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H2: N°-(Ferrocenilmetil)quinazolin-2,4,6-triamina

2H: 6-((Ferrocenilamino)metil)quinazolin-2,4-
diamina

OH2: N-(2,4-Diaminoquinazolin-6-
il)ferrocenamida

COH2: 3-(2,4-Diaminoquinazolin-6-il)-1-
ferrocenilpropan-1-ona

NCOH2: 2((2,4-Diaminoquinazolin-6-il)amino-1-
ferroceniletan-1-ona.

ENCOH2: (E)-3-(2,4-Diaminoquinazolin-6-il)-1-
ferrocenilprop-2-en-1-ona

EH2: (+)-N8-(1-Ferrocenilpropil)quinazolin-2,4,6-
triamina

TAQ: Quinazolin-2,4,6-triamina
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CDAQ: 2,4-Diaminoquinazolina-6-carbaldehido

DAAQ: N,N-(6-Aminoquinazolin-2,4-
diil)diacetamida

4,6-DAAQ: N,N’-(2-Aminoquinazolin-4,6-
diil)diacetamida

ADAQ: N-(2,4-Diaminoquinazolin-6-il)acetamida

A: 2-Amino-5-nitrobenzonitrilo

B: 6-Nitroquinazolin-2,4-diamina

C: N,N-(6-Nitroquinazolin-2,4-diil)diacetamida

D: 2-Fluoro-5-formilbenzonitrilo

E: 1-Formilferroceno
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F: Acido 1-ferrocencarboxilico

G: 1-(Cloroacetil)ferroceno

H: 1-Acetilferroceno

I: 1-Aminoferroceno

J: 2-Ferrocenilisoindol-1,3-diona

K: 1-lodoferroceno

L: 1-Propionilferroceno

M: 1-(Aminocarbonil)ferroceno

N: 1-(Acetilamino)ferroceno
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2 RESUMEN |

El presente trabajo reportado, consistio en el disefio, sintesis y evaluacion biologica
de nuevas moléculas prototipo como antiparasitarios con particular interés en
actividad tripanocida. El disefio farmacolégico de las moléculas propuestas esta
basado en la optimizacion por homologia de un hit desarrollado en el grupo de
investigacion para la inhibicion multidiana de las enzimas, dihidrofolato reductasa-
timidilato sintasa (DHFR-TS) y pterindin reductasa (PTR) de Trypanosoma cruzi y
Leishmania mexicana; las cuales son dianas farmacoldgicas validadas para el
disefio racional de posibles farmacos antifolato. El hit Né-(ferrocenilmetil)quinazolin-
2,4,6-triamina (H2) destaca por su particular composicion organometélica, al
integrar un nucleo base de quinazolina; en cuya subestructura yace la unidad
farmacoforica, y una subunidad ferrocénica, que se mantiene unida a través de un

metileno como conector puente (figura 2.1).

Quinazolina

S

o)

g H NH2
o o 4
e @INeA Ay
o

2

g F'e N/)\NH
¢ > N

Figura 2.1 Molécula hit.

La optimizacion se centr6 en modificar la actividad redox conferida mediante el
sistema ferricinio/ferroceno (Fc*/Fc) para generar un conjunto de derivados con
capacidad reductura variable, dadas las caracteristicas estructurales del hit, que
incorpora ferroceno como propuesta alternativa a las moléculas antifolato
puramente organicas, via un reemplazo isostérico de anillo bencénico. Asi pues, se
establecio una ventana de electroactividad en la que, dependiendo de la naturaleza
reductora del nuevo derivado, se pudo diferenciar una tendencia en la actividad

tripanocida y citotoxicidad.
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3 ANTECEDENTES I

3.1 Tripanosomiasis americana

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, es una zooantroponosis
compleja, cuyo agente etiolégico es el protozoario Trypanosoma cruzi. Este
microorganismo flagelado se trasmite al hombre principalmente de manera
vectorial, a través de los insectos hematofagos triatominos, conocidos comunmente
en norte y centroamérica como chinches besuconas o picudas, y en el cono sur
como vinchucas.! Dicha enfermedad fue descrita integramente por el médico
brasilefio Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas en 1909.2 La complejidad de esta
enfermedad se debe a su esquema epidemiol6gico, puesto que existen una
variabilidad de vectores, genotipos parasitarios, diversidad de reservorios; asi como

ciclos y formas de transmision.?

Actualmente esta considerada en la Clasificacion Estadistica Internacional de
enfermedades y problemas relacionados con la salud en su décima revision (CIE-
10) en el capitulo apartado de las enfermedades debidas a protozoarios (B57,
B57.0-B57.5); ademas, es considerada dentro del grupo de enfermedades

desatendidas segUn la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).5

3.1.1 Epidemiologia

Con base en el ultimo informe de 2017 por parte de la OMS para la Integracién de
las enfermedades tropicales desatendidas dentro de la salud global y desarrollo,®
se estima que existen alrededor de 8 millones de personas infectadas,
principalmente en 21 paises de América Latina (Argentina, Belice, Bolivia, Chile,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Guyana, Guyana
Francesa, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay, Perd, Surinam,
Uruguay y Venezuela), donde se ha convertido en un problema de salud publica,
causando la incapacidad de las personas infectadas y la muerte de mas de 10 mil
individuos al afo, alrededor del mundo. EI alto numero de personas no
diagnosticadas ni tratadas que mantienen el proceso infectivo latente a través de la
transmision vectorial activa pone en riesgo a un estimado de 75 millones de

personas.
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Los factores de riesgo epidemiol6gico estan asociados con la pobreza y las malas
condiciones de vivienda, ya que la presencia de esta enfermedad comprende
principalmente las zonas rurales, en donde el ciclo biolégico de T. cruzi es propicio,
al estar en contacto directo el ser humano, los insectos transmisores y un gran

ndmero de reservorios.

3.1.1.1 Estadistica en México

Para el afio 2010, la OMS estimaba que en México existian 876 458 personas
infectadas con T. cruzi, con 6 135 nuevos casos al afio, una tasa de prevalencia del

0.779 y un total de 23 474 780 personas en riesgo de contraer la infeccién.®
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Gréfico 3.1 Perfil epidemiologico de la enfermedad de Chagas en México.

Fuente: Direccién General de Epidemiologia, SSA. Anuarios estadisticos 2000-2019.

Ahora bien, en los registros nacionales a partir del afio 2000 se observa un
incremento en la notificacion de casos (grafico 3.1). En el periodo que va del afio
2000 a 2019 se registraron 11 798 casos por enfermedad de Chagas (agudos y

cronicos); mientras que en 2019 el reporte del cierre informa de 104 casos agudos
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y 785 casos cronicos que fueron notificados a través del Boletin Epidemiologico de
la Direccién General de Epidemiologia.” De manera general, el grupo etario y
género mas afectado comprende a los varones de entre 25 a 44 afios. Los estados
con mayor nimero de casos reportados fueron Veracruz (17.8 %), Yucatan (10.3
%), Oaxaca (10.5 %), Morelos (9.2 %), Chiapas (8.1 %), Jalisco (8.1 %) y Estado de
México (5.2 %).

3.1.2 Distribucién

Numero estimado de casos por infeccion con T. cruzi

Hl =900 000 @ 90 000 - 899 999 [0 900-89999 [ <900

Figura 3.1 Distribucién global de la enfermedad de Chagas.®

La transmision endémica de la tripanosomiasis en humanos y hospederos silvestres
esta limitada especificamente en el continente americano y guarda una relacion
directa con la distribucion del principal agente de transmisién vectorial, los insectos
triatominos (Hemiptera Reduviidae), distribucién que comprende desde la latitud
42°N hasta los 46°S; esto es, desde la mitad de los Estados Unidos de Norte
América hasta la Patagonia Argentina.? Sin embargo, cada vez mas por efecto de

la movilidad poblacional y migracion, la enfermedad se ha extendido hacia paises
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no endémicos, como Japon, Australia y algunos europeos, dentro de los que
destaca Espafia.’ En el mapa de la figura 3.1 se muestra la distribucién de casos
por infeccion con T. cruzi; hecho que ha obligado a los paises involucrados a
establecer medidas de control y prevencion, ademés de estrategias para la

tamizacién en bancos de sangre, asi como el tratamiento de pacientes infectados.

3.1.3 Transmision

La existencia de la tripanosomiasis americana en los humanos es un hecho
puramente accidental, en la medida en la que el hombre fue entrando en contacto
con los focos naturales de proliferacién, causando desequilibrio ecolégico. Esto
forz6 a los triatominos infectados a ocupar viviendas humanas como refugio,
modificando su preferencia alimentaria hacia un comportamiento antropofilico y
zoofilico (animales domésticos) mas frecuente. De esta manera, el hombre entr6 a

formar parte en la cadena epidemiolégica.

Medio
ambiente

Ciclo
doméstico

Hombre

silvestre Reservorio peridoméstico

P n
< >

Vectores - T. cruzi - Vectores

Esquema 3.1 Ciclos de transmision de la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas prevalece en la naturaleza mediante tres ciclos
intercomunicados: silvestre, peridomeéstico y domeéstico (esquema 3.1). Se reconoce
el ciclo silvestre (de caracter enzodtico), como el escenario donde el parasito circula

entre las especies silvestres de mamiferos (rata, ratbn de campo, ardilla, marta,
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zarigleya, armadillo, murciélago y primates) e insectos vectores infectados. El ciclo
doméstico en el que participan el hombre, mamiferos domésticos (perros, gatos,
ratas y ratones), e insectos vectores infectados dentro de la vivienda. Por altimo, el
ciclo peridoméstico, que es considerado el eslabon entre los dos ciclos anteriores
en la transmision, en este ciclo se encuentran involucradas diferentes especies de
mamiferos silvestres, sinantrépicos y domésticos, asi como especies de vectores

en este habitat.

3.1.3.1 Vectorial

Este mecanismo de transmisién de T. cruzi ocurre por contacto directo con insectos
triatominos; mismos que son hematéfagos obligados de habitos nocturnos. El
proceso de inoculacién ocurre cuando las heces (fuente de la forma infectiva de T.
cruzi) del triatomino alcanzan una zona de lesion cutanea, probablemente producto

de la picadura tras su alimentacién, o cualquier otra lesién en la piel o mucosas.

3.1.3.2 Transfusional

Se lleva a cabo tras la administracion terapéutica de sangre o sus componentes,
provenientes de un individuo infectado. El periodo de incubacién en este caso oscila
de entre 30 a 40 dias e incluso mas. La OMS denomina a este mecanismo como
Chagas urbano. Es considerada la principal causa de propagacion de la enfermedad

a nivel mundial.

3.1.3.3 Vertical, materno fetal (connatal)

La infeccion congénita sucede en un 5 % de los recién nacidos provenientes de
madres infectadas y diagnosticadas en etapa cronica de la enfermedad. El proceso
de transmisién ocurre de forma transplacentaria, o bien por contaminacion directa

durante el parto.*°

3.1.3.4 Oral

Ocurre por el consumo de alimentos o bebidas contaminados con deyecciones o

triturado de vectores infectados. Esta forma de transmision ha sido ampliamente
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documentada en la Amazonia brasilefia, en donde es comun que los habitantes

consuman jugo de frutos de palmeras.3

3.1.4 Signos y sintomas

La enfermedad de Chagas se caracteriza por dos fases de infeccidén: aguda y
cronica. Esta Ultima se presenta en dos formas, determinada e indeterminada

(diagrama 3.1).

Fase aguda ‘
Enfermedad de . | . |
Chagas k Indetermlnada‘ 4+ Cardiaca |
Fase cronica - ‘
1 Determinada —— Cardiodigestiva
{1 Digestiva

Diagrama 3.1 Enfermedad de Chagas, fases clinicas y formas.

3.1.4.1 Fase aguda

Las manifestaciones clinicas aparecen alrededor de los 8—-10 dias posteriores a la
inoculacién del parasito. En el caso particular por infeccion via transfusional puede
ser mas largo, de 20-40 dias. Esta fase en la mayoria de los casos no es
clinicamente identificada, al grado de ser diagnosticado en promedio en zonas
endémica, 1 caso agudo por cada 100 casos crénicos.!t La reaccion local
caracteristica de esta etapa son los chagomas de inoculacién o signos de Romafia-
Mazza; éstos representan el sitio de entrada del parasito a través de la piel,
particularmente a nivel del parpado en el signo de Romafa. Estas evidencias
fisiol6gicas, son lesiones eritematosas maculonodulares indoloras. Por otra parte,
la fiebre es un signo constante, que va acompafado de malestar, astenia, anorexia
y dolor de cabeza. Los signos sistémicos principales son el aumento en tamafo de
los nddulos linfaticos, hepatomegalia, esplenomegalia y edema subcutanea, aunado

a alteraciones cardiacas y neurolégicas como la miocarditis y meningeoencefalitis.
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3.1.4.2 Fase crdénica

La fase cronica de la enfermedad comienza 2 meses después del inicio de la
infeccion, cuando las manifestaciones clinicas de la fase aguda desaparecen y la
parasitemia cae a niveles indetectables. Muchos de los casos cronicos se presentan
de forma indeterminada puesto que no son detectadas lesiones viscerales por
medio de examenes clinicos. Los criterios de clasificacion de esta fase indican que
deben ser positivas las pruebas seroldgicas y/o parasitologicas, ausencia de signos
y sintomas del mal de Chagas, perfil electrocardiografico normal y sin alteraciones
en pecho, colon y eso6fago por examen radiolégico. Después de este periodo
asintomético, se puede desarrollar la fase sintomética o determinada, con patologia
demostrada y presencia de lesiones cardiacas en un 27 % de los casos, digestivas
en el 6 % y en sistema nervioso periférico en un 3 %.! La manifestacion de lesiones
cardiacas se agrupa en tres sindromes que pueden coexistir en un mismo paciente:
arritmia, falla cardiaca y tromboembolismo (sistémico y pulmonar). Por otra parte,
las manifestaciones clinicas por dafio al aparato digestivo se presentan en forma de
megacolon y megaeso6fago.? De esta forma se puede concluir que, la fase crénica
determinada del tipo cardiodigestiva es un cuadro clinico manifiesto de lesiones
cardiacas y del aparato digestivo al mismo tiempo.

3.1.5 Agente etiolégico Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado, altamente heterogéneo cuyo
ciclo de vida bioldgico se cumple en alternancia con insectos triatominos y con mas
de 155 especies de mamiferos silvestres y vertebrados como reservorios.** Su

clasificacion taxondmica se muestra en la figura 3.2.

Dominio: Eucariota Clase: Zoomastigofora
Reino: Protista Orden: Kinetoplastida
Subreino: Protozoa Familia: Trypanosomatidae
Filum: Sarcomastigofora Género: Trypanosoma
Subfilum: Mastigofora Especie: Cruzi

Figura 3.2 Clasificacion taxonémica de Trypanosoma cruzi.
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La caracterizacion genética consensuada de T. cruzi divide a la especie en 6 grupos
particulares, denominados como Unidades Discretas de Tipificaciéon (DTUs): Tcl-
TcVI. A esta diferenciacion genética se puede asociar la virulencia y patogenicidad
del protozoario, asi como la variabilidad en formas de manifestacion clinica.'*

Con el objetivo de adaptarse a las condiciones del hospedero, T. cruzi sufre
transformaciones fisiolégicas considerables, mismas que causan cambios
estructurales y metabdlicos que posibilitan la viabilidad de la infeccion. Este
protozoario tiene tres estadios de desarrollo: epimastigote, amastigote vy
tripomastigote; identificables morfolégicamente a través de microscopia optica, por
medio de la posicion del cinetoplasto con relacion al nucleo celular y por la presencia
de flagelo.

El amastigote es el estadio intracelular en células de mamifero, muestran un flagelo
pequefio que no se proyecta fuera del cuerpo celular. Su forma reproductiva es
mediada por fisidn binaria longitudinal, este proceso lo realiza en un tiempo de
aproximadamente cada 12 h. Su tamafio ronda los 25 um de largo y 2—6 um de
diametro y sufre una transformacion a tripomastigote sanguineo de las 11-13 h
posteriores a la ruptura de la celular hospedera. 1°

Los tripomastigotes son tipicamente reconocidos como la forma extracelular
infectiva de T. cruzi, éstos se encuentran en torrente sanguineo en el hospedero e
infectan a los insectos triatominos tras su alimentacion por succion sanguinea.
Morfolégicamente alcanzan a medir 12-20 um de largo incluyendo su flagelo,
mismo que emerge del cuerpo basal cercano al cinetoplasto y llega a representar
un tercio de la longitud total del protozoario. Su membrana es ondulada y arqueada.
El estadio epimastigote, se encuentra presente en el tracto intestinal y urinario del
insecto vector, en donde se multiplican por fision binaria longitudinal, presentando
un flagelo orientado en la posicién anterior del nicleo y alcanzando una longitud de
20-40 um. El rango de temperatura estable para su desarrollo es de 20-28 °C.
Presenta un nucleo central alargado y un cinetoplasto con alta densidad en ADN,
ubicado en la parte posterior terminal del microorganismo. Su membrana es
usualmente curva y alargada.'® El epimastigote se diferencia en la parte distal del

intestino del insecto a tripomastigote metaciclico; fase infectiva del parasito.
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3.1.5.1 Ciclo de vida
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Esquema 3.2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

El ciclo de vida de T. cruzi comienza cuando (1) los tripomastigotes metacicliclos
presentes en las excretas del vector, atraviesan una lesién en la piel del huésped
producto de la picadura del insecto tras su alimentacion o a través de membranas
mucosas. Una vez en tejidos del hospedero, invaden una multitud de células
nucleadas (2), diferencidndose a su forma amastigote intracelular y replicandose
aproximadamente cada 12 h durante un periodo de 4-5 dias. Al término de este
periodo los amastigotes se transforman en tripomastigotes sanguineos, los cuales
lisan a la célula hospedera y son liberados en torrente sanguineo (3). El parasito
circulante tiene el potencial de invadir nuevas células del huésped e iniciar nuevos
procesos replicativos. El ciclo continGa cuando un triatomino se alimenta de esta
sangre infectada (4). Una vez en el sistema digestivo del insecto, los tripomastigotes
sanguineos se transforman en epimastigotes a nivel de intestino medio, proliferando
mediante replicacion binara (5). Los epimastigotes son acarreados posteriormente
a nivel de intestino posterior, en donde sufren una diferenciacién a tripomastigote
metaciclico, los cuales son liberados por medio de las heces, cerrando el ciclo una

vez que esta forma infectiva alcanza un nuevo reservorio (6) (esquema 3.2).%/
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3.1.6 Tratamiento quimioterapéutico

En la actualidad los medicamentos utilizados para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas son Nirfurtimox (Lampit ®) y Benznidazol (Rochagan ®) (figura 3.3);
farmacos que tienen como objetivo primario eliminar al parasito y contribuir en la
disminucion de la probabilidad de desarrollar las manifestaciones clinicas de la

enfermedad y sus complicaciones.

o F\
o
3 N—N NO N
N T N
y \ H NO,
e
Nifurtimox (NFX) Benznidazol (BZN)

Figura 3.3 Farmacos tripanocidas.

El esquema de dosificacion de Benznidazol en adultos es de 5 a 10 mg/kg/dia
divididos en dos tomas diarias que se deben administrar después de ingerir
alimentos durante 30—60 dias, sin sobrepasar la dosis maxima de 300 mg al dia.
Para el caso del Nifurtimox la dosis especificada es de 10 mg/kg/dia en adultos
mayores de 40 kg. Se suministra en tres tomas diarias después de ingerir alimentos,
durante 60 dias, sin sobrepasar la dosis maxima diaria de 700 mg.*!

Los mecanismos de accion de NFX y BZN no han sido resueltos de manera clara;
sin embargo, para el caso particular de BZN se ha reportado que activa la via de
estrés reductivo en el parasito, promoviendo modificaciones covalentes sobre
macromoléculas como el ADN, proteinas y lipidos, con la subsecuente alteracién
del metabolismo de tripanotion, al igual que NFX para este Gltimo caso.® Lo descrito
anteriormente se sustenta con la evidencia experimental de la deteccion de grupos
nitro quimicamente activos, por accion de las nitrorreductasas de T. cruzi; proceso

que conlleva a la formacion de especies reactivas de oxigeno.!®

3.1.7 Disefio de farmacos tripanocidas antifolato

Los protozoarios tripanosomatidos, son organismos auxoétrofos de folatos y pterinas,
de tal forma que han desarrollado rutas sofisticadas para la adquisicion y

salvamento de las pterinas provenientes de su hospedero, basandose
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principalmente en la actividad enzimatica de la dihidrofolato reductasa-timidilato
sintasa (DHFR-TS) y pteridin reductasa (PTR). La alteracion de la ruta metabdlica
gue genera cofactores reducidos de folato, ha demostrado ser un blanco terapéutico
para el tratamiento de infecciones bacterianas y parasitarias, destacando entre ellas
la malaria.?® Esta alteracion metabdlica se logra inhibiendo principalmente a la
DHFR-TS; sin embargo, los inhibidores clasicos del tipo antifolato son ineficientes
contra los protozoarios del género Leishmania y Trypanosoma, puesto que han
desarrollado resistencia a éstos, por intervencion de la enzima PTR1 para el
salvamento de la ruta (esquema 3.3).%! Por lo tanto, se debe considerar en el disefio
de farmacos antifolato, una inhibicion multidiana que afecte a la DHFR-TS y a la

PTR al mismo tiempo si se pretende lograr un farmaco dirigido bajo esta premisa.??

3.1.7.1 Dihidrofolato reductasa (DHFR)

La DHFR es una enzima crucial en el metabolismo de folatos y, en consecuencia,
en la produccién de timidina. Su rol en la biosintesis de timidina es la de reducir el
dihidrofolato (H2F) en tetrahidrofolato (H4F) usando como cofactor NADPH. Seguido
de los procesos de reduccion, el HsF se metila para formar metilen-tetrahidrofolato,
el cual a su vez metila a la desoxiuridina monofosfato (dUMP) para obtener timidin
monofosfato (TMP), este Ultimo proceso es catalizado por la timidilato-sintasa (TS).
Al final el metilen-tetrahidrofolato se convierte nuevamente en HzF completando el
ciclo. Por consiguiente, la inhibicion de DHFR evita la biosintesis de timidina y como
consecuencia, la biosintesis de ADN. Ademas, se da paso a la acumulacion de
dUMP y por consiguiente, la de desoxiuridina trifosfato (dUTP). Altos niveles de
dUTP desencadenan la incorporacion de uracilo en el ADN a niveles mas alla de los
que la uracil-ADN-glicosilasa (enzima de reparacion del ADN), puede reparar,
causando la programacion de la muerte celular.?324

Particularmente la TS y la DHFR en la mayoria de los organismos, incluyendo al ser
humano, existen como dos diferentes enzimas monofuncionales; mientras que, en
los protozoarios, se mantienen unidas conformando un complejo bifuncional, la
DHFR-TS.?® En la DHFR-TS de T. cruzi, el dominio de DHFR (N-terminal)
comprende los residuos 1-232, y el dominio de TS (C-terminal), del 235-521. La

porcion de TcDHFR posee un 36 % de identidad con su homologo en humanos,
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siendo el sitio activo de HsDHFR mas hidrofilico; por lo que es mas probable la

inhibicién selectiva de la TcDHFR-TS con ligandos lipofilicos.?®

[PDB: 3INV, 2.37 A]
[PDB: 1KMV, 1.05 A]

a)

TcDHFR (subunidad)

SITIO ACTIVO s/

‘r[ >

B Hidrofilico B Lipofilico Neutral c)

Figura 3.4 Comparacion de la enzima DHFR de humano y T. cruzi (subunidad dihidrofolato
reductasa de la TcDHFR-TS). a) Topologia caricaturizada. b) Superposicion estructural y
descripcion de residuos de amino-acidos en el sitio catalitico. ¢) Modo de interaccién del

inhibidor MTX por acoplamiento molecular (mapa de superficie lipofilica).
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3.1.7.2 Pteridin reductasa (PTR)

La PTR es una enzima deshidrogenasa/reductasa de cadena corta (SDR), capaz
de llevar a cabo en un proceso de dos etapas la reduccion de pterinas a las formas
bioactivas del tipo tetrahidro. Se caracteriza por su gran actividad catalitica,
reduciendo tanto pterinas conjugadas (folatos), como las no conjugadas
(biopterinas), a partir del estado mas oxidado o intermedio del tipo dihidro. Cabe
destacar que la sobrexpresion de TcPTR1 en experimentos in vitro ha demostrado
que conlleva a la resistencia de T. cruzi a los farmacos antifolato.?® Ademas, existe
una segunda isoforma denominada TcPTR2, con actividad especifica tipo
dihidropteridin reductasa, y con una similitud del 96 % en su estructura primaria
respecto a TCPTR1; cuyos centros cataliticos estadn completamente conservados.?’

Ha

H
dUMP N NN
; ]/YT”
CO,H TS JN
N 0
CO,H dTMP K SHMT
HN.__O =

H H
/N N\\rNHZ DHER R N N\W/NHZ DHER R N N\\rNHZ
I —_— | —
HN SN NH PTR  HN Sy NH PTR = HN N NH
o) ) i 8
F F

|
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Folato H,
N_ _N__N y N_ N NH
OH . I \\r Hy PTR OH N N\\rNHZ PTR OH I \\r 2
> NH /K([\ I NH
N N N
OH 0 OH o & * &
Biopterina H.B H4B

R = p-BzCONH-L-Glu, H>F = Dihidrofolato, HsF = Tetrahidrofolato, H,B = Dihidrobiopterina
H4B = Tetrahidrobiopterina, SHMT = Serin hidroximetiltranferasa, TS = Timidilato sintasa
DHFR = Dihidrofolato reductasa, PTR = Pteridinreductasa, dTMP = Desoxitimidina
monofosfato, dUMP = Desoxiuridina monofosfato.

Esquema 3.3 Ruta metabdlica de folatos e inhibidores clésicos.
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3.1.7.3 Prototipos farmacéuticos antifolato organometalicos

En nuestro grupo de investigacion, se han realizado estudios de una serie de
ferrocenil quinazolinas, con el objetivo de generar farmacos tripanocidas utiles para
el tratamiento quimioterapéutico de las enfermedades parasitarias: leismaniasis y
tripanosomiasis. El disefio racional de estos derivados se basa en la busqueda de
moléculas tipo antifolato, cuyo mecanismo de accion sea la inhibicion multidiana de
las enzimas DHFR-TS y PTR del parasito. La primera generacion de prototipos
antifolato, se disefi6 a partir de la estructura base de quinazolin-2,4,6-triamina

(TAQ), con funcionalizacién de tipo bencilica en posicién 6, en analogia al MTX.28

Scaffol

NH, \©\/
(0] R~
~ \@\ )\ Generamon
CH MBTAQ

o TAQ T. cruzi (Cepa NINOA), CLso (UM) = 32.74
{ :@\ T. cruzi (Cepa INC-5), CLso (UM) = 155
c L. mexicana, CLso (UM) = 14.59

N
Z =L

2&

@ H Remplazo s y
i Ari eneracion
! N Modificacién Isosterico
F'e NAO farmacoférica
==

Hoz M
L. mexicana, Clso (UM) = 93.1 \ NH,

33
) HO4 Generacién I )\
L. mexicana, Clso (UM) = > 100 <
H (0] H2
@\/N T. cruzi (Cepa NINOA), CLso (UM) = 49.97
~ )N\H T. cruzi (Cepa INC-5), CLso (UM) = 69.79
| - L. mexicana, CLso (uUM) = 0.93

Esquema 3.4 Planteamiento de prototipos antifolato.

20|Pagina



De los resultados obtenidos en la primera generacion, destaca la molécula MBTAQ,
con moderada actividad frente a T. cruzi (Cepa NINOA) y L. mexicana. Por lo tanto,
con la intencion de potenciar la actividad de este prototipo, se realizo el remplazo
isostérico de la subunidad bencénica por ferroceno, explorando el posible efecto
que la presencia de este metaloceno pudiera provocar frente a los parésitos
tripanosomatidos, debido principalmente a cambios en el comportamiento lipoideo
y electroquimico de la molécula propuesta.?® Globalmente se potencié la actividad
tripanocida con H2, dando pie a una tercera modificacion, esta vez en la subunidad
farmacoférica de 2,4-diaminoquinazolina a 2 6 4-quinazolinona, originando HO2 y
HO4 respectivamente (esquema 3.4). Al final, estos Ultimos compuestos no
presentaron una eficiente actividad tripanocida, concluyendo como molécula hit a
H2.

3.1.7.3.1 Propiedades electroquimicas

El ferroceno como sistema electroquimico, puede sufrir un proceso de oxidacién de
un solo electron, debido a la relativa estabilidad del catién ferricinio (Fc*) generado.
Su comportamiento en estudios voltamperométricos es de tipo reversible, por lo que

su potencial redox, E°: +., puede aproximarse a su potencial de media onda Eu2

(Fc*/Fc).20

I (uA)

NH,

H,N
30 € | \)N\ TAQ
0] N “NH,

I -3.0 -25 2.0 . —1I_5 I -1.0 I —DI.5 ' 0.0 0.5 1.0
E/V[E . (Fc'/Fe)]
Figura 3.5 Estudio voltamperométrico de H2 y TAQ.
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Tabla 3.1 Datos electroquimicos 2

. E/V [E w(Fc*/Fc)]
Molécula | Il (Fc'/Fc) | i IV
TAQ 20.026 0.668
H2 20.086 0.037 | 0.21 0.681

@ Condiciones: 1 mM de analito, 0.1 M (BusNPFs), en DMSO. Electrodo de trabajo, disco de carbono vitreo
(0.071 cm?). Electrodo auxiliar, Pt. Electrodo de referencia, 0.1 M (BusN)Br/AgBr(s)/Ag. Dominio de
electroactividad -2.7 — 1.6 V/Fc*-Fc.%8

El estudio voltamperométrico de H2 da como resultados cuatro sefiales de
oxidacion, destacando la del sistema Fc*/Fc a un valor de 0.037 V con respecto a
Fc (tabla 3.1). Las restantes tres sefales, se deben en principio a oxidaciones sobre
el anillo heterociclico, puesto que correlacionan al menos dos de ellas (1 y IV), con
picos de oxidacion de la TAQ, asociados a procesos irreversibles (figura 3.5). Otra
observacion puntual, es que el potencial redox de H2 se encuentra a valores
positivos en DMSO, haciendo cualitativamente menos reductor al sistema ferrocenil
quinazolina comparado con ferroceno. Esta Ultima observacion tiene relacion con el
fenébmeno de la variacion del potencial redox en sistemas ferrocénicos
monofuncionalizados, dependientes del grupo funcional directamente enlazado
(figura 3.6).3!

1 (A)

AE (V)

E p(mV), AgCl/Ag

A o S
\/ P N C3
SRS S g S
(0] (0] H
80 270 450 470 - 660 890

Figura 3.6 Variaciones del potencial redox.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA I

Con base en la actividad tripanocida presentada por la molécula H2 frente a los
microorganismos parasitarios L. mexicana y T. cruzi, aunado a su baja citotoxicidad
frente a las lineas celulares L929 y macrofagos peritoneales de raton BALB/c a 100
UM, surge una nueva idea de optimizacion con el interés de potenciar la actividad
biologica de esta ferrocenil quinazolina. Se considera estratégicamente la
modificacion estructural de la porcién de unién entre la quinazolina y ferroceno, para
promover la variacion del potencial redox del metaloceno, introduciendo grupos
funcionales de caréacter electrodonador o atractor, para delimitar una ventana de
electroactividad; en la cual se distingan moléculas con capacidad reductiva de fuerte
a débil (esquema 4.1). Por lo tanto, ¢ podria tener el potencial redox en H2, una
contribucion sustancial en su efecto tripanocida, de tal forma que sea posible que a
través de nuevas ferrocenil quinazolinas con potenciales redox distintos a ésta, y
disefiadas como prototipos agentes antifolato, se desarrolle una molécula lead para

el tratamiento de la tripanosomisasis america?

R
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GED \@/ GEA
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SN W >

Fe Fe /)\ Fe
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Reductor fuerte Reductor débil

Promocion de ROS

Esquema 4.1 Planteamiento de optimizacion de H2.
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5 HIPOTESIS

Bajo un perfil de disefio tipo antifolato para los nuevos derivados organometalicos
del hit H2, conservando la subunidad heterociclica de 2,4-diaminoquinazolina como
scaffold, y s6lo modificando la porcion de unién entre ésta ultima, en posicion 6y la
subunidad de ferroceno (figura 5.1); se podran generar ferrocenil quinazolinas de
potencial redox (Fc*/Fc) variable, que permitan definir una ventana de
electroactividad, con la cual, al contrastar con pruebas in vitro de actividad
tripanocida, se logre correlacionar el impacto que tiene la capacidad reductora de

estas nuevas especies, en la actividad bioldgica de estudio.

N._2_NH,
| X
- 6 N
QI\X/{/%Y 4/
Fe NH,

=
X = CO, NH, CH;, CHEt; Y = CHz, NH; n = 0,1

Figura 5.1 Planteamiento de optimizacion estructural.
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6 OBJETIVOS |

GENERAL

Optimizar la actividad tripanocida de H2 con base en su modificaciéon estructural.

PARTICULARES

1. Disefiar nuevas ferrocenil quinazolinas bajo un perfil de asociacién enzimética
con las dianas TcDHFR-TS y TcPTR2, que se ajuste a las condiciones

requeridas para la variacion del potencial redox.

2. Sintetizar los prototipos de ferrocenil quinazolinas que resulten del disefio

racional.

3. Determinar mediante voltamperometria los valores de potencial redox asociados

a las ferrocenil quinazolinas.

4. Evaluar la actividad tripanocida y citotbxica de los nuevos derivados

sintéticamente obtenidos, mediante modelos in vitro.
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7 METODOLOGIA |

Con base en los objetivos planteados para el desarrollo del presente trabajo de

investigacion, y con la intencion de alcanzarlos, se desarrollaron las siguientes

actividades (diagrama 7.1):

1) Disefio de derivados de la molécula hit H2

> 2) Estudio de acoplamiento molecular y
predicciones redox

3) Propuesta de derivados
4) Sintesis quimica

5) Andlisis instrumental de
productos finales

6) Caracterizacion
biol6gica y electroquimica

Diagrama 7.1 Proceso metodolégico.

7.1 Disefio de ferrocenil quinazolinas analogas a H2

_/ Serie electroquimica de ferroceno
HN CF; o o
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Esquema 7.1 Propuesta de optimizacion de H2.
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Partiendo del arreglo estructural de H2 y la serie electroquimica para la modulacion
del potencial redox de ferroceno (esquema 7.1), se formuld la propuesta de
optimizacién, variando la porcion de unién entre la quinazolina y el metaloceno, con
especial énfasis en el grupo funcional directamente enlazado a la subunidad de
ferroceno. Para las nuevas moléculas disefiadas se tratdé de mantener un perfil tipo
antifolato; esto es, como potenciales inhibidores de la TcDHFR-TS y TcPTR2,
basados en la interaccidn tedrica con estas dianas mediante estudios de
acoplamiento molecular. De esta forma se lograrian conjugar dos fenbmenos que
aporten a la actividad tripanocida (efecto polifarmacoldgico); la promocién de

especies reactivas de oxigeno (ROS) e inhibicion enzimatica.
7.1.1 Acoplamiento molecular

Estos estudios se realizaron con la finalidad de explorar la susceptibilidad de los
nuevos prototipos tripanocidas propuestos, analogos a H2, como potenciales
inhibidores de las enzimas DHFR-TS y PTR2 de T. cruzi; dianas biologicas
validadas para el disefio de farmacos dirigidos al tratamiento quimioterapéutico de

la enfermedad de Chagas.®?

7.1.1.1 Optimizacién geométrica

Debido a la necesidad de preparar los ligandos para el acoplamiento molecular,
como primer paso se optimizo la estructura geométrica de las ferrocenil quinazolinas
propuestas. Cabe mencionar que a traves de este proceso se obtuvo informacion
termodinamica util que se relacioné con los resultados de las determinaciones
voltamperométricas; como es el caso de la diferencia energética de los orbitales
frontera HOMO-LUMO (band gap). Para este proceso, se emple6 el programa
Saprta 14, version 1.1.4, de Wavefunction, a un nivel de teoria del funcional de la
densidad (DFT/B3LYP/6-31+G*), bajo la especificacion de optimizacion geometrica
en el estado fundamental. Los archivos de salida fueron almacenados en formato
(*.mol2).
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7.1.1.2 Preparacion de ligandos

Las estructuras moleculares optimizadas en el programa Spartan 14 V 1.1.4, fueron
importadas en el programa Chem3D, del paquete de ChemOffice 2019, con la
aproximacion para la subunidad ferroceno, de haber transformado en enlaces
sencillos las interacciones de los a&tomos de carbono del ciclopentadienilo con el
centro metalico. Posteriormente las geometrias al equilibrio se reoptimizaron
aplicando en la herramienta de minimizacion energética, el campo de fuerza MM233,
seguido de una simulacion dinamica con el mismo campo. El archivo de salida fue

almacenado en formato (*.mol2).

7.1.1.3 Preparacion de las proteinas

La informacion cristalografica de las estructuras proteicas fue descargada del
Protein Data Bank (PDB) con el cddigo de identificacion 3INV para la enzima
TcDHFR-TS y 1MXH para la enzima TcPTR2. Las proteinas se prepararon en el
programa MOE 2015.10,3** donde una vez importadas se trabajé con las
subunidades monomeéricas, corrigiendo los elementos estructurales faltantes con la
herramienta Structure Preparation, afadiendo residuos de aminoacidos
incompletos y asignando cargas a un pH = 7.2. En ambas estructuras se eliminaron
todas las moléculas de agua, agentes crioprotectores y ligandos cocristalizados;
manteniendo en el sitio activo para las dos enzimas el cofactor NADP*. Al finalizar

se almacenaron los dos archivos de salida en formato (*.pdb).

7.1.1.4 Calculo de acoplamiento

Para el estudio de acoplamiento molecular de las ferrocenil quinazolinas en el sitio
de unidn a folatos, los modelos proteicos de TcDHFR-TS y TcCPTR2 resultado de su
preparacion en MOE 2015.10, se importaron en el programa AutoDock Tools 1.5.6
en donde se les agregaron hidroégenos polares, se fusionaron los no polares y se
asignaron cargas parciales con el método de Gasteiger-Marsili.3® Al final de este
proceso se almacenaron los archivos de salida en formato (*.pdbqt). Los mapas
para la caja de busqueda (grid) en la cavidad correspondiente, se calcularon
utilizando el médulo AutoGrid 4.2.6 del programa AutoDock Tools, construyendo un
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cubo de 40x40x40 puntos en las direcciones (X, Y, Z) y centrado en el sitio catalitico.
Ahora bien, para el célculo de acoplamiento molecular empleando el mdédulo

AutoDock 4.2.6, se establecieron los parametros del algoritmo genético

Lamarckiano, con una poblacién de 300 conférmero, 2.5x 10° evaluaciones
energeéticas, un valor madximo de 27 000 generaciones, una taza de mutacion de
0.02 y de cruce de 0.8 con 100 ejecuciones de acoplamiento. Finalmente, los

resultados de acoplamiento fueron visualizados en el programa MOE 2015.10.
7.2 Estimacion tedrica del potencial estandar de reduccién

Se calculd tedricamente el potencial estandar de reduccién para una serie de
derivados modelo de ferroceno, con la intenciébn de analizar a priori el
comportamiento de esta propiedad fisicoquimica intrinsecamente relacionada con
la funcionalizacion del sistema metalocénico. Por esta razon de manera aproximada
y por optimizacién del tiempo de calculo se descart6 a la subunidad heterociclica de
las ferrocenil quinazolinas, y se conservd Unicamente el grupo funcional raiz
directamente enlazado al ferroceno; originando un total de cuatro moléculas a
ponderar: ferroceno (Fc), 1-acetilferroceno (H), 1-(aminocarbonil)ferroceno (M) y 1-
aminoferroceno (I).

Los calculos de optimizacion geométrica y termodinamicos requeridos con base en
un modelo de ciclo Born-Haber,3® fueron hechos bajo la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT) en el programa Gaussian 09, version C.01.3” En las ejecuciones de
calculo se empled el funcional hibrido B3LYP,8 con el conjunto de bases 6-31+G(d),
y para las energias de solvatacion, el modelo continuo CPCM en acetonitrilo como
disolvente.®® La correlacion estructural de los resultados de optimizacion geométrica

fue hecha con datos cristalograficos de las especies de ferroceno correspondientes.

7.3 Sintesis quimica

Con base en la composicion quimica de H2 y de los cuatro prototipos derivados de
este ultimo, se hizo el analisis retrosintético para cada una de las moléculas, con la

intencidn de proponer rutas sintéticas factibles, considerando una estrategia de tipo
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convergente. Al compartir en la mayoria de las moléculas el nucleo de
triaminoquinazolina (TAQ); se propuso proviniera de una sola ruta, para emplearlo
como materia prima con cada uno de los precursores sintéticos de ferroceno

correspondientes.

7.3.1 Analisis retrosintético para la obtencién de H2

o
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Esquema 7.2 Retrosintesis de H2.

La estrategia para la sintesis de H2 (esquema 7.2), se basdé en una aminacién
reductiva (procesos 2 y 3), partiendo de las materias primas E y DAAQ. Para el caso
del sinton carbonilico E, su obtencion es asequible mediante una reaccion de
formilacion Vilsmeier-Haack sobre ferroceno como materia prima y para el sinton
nucleofilico DAAQ, fue necesario trazar una metodologia que permitiera
Gnicamente la funcionalizacion del amino en posicion 6 de la quinazolina. Para tal

propésito se decidid proteger los aminos en posiciones 2 y 4 del nucleo heterociclico
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en forma de acetamidas (proceso 6), manteniendo la posibilidad de generar en un
altimo paso el amino en posicion 6 libre (proceso 5), objetivo que se puede alcanzar
mediante la acetilacion del intermediario B, producto de la reaccion de ciclacion

entre A y guanidina (proceso 7).

7.3.2 Analisis retrosintético para la obtencién de OH2
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Esquema 7.3 Retrosintesis de OH2.

Para la molécula OH2 (esquema 7.3), se considerdé como estrategia sintética en la
formacion del enlace tipo amida, una reaccion tipo Schotten-Baumann (proceso 2),
misma que condujo a la generacion de los sintones F y DAAQ. Para este punto, la
obtencion de la molécula DAAQ quedd resuelta en la ruta para la sintesis de H2
(esquema 7.2), por lo tanto, sélo restaria generar F mediante la carboxilacion de Fc
(proceso 3). Ademas, es importante sefialar, que para el trabajo final de la reaccién
(proceso 1) es necesaria una desacetilacion selectiva, para evitar la ruptura del

enlace amida de interés en posicion 6 de la quinazolina recién formado.
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7.3.3 Analisis retrosintético para la obtencion de EH2
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Esquema 7.4 Retrosintesis de EH2.

La estrategia sintética para la obtencién de EH2 (esquema 7.4), se baso al igual que
para H2 en una aminacion reductiva (procesos 2 y 3), por lo que se llegd a la
necesidad de generar los sintones DAAQ y L. Una vez resuelta la sintesis de DAAQ
(esquema 7.2), la formacién de L se resolvié mediante la acilacion de Fc (proceso
4).

7.3.4 Analisis retrosintético para la obtencion de NCOH2
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Esquema 7.5 Retrosintesis de NCOHZ2.
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La aproximacion retrosintética en la que se basé la obtencion de NCOH2 (esquema
7.5), fue en la sustitucién nucleofilica bimolecular Sn2 (proceso 2). Por lo tanto, fue
necesaria la obtencion del sintdn electrofilico G mediante una reaccion de acilacion
sobre Fc (proceso 3), una vez que se cuenta con la molécula DAAQ); precursor para
la sintesis de H2, OH2 y EH2.

7.3.5 Analisis retrosintético para la obtencion de 2H
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Esquema 7.6 Retrosintesis de 2H.

Para lograr la inversion de la porcién de unién entre el nucleo de quinazolinay el de
ferroceno en el producto 2H, en comparacion a H2, se siguid la misma aproximacion
retrosintética de aminacion reductiva (esquema 7.6), obteniendo para este caso dos

nuevos sintones, | y CDAQ.

7.3.5.1 Andlisis retrosintético para la obtencion de CDAQ
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Esquema 7.7 Retrosintesis de CDAQ.
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Para esta Ultima propuesta sintética, la naturaleza reactiva del sinton de quinazolina
cambia de ser nucledfilo (DAAQ) a electréfilo (CDAQ) si comparamos los procesos
de construccion de las cuatro primeras ferrocenil quinazolinas. Por ende, el
intermediario CDAQ requiri6 de una ruta que garantizara la funcionalidad tipo
aldehido en posicion 6 de la quinazolinay amino en 2 'y 4 (esquema 7.7), por lo que
se propuso llevar a cabo la reaccion de ciclacion entre D y guanidina (proceso 2).
Ahora bien, con el objetivo de prevenir reacciones colaterales debidas a la
interaccién quimica entre la guanidina y el grupo formilo de la materia prima D, se
decidi6 protegerlo en forma de acetal en una primera etapa (proceso 3) y de eliminar

la proteccidn al final de la ruta (proceso 1).

7.3.5.2 Anélisis retrosintético para la obtencién de |

@ 4: :>Z_ Acoplamiento H
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Esquema 7.8 Retrosintesis de I.

Se propuso obtener el sinton nucleofilico 1-aminoferroceno (I) (esquema 7.8), para
la sintesis de 2H, mediante una aminacion tipo Gabriel (procesos 1y 2). Debido a
esta aproximacion retrosintética, fue necesario obtener 1-iodoferroceno (K), como
intermediario electrofilico en el acoplamiento cruzado frente a la ftalimida. A su vez

K, se origind mediante la iodacion de Fc.

34|Pagina



7.3.6 Esquema sintético

En la figura 7.1 se muestra a manera de resumen la ruta sintética propuesta para la

sintesis de cada una de las ferrocenil quinazolinas.
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Figura 7.1 Esquema sintético
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7.4 Determinaciones voltamperométricas

Las voltamperometrias, ciclica (VC) y de onda cuadrada (VOC) se hicieron
empleando una celda electroquimica con un arreglo de tres electrodos, dispuesta
dentro de una caja Faradaica (BAS). El electrodo de trabajo (ET) fue un electrodo
de carbon vitreo de 1 mm de diametro, como cuasireferencia un alambre de Ag, y
como Electrodo Auxiliar (EA), un alambre de Pt. El disolvente y el electrolito soporte
seleccionados para el estudio fueron acetonitrilo y haxafluorofosfato de
tetrabutilamonio (TBAHFP) grado analitico respectivamente. Todos los trazos
voltamperométricos fueron hechos usando un equipo potenciostato/galvanostato
CHI660A y referenciados al sistema ferricinio/ferroceno (Fc*/Fc). Para el
mantenimiento del electrodo de trabajo, se efectuaron lavados con acetonitrilo antes
de cada experimento; se pulié la superficie del electrodo con alimina de 0.5 pm
(Buehler®), seguido de enjuagues con agua y secado con pafos (Kimwipes™). El
acetonitrilo empleado fue de caracter anhidro, manteniéndolo en malla molecular
con tamafio de poro de 4 A y manipulado con jeringa. Todas las disoluciones fueron
burbujeadas con N2 de ultra-alta pureza (INFRA®), previamente saturado con
acetonitrilo, haciéndolo atravesar por una trampa con el disolvente, por un periodo
de 5 minutos antes de comenzar las lecturas. Para el sondeo voltamperométrico se
empled el sistema BusNPFes 0.1 M/CH3CN, a una velocidad de barrido 0.1-0.2 V/s
cada 20 pV para la VC. Las mediciones para cada compuesto se repitieron cuatro
veces a una velocidad fija de 0.1 V/s. Para la VOC se sonde6 de 5-40 Hz cada 5
Hz. Las lecturas se hicieron a 20 Hz con una amplitud de 25 mV. Los datos
obtenidos se colectaron a partir de potenciales de partida (E;) variados en direccion
anddica. El potencial E12en VC se estimo a partir de los potenciales de pico anddico

y catédico por medio de la ecuacion Eiz = (Epa + Epc)/2. Para la VOC el Ei2 = Ep.
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7.5 Evaluacién biolégica

7.5.1 Cultivo de células

Fibroblastos de prepucio humano (HFF1)

Para el ensayo de citotoxicidad, se sembraron Fibroblastos HFF1 (Human Foreskin
Fibroblasts) en cajas Petri (60 mm) con medio fresco DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Gibco, USA, 25 mM D-glucosa, 4 mM L-glutamina, 0.03 mM rojo
fenol, 5.3 mM KCI, 110.3 mM NacCl) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(Biowest, Sudamérica) y antibidtico (100 pg estreptomicina/mL y 100 U
penicilina/mL, Sigma-Aldrich, USA). Su incubacion se hizo a 37 °C y 5 % de CO:2

hasta 100 % de confluencia.

Epimastigotes de T. cruzi

Para la evaluacion tripanocida, se cultivaron epimastigotes (cepa Querétaro) en
medio de cultivo LIT (Liver Infusion-Tryptose; 0.5 % infusion de higado, 0.5 %
triptosa, 0.42 % fosfato de sodio, 0.4 % NaCl, 0.2 % glucosa, 0.04 % KCI)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Biowest, Sudamérica), hemina (0.025
mg/mL) y antibidtico (100 pg estreptomicina/mL y 100 U penicilina/mL, Sigma-

Aldrich, USA). Su incubacién se realiz6 a 28 °C.

7.5.2 Exposicion a compuestos

Ensayos de citotoxicidad

Se cosecharon las células HFF1 en fase exponencial de crecimiento, y se
sembraron 10 000 células/pozo en placas de 96 pozos en 0.2 mL. Se incubaron por
24 h a 37 °C para su adherencia. Posteriormente se expusieron a diferentes
concentraciones de los compuestos experimentales (0—100 uM en un volumen
maximo de 2 pL resuspendidos en DMSO). En paralelo, como ensayos de control
positivo, se expusieron las células HFF1 a BZN (0-25 pM) y NFX (0-10 uM); y como
ensayo control negativo solo se adicionaron 2 pyL de DMSO. EIl periodo de
incubacion/exposicion fue de 24 h. Después de este tiempo se determind la

viabilidad con azul tripano en camara de Neubauer.
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Ensayos de actividad tripanocida

Se contaron con camara de Neubauer, epimastigotes de T. cruzi en fase

exponencial de crecimiento, se sembraron 2 x 10° parasitos/pozo en placas de 96
pozos en un volumen de 0.2 mL. Posteriormente se expusieron a los diferentes
compuestos de estudio, de la misma forma como se hizo para las células HFF1. Se
incubaron por 24 h a 28 °C y se determind la viabilidad (parasitos moviles) en
camara de Neubauer. El porcentaje de crecimiento de los parasitos tratados se

calcul6 con respecto al grupo control sin tratamiento.
Los valores de ICso se determinaron graficando el porcentaje de crecimiento a las

24 h de exposicion versus la concentracion del compuesto. Se realiz6 un ajuste bajo
la funcion dosis—respuesta con el programa Origin 8.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION |

8.1 Estudios teoricos
8.1.1 Optimizacion de ligandos
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Figura 8.1 Estructura optimizada, orbitales frontera (HOMO-LUMO) y mapa de potencial
electrostatico de 2H.

H2 -200

HOMO LUMO /

Figura 8.2 Estructura optimizada, orbitales frontera (HOMO-LUMO) y mapa de potencial
electrostatico de H2.
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Figura 8.3 Estructura optimizada, orbitales frontera (HOMO-LUMO) y mapa de potencial
electrostatico de (R)-EH2.

200

[ow/C /

(S)-EH2

HOMO LUMO

Figura 8.4 Estructura optimizada, orbitales frontera (HOMO-LUMO) y mapa de potencial
electrostatico de (S)-EH2.
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Figura 8.5 Estructura optimizada, orbitales a la frontera (HOMO-LUMO) y mapa de
potencial electrostatico de OH2.
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Figura 8.6 Estructura optimizada, orbitales a la frontera (HOMO-LUMO) y mapa de
potencial electrostatico de NCOH2.
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Sobre la optimizacion geométrica de las ferrocenil quinazolinas, los resultados a
destacar estan relacionados principalmente con la actividad electronica entre el
nacleo de quinazolina y el de ferroceno. Analizando la distribucién de los orbitales
moleculares HOMO-LUMO se observa que, la mayor deslocalizacion del orbital
HOMO se centra inicialmente sobre la estructura de ferroceno en 2H, y conforme
varia la naturaleza electronica del grupo sustituyente, de electrodonador (amino) a
electroatractor (carbonilo), la deslocalizacibn se desplaza hacia el anillo
heterociclico (figuras 8.1-8.6). De manera equivalente, pero en sentido contrario,
ocurre para el caso del orbital LUMO, cuyo centro de distribucién en la molécula 2H,
esta localizado en la subunidad de quinazolina; y en la molécula NCOH2, sobre
ferroceno. Por lo tanto, este fendmeno es un indicio de la influencia de los grupos
funcionales directamente enlazados a ferroceno, sobre la perturbacién en la
distribucién electronica asociada en todas las ferrocenil quinazolinas propuestas.
Ahora bien, con base en la energia de los orbitales frontera (tabla 8.1) como criterio
de susceptibilidad a la oxidacién,*® no se observa una tendencia lineal clara que
pudiera correlacionar directamente dichos valores con la naturaleza del
sustituyente, de acuerdo a la serie electroquimica de ferroceno (figura 3.6). De
haberse cumplido tal relacién, la molécula 2H tendria los valores energéticos de
HOMO y LUMO maés altos, mientras que NCOHZ2, los valores mas bajos, y OH2
valores intermedios; ya que, a mayor energia de HOMO o LUMO, mayor factibilidad

de oxidacién y viceversa (esquema 8.1).4

Tabla 8.1 Energética de orbitales y potencial electrostatico.

1 -1

Compuesto | HOMO (eV) | LUMO (ev) | A(ev) | UE(mor) | Ue (EJ_';‘QO' )
2H 5.20 144 3.76 1153.0 1844
H2 4.92 20.95 3.07 1185.0 1145.9
(R)-EH2 5.23 11.38 3.85 -181.0 1139.7
(S)-EH2 5.38 144 3.04 1179.4 122.9
OH?2 5.10 20.97 413 1187.4 1143.9
NCOH2 466 134 3.32 1198.6 11482

aEnergia de potencial electrostatico, IsoVal:0.002.
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Esquema 8.1 Tendencia energética esperada de orbitales HOMO-LUMO.

Con respecto a la energia de potencial electrostatico, las posiciones que destacan
por concentrar la mayor densidad electronica son N-1 y N-3. Para las ferrocenil
quinazolinas que mantienen un atomo de nitrdgeno en posicion seis del heterociclo,
el N-1 es la posicion electrénicamente mas densa, porque solo para 2H que no lo
posee, el comportamiento se invierte, siendo en N-3 el que adquiere una mayor

densidad electronica.

8.1.2 Acoplamiento molecular

El estudio de acoplamiento de las ferrocenil quinazolinas se realiz6 tomando como
referencia el modo de unién que tienen el metotrexato (MTX), farmaco antifolato, y
el sustrato dihidrofolato (DHF) en el sitio catalitico de folatos de las enzimas DHFR-
TS y PTR2 de T. cruzi, asi como DHFR de humano (figuras 8.7, 8.8 y 8.15). Con
base en los valores determinados de pKa para la subunidad de quinazolina (anexo
12.3, diagramas de especiacion), se llegé a la conclusion de acoplar tanto las
especies acido y base conjugada de las ferrocenil quinazolinas predominantes a pH
de 6-7; valores en los que la actividad catalitica de las enzimas estudiadas es
6ptimo.32 Dicho lo anterior, la especie acida en todos los casos fue aquella en la que
se mantiene protonado el N-1 heterociclico y su base conjugada, la especie

totalmente libre de protonacion (esquema 8.2).

NH, NH,
SN, e SN
—_—
7’ +.~
N)\NH2 (6.98-7.41) ,TIJ\NH2
H

Esquema 8.2 Reaccion acido-base.
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Para la enzima TcDHFR-TS, el modo de unién es sumamente conservado, puesto
gue el especio del sitio catalitico es restringido. Las interacciones destacadas entre
esta proteina y los ligandos estudiados son mediante puentes de hidrégeno entre
los residuos de aminoacidos Val26 e lle154 con NH-4 y Asp48 con N-1y NH-2 (tabla
8.2). En esta ultima interaccién, y de manera exclusiva con las especies acidas, se
llega a formar un estado de transicion semiciclico que impacta directamente en los
resultados obtenidos, ya que las especies acidas adquieren un mejor perfil
energético (energia libre) y probabilistico (nGmero en clister) de asociacién al sitio
de union en comparacioén a las especies bases conjugadas. Ahora bien, atendiendo
a la subunidad metalocénica, ésta mantiene interacciones hidrofilicas con los
residuos Met49, Pro85 e lle84, que al mismo tiempo le dan el soporte estructural
para la correcta orientacion de la subunidad de quinazolina hacia el sitio activo de
la enzima. Por este aporte al modo de union, el reemplazo isostérico de anillo
bencénico por ferroceno, llevado a cabo durante el disefio de H2, es favorable. Con
este mismo principio de orientacion espacial, y tomando en cuenta la contribucién
de la amina terciaria en el MTX, fue que se propuso sintetizar EH2. De entre los dos
enantiomeros de la mezcla a sintetizar, el que mejor perfil de interaccion tiene es el
isémero (R) al anclar mejor a la molécula por interaccion con los residuos 1le84 y
Pro85.

Los mejores resultados con TcDHFR-TS, resultan ser los prototipos antifolato H2 y
2H, y el menos efectivo OH2. En este Ultimo caso; el prototipo con grupo funcional
amida, tiende a permanecer en la parte externa al sitio activo, desfavoreciendo su
interaccidon con la enzima en comparacion con el resto de los prototipos. Esto se
debe principalmente a la rigidez del enlace amida, que provocé incluso un cambio
en el modo de interaccion, al rotar 180 ° a la subunidad de quinazolina (tabla 8.2).
De esta forma las interacciones con los residuos fueron Asp48 con NH-4 e lle154
con N-1.

En cuanto a los resultados con la diana TcPTR2, todos los prototipos mantuvieron
un modo de unidn equivalente a los que presentaron las referencias MTX y DHF.
Las interacciones principalmente se llevan entre el cofactor NADP* y el residuo de
Serl03 con la subunidad de quinazolina en las posiciones N-1 y NH-2 por medio de

puentes de hidrégeno. Con la subunidad metalocénica, las interacciones indicadas
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son con los residuos Tyr105, Tyr229, Lue214 y Ser215. Particularmente, debido a
las aproximaciones paramétricas asociadas a la estructura de ferroceno en el
modelo de célculo, es posible que las interacciones con los residuos de Tyrl05y
Tyr229 anteriormente mencionadas, sean del tipo -1 en lugar de puentes de
hidrégeno (tabla 8.3). Otro aspecto por destacar es que los perfiles de asociacion
de las especies 4cidas y bases conjugadas de los diferentes ligandos acoplados a
TcPTR2, no varian de manera sustancial como en el caso de TcDHFR-TS, lo cual
convierte al pKa del N1 quinazolinico, en un parametro crucial a considerar para el

estudio de acoplamiento con estas dianas bioldgicas.
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SITIO ACTIVO

MTX / DHF

AG = -15.73 kcal-mol* | No. Cluster = 43/100

AG =-10.12 kcal-mol?

No. Cluster = 40/100

H2

y B
%’154 o~

[

%154

AG = -7.75 kcal- moI 1 | No. Claster = 18/100

AG = -10.76 kcal-mol* | No. Claster = 51/100

AG = -7.96 kcal-molt | No. Cliaster = 25/100
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NCOH2

OH2

(R)-EH2

AG = -8.56 kcal-mol* | No. CIL’Jster =58/100 | AG=-7.05kcal-mol* | No. Cluster = 30/100

XIelM

AG =-9.62 kcal-mol | No. Cluster = 41/100 AG = -8.27 kcal-mol™_ | No. Cluster = 11/100 |

al26 L

AG =-9.12 kcal-mol*? | No. Claster = 41/100 AG = -8.55 kcal-mol* | No. Clister = 3/100
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SITIO ACTIVO

—

[y 22 ‘HXINT :9ad]

TcPTR2

Figura 8.8 Modo de unién a TcPTR2.

Tabla 8.3 Acoplamiento molecular en la diana TcPTR2 (IMXH, 2.2 A).

LL
I
a
~
X
|—
=
N *
I
N / .
AG =-10.17 kcal-mol | No. Claster =98/100 | AG =-9.37 kcal-mol® | No. Claster = 81/100
..... \ 4
I
N

Tyr229

[ AG = -10.91 kcal-mol* | No. Clster = 77/100

/
FAG =-9.96 kcal-mol! | No. Clister = 56/100
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NCOH2

L /

AG =-10.70 kcal-molt | No. Clister = 98/100 | AG = -9.66 kcal-mol*t No. Clister = 84/100

OH2

(R)-EH2

(S)-EH2

AG = -13.10 kcal-mol~ | No. Claster = 93/100 | AG = -10.06 kcal-mol | No. Cluster = 62/100
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8.1.3 Predicciones del potencial redox de derivados de ferroceno

AG; ar;dox
p _—
Oxg + ey Red,
AGZOIV(OX) AGgo/v( Red)
OXSOIV + e-g 0, redox RedSO/V
AGsolv

Esquema 8.3 Ciclo de Born-Haber de prediccion redox.

Tabla 8.4 Termodinamica de prediccion redox y energética de orbitales.?

Mol | AGELE™® | AGL(OX)° | AGgy(Red)® | AG2e®® | E° (V/ENH)® | HOMO? | LUMO?
| | -569.827 | -183.765 -23.179 -409.240 -0.359 -4.88 0.35
Fc | -682.689 | -177.572 -3.792 -508.910 0.674¢ -5.13 0.22
M | -693.982 | -203.189 -38.038 -528.831 0.881 -5.36 -0.40
H | -702.487 | -196.063 -26.068 -532.492 0.919f -5.49 -0.94

a Nivel del calculo (DFT/B3LYP/6-31+G*), ® (kJ-mol ™), ¢ ENH en CHsCN de 4.6 V%2, @ (eV/), € EXP 0.650 V43,
TEXP 1.026 V.4

Los valores calculados del potencial redox para ferroceno y tres derivados de éste,
con grupos funcionales estratégicos de la serie electroquimica (esquema 8.3),
predicen un comportamiento similar a lo experimentalmente observado; que el
potencial redox se incrementa conforme aumenta el efecto electroatractor del grupo
funcional directamente enlazado y viceversa (tabla 8.4).3%4° Es importante destacar
que los grupos funcionales empleados para el célculo no poseen contribucién
aromatica alguna, por lo que no se puede asegurar que el mismo comportamiento
ocurra con las ferrocenil quinazolinas disefiadas; sin embargo, podemos describir
correlaciones. Si graficamos los valores de energia de los orbitales HOMO, LUMO
y su diferencia (band gap) con respecto al potencial redox teodrico calculado, se
obtiene que, a mayor energia del orbital HOMO o LUMO, el potencial redox se
abate, al igual que si aumenta el band gap (figura 8.9). Estas tendencias cumplen
de manera generalizada con el teorema de Koopmans, el cual establece que la
primera energia de ionizacion de un sistema molecular es igual al negativo de la
energia del orbital molecular mas alto ocupado (HOMO), y por extension la energia

de afinidad electronica es igual al negativo de la energia del orbital molecular mas
50|Pagina



bajo ocupado (LUMO).** Y aunque las condiciones para la determinaciéon de las
energias de ionizacion y afinidad electrénica, comparadas con los potenciales de
oxidacion y reduccidn respectivamente, no son las mismas, se puede hacer una
aproximacion equivalente puesto que comparten en comun el fenbmeno de
transferencia electronica. Esta aproximacion tiene como finalidad, hallar un
descriptor molecular predictivo, por lo que, para la serie de cuatro compuestos
estudiados, se puede decir que la mejor correlacion se presenta comparando la
energia del orbital HOMO con el potencial redox. Las dos correlaciones restantes,
ELumo VS E° y AEnomo-Lumo VS E°, marcan una tendencia; sin embargo, los
pardmetros calculados para 1-aminoferroceno (l) tienden a desviarlo del
comportamiento  lineal, en comparacion con ferroceno (Fc), 1-
(aminocarbonil)ferroceno (M) y 1-acetilferroceno (H), que se ajustan mejor en todos

los casos (figura 8.9).

=

B — ] S
[ A)NHz COMe Fc /:/CONHZ COMe
[ Fc ]
E C 0.5 _ ] 0.5
o[ 2 ] {
[ - 1 tu 1 L 1 O
-48 / -5 -5.2 -5.4 -5 ls ] 02 -0.7 -%.2
r NH, NH, ]
L 05 =05
Enomo (€V) Erumo (V)

e —
COMe CONHZ\

- 0.5 Fe
: |
tl.l |O| N T N T T N Y S Y T N T Y T T T Y I [

44 46 48 -5 -5. -%.4
[ NH,
-—05

AE (eV)

Figura 8.9 Gréficas de correlaciéon energética HOMO/LUMO vs E° de derivados
monofuncionalizados de ferroceno.

51|Pagina



8.2 Sintesis quimicay caracterizacion instrumental
8.2.1 Obtencién de derivados heterociclicos

8.2.1.1 Sintesis de TAQy DAAQ

N ® NH,
~Z
4
O:N NH, .o 1 Ciclacien 92N SN
+ )y co© L=, b {
NH, HoN™ NH, N” > NH,
A B
2) Acetilacion
Y Y
NH; HN 3) Reduccién HN
HoN XN H,oN N o <«—— O5N NN o
2 4 7
N)\NH2 NJ\”J\ NJ\”J\
TAQ DAAQ C

Esquema 8.4 Ruta sintética de TAQ y DAAQ.

Tabla 8.5 Resultados y condiciones de reaccion para la sintesis de TAQ y DAAQ.

., Condiciones .
ECIERI Reactivos Disolvente TCC | t(h) R ()
12 [C(NH2)3].CO3, KOH | EtOH/i-PrOH (1:2) 90 8 84.9
2° Anhidrido acético 100 5 64.7
C
Sk Ha, Pd/C [Cat] ta O 94.3
4 MeOH 1 93.9
5e NH4HCO, Pd/C 70 1 751
[Cat]

23.22 mmol de A, 3. 86 mmol de KOH y 13 mL de la mezcla disolvente. ® 2.44 mmol de B, 10 mL de anhidrido
acético. ¢ 3.51 mmol de C, 100 mg Pd/C 10 % en 150 mL de MeOH. ¢ 2.44 mmol de B, 50 mg de Pd/C 10 %
en 150 mL de MeOH.® 2.20 mmol de B, 19.8 mmol de formiato de amonio, 45 mg Pd/C 10 % en 50 mL de
MeOH.

La sintesis de los sintones nucleofilicos TAQ y DAAQ involucrados en la mayoria
de las rutas para la obtencion de las ferrocenil quinazolinas, se efectué bajo un
protocolo anteriormente estudiado en nuestro grupo de investigacion (esquema
8.4).2829
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8.2.1.1.1 Reaccién (1) de ciclacion y (2) de acetilacién

De la reaccion de ciclacion se destaca que las condiciones descritas son favorables,
siempre gque no se exceda ni disminuya la cantidad de base, porque de lo contrario
no evoluciona de manera eficiente hacia el producto deseado B, ya sea por la
formacion de subproductos en el caso de un medio extremadamente alcalino o que
no proceda por la falta de alcali. Por otra parte, en el trabajo final de la reaccion es
determinante eliminar las sales de carbonato remanentes mediante lavados
exhaustivos con agua, seguido del secado del sélido aislado, porque
experimentalmente la reaccion de acetilacion que continda dentro de la ruta se ve

disminuida en rendimiento.

8.2.1.1.2 Reacciones (3-5) de reduccion

La reduccién de C para obtener DAAQ por medio de una hidrogenacién catalitica,
resulta ser un buen método, pero se debe mantener la relaciébn de tiempo y
concentracion especificados. Conforme mas tiempo se deje evolucionar la
hidrogenacion, mas eventos de desacetilacion ocurren. Lo mismo sucede si se lleva
a cabo la reaccion en alta concentracion, e incluso si se calienta. Estos factores
describen con claridad la labilidad de los acetilos como grupos protectores en
posiciones 2 y 4 de la TAQ. La contribucién favorable de esta proteccién quimica
es que estabiliza a la triamino quinazolina en forma de acetamida (DAAQ),
facilitando su aislamiento y almacenamiento por un periodo prolongado de tiempo
en comparacién a la TAQ, que resulta ser inestable a las condiciones normales de
laboratorio. Para la obtencion de TAQ, se hicieron dos diferentes experimentos
(reacciones 4 y 5, tabla 8.5) con la finalidad de hallar las condiciones favorables
para su sintesis. La reaccion (4) de hidrogenacion, equivalente a la realizada con C
y aplicada con B, procede de manera cuantitativa; sin embargo, la TAQ se obtiene
con productos de descomposicién, generados durante el tiempo que se mantuvo en
alta dilucién. En contraparte, la reaccion 5, es el resultado de una optimizacion que
cambia la fuente reductora y la concentracion de la mezcla reactiva, con un aumento
en la temperatura para lograr solubilizar totalmente el material organico B y su
posterior enfriamiento para precipitar el producto de reduccion, dejando en el
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disolvente los subproductos inevitables en la sintesis de TAQ. Es asi como, a pesar
de la disminucion en el rendimiento de esta ultima reaccion (5), comparada con la
(4), se logra aislar TAQ pura, sin la presencia de subproductos, e inclusive estable

en almacenamiento con atmédsfera de nitrégeno.

8.2.1.2 Sintesis de CDAQ

(0] L (0] NH,
_N 1) Acetalizacion
4 N N
H 2) Ciclacion H | )\
> P
F 3) Deacetalizacion N™ "NH,
D CDAQ

Esquema 8.5 Proceso de sintesis de CDAQ.

Tabla 8.6 Resultados y condiciones de reaccién para la sintesis de CDAQ.

» Condiciones
Reaccion : - R (%)
Reactivos Disolvente T (°C) t (h)
1@ TMOF, PTSA [Cat] MeOH 60 12
2b [C(NH)3].CO3, TEA DMA 140 16 85.3
3¢ HCI H.O t. a. 1

20.67 mmol de D, 0.39 mmol de TMOF y 1 mL de MeOH. © 0.33 mmol de carbonato de guanidina, 100 pL
TEAy 2 mL de DMA. ¢ 5 mL de HCI 36 %.

Para la obtencion de CDAQ, fue necesario como primer paso, efectuar la proteccién
del grupo carbonilo en el compuesto D para evitar la condensacion de guanidina en
la reaccion (2) de ciclacién (esquema 8.5). El crudo de la reaccién (1) resulté
particularmente Util para llevar a cabo la ciclacion, evitando asi el proceso de
purificacion. A partir del andlisis cromatografico de las reacciones (1) y (2), se
observo una transformacion total de las materias primas y una evolucion cuantitativa

de la reaccion (3), hecho que se ve reflejado en un rendimiento global del 85.3 %.
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8.2.1.2.1 Anélisis instrumental

La elucidacién estructural de CDAQ comenzando por su andlisis mediante
espectrometria de masas, muestra una sefial monoisotopica [M+H]* a un m/z de
189.0800, correspondiente al pico base y que se ajusta a la masa molecular del
compuesto (esquema 8.6). Particularmente el patron de fragmentacion coincide con
el perfil de quinazolincarboxaldehido, debido a las pérdidas de mondxido de
carbono, amoniaco y cianamida, caracteristicos estos ultimos dos del sistema

quinazolin-2,4-diamina.*®

e} NH3 - NHs O
SN N
/ / +
N N\\\
m/z 189.0800 m/z 172.0556 Ha
N J\>
\
- N__NH2
m/z 102.0381 m/z 144.0580

Esquema 8.6 Patrén de fragmentacion de CDAQ.

Mediante resonancia magnética nuclear de 'H se logran identificar las cuatro
sefiales mas caracteristicas de CDAQ, que son las debidas al grupo funcional
aldehido a campo bajo en 9.94 ppm, y las del anillo bencénico en posiciones 5 (a
8.95 ppm), 7 (doblete a 8.16 ppm) y 8 (doblete a 7.53 ppm). En cuanto a la RMN-
13C, el patrén de sefiales (figura 8.10) debidas al arreglo de los 6 atomos de carbono
gue componen al nucleo de quinazolina con sustituyentes tipo amina o amida en
posiciones 2, 4 y 6, se conserva. Sumando para completar su caracterizacién, la

sefal a 190.9 ppm debida al carbono carbonilico en posicién 6 (tabla 8.7).
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R, C-2 'y C-4: 160-150 ppm

4 - -9 145—

Ri1, R2y Rs = NH2 R3 8 _J0 SN C6yC 9: 145-135 ppm
y/o NHCO /)\2 C-7y C-8:130-125 ppm
TFTONTOR; C5y C-10: 120-100 ppm

Figura 8.10 Patréon de respuesta observado en RMN-3C de quinazolinas
trisustituidas en posiciones 2, 4y 6.

El patron de sefalizacion anteriormente comentado, es una conclusion a la que se
llega tras analizar en reportes de tesis, las espectroscopias de RMN de compuestos
tipo quinazolina obtenidos en nuestro grupo de investigacion.*~°° Particularmente
en el analisis de las sefales se observa un comportamiento de tipo pareado; esto
es, el registro en grupos de dos sefales debidas a los carbonos cuaternarios en
posiciones 2 y 4 a campo bajo (160-150 ppm), seguido de aquellos en posiciones
6 y 9 en direccion de campo alto (145-135 ppm) después a los hallados en 7y 8
(130-125 ppm); y finalmente los debidos a las posiciones 5y 10 (120-100 ppm).

Tabla 8.7 Resultados de analisis instrumental.
Compuesto Informacion espectroscopica

EM, APCI+ (m/z): 189.0800 [M+H]*. (Espectro 12.3).
IR, FTIR por reflectancia ATR (cm): 3333, 3162 (NH2); 2862,

O NH; 1380, 1340 (CO-H); 1648 (C=0); 1618, 1502, 1407 (C=Cy C=N

1 o A ar); 1207, 1087 (C-H a). (Espectro 12.4).
12H" 6 | N RMN-H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm): 9.94 (s, 1H, H-
7 ” N/)\ZNHZ 12); 9.20 (s, 1H, NH-2); 8.84 (s, 1H, NH-2); 8.95 (s, 1H, H-5);

8 7.94 (s, 2H, NH-4); 8.16 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H-7), 7.53 (d, J =
8.6 Hz, 1H, H-8). (Espectro 12.1).

CDAQ RMN-3C (101 MHz, TMS, DMSO-de) & (ppm): 190.85 (C-11),
P. M. =188.19 g-mol* 163.06 (C-4), 156.26 (C-2), 145.12 (C-9), 133.87 (C-6), 131.43
(C-7), 129.13 (C-8), 118.56 (C-10), 109.58 (C-5). (Espectro
12.2).
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8.2.2 Obtencion de ferrocenil quinazolinas
8.2.2.1 Sintesis de H2

(o)
J\ 1) Iminacion H NH,
:. H,N 2) Reduccion @\/| N
* SN0 —»
Fe o | J 3) Desacetilacién 3 N4l\NH
= N = 2
H

E DAAQ H2

Esquema 8.7 Proceso de sintesis de H2.

Tabla 8.8 Resultados y condiciones de reaccién para la sintesis de H2.

., Condiciones
Reaccion Reactivos Disolvente T (°C) t (h) R(0)
12 AcOH [Cat] EtOH/DMF (1:2) 90 24
2b NaBH4 MeOH 0-ta. 24 65.0
3¢ HCI H20 t. a. 5

a2.34 mmol E, 2.84 mmol DAAQ en 10 mL de DMF y 5 de EtOH. ? 7.02 mmol de borohidruro de sodio, 12 mL
de MeOH. ¢ 5 mL de HCI 36 %.

La estrategia de aminacion reductiva en la que se baso la sintesis de H2 es factible
para su obtencion, especificamente bajo las condiciones de reaccion descritas
(esquema 8.7), con particular relevancia del disolvente en el paso de iminacién
(tabla 8.8). La DAAQ es poco soluble en MeOH y EtOH, caracteristica por la que se
requieren condiciones de calentamiento a reflujo y alta dilucién para solubilizarla.
Por esta razon, experimentos llevados a cabo en presencia de alcoholes como
disolvente se descartaron y se optdé por mantener completamente soluble a la
qguinazolina. Se us6 DMF para la formacion de una disolucion con DAAQ a
temperatura ambiente. Una vez resuelta la insolubilidad de nucledfilo, la reaccion
evoluciono favorablemente siempre que no se rebasara una temperatura de 100 °C;
ya que, a partir de este valor se observa la descomposicion del material ferrocénico.
Otro aspecto importante que se debe sefialar es el fendmeno de desacetilacion en
posiciones 2 y 4 de la TAQ, que acontecié en todos los procesos de iminacién
efectuados, liberandose siempre como primer paso la triamino quinazolina. A pesar

de la desproteccion in situ de los grupos amino en posicion 2 y 4 en la DAAQ, la
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reaccion de iminacion se llevo a cabo de manera regioselectiva en posicion 6 de la
TAQ. Estos resultados indican una baja nucleofilia en los aminos de 2 y 4 en
comparacion a 6, de tal forma que no son susceptibles para la formacién de posibles

subproductos en reacciones de condensacion.

8.2.2.1.1 Sintesis de E

== D

Fe Formilacion Fe O
| > |
- -
Fc E

Esquema 8.8 Formilacion de Fc.

Tabla 8.9 Resultados y condiciones de reaccion para la sintesis de E.

Condiciones ?
: Ondiet R (%)
Reactivos Disolvente T (°C) t (h)
DMF, POCI; CHCI3 60 7 25.4

a27.49 mmol de Fc, 110.1 de POCIs, 15 mL de DMF y 55 de CHCls.

La formilacién de Fc para la obtencion de E por medio de la reacciéon Vilsmeier-
Haack (esquema 8.8), evolucion6 con bajo rendimiento, especificamente bajo las
condiciones descritas (tabla 8.9). Sin embargo, no se hicieron experimentos para la
optimizacién de este proceso, dado el interés particular de solo obtener la molécula
H2 como referencia de estudio. Para su identificacion se conté con una muestra
comercial como referencia, con la que se comparé empleando un analisis por CCF

(Rr) y su punto de fusion.

8.2.2.1.1.1 Analisis instrumental

Para corroborar la obtencion del producto H2 se conté con una muestra de una
sintesis previa. Se llevo el andlisis por EM e IR, el primero para corroborar la
composicién quimica y el segundo para la identificacion de ferroceno en la
estructura del compuesto obtenido (tabla 8.10).
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De la espectrometria de masas se obtiene un pico base cuya masa monoisotépica
[M+H]* coincide con la masa molecular del compuesto esperado. En el patron de

fragmentacidn se encuentran sefales caracteristicas debidas a la TAQ y Fc

(esquema 8.9).

+ +
H NH, NH3 N
LS N SN HoN SN HoN Z
1 — —_—
Fe N/)\NH PR N
= 2 N" NH; NS
NH,
m/z 374.1027 m/z 176.0894 m/z 159.0644

|

o. O -

| |
Fe —— Fe” —_—
] 1 | 2+

= N Fe

m/z 199.0174 m/z 132.0520

Esquema 8.9 Fragmentos de descomposicion identificados para H2.

Tabla 8.10 Resultados de analisis instrumental.

Compuesto Informacion espectroscopica
NH
@\/H 2 EM, APCI+ (m/z): 374.1027 [M+H]*. (Espectro 12.5).
S
, N
Fe /)\ IR, FTIR por reflectancia ATR (cm'): 3413, 3303,
@ N~ “NH, 3088 (NH2); 1920, 1762 (Ar); 1650, 1565, 1525 (C=C
y C=Na); 1096 (Cp); 822, 484 (Fe-Cp). (Espectro
H2 12.6).

P. M. =373.24 g-mol*
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8.2.2.2 Sintesis de OH2

NH, H NH,
Q(OH HoN | XN Amidacion @(N XN
| + ; |
= © N/)\NH e o N/)\NH
g 2 - g
F TAQ OH2

Esquema 8.10 Reaccion de amidacion para la sintesis de OH2.

Tabla 8.11 Resultados y condiciones de reaccion para la sintesis de OH2.

Condiciones?
. . R (%)
Reactivos Disolvente T (°C) t (h)
HBTU, TEA
DMAP [Cat] DMF 80 14 26.0

20.93 mmol de F, 1.17 mmol de HBTU, 1.11 mmol de TAQ, 0.09 mmol de DMAP en 14 mL de DMF.

Para la sintesis de OH2, basados en la reaccion de amidacion a partir de la TAQ y
el &cido 1-ferrocencarboxilico (F) (esquema 8.10), se llevé a cabo mediante la
activacion del carboxilato para la sustitucion nucleofilica acilica (SnAc) con el agente
HBTU (hexafluorofosfato de benzotriazol tetrametil uronio). Para llegar a esta
conclusion, primero se hicieron ensayos con CDI (carbonildiimidazol) y
(COCI)2/DMF como agentes activantes. En ambos casos, la transformacion de F no
ocurrié cuantitativamente, incluso con exceso de reactivos. Bajo tales condiciones
se procedio a la adicion de DAAQ para efectuar la reaccion de amidacion, pero ésta
no ocurri6 de nuevo en ambos casos, ni siquiera empleando calentamiento; sin
embargo, lo que se llevd a cabo fue la desacetilacion del precursor nucleofilico para
la formacién de TAQ. Con estos resultados se procedié con el tercer y ultimo agente
activante, HBTU. En este caso, la transformacién del acido fue total, a temperatura
ambiente y en cuestion de minutos. Como precursor nucleofilico para las
condiciones optimizadas, se decidi6 emplear directamente TAQ, porque la
desacetilacion de la DAAQ siempre ocurre como paso anterior a la formacion de la

amida de interés; formandose un solo producto.
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8.2.2.2.1 Sintesis de F

(SN 1) Litiacion @(OH
| > |

Fe 2) Carboxilacion Fe 0O
— 3) Acido-base —
Fc F

Esquema 8.11 Proceso de sintesis de F.

-, Condiciones .
JEEel Reactivos Disolvente T (°C) t (h) R ()
12 t-BuLi, t-BuOK -78 3
2° CO2 THF t.a. 15 48.9
3° HCI H20 t. a. 5

210.62 mmol de Fc, 21.25 mmol de terc-butil litio, 1.1 mmol de terc-butéxido de potasio en 90 mL de THF. ?
COzen exceso. ¢ HCI (conc).

La sintesis del &cido 1-ferrocencarboxilico (F) a partir de Fc (esquema 8.11), fue la
Unica forma de poder obtener el sinton electrofilico para la sintesis de OH2. Como
primeras aproximaciones para la sintesis de F se realizaron pruebas de oxidacion
de 1-formilferroceno (E) bajo condiciones de reaccién tipo Tollens (con sales de
plata), Fehling (sales de cobre) y Baeyer-Villiger (con MCPBA); ademas se trat6 de
llevar a cabo la oxidacién de acetilferroceno (H) mediante la reaccién del haloformo,
con los hipohalogenitos de cloro, bromo y yodo.5%2 Todas ellas resultaron
infructiferas, principalmente por problemas de solubilidad del compuesto
organometalico, ya que en la mayoria de las reacciones se empled agua o bien una
mezcla agua-disolvente organico como medio de reaccién. Para el caso particular
de la oxidacion de E con peroéxido, se esperaba que la subunidad metalocénica se
oxidase primero seguido del carbonilo tipo aldehido; procediendo en el trabajo de
reaccion a la reduccion selectiva de ferricinio con acido ascorbico como agente

reductor (esquema 8.12).53

/v DHA Fer H20 \
< | [ \ R » E°(V/ENH)
) \-0.28 \ 0.40 ) 1.78 ‘/ *)

| /’ | L7 |

Asc Fc H20

Esquema 8.12 Escala de potencial redox.
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8.2.2.2.2 Sintesis de M

OH Q(NHZ
, HBTU, TEA / DMF .

Fle o) NHs (20) > Fle (o)
ac
N ? <
F M

Esquema 8.13 Reaccion de amidacion de F.

Tabla 8.13 Resultados y condiciones de reaccion para la sintesis de OH2.

Condiciones?
. . R (%)
Reactivos Disolvente T (°C) t (h)
HBTU, TEA, NH3 DMF t. a. 1 95.2

20.87 mmol de F, 1.13 mmol de HBTU, 8 mL de DMF, 0.2 mL de TEAy 1 mL de NHs (conc).

El 1-(aminocarbonil)ferroceno (M) se sintetizé inicialmente con el propdsito de
estudiar las condiciones experimentales de amidacion con F y optimizar asi la
sintesis de OH2, debido a la activacion incompleta y la baja reactividad del
intermediario en el paso de sustitucion nucleofilica (seccién 8.2.2.2). Sin embargo,
como resultado del andlisis electroquimico de las ferrocenil quinazolinas, fue
necesaria su sintesis para la construccién de la serie electroquimica con derivados
de ferroceno monofuncionalizados (seccion 8.3.1). En comparacion al proceso de
amidacion con TAQ, esta reacciéon se llevo a cabo de manera eficiente, tanto en
tiempo como en rendimiento (esquema 8.13), por lo que la diferencia entre la
amidacién con amoniaco y TAQ radica en la nucleofilia de ambas especies porque

el intermediario reactivo tipo benzotriazoilo es el mismo.

8.2.2.2.2.1 Anélisis instrumental

Los resultados por EM concuerdan con la masa molecular del producto deseado,
tomando como base la sefial del ion monoisotopico [M*] a un valor m/z de 387.0965
y [M+2H]* a 389.0637. Ahora bien, los resultados de RMN-tH, muestran las sefiales
caracteristicas del sistema heterociclico debidas a los hidrégenos en posiciones 5,
7 y 8 a desplazamientos quimicos de 8.53, 6.97 y 8.08 ppm respectivamente (tabla

8.14). Otra sefal caracteristica de este compuesto, es la debida al hidrogeno del
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grupo amida a un desplazamiento de 7.31 ppm; valor tipico en ferrocenamidas.>
Asimismo las sefiales a 5.02, 4.53 y 4.28 ppm identifican a la subunidad de
ferroceno, con un patrén de intensidades relativas 2:2:5 que sugieren una
disposicion con un solo grupo funcional directamente enlazado, en este caso de
carboxamida por sus desplazamientos. De la RMN-3C se destacan las sefiales
debidas al carbono carbonilico de tipo amida a 172.4 ppm, las asociadas al
metaloceno 76.26, 72.52, 69.86 (Cp) y 71.00 (Cp’) y las debidas al anillo
heterociclico, con particular interés en los carbonos cuaternarios de las posiciones
2,4y 6. Con base en los resultados la sefal debida a (C-6) se desplaza a campo
alto de 137.8 ppm en comparacion al valor que presenta si se mantiene el grupo
amino libre, que es de alrededor de 145 ppm. Y con respecto a los (C-4 y 2) estos
mantienen su desplazamiento a 165.2 y 159.1 ppm, que a diferencia de sus
homologos pero con funcionalizacion tipo amida en estas posiciones, se ven

desplazados a campo alto de 156.1 y 150.1 ppm respectivamente.*84°

Tabla 8.14 Resultados de analisis instrumental
Compuesto Informacion espectroscopica

EM, APCI+ (m/z): 387.0965 [M*]. (Espectro 12.9).
IR, FTIR por reflectancia ATR (cm): 3347, 3222,
3100(-NHz2);  1645(C=0); 1525(CON-H); 1626,

14 13 NH, 1574(C=C y C=Nay); 1281, 1217(C-Har); 1142(Cp); 835,
1" H 6 3 10 14 482(Fe-Cp). (Espectro 12.10).

@ﬁ( SN RMN-'H (400 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 8.53 (s, 1H,

Fe o , 2 H-5); 8.08 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H-8); 7.93 (m, 2H, NH-4);

5 g Z79"N” "NH, 7.77 (m, 2H, NH-2), 7.31 (s, 1H, CONH-6), 6.97 (d, J =

7.2 Hz, 1H, H-7), 5.02 (s, 2H, H-13), 4.53 (s, 2H, H-14),
4.28 (s, 5H, H-15). (Espectro 12.7).

OH2 RMN-13C (101 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 172.39(C-
P. M. =387.22 g-mol* 11), 165.19(C-4), 159.08(C-2), 140.10(C-9), 137.78(C-
6), 130.43(C-7), 115.71(C-8), 113.16(C-10), 108.21(C-
5), 76.26(C-12), 72.52(C-14), 71.00(C-15), 69.86(C-13).
(Espectro 12.8).

@ _.OH
F IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 2972, 2893(-OH);
e O 1652(C=0); 1473, 1159, 1028(Cp); 825, 479(Fe-Cp).
| (Espectro 12.11).

Fle o EM, IE+ (m/z): 229.123 [M*]. (Espectro 12.12).

M, P. M. = 229.06 g-mol?

63|Pagina



8.2.2.3 Sintesis de EH2

NH, S H NH,
N Aminacion *
F N | b ducti > 3 . =N
e 0 + reductiva Fe
| 2 2
L TAQ EH2

i Condiciones .
REEISEI Reactivos Disolvente T (°C) t (h) R
12 AcOH [Cat] EtOH/DMF
26 HCI [Cat] (1:2) 90 2 0

a1.76 mmol de L, 2.64 mmol de TAQ en 10 mL de DMF, 5 de EtOH y 5 gotas de AcOH (conc). ° Mismas
cantidades que la reaccion 1, y 3 gotas de HCI (conc).

La sintesis de EH2 no dio resultados bajo la estrategia de aminacion reductiva
(esquema 8.14), equiparable a la efectuada para sintetizar H2. El Unico cambio para
el ajuste de las condiciones de reaccion optimizadas en la ruta de (H2) (seccién
8.2.2.1) fue el uso de dos diferentes acidos como catalizadores (tabla 8.15).
Particularmente con acido acético se dio la formacion de un producto, mismo que
se aisl6 para su caracterizacion. Los resultados preliminares por EM indicaron una
posible acetilacion de la TAQ; hecho que se corrobor6 después mediante estudios
por RMN (seccion 8.2.2.3.1.1). Para este ultimo analisis, la muestra se aislé de
manera estratégica de un experimento realizado con TAQ, la cual fue sometida a
las mismas condiciones de iminacion, sin L y con un exceso de acido acético glacial.
Ahora bien, considerando la evidencia experimental de la no formacion del producto
de iminacion, se decidié hacer un experimento mas empleando como precursor
carbonilico en esta ocasion acetilferroceno (H) y manteniendo al sinton nucleofilico
TAQ. Los resultados, al igual que con 1-propionilferroceno (L), fueron negativos a
la iminacion; por lo tanto, se concluye que las condiciones de reaccién no son
necesariamente inadecuadas, mas bien se debe a la baja electrofilia y nucleofilia de
los reactantes. Finalmente, con esta informacion y considerando el impacto que
pudiera tener la falta de resultados de actividad bioldgica y electroquimicas respecto
del planteamiento central del presente trabajo de tesis, se decidié abandonar la

sintesis de EH2.
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8.2.2.3.1 Sintesis de L

@ O O L Q{\
! Propionilacion ]

F©e + \)J\O)J\/ I

Fc L

Esquema 8.15 Propionilacion de Fc.

\
-
)

o

Tabla 8.16 Resultados y condiciones de reaccién para la sintesis de L.

Condiciones?
0,
Reactivos Disolvente T (°C) t (h) R ()
Anhidrido propiénico
BF5 Ot [Caf] DCM t. a. 5 45.8

210.76 mmol de Fc, 7.5 mL de anhidrido propionico, 10 gotas de eterato de trifluoroboro al 7.5 M en 40 mL de
DCM.

El 1-propionilferroceno (L), como precursor para la sintesis de EH2, se sintetiz6 a
partir de Fc bajo condiciones de acilacion tipo Friedel-Crafts (esquema 8.15),
empleando como catalizador acido de Lewis BFs. Las condiciones descritas (tabla
8.16) resultaron 6ptimas para la obtencién de L con un rendimiento equiparable a
los obtenidos en una acetilacion convencional de Fc catalizada con HsPOs a
calentamiento a reflujo de anhidrido acético.>® También es importante mencionar,
gue se manipulé la temperatura y concentracién; sin embargo no se observé
ninguna mejoria al calentar la mezcla de reaccion, pero si una disminucién en la

formacién del Gnico subproducto, en condiciones de alta dilucion.

8.2.2.3.1.1 Anélisis instrumental

La identificacion del producto de acetilacion en el proceso de sintesis para obtener
EH2 mediante EM se reconoce por medio de las sefiales de [M+H]*a un m/z de
260.1170 y 218.1062 que coinciden con las masas moleculares de las especies
diacetilada y monoacetilada de la TAQ. De manera confirmatoria y para
caracterizacion del compuesto tipo quinazolina, se llevé a cabo el estudio por RMN.
La técnica NEOSY en particular fue requerida para elucidar mediante las

interacciones de los hidrégenos de tipo amida, las posiciones de acetilacion.
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Como primer indicio para la identificacion mediante RMN-13C, se reconoce la
presencia de dos compuestos por la duplicacion de sefiales a valores de
desplazamiento quimico muy cercanos (tabla 8.17), con patrones de respuesta tipo
quinazolina (figura 8.10) y que ademas correlacionan con los resultados obtenidos
por EM de una mono y diacetilacién de la TAQ. Las sefiales en RMN-13C debidas a
los grupos acetilo, aparecen a 23.7 y 21.5 ppm para los metilos, y a 168.4 y 166.4
ppm para los carbonilos. En RMN-'H se identificaron dos sefiales de hidrégenos
tipo amida a 10.4 y 10.3 ppm, asi como un desplazamiento de las sefiales debidas
a hidrégenos aromaticos hacia campo bajo, indicio de la acetilacion del grupo amino
en posicion 6; puesto que, bajo esta condicion el sistema heterociclico es mas
susceptible a la perturbacion magnética. En este punto la correlacion NOESY, indica
una interaccion de los hidrégenos tipo amida con hidrégenos que presentan sefiales
dobles de dobles en dos especies distintas a desplazamientos quimicos de 8.3 y
7.7 ppm, los cuales solamente se deben a H-7; por lo que de esta forma se ratifica
la acetilacion en posicion 6. Y para definir el producto de diacetilacion, considerando
la primera transformacién efectuada en 6, se atiende a la correlacion entre
hidrégenos de amidas, fendmeno que se puede presentar si la segunda acetilacién
ocurre en el amino en posicién 4 de la TAQ. Esta evidencia experimental coincide
con la reactividad de los ultimos dos aminos libres en ADAQ, siendo el de la posicién
4 ahora el mas nucleofilico en comparacion al de la posicion 2. Tomando en cuenta
las conclusiones anteriores, las sefiales debidas a carbonos cuaternarios en
posiciones 4 y 6 de la TAQ deberian cambiar, desplazandose hacia campo alto,
como ocurre experimentalmente para los carbonos en posiciones 2y 4 de la DAAQ.
Por lo tanto, al analizar los resultados obtenidos con respecto a los reportados para
la TAQ, se llega a la conclusion de que efectivamente sufrieron tal desplazamiento,
de 145.2 a 133.1y 132.7 ppm para C-6 y de 161.4 a 157.0 ppm para C-4.48
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Tabla 8.17 Resultados de analisis instrumental.

Mezcla o compuesto

Informacion espectroscopica

NH,
H 5 4

12_ 11 N_6 _~_10
2
© 7 s N7 NH,
ADAQ
P. M. =217.23 g-mol?

EM, APCI+ (m/z): 260.1170 [M+H]*, 218.1062.
(Espectro 12.36).

EM, APCI+ (m/z): 274.1281 [M-H]*, 232.1086.
(Espectro 12.37).

RMN-'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) d (ppm): 10.44
(s, 1H, CONH-6,6’); 10.28 (s, 1H, CONH-4’), 8.34 (d,
J=10.9 Hz, 1H, H-8’); 8.27 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-7’);
8.14 (s, 1H, H-5°); 7.77 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H, H-7);
7.39 (s, 2H, NH-4), 7.33 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-8); 7.30
(s, 2H, NH-2), 2.06 (s, 3H, H-14’), 1.89 (s, 3H, H-

12,12’). (Espectro 12.33).
RMN-13C (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm):
168.38 (C-13’), 166.36 (C-11,11’), 162.61 (C-4),
159.74 (C-2), 157.01 (C-4’), 156.68 (C-2), 141.39
(C-9), 140.69 (C-9), 133.06 (C-6’), 132.70 (C-6),
127.80 (C-8), 126.65 (C-8’), 120.91 (C-7’), 119.90
(C-7), 114.55 (C-5), 111.46 (C-10’), 109.95 (C-10),
109.54 (C-5%), 23.72 (C-14’), 21.52(C-12). (Espectro
12.34).
NOESY (400 MHz, TMS, DMSO-ds) Interaccion H-
H: (NH-6’, H-7’); (NH-6’, NH-4’); (H-7’, H-8); (NH-6,
H-7); (H-7, H-8). (Espectro 12.35).
W EM, IE+ (m/z): 242.136 [M*] (Espectro 12.38).

Fe o IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3101, 2978

<= (CH-Cp); 1668 (C=0); 1456, 1244, 1051 (Cp); 824,

L, P. M. = 242.10 g-mol* 482 (Fe-Cp). (Espectro 12.39).

4,6-DAAQ
P. M. = 259.27 g-mol*

8.2.2.3.1.2 Propuesta de mecanismo de acetilacion

Se propuso un probable mecanismo de reaccion (esquema 8.16), que ayuda a
explicar el proceso de acetilacion de la TAQ en un medio con 4cido acético, basados
en la evidencia encontrada mediante EM, RMN y de reportes que describen la
identificacion de especies hidrato de la quinazolina en medio acido.’® Como
primeros dos pasos (reacciones 1y 2), ocurren equilibrios acido-base con el amino
en posicion 6 y el nitrégeno heterociclico N-1, originando la especie reactiva mas
abundante en condiciones acidas segun los diagramas de especiacion predichos
para triamino quinazolinas (seccion 12.3). En este punto se propone la adicién de la
base acetato en posicibn 4 de la quinazolina (reaccion 3), como lo hacen
analogamente la molécula de agua y los aniones cianuro y sulfito en presencia de
acido clorhidrico, cianhidrico o bisulfito de sodio respectivamente. Tras la adicion

del anion acetato, se genera un intermediario del tipo éster de hemiaminal, que
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transfiere el grupo acilo a una segunda especie libre de protonacién en amino 6 de
TAQ, dando lugar a la acetilacion y la formacion de un hemiaminal (reaccion 5).
Este dltimo intermediario, sufre una deshidratacion bajo las condiciones acidas del
medio (reacciones 6 y 7), regenerando la especie reactiva (electrofilica) para una

segunda adicién del anion acetato; convirtiéendose automaticamente en un proceso

catalitico.
2 ACOH  + D ACOH | 7 NH:
H,N N HsN N H3N N
) i A
> > N
N)\NHZ N)\NHZ N™ "NH;
H
(_\ m
(%]
©
(9%
o,
+ H \©§ )
o NH, ®
Q
& e
=
o]
H NH,
@ N N Producto de
\ﬂ/ N acetilacion
0 +
r}l NH,
H
NH,
~N
+.
-
H
- H . .
Hemiaminal 20 Especie reactiva

Esquema 8.16 Propuesta de mecanismo de reccion para la acetilacion de TAQ.
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8.2.2.4 Sintesis de NCOH2

1) Intercambio
QH H5N SN o©o de hal6geno
+ . .z
Fe' o | 2) Sustitucion
. N/)\NJ\ nucleofilica

- v e
3) Desacetilacion
G DAAQ NCOH2

Esquema 8.17 Proceso de sintesis de NCOH2.

Tabla 8.18 Resultados y condiciones de reaccion para la sintesis de NCOH2.

., Condiciones
Reaccion Reactivos Disolvente T (°C) t (h) R(0)
12 Nal Acetona 60 18
2° Cs2C0Os DMF 50 16 48.2
3¢ BF;-OEt, MeOH t. a. 1

a1.25 mmol de G, 12.5 mmol de Nal y 6.5 mL de acetona. ? 1.25 mmol de DAAQ, 1.25 mmol de Cs2COsy 7
mL de DMF. ¢ 3 gotas de eterato de trifluoroboro al 7.5 M en 5 mL de MeOH.

La sintesis de NCOH2, basada en la reaccion de sustitucion nucleofilica sobre G
(esquema 8.17), procedio con un rendimiento global moderado para un proceso de
3 etapas. La primera reaccion de intercambio de halégeno (Finkelstein) se realiz
con la intencién de activar la sustitucion nucleofilica por efecto en la variacion de
reactividad debida al halégeno presente en la estructura. La segunda reaccién, de
sustitucion, se llevdo a cabo en DMF para garantizar por observaciones
experimentales con la DAAQ, la solubilizacion integral del material reactivo,
incluyendo al carbonato de cesio, empleado para neutralizar el acido generado
durante el proceso. En la sustitucion nucleofilica se retomd el sintén DAAQ, para
asegurar la funcionalizacion del grupo amino en posicion 6 de la quinazolina; puesto
que, a diferencia de los procesos para la sintesis de H2, EH2 y OH2, estas nuevas
condiciones no se habian estudiado, motivo por el cual se decidio emplear la
proteccion en posiciones 2,4 del heterociclo. Tras el monitoreo por CCF, se identifico
gue la desacetilacion de DAAQ solo ocurri6 de manera parcial, y como
consecuencia el perfil cromatografico mostré en apariencia la formacién de al menos

tres productos de sustitucion. Una vez realizada la desacetilacion del material
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organico en mezcla, empleando trifluoruro de boro disuelto en metanol (reaccion 3,
tabla 8.18), el perfil cromatogréafico cambio ahora a ser un solo producto de reaccion.
Durante el aislamiento del producto de reaccion, pudo reconocerse su inestabilidad,
debido a que, en disolucion su proceso de descomposicidén ocurrié en un periodo no
mayor a 5 h, dejando como residuo un soélido oscuro, insoluble en disolventes
organicos. Por esta caracteristica particular de inestabilidad, su uso como prototipo
farmacéutico se descarto y tuvo que replantearse la idea de sintetizar una nueva
ferrocenil quinazolina con carbonilo en posicion a a ferroceno, que a diferencia de
NCOH2 pudiera ser estable con base en las evidencias experimentales del trabajo

con aminoquinazolinas.

8.2.2.4.1 Sintesis de G

) Acilacion Q(\CI
B - Jle - B
Cl
—
Fc G

Esquema 8.18 Reaccidn de acilacién de Fc.

Tabla 8.19 Resultados y condiciones de reaccion para la sintesis de G.

Condiciones? R (%)
Reactivos Disolvente T (°C) t (h)
AICl3 DCM 0-t. a. 16 11.8

210.86 mmol de Fc, 10.75 mmol de AICls, 10.75 mmol de cloruro de cloroacetilo y 40 mL de DCM.

La reaccion de acilacion tipo Friedel-Crafts de Fc (esquema 8.18), en presencia del
cloruro de cloroacetilo y tricloruro de aluminio, evoluciono en bajo rendimiento. La
causa principal de esta evidencia experimental se debe al proceso de oxidacién de
Fc que ocurrid en todos los experimentos, anterior al proceso de acilacion. La
identificacion del proceso de oxido-reduccion, se dio por un vire en la coloracion del
sistema, cambiando de naranja a azul, tal como ocurre si exponemos una muestra
de ferroceno en disolucion acuosa con peroxido de hidrégeno. Para comprobar tal
hipotesis, con una alicuota de la mezcla de reaccion, se evalud la susceptibilidad de
reduccion del posible ferricinio (Fc*) existente en el medio, adicionando acido

70|Pagina



ascorbico (Asc) como agente reductor. El resultado a la exposicion con Asc fue la
observacion del revire en la mezcla de reaccion pasando ahora de azul a naranja 'y
comprobandose por CCF la regeneracion de Fc. Por lo tanto, como medida para
evitar la oxidacion de Fc bajo las condiciones de acilacién, se manipuld la
temperatura y la concentracion en el sentido de su disminucion, esto es, baja

temperatura y alta dilucion.

8.2.2.4.1.1 Anélisis instrumental

El producto NCOH2 no fue posible caracterizarlo debido a su inestabilidad quimica.
Por otro lado, para el sintdn ferrocénico empleado, el 1-(cloroacetil)ferroceno (G),
su caracterizacion por EM con el método de ionizacion por impacto electronico
muestra un pico base que coincide con su masa monoisotdpica. De manera
caracteristica se obtiene una respuesta isotopica a un m/z de 262.111 y 264.101 de
relacion aproximada 3:1, caracteristica en este compuesto por la presencia de un
atomo de cloro en la estructura molecular (tabla 8.20). En cuanto a la asignacion de
bandas en IR, destacan las debidas a la elongacion asimétrica del grupo carbonilo
a 1647 cm, expansién-contraccion de los anillos de ciclopentadienilo (Cp) a 1240

y 1067 cm™ y la flexion Fe-Cp a 496 cm™.

Tabla 8.20 Resultados de andlisis instrumental.

Compuesto Informacion espectroscépica
EM, IE+ (m/z): 262.111 [M*] 100 %, 264.101 [M+2] 28.79
@I\’(\m %. (Espectro 12.18).
Fle o)
<= IR, FTIR por reflectancia ATR (cm): 3093, 2990, 2939
(CH-Cp); 1674 (C=0); 1449, 1240, 1067 (Cp); 823, 484
(Fe-Cp). (Espectro 12.19).
G, P. M. = 262.51 g-mol?
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8.2.2.5 Optimizacion de NCOH2

La evidencia experimental de estabilidad para dos diferentes derivados de
quinazolina, CDAQ y TAQ, demuestra que solo la triaminoquinazolina resulta ser
inestable a las condiciones normales de laboratorio, debido a probables eventos de
oxidacion (esquema 8.19 y tabla 8.17). Para el andlisis por EM se empled una
muestra ADAQ/4,6-DAAQ que se expuso al aire durante una semana.

(@)
" HNJ\
N ~N
N [Ox] 0-4,6-DAAQ
4,6-DAA \n/
Q5 A > C12H13NsO3

N” " NH,

C12H1sNsO2, m/z 260.1170 [M+H] * m/z 274.1281 [M-H]

. NH,

ADAQ \H/N - [OX] 0-ADAQ
o] Py C10H11NsO>
N >NH,

m/z 232.1086 [M-H]*
Ci1oH1:NsO m/z 218.1062 [M+H] *

v

Esquema 8.19 Evidencia experimental de transformaciones oxidativas en
derivados de la TAQ.

Debido a lo anteriormente expuesto, se propuso eliminar solo el grupo amino en
posicion 6 de la TAQ incorporada en la estructura original de NCOH2 por su
asociacion con la inestabilidad en los derivados de la TAQ. Como resultado de esta
propuesta, y tomando en cuenta ademas las materias primas con las que se
disponia hasta el momento, para la sintesis de este nuevo derivado COH2, su
aproximacion retrosintética se basoé en la reaccion de condensacion cruzada entre
1-acetilferroceno (H) y CDAQ, seguido de la reduccion selectiva de la enona

ENCOH2, producto de la condensacién (seccion 8.2.2.6).
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8.2.2.5.1 Optimizacion del ligando COH2

200

jow/r

-200

LUMO

Figura 8.11 Estructura optimizada, orbitales frontera (HOMO-LUMO) y mapa de
potencial electrostatico de COH2.

Tabla 8.21 Energética de orbitales y potencial electrostatico.

AL AL
Compuesto | HOMO (eV) | LUMO (eV) | aev) | YE (kNJ 1”20' ) | Ue (KIJ_S“ZO' )
2H 530 1.06 424 11833 11353

aEnergia de potencial electrostatico, IsoVal:0.002.

Una vez hecha la propuesta para la sintesis de COH2 por efecto de la inestabilidad
de NCOH2, se procedié con el estudio tedrico de optimizacion de ligando y
acoplamiento molecular, para describir la susceptibilidad de asociacién con las
dianas de interés TcDHFR-TS y TcPTR2.

De los resultados de la optimizacion geométrica de COH2 (figura 8.11 y tabla 8.21),
se observa que la tendencia en la distribucién de los orbitales HOMO-LUMO sobre
la estructura molecular del compuesto, es en direccion de la subunidad
heterociclica, tal como se esperaba en analogia a NCOH2 que presentdo un
comportamiento similar por efecto del grupo carbonilo directamente enlazado a
ferroceno. La energia de los orbitales frontera entre COH2 y NCOH2, marca una

ligera disminucion en la energia de HOMO, un aumento en LUMO y como
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consecuencia un aumento en la diferencia para la nueva molécula propuesta; por lo
gue con base los objetivos del proyecto, mantiene las caracteristicas necesarias
para sustituir a NCOH2, considerando Unicamente sus propiedades como un
posible agente reductor débil, para la construccidén de la serie electroquimica con

ferrocenil quinazolinas.

8.2.2.5.2 Acoplamiento molecular de COH2

TcDHFR-TS (3INV, 2.37 A)

TcPTR2 (IMXH, 2.2 A)

AG =-13.15 kcal-mol | No. Cluster = 100 AG =-10.22 kcal-molt | No. Cluster = 90

A partir de los resultados obtenidos con el resto de las moléculas disefiadas, el perfil
de interaccion de COH2 con las dianas farmacolégicas de eleccidon se conserva,
tanto si se compara con las referencias MTX y DHF como con el resto de las
ferrocenil quinazolinas (tabla 8.22). El cambio que se puede apreciar para este caso
es una menor tensién en la orientacién espacial del sustituyente ferrocenilico en
posicién 6 de la quinazolina, debido al remplazo del grupo amino por un metileno.

Esta modificacion hace que la pose predicha se aproxime a la adquirida por folatos
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e inhibidores como el MTX en el sitio de unién con TcDHFR y TcPTR2; (tablas 8.2
y 8.3).

Respecto a las interacciones con los residuos de aminoacidos en TcDHFR, se
conservan los puentes de hidrogeno entre N-1 y NH-2 del ligando con Asp48, NH-4
con llel54 y Val26, asi como lle84, Pro85 y Met49 con la subunidad metalocénica.
Ahora bien, las interacciones con TcPTR2, se dan principalmente con el cofactor
NADH* y Serl03 por la parte del heterociclo; y con Ser215 y Leu214, con la
subunidad metalocénica. Por lo tanto, el perfil que demuestra COH2 en la
interaccion con las dianas de folatos, lo avalan como candidato sintético de

sustitucion a NCOH2, que originalmente habia sido propuesto.

8.2.2.6 Sintesis de COH2

N._ _NH,
o NH, 1) Condensacion | Y
= 1w | SN aldélica S X N
(0] > !
I /)\ Fle o NH,
- N NH, <

H CDAQ / ENCOH2
| NYNHZ 2) Reduccion
(O O _N
Fe o NH,

COH2

Esquema 8.20 Proceso de sintesis de COH2.

Tabla 8.23 Resultados y condiciones de reaccién para la sintesis de COH2.

. Condiciones
Reaccion : : R (%)
Reactivos Disolvente T (°C) t (h)
12 LiOH DMF MWe, 100 4 44.4
2° NHsHCO,, Pd/C [Cat] MeOH 70 5 60.5

a1.33 mmol de H, 1.33 mmol de CDAQ, 5.36 mmol de LiOH en 10 mL de DMF. ? 0.50 mmol de ENCOH2, 5.02
mmol de formiato de amonio, 20.4 mg de Pd/C 10 % en 5 mL de MeOH. ¢ Calentamiento asistido por
microondas a 50 W.

La estrategia de sintesis mediante la reaccion de condensacion aldolica cruzada
entre Hy CDAQ (esquema 8.20), se llevé a cabo bajo condiciones de calentamiento

asistido por microondas, puesto que, en condiciones de calentamiento a reflujo
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convencional, esta reaccibn no mostré avance hacia el producto esperado
ENCOH2. Esta evidencia experimental, refuerza la caracterizacion de los
compuestos carbonilicos de ferroceno como poco electrofilicos comparados con sus
anélogos isoelectronicos de benceno, tomando como referencia para esta
conclusion, los resultados obtenidos en la formacion de iminas con 1-formilferroceno
(E), 1l-acetilferroceno (H) y 1-propionilferroceno (L) (seccion 8.2.2.3), asi como las
amidas a partir del acido ferrocenocarboxilico (F) (seccion 8.2.2.2). Habiendo
descrito el comportamiento de compuestos carbonilicos enlazados a ferroceno, la
reaccion 2 para la sintesis de COH2 (tabla 8.23) se vio favorecida en cuanto a
selectividad en la reduccion del enlace doble de la enona. En particular, se pudieron
identificar las dos etapas de reduccién por cambios en la coloracién de la mezcla de
reaccion, pasando de morado a naranja y de naranja a amarillo. Es asi como COH2
en respuesta a la optimizacibn de NCOH2 resulté exitosa frente al objetivo
planteado, el lograr estabilizar el producto final (seccién 8.2.2.5). Y en cuanto al
trabajo de purificacién, se observdé un cambio sustancial en la polaridad con
respecto de las moléculas provenientes de TAQ. La disminucion en la polaridad hizo
posible su purificacion mediante cromatografia en columna de manera eficiente ya
que, con el resto de las moléculas, la retencion en la fase estacionaria complica su

proceso de purificacion.

8.2.26.1.1 Analisis instrumental

Con base en los resultados obtenidos por EM para las moléculas ENCOH2 y COH2,
se puede observar un claro aumento en la relacion m/z asociadas a la enona en
399.0810 [M+H]* y de 401.0985 [M+H]* para la cetona; evidencia de la incorporacion
de dos atomos de hidrogeno en el producto de reduccién. En el patron de
fragmentacién para ENCOH2, se distinguen tres especies catidnicas; la asociada a
la molécula protonada por efecto de las condiciones acidas del medio en el que se
analizo, y dos mas, debidas a la disociacion de la subunidad metalocénica

directamente enlazada al grupo carbonilo (figura 8.12)
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- NN _N (:L 4: | :>
! ! §O+ |+
Fe 0 NH, Fle Fle
— " — =
m/z 399.0810 m/z 213.0703 m/z 186.0075

Figura 8.12 Fragmentos caracteristicos del analisis por EM de ENCOH2.

El andlisis de RMN para COH2 se distingue por las sefiales en 3C asociadas a los
atomos C-13 del grupo carbonilo, con un desplazamiento a campo bajo de 205.9
ppm, C-12 y C-11 de la porcion de union alifatica a 41.8 y 30.6 ppm, C-(14-17) de
los anillos de ciclopentadienilo en el intervalo de 74.0-70.6 ppm Yy los propios de
heterociclo entre 170.4-110.6 ppm (tabla 8.24). En RMN-'H, se pueden identificar
las sefales debidas a los hidrogenos aromaticos en posiciones H-5 como singulete
a 8.0 ppm, H-7 doblete por acoplamiento tipo orto con H-8 a 7.8 ppm y H-8 doblete
por acoplamiento tipo orto con H-7 a 7.4 ppm. Los hidrégenos enlazados a
ciclopentadienilos, aparecen en la region de 4.8-4.0 ppm, como un patron de
respuesta 5:2:2 asociado a la monofuncionalizacion tipo carbonilica del metaloceno.
Los hidrégenos a su vez de la porcion de unidn, tiene respuesta caracteristica de

hidrogenos alifaticos asociados alrededor de los grupos polares, a 3.2y 3.1 ppm.

Tabla 8.24 Resultados de analisis instrumental.
Compuesto Informacién espectroscopica

EM, APCI+ (m/z): 401.0985 [M+H]*. (Espectro 12.15).

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm?): IR, FTIR por
reflectancia ATR (cm™): 3349, 3116 (-NH2); 1649 (C=0);
8 1642, 1456, 1349 (C=C y C=Nar); 1085 (Cp); 831, 484 (Fe-

16 15 7 ; N\W/ZNH2 Cp). (Espectro 12.16).
12 g | RMN-H (400 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 8.03 (s, 1H, H-
10

413 :N 5), 7.79 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-7), 7.36 (d, J = 8.5 Hz, 1H,

Fe o ' ° NH H-8), 4.82 (s, 2H, H-15), 4.59 (s, 2H, H-16), 4.08 (s, 5H,

17@ 2 H-17), 3.17 (m, 2H, H-12), 3.14 (m, 2H, H-11). (Espectro
12.13).

CO2H RMN-3C (101 MHz, TMS, MeOD) 3 (ppm): 205.85 (C-13),

P. M. = 400.26 g-mol* 170.42 (C-4), 165.19 (C-2), 156.77 (C-9), 139.93 C-7),

137.71 (C-6), 125.08 (C-8), 118.04 (C-5), 110.60 (C-10),
79.70 (C-14), 73.96 (C-16), 70.86 (C-17), 70.52 (C-15),
41.77 (C-12), 30.56 (C-11). (Espectro 12.14).
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|N\\rNH2
(@) N O _N

! N NH EM, APCI+ (m/z): 399.0810 [M+H]*. (Espectro 12.17).
2

Fe

=
ENCO2H
P. M. = 398.25 g-mol?

8.2.2.7 Sintesis de 2H

N 1) Iminacion

H |-
@I + | P 2) Reduccién & " PN

L, Condiciones
Reaccion _ : R (%)
Reactivos Disolvente T (°C) t (h)
12 HCI [Cat] t. a. 5
MeOH 64.5
2P NaBH4 0-t a 6

20.58 mmol de 1, 0.58 mmol de CDAQ, 1 gota de HCI (conc) en 5 mL de MeOH.  2.31 mmol de NaBHa.

La sintesis de 2H basada en la aproximacion retrosintética de aminacién reductiva
(esquema 8.21), evoluciondé con un rendimiento equiparable al obtenido en la
sintesis de H2; sin embargo a diferencia de este Ultimo, su obtencion no requirié de
condiciones de calentamiento a reflujo para favorecer la iminacién (tabla 8.25),
evidencia que se relaciona con la alta nucleofilia del sinton | en comparacion a
CDAQ. Ademas, otra diferencia notable con respecto a la mayoria de los procesos
para la obtencion de ferrocenil quinazolinas, es el disolvente empleado, que en este
caso fue MeOH en lugar de DMF o bien una mezcla de ésta con alcoholes, debido
a la inestabilidad que presenta el producto final en disolventes como DMSO 6 DMF.
Por lo que, con base en esta ultima informacion, se decidié analizar los productos

finales por RMN en metanol deuterado para comparar lo obtenido inicialmente en
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DMSO-ds, cuyos experimentos se raelizaron con antelacion al descubrimiento del

efecto del disolvente en la estabilidad de las ferrocenil quinazolinas.

8.2.2.7.1 Sintesis de |

(0]
L C.) 4: :>—N
Fo 1) Litiacion , I 3,4) Acoplamiento x
> Fe > 5
. 2) lodacion ! : (o)
= ? = =

Fc K J
5) Hidrazindlisis
; "NH,
Fle

=

Esquema 8.22 Proceso de sintesis de I.

Tabla 8.26 Resultados y condiciones de reaccién para la sintesis de |.

Reaccion | cfivos Dis;\?g:tlglones T (°C) t (h) R (%)
;: t-BuLi,ItZ-BuOK THE t7a8 132 925
3¢ CU[N(CO)2CsHa]2 140 2 41.1
4d Ceg'Jz(gc[)g:zaNt]H’ CHsCN 85 72 72.4
5e Hﬁgﬂggﬁ' EtOH 80 2 92.2

210.62 mmol de Fc, 21.25 mmol de terc-butil litio, 1.1 mmol de terc-butéxido de potasio en 90 mL
de THF.  15.94 mmol de I2. ¢ 0.66 mmol de K y 1.64 mmol de ftalimiduro de cobre (Il). ¢ 2.57 mmol
de K, 5.14 mmol de ftalimida y 3.34 mmol de Cuz0 en 13 mL de CHsCN. €0.90 mmol de J, 1.80
mmol de hidrocloruro de hidrazina, 1.80 mmol de NaHCOs en 4 mL de EtOH.

La ruta de sintesis planteada para la obtencion 1-aminoferroceno (1), involucré como
primer paso la iodacion de ferroceno para la activacion de éste al acoplamiento
cruzado tipo Ullmann (reacciones 1y 2, esquema 8.22), facilitando la incorporacién
del atomo de nitrégeno en la estructura de Cp (reacciones 3 y 4). Con respecto al
proceso de iodacion, las condiciones de litiacion sobre Fc comparadas con las
efectuadas en la ruta para la sintesis del 4cido 1-ferrocencarboxilico (F) fueron las

mismas (tablas 8.26 y 8.12); sin embargo, al comparar los rendimientos para la
79|Pagina



obtencién de ambos productos, se observa que son distintos, convirtiendo a la
incorporacion de iodo en ferroceno, en un proceso mas cuantitativo comparado con
la carboxilacion. De igual forma, para la reaccion de acoplamiento cruzado tipo
Ulimann (reacciones 3y 4, tabla 8.26), las condiciones de fase heterogénea resultan
mas cuantitativas en comparaciéon a las condiciones de fase solida, con la
observacion particular de que para lograrlo es estrictamente necesario emplear un
tiempo prolongado de reaccién. Y del ultimo proceso en la ruta, consistente en la
liberacion de la amina a partir de la ftalimida (J), esta se llevé a cabo para obtener
[; sin embargo, un inconveniente fue la estabilidad del producto, puesto que no fue
estable a la exposicion al aire, por lo que la disposicion de | en la sintesis de 2H

involucré su sintesis y uso al momento.

8.2.2.7.1.1 Anélisis instrumental

Para la caracterizacion de 2H se conto con el analisis por EM, en donde la sefial del
pico base asociado al ion molecular monoprotonado [M+H]* a un m/z de 374.1122
coincide con la masa monoisotépica del producto esperado. La caracterizacion
espectroscopica en RMN de 2H se llevé a cabo en dos diferentes disolventes,
encontrando una marcada diferencia asociada a la inestabilidad de la molécula en
DMSO y su baja solubilidad en MeOH, donde es estable. En RMN-'H se identifica
(con ambos disolventes), el patron de sefalizacién debida a hidrégenos aromaticos
tipo quinazolina en posiciones H-5 (singulete) a 8.1 y 7.96 ppm, H-7 doblete con
acoplamiento tipo orto a 7.59 ppm en ambos casos y H-8 doblete con acoplamiento
tipo orto a 7.20 y 7.27 ppm (tabla 8.27). Los hidrégenos de grupos amino en
posiciones 4 y 2 solo se pudieron resolver en DMSO, a valores de desplazamiento
de 7.67 y 6.35 ppm respectivamente, y el hidrégeno asociado al grupo amino
secundario se observé en ambos disolventes a 4.42 y 5.39 ppm. Los hidrégenos en
la subunidad de ferroceno, se observaron en DMSO a 4.09, 3.86 'y 3.77 ppm, region
de desplazamiento quimico que en MeOH se ve comprometida por la sefial debida
al disolvente. Este mismo fendmeno ahora se ve repetido, pero de manera contraria
para el caso de la sefial debida a los hidrégenos del metileno a 3.28 ppm en MeOH;

desplazamiento en el que aparece la sefial debido al agua presente en el DMSO.
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De los resultados en RMN-13C para el experimento en DMSO, se observan
claramente las sefiales originadas por los carbonos estructurales de la quinazolina,
comprendidos en la region de 164.9-104.4 ppm, caso que no sucede en MeOH, en
donde solo se resolvieron seis de las ocho sefiales asociadas dentro de la misma
region a 162.4-109.8 ppm. En contraposicion las sefiales en MeOH debidas a los
carbonos de la subunidad de ferroceno, tienen una respuesta definida entre 69.1y
54.7 ppm, con un patron de intensidad 5:2:2:1 relacionado con la cantidad de
atomos magnéticamente equivalente en los anillos de ciclopentadienilo. En el caso
de DMSO, solo se resuelve una sefal a 66.9 ppm, posiblemente asociados a los
carbonos del Cp no funcionalizado. Y por ultimo en esta técnica de RMN, la sefial
del carbono puente aparece en ambos experimentos con valores de desplazamiento
de 53.2 ppm en DMSO y 50.5 ppm en MeOH.

Con respecto a los sintones de ferroceno, la técnica crucial para su identificacion
fue EM, en donde las sefales respuesta asociadas a la masa monoisotopica de la
especies, en todos los casos correspondié al pico base a una relacion m/z en 1-
aminoferroceno (I) de 201.115 [M*], en 2-ferrocenilisoindol-1,3-diona (J) de 331.049
[M*] y en 1-iodoferroceno (K) de 311.966 [M*]. Solo para confirmar se realizo la
especroscopia IR, en donde los grupos funcionales a identificar fueron los carbonilos

tipo amida en J a 1712 cm™ y amino en | dentro de la regién de 3398—-3331 cm-1.
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Tabla 8.27 Resultados de analisis instrumental

Compuesto

Informacion espectroscopica

NH
1413 44 5 2

4:;:; 6 10 A2
, 12” ~N
“‘é;e?? Y N/){NH
2
8

2H, P. M. = 373.24 g-mol*

EM, APCI+ (m/z): 374.1122 [M+H]*. (Espectro 11.2.10.3).

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm1): 3338, 3173 (-NH>);
1618, 1563, 1418 (C=C y C=Nar); 837, 493 (Fe-Cp).
(Espectro 11.2.10.4).

RMN-H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) d (ppm): 8.10 (s, 1H,
H-5); 7.67 (s, 2H, NH-4); 7.59 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-7); 7.20
(s, 1H, H-8); 6.35 (s, 2H, NH-2); 4.42 (s, 1H, NH-11); 4.09
(s, 5H, H-15); 3.86 (s, 2H, H-14); 3.77 (s, 2H, H-13); 3.38
(s, H-11 & H20). (Espectro 12.20).

RMN-H (400 MHz, TMS, MeOD) d (ppm): 7.96 (s, 1H, H-
5); 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-7); 7.27 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-
8); 5.39 (s, 1H, NH-11); 3.28 (s, 2H, H-11). (Espectro
12.21).

RMN-13C (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm): 162.40 (C-
4), 159.38 (C-2), 133.30 (C-7), 122.62 (C-8), 111.83 (C-5),
109.83 (C-10), 69.05 (C-12), 67.46 (C-15), 62.02 (C-14),
54.66 (C-13), 50.53 (C-11). (Espectro 12.23).

RMN-13C (101 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 164.93 (C-4),
162.11 (C-2), 152.78 (C-9), 132.98 (C-7), 124.69 (C-6),
122.93 (C-8), 110.96 (C-10), 104.43 (C-5), 66.89 (C-15).
(Espectro 12.22).

Fo NH EM, IE+ (m/z): 201.115 [M*], (Espectro 12.31).
I IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3398, 3331 (NH);
- 3086 (CH-Cp); 1492, 1100 (Cp); 794, 481 (Fe-Cp).
(Espectro 11.2.9.2). (Espectro 12.32).
|, P. M. = 201.05 g-mol*?
@)
@—N EM, IE+ (m/z): 331.049 [M*], (Espectro 12.29).
Fe IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3065, 2919 (CHa);
. o 1712 (C=0); 1990, 1848, 1478 (C=Ca:); 1358, 1067 (Cp);
> 712, 495 (Fe-Cp). (Espectro 12.30).
J, P. M. =331.15 g-mol*
Fo I EM, IE+ (m/z): 311.966 [M*], (Espectro 12.26).
| IR, FTIR por reflectancia ATR (cm1): 3096, 2931 (CH-Cp);
- 1649, 1409, 1106, 1001 (Cp); 816, 472 (Fe-Cp). (Espectro

K, P. M. =311.93 g-mol?

12.27).
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8.3 Determinaciones voltamperométricas
8.3.1 VC de derivados monofuncionalizados de ferroceno

Tabla 8.28 Voltamperometria ciclica de ferroceno y derivados.?

Corriente Normalizada
Corriente Normalizada
Corriente Normalizada

02 01 00 01 02 02 01 00 01 02 03 04 05 01 00 01 02 03 04 05 06
EvEcFe [V] EvFc'/Fc[V] EvFc'/Fc[V]

2 Py Py

Fle F|e fo) Fle fo)
= = =
Fc,1 mM M, 1 mM H, 1 mM
Eiz=0V E12=0.145V Ei2=0.227V
Enomo = -5.13 eV Enomo = -5.36 eV Enomo = -5.49 eV
ELumo=0.22 eV ELumo =-0.40 eV ELumo=-0.94 eV
AE =-535eV AE =-496 eV AE =-4.55 eV

a BusNPFes 0.1 M/CH3CN, v = 0.1V/s, ET (Electrodo de carbon vitreo), ECR (Alambre de Ag) y EA (Alambre
de Pt).

A partir de los resultados obtenidos del analisis por voltamperometria ciclica para
este grupo de compuestos (tabla 8.28), se comprobé el fenémeno de la variacién
del potencial redox con respecto a ferroceno, por efecto inductivo de los grupos
sustituyentes directamente enlazados. De manera patrticular, la variacién fue en el
sentido del aumento en el potencial, fendbmeno que estd asociado a la naturaleza
electroatractora de los grupos incorporados que, al retirar densidad electrénica del
sistema, aumentan indirectamente la energia umbral de oxidacion sobre el
metaloceno. Esto ultimo se discute a partir de los valores de energia para los
orbitales HOMO-LUMO de cada especie. Para el caso de los orbitales HOMO, se
observa una tendencia en la disminucién energética a partir de Fc, y de aumento
para el orbital LUMO, por lo que en efecto los electrones disponibles para el proceso
de oxidacion, se encuentra cada vez mas estabilizados en la molécula, en tanto

aumente la capacidad electroatractora del grupo funcional.
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Figura 8.13 Gréficas de correlacion energética HOMO/LUMO vs E° de derivados
monofuncionalizados de ferroceno.

Respecto a la correlacién del potencial redox experimentalmente determinado con
la energia de orbitales a la frontera (figura 8.13); tanto la comparacién directa de las
energias independientes, como su diferencia, tienen buena correlacién. De seguir
con el estudio de este fendmeno, la serie electroquimica de ferroceno estaria
reforzada con al menos dos prototipos moleculares mas, esto es 1-
(acetilamino)ferroceno (N) y un derivado dialquilico del l-aminoferroceno. El
primero cumpliria con un arreglo invertido de la carboxamida en M y el ultimo, con
la presencia de un grupo fuertemente electrodonador. Se sugiere un derivado

dialquilico de | por su inestabilidad como amino libre.
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8.3.2 VCy VOC de ferrocenil quinazolinas

Tabla 8.29 Voltamperometria ciclica y de onda cuadrada de ferrocenil quinazolinas.

—\C
—VOoC

—VC
—V0C

—_—\C
—\V0C

Corriente Normalizada
Corriente Normalizada
Corriente Normalizada

T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
08 07 06 05 -04 03 02 01 02 01 00 01 02 03 04 05 06 02 01 00 01 02 03 04 05 06
EvFC/Fe[V] EvFC/Fe[V] EvFc'/Fe (V]

H NH, NH, NH,
@\/N N ©I\N =N
Fe Fe H
<= N, < N,
H2, 1.55mM 2H, 214 mM COH?2, 4.00 mM
Ei,=-0.415V Ei>,=0.270V Ei2=0.300V
Enomo 1= -5.2 eV Enomo 3= -5.3 eV Eromo 3= -55eV
ELumo +}= 0.1 eV ELumo +}= -0.50 eV ELumo +}= -1.06 eV
AE =-5.3 eV AE =-4.8 eV AE =-4.6 eV

@ BusNPFe 0.1 M/CH3CN, v = 0.1V/s, ET (Electrodo de carbdn vitreo), ECR (Alambre de Ag) y EA (Alambre
de Pt).

Los resultados del estudio voltamperométrico con 3 de las ferrocenil quinazolinas
(tabla 8.29), da evidencia del fendmeno en la variacion del potencial redox. Los tres
derivados analizados, en analogia con los prototipos de construccion para la serie
electroquimica de ferroceno, cumplen teéricamente en ser para el caso de 2H y
COH2 los extremos de la serie y H2 su punto medio. Ahora bien, atendiendo a los
valores de potencial registrados para cada ferrocenil quinazolina, si los ordenamos
de forma creciente, se tiene E°edox H2 < 2H < COH2; por lo que, basados
Gnicamente en el comportamiento de derivados monofuncionalizados de ferroceno
(figura 3.6), se esperaba un resultado en donde E°redox 2H < H2 < COH2. Para poder
explicar este inusual comportamiento, en donde el sistema 2H tiene un E°redox mayor
a H2, se analizo el perfil energético de los orbitales frontera, al resultar ser buenos

descriptores quimicos para la interpretacion del comportamiento redox en sistemas
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ferrocénicos, tanto en los estudios tedricos (seccion 8.1.3) como en los
experimentales (seccién 8.3.1).

Con respecto al andlisis de los orbitales HOMO-LUMO en las ferrocenil
quinazolinas, se determiné que la contribucion energética al fenomeno redox, solo
era posible debido a los orbitales de segundo nivel; HOMO({-} y LUMO{+}, puesto
qgue en los basales (primer nivel) solo hay aporte de la porcion heterociclica. Estos
resultados concuerdan a su vez con los procesos de oxidacion detectados
experimentalmente a potenciales por debajo de los asociados a ferroceno en los
sistemas 2H y COH2 (tabla 8.29), que muy probablemente estan asociados con la
oxidacion del heterociclo.

En cuanto a la energia de los orbitales HOMO{-}, se puede decir que hay una
tendencia en su disminucién de tal forma que Exomoi; COH2 < 2H < H2, sin embargo
no es tan significativo el cambio en contraste con la energia de los orbitales
LUMO{+} donde hay variaciones de aproximadamente 0.5 eV entra cada especie,
diferenciandose claramente una tendencia donde ELumoi+} COH2 < 2H < H2. En
principio si se considerara solo la energia de orbitales HOMO({-} para la explicacién
del potencial redox, éste no hubiera variado tanto, y el valor mas bajo registrado
hubiera sido para COH2, hecho que no sucedio. Por lo que; considerando ahora el
aporte del orbital LUMO{+} al fen6meno redox, se puede explicar la variacién en el
potencial tal como se determind experimentalmente, ya que a mayor energia de
LUMO o a mayor diferencia entre orbitales HOMO-LUMO, el potencial se abate y
viceversa. Con el analisis de la energética de orbitales moleculares, se puede inferir
el impacto que tiene la porcion aromatica en las ferrocenil quinazolinas sobre la
actividad electroquimica de ferroceno y no uUnicamente debido a la naturaleza
electronica del grupo sustituyente directamente enlazado; tal como se ilustra en los
graficos de correlacion (figura 8.14) en donde los compuestos disefiados
originalmente para ser los extremos de la ventana de electroactividad 2H y COH2,
resultan ser similares en su comportamiento, con valores de potencial redox
superiores a la referencia Fc, e inferior a éste para H2; que es el prototipo con el

arreglo estructural mas cercano a la referencia.
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Figura 8.14 Gréficas de correlacion energética HOMO/LUMO vs E° de ferrocenil

guinazolinas.
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8.4 Evaluacién biolégica

Tabla 8.30 Resultados de evaluacion tripanocida y citotoxicidad de ferrocenil

uinazolinas.

Férmula molecular Clave |C5_(I)_-(|é:\i|j)2i2:1 " CI:(éTSIgLL;MI—%FZIj ]t:lb
H NH,
SN N
Flle /)\ H2 6.7 3.1
= s
H NH,
@(N .
Flle s /)\ OH2 > 100 > 100
= N
NH,
Fo H b4 2H > 100 26.9
= N
| N NH;
) O N
. g COH2 > 100 3.3
Fe o NH,
—
(o] F\N
N4 BZN
N ~f 11.31 > 100
©/\H NO, Control (+)
Oy / \
O:/ N_N\ < N& NFX 3.35 > 100
\_{M \_@ Control (+) '
e

a Modelo de epimastigote, cepa Querétaro (Tcl). ® Fibroblastos de prepucio humano.

En la tabla 8.30 se resumen los resultados obtenidos de ensayos in vitro de actividad
tripanocida y citotoxica de las ferrocenil quinazolinas, determinados por el
parametro de concentracion inhibitoria media maxima (ICso). Como puede
constatarse, s6lo el compuesto H2 (molécula hit sujeta a optimizacion) presentd
actividad tripanocida en epimastigotes de T. cruzi, superior al BZN y ligeramente

inferior al NFX. En cambio, tres de las ferrocenil quinazolinas presentaron a su vez
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actividad citotoxica en células HFF1, destacando de nuevo H2; asi como 2H y
COH2. Por lo tanto, se puede argumentar que solo H2 continta siendo un viable
prototipo farmacéutico tripanocida, con desventaja de su citotoxicidad. En cuanto a
2Hy COH2, el que hayan presentado actividad citotdxica y no triponocida, despierta
interés en cuanto al planteamiento inicial del disefio; el cual se basé en el principio
de accién multidiana, via la inhibicién de las enzimas TcDHFR-TS y TcPTR2, asi
como la promocidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), asociadas a la
oxidacion de la porcién metalocénica. La hipétesis surgida a raiz de la respuesta
biolégica observada, y los resultados electroquimicos; es que, posiblemente las
ferrocenil quinazolinas presenten una diferente biodisponibilidad en células HFF1,
comparada con epimastigotes de T. cruzi, tal que, para el caso de las moléculas
2H y COH2, estas hallan logrado inhibir a la enzima HsDHFR (dihidrofolato
reductasa de humano) presente en los fibroblastos, provocando su muerte celular;
a diferencia del caso con el protozoario, que debido a una posible baja o nula
biodisponibilidad de las quinazolinas de estudio, estas no alcanzaron las dianas
farmacoldgicas de interés TcDHFR-TS y TcPTR2 posibilitando la sobrevivencia del
epimastigote, ya que el aporte de 2H y COH2 para la formacion de ROS es limitado,
debido a su alto potencial redox demostrado por los estudios voltamperométricos.
En cambio, la actividad de H2 en ambas células se puede asociar factiblemente a
la promocién de ROS, debido a su nula selectividad y bajo potencial redox
comparado con 2H y COH2. Por lo tanto, es necesario realizar ensayos de inhibicién
enzimatica sobre TcDHFR-TS y HsDHFR para comprobar experimentalmente el
caracter antifolato de las moléculas evaluadas y de ser asi, determinar su indice de
selectividad; puesto que, de manera computacional los modelos de acoplamiento
molecular indican que es posible la inhibicion de ambas enzimas, siendo en menor
grado la HsDHFR (tabla 8.31). De esta forma se daria robustez al trabajo de
investigacion en torno a la optimizaciéon de H2, para decidir sobre qué obijetivo(s)

deben dirigirse esfuerzos con la intencion de lograr una molécula lead.
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[PDB: 1KMV, 1.05 A]

HsDHFR

Figura 8.15 Modo de unién a HsDHFR.

MTX / DHF

Tabla 8.31 Acoplamiento molecul

ar en la diana HSDHFR-TS (1KMV, 1.05 A). _|
— ~ W 4 ~

AG =-13.19 kcal-mol* | No. Claster = 42/100

H2

2H

—
all1s
“\ N e

AG = -10.25 kcal-molt | No. Cluster = 81/100

{ { N

AG =-10.20 kcal-mol | No. Claster = 97/100

90 |Pagina



COH2

AG = -11.21 kcal-mol | No. Cluster = 86/100

OH2

AG = -7.92 kcal-mol* | No. Cluster = 35/100

AG = -7.64 kcal-mol?

| No. Cluster = 43/100
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9 CONCLUSIONES |

CONCLUSIONES

1. Se lograron obtener los compuestos 2H, COH2 y OH2 derivados de la
optimizacién de H2, con rendimientos globales de entre 16.6 — 34.0 %, mediante
rutas de sintesis convergentes de 9, 5y 3 pasos de reaccion respectivamente.

2. Se demostro la variacion del potencial redox de las ferrocenil quinazolinas
disefiadas, mediante voltamperometria ciclica y voltamperometria de onda
cuadrada; donde quedé definida una ventana de electroactividad de -0.415 —
0.300 V en medio de acetonitrilo y tomando como patrén estandar, ferroceno.

3. Latendencia en la variacion del potencial redox del par Fc*/Fc como funcién de
Ei2 de las ferrocenil quinazolinas evaluadas voltamperométricamente, es tal
que, la relacion en orden decreciente de la fuerza reductora de estas moléculas
es: H2 > 2H > COH2 y no 2H > H2 > COH2 como se esperaba.

4. La energia de orbitales frontera de los ferrocenil derivados de estudio, fue el
descriptor fisicoquimico que mejor correlacion tuvo con el comportamiento redox
observado, con o sin grupos funcionales de tipo aromatico.

5. Con base en el comportamiento redox de las ferrocenil quinazolinas de estudio,
como uno de los dos pardmetros considerados en el disefio para la optimizacion
de la actividad tripanocida de H2; la fuerza reductora (ponderada
experimentalmente por medio de Eir2), resulta ser crucial, puesto que sélo a
valores bajos de potencial (con especies reductoras fuertes) se puede observar
actividad tripanocida.

6. El objetivo principal de mejorar el perfil de actividad tripanocida de H2 no se
logro, al quedar demostrado que ninguna de las moléculas derivadas presentd

actividad in vitro frente a epimastigotes de T. cruzi.
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10 PERSPECTIVAS |

Evaluar la inhibicion enzimatica de las ferrocenil quinazolinas sintetizadas sobre las
dianas HsDHFR y TcDHFR-TS, para obtener evidencia sobre el mecanismo de

accion que promueve la actividad tripanocida y citotdxica observadas.

De resultar positiva la inhibicion enzimatica en TcDHFR-TS, se tendria que evaluar
la permeabilidad de los compuestos frente a epimastigotes de T. cruzi para asociar

al efecto de biodisponibilidad, la nula actividad tripanocidad observada.

De continuar con la investigacion en el plano de busqueda de moléculas activas
contra T. cruzi a partir de ferrocenil derivados como agentes antifolato de accién
multidiana, deben ahora ser considerados en la estrategia de optimizacion; los
parametros electroquimicos, para dirigir la obtencibn de moléculas reductoras
fuertes capaces de tener un buen perfil de permeabilidad, de cumplirse los criterios

de inhibicién enziméatica y biodisponibilidad anteriormente mencionados.
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12 ANEXOS |

12.1 Procedimiento experimental

12.1.1 Sintesis quimica

Para la obtencion de los productos quimicos deseados, se emplearon como
materias primas, reactivos comercialmente disponibles de la marca Sigma Aldrich®,
al igual que todos los disolventes de caracter anhidro. El resto de los disolventes
fueron adquiridos de las marcas J.T. Baker® (grado analitico). Particularmente el
compuesto 1-acetilferroceno fue donado por la Dra. Itzel Guerrero Rios del
departamento de Quimica Inorganica y Nuclear, Lab. 217 de Posgrado Edificio B,
como parte de un uso efectivo del material residual en la practica de Sintesis de 1-

acetilferroceno en laboratorio de Quimica Organometdlica, nivel licenciatura.

Las mediciones en peso se hicieron en una balanza analitica marca Sartorius™

modelo CP124 S, y una balanza granataria Scout Pro Ohaus™.

El proceso de agitacion y calentamiento convencional de las reacciones quimicas
se llevd a cabo en parrillas de la marca IKA® modelos RET control-visc C, RCT
basic y C-MAG HS 4.

La evaporacion de los disolventes a presion reducida fue hecha en un
rotaevaporador de la marca IKA® modelo RV 10 digital, acoplado a una bomba de
vacio marca Vacuubrand® modelo CVC 3000 y un refrigerante de espiral marca

Brinkmann™.,

Particularmente para una de las reacciones, se empled un reactor de microondas
marca Anton Paar® modelo Monowave 300 EXTRA, adaptado a un
automuestreador modelo MAS 24.

Los puntos de fusion de productos finales e intermediarios fueron determinados,
mediante el uso de un aparato térmico digital de punto de fusion de la marca
Electrothermal® modelo 9300. Los valores de punto de fusion reportados no estan

corregidos.
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La hidrogenacion catalitica de compuestos nitrados se hizo en un equipo de
hidrogenacion marca Paar® modelo 3916 EG, conectado como fuente de

alimentacion a un tanque de hidrogeno marca INFRA®.

El seguimiento del avance de reaccién en todos los experimentos se hizo por
cromatografia en capa fina, utilizando, cromatoplacas de silica gel de la marca
SORTECH®, con indicador fluorescente a 240 nm. Las técnicas de revelado
empleadas fueron tres: exposicion a la luz UV (lampara Spectroline®, modelo ENF-

240C, 365/254 nm), iodacién y oxidacion con permanganato de potasio.

Para la caracterizacion analitico-instrumental se hizo uso del servicio otorgado por

la USAII, en las areas de RMN, Espectrometria de Masas (MS) e Infrarrojo (IR).

Los experimentos de RMN se efectuaron a temperatura ambiente, en los
espectrémetros marca Varian modelos VNMRS de 400 MHz y MR de 300 MHz, en
disolucion de metanol o DMSO deuterados con tetrametilsilano como estandar

interno.

Los andlisis por espectrometria de masas se efectuaron en los espectrometros de
masas marca LECO®, modelo Pegasus 4D, con analizador méasico TOF (Tiempo
de Vuelo) y ionizacién electrénica, acoplado a un cromatégrafo de gases de la
marca Agilent®, modelo 6890N con columna capilar DB5; asi como en el
espectrometro de masas con analizador masico de tiempo de vuelo, marca Perkin
Elmer®, modelo AXION 2 TOF.

Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrofotometro de FTIR/FIRde la marca

Perkin-EImer® mediante la técnica de reflectancia totalmente atenuada ATR.
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12.1.1.1 Sintesis de B. 48

" NH,
O,N Z € KOH -
+ NH2 CcO 20 > 2 ~N
\ )LN 3 EtOH/i-PrOH g
NH2 H2 H2 o N NH2
A B

Esquema 12.1 Reaccion de ciclacion para la obtencion de B.

En un matraz de fondo redondo, se suspendieron 524.6 mg (3.22 mmol) de A en 6
mL de una mezcla de disolventes EtOH/i-PrOH (1:2). De manera paralela, en un
matraz Erlenmeyer de 50 mL se disolvieron 216.5 mg de KOH (3.86 mmol) con 7
mL de la mezcla alcohdlica anteriormente descrita y fue hasta alcanzar completa
homogeneidad del sistema que se le afiadieron 463.7 mg de carbonato de guanidina
(3.86 mmol), mezcla que se dej6 bajo agitacién durante aproximadamente 30 min.
Pasado el tiempo especificado, se afiadid la mezcla alcalina a la mezcla en
suspension; sometiendo consecutivamente a calentamiento de 90 °C y bajo

agitacion constante por 8 h, usando para ello un sistema a reflujo adaptado.

Para el tratamiento de la reaccion, se filtré el producto obtenido (sélido color naranja)
a través de un sistema a vacio, equipado con matraz Kitasato y embudo Blichner.
Al solido asi retenido, se le efectuaron lavados acuosos exhaustivos para eliminar
el exceso de alcali presente en la mezcla reactiva, hasta lograr pH neutro. Y
finalmente se sometidé a secado por arrastre con vacio por una noche. Masa de
producto B recuperado 562.4 mg (2.73 mmol), R = 84.9 %, p. f. = 375-376 °C, R =
0.43 (CHCls/MeOH, 70:30).
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12.1.1.2 Sintesis de TAQ

NH, NH,
A N Sistemas de HoN SN
p . - " P
N)\NHZ hidrogenacion catalitica N)\NHZ
B TAQ

Esquema 12.2 Reaccién de reduccion de B.

12.1.1.2.1  Hidrogenacién con Hz-Pd/C.*®

Se dispusieron en el frasco-recipiente del sistema de hidrogenacion Parr, 500.3 mg
de B, seguido de 50 mg de Pd/C (10 %); solidos que se mezclaron hasta
incorporacion homogénea y posteriormente se les suspendio en 150 mL de MeOH.
Las condiciones de hidrogenacion fueron 60 psi en carga inicial de Hz durante 1 h a
temperatura ambiente. Transcurrido la hora de reaccion, se procedio a filtrar la
mezcla a través de celita para eliminar el Pd/C suspendido, seguido de la
evaporacion del disolvente haciendo uso del rotaevaporador. La TAQ es un soélido
amarillo-verdoso, cuya apariencia en c.c.f. es una mancha luminiscente de color
azul intenso, cercana al punto de aplicacién (sumamente polar). Masa obtenida
401.2 mg (2.29 mmol), R = 93.9 %, p. f. = 225-227 °C, Rf = 0.23 (AcOEt/MeOH,
60:40).

12.1.1.2.2  Hidrogenacién con NH4CO2H-Pd/C.5%"

Se colocaron 451.9 mg (2.20 mmol) de B y 45 mg de Pd/C (10 %) en un matraz de
fondo redondo de 50 mL, contenido sélido que se homogeneiz6 y posteriormente
se le adicionaron 30 mL de MeOH. Una vez suspendido el material sélido y
manteniendo agitacion constante, se le adicionaron 1.25 g (19.82 mmol) de formiato
de amonio en pequefias porciones durante 20 minutos, al término se sometio a
reflujo por 1 h. Al término del calentamiento, se evapor6 aproximadamente la mitad
del disolvente y se enfrio la mezcla empleando un bafio de hielo-sal, con la intencién

de precipitar el producto de reduccion. Una vez obtenido un solido amarillo-verdoso,
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se aisla por filtracion y se efectian lavados exhaustivos con agua fria sobre el
mismo. Se deja secar por una noche a vacio. La masa del producto recuperado fue
de 289.7 mg (1.65 mmol), R = 75.1 %, p. f. = 230 °C, Rt = 0.23 (AcOEt/MeOH,
60:40).

12.1.1.3 Sintesis de C.2°
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Esquema 12.3 Reaccién de acetilacién de B.

En un matraz de fondo redondo se dispusieron 500 mg (2.44 mmol) de B, seguido
de 10 mL de anhidrido acético. Con ayuda de un sistema refrigerante adaptado en
disposicion de reflujo, se sometié a calentamiento (110 °C) y agitacion vigorosa por
aproximadamente 5 h. Durante las primeras horas del tiempo de reaccién, se
observa un vire de coloracion en el sélido suspendido, de color naranja a amarillo
claro, indicio del término de reaccion. Una vez culminada la reaccion, se filtra en frio
el sélido obtenido y se efectian lavados acuosos para la eliminacién del &cido
acético remanente, hasta lograr neutralidad en las aguas madre. Para secar el
sélido se hace un dltimo lavado con metanol frio y se deja a corriente de aire al vacio
por una noche. La masa de producto C aislado fue de 456.3 mg (1.58 mmol), R =
64.7 %, p. f. =277 °C, Ri = 0.61 (CHCls/MeOH, 80:20).
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12.1.1.4 Sintesis de CDAAQ.%®
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Esquema 12.4 Reaccion de reduccion C.

Para llevar a cabo esta reaccion y aprovechando el volumen disponible del envase
reactor del equipo de hidrogenacion Parr, se pesaron 1.0150 g (3.51 mmol) de C,
mismos que se mezclaron a homogeneidad con 100 mg de Pd/C (10 %) en fase
sélida. Después de haber mezclado los solidos, se adicionaron 150 mL de metanol,
y se sometié a hidrogenacion bajo agitacidbn mecanica constante, a 60 psi en carga
de Hz y temperatura ambiente por 30 minutos. La apariencia del sistema reactivo es
tal que, al inicio se observa una suspension amarilla y termina como disolucién color
verde claro; que, si se irradia con luz UV, ésta luminesce de color verde. Para
recuperar el producto, se filtra la mezcla a través de celita para retirar el catalizador
y se elimina el disolvente a presion reducida en el rotaevaporador. La masa de
DAAQ fue de 857.6 g (3.31 mmol), R = 94.3 %, p. f. = 235-236 °C, Rt = 0.48
(AcOEt/MeOH, 90:10, 2x).
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12.1.1.5 Sintesis de CDAQ.%859

o) N 0 NH.,
H)K©\/// 1. TMOF, PTSA/MeOH, 60 °C R H)K©\/kN
2. [C(NH2)3]2COs, TEA/IDMA, 120 °C | /)\
F 3. H*H:0 N™ "NH;
D CDAQ

Esquema 12.5 Proceso sintético de CDAQ.

12.1.1.5.1  Proteccion del grupo carbonilo, reaccién 1.58

En un matraz de fondo redondo con capacidad de 25 mL, se colocaron 100.3 mg
(0.67 mmol) de D, masa que se disolvio con 1.0 mL de metanol y posteriormente se
le adicionaron 287 pL (3.9 mmol) de trimetil ortoformiato (TMFO) y una punta de
espatula de acido p-toluensulfénico (PTSA). Una vez hecha la mezcla, y empleando
un sistema refrigerante, se sometio a calentamiento de 60 °C por 12 h bajo agitacién
vigorosa. Al término, se elimind el disolvente a presién reducida con el uso del
rotaevaporador, obteniendo asi un liquido viscoso color &mbar; mezcla liquida que
se emple6 en la reaccién de ciclacién con carbonato de guanidina (reaccién 2)
siguiente, asumiendo la proteccion del grupo carbonilo, con base en la
transformacion total de la sefial en Rt de la materia prima y la formacién de un Unico
producto de reaccién. Rt (producto) = 0.65, Rf (materia prima) = 0.77 (Hex/AcOEt,
20:80).

12.1.1.5.2 Ciclacioén, reaccién 2.%°

A la mezcla liquida obtenida en el paso anterior se le adicionaron 60.6 mg (0.33
mmol) de carbonato de guanidina, 100 pL de trietilamina (TEA) y 2.0 mL de
dimetilacetamida (DMA), tal cual en el orden en que se describe, para
posteriormente someter a calentamiento de 140 °C por 16 h. El tratamiento final de
la reaccién involucrd la eliminacion del disolvente a presion reducida y la base
mediante aireacion asistida con vacio, y una vez concentrada la mezcla reactiva, se
le efectu6 un lavado bajo agitacion magnética con una disolucion de acido

clorhidrico al 36 %, por alrededor de 1 h. Finalmente el sélido café claro suspendido
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se recuper6 por filtracion al vacio y se dej6 bajo el flujo de aire hasta lograr
sequedad. La masa de CDAQ obtenida fue de 108.0 mg (0.57 mmol), R = 85.3 %,
p. d. =246 °C, Rt = 0.43 (AcOEt/MeOH, 80:20 + 1 gota de NH4OH conc).

Datos espectroscopicos:

RMN-!H (400 MHz, TMS, DMSO-dse) & (ppm): 9.94 (s, 1H, H-12); 9.20 (s, 1H, NH-
2); 8.84 (s, 1H, NH-2); 8.95 (s, 1H, H-5); 7.94 (s, 2H, NH-4); 8.16 (d, J = 9.8 Hz, 1H,
H-7), 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-8). RMN-3C (101 MHz, TMS, DMSO-de) & (ppm):
190.85 (C-11), 163.06 (C-4), 156.26 (C-2), 145.12 (C-9), 133.87 (C-6), 131.43 (C-
7), 129.13 (C-8), 118.56 (C-10), 109.58 (C-5). EM, APCI+ (m/z): 189.0800 [M+H]*.
IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3333, 3162 (NH2); 2862, 1380, 1340 (CO-H);
1648 (C=0); 1618, 1502, 1407 (C=Cy C=N ar); 1207, 1087 (C-H ar).

12.1.1.6 Sintesis de H2.29:47.60

0
HNJ\ 1. AcOH (cat)/DMF, 90 °C H NH,
H » SN N
~ + HoN NN o 2 NaBH«/MeOH,0°C 5 N
e O | 3 HHO ° N/)\NH
<= NN <= 2
H
E DAAQ H2

Esquema 12.6 Proceso sintético de H2.

12.1.1.6.1 Condensacion, reaccion 1

En un matraz de fondo redondo equipado con barra magnétida, se preparé una
disolucién con 725.7 mg (2.80 mmol) de DAAQ y 10 mL de DMF. Aparte, en un vaso
de precipitados de 50 mL se disolvieron 499.9 mg (2.34 mmol) de E con 5 mL de
etanol. Una vez hechas ambas disoluciones, se adicion0 gota a gota la mezcla
etandlica en la de dimetilformamida, enjuagando el vaso de precipitados con
porciones de 1 mL por cinco veces y afiadiéndolas también, evitando dejar la menor
cantidad de E remanente. Al finalizar el mezclado, se le adicionaron 5 gotas de acido
acetico glacial y se sometio a calentamiento a reflujo de 90 °C por 24 h.
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12.1.1.6.2 Reduccion, reacciéon 2

Posteriormente al calentamiento a reflujo, se evapord el disolvente a presion
reducida hasta obtener un sélido amorfo color café claro, mismo que se resuspendio
en 12 mL de metanol y se neutralizo el &cido acético remanente con bicarbonato de
sodio. Todo el sistema fue enfriado empleando un bafio de hielo-sal para su objetivo,
prosiguiendo asi con la adicion de 265.7 mg (7.02 mmol) de borohidruro de sodio
en pequefas porciones. La mezcla de reaccion se dejo evolucionar por 24 h a
temperatura ambiente. Pasado dicho tiempo y como trabajo final de la reaccién, se
acidulé con una disolucién de &cido clorhidrico al 36 % hasta alcanzar un pH de ~3
y se agito por 5 h mas. Finalmente se evaporaron a presion reducida la mezcla de
disolventes y el solido café-amarillento precipitado se resuspendié en metanol para
formar un soporte sélido con silica gel para su tratamiento cromatogréafico. El
producto de reaccidn se aisl6 tras someter a cromatografia en columna, empleando
un gradiente de elucion del sistema AcOEt/MeOH, comenzando en una proporcion
de (100:0) y culminando en (60:40), aumentando 5 % en MeOH cada 100 mL. El
altimo sistema eluyente se mantuvo hasta la recuperacién total del producto de
interés. Tras la concentracion de las fracciones de interés, se obtuvieron 566.4 mg
(1.52 mmol) de H2, R = 65.0 %, p. d. = 152 °C, Rr = 0.48 (AcOEt/MeOH, 80:20 + 1
gota de NH4OH conc).

Datos espectroscopicos:

EM, APCI+ (m/z): 374.1027 [M+H]*. IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3413,
3303, 3088 (NH2); 1920, 1762 (Ar); 1650, 1565, 1525 (C=C y C=Nar); 1096 (Cp);
822, 484 (Fe-Cp).
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12.1.1.6.3  Sintesis de E.®1
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Esquema 12.7 Proceso sintético de E.

En un matraz de fondo redondo con capacidad de 150 mL, se preparé una
disolucién con 5.1143 g (27.49 mmol) de Fc, 55 mL de CHCIz y 15 mL de DMF,
sistema que se mantuvo a baja temperatura sumergiéndolo en un bafio de hieo-
agua. Posteriormente se adicionaron 10.3 mL (110.1 mmol) de oxicloruro de fésforo
gota a gota por alrededor de 1 h, dejando asi evolucionar la reaccion a temperatura
ambiente por 1 h mas. Transcurridas las dos horas especificadas, se sometio a
calentamiento a reflujo (60 °C) con ayuda de un sistema de refrigeracion y agitacion
vigorosa durante 7 h. Para el trabajo final de la reaccién, se adicionaron 30 mL de
agua a la mezcla de reaccion una vez dispuesta en un bafio de hielo-agua, seguido
del proceso de neutralizacion con bicarbonato de sodio. La fase organica se
recupero y se le adicioné silica gel para la formacién de un soporte sélido tras la
eliminacién del disolvente, Gtil en el subsecuente tratamiento de purificacién. Para
separar E se purific6 mediante cromatografia en columna bajo elucién a gradiente,
en donde el sistema eluyente fue (Hex/AcOEt), iniciando en una proporcién de
(97:3) y terminando en (85:15), manteniendo asi dicha polaridad hasta la
recuperacion total del producto deseado. Finalmente, el compuesto aislado se
someti6 a recristalizacion de DCM/Hex (1:2) para obtener un sélido cristalino color
rojo granate, cuya masa final fue de 1.4926 g (6.97 mmol), R = 25.4 %, p.f. =125.8
°C, Rr = 0.59 (Hex/AcOEt, 80:20).
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12.1.1.7 Sintesis de OH2.62

NH, H NH,
@ij(OH Hal SN HBTU, DMAP, TEA @j(" SN
Fe o + | /)\ DME e Fe' o /)\
<= N™ "NH, <= N™ 'NH,
r TAQ OH2

Esquema 12.8 Reaccién de amidacién para la sintesis de OH2.

Se preparé una disolucion con 212.7 mg (0.93 mmol) de F, 14 mL de DMF y 267 pL
de TEA, en un matraz de fondo redondo con capacidad de 50 mL. Una vez obtenida
la disolucién, se adicionaron 441.7 mg (1.17 mmol) de HBTU en solido y por
porciones durante 20 minutos. Durante este Ultimo intervalo tiempo, se observa un
vire en la coloracion de la mezcla, de una coloracion café claro a rojo oscuro. Hasta
este punto se adicionaron 11.3 mg (0.09 mmol) de dimetilamino piridina (DMAP),
194.2 mg (1.11 mmol) de TAQ y posteriormente se sometio a calentamiento de 80
°C por 14 h. Al término del calentamiento, se eliminé el disolvente por completo
empleando el rotaevaporador, acto seguido se resuspendio el solido café obtenido
en metanol hasta obtener un sistema sélido finamente particulado, asistido para ello
por agitacion magnética. Al sistema en suspension se le adicioné silica gel en sélido
para formar un sistema soporte para llevar a cabo la purificacion del producto de
amidacién por cromatografia en columna. La elucién fue a gradiente con el sistema
CHCI3/MeOH, comenzando en un sistema (97:3) y culminando en (60:40), con
aumentos graduales en 5 % cada 150 mL aproximadamente. Se colectaron las
fracciones de interés y se evaporo el disolvente, obteniendo al final del proceso un
solido color naranja claro, cuya masa fue de 93.1 mg (0.24 mmol), R = 26.0 %, p. d.
= 206 °C, Rr = 0.53 (AcOEt/MeOH, 80:20 + 1 gota de NH4OH conc).

Datos espectroscopicos:

RMN-'H (400 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 8.53 (s, 1H, H-5); 8.08 (d, J = 7.1 Hz,
1H, H-8); 7.93 (m, 2H, NH-4); 7.77 (m, 2H, NH-2), 7.31 (s, 1H, CONH-6), 6.97 (d, J
= 7.2 Hz, 1H, H-7), 5.02 (s, 2H, H-13), 4.53 (s, 2H, H-14), 4.28 (s, 5H, H-15). RMN-

13C (101 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 172.39(C-11), 165.19(C-4), 159.08(C-2),
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140.10(C-9), 137.78(C-6), 130.43(C-7), 115.71(C-8), 113.16(C-10), 108.21(C-5),
76.26(C-12), 72.52(C-14), 71.00(C-15), 69.86(C-13). EM, APCI+ (m/z): 387.0965
[M*]. IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3347, 3222, 3100(-NHz2); 1645(C=0);
1525(CON-H); 1626, 1574(C=C y C=Nar); 1281, 1217(C-Har); 1142(Cp); 835,
482(Fe-Cp).

12.1.1.7.1  Sintesis de acido F.63.64

! »

& 1 tBuli, tBUOK/THF, - 78 °C Q(OH

Fe 2. CO2 Fe 0O
S 3. HYH.0 -
Fc F

Esquema 12.9 Proceso sintético de F.

La mezcla de reaccién se preparé mezclando 1.9766 g (10.62 mmol) de Fc, 123.5
mg (1.1 mmol) de terc-butdxido de potasio en 90 mL de THF bajo agitacion
constante, en un matraz bola de fondo redondo, bajo condiciones anhidras,
procurando una atmdsfera de nitrégeno de inicio a fin de la reaccion. Una vez
incorporados los solidos en THF, todo el sistema se enfrié a -78 °C en un bafio de
hielo seco-acetona; una vez alcanzada dicha temperatura, se comenz6 la adicion
de 12.5 mL (21.25 mmol) gota a gota por alrededor de 1 h, de una disolucién de
terc-butil litio al 1.7 M en pentano. A partir de la Gltima gota de la disolucion de terc-
butil litio agregada, se deja evolucionar la reaccion durante 2 h mas, procurando que
al término de este ultimo intervalo de tiempo se llegue a la temperatura ambiente, y
justo después se hace burbujear dioxido de carbono por un periodo de una hora y
media a flujo moderado. Justo en este paso, se observa un vire en la coloracion de
la mezcla reactiva, de naranja claro a café violaceo. Para el trabajo final de la
reaccion, se le adicionaron 20 mL de etanol a la mezcla de reaccion para neutralizar
el posible exceso de organolitiado remanente y posteriormente, se evaporo el
disolvente en el rotaevaporador, consiguiendo asi un sélido café oscuro que se
sometié a extraccion liquido-liquido, empleando como disolventes CHCI3/H20. En

una primera extraccion se recupero el material ferrocénico no ionizable en la
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fraccion de CHCIs, manteniendo al anion ferrocencarboxilato en el agua. Después
se acidul6 el agua con acido clorhidrico concentrado hasta pH cercano a 0, y se
extrajo el producto de carboxilacién, el acido 1-ferrocencarboxilico en CHCIs. Tras
evaporar el cloroformo a presion reducida, so obtuvieron 1.1971 g (5.2 mmol) de F
un sélido color café rojizo. R = 48.9 %, p. d. = 205 °C, Rr = 0.39 (Hex/AcOEt, 60:40).

Datos espectroscopicos:

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 2972, 2893(-OH); 1652(C=0); 1473, 1159,
1028(Cp); 825, 479(Fe-Cp).

12.1.1.7.2 Sintesis de M

" 1 HBTU, TEA/DMF SN

@ © 2. NHs (ac) g W ©
- =
F M

Esquema 12.10 Reaccién de amidacion de F.

En un matraz de fondo redondo equipado con agitador magnético, se colocaron
200.8 mg (0.873 mmol) de F, mismos que disolvieron en 8.0 mL de DMF y 0.2 mL
de TEA. Tras obtener una disolucion con el acido 1-ferrocencarboxilico, se adicioné
en pequefias porciones 430.4 mg (1.13 mmol) de HBTU, bajo un régimen constante
de agitacion. La mezcla se dej6 evolucionar a temperatura ambiente por alrededor
de 30 min, momento tras el cual se afladid 1.0 mL de NHs (ac) concentrado y se dejo
evolucionar por otra media hora. Para aislar M, todo el crudo de reaccion se someti
a purificacion por percolacion en silica gel, tras la eliminacion total de la DMF por
arrastre de vapor asistido con vacio. La elucién se hizo con un sistema Hex/AcOEt
(70:30) hasta el aislamiento total del producto deseado. Finalmente se aislo un
sélido amarillo mostaza tras la eliminacion del disolvente de elucién empleando el
rotaevaporador. La masa de producto obtenida fue de 190.3 mg (0.83 mmol) de F.
R =95.2 %.

Datos espectroscopicos: EM, IE+ (m/z): 229.123 [M*].
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12.1.1.8 Sintesis de NCOH2.65-67

o)
ci HNJ\ 1. Nal/Acetona, 60 °C NYNH2
; HN 2. Cs2CO3/DMF, 90 °C W
e 0 + /)\ )J\s BF2-OEt/MeOH F.e H,
G DAAQ NCOH2

Esquema 12.11 Proceso sintético de NCOH2.

12.1.1.8.1 Intercambio de halégeno (reaccién de Finkelstein), reacciéon 1.%°

Para la reaccion de sustitucion nucleofilica sobre el metileno del 1-
(cloroacetil)ferroceno, primero se efectuo el intercambio de hal6égeno, de cloro a
iodo, para esto se colocaron 327.8 mg (1.25 mmol) de G en un matraz de fondo
redondo de 50 mL, junto con 1.8706 g (12.5 mmol) de ioduro de sodio y 6.5 mL de
acetona. Una vez mezclados los componentes bajo agitacion magnética y con un
ayuda de un sistema de refrigeracién dispuesto a reflujo, se calentdé en bafio de
aceite a 60 °C por 18 h. Pasado el tiempo de calentamiento, se evaporé el disolvente
a presion reducida en el rotaevaporador y se extrajo el material ferrocénico con
diclorometano, dejando en forma de precipitado las sales inorganicas remanentes.
El producto obtenido no se purificd y directamente se utilizé en la reaccién de
sustitucion nucleofilica siguiente. Como criterio de evolucién hacia el intercambio de
halégeno, se considerd unicamente la modificacién en Rt de la materia prima y el
producto, mismos que se diferenciaron y ademas solo se observo la formacién de
un uanico producto diferente de G y muy similar en polaridad. Rt (producto) = 0.50, Rt
(materia prima) = 0.45 (Hex/AcOEt, 90:10, 2x y 80:20, 1x).

12.1.1.8.2  Sustitucion nucleofilica Sn2, reaccién 2.66.67

En un matraz de 50 mL, se colocaron 324.6 mg (1.25 mmol) de DAAQ y 407.4 mg
(1.25 mmol) de carbonato de cesio, sélidos que se disolvieron en 7 mL de DMF.

113|Pagina



Aparte, el material ferrocénico en mezcla proveniente de la reaccion 1, se mantuvo
en disolucion de acetona (4 mL), y posteriormente fue adicionado gota a gota bajo
un régimen de agitacion constante a la mezcla de DMF. Una vez incorporados
ambos componentes reactantes, se calent6 a 50 °C por 16 h. Trascurrido el tiempo
de calentamiento, el trabajo final consisti6 en evaporar la dimetilformamida en el
rotaevaporador y resuspender el sélido obtenido en metanol hasta obtener la mayor
particulacion del sélido posible bajo agitacion, seguido de la adicion de tres gotas
de una disolucién de BF3-OEt2 al 7.5 M. Este ultimo procedimiento se dejé
evolucionar por 1 h y posteriormente se le adiciono silica gel para la formacién de
un soporte soélido para posteriormente efectuar una purificacion por cromatografia
en columna. El programa de elucién fue a gradiente, empleando un sistema
AcOEt/MeOH, que comenz6 en una proporcién al (95:5) y culminé en (50:50), con
cambios graduales en 5 % cada 200 mL aproximadamente. Finalmente se recuperé
un sdlido color naranja cuya pesada fue de 242.2 mg (0.60 mmol). R = 48.2 %, p. d.
=209 °C, Rr = 0.44 (AcOEt/MeOH, 90:10 + 1 gota de NH4OH conc).

Datos espectroscopicos:

EM, APCl+ (m/z): 401.0911 [M"].
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12.1.1.8.3 Sintesis de G.58
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Esquema 12.12 Reaccion de acilacion de Fc.

En un matraz de fondo redondo con capacidad de 50 mL y equipado con agitacion
magnética, se prepard una mezcla con 1.4335 g (10.75 mmol) de AICIs, 855 pL de
cloruro de cloroacetilo (10.75 mmol) y 20 mL de diclorometano, sistema que se
mantuvo a baja temperatura en un bafio de hielo-sal. Aparte en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL se formé una disolucion con 2.0217 g (10.86 mmol) de Fc y
20 mL de diclorometano, misma que se transfirio a un embudo de adicion
directamente conectado al matraz de fondo redonde de la disolucién inicialmente
preparada. El siguiente paso consistié en adicionar gota a gota la disolucion que
contenia al ferroceno a la mezcla acilante durante 4 h aproximadamente. Una vez
mezcladas ambas disoluciones, se dejo evolucionar por 12 h a temperatura
ambiente. Cabe sefialar que al momento de adicionar Fc en la mezcla acilante, éste
sufre inevitablemente un proceso de oxidaciébn como reaccién colateral a la de
interés, por lo que el tratamiento final consistié en evaporara totalmente a presion
reducida el DCM en el rotaevaporador, seguido de una extraccion liquido-liquido
con el sistema CH2Cl2/H20 del sélido aislado, en donde para recuperar el material
organometalico oxidado, se tuvo que adicionar acido ascorbico al agua. De esta
forma se aislé la fraccion de disolvente organico y se concentrd toda la mezcla con
silica gel para la formacion de un soporte solido utilizado para en el tratamiento de
purificacion por cromatografia en columna. El programa de elucion fue a gradiente,
en donde el sistema eluyente fue Hex/AcOEt, comenzando en una proporcién al
(95:5) y terminando en (70:30), con aumento en la polaridad en un 5 % cada 200
mL aproximadamente. El producto obtenido fue un sélido cristalino naranja en forma
de agujas, cuya cantidad aislada fue de 336.9 mg (1.29 mmol). R = 11.8 %, p. f. =
92 °C, R = 0.45 (Hex/AcOEt, 90:10, 2x y 80:20, 1x).
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Datos espectroscopicos:

EM, IE+ (m/z): 262.111 [M*] 100 %, 264.101 [M+2]* 28.79 %. IR, FTIR por
reflectancia ATR (cm™): 3093, 2 990, 2939 (CH-Cp); 1674 (C=0); 1449, 1240, 1067
(Cp); 823, 484 (Fe-Cp).

12.1.1.9 Sintesis de COH2.59.70

NH, ,
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Esquema 12.13 Proceso sintético de COH2.

12.1.1.9.1 Condensacioén alddlica, reaccion 1.9

La reaccion de condensacion se hizo con ayuda de un reactor de microondas, en el
gue se dispusieron inicialmente dentro de un vial, 302.4 mg (1.33 mmol) de H, 128.4
mg (5.36 mmol) de hidroxido de litio y 249.5 mg (1.33 mmol) de CDAQ con 10 mL
de DMF. Las condiciones de reaccion se ajustaron a 100 °C, 50 W, a 600 r.pm. en
agitacion, durante 4 h. Posteriormente la mezcla de reaccion se filtrd para eliminar
el exceso de base remanente en forma de precipitado, efectuando lavados sobre
éste con metanol para recuperar el material organico. Una vez reunidas las
fracciones organicas, se procedié a formar un soporte solido, adicionando silica gel
a la disolucion y posteriormente evaporando el disolvente a presion reducida con el
rotaevaporador; efectuando posteriormente la purificacion del producto de reaccion
por cromatografia en columna. La elucién de la mezcla de reaccién se efectu6 a
gradiente con el sistema AcOEt/MeOH, comenzando en una proporcion del (95:5) y
terminando en (70:30), con cambios graduales de polaridad en 5 %
aproximadamente, cada 200 mL. El producto recuperado fue un solido cristalino
color violeta, cuya masa aislada fue de 234.5 mg (0.59 mmol). R =44.4 %, p. d. =
224 °C, Rr = 0.48 (Hex/AcOEt, 60:40, 1x y AcOEt/MeOH, 80:20, 1x).
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Datos espectroscopicos:
EM, APCI+ (m/z): 399.0810 [M+H]".

12.1.1.9.2 Reduccion, reaccion 2.79

Haciendo uso de un sistema para calentamiento a reflujo y adaptado a un matraz
de fondo redondo con capacidad de 25 mL, se preparé una mezcla con 200.1 mg
(0.50 mmol) de la enona anteriormente sintetizada (seccion 12.1.1.9.2), 316.8 mg
(5.02 mmol) de formiato de amonio, 20.4 mg de Pd/C (10 %) y 5 mL de metanol. La
mezcla se sometié a calentamiento a reflujo de 70 °C durante 5 h, bajo agitacién
constante. Durante el proceso de reaccion se observa un vire en la coloracién, de
violeta a naranja claro, sefial de término de reaccion. Para el tratamiento de la
reaccion, se filtré sobre celita la mezcla de reaccion en caliente, haciendo
posteriormente lavados con metanol tibio para extraer totalmente el posible
producto organico retenido. A las fracciones organicas colectadas se les eliminé el
disolvente por evaporaciéon a presion reducida empleando el rotaevaporador,
posteriormente se raspoé el solido naranja obtenido y se recristalizd de metanol. La
cantidad producto obtenida fue de 121.7 mg (0.30 mmol). R= 60.5 %, p. d.= 195—
198 °C, Rt = 0.44 (AcOEt/MeOH, 80:20 + 1 gota de NH4OH conc).

Datos espectroscopicos:

RMN-'H (400 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 8.03 (s, 1H, H-8), 7.79 (d, J = 6.8 Hz, 1H,
H-7), 7.36 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-8), 4.82 (s, 2H, H-15), 4.59 (s, 2H, H-16), 4.08 (s,
5H, H-17), 3.17 (m, 2H, H-12), 3.14 (m, 2H, H-11). RMN-13C (101 MHz, TMS, MeOD)
O (ppm): 205.85 (C-13), 170.42 (C-4), 165.19 (C-2), 156.77 (C-9), 139.93 (C-7),
137.71 (C-6), 125.08 (C-8), 118.04 (C-5), 110.60 (C-10), 79.70 (C-14), 73.96 (C-16),
70.86 (C-17), 70.52 (C-15), 41.77 (C-12), 30.56 (C-11). EM, APCI+ (m/z): 401.0985
[M+H]*. IR, FTIR por reflectancia ATR (cm): 3349, 3116 (-NH2); 1649 (C=0);
1642, 1456, 1349 (C=C y C=Nar); 1085 (Cp); 831, 484 (Fe-Cp).
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12.1.1.10 Sintesis de 2H.™?
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Esquema 12.14 Proceso sintético de 2H.

12.1.1.10.1 Condensacion, reaccion 1

Se prepard una mezcla con 116.8 mg (0.58 mmol) de I, 109.5 mg (0.58 mmol) de
CDAQ, 5.0 mL de metanol y una gota de acido clorhidrico concentrado, en un
matraz bola de 25 mL. La mezcla reactiva se mantuvo en agitacion durante 5 h a
temperatura ambiente. De manera fisica se observa un cambio en la coloracion
desde el momento en que entran en contacto | y CDAQ; esto es, de naranja
amarillento a rojo, hecho que tras el monitoreo de la reaccion por C.C.F significo
gue se habia efectuado la reaccidbn de manera instantdnea sin necesidad de
calentamiento. Y como tratamiento final de esta reaccién se le adicion6 bicarbonato
de sodio para neutralizar el &cido remanente, antes de continuar con la reaccion de

reduccion.

12.1.1.10.2 Reduccion, reaccién 2

En el mismo matraz donde se realiz0 la reaccion de condensacion, se adicionaron
87.5 mg (2.31 mmol) de borohidruro de sodio en porciones, manteniendo todo el
sistema en un bafio de hielo-agua hasta el término de la adicién del agente reductor,
donde tiempo después se dejo evolucionar a temperatura ambiente por 6 h. El
tratamiento final de la reaccion consistié en evaporar el metanol a presion reducida
en el rotaevaporador, consiguiendo un sélido color amarillo, sobre el cual se llevaron
a cabo lavados exhaustivos con éter etilico y posteriormente con agua para eliminar
en una primera edicion los componentes ferrocénicos y en segundo lugar para

retirar el posible remanente de CDAQ que haya quedado aun. El solido café claro
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hasta este punto aislado se recristalizé de metanol, recuperando asi 130.1 mg (0.35
mmol) de 2H. R = 64.5 %, p. d. = 212-214 °C, R = 0.40 (AcOEt/MeOH, 80:20).

Datos espectroscopicos:

RMN-1H (400 MHz, TMS, DMSO-de) 3 (ppm): 8.10 (s, 1H, H-5); 7.67 (s, 2H, NH-4);
7.59 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-7); 7.20 (s, 1H, H-8); 6.35 (s, 2H, NH-2); 4.42 (s, 1H, NH-
11); 4.09 (s, 5H, H-15); 3.86 (s, 2H, H-14); 3.77 (s, 2H, H-13); 3.38 (s, H-11 & H20).
RMN-!H (400 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 7.96 (s, 1H, H-5); 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
H-7); 7.27 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-8); 5.39 (s, 1H, NH-11); 3.28 (s, 2H, H-11). RMN-
13C (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm): 162.40 (C-4), 159.38 (C-2), 133.30 (C-7),
122.62 (C-8), 111.83 (C-5), 109.83 (C-10), 69.05 (C-12), 67.46 (C-15), 62.02 (C-14),
54.66 (C-13), 50.53 (C-11). RMN-3C (101 MHz, TMS, MeOD) & (ppm): 164.93 (C-
4), 162.11 (C-2), 152.78 (C-9), 132.98 (C-7), 124.69 (C-6), 122.93 (C-8), 110.96 (C-
10), 104.43 (C-5), 66.89 (C-15). EM, APCI+ (m/z): 374.1122 [M+H]*. IR, FTIR por
reflectancia ATR (cm™): 3338, 3173 (-NH2); 1618, 1563, 1418 (C=C y C=Nar); 837,
493 (Fe-Cp).

12.1.1.10.3 Sintesis de .72

0
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Esquema 12.15 Reaccion de hidrazindlisis de J.

Se mezclaron en un matraz de fondo redondo con capacidad de 25 mL, 296.8 mg
(0.90 mmol) de J, 122.7 mg (1.80 mmol) de hidrocloruro de hidrazina, 151.2 mg
(1.80 mmol) de bicarbonato de sodio con 4 mL de etanol. Una vez incorporados los
reactivos, se adapto un sistema refrigerante para calentar a reflujo la reaccion de
hidrazindlisis durante 2 h a 80 °C. El indicativo de término de reaccion se observa

claramente, puesto que al inicio se obtiene una disolucion color rojo y se culmina
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con una disolucién color amarillo y un precipitado blanquecino en el fondo. Para el
tratamiento final de reaccion, se adiciono silica gel directo a la mezcla de reaccion
y se evaporo el disolvente a presion reducida en el rotaevaporador, con la finalidad
de formar un soporte sélido util en la separacién de | mediante percolacion. La
elucion de la columna de percolacion se hizo a gradiente empleando un sistema
Hex/AcOEt, que comenzo6 en una proporcion de (90:10) y culminé en (60:40), con
un solo cambio de polaridad una vez eliminadas las impurezas que aparecen al
frente de elucion. Finalmente se concentran las fracciones de interés en el
rotaevaporador. La masa de producto recuperado fue de 166.1 mg (0.83 mmol). R
=92.2 %, p. f. =153-154 °C, Rf = 0.69 (Hex/AcOEt, 60:40).

Datos espectroscopicos:

EM, IE+ (m/z): 201.115 [M*]. IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3398, 3331
(NH); 3086 (CH-Cp); 1492, 1100 (Cp); 794, 481 (Fe-Cp).

12.1.1.10.3.1Sintesis de J.7273

fo) (0]
@\l
Fe + HN Sistema acoplante &SN
I > ]
Fe
-— ! i, ©
K J

Esquema 12.16 Reaccion de acoplamiento para la sintesis de J.

12.1.1.10.3.1.1Acoplamiento tipo Ullmann, catélisis heterogénea.

En un matraz bola dispuesto para someter a calentamiento de reflujo, se mezclaron
801.2 mg (2.57 mmol) de K, 755.8 mg (5.14 mmol) de ftalimida y 477.8 mg (3.34
mmol) de 6xido cuproso en 13 mL de acetonitrilo. Tras la incorporacion de todos los
componentes, se sometid a calentamiento de 85 °C durante 72 h bajo un régimen
de agitacion constante. Al término del calentamiento a reflujo, se filtré sobre celita
la mezcla, para retirar el solido remanente de 6xido cuproso y el crudo de reaccion
se soportd en silica gel para su purificacion por cromatografia en columna. La
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elucion cromatogréfica fue a gradiente, empleando un sistema eluyente de
Hex/AcOEt, que comenzd en una proporcion (100:0) y culminé en (70:30) con un
aumento gradual de 5 % en polaridad aproximadamente cada 150 mL. Finalmente,
tras concentrar las fracciones de interés, se recuperaron 615.9 mg (1.86 mmol) de
un solido cristalino color rojo granate. R = 72.4 %, p. f. = 161-162 °C, Rf = 0.43
(Hex/AcOEt, 80:20).

12.1.1.10.3.1.2 Acoplamiento en fase sdlida.

Para este propdsito se mezclaron en solido 204.9 mg (0.66 mmol) de K y 584.3 mg
(1.64 mmol) de ftalimiduro de cobre (ll) en un matraz de fondo redondo de 50 mL
bajo atmésfera inerte, de forma tal que se obtuviera al final una pasta color verde, y
justo en este punto, se sometid a 140 °C de calentamiento por 2 h. Después ya a
temperatura ambiente, el crudo de reaccién se extrajo con diclorometano, seguido
de la adicién de silica gel para la formacion de un soporte solido para purificacion
por cromatografia; tras la evaporacion del disolvente a presion reducida en el
rotaevaporador. La purificacién cromatografica fue igual a la descrita en la seccion
12.1.1.10.3.1.1. De este procedimiento se aislaron 89.4 mg (0.27 mmol) de J. R =
41.1 %

Datos espectroscopicos:

EM, IE+ (m/z): 331.049 [M*]. IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3065, 2919
(CHar); 1712 (C=0); 1990, 1848, 1478 (C=Car); 1358, 1067 (Cp); 712, 495 (Fe-Cp).
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12.1.1.10.3.2Sintesis de K.™

F'Ie 1. t-Buli, t-BuUOK/THF, - 78 :C F'Ie
= 2t =
Fc K

Esquema 12.17 Proceso sintético de K.

La mezcla de reaccion se prepardé mezclando 1.9766 g (10.62 mmol) de Fc, 123.5
mg (1.1 mmol) de terbotdxido de potasio en 90 mL de THF bajo agitacién constante,
en un matraz de fondo redondo, bajo condiciones anhidras, procurando una
atmosfera de nitrégeno de inicio a fin de la reacciéon. Una vez incorporados los
solidos en THF, todo el sistema se enfrid a -78 °C en un bafio de hielo seco-acetona;
una vez alcanzada dicha temperatura, se comenzoé la adicién de 12.5 mL gota a
gota por alrededor de 1 h, de una disolucién de terc-butil litio al 1.7 M en pentano.
A partir de la ultima gota de la disolucion de terc-butil litio agregada, se deja
evolucionar la reaccion durante 2 h mas, procurando que al término de este ultimo
intervalo de tiempo se llegue a la temperatura ambiente, y justo después se
adicionaron 4.0452 g (15.94 mmol) de Iz en un solo paso, observando un vire en la
coloracién de la mezcla reactiva, de naranja claro a café. Se dejé evolucionar por
alrededor de 12 h. Para el trabajo final de la reaccion, se le adicionaron 20 mL de
etanol a la mezcla de reaccion para neutralizar el posible exceso de organolitiado
remanente y después, se elimind todo el disolvente en el rotaevaporador,
consiguiendo asi un sélido naranja, que se sometié a extraccién, empleando como
disolventes CHCIs/H20. En la fase organica se recuper0 la mezcla del material
ferrocénico de la reaccion, mismo que se soport6 en silica gel para su purificacion
por cromatografia en columna. El tipo de elucion efectuada fue a gradiente, con un
programa que inicialmente comenzo en una proporciéon del 100:0 y culminé en 95:5
del sistema Hex/AcOEt. Tras concentrar las fracciones de interés, se obtuvieron
3.0650 g (9.83 mmol) de K un solido liquido amarillo mostaza. R =92.5 %, Ri = 0.64
(Hex/AcOEt, 80:20).

Datos espectroscopicos:
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EM, IE+ (m/z): 311.966 [M*]. IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3096, 2931
(CH-Cp); 1649, 1409, 1106, 1001 (Cp); 816, 472 (Fe-Cp).

12.1.1.11 Sintesis de L.7®

Y am) -
0 BF3-OEt, Qﬁ(\

0
é?+ \)J\OJ\/ DCM. ta. e o

Fc L

Esquema 12.18 Propionilacion de Fc.

En un matraz de fondo redondo equipado con equipo de agitaciébn magnética, se
prepar6 una disoluciéon mezclando 2.0023 g (10.76 mmol) de Fc, 7.5 mL de
anhidrido propiénico en 40 mL de diclorometano, baja condiciones anhidras y
atmosfera de nitrégeno. A esta mezcla recién preparada, se le agregaron 10 gotas
de una disolucion de BF3-OEtz2 al 7.5 M y se le dej6 evolucionar por 5 h a temperatura
ambiente. Fisicamente, la disolucién inicial tenia una coloracion café amarillento y
tras la adicion del acido de Lewis, se torné de color violeta. Para el trabajo final de
la reaccion, se le adicionaron 40 mL de agua destilada y se dej6 agitando el sistema
DCM/H20 por una hora. Transcurrido el tiempo especificado, se extrajo la fraccion
organica y se evaporo el disolvente a presion reducida en el rotaevaporador, con
silica gel adicionada para formar un soporte solido y someter a separacion por
cromatografia en columna el producto de propionilacion. Se eluy6 a gradiente con
la mezcla Hex/AcOEt, dando inicié en una proporcion de disolventes de (97:3) y
culminando en (60:40), con un aumento gradual de la polaridad en 5 %
aproximadamente, cada 100 mL. El producto recuperado tras la evaporaciéon de las
fracciones de interés fue un liquido color rojo oscuro cuya masa fue de 1.1945 g
(4.94 mmol). R = 45.8 %, Rt = 0.52 (Hex/AcOEt, 80:20).

Datos espectroscopicos:

EM, IE+ (m/z): 242.136 [M*]. IR, FTIR por reflectancia ATR (cm): 3101, 2978 (CH-
Cp); 1668 (C=0); 1456, 1244, 1051 (Cp); 824, 482 (Fe-Cp).
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12.2 Espectroscopia
12.2.1 Sintesis de CDAQ

12.2.1.1 2,4-Diaminoquinazolina-6-carbaldehido (CDAQ)
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Espectro 12.2 RMN-*C de CDAQ.
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12.2.2 Sintesis de ferrocenil quinazolinas y derivados
12.2.2.1 NS-(ferrocenilmetil)quinazolin-2,4,6-triamina (H2)

50000
] [M+H]*' 374.1027
45000 H NH,
3] @\/ N N
40000 Feo )\
| < NN
360007
2 300007
= 25000
< 200003 138.0643
15000 132.0520
] 1760894
. 375.1085
100007 159,
] 1950839
5000 83.0572 140, - 2103
e L FGQJE A N s 290.0186 lf
| |I | | I | I | II | | I | | I | I | | I | I | I | | I | I | I I | I | | I
50 100 160 200 250 300 350 400
miz
Espectro 12.5 EM de H2.
100 —
80
\
A\
)
60 —| N
—
% N 2
40 — §
=
20 "
¥ 3
O T | T
4000 3500 3000 2500 2000 500
em™1

Espectro 12.6 IR de H2.
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12.2.2.2 N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)ferrocenamida (OH2)
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Espectro 12.8 RMN-3C de OH2.
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12.2.2.2.1 Acido 1-ferrocencarboxilico (F)
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Cromatograma 12.1 Analisis cromatogréafico de M.
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MS El+ MS + spectrum 12.81 min

[M*] | 229.123
4 100.00%
2.5%10°1
2.0x10°
137.043
69.95%
=)
= s 210.990
% 1.5x10° -
g S 54.95%
k)
=
121.042
55.877 41.04%
1.0x10° 37.59%
80.022
26.37%
. 145.936
5.0x10%4 114.574| 120044 1eise 101033 227.08
93.876 1.300,| 13:27% 14.22% — 12.84%
38.901 62.945 9.53% e 2
53.885| D< 120.d17 6.919 209.011
6.08% 5005 S 36% 606 e 157.000), o 055 % 3807 |[213-034
97% g 3.13% | Jsv | -80% || 2.44%
! 15%
0.04 -k Ll ,.."'n_.l. Lln In.__,..||| ettt el Mhhll ol 5% il || il Al

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 24
m/z

Espectro 12.12 EM de M.

12.2.2.3 3-(2,4-Diaminoquinazolin-6-il)-1-ferrocenilpropan-1-ona (COH2)
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12.2.2.5 2((2,4-Diaminoquinazolin-6-il)Jamino-1-ferroceniletan-1-ona (NCOH2)
12.2.2.5.1 1-(Cloroacetil)ferroceno (G)
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Cromatograma 12.3 Analisis cromatogréfico de K.
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140|Pagina



12.2.2.6.3  1-Aminoferroceno (I)
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12.2.2.7 Sintesis de EH2
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Espectro 12.33 RMN-!H de la mezcla de subproductos 4,6-DAAQ + ADAQ.
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Espectro 12.34 RMN-*3C de la mezcla de subproductos 4,6-DAAQ + ADAQ.
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Espectro 12.35 NOESY de la mezcla de subproductos 4,6-DAAQ + ADAQ.
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Espectro 12.36 EM de la mezcla de subproductos recién aislada 4,6-DAAQ + ADAQ.
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Espectro 12.37 EM de la mezcla de productos 4,6-DAAQ + ADAQ tras
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12.2.2.7.1 1-Propionilferroceno (L)
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Cromatograma 12.6 Analisis cromatogréfico de L.
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Espectro 12.38 EM de L.
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12.3 Diagramas de especiacion

12.3.1 Especiacion acido-base de la N-((2,4-diaminoquinazolin-6-il)metil)benzamida.
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DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES

pH
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12.3.2 Especiacion acido-base de la N-((2,4-diaminoquinazolin-6-il)benzamida.

% Abundancia
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DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
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12.3.3 Especiacion acido-base de la Né-bencilquinazolin-2,4,6-triamina
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DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
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12.3.4 Especiacion acido-base de la Né-bencilquinazolin-2,4,6-triamina

DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES
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12.3.5 Especiacion acido-base de la Né-bencilquinazolin-2,4,6-triamina

DIAGRAMA DE DISTRIBUCION DE ESPECIES

0
100 H
N : Il N ™
N/)\NHz

80 — 7.41
70 o NH,
Q
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c 50
3 | |
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12.3.6 Especiacion acido-base de la Né-bencilquinazolin-2,4,6-triamina

% Abundancia
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DIAGRAMA DE ESPECIACION DE ESPECIES

pH
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