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Hoy en dia, los quimicos pueden hacer artificialmente cientos de miles de
compuestos organicos, la mayoria de los cuales no estan duplicados en la
naturaleza.
George W. Stocking
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AcOEt= acetato de etilo

AcOH= 3cido acético
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Atm= atmodsfera
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DMF= dimetilformamida
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1. INTRODUCCION
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Se calcula que el cuerpo humano esta formado por un poco mas de 300 tipos diferentes
de células, las cuales organizadas adecuadamente, forman los distintos tejidos y a su vez
los érganos del cuerpo. Cada célula mantiene estables sus caracteristicas morfoldgicas y
fisioldgicas gracias a la operacién de diversos mecanismos de control o regulacién que
son, al mismo tiempo, muy sutiles y muy estrictos. La mayoria de los mecanismos de
control (si no es que todos) se originan y operan en el nucleo celular y son finalmente el
resultado de la actividad de los genes. Cuando alguno de estos mecanismos de control
falla, se altera la actividad gendmica y, consecuentemente, la homeostasis celular

produciendo el cancer.’

El cancer no es una enfermedad Unica; mas bien, es un grupo heterogéneo de trastornos
caracterizados por la presencia de células que no responden a los controles normales de la
division. Las células cancerosas se dividen rapida y continuamente, por lo que crean masas
anormales de tejido denominadas tumores que desplazan a las células normales y

finalmente privan a los tejidos sanos de sus nutrientes.’

La leucemia es un cdncer del sistema hematopoyético caracterizado por la proliferacion
no regulada de las células progenitoras no asignadas o parcialmente asignadas. Incluye a
un gran grupo heterogéneo de neoplasias que difieren respecto a su agresividad, célula de
origen, caracteristicas clinicas y respuestas al tratamiento.’ Representa el 2.7% de todos

. , . ’ 4
los tipos de cancer que existen, ocupando el lugar nimero 11 de entre ellos.

La leucemia mieloide aguda (LMA) representa aproximadamente el 25% de todas las
leucemias en adultos en el mundo occidental, y por lo tanto es la forma mas frecuente de
leucemia, la cual cuenta con un mal prondstico de supervivencia.” En 2017 en Estados
Unidos se diagnosticaron 21, 380 casos (hombres 11, 960 y mujeres 9, 420) de los cuales
se reportan 10 590 muertes, lo que quiere decir que solo el 51% de las personas

diagnosticadas con LMA sobreviven el primer afio.°

La Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus
siglas en inglés) aprobd el 3 de agosto de 2017 el medicamento Vyxeos, el cual es una

combinacion fija de los farmacos para quimioterapia daunorrubicina y citarabina
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(citostaticos). Sin embargo, la tasa de supervivencia de los pacientes con LMA bajo este

tratamiento es sélo del 27% a 5 afios.’

Los inhibidores de la tirosina cinasa (ITC) comprenden un amplio grupo de farmacos que
han surgido gracias al estudio de los receptores transmembrana y de las enzimas
necesarias para los procesos de proliferacién y angiogénesis, por lo que muchos de éstos
en la actualidad son usados solos o0 en conjunto con la quimioterapia convencional para el
tratamiento del cancer. Dicho lo anterior, los ITC son la evoluciéon de los agentes
citostaticos, los cuales son completamente inespecificos y atacan a cualquier tipo de
célula con la que tuvieran contacto tras su administracidn, si bien esto no quiere decir que
los ITC sean completamente especificos para atacar las células cancerigenas, pero debido
a su mecanismo de accion, presentan un numero menor de efectos adversos y la mayoria

son mejor tolerados que los citostaticos.®

En la busqueda de mejorar la esperanza de vida para los pacientes con LMA, el desarrollo
de tratamientos farmacoldgicos mas eficaces adquiere un rol de gran importancia, debido
a la necesidad de nuevos y mas selectivos medicamentos inhibidores de tirosina cinasa

con efectos secundarios minimos.

El disefio de compuestos con actividad biolégica puede realizarse empleando diversas
estrategias, entre las cuales se encuentra la modificacion estructural de farmacos vy el
analisis molecular de receptores. En la modificacién estructural se encuentra la creacion
de analogos; un analogo es un compuesto que tiene una estructura similar a la de otro
compuesto, pero que difiere de él con respecto a un determinado componente, ya sea
uno o varios atomos o determinados grupos funcionales. Un ejemplo de esto es la sintesis
de algunas de las benzodiacepinas mas conocidas a partir de la modificacién estructural

del anillo 1,4-diazepinico y de otros atomos en el clordiacepdxido (Librium ®) (figura 1).
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alprazolam clonazepam

clordiacepdxido diazepam
Librium © 1960 Valium ® 1963 Xanax ® 1970 Klonopin ® 1975

Figura 1. Estructura de clordiacepdxido y benzodiacepinas analogas.

El presente trabajo describe la sintesis de un nuevo analogo diazabiciclico de Tandutinib,
que sustituye el fragmento de piperazina por el sistema (1S,45)-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptano, con posible actividad inhibitoria sobre la tirosina cinasa FLT3

(figura 2).

a) b)

Figura 2. a) Estructura de Tandutinib b) Andlogo diazabicilcico de Tandutinib.
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2. MARCO TEORICO
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2.1 Tirosina cinasas e inhibidores de tirosina cinasa

Las cinasas son una serie de enzimas clave en los procesos de regulacién de varios
procesos celulares que catalizan la transferencia de un grupo fosfato de una molécula de

ATP a un sustrato especifico.’

En particular las, tirosina cinasas son proteinas responsables de la sefializacidn celular que
tienen una gran variedad de actividades biolégicas que incluyen la proliferacién,
migracion, diferenciacién y supervivencia celular. De las 518 proteina cinasa codificadas
en el genoma humano, 90 de ellas pertenecen al grupo de las tirosina cinasa, que se
agrupan en 30 familias, como por ejemplo la familia VEGFR (factor de crecimiento vascular

endotelial) y las de la familia FGFR (receptor del factor de crecimiento fibroblastico).” *°

Los receptores de tirosina cinasa (RTC) son esenciales para la transduccidon de sefales
extra-celulares y estructuralmente estdn caracterizados por una sola cadena polipeptidica
con un dominio extracelular de unién al ligando y un dominio intracelular con actividad

s . . . . .. 11
catalitica tirosina cinasa, enlazados mediante un dominio transmembranal.

Los RTC estan insertados en la membrana celular gracias al dominio transmembranal de
hélice alfa compuesto de 20 aminodacidos. Este a su vez juega un rol clave en la formacién
y estabilizacion del dimero de las cadenas del receptor. En el medio ambiente lipidico de
la membrana celular las hélices alfa son oligomerizadas de manera no covalente. Este tipo
de proceso hace posible que los RTC se pre-dimericen en la membrana celular y asi que

. . . 11
sean capaces de interactuar con su correspondiente ligando.

Un inhibidor de la tirosina cinasa (ITC) es una molécula que bloquea la accidon enzimatica
de una o mas de estas proteinas y que tiene como funcidn principal interferir en multiples

vias de proliferacién celular y angiogénesis tumoral.™*

Al conjunto de tratamientos que se emplean contra el cancer se denomina tratamiento
antineoplasico. Este tipo de tratamiento requiere usualmente la intervencion de
farmacéuticos experimentados para la dilucion y acondicionamiento de una gran

diversidad de citostaticos e inmunomoduladores (mezclas oncoldgicas), la participacion de
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personal médico calificado para la aplicacién de los mismos, la calendarizaciéon de los
pacientes a ser tratados, la permanencia hospitalaria con vigilancia y el control de

caducidad de las mezclas oncoldgicas.*

A diferencia de que la gran mayoria de los farmacos citostaticos e inmunomoduladores
son administrados de manera parenteral y que conllevan un riesgo (por su citotoxicidad)
para todo el personal involucrado en su manejo y transporte, los ITC son casi en su
totalidad de uso por via oral. La mayoria de estos farmacos (ITC) aprobados por la FDA se
encuentran de manera comercial en forma de comprimidos y tienen una caducidad
bastante amplia comparado con la que pueden ofrecer las mezclas oncoldgicas. En cuanto
a los efectos adversos que pueden presentar los ITC, éstos son mejor tolerados que la

mavyor parte de los citostaticos e inmunomoduladores.'* *?

La FDA estd aprobando nuevos inhibidores de proteina cinasas a un rango de 2 a 4 por afio
y no parece haber sefial de que esto disminuya. Casi todas las indicaciones actuales son
dirigidas para neoplasias tales como las leucemias, linfomas, mielofibrosis y varios
carcinomas. La aprobacién del tofacitinib para el tratamiento de la artritis reumatoide en
2012 y del nintedanib para el tratamiento de la fibrosis pulmonaria idiopatica en 2014
representa un repertorio terapéutico mas amplio que se espera que en un futuro se
multiplique. El estudio continuo de las estructuras de las proteina cinasas y de los varios
caminos de sefializacién prometen obtener informacién que pueda servir como base para
la optimizacidon de moléculas que sirvan no solo para la aplicacién en el tratamiento de

diferentes tipos de cdncer sino que también en otro tipo de enfermedades.™
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2.1.1 Clasificacion de los inhibidores de proteina cinasa

Se conocen 3 clases principales de inhibidores, los de tipo 1, 2 y 3. Se define al inhibidor de
tipo 1 como una molécula pequeiia que reconoce la conformacién activa de una cinasa.
Este inhibidor se une al sitio de anclaje del ATP (conformacion activa de la cinasa)
presentando de uno a tres puentes de hidrogeno que imitan aquellos formados
normalmente por el ATP. En contraste, los inhibidores de tipo 2 reconocen la
conformacidn inactiva de la cinasa y compiten indirectamente con el ATP, ocupando el

bolsillo hidrofébico de este Gltimo, el cual esta directamente adyacente al sitio de unién.*

Se conoce como inhibidores de tipo 3 aquellos que no compiten con el ATP. Se les conoce
también como inhibidores de tipo alostérico. Estos se unen a sitios que son diferentes del
activo, y en el caso de las proteinas cinasa esto se refiere a compuestos que se unen
covalentemente con residuos de cisteinas de la tirosina cinasa. El azufre presente en los
residuos de cisteina es un dtomo rico en electrones, el cual reacciona con el grupo
electrofilico del inhibidor. Como resultado, el inhibidor y el residuo de cisteina se unen
irreversiblemente compartiendo sus electrones y esto permite que se pueda bloquear la
unién del ATP con la cinasa previniendo su activacién. Por lo anterior, a estos inhibidores
también se les conoce como de tipo covalente y como ejemplos de ellos existen los que
estan basados en una estructura quimica de quinazolina tal como el Vandetanib, el TAK-
733-MEK1 y el Tandutinib y otros como el Trametinib (figura 3) con una estructura

diferente.’
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Figura 3. Inhibidores de la tirosina cinasa de tipo 3.

2.2 Leucemia mieloide aguda (LMA)

La LMA tiene una incidencia de 3.7 por cada 100 000 habitantes con aproximadamente 12
000 casos nuevos diagnosticados cada afio en Estados Unidos con mas del 90% de éstos
en personas adultas. La LMA es una de las primeras 10 causas de mortalidad por cancer en
adultos en ambos sexos, y es la segunda causa mas frecuente de leucemias después de la
leucemia linfocitica crdnica, pero ocupa el primer nimero en muerte con 8 950 decesos
por afio.’®En México son pocos los estudios de epidemiologia, sin embargo uno realizado
por Mejia-Aranguré y col.’” revela que en la Ciudad de México se dan aproximadamente 8

casos de LMA cada afio por millén de nifos menores de 15 afios de edad.

El pronéstico de la enfermedad esta directamente relacionado con la edad; la
supervivencia a 5 afios para menores de 65 afios es de 37.9% y para mayores de 65 es de

5.1%.°

El esquema de quimioterapia aceptado para su tratamiento consta de una antraciclina

(por ejemplo daunorrubicina) y arabindsido de citosina (Citarabina). Con este esquema se
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alcanzan remisiones completas en 60 a 80% de los casos de adultos jévenes y en 40 a 60%

de los casos de adultos mayores.18

El FLT3 (tirosina cinasa 3 tipo FMS) se encuentra mutado hasta en un tercio de los
pacientes con leucemia mieloblastica aguda, ya sea por duplicaciones en tdndem internas
(ITD) del mdédulo yuxtamembrana o por mutaciones puntuales que casi siempre afectan el
modulo cinasa (KD). Ambos tipos de mutacion activan, constitutivamente, al FLT3 con la
consecuente induccidn del crecimiento celular e inhibicion de la apoptosis a través de la
activacion de una cascada de sefializacion de diversas proteinas. Diversos estudios
sugieren que las mutaciones FLT3/ITD se asocian con peor prondstico debido a mayor tasa

de recaidas y a supervivencia global reducida.™

La respuesta en los pacientes que reciben inhibidores de FLT3 generalmente se limita a la
desaparicion de las células leucémicas sélo en la sangre periférica, mientras que las
respuestas mayores en la médula dsea son infrecuentes. En la mayoria de los pacientes la
respuesta es de corta duracién, con reaparicién de blastos en la sangre periférica en

semanas a meses.lg

Las mutaciones del FLT3 por duplicaciéon interna en tandem en la LMA tienen
implicaciones prondsticas importantes porque se asocian con mayor tasa de recaida y, por
ende, a menor supervivencia global. A pesar del desarrollo de farmacos dirigidos contra
este receptor y del trasplante de progenitores hematopoyéticos de forma temprana, la
morbimortalidad de la LMA sigue siendo muy elevada. Se ha observado que el
Midostaurin y el Sorafenib combinados con la quimioterapia convencional (ldarrubicina
mas Citarabina) han demostrado obtener tasas de remision de entre un 90 y un 93% en
adultos jévenes, sin embargo el costo de este tipo de tratamientos es bastante elevado
debido a que una caja de cdpsulas y comprimidos de Midostaurin y Sorafenib
respectivamente cuesta alrededor de 80,000 a 70,000 pesos mexicanos. Por lo tanto, un
modelo econémico que incluya la terapia convencional con citostdticos y la adicion de
alguno de los inhibidores de FLT3 mencionados resulta dificil de financiar por parte de las
|-20,21,22,23

entidades de gobierno y practicamente inalcanzable para la poblacion en genera
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SINTESIS DE UN ANALOGO DIZABICICLICO DEL TANDUTINIB

2.3 Tandutinib

El Tandutinib (MLN518) es un inhibidor de la tirosina cinasa de tipo 3, que
estructuralmente se caracteriza por ser una urea asimétrica; en un extremo contiene un
fragmento de piperazina unido a una quinazolina y en el otro contiene a una anilina (figura
2a). Bioldégicamente, el Tandutinib ha demostrado inhibir la autofosforilacion de las
tirosina cinasas FLT3 (tirosina cinasa tipo FMS 3), PDGFR (factor de crecimiento derivado
de plaquetas) y de c-Kit con una Clsg (concentracidon que inhibe el 50% de la poblacién
celular) con valores aproximados de entre 100 nM y 200 nM en células normales. También

ha demostrado tener una buena afinidad por receptores muscarinicos y nicotinicos.*®

La utilidad de este farmaco se observé por primera vez en ensayos con células que tenian
unas mutaciones denominadas duplicaciones internas en tandem (DIT) en el gen que
codifica para la tirosina cinasa FLT3 (FLT3-DIT). El Tandutinib demostré tener una Clsy de
30 nM en estos casos y una apoptosis significativa fue inducida a una concentracion de 1
nM, donde las células normales (negativas a la mutacién FLT3) no mostraron ser afectadas

1
de alguna forma.®

Las mutaciones en FLT3 son encontradas en alrededor del 25 al 30% de los pacientes
recién diagnosticados con LMA, y estan asociadas con un mal prondstico para la
supervivencia libre de progresidn, la supervivencia promedio o ambas. Por esta razén el
Tandutinib se ha probado como monoterapia en pacientes que padecen LMA o que
conllevan un gran riesgo de padecer algun sindrome mielodispldsico. Sin embargo, su
utilidad ha sido reducida llevando a la mayor parte de los pacientes tratados a una
remisién parcial y con una serie de efectos adversos que varian desde nauseas y vomitos

. . 16,1
hasta debilidad muscular excesiva.*®*®

Se han realizado otros estudios en los que se ha utilizado el Tandutinib y no ha mostrado

ninguna actividad clinica como es en el caso del tratamiento del carcinoma de células

renales con metdstasis y en pacientes con glioblastoma recurrente.”*
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SINTESIS DE UN ANALOGO DIZABICICLICO DEL TANDUTINIB

Por lo anterior, el espectro de actividad del Tandutinib se puede reducir al tratamiento de
la LMA, ya que sélo en este tipo de cancer mostré tener actividad anti leucémica. La
modificacion de esta molécula podria tener beneficios para aumentar su actividad

bioldégica para inhibir al FLT3 y disminuir los efectos adversos producidos por su afinidad

por los receptores nicotinicos y muscarinicos.
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SINTESIS DE UN ANALOGO DIZABICICLICO DEL TANDUTINIB

2.3.1 Métodos de sintesis

La revision de rutas sintéticas de Tandutinib, realizada mediante SciFinder, dio como
resultado tres fuentes principales, dos de ellas provenientes de revistas indexadas y una
de patente estadounidense. En los articulos de las revistas indexadas parten de vainillato
de metilo y en la patente del benzoato de 2-amino-5-metoxi-4-(3-(piperidin-1-il)propoxi)
de metilo, el cual es un intermediario de sintesis descrito en los articulos de revistas
indexadas. De las tres rutas publicadas, la de Knesl y col.? reporta un rendimiento global
del 26.4 % a partir del vainillato de metilo, siendo aparentemente la mejor opcion para la

obtencién del Tandutinib (esquema 1).>2%%’

O o) (e}
(0] O -
_ O/ a _0 O/ . d - 0
HO c” "0 R O\I/\/\O NH,
1R=H
b
5 R= NO, .
Cl (0]
(6] O
NH N
H ﬁ /) f /)

)\OQNENJ O\,/\/\o NG —— N0 N

Esquema 1. Ruta de sintesis de de Tandutinib reportada por Knesl y col.” a) 1-bromo-3-cloropropano, K,CO;,
BuyN'Br b) AcOH, HNO; c) piperidina, K,COs, Nal, Bu,;N'Br” d) PtO,*H,0, H,, MeOH, 40 p.s.i e) acetato de
formamidina, 2-metoxietanol, reflujo f) POCI3, N,N-dietilanilina g) K,CO3;, DMF, 50°C.
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2.4 Sistema (15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano

La quimica organica tiene multiples areas de investigacidon, todas ellas con un gran
potencial de desarrollo, sin embargo una de las mas estudiadas es la heterociclica. De
hecho, las estructuras de cerca de la mitad de los compuestos orgdnicos conocidos
incluyen por lo menos un componente heterociclico, y mds de la cuarta parte de los

trabajos de investigacién que se publican estan relacionados a este campo.?®

El sistema (1S,4S5)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano fue descrito por primera vez en 1966 por
Mikhail y Portoghese” con una ruta de sintesis orientada a la obtencién del diclorhidrato
del mismo con el fin de determinar sus caracteristicas espectroscépicas. Se usé como
materia prima para la sintesis la trans-4-hidroxi-L-prolina (1), la cual fue tosilada en una
disolucién acuosa de hidréxido de sodio, para obtener en buen rendimiento una mezcla
del derivado N-tosil (lla) y de N,O-ditosilhidroxiprolina (llb). El tratamiento de Il con
diazometano dié como producto el metil éster (lll), el cual fue reducido al N-
tosilhidroxiprolinol (IV) usando borohidruro de litio. Intentos por reducir lla 6 Il con
hidruro de litio y aluminio dieron rendimientos muy pobres de IV. La tosilacién de IV en
piridina dio como producto el derivado tritosilado V. El derivado 2,5-diazanorbornano (VI)
se obtuvo reflujando una disolucion de tolueno con 3 equivalentes de bencilamina y 1
equivalente de V, dos equivalentes de bencilamina actian como aceptores del acido p-
toluensulfénico formado en la reaccidn. Para la remocién del tosilo se ocupo una mezcla
de acido yorhidrico concentrado, acido acético y fosforo rojo a reflujo y el producto se
aislé6 como el diyorhidrato (VII). Finalmente VII se sometié a hidrogenolisis en una
disolucién acuosa de acido clorhidrico 2 N con paladio sobre carbdn activado a una
presion de 40 psi obteniendo el diclorhidrato del 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (VIII) en

con rendimiento global de 31.6% (esquema 2).
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Esquema 2. Sintesis de (1S5,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano descrita por Mikhail y Portoghesezg.

Posteriormente, la sintesis del sistema diazabiciclo fue optimizada para lograr mejores
rendimientos en menor tiempo que la primera ruta descrita. Uno de los logros mas
notables en este aspecto es el trabajo realizado por Melgar-Fernandez y col.*® (esquema
3). En esta metodologia se logro elevar el rendimiento de la N-tosilacion de la (S)-(-)-trans-
4-hidroxiprolina (1) usando calentamiento con microondas y a la vez reduciendo el tiempo
de reaccién de dos dias a 30 minutos, evitando subproductos. Se evité también Ia
necesidad de formar el éster metilico lll, reduciendo el acido carboxilico directamente al
alcohol IV, y por ultimo se implementaron metodologias para hacer la ciclacién con

diferentes aminas primarias.
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Esquema 3. Sintesis de (1S5,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano optimizada por Melgar-Fernandez y col®.

2.4.1 Aplicaciones del sistema (1S5,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano

En las dltimas décadas, el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH) ha sido
incorporado en diversos compuestos con potencial aplicacién en quimica medicinal, y se
ha encontrado que poseen una amplia gama de aplicaciones farmacoldgicas. Este sistema
es equivalente estructuralmente a una piperazina pero con equilibrio conformacional

restringido (Figura 4).

H
N
() HAEW
N
N H
H
a b

Figura 4. Estructuras de piperazina (a) y el sistema (15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (b)

Ejemplo de las aplicaciones son ciertas quinolonas con actividad antibacteriana, en donde
el sistema DBH ha sido integrado en sustitucién del fragmento de piperazina; tal es el caso
de la danofloxacina, analogo diazabiciclico de ciprofloxacina. La danofloxacina es un
farmaco de amplio espectro empleado en el tratamiento de infecciones bacterianas en

medicina veterinaria (Figura 5).3132
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0 0
F CO,H F CO,H

N N N N
S we A

Ciprofloxacina Danofloxacina

Figura 5. Estructuras de ciprofloxacina y danofloxacina.

Otro compuesto que contiene el sistema DBH en su estructura es 1, el cual es un andlogo

de la dietilcarbamazina que presenta actividad antifilarica (Figura 6).%

O

.
)
Z>=

")

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

Dietilcarbamazina 1

Figura 6. Estructuras de la dietilcarbamazinay 1.

También han sido reportados compuestos que pertenecen a una nueva clase de
anticancerigenos derivados de la nicotinamida, los cuales tienen como mecanismo de

accion la inhibicidn de la enzima histona-desacetilasa, ejemplo de ello es 2 (Figura 7).

“~ )
W\l@\(“ NH,
0
2

Figura 7. Estructura de 2.

De la misma manera los compuestos 3 y 4 mostrados en la figura 8, fueron reportados

como inhibidores de la Leucotrieno A; (LTA4) hidrolasa, enzima involucrada en diversos

procesos inflamatorios .>>°
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Figura 8. Estructuras de 3y 4.

HOOC

Por otro lado, también han sido reportados compuestos que presentan actividad como
agonistas del receptor 1 de la hormona concentradora de melanina (HCM;), que estd
asociada al control del apetito, por lo que son empleados en el tratamiento de la
[ 37

obesidad. Entre estos compuestos se encuentra el compuesto 5 reportado por Su y co

(Figura 9).

5
Figura 9. Estructura de 5.

En otras areas el sistema diazabiciclico también ha sido incorporado en algunas moléculas

como el acido 12-fenilacetilricinoleico (acido 12-FAR) para dar una amida con actividad

canabinoide (Figura 10a y 10b), la cual es en esencia un derivado del fenilacetilrinvanil.*®*°

o o)
_ AEW _ HﬁOCHS
N OH
0 o)
IA® IA®
a) b)

Figura 10. a) Derivado diazabiciclico del acido 12-FAR b) fenilacetilrinvanil
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El Tandutinib (figura 11a), cuenta con un anillo de piperazina, el cual presenta nueve
conférmeros energéticamente estables provenientes de la conformacion de silla (Figura
11b) y de bote (Figura 11c), esto debido a dos tipos de inversiones: la inversién del anillo

(inv-A) y la inversion piramidal de los sustituyentes del nitrégeno (inv-N).

H

a) Tandutinib
0 H
N " N
, \/\ . _ ) o \/\
H A= N
0 H
b) inv-A inv-A inv-A
H H v
N iy N Tve N~
QN//\\// S inv-N H‘N//\\// S inv-N H‘N//\\// H
Y 0 0
inv-A inv-A inv-A
T N R N
inv- . inv- -
No — VN~ H

Figura 11. a) Estructura quimica del Tandutinib, inhibidor de tirosina cinasa que incorpora un anillo de piperazina b)
isdmeros provenientes de la conformacion silla c) isémeros provenientes de la conformacién bote.

El sistema DBH no sufre la inversién del anillo de seis miembros, ya que el puente de
metileno le confiere rigidez, aunque sigue presentando la inv-N, por lo que sélo presenta
tres isdmeros conformacionales, ademas de integrar dos centros estereogénicos en las
posiciones 1 y 4. Esto puede resultar benéfico en términos de actividad bioldgica si se
reemplaza el anillo de piperazina en la molécula de Tandutinib por el sistema de DBH, ya
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gue como se mencioné antes, el inconveniente del Tandutinib es que presentaba una
intolerancia persistente debido a su afinidad por receptores muscarinicos y nicotinicos lo
gue causa debilidad muscular y una alta tasa de vomitos en los pacientes tratados con
dicho farmaco. Por lo tanto, la sintesis de un andlogo diazabiciclico (Figura 12) seria una

alternativa para explorar si mejora la actividad inhibitoria del FLT3 y en especial si tiene

mejor respuesta en la LMA.

e NB inv-N Q Nb inv-N HEB
b) 47 ~N@ Ar~N-H N-H

Figura 12. a) Estructura quimica del andlogo diazabiciclico del Tandutinib (11) b) Equilibrio conformacional del sistema
diazabiciclo.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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La busqueda de nuevos compuestos que inhiban el FLT3, es de vital importancia para el
tratamiento de la LMA. Por esta razén nuestro grupo de investigacién se planted la
posibilidad de sintetizar un analogo diazabiciclico del Tandutinib, con potencial actividad

inhibitoria sobre FLT3.
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4. OBJETIVOS
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SINTESIS DE UN ANALOGO DIZABICICLICO DEL TANDUTINIB

4.1 Objetivo general

e Sintetizar un andlogo diazabiciclico del Tandutinib.

4.2 Objetivos particulares

e Disefiar una estrategia de sintesis empleando compuestos accesibles.

e Estandarizar la metodologia de sintesis para la obtenciéon del analogo del
Tandutinib.

e Caracterizar por técnicas espectroscépicas los compuestos intermediarios de
sintesis, asi como el compuesto final.

e Escalar la metodologia desarrollada para obtener suficiente cantidad del andlogo

diazabiciclico para enviar a pruebas bioldgicas.
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5. HIPOTESIS
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Es posible sintetizar un nuevo analogo diazabiciclico del Tandutinib con potencial actividad
inhibitoria sobre FLT3, empleando materias primas comercialmente disponibles y

estrategias convencionales de sintesis.
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6. MATERIAL Y METODOS
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6.1 Métodos y técnicas generales

Los reactivos y materias primas utilizados en las reacciones quimicas fueron adquiridos de

Aldrich®.

El curso de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina, usando como fase
estacionaria gel de silice; placas de silice clasicas de Merk® con F,s4 verde fluorescente.
Los reveladores que se utilizaron son: radiacién ultravioleta 254/366 nm y vapores de
yodo. Para las columnas de cromatografia se empled como fase estacionaria gel de silice

flash (malla 230-400) y florisil (malla 60-100).

Los productos se caracterizaron por resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrégeno
(*H) y carbono (*3C) realizada en un equipo Jeol Eclipse a 300 MHz, empleando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como disolventes se emplearon CDCls,
CDs;0D y D,0, los desplazamientos quimicos (6) estan expresados en partes por millén

(ppm) a partir del TMS.
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6.2 Materiales

6.2.1 Reactivos y materias primas

Acido bromhidrico (48%)
Acido clorhidrico (36%)
Acido metansulfénico

Acido sulfurico (98%)
Acetaminofén (4-
hidroxiacetanilida)

Acetato de formamidina
Anhidrido acético
Bicarbonato de sodio

Carbon activado
1-bromo-3-cloropropano
Bromuro de isopropilo
Bromuro de tetrabutilamonio
Carbonato de sodio
Carbonato de potasio

Celita

Cloruro de sodio
N,N-dimetilanilina
(15,4S5)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]
hetano-2-carboxilato de tert-

butilo

Fosfato de sodio dibasico
dodecahidratado
1-fluoro-4-nitrobenceno
Hidréxido de amonio (28-32%)
Hidrégeno gas

Hidroxido de sodio
Metodxido de sodio 4.2 M
Paladio al 5% sobre carbdn
activado (Pd/C 5%)
Metodxido de sodio

Nitrato de cobre trihidratado
Nitrégeno gas

Oxicloruro de fésforo
Permanganato de potasio
Piperidina

Sodio metalico

Trietilamina

Vainillina

Yoduro de sodio
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6.2.2 Disolventes

e Acetato de etilo
e Acetona

e Acetonitrilo

e Agua

e Diclorometano

e Dicloroetano

6.2.3 Cristaleria

e Adaptador para termémetro
e (Camaras de elucion

e Columna de fraccionamiento
o Cubreobjetos para Fisher Jones
e Embudos

e Embudos de separacién

e Frascos para hidrogenacién
e Matraces bola

e Matraces Erlenmeyer

e Pipetas

e Refrigerantes

e Trampas de humedad

e Viales

e Etanol (96%)

e Isopropanol

e Hexano

e Metanol

e Metilterbutil éter

e Tetrahidrofurano (anhidro)

Cabeza de destilacion

Cola de destilacion
Columnas para cromatografia
Desecador

Embudos de adicion

Frascos de fermentacion
Llaves de paso

Matraces bola de tres bocas
Matraces kitazato
Reductores

Tapones

Vasos de precipitados

Vidrios de reloj
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6.2.4 Equipo

Balanza analitica; OHAUS mod.
EP64C

Canastillas

Micro-pipetas; Gilson mod. EK91997
Agitador Orbital Heidolph mod.
Unimax 1010

Redstatos; ESTACO-ENERGY mod.
3PN1010B

Ldmpara de UV; UVP mod. UVGL-58

Sonicador; Aquasonic mod. 150D

Agitadores magnéticos

Bomba de vacio; Vacuubrand mod.
MZ2CNT
Aparato de Fischer-Jones

Hidrogenador Parr

Parrilla de agitacién; IKA mod. RET-
Cv-S1
Rotavapor; Biichi mod. R-205

Termometro de alcohol
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7. PARTE EXPERIMENTAL
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7.1 Sintesis de 4-cloro-6-metoxi-7-(3-piperidin-1-ilpropoxi)quinazolina

)
Q‘/\/\o 7 Q N0

Esquema 4. Sintesis del intermediario clave del Tandutinib a) 1-bromo-3-cloropropano, K,CO3, (CH3),CO b) KMnQ,,
K,HPO, c) MeOH, H,SO, d) Cu(NO3),, Ac,0 e) Pd/C, H,, AcOEt, 60 p.s.i f) acetato de formamidina, EtOH, reflujo g)
piperidina, K,CO3, Nal, Bu,N"Br, CH3CN h) POCl;, N,N-dimetilanilina.

7.1.1 4-(3-cloropropoxi)-3-metoxibenzaldehido (1)

0 En un matraz esférico de 500 mL provisto de agitacion
/OD)J\H magnética se colocaron 20 g (131.4 mmol) de vainillina, 18.1 g
de carbonato de potasio (131.4 mmol), 1 g (6.6 mmol) de

a0 yoduro de sodio y 200 mL de acetona. A la mezcla de
reacciéon se le agregaron gota a gota 14.5 mL (23 g, 146.6 mmol) de 1-bromo-3-
cloropropano durante 10 minutos con agitacién constante y se calentd a reflujo durante
24 horas. Se verifico el termino de reaccidon por cromatografia de capa fina (CCF), usando
Heptano-Metil terbutileter 1:1 (Hep:MTBE 1:1); la mezcla de reaccién se filtré a vacio
sobre papel filtro, lavando con 30 mL de acetona caliente, y después sobre celita. El
filtrado se evapord en el rotavapor y al liquido viscoso resultante se le agregaron 100 mL

de heptano y se dejo con agitacidn vigorosa durante 12 horas. El sélido blanco resultante
se filtré y se secd a 50 °C obteniendo 26 g (86.5%) del compuesto 1, Pf=127°C.
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7.1.2 Acido 4-(3-cloropropoxi)-3-metoxibenzoico (2)

o En un matraz esférico de 1000 mL provisto de agitacién
/O: i /U\OH magnética se disolvieron 13 g (56.8 mmol) de 1 en 250 mL
de metanol. A ésta se le agregd una disolucién acuosa de

cl” "0 i .
fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (40.1 g en 250
mL de agua) y dejo con agitacion vigorosa durante 5 minutos. Posteriormente se
adicionaron 11.3 g (72.1 mmol) de permanganato de potasio durante 30 minutos de
adicion), y se calentd durante 24 horas a 60°C. Se verificd el termino de reaccién por CCF
en Hep:AcOEt 7:3 determinando reaccién completa. Se filtré sobre celita y el filtrado se
acidificé a pH 0 con 30 mL de acido clorhidrico concentrado y se enfrié durante 12 horas a

2°C. El sélido precipitado se filtrd y se secd hasta peso constante a 50°C obteniendo 13.8 g
(99 %) del compuesto 2, Pf= 159°C.

7.1.3 4-(3-cloropropoxi)-3-metoxi benzoato de metilo (3)

o En un matraz esférico de 1000 mL provisto de agitacion

_0O o magnética se disolvieron 13.3 g (54.3 mmol) de 2 en 260 mL
de metanol, se adicionaron 0.4 mL acido sulfurico, se
cl” "0 . . . . .
calenté a reflujo durante 4 dias, determinando el fin de la
reaccion en CCF Hep:AcOEt 6:4. Se ajustd el pH a 8.0 con bicarbonato de sodio. Se
evaporod hasta sequedad y el residuo se disolvié con diclorometano (120 mL) y se lavé con
50 mL de agua. La fase organica se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd a
sequedad. El sdélido resultante se recristaliz6 de metanol obteniendo 9.8 g (69.7%) del

compuesto 3, Pf=98°C.
7.1.4 2-nitro-4-(3-cloropropoxi)-5-metoxi benzoato de metilo (4)

0 En un frasco de fermentacion de 100 mL se colocaron 7.0 g

_0O o (27.1 mmol) de 3 y se suspendieron en 40 mL anhidrido
acético. El frasco se cerrd y se enfrid en un bano de hielo
cl” "0 NO ,

2 durante 5 minutos, se agregaron 4.9 g (20.3 mmol) de
nitrato de cobre trihidratado durante 10 minutos. El frasco se cerré y se colocd en un
agitador orbital a 130 r.p.m a 37°C durante 2 horas. Se determind el fin de la reaccién en
CCF Hep:MTBE 7:3. Se transfirid el contenido del frasco a un matraz esférico de 250 mLy
se concentrd a sequedad, al residuo se le agregd hielo y se llevd a pH 8 con bicarbonato de
sodio. Se extrajo con acetato de etilo (3 X 50 mL), se secd sobre sulfato de sodio anhidro y
se concentrd hasta sequedad obteniendo un liquido amarillo, el cual se cristalizé de
acetato de etilo heptano. Se obtuvieron 7.6 g (92%) del compuesto 4, Pf= 54°C. RMN *H

(300 MHz) & (ppm): 2.32 (g, 2H, -CH,CH,CH,, J= 6 Hz), 3.77 (t, 2H, -CH,Cl, J= 6.1 Hz ), 3.9 (s,
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1H, -OCHs), 3.96 (s, 1H, -COCHs), 4.25 (t, 2H, -CH,0, J= 5.8 Hz), 7.08 (s, 1H, ArH), 7.48 (s,
1H, ArH).

7.1.5 7-(3-cloropropoxi)-6-metoxiquinazolin-4(3H)-ona (6)

(@) En un frasco de hidrogenador de 100 mL se disolvieron

/OD\)J\NH 4.3 g (14.1 mmol) de 4 en 50 mL de acetato de etilo y se

o "0 N/) a(.i|C|onar(I)n 344 mg de paladio sobre.(.:arbon al .5%. Se

hidrogend a 60 psi durante 16 horas verificando el fin de la

reaccion por CCF usando Hep:MTBE 1:1. Se filtrd filtré el catalizador y la mezcla de

reaccion se transfirio a un matraz esférico de 100 mL y se evapord hasta sequedad. El

residuo (amina (5)) se disolvié con 35 mL de etanol, seguidos de la adicidon de 2.9 g (28.1

mmol) de acetato de formamidina y se calentd a reflujo en atmdsfera de nitrégeno

durante 24 horas. Se determiné el fin de la reaccién por CCF Hep:AcOEt 6:4. Se enfrid y se

filtré lavando con 20 mL de etanol frio se sec6 a 50°C obteniendo 3.0 g (79%) del

compuesto 6, Pf= 204°C. RMN *H (400 MHz) & (ppm): 2.3 (g, 2H, -CH,CH,CH,, J= 6.1 Hz),

3.3 (s, 1H, -OCHs), 3.79 (t, 2H, -CH,Cl, J= 6.4 Hz), 4.27 (t, 2H, -CH,0, J= 5.7 Hz), 7.14 (s, 1H,
ArH), 7.57, (s, 1H, ArH), 7.99 (s, 1H, ArH).

7.1.6 6-metoxi-7-(3-pipridin-1-ilpropoxi)quinazolin-4-(3H)-ona (7)

0 En un matraz esférico de 100 mL provisto de agitacion

_0 NH magnética se colocaron 3.0 g (11.1 mmol) de 6, 3.0 g
(22.2 mmol) de carbonato de potasio, 357 mg (1.1 mmol)

de bromuro de tetrabutilamonio, 82 mg (0.55 mmol) de

yoduro de sodio y 60 mL de acetonitrilo. A la mezcla de
reaccion se adicionaron 3.0 g (3.5 mL, 35.5 mmol) de piperidina y se calentd a reflujo
durante 24 horas en atmédsfera de nitréogeno. Se determiné el fin de la reaccion por CCF
DCM:MeOH 9:1. La mezcla se concentré a sequedad y el residuo se suspendié en 50 mL de
agua vy se filtré lavando con 40 mL de agua helada. Se secé durante 2 dias a 60°C y se
purificé por cromatografia en columna usando DCM:MeOH 9:1 obteniendo 3.1 g (88%) del
compuesto 7, Pf= 207°C.

7.1.7 4-cloro-6-metoxi-7-(3-piperidin-1-ilpropoxi)quinazolina (8)

cl En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacién

_0 SN magnética se calenté una mezcla de 8.5 mL de oxicloruro

NG N/) de fésforo y 0.73 mL (5.8 mmol) de N,N-dimetilanilina a
Q 70°C durante 5 minutos. A esta mezcla caliente se

agregaron 920 mg (2.9 mmol) de 7 y se mantuvo durante
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12 horas a 88°C bajo atmdsfera de nitrégeno. Se determiné el fin de la reaccién por CCF
MTBE:MeOH:NH,4OH 85:14:1. La mezcla de reaccidén se vertid sobre hielo y se ajusté el pH
a 9 con carbonato de sodio; la mezcla se extrajo con diclorometano (2 X 50 mL), se secé
sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd hasta sequedad en el rotavapor, el residuo
se purificé por cromatografia en columna usando DCM:MeOH 95:5 obteniendo 620 mg
(63%) del compuesto 8, Pf= 131°C. RMN *H (400 MHz) & (ppm): 1.43 (m, 2H, CH-pip), 1.58
(q, 4H, 2XCH,-pip, J= 5.4 Hz), 2.11 (q, 2H, -CH,CH,CH,, J= 6.8 Hz), 2.51 (t, 2H, -CH,N, J= 7.4
Hz), 4.03 (s, 3H, -OCH3), 4.25 (t, 2H, -CH,0 J=6.8 Hz), 7.32 (s, 1H, ArH), 7.35 (s, 1H, ArH),
8.84 (s, 1H, ArH). RMN *3C (400 MHz) & (ppm): 24.37, 25.92, 26.19, 54.59, 55.53, 56.35,
68.14, 102.56, 107.51, 119.32, 149.04, 151.64, 152.38, 156.25, 158.87.
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7.2 Sintesis de carbamato de 4-isoporpoxifenil de fenilo

L 1,0
HN HN)J\O

HNJ\ NH,
Qe e
OH 0 O O
la w/ 2a Y 3a Y

Esquema 5. Ruta de sintesis del carbamato de 4-isoporpoxifenil de fenilo. a) bromuro de isopropilo, K,COs, (CH3),CO b)
NaOH, H,0; AcOEt/HCI c) cloroformiato de fenilo, Na,CO;, DCE/H,0.

7.2.1 4-isopropoxiacetanilida (1a)

O En un reactor de 70 mL de acero inoxidable provisto con agitacion magnética se

HNJ\ colocaron 5 g (33 mmol) de 4-hidroxiacetanilida, 18.2 g (133.28 mmol) de

carbonato de potasio, 12.4 mL (132.2 mmol) de bromuro de isopropilo40 y 55

mL de acetona. La mezcla se calentd a 95°C durante 22 horas, Se verifico el

termino de reaccion por CCF Hep:AcOEt 8:2. La mezcla de reaccién se filtrd

O\( sobre celita y el reactor se lavd con 50 mL de acetona. Se concentré el

disolvente hasta sequedad y se secé el sélido resultante a 50°C hasta peso
constante obteniendo 6.1 g (95%) del compuesto 1a, Pf= 129°C.

7.2.2 Clorhidrato de 4-isopropoxianilina (2a)

NH, En un reactor de 70 mL de acero inoxidable provisto con agitacion

magnética se colocaron 5 g (25.8 mmol) de 1a y una solucién de 5 g (125

* HCI' mmol) de hidréxido de sodio en 80 mL de agua. La mezcla de reaccién se

calentd a 150 °C durante 6 horas. Se verificd el termino de reaccién por CCF

O\( Hep:AcOEt 8:2. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se extrajo con

acetato de etilo (100 mL), se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se

concentré en el rotavapor a mitad de su volumen y se adiciond una solucién de cloruro de

hidrégeno en acetato de etilo (=3 M) hasta pH 1. La mezcla se enfrio a 0°C durante 1 hora

y la mezcla se centrifugd 3 minutos a 3000 rpm , el sobrenadante se decanté y el

sedimento se lavd con 35 mL de metilterbutil éter. El sélido se secd hasta peso constante
a 50°C obteniendo 4 g (82%) del compuesto 2a, Pf >250°C (descompone).
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7.2.3 Carbamato de 4-isoporpoxifenil de fenilo (3a)

J

o En un matraz esférico de 100 mL provisto con agitacion magnética se
/© colocé una mezcla de 20 mL de dicloroetano y 20 mL de una solucién
O

HN de 2.8 g (26.6 mmol) de carbonato de sodio. Se adicionaron 2 g (10.6
mmol) de 2a con agitaciéon durante 5 min y luego se adicionaron gota
a gota 2 mL, (15.9 mmol) de cloroformiato de fenilo. La mezcla se
o) calentdé a 37°C durante una hora. Se verificé el termino de reaccién por
T/ CCF Hep:AcOEt 7:3. La mezcla de reaccién se transfirio a un embudo
de separacion, se separé la fase organica y se lavé con agua (2 X 50 mL), se secd sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentré hasta sequedad obteniendo un residuo purpura,
el cual se purificd por cromatografia en columna de florisil y como fase movil Hep:AcOEt
7:3 obteniendo 2 g (69%) del compuesto 3a, Pf= 116°C. RMN 'H (400 MHz) & (ppm): 1.32
(d, 6H, 2X-CH3, J= 6 Hz), 4.48 (hept, 1H, (CH3),CH, J= 6 Hz), 6.86 (d, 1H, ArH, J= 9.2 Hz) 6.90
(br, 1H, -NH), 7.19 (d, 1H, ArH, J= 7.6 Hz), 7.24 (d, 1H, ArH, J= 7.2 Hz), 7.33 (d, 1H, ArH, J=
8.8 Hz), 7.38 (t, 1H, ArH, J= 8 Hz). RMN *3C (400 MHz) & (ppm): 22.02, 70.36, 116.56,
120.63, 121.65, 125.57, 129.35, 130.28.
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7.3 Sintesis del andlogo diazabicilico del Tandutinib

~
N "0 N
11

Esquema 5. Sintesis del analogo diazabicilico del Tandutinib a) i-PrOH, reflujo b) CH;SO3;H, DCM c) THF, Et3N, reflujo.

7.3.1

5- (7- (3- (piperidin-1-il) propoxi) -6-metoxiquinazolin-4-il) —(1S,4S)-2,5-

diazabiciclo [2.2.1] heptano-2-carboxilato de tert-butilo (9)

N

/O \N

OI/\/\O N/)

En un matraz esférico de 25 mL provisto con agitacién
magnética se colocaron 620 mg (1.8 mmol) de 7 y 396 mg
(2.0 mmol) de (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]hetano-2-
carboxilato de tert-butilo. Se agregaron 15 mL de
isopropanol y se calenté a reflujo durante 24 horas, se
reaccion por CCF

verifico el termino de Ia
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MTBE:MeOH:NH,OH 85:14:1. La mezcla de reaccién se concentré al vacio hasta sequedad
obteniendo 740 mg (82%) del compuesto 9, Pf= 150°C.

7.3.2 5-(7- (3- (piperidin-1-il) propoxi) -6-metoxiquinazolin-4-il) —(15,4S)-2,5-
diazabiciclo [2.2.1] heptano (10)

En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacion
Iﬂﬁﬁ magnética se disolvieron 740 mg (1.4 mmol) de 8 en 15 mL
N

de diclorometano. Posteriormente se adicionaron 417 mg

- SN (0.28 ml, 4.3 mmol) de 4cido metansulfénico y se dejo a
N0 N/) temperatura ambiente durante 48 horas bajo atmdsfera
O de nitrégeno se verificéd el termino de la reaccién por CCF

DCM:MeOH 9:1. Se concentré al vacio hasta sequedad vy el
residuo se disolvié con 5 mL de metanol seguidos de 1.1 mL de una solucién 4.2 M de
metdxido de sodio con agitacion magnética durante 5 minutos. El metanol se concentré
hasta sequedad y el sélido resultante se suspendié en 20 mL de diclorometano vy se filtré
sobre celita. Se lavé con 10 mL de agua, se secd sobre sulfato de sodio y se concentrd
hasta sequedad obteniendo 450 mg (80%) del compuesto 10.

7.3.3 N-(4-isopropoxifenil)-5- (7- (3- (piperidin-1-il) propoxi) -6-metoxiquinazolin-4-il) —
(15,4S)-2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano-2-carboxamida (11)

En un matraz esférico de dos bocas de 50 mL provisto con

>/O agitacion magnética, se disolvieron 298 mg (1.1 mmol) de
Q o 32 en 10 mL de tetrahidrofurano seco bajo una atmdsfera
H/QAEW de nitrégeno. A esta solucion se le agregd una solucion de

450 mg (1.1 mmol) de 9 y 0.27 mL (2mmol) de trietilamina
en 10 mL de tetrahidrofurano seco. La mezcla de reaccion

N

O

- \/)N se calentd a reflujo durante 24 horas determinando el fin
O\‘/\/\O N de reaccion por el consumo del carbamato mediante CCF
con Hep:AcOEt 8:2. Se concentrd hasta sequedad y el

residuo se purificé por cromatografia en columna usando como fase estacionaria gel de
silice flash y como fase mévil DCM:MeOH 9:1 a 85:15 obteniendo 350 mg (55% de) del
compuesto 11, Pf= 40°C. RMN H (400 MHz) & (ppm): 1.23 (d, 6H, 2XCHs, J= 6.8 Hz), 1.99,
2.6 (dd, 2H, -CH,, J;= 10 Hz, J,= 10 Hz), 3.87 (s, 3H, -OCHz), 4.39 (sept, 1H, (CHs),CH, J= 6
Hz), 6.66 (s, 1H, ArH), 6.73 (d, 1H, ArH, J= 8.8 Hz), 7.18 (s, 1H, ArH), 7.25 (d, 1H, ArH, J= 8.8
Hz), 8.42 (br, 1H, -NH). RMN *3C (400 MHz) & (ppm): 21.99, 22.40, 23.07, 23.80, 35.97,
52.27, 53.34, 54,81, 55.96, 57.04, 59.68, 60.28, 62.65, 66.20, 70.31, 103.69, 116.33,
122.04, 131.71, 147.78, 152.91, 153.87, 154.40, 159.13.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
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8.1 TABLA DE RESULTADOS

Compuesto Rendimiento (%) Apariencia Punto de fusién (°C)

1 86.5 Sélido blanco amorfo 127

2 99 Sélido blanco amorfo 159

3 69.7 Sélido amarillo claro 98
amorfo

4 92 Soélido amarillo 54
amorfo

5 - Solido marron amorfo -

6 79 Cristales blancos 204

7 88 Sdlido blanco amorfo 207

8 63 Sdlido blanco amorfo 131

9 82 Sdlido lila amorfo 150

10 80 Liquido amarillo claro -

11 55 Solido amarillo 40
amorfo

12 95 Cristales blancos 129

22 82 Sdlido lila amorfo >250 (desc.)

32 69 Solido blanco amorfo 116

Tabla 1. Rendimientos, apariencia y puntos de fusidon de los compuestos preparados en este
trabajo.
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8.2 ANALOGO DEL TANDUTINIB
La sintesis desarrollada en este trabajo consistid en tres etapas:

La primera etapa fue la obtencion de 4-cloro-6-metoxi-7-(3-piperidin-1-
ilpropoxi)quinazolina (8), a partir de vainillina como materia prima, en lugar de vainillato
de metilo (1b) (esquema 6), como lo reportan en la ruta de Caiy col.**, por lo que en el
presente trabajo fue necesario utilizar dos pasos adicionales de sintesis para la conversiéon

de la vainillina, en el éster metilico correspondiente.

O

o
o) - o) _ Y
- 0" ab - j@fko c.d /)NH
HO c” "0 NO a1 "0 N
4

2
1b

0 SN 0

~
f
@/\/\O N O\l/\/\o N
8 7
Esquema 6. Ruta de Caiy col. con un rendimiento global del 52.3% para 8, empleando como materia prima vainillato de
metilo (1b). a) 1-bromo-3-cloropropano, K,CO3, DMF b) HNO3, AcOH, Ac,0 c) Fe, AcOH, CH3CO,C,Hs, N, d) Acetato de
formamidina, EtOH, 6h, reflujo e) piperidina, KI, DMF, 70°C f) SO,CI, DMF cat, 1h reflujo.
La ruta de Cai y col.*! no describe por completo la sintesis de Tandutinib, pero fue usada
como modelo debido a que reportan un rendimiento global mas alto para 8. Siguiendo
esta ruta la vainillina se hizo reaccionar en condiciones bdsicas con 1-bromo-3-
cloropropano para obtener el éter 1 en acetona como disolvente, el cual por oxidacion
con permanganato de potasio produjo el acido carboxilico 2, que por esterificacién de
Fisher con metanol generd el éster 3 (esquema 4). A diferencia de lo reportado por Cai y
col.** en este trabajo se emplearon condiciones mas suaves de nitracion para la obtencién

de 4, empleando nitrato de cobre trihidratado en anhidrido acético a 37°C, obteniendo un

rendimiento ligeramente menor que el reportado (esquema 7).
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O]
_0O o _0O o~ 0 o~
HNO, Cu(NOs),
a0 NO, AcO(I-9|,4/;C)20 cl” "0 Ac20_>(92%) cl” "0 NO,
()
4 3 4

Esquema 7. Comparacion de los métodos de nitracion usados para 3.

El compuesto 4 fue caracterizado por Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN
'H) (300 MHz): el quintuplete que aparece en 2.32 ppm corresponde a la sefial desdoblada
de los hidrégenos del metileno central de la cadena propilica; el triplete que aparece en
3.77 ppm corresponde a los hidrégenos del metileno unido al &tomo de cloro; el singulete
gue aparece en 3.9 ppm corresponde a la sefial producida por los hidrogenos del grupo
metoxilo unido al anillo aromatico; el singulete que aparece en 3.96 ppm corresponde a la
sefial producida por los hidrégenos del metoxilo del grupo éster; el triplete que aparece
en 4.25 ppm corresponde a los hidrégenos del metileno unido al &tomo de oxigeno; los
singuletes que aparecen en 7.08 y 7.48 ppm corresponden a los hidrégenos unidos al

anillo aromatico. Anexo 10.1.

De manera consecutiva, el grupo nitro presente en 4 fue reducido con hidrégeno y paladio
sobre carbdn para generar la correspondiente amina 5 que sin aislar se hizo reaccionar
con acetato de formamidina en etanol para generar la quinazolina 6, con un rendimiento

mavyor al reportado por Cai*! (esquema 8).

o) o} 0
7 -
O ke, CHyCO,H (80%) O1)u,, pd/c )NH
- e > _
"0 NH AmN, c1” "0 NO, 2) HN=CHNH, CI~ >0 N
5 4 ACOH, EtOH (79%) 6
HN=CHNH, . AcOH, EtOH (95%)
o)
o
- NH
b
"0 N

6

Rendimiento global 76%

Esquema 8. Comparacion de las rutas para la sintesis de 6.
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La quinazolina 6 fue caracterizada por RMN *H (400 MHz): el quintuplete que aparece en
2.3 ppm corresponde a la sefial desdoblada de los hidrogenos del metileno central de la
cadena propilica; el singulete que aparece 3.3 ppm corresponde a la seial producida por
los hidrégenos del grupo metoxilo unido al anillo aromatico; el triplete que aparece en
3.79 ppm corresponde a los hidrogenos del metileno unido al &tomo de cloro; el triplete
que aparece en 4.27 ppm corresponde a los hidrégenos del metileno unido al &tomo de
oxigeno; los singuletes que aparecen en 7.14, 7.57 y 7.99 ppm corresponden a los

hidrégenos unidos al anillo aromatico. Anexo 10.2.

Posteriormente, la quinazolina 6 se hizo reaccionar con piperidina en acetonitrilo para
obtener la amina terciaria 7, que por tratamiento con oxicloruro de fésforo en condiciones
basicas dio la cloroquinolina 8. Existen dos diferencias respecto a la ruta de Cai: la primera
es que se usé acetonitrilo como disolvente en vez de dimetilformamida y la segunda es
que se prefirié el uso de oxicloruro de fésforo como agente clorante en lugar de cloruro
de tionilo y la adicién de N,N-dimetilanilina para la obtencidon de 8. Estos cambios se
realizaron debido a que el uso de cloruro de tionilo generaba subproductos y a que el
cloruro de hidrégeno liberado reaccionaba con 7 formando el clorhidrato y evitando el

avance de reaccion (esquema 9).

Condiciones de Cai

O Cl
Piperidina, Klicat /Oj©\)‘\NH SOCl,, DMF (cat) 0O N
»

N/) N

O

o
g ]@fL i
c” ™o N

6

DMF
7

Muchos subproductos,
sin poder aislar al principal

Condiciones de Knesl

Piperidina, K,CO;, 0

BuyN*Br a1y, Nalcay
CH,CN (88%)

Esquema 9. Comparacion de las rutas de Cai y Knesl.

(0]
/OJQ\)L e )
AN =
—
N /\/\O N ) QI (0] N
7 8

8
Sin rendimiento por

posible formacién del
clorhidrato

Cl

-~ \N
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El compuesto 8 fue caracterizado por RMN *H (400 MHz): el quintuplete que aparece en
1.58 ppm corresponde a la sefial desdoblada de los hidrégenos de uno de los metilenos
del anillo de piperidina; el quintuplete que aparece entre 2.11 ppm corresponde a la sefal
desdoblada de los hidrégenos del metileno central de la cadena propilica; el triplete que
aparece entre 2.51 ppm corresponde a la sefial desdoblada de los hidrogenos del metileno
unido al atomo de nitrégeno de la piperidina; el singulete que aparece en 4.03 ppm
corresponde a la sefial producida por los hidrégenos del grupo metoxilo unido al anillo
aromatico, el triplete que aparece en 4.25 ppm corresponde a la sefial desdoblada de los
hidrégenos del metileno unido al &tomo de oxigeno; los singuletes que aparecen en 7.32,
7.35 corresponden a los hidrégenos unidos al anillo de benceno mientras que la sefial
encontrada en 8.84 ppm corresponde al hidrégeno unido al anillo de quinazolina. Anexo

10.3.

La segunda etapa consistiod en la sintesis del carbamato de 4-isopropoxifenil de fenilo (3a),
el cual por un mecanismo E1cB elimina al anién fenolato generando el compuesto reactivo
isocianato® (3a") (figura 13). El hecho que se prefiriera sintetizar el carbamato 3a fue
debido a que la sintesis de 3a“ resultaba peligrosa por el uso de fosgeno o disfosgeno para
su preparacion. La busqueda bibliografica reveld una manera de sintetizar dicho
compuesto a partir de la 4-isopropoxianilina como base libre (2a“) segun la metodologia
descrita en la patente US 2010/0273808 A1,%’ sin embargo ésta no dice nada acerca de
como sintetizar a 2a” y tampoco se encontraron fuentes primarias donde se describa dicha

metodologia de sintesis.
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Figura 13. Mecanismo de eliminacion E1cB para 3a generando in situ el 4-isopropoxifenil isocianato.

Los primeros intentos por sintetizar a 2a” se hicieron por medio de una reaccién de
sustitucion nucleofilica aromatica a partir del 1-fluoro-4-nitrobenceno con isopropodxido
de sodio y posteriormente la reduccion con hidrégeno y paladio sobre carbén (esquema
10). Sin embargo el inconveniente de esta sintesis fue la purificacidon del 1-isopropoxi-4-
nitrobenceno (1a’) que se logré mediante una cromatografia en columna muy lenta y con
un bajo rendimiento, asi como también la laboriosa preparacién del isopropéxido de

sodio, por lo que se optd por buscar otra ruta de sintesis.

NO, NO, NH,
Microondas, 120°C
O Nat i-PrOH (40%) MeOH (80%)

la’ 2a

Esquema 10. Sintesis de 2a"a partir de 1-fluoro-4-nitrobenceno.

La nueva ruta consistié en usar como materia prima la 4-hidroxiacetanilida, haciéndolo

reaccionar en un reactor a presion bajo condiciones basicas con bromuro de isopropilo
e —
Gabriel Ivan Cabrera Lorenzo Pagina 54



SINTESIS DE UN ANALOGO DIZABICICLICO DEL TANDUTINIB

obteniendo la 4-isopropoxiacetanilda (1a) con un buen rendimiento. Posteriormente el
producto 2a se obtuvo por la hidrdlisis en condiciones bdsicas y luego formando el
clorhidrato para evitar la oxidacién del grupo amino; el hecho de que se prefiriera la
hidrélisis basica fue debido a que bajo condiciones acidas se generan dos productos, uno

de ellos, el 4-aminofenol (esquema 10).

NH,
.1) NaOH, H,0 . HCI
2) HCI/AcOEt
o o (82%)
I M ©
HN HN
K,CO4 2a
+ —_— > _

(CH3),CO (95%)

OH o)
W/ NH,
1la H,S0, 6 HCl, +
HO
O\( OH

Esquema 10. Productos de la hidrélisis conducida en condiciones basicas y acidas de 1a.

NH,

El posterior tratamiento con cloroformiato de fenilo de 2a en condiciones basicas
siguiendo la metodologia de Zhang y col.® generd el compuesto 3a con un buen
rendimiento (70%). La metodologia original de la patente US 2010/0273808 A1*’ tiene
reportado un mayor rendimiento (80%), sin embargo, a diferencia de la patente citada, en
este trabajo se usd a 2a que es el clorhidrato de la 4-isopropoxianilina, debido a que se
observé que la base libre (2a’) de dicho compuesto es extremadamente sensible al
oxigeno. El resultado inicial al reproducir la metodologia de la patente, liberando a 2a” con
metoxido de sodio, no fue satisfactorio ya que se obtuvo un rendimiento del 40%,
posiblemente por la rapida oxidacién de dicha amina. Por este motivo se prefirid ocupar
las condiciones de Zhang® que permiten usar el clorhidrato 2a en un medio de reaccién

bifasico y asi evitar la utilizacién directa de 2a’(esquema 11).
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El compuesto 3a fue caracterizado por RMN *H (400 MHz): el doblete que aparece en 1.32
ppm corresponde a la sefial desdoblada de la cadena isopropilica del metilo; el heptuplete
gue aparece en 4.48 ppm corresponde a la sefial desdoblada del hidrégeno del metino de
la cadena isopropilica; el doblete que aparece entre 6.86 ppm corresponde a la sefial
desdoblada de uno de los hidrédgenos unido al anillo aromdtico; la sefial ancha que
aparece en 6.90 ppm corresponde al hidrégeno unido al atomo de nitrégeno; el doblete
gue aparece en 7.19 ppm corresponde a otra seiial desdoblada de un hidrégeno unido al
anillo aromatico; el doblete que aparece en 7.24 ppm corresponde a otra sefal
desdoblada de un hidrégeno unido al anillo aromatico; el doblete que se encuentra en
7.33 ppm es otra sefal desdoblada de uno de los hidrégenos unidos al anillo aromatico; el
triplete que aparece en 7.38 ppm corresponde a una sefial desdoblada de uno de los

hidrégenos unido al anillo aromatico. Anexo 10.5.

NH,
© « HCI
T
2a

NH,
?Y
2a’

Esquema 11. Condiciones de Zhang42 y de la patente US 2010/0273808 Al.

Na,COj,, cloroformiato
de fenilo

DCE, H,0 (70%) j\ /@
HN™ YO

(@]
Et;N, cloroformiato W/

de fenilo
Tolueno, CHCN (80%) 3a

La tercera etapa de la estrategia sintética consistio inicialmente en el seguimiento de los
dltimos pasos de la ruta de Knesl*® y de la patente US 2010/0273808 A1%’, que consisten
en preparar primero la carboxiamida 9° para después realizar la sustitucién nucleofilica
aromdtica con 8 (esquema 12). Andlogamente se prepard la carboxamida 9a con el

sistema diazabiciclico pero desafortunadamente en la reaccién de sustitucion nucleofilica
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aromatica con 8 no se observd avance de reaccion y después de 24 horas mostrd signos

de descomposicion (esquema 13).

Ruta de la US 2010/0273808 Al (con 3a) y de Knesl (con 3a")

HNj\o/© NCO H ﬁNH /©/ \fo

H N\H/NJ 8 0 Nj
A O - TG
N 9 - B

: oY3a OY 3a’ O\l/\/\o N/)N

Tandutinib

H
N

o

Esquema 12. Rutas reportadas para sintetizar Tandutinib

O Boc
YSa Y 3a

Esquema 13. Rutas de sintesis reportadas en la patente US 2010/0273808 Al y de Knes?® que no funcionaron para el
andlogo diazabiciclo.

Debido a lo anterior la nueva estrategia sintética consistid en el acoplamiento de 8 con el
sistema diazabiciclico mediante una sustitucién nucleofilica aromatica con el carbamato
de terbutilo del diazabiciclo usando la metodologia de Robins y col.** y su posterior
desproteccidn para obtener 10. Esta amina posteriormente se hizo reaccionar con 3a en

condiciones bdsicas para generar finalmente la urea 11 siguiendo la metodologia
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propuesta por Kitteringham y col.*. Es importante sefialar que la urea 11 no pudo ser
preparada formando el fenil carbamato con el compuesto 10 y posteriormente haciéndolo
reaccionar con la base libre de 2a, debido a que es importante que la molécula de
carbamato cuente con un protdn en dacido en el nitrégeno que permita desencadenar el
mecanismo de eliminacién E1cB para formar el grupo funcional reactivo isocianato

(esquema 14).

El rendimiento global reportado por Knesl y col.”> para la preparacién del Tandutinib en 7
pasos de sintesis, es de 26 % partiendo de vainillato de metilo, mientras que el obtenido
en este trabajo para la sintesis del andlogo diazabiciclico con 10 pasos, fue de 8.6 %

partiendo de vainillina.

No forma el isocianato

Forma el isocianato

N

Esquema 14. Restriccidn para la ruta de Kitteringham“. El carbamato debe de contar con un protén acido.
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Las sefiales observadas en el espectro RMN 'H para 11 que hicieron posible la
caracterizacion del mismo fueron: el doblete que aparece en 1.23 ppm que corresponde a
la sefial de los metilos de la cadena isopropilica (1); la sefial doble que aparece entre 1.98-
2.07 ppm correspondiente a los hidréogenos del puente de metileno del sistema
diazabiciclico presente en la molécula (2); la sefial simple que aparece en 3.87 ppm que
corresponde a los hidrégenos del metoxilo del sistema aromatico (3); el heptuplete que
aparece en 4.39 ppm referente a la senal del hidrogeno del metino de la cadena
isopropilica (4); los singuletes que aparecen en 4.92 y 5.27 ppm corresponden a los
hidrégenos cabeza de puente del sistema diazabiciclico (5 y 6); el singulete que aparece en
6.66 ppm corresponde a uno de los hidrégenos del anillo aromatico (7); el doblete que
aparece 6.73 ppm corresponde a otro hidrégeno del anillo aromatico (8); el singulete que
aparece en 7.18 ppm corresponde a otro hidrégeno del anillo aromatico (9); el doblete
que aparece en 7.25 ppm corresponde a la sefial de otro hidrégeno del anillo aromatico

(10); y finalmente la sefial ancha que aparece en 8.42 ppm corresponde a el hidrégeno del

enlace urea (11)(figura 14).
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Figura 14. Senales observadas en el analogo diazabicilico del Tandutinib.
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9. CONCLUSIONES
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Se confirmd la viabilidad de sintetizar un andlogo diazabiciclico del Tandutinib a partir de
materias primas facilmente accesibles aplicando las estrategias de sintesis quimica mas
eficientes.

Se estandarizé una metodologia para la obtencién del intermediario 8 y se desarrollé una
ruta que no estd reportada para la sintesis de 2a con buen rendimiento.

Se confirmd la estructura de cada uno de los intermediarios y del compuesto final por
técnicas espectroscépicas.

Gabriel Ivan Cabrera Lorenzo Pagina 61



SINTESIS DE UN ANALOGO DIZABICICLICO DEL TANDUTINIB

10. ANEXOS
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ANEXO 10.1
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ANEXO 10.2

RMN *H del compuesto 6 en CD;0D
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ANEXO 10.3

RMN *H del compuesto 8 en CDCl, O
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ANEXO 10.4

RMN **C del compuesto 8 en CDCl;
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ANEXO 10.5

RMN *H del compuesto 3a en CDCl,
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ANEXO 10.6

RMN *3C del compuesto (3a)
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ANEXO 10.7

RMN *H del compuesto (11) en CDCl;
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ANEXO 10.8

RMN *3C del compuesto (11)
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