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Introduccion

Actualmente, uno de los principales problemas de las grandes ciudades es la
tension a la que estan sometidos todos sus habitantes. E! contintio vaivén a través de las
calles congestionadas, el trafico excesivo, asi como las presiones econOmicas y
familiares han favorecido el incremento de padecimientos tales como la depresion,
mania y ansiedad.

Las benzodiazepinas son los medicamentos que mas se prescriben en estos
tiempos para el tratamiento de las enfermedades antes mencionadas, y sus nombres
comerciales seguramente son familiares a una gran parte de la poblacion: Librium®
(clorodiazepoxido), Valium® (diazepam) y Mogadon® (nitrazepam), entre otros. Estas
sustancias producen una gran variedad de efectas, que incluyen la sedacion, el suefio,
disminucion de la ansiedad, relajacién muscular y actividad anticonvulsiva. A pesar de
que todas las benzodiazepinas tienen acciones similares, existen diferencias en la
selectividad con la que cada una de ellas produce alguno de los efectos anteriores. Por lo
mismo su use clinico varia.

Uno de los inconvenientes que presentan este tipo de medicamentos es que solo
pueden ser utilizados por pericdos cortos, pues el uso prolongade de las
benzodiazepinas induce tolerancia. Por atra parte, al suspender e firmaco, €l paciente es
victima de los denominados “fendmenos de rebote”. Estos consisten en insomnio,
inquietud, mareo, niusea, dolor abdominal, sudoracidn, hipersensibilidad a la luz y al
sonido, dolor de cabeza y contracciones musculares involuntarias.

Tomando en cuenta la gran importancia que tienen este tipo de farmacos a nivel
clinico, resulta de gran interés el desarrollo de nuevos compuestos con actividad
farmacologica y que presenten menores efectos adversos. Por lo anterior, en el presente
trabajo de tesis se presenta una nueva ruta de sintesis para la obtencion de derivados de
la 2.[{o-; p-Ra)y-aminofenil]-3H-5-[(o-; p-Ri)-fenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina, no des-
critos en la literatura, con posible actividad sobre el sistema nervioso central; asi como

su caracterizacitn por Espectrometria de Masas, RMN e IR






Antecedentes

2.1 RESENA HISTORICA DE LAS BENZODIAZEPINAS

Las benzodiazepinas son el ingrediente activo de una gran serie de farmacos que
tienen actividad sobre el Sistema Nervioso Central (SNC). Son compuestos
heterociclicos que estan constituidos por una anillo bencénico fusionado con una
diazepina (anillo de siete miembros que contiene dos nitrdgenos).

La posicion relativa de los atomos de nitrogene en el anillo diazepinico da la
posibilidad de formar diferentes series de compuestos. De estas, las mas importantes son
las 1,4-benzodiazepinas (1) y las 1,5-benzodiazepinas (2), siendo las primeras las que

han dominado el mercado debido a su gran actividad farmacolégica.'
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g 9
8 Nee, 2 8 2
3 3
7 7
6 5 4 6 5 4
(1} @

La historia de {as benzodiazepinas se remonte a mediados de la década de 1950
cuando los tranquilizantes, una nueva clase de agentes terapéuticos, empezo a tener un
considerable valor clinico. Entonces, los laboratorios Hoffman-La Roche, con Leo H.
Sternbach a la cabeza, decidieron emprender un programa para llevar a cabo la sintesis
de este tipe de productos.

Luego de varios de afios de intenso trabajo (y un poco de suerte} el grupo de
investigacidn vio coronado su esfierzo. En 1957 recibieron la noticia de que uno de los
compuestos que habian enviado a evaluaciéon farmacologica tenia propiedades muy

superiores a los tranquilizantes conocidos hasta entornces.



Antecedentes

Este nuevo compuesto, de nombre genérico clorodiazepdxido, es ¢l ingrediente activo

del “Librium”(3), el cual salié al mercado en 1960 y es utilizado por miles de pacientes.?
NHCH;3

S
Cl \
oh
(3)
“Librium”

(clorodiazepoxido)

La sintesis del clorodiazepoxido se lievo a cabo por casualidad a través de la

transformacion de un quinazolin-3-6xido (4) en un benzodiazepin-3-6xido (3), siendo

Nﬁ/\NHCH;,

que e! compuesto esperado era un quinazolin-3-oxido (§).

© \o (8)
N\l/Cqu
Q CHaNH,
Ci N
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Antecedentes

La nueva clase de compuestos era facil de sintetizar, permitia lievar a cabo un
gran nimero de variaciones y transformaciones en su estructura basica, tenia

perspectivas farmacologicas y era un area relativamente poco explorada.

Tan pronto como aparecié la patente del “Librium”, otros centros de
investigacion comenzaron la sintesis de derivados benzodiazepinicos. La gran cantidad
de productos obtenidos®® permitic hacer estudios serios para establecer relacion
estructyra-actividad. Con base en estas investigaciones se logré establecer que
compuestos con estructuras semejantes al compuesto benzodiazepinico (6) presentaban
un alto grado de actividad farmacologica: grupos electroatractores en la posicion 7, un
grupo metilo en la posicion 1 y grupos fenilo orto-sustiturdos con haldgenos
incrementan la actividad; mientras gque cualquier otro sustituyente en alguna posicion

diferente a [as mencionadas disminuia la actividad

X= halégeno

O Y= grupo electroatractor
v N R=-CH,
ot
{6)

Estas “reglas” fueron guias esenciales para el curso de estudios posteriores,



Antecedentes

Algunos ejemplos de benzodiazepinas que actualmente son utilizadas en los
Estados Unidos y México® y que presentan este tipo de estructura son el Lorazepam (7),
Clonazepam (8), Flunitrazepam (9) y Diazepam (10). Este Gltimo es conocido también
con el nombre de Valium y resultd ser de 3 a 10 veces méas potente que el
clorodiazepoxido, reconociéndosele una toxicidad relativamente baja, ademas de poseer

actividad terapéutica anticonvulsiva.

H H
N L0
L (S
N
Ci N
® ’ " )
Lorazepam Clona_zepam
anticonvulsivo hipnético
M (8)
CH;
CHs I 0
i
® < S
O,N N ci N
of @
Flunitrazepam Diazepam
hipnético ansiolftico, hipndtico
relajante musculary
{9) sedarte
(10)



Antecedentes

Esias 1,4-benzodiazepin-2-onas fueron sintetizadas principalmente por dos
métodos®, usando en ambos casos o-aminobenzofenonas como materias primas. El
tratamiento de una aminobenzofenona sustituida {11), con un halogenuro de a-haloacilo
formé el compuesto (12) que al reaccionar con amoniaco dio origen a la benzodiazepina
(14) via el aminoderivado (13). E! otro métodoe involucré el tratamiento de una
aminobenzofenona (11) con el clorhidrato de éster de un a-aminoécido en piridina para
formar directamente el derivado (14). El método multictapas die mejores rendimientos,
pero el segundo método fue ideal para preparar benzediazepinas con sustituyentes en la
posicién 3, dado que estaban comercialmente disponibles muchos a-aminoacidos con

gran variedad de sustituyentes en el carbono .

H O R
NH, FEol
C“) Rl3 N~C—CHX
X—C—CH-X
Ry c=0 S . .
1
R, R,
% (11) a2
R4OC,
CHR4| HCI
e
HoN 1Piridina l NHy
H
H
I 0 | 0
N N
NH;
R1 R1 C=0
R2 R;_;



Antecedentes

Sintesis posteriores se orientaron a variar los sustituyentes del anillo diazepinico.
Fryer'® a pantir de la 7-cloro-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona (15) en
dimetilformamida con una amina primaria obtuvo la 7-cloro-2-metilamina -3-fenil-1,4-

benzodiazepina (16).

H H
O \g CHyNH, ‘ N*S
¢ DMF c N
(15) (16)

Matsuo'' a partir de una 14-benzodiazepin-2-ona (17), sintetizé 2-

(tiometilaminoetil}- 1, 4-benzodiazepinas (19) via benzodiazepin-2-tionas (18).

g
o o4

(18) (19)

R
S—(C —
(Chi)n NiR
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Antecedentes

Si bien las 1,4-benzodiazepinas eran potentes agentes sobre el sistema nervioso
central, tenian el inconveniente de no poder ser suministradas por tiempos prolongados

ya que producian efectos secundarios en los pacientes que las consumian.

Para superar este problema, una de las muchas modificaciones estructurales que
se [levaron a cabo sobre las 1,4-benzodiazepinas fue el cambio de posicion de uno de los
Atomos de nitrogeno del anillo diazepinico a un carbdn adyacente al anillo bencénico
para formar las 1,5-benzodiazepinas. Los nuevos compuestos presentaron menos efectos
colaterales, pero se necesitaba una dosis mucho mayor a la de las 1,4-benzodiazepinas
para producir e} efecto deseado. El farmaco mas representativo de esta serie es la
Clozapina (20).

O’C Hy

N N

c »ab
H
(20)

Investigaciones ulteriores, se dirigieron a la sintesis de 1,4 y 1,5-benzodiazepinas
con anillos heterociclicos fusionados a diferentes caras del sistema heptatémico.'”** De
este tipo de sistemas, los mas interesantes resultaron ser las triazolobenzodiazepinas'®
(21), las cuales fueron generalmente mas potentes que las correspondientes 1-
metilbenzodiazepinonas, y las oxadiazolo-1,5-benzodiazepinas'® (22), que presentaron

actividades similares a las benzodiazepinas de las cuales provienen.

10



Antecedentes

¢ N
o ~
h
R
(21) (22)

En afios recientes, E. Conés ha reportado nuevas series de compuestos
benzodiazepinicos con posible actividad farmacolégica sobre el sistema nervioso
central.””* Entre ellas destacan benzodiazepinas con anillos fusionados a diferentes
caras del anillo diazepinico, et uso de una gran variedad de sustituyentes asi como la
combinacion de estructuras con diferentes actividades farmacoldgicas.

Cabe seiialar que este grupo de investigacién no sclo ha puesto sus esfuerzos en
la sintesis de numerosos derivados, sino también en la caracterizacion de los mismos,

especialmente en el drea de Espectrometria de Masas y RMN.

11



Aniecedentes

2.2 Nuevos horizontes en el campo de [as benzodiazepinas.

A pesar de que hoy en dia el wayor mimero de publicaciones sobre
benzodiazepinas todavia estdn relacionadas con su actividad sobre el sistema nervioso

c:\*:ntra},z'”‘5

el campe de aplicacion de estos farmacos se ha extendido mas alla de sus
propiedades tradicionales como ansioliticos, anticonvulsivos, relajantes musculares y
sedantes.

Actualmente se sabe que los ligantes de los receptores enddgenos de las
benzodiazepinas son de caracter peptidico y se ha descubierto que ciertas modificaciones
en la estructura base producen ligantes especificos para otros receptores peptidicos. Por
ejemplo, la benzodiazepina 2-sustituida Tifluadom (23), es un potente agonista del x-
opiato y un antagonista de muy baja afinidad de la colecistoquinina {CCK), hormonas
peptidicas estructuralmente relacionadas que intervienen en procesos del tracto
gastrointestinal y e} sistema nervioso central *®

G
DG
N—C
L
of
(23)

Debido a que este tipo de compuestos tiene una potencial aplicacién en el
tratamiento de pancreatitis, enfermedades ocasionadas por Ulceras, desordenes gastricos

y regulacion del dolor producido por ciertos tumores, se ha puesto especial atencién en

ellos.

12



Antecedentes

Al respecto, Bock®” ha reportado la sintesis y evaluacién de 2-aminometil-1,4-

benzodiazepinas (24), las cuales resultaron ser buenas para la inhibicion de la CCK.

R
FHs N, !
N{ R2
i =N
o4
(24)

Otras benzodiazepinas que ultimamente han recibido especial interés, son
aguellas con estructuras semejantes a los compuestos (25) y (26). Estos dltimos son
antagonistas de [a VIH-tat y actualmente estan siendo evaluadas en terapias para el
tratamiento del SIDA. **!

z\io N :SE—CHa
Cl N cl =N
L G
H *H
(25) (26)






Meétodos espectroscipicos

3.1 Generalidades

La espectroscopia es la medicion e interpretacion de la radiacion
electromagnética absorbida o emitida cuando las moléculas, dtomos o iones de una
muestra se desplazan de un estado energético permisible a otro.?

La radiacion electromagnética es una forma de energia que se mueve a través del
vacio a una velocidad de 3x10® m/s. De acuerdo con la teoria ondulatoria , la radiacién
electromagnética es una onda electromagnética, es decir, un campo eléctrico y
magnético oscilante que puede ser descrita por su longitud de onda (), su frecuencia (v)
y su niimero de onda (V).

Las ondas electromagnéticas cubren un intervalo enorme de longitudes de onda y
frecuencia. Las hay desde aquellas con A de varios kilometros hasta aquélias con A del
orden de picometros (10"’m). Debido a este amplio espectro de radiaciones y a las
diferentes aplicaciones de acuerdo con sus frecuencias, se acostumbra clasificar a las
ondas electromagnéticas en varios grupos. La division entre cada grupo no es del todo
precisa y cambia ligeramente de texto a texto. A continuacion se presenta una

clasificacién de las més usuales:

a) Ondas de radiofrecuencia: Tienen longitudes de onda desde varios kilometros
hasta 0.3m, Sus frecuencias van desde unos cuantos kHz hasta 10° Hz, Estas ondas

son generadas electrénicamente mediante circuitos donde oscila una corriente.
b) Microondas: Tienen un intervalo de A entre 0.3m - 10%m y una frecuencia que va

de 10°Hz a 3x10" Hz. Se emplean en radares y otras formas de telecomunicaciones.

Permiten el estudio de movimiento rotacional de moléculas.

15



Métodos espectroscopicos

c)

d)

£)

Infrarrejo: Estas ondas son producidas por cuerpos calientes. Permiten ¢l estudio de
los movimientos vibracionales de las moléculas. Su intervalo de A es de 10°m a 7.8

% 107m y su frecuencia de 3x10"" a 4x10" Hz.

Visible: Lo constituye la radiacion dentro de un pequefic intervalo de longitudes de

onda (7.8x107m a 3.8x10"'m), las que pueden ser detectadas por la retina humana.

Ultravioleta: Las descargas eléctricas producidas sobre atormos o moléculas son una
fuente de esta radiacion. Permite el estudio de las transiciones electronicas de
energia media en sistemas atémicos o moleculares. Su intervalo de A es de 3.8x107 a

alrededor de 10°m y su intervalo de frecuencia va de 8x10" Hz a 3x10'" Hz.

Rayos X: El intervalo de A de esta radiacion es desde aproximadamente 10°m hasta
alrededor de 6x10"%m y su frecuencia se encuentra comprendida entre 3x10" Hz y

5x10" Hz. Se emplea para obtener distancias interatomicas en solidos.
Rayos y: En general, se acostumbra definir a esta radiacion en un intervalo que se
sobrepone al citado para los rayos X Son producto de procesos nucleares. La

absorcidn de rayos y produce excitacion y transformaciones en los niicleos.

Por la informacidbn gque proporcionan para la elucidacion de estructuras

moleculares, las radiaciones de radiofrecuencia, inframroja, ultravioleta y los rayos X son

las mas comunmente empleadas.

Los analisis espectroscdpicos gue de ellas se derivan tienen la ventaja de requerir

muy poca cantidad de muestra y, en la mayoria de los casos, si se desea puede

recuperarse el compuesto pues son técnicas no destructivas.

16



Métodos espectroscopicos

3.2 Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Esta técnica se basa en la absorcion de energia por ilos enlaces de las moléculas,
pasando de un estado vibracional basal a un estado vibracional excitado, con un cambio
neto en el momento dipolar.®

La radiacién infrarroja entre 4000-400 cm™ es absorbida y convertida por las
moléculas organicas en vibraciones moleculares. La frecuencia o longitud de onda de
una absorcion de este tipo depende de la masa relativa de los atomos involucrados, la
constante de fuerza y la geometria de los mismos.

Existen dos tipos de vibraciones moleculares: de estiramiento y de flexiéon. La
vibracion de estiramiento es un movimiento ritmico a lo largo del eje de enlace, tal que
la distancia interatomica aumenta o disminuye. Por otra parte, una vibracion de flexion
consiste en un cambio del 4ngulo de enlace entre enlaces que tienen un atomo comin o
el movimiento de un grupo de itomos con respecto al resto de la molécula sin el
movimiento de los 4tomos presentes en dicho grupo.

Selo aquellas vibraciones que producen un cambio en el momento dipolar de la
molécula pueden ser observadas en el infrarrojo. El campo eléctrico alternante,
producido por el cambio en la distribucion de carga que acompaiia a la vibracion, acopla
la vibracion de la molécula' con el campo eléctrico oscilante de fa radiacion
electromagnética.

La interaccion de la radiacion infrarroja con un compuesto se puede expresar en
términos de transmitancia {T, relacion de radiacién transmitida y radiacion incidente
sobre una muestra) y graficarla en funcién del nimere de onda (v). De esta forma
tenemos un espectro de IR que no es mas que una grafica de transmitancia en funcion
del niimero de onda donde se presentan las bandas de absorcion caracteristicas del
compuesto en estudio.

La informaci6n que nos proporciona el infrarrojo nos permite saber que grupos

funcionales se encuentran dentro de la molécula.

17



Meétodos espectroscapicas

3.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN es una técnica espectroscopica que se basa en el cambio de orientacion
del momento magnético nuclear.

El nucleo de ciertos isétopos naturales de la mayoria de los elementos posee un
momento angular intrinseco o spin (I). Este tiene un valor numérico que puede ser
entero o fraccional, dependiendo del isdtopo. Ya que I esta cuantizado, solo algunes
valores discretos del mismo podran ser observables y sus magnitudes estan dadas por
him, donde el nimero cuantico m puede tomar valores 1, ¥-1, I-2, .., -1 De esta
manera, tenemos que hay 2I + 1 estados de spin igualmente espaciados para un nicleo
con nimero cuantico de momento angular 1.4

Un ndcleo con spin también tiene un momento magnético asociado (u). Para
cualquier isotope, la relacion entre €l momento angular y el momento magnético tiene
un valor constante que es llamado relacion giromagnética (y):  y=p/ 1k,

En ausencia de un campo magnético externo todos los estados de spin tienen la
misma energia potencial, pero cuando un campo magnético externo es aplicado toman
valores diferentes.

El origen de 1a técnica de RMN radica en esta diferencia de energia.

Si colocamos un nicleo dentro de un campo magnético By, este puede tomar 21 +
1 orientaciones, cada una con diferente energia potencial y diferente anguio 6 con
respecto g la direccién del campo magnético aplicado.

Aplicando todo 1o anterior al analisis de nacleos con 1= 1/2, tales como 'H, *Cy
F, se pueden definir dos estados energéticos diferentes asociados a la probabilidad de
orientacion dentro del campo magnético. La diferencia de energia entre los dos niveles
es constante e igual a uBy/ I

La energia de un nicleo de momento magnético u dentro del campe magnético

By, es y#,Bo donde |1; es la componente de 11 en la direccion del campo.

13



Métodos espectroscopicos

La presencia de esta serie de estados de diferente energia en el sistema atomico da
origen a una sitwacion en la cual la interaccion del sistema con radiacion
electromagnética de la frecuencia correcta puede causar una transicién entre los
diferentes estados de energia.
La frecuencia se puede calcular a partir de la relacién de Bohr:

hv =AE; donde AE es la energia de separacion

Para RMN hv =1 Bo/1

La expresion anterior es normalmente escrita en términos de la relacién
giromagnética, quedando:

v=¥Bo/ 27w

Un nicleo presenta resonancia cuando interactiia con radiacion electromagnética
cuya frecuencia es igual a la diferencia de energia entre los diferentes estados de spin.

De acuerdo con la dltima ecuacién, es posible observar que la frecuencia a la cual
se presentara la transicion entre niveles energéticos depende del campo magnético
aplicado y de !a naturaleza del nucleo.

La poblacién de niicleos en cada nivel de energia puede ser calculada a partir de

la ecuacién de Boltzmann:

No/Ni=1-21Bo/&T,  donde k es la constante de Boltzmann

y T ia temperatura absoluta

Ya que existe un ligero exceso de niicleos alineados con el campo By, el sistema
puede absorber energia, igualando la poblacién en ambos estados y, posteriormente,
regresar a la condicion inicial disipando la energia absorbida, a través de un mecanismo
conocido como relajacion.

Como resuitado del proceso anteriormente descrito, el registrador del
espectrémetro imprime una grafica de absorcidn en funcion de la frecuencia,

denominada espectro de RMN.
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Métodos espectroscopicos

El diferente entorno electronico de los nicleos provoca que no todos presenten
resonancia a la misma frecuencia. Este hecho permite que !a técnica de RMN sea dtil
para diferenciar los nicleos que estén presentes dentro de una molécula determinada.

Bajo un campo magnético aplicado, los electrones circulan girando una corriente
diamagnética, la cual genera un campo magnético que se opone al campo magnético
aplicado. El campo inducido por el flujo de electrones disminuye el campo magnético
neto que experimenta ¢l micleo. Por lo anterior, un nicleo rodeado de alta densidad
electronica experimenta un campo magnetico neto menor y absorbe radiacién de menor
frecuencia.

3.4 RMN 2D

La espectroscopia de RMN bidimensional (RMN 2-D) es actualmente una de las
herramientas mas importantes para la elucidacién estructural de moléculas complejas.
Gracias al notable desarrollo en los magnetos utilizados para los dispositivos de RMN
(arriba de 600MHz), electronica y programas de coémputo, son posibles varios
experimentos y mievas variantes se desarrollan continuamente.

La designacién bidimensional en RMN no se refiere a coordenadas cartesianas,
sino al nimero de ejes de frecuencia presentes en el espectro final. Este tipo de espectros
se presentan como una especie de mapas de relieve de contorno. La grifica puede
contener 0 no los datos presentes en la representacién unidimensional pero tendra,
adicionalmente, correlaciones entre varias partes del sistema de spin examinado tales
como acoplamientos spin-spin o proximidad espacial, lo cual permitira establecer
conectividades entre diferentes nucleos.

Para el esclarecimiento estructural de la mayoria de los compuestos arganicos,
las conectividades mas importantes de establecer son los acoplamientos 'H-'H, 'H-"C y

proximidad espacial 'H-'H.
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Meétodos espectroscopicos

Algunos de los experimentos utilizados para establecer las relaciones anteriores
son el COSY (Correlated Spectroscopy), APT (Attached Proton Test), DEPT
{Distorsionless Enhacement by Polarization Transfer), HETCOR  (Heteronuciear
Correlation), NOESY (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy) y HMBC
(Heteronuclear Multiple-Bond Correlation).

COSY

El experimento COSY basico da como resultado un espectro bidimensional a
partir del cual casi todas las conectividades "H-"H pueden ser determinadas. Ef espectro
de 'H aparece a lo largo de una diagonal que va generalmente de la parte inferior
izquierda al extremo superior derecho y esta representado por contornos de relieve. Los
contornos que se encuentran fuera de la diagonat son denominados contomnos de
interseccion. Una linea horizontal dibujada desde un contorno de interseccion intercepta
un contorno sobre la diagonal y, una linea vertical desde el mismo, interceptara otro
contorno con el cual el primero est correlacionado, esto es, acoplado.

Por supuesto, los protones no se encuentran unidos tal como lo estan los 4tomos
de carbono, sin embargo el acoplamiento 'H-'H es qtil para visualizar la relacion de los

atomos de carbono a los cuales los dtomos de hidrogeno estan unidos.
APT y DEPT

Los espectros de APT y DEPT (unidimensionales) nos proporcionan
informacion, en un espectro de *C, del atimero de &tomos de hidrégeno unidos a cada
atomo de carbono, sin sobreposicion o problemas de distorsion,

El APT es menos sensible que el DEPT pues no puede distinguir entre CHj- y
CH o —~CHa- y carbonos cuaternarios, sin embargo, en ocasiones, esta informacion es

suficiente. Por otra parte, los carbonos cuaternarios no dan sefial cuando se utiliza la
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Métodos espectroscopicos

técnica DEPT, no obstante, estos sen cbvios una vez que se han identificado los

carbonos primarios, secundarios y terciarios en el espectro normal de '°C.
Y Y

HETCOR

Este experimento va mas alla del APT y el DEPT ya que permite correlacionar
las sefiales del espectro de 'H con las del espectro de °C, haciendo posible la
determinacion de los atomos de hidrogeno especificos que se encuentran unidos a cada
atomo de carbono. El espectro de 'H se presenta normalmente sobre un eje vertical
mientras que el espectro de *C sobre el eje horizontal. La correlacion 'H-"C se muestra
en la grifica como una sefial de contornos en la cual se interceptan una linea que se traza

desde la sefial de un protén o multiplete con una linea vertical dibujada desde un pico de
I3
C.

NOESY

Es posible observar en un espectro llamado NOESY todas las reiaciones
espaciales 'H-"H dentro de una molécula. Este espectro, al igual que el COSY, esta
representado por contornos sobre una diagonal y fuera de ella, donde los contornos que
se encuentran fuera de la diagonal representan interacciones 'H-'H de nicleos cercanos
en el espacio. Esta es una poderosa herramienta para resolver problemas de
configuraciones y conformaciones en moléculas complejas. El experimenio NOESY es

sensible para 4tomos separados alrededor de 4A.

HMBC
La técnica HMBC es un método sensible para la determinacion de conectividad
'H-heterotomo a larga distancia (3 enlaces o mas). El espectro que se obtiene y la

interpretacion del mismo es analoga al HETCOR.
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Métodos espectroscopicos

Cuando se utiliza el HMBC para el estudio de la relacion 'H-""C en moléculas
grandes que poseen varios carbonos cuaternarios, con esta técnica es posible, por
ejemplo, hacer la distincion entre e¢llos, los cuales mediante otras técnicas son
indistinguibles.

§i la molécula en estudio es complicada seré necesario llevar a cabo mas de uno
de los experimentos bidimensionales antes mencionados para poder establecer todas las

correlaciones necesarias y, de esta forma, proponer una estructura inequivoca.
3.5 Especirometria de Masas

La Espectrometria de Masas es una técnica microanalitica que requiere de muy
poca cantidad de muestra (del orden de pmol, 10° mol) para obtener informacién
caracteristica relacionada con el peso molecular y la estructura del compuesto analizado.

Esta técnica se basa en la ionizacion y fragmentacion de una sustancia por medio
del bombardeo de electrones de alta energia {(70eV) y su posterior separacion y registro
en funcién de su relacion masa/carga (m/z).

La energia cinética transferida por el haz de electrones a las moléculas del analito
puede, en principio, producir un ion molecular (ion formado por la pérdida de un
electron), el cual a su vez puede descomponerse en una variedad de fragmentos cargados
positivamente como radicales ionicos (*+) y cationes (+).*

E! patron de fragmentacion resultante junto con el ion molecular constituyen el
espectro de masas, el cual es una grafica de barras donde se presentan valores de
abundancia relativa contra valores de m/z (relacion masa/carga).

Algunos de los pardmetros, en un espectro de masas, que nos proporcionan

mayor informaci6n para caracterizar un compuesto son los siguientes:

1) Ion molecular: El ion molecular resulta de la pérdida de un electron en la molécula.

Este ion es el ultimo precursor de todos los fragmentos que componen €l espectro de
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Métodos espectroscopicos

2)

3)

4)

5)

masas. El pico del ion molecular aparece a un valor m/z numéricamente igual al peso

molecular nominat del compuesto.

Relacién masa/carga: Esta expresion, generalmente abreviada m/z, es la relacion
del mimero de masa (m) de una particula dada con el nimero (z) de unidades de
carga electrostitica (e) portadas por la particula. Asi, m/z es una relacion

adimensional.

Pico base: Se le llama pico base al ion cuya abundancia relativa en el espectro es la
mayor, es decir, es el pico mis alto en el espectro de masas y arbitrariamente se le da

el valor de 100% y la abundancia relativa de todos los demas fragmentos es
calculada con respecto a este pico.

Abundancia relativa: Por convencion, la abundancia o intensidad relativa de
cualquier pico en el espectro de masas es indicado por la ordenada que se encuentra
en el lado izquierdo de la grafica de barras. Por definicion la abundancia relativa det

pico base es de 100%.

Contribucién isotépica: Todos los elementos que presentan formas isotdpicas
naturales proporcionan contribuciones a los pesos moleculares obteniéndose
pequeiios picos después del ion molecular en el espectro. Se representan como M+1
cuando la contribucién es de una unidad de masa, (M+2) cuando la contribucion es
de dos unidades de masa, etc. La abundancia relativa de los isdtopos en una
molécula o en un fragmento depende de su distribucion estadistica. Por ejemplo, el
atomo de cloro presenta dos formas isotépicas naturales >*Cl y >’Cl, con abundancias
de 75.77% y 24.23% respectivamente. De acuerdo con la probabilidad estadistica de
encontrar un atomo de cloro en la naturaleza, un compuesto que contenga un atomo

de cloro presentara un ion isotépico (M+2) con una intensidad relativa de 32%.
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6) Patrén de fragmentacion: El patrdn de fragmentacion de un compuesto es la
presentacion de todos los fragmentos y sus posibles rutas de fragmentacidn, por

medio det cual se podra hacer la interpretacion de un compuesto semejante o igual.

Ademas del analisis convencional donde se obtiene el peso molecular nominal de
un compuesto, pueden hacerse otro tipo de experimentos que permiten obtener datos
adicionales para establecer la estructura de una molécula.

La alta resolucion permite, en principio, la determinacion de la composicion
elemental. Una vez que el espectrometro de masas ha obtenido el peso exacto del
compuesto, la computadora asociada a este instrumento busca en su base de datos que
combinacion de elementos puede producir el peso encontrade. Actualmente la
sensibilidad de estos aparatos es del orden de 10 unidades de masa, por lo que el
resultado obtenido por este tipo de anilisis es muy confiable.*’

Por otra parte, se han desarrotlado métodos para establecer los patrones de
fragmentacion. Uno de los mas utilizados es el CID (Cotlision Induced Dissociation) el
cual permite conocer el precursor de cada fragmento en el espectro de masas.

Este tipo de analisis se basa en la seleccion de un ion particular (ion padre,
obtenido por el método convencional de impacto electronico) para posteriormente
introducirlo en una segunda celda de ionizacion y obtener un registro de los fragmentos
a los cuales da origen (iones hijo). Si se hace esto repetidamente con los demés
fragmentos del espectro de masas puede saberse el precursor de cada fragmento v, si se
cuenta con los datos de alta resolucion de cada fragmento, puede proponerse un

mecanismo de fragmentacion inequivoco del compuesto.
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Objetivos

t. Desarrollar una ruta de sintesis para la obtencion de nuevos derivados de la 2-[{o-;
p-Ra)-aminofenil]-3H-5-[(o-; p-R, }-fenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina, compuestos

con posible actividad farmacologica.

(]

R4

2. Llevar a cabo el estudio completo por espectrometria de masas de alta resolucion y
Collision Induced Dissociation (CID) para determinar sus patrones y mecanismos de
fragmentacion para identificar los productos intermediarios y las 1.4-

benzodiazepinas finales.

3. Llevar a cabo un estudio completo por Resonancia Magnética Nuclear 'H y B¢

bidimensional para la identificacién de los productos 1,4-benzadiazepinicos finales.
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Ruta de sintesis

5.1 RUTA DE SINTESIS

La sintesis de los derivados de la 2-[(0o-; p-Rz)-aminofenil] 3H-5-[(0o-; p-Ry}-
fenif]-7-cloro-1,4-benzodiazepina se llevd a cabo por una ruta sintética de seis pasos,
utilizando como materias primas para el dltimo paso la 2-tiometil-5-[{o-; p-R}-fenil]-7-
cloro-3H-1,4-benzodiazepina y las (0-; p-Rs)-anilinas correspondientes.

A continuacién se describe el método generat de sintesis para la obtencién de los
intermediarios y derivados de la 2-[{o-; p-R;)-aminofenil]-3H-5-[(o-; p-Ri)-fenil]-7-
cloro-1,4-benzodiazepina.

RUTA GENERAL DE SINTESIS

Primer paso:

NH 0 NHz O
O — (O
Cl Cl
®
Segundo paso:

NH ©

B
O R"' Br)k’Br —> o =

(D
L, .
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Ruta de sintests

Tercer paso:

|

"o
N( NH ,OH/CH,0H
O Br
Cl

Ry

m

Cuarto paso:

C°
3

=
-

i
N

-

R
{Iv)

5—CHs;

2
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Ruta de sintesis

Sexto paso:

O =N + R —=N

Cl Cl
(. " (.
R1 R1
™ (V)

La metodologia experimental seguida para la obtencion de cada uno de los

intermediarios y los productos finales se presenta en la siguieate seccion.
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Metodologia experimental

Obtencitn de los derivados de la 2-amino-5-cloro-(o-; p-R;)-benzofenona

NH, O

AL

Cl
n

(Rt=0-Cl, p-C1, 0-F y p-F)

En un matraz de dos bocas provisto de un refrigerante en posicién de reflujo,
agitacion magnética y calentamiento, se colocan 21 mmol del cloruro de R;-benzoilo. Se
calienta hasta 120°C y se adicionan lentamente 4.2 mmol de p-cloroanilina. Una vez
disuelta la p-cloroanilina se agregan 4.2 mmol de ZnCl, como catalizador y se aumenta
la temperatura gradualmente hasta 220-230°C. Se mantiene el calentamiento durante
5hrs. La mezcla de reaccidn se enfiia a 120°C y se lava con agua, se decanta la fase
acuosa. El residuo resultante se disuelve en una mezcla de H,80,, CH;COOH y H;0, se
calienta a reflujo de 17-24h. Al término de Ja reaccion, la mezcla se vierte sobre un
recipiente que contiene una mezcla hielo-agua. El producto crudo se aisla por extraccion
liquido-liquido con diclorometano, se lava con H;O y NH4OH at 5% hasta pH neutro, se
seca a vacio y finalmente el solido obtenido se purifica por cromatografia en columna
utilizando como eluyente una mezcla de hexano - acetato de etilo (98:2) obteniéndose
asi un solido de color amarillo intenso. Los puntos de fusion van de 83°C a 112°C para

los diferentes derivados obtenides. El rendimiento es de 40-44%.
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Metodologia experimental

Obtencidon de los derivados de la 2-bromoacetamido-5-cloro-(o-; p-Ri)}benzofenona

(1)

(Ry=o-Cl, p-Cl, o-F y p-F)

En un matraz de dos bocas de 100 mL se disuelven, con 30 mL de éter anhidro,
15 mmol de Z-amino-5-cloro-(o-; p-R))-benzofencna y por medio de un bafio exterior de
hielo-agua se estabiliza la temperatura a 10°C. Posteriormente, se adicionan 37.5 mmol
de bromuro de bromoacetilo y se mantiene con agitacién a 10°C durante 2h, Al cabo del
tiempo indicado, se separa la fase organica y se lava con NH4OH al 5%, se seca con
Na»S804 anhidro y se elimina el disolvente a vacio. Se obtienen s6hdos incoloros con
puntos de fusion que van de 90°C a 133°C para los distintos derivados obtenidos, con
rendimientos del 94-98%.
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Metodologia experimental

Obtencién de derivados de la 7-cloro-5-[(o-; p-Ry)-fenil]-3H-1,4-benzodiazepin-2-

ona

(i)
(RI= 0-C|, p'Cla o-F y p'F)

En un matraz de dos bocas de 500 mL equipado con un refrigerante de hielo
seco, una vialvula de alivio y agitacién magnética, se disuelven 16 mmol de 2-
bromoacetamido-5-cloro-(o-; p-Ri)-benzofenona con 100 mL de éter. Posteriormente, se
adicionan 180 mL de una mezcla de hidroxido de amonio/metanol al 15% y se mantiene
con agitacion, a temperatura ambiente, durante alrededor de 46h. Una vez que por
cromatografia en capa fina se observa transformacién total de la materia prima, se
suspende la agitacion y a la mezcla de reaccion se le afiade una mezcla éterfagua se
separa la fase organica y se seca a vacio. El sélido resultante se purifica por
cromatografia en columna de silice, utilizando como eluyente una mezcla de hexano-
acetato de etilo (70:30). Se obtienen solidos blancos con puntos de fusion que van de
199°C a 248°C para los diferentes derivados obtenidos, con rendimientos del 60-80%,

34



Metodologia experimental

Obtencion de derivados de la 7-cloro-5-f(o-; p-R;)-fenil]-3H-1,4-
benzodiazepin-2-tiona ™

H
S

S

C =N

(

Ry

av)

{(Ri=0-Cl, p-CL, o-F y p-F)

En un matraz de dos bocas de 250 ml se disuelven, con 25 mL de tolueno
anhidro, 9 mmol de la 7-cloro-5-[(0-; p-R,)-fenil}-3H-1,4-benzodiazepin-2-ona junto
con 4.5 mmol de Reactivo de Lawesson y, la disolucion resultante, se calienta a
temperatura de reflujo bajo atmosfera de nitrogeno. La reaccion se monitorea por
cromatografia en capa fina (CCF} y se detiene hasta observar la transformacion total de
la materia prima. El tiempo de reaccion es de aproximadamente 1.5h. El producto no se
aisla. La disolucion de la ticna en tolueno se utiliza tal cual para la obtencion del

siguiente intermediario.
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Metodologia experimental

Obtencion de los derivados de la 2-tiometil-5-f{o-; p~-R;)-fenil}-7-cloro-3H-
1,4-benzodiazepina

V)
(Ri=o-ClL, p-Cl, o-F y p-F)

A la disolucion de 1a 7-cloro-5-[(o-; p-Ri)-fenil)-3H-1,4-benzodiazepin-2-tiona
se adicionan 27 mmol de NaH y se calienta a temperatura de reflujo por ihr.
Posteriormente, se introducen lentamente 27 mmol de yoduro de metilo (CH;I) v se
mantiene la reaccion a reflujo durante 1hr mas. Se enfria, se filira y el disolvente del
filtrado se elimina por destilacién al alto vacio. El aceite obtenido se purifica por
cromatografia en columna de silice utilizando como eluyente una mezcla de hexano-
acetato de etilo (95:5) obteniéndose asi la 2-tiometil-5-[{o-; p-R,)}-fenil]-7-cloro-3H-1,4-
benzodiazepina correspondiente. Se obtienen productos semisolidos de color anaranjado.

El rendimiento global de las reacciones llevadas a cabo en las reacciones cuatro y cinco
es de 60%.
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Metodologia experimental

Obtencién de los derivados de la 2-[(o-; p-R;)-aminofenil] 3H-5-[(o-; p-Rq)Henil)-7-

cloro-1,4-benzodiazepina

(s

R
(V1)

(R=0-Cl, p-C}, 0-F y p-F)
(R2= 0-Cl, p-Cl, o-OCH; y p-OCH3)

En un matraz de dos bocas de 100 mL se colocan 0.66 mmol de 2-tiometil-5-[{o-;
p-Ri)-fenil]-7-cloro-3H-1,4-benzodiazepina disueltas en tolueno anhidro y unas gotas de
acido acético. La disolucion anterior se calienta a reflujo durante 1hr bajo atmésfera de
nitrégeno. Transcurrido este tiempo se agregan 1.33 mmol de la (o-; p-Ra)-anilina
correspondiente. Después de 24-48 hrs la reaccion se completa. Se enftia v se lava con
agua (3x15mL). La fase organica se seca con Na:$04 anhidro y el disolvente se elimina
a vacio. El solido obtenido se purifica por recristalizacién de diclorometano-hexano. Los
puntos de fusion y rendimientos de todos los compuestos finales se presentan en la

seccion de resultados.
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Rendimientos

6.1 Rendimientos y caracteristicas fisicas de los compuestos finales

La obtencion de los compuestos finales (V1) se levo a cabo por medio de una

sustitucién del grupo tio-metil de los compuestos (V) por medio de ia anilina sustituida

comrespondiente. Se obtuvieron un total de 12 nuevos compuestos no descritos en la

literatura, cuyos puntos de fusién y rendimientos se presentan en la Tabla 1.

TABLA 1. Rendimientos y puntos de fusién de Jos compuestos finales

“Rg -} Rendimiento (%) Punto de fusién (°C)

Cl 33 197-199
p-Cl o-Cl 57 148-149
o-Cl p-Cl 80 240-241
o-Cl o-Cl 76 204-206
o-Cl p-OCH, 73 172-174
o-Cl 0-OCH; 70 178-180
p-F p-Ct 66 130-132
pF o-Cl 64 153-154
oF p-Cl 82 220-222
o-F o-Cl 80 155-156
o-F p-OCH; 84 179-181
o-F 0-0CH; 73 183-185

39



Infrarrojo

6.2 Espectroscopia de Infrarrojo

Todos los espectros de TR fueron realizados en disclucidon de CHCl; vy

presentaron una sefial entre 3217-3441 cm’ la cual es generada por las vibraciones de

tension N-H, una banda muy intensa entre 1612-1636 cm™ producida por las vibraciones

de tension del enlace C=N asi como las bandas de absorcion caracteristicas de

vibraciones de tension de los enlaces C=C, C-N, C-O y sistemas aromaticos presentes.

En la tabla 2 se presenta una descripcion detallada de las absorciones de IR de cada uno
de los compuestos finales.

Tabla 2. Bandas de absorcién (IR) de los derivados de la 2-[(o-; p-Ry)-aminofenil]-3H-
5-[(o~; p-Ry)-fenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina

e v {em™)
Ry Ry - | N-H:|€C~Hyem| C-H = C=C | C-N | C-0
p-Cl p-Cl | 3439 3035 2962 1630 1593 1348 .
_ 1527 1304
p-Cl o-Cl | 3417 3050 2960 1634 1591 1348 .
' I 1533 1306
0-CI p-Cl | 3286 3031 2960 1630 1610 1360 .
: 1549 1312
o-Cl o-Cl “| 3419 3058 2964 1636 1595 1346 L
: e 1533 1308
“0-Cl. {p-OCHi| 3441 3053 2960 1626 1590 1346 1245
" L 1510 1298 1036
‘0-Cl - | 0-OCHz | 3423 3059 2966 1630 1601 1356 1247
B v 1541 1292 1030
p-F p-Cis] 3439 3045 2959 1630 1589 1348 -
- L 1530 1304
p-F o-Cl =| 3417 3042 2959 1634 1591 1344 -
L 1533 1306
oF | pCl | 3286 3030 2954 1612 1595 1360 .
o 1551 1366
oF o-Cl. | 3422 3054 2061 1636 1592 1356 .
o ‘ 1533 1306
o-F: | p-OCHy| 3441 3051 2959 1626 1610 1348 1248
- 1533 1302 1036
oF |[o0-OCHs| 3423 3059 2966 1636 1601 1356 1246
1539 1310 1037
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6.3 Resonancia Magnética Nuclear "H y *C

Para determinar los espectros de RMN se utilizé CDCl; como disolvente, salvo
en dos espectros en los cuales se utilizd una mezcla de CDCl; y DMSO-ds. La
asignacion de las diferentes sefiales de RMN 'H se corrobord con ayuda de las técnicas
bidimensionales COSY y NOESY. Por otra parte, las scfiales de ’C se asignaron
inequivocamente auxiliados de los experimentos HETCOR y HMBC.

En las tablas 3 y 4 se presentan los desplazamientos quimicos de 'H y °C,

respectivamente, para todos los compuestos finales obtenidos.
En general, los espectros de RMN "H presentan las siguientes caracteristicas:

@ Sefiales entre 3.6-4.9 ppm originadas por los hidrégenos del grupo metileno del anilto

diazepinico.
o En general, las sefiales de protones aromaticos aparecen entre 6.7 y 7.8 ppm.

@ El desplazamiento quimico de los protones 2" y 6 a campo mas bajo (7.3-7.8)

del esperado (6.5-7.0 ppm, para protones en posicidén “orto” a un NH), sugiere el

siguiente equilibrio en soluciomn:
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favoreciéndose el tautomero B en solucion.

@ El proton 6>’ (Hg) aparece desplazado a campo mucho mas bajo (8.6-8. 7ppm) del
esperado (7.0-8.0 ppm para un hidrégeno de tipo aromético) cuando el sustituyente
Rz se encuentra en posicidn “orto™; mientras que, cuando R; se encuentra en
posicion “para” el desplazamiento de este proton es el esperado. Lo anterior nos
sugiere la presencia de dos isdmeros conformacienales SYN y ANTI producidos por

la inversion del nitrogeno del grupo aminofenil:

Ry

I,NN o »j““@
@ »

R+

SYN ANTI

En este equilibrio se favorece aquél conformero con menor impedimento
estérico.

Cuando el sustituyente Ra se encuentra en posicion “orto” 1a molécula adopta
preferentemente la conformacion ANTI debido a que esta presenta menor impedimento
estérico. Esta conformacién favorece la interaccton del par electronico libre del Ny con
el Hg ocasionando una desproteccion de este Gltimo nicleo y el desplazamiento

quimico a campo mas bajo observado.
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R R
SYN ANTI

Por otra parte, cuando los dos sustituyentes “orto” del anillo del grupo aminofenil
son hidrogenos ( R en posicion “para”) la molécula presenta ua desplazamiento
guimico de Hy» normal. Lo anterior nos indica que en este caso la conformacién que se
adopta es aquella en la que no se presenta interaccion tipo puente de hidrégeno, esto es,

la conformacién SYN.

@ Los compuestos que contienen flilor presentan las constantes de acoplamiento Ju.p

correspondientes. "
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En los espectros de RMN 'C puede observarse lo siguiente:

@ Una sefial entre 53-55 ppm que corresponde al carbono del metileno del anillo
diazepinico.

@ Una sefial correspondiente al carbono del grupo metoxilo entre 55-56 ppm cuando el

grupo aminofenil tiene un sustituyente Ry= -OCH;,
@ Las seiiales de carbonos arométicos aparecen en el intervalo 109-156 ppm.
@ Las sefiales de los carbonos iminicos aparecen entre 150 y 170 ppm.

@ Las constantes de acoplamiento C-F (Jc.r) correspondientes cuando la molécula

contiene flbor en su estructura.>?

A continuacién se presentan las tablas 3 y 4, las cuales contienen los
desplazamientos quimicos (en ppm) de RMN 'H y "*C. Entre paréntesis, al lado del

desplazamiento, se muestra la multiplicidad con la siguiente nomenclatura:

(d) = doblete

(1) = triplete

{dd) = doble de dobles
(dt) = triple de dobles

(m) = multiplete

Los espectros fueron llevados a cabo en un espectrometro Varian VXR-300s

operando a 300MHz, wilizando tetrametilsilano como referencia interna.
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TABLA 3. Desplazamientos quimicos (en ppm) de RMN 'H de los derivados de la 2-{(o-; p-
R;}-amincfenilj-3H-5-(o-; p-Ry)-fenil]-7<loro-1,4-benzodiazepina®

®Los valores de las constantes de acoplamiento, J, estan dados en Hz.

S (ppm)
Ry p-Ci pCl o-Cl o-Cl o-Cl o-Cl
R p-Cl o-Cl p-Cl o-Cl p-OCH, | o-OCH,
- Disolvente CBQCY,. | . CDCY, | COOwDMSO | .CDCL, CbCY, | CDCL,
H; 48,36 |4.74; 3.65 4,26 4.24 4.19 4,23
H, (@) 724 7.25 6.93 7.04 7.00 7.02
=27 =21 =21 J=24 J=21 =27
Hg (ad) 743 7.43 7.35 7.38 7.33 71.38
1=24,87|J-24,87(J=24,87|)=24,87|1=24,87|1=24,87
H; (d) 7.27 728 7.19 7.26 7.20 7.29
I=87 J=8.7 J=387 J=38.7 J=8.7 =87
Hy: 7.5 AA'BB’ | 7.5 AABB’
=387 J=8.7
Hy |737aamp [ 737aamm | 7.38(dd) | 7.36(dd) | 7.34 (dd) | 7.34 (dd)
J=8.7 =87 |J=20,75[1=20,7513=20,72[1=20,72
He 7.39(dt) | 7.37(dt) | 7.35(dt) | 7.35(dt)
J=20,75(J=20,75|}J=20,72}1= 20,72
Hs 737 AABB|737aaBB’| 7.37(dt) | 7.34(dt) | 7.31(dt) | 7.31{dr)
J=8.7 J=87 |)=20,75{]1=20,75|)= 20,75|F= 20,75
He 7.5 AABB’ | 7.5A4'BB" | 7.49(dd) { 7.46(dd) | 7.43 (dd) | 7.43 (dd)
J=8.7 =87 J=30,75()=30,751)}=3.0,75|1=3.0,75
H;- 7.41 ANBR 7.83 aABB 7.32 An'BE’
J=8.4 J=87 J=87
Hj» 7.17aaBB°| 7.35(dd) |7.23A4BB'| 7.35(dd) |6.77Aa'BB" | 6.86 (dd)
=90 |I=15,78) J=90 [}=12,78] J=90 |1=2478
Her 7.00 (dt) 7.00 (dt) 6.99 (dt)
=15,78 =15,75 =2475
Hs |7.17anBB| 7.25(dt) |7.23aaBB° | 7.27(dt) |6.77 AABB'| 6.96 (di)
J=90 |}=1575| J=90 |=1581| =90 |J24178
Hg 741 aaBB| 81(d) |7.83aaBB’| 8.67(dd) |732a4BB’] 8.71 (dd)
J=84 J=8.1 J=8.7 J=12, 8.1 J=87 J=15,78
“Espectro a 300MHz
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TABLA 3. (continuacién) Desplazamientos quimicos (en ppm) de RMN 'H de los derivados de
la 2-[(o; p-Ro}-aminofenil]-3H-5-[(o-; p-Ry)-fenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina

& 5
H
9 | | +
2 R
3
3

¢ Ry
6 (ppm)
p-F p-F o-F o-F o-F o-F
p-Cl o=Q1 pQl o-Cl p-OCH, 0-OCH,
CDh{C, CDCly, | CPODMSC 1 CDCH, CDCl,y Cb(Cl,
| 486, 3.61 1472, 366 4.25 4.24 4.42 4.38
727 7.27 7.12 7.25 7.14 7.16
=271 J=24 =21 J=30 J=3.0 J=21
7.43 7.44 7.37 7.42 7.36 7.40
J=24,87[J=24,87(J=24,87(1=24,87]|J=24,87[]=24,87
7.27 7.29 7.25 7.29 7.23 7.31
1 =87 =9.0 J=8.7 J=9.0 =87 =87
1 7.57 AA'BB’ | 7.56 AA'BB’
JH-H= 20 Jl.;_ = 8.7
) Jar 54 | Jye=54
- |7.08ABB [7.09A4BB' | 7.07(dd) | 7.08(dd) | 7.06(dd) | 7.08 (dd)
J=9.0 J=90 J=12,84[)=12,8417=12,84|F12 84
744(d) | 745(dy) | 741 (dt) | 7.43(dD)
J=20,75{)=20,75|)=20,75|1=20,75
2] 7.08AABB° | 7.094°BR° | 721 (dD) | 722(dt) | 7.17(dt) | 7.19(dD)
, =90 =00 |J=12,78{)~1278|J=12,75]|1=12,75
- 7.57an'BB’ | 7.56 AABB’ | 7.52(dd) | 7.52(dd) | 7.46 (dd) | 7.49 (dd)
A Jus=90 | Jun=87 |J=18,75])=18,75()=18,75|]=18,75
Jur=54 | Iyy=54
]7.29 an'BB* 7.76 AA’BB 7.36 AABB
.| =87 =87 1=9.0
1 7.1aa88 | 736(dd) |7.24a4°BB°{ 7.36 (dd) |6.77 AA'BR"| 6.86 (dd)
|1 =93 |J~1878| J=87 |}=1581| J=90 |J=1878
7.01 (dt) 7.01 (1d) 7.00 (dt)
J=18,78 1=1578 J=18,75
T1AABBE | 726(dt) |724aaB8°| 727 (td) |67744°B8" | 6.97 (dt)
A J=9,3 [J=18,78| J=87 |J=1578| J=90 |J=1815
729A4BE | 8.69(d) |7.76aaBB| 8.7(d) |736aaBB| 8.69(d)
J=8.7 J=6.6 J=87 J=6.6 J=9.0 J=6.6
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos (en ppm) de RMN "C de los derivados de fa 2-{(o-; p-Rz)-

aminofenil]-3H-5-[o-; p-Ri-fenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina *

& (ppm)

R, p-Cl p-Cl o-Cl o-C1 o-Cl o-Cl
R; p-Cl 0-Cl1 p-Cl 0o-Cl | o-OCH; | p-OCH,
Disolvente | CDCl1, CDCls (]:)I;*]Cs]g CbBCl, CDCl, CDCL
C, 1522 152.2 151.4 150.9 150.7 152.0

Cs 54.6 55.2 53.4 55.1 55.5 54.0

Cs 169.3 1693 168.2 169.7 160.4 170.1

[ 126.3 126.6 124 8 126.7 126.1 1258

. Cs 1299 1299 127.8 128.7 128.7 128.7
C, 1279 128.2 128.6 1292 128.9 128.9

[ 131.4 131.3 1301 130.6 120.5 120.6

- Cy 1283 1283 128.0 128.3 128.6 1284

L Cn 148 3 148.5 147.7 147.4 147.7 148.4
Cy 1374 137.5 133.2 138.5 138.7 1387

Cy 1312 131.2 132.3 133 4 133.4 133 4

Cs 128.7 128.6 129.3 1301 130.1 130.1

Cye 136.8 136.6 1300 131.1 131.0 131.1

Cs 128.6 128.6 126 4 126.8 126.7 126.7

Ce 131.2 1312 130.8 131.1 131.1 1311

2 Gy 1375 135.8 138.6 136.0 129.0 132.1
Cy» 121.2 122.6 120.2 122.6 1483 131.1

D Can 128 8 129.0 1279 129.0 109.7 114.0
Cs- 128.9 124.0 1265 124.0 1231 156.3
Cs» 128.3 127.5 127.9 127.6 120.9 114.0
Cg: 121.2 121.0 120.2 121.0 119.3 131.1

“Espectros a 75MHz
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Tabla 4. (continuacién) Desplazamientos quimicos de RMN “C da los derivados de Ia 2-[(o-

p-Ra)- aminofenil]-3H-5-{(o-; p-Ry}-fenii]-7-cloro-1,4-benzodiazepina
& 5

R, p-F " pF e o-F o-F o-F
R, p-Cl L oCY 0-C1 “o-OCH, - p-OCH,
Dwer- | CDCl, | CDCL fEDH CDCly €DCl - | . CDClL
[ 152.5 152.5 1514 151.2 1522
Cs 54.4 54,9 55.1 55.4 54.3
Cs 170.0 169.3 167.0 166.8 1673
| Cy 126.3 126.6 127.0 126.3 125.9
Ce 130.0 130.0 129.0 129.0 129.0
C, 128.1 128.1 1293 129.2 1291
"Gy 131.4 131.3 131.2 131.0 131.1
G | 1283 128.3 128.2 128.5 128 4
Co 1489 1482 147.1 147.0 147.9 1433
Co | 1352 | 1352 | 12700 1273 (d) 127.5 () 127.5 (d)
Ter=32 | ce=33Y Uer=132 | Uer=121 } Uer=121 | Ver=132
Cr | 1319 | 1519 ) 1598 () 160.5 (@ 160.5 (d) 160.5 (d)
. er=77 | Tex=871 Yer=251 | Te5=2525 | Uer=2525 | Ueg=2525
Cy | 1155(@) | 1154@ | 11556 116.4 (d) 1162 (d) 116.3 (d)
Yer=208 § Ver=22 | Uop=219 Her=22 ex=209 | Uep=219
Ce | 1643 [ 1642(d) | 131.1(d) 131.9 (d) 131.8 (d) 131.9 (@
Tor =250 | Yop=250] =177 Jor=818 Ner=T17 }Jer=8.8
Ce | 1155() [ 1154 | 123.6(d) 124.2 (d) 124.1 (d) 124.1 (d)
Yop=208 | Ver=22 | “Jor=44 Jer=44 Jer=3.2 Jer= 4.4
Ce | 1319 | 1319 | 1311 (D) 131.6 13138 1319
Tl Ner=77 Vcr=87] ¥er=177 3er=81 s =177 Jep=8.2
Ci 137.6 135.7 138.1 135.7 128.7 132.1
-Conr 1212 122.7 120 4 122.8 1479 131.7
Cy 128.7 129.0 1279 129.0 109.8 1140
[ 128.8 124.1 128.7 124.1 123.2 1563
Cs 128.7 1275 1279 1276 1209 114.0
C,- 121.2 121.1 120.4 121.1 1195 1317
“Los valores de J estén dados en Hz 48



Espectrometria de masas

6.4 Espectrometria de masas

Todos los compuestos sintetizados fueren caracterizados mediante
Espectrometria de Masas. Este analisis reveld que todos los derivados presentan el
mismo patron de fragmentacion. El ion molecular es el pico base cuando el sustituyente
R se encuentra en posicion “para”;, mientras que el fragmento {M-R;]” es el pico base si

R; esta en posicién “orto™.

En la Tabla 5 se presenta una descripcion detallada de los fragmentos mas
significativos en los espectros de masas de los derivados de la 2-[(0-; p-R;)-aminofenii}-3H-
5-[(o~; p-Ri)-fenil]-7T-cloro-1,4-benzodiazepina.

Como puede observarse en la tabla 5, los iones mas importantes son: M”, [M-17’,
[M-Ry]", [M-Ro)", [M-63], [M-(63tHR3)]", [M-(76+R3)]", [240+Rq]", [213+Ry],
[204+R, ], m/z 163 y [90+R,]".

En el apéndice se presentan los Espectros de Masas de los doce compuestos

sintetizados.

Por otra parte, mediante el analisis de Espectrometria de masas de alta resolucién
y Disociacién Inducida por Colision (CID), fue posible establecer la procedencia y
estructura de los fragmentos mas importantes y, consecuentemente, proponer los
mecanismos de fragmentacidn para la nueva familia de derivados 1,4-benzodiazepinicos.

Algunos espectros obtenidos por CID se muestran en la seccion de espectros (apéndice).
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Espectrometria de masas
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Espectrometria de masas

A continuacion se exponen los mecanismos de reaccion a través de los cuales se
explica la formacion de los fragmentos mas importantes. Posteriormente, se presenta el
patrén general de fragmentacion y, al final de esta seccién, se anexa el estudio de alta

resolucion de uno de los derivados.

1) Ton molecular
En todos los compuestos estudiados el ion molecular presenta una alta
abundancia relativa, lo que pone de manifiestc su estabilidad, la cual esta

determinada por su estructura heterociclica. Cuando el sustituyente R, se encuentra

en posicidén “para” el ion molecular resulta ser el pico base (Esquema 1).
H +
!

Nés Ry

=N

R4

24+

Esquema 1
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Espectrometria de masas

2) Formacion del ion de m/z [M-11

A partir del ion molecular se lleva a cabo la pérdida de un hidrégeno por “efecto
orto”. Este efecto consiste en la ruptura dei enlace C-H de la posicion orto del aniflo
aroméatico del grupo aminofenil e inmediata ciclizacidn con el atomo de Ny, para
formar un catioén de tipo imidazol. Cuando R, se encuentra ubicado en la posicion
“‘orto” la abundancia del ion m/z [M-1]" disminuye debido a que es mas importante

la eliminacion de R:. El mecanismo de fragmentacion propuesto se ilusira en el

Esquema 2.
Ra
0
:J N“H N—H
OO = oyt
——
=N
C —
o N
(s (.
1 R,
+ +
M miz [M-1]
Esquema 2
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Espectrometria de masas

3

4)

Formacion del ion de m/z [M-R,]"

A partir del ion molecular se 1teva a cabo la ruptura homolitica del enlace C-R,
generandose un ciclo de cuatro miembros entre €l Ny y el anillo aromitico de la
posicién 5 cuando R, se encuentra en la posicion “orto™. En el Esquema 3 se ilustra

el mecanismo de fragmentacion propuesto, el cual explica la formacion de este

fragmento.

?

O
solae
=Na&

®

M+ m/z [M-R, [

Ct

Esquema 3

Formacion del ion de m/z [M-R,]"

Este fragmento se origina por el llamado “efecto orto” que consiste en 1a pérdida
del sustituyente R, y la inmediata ciclizacion con el tomo de Ny para formar un
cation de tipo imidazol. El ion m/z [M-R;]" es el pico base cuando el sustituyente R,
se encuentra en la posicion “orto”, mientras que, cuando se encuentra en posicion
“para” solo se obtiene en muy poca abundancia. Este dltimo hecho nos permite
diferenciar de que isémero se trata. En el Esquema 4 se ilustra ¢! mecanismo de

fragmentacion propuesto.
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Espectrometria de masas

. N N
L CH A
() — I
C — N -Rn, C — N
Ry R
m* mfz [M-Ry] "
Esquema 4

5) Formacion del ion de m/z [M-63]"

A partir de! ion molecular, [M]", se lleva a cabo un rearreglo para dar el ion
isomérico (M")". Posteriormente se verifica una ruptura entre las ligaduras de C;-Cy
y Cs-Nj llevandose a cabo la eliminacion de H;CN, con la ciclizacion del anillo
diazepinico v eliminacién del cloro de Iz posicion Cr dando origen al radical ionico

de m/z [M-63]". El mecanismo de fragmentacion se propone en el Esquema 5.
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Espectrometria de masas

Cl
RI
+
M
mz [M-63]"

Esquema 5°

* Por claridad, el mecanismo de fragmentacién propuesto en el Esquema 5 se presenta por partes;

sin embargo, la formacién del fragmento de m/z [M-63]" ocurre en una sola etapa.
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Espectrometria de masas

6) Formacion del ion de m/z [M-(63-+HR,)]*

El fragmento de m/z [M-(63+HR3)]" se origina a partir del ion de m/z [M-63]",

verificandose el mecanismo de fragmentacion propuesto en el Esquema 6.

= -

iz M-63]* miz [M-(63+HRy)]

Esquema 6

7) Formacion del ion de m/z [240+Ry]"

A parir del ion molecular, fM]", se lleva a cabo un rearreglo para dar el ion
isomérico (M")’. Posteriormente, se verifica la ruptura de los enlaces Co-Cay Ni-Cy
(M"Y’con ta ciclizacién del anillo diazepinico. En el Esquema 7 se presenta ¢l
mecanismo de fragmentacion propuesto para la formacidn del ion de m/z [240+R,]".
Es de hacerse notar que todas las fragmentaciones ocurren juntas; sin embargo, para

hacer mas claro el Esquema, €l mecanisme se presenta por partes.
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»
(e

R
R,
=N —_—

H
1 O
TV H R,
H
cl =N
R

(m*y

(M

Esquema 7
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Espectrometria de masas

8) Formacion del ion de m/z [213+R;]"

A partir del ion molecular, [M]", se lleva a cabo un rearreglo para dar el ion
molecular isomérico (M), Posteriormente, se verifica una ruptura entre Cs-Ny y N,-
Cz con la ciclizacion del anillo diazepinico para dar lugar al fragmento [213+R,]". El

mecanismo de fragmentacion propuesto se presenta en el Esquema 8.

O NI;I -(R2¢-N=C-CH=NH)
I -—

R

Ry

mz [213+Ry) "

Esquema 8"

® Aunque el mecanismo propuesto en i Esquema 8 se presenia por pasos, en realidad todas las
fragmentaciones ocurren en una sola etapa. 58



Espectrometria de masas

9) Formacion dei ion de m/z [204+R,]"

Partiendo del ion de m/z [240+R,]" se lleva a cabo la pérdida de HCI para dar una
triple ligadura en el anillo bencénico originandose asi el ion de m/z [204+R,]", cuyo

mecanismo de fragmentacion se propone en el Esquema 9.

H
{

N@
-~
w0

Rl R;

[240+R,} * [204+R}

Esquema 9
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Espectrometria de masas

10) Formacion del ion de m/z [M-(76+R;)]"

A partir del ion molecular se verifica un rearreglo para formar el ion melecular
isomérico (M'Y’, ¢l cual mediante la ruptura de los enlaces Ny-Cy y C-H, con
transposicion de un hidrogeno al nitrdgeno unido al Cz del anillo benzodiazepinico,
da lugar al fragmento [M-(76+R2)]". El mecanismo para la formacion de este

fragmento se propone en el Esquema 10.
+ H +
E@—' e h
N |
= R;
ST o
Ct cl =N
(. (Y

Ry %,
M+ /
R
4
yh
N\.?
C =N
Ty
|
Ry

m/iz  [M<(76+R3)] *

Esquema 10
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Espectrometria de masas

1t)Formacién del ion de m/z 163

Sobre el ion de m/z [240+R,]" se verifica la ruptura de los enlaces N;-H, y

Cs-C)- llevandose a cabo la pérdida de ¢-R; y un hidrogeno, dando como resultado

la formacion del ion de m/z 163, al verificarse el mecanismo de fragmentacion

propuesto en el Esquema 11.

Ci N
@
l ci Z
mz 163
Ry
+
mz [240+R4]
Esquema 11

12) Formacién del ion de m/z [90+R,]"

A partir del ion molecular se lleva a cabo la ruptura del enlace Cz-N, asi como la

pérdida de un hidrogeno “orto” del grupo fenilamina para dar origen a un radical

idnico de tipo aziridina. Cuando R; = p-OCH; este fragmento es muy abundante

debido a la contribucién del grupo metoxilo para estabilizar la carga y al menor

impedimento estérico que presenta con respecto al sustituyente R en posicion

“orto”. El mecanismo para la formacién de este fragmento se propone en el Esquema

12.
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Z—T

&

+
miz [90+R:]

Esquema 12

Una vez conocida la procedencia y composicion de los fragmentos fue posible
establecer el patron general de fragmentacion de la nueva familia de derivados de la 2-
{{0-; p-Re)-aminofenil}-3H-5-[(0-; p-Ri)-fenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina (Esquema
13).
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Q. B
o ol g™

R Ry
iz [M-Ry) * iz [M-11* mfz [M-Ry}*

S N
| b
(]

————r

wh (M-63]+

.O

/ miz [240+R, ] \ [O Nﬁ

w7z M-3Ry * §| I

Esquema 13, Patron general de fragmentacién
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Espectrometria de masas

ESTUDIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION

A continuacion se presenta el andlisis elemental de los fragmentos mas

importantes del espectro de masas de la 2-[o-cloro-aminofenil]-3H-5-{p-cloro-fenii}-7-

cloro-1,4-benzodiazepina.

e

W

N,\_SN
(L )
=N

Cl

c!

ION MOLECULAR [M]*

Formula molecular
m/z observada
m/z estimada

Error estimado

Ton de m/z [M-R;]"
Férmula molecular
m/z observada

m/z estimada

Error estimado

C3Hy4N;:Cls
413,0231
413.0253
5.3

- CxaHuN; Ol

378.0547
378.0565
-4.6
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Espectrometria de masas

Cl

Ton de m/z [M-63]"
Férmula molecular
m/z observada

m/z estimada

Error estimado

Ion de m/z [240+R;]"
Férmula molecular
m/z observada

m/z estimada

Eyror estimado

CaoHiNzCly
3500365
350,0378
-6.4

C1aHyNClp
275.0126
275.0143
-6.2
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Rayos X

6.5 Anilisis de Rayos X

Fue posible cristalizar el compuesto 2-[o-cloro-aminofenil)-3H-5-[o-fluorofenil]-
7-cloro-1,4-benzodiazepina, obteniéndose cristales de tamafio adecuado para ser
analizados por difraccién de Rayos X de monocristal.

El analisis reveld una formula empirica Cz)Hy4CL,FN; y un peso molecular de
39724 unidades los cuales concuerdan con los parametros esperados para este
compuesto. El sistema cristalino al que pertenece es el monoclinico con los siguientes
parametros de celda: a= 17.020A, b= 8.135A, ¢=27.579A, o= 90°, B= 101.29° y y= 90°.

La estructura obtenida por difraccion de Rayos X (Figura 1) nos muestra que el
enlace C»-N; es sencillo y no doble como habiamos inferido mediante los analisis de
RMN 'H. En la Tabla 6 se presentan algunas distancias de enlace seleccionadas, donde
podemos corroborar que ¢l enlace C2-N; (1.363A) es mas largo que el N,-C; (1.284A),
lo que nos sugiere que el doble enlace que habiamos planteado se encontraba fuera del

anillo en realidad es endociclico y se encuentra formado por el Ny y el Cs.

Tabla 6. Distancias de enlace seleccionadas del compuesto
2-[o-cloro-aminofenil]-3H-5-{o-fluorofenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina

Enlace = |-Distangia(A) |  Enlace | Distancia(A)
CO-NOG) Can-_Ca9)| 1394
CO-NM 1288 |C(9)-C@0)] 1376
CO-N@ | 1291 [Cay-can| 1370
CO-N@ | 1410 [ce@h-C@y| 1387

C(10)-N(1) 1399 |[C(2B)-C@3)] 13713
C(18)-N(3) 1412 |[C(23)-C(I8)| 1389
CR-CQ 1516 Cl(N-C () 1.751
cE)-CcQn 1.484 F(1)-C(13) 1272
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Rayos X

FIGURA 1. Rayos X de Ia 2-[o~cloro-aminofenil]-3H-5-[o-flucrofenil)- 7-cloro-1,4-benzodiazepina

Con respecto a la estructura tridimensional, tenemos que la molécula no es
plana.® El anillo diazepinico de siete miembros presenta una conformacion de bote
mientras que los sustituyentes de las posiciones 2 y 5 se encuentran fuera del plano con

respecto al nicleo benzodiazepinico (Figura 1).
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Conclustones

L.

3

a)

b)

<)

d)

Se sintetizaron doce nuevos derivados de la 2-{(0-; p-Rg)-aminofenil -3H-5-[(o-; p-
Ry)-fenil]-7-cloro-1,4-benzodiazepina, compuestos con  posible  actividad
farmacolégica, mediante una ruta sintética de seis pasos la cual incluye la sustitucion
de un grupo tio-metil por un grupo Ri;-aminofenil, en el ultimo paso, con un
rendimiento del 60-80%.

Se establecid el patron general y los mecanismos de fragmentacién, en
Espectrometria de Masas, de los nuevos compuestos sintetizados con respaldo de

experimentos de Alta Resolucién y Disociacion Inducida por Colision (CID}).
Con relacidn al patron de fragmentacion se concluye los siguiente:
Todos los compuestos sintetizados presentan el mismo patrén de fragmentacion.

E! ion molecular es el pico base cuando el sustituyente Rz se encuentra en posicion

“para”. Su abundancia relativa disminuye cuando Rz esta en posicién “orto”.

Si R, se encuentra en posicidén “orto” el pico base del espectro de masas es el
fragmento [M-R;]", debido al ilamado “efecto orto™.

La comparacion de la abundancia relativa del ion molecular, M, y del fragmento
[M-R3]" nos permite establecer si el sustituyente del grupo aminofenil se encuentra

en posicion “orto” o “para”.
La presencia del ion de m/z [M-R;]” es mucho mais abundante cuando el

sustituyente Ry se encuentra en posicién “orto” que cuando se encuentra en posicion

“para”.
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Conclusiones

f) Los iones mas importantes en los espectros de masas de los doce nuevos derivados
son: M', [M-Ri]*, [M-Rs)", [M-1]", [M-63]", [M~(63+HR3)]", [M-(76+R2)]",
[240+R,]", [2134R,]", [204+R,]", m/z 163 y [90+R.]".

4. Fue posible llevar a cabo un estudio completo de RMN 'H y 1*C, asi como el analisis
de Rayos X de dos de los compuestos obtenidos. Con respecto a ellos se puede

concluir lo siguiente:

a) Los desplazamientos quimicos observados en RMN 'H para los hidrogenos Ha» y
Hg sugieren que, en solucidn, los nuevos compuestos adoptan preferentemente la

estructura del isomero B del siguiente equilibrio:

|

b) Del tautdmero B del inciso anterior se proponen dos isomeros conformacionales,
SYN y ANTI, para explicar el comportamiento de He. El isomero ANTI favorece la
interaccién de Hg- con el par de electrones libres del Ny lo que ocasiona una
desproteccion del niicleo y, consecuentemente, un desplazamiento en el espectro de
RMN 'H a campo mas bajo del esperado.
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Conclusiones

¢) Por difraccion de Rayos X de monocristal se determind la estructura tridimensional
del compuesto 2-{(o-;p-Rp)aminofenil]-3H-5-[(o-;p-R)-fenil]-7-cloro-1,4-
benzodia- zepina, la cual resultd no ser plana. El anillo diazepinico de sicte
miembros tiene conformacion de bote y los sustituyentes aromaticos de las
posiciones 2 y 5 se encuentran perpendiculares con respecto a este. En su forma

cristalina, ef compuesto analizado adopta la estructura A del equilibrio mostrado en

el inciso a de este apartado.
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