o 6xido
cuproso, y catalizadores de paladio; en estas sintesis, que generalmente son
reacciones multicomponente, las 2—haloanilinas, asi como las o—haloacetanilidas y

las o—(haloaril)amidinas son los amino—componentes mas usados.3%44

La importancia del nucleo del benzimidazol radica en el hecho de que muchos de

sus derivados son agentes terapéuticos, algunos de los cuales se muestran en la

figura 6.4 De ellos, el carbendazim (39) y la bendamustina (40) son agentes

anticancerigenos que inducen la apoptosis de las células afectadas,*>* el
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mibefradil (41), el candesartan (42) y el telmisartan (43) son medicamentos
utilizados para regular la hipertension,*”4® mientras que el emedastin (44) es

utilizado en tratamientos oftalmolégicos.*°

Figura 6. Agentes terapéuticos derivados del benzimidazol.
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44  CONSTRUCCION DEL SISTEMA  FUSIONADO DE LA
BENZO[b]PIRIMIDO[5,4-f]AZEPINA

Del sistema heterociclico de la benzo[b]pirimido[5,4—flazepina se tiene muy poca
informacion de caracter sintético e inexistente de su importancia bioldgica. Las
pocas metodologias que se habian reportado hasta el afio 2014 adolecian de serias
limitaciones en cuanto a los sustratos de partida que se podian emplear, en cuanto
al grado de funcionalizacién de los productos finales y, especialmente, en cuanto a

los bajos rendimientos con que se obtenian los compuestos de interes.

A continuacion se describen los trabajos en los que se reportan las sintesis de esta

clase de compuestos:
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a) Mediante la ciclocondensacion de las 1-benzoazepin—2—onas (45) con una
mezcla de acetamida y formamida en la presencia de cloruro de fosforilo, Kobayashi
obtuvo, en los afos 70, las 5,6—dihidro—11H-benzo[b]pirimido[5,4—f]lazepinas (46),
las cuales, en un medio fuertemente basico, fueron posteriormente N—alquiladas
con el cloruro de 3—dimetilaminopropilo para obtener los analogos estructurales de
la imipramina (47),%%51 (Esquema 4).

Esquema 4. Sintesis de Kobayashi de 5,6—dihidro—11H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas.

R2 0 )OL R2 R?
ol H)LNHz (HCTONHy / N MeN(CH)Cl g N / N

S NN ” N="

H POCly H

“5) (46) 47)

N~
R!=R2=H;R!=H,R*=Cl; R! = OCH; R*=H /
b) La metodologia que utilizé Buchwald y Tsvelikhovsky®? para preparar la 2,4—

dimetil-11H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina (50) consisti6 en una sustitucion
nucleofilica aromatica, seguido de un acople carbono—-carbono de tipo Heck entre
el 2—-bromoestireno (48) y la 4—amino—5—cloro—2,6—dimetilpirimidina (49), en la

presencia de terc—butéxido de sodio y un complejo de paladio (Esquema 5).

Esquema 5. Sintesis de Buchwald y Tsvelikhovsky de la 11H-benzo[b]pirimido[5,4—
flazepina (50).
NH,
SN N)icl 1-BuONa, Pd,(dba)s;. Nl N
: + | z
Br )\N/ dioxano, 24 h, 120 °C )\N N

(48) (49) (50)

c) En la sintesis desarrollada por Bouillon y colaboradores,® la 3—
trifluoroacetil-1-benzoazepinona (51) se sometidé a una ciclocondensacién con

benzimidina, mezclando los dos productos en ausencia de disolvente y
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calentandolos entre 100-120 °C. Bajo estas condiciones de reaccion, la 5,6—
dihidro—11H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina esperada (52) se aisl6 como el
producto minoritario con un rendimiento del 12%, mientras que el producto

mayoritario resulté ser la pirimidin—4—ona (53) (Esquema 6).

Esquema 6. Sintesis de Bouillon de la 11H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina (52).

NH

CF, CF,
P NH; N 7 N ZON
= |
[:[ 2 ( N—f Il :
N CF3 -~ OO @ o / + NHMe O II}II

/ e} 100-120 °C

sin disolvente o
12% 35%

(51) (52) (53)

d) La sintesis desarrollada por Palma y colaboradores® se basé en la
reactividad de 4,6-dicloro—5-alilpirimidinas, compuestos que se preparan con
facilidad y que facilmente se pueden someter a reacciones de amindlisis con anilinas
para obtener las 5—alil-6—cloro—4—(arilmetilamino)pirimidinas (54), las cuales en las
condiciones de la alquilacién intramolecular de Friedel-Crafts promovida por &cidos
de Brgnsted (metanosulfénico, trifluorometanosulfénico, APTS, sulfdrico, etc.),
producen las correspondientes dihidrobenzo[b]pirimido[5,4—flazepinas (55) con

excelentes rendimientos.

Esquema 7. Sintesis de Palma de las dihidrobenzo[b]pirimido[5,4—flazepinas (55).

Cl = Cl

N7 NTX R?
)|\ R? CH;SO;H )|\
R7ONT N ~ 7 R?
. 10-20 min/ 115-120cc R* NN
R

(54) (55)

R =H, CH; Ph; R! =R*=H, CH;; R?=H, CH; OCH; Cl
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Comparada con las metodologias a—c, la d ofrece mayores ventajas en cuanto a su
sencillez, grado de funcionalizacion de los anillos de pirimidina y de benceno,
accesibilidad de los productos de partida, y, especialmente, rendimientos de los

productos finales.

4.5 EJEMPLOS DE SINTESIS DE HIBRIDOS MOLECULARES DEL TIPO
BENZIMIDAZOL-PIRIMIDINA

Durante mucho tiempo los quimicos organicos han centrado sus esfuerzos en el
desarrollo de nuevos sistemas heterociclicos a partir de los ya existentes, con el
propésito de descubrir nuevos compuestos biolégicamente activos. Este arduo
trabajo se puede ver reflejado, por ejemplo, en la creacion de diferentes hibridos del
tipo benzimidazol—pirimidina. Asi, Zhang y colaboradores,> mediante la amindlisis
de la 5—bromopirimidina (56) con el benzimidazol (57) en la presencia de Cs2COs,
CuBr y el ligando de fosforamiduro (58), prepararon el 1—(pirimidin—5-il)-1H—
benzo[d]imidazol (59), (Esquema 8).

Esquema 8. Sintesis de Zhang del 1—(pirimidin—5—il)-1H—-benzo[d]imidazol (59)

(\)\ @»} CuBr, Cs,CO5 L M \j\

DMTF, 36 h, 90 °C

o (s
Q

(58)

(56) (57)
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Compuestos del tipo (59) también fueron sintetizados por Siddle y colaboradores,>®
pero utilizando el ligando de Chxn—py-al y la 1,10—fenantrolina como catalizador de
la reaccion de amindlisis. En el esquema 9 se presenta la sintesis de Kim y
colaboradores®’ de los 1-(2—(metiltio)pirimidin—4—il)-1H-benzo[d]imidazoles (62),
de los cuales, por remocion del grupo metiltio con aminas primarias, los autores
prepararon la nueva bateria de 4—(2-aril-1H-benzimidazol-1-il)pirimidin—2—
aminas (63); en este caso, la reaccion de amindlisis de los benzimidazoles de
partida (60) con la 4—cloro—2—(metiltio)pirimidina (61) fue promovida con t—-BuONa
en la presencia del sistema catalitico Pdz(dba)s/BINAP.

Esquema 9. Sintesis de Kim de la serie de 4—(2—aril-1H—-benzimidazol-1-il)pirimidin—2—
aminas (63)

Ar Pd,(dba); BINAP )NI\ o /lzr i/j Ar
HN /\<N N‘ X t-BuONa, tolueno S N/ NN N R! N/ N /\QN
S/kN/ cl 150°C,3 h | >

7Nt ’ 7\ 7\
</- |- <[

R R

(60) (61) (62) (63)
R =H, OCHj;; Ar = 2-naftilo, 3,4-diclorofenilo R!'=NHR

Usando la reaccion de amindlisis como protocolo de sintesis, recientemente,
Crawford y colaboradores,®® a partir de la 2—cloro—N—(5—ciclopropil-1H—pirazol-3—
il)pirimidin—4—amina (64) y el hidrocloruro de (1S)-1—(1—(tetrahidro—2H—piran—2—il)—
1H-benzo[d]imidazol-5-il)etanamina  (65), obtuvieron la N?>-[(1S)-1-(1H-
benzimidazol-5-il)etil]-N*-(5—ciclopropil-1H—pirazol-3—il)pirimidina—2,4—diamina
(66), (Esquema 10).
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Esquema 10. Sintesis de Crawford del derivado de la N*-(5—ciclopropil-1H—pirazol-3—
ilpirimidina—2,4—diamina (66).

- N'
N
\ 1<
HN HN N\> DIPEA, n-butanol HN
HCI - @
+ N Z "N

ﬁN 140°C, 18 h < I N
0o NN

N/)\Cl C H N\>

H

(64) (65) (66)

4.6 IMPORTANCIA BIOLOGICA DE COMPUESTOS QUE CONTIENEN EN
SUS ESTRUCTURAS LOS NUCLEOS DEL BENZIMIDAZOL Y LA PIRIMIDINA
EN DIFERENTES COMBINACIONES

La busqueda permanente y dirigida de tratamientos mas efectivos para la mayor
cantidad posible de las enfermedades existentes, mediante el descubrimiento de
nuevas moléculas biolégicamente activas de procedencia natural o disefiadas en
laboratorios, ha sido la mayor fuente de inspiracion de muchos cientificos. Ejemplo
de esa busqueda sistematica es el caso del neplanocin A (67), un inhibidor del
enzima hidrolasa S—adenosilhomocisteina, que es capaz de inducir efectos anti—
cancer potentes en células del cancer de mama;>® esta molécula pequeia fue

disefiada y desarrollada a partir de la purina (68), (Figura 7).

Figura 7. Estructura del neplanocin A (67)

H,N

N\
lkN/N> N\N

R
O I — kN N
OH
67) (68)
OH
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En la figura 8 se reproducen las estructuras de algunos compuestos que contienen
los nucleos de la pirimidina y del benzimidazol en diferentes combinaciones y que
fueron desarrollados como inhibidores de proteinas enziméticas. Asi, las 4—(1H-
benzo[d]imidazol-1-il)-N—(2,5—disustituidofenil)pirimidin—2—aminas (69) y (70)
actian como inhibidores de la proliferacion de los linfocitos T (células encargadas
de la respuesta inmune en el organismo);®® la N—(3-metil-4—((3—(2—
(metilamino)pirimidin—4—il)piridin—2—il)oxi)naftalen—1-il)-1H—-benzo[d]imidazol-2—

amina (71) inhibe proteinas de tipo quinasas,®' como las tirosina quinasas que
ayudan a aumentar la cantidad de vasos sanguineos en los tejidos afectados por
tumores; las N-alquil-4—(2—aril-1H-benzimidazol-1—il)pirimidin—2—aminas (72)
actian sobre proteinas que estan relacionadas con desordenes del sistema
nervioso central,®” mientras que los compuestos (73) y (74) interactian con la
fosfoinositol 3—quinasa y la quinasa de linfoma anaplasico, respectivamente,
disminuyendo su actividad enzimatica y provocando la muerte de células

cancerigenas.52:63

Figura 8. Inhibidores de proteinas enzimaticas que contienen en sus estructuras los

nucleos del benzimidazol y la pirimidina.
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Continuando con el tema del cancer, no sobra recordar que esta enfermedad es una
de las causas principales de muerte en todo el mundo. Esta afirmacién esta
refrendada con los mas de 8.7 millones de muertes registradas en el 2012, a pesar
del progreso muy significativo que la lucha quimioterapéutica contra el cancer ha
tenido en los Ultimos veinte afios.®* Algunos hibridos de benzimidazol—pirimidina,
como los que aparecen en la figura 9, resultaron ser promisorios agentes
anticancerigenos: los 2—((1H-benzo[d]imidazol-2—il)metiltio)—4—(sustituido)—6—
fenilpirimidina—5—carbonitrilos (75) y (76) presentaron potente actividad contra 12
lineas celulares de diferentes tipos de cancer, entre ellos, el cancer de carcinoma
cervical, carcinoma ovarico, sistema nervioso central, pulmoén, colon
adenocarcinoma, leucemia, melanoma y neuroblastoma;®® los hibridos (77), por su
parte, fueron muy activos frente a 3 tipos de cancer del sistema digestivo y el de

mama.’

Figura 9. Compuestos con potente actividad anticancerigena que contienen en sus

estructuras los nucleos del benzimidazol y la pirimidina.

N7 NN R ::T/J
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(75) (76)
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amidas, piridinas RZ= OH, Cl, anilinas sustituidas
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5 HIPOTESIS

La hipotesis de trabajo consiste en demostrar que la 5—alil-4,6—dicloropirimidina es
verdaderamente un precursor idoneo, que las rutas de sintesis son completamente
viables y que su implementacion conducira a las dianas de interés de la presente
investigacion: los nuevos hibridos moleculares del tipo 6,11-dimetil-4—(5—-metil—
1H-benzo[d]imidazol-1-il)—6,11—-dihidro-5H-benzo[b]pirimido—[5,4—f]lazepina, las
N,N,6,11-tetrametil-6,11—dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepin—4—aminas, Yy
las 4—butoxi—6,11—dimetil-6,11—-dihidro—5H—benzo[b]pirimido[5,4—f]lazepinas.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

Los reactivos empleados en las diferentes reacciones que se realizaron fueron de
grado para sintesis, de las marcas Merck, Aldrich y Alfa Aesar. Los disolventes
utilizados en las reacciones y en las purificaciones por cromatografia en columna
de los productos intermedios y finales fueron de las marcas Merck, Mallinckrodt y J.
T. Baker.

El control del avance de las reacciones fue realizado mediante cromatografia de
capa fina (CCF), empleando cromatofolios Merck AL TLC de gel de silice 60 F2sa,
gue se visualizaron en una cadmara UV-VIS SPECTROLINE MODEL ENF-260C a
las longitudes de onda de 366 y 254 nm y/o se revelaron en una camara de vapores
yodo, o0 en una solucion etandlica de acido fosfomolibdico. Todos los compuestos
(intermedios y finales) fueron purificados mediante cromatografia en columna,
empleando gel de silice (70-230 y 230-400 Mesh) como fase estacionaria, y
mezclas de heptano/acetato de etilo y/o heptano/acetato de etilo/etanol como
eluente. Los extractos organicos fueron concentrados en un rotaevaporador BUCHI
R—200 acoplado a un sistema de vacio BUCHI V-700.

Los puntos de fusion (no corregidos) de las sustancias sélidas se determinaron en
un fusiometro MEL TEMP 1201D; el valor reportado corresponde al promedio de

tres determinaciones consecutivas.
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Los espectros de infrarrojo se tomaron en un espectrofotometro BRUKER TENSOR
27 sobre un médulo de diamante ATR. Las bandas de IR se reportan de la siguiente
manera: vw, intensidad muy baja (0-20%); w, intensidad baja (21-40%); m,
intensidad media (41-60%); s, intensidad fuerte (61-80%); vs, intensidad muy fuerte
(81-100%).

Los espectros de masas se tomaron en cuatro equipos diferentes. Dos equipos de
baja resolucién: un detector selectivo de masas HP 5972 (70 eV) acoplado con un
cromatografo de gases HP 5890 A Serie Il, perteneciente al Laboratorio de
Cromatografia de la UIS, un equipo Bruker AmazonX acoplado a un detector de
trampa i6nica de masas selectiva de baja resolucién (ESI-MS), ubicado en el
Laboratorio de Espectrometria de Masas de la UIS. Los espectros de masas de alta
resolucién se tomaron en un espectrometro de masas QTOF Agilent modelo 6520B
acoplado a un HPLC Agilent—-1200, equipado con una columna Agilent Zorbax
extend C18 (2.1 mm x 50 mm x 1,8 ym) PN 727700-902 , usando el siguiente
método de HPLC: flujo 0.4 mL/min, eluciébn en gradiente 0-5 min desde
acetonitrilo/agua 10% (0.1% acido férmico) a acetonitrilo 100% (0.1% &cido
férmico), mas 2 min adicionales a esta concentracion; el método de ionizacién es
ESI positivo, software de Acquisicion: 6200 series TOF/6500 serie, Version: Q—TOF
B.05.01 (B5125.3), y/o un equipo Water Micromass AutoSpec-Ultima, con
ionizacion por impacto de electrones, insercion directa de la muestra en la cAmara
de ionizacién y sector magnético como analizador; estos dos ultimos equipos
pertenecen al Centro de Instrumentacion Cientifico-Técnica (CICT) de la
Universidad de Jaén (UJA), Espafia.

Los espectros de resonancia magnética nuclear unidimensional *H y 3C, y
bidimensionales de correlacion homonuclear (COSY !H-'H y NOESY) vy
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heteronuclear (HMBC, HSQC) fueron registrados en un espectrémetro BRUKER
AVANCE 111-400, empleando cloroformo deuterado (CDCI3) o dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-de) como disolventes, y utilizando las sefiales residuales de
estos disolventes como patrones internos. Los desplazamientos quimicos (&) de los
protones y carbonos se reportan en partes por millén (ppm), mientras que las
constantes de acoplamientos (J) se reportan en hertzios. Las multiplicidades de los
protones y carbonos (s6lo en el caso de los fluoroderivados) se reportan de la
siguiente manera: q = cuartete, t = triplete, d = doblete, s = singulete, a = ancho, y

m = multiplete.

6.1 PREPARACION DE LA 5-ALIL—4,6-DICLOROPIRIMIDINA 1

Metodologia

6.1.1 Etapa 1: Preparacién de la 5-alil-4,6—dihidroxipirimidina®®

En un balon de fondo redondo de 1.0 L enfriado sobre un bafio de hielo y con flujo
constante de argdén, se adicion6 metanol seco (600 mL). Seguidamente, en
pequefias porciones y lentamente, se agregé sodio (16.57 g, 0.72 moles). La
suspensién se agité a 0 °C hasta que todo el sodio se consumio y la solucion se
torn6 homogénea; luego, se adiciono6 lentamente el acetato de formamidina (25 g,
0.24 moles), y la mezcla resultante se agité por otros 15 minutos. A continuacion,
se agrego, gota a gota, el 2—alilmalonato de dietilo (42.78 g, 0.21 moles, 42.2 mL)
disuelto en metanol (26 mL), tras lo cual la mezcla de reaccion se dejo en agitacion
a temperatura ambiente por 72 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla de

reaccion se concentrd para eliminar una buena cantidad de metanol y, luego, se
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acidifico con &cido clorhidrico concentrado (60 mL). El solido blanco que precipitd
fue filtrado, lavado con abundante agua y etanol y, posteriormente, secado en la
estufa a 100 °C durante 8 dias. Finalmente, el producto se suspendio en 150 mL de
acetato de etilo, se filtr6 y nuevamente se seco en la estufa a 100 °C. Empleando
estas condiciones de reaccion, se obtuvieron 20.35 g (13.37 mmoles, 63%) del
producto esperado, el cual se utilizo sin ninguna purificacion adicional en la siguiente
etapa de la sintesis programada; tampoco se caracterizd por ninguna técnica

espectroscopica.

6.1.2 Etapa 2. Desoxicloracién de la 5-alil-4,6—dihidroxipirimidina®’

En un balén de fondo redondo de 250 mL de capacidad conectado a un refrigerante,
se adicionaron 7.05 g (46.33 mmoles) de la 5—alil-4,6—dihidroxipirimidina y 75 mL
(123.75 g, 0.81 moles) de cloruro de fosforilo. La mezcla de reaccion se calento a
reflujo y con agitacion constante durante 6 horas. Después de enfriar la masa de
reaccion hasta la temperatura del ambiente, ésta fue vertida, muy lentamente y en
pequefias porciones, sobre hielo finamente picado y con agitacion, después de lo
cual se extrajo con diclorometano (2 x 200 mL). Las fases organicas combinadas se
lavaron con una solucién saturada de bicarbonato de sodio, y luego se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro en un erlenmeyer. El extracto organico se filtr6 a
través de una columna con silica gel, y después de que fue eliminado el disolvente
a presion reducida, se obtuvieron 7.31 g (38.66 mmoles, 84%) de 1, C7HsCI2N2
(189.04 g/mol), como un aceite amarrillo de baja viscosidad. Las caracteristicas
fisicas y espectroscépicas de 1 coinciden con las reportadas en la literatura,®’ razén

por la cual se omiten en este manuscrito.
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6.2 PREPARACION DE LA N—(5-ALIL-6-CLOROPIRIMIDIN=4—IL)-4—
METILBENCENO-1,2-DIAMINA 2

Metodologia

En un tubo de un sintetizador en paralelo se disolvid la 5—alil-4,6—dicloropirimidina
1 (1.0 g, 5.29 mmoles) en etanol (5 mL), y sobre esta solucién se agreg6 la 4—
metilbenceno-1,2—diamina (0.78 g, 6.35 mmol) y la DIPEA (1.11 mL, 0.82 g, 6.35
mmoles). La mezcla de reaccidn se purgd con nitrdgeno, el tubo se selld a presion
autdgenay se calent6 a 110 °C durante 40 horas (control por CCF), tras las cuales
se enfrid hasta la temperatura del ambiente. El disolvente se evapor6 a presion
reducida, y el residuo organico que quedo se purificd por cromatografia en columna,
usando como eluente una mezcla isocratica de heptano/acetato de etilo (57:43).
Bajo estas condiciones de reaccion, se obtuvieron 1.15 g (4.18 mmoles, 79%) de 2,
C14H15CIN4 (274.75 g/mol), como un sélido blanco. p.f. 162-163 °C (heptano/acetato
de etilo). Rt = 0.43 (heptano/acetato de etilo 57:43). IR (ATR): ¥max (cm™) = 3374
[(N-H), w], 3279 [(N-H, NHz2), ov, w], 1633 [(C=C)alilo, W], 1550 [(C=N)con;. ciclica, VS],
1470 [(C—H)deform. asim., S], 1407 [(C—H)deform. sim., m], 1229 [(C—-N), m], 1033 [(C-CI),
m], 923 [(=C—H), m]. RMN !H (400 MHz, CDCl3s): 6 = 8.34 (s, 1 H, 2’-H), 7.05 (d, J
= 7.8 Hz, 1 H, 6-H), 6.65 (s, 1 H, 3-H), 6.63 (dd, J = 7.8, 1.2 Hz, 1 H, 5-H), 6.36
(sa, 1 H, 1-NH-), 5.95 (ddt, J =17.2, 10.2, 6.4 Hz, 1 H, —CH=), 5.29 (dq, J = 10.2,
1.4 Hz, 1 H, =CHa(tcis)), 5.24 (dqg, J = 17.2, 1.4 Hz, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.64 (sa, 2 H,
2-NHz), 3.58 (dt, J = 6.4, 1.4 Hz, 2 H, —CH2-), 2.27 (s, 3 H, 4—CHs) ppm. RMN 13C
(100 MHz, CDCl3s): 6 = 161.0 (4-C), 158.8 (6'-C), 156.6 (2'-C), 141.7 (2-C), 137.9
(4-C), 132.4 (-CH=), 126.6 (6-C), 121.8 (1-C), 120.3 (5-C), 118.0 (3-C), 117.9
(=CH2), 112.5 (5-C), 31.6 (-CH2-), 21.2 (4—CHs) ppm. GC-MS (EI, 70 eV): m/z (%)
= 274 (M*, 35Cl, 82), 259 (100), 210 (47), 107 (45), 77 (45). HRMS (Q-TOF-ESI):
m/z calculado para C14H1sCIN4 [M + H ]*: 275.1058, encontrado: 275.1059.
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6.3 PREPARACION DE LOS 1-(5-ALIL-6-CLOROPIRIMIDIN=4—IL)-5—
METIL-1H-BENZO[d]IMIDAZOLES 3a,b

Metodologia general

En un balén de fondo redondo de 100 mL de capacidad conectado a un refrigerante
provisto con trampa de humedad, se disolvié la N*—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)—4—
metilbenceno-1,2—diamina 2 (1 g, 3.64 mmoles) en metanol (25 mL). A esta
solucion se adiciond el respectivo ortoéster en exceso (ortoformiato de trimetilo y/o
ortoacetato de trimetilo) (36.40 mmoles) y cantidades cataliticas de APTS.H20 (10%
mol, 0.37 mmoles). La mezcla de reaccion en agitacion permanente, se calent6 a
reflujo durante 36—48 horas (control por CCF). Después de enfriar la mezcla de
reaccion hasta la temperatura del ambiente, ésta se verti6 muy lentamente sobre
una solucion saturada de NaHCOs (aproximadamente 60 mL), y se extrajo con
acetato de etilo (3 x 60 mL). A continuacion, las fases organicas se recogieron sobre
sulfato de sodio anhidro en un erlenmeyer. El disolvente se elimind a presién
reducida, y el crudo de la reaccion se purificd por cromatografia en columna, usando
como eluente mezclas de heptano/acetato de etilo con aumento gradual del
gradiente de la polaridad (75:25 hasta 50:50).

6.3.1 1—(5-Alil-6—cloropirimidin—-4—il)-5-metil-1H-benzo[d]imidazol 3a. De
0.73 g (2.66 mmoles) de la N'—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-4—metilbenceno-1,2—
diamina 2, 2.9 mL (2.82 g, 26.57 mmoles) de ortoformiato de trimetilo, 51 mg (0.27
mmoles) de APTS.H20, y después de 36 horas de calentamiento, se obtuvieron
0.66 g (2.33 mmoles, 88%) de 3a, CisHi3CINa4 (284.75 g/mol) como un aceite
amarillo de baja viscosidad. Rf= 0.30 (heptano/acetato de etilo 75:25). IR (ATR):
Vmax (cm™2) = 1638 [(C=C)aiilo, VW], 1588 [(C=N)con;. ciclica, VS], 1435 [(C—H)deform. asim.,

58



vs], 1384 [(C—H) deform. sim., m], 1035 [(C—ClI), m], 931 [(=C—H), m)]. RMN H (400 MHz,
CDCls): 6= 8.93 (s, 1 H, 2—H), 8.25 (s, 1 H, 2-H), 7.64 (sa, 1 H, 4-H), 7.60 (d, J =
8.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.21 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, 6-H), 6.02 (ddt, J = 17.2, 10.3, 5.2 Hz, 1
H, —-CH=), 5.28 (da, J = 10.3 Hz, 1 H, =CH2(H-cis)), 4.96 (da, J = 17.2 Hz, 1 H, =CH2-
wans)), 3.59 (da, J = 5.2 Hz, 2 H, —-CH2-), 2.50 (s, 3 H, 5-CH3s) ppm. RMN 13C (100
MHz, CDClzs): 6 =164.9 (6'-C), 156.7 (2—C, 4'-C), 144.0 (3a—-C), 141.6 (2-C), 134.0
(5-C), 132.5 (-CH=), 130.8 (7a—C), 126.2 (6-C), 124.2 (5-C), 120.5 (4-C), 118.5
(=CHy), 112.2 (7-C), 32.7 (—CH2-), 21.5 (5—CHs3) ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%)
= 284 (M*, 3Cl, 100), 283 (71), 269 (85), 249 (18), 131 (18), 116 (9), 77 (18), 63
(18). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para CisHi3CIN4 [M + H]*: 285.0902,
encontrado: 285.0900.

6.3.2 1—(5-Alil-6—cloropirimidin—4-il)-2,5-dimetil-1H-benzo[d]imidazol 3b.
De 0.42 g (1.53 mmoles) de la N'—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)—4—metilbenceno—
1,2—diamina 2, 1.95 mL (1.84 g, 15.29 mmoles) de ortoacetato de trimetilo, 0.03 g
(0.15 mmoles) de APTS.H20, y después de 48 horas de calentamiento, se
obtuvieron 0.36 g (1.21 mmoles, 79%) de 3b, CisH15CIN4 (298.77 g/mol), como un
aceite amarillo viscoso. Rf= 0.20 (heptano/ acetato de etilo 75:25). IR (ATR): Ymax
(cm~t) = 1639 [(C=C)aiilo, VW], 1525 [(C=N)coni. ciclica, VS], 1435 [(C—H)deform. asim., VS],
1376 [(C—H) deform. sim., m], 1038 [(C-Cl), m], 930 [(=C-H), m)]. RMN !H (400 MHz,
CDCl3): 6=8.96 (s, 1 H, 2—H), 7.54 (s, 1 H, 4-H), 7.06 (dd, J =8.2, 0.9 Hz, 1 H, 6—
H), 6.81 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 7-H), 5.56 (dddd, J = 17.0, 10.1, 7.2, 5.6 Hz, 1 H, —
CH=), 4.93 (dd, J = 10.1, 1.2 Hz, 1 H, =CH2(+-is)), 4.58 (dd, J = 17.0, 1.2 Hz, 1 H,
=CH2(H-trans)), 3.50 (ddt, J = 15.2, 5.6, 1.5 Hz, 1 H, -CHaHg-), 3.28 (dd, J = 15.2, 7.2
Hz, 1 H, —CHaHg-), 2.47 (s, 3 H, 5—~CHa), 2.44 (s, 3 H, 2-CHs). RMN 13C (100 MHz,
CDCl3): 6= 164.1 (6'-C), 157.1 (2-C), 156.9 (4'-C), 151.0 (2-C), 143.0 (3a-C),
133.0 (5-C), 132.5 (7a—C), 131.0 (-CH=), 130.0 (5'-C), 124.7 (6-C), 119.7 (4-C),
118.4 (=CH), 109.1 (7-C), 32.1 (-CH2-), 21.5 (5—CHs3), 14.6 (2—CHs). GC-MS (El,
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70 eV): m/z (%) = 298 (M*, 35Cl, 100), 297 (88), 283 (82), 258 (32), 145 (14), 132
(5), 77 (18), 63 (14). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para C16H15CIN4[M + H]*:
299.1058, encontrado: 299.1057

6.4 SINTESIS DE LAS 5-ALIL—4—(ARILMETILAMINO)-6—(1H-BENZO[d]
IMIDAZOL-1-IL)PIRIMIDINAS 5a-h

Metodologia general

En sendos tubos de un sintetizador en paralelo se disolvieron los benzimidazoles
de partida 3a,b (1.0 mmol) en etanol (5 mL). Seguidamente, a cada una de las
anteriores soluciones etandlicas se adicion6 la DIPEA (1.0 mmol) y la respectiva N—
metilanilina 4a—d (3—-4 mmoles), preparadas previamente segun la metodologia
descrita por Barluenga.®® Cada una de las mezclas de reaccién debidamente sellada
y en agitacion constante, se calent6 a 100 °C durante 29-175 horas. Después de
enfriar la mezcla de reaccidn hasta la temperatura del ambiente, el disolvente se
elimind a presion reducida, y el residuo organico remanente se purific6 por
cromatografia en columna, usando como eluente mezclas de heptano/acetato de

etilo con incremento gradual del gradiente de la polaridad (83:17, 50:50, 33:67).

6.4.1 5-Alil-4—(fenilmetilamino)—-6—(5—-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)

pirimidina 5a. De 0.36 g (1.25 mmoles) del 1-(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-5—
metil-1H-benzo[d]imidazol 3a, 0.21 mL (0.16 g, 1.25 mmoles) de DIPEA, 0.41 mL
(0.40 g, 3.74 mmoles) de la N-metilanilina 4a, y después de 175 horas de
calentamiento, se obtuvieron 0.39 g (2.13 mmoles, 87%) de 5a, C22H21Ns (355.44
g/mol), como un sélido blanco. p.f. 189-190 °C (heptano/acetato de etilo). Rf= 0.45

60



(heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥max (cm~1) = 1639 [(C=C)aiio, vW], 1561
[(C=N)coni. ciclica, S], 1476 [(C—H)deform. asim., S], 1446 [(C—H)deform. sim., S], 932 [(=C—H),
m)]. RMN *H (400 MHz, CDCls): 6 =8.71 (s, 1 H, 2—-H), 8.12 (s, 1 H, 2"-H), 7.60 (d,
J=0.6Hz 1H,4"-H), 7.41-7.45(m, 2 H, 3-H, 5-H), 7.29 (t, J=7.4 Hz, 1 H, 4-
H), 7.19 (d, J=7.5Hz, 2 H, 2-H, 6'-H), 7.12 (dd, J = 8.2, 0.6 Hz, 1 H, 6"-H), 7.03
(d,J=8.2Hz 1H, 7-H), 5.17-5.26 (m, 1 H, —-CH=), 4.65 (dd, J = 10.1, 1.3 Hz, 1
H, =CH2(1—is)), 4.32 (dd, J =17.1, 1.3 Hz, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.58 (S, 3 H, -=N—-CH3),
2.59 (dt, J = 6.0, 1.4 Hz, 2 H, —CH2-), 2.47 (s, 3 H, 5”"—CHs) ppm. RMN 3C (100
MHz, CDCIls): 6 = 165.3 (4—-C), 156.2 (2—C), 154.8 (6—C), 147.0 (1'-C), 144.0 (3a"-
C), 1424 (2"-C), 133.4 (-CH=), 132.9 (5"-C), 131.0 (7a’-C), 129.9 (3'-C, 5-C),
126.1 (4'-C), 125.4 (6"-C), 124.3 (2-C, 6'-C), 120.5 (4’-C), 116.2 (=CH2), 113.5
(5—-C), 110.6 (7"-C), 41.8 (-N—-CHs), 31.7 (—-CH2-), 21.5 (5"—CH?3) ppm. GC-MS (El,
70 eV): m/z (%) = 355 (M*, 77), 354 (100), 340 (64), 314 (9), 224 (18), 131 (5), 77
(23). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para C22H21Ns [M + H]*: 356.1870,
encontrado: 356.1869.

6.4.2 5-Alil-6—(5—-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-4—((p-tolil)metilamino)

pirimidina 5b. De 0.29 g (1.02 mmoles) del 1—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-5—
metil-1H—-benzo[d]imidazol 3a, 0.18 mL (0.13 g, 1.02 mmoles) de DIPEA, 0.52 mL
(0.49 g, 4.07 mmoles) de la 4,N—-dimetilanilina 4b, y después de 60 horas
calentamiento, se obtuvieron 0.29 g (0.77 mmoles, 76%) de 5b, C23H23Ns (369.47
g/mol), como un soélido blanco. p.f. 229-230 °C (heptano/acetato de etilo). Ri= 0.46
(heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥max (cm™1) = 1640 [(C=C)aiilo, vW], 1587
[(C=N)coni. ciclica, m], 1442 [(C—H) deform. asim., S], 1395 [(C—H)deform. sim., S], 1363 [(N—CH3),
m], 933 [(=C-H), vw)]. RMN H (400 MHz, CDCl3): & =8.69 (s, 1 H, 2—H), 8.11 (s, 1
H, 2"-H), 7.60 (s, 1 H, 4’-H), 7.23 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, 3'-H, 5-H), 7.13 (dd, J =
8.3,1.0 Hz, 1 H, 6"-H), 7.08 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, 2-H, 6'-H), 7.04 (d, J=8.3 Hz, 1
H, 7°-H), 5.23 (ddt, J =17.1, 10.2, 6.0 Hz, 1 H, —CH=), 4.65 (dd, J = 10.2, 1.4 Hz, 1
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H, =CH2(1—is)), 4.33 (dd, J =17.1, 1.5 Hz, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.55 (S, 3 H, -=N—-CH3),
2.59 (dt, J = 6.0, 1.4 Hz, 2 H, -CH2-), 2.47 (s, 3 H, 5"—-CH3s), 2.39 (s, 3 H, 4—CH5)
ppm. RMN 13C (100 MHz, CDCls): 5= 165.2 (4-C), 156.1 (2—C), 154.7 (6—C), 144.4
(1'-C), 144.0 (3a”-C), 142.4 (2"-C), 136.1 (4'-C), 133.5 (-CH=), 132.8 (5"-C),
131.1 (7a”-C), 130.4 (3'-C, 5-C), 125.3 (6"-C), 124.4 (2’-C, 6'-C), 120.5 (4"-C),
116.1 (=CH2), 113.3 (5-C), 110.7 (7"-C), 41.9 (-N—-CH3), 31.6 (—CH2>-), 21.5 (5"-
CHs), 21.1 (4'-=CH3s) ppm. GC-MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 369 (M*, 92), 368 (100),
354 (79), 328 (9), 238 (23), 91 (23). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para
Ca23H23Ns [M + H]*: 370.2026, encontrado: 370.2025.

6.4.3 5-Alil-6—(5—-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-4—((4—metoxifenil)

metilamino)pirimidina 5c. De 0.27 g (0.95 mmoles) del 1—(5-alil-6—cloropirimidin—
4—il)-5—metil-1H-benzo[d]imidazol 3a, 0.16 mL (0.12 g, 0.95 mmoles) de DIPEA,
0.39 g (2.85 mmoles) de la N—metil-4—metoxianilina 4c, y después de 29 horas de
calentamiento, se obtuvieron 0.30 g (0.78 mmoles, 82%) de 5c¢, C23H23Ns0 (385.47
g/mol), como un sélido blanco. p.f. 188—-189 °C (heptano/acetato de etilo). Rt = 0.34
(heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥max (cm~1) = 1608 [(C=C)aiio, vW], 1563
[(C=N)con. ciclica, S], 1442 [(C—H)deform. asim., VS], 1402 [(C—H)deform. sim., S], 1358 [(N—CH3)
s] 1035 [(C-0), m], 931 [(=C—H), m]. RMN 'H (400 MHz, CDCl3s): & = 8.67 (s, 1 H,
2—-H), 8.11 (s, 1 H, 2"-H), 7.60 (s, 1 H, 4’-H), 7.10-7.15 (m, 3 H, 2’-H, 6’-H, 6”"-H),
7.02 (d,J=8.3Hz, 1H, 7"-H), 6.92-6.96 (m, 2 H, 3'-H, 5-H), 5.24 (ddt, J = 17.1,
10.2, 5.9 Hz, 1 H, —CH=), 4.67 (dd, J = 10.2, 1.3 Hz, 1 H, =CH2(n-is)), 4.34 (dd, J =
17.2, 1.3 Hz, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.85 (s, 3 H, 4—0OCHs3), 3.52 (s, 3 H, -N-CHs3), 2.57
(dt, J=5.9, 1.4 Hz, 2 H, —CH2-), 2.46 (s, 3 H, 5"—CHz) ppm. RMN *3C (100 MHz,
CDCl3): 6 = 165.2 (4-C), 157.8 (4'-C), 156.1 (2-C), 154.6 (6—C), 144.0 (3a"-C),
142.4 (2"-C), 139.9 (1'-C), 133.5 (-CH=), 132.8 (5”"-C), 131.1 (7a”-C), 126.2 (2’-
C, 6-C), 125.3 (6"-C), 120.5 (4"-C), 116.0 (=CH2), 115.0 (3-C, 5-C), 112.7 (5-
C), 110.7 (7"-C), 55.6 (4'—OCHp3s), 42.3 (-N—-CH3), 31.5 (-CH2-), 21.5 (5”"-CH3z) ppm.
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GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 385 (M*, 100), 384 (62), 370 (67), 254 (9), 77 (9).
HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para C23H2sNsO [M + H]": 386.1975,
encontrado: 386.1974.

6.4.4 5-Alil-6—(5-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-4—((3,5-dimetilfenil)

metilamino)pirimidina 5d. De 0.44 g (1.54 mmoles) del 1—(5-alil-6—cloropirimidin—
4—il)-5—metil-1H-benzo [d]imidazol 3a, 0.26 mL (0.20 g, 1.54 mmoles) de DIPEA,
0.62 g (4.61 mmoles) de la N,3,5-trimetilanilina 4d, y después de 70 horas de
calentamiento, se obtuvieron 0.44 g (1.14 mmoles, 74 %) de 5d, C24H25Ns5 (383.50
g/mol), como un sélido blanco. p.f. 171-172 °C (heptano/acetato de etilo). Rf = 0.47
(heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥Ymax (cm™) = 1638 [(C=C)aiio, vW], 1560
[(C=N)con;. ciclica, S], 1479 [(C—H) deform. asim., S], 955 [(=C—H), m]. RMN H (400 MHz,
CDCI3): 8=8.68 (s, 1 H, 2-H), 8.17 (s, 1 H, 2"-H), 7.61 (s, 1 H, 4”-H), 7.09 (dd, J =
8.4,1.0Hz, 1H,6"-H), 6.94 (d,J=8.4Hz, 1 H, 7°-H), 6.90 (s, 1 H, 4-H), 6.81 (s,
2 H, 2-H, 6'-H), 5.21 (ddt, J = 17.1, 10.1, 6.1 Hz, 1 H, —CH=), 4.63 (dq, J = 10.1,
1.5 Hz, 1 H, =CH2(nis)), 4.27 (dg, J = 17.1, 1.5 Hz, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.56 (s, 3 H,
—N—-CHg3), 2.58 (dt, J=6.1, 1.5 Hz, 2 H, —-CH2>-), 2.47 (s, 3 H, 5"-CH3), 2.36 (s, 6 H,
3'-CHzs, 5-CHs) ppm. RMN *3C (100 MHz, CDClIs): &= 165.2 (4-C), 156.1 (2-C),
154.4 (6-C), 146.9 (1’'-C), 144.1 (3a"-C), 142.3 (2"-C), 139.6 (3-C, 5-C), 133.6
(-CH=), 132.8 (56”-C), 131.0 (7a”-C), 127.8 (4-C), 125.2 (6"-C), 121.9 (2-C, 6'—
C), 120.6 (4"-C), 116.0 (=CH>), 113.4 (5-C), 110.4 (7"-C), 41.5 (-N—CH3s), 31.9 (-
CH2-), 21.5 (5”"-CHs), 21.3 (3'-CHs, 5—CHzs) ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) =
383 (M*, 93), 382 (100), 368 (77), 354 (5), 252 (22), 131 (5), 77 (18). HRMS (Q-
TOF-ESI): m/z calculado para C24H2sNs [M + H]*: 384.2183, encontrado: 384.2181.

6.4.5 5-Alil-6—(2,5-dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-4—(fenilmetilamino)
pirimidina 5e (como mezcla de atropoisomeros). De 0.46 g (1.55 mmoles) del 1—
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(5—alil-6—cloropirimidin—4—il)-2,5—dimetil-1H—-benzo[d]imidazol 3b, 0.27 mL (0.20
g, 1.55 mmoles) de DIPEA, 0.50 mL (0.50 g, 4.65 mmoles) de N—metilanilina 4a, y
después de 62 horas de calentamiento, se obtuvieron 0.51 g (1.38 mmoles, 89%)
de 5e, C23H23Ns (369.47 g/mol), como un liquido amarillo muy viscoso. Rf = 0.32
(heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥max (cm™2) = 1638 [(C=C)aiilo, vW], 1559
[(C=N) conj. ciclica, S], 1490 [(C—H)deform. asim., m], 1440 [(C—H)deform. sim., S], 1355 [(N—
CHa), s], 917 [(=C-H), m]. RMN *H (400 MHz, CDCls): & = 8.76 (s, 1 H, 2—H), 7.47
[6.65] (s, 1 H, 4"—H), 7.39-7.44 [7.39-7.44] (m, 2 H, 3'-H, 5—-H), 7.22-7.27 [7.22—
7.27] (m, 1 H, 4-H), 7.16-7.21[7.16—7.21] (m, 2 H, 2—H, 6'-H), 7.00 [7.04] (dd, J =
8.2,1.0Hz[dd, J=8.2,0.9 Hz], 1 H, 6”-H), 6.74 [7.55] (d, J = 8.2 Hz [d, J = 8.1 HZ],
1H, 7"-H), 5.12-5.22 [5.12-5.22] (m, 1 H, —CH=), 4.63 [4.63] (dd, J = 10.1, 1.4 Hz,
1 H, =CHz(His)), 4.21 [4.21] (dd, J = 17.1, 1.4 Hz, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.58 [3.59] (s,
3 H, -N-CHz3), 2.48 [2.49] (s, 3 H, 2"—CH3), 2.44 [2.41] (s, 3 H, §"—CHgs), 2.37-2.39
[2.37-2.39] (m, 2 H, —CH2-) ppm. RMN *3C (100 MHz, CDClz3): & = 165.2 [165.3] (4—
C), 156.4 [156.4] (2—C), 155.4 [155.3] (6—C), 151.4 [150.9] (2"-C), 147.0 [147 1] (1'-
C), 142.9 [142.9] (3a”-C), 133.1 [133.1] (-CH=), 132.8 [140.6] (7a"-C), 132.3
[132.7] (6"-C), 129.9 [129.9] (3'-C, 5'-C), 126.2 [126.2] (4'-C), 124.5 [124.5] (2'-C,
6'-C), 124.1 [124.1] (6”"-C), 119.3 [118.9] (4"-C), 117.1 [117.1] (5-C), 116.1[116.2]
(=CH2), 109.2 [109.8] (7"—-C), 42.0 [41.9] (-N—CH3), 31.2 [31.4] (-CH2-), 21.5 [21.8]
(5”-CHs), 14.7 [14.7] (2°—-CH3) ppm. tr = 39 min. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 369
(M*, 100), 368 (95), 354 (88), 340 (33), 328 (19), 224 (23),145 (3), 77 (29); tr =40
min. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 369 (M*, 93), 368 (100), 354 (83), 340 (30), 328
(18), 224 (18), 145 (2), 77 (23). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para C23H23Ns
[M + H]*: 370.2026, encontrado: 370.2025.

6.4.6 5-Alil-6—(2,5-dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-4—((p—tolil)

metilamino)pirimidina 5f. De 0.52 g (1.74 mmoles) del 1—(5-alil-6—cloropirimidin—

4—il)-2,5—dimetil-1H-benzo[d]imidazol 3b, 0.30 mL (0.23 g, 1.74 mmoles) de
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DIPEA, 0.66 mL (0.63 g, 5.21 mmoles) de la 4,N-dimetilanilina 4b, y después de 62
horas de calentamiento, se obtuvieron 0.53 g (1.37 mmoles, 79%) de 5f, C24H2sNs
(383.50 g/mol), como un sdlido blanco. p.f. 160-161 °C (heptano/acetato de etilo).
R: = 0.33 (heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥max (cm™1) = 1640 [(C=C)aiilo,
vw], 1561 [(C=N)coni. ciclica, S], 1476 [(C—H) deform. asim., M], 1439 [(C—H) deform. sim., S],
1378 [(N—CHs), m], 917 [(=C—H), m]. RMN H (400 MHz, CDCl3): & = 8.73 (s, 1 H,
2-H), 7.47 (d, 3 =0.8 Hz, 1 H, 4”-H), 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, 3'-H, 5-H), 7.06 (d,
J=85Hz 2H,2-H, 6-H), 7.01 (dd, J=8.2,0.8 Hz, 1 H, 6"-H), 6.75 (d, J = 8.2
Hz, 1 H, 7°-H), 5.14-5.24 (m, 1 H, -CH=), 4.63 (dd, J =10.1, 1.4 Hz, 1 H, =CH2#x-
cis), 4.23 (dd, J = 17.1, 1.5 Hz, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.54 (s, 3 H, -N-CH3), 2.48 (s, 3
H, 2°-CH3), 2.44 (s, 3 H, 5"-CH3s), 2.37-2.39 (m, 2 H, —CH2-), 2.36 (s, 3 H, 4'—CH5)
ppm. RMN 3C (100 MHz, CDClzs): 6= 165.1 (4-C), 156.3 (2-C), 155.2 (6-C), 151.4
(2°-C), 144.4 (1'-C), 142.9 (3a”-C), 136.3 (4—C), 133.2 (—CH=), 132.8 (7a"-C),
132.2 (5”-C), 130.5 (3-C, 5-C), 124.5 (2—C, 6'-C), 124.1 (6"-C), 119.3 (4"-C),
116.8 (5-C), 116.0 (=CH), 109.2 (7"-C), 42.1 (-N-CHs), 31.2 (-CH2-), 21.5 (5”—
CHs), 21.0 (4-CHs), 14.7 (2"—CHs) ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 383 (M*,
100), 382 (90), 368 (91), 354 (27), 342 (18),145 (5), 91 (23). HRMS (Q-TOF-ESI):
m/z calculado para C24H2sNs [M + H]*: 384.2183, encontrado: 384.2184.

6.4.7 5-Alil-6—(2,5-dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-4—((4—metoxifenil)

metilamino)pirimidina 5g (como mezcla de atropoisémeros). De 0.48 g (1.60
mmoles) del 1—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)—2,5—dimetil-1H-benzo[d]imidazol 3b,
0.28 mL (0.21 g, 1.60 mmoles) de DIPEA, 0.66 g (4.80 mmoles) de N-metil-4—
metoxianilina 4c, y después de 62 horas de calentamiento, se obtuvieron 0.56 g
(1.41 mmoles, 88%) de 5g, C24H25Ns0 (399.50 g/mol), como un sélido blanco. p.f.
161-162 °C (heptano/acetato de etilo). R= 0.25 (heptano/acetato de etilo 50:50). IR
(ATR): ¥max (cm™) = 1641 [(C=C)aiilo, VW], 1566 [(C=N)con;. ciciica, m], 1442 [(C—H)deform.
asim., S], 1385 [(C—H)deform. sim., m], 1352 [(N-CH3) m], 1025 [(C-O) m], 918 [(=C—H),
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m]. RMN *H (400 MHz, CDClg): 6 = 8.71[8.71] (s, 1 H, 2—H), 7.46 [6.64] (s, 1 H, 4"—
H), 7.09-7.15 [7.09-7.15] (m, 2 H, 2'-H, 6'-H), 6.99 [7.03] (dd, J = 8.2, 0.7 Hz, 1 H,
6"-H), 6.90-6.95 [6.90-6.95] (m, 2 H, 3'-H, 5-H), 6.73 [7.55] (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
7"-H), 5.14-5.24 [5.14-5.24] (m, 1 H, —-CH=), 4.65 [4.65] (dd, J = 10.2, 0.8 Hz, 1 H,
=CH2H-cis)), 4.22-4.27 [4.22—-4.27] (m, 1 H, =CH2(H-trans)), 3.82 [3.82] (s, 3 H, 4'—
OCHs3), 3.51 [3.52] (s, 3 H, -N—CH3), 2.47 [2.48] (s, 3 H, 2"—CH3), 2.43 [2.40] (s, 3
H, 5"—CHas), 2.30-2.36 [2.30-2.36] (m, 2 H, —CHz—) ppm. RMN 13C (100 MHz,
CDCls): & = 165.2 [165.1] (4—C), 157.9 [157.9] (4-C), 156.3 [156.2] (2—C), 155.1
[155.1] (6-C), 151.4 [150.9] (2"-C), 142.9 [134.9] (3a’-C), 139.9 [140.0] (1'-C),
133.3[133.3] (-CH=), 132.8 [140.7] (7a”-C), 132.2[132.6] (5”-C), 126.2 [126.3] (2'—
C, 6'-C), 124.1 [124.0] (6"-C), 119.3 [109.8] (4"-C), 116.3 [116.2] (5-C), 115.9
[116.0] (=CH2), 115.0 [115.0] (3'-C, 5-C), 109.2 [118.9] (7"-C), 55.6 [565.5] (4'—
OCHpg), 42.4 [42.3] (-N—CHgs), 31.0 [31.2] (-CH2-), 21.5[21.8] (5”"—CH3), 14.6 [14.6]
(2°—CHs) ppm. tr = 49 min. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 399 (M*, 100), 398 (51),
384 (75), 370 (14), 254 (14), 207 (48); tr = 51 min. = GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) =
399 (M*, 100), 398 (55), 384 (76), 370 (13), 254 (19), 207 (88). HRMS (Q-TOF-
ESI): m/z calculado para C24H25NsO [M + H]*: 400.2132, encontrado: 400.2132.

6.4.8 5-Alil-6—(2,5-dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-4—((3,5—dimetilfenil)

metilamino)pirimidina 5h. De 0.33 g (1.10 mmoles) del 1—(5-alil-6—cloropirimidin—
4—il)-2,5—dimetil-1H-benzo[d]imidazol 3b, 0.19 mL (0.14 g, 1.11 mmoles) de
DIPEA, 0.45 g (3.31 mmoles) de la N,3,5—trimetilanilina 4d, y después de 60 horas
de calentamiento, se obtuvieron 0.36 g (0.91 mmoles, 82%) de 5h, C2sH27N5(397.53
g/mol), como un sélido blanco. p.f. 157-158 °C (heptano/acetato de etilo). Rf= 0.34
(heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥max (cm™2) = 1639 [(C=C)aiilo, vW], 1560
[(C=N)conj. ciclica, S], 1439 [(C—H)deform. sim., S], 1378 [(N—CHs), m], 915 [(=C-H), m].
RMN H (400 MHz, CDCls): 6 =8.73 (s, 1 H, 2—H), 7.47 (sa, 1 H, 4"—H), 6.98 (dd, J
=8.2,1.0Hz, 1 H, 6"-H), 6.87 (s, 1 H, 4-H), 6.79 (s, 2 H, 2-H, 6'-H), 6.72 (d, J =
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8.2 Hz, 1 H, 7"—-H), 5.16 (dddd, J =17.1, 10.1, 7.1, 5.6 Hz, 1 H, —-CH=), 4.60 (dq, J
=10.1, 1.5 Hz, 1 H, =CH2(His)), 4.19 (dqg, J = 17.1, 1.5 Hz, 1 H, =CH2(H-trans), 3.56
(s, 3 H, -=N-CH3), 2.51 (s, 3 H, 2"—CHg3), 2.37-2.47 (m, 2 H, -CH2-), 2.44 (s, 3 H,
5”"-CHs), 2.34 (s, 6 H, 3-CHs, 5—CHz). RMN 3C (100 MHz, CDClI3): & = 165.2 (4—
C), 156.3 (2-C), 155.0 (6-C), 151.4 (2"-C), 147.0 (1'-C), 142.9 (3a”-C), 139.7 (3'-
C, 5-C), 133.3 (-CH=), 132.7 (7a”-C), 132.3 (56”-C), 127.8 (4-C), 124.0 (6”-C),
121.9 (2-C, 6'-C), 119.4 (4"-C), 117.0 (5-C), 116.0 (=CH), 109.2 (7"-C), 41.6 (-
N-CHs), 31.5 (—CH2-), 21.5 (5”-CHgs), 21.3 (3'-CHs, 5-CHg3), 14.7 (2”"-CHs). GC-
MS (El, 70 eV): m/z (%) = 397 (M*, 97), 396 (100), 382 (98), 368 (18), 252 (18), 145
(9), 77 (23). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para C2sH27Ns [M + H]*: 398.2339,
encontrado: 398.2336.

6.5 PREPARACION DE LAS 6,11-DIMETIL-4—(1H-BENZO[d]IMIDAZOL-1—-
IL)-6,11-DIHIDRO-5H-BENZO[b]PIRIMIDOI[5,4—f]AZEPINAS 6a—f

Metodologia general

A cada una de las correspondientes 5-alil-6—(1H-benzo[d]imidazol-1—-il)—4—
(arilmetil-amino)pirimidinas 5a-h (1.0 g), recluidas en matraces de 20 mL de
capacidad, se adicionaron 7.0 mL de &cido metanosulfénico al 99.5%. Las mezclas
de reaccion, en agitacion permanente, se calentaron a 140 °C durante 45-60
minutos (control por CCF). Cuando se comprobd que los productos de partida se
habian consumido, cada una de las mezclas de reaccion se vertio sobre hielo
finamente picado, y luego se trataron con una solucion saturada de carbonato de
sodio hasta alcanzar un pH = 8. Se extrajo con acetato de etilo (4 X 50 mL); los
extractos organicos se lavaron nuevamente con suficiente agua, y luego se secaron

sobre sulfato de sodio anhidro en un erlenmeyer. El disolvente se eliminé a presion

67



reduciday, finalmente, los crudos de las reacciones se purificaron por cromatografia
en columna, usando como eluente una mezcla isocratica de heptano/acetato de
etilo/etanol (59:40:1).

6.5.1 6,11-Dimetil-4—(5-metil-1H-benzo[d]imidazol-1~il)-6,11-dihidro-5H-
benzo-[b]pirimido[5,4—f]azepina 6a. De 0.14 g (0.40 mmoles) de la 5-alil-6—(5—
metil-1H-benzo[d]imidazol —1-il)-4—(fenilmetilamino)pirimidina 5a, 0.99 mL de
acido metanosulfénico (1.47 g, 15.31 mmoles), y después de 60 minutos de
calentamiento, se obtuvieron 0.10 g (0.27 mmoles, 68%) de 6a, C22H21Ns (355.45
g/mol), como un soélido blanco. p.f. 182—-183 °C (heptano/acetato de etilo). Ri= 0.38
(heptano/acetato de etilo 40:60). IR (ATR): Ymax (cm™) = 1563 [(C=N)coni. ciclica, S],
1476 [(C—H)deform. asim., S], 1431 [(C—H)deform. sim., S], 1399 [(N—CHs3), m]. RMN *H (400
MHz, CDCls): & =8.64 (s, 1 H, 2-H), 8.04 (s, 1 H, 2’-H), 7.63 (s, 1 H, 4—H), 7.31-
7.35 (m, 1 H, 9-H), 7.26 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, 10-H, 7-H), 7.22-7.24 (m, 1 H, 8-H),
7.19(dd, J=7.8,1.9Hz, 1 H, 7-H), 7.12 (dd, J = 8.3, 1.0 Hz, 1 H, 6'-H), 3.67 (s, 3
H, 11-CHs), 3.45-3.54 (m, 1 H, 6-H), 2.75 (dd, J = 16.4, 10.4 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.63
(dd, J =16.4, 2.0 Hz, 1 H, 5-Hs), 2.48 (s, 3 H, 5—CH3s), 1.29 (d, J = 7.0 Hz, 3 H, 6—
CH3) ppm. RMN *3C (100 MHz, CDClz): 8 = 162.0 (11a-C), 155.2 (2—-C), 154.6 (4—
C), 144.5 (10a-C), 144.0 (3a'-C), 142.3 (2-C), 140.7 (6a—C), 132.9 (5-C), 130.9
(7a’-C), 127.2 (9-C), 125.8 (10-C), 125.5 (6'-C), 124.0 (7-C), 123.2 (8-C), 120.3
(4'-C), 111.6 (7’-C), 110.9 (4a—C), 41.3 (11-CHs), 40.5 (5-C), 33.2 (6-C), 21.5 (5'-
CHzs), 17.9 (6—CHs) ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 355 (M*, 100), 354 (59),
340 (52), 326 (31), 299 (39), 224 (18), 77 (23). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado
para C22H21Ns [M + H]*: 356.1870, encontrado: 356.1871

6.5.2 6,8,11-Trimetil-4—(5-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-6,11-dihidro—
5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina 6b. De 0.20 g (0.55 mmoles) de la 5—alil-6—
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(5—metil-1H-benzo [d]imidazol —1-il)-4—((p—tolil)metilamino)—pirimidina 5b, 1.43
mL (2.11 g, 22.00 mmoles) de acido metanosulfénico, y después de 60 minutos de
calentamiento, se obtuvieron 0.03 g (0.08 mmoles, 14%) de 6b, C23H23Ns (369.47
g/mol), como una pasta amarilla. Rt = 0.42 (heptano/acetato de etilo 40:60). IR
(ATR): Ymax (cm™1) = 1562 [(C=N)con. ciclica, S], 1477 [(C—H)deform. asim., S], 1430 [(C—
H)deform. sim., S],1397 [(N—CH3), m]. RMN *H (400 MHz, CDCls): § =8.62 (s, 1 H, 2—
H), 8.03 (s, 1 H, 2—H), 7.62 (s, 1 H, 4—-H), 7.27 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, 7’-H), 7.10-7.16
(m, 3 H, 9-H, 10-H, 6'-H), 6.98 (s, 1 H, 7-H), 3.64 (s, 3 H, 11-CH3s), 3.39-3.48 (m,
1 H, 6-H), 2.72 (dd, J = 16.4, 10.3 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.61 (dd, J = 16.4, 2.0 Hz, 1 H,
5-Hs), 2.48 (s, 3 H, 5-CH3s), 2.37 (s, 3 H, 8-CH3), 1.27 (d, J = 7.1 Hz, 3 H, 6—CH5)
ppm. RMN 13C (100 MHz, CDCls): & = 162.0 (11a-C), 155.2 (2-C), 154.5 (4—C),
143.9 (3a’-C), 142.3 (2’-C), 141.9 (10a-C), 140.4 (6a—C), 135.5 (8-C), 132.9 (5—
C), 130.9 (7a-C), 127.7 (9—-C), 125.5 (6'-C), 124.6 (7-C), 123.0 (10-C), 120.3 (4'—
C), 111.7 (7’-C), 110.8 (4a—-C), 41.3 (11-CHs), 40.6 (5-C), 33.1 (6-C), 21.5 (5'-
CHs), 21.1 (8—CHgs), 17.8 (6—CHs) ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 369 (M*,
100), 368 (52), 354 (48), 340 (23), 313 (25), 207 (28). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z
calculado para C23H23Ns [M + H]*: 370.2026, encontrado: 370.2026.

6.5.3 6,11-Dimetil-4—(5-metil-1H-benzo[d]imidazol-1~il)-8—-metoxi—6,11-

dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina 6c. De 0.22 g (0.58 mmoles) de la 5—
alil-6—(5—-metil-1H-benzo[d]imidazol-1—il)—4—((4—metoxifenil)metilamino)pirimidina
5c, 1.56 mL (2.31 g, 24.05 mmoles) de acido metanosulfénico, y después de 45
minutos de calentamiento, se obtuvieron 0.07 g (0.16 mmoles, 29%) de 6c,
C23H23Ns0 (385.47 g/mol), como una pasta amarilla. Rf= 0.36 (heptano/acetato de
etilo 40:60). IR (ATR): ¥max (cm™) = 1563 [(C=N)con;. ciclica, S], 1479 [(C—H)deform. asim.,
s], 1435 [(C—H)deform. sim., S], 1399 [(N—CHz), m], 1216 [(C-O) s]. RMN *H (400 MHz,
CDCl3): 6 =8.61 (s, 1 H, 2-H), 8.04 (s, 1 H, 2—H), 7.63 (s, 1 H, 4-H), 7.25 (d, J =
8.2 Hz, 1H, 7-H), 7.19 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, 10-H), 7.12 (dd, J=7.8, 1.1 Hz, 1 H, 6'—
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H), 6.83 (dd, J = 8.8, 3.1 Hz, 1 H, 9—H), 6.72 (d, J = 3.1 Hz, 1 H, 7-H), 3.84 (s, 3 H,
8—OCHSs), 3.63 (s, 3 H, 11-CHj3), 3.39-3.48 (m, 1 H, 6-H), 2.72 (dd, J = 16.6, 10.4
Hz, 1 H, 5-Ha), 2.59 (dd, J = 16.6, 1.7 Hz, 1 H, 5-Hg), 2.49 (s, 3 H, 5~CHs), 1.26 (d,
J=6.9 Hz, 3 H, 6-CH3) ppm. RMN 13C (100 MHz, CDCls): 6 = 162.1 (11a-C), 157.4
(8-C), 155.2 (2-C), 154.4 (4-C), 143.9 (3a'-C), 142.3 (2'-C), 142.2 (6a-C), 137.4
(10a-C), 133.0 (5-C), 130.8 (7a-C), 125.5 (6'-C), 124.2 (10-C), 120.3 (4-C),
111.6 (7-C, 9-C ), 110.6 (4a—C), 109.7 (7—C), 55.5 (8—-OCHzs), 41.3 (11-CHs), 40.5
(5-C), 33.1 (6-C), 21.5 (5'—CHj3), 17.8 (6—CHs). GC-MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 385
(M*, 100), 384 (37), 370 (33), 207 (38). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para
C23H23Ns0 [M + H]*: 386.1975, encontrado: 386.1975.

6.5.4 6,11-Dimetil-4—(5-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-6,11-dihidro—-5H-
benzo[b]pirimido[5,4—f]lazepin-8-0l 6¢’. En las anteriores condiciones de
reaccion también se obtuvieron 0.10 g (0.26 mmoles, 43%) de 6¢’, C22H21NsO
(371.44 g/mol), como un sdlido blanco. p.f. 116-117 °C (heptano/acetato de etilo).
R:= 0.24 (heptano/acetato de etilo 40:60). IR (ATR): ¥max (cm~1) = 2919 [(O-H), ov],
1565 [(C=N)con;. ciclica, S], 1478 [(C—H)deform. asim., S], 1437 [(C—H)deform. sim., S], 1399 [(N—
CHz3), m], 1216 [(O—H)iibre, S]. RMN *H (400 MHz, CDCl3s): & = 10.11 (s, 1 H, 8—0OH),
8.61 (s, 1 H, 2-H), 8.09 (s, 1 H, 2’-H), 7.64 (s, 1 H, 4'-H), 7.45 (d, J = 8.3 Hz, 1H,
7'-H), 7.19 (dd, J=8.3, 0.7 Hz, 1 H, 6'-H), 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, 10-H), 6.82 (dd,
J=8.7,2.7Hz, 1 H, 9-H), 6.72 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, 7-H), 3.62 (s, 3 H, 11-CHa),
3.32-3.40 (m, 1 H, 6-H), 2.75 (dd, J = 16.2, 10.5 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.59 (dd, J = 16.2,
1.2 Hz, 1 H, 5-Hg), 2.47 (s, 3 H, 5—CH3), 1.11 (d, J =6.9 Hz, 3 H, 6—CH3) ppm. RMN
13C (100 MHz, CDCls): & = 162.2 (11a—C), 155.6 (8-C), 155.2 (2—-C), 154.2 (4-C),
142.5 (3a’-C), 142.0 (2-C), 141.7 (6a—C), 136.0 (10a—-C), 133.6 (5'-C), 130.7 (7a’-
C), 126.2 (6'-C), 124.6 (10-C), 119.6 (4'-C), 114.3 (9-C), 112.1 (7’-C), 110.3 (4a—
C, 7-C), 41.3 (11-CHs), 40.7 (5-C), 32.9 (6—C), 21.5 (5'-CH3), 18.0 (6—CHs3) ppm.
ESI-MS: m/z (%) = 370 [M—1]- (7), 355 (40), 343 (45), 249 (100). HRMS (Q-TOF-
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ESI): m/z calculado para C22H21NsO [M + H]*: 372.1819, encontrado: 372.1826.

6.5.5 6,7,9,11-Tetrametil-4—(5-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-6,11—
dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—f]lazepina 6d. De 0.28 g (0.72 mmoles) de la
5-alil-4—((3,5—dimetilfenil)metilamino)—-6—(5—metil-1H-benzo[d]imidazol-1—
ilpirimidina 5d, 1.95 mL (2.88 g, 29.99 mmoles) de &cido metanosulfénico, y
después de 60 minutos de calentamiento, se obtuvieron 0.26 g (0.66 mmoles, 92%)
de 6e, C24H2sNs (383.50 g/mol), como un sélido blanco. p.f. 193-194 °C
(heptano/acetato de etilo). Rf= 0.49 (heptano/acetato de etilo 50:50). IR (ATR): ¥max
(cm™1) = 1559 [(C=N)con;. ciclica, S], 1476 [(C—H)deform. asim, S], 1442 [(C—H)deform. sim.,
s],1399 [(N-CHzs), m]. RMN *H (400 MHz, CDClz): 6 = 8.65 (s, 1 H, 2-H), 8.06 (s, 1
H, 2-H), 7.63 (s, 1 H, 4—-H), 7.26 (d, J = 8.3 Hz, 1 H, 7’-H), 7.12 (dd, J = 8.3, 1.2
Hz, 1 H, 6'-H), 6.94 (s, 1 H, 10-H), 6.86 (s, 1 H, 8-H), 3.66 (s, 3 H, 11-CH3), 3.44—
3.51 (m, 1 H, 6-H), 3.04 (dd, J = 16.7, 2.6 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.56 (dd, J = 16.7, 4.9 Hz,
1 H, 5-Hs), 2.49 (s, 3 H, 5—CHz3), 2.32 (s, 3 H, 9-CH3), 2.27 (s, 3 H, 7-CH3s), 1.23
(d, J = 7.3 Hz, 3 H, 6—CH3s) ppm. RMN *3C (100 MHz, CDCl3): & = 161.5 (11a—C),
155.5 (2-C), 155.5 (4-C), 144.7 (10a—-C), 143.9 (3a’-C), 142.3 (2'-C), 136.5 (9-C),
135.9 (6a-C), 134.7 (7-C), 132.9 (5'-C), 131.1 (7a’-C), 128.3 (8-C), 125.4 (6'-C),
123.3 (10-C), 120.3 (4-C), 111.5 (7’-C), 109.7 (4a—C), 42.2 (11-CHgs), 36.9 (5-C),
31.0 (6-C), 21.5 (5'—CHs), 21.0 (9—CHgs), 20.2 (7—CHg3s), 14.8 (6—CHs) ppm. GC-MS
(El, 70 eV): m/z (%) = 383 (M*, 100), 382 (33), 368 (61), 354 (51), 207 (27). HRMS
(Q-TOF-ESI): m/z calculado para C24H2sNs [M + H]": 384.2183, encontrado:
384.2181

6.5.6 4—(2,5-Dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-6,11-dimetil-6,11-dihidro—

5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina 6e (mezcla de atropoisdbmeros o rotdmeros).

De 0.24 g (0.64 mmoles) de la 5-alil-6—(2,5—dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1—il)-4—
71



(fenilmetilamino)pirimidina 5e, 1.65 mL (2.43 g, 25.36 mmoles) de acido
metanosulfénico, y después de 60 minutos de calentamiento, se obtuvieron 0.20 g
(0.53 mmoles, 83%) de 6e, C23H23Ns (369.47 g/mol), como un solido blanco. p.f.
231-232 °C (heptano/acetato de etilo). Rf=0.29 (heptano/acetato de etilo 40:60). IR
(ATR): Ymax (cm™) = 1561 [(C=N)con. cicica, S], 1476 [(C—H)deform. asim., S], 1431 [(C—
H)deform. sim., S], 1352 [(N—CHs), m]. RMN *H (400 MHz, CDClz): & = 8.66 [8.69] (s, 1
H, 2—H), 7.50 [7.50] (s, 1 H, 4'—H), 7.30-7.34 [7.30-7.34] (m, 1 H, 9-H), 7.25-7.29
[7.25—-7.29] (m, 1 H, 10-H), 7.16-7.21 [7.16-7.21] (m, 1 H, 8-H), 7.10-7.14 [7.10-
7.14] (m, 1 H, 7-H), 6.91 (dd, J = 8.0, 2.2 Hz, 1 H, 6'-H; [7.01 (dd, J = 8.2, 0.7 HZ)],
6.64 [6.91] (d, J = 8.2 Hz, 1H, 7’-H), 3.67 [3.68] (s, 3 H, 11-CHgs), 3.47-3.54 [3.33—
3.41] (m, 1 H, 6-H), 2.30-2.59 (m, 2 H, 5-HaHs), 2.55 [2.37] (s, 1 H, 2-CH3), 2.43
[2.46] (s, 3 H, 5—CHa), 1.24 [1.24] (d, J = 7.0 Hz, 3 H, 6—CHS3) ppm. RMN *3C (100
MHz, CDCl3s): 6 = 162.1 [161.9] (11a—C), 155.5 [155.7] (2—-C), 154.6 [155.2] (4-C),
151.0 [150.6] (2'-C), 144.6 [144.4] (10a—C), 143.1 [143.1] (3a’-C), 140.5 [140.2]
(6a—C), 132.4 [132.7] (7a-C), 132.2 [132.1] (5'-C), 127.1 [127.2] (9-C), 125.7
[125.6] (8—C), 124.2 [124.3] (6'-C), 124.0 [125.2] (7-C), 122.9 [123.3] (10-C), 119.3
[119.2] (4-C), 114.4 [114.6] (4a—C), 109.5[109.6] (7'-C), 41.1 [41.4] (11—CHgs), 39.2
[38.2] (5—C), 32.6 [34.1] (6—C), 21.5[21.6] (5'-CH3), 18.0 [17.5] (6—CHs3), 14.7 [14.3]
(2—CH3) ppm. tr = 47 min. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 369 (M*, 45), 354 (100),
340 (37); tr = 50 min. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 369 (M*, 52), 354 (100), 340
(27). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para C23H2sNs [M + HJ]*: 370.2026,
encontrado: 370.2025.

6.5.7 4—(2,5-Dimetil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)-6,7,9,11-tetrametil-6,11—

dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4-flazepina 6f (mezcla de atropoisémeros o
rotameros). De 0.31 g (0.77 mmoles) de la 5-alil-6—(2,5-dimetil-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)-4—(3,5—dimetilfenil)metilamino)pirimidina 5h, 2.14 mL (3.17
g, 33.07 mmoles) de &acido metanosulfénico, y después de 60 minutos de
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calentamiento, se obtuvieron 0.21 g (0.52 mmoles, 68%) de 6f, C2sH27Ns (397.53
g/mol), como un soélido blanco. p.f. 163—-164 °C (heptano/acetato de etilo). Ri= 0.46
(heptano/acetato de etilo 40:60). IR (ATR): ¥max (cm™1) = 1559 [(C=N)coni. ciclica, S],
1475 [(C—H)deform. asim., S], 1436 [(C—H)deform. sim., S], 1380 [(N—CHs3), m]. RMN H (400
MHz, CDCls): & = 8.69 [8.72] (s, 1 H, 2—H), 7.51 [7.51] (s, 1 H, 4—H), 6.95 [6.95] (s,
1 H, 10-H), 6.92-6.94 (m, 1 H, 6'=H; [7.06] (dd, J = 8.2, 0.7 Hz)), 6.82 [6.82] (s, 1
H, 8-H), 6.72 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 7-H; [6.92-6.94] (m)), 3.68 [3.68] (s, 3 H, 11—
CHz), 3.35-3.43 [3.35-3.43] (m, 1 H, 6-H), 2.72 [2.60] (dd, J = 17.1, 2.3 [dd, J =
16.8, 2.4] Hz, 1 H, 5-Ha), 2.27-2.30 [2.36—2.40] (m, 1 H, 5-Hs), 2.53 [2.33] (s, 1 H,
2'—CHs), 2.43 [2.48] (s, 3 H, 5—CHa), 2.32 [2.30] (s, 3 H, 9—-CHs), 2.21[2.22] (s, 3 H,
7—CHa), 1.22 [1.23] (d, J = 7.3 Hz, 3 H, 6—~CHz) ppm. RMN 13C (100 MHz, CDCls): &
=161.3[161.5] (11a-C), 155.8 [156.1] (2—-C), 155.5 [155.9] (4—C), 150.9 [150.8] (2'-
C), 144.6 [144.5] (10a—C), 143.1 [142.9] (3a’-C), 136.4 [136.4] (9—C), 135.6 [135.6]
(6a—C), 134.7 [134.7] (7-C), 132.6 [132.8] (7a’-C), 132.2 [132.4] (5'-C), 128.2
[128.2] (8-C), 124.2[124.5] (6'-C), 123.3[123.2] (10-C), 119.3[119.0] (4-C), 113.1
[114.4] (4a—C), 109.7 [109.2] (7-C), 42.4 [42.3] (11-CH?3), 35.8 [34.9] (5-C), 30.8
[30.7] (6—C), 21.5 [21.6] (5—CHs), 21.0 [21.0] (9-CHz), 20.3 [20.3] (7—CHs), 15.0
[14.7] (6—CHs), 14.5 [14.1] (2’—CHs) ppm. GC-MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 397 (M*,
100), 382 (71), 368 (83). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para CzsH27Ns [M +
H]*: 398.2339, encontrado: 398.2338.

6.6 PREPARACION DE LAS 4—(DIMETILAMINO)-6,11-DIMETIL-6,11—
DIHIDRO-5H-BENZO[b]PIRIMIDOI[5,4—f]AZEPINAS 8a—c

Metodologia general

En balones de fondo redondo de 25 mL se disolvieron 0.15 g de cada una de las 4—
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cloro—6,11-dimetil-6,11—dihidro—5H—benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 7a—C
(previamente preparadas segun la metodologia establecida en el LSO),> en 5 mL
de dimetilformamida. La mezcla de reaccion se calent6 a 90 °C, y seguidamente se
le adicionaron 10 mL de una soluciéon de hidréxido de potasio 2 M. A continuacion,
se calent6 la masa de reaccion a 100 °C por un periodo de 4 horas (hasta el
consumo total del producto de partida, segun el control por CCF). Finalizada la
reaccion, se tratdé con una solucién diluida de HCI hasta llevarla a un pH = 8, y luego
se extrajo con acetato de etilo (3X30 mL). El extracto organico se lavé con agua (50
mL), y luego se seco sobre sulfato de sodio anhidro en un erlenmeyer. El disolvente
se elimind a presion reducida, y el residuo organico que queddé se purificé por
cromatografia en columna, usando como eluente una mezcla isocratica de

heptano/acetato de etilo (83:17).

6.6.1 4—(Dimetilamino)-6,8,11-trimetil-6,11-dihidro-5H-benzo[b]pirimido

[5,4-flazepina 8a. De 0.15 g (0.55 mmoles) de la 4—cloro—6,8,11-trimetil-6,11—
dihidro-5H—-benzo[b]pirimido[5,4—f] azepina Za, 5 mL de dimetilformamida (0.06
mmoles), 10 mL (1.12 g, 20 mmoles) de solucién de hidréxido de potasio 2 M, y
después de 4 horas de calentamiento, se obtuvieron 0.14 g (0.48 mmoles, 87%) de
8a, Ci7H22Nsa (282.39 g/mol), como un sélido amarillo. p.f. 88-89 °C
(heptano/acetato de etilo). Rf = 0.28 (heptano/acetato de etilo 80:20). IR (ATR): Vmax
(cm~1) = 1556 [(C=N)con;. ciclica, S], 1338 [(C—N), m]. RMN *H (400 MHz, CDCl3): & =
8.30 (s, 1 H, 2—-H), 7.07 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 10-H), 7.03 (dd, J=8.1, 1.4 Hz, 1 H, 9—
H), 6.99 (sa, 1 H, 7-H), 3.52 (s, 3 H, 11-CH3s), 3.41-3.49 (m, 1 H, 6-H), 2.83 (s, 6
H, 4-N(CHs)2), 2.74 (dd, J = 15.9, 1.7 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.60 (dd, J = 15.9, 10.4 Hz, 1
H, 5-Hg), 2.35 (s, 3 H, 8—CHs3), 1.41 (d, J = 7.0 Hz, 3 H, 6—CHs) ppm. RMN *3C (100
MHz, CDClz3): & = 167.3 (4-C), 160.4 (11a-C), 153.3 (2-C), 143.2 (10a-C), 141.8
(6a—C), 134.3 (8-C), 127.1 (9-C), 123.9 (7-C), 122.7 (10-C), 102.4 (4a—C), 42.2
(5-C), 41.5 (4—N(CHs)2), 40.7 (11-CHs), 33.4 (6—C), 21.1 (8—CHs), 18.3 (6—CH?3)
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ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 282 (M*, 44), 267 (100), 253 (52), 238 (14).
HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para C17H22N4 [M + H]*: 283.1917, encontrado:
283.1918.

6.6.2 8-Cloro—4—(dimetilamino)-6,11-dimetil-6,11-dihidro-5H-benzo[b]
pirimido[5,4-flazepina 8b. De 0.15 g (0.51 mmoles) de la 4,8—dicloro—6,11—
dimetil-6,11-dihidro-5H-benzo[b]  pirimido[5,4—flazepina 7b, 5 mL de
dimetilformamida (0.06 mmoles), 10 mL (1.12 g, 20 mmoles) de solucion de
hidréxido de potasio 2 M, y después de 4 horas de calentamiento, se obtuvieron
0.15 g (0.49, mmoles, 96%) de 8b, CisH19CIN4 (302.81 g/mol), como un solido
blanco. p.f. 108-109 °C (heptano/ acetato de etilo). Rf = 0.25 (heptano/acetato de
etilo 80:20). IR (ATR): ¥max (cm=2) = 1554 [(C=N) conj. ciciica, S], 1347 [(C—N), m]. RMN
1H (400 MHz, CDCls): § =8.29 (s, 1 H, 2—H), 7.19 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1 H, 9-H),
7.15(d, J=2.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, 10-H), 3.50 (s, 3 H, 11-CHs),
3.43-3.50 (m, 1 H, 6-H), 2.84 (s, 6 H, 4-N(CH3)2), 2.73 (dd, J = 16.0, 1.9 Hz, 1 H,
5-Ha), 2.60 (dd, J =16.0, 10.6 Hz, 1 H, 5-Hg), 1.41 (d, J = 7.0 Hz, 3 H, 6—CHs) ppm.
RMN 3C (100 MHz, CDCl3s): & = 167.3 (4-C), 160.1 (11a-C), 153.3 (2-C), 144.4
(10a-C), 143.9 (6a—C), 130.0 (8-C), 126.5 (9-C), 124.2 (10-C), 123.5 (7-C), 102.3
(4a—C), 41.8 (5—C), 41.5 (4—N(CHg)2), 40.7 (11—CHgs), 33.3 (6—C), 18.3 (6—CHz) ppm.
GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 302 (M*, 35Cl, 43), 287 (100), 273 (49), 258 (14).
HRMS (Q-TOF-ESI): m/z calculado para CisHi9CINa [M + H]*: 303.1371,
encontrado: 303.1372.

6.6.3 4—(Dimetilamino)-6,7,9,11-tetrametil-6,11-dihidro—-5H-benzo[b]

pirimido[5,4—f]lazepina 8c. De 0.15 g (0.52 mmoles) de la 4-cloro-6,7,9,11—

tetrametil-6,11—-dihidro-5H-benzo[b] pirimido[5,4—flazepina 7c, 5 mL de

dimetilformamida (0.06 mmoles), 10 mL (1.12 g, 20 mmoles) de solucion de
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hidréxido de potasio 2 M, y después de 4 horas de calentamiento, se obtuvieron
0.15 g (0.51, mmoles, 97%) de 8c, CisH24N4 (296.42 g/mol), como una pasta
transparente. Ri= 0.29 (heptano/acetato de etilo 80:20). IR (ATR): Ymax (cm™) =
1553 [(C=N)coni. ciclica, S], 1348 [(C-N), m]. RMN 'H (400 MHz, CDCls): § =8.33 (s, 1
H, 2—-H), 6.86 (s, 1 H, 10-H), 6.79 (s, 1 H, 8-H), 3.56-3.60 (m, 1 H, 6—H), 3.53 (s, 3
H, 11-CHs), 2.84 (s, 6 H, 4-N(CHzs)2), 2.91 (dd, J = 16.1, 3.3 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.81
(dd, J =16.1, 4.9 Hz, 1 H, 5-Hs), 2.34 (s, 3 H, 7-CH3s), 2.28 (s, 3 H, 9—CH3s), 1.25
(d, J=7.2Hz, 3H, 6-CHz) ppm. RMN *3C (100 MHz, CDClI3): § = 168.2 (4—C), 159.9
(11a-C), 153.5 (2-C), 146.0 (10a—C), 137.1 (6a—C), 135.9 (9—CHs), 134.2 (7—CH?3),
127.4 (8-C), 123.2 (10-C), 100.8 (4a—C), 41.6 (4—N(CHs)2), 41.6 (11-CHs3), 37.8 (5—
C), 31.7 (6—C), 20.9 (9—CHgs), 20.2 (7—CHs), 15.0 (6—CHs) ppm. GC-MS (El, 70 eV):
m/z (%) = 296 (M*, 53), 281 (73), 267 (100), 252 (17). HRMS (Q-TOF-ESI): m/z
calculado para CisH24N4 [M + H]*: 297.2074, encontrado: 297.2074.

6.7 PREPARACION DE LAS 4-BUTOXI-6,11-DIMETIL—6,11-DIHIDRO-5H-
BENZO[b] PIRIMIDO[5,4—f]AZEPINAS 9a—c

Metodologia general

En balones de 25 mL de capacidad se disolvié cada una de las 4—cloro—6,11—
dimetil-6,11-dihidro-5H—benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 7a—c (1.0 mmol) en n—
butanol (10 mL). Sobre cada una de estas disoluciones se adiciond carbonato de
cesio (2.0 mmoles), y, acto seguido, se calentaron a 130 °C hasta que los productos
de partida se consumieron completamente (control por CCF). Las mezclas de
reaccion se filtraron para eliminar el carbonato de cesio, y el disolvente se elimino a

presién reducida. Los crudos de la reaccion de butandlisis se purificaron por
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cromatografia en columna sobre silica gel, usando como eluente una mezcla

isocratica de heptano/acetato de etilo 91:9.

6.7.1 4-Butoxi—6,8,11-trimetil-6,11-dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—
flazepina 9a. De 0.15 g (0.55 mmoles) de la 4—cloro-6,8,11—-trimetil—-6,11—dihidro—
5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina 7a, 5 mL de n-butanol ( 0.05 mmoles), 0.36 g
(1.10 mmoles) de carbonato de cesio, y después de 46 horas de calentamiento, se
obtuvieron 0.11 g (0.34 mmoles, 95%) de 9a, Ci19H25N30 (311.43 g/mol), como un
sélido blanco. p.f. 45-46 °C (hexano/acetato de etilo). Rf= 0.37 (hexano/acetato de
etilo 80:20). IR (ATR): ¥max (cm™) = 1571 [(C=N)con;. ciclica, S], 1097 [(C-O), m]. RMN
'H (400 MHz, CDCls): 6 =8.29 (s, 1 H, 2-H), 7.05 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, 10-H), 7.01
(dd, J=8.4,1.6 Hz, 1 H, 9-H), 7.00 (d, J = 1.6 Hz, 1 H, 7-H), 4.27 (t, J= 6.6 Hz, 2
H, 1'-CH2-), 3.51-3.59 (m, 1 H, 6-H), 3.48 (s, 3 H, 11-CH3), 2.94 (dd, J=17.2,2.4
Hz, 1 H, 5-Ha), 2.53 (dd, J = 17.2, 10.8 Hz, 1 H, 5-Hs), 2.33 (s, 3 H, 8-CH3), 1.67—
1.74 (m, 2 H, 2-CH>-), 1.38-1.48 (m, 2 H, 3-CH>-), 1.43 (d, J = 7.2 Hz, 3 H, 6—
CHz3), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3 H, 4—CHs3) ppm. RMN *3C (100 MHz, CDCl3): & = 167.6
(4-C), 160.6 (11a—C), 153.4 (2—-C), 144.1 (10a—C), 140.5 (6a—C), 134.1 (8-C), 127.1
(9-C), 125.0 (7-C), 121.6 (10-C), 102.2 (4a—C), 66.3 (1'-CH2—), 39.5 (11-CHz3),
36.4 (5-C), 32.6 (6-C), 31.1 (2=CH2-), 21.0 (8—CH3), 19.3 (3'-CH2-), 18.6 (6—CH?3),
13.9 (4'-=CH3s) ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 311 (M*, 100), 296 (27), 282 (19),
254 (77), 240 (66), 226 (92). HRMS (EI-MS): m/z calculado para Ci9H25N30O:
311.1998, encontrado: 311.1995.

6.7.2 4-Butoxi—8-cloro-6,11-dimetil-6,11-dihidro-5H-benzo[b]pirimido

[5,4—flazepina 9b. De 0.15 g (0.51 mmoles) de la 4,8—dicloro—6,11-dimetil-6,11—

dihidro-5H—-benzo[b]pirimido[5,4—f] azepina 7b, 5 mL de n-butanol, 0.33 g (1.02

mmoles) de carbonato de cesio, y después de 46 horas de calentamiento, se
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obtuvieron 0.17 g (0.50 mmoles, 99%) de 9b, CisH22CIN30 (331.15 g/mol), como un
sélido blanco. p.f. 69—-71 °C (hexano/acetato de etilo). Rf = 0.31 (hexano/acetato de
etilo 80:20). IR (ATR): ¥max (cm=2) = 1567 [(C=N) conj. ciclica, S], 1100 [(C—O), m]. RMN
14 (400 MHz, CDCls): § =8.30 (s, 1 H, 2-H), 7.16 (dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 1 H, 9—H),
7.16 (d, J=2.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.06 (d, J = 9.2 Hz, 1 H, 10-H), 4.28 (t, J = 6.6 Hz, 2
H, 1"-CH2-), 3.52-3.61 (m, 1 H, 6—H), 3.45 (s, 3 H, 11-CHs), 2.94 (dd, J =17.2, 2.6
Hz, 1 H, 5-Ha), 2.53 (dd, J = 17.2, 11.1 Hz, 1 H, 5-Hs), 1.67-1.74 (m, 2 H, 2-CH>—
), 1.38-1.47 (m, 2 H, 3-CH2>-), 1.42 (d, J = 7.2 Hz, 3 H, 6—CH3), 0.94 (t, J = 7.4 Hz,
3 H, 4—CHzs) ppm. RMN 3C (100 MHz, CDCls): & = 167.7 (4-C), 160.3 (11a-C),
153.5 (2-C), 145.2 (10a-C), 142.6 (6a—C), 129.8 (8—C), 126.5 (9-C), 124.5 (7-C),
123.1 (10-C), 102.3 (4a—-C), 66.5 (1'-CH2-), 39.6 (11-CHgs), 36.0 (5-C), 32.5 (6-C),
31.1 (2-CH2-), 19.3 (3'-CH2-), 18.6 (6—CHs), 13.9 (4'-=CHs) ppm. GC-MS (El, 70
eV): m/z (%) = 331 (M*, 3Cl, 67), 316 (16), 302 (13), 274 (70), 260 (52), 246 (100).
HRMS (EI-MS): m/z calculado para C1sH22CIN3O: 331.1451, encontrado: 331.1440.

6.7.3 4-Butoxi-6,7,9,11-tetrametil-6,11-dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—

flazepina 9c. De 0.15 g (0.52 mmoles) de la 4—cloro-6,7,9,11—-tetrametil-6,11—
dihidro-5H—benzo[b]pirimido[5,4—f] azepina 7c, 5 mL de n-butanol, 0.34 g (1.04
mmoles) de carbonato de cesio, y después de 46 horas de calentamiento, se
obtuvieron 0.17 g (0.51 mmoles, 98%) de 9c, C20H27N302 (325.46 g/mol), como una
pasta amarilla. Ri= 0.16 (heptano/acetato de etilo 91:9). IR (ATR): ¥max (cm™2) =
1564 [(C=N) coni. ciclica, S], [1072 (C—0), m]. RMN H (400 MHz, CDCls): & =8.32 (s,
1 H, 2-H), 6.85 (s, 1 H, 10-H), 6.77 (s, 1 H, 8-H), 4.29 (id, J = 6.6, 1.0 Hz, 2 H, 1'—
CH2-), 3.55-3.63 (m, 1 H, 6-H), 3.52 (s, 3 H, 11-CHzs), 3.02 (dd, J = 17.2, 4.4 Hz, 1
H, 5—-Ha), 2.75 (dd, J = 17.2, 3.6 Hz, 1 H, 5-Hs), 2.33 (s, 3 H, 7—CH3), 2.26 (s, 3 H,
9-CHs3), 1.68-1.73 (m, 2 H, 2—CH>-), 1.42-1.47 (m, 2 H, 3-CH2>-), 1.37 (d, J = 7.2
Hz, 3 H, 6—~CHs), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3 H, 4—CHs) ppm. RMN 13C (100 MHz, CDCls):
6 = 168.4 (4-C), 159.7 (11a—C), 153.5 (2—-C), 146.4 (10a-C), 135.8 (6a—C, 9-C),
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134.7 (7-C), 127.3 (8-C), 122.7 (10-C), 100.8 (4a—C), 66.3 (1'—-CH2>—), 40.4 (11—
CHs), 32.9 (5-C), 31.2 (2—CH2-), 30.7 (6—C), 20.9 (9—CHg3), 20.4 (7—CHs), 19.3 (3—
CH2-), 16.1 (6—CHs), 13.9 (4'—CHs) ppm. GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) = 325 (M*,
100), 310 (39), 296 (26), 268 (67), 254 (52), 240 (64). HRMS (EI-MS): m/z calculado
para C20H27N30: 325.2154, encontrado: 325.2155
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7 DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Motivados por el amplio espectro de propiedades farmacoldgicas que le atribuyen a
los derivados de los sistemas heterociclicos nitrogenados de la dibenzo[b,flazepina,
la pirimidina y el benzimidazol, pero, especialmente, a aquellos compuestos en
cuyas estructuras estos sistemas heterociclicos se encuentran fusionados y/o
combinados de diferentes maneras, y también con el firme propésito de darle
continuidad a la linea de investigacion que se esta desarrollando actualmente en el
LSO, la cual estd encaminada hacia el desarrollo de nuevos agentes
anticancerigenos derivados de la 5,6—dihidro—11H-benzo[b]pirimido[5,4—
flazepina,>* en el presente Trabajo de Grado se definié como el objetivo principal de
estudio la funcionalizacion de la posicibn C—4 de este sistema heterociclico con
diferentes grupos de caracter nucleofilico, funcionalizaciébn que condujo a la
creacion de una bateria de nuevas moléculas de los tipos 6a—f, 8a—c y 9a—c.

Para llevar a cabo esta tarea, se tomé como marco de referencia la recién descrita
metodologia desarrollada en el LSO>* y otros protocolos reportados en la literatura,
que dieron suficiente soporte experimental para el disefio y la posterior puesta en
marcha de las secuencias de transformaciones quimicas que se presentan en los
esquemas 11y 12, las cuales, en esencia, resumen todo el trabajo de sintesis que

se realizd, y cuyos detalles son los que se discutiran en esta seccion.
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Esquema 11. Desarrollo de los nuevos hibridos moleculares del tipo 6,11-dimetil-4—(1H—
benzo[d]imidazol-1-il)—6,11—dihidro—-5H—-benzo[b]pirimido[5, 4—f]azepina 6a—f.

o TZ

N R N/ Z 4a-d
R=H, CH; N~ R
2_ NS
R2=H, CH;, OCH; § Rl ‘ -
R!'=R3=H, CH, N (> N
2 N )\
=N
K

6a-f Sa-h

Esquema 12. Funcionalizacion de las 4-cloro—6,11—-dimetil-5,6—dihidro—11H—
benzo[b]pirimido[5 4—flazepinas 7a—c a través de la sustitucion nucleofilica aromatica.

l

<DMF/OH” _BuOH _

R3

I\c —~z

=H, CH; Cl
R] =R3=H, CH,4

7.1 PREPARACION DE LA N—(5-ALIL-6-CLOROPIRIMIDIN=4—IL)-4—
METIL-BENCENO-1,2-DIAMINA 2

Para realizar la sintesis de la N'—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-4—metilbenceno—
1,2—diamina 2 fue necesario, primero, preparar, mediante protocolos reportados en
la literatura,®67 la 5-alil-4,6—dicloropirimidina 1. A continuacion, la 5-alil-4,6—
dicloropirimidina 1 y la 4—metilbenceno—-1,2—diamina se disolvieron en etanol, y, en
la presencia de la N,N—diisopropiletilamina (DIPEA), se calentaron a 110 °C durante

114 horas en un tubo sellado a presion autdgena (Esquema 13). Bajo estas
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condiciones de reaccion, el Unico producto de amindlisis que se obtuvo fue la N-
(5—alil-6—cloropirimidin—4—il)-4—metilbenceno—1,2—diamina 2, compuesto que se
aislo como un solido blanco con un rendimiento del 79%. La formacion del otro
posible regioisomero, la N!—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-5-metilbenceno-1,2—
diamina 2’, no se observd, ni durante los controles por CCF del avance de la
reaccion de amindlisis, ni durante el proceso de purificacion por cromatografia en

columna del crudo de la reaccion.

Esquema 13. Preparacion de la N*—(5- alil-6—cloropirimidin—4—il)-4—metilbenceno-1,2—

diamina 2

CH3CHZOH
110 °C

no se formo

Es un hecho bien conocido que las pirimidinas halégeno sustituidas, por el caracter
anfotero del ndcleo, se usan frecuentemente en las reacciones de sustitucion
nucleofilica arématica.®® En el caso particular de la 5-alil-4,6—dicloropirimidina 1, la
presencia de los atomos de cloro, por medio del efecto inductivo, induce un
incremento de la electrodeficiencia en los carbonos Csy Cs, pero, al mismo tiempo,
por efecto mesomérico, eleva la densidad electronica de los a4tomos de nitrdgeno
(Esquema 14). Sin embargo, este mismo efecto mesomérico por el cual el atomo
de cloro cede densidad electrénica a los carbonos Cs y Cs, hace que la electrofilia
de éstos no sea tan marcada, como si lo es en el caso de pirimidinas sustituidas por
grupos fuertemente electroatractores, lo cual repercute en los tiempos de reaccion
de la sustitucién de estos a&tomos. Ademas de la naturaleza de los sustituyentes
sobre los carbonos Cs y Cs de la pirimidina, otros factores que influyen en los

tiempos de las reacciones de sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr) son la fuerza
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del nucledfilo y de la base que cataliza la reaccién, asi como la naturaleza del
disolvente utilizado. En el caso particular que se esté tratando, y en correspondencia
con lo recién expuesto, el tiempo de reaccion tan prolongado que se requirié para
que ocurriera la reaccion de amindlisis (40 horas), se explica por el hecho de que
se uso un nucledfilo neutro (orto—fenilendiamina) y una base débil (DIPEA) para que

catalizara dicho proceso.

Esquema 14. Efectos electronicos de los atomos de cloro sobre los carbonos Ca 'y

Cs de la 5-alil-4,6—dicloropirimidina 1

:Cl:

NT = N:
(el ‘—’k)IClv ék/'(YHm

El primer indicio de la identidad del producto de amindlisis 2 se encuentra en su

espectro de IR (anexo 1), en el que se registran, aunque solapadas, entre 3374—
3279 cm, las bandas de absorcién anchas y de baja intensidad de la vibracién de
tensién del enlace N-H, tanto del grupo amino primario como del grupo amino
secundario. En este espectro también se constata la presencia de las bandas de
absorcién caracteristicas del fragmento alilo: la vibracién de tension del enlace C=C,
en 1633 cm, y la vibracién de flexién fuera del plano del enlace =C—H, en 923 cm~
1. La banda de absorcién intensa correspondiente a la vibracién de tension del
enlace C=N de sistemas conjugados, propia de pirimidinas, se registra en 1550 cm~
1. Entre 1480-1400 cm™ se presentan las bandas de deformacion asimétrica y
simétrica del enlace C—H de metilenos alifaticos, y, por ultimo, en la region de la
huella dactilar, en 1032 cm™, se observa la banda de absorcién asociada,

presumiblemente, a la vibracién de tension C—ClI.
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El espectro de masas del compuesto 2 (anexo 2) corroboro su formacion al registrar
el pico del i6bn molecular, cuya relacion masa—carga (m/z) coincidié con el peso
molecular de su formula condensada. La principal fragmentacion del ion molecular
esta definida por la pérdida de 15 unidades de masa, equivalentes a un grupo metilo,
gue da origen al catidon de tipo 5H—pirrolo[2,3—d]pirimidin—7—io, @1, que, a su vez, es
el i6n pico de base. La pérdida de 35 unidades de masa (correspondiente a un
atomo de cloro) desde el ion molecular, condiciona la formacion del cation ®2. A
partir del ibn molecular, y a través de una ruptura a al nitrégeno del fragmento 1,2—
bencenodiamina que esta directamente unido al nucleo de la pirimidina, que
involucra la pérdida del fragmento C7HsCIN3, se genera el cation radical ®3, cuya
estructura probable es la del m—toluidinio. Por otro canal de fragmentacion diferente,
el ibn molecular también pierde una molécula de cloruro de etilo, y mediante
sucesivos rearreglos intramoleculares genera el catiéon radical ®4, cuya estructura
probable es la del catidon radical triciclico 8—metil-11H—-benzo[b]pirimido[4,5—€]
[1,4]diazepinilio. Las posibles rutas de fragmentacion del i6n molecular del

compuesto 2 se muestran en el esquema 15.

Esquema 15. Patron de fragmentacién propuesto para el ion molecular de la N*—(5-alil-6—

cloropirimidin—4—il)-4—metilbenceno-1,2—diamina 2.
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] Q e Y
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@, [M™ - CI* M+
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La estructura de 2 quedd plenamente confirmada con el andlisis detallado del
conjunto de espectros de RMN H (anexo 3; Figura 10), RMN *3C (anexo 4), y los
espectros bidimensionales de correlacién homonuclear COSY 'H-'H (Figura 11) y
de correlacion heteronuclear HMBC (Figura 12) y HSQC. En la regién de campo
intermedio del espectro de RMN *H de 2 se observan las sefiales generadas por los
protones del fragmento alilo: en 3.58 ppm, un doblete de triplete (dt), que fue
asignado a los protones metilénicos (—CH2-), en 5.29 y 5.24 ppm, dos dobletes de
cuartete (dq), que fueron asignados a cada uno de los protones metilénicos
terminales (=CHz2), y, por ultimo, en 5.95 ppm, un doblete de doblete de triplete (ddt),
que fue asignado al proton metinico (=CH-). En la region aromatica del espectro,
entre 7.05—-6.63 ppm, se registran las sefiales con forma de singulete (para 3—H),
doblete de dobletes (para 5-H) y doblete (para 6—H) de los tres protones del anillo
de benceno, mientras que la sefial que fue asignada al protdn pirimidinico 2'-H se
registra como un singulete en 8.34 ppm. Los protones de los grupos amino
secundario y primario generan singuletes anchos, los cuales se registran en 6.36 y
3.64 ppm, respectivamente. Finalmente, el singulete que se observa en 2.27 ppm

fue asignado a los protones del metilo enlazado al carbono C—4.

La anterior asignacion de los protones se puede apreciar con mas claridad en el

espectro de RMN H del derivado 2, que se reproduce en la figura 10.
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Figura 10. Espectro de RMN *H de la N*—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-4—metilbenceno—

1,2—diamina 2
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La asignacion correcta de los protones alifaticos y aromaticos del compuesto 2 se
verificé con la ayuda del espectro de correlacion homonuclear COSY H-'H, el cual
se reproduce en la figura 11. Como se puede apreciar, en dicho espectro se resaltan
con lineas coloreadas las mutuas correlaciones vecinales y a mas de tres enlaces
de los diferentes protones de la molécula, asi: la linea azul celeste representa los
acoplamientos entre el proton metinico —CH=y los protones metilénicos =CH2(H-cis)
y =CHzH-trans), la linea roja representa el acoplamiento del protdbn metinico —CH=
con los protones metilénicos —CH2, en tanto que las lineas vinotinto y verde marino
representan los mutuos acoplamientos a cuatro enlaces’ que presentan cada uno

de los protones =CH2(H-cis), =CH2(H-trans) cON los protones metilénicos —CHz2; con las
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lineas morada y amarillo pardo se representan los acoplamientos a cuatro enlaces
que tienen lugar entre los protones aromaticos 3—H/5—H con los protones del grupo
metilo en C—4, y, finalmente, el acoplamiento vecinal entre los protones aromaticos

6—H y 5—H se resalto con la linea azul oscuro.

Figura 11. Espectro de correlacién homonuclear COSY H-'H de la diamina 2

3-H _CH— 4—CHs3 =
6-H l
l 5-H =CHypcir) l
' NH
‘ l ' on -NH:2 —pﬂ
| [I*™= —CHa-pans |
) '__._____m.____ Ik .r‘“-lll N \ .\lz__

l LM57 (DIAMINA)
COSY LMA 236F en COCI3

La asignacion correcta de los desplazamientos quimicos de todos los carbonos se
realiz6 mediante la interpretacion de los espectros de RMN 3C, DEPT 135, HSQC

y HMBC, reconfirmandose de esta manera la identidad del producto aislado.
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Sin embargo, para comprobar de manera totalmente inequivoca que 2 representa
en realidad un Unico compuesto con la estructura que se ha venido analizando y no
una mezcla de los dos posibles regioisbmeros que pudieron haberse formado
durante el proceso de la amindlisis de 1, a continuacion se presentan las siguientes
pruebas de indole espectroscopico que lo confirmaron. En primer lugar, en el
cromatograma del compuesto analizado se registro un solo pico cromatografico (tr
= 27 min), lo cual es un claro indicativo de su grado de pureza que excluye
automaticamente la posibilidad de que se tratara de una mezcla de regioisomeros,
porque de haber sido una mezcla, se hubiera registrado, con toda seguridad, dos
picos cromatograficos. Sin embargo, con esta evidencia dificilmente se puede

deducir la correcta estructura del producto analizado.

Que se trataba de un Unico producto y no de una mezcla de regioisémeros, también
se comprobd, en segundo lugar, porque las sefiales registradas en el espectro de
RMN *H integraban para 15 protones, pero especialmente porque en el espectro de
RMN 13C se registraron s6lo 14 sefiales, sin que ninguna de ellas se duplicara.
Aunque muy valiosas, estas evidencias tampoco fueron suficientes para definir
correctamente la estructura del producto analizado, pues los protones aromaticos
del regioisémero 2’, en principio, deben presentar la misma multiplicidad de sus
congéneres en 2. Para resolver el caracter ambiguo de las anteriores evidencias,
se recurrid, en tercer lugar, al analisis del espectro HMBC, enfocando la atencion
en las correlaciones que, eventualmente, podrian tener lugar entre los dos carbonos
cuaternarios C-2 y C—4 con el proton aromatico H-6, pues son justamente estas
correlacciones las que en definitiva corroborarian la estructura que se le asigné al
producto 2. En la figura 12 se presenta una expansion de la zona del espectro
HMBC, en la que se registraron las correspondientes sefiales de los carbonos y
protones aromaticos, uniendo con lineas de colores diferentes las correlaciones

registradas entre ellos. Como se puede apreciar, la linea azul que se trazé para unir
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al doblete que fue asignado al protén H—6 (7.05 ppm) con los contornos generados
por los carbonos cuaternarios C-2 (141.7 ppm) y C-4 (137.9 ppm), corresponde a
la evidencia que se estaba buscando y la que corroboré de manera inequivoca la
estructura que se le asigno al producto de amindlisis 2, ya que en el supuesto
espectro HMBC de su regioisdmero 2’, con seguridad, no se registrarian esas
correlaciones. La estructura de 2 también quedd refrendada con las correlaciones
gue se observaron entre el carbono cuaternario C-1 (121.8 ppm) y las sefales que
fueron asingnadas a los protones H-3 (6.65 ppm) y H-5 (6.63 ppm), lineas verde y

morada, respectivamente.

Figura 12. Expansion de la zona de las sefiales de los protones y carbonos arométicos en
el espectro de correlacion heteronuclear HMBC de la diamina 2
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Las bandas mas caracteristicas en la region del infrarrojo, las intensidades del i6n
molecular y de los principales iones fragmento, asi como los desplazamientos

qguimicos de los protones y carbonos de 2 se reportan en la parte experimental.

7.2 PREPARACION DE LOS 1-(5-ALIL-6-CLOROPIRIMIDIN=4—IL)-5—
METIL-1H-BENZO[d]IMIDAZOLES 3a,b. ETAPA DE LA FUNCIONALIZACION
DEL NUCLEO DE LA PIRIMIDINA CON UN ANILLO DE BENZIMIDAZOL

Con el fin de realizar la construccion del anillo de benzimidazol sobre la posicion C—
4 del preexistente nucleo de la pirimidina, la diamina 2, después de haber sido
completamente caracterizada, fue inmediatamente sometida a una reaccion de
ciclocondensacion oxidativa con los dos ortoésteres seleccionados, proceso
intramolecular que dio como resultado la formacién de los compuestos conjugados
3a,b (Esquema 16); la reaccién transcurrié en metanol y se catalizé con APTS.H:0,

siguiendo protocolos reportados en la literatura.32-38

Esquema 16. Sintesis de los 1—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-5—

metilbenzo[d]imidazoles 3a,b.

cl = Cl =
R APTS.H,0  N7TX
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El mecanismo generalmente aceptado para explicar la ocurrencia de la reaccion de
ciclocondensacion oxidativa entre orto—fenilendiaminas y ortoésteres se detalla en

el esquema 17.71.72

Esquema 17. Mecanismo de la reaccion de ciclocondensacion oxidativa de la

diamina 2 y ortoésteres.
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Los productos esperados de la anterior reaccion de ciclocondensacion oxidativa, es
decir, los 1—(5-alil-6—cloropirimidin—4—il)-5—metilbenzo[d]imidazoles 3a,b, vy
después de la debida purificacion por cromatografia en columna de sus
correspondientes crudos, fueron aislados como aceites viscosos de color amarillo

con rendimientos del 88% y 79%, respectivamente.

En los espectros de IR de 3a,b (anexos 6 y 11), aunque éstos pueden conducir a
una asignacion ambigua de las bandas de absorcion, especialmente de las que se
registran en la zona de la huella dactilar, se evidencia claramente la desaparicion

de las bandas de absorcidon asociadas a las vibraciones de tensiéon de los enlaces
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N-H y NHz, que son caracteristicas en el espectro de la diamina precursora 2. Las
bandas de absorcién del fragmento alilo también son caracteristicas en estos
espectros, registrandose, de mayor a menor valor del nUmero de onda, la banda de
la vibracién de tensién del enlace C=C, en 1638 (para 3a) y 1639 (para 3b) cm™, y
en 931 (para 3a) y 930 (para 3b) cm™, la vibracién de flexion fuera del plano del
enlace =C-H. La banda de absorcién intensa asociada a la vibracion de tension del
enlace C=N de sistemas heterociclicos pi—conjugados, como es el caso de la
pirimidina y el benzimidazol, se registra, ahora, en 1588 (para 3a) y 1525 (para 3b)

cm~L,

En los espectros de masas de estos dos compuestos (anexos 7 y 12) se registran
los picos de los iones moleculares, que corroboran las masas nominales de sus
férmulas condensadas; éstos, a su vez, representan también los iones picos de
base. La principal fragmentaciéon que presentan estos iones moleculares esta
definida por la pérdida de un atomo de hidrégeno, probablemente del sustituyente
C-2’, que da origen al cation @1 de alta intensidad, el cual, después de transponerse
y ciclarse, genera una estructura, presumiblemente, del tipo 6,7—dihidro—5H—
benzo[4,5]imidazo[1,2—a]pirimido[5,4—flazepin—6-ilio (para 3a) y 5,6,7,8—
tetrahidrobenzol[4,5]imidazo[1,2—a]—pirimido [5,4—g]azocin—6—ilio (para 3b); este i6n
fragmento, por pérdida de un metileno, genera el ion fragmento ®2 con una probable
estructura del tipo 5,6—dihidrobenzo[4’,5’imidazo[1’,2:1,6]—pirido [2,3—d]pirimidin—
6—ilio (para 3a) y 6,7—dihidro-5H-benzo[4,5]imidazo[1,2—a]pirimido[5,4—f] azepin—
6—ilio (para 3b). El ibn molecular de 3a, pero no el de 3b, se caracteriza también
porque pierde un atomo de cloro y genera el catiéon @3, al que se le asigné una
estructura probable del tipo 4—(5—-metil-1H-benzo[d]imidazol-1—il)-6,7—dihidro—
5H—ciclopenta[d]pirimidin—6—ilio. Por otro canal de fragmenteacioén, el ibn molecular
de 3b, pero no el de 3a, pierde un fragmento CsHe, presumiblemente una molécula

de propeno, y genera el cation radical @4 de intensidad media (32%), cuya
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estructura mas probable es la del 6—cloro—1,4—dimetilimidazo[4,5,1-hi]pirimido[4,5—
b] indolilio. La ruptura a al nitrégeno del benzimidazol que esta conectado al anillo
de pirimidina parece ser otra fragmentacion caracteristica de estos dos iones
moleculares, pues ambos pierden el radical C7HsCIN2 que condiciona la generacion
de los iones fragmento ®sde medianas intensidades (=18%), cuyas estructuras mas
probables podrian corresponder a las del cation 1H-benzo [d] imidazolio (m/z 131y

m/z 145, respectivamente).

En el esquema 18 se proponen las posibles rutas de fragmentacién de los iones
moleculares de 3a,b, mientras que los principales iones y sus intensidades relativas

se registran en la parte experimental, seccion 6.3.

Esquema 18. Patron de fragmentacién propuesto para los iones moleculares de los 1—(5—

alil-6—cloropirimidin—4—il)-5—metilbenzo[d]imidazoles 3a,b.
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El andlisis de los espectros de RMN 1H corroboré inequivocamente la estructura de

los productos esperados. Asi, en el espectro de RMN 'H del compuesto 3a (anexo
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8) se observan las sefales caracteristicas de los protones del fragmento alilo: la
sefal de los protones metilénicos (—CHz-) se registra como un doblete ancho (da)
centrado en 3.59 ppm, mientras que en 5.28 ppm y 4.96 ppm se registran las
sefales correspondientes a los protones metilénicos terminales (=CHz-cis)) Y
(=CHz(-wrans)), respectivamente, también como dobletes anchos. Por su parte, la
sefal del proton metinico aparece como un doblete de dobletes de tripletes (ddt),
centrado en 6.02 ppm. Las sefiales de todos los protones aromaticos se asignaron
de la siguiente manera: los singuletes que se observan en 8.93 y 8.25 ppm fueron
asignados a los protones pirimidinico 2'—H y benzimidazdlico 2—H, respectivamente;
este Ultimo singulete es el mas informativo, ya que su aparicion es una evidencia
irrefutable de la formacién del anillo de imidazol; los protones 4-H, 6-H y 7—H
resuenan en 7.64 ppm como un singulete ancho, y en 7.21 y 7.60 ppm como
dobletes, respectivamente. Por Ultimo, en la region alifatica del espectro, en 2.50

ppm, resuenan los protones del metilo unido al carbono C-5.

El espectro de RMN H del producto 3b (anexo 13) se diferencia del espectro de 3a
en que en la regién alifatica, en 2.44 ppm, resuenan los protones del grupo metilo
en C-2 del anillo imidazol. La otra diferencia considerable es que los protones
metilénicos [-CHaHe—] del fragmento alilo que en 3a eran magnéticamente
equivalentes, ahora son magnéticamente diferentes debido, posiblemente, a las
interacciones estéricas con los protones del grupo metilo en C-2, mucho mas
voluminoso que el hidrégeno (Esquema 19), ocasionando que cada uno de ellos
genere su propia sefal: el doblete de dobletes con constantes de acoplamiento de
15.2 y 7.2 Hz que se observa en 3.28 ppm fue asignado al protdon Hs, mientras que
al proton Ha se le asigno el doblete de dobletes de tripletes con constantes de

acoplamiento de 15.2, 5.6 y 1.5 Hz que se encuentra centrado en 3.50 ppm.
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Esquema 19. Posible explicacién gréfica del desdoblamiento equivalente y diferenciado

gque presentan los protones metilénicos en los espectros de 3ay 3b.
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La completa y correcta asignacion de los desplazamientos quimicos de los protones
se logré con la interpretacion de los espectros bidimensionales de correlacion
homonuclear y heteronuclear. Con la informacion suministrada por los espectros
H-'H COSY fue posible establecer los acoples geminales, vecinales y a mas de
tres enlaces de los protones alilicos, asi como los que tienen lugar entre los protones
aromaticos del fragmento de benzimidazol. A modo de comparacion y por tratarse
de las sefiales mas informativas, en la figura 13 se reproducen las expansiones de
las regiones de los espectros *H-'H COSY de los derivados 3a,b, en las que se
registran las sefiales de los protones alilicos. Asi, mientras que en el espectro del
compuesto 3b se observa claramente el acoplamiento entre los protones
diastereotopicos CHaHs (linea azul turquesa), este acoplamiento no se observa en
el espectro de 3a; en el espectro de 3b también se observa el desdoblamiento de
cada uno de los protones diastereotopicos CHaHs con el protén vecinal metinico
=C—-H (lineas amarillas), asi como los de este Ultimo protébn con sus protones
vecinales cis y trans (lineas azules ), y, por ultimo, también se evidencia que
solamente el proton Ha estd acoplando con los protones metilénicos terminales

(lineas verdes), aunque lo hace en mayor grado con el proton designado como cis.
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Figura 13. Expansiones de las zonas de los espectros *H-H COSY de los derivados 3a 'y

3b donde resuenan los protones del grupo alilo.
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Finalmente, en el espectro NOESY del derivado 3a (Figura 14), se observa un
“cross—peak” que indica la interaccion espacial que tiene lugar entre el protén 2— H
del benzimidazol y los protones metilénicos del alilo (1), con lo cual se puede inferir
que, en solucion de CDCIs, la conformacion mas estable para el compuesto 3a es

la que corresponde a la B del esquema 19.

Figura 14. Expansion del espectro NOESY del derivado 3a.
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La identidad inequivoca de los benzimidazoles 3a,b quedo6 plenamente confirmada
mediante la asignacion de los desplazamientos quimicos de los carbonos,
asignacion gue se efectu6 con ayuda de los espectros de correlacion heteronuclear
HSQC y HMBC. Los datos completos de RMN de estos dos compuestos estan

reportados en la parte experimental, seccién 6.3.

7.3 SINTESIS DE LAS 5-ALIL-4—(ARILMETILAMINO)-6—(1H-BENZO[d]-
IMIDAZOL-1-IL)PIRIMIDINAS 5a-h

En este punto, es preciso anotar que cuando nos disponiamos a realizar la sintesis
de los compuestos conjugados 5a-h, suponiamos que los 1—(5-alil-6—
cloropirimidin—4—il)-5—metil-1H-benzo[d] imidazoles 3a,b, en comparacion con la
dicloropirimidina precursora 1, tendrian que ser mas susceptibles a la accion de
agentes nucleofilicos, pues la presencia en el anillo de la pirimidina de un grupo
electroatractor, como lo es, en principio, el benzimidazol, acentuaria la electrofilia
del carbono pirimidinico Cs, con lo cual se favoreceria la sustitucion nucleofilica
aromatica del atomo de cloro ubicado en dicha posicién, y abriria, al mismo tiempo,
el camino para acceder a los nuevos hibridos pirimidina—benzimidazol disefiados y

sintetizados en este Trabajo de Grado.

Como agentes nucleofilicos se seleccionaron las N-metilanilinas sustituidas 4a—d,
las cuales se hicieron reaccionar con 3a,b en etanol a reflujo y en la presencia de
DIPEA, que se utilizd como catalizador basico de la reaccion de aminolisis
(Esquema 20). En estas condiciones de reaccion, y después de la purificacién por
cromatografia en columna de los correspondientes productos crudos, se aislaron

las 5—alil-4—(arilmetilamino)-6—(1H-benzo[d]imidazol-1-il)pirimidinas 5a-h, en su
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mayoria como sélidos blancos, a excepcion del derivado 5e, que se aislé como un

aceite viscoso de color amarillo, y con rendimientos del 74—-89%.

La elucidacion estructural de los compuestos conjugados 5a—h se realiz6 mediante
el andlisis de los espectros de IR, GC-MS y RMN monodimensional y bidimensional
de cada uno de ellos.

Esquema 20. Sintesis de las 5-alil-4—(arilmetilamino)-6—(1H-benzo[d]imidazol-1—
ilpirimidinas 5a—h

R!

RZ
g : 16\
e
T\II\/ | R? DIPEA R’ N Z
—_—
NS
N7 N PN \ CH,CH,OH N
)\ N R 100 °C §
- H ~
R N tubo sellado N j\\

N
R
3a,b 4a-d 5a-h
aR=H aR'=R>=R’=H aR=R'=R?=R’-H
b: R=CHj3 1_p3 2 1_p3 2
b: R'=R*=H, R? = CH; b: R=R!=R?=H, R?=CH,
c:R'=R3=H, R?= OCH, ¢:R=R!=R3=H, R’ = OCH,
d:R?=H,R'=R*=CH, d:R=R?=H,R'=R3>=CH;,

e:R=CH; R'=R*=R’=H
f:R=R?=CH; R'=R*=H
g:R=CH; R?=0CH; R'=R’=H
h:R=R'=R*=CH; R’=H

Los espectros de IR de estos compuestos (anexos 16 y 21), al igual que los de sus
precursores, registran las bandas de absorcién asociadas al fragmento alilo, la
pirimidina y el benzimidazol, aunque con leves modificaciones en sus nimeros de
onda. Pero, las bandas de absorcion que se registran en la zona de la huella dactilar
son muy ambiguas, y no fue posible, por lo tanto, realizar la asignacion exacta de

las mismas.
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El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
proporcioné mejores evidencias de la identidad de 5a—h. Llamé la atencion, en
especial, que en los cromatogramas de 5e y 5g se registraron dos picos con
diferentes tiempos de retencion (ver parte experimental, seccion 6.4), aunque sSus
espectros de masas registraron el mismo ion molecular con exactamente el mismo
patron de fragmentacion (para cada pareja), lo cual se tom6é como un claro indicio
de la formacion de isomeros. Posteriormente, con el analisis exhaustivo de sus

espectros de RMN, se pudo concluir que se trataba de rotameros.

En los espectros de masas de 5a—h se registran los picos de los iones moleculares,
cuyas relaciones m/z coinciden con los pesos moleculares de sus formulas
condensadas (ver parte experimental, seccién 6.4). Para los compuestos 5c, 5e (tr
=39 min), 5f, y 5g, sus iones moleculares representan, a su vez, los iones picos de
base, mientras que para los compuestos 5a, 5b, 5d, 5e’ (tr =40 min), y 5h sus iones
picos de base corresponden a los iones fragmento ®1, generados por la pérdida de
un atomo de hidréogeno desde sus respectivos iones moleculares, afectando,
presumiblemente, al N-metilo de la anilina; de ser asi, los iones ®1 podrian tener la
estructura del tipo 1H-benzo[d]imidazol-1—il)-9-aril-6,7—dihidro—5H—pirimido[4,5—
blazepin—9—ilio. En posteriores fragmentaciones, estos iones decaen, primero por
la pérdida de un metileno, que condiciona la formacion de los iones fragmento @2
de altas intensidades, cuyas estructuras podrian ser del tipo 1H-benzo[d]imidazol-
1-il)-8-aril-5,6—dihidropirido[2,3—d]pirimidin—8—ilio, y segundo, por la pérdida de
una molécula de eteno, que condiciona la generacion de los iones fragmento @3 de
baja y mediana intensidades, cuyas estructuras mas probables serian del tipo 1H—
benzo[d]imidazol-1—il)—7-aril-5H—pirrolo[2,3—d]pirimidin—7—ilio; a diferencia de ®,
los iones fragmento @3 son caracteristicos sélo para los compuestos 5d—h. Por otro
canal de fragmentacion, los iones moleculares de 5a, 5b, 5e y 5f pierden un radical

alilo y generan los iones fragmento de medianas intensidades ®4. Las rupturas a al
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nitrégeno del benzimidazol que esta conectado al anillo de la pirimidina parecen ser
otras fragmentaciones caracteristicas de los iones moleculares de estos
compuestos; mediante este tipo de rupturas es que se puede explicar la generacion
de los iones fragmento de medianas y bajas intensidades ®s y ®s, los que,
eventualmente, se podrian representar con las estructuras de los tipos 4—
(metil(aril)amino)-6,7—dihidro-5H-ciclopenta[d]pirimidin—6—ilio, ®s, 'y 1H-
benzo[d]imidazolio (m/z 131 y m/z 145), ®s, respectivamente. Las posibles rutas de
fragmentacion que experimentan los iones moleculares de 5a—h se proponen en el

esquema 21.

Esquema 21. Patrén de fragmentacion propuesto para los iones moleculares de las 5-alil-
4—(arilmetilamino)—6—(1H—-benzo[d]imidazol-1-il)pirimidinas 5a-h.
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Para simplificar la manera como se realiz6 la asignacion de los desplazamientos
quimicos de los protones de los compuestos 5a—h (ver parte experimental, seccion
6.4), se escogieron como modelos los espectros de RMN H de los derivados 5d

(anexo 18) y 5h (anexo 23), los cuales se reproducen en la figura 15.
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En la zona aromatica del espectro de RMN *H de 5d, de campo mas bajo hacia
campo mas alto, se registran las siguientes sefiales: en 8.68 y 8.17 ppm se
encuentran dos singuletes, que fueron asignados a los protones 2—H de la pirimidina
y 2”—H del anillo de imidazol; las sefales que se observan en 7.61 (singulete), 7.09
(doblete de dobletes) y 6.94 (doblete) ppm fueron asignadas a los protones del
benzimidazol 4"-H, 6"-H y 7"-H, respectivamente; las sefiales que fueron
asignadas a los protones aromaticos 4'-H, 2’-H y 6’-H del nuevo anillo de benceno,
cuya presencia evidencia que la amindlisis de 3a con la N,3,5-trimetilanilina 4d
ocurrié satisfactoriamente, se registran en 6.90 y 6.81 ppm como singuletes que
integran para uno y dos protones, respectivamente. Las multiplicidades de las
sefales de los anteriores protones se pueden detallar mejor en la expansion del

espectro que aparece en la parte superior de la figura 15.

A continuacion, en la zona intermedia del espectro, se encuentran las sefiales
pertenecientes a los protones del fragmento alilo y del grupo N—metilo: centrado en
5.21 ppm, se encuentra la sefial con forma de doblete de dobletes de tripletes que
fue asignada al protén metinico —C=H, éste presenta constantes de acoplamiento
de 17.1 Hz (con el proton =CH2(H-trans)), 10.1 Hz (con el proton =CHz-is)) y 6.1 Hz
(con los protones metilénicos —CH2-); cada uno de los protones metilénicos
terminales =CHgansHcis genera su propia sefial en forma de doblete de cuartetes,
siendo el proton Hcis el que resuena a campo mas bajo, en 4.63 ppm (J = 10.1, 1.5
Hz), mientras que su homoélogo Hians 10 hace en 4.27 ppm (J = 17.1, 1.5 Hz); los
protones metilénicos —CH2— resuenan a 2.58 ppm como un doblete de triplete con
constantes de acoplamiento de 6.1 Hz con el proton metinico, y 1.5 Hz que
corresponde a un acoplamiento de tipo “W” con los protones metilénicos terminales
=CHpuansHcis; €l singulete que se observa en 3.56 ppm fue asignado a los protones
metilicos del grupo N—CHs. Finalmente, en la zona alifatica del espectro, en 2.47 y

2.36 ppm, se encuentran dos singuletes que integran para 3 y 6 protones,
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respectivamente, los cuales fueron asignados a los grupos metilo 5’-CHs del

benzimidazol y 3'-CHs / 5—CHs del anillo de benceno.

El espectro de RMN H de 5h (espectro inferior en la figura 15), aunque es muy
similar al del compuesto 5d, presenta algunas diferencias. Tal como se observa en
las expansiones de las zonas aromatica y alifatica del espectro, la principal
diferencia radica en que el proton benzimidazdlico 7”—H ahora resuena a campo
mas alto que los protones del benceno, y que la sefial del grupo metileno terminal —
CH2— del fragmento alilo no logra resolverse bien, porque se solapa con el singulete

generado por los protones metilicos 5”-CHs del benzimidazol.

Figura 15. Espectros de RMN 'H de los compuestos 5d y 5h con las asignaciones de los

protones.
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En el espectro de correlacion homonuclear *H-'H COSY del compuesto 5d (Figura
16), ademas de los acoplamientos ya discutidos para los protones aromaticos y
alilicos de los precursores 3a,b, se observan los nuevos acoplamientos a 4 enlaces
entre los protones aromaticos equivalentes 2'-H, 6’-H y los protones metilicos 3'—
CHs, 5—-CHs (linea verde oliva), y el de estos ultimos con el proton 4'—H (linea verde
oscuro). También son evidentes las interacciones a 4 enlaces entre los protones
benzimidazolicos 4”-H y 6”—H y los protones del grupo metilo 5”—CHs (lineas rojo y
morado, respectivamente). Tal como se esperaba, el andlisis de este espectro
permitid concluir inequivocamente que la estructura que le fue asignada al
compuesto 5d era la correcta. De manera similar fueron corroboradas las

estructuras del resto de sus homadlogos.

Las asignaciones de los desplazamientos quimicos de todos los carbonos de 5a-h
se realizaron mediante la interpretacion de los espectros de RMN 13C, DEPT 135,
HMBC, y HSQC, reconfirmandose, de esta manera, la identidad de los productos
aislados. Todos los datos espectroscopicos de RMN de estos compuestos estan

reportados en la parte experimental, seccién 6.4.
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Figura 16. Espectro de correlacion homonuclear COSY H-*H de la 5-alil-6—(5-metil-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)-4—((3,5—dimetilfenil)metilamino)pirimidina 5d.
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7.4  PREPARACION DE LOS NUEVOS HiBRIDOS MOLECULARES DEL
TIPO  6,11-DIMETIL-4—(1H-BENZO[d]IMIDAZOL~1-IL)-6,11-DIHIDRO-5H-
BENZO[b]-PIRIMIDO[5,4—f]AZEPINA 6a~f

Después de que las estructuras de los precursores 5a—-h fueron establecidas
plenamente, éstos se sometieron a un proceso de ciclacion intramolecular de
Friedel—Crafts, utilizando como guia las condiciones experimentales de reaccion
determinadas con anterioridad en otros trabajos relacionados y realizados en el en
LSO;>* en dichos trabajos, fehacientemente se determiné que de todos los acidos
de Brgnsted evaluados, el que promovido mejor la ciclacion intramolecular de

sustratos analogos de 5a—h fue el &cido metanosulfonico.
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En este caso, después de haber probado varias relaciones entre el sustrato y el
acido metanosulfénico para promover la ciclacion de los productos de amindlisis
5a-h, la relacion 1:7 p/v (por cada gramo de sustrato se usaron 7 mL de acido)
resultdé ser la mejor. Asimismo, se encontré que los mejores rendimientos de los
productos de interés se obtenian cuando las reacciones se realizaban a 140 °C con
periodos de reaccion de 45-60 minutos. Adicionalmente, los controles del avance
de las reacciones por CCF evidenciaron que a temperaturas mas bajas y con
menores tiempos de reaccion, los precursores no se consumian completamente. En
estas drasticas condiciones de reaccién se formaron los productos de ciclacion 7—
exo—trig 6a—f con rendimientos que oscilaron entre el 14% y el 92%. En ningdn caso
se detectd la formacion de los posibles productos de ciclacion 6—exo—trig. También
es importarte dejar constancia que, en general, la purificacion por cromatografia en
columna de los productos esperados fue bastante dispendiosa, primero, porque se
formaron otros subproductos que coeluian con los productos de interés, y segundo,
porque algunos de ellos se retenian en las columnas, incluso cuando se utilizaron
mezclas de eluentes muy polares; este fue el caso de los productos de la ciclacion
de los precursores 5f y 59, que, aunque se intento en reiteradas ocasiones, no fue
posible aislarlos individualmente, y, por eso, sus propiedades fisico—quimicas y

espectroscopicas no se incluyeron en este manuscrito.

La formacién exclusiva de los productos de ciclacion 7—exo—trig 6a—f se puede
explicar con ayuda del mecanismo simplificado de reaccidén que se presenta en el
esquema 22. Se asume que la reaccién comienza con la adiccién de un protén al
doble enlace del fragmento alilo, segun la orientacién de Markovnikov, ’® adicién que
deriva en la generacion del carbocation A, el cual inmediatamente realiza el ataque
electrofilico al anillo de benceno del fragmento N-fenilo (arilo) y lo sustituye.
Teniendo en consideracion las drasticas condiciones de reaccion utilizadas, se

puede inferir que los productos de ciclacibn 7-exo—-trig se ven favorecidos
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termodinamicamente, mientras que los productos de ciclacion 6—exo—trig, por el
contrario, no se forman porque la generacion obligada del carbocatién B, como
resultado de una eventual transposicion 1,2—H de su progenitor A, es muy poco
probable debido al efecto altamente desestabilizador que ejerceria sobre él la
acumulacion de cargas en los dos anillos heterociclicos por la protonacion
simultanea de los dos nitrdgenos pirimidinicos y del nitrégeno piridinico del
benzimidazol. Esta acumulacion de cargas también podria explicar el por qué
tampoco ocurrié la sustitucion electrofilica aromatica en la posicion C-7 del anillo
de benceno del benzimidazol.”#76

Esquema 22. Mecanismo simplificado de la formacion de los hibridos moleculares 6a—f.
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¢:R=R'=R’=H,R*=OH
d:R=R?>=H,R!'=R*=CH;,
e:R=CH;,R'=R?>=R3=H
f:R=R!'=R*=CH; R?=H

Aunque lejos de ser confirmativo, el primer indicio de la formacion de los nuevos
hibridos moleculares 6a—f se encontré en sus espectros de infrarrojo (anexos 26 y
31), en los cuales se evidencio la desaparicion de la banda de vibracion de tensién

del enlace C=C, caracteristica del grupo alilo en los espectros de los precursores
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5a-h (en alrededor de los 1630 cm™). Algunas bandas de absorcién caracteristicas
de esta clase de compuestos son las que se registran cerca a los 1560 cm™, las
cuales se presume que son originadas por las vibraciones de tension del enlace
C=N de los nucleos de pirimidina e imidazol, y las dos que se registran en la region
de 1480-1438 cm, que son originadas, también presumiblemente, por las
deformaciones asimétrica y simétrica de los enlaces C—H. Adicionalmente, se
observan las bandas de absorcion correspondientes a la vibracién de tension del
enlace N—-CHzs, en 1395-1398 cm.

El andlisis de 6a—f por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS), aportd mejores evidencias sobre sus identidades. Asi, en los
cromatogramas de 6a—d y 6f se registré un Unico pico cromatografico, mientras que
en el cromatograma de 6e, al igual que en el de su precursor 5e, se registraron dos
picos con diferentes tiempos de retencién y diferentes areas cromatogréficas (ver
parte experimental, seccion 6.5); sin embargo, sus espectros de masas registraron
iones moleculares con la misma relacién m/z que decaen con exactamente el mismo
patron de fragmentacion, indicando con esto que la ciclacion de 5e (como mezcla
de rotameros inseparables) result6 en la formacion de su correspondiente producto
de ciclacibn 7-exo-trig 6e, el cual también representa una mezcla de
atropoisdmeros inseparables, tal como se pudo comprobar posteriormente con el

analisis exhaustivo de sus espectros de RMN.

En los fragmentogramas de 6a—f se registran los picos de los iones moleculares,

cuyas relaciones m/z coinciden con los pesos moleculares de sus formulas

condensadas (anexos 27 y 32). Los iones moleculares de 6a—d y 6f son, al mismo

tiempo, los iones picos de base, mientras que para la pareja de rotameros 6e el ion

pico de base corresponde al i6n fragmento que resulta de la pérdida de 15 umas
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desde el idbn molecular. Las fragmentaciones més caracteristicas de la mayoria de
los iones moleculares de 6a—f (Esquema 23) estdn asociadas a la pérdida de un
atomo de hidrégeno (excepto para 6e y 6f), que condiciona la generacién del i6n
fragmento @1, y a la pérdida de un radical metilo, que da origen al i6n fragmento @2,
cuya estructura probable seria del tipo 11-metil-4—(5—metil-1H—benzo[d]imidazol-
1-il)—6,11—dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepin—6-ilio. Con excepcion del i6n
molecular del hibrido 6c, ®2, a su vez, decae por la pérdida de un metileno y se
transforma en el ion fragmento @3, representado con una estructura probable del
tipo 10—metil-4—(5—metil-1H-benzo[d]imidazol-1—il)-5,10—dihidropirimido[4,5—

b]quinolin—5-ilio.””

Debido a que el hibrido molecular 6¢’ se retenia en la columna del cromatografo,
siendo, por tal razén, imposible su analisis por CG-MS, fue necesario, entonces,
acudir a la técnica de ionizacion por electrospray (ESI-MS) en el modo negativo,
con la que si se registrd, con una intensidad del 7%, el esperado i6n molecular en
su forma desprotonada [M—1]". Al igual que los iones moleculares de 6a—f, este i6n
también pierde 15 y 29 umas, pero es, quizas, la pérdida de 120 umas la
fragmentacién mas significativa, ya que ésta es la que condiciona la generacion del

i6n pico de base con una relacion m/z = 249.

Esquema 23. Patrén de fragmentacion propuesto para los iones moleculares de los
hibridos 6a—f.
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La interpretacion de los espectros de resonancia magnética nuclear de protones
(anexos 28y 33) y de carbono 13 (anexos 29y 34), proporciond todas las evidencias
gue se requerian para completar la identificacion inequivoca de los nuevos hibridos
moleculares sintetizados. Para exponer la manera como se determiné que la
ciclacion de Friedel-Crafts de todos los precursores 5 transcurrio por el modo 7—
exo—trig y no por el modo 6—exo—trig, se seleccionaron los espectros de RMN H de
los productos de ciclacion 6d (Figura 17) y 6f (Figura 22), cuyo analisis se presenta
a continuacion. En estos dos espectros se aprecia claramente que las sefiales de
los protones del fragmento alilico han desaparecido, y que a campo alto, en
aproximadamente 1.23 ppm, aparece un nuevo doblete que integra para tres
protones (este doblete aparece duplicado en el caso de 6f). Este doblete, que fue
asignado a los protones del grupo metilo de la posicion C-6, es la prueba mas
contundente de la ocurrencia de la ciclacion de los precursores por el modo 7—exo—
trig, y, por consiguiente, de la formacién exclusiva del nuevo anillo azepinico, ya que
de haber procedido la ciclacion por el modo 6-exo-trig, entonces, con toda
seguridad, se observaria un triplete. La formacion exclusiva del anillo central
azepinico se corroboro, adicionalmente, con la presencia de los dos singuletes que
se registraron en = 6.84 y 6.94 ppm, cada uno de los cuales, a diferencia de sus
homélogos en los precursores, integra para un proton; estos singuletes fueron

asignados a los protones 8—-H y 10-H, respectivamente.

Otras sefiales que refuerzan la formacién del anillo azepinico son las generadas por
los nuevos protones diastereotdpicos 5-HaHs, y la generada por el nuevo proton
enantiotopico 6-H. En el caso del espectro de 6d, las sefiales de los protones
diastereotopicos se registran como dobletes de dobletes centrados en 3.04 (5—Ha)
y 2.56 (5—-Hs) ppm, y con constantes de acoplamiento de 16.7 y 2.6 Hz (5—Ha), y
16.7 y 4.9 Hz (5-Hs), mientras que la sefal del proton 6—H se registra como un

multiplete en 3.44-3.51 ppm. De los dos valores relativamente pequefios de las
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constantes de acoplamiento vecinales entre los protones 5-HaHs y el protén 6—-H,
(26 y 4.9 Hz), se puede inferir que este Ultimo adopta una orientacién
pseudoecuatorial y, en consecuencia, el grupo metilo en C—6 se ve obligado a
adoptar una disposicion pseudoaxial; esta disposicion pseudoaxial del grupo 6—CHs
es contraria a la disposicion pseudoecuatorial que adopta en los hibridos 6a, 6b, 6¢
y 6¢’, en los cuales el valor de la constante de acoplamiento vecinal entre el proton
5-Ha 'y 6-H (= 10.4 Hz) es caracteristico para acoples axial-axial, mientras que el
valor de la constante de acoplamiento vecinal entre el proton 5-Hs y 6—H (= 1.7 Hz)
se ajusta mas a los valores para acoples ecuatorial-axial. Que el grupo 6—CHs en
el hibrido 6d esté obligado a adoptar una disposicién pseudoaxial, se puede explicar
también por la eventual desaparicibn o minimizacidbn substancial de las
interacciones de repulsion entre estos protones y los protones del grupo metilo
ubicado en la posicion C-7, interacciones éstas que si tendrian lugar si 6—CHs
adoptara una disposicion pseudoecuatorial.

Retomando el andlisis del espectro, se observa que en la zona de campos
intermedio y alto se registran cuatro singuletes, cada uno de los cuales integra para
tres protones, que fueron asignados a los cuatro grupos metilo presentes en la
molécula: el 11-CHs (3.66 ppm), el 5-~CHs (2.49 ppm), el 9—CHs (2.32 ppm), y el 7—
CHs (2.27 ppm), respectivamente. Al igual que en el espectro de su precursor, pero
con diferentes valores de ¢, los tres protones del anillo de benceno del benzimidazol
resuenan como doblete de dobletes (aparente) (7.12 ppm, para 6'-H), doblete (7.26
ppm, para 7’—H), y singulete (7.63 ppm, para 4'-H). Por ultimo, a campo mas bajo,
en 8.06 y 8.65 ppm, se registran dos singuletes que fueron asignados a los protones

2'—H y 2—H de los anillos del benzimidazol y de la pirimidina, respectivamente.

110



Figura 17. Espectro de *H RMN del hibrido molecular 6d con las asignaciones de los

protones
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Las asignaciones inequivocas de todos los protones se efectuaron con base en la
informacién suministrada por los espectros de correlacién homonuclear COSY H—
'H. A modo de ejemplo, en la figura 18 se reproduce el espectro COSY de 6d, en el
gue se resaltan con lineas coloreadas los acoplamientos geminales y vecinales que
tienen lugar entre los protones alifaticos del anillo azepinico central. La linea azul
representa el acoplamiento vecinal entre los protones 6—CHs y el proton metinico
6—H; las lineas verdes claro representan los acoplamientos vecinales entre los
protones diastereotopicos 5—-HaHs y el proton enantiotopico 6—H; y con la linea
amarillo pardo, el acoplamiento geminal entre los protones 5—Ha y 5—Hgs. Asimismo,
los acoplamientos a cuatro enlaces que se observan con nitidez entre los protones
aromaticos 8-H y 10-H y sus correspondientes grupos metilo vecinos se

representan con las lineas verde oliva y verde punteada. Interacciones similares a
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cuatro enlaces e incluso a cinco enlaces, se observan también entre los protones
4'-H, 6'-H y 7-H y los protones del grupo metilo 5-~CHs (lineas roja, morada y azul
oscuro, respectivamente). Finalmente, el acoplamiento orto entre los protones 6'-H
y 7’—H, asi como el acoplamiento meta entre 4'-H y 6’-H se resaltan con las lineas

amarillo y vino tinto, respectivamente.

Figura 18. Espectro de correlacién homonuclear COSY *H-*H del hibrido molecular 6d.
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Al analizar el espectro NOESY de 6d (Figura 19), se observa que tanto la sefial del
protén 2’—H como la del protén 7°—H del benzimidazol generan su correspondiente
cross—peak con la sefial del proton metilénico diasterotopico 5—Ha del anillo
azepinico (interacciones espaciales resaltadas con las lineas roja y verde oliva,
respectivamente). De la presencia de estas dos interacciones espaciales se puede

inferir que la rotacion en torno al enlace 4—C/1’-N, que es el que conecta al anillo
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de la pirimidina con el anillo de benzimidazol, no esta “restringida”, y, en
consecuencia, en solucidn, 6d existe como mezcla de rotameros, que resultan ser
indistinguibles por RMN. De manera similar, se comprobo que este comportamiento

conformacional también es una propiedad inherente de los homologos 6a—c y 6’c.

Otra interaccion espacial interesante que se registra en el espectro NOESY de 6d,
es la que tiene lugar entre los protones de los grupos metilo 6—CHs y 11-CHs (linea
morada), ya que ésta indica que dichos grupos tienen una disposicién cis uno
respecto del otro. Por ultimo, con el cross—peak que se observa entre la sefial del
proton enantiotopico 6—H y la de los protones metilicos 7—CHs (linea amarilla) se
reconfirma, una vez mas, la asignacion correcta que se hizo de la sefal generada
por estos ultimos (singulete), y, al mismo tiempo, la disposicion pseudoaxial del

grupo 6—CHs.

Figura 19. Interacciones espaciales registradas en el espectro NOESY del derivado 6d.
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Antes de presentar el analisis sobre las caracteristicas rotacionales del hibrido
molecular 6f, que también son comunes para su homélogo 6e, es pertinente hacer
una breve descripcion de lo que se entiende por quiralidad axial. Este término,
acufiado por Richard Kuhn, en el afio 1932, es utilizado para referirse al
esteroisomerismo que resulta de la disposicion no planar de cuatro grupos de dos
en dos alrededor de un eje quiral, de modo que la disposicion espacial resultante no
se puede superponer sobre su imagen especular. Esta clase de estereoisomerismo
estd ejemplificada por alenos y por atropoisbmeros, es decir, conférmeros
(rotameros) que resultan de la rotacion restringida alrededor de enlaces simples,
donde la barrera energética de rotacion es lo suficiente grande como para permitir
el aislamiento de especies enantiopuras.”® Kuhn establecié dos condiciones
necesarias para la existencia de quiralidad axial en moléculas semejantes al biarilo:
una rotacion sobre un eje estable, y la presencia de sustituyentes diferentes en
ambos lados del eje. A modo de ejemplo, en la figura 20 se presentan los rotAmeros

del acido [1,1'—bifenil]-2,2'—dicarboxilico (78) estudiados por Christie y Kenner.”®

Figura 20. Rotameros del acido [1,1'—bifenil]-2,2'—dicarboxilico (78)
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Los estudios por comprender mejor a esta clase de sistemas y sobre todo a la

rotacion de ese eje estable, han estado dirigidos a la determinacion experimental y

tedrica de los angulos interanulares en la conformaciéon de equilibrio de los mismos.

El fendmeno del atropoisomerismo se ha observado en diferentes sistemas, siendo

los mas estudiados las piridinas del tipo (79), por rotacion alrededor de un enlace
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C-C, los pirroles del tipo (80), por rotacion alrededor de un enlace C—N, los N,N'—
bipirroles del tipo (81), por rotacion alrededor de un enlace N-N, las piridinas orto—
orto’-ligando puente del tipo (82), por rotacion alrededor de un enlace C-C, los
pirroles orto—orto—ligando puente del tipo (83), por rotacion alrededor de un enlace
C—-N, los N,N’-bipirroles orto—orto’—ligando puente del tipo (84), por rotacion
alrededor de un enlace N-N, los complejos de piridina del tipo (85), por rotacién
alrededor de enlaces N—metal, y los complejos de piridina orto—orto”—ligando puente
del tipo (86), también por rotacion alrededor de enlaces N—-metal. También se
observa atropoisomerismo en sistemas del tipo (87), en los cuales dos
benzoheterociclos (quinolinas, indoles, benzimidazoles, etc.) estadn conectados,
generalmente, a través de sus anillos de benceno (enlace C-C), aunque se conocen

casos en los que la conexion de los anillos es a través de un enlace N-C.&°

Figura 21. Tipos de sistemas biciclicos que presentan atropoisomerismo
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Con base en lo anterior, ahora si se puede presentar el analisis detallado del
espectro de RMN *H del hibrido molecular 6f, con ayuda del cual se determiné que
este compuesto, y, de igual manera, su homdlogo 6e, representa una mezcla de
atropoisdmeros, que resultan de la rotacion restringida en torno al enlace Cs—N1
que conecta al nucleo de la pirimidina con el anillo de benzimidazol (por analogia al
atropoisomerismo que se observa en el sistema 87, pero por rotacion en torno al

enlace C-N).
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¢, Como se llegd a esta conclusion? Lo primero que llama la atencion al analizar el
espectro de este compuesto es que muchas de las sefiales estan duplicadas, y que
lo hacen presentando la misma multiplicidad y con practicamente las mismas
constantes de acoplamiento (ver parte experimental, seccion 6.5). Después, para
cuantificar la relacion de los dos rotameros, se midieron las areas de cada una de
las sefiales registradas, determindndose que ellos se encuentran en una relacion
1:0.5. A continuacion, utilizando como referencia los desplazamientos quimicos
registrados para los protones de los homadlogos 6a—d y 6¢’ (ver parte experimental,
seccidn 6.5), se realiz6 la asignacion de todas las sefiales (resueltas y solapadas),
las cuales fueron corroboradas inequivocamente con ayuda de los acoplamientos
geminales, vecinales y a mas de tres enlaces que se registraron en el espectro
COSY. EIl resultado de dicho analisis combinado y exhaustivo fueron las
asignaciones que, para mayor claridad, se incluyeron directamente sobre cada una
de las sefiales del espectro de RMN 'H que se reproduce en la figura 22 (las
asignaciones que aparecen en corchete pertenecen a los protones del

atropoisbmero minoritario).

116



Figura 22. Espectro de RMN H del hibrido molecular 6f con las asignaciones de los

protones.
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Que el hibrido molecular 6f representa una mezcla de atropoisémeros, distinguibles
por RMN !H, se puede apreciar mejor en su espectro de RMN 2C, en el que
practicamente todas las sefiales de los carbonos se encuentran duplicadas. Para la
asignacion inequivoca de cada una de estas sefiales se tuvieron en cuenta las
correlaciones C—H que se registraron en los espectros de correlacion heteronuclerar
HMBC y HSQC. De este andlisis combinado y exhaustivo resultaron las
asignaciones definitivas de todos los carbonos, las cuales, para mayor claridad, se
incluyeron directamente en el espectro de RMN 3C que se reproduce en la figura
23 (las asignaciones que aparecen en corchete pertenecen a los carbonos del

atropoisomero minoritario).
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Figura 23. Espectro de RMN 3C del hibrido molecular 6f con las asignaciones de los
carbonos
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Mediante un razonamiento similar al que se utilizé para dilucidar los aspectos
estereoquimicos del hibrido 6d, usando para ello nuevamente los valores de las
constantes de acoplamiento que presenta el protdn diastereotopico 5—Ha de los dos
rotdmeros (dd, J =17.1, 2.3y [J = 16.8, 2.4] Hz), muy similares, por cierto, a las del
mismo proton de su homologo 6d, se llega a la conclusién que en los rotAmeros 6f
la disposicion del grupo 6—CHs también debe ser pseudoaxial. La disposicion
pseudoaxial de este grupo fue corroborada en el espectro NOESY (Figura 24), al no
registrarse ningun “cross—peak” entre las sefales de estos protones y las sefiales
generadas por los protones del grupo metilo en C-7; en su lugar, se registré un

“cross—peak” entre las sefiales de estos ultimos y la sefial del protén enantiotdpico

118



6—H (linea verde oscuro). La disposicién pseudoaxial del grupo 6—CHs también
podria ser la causa de la aparicién del “cross—peak” entre la sefial de éstos y la
sefal de los protones del grupo 11-CHs (linea morada), interaccion espacial que, a
su vez, indica que estos dos grupos tienen una orientacién cis uno respecto del otro.
Por ultimo, la interaccion espacial que se registré entre el doblete centrado en 6.72
ppm, que fue asignado al proton 7'—H, y el doblete de dobletes centrado en 2.72
ppm, que fue asignado al proton diastereotopico 5—Ha (linea roja), asi como la
aparente ausencia de interacciones espaciales entre la sefal de los protones
metilicos 2’—CHzy cualquiera de las sefiales de los protones 5—HaHs, 6—-H y 6—CHs,
son una prueba fehaciente de que el rotAmero mayoritario es el que se ha

representado con la estructura que se muestra sobre el espectro.

Figura 24. Expansion del espectro NOESY del derivado 6f
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Aunque la estructura de 6f quedd completamente confirmada por RMN, surge, sin
embargo, la siguiente pregunta: ¢ por qué cuando se analiz6 este compuesto por
CG—-MS solo se registré un unico pico cromatografico (tr = 60 min) y un unico ién
molecular?. La respuesta proviene de la misma técnica de analisis. En CG-MS,
antes de ingresar a la camara de ionizacion, el compuesto analizado debe
previamente eluir de una columna cromatogréafica que ha sido calentada hasta los
250 °C, y es a través de este drastico calentamiento que los rotameros de 6f
adquieren la suficiente energia para superar la barra energética rotacional y puedan,
entonces, a través del enlace Cs—N1, interconvertirse “libremente”, y a una velocidad
tan alta que el cromatégrafo no alcanza a registrarlos como entidades quimicas
individuales; siendo asi, que sélo se haya registrado un unico pico cromatografico.
En el caso particular del hibrido molecular 6f, la mutua interconversion por rotacion
‘no restringida” de sus dos rotameros se ve favorecida por la disposicidon
pseudoaxial del grupo 6—CHs, pues ésta es la disposicion que menos impedimento
estérico crea para que se produzca la rotacion. No ocurre asi con el hibrido
molecular 6e, cuyo paso por la columna cromatografica, calentada con la misma
rampa de calentamiento que se utilizé para 6f, no produjo la suficiente excitacion de
sus dos rotameros para que se interconvirtieran “libremente”, lo que trajo consigo
que cada uno eluyera de la columna cromatografica como un ente individual,
generando su correspondiente pico cromatografico con su respectivo tiempo de
retencién (47 y 50 min), después de lo cual ingresaron a la camara de ionizacion,
donde cada uno gener6 su correspondiente iGn molecular, aunque ambos con la
misma relacion m/z = 369; como ya se comentd, estos iones moleculares exhiben

el mismo patrén de fragmentacion.

Si durante el andlisis de 6e y 6f se emplearon exactamente las mismas condiciones
experimentales, entonces, ¢cOmo explicar que los rotameros de 6f si se

interconvierten “liboremente”, mientras que para los rotameros de 6e su
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interconversion esta restringida? Todo parece indicar que el factor estructural que
favorece la rotacion y/o la restringe, es la disposicion opuesta que el grupo 6—CHz
ocupa en cada uno de los hibridos. En consecuencia, es evidente que el grupo 6—
CHs en el hibrido 6e, al adoptar una disposicion pseudoecuatorial, crea suficiente
impedimento estérico que dificulta, en un alto grado, la mutua interconversion de los

rotdmeros.

7.5  FUNCIONALIZACION DE LAS 4-CLORO-6,11-DIMETIL-5,6—-DIHIDRO-
11H-BENZO[b]PIRIMIDO[5,4—f]AZEPINAS 7a—c

Teniendo en consideracion el caracter electrodeficiente del anillo de la pirimidina,
no resulta dificil, entonces, inferir que la presencia de un atomo de cloro en dicho
heterociclo, maxime estdndo ubicado en una posicion que es alfa— y gama—
respecto de los dos nitrdgenos piridinicos del anillo, ofrece una magnifica
oportunidad para realizar la funcionalizacion dirigida de esa posicion con diferentes
agentes nucleofilicos, a través de la reaccién clasica de sustitucidbn nucleofilica
aromatica. Este fue precisamente el enfoque sintético que se utilizé en la Ultima
parte de esta investigacion (ya probado con éxito, por cierto, en la sintesis de los
precursores 5a—f), con ayuda del cual se logré el cumplimiento del segundo objetivo
propuesto al inicio de la investigacion, el cual consistia en desarrollar las dos
pequefias series de las 4—(dimetilamino)-6,11-dimetil-6,11—-dihidro-5H-
benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 8a-c y 4-butoxi—6,11-dimetil-6,11-dihidro—-5H—
benzolb] pirimido[5,4—f]lazepinas 9a—c, compuestos nuevos que fueron sintetizados

con el propdsito de estudiar su potencial actividad anticancerigena.
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Para acceder a estos nuevos derivados, las 4—cloro—6,11-dimetil-6,11—dihidro—
5H—benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 7a—c, preparadas previamente en el LSO,> se
calentaron por separado en una solucion 2 M de KOH en DMF, y en n—butanol en
la presencia de Cs2COs. Se encontro que en las condiciones de calentamiento
prolongado utilizadas, la DMF se hidroliza por accion de la soluciéon de KOH,
generando in situ dimetilamina, que, al parecer, es el agente nucleofilico encargado
de realizar la sustitucion nucleofilica del atomo cloro, promoviendo asi la formacién

de los productos de amindlisis 8a—c (Esquema 24).

Esquema 24. Posible mecanismo de la reaccién de amindlisis de las piridobenzoazepinas

7a—c con el sistema DMF/KOH.

Paso 1.

Paso 2.

De manera andloga, se presume que el butanol al reaccionar con el carbonato de
cesio genera una concentracion pequefia de butéxido de cesio, que actia como un
nucleofilo fuerte capaz de sustituir con gran eficacia al atomo de cloro, promoviendo

asi la formacion de los productos de butandlisis 9a—c (Esquema 25).
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Esquema 25. Posible mecanismo de la reaccién de butandlisis de las piridobenzoazepinas

7a—c con el sistema K>COs/n—-BuOH.

Paso 1. BuOH +Cs,CO; ~ — = BuO'Cs" + HCsCO;

Después del correspondiente tratamiento de los crudos de reaccion y de la
purificacion de los mismos por cromatografia en columna, los productos de
amindlisis 8a—c y de butandlisis 9a—c fueron aislados con rendimientos del 87-97%

y 95-99%, respectivamente.

Los nuevos productos 8a—c y 9a—c fueron caracterizados con ayuda de las mismas
técnicas espectroscopicas que se utilizaron en la caracterizacion de los productos
intermedios y finales ya descritos. Los espectros de infrarrojo de estos compuestos
son bastante parecidos (anexos 36y 41), ya que registran practicamente las mismas
bandas de absorcidn; la Unica diferencia notoria se observa para los derivados 9a—
C, en cuyos espectros, cerca de los 1118 cm, se registra una banda de absorcion
caracteristica que, presumiblemente, es debida a la tensién asimétrica del enlace
C-0. Teniendo en consideracion los datos de IR reportados previamente para los
compuestos 7a,c,>* es facil constatar que la banda de tension del enlace C-Cl ya
no se registra en los espectros de 8a,c y 9a,c, lo cual constituye una prueba directa

de que la sustitucién del atomo de cloro efectivamente ocurrio.
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Los espectros de masas (anexos 37 y 42) también corroboraron la formacion de los
derivados 8a—c y 9a—c, al registrar los correspondientes iones moleculares, cuyas
relaciones m/z coinciden con los pesos moleculares de sus férmulas condensadas.
Como se puede apreciar en el esquema 26, las fragmentaciones principales que se
proponen para los iones moleculares de 8a—c estan definidas por la pérdida de un
radical metilo, que condiciona la generacion del i6n fragmento @1, el cual resulta ser
el ion pico de base para los derivados 8a y 8b; en una subsiguiente fragmentacion,
@1 decae por la pérdida de un metileno y se transforma en el ién fragmento ®2, que
resulta ser el i6n pico de base para el derivado 8c. Por otro canal de fragmentacion,
los iones moleculares de 8a—c pierden el grupo dimetilamino de la posicion C-4 y

generan el ion fragmento @3 de intensidad intermedia (= 15%).

De otro lado, al igual que los iones moleculares de 8a—c, los iones moleculares de
9a—c, de los cuales el de 9a y el de 9c resultaron ser los iones pico de base, también
generan los iones fragmento @1 y ®2. Adicionalmente, estos tres iones moleculares
sufren una escision alfa al oxigeno y pierden el radical butilo Cs4Hg con la
concomitante generacion del ion fragmento ®4 de alta intensidad (= 72%), el cual
decae por sucesivas pérdidas de dos metilenos, generando los respectivos iones
fragmento ®sy ®s, siendo este Ultimo el idn pico de base para el derivado 9b.
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Esquema 26. Patrén de fragmentacién propuesto para los iones moleculares de los

derivados 8a—c y 9a—c
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Finalmente, el andlisis de 9a—c por espectrometria de masas de alta resolucion
(anexo 6.5), proporciond sus masas exactas y sus formulas condensadas (ver parte

experimental, seccién 6.7).

El analisis de los productos 8a-c y 9a—c por resonancia magnética nuclear
monodimensional y bidimensional corrobor6 la identidad inequivoca de cada uno de
los productos esperados (ver parte experimental, seccion 6.7). Con el propdsito de
abreviar el analisis de la caracterizacion de estas dos clases de derivados, se
seleccionaron los espectros de RMN H de 8c y 9c, (anexos 38 y 43), los cuales se
reproducen en la figura 25. En estos dos espectros se observa perfectamente que
las multiplicidades de las sefiales de los protones (aromaticos y alifaticos) del
sistema triciclico de la pirimidobenzoazepina son exactamente las mismas e incluso
con practicamente los mismos desplazamientos quimicos y con leves diferencias en

los valores de las constantes de acoplamiento, especialmente para los protones
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diastereotopicos 5-Ha y 5—-Hg; en el espectro de 8c, los dobletes de dobletes de los
protones 5-Ha y 5—-Hs se encuentran centrados en 2.91 (J = 16.1, 3.3 Hz) y 2.81
ppm (J = 16.1, 3.3 Hz), mientras que en el de 9c se registran en 3.02 (J =17.2,4.4
Hz) y 2.75 ppm (J = 17.2, 3.6 Hz), respectivamente. De los valores relativamente
pequefios de las constantes de acoplamiento vecinales de estos dos protones con
el protén enantiotopico 6—H, se puede inferir que en 8c y 9c, al igual que en 6d vy 6f,

la disposicion del grupo 6—CHs también debe ser pseudoaxial.

Las diferencias entre los dos espectros las constituyen las sefiales de los nuevos
grupos que se introdujeron en el sistema triciclico como resultado de la amindlisis y
butandlisis. Asi, en el espectro de 8c, en 2.84 ppm, se registra un singulete que
integra para 6 protones, el cual, sin lugar a dudas, es generado por los protones del
grupo dimetilamino ubicado en C—4. Por su parte, en el espectro de 9c se registran
cuatro nuevas sefales que integran para nueve protones: centrado en 4.29 ppm
aparece un triplete de dobletes (J = 6.6, 1.0 Hz), que fue asignado a los protones
metilénicos adyacentes al atomo de oxigeno (1’-CH2—), a campo mas alto, en 1.68—
1.73 ppm, se registra un multiplete que fue asignado a los protones metilénicos 2'—
CH2—, el multiplete que aparece en 1.42—1.47 ppm fue asignado a los protones 3'—
CH2—, y, finalmente, el triplete (J = 7.4 Hz) que se encuentra centrado en 0.94 ppm
es generado por los protones del grupo metilo terminal 4'—-CHs del fragmento

butoxilo.
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Figura 25. Espectros de RMN *H de los derivados 8c y 9c¢ con las asignaciones de todos
los protones
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7.6 ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA DE LAS NUEVAS 6,11-DIHIDRO-5H-
BENZOI[b] PIRIMIDO[5,4-f|AZEPINAS 4-SUSTITUIDAS SINTETIZADAS

El término «cancer» designa a un amplio grupo de enfermedades que pueden

afectar a cualquier érgano del cuerpo, y que frecuentemente se asocia con «tumores

malignos» 0 «neoplasias». Este grupo de enfermedades se caracteriza por el

crecimiento descontrolado de células anormales, que de no controlarse se

diseminan a otros organos, lo que se conoce como metastasis,?®! y cuyo desenlace
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inevitable es la muerte. El cancer es causado por factores externos como el tabaco,
la polucion, algunos virus, y dietas poco saludables, o por factores internos como
mutaciones genéticas heredadas, entre muchos otros. Hasta la fecha, se han
identificado mas de 100 tipos de cancer,® los cuales se clasifican segun el tipo de
célula del que proceden. La mayoria de los canceres conocidos se incluyen en uno
de los siguientes tipos principales: carcinomas, sarcomas, leucemias, linfomas y
mielomas. Los tumores, a su vez, se clasifican nuevamente de acuerdo al tejido u

organo de origen (por ejemplo, carcinoma de pulmén, o de mama).®3

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Segun el
altimo reporte publicado por la Organizacion mundial de la salud (OMS), en el afio
2012 se registraron 14.1 millones de casos de pacientes diagnosticados con esta
enfermedad, y alrededor de 8.2 millones de muertes a causa de ella.®* Segun el
perfil de enfermedades no transmisibles de la OMS del afio 2014, en Colombia,
después de las enfermedades cardiovasculares, los distintos tipos de cancer fueron
la segunda causa de muerte, atribuyéndoseles el 17% de las defunciones
documentadas en el pais.8> De otra parte, los datos estadisticos del Instituto
Nacional de Cancerologia (INC), indican que en en el pais, durante los afios 2007—-
2011, se registraron 29.734 casos nuevos de cancer por afio en hombres y 33.084
casos en mujeres. Durante ese mismo periodo, los difererentes tipos de cancer
causaron 16.081 muertes por afio en la poblacion masculina y 16.572 en la
femenina. Entre los hombres, los tipos de cancer mas frecuentes fueron: préstata,
estdmago, pulmédn, colon-recto y ano, y linfomas no Hodgkin, mientras que en las
mujeres, el cancer de mama, cuello del utero, colon-recto, ano, estobmago y tiroides

fueron los mas prevalentes.®®

Debido a que el cancer constituye un enorme problema de salud publica que no

reconoce fronteras ni condicion social, se han creado mudltiples instituciones
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gubernamentales y privadas que tienen como mision fundamental encontrar una
solucion radical a esta problematica. Una de esas instituciones es el Instituto
Nacional de Cancer de los Estados Unidos de América (NCI), ente que desde su
apertura, en el afio 1955, y a través de diversos programas, ha facilitado el

descubrimiento y desarrollo de nuevos agentes terapeuticos anticancerigenos.

Uno de los programas que ha creado el NCI, y al que se puede acceder de manera
gratuita, es el de Cribado sobre 60 lineas celulares de tumores humanos (en inglés,
NCI-60 Human Tumor Cell Lines Screen). Este programa, del cual el LSO es un
beneficiario activo, brinda la oportunidad a investigadores de todo el mundo de
proponer nuevas moléculas de origen sintético y natural para que sea estudiada su
actividad anticancerigena sobre un panel constituido por nueve subpaneles que
incluyen células de leucemia, melanoma, pulmén, coldn, ovario, prostata, mama,
sistema nervioso central y rifion, y que suman un total de 60 diferentes lineas
celulares tumorales de origen humano.®’” En el diagrama de flujo que se presenta
en la figura 26, y que fue extraido del original publicado en la pagina web del NCI,
se resume cada una de las etapas de los estudios de actividad anticancerigena que

se realizan en dicho instituto para el descubrimiento de nuevos medicamentos.
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Figura 26. Diagrama de flujo de los ensayos de actividad anticancerigena realizados por el

NCI
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Como se deduce del diagrama de flujo, para que un compuesto sea estudiado por
el NCI, inicialmente se propone su estructura, y de ser seleccionada, se envia al
instituto. Siguiendo estos lineamientos, trece de las estructuras de las nuevas series
de 6,11-dihidro-5H-benzo[b]-pirimido[5,4—flazepinas 4-sustituidas 6a—f, 8a—c vy
9a—c fueron sometidas al proceso de preseleccién, y de éstas, once fueron
seleccionadas (6a—d, 6f, 8a—c, 9a—-c). La evaluacion in vitro de la actividad
antitumoral de los compuestos elegidos se realiza en dos fases; la primera consiste
en su evaluacion a una Unica dosis (10~° M) sobre el panel completo de las 60 lineas
celulares. A partir de los resultados obtenidos, aquellas moléculas que presenten
una actividad que cumpla con los criterios del NCI pasaran a una segunda etapa en
la que se probaran sobre el mismo panel de las 60 lineas celulares, pero a cinco

diferentes concentraciones 0.01, 0.1, 1.0, 10 y 100 pM.

7.6.1 Protocolo y parametros empleados para la evaluaciéon de la actividad

anti—cancerigena®

Los compuestos seleccionados son inicialmente solubilizados en una mezcla
DMSO: glicerol 9:1 a una concentracion de 4.0 mM, para el primer ensayo a una
Unica dosis, y 40 mM, para el segundo ensayo a cinco dosis. En ambos casos, en
el momento de realizar los ensayos, la solucibn madre es diluida 1:400 hasta las
mayores concentraciones previstas para cada uno de los compuestos (10 o0 100 pyM,
respectivamente). A partir de estas soluciones se hacen rediluciones para obtener
las demas concentraciones requeridas para el ensayo a cinco dosis (0.01,0.1y 1.0
MM). Las 60 lineas celulares de tumores humanos del panel se cultivan en un medio
RPMI 1640 que contiene 5% de suero fetal bovino y 2 mM de L—glutamina. Las
células se inoculan en pozos durante 24 horas a 37 °C, 5% de COz2, 95% de aire y
el 100% de humedad relativa, antes de adicionar los huevos compuestos. Después
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de las 24 horas de incubacion, dos pozos de cada linea celular son fijados con &cido
tricloroacético (TCA), con el fin de medir la poblacion celular antes de la adicién del
farmaco (tiempo cero, Tz). Posteriormente, alicuotas de 100 uL del doble de la
concentracion deseada de las soluciones de los nuevos compuestos se adicionan
a cada uno de los pozos que ya contiene 100 puL del medio de cultivo. La solucion
del compuesto a evaluar contiene gentamicina (antibiético) a una concentracion de
50 pg/mL. Inmediatamente después de que se ha efectuado la adicién del farmaco,
las células se incuban durante 48 horas a 37 °C, 5% de CO2, 95% de aire y el 100%
de humedad relativa. Pasado este tiempo, se fijan las células con TCA, vy, a
continuacion, se adiciona una solucion de sulforodamina B en 1% de &cido acético,
y nuevamente se incuban durante 10 min a temperatura ambiente. Después de la
tincion se lee la absorbancia en un lector de placas a 515 nm. Con estos valores de
absorbancia se determina el porcentaje de crecimiento (PC), teniendo en cuenta el
tiempo cero (Tz), el control de crecimiento (C), y el crecimiento en presencia de los
nuevos compuestos evaluados (Ti), usando las siguientes expresiones

matematicas:

Ti-T,

PC = . * 100 (siT; =2 T,) Ecuacion 1
Ti—T, . . .
PC = ——* 100 (siT; < Ty) Ecuacion 2

Adicionalmente, para los agentes experimentales que logran pasar a la segunda

fase de los ensayos (5 dosis), se calculan tres parametros a partir de las curvas de

dosis—-respuesta. El primero de estos parametros es la concentracién para la

inhibicion del 50% del crecimiento (growth inhibition 50, Glso), que es la
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concentracion del farmaco que resulta en una reduccion del 50% del crecimiento
celular de una linea celular dada, con respecto al control. El Glso corresponde a la

concentracion del farmaco que cumple con la ecuacion 3.

TiTTz 4 100 = 50 = PC Ecuacion 3

z

El segundo parametro es la concentracion que se requiere para la inhibicion total
del crecimiento (total growth inhibition, TGI), que corresponde a la concentracién del
agente experimental que inhibe por completo el crecimiento de una linea celular

dada. A esta concentracion se cumple que Ti=Tz.

Finalmente, el tercer parametro experimental es la concentracion letal 50 (lethal
concentration 50, LCso), que es la concentracion del farmaco que resulta en una
disminucién de la poblacién celular del 50%, con respecto a la que habia en el
tiempo cero Tz. Esta concentracion corresponde a aquella para la que se cumple la
igualdad 4.

itz . 100 = —50 = PC Ecuacion 4

z

Estos tres parametros (concentraciones) se determinan siempre gue sus valores se
encuentren dentro del rango de las concentraciones evaluadas. De lo contrario, el
parametro es expresado como mayor o menor que el maximo o minimo de las

concentraciones evaluadas (>100 pM o <0.01 pM).
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7.6.2 Resultados del ensayo a una dosis (10 pM) de los compuestos
seleccionados

Los datos obtenidos para el ensayo a una dosis (one—dose data) se reportan en un
grafico de la media (mean—graph), el cual indica el porcentaje de crecimiento de las
células cancerigenas tratadas. El nUmero que se reporta en este ensayo es relativo
al control sin farmaco y al tiempo cero del cultivo celular. Esto permite determinar el
porcentaje de crecimiento (PC) (valores entre 0 y 100), o la letalidad (valores
menores que 0). El porcentaje de inbicién del crecimiento se calcula restando el
porcentaje de crecimiento de 100. Por ejemplo, un valor de PC de 100 significa que
no hay inhibicion del crecimiento, un valor de 60 significa un porcentaje de inhibicién
del crecimiento del 40%, un valor de 0 significa que no hay un crecimiento neto en
el curso del experimento, y un valor de —100 significa que todas las células estan

muertas.

En la tabla 1 se reportan los datos de porcentaje de inhibicién del crecimiento o de
letalidad sobre las 60 lineas celulares tumorales, calculados a partir de los datos de
porcentaje de crecimiento proporcionados por el NCI para los once compuestos
seleccionados 6a-d, 6f, 8a—c, 9a—c. De esos datos se deduce que los compuestos
4-butoxisustituidos 9a—c son totalmente inactivos, ya que su porcentaje de
inhibicion del crecimiento es practicamente nulo. Por su parte, de los derivados 4—
N,N-dimetilamino sustituidos 8a—c, el 8c no presentd ningun efecto sobre el
porcentaje de crecimiento de las células tumorales, mientras que 8a,b si exhibieron
una moderada actividad (porcentaje de inhibicibn del 66.50% y 68.80%,
respectivamente). Sin embargo, de estos dos, Unicamente 8b fue elegido para el
ensayo a cinco dosis debido a que cumplio con el criterio de seleccion establecido
por el NCI (porcentaje de inhibicion del crecimiento = 68). De otra parte, de los cinco
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hibridos benzimidazol-benzo[b]pirimido [5,4-flazepina evaluados, 6a—d mostraron
una destacada actividad inhibitoria (75.63-81.55%), por lo que fueron
seleccionados para la siguiente fase de los ensayos; por el contrario, el hibrido
sustituido en la posicién 2’—C por un grupo metilo 6f fue el que mostré los valores
mas pequefios de inhibicion del crecimiento, sin llegar a superar el umbral

establecido para continuar a la segunda fase.

De los valores de la tabla 1 es posible inferir, ademas, que los cinco compuestos
seleccionados para la segunda fase 6a—d y 8b, ejercieron un efecto citotoxico
(valores negativos) a la concentracion evaluada (10 uM) sobre algunas de las lineas
celulares de los nueve subpaneles. Esto significa que en el tiempo de incubacién
(48 horas), ellos indujeron la muerte de un porcentaje de la poblacion celular con
respecto a la inicial, es decir, la que habia en el tiempo cero. Son de destacar los
valores de letalidad que mostraron los compuestos 6b,c sobre la linea celular de
cancer de colén COLO 205 (-51.24 y —46.88 %, respectivamente), y el valor de
letalidad que presentd el compuesto 6a sobre la linea celular de melanoma SK—
MEL-5 (-49.20%), lo que significa que, a la concentracion evaluada, estos
compuestos mataron practicamente el 50%, e incluso un poco mas, de la poblacién

celular que habia en el tiempo cero Tz.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de crecimiento (Gl %) o letalidad (valores negativos, %)
de los compuestos evaluados 6a—d, 6f, 8a—c y 9a—c a una concentracion 10 uM sobre el

panel de 60 lineas celulares tumorales

Sub—panel de las % porcentaje de inhibicion de crecimiento (Gl %) de los compuestos evaluados®

lineas celulares
6a 6b 6¢ 6d
tumorales
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CCRF-CEM 86.67 88.64 92.04 9935 7838 7858 8183 - 983 294 -
HL-60(TB) 36.23 -21.99 -25.84 88.94 9836 591 -729 - - 026 -
K-562 9283 9346 9232 9243 8759 87.18 8569 498 827 387 -
MOLT-4 8797 8799 89.02 8727 7223 6941 7183 - 657 385 223
RPMI-8226 -9.63 -0.69 88.12 90.13 6496 67.59 68.68 1075 ND ND 253
SR ND 9857 -0.88 9549 88.65 ND ND ND 16.45 18.23 ND
AB49/ATCC 76.47 9161 86.39 7381 73.65 50.68 44.20 325 6.76 3.80 0.77
EKVX 59.25 5280 59.69 61.03 54.84 7282 70.75 7.59 13.98 8.52 10.46
HOP-62 66.11 7239 7164 6820 56.32 63.61 5811 - 817 22.83 3.65
HOP-92 76.00 8959 248 6165 88.76 47.56 4199 1216 - - 569
NCI-H226 4580 52.63 40.02 50.08 3842 1820 1444 - 636 849 -
NCI-H23 76.04 6599 6959 62.12 3830 4953 4990 - 831 8.08 542
NCI-H322M 38.67 36.54 5142 5151 26.65 18.83 26.78 — - - -
NCI-H460 96.74 96.49 96.02 92.74 77.36 8453 8548 - - - -
NCI-H522 -22.81 -29.98 8829 -0.32 8055 9524 86.64 10.43 17.34 1429 3.85
COLO 205 -33.40 -51.24 -46.88 99.71 4594 67.61 63.96 - - 127 -
HCC-2998 7322 7828 89.30 4794 2389 41.76 49.89 500 - - -
HCT-116 89.94 8883 93.16 8894 8262 8097 8308 748 - 177 1.06
HCT-15 9157 8775 86.82 76.62 67.39 79.43 8125 14.45 1483 0.69 1.54
HT29 99.16 -10.26 94.18 99.07 6574 9530 89.21 - 23.08 9.57 2.09
KM12 89.52 8350 87.78 7730 6127 7380 76.37 1137 083 177 -
SW-620 7709 7725 75.01 7863 8037 79.44 8212 - - - -
SF-268 80.09 7438 74.05 59.59 5410 5271 5549 - 185 229 -
SF-295 86.67 97.80 93.03 98.09 90.86 9348 9655 475 - 335 -
SF-539 9521 8319 89.27 93.75 7477 7167 9519 - 326 399 -
SNB-19 6235 62.19 6650 64.25 4958 56.20 6094 — - - -
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SNB-75 56.13 39.74 3675 7095 70.64 86.00 a0 525 18.12 1697 -
U251 8785 9318 8149 8537 6546 7875 7269 035 — 274 1.76
LOX IMVI 7919 7429 78.09 5346 56.95 6229 6420 1.96 - - -
MALME-3M  50.71 2310 2132 5478 5456 4677 4860 — 002 317 -
M14 80.33 8228 91.13 9480 7473 7532 77.79 466 — 272 -
MDA-MB-435 88.16 9579 -17.55 91.61 97.49 -6.18 32_20 3423 - 321 -
SK-MEL-2  67.31 -191 5263 8326 5331 6999 7266 — 448 711 -
SK-MEL-28 5564 46.86 3567 37.13 4096 4339 4763 - - -  —
SK-MEL-5  -49.20 -2423 -14.08 9151 86.42 8500 8894 536 - — 275
UACC-257 ND 7437 5268 5465 7422 ND ND ND - — ND
UACC-62 7851 6942 63.86 6935 6840 66.96 66.83 14.12 182 221 574
IGROV1 83.73 7813 7247 5525 5249 4052 4254 250 ND ND -
OVCAR-3 9068 79.76 9391 91.81 7855 86.04 9487 - - -  —
OVCAR-4 5348 3835 41.83 3853 4192 3887 5031 1355 048 404 061
OVCAR-5 4522 2095 2188 2342 878 1610 2618 - 321 955 -
OVCAR-8 91.36 9991 9099 8290 2839 4898 5410 - - - -
NCI/ADR-RES 82.87 94.88 9331 8537 9285 7147 7406 — 132 415 —
SK-OV-3 7039 9414 80.18 96.80 6847 64.87 5369 — 249 1520 —
786-0 7509 8933 8771 7722 6993 6515 6894 1034 — 735 550
A498 1171 8775 9358 9339 9901 -912 - - -
12.51
ACHN 7979 7337 7103 5042 6063 4671 5291 - - 1088 -
CAKI-1 8045 7543 7685 67.24 6271 6484 7487 12.76 6.27 13.00 9.50
RXF 393 2797 7874 6434 2483 -1038 5991 5736 - - - -
SN12C 7880 6837 69.89 56.90 37.69 5513 5214 - - 013 2097
TK-10 9179 5132 4642 6004 4671 8594 6821 - - -  —
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uo-31 73.14 6899 56,55 66.93 61.00 40.86 4056 8.05 9.52 16.96 6.03

PC-3 79.13 7550 7529 79.12 7533 67.16 67.06 18.09 599 1252 0.16
DU-145 88.16 89.15 89.82 8577 4473 3126 4763 — - - -
MCF7 87.11 8742 8392 8292 8130 8311 8480 - 990 1227 558

MDA-MB-

P3UATCC 73.08 6148 7114 63.23 38.83 43.71 4501 - ND ND -
HS 578T 79.78 6845 63.83 7493 59.14 9312 -126 - - 300 -
BT-549 -6.44 -0.75 -3.64 70.16 40.79 6941 7535 - - - -

T-47D 7557 4407 5540 71.15 51.14 6522 6287 2.05 1596 28.17 6.13

MDA-MB-468 61.97 90.24 9277 9384 96.08 87.00 7133 281 - - -

Media

Los valores en negrita indican los agentes experimentales que superaron el umbral de Gl %
establecido por el NCI; los valores negativos en negrita y color rojo indican efecto letal; ND, significa
no determinado; —, indica un porcentaje de crecimiento > 100; b cédigos NSC: 6a (D-786144/1); 6b
(D-788710/1); 6¢c (D-788712/1); 6d (D-788711/1); 6f (D-788717/1); 8a (D-786137/1); 8b (D-—
786138/1); 8c (D-786139/1); 9a (D-783663/1); 9b (D-783662/1); 9c (D-786121/1)

7.6.3 Resultados del ensayo a cinco dosis (100, 10, 1, 0.1 y 0.01 uM) de los

compuestos seleccionados

Como se mencion6 en la seccién anterior, los compuestos 6a—d y 8b fueron
seleccionados para la segunda fase de estudios multidosis, en la cual se determiné
su efecto sobre la inhibicion del crecimiento de cada una de las lineas celulares

tumorales del panel completo a cinco dosis diferentes (100, 10, 1, 0.1 y 0.01 uM).
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Con los valores de porcentaje de crecimiento obtenidos y empleando el software
COMPARE, se construyeron las curvas de dosis-respuesta (log de la
concentracion—Gl%), y a partir de éstas por interpolacion se obtuvieron los valores
de los tres parametros Glso, TGl (parametros de citostaticidad) y LCso (parametro de
citotoxicidad) para cada una de las lineas celulares. Adicionalmente, para cada uno
de los tres parametros se calcularon los valores promedio (MG-MID) para todas las
lineas celulares del panel y para los sub—paneles. En el calculo de los valores
promedio, para las lineas insensibles se tomao la mayor concentracion evaluada (100
UM).°0En la tabla 2 se reportan los valores de Glso, TGl y LCso para cada una de las
lineas celulares evaluadas, y en las tablas 3-5 se reportan los valores promedio
calculados de Glso, TGl y LCso para los nueve subpaneles y los valores de MG-MID

para el panel completo.

Los resultados obtenidos en este ensayo multidosis indicaron que los cinco agentes
experimentales evaluados exhibieron una considerable actividad antitumoral contra
la mayoria de las lineas celulares de los nueve subpaneles (ver Tabla 2), y que de
esos cinco, el derivado 8b, sustituido en la posicibn C-4 por el fragmento N,N—
dimetilo y en la posicién C-8 por un atomo de cloro, resulté ser el menos activo de
los cinco evaluados, al presentar valores de Glso en el rango de 0.40-14.80 uM y
un valor promedio de 3.98 uM. Se destaca, no obstante, la actividad inhibitoria de
8b contra las lineas de leucemia SR y K-562 y contra la linea celular de melanoma
MDA-MB-435, todas con valores de Glso < 1 yM. Para el criterio de actividad
citostatica TGI, se encontraron valores muy pequenos (muy buenos) como 6.55 uM,
y otros que superaron la maxima concentracion evaluada, es decir, mayores a 100
MM (malos). El MG-MID para este parametro (TGl MG—MID) fue 46.77 pM, un valor
de la actividad citostatica que puede considerarse como moderada (ver tabla 4). Por

el contrario, la actividad citotoxica de este compuesto, determinada por el parametro
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LCso, fue casi nula, ya que la mayoria de los valores para este parametro fueron
superiores a 100 uM, con un valor promedio de 97.72 uM (ver Tabla 5).

Entre los hibridos de tipo benzimidazol-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina 6a-d, el que
exhibe menor actividad (aun siendo activo) es el derivado 7,9—dimetil sustituido 6d.
Para este compuesto, los valores del pardmetro Glso se encuentran en el rango de
0.79 (para la linea celular de leucemia SR) a 11.05 uM, y el MG-MID es de 3.47
MM, un valor promedio muy bueno (ver Tabla 3). Los valores para el parametro TGl
se encuentran en el rango de 5.34 (para la linea de melanoma SK-MEL-5) a >100
MM, con un valor de MG-MID de 23.99 yM, que indica que este compuesto posee
mejor actividad citostética que el compuesto 8b, aunque también moderada. Al igual
que este ultimo, 6d tampoco es citotoxico, ya que el valor MG-MID para el

parametro LCso es de 89.13 uM (ver Tabla 5).

Los compuestos 6a—c resultaron ser los méas activos, pues sus valores de Glso y
TGI realmente fueron muy bajos contra la mayoria de las lineas celulares tumorales
(<1 uM para el primer parametro, y alrededor de 10 uM para el segundo parametro).
La concentracion Glso se encuentra en el rango de 0.02-11.60 uM, con excelentes
valores de MG-MID de 0.16, 0.05y 0.10 uM, para 6a, 6b y 6¢, respectivamente (ver
Tabla 3). Particularizando, estos tres compuestos presentaron valores de Glso < 1
MM sobre 51 de las 56 lineas celulares evaluadas (6a), sobre 49 de 52 (6b), y sobre
el total de las 56 lineas celulares (6¢). Son de destacar los valores de Glso de los
tres compuestos sobre el sub—panel de leucemia, los cuales son del orden
nanomolar, mas exactamente, entre 30 y 250 nM (0.03-0.25 uM). Los valores de la
concentracion TGl de 6a—c esta en el rango de 0.08-33.70 uM, con valores
excelentes de MG-MID de 10.23, 7.59 y 10.47 uM, respectivamente (ver Tabla 4).
De los valores de estos dos parametros (Glso y TGI) se infiere que los tres hibridos
6a—c poseen una potente actividad citostatica sobre todo el panel celular, es decir,
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que los tres presentan un amplio espectro de actividad antitumoral, y que ninguna
de las lineas celulares evaluadas presenta una sensibilidad notablemente
diferenciada hacia estos compuestos. Estos tres compuestos también ejercen un
moderado efecto citotoxico, que se deduce de los valores medios de LCso (MG—
MID): 58.88, 51.29 y 58.88 uM, para 6a, 6b y 6¢c, respectivamente (ver Tabla 5).

Al comparar la actividad antitumoral de estos tres compuestos, el derivado 8—metilo
sustituido resulta ser el mas activo. Con relacion al parametro Glso, este compuesto
es el que presenta el menor valor medio (MG-MID) (50 nM (0.05 uM)), y valores
comprendidos entre 20 y 50 nM (0.02-0.05 uM) sobre 42 de las 52 lineas celulares
evaluadas, y de 60 a 90 nM (0.06-0.09 uM) sobre 7 de las lineas celulares; solo
para tres lineas celulares el valor de Glso es mayor a 1 uM, siendo 11 yM el valor
maximo que se determind para la linea celular de melanoma MALME-3M. En
cuanto al parametro TGI, para este compuesto se encontraron valores que van
desde sobresalientes (0.06 uM) a moderados (67.6 uM), siendo 0.06 uM o 60 nM el
valor que se determiné para las lineas celulares de cancer de colon COLO 205, la
linea de cancer de sistema nervioso central SF-539 y la linea celular de melanoma
HL-60(TB). También fueron notables los valores de TGl (menores a 1 uM),
determinados para las lineas celulares de cancer de pulmon de células no pequefias
NCI-H522, de cancer de colén HT-29, de melanoma SK-MEL-5 y de mama BT-
549. Todo lo anterior indica que el compuesto 6b reveld una excelente actividad
citostatica sobre el panel celular completo. Asimismo, este compuesto presentd una
sobresaliente actividad citotdxica contra las lineas de cancer de colén COLO 205,
con un valor de 0.39 uM, y de melanoma SK-MEL-5, con un valor de 8.05 uM.
Estas dos lineas celulares demostraron ser ligeramente mas sensibles al compuesto

6b, que el resto de lineas de todo el panel.
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Tabla 2. Concentracion de inhibicion del crecimiento 50 (Glso, uM), concentracion de inhibicién total del crecimiento (TGI, pM) y
concentracion letal 50 (LCso) para todas las lineas celulares tumorales.?

Compuestos evaluados

Sub-panel de las lineas 6 | °6b | d6c { e6d

celulares de cancer "Glso TGl LCso Glso TGl LCso Glso TGl LCso| Glso | TGl LCso

(M) (M) (UM) (M) (M) (M) (M) (UM) | (BM) - (UM)
CCRF-CEM 0.05 [10.50| 91.3 | 0.04 [19.30|>100|0.03[14.50|>100| 2.78 |11.40| >100 | 2.92 |[18.00|>100
HL-60(TB) 0.03 | 0.08 | >100] 0.03 | 0.06 |>1000.10| 0.43 | >100 | 2.46 | 9.36 | >100 | 2.81 |15.80|>100
K-562 0.04 [11.20|>100] 0.03 |17.70| >100 | 0.04 [15.20| >100 | 1.50 | >100 | >100 | 0.78 | >100 |>100
MOLT-4 0.06 | 4.36 | >100| 0.04 |14.80|92.30{0.25(12.90|86.00| 2.46 | 9.57 |89.80| 3.52 |27.30|>100
RPMI-8226 0.15 | 1.82 |>100| 0.04 | 5.12 | >100]0.04| 3.88 | >100 | 2.59 | 9.08 | >100 | 3.53 |17.30|>100
SR 0.04 | 1.98 | >100| 0.04 |13.20|>100]0.04|11.10|>100| 0.79 | 8.62 | >100 | 0.46 |20.30 |>100
AB49/ATCC 0.25 |17.50] 53.8 | 0.04 |13.4048.50]0.25|12.60|48.20] 4.03 |56.90| >100 [10.70| >100 |>100
EKVX 0.15 |18.00|49.10| 0.06 |23.80|74.00]0.25|23.20|80.40| 4.76 | >100 | >100 | 2.77 | >100 |>100
HOP—62 0.17 |13.60|>100 | 0.04 |18.90|75.40/0.07 |18.20|61.60| 4.71 |30.00| >100 | 4.81 |73.40|>100
HOP-92 3.77 |18.70| >100 | 1.92 |22.90|67.00/0.33|15.90|80.80| 4.10 |32.90| >100 [11.00|69.60 |>100
NCI-H226 1.21 |18.70|82.90] 0.05 [22.3092.70|0.16 [16.30|72.90| 3.10 |17.90| >100 [11.00|57.80 |>100
NCI-H23 0.43 [19.40|>100| 0.07 |22.90|77.40|0.40 [23.40|>100 | 4.87 | >100 | >100 | 5.74 | >100 |>100
NCI-H322M 0.45 |17.10| 41.3 | 9ND |23.00|52.00| ND |22.60|50.40| 6.35 |34.90| >100 | 5.13 | >100 |>100
NCI-H460 0.23 [11.30|51.80] 0.03 | 1.70 |34.80|0.13|10.30|41.60| 3.40 |11.40|87.40| 3.86 |46.60|>100
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NCI-H522 0.12 | 5.68 |44.90] 0.02 | 0.07 |42.70]0.05| 0.33 |24.50] 2.07 | 6.53 | >100| 2.79 |35.30|>100
COLO 205 0.20 | 0.67 |28.20] 0.02 | 0.06 | 0.39 |0.18| 0.39 | 0.85 ]| 3.32 |10.50|57.10] 2.44 | 6.55 | 69.6
HCC-2998 0.30 [14.50|40.80] 0.04 (14.20|48.9010.33|13.30|45.60| 4.05 (61.80|>100| 6.90 |37.30|>100
HCT-116 0.07 [13.00|43.50] 0.03 (11.80|41.60]0.07 [14.90|56.60| 3.08 [14.60|>100 | 3.48 |23.50|>100
HCT-15 0.10 [12.50|40.40] 0.04 (12.20|42.7010.21|12.90|48.40| 3.58 (36.30|>100 | 2.83 |85.90|>100
HT29 0.09 |114.50|95.50] 0.03 | 0.46 |33.50|0.17| 0.61 |29.40] 3.13 |10.50|81.70] 3.22 |37.00|>100
KM12 0.11 |14.60|71.70] 0.04 |12.40|43.30]|0.13(11.70|40.40] 3.67 |26.00| >100| 3.15 | >100 |>100
SW-620 0.04 115.90|60.00] 0.04 |14.40|44.70]0.09(16.10|52.00] 4.10 |64.10|>100| 3.35 | >100 |>100
SF-268 0.21 |15.60|64.40] 0.05 |12.50|60.70]0.22(15.00|72.80] 6.04 | >100 | >100 | 8.09 | >100 |>100
SF-295 0.05 |12.20|35.50] 0.03 | ND |52.90]|0.03|11.00|54.70] 2.89 |12.00|>100] 1.98 | 9.85 | 76.6
SF-539 0.09 (11.60|35.90] 0.02 | 0.06 [27.80]0.03| ND |34.40| 2.74 | 9.16 |>100] 2.93 [12.20|>100
SNB-19 0.17 120.70|98.90] ND | ND | ND ]0.22{20.40|83.50| 4.22 | >100 | >100| 5.81 | >100 |>100
SNB-75 0.09 [18.10|47.60] 0.03 [14.90|50.60]0.05[19.90|62.70| 2.80 {13.20|>100| 2.02 | 8.52 |>100
U251 0.09 [13.90|48.70] 0.04 (11.80|38.40/0.15|11.60|37.00| 3.55 (19.40| >100 | 4.99 |29.10|>100
LOX IMVI 0.12 [13.00|45.00] 0.04 (12.50|45.0010.06 [14.50|67.70| 4.82 {33.40|>100| 6.00 |27.20| 95.8
MALME-3M 0.05 | 4.60 |25.60]11.00|23.70|51.30] ND [20.10|48.50] 3.61 |17.30|47.00] 3.73 |60.00|>100
M14 0.06 |14.10|50.00] 0.02 | ND |42.00]|0.07(13.60|48.90] 2.60 |11.20|52.50] 2.39 | >100 |>100
MDA-MB—435 0.03 [ ND |37.90] 0.02 | ND | ND |0.02| ND | ND | 2.44 (10.60|91.80] 0.40 |>100 (>100
SK-MEL-2 1.13 [18.30|58.60| 0.04 |15.30|45.30|0.19(13.40{42.80| 4.21 |26.60| >100| 5.88 |57.30|>100
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SK-MEL-28 1.84 [15.60|42.40| 0.07 |17.70|42.50|0.58 (19.80|46.50| 5.61 [20.70|51.50]10.80| >100 |>100
SK-MEL-5 0.14 | 1.32 |53.80] 0.03 | 0.20 | 8.05 |0.08 | 0.59 |12.50] 2.24 | 5.34 |19.80] 3.65 |13.80| 44.5
UACC-257 ND [ ND | ND | 2.71 ({20.40|45.60]/0.16[20.80|47.50/11.50(38.50|>100| ND [ ND | ND
UACC-62 ND | ND | ND | ND | ND | ND ]0.04|18.00|65.70] 3.13 |18.40|85.60] ND | ND | ND
IGROV1 0.26 | 7.68 |51.90] 0.06 |15.50|90.60]0.25(14.50|86.00] 5.46 | >100 | >100 | 8.48 | >100 |>100
OVCAR-3 0.04 | 0.41 |40.50] 0.02 [ ND |35.30/0.15|14.10|58.10| 3.32 (14.70| >100| 2.51 | 8.87 |>100
OVCAR-4 0.62 [24.70|>100] 0.08 [18.90|74.90]0.35|33.70| >100 | 4.18 (47.40|>100] 9.76 | >100 (>100
OVCAR-5 ND | ND | ND | 0.05 |22.10|56.00]0.29|26.80|87.80| 5.52 |24.40|90.90] ND | ND | ND
OVCAR-8 0.38 [22.90|>100] 0.03 {10.10|>100]0.24| 0.94 | >100| 3.79 (20.00|>100] 9.17 | >100 |>100
NCI/ADR-RES 0.06 |130.40|>100] 0.04 |67.60|>100]0.06 [59.50| >100 | 3.05 |19.50|>100| 2.40 |23.90|>100
SK-0OV-3 0.14 |17.70|67.90] 0.03 |13.50|44.40]|0.06 ({11.70|49.40] 4.41 | >100 | >100 | 4.93 |72.10|>100
7860 0.49 114.70|71.80] 0.04 |12.50|47.30]|0.06 [15.00|76.30] 3.53 |15.40|92.90] 8.26 |29.30| 94.5
A498 0.06 [17.00|53.101 ND [ ND | ND ]0.03| 0.09 |{53.80] 1.41 | 6.21 | >100 | 3.53 |19.20|>100
ACHN 0.38 |112.10|41.00] 0.05 |12.90|40.50]0.07 (15.30|88.90] 4.07 |18.30|72.10] 7.59 | >100 |>100
CAKI-1 0.13 [13.70|37.60] 0.03 (11.30|36.40]/0.06 [12.60|43.90| 3.37 (70.20| >100 | 3.12 | >100 |>100
RXF 393 0.06 [16.40|53.60] ND [24.00|72.30]0.03|25.30|88.40] 2.66 | 9.06 | >100| 2.03 | 6.98 |>100
SN12C 0.44 115.60|>100| ND | ND | ND ]0.38(20.50|>100| 4.37 |19.70|69.50]10.20]37.10|>100
TK-10 11.60(24.30(50.60| 0.09 (21.10{48.90| ND [24.80|61.00| 7.37 (>100 | >100 |14.80(>100 |>100
uo-31 0.32 | 7.11 |32.50] 0.08 |12.70|44.20]|0.11{13.10|42.20] 2.50 |16.20|>100| 4.40 |72.40|>100
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PC-3 0.06 |17.70|>100] 0.04 |20.40|>100]0.04 (21.00| >100| 2.25 |14.80|>100] 3.41 |81.60|>100
DU-145 0.24 115.60|40.90] 0.04 |11.70|36.50]0.33(12.10|43.50] 4.44 |63.70| >100| 5.49 | >100 |>100
MCF7 0.04 112.50|53.00] 0.03 |12.90|>100]0.04 (12.70|71.00] 3.42 | >100 | >100| 1.51 | >100 |>100
MDA-MB-231/ATCC 0.19 |116.60|88.80] ND | ND | ND ]0.23(18.60|>100 | 3.03 |14.60|>100| 5.84 |55.40|>100
HS 578T 0.10 |51.00| >100] 0.03 |15.30|>100]0.07(31.70| >100 | 3.00 |31.00|>100] 3.08 | >100 |>100
BT-549 0.31 | 8.25 | >100] 0.03 | 0.10 |37.00]|0.18( 7.12 {63.90] 2.93 |12.00|61.50] 6.63 |32.10|>100
T-47D 2.17 | 8.53 |78.30] ND [30.20|>100| ND [22.80|>100| 4.17 (24.90|>100] 6.56 | >100 |>100
MDA-MB-468 0.05 (19.20|92.70] 0.03 | ND |86.40]0.03|19.00|>100| 3.24 (27.00|>100] 2.66 [67.70|>100

Los valores en negrita corresponden a las concentraciones inhibitorias de Glso y TGl < 1 yM. 2 Datos obtenidos del ensayo in vitro a cinco
dosis del programa de cribado sobre 60 lineas tumorales humanas del NCI . Cédigos NSC: P 6a (D-786144/1); c6b (D-788710/1); 9 6¢c (D-
788712/1); ¢6d (D-788711/1); f8b (D-786138/1).9 ND, No detectado
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Segun el protocolo del NCI, la relacién que se obtiene al dividir el valor promedio
(MG-MID) de los parametros Glso y TGI del panel completo entre los valores medios
de cada uno de los sub—paneles (ver Tablas 3 y 4) se considera como una medida
de la selectividad del compuesto. Valores de esta relacion que resulten menores a
3, se pueden traducir como que el compuesto no es selectivo hacia ese sub—panel
celular; relaciones entre 3 y 6 indican una moderada selectividad, y valores
superiores a 6 indican una alta selectividad hacia el sub—panel especifico.®® Los
valores obtenidos de esas relaciones y que estan resumidos en las tablas 3 y 4,
revelan que ninguno de los cinco compuestos estudiados es selectivo hacia
cualquiera de los nueve sub-paneles celulares, pues los valores de las
selectividades calculados se encuentran en el rango de 0.03y 2.7, para el parametro

de Glso, y entre 0.31 y 2.05, para el parametro de TGI.

Tabla 3. Valores promedio de la concentracion de inhibicion de crecimiento (Glso, UM) Y
valores de selectividad de los compuestos 6a—d, 8b hacia los sub—paneles de lineas
tumorales I-IX.

Comp./ Sub-paneles de lineas celulares?

L MG-MIDP
Selectividad T v Vv VI VIE | vl IX

0.06/ | 0.75/ ] 0.13/ | 0.12/ | 0.48/ | 0.25/ | 1.68/ | 0.15/ | 0.48/ 0.16
267 ] 021 ]1123]133]0.33] 0.64 ] 0.10 ] 1.07 ] 0.33 '
0.04/ 1 0.28/ | 0.03/ | 0.03/ | 1.74/ | 0.05/ | 0.06/ | 0.04/ | 0.03/ 0.05
1.25]0.18 | 1.67 | 1.67 | 0.03 | 1.00 | 0.83 ] 1.25 | 1.67 '
0.08/ 1 0.21/] 0.17/| 0.12/ | 0.15/ | 0.20/ | 0.11/ | 0.18/ | 0.11/ 0.10
1.25] 048 | 0.59 | 0.83 | 0.67 | 0.50 | 0.91 ] 0.56 | 0.91 '
2.10/ | 4.15/ | 3.56/ | 3.71/ | 4.46/ | 4.25/ | 3.66/ | 3.35/ | 3.30/ 3.47
1.65] 084 | 0.97 | 0.94 | 0.78 | 0.82 | 0.95 ] 1.04 | 1.05 '
2.34/ | 6.42/ | 3.62/ | 4.30/ | 4.69/ | 6.21/ | 6.74/ | 4.45/ | 4.38/ 3.98
1.70 ] 062 | 1.10 | 0.93 | 0.85 ] 0.64 | 0.59 | 0.89 | 0.91 '

a], Leucemia; Il, Cancer de pulmén de células no pequefias; Ill, Cancer de colon; IV, Cancer SNC;
V, Melanoma; VI, Cancer de ovario; VII, Cancer renal; VI, Cancer de préstata; IX, Cancer de mama.
b El MG-MID de Glso (UM) para el panel completo significa el punto medio de la gréfica de la media

(mean—graph) = la sensibilidad media de todas las lineas celulares hacia el compuesto evaluado.
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Analogamente, la selectividad de los compuestos evaluados hacia una determinada
linea celular se calcula diviendo el valor de (MG-MID) del Glso del panel completo
entre el valor de Glso obtenido para dicha linea celular. Con respecto a este
parametro, el compuesto 6a exhibié una selectividad moderada hacia once lineas
celulares con relaciones entre 3.2-5.3; de estas once lineas celulares, cuatro
pertenecen al sub—panel de leucemia (lineas CCRF—CEM, HL-60(TB), K-562 y
SR), una al subpanel de cancer de colén (linea SW-620), una al sub—panel de
cancer del SNC (linea SF-295), dos al sub—panel de melanoma (lineas MALME—
3M y MDA-MB-435), una al sub—panel de cancer de ovario (OVCAR-3), y dos al
sub—panel de cancer de mama (MCF7 y MDA-MB-468). El compuesto 6b no fue
selectivo hacia ninguna de las lineas celulares sobre las que se evalto. El
compuesto 6¢ exhibié una selectividad moderada (3.33-5.00) sobre 7 lineas
celulares: CCRF—CEM de leucemia, SF-295 y SF-539 de cancer de SNC, MDA-
MB—-435 de melanoma, A498 y RXF 393 de cancer renal, y MDA—-MB-468 de cancer
de mama. El compuesto 6d también presenté una selectividad moderada (4.41)
hacia la linea celular de leucemia SR. Finalmente, el compuesto 8b mostré una
selectividad moderada (5.10) hacia la linea celular de leucemia K-562, pero una
alta selectividad hacia las lineas celulares SR de leucemia (8.65), y MDA-MB-435

de melanoma (9.95).

Tabla 4. Valores promedio de la concentracion de inhibicién total del crecimiento (TGI, uM)
y valores de selectividad de los compuestos 6a—d, 8b hacia los sub—paneles de lineas

tumorales |-IX.

Comp./ Sub-paneles de lineas celulares® ‘ MG-
Selectividad |

" v v | v VIl VI [ x| MIDP
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24.67/ | 43.39 | 31.97/ | 42.29/ | 20.23/ | 46.57/ | 31.88/ | 39.25/ | 34.92/ 23.99
0.97 | /0.55 0.75 0.57 1.19 0.52 0.75 0.61 0.69 '

33.11/ | 75.86/ | 55.75/ | 43.28/ | 65.47/ | 67.48/ | 58.12/ | 90.80/ | 75.87/ 46.77
1.41 0.62 0.84 1.08 0.71 0.69 0.80 0.52 0.62 )

a1, Leucemia; Il, Cancer de pulmén de células no pequefias; lll, Cancer de colon; IV, Cancer SNC;
V, Melanoma; VI, Cancer de ovario; VII, Cancer renal; VIII, Cancer de préstata; IX, Cancer de mama.
b El MG-MID de TGI (uM) para el panel completo significa el punto medio de la gréfica de la media

(mean—graph) = la sensibilidad media de todas las lineas celulares hacia el compuesto evaluado.

Finalmente, al analizar detalladamente los datos reportados en la tabla 5, se
constata que los derivados 6a—c presentaron baja y moderada actividad citotoxica
sobre la mayoria de subpaneles celulares. Definitivamente, los tres compuestos no
fueron citotoxicos contra el sub—panel de leucemia, pero fueron moderadamente
citotéxicos, especialmente, contra los subpaneles de cancer de colén, con valores
medios de LCso de 54.30, 36.44 y 39.04 uM, para 6a, 6b y 6¢c, respectivamente, y
de melanoma, con valores medios de LCso de 37.84 uM, para 6a, 39.96 uM, para
6b y 47.51 uM, para 6c¢.

Tabla 5. Valores promedio de concentracion letal (LCso, UM) de los compuestos 6a—d, 8b

contra los sub—paneles de lineas tumorales |-IX.

Sub-panel de lineas celulares?

v \% VI ‘ Wil ‘VIII IX MG-MID®
G| 98.55 | 69.31 | 54.30 | 55.17 | 37.84 | 76.72 | 55.03 | 70.45 | 85.47 |  58.88
G| 98.72 | 62.72 | 36.44 | 46.08 | 39.96 | 71.60 | 48.27 | 68.25 | 84.68 |  51.29
[ 97.20 62.27 | 39.04 | 57.52 | 47.51 | 83.04 | 69.31 | 71.75 | 89.15 | 58.88
6d 98.30 98.60 | 91.26 | >100 | 72.02 | 98.70 | 91.81 | >100 | 93.58 | 89.13
8b >1oo >100 | 95.66 | 96.10 [ 91.47 [ >100 [ 99.31 | >100 | >100 97.72

a |, Leucemia; Il, Cancer de pulmén de células no pequefas; Ill, Cancer de colon; IV, Cancer SNC;

V, Melanoma; VI, Cancer de ovario; VII, Cancer renal; VIII, Cancer de préstata; 1X, Cancer mama.

b El MG-MID de LCso (uM) para el panel completo significa el punto medio de la gréafica de la media

(mean—graph) = la sensibilidad media de todas las lineas celulares hacia el compuesto evaluado.
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En general, se concluye que los nuevos hibridos del tipo 4—(5-metil-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)—6,11—dihidro—-5H—benzo[b]pirimido[5,4—f]lazepina 6a—c
presentan una sobresaliente actividad anticancerigena, que se evidencia a través
de los valores determinados para sus parametros de citostacidad (Glso y TGl), y
entre baja y moderada citotoxicidad (LCso). Estos compuestos presentan una baja
selectividad hacia la mayoria de lineas celulares y sub—paneles, es decir, son

compuestos con un amplio espectro de actividad anticancerigena.

De los cinco compuestos que fueron evaluados a cinco dosis, cuatro fueron
excluidos para posteriores estudios, pero el destino del derivado 6b dependera de
la decisidn que tome el comité de evaluacion bioldgica del NCI, y de ser positiva la
decision, entonces, pasara a la etapa de ensayos in vivo, los cuales comprenderian

inicialmente el de toxicidad aguda y el ensayo de fibra hueca.
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8 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Empleando una ruta de sintesis sencilla, basada en reacciones clasicas como la
sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr), la ciclocondensacion oxidativa y la
alquilaciéon intramolecular de Friedel-Crafts, se realiz6 con éxito la preparacion de
las nuevas series de 6,11-dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 4—
sustituidas 6a-f, 8a—c y 9a-c, para las cuales se reportan por primera vez sus
caracteristicas fisicas y espectroscépicas; cumpliéndose asi con el principal objetivo

del presente Trabajo de Grado.

Se ratificd, una vez mas, que la 5—alil-4,6—dicloropirimidina 1 es un precursor idéneo
para realizar la construccion de sistemas del tipo dihidrobenzo[b]pirimido[5,4—

flazepina polisustituida.

Se establecié que la reaccion de amindlisis de la 5—alil-4,6—dicloropirimidina 1 con
la 4—metilbenceno—1,2—diamina ocurrié con formacion de un Unico regioisémero y

con un excelente rendimiento.

Se demostré que la ciclacion electrofilica intramolecular de Friedel-Crafts es una
metodologia apropiada para promover la construccion de nuevos sistemas
heterociclicos nitrogenados, que en este caso permiti6 el acceso exitoso a los
nuevos hibridos moleculares del tipo benzimidazol-benzo[b]pirimido[5,4—flazepina
6a—f con buenos rendimientos, a partir de las 5-alil-6—(5-metil-1H-

benzo[d]imidazol-1—il)—-4—(metilarilamino)pirimidinas 5a—h.
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La sintesis efectiva y dirigida de las nuevas 4—(dimetilamino)-6,11-dimetil-6,11—
dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 8a—c y 4-butoxi—6,11-dimetil-6,11—
dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 9a-c se logr6 mediante la
funcionalizacién de la posicién C—4 de las 4—cloro—6,11-dimetil-5,6—dihidro—11H—
benzo[b]pirimido[5,4—flazepinas 7a—c, previamente preparadas en el LSO,

empleando las reacciones de amindlisis y butandlisis.

Los compuestos 6a—c demostraron una sobresaliente actividad anticancerigena en
los ensayos in vitro realizados en el NCI, sobre el panel completo de

aproximadamente 60 lineas celulares tumorales humanas.

Se recomienda analizar experimentalmente por RMN, mediante una secuencia de

pulsos a diferentes temperaturas, la interconversion de los atropoisémeros 6e y 6f.

Finalmente, se recomienda realizar estudios de relacion estructura—actividad
cualitativo y cuantitativo (SAR y QSAR) de los nuevos productos finales sintetizados
6a—f, 8a—c y 9a—c, asi como estudios adicionales de actividad anti—-cancerigena de
los derivados 6a—c para establecer el mecanismo de accion de esta nueva familia

de compuestos y su potencial actividad in vivo.
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ANEXOS

ESPECTROS DE IR, MS, RMN H, RMN 3C, HRMS
SELECCIONADOS
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Espectros de IR, MS, RMN *H RMN **C y HRMS de la N*-~(5-alil-6—cloropirimidin—4—il) —4—

metilbenceno—1,2—-diamina 2

Anexo 1 Espectro de IR de 2
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Anexo 2 Espectro de MS de 2
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Anexo 3 Espectro de RMN 'H de 2
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Anexo 4 Espectro de RMN *°C de 2
LM57 (DIAMINA) 2 L
13C LMA 236F en CDCI3 5 13000
S
38R R g ¢ & 838 R 2 N 5 [12000
58 '8 &| g 5525 o e = 2
el g 58 8 8 5885 o R H 5
i [ | NV Y
11000
Cl =
10000
N
§
e .
N H 9000
NH,
2 8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000
o
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
170 160 150 140 130 120 110 100 %0 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

170



Anexo 5 Espectro de HRMS de 2

MS Zoomed Spectrum

x10 4 |Cpd 3 C14 H15 CI N4; +ESI Scan (4.467, 4.476, 4.484, 4,492 ... min, 10 Scans) Frag=100.0V Mix..
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120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
m/z Calc m/z Diff(ppm) z |Abund Formula Ton

138.0565 138.0565 0.59] 2 687.84|C14H15CING (M+2H)+2
138.5573 138.558 449 2 64.77|C14H15CING (M+2H)+2
139.0552 139.0552 0.23] 2 252.87|C14H15CIN4 (M+2H)+2
275.1059 275.1058 -0.27] 1 87900,17 |C14H15CIN4 (M4+H)+
276.1087 276.1086 -0.16] 1 14033.9|C14H15CING (M+H)+
277.1031 277.1032 0.35] 1 27896.77 |C14H15CIN4 (M+H)+
278.1057 278.1058 0.15] 1 4599.63 [C14H15CIN4 (M+H)+
279.1085 279.1085 0.2] 1 448.81|C14H15CIN4 (M+H)+
297.0876 297.0877 0.39] 1 213.91|C14H15CIN4 (M+Na)+
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Espectros de IR, MS, RMN *H RMN C y HRMS de los 1-(5-alil-6-cloropirimidin—4—il)-5-metil—
1H-benzo[d]imidazoles 3a,b.

Anexo 6 Espectro de IR de 3a
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Anexo 8 Espectro de RMN *H de 3a
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Anexo 10 Espectro de HRMS de 3a

MS Zoomed Spectrum

Wavenumber cm-1
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287.0873 287.0876 0.87] 1 28685.27|C15H13CING (M+H)}+
288.0904 288.0902 -0.69] 1 4822.26|C15H13CING (M+H)+
289.0942 289.0929 44 1 539.57|C15H13CINg (M+H)+
Anexo 11 Espectro de IR de 3b
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Anexo 12 Espectro de MS de 3b
Aunoance ocan 3274 (25.469 min): [5124.0\data.ms
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Anexo 13 Espectro de RMN 1H de 3b
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Anexo 14 Espectro de RMN *3C de 3b
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Anexo 15 Espectro de HRMS de 3b

MS Zoomed Spectrum

x10 4 |Cpd 2: C16 H15 CI N4: +ESI Scan (4.726, 4.776, 4.784, 4.792 ... min, 5 Scans) Frag=100.0V Mix0..
299.1057
71 ca =z ([C1BH15CING]+H)+
6 NN
5 kN/ NQ
41 =
3+ 3b
2
: |
275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325
Counts vs. Mass-lo-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
m/z Calcm/z Diff(ppm) z |Abund Formula Ion
299.1057 299.1058 0.18] 1 78932.09JC16H15CIN4 (M+H)+
300.1088 300.1087 -0.31] 1 14740.01JC16H15CIN4 (M+H)+
301.1032 301.1033 0.17] 1 24206.89]C16H15CIN4 (M+H)+
302.1058 302.1059 04] 1 4553.56|C16H15CIN4 (M+H)+
303.1099 303.1087 -4.16] 1 572.99|C16H15CIN4 (M+H)+
304.116 304.1115 -14.77] 1 42,01JC16H15CIN4 (M+H)+
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Espectros de IR, MS, RMN !H, RMN *#¥C y HRMS de las 5-alil-N-metil-6—(5-metil-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)-N-fenilpirimidin—-4-aminas 5d y 5h

Anexo 16 Espectro de IR de 5d
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Anexo 17 Espectro de MS de 5d

Scan 6562 (44.600 min): IS132F4.D\data.ms

Abundance
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Anexo 18 Espectro de RMN *H de 5d

ISI15 (ISI32F4) T
1H Isi 32F4 en CDCI3 8 6500
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Anexo 19 Espectro de RMN *°C de 5d
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Anexo 20 Espectro de HRMS de 5d

MS Zoomed Spectrum

Wavenumber cm-1

17

9

x10 4 |Cpd 5: C24 H25 N5: +ESI Scan (6.555, 6.563, 6.613, 6.621 ... min, 5 Scans) Frag=100.0V Mix01...
384.p181
8 /@ ([C24H2HN5]+H)+
N/ =
* L
A
4 ls
5d "
27 192.6133
([C24HIENS]+2H)+2 |
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
m/z Calc m/z Diff(ppm) z |Abund Formula Ton
192.6133 192.6128 -2.9| 2 1056.26|C24H25N5 (M+2H)+2
193.1193 193.1143 -26.29] 2 333.29|C24H25N5 (M+2H)+2
193.6208 193.6157 -25.88] 2 43.14|C24H25N5 (M+2H)+2
384.2181 384.2183 0.4 1 99603.53|C24H25N5 (M+H)+
385.2212 385.2212 0.07] 1 25001.93|C24H25N5 (M+H)+
386.2241 386.2242 0.34] 1 3610.27|C24H25N5 (M+H)+
387.2264 387.2271 2.03] 1 396.99|C24H25N5 (M+H)+
406.2014 406.2002 -3 1 282.84|C24H25N5 (M+Na)+
407.1989 407.2032 1048] 1 123.96|C24H25NS (M+Na)+
Anexo 21 Espectro de IR de 5h
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Anexo 22 Espectro de MS de 5h

Abundance ocan 6547 (44.398 min). [5133.D\data.ms
)51 ) 396.3
o o
5000 ps
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miz-> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Anexo 23 Espectro de RMN *H de 5h
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Anexo 24 Espectro de RMN *3C de 5h
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Anexo 25 Espectro de MS de 5h

MS Zoomed Spectrum

x10 4
6 ([C25
5 | N// _—
4 o
o W
5] =
1 sh

.. min, 5 Scans) Frag=100.0V Mix01....

UJ—'fﬁ 1+

4202197
| ([C25H27N5]+Na)+

MS Spectrum Peak List

370 375 380 385 390 395 400 405 410 _415 420 425 430 435 440 445

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

m/z Calcm/z Diff(ppm) z |Abund Formula Ton
398.2336 398.2339 0.7 1 F2750.55|C25H27N5 (M+H)+
399.2364 399.2369 1.35] 1 20493.41|C25H27N5 (M+H)+
400.2392 400.2399 1.7] 1 2904.59|C25H27N5 (M+H)+

401.24 401.2428 713 1 254.1|C25H27NS (M+H)+
420.2197 420.2159 -9.18] 1 110.3|C25H27N5 (M+Na)+
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Espectros de IR, MS, RMN !H, RMN C y HRMS de las 6,11-dimetil-4—(5-metil-1H—

benzo[d]imidazol-1-il)-6,11-dihidro-5H-benzo[b]pirimido[5,4—f]lazepinas 6d y 6h

Anexo 26 Espectro de IR de 6d
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Anexo 27 Espectro de MS de 6d
bundance N ocan 10236 (65.703 min): [5137AF2.U\data.ms
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Anexo 28 Espectro de RMN *H de 6d
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Anexo 30 Espectro de HRMS de 6d

MS Zoomed Spectrum

4104 |Cpd 3: C24 H25 N5: +ES| Scan (6.523, 6531, 6.564, 6.573 .. min, 7 Scans) Frag=100.0V Mix01..

6 384.p181
| ([C24H25NS]+H)+

N
5. Qs
4 \;} T
34 i
2_
1 406.2030

L (IC24H25N5]+Na)+

360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS Spectrum Peak List

80

1559.16 —
1356.26 —L37

1529.01

m/z Calcm/z Diff(ppm) z |Abund Formula Ion
384.2181 384.2183 0.36] 1 67106.4|C24H25N5 (M+H)+
385.2213 385.2212 -0.18] 1 17263.82|C24H25N5 (M+H)+
386.224 386.2242 0.64] 1 2475.65|C24H25N5 (M+H)+
406.203 406.2002 -6.93] 1 326.51|C24H25N5 (M+Na)+
407.2124 407.2032 -22.63] 1 652.16]C24H25N5 (M+Na)+
Anexo 31 Espectro de IR de 6f
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Anexo 32 Espectro de MS de 6f

Abundance

2000

Scan 9242 (59.962 min); 1S138F4.D\data.ms
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Anexo 33 Espectro de RMN *H de 6f
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Anexo 34 Espectro de RMN *3C de 6f

1S168 (ISI38F2) 2da vez

13C Isi 38F2 en CDCI3 5500
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Anexo 35 Espectro de HRMS de 6f

MS Zoomed Spectrum

104 [Cod 1: C25 H27 N5: +ES| Scan (5.463, 5.471, 5.480, 5.488 ... min, 10 Scans) Frag=100.0V Mix01..
308.0338
5 (IC25H2]NB}+H)+
N

. UN%

N
3 N
7 6f
b 4202105

| ([C25H27N5]+Na)+

O [ [ [l [l ] ] I] — ] [l [l ] ] [ [ [ [
370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS Spectrum Peak List

m/z Calc m/z Diff(ppm) z |Abund Formula Ion
398.2338 308.2339 0.26] 1 60553.54|C25H27N5 (M+H)+
399.2366 399.2369 0.8] 1 16263.28|C25H27N5 (M+H}+
400.2403 400.2399 -1.1) 1 2420.59|C25H27N5 (M+H)+
401.2455 401.2428 -6.59| 1 204.47|C25H27N5 (M+H)+
420.2105 420.2159 12.83] 1 131.97|C25H27N5 (M+Na)+
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Espectros de IR, MS, RMN *H, RMN C y HRMS de las N,N,6,11-tetrametil-6,11-dihidro-5H—
benzo[b]pirimido[5,4—flazepin—4-aminas 8¢

Anexo 36 Espectro de IR de 8c
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Anexo 37 Espectro de MS de 8c
Abundance _ ocan Jol4 (26.824 min); [al31.Uidata.ms
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Anexo 38 Espectro de RMN *H de 8c
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Anexo 39 Espectro de RMN *3C de 8c
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Anexo 40 Espectro de HRMS de 8c

MS Zoomed Spectrum

x10 4 |Cpd 4: C18 H24 N4: +ESI Scan (4.502, 4510, 4.518, 4.527 ... min, 11 Scans) Frag=100.0V Mix01..
. 287.2074
([C18H24N4]+H)+
6
4-
21 &
0 . . . . . — ; .
270 275 280 285 290 295 300 315 325
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
m/z Calc m/z Diff(ppm) z |Abund Formula Ion
297.2074 297.2074 -0.05] 1 90144.86|C18H24N4 (M+H)+
208.2104 298.2103 -0.37| 1 17509.53|C18H24N4 (M+H)+
299.2129 299.2133 1.271 1 1803.09|C18H24MN4 (M+H)+
300.2168 300.2162 -2.111 1 80.2|C18H24N4 (M+H)+
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Espectros de IR, MS, RMN *H, RMN C y HRMS de la 4-Butoxi-6,7,9,11-tetrametil-6,11-dihidro—
5H-benzo[b]pirimido[5,4—f] azepina 9c

Anexo 41 Espectro de IR de 9c
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Anexo 42 Espectro de MS de 9c
Abundance Scan 3811 (28.597 min): JJ54 .D\data.ms
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Anexo 43 Espectro de RMN *H de 9¢
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Anexo 44 Espectro de RMN *C de 9c
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Anexo 45 Espectro de HRMS de 9c

Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance =50PPM / DBE:min=-15 max =500
Selected filters: None
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
529 formula(e) evaluated with 3 results within limits (up to 20 closest results for each mass)
Elements Used:
C:0-50 H:0-100 N:0-10 0O:0-50
325 C20H2ZTNIO0
JJSdsrc 126 (2.314) Cm (61:126-139:151) Voltage El+
100 3252155 535
- Og
N7
<N
[
9c
LT 1] H d
3101902
3262182
3242084
311.1940 127 2120
1 1
321957
304.9799 316.9840 323-1945 3289613 3309792 341.0103
brrvrrpraaepe et apesrbpaaragrreepdodidha e e e e e e i
305.0 310.0 315.0 320.0 325.0 330.0 335.0 340.0
Minimum: -1.5
Maximum: 20.0 5.0 50.0
Ma=a Calc, Mas=a mDa FEM DBE i-FIT Formula
325.2155 325.2154 0.1 0.3 9.0 4.3 C20 H27 N3 ©
325.21¢&8 =1.3 =4.0 8.5 3.8 C22 H29 02
325.2141 1.4 4.3 9.5 5.3 ClE H25 Ne

192




