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Resumen Xl

Resumen

Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y
nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las senales nerviosas.

Los canales idnicos han despertado recientemente el interés de estudio desde la
farmacologia dada su potencial aplicacion como dianas terapéuticas en el tratamiento de
diversas patologias. En esta medida se planted una biblioteca de compuestos de nucleo
heterociclico pirazdlico, tiazolidinénico, tiazepinico y pirimidinico que pudieran interactuar
con dianas moleculares de esta familia de proteinas; resultando de especial interés para
este trabajo el receptor GABA. y el canal de sodio dependiente de voltaje NaV1.7. Dicha
biblioteca se sometié a un proceso de cribado mediante docking molecular usando 3
programas (AutoDock4, AutoDock-VINA y DOCK®G6), determinacion in silico de los
descriptores moleculares de biodisponibilidad de Lipinski (ADME) y prediccion de las
propiedades toxicoldgicas, seleccionando los prototipos mas promisorios y llevandolos a
la fase de sintesis donde se estudiaron también las condiciones 6Optimas, asi como
sutilezas estructurales y de reactividad orientadas al mejoramiento de los procesos
quimicos que permitieron obtener con buenos rendimientos, 4 series de compuestos con
un alto perfil promisorio en modulacién de los canales idnicos diana para el tratamiento
de enfermedades derivadas de una desregulacion autondmica de las sefiales nerviosas.
Ademas del nuevo conocimiento obtenido sobre los aspectos estructurales, cinéticos y
termodinamicos pertinentes para la sintesis de las moléculas objetivo de interés para

este estudio.

Palabras clave: Pirazoles, pirimidinas, tiazolidin-4-onas, GABA-A, canal de sodio,

sintesis organica
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Resumen grafico.

Canales ionicos acoplados a membranas
neuronales.



Abstract. X

Abstract

Rational design and synthesis of sulfur and nitrogen heterocycles with
potential pharmacological activity on ion channels as regulators of nervous

signals.

lon channels have recently aroused study interest from pharmacology, given their
potential usage as therapeutic targets in the treatment of diverse pathologies. To this
purpose, a library of compounds with heterocyclic nucleus such as pyrazole, thiazolidine,
thiazepine and pyrimidine was proposed, so that they could interact with molecular targets
of this family of proteins; resulting especially interesting for the purpose of this work,
GABA-A receptor and voltage gated sodium channel NaV1.7. Mentioned library was
subjected to a screening process by molecular docking using three programs (AutoDock4,
AutoDock-VINA, and DOCKE®6), in silico calculus of Lipinski bioavailability descriptors
(ADME) and prediction of toxicological properties, selecting the most promising
prototypes and taking them to synthesis phase, where optimal conditions as well as
structural and reactivity subtleties were studied, aiming for the improvement of the
chemical processes that allowed to obtain with good yields, four series of compounds with
high promising profile in modulation of the target ion channels for the treatment of
diseases related from autonomic deregulation of nerve signals. Besides of new
knowledge acquired about the structural, kinetic and thermodynamic aspects related with

the synthesis of target molecules interesting for the purposes of this work.

Keywords: Pyrazoles, pyrimidines, thiazolidin-4-ones, GABA-A, sodium ion

channel, organic synthesis.
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Introduccion

Los canales i6nicos son proteinas transmembranales que permiten el flujo de iones a
través de membranas celulares, proceso que dada la naturaleza hidrofébica de estas
membranas, suele ser no-espontaneo por procesos de transporte pasivo [1], siendo de
vital importancia para el correcto funcionamiento celular a nivel tisular; los canales iénicos
resultan dianas farmacolégicas de interés para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con la andmala regulacion de los impulsos eléctricos fisiologicos. Estas
patologias son variadas y pueden afectar la funcionalidad a nivel del sistema
cardiovascular, sistema nervioso central y periférico, asi como la funcién motora a nivel
muscular[1]. Algunas de las patologias relacionadas u ocasionadas por el anémalo o nulo
funcionamiento de los canales iénicos transmembranales a nivel celular han sido
enmarcadas dentro de un grupo denominado “canalopatias” [2] y comprenden desde
desérdenes cardiacos, como los sindromes de QT-largo (ocasionados por desregulacién
de los potenciales de accion dados por los canales de potasio presentes en el musculo
cardiaco) [3], hasta desérdenes neuroldgicos como la epilepsia y la migraia (los cuales
se presentan por disfunciones de distintos canales idnicos, asi como de receptores
acoplados a canales como son el receptor GABAA y los receptores nicotinicos)[4]; en
consecuencia, estas proteinas muchas veces son el origen y al mismo tiempo, son
potenciales dianas moleculares a intervenir en patologias que involucren desequilibrios

electroliticos a nivel intracelular.

Dentro de estos desdérdenes, resultan de interés para este trabajo, los dependientes de
dos tipos de canales ionicos: los primeros, son los de origen GABAérgico en sistema
nervioso central (SNC), tales como los trastornos neuroconductuales (ansiedad,
depresién, insomnio, entre otros), que resultan de hiper o hipo actividad neuronal dadas
por mecanismos que involucran una anémala conduccién nerviosa en sitios cerebrales
de alta concentracién de receptores GABAa [5]. El segundo tipo son las enfermedades
derivadas de la hiperexcitacion de canales idnicos mayoritariamente localizados en
células del sistema nervioso periférico, tales como neuralgias, neuropatias de
extremidades de caracter doloroso entre otras [6].

Es de notar que estas enfermedades pueden no resultar directamente mortales para los
pacientes que las padecen; sin embargo, dada la grave afectacidon que estos sufren en

cuanto a su calidad de vida y a las altas tasas de prevalencia e incidencia que se
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reportan [7], se hace necesario estudiar nuevas alternativas terapéuticas para el
tratamiento de estas enfermedades. En el caso de las patologias de caracter
neuroconductual, se suele tener una tasa de prevalencia subestimada, esto debido al
estigma social generado alrededor de estos padecimientos y en algunas regiones al
escaso acceso a metodos de diagnédstico efectivos [7]. Sin embargo, las estadisticas
existentes ya denotan una alta carga de este tipo de enfermedades sobre el sistema de
salud en paises como Colombia; donde para el afio 2015, al menos el 2.42% de los
pacientes hospitalizados se atendieron como consecuencia directa de un trastorno
mental [8]. A nivel mundial estas tasas y el subregistro de las mismas siguen una
tendencia similar, tan solo por trastornos de ansiedad, siendo asi, para el afio 2019 se
reportaron alrededor de 45 millones de pacientes afectados, sin contar con aquellos que
por diversos motivos no suelen atender su condicion [9]. Es notable también que ademas
del tabu que supone padecer una enfermedad de este tipo, los pacientes sufren
consecuencias debilitantes de su calidad de vida aun con los tratamientos actuales, los
cuales presentan diversos efectos adversos, ademas del peligro que supone la adiccién a
los psicofarmacos [10]. En cuanto al segundo tipo de enfermedades (aquellas que
afectan el sistema nervioso periférico), éstas suelen tener repercusiones importantes en
poblaciones con afecciones crénicas preexistentes. Para Colombia en el ano 2013, las
neuropatias dolorosas en, se presentaron en aproximadamente el 42% de pacientes con
diabetes mellitus [11] y en el 2016 se observd una prevalencia de esta afeccion entre un
30 y 68% de pacientes oncoldgicos tratados con diversos farmacos quimioterapéuticos
[12]. Esto hace que la gravedad de estas patologias aumente mientras que la adhesién
terapéutica de los pacientes con condiciones como las expuestas previamente al igual
que su calidad de vida disminuyan drasticamente. A esto se suma que la efectividad de
los farmacos existentes tales como gabapentina y la pregabalina no suelen proveer alivio
suficiente del dolor neuropatico al usar dosis que resulten seguras para pacientes con
regimenes farmacolégicos complejos [13, 14]. Estos factores resaltan aiun mas la
importancia del desarrollo de nuevas entidades farmacolégicamente activas, seguras y
efectivas para el tratamiento de estas condiciones, aumentando asi la esperanza y
calidad de vida de pacientes que ya viven con una enfermedad cronica de base [15].

Dada la necesidad de nuevas moléculas bioactivas para el tratamiento de enfermedades
como las expuestas previamente, se han desarrollado estrategias para el disefio racional

de compuestos con promisoria actividad biolégica y parametros aceptables de
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farmacocinética y farmacodinamica. Para este fin, se suele requerir el uso de
herramientas computacionales que faciliten la busqueda de nuevas entidades
moleculares que cumplan estos criterios [16]. Algunos de estos métodos buscan
similitudes moleculares con farmacos ya existentes [17], mientras otros se enfocan en la
modificacion de nucleos farmacoféricos ya conocidos [18] y los basados en el disefio de
novo, donde se toma como base el receptor bioldgico de interés, para el desarrollo de
moléculas que pueden interactuar con este [17]. Para los efectos de esta tesis resulto de
especial utilidad esta ultima estrategia llamada también disefio basado en el receptor, en
la cual mediante el conocimiento previo de la estructura de los receptores GABAa
(implicados en la modulacién de la sinapsis en SNC) y el canal de sodio dependiente de
voltaje NaV1.7 (diana molecular novedosa para el tratamiento de desérdenes
neuropaticos periféricos) [6], permitié la evaluacién in silico de las posibles interacciones
de estas biomoléculas con una biblioteca de compuestos heterociclicos planteados
desde el conocimiento previo de nucleos privilegiados en quimica medicinal [19]. Como
complemento a este disefio basado en el receptor, se realizé el calculo de descriptores
moleculares asociados con la farmacocinética de una posible molécula que se absorba

por via oral, esto de acuerdo con los criterios extendidos de la regla de 5 de Lipinski [20].

Las moléculas evaluadas mediante las herramientas computacionales contienen nucleos
heterociclicos de alto valor en quimica medicinal tales como pirimidina (presente en
farmacos antivirales, antineoplasicos, e inmunomoduladores, entre otros [21]), pirazol
(bloque estructural incluido en moléculas con actividad antimicrobiana, antiinflamatoria,
antidepresiva, entre otras [22]), tiazolidinona (el cual ha presentado actividad
antimicrobiana, antioxidante, antituberculosis, entre muchas mas [23]), tiazepinona
(heterociclo encontrado en la estructura de promisorios candidatos a farmacos
anticonvulsivantes y con efectos sobre SNC [24]) e indolinona (nucleo definido desde la
quimica medicinal como scaffold privilegiado en términos de diversidad en cuanto a su
actividad bioldgica en terapéutica [25]). Es de notar que ademas de estos nucleos, que
han exhibido un amplio espectro de actividad biologica [19], se incluyeron en algunos de
los prototipos moleculares planteados, fragmentos estructurales espirofusionados, puesto
que es bien sabido que dichas porciones estructurales mejoran las propiedades de
afinidad con receptores bioldgicos, dada la mayor restriccion conformacional respecto de
los analogos ciclicos fusionados [26]. Una vez realizado el cribado in silico, las moléculas

seleccionadas desde el punto de vista del interés farmacolégico como potenciales
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moduladores de las proteinas de estudio, fueron sintetizadas mediante protocolos
multicomponente o de sintesis lineal multipaso, estudiando los patrones de estructura-
reactividad, cinética de reaccién, y optimizacion de las condiciones de obtencién de
estas, en aras de mejorar los rendimientos, pureza y el cumplimiento de parametros de
sostenibilidad ambiental de acuerdo con los postulados de la quimica verde [27]. Dados
los topicos a tratar en este documento, se implica la cohesion de diversas areas de la
quimica como son la quimica medicinal, computacional, fisicoquimica, y la sintesis
organica. Asi pues, el presente manuscrito se ha organizado de la siguiente manera: una
primera seccién de marco tedrico y generalidades de las dianas moleculares a trabajar y
los conceptos basicos de las estrategias del disefio racional de farmacos relevantes para
este trabajo; luego se expondra la metodologia general de trabajo y por ultimo dos
grandes secciones, cada una de estas correspondiente a la investigacion computacional
y experimental de los compuestos planteados para modular el receptor GABAA y el canal
idnico dependiente de voltaje NaV1.7. En cada una de estas secciones se ha expuesto el
estado del arte de las investigaciones previas pertinentes a los blancos moleculares y a
los nucleos estructurales de interés planteados en cada caso, para asi dar paso a los
resultados computacionales y finalizando con los resultados experimentales. En una
ultima seccion se presentan las conclusiones generales del trabajo, asi como las
perspectivas, comentarios, productos académicos derivados de esta tesis y las

referencias empleadas para la construcciéon de este documento.
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Justificacion

Patologias que afectan el sistema nervioso como la ansiedad, la epilepsia y el dolor por
causas neuropaticas, son enfermedades que aunque no llegan a ser mortales,
disminuyen drasticamente la calidad de vida de quienes las padecen; en Colombia del 30
al 68% de los pacientes con diagnéstico y tratamiento para el cancer sufren de
neuropatia [12]; de los pacientes con diabetes mellitus, el 42% padece de dolores
neuropaticos asociados a esta afeccion; muchas de estas personas aun con los

medicamentos actuales no logran una calidad de vida que pueda llamarse “normal” [11].

Es aun mas dramatico el caso de los pacientes con enfermedades mentales asociadas a
los trastornos de ansiedad, donde la prevalencia oscila entre el 2,4 y el 18,2% de la
poblacion colombiana, quienes ademas de la estigmatizacion y discriminacion que sufren
por su padecimiento clinico, son proclives a desarrollar adiccién a los medicamentos que
mantienen su condicién psiquiatrica dentro los limites aceptables para llevar una vida en
sociedad; adoleciendo ademas los efectos adversos que tales medicinas puedan

presentar al administrarse de forma regular [28].

El estudio de nuevos tratamientos es imperativo dadas las razones expuestas
anteriormente; siendo asi, este proyecto pretende abordar este problema desde las
estrategias in silico de la quimica medicinal y el desarrollo sintético de la quimica
organica, e intenta proponer moléculas viables desde el punto de vista farmacolégico asi
como econdmico, mediante el desarrollo de estudios de docking molecular, evaluacién
virtual de propiedades fisicoquimicas que permitan determinar la biodisponibilidad de los
prototipos, protocolos de sintesis ambientalmente sostenibles, eficientes y que puedan a

largo plazo ser escalables o al menos reproducibles en condiciones de laboratorio.
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Objetivos

Objetivo general.

Sintetizar y estudiar las rutas de obtencion de compuestos de nucleo heterociclico

pirazdlico, pirimidinico, tiazepindénico y tiazolidinico con potencial terapéutico por

modulacion de la accion biolégica de proteinas de transporte idnico tales como el

receptor GABAa y el canal de sodio dependiente de voltaje NaV1.7.

Objetivos especificos.

1.

3.

Seleccionar los derivados mas promisorios en cuanto a actividad biolégica,
mediante aproximaciones in silico sobre los receptores moleculares GABAA y
Nay1.7., mediante docking molecular y estrategias computacionales de prediccion

de propiedades fisicoquimicas asociadas a los fendmenos ADMETox.

Obtener los derivados seleccionados con buenos rendimientos mediante
estrategias sintéticas novedosas empleando métodos de calentamiento no
convencional y/o rutas de sintesis orientadas a la diversidad estructural, asi como
caracterizar estos productos mediante técnicas espectroscopicas como infrarrojo,
resonancia magnética nuclear protonica ('H-RMN), carbono-13 ('*C-RMN) y
experimentos bidimensionales (HSQC y HMBC) y en caso de obtener

monocristales, difraccion de rayos X.

Ampliar el conocimiento de los aspectos estructurales, termodinamicos y cinéticos
que afectan el curso de algunas de las reacciones clave para la sintesis de los
nucleos heterociclicos de interés y los rendimientos globales de las rutas

sintéticas planteadas para la obtencion de las moléculas objetivo.



Capitulo 2. 3

1.Capitulo 1: Marco tedérico.

En esta seccion se exponen los conceptos, definiciones y estado del arte de la tematica
trabajada en este documento. En primera instancia se introduce al lector en el contexto
de las dianas biolégicas estudiadas de forma computacional en acoplamiento con las
moléculas disefiadas; luego se desarrollara un marco de referencia del disefio de
farmacos asistido por computador. Por ultimo, se explicaran las generalidades de los

nucleos heterociclicos que son objeto de estudio computacional y sintético.

1.1 Canales ionicos.

Los canales ionicos se definen como proteinas transmembranales que forman
porosidades acuosas capaces de permitir el paso de hasta 107 iones por segundo de un
lado a otro de la membrana celular (Figura 1) [29]. Dentro de sus funciones se
encuentran, mantener el gradiente de fuerza idnica a través de la bicapa lipidica, ademas
de cumplir funciones inhibitorias o excitatorias en células nerviosas, cardiacas y de
musculo esquelético. Esto se logra mediante el paso o bloqueo de iones mediante
cambios conformacionales inducidos por dos vias que pueden ser. cambios en el

potencial eléctrico de la membrana o por accién de mensajeros intracelulares [30].

Estas proteinas pueden clasificarse de acuerdo con su selectividad por ciertos tipos de
iones como son los canales de sodio, potasio, o cloruro entre otros; también son
clasificados por el tipo de sefializacion que induce la apertura o cierre de estos como
inducidos por voltaje, e inducidos por ligando [29]. Los canales inducidos o mediados por
voltaje, como su nombre lo indica, presentan apertura dada la diferencia de potencial
eléctrico entre el exterior y el interior de la membrana celular, de forma que estos canales
se regulan por potenciales de accién los cuales a su vez estan dados por gradientes de
fuerza iénica en la membrana de células como son los miocitos (musculares) y neuronas
(nerviosas). Esto hace que dichos canales se asocien con la conduccion de energia
bioeléctrica y su ubicacion en tejidos se da preferencialmente en el musculo liso y en

sistema nervioso, tanto central como periférico [30][31].
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Figura 1-1. Representacion general de los canales idnicos en la membrana celular’.
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En cuanto a los canales i6nicos mediados por ligando, se tienen los canales acoplados a
proteinas G, receptores dependientes de neuropéptidos, de histamina, receptores
adrenérgicos, muscarinicos, asi como receptores de tipo GABAérgicos. Estos tienen
como caracteristica comun que la apertura o cierre de los mismos depende de moléculas
pequefas, usualmente neurotransmisores, que al unirse a ciertos dominios de la
estructura de estos receptores, generan cambios conformacionales causados por el
plegamiento de estas proteinas permitiendo asi el paso de iones a través de la

membrana [32].

Para el interés especifico de este trabajo, se hace hincapié en dos canales iénicos; el
primero es el receptor GABAA el cual es objeto de estudio de la primera parte del trabajo.
El segundo es el canal i6nico de sodio mediado por voltaje NaV1.7., objeto de la segunda
parte de este documento. Ambos receptores estan presentes en células del sistema
nervioso y tienen en comun el hecho de que su modulaciéon puede conllevar a efectos
terapéuticos deseables para el tratamiento de patologias neuropsiquiatricas,

neuromotoras y/o relacionadas con dolor no nociceptivo [5] [29].

" Figura creada en www.biorender.com.
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1.1.1 Receptor GABAA.

Este receptor pertenece a la subdivision de canales idnicos modulados por ligando y su
nombre proviene del ligando enddgeno que provoca la apertura de este; el acido gamma-
aminobutirico GABA (Figura 1-2); responsable de desencadenar la entrada de aniones
cloruro al interior de la célula (Figura 1-3). Dicho proceso genera una hiperpolarizacion,
que a su vez efectia una disminucién en el potencial eléctrico de la membrana celular.
En este sentido, este receptor es considerado un canal idnico de tipo inhibitorio, y
precisamente la accién biolégica del mismo consiste en la disminucion de la conduccién
nerviosa presinaptica en aquellas neuronas donde esta presente, usualmente en el

sistema nervioso central [33].

Figura 1-2. Estructura del acido gamma-aminobutirico (ligando enddgeno del receptor
GABA).

O

H N\/\)J\
2 OH

A nivel estructural, el receptor GABAAa esta conformado por cinco subunidades ais; B1-3;
y1-3; ©; 8 y p13 (Figura 1-4). Dependiendo de la distribucién de dichas subunidades en la
estructura del receptor, surgen isoformas que varian en abundancia y ubicacién en
ciertas regiones cerebrales [34]. La estructura de diversas de estas isoformas ha sido
elucidada exitosamente a partir de la extraccién y purificacion de esta proteina desde
diversos organismos y usando técnicas analiticas como la difraccion de rayos X en
monocristal, la resonancia magnética nuclear y mas recientemente, la criomicroscopia
electrénica [35][36].
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Figura 1-3. Estructura tridimensional del receptor GABAA?

Esta elucidacion estructural ha permitido la apreciacion de dominios alostéricos de
recepcion de ciertas moléculas exdgenas como son las benzodiazepinas (BDZs),
neuroesteroides, derivados de picrotoxina, barbituricos, etanol, entre otros (Figura 1-4)
[34].

Figura 1-4. Algunos sitios de recepcién de sustancias endogenas y exdégenas en la
estructura del receptor GABAA®

= Receptor GABA. y su rol en patologias neuropsiquiatricas.
La accion inhibitoria del receptor GABAa lo posiciona como una diana farmacoldgica

interesante para un posible tratamiento de patologias ocasionadas por desregulacién de

2 Figura obtenida con el programa Discovery Studio a partir de la proteina 6DWO0 depositada en el
PDB [35].
3 Tomado de la referencia [33].
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la conduccion eléctrica a nivel del SNC. Estos desoérdenes suelen ser desencadenados
por desequilibrios en los niveles de ciertos neurotransmisores como serotonina,

norepinefrina, e incluso el mismo acido gamma-aminobutirico (GABA)[37].

Las enfermedades relacionadas con niveles andmalos de estos neurotransmisores
suelen aparecer como condiciones o trastornos de ansiedad, los cuales en la actualidad
son conocidos y tratados mediante el uso de farmacos, cuyo mecanismo de accion se
basa justamente en la modulacion de los niveles de GABA a nivel de su receptor GABAA
[38]. Estos farmacos suelen tener como caracteristica comun la presencia del nucleo

heterociclico benzodiazepina en su estructura (Figura 1-4).

Figura 1-5. Estructura de algunos farmacos moduladores de GABAa de nucleo
benzodiazepinico (Resaltado en rojo en las estructuras).

2
O o o
Diazepam Alprazolam Clonazepam

El mecanismo de accion de las benzodiazepinas incluye la modulacion alostérica positiva
del receptor GABA,; esto es, la union de estas moléculas a un sitio auxiliar en la
estructura terciaria de la proteina incrementando la afinidad del ligando enddgeno por el
receptor, incidiendo en la frecuencia de apertura del canal. Esto ocasiona la entrada de
una mayor cantidad de iones cloruro a las neuronas, generando una menor excitabilidad

de las células del tejido neuronal (Figura 1-5) [39].
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Figura 1-6. Mecanismo de accién de las benzodiazepinas en el receptor GABAA*.

GABA A receptor synaptic cleft
benzodiazapine
(BDZ) binding site
benzodiazapine
gamma
sub-unit

post-synaptic membrane

cytoplasm

A pesar de las ventajas que pueden presentar estos medicamentos, algunos efectos
adversos como desordenes del ciclo de suefio-vigilia, dependencia y subsecuente
sindrome de abstinencia al hacer ajustes en la dosis, asi como la disminucion general de
la calidad de vida del paciente [10], han llevado a la busqueda de nuevas alternativas

farmacologicas para el tratamiento de estos desordenes neuropsiquiatricos.

1.1.2 Canal de sodio dependiente de voltaje NaV1.7.

A diferencia del receptor GABAa mencionado anteriormente, el canal de sodio Nav1.7, se
encuentra mayoritariamente en tejido de caracter nervioso. Es bien sabido que esta
isoforma es especialmente abundante en neuronas del sistema nervioso periférico. A
nivel estructural, los canales de sodio en general estdn constituidos por cuatro
monomeros acoplados que forman el poro de entrada y salida de los iones sodio a través

de la membrana celular (Figura 1-7) [40].

4 Tomado de la referencia [38].
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Figura 1-7. Estructura tridimensional del canal NaV1.7.°
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Las isoformas de estos canales (NaV1.1 a NaV1.9) resultan de las nueve subunidades o
distintas que pueden formar la estructura selectiva a la entrada de los cationes sodio,
cada subunidad contiene seis segmentos transmembranales (S1 — 6) que generan el

dominio sensible a diferencias de potencial eléctrico [41].

Las distintas isoformas de este canal de sodio, resultan mas o menos sensibles a
compuestos naturales que tienen la capacidad de bloquear total o parcialmente la
apertura del poro, inhibiendo el paso de iones sodio a través de la membrana celular;
algunas de estas sustancias son reconocidas toxinas tales como la tetrodotoxina,
proveniente del pez globo, del pulpo australiano y algunas ranas de Sudamérica [42]; o la
saxitoxina proveniente de las algas verde-azules [43] (Figura 1-8). Por el contrario,
también se encuentran algunas toxinas que actian como activadores de estos canales,
este es el caso de la veratridina y la batracotoxina, provenientes también de fuentes

naturales.

5 Figura obtenida con el programa Discovery Studio a partir de la proteina 6J8G depositada en el
PDB [46].
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Figura 1-8. Estructura de algunas toxinas inhibitorias de la funcion de los canales de
sodio.

O
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= Canal de sodio NaV1.7. y su rol en patologias del sistema nervioso periférico.

La funcion de esta familia de proteinas se centra en la generacion de potenciales de
accion para la excitacion de células de tipo neuronal y cardiaco (Figura 1-9); jugando un
papel importante en el correcto funcionamiento de las células encargadas de la
regulacién del ritmo cardiaco y en la transmision de las sefiales de dolor a nivel nervioso,
como es el caso de la neuropatia periférica; trastorno en el cual por diversos motivos
como pueden ser dafo nervioso periférico, infecciones virales, tratamientos por
quimioterapia, entre otros, se puede dar una sobre o sub-excitacion neuronal,
generandose muchas veces dolor que no responde a tratamientos con antinflamatorios y

analgésicos comunes [44].
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Figura 1-9. Funcionamiento de los canales de sodio dependientes de voltaje®.

Voltage-sensing
domains ACTION POTEMTIAL

Y

< 9 Sodium

Qv Outside
neuron

of
@

— Positively charged
particle

neunon

Los farmacos usados actualmente para el tratamiento del dolor crénico consecuencia de
dafios en el sistema somato-sensorial (neuropatias), pueden clasificarse en tres grandes
familias que difieren en cuanto al mecanismo farmacolégico de accion para aliviar esta
dolencia; la primera se refiere a los antidepresivos ftriciclicos que inhiben la recaptacion
de neurotransmisores como la serotonina y la norepinefrina; la segunda familia que
comprende anestésicos locales como la lidocaina y la tercera, que hace referencia a
medicamentos que bloquean canales de calcio dependientes de voltaje, como la
gabapentina (Figura 1-10) [45]; aun cuando estas tres lineas de accion terapéutica son
utilizadas en la actualidad, son pocos los pacientes que logran un alivio real y aumento
en su calidad de vida, una vez han sido diagnosticados con esta condicion clinica; es por
esto que multiples investigaciones en el campo de la farmacologia, en conjuncién con la
quimica bio-organica y medicinal se han publicado dejando en evidencia la necesidad de

nuevas entidades farmacoldgicas para el tratamiento de estas afecciones.

6 Tomado de la referencia [38].
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Figura 1-10. Estructura de tres farmacos usados para el tratamiento de afecciones
somatosensoriales y dolor neuropatico.

H,N i N
2 NWK\N/\
H HO )
COo,H HN °
Pregabalina Gabapentina Lidocaina

= Nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento del dolor neuropatico.

Compuestos que bloquean las entradas simpaticas y la produccion del neurotransmisor
peptidico conocido como sustancia P, han sido propuestos como posibles tratamientos
de esta dolencia. Entre estos se encuentran la capsaicina y la lamotrigina (Figura 1-11);
otro grupo farmacolégico que podria resultar de interés es el resultante de la modulacién
de los receptores opioides en neuronas periféricas; siendo asi, se proponen farmacos
como el tramadol, fentanilo, entre otros. Aunque recientemente se ha observado que
estos compuestos presentan una moderada efectividad analgésica, tienen la gran
desventaja de generar un alto grado de dependencia al administrarse en un régimen

croénico [6].

Figura 1-11. Estructura quimica de la capsaicina y lamotrigina.
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La modulacion de los canales ionicos de calcio, receptores GABA y N-metil-D-aspartato
(NMDA), ha sido investigada, resultando en tratamientos con moderada eficacia.
Ejemplos relativamente exitosos de estos estudios dieron pie al desarrollo de los
farmacos gabapentina y pregabalina; sin embargo, su uso resulta limitado por su pobre

selectividad hacia las dianas especificas en neuronas periféricas, resultando en
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interaccion e incluso bloqueo de los canales idnicos acoplados al musculo cardiaco,

generando desequilibrios eléctricos en las células del corazoén [6].

Recientemente se logré elucidar mediante cristalografia de rayos X en monocristal, la
estructura del canal de sodio NaV1.7 [46]. Sabiendo que este tipo de canales son
ubicuos en las células excitables del cuerpo humano y que esta isoforma en especial es
abundante en las neuronas del sistema nervioso periférico, se propuso dicha
macromolécula como una diana farmacolégica de interés para el tratamiento de
neuropatias dolorosas; esto dada su implicacién directa en estos procesos de dolor no
nociceptivo. Dicho canal fue cocristalizado con tetrodotoxina, lo cual resulta en la
sorpresiva propuesta de emplear derivados o analogos estructurales de esta como
posibles prototipos promisorios en el tratamiento de dicha dolencia, que puede disminuir
drasticamente la calidad de vida de los pacientes que la sufren. Ademas de derivados de
toxinas bioldgicas, recientemente se ha empleado un farmaco bloqueador de los canales
de sodio denominado vixotrigina; su eficacia ha sido probada y se tienen resultados
prometedores acerca de su uso cronico. Sin embargo, no se ha observado que este
farmaco pueda reemplazar totalmente la terapia con analgésicos, lo que implica un
régimen terapéutico combinado y de cierta forma complejo, lo que puede ocasionar
interacciones medicamentosas indeseables asi como una menor adherencia del paciente

al tratamiento [47].

1.2 Diseno racional de farmacos.

El descubrimiento de nuevas entidades quimicas con propiedades farmacolégicas de
interés, es una tarea ardua y de dificil consecucion; entre 12 y 15 afos de estudios pre- y
clinicos son requeridos en promedio para obtener un nuevo medicamento [48]. Sin
embargo, en los ultimos anos, algunas estrategias para el disefio de novo de moléculas
bioactivas y con mayor probabilidad de llegar a la etapa de ensayos clinicos han sido
desarrolladas; entre estas metodologias se puede encontrar el disefo de farmacos
asistido por computadora (DIFAC), que comprende estrategias basadas en los ligandos y
en los receptores, haciendo posible con el conocimiento de las bases moleculares de la
patologia a investigar, y permitiendo asi desarrollar moléculas de conocida actividad
como el imatinib, gefitinib, erlotinib, y farmacos usados para el tratamiento de ciertos

tipos de cancer[16]. Dentro de los objetivos de esta aproximacion se pueden enmarcar
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tres principales: el descubrimiento de nuevas moléculas farmacolégicamente activas,
optimizacion de moléculas conocidas y cribado de extensas bibliotecas moleculares para

la obtencion de los prototipos con mayor probabilidad de actividad biolégica [49].

Dado que este trabajo se basa en la metodologia del disefio racional de farmacos
mediante el uso de herramientas computacionales, en este apartado se trataran los
modelos in silico para la prediccion de las propiedades farmacocinéticas, farmacologicas

y toxicolégicas de interés para los propdsitos de esta investigacion.

1.2.1 Modelos cuantitativos de relacion estructura-actividad
(QSAR).

La prediccion de ciertos parametros como la toxicidad y biodisponibilidad de un
compuesto se basa en métodos cuantitativos de relacion estructura — actividad (QSAR),
los cuales se basan en la interpretacion de cierta propiedad (no necesariamente actividad

biolégica) como una funciéon de ciertos descriptores de la estructura quimica.

Pese a la naturaleza computacional del modelo per se, esta aproximacion requiere el uso
de datos experimentales de una serie de compuestos de la familia de sustancias a
analizar; usualmente se utiliza la informacion consignada en bases de datos como el
Drugbank, World Drug Index, entre otras [50]. Aunque cada modelo QSAR requiere de un
manejo matematico y estadistico diferente hay ciertos pasos comunes a todas las

investigaciones de este tipo; esta secuencia comun se presenta en la ilustracion 1 [51].
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llustracién 1. Algoritmo general de la investigacion QSAR’.
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1.2.2 Propiedades fisicoquimicas deseables: Criterios de
Lipinski.

En 1997 el investigador de la multinacional PFIZER, Christopher A. Lipinski, formuld su
ahora conocida regla de 5 de Lipinski; una herramienta empirica que resulté de la
evaluacion experimental y computacional de distintas moléculas de conocido uso
terapéutico, de su correlacion con algunas propiedades fisicoquimicas y la posible
biodisponibilidad oral que estas presentan al ingresar en el entorno fisiologico. Esta regla
se condensa en los siguientes postulados, donde los parametros tienen relacién
numérica de multiplos de cinco (por ello su nombre ‘regla de 5”) y aunque no es
mandatorio que todas las estructuras moleculares que se deseen ensayar como posibles
candidatos a farmaco las cumplan, es deseable que no se violen mas de dos de estos

sencillos parametros [20].

1. La molécula no debe tener mas de 5 atomos donadores de puente de hidrégeno.
2. El peso molecular del compuesto no debe exceder los 500 Da.

7 Adaptado de la referencia [50].
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3. El compuesto no debe tener un logaritmo de la constante de particién (Kow) 6
LogP mayor a 5.
4. La estructura no debe poseer mas de 10 atomos aceptores de puente de

hidrégeno.

Es de notar, que todas las anteriores propiedades tienen relacion directa con la
permeabilidad de las membranas a traspasar en el transporte de un farmaco hasta su
sitio de accion; siendo asi, debe haber un balance entre lipo e hidrofilicidad en la
molécula de estudio; esto en busca de una absorcion eficiente, pero sin una eliminacién o
metabolizacion inmediata de este. Un peso molecular excesivamente alto impide el paso
de la membrana intestinal, pero un compuesto muy pequefio tiene el riesgo de ser poco

selectivo a la diana terapéutica de interés.

Los parametros 1y 4, relacionados con los atomos donadores y aceptores de enlaces de
hidrogeno también afectan la capacidad de un farmaco de permear las barreras

biolégicas de naturaleza fosfolipidica [52].

Algunos de estos parametros han sido corregidos a través del tiempo, buscando mejores
aproximaciones al disefio de compuestos biodisponibles al administrarse oralmente; asi
mismo, buscando una concordancia entre valores calculados computacionalmente por
distintos métodos y los determinados experimentalmente; ejemplo de esto es el MLogP 6
logaritmo de la constante de particion calculado mediante el método de Moriguchi [53],

para el cual, el valor aceptado debe ser menor a 4,15 [54].

1.2.3 Propiedades toxicolégicas.

La toxicidad de un compuesto quimico puede ser asociada a distintos efectos negativos
sobre las funciones biolégicas de un ser vivo; entre estos, se puede encontrar dafos al
genoma, carcinogenicidad o dafo a tejidos que pueda conllevar a la muerte o a serias

enfermedades.

Modelos como la toxicidad aguda en rata permiten dar cuenta de los posibles efectos que
una sustancia generaria al ingresar al organismo humano; indicadores cuantitativos de
esto son las dosis letales medias (LDso por sus siglas en inglés) y concentraciones letales
medias (LCso por sus siglas en inglés) dadas en mg/Kg (de peso corporal) y en M/Kg (de

peso corporal) respectivamente; estas son cantidades de sustancia que administradas en
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100 sujetos de prueba se produce la muerte a 50 de ellos por causa del compuesto

evaluado [55].

El parametro de carcinogenicidad se puede estimar mediante un parametro analogo al
LDso denominada dosis tumorigénica media (TDso por sus siglas en inglés) donde se
evalua la dosis a la cual la mitad de la poblacion expuesta de manera crénica a un

agente potencialmente carcinogénico desarrolla tumores [56].

La mutagenicidad se define como la capacidad que tiene un compuesto de generar dafno
a nivel genético expresado como mutaciones irreversibles a nivel fenotipico en
generaciones posteriores a las del sujeto expuesto a la sustancia en cuestidn [57]; el test
de Ames, es una forma de evaluar de forma rapida este parametro para una bateria de
posibles sustancias mutagénicas; se basa en la induccién de mutaciones en genoma
bacteriano (usualmente se usa como sujeto de prueba una colonia de Salmonella
typhimurium) en un cultivo con un licuado de tejido hepatico de mamiferos (rata o
humano), esto para introducir el factor metabdlico que algunos compuestos requieren

para activar su potencial mutagénico [58].

1.2.4 Acoplamiento molecular.

El docking o acoplamiento molecular es una técnica de pre-filtrado de moléculas con
potencial actividad sobre una diana bioldgica de interés terapéutico; estd enmarcada
dentro del llamado disefio de farmacos basado en el receptor; para el desarrollo de esta
estrategia se requiere en primera instancia el conocimiento previo de la estructura
tridimensional de la macromolécula biolégica que se quiere intervenir mediante accién
farmacoldgica; para esto se requiere la elucidacion de la estructura terciaria del receptor
anteriormente mencionado, por medio de técnicas como la cristalografia de rayos X, y
técnicas bidimensionales acopladas de resonancia magnética nuclear. Con base en esta
informacion previa se pueden realizar estudios de interaccion entre el posible farmaco de
estudio y la diana biologica de interés terapéutico; esta labor se realiza gracias al
compilado de estructuras 3D de proteinas, enzimas y receptores biolégicos consignados
en bases de datos como el PDB (Protein Data Bank), BRENDA (BRaunschweig ENzyme
Database), entre otras. El protocolo general de trabajo con los receptores, para realizar la

prediccion mediante docking molecular se esquematiza en la ilustracion 2.
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llustracién 2. Tratamiento del receptor para realizar docking molecular.
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El tratamiento del ligando requiere la busqueda de una conformacion 6ptima para
interactuar con el receptor; asi pues, se realiza primero una optimizacién de la estructura
molecular del compuesto de interés, esto se hace mediante paquetes computacionales

que permitan este calculo usando aproximaciones mecano-clasicas o0 mecano-cuanticas.

Por ultimo, una vez hecho el pretratamiento del receptor y del ligando se realiza el
acoplamiento en una zona especifica de la macromolécula si se conoce el sitio activo o
de interaccién 6ptima con el compuesto a probar; asi pues, generando un “grid” o caja

imaginaria que encierra el sitio aceptor [59].

El docking molecular permite evaluar las diferentes interacciones cohesivas o disociativas

entre el ligando y la proteina (o receptor molecular) algunas de estas pueden ser:

1. Fuerzas electrostéaticas: Inherentes a la presencia de cargas. Usualmente se dan
carga — carga, dipolo — dipolo y carga — dipolo.

2. Fuerzas electrodindamicas: Usualmente enmarcadas dentro de las fuerzas
intermoleculares de Van der Waals.

3. Interacciones estéricas: Se dan por cercania de dos moléculas o fragmentos
estructurales; estas suelen afectar la reactividad quimica y ciertos aspectos
conformacionales.

4. Fuerzas relacionadas con el disolvente: Como su nombre lo indica, se dan por
presencia de un disolvente que estd en contacto con las moléculas que

interactuan.
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Para evaluar estas interacciones y la energia de estabilidad del complejo Receptor —
Ligando en términos de energia libre de Gibbs (AG) o de la constante de unién (Kd), se
utiliza un campo de fuerza que en el software AutoDock esta definido segun la ecuacion
1.

AG = ( nlace No enlace) + ( nlace No enlace) + ( nlace V No enlace + A-S‘Conformacion)

Ecuacion 1. Campo de fuerza para la determinacion de la energia libre de Gibbs del
complejo Receptor ligando. Donde V es la energia potencial. R hace referencia al
receptor, L al ligando y AS al cambio de entropia.

Dependiendo del tipo de algoritmo utilizado para hallar las conformaciones 6ptimas que
llevan a la determinacion de la energia libre de union R-L el campo de fuerza puede
simplificarse aun mas. Asi pues, se pueden realizar aproximaciones donde tanto la
macromolécula y el ligando pueden ser rigidos (solo se contemplan 3 grados de libertad
rotacionales y traslacionales); donde el ligando es flexible mientras el receptor es rigido,

0 ambos pueden ser flexibles [60].

1.3 Nucleos heterociclicos de interés.

En el desarrollo de esta tesis se llevaron a cabo reacciones de sintesis de compuestos
heterociclicos con cinco nucleos que resultaron de especial interés para la quimica
medicinal; una breve introduccién a sus propiedades fisicas y quimicas se desarrollara en

esta seccion.

1.3.1 Pirazoles.

= Estructura de los pirazoles.
Los pirazoles o 1,2 diazoles, son compuestos heterociclicos de 5 miembros con 2 atomos
de nitrégeno en posiciones vecinales; son isomeros de posicion de los heteroatomos, de

los bien conocidos imidazoles o 1,3-diazoles (Figura 1-12) [61].
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Figura 1-12. Estructuras de los isdmeros de posicion 1,2 y 1,3 diazol (pirazol e imidazol).

1
H
.|| 5N
N 2 [/>2
4 —N

3
Pirazol Imidazol
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wZ\ ZT -~

Los pirazoles al igual que su isébmero de posicion son compuestos aromaticos,
cumpliendo la regla de Huckel (4n+2), el criterio de planaridad y presentando sefiales en
resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono en las respectivas regiones de
desplazamiento quimico aromatico ("H-RMN: &: 6 — 8 ppm y "*C-RMN: &: 100 — 170 ppm)
(Tabla 1).

Tabla 1. Desplazamientos quimicos en resonancia magnética nuclear del pirazol.

Numerode Ho C Desplazamiento quimico Desplazamiento quimico
'H-RMN 3C-RMN
1 12.64 -
3 7.61 134.6
4 6.31 105.8
5 7.61 134.6

En cuanto a caracteristicas como el momento dipolar, distancias y angulos de enlace,
estas fueron calculadas a partir de técnicas como espectroscopia de microondas; siendo
el primero de estos parametros con una magnitud de 1.92 D y una direccién desde el
centro de la molécula hacia el enlace entre los atomos 2 y 3. Es de notar que el enlace

entre las posiciones 3 y 4 es el mas largo del sistema (Figura 1-13 Ay B) [62].
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Figura 1-13. A. Distancias de enlace en A encontradas para el pirazol. B. Angulos de
enlace en grados (°) encontrados para el pirazol, en rojo se senala el momento dipolar
neto de la molécula en Debyes (D).

1.36 A
H 1.35A 106.4° H 113.1°
\ N\/ 3 , _N(
1.37 A=~ || N | N
Y XN 133A TN 104.1°
104.5° 1.92D
142 A 111.9°
A B

En cuanto a la naturaleza electrénica del pirazol, se puede decir que este es un
heterociclo t-excedente debido al criterio del numero de electrones 1T deslocalizados
endociclicos con relacion al nimero de atomos que conforman el ciclo; sin embargo,
calculos tedricos de la distribucion de la nube electrénica en el anillo pirazélico (Figura 1-
14), asi como algunas de las reacciones que presentan dan cuenta de un caracter 1-

anfétero con sitios electro-excesivos y electro-deficientes [62].

Figura 1-14. Carga 1 total y en cada atomo del anillo pirazdlico; calculada mediante el
método de orbitales moleculares de Hiickel (HMO).

Balance n = -0.031
+0.300

-0.269
\0/(3/

HNT\
—>+0.025
+0.051

-0.107

Dada la alta movilidad de carga dentro del anillo heterociclico, se observa un fenédmeno
de tautomeria 1H — 2H, por lo cual, la posicion del hidrégeno indicado en este compuesto

podria ser tratado como un sistema de 3 centros y 2 electrones (3c2e) [63].

8 Adaptado de la referencia [61].
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Esquema 1-1. Ejemplo de tautomeria 1H — 2H del pirazol.

H

N/N H‘~ /N
N =—| | =— v
/‘\} =
R . ,
3-metil-1H-pirazol 5-metil-1H-pirazol

= Reactividad de los pirazoles.
Dadas las caracteristicas electrénicas de este nucleo heterociclico y su caracter

aromatico, estos pueden presentar las siguientes reacciones.
Reacciones acido — base.

Dado que el pirazol contiene un atomo de nitrégeno de caracter azometinico, puede
presentar un caracter basico de Bronsted, puesto que no compromete la conjugacién del
sexteto aromatico que lo conforma. El acido conjugado del pirazol posee un pKa de 2.52,
lo que implica que es una base relativamente débil; es de notar que los pirazoles pueden

ser precipitados como picratos de pirazolio (Esquema 1-2) [62].

Esquema 1-2. Reaccién acido — base entre el pirazol y el acido picrico.

] OH NO,
N/N 02N N02 O@ H\@/H
Ly - — )

L/
OZN N02
NO,

Los pirazoles no sustituidos en la posicidon 1, presentan un caracter acido de Bronsted,
con un pKa de 14.21, esta acidez puede comprobarse experimentalmente por reaccion
de este nucleo con sodio metalico o hidruro de sodio generando el pirazol-1-uro de sodio,
el cual, al ser tratado con una solucién de nitrato de plata, genera el intercambio del
metal. El producto de dicho intercambio resulta ser ligeramente soluble en agua
(Esquema 1-3A). Si el pirazol esta sustituido en el nitrdgeno de la posicion 1 se puede
realizar una desprotonacién del carbono 5 generando un carbanién altamente reactivo
que puede ser usado como nucledfilo para la derivatizacion del anillo pirazdlico en dicha

posicion (Esquema 1-3B) [63].
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Esquema 1-3. Reaccién de desprotonacion del pirazol. A. N-desprotonacion con sodio y
luego precipitacion por intercambio del metal. B. C-5 desprotonacion con BuLi y posterior
reaccion con electréfilos.

Ag
H B e ® /
A N/N NaoNaH N/N Na AgNO4 N/N
> - +
H\/) THF “\/) W NaNO,
R R R
| |
B NN BuLi ~N

|
“\/> THE UU - '\\E>75

Los N-metal pirazoles 5-sustituidos también son nucledfilos fuertes y dada la tautomeria
1H-2H, se presenta la deslocalizacion del anién y por tanto mezcla de productos en
reacciones con electréfilos; un ejemplo de esto es la metilacion de la sal sodica del 5-
metil-1(2)H-pirazol (Esquema 1-4). Los N-aniones del pirazol pueden reaccionar para
generar no solo los 1(2)-alquilpirazoles, sino también en procesos de acilacion,

metilsulfonacién, metoxicarbonilacién y trimetilsililacion.

Esquema 1-4. Metilacion de la sal sédica del 5(3)-metil-1H-pirazol.

/
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N
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Reacciones de sustitucion electrofilica aromatica.

Siendo los pirazoles compuestos aromaticos T-excesivos, presentan reacciones de
sustitucion electrofilica aromatica con cierta facilidad; sin embargo, a diferencia del
benceno, todos sus atomos constituyentes no son equivalentes quimica ni
electrénicamente, pues habra posiciones preferenciales de reaccion con electréfilos en

este tipo de procesos.

Las posiciones mas reactivas del pirazol son la posicion 1 y 4; éstas estan dadas por la

acumulacion de densidad electrénica sobre los atomos, sin embargo, al plantear las
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formas canodnicas de este compuesto (Esquema 1-5), esto no resulta facilmente

evidenciable.

Esquema 1-5. Estructuras resonantes del pirazol.

H H H H H
O o ade gl
N~ N=go N=N N7\ NN N~
Pl T L)l
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©
1 2 3 4 5

En las estructuras resonantes del pirazol se observa que la forma aniénica puede estar
presente en todas las posiciones de la molécula, sin embargo, de acuerdo con las reglas
empiricas para el planteamiento de las estructuras de mayor contribucién al hibrido de
resonancia de una molécula conjugada. Las cuales dictan que segun la ley de Coulomb,
las cargas opuestas deben tener la minima separacién posible y que la carga debe estar
depositada en un atomo con una electronegatividad concordante al signo de la carga
[64]; siendo asi, del esquema 1-5, podria decirse que las estructuras candnicas mas
contribuyentes al hibrido de resonancia seran 5, 4 y 2, por tanto, la carga estara
mayormente estabilizada en estas estructuras; lo cual no necesariamente implica que
sean las mas reactivas, esto debido a que segun el postulado de Hammond [65] sera la
cercania de los intermedios o intermediarios en términos de energia libre al estado de

transicién, la que determine la estructura de este, y por tanto su energia interna.

Dado esto, se debe analizar la reactividad del pirazol en términos de la cinética, en este
tipo de reacciones desde lo observado en la figura 1-14 de este documento, en donde se
muestra que la densidad de carga negativa en el anillo se encuentra en las posiciones
N-1y C-4. En cuanto al componente termodinamico se debe analizar la estructura de los
complejos o-catidnicos no favorecidos (Esquema 1-6) y aquellos que si lo son (Esquema

1-7) y que resultan claves en el mecanismo de este tipo de reacciones [64].
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Esquema 1-6. Analisis de las estructuras resonantes de los complejos ¢ no favorecidos
termodinamicamente.

1 7 3
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~a N \N/N N N\
N R @ - \\)
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Complejo 6 - N2

En el esquema 1-6 se pueden observar los 3 complejos o resultantes de la adicién del
electréfilo en las posiciones C-5, C-3 y N-2; en un pirazol 1-sustituido, los dos primeros
conducen a una forma resonante donde se observa un catién ubicado en el nitrégeno 2
no cuaternizado; por lo tanto, incapaz de estabilizar esta carga positiva de forma
eficiente; esto hace que el hibrido de resonancia sea altamente energético y por tanto
desfavorecido en términos termodinamicos. El tercero de estos complejos o es poco
viable dado que la sustitucion en la posicién 1, no permite la eliminacion de un hidrégeno
para dar término a la reaccién y por tanto simplemente resulta en la formacién de la sal

de pirazolio cuaternaria.

En contraste, el esquema 1-7 muestra las estructuras resonantes de los complejos ¢
resultantes de la adicion de un electréfilo en las posiciones N-1 y C-4, en donde no se
observan estructuras con cargas positivas depositadas en nitrégenos no cuaternizados,
sin embargo, la primera de estas genera la desaromatizacion del sistema si esta posicion
esta sustituida, y por tanto un aumento bastante importante en la energia interna en este
intermediario. Siendo asi podemos decir que la unica posicion donde resulta favorable
cinética y termodinamicamente la reaccion SeAr es en la posicion del carbono 4 del

pirazol y es alli donde la evidencia experimental lo demuestra.
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Esquema 1-7. Analisis de las estructuras resonantes de los complejos o favorecidos
termodinamicamente.
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Ademas de la regioselectividad observada en las reacciones de sustitucidn electrofilica;
es de notar que estas reacciones SgAr en el pirazol proceden con velocidades
comparables a las del benceno, el anién pirazoluro reacciona mucho mas rapido y el
cation pirazolio mas lentamente, sin embargo, dada la capacidad coordinante que tiene
este heterociclo aromatico, no se pueden llevar a cabo estas reacciones con catalisis
metalica como se suele hacer con carbociclos aromaticos. Siendo asi, las condiciones de

reaccion cambian significativamente [61].

= Estrategias de sintesis de pirazoles.

Clasica y principalmente los pirazoles pueden ser sintetizados mediante dos estrategias
del tipo [3+2] (Esquema 1-8): la primera esta basada en una estrategia de
ciclocondensacion de hidracinas con compuestos 1,3-dielectréfilos [62]. Dependiendo de

este ultimo, se puede requerir un posterior paso de oxidacion.

La segunda estrategia se basa en una reaccion de cicloadicién 1,3-dipolar / dipolarofilo,
entre nitriliminas y derivados acetilénicos [65]; segun se requiera activar el compuesto
dipolardfilo, puede requerir catalisis organometalica para llevar a cabo la reaccién con

buenos rendimientos.
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Esquema 1-8. Analisis retrosintético para la sintesis clasica del pirazol.
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Estrategia de ciclocondensacion [3+2].

La estrategia [3+2] se realiza tipicamente a partir de hidracinas monosustituidas y
compuestos carbonilicos a,B-insaturados, produciendo 4,5-dihidro-1H-pirazdlicos
(pirazolinas)[66], que usualmente presentan oxidacién espontanea al pirazol, esto en
busqueda de mayor estabilidad termodinamica dada la aromaticidad del producto
obtenido (Esquema 1-9A). Cuando no se da esta autooxidacién de las pirazolinas
obtenidas, esta puede ser facilitada mediante calentamiento con nitrobenceno o por
deshidrogenacion con paladio soportado sobre carbono, o por oxidacion con agentes
suaves como DDQ o disolventes halogenados, usualmente tetracloruro de carbono.
Cuando la ciclocondensacion se realiza sobre sustratos 1,3-dicarbonilicos, no se requiere
ulterior oxidacion dado que se tiene desde el inicio el grado de insaturacion adecuado

para obtener el producto aromatico (Esquema 1-9B).
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Esquema 1-9. A. Ciclocondensacién de hidracinas sustituidas con compuestos
carbonilicos a,B-insaturados y posterior oxidacion de la pirazolina obtenida. B.
Ciclocondensacion directa de hidracinas con compuestos 1,3-dicarbonilicos.
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Esta estrategia resulta bastante versatili para la construccion de moléculas de
relativamente alta complejidad estructural con el nucleo pirazélico en su estructura; un
ejemplo de esto es la sintesis del farmaco Sildenafilo, usando esta estrategia (Esquema
1-10)[67].

Esquema 1-10. Sintesis del farmaco Sildenafilo usando la estrategia de
ciclocondensacion [3+2] para la obtencion del nucleo pirazélico.
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Estrategia de cicloadicion [3+2] dipolar / dipolarofilo.

La sintesis de pirazoles mediante esta estrategia se realiza mediante calentamiento de
nitriliminas en presencia de compuestos derivados del acetileno. Se puede catalizar dicha
reaccion mediante la adicion de metales. La generacion del compuesto 1,3-dipolar se
realiza por termdlisis de 1,2,3,4-tetrazoles (Esquema 1-11A) [68], oxidacion catalitica de
hidrazonas provenientes de aldehidos (Esquema 1-11B) [69] o por deshidrohalogenacién

de cloruros de hidrazonoilo (Esquema 1-11C) [70].

Esquema 1-11. Formacién de nitriliminas por A. Descomposicion de tetrazoles. B.
Oxidacion de hidrazonas. C. Deshidrohalogenacion de cloruros de hidrazonoilo.
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Estas nitriliminas son moléculas con un alto grado de deslocalizacién electrénica; se
tienen cuatro formas candnicas planteadas: propargilica, alénica, 1,3-dipolar vy
carbenoide (Esquema 1-12), de las cuales la tercera es la mas reactiva en cicloadiciones

utiles para la sintesis de pirazoles.

Esquema 1-12. Formas resonantes de las nitriliminas.
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El mecanismo de reaccidén, (como toda cicloadicion) es concertado y depende de la
interaccion de los orbitales frontera HOMO y LUMO de los sustratos (dipolo y
dipolardfilo), dependiendo de la naturaleza de estos y la diferencia de energia entre los

FMO estas reacciones pueden ser de tres tipos: Reacciones con demanda electrénica
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normal, es decir, cuando el HOMO del alquino o imiduros de nitrilo interactua con el
LUMO del sustrato 1,3-dipolar. Il) Reacciones con demanda electrénica mixta, cuando la
energia de los FMO es bastante cercana e interacttan HOMO y LUMO de ambos
sustratos. Ill) Reacciones con demanda electronica inversa que en contraste con el
primer tipo el HOMO del sustrato dipolar interactua con el LUMO del sustrato acetilénico
(Figura 1-) [71].

Figura 1-15. Tipos de cicloadicion 1,3-dipolar con base en la diferencia de energia en los
orbitales moleculares frontera de los sustratos®.

Energy

dipole dipolarophile dipole dipolarophile dipole  dipolarophile
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Esta metodologia sintética resulta bastante conveniente dada la alta selectividad y
buenos rendimientos que pueden obtenerse de este tipo de reacciones. Un ejemplo de la
versatilidad de esta via es la obtencién del farmaco contra la obesidad Rimonabant
(Esquema 1-16) [72].

9 Tomado de la referencia [70].
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Esquema 1-13. Sintesis de Rimonabant mediante la estrategia de cicloadicion 1,3-
dipolar™,
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= Actividad biolégica de los pirazoles.

Cl

Los pirazoles son nucleos comunes a muchos farmacos en el mercado, este nucleo
heterociclico esta presente en una amplia gama de actividades terapéuticas que van
desde AINEs como el Difenamizol (1), antihistaminicos como el Betazol (2) que resulta
bloqueador del receptor Hy, tienen funcion como antiartriticos por inhibicién de COX-2,
ejemplo de esto es el Celecoxib (3), también como el Zaleplon (4) que es un compuesto
pirazolopirimidinico usado como agente hipnético [62]. El 4-metilpirazol (Fomepizol), se
ha usado recientemente para el tratamiento en la intoxicacibn con metanol dada la
capacidad inhibitoria del farmaco de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) [73], se
reporta también un uso del derivado pirazoloesteroidal Stanozolol (5) como esteroide
anabdlico (ahora prohibido por la FDA) [74] ademas del anteriormente mencionado
Rimbonabant, agente anorexigénico usado para el tratamiento de la obesidad por su
agonismo inverso de los receptores cannabinoides CB1 [72], y el Sildenafilo [67] mas

conocido por el nombre de Viagra™ usado para el tratamiento de la disfuncién eréctil por

10 Adaptado de la referencia [71].
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inhibicion selectiva de la enzima fosfodiesterasa tipo 5 PDEs, son claros ejemplos de esta

gran variedad de actividad farmacoldgica de este nucleo (Figura 1-16).

Figura 1-16. Estructuras de algunos farmacos comerciales que contienen el nucleo
pirazdlico.

Ademas de los farmacos ya disponibles en el mercado que contienen este nucleo
heterociclico, nuevos compuestos pirazélicos han sido sintetizados recientemente con la
idea de evaluar su potencial actividad biolégica en diversos campos de accion
farmacologica. Algunas aplicaciones incluyen actividad como antagonistas de receptores
CB-1 (AM6538) [75]; antitumorales que actian como antiproliferativos (Figura 1-17a) [76],
agentes anti angiogénesis [77], e inhibidores de la enzima quinasa dependiente de ciclina
[78] [79]; también se han sintetizado pirazoles con actividad inhibitoria de la enzima
convertidora de angiotensina-I (Figura 1-17b) [80], también se han encontrado evidencias
de actividad antimicrobiana de compuestos de nucleo pirazdlico como antifungicos
(Figura 1-17c) contra A. fumigatus, S. cerevisiae, C. albicans, A. niger y F. Oxysporum,
con actividad comparable al Cloramfenicol y la Estreptomicina [81] [82], como
antibacterianos contra S. aureus, S. typhi, E. coli [82] [83], E. facecalis, P. aeuroginosa
[84], se ha encontrado también actividad antiviral [85] [86] para compuestos de nucleo
pirazolico (Figura 1-17d). Se han sintetizado también pirazoles con actividad
antiinflamatoria [83] [85], ademas de actividad sobre SNC, como antidepresivos vy

anticonvulsivantes [87] [88] (Figura 1-17e).
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Figura 1-17. Algunos ejemplos de compuestos de nucleo pirazolico en estudios de
actividad biolégica en diversos campos terapéuticos.
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1.3.2 Pirimidinas.

= Estructura de las pirimidinas.

El anillo de pirimidina esta incluido dentro del grupo de los heterociclos aromaticos de
tipo 1,3-diazina, es decir un anillo de seis miembros con nitrdgenos en las posiciones
relativas 1,3. Es un isdmero de posicidn de heteroatomo de los compuestos piridazina
(1,2-diazina) y pirazina (1,4-diazina) (Figura 1-18) [63].

Figura 1-18. Estructura de los isdmeros de posicion de heteroatomo piridazina, pirimidina

y pirazina.
1 1 1
6|N\\N2 6|N\w2 6[N\j2
55~ 3 || 5~N3 5 -~ 3
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Como se menciond anteriormente, las pirimidinas son compuestos aromaticos dado que
cumplen el criterio de Huckel (4n + 2), son anillos planares y todos los electrones 1

endociclicos estan en resonancia generando una corriente interna en el anillo [64].
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De acuerdo con estudios de difraccién de rayos X, la pirimidina a nivel estructural se
puede visualizar como un hexagono distorsionado con longitudes de enlace que oscilan
entre 1.33y 1.41 A, y angulos de enlace desde 115° hasta 129.7° (Figura 1-19) [62].

Figura 1-19.A. Distancias de enlace en Angstrom encontradas para el anillo pirimidinico.
B. Angulos de enlace de la pirimidina.

1.33 A 115°
1.36 A
N 121.3° 129.7°
\ »
1eA=— \ 134 A
1.41 A 1.35 A
A

Se aprecian en resonancia magnética nuclear, tanto de protén como de carbono, tres
sefales a campo mas bajo en comparacién con el pirazol (Tabla 2), dando un indicio
claro del grado de desproteccién inducido por la corriente anisotrépica de la resonancia

de los electrones 11 de este anillo.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de la pirimidina en '"H-RMN y "C-RMN.

Niumerode Ho C Desplazamiento quimico Desplazamiento quimico
'H-RMN 3C-RMN
2 9.26 158.4
4/6 8.78 156.9
5 7.36 121.9

= Reactividad de las pirimidinas.

Reacciones de sustitucion electrofilica aromatica SeAr.

El anillo pirimidinico presenta la reactividad tipica de los anillos aromaticos r-deficientes,
esto debido a su naturaleza de heteroareno desactivado; esta reactividad es comparable
con la del 1,3-dinitrobenceno. Por esta razon, las reacciones que presenta con
electréfilos en procesos de sustitucion electrofilica aromatica (SeAr) son limitadas y
requieren condiciones fuertes para su consecucion. Es tanto asi, que las pirimidinas

reaccionan con electrofilos en las posiciones nitrogenadas en reacciones de alquilacion o
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protonacién sin comprometer el sexteto electronico aromatico, esto implica que no suele

haber reaccion en los carbonos de la estructura (Esquema 1-14) [63].

Esquema 1-14. Reactividad usual de las pirimidinas con electrofilos.
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En aras de incrementar la reactividad del anillo pirimidinico en procesos de sustituciéon
electrofilica aromatica, se requiere la introduccién de sustituyentes electrodonores en el
anillo (-NHz, -OH); usualmente dos sustituyentes activadores incrementan la reactividad
SeAr hasta igualarla con la del benceno, mientras que tres, la hacen comparable con la

del fenol, permitiendo reacciones de nitracion, nitrosacion, entre otras. Todas en la

posicién 5 del anillo (Esquema 1-15) [62].

Esquema 1-15. Reaccién de las pirimidinas de alto grado de activacion con electréfilos.
EDG N EDG
Y EDG NYEDG
| SN |

EDG EDG

Reacciones de sustitucion nucleofilica aromatica SnAr.

Dado el caracter m-deficiente del anillo pirimidinico, las reacciones de sustitucién
nucleofilica con pérdida de grupos salientes como halégenos e incluso hidruro, se ven
altamente favorecidas en las posiciones C-4/C-6 y C-2, siendo las dos primeras las

cinéticamente mas favorecidas en este tipo de procesos (Esquema 1-16) [62].
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Esquema 1-16. Reaccion general de sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr) de
pirimidinas halogenadas'".

X Nu, X Nu X Nu
| SN Nur | (l?l ﬁll\l ;; N
S 1 §
X N X g X N

= Sintesis de pirimidinas.

El andlisis de desconexiones permite visualizar dos rutas generales para la sintesis de
pirimidinas, la primera de estas involucra la ciclocondensacién de compuestos 1,3-
dicarbonilicos (o carbonilos a-f insaturados) con derivados de tipo amidina (Esquema 1-
17A). La segunda desconexion conlleva la reaccion entre 1,3-diamino olefinas con

compuestos derivados de acidos carboxilicos (Esquema 1-17B) [62].

Compuestos 1,3-dioxigenados o sus equivalentes sintéticos, pueden reaccionar con
reactivos dinitrogenados como son ureas, tioureas, amidinas y guanidinas, obteniéndose
2-pirimidonas, 2-tiopirimidonas, 2-alquilpirimidinas y 2-aminopirimidinas respectivamente;

al tener como sustratos dioxigenados, 3-cetoésteres, se obtendran pirimidin-4(3H)-onas.

Esquema 1-17. Analisis retrosintético para la obtencion de pirimidinas.

R2 R,
Ry NT R, Ry Yon N7 R
B
Ro
NH, j'j
Rj NH, 0T Ry

1 Adaptado de la referencia [61].
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Un caso especial donde se puede formar in situ el compuesto 1,3-dielectrofilo es la
reaccion tricomponente de Biginelli [89]. En esta reaccion, el proceso consiste en el
tratamiento en medios acidos o basicos de ésteres acetoacéticos, aldehidos y urea para
la obtencion de 2-pirimidinonas carboxialquiladas (Esquema 1-18), generandose el

nucleo pirimidinico en un Unico proceso.

Esquema 1-18. Reaccién tricomponente de Biginelli para la sintesis de pirimidin-2(1H)-
onas'.

Ar
CHO ROOC

Yy

= Actividad biolégica de las pirimidinas.

Este nucleo heterociclico es bien conocido, dada su presencia como parte de las bases
nitrogenadas constituyentes del ADN y el ARN, estas son, la timina, la citosina y el
uracilo (Figura 1-20); ademas de estar presente en la estructura de otras biomoléculas

como son las vitaminas [90].

Figura 1-20. Estructura de las bases nitrogenadas pirimidinicas presentes en el ADN y
ARN.

(@] NH, (0]
| NH | SN | NH
N7 X0 N/go N7 X0
H H H
Timina Citosina Uracilo

Dada su presencia natural dentro de los sistemas biolégicos; el nucleo pirimidinico ha
sido estudiado ampliamente dentro del campo de la quimica medicinal. Esto ha permitido

el descubrimiento de moléculas con este heterociclo en su estructura con gran diversidad

2 Adaptado de la referencia [88].
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en cuanto a su actividad farmacoldgica; incluyendo desde efectos neuro-protectores
evitando el posible progreso de enfermedades degenerativas como la demencia de
Alzheimer [91], inhibidores de la angiogénesis [92], hasta compuestos pirimidinicos con
actividad antiepiléptica [93] e incluso antimicrobiana [94][95], antiviral [96][97],

antimalarica [98] entre otras [21].

Es de notar un uso especialmente reconocido de estos compuestos y es el de agentes
sobre SNC como sedantes, hipnéticos y en general como agentes depresores a nivel
central, siendo estos los derivados del acido barbiturico (Figura 1-21), de los cuales se
conoce ademas diversos mecanismos de accion donde se involucran dianas moleculares
como suelen ser receptores acoplados a proteinas G, canales idnicos y receptores GABA
[99].

Figura 1-21. Estructura de algunos derivados barbituricos de reconocida actividad
depresora del SNC.

0 0 o)
HNJ\NH HNJ\NH HNJ\NH
OMO of < io o 0

Acido barbiturico

Barbital Amobarbital
@) 0 O
HN)I\NH HN)]\NH HNJJ\NH
) @] Oég/ @) @]
Tiopental
Pentobarbital

Fenobarbital

Tanto es el potencial medicinal que tiene este nucleo heterociclico, que diversos
farmacos aprobados, comercializados y con amplio uso en terapéutica contienen este
fragmento heterociclico; ejemplos de algunos de estos farmacos y sus usos se presentan

en la figura 1-22.
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Figura 1-22. Algunos farmacos comerciales con el nucleo de pirimidina en su estructura
(Sefialado en azul).
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o]
0 N
3
I o) S OH
HN” NH IS /E P o OH
« N~ N0 A
o I HN™ N7 O
F 2 o
5-fluorouracilo Lamivudina Zidovudina
(Anti-cancer) (Anti-retroviral) (Anti-retroviral)

1.3.3 Tiazolidin-4-onas.

= Estructura de las tiazolidin-4-onas.
Las tiazolidin-4-onas son oxo-derivados de las tiazolidinas; es decir, heterociclos de cinco
miembros azufrados y nitrogenados en posiciones relativas 1,3. Siendo asi, las distintas

formas isoméricas dependen de la posicion del grupo carbonilo (Figura 1-23).

Figura 1-23. Estructuras isoméricas de las tiazolidinonas.

Tiazolidin-2-ona [Tiazolidin-4-on Tiazolidin-5-ong

Dado que son heterociclos saturados, tienen una relativamente alta flexibilidad
conformacional. Esto les confiere algunas caracteristicas termodinamicas interesantes.
Observaciones espectroscépicas en la region del infrarrojo lejano dan cuenta de la no-
planaridad de estos ciclos y una preferencia por la conformacién de semisilla (Figura 1-

24) con barreras de interconversiéon de aproximadamente 0.5 kd/mol [100].
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Figura 1-24. Conformacién de semisilla adoptada por las tiazolidin-4-onas [101]3.

o Py o Py
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ch%\\/ He nm\ziﬂr Ph
Ph Hy He
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Los conférmeros mas estables de estos compuestos que contribuyen de forma diferencial
a los desplazamientos quimicos en "H-RMN de los hidrogenos de la posicion 5 del anillo

se muestran a continuacioén (Figura 1-25)[101].

Figura 1-25. Proyeccion de Newman de dos conférmeros del anillo tiazolidin-4-ona
inequivalentes en RMN.

Hb X R X
o=~ o=~
Ha® R Y HyY —Ha Yy

= Reactividad de las tiazolidin-4-onas.

Los anillos de tipo tiazolidin-4-onas presentan reacciones en el carbono a al acilo
lactdmico, una de estas es la halogenacion, la cual se realiza en condiciones favorables
para la generacién de las especies radicalarias necesarias para que se dé el proceso
(Esquema 1-19) [100].

Esquema 1-19. Reaccion de mono y dibromacién de la posicién 5 de tiazolidin-4-onas.

O O O

Br
N—R; ——— N—R, — N—R;
s\\< Br, s\\< s\\<

Ra Ro Ra

Ofra reaccién que presentan estos heterociclos es la condensacién con compuestos
carbonilicos de segundo orden (aldehidos y cetonas), usualmente en medio basico y de

nuevo, en la posicién a al acilo lactamico (Esquema 1-20) [100].

3 Imagen tomada de la referencia [88].
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Esquema 1-20. Reaccion de condensacion entre tiazolidin-4-onas con compuestos

r[< Base R M
3
s\<N_R1

R,

carbonilicos.

y
i
e

Ry

Esta posicion a a la posicion lactamica es también funcionalizable mediante reaccién con
agentes alquilantes en presencia de bases fuertes no nucleofilicas, como amiduros de

litio (LDA o LTMP), como se presenta en el esquema 1-21.

Esquema 1-21. Reaccién de alquilacion de la posicion 5 del anillo tiazolidin-4-ona.

r/< LDA RSYQ
N—R; > N—R

X/RB S\<

R, R,

Asi mismo, estos heterociclos pueden reaccionar con acido nitroso o nitroso-compuestos
organicos en la posicion 5 del anillo para formar oximas (en el primer caso) con
rendimientos moderados; o iminas por ataque nucleofilico del carbanion formado en la
posicién a-acilica sobre el grupo nitrosilo y posterior deshidratacién de este (Esquema 1-
22)[102].

Esquema 1-22. Reaccién de las tiazolidin-4-onas con derivados de acido nitroso.

OH
0] 0] l\/j 0
—N NS
Rs \w/q Rz r[< %
s\<N_R1 _ ON s\<N_R1 HONO s\<N_R1
R3 R3 R3

Tiazolidin-4-onas, N-3 sustituidas presentan reaccion de oxidacion selectiva al azufre por
accion de peroxiacidos, el grado de oxidacién esta dado por el potencial de reduccion del
agente oxidante, llegandose a obtener sulféxidos o en condiciones mas severas se da la

obtencion de sulfonas (Esquema 1-23) [100].
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Esquema 1-23. Reaccién de oxidacion de las tiazolidin-4-onas para la obtencion de

sulfonas y sulféxidos.
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Ofra reaccion de oxidacion de estos compuestos es la formacion de 5-hidroperéxidos; las

condiciones para esta transformacion requieren la presencia de oxigeno singlete vy

pueden producir como subproducto el derivado de tipo sulféxido dependiendo de los

sustituyentes; se presume que el mecanismo de formacién de ambos productos va via

tiodioxaniduro (Esquema 1-24); es de notar que el hidroperdxido se descompone a la 5-

hidroxi-tiazolidin-4-ona, mas estable, y con un mayor valor sintético [100].

Esquema 1-24. Oxidacién de tiazolidin-4-onas por accion de oxigeno singlete.
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= Sintesis de tiazolidin-4-onas.
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La sintesis de tiazolidin-4-onas se puede racionalizar mediante desconexiones de tipo

[4+1] o [3+2] (Esquema 1-25), siendo mas tipicas estas ultimas. A continuacion, se

enunciaran algunos ejemplos de sintesis mediante desconexiones [3+2].
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Esquema 1-25. Analisis retrosintético para la obtencion de tiazolidin-4-onas.

0 , 0o R i J N
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Estrategias de sintesis [3+2].

Reacciones entre iminas y acido mercaptoacético (MAA), han sido ampliamente
reportadas para la sintesis de este tipo de compuestos heterociclicos. Se ha planteado
que el mecanismo de esta reaccion inicia con el ataque nucleofilico desde el grupo tiol
del MAA sobre el carbono electrofilico de la base de Schiff, el siguiente paso es la
desprotonacion del grupo tiol protonado, por ultimo se da un cierre lactamico de tipo 5-

exo-trig con pérdida de agua para generar el heterociclo azdlico (Esquema 1-26) [101].

Esquema 1-26. Mecanismo de formacion del anillo tiazolidindnico por ciclocondensacion
de acido mercaptoacético (MAA) y bases de Schiff.

Ry 1S
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Una mejora en cuanto a los principios de la quimica verde, que se hizo a la aproximacion

sintética previamente descrita, es la generacion in situ de la base de Schiff, se hace
entonces una reaccion tricomponente involucrando una amina, un compuesto carbonilico
de segundo orden y MAA. El mecanismo de esta reaccion se plantea practicamente igual
que el mostrado en el esquema 1-26, simplemente se da la adicion nucleofilica de la

amina sobre la cetona o aldehido para generar la especie reactiva de tipo azometino.
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Las bases de Schiff usadas para la ciclocondensacién, ya sea de tipo di- o
tricomponente, son variables, van desde derivados de tipo hidrazona, N-alquiliden o
ariliden-(tio)ureas, hasta cetiminas o aldiminas, siendo estas ultimas quienes usualmente

generan mayores rendimientos en la sintesis, esto dada su reactividad diferencial [101].

Aunque estas dos estrategias sintéticas son las mas usadas; en los ultimos anos,
diversos reportes dan cuenta de un sinnimero de modificaciones en las condiciones de
reaccion, que pueden aplicarse a estas dos reacciones clasicas; entre ellas se
encuentran el uso de liquidos i6nicos como disolventes; ejemplo de esto es el
[BMIM][PFs] (hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio) [103] el uso de metodologias

libres de disolvente [104] e irradiacidén por microondas [105], entre otros

= Actividad bioldgica de las tiazolidin-4-onas.

El ndcleo tiazolidin-4-ona, puede considerarse una estructura privilegiada, esto dada su
amplia versatilidad de bioactividades aprovechables en el campo de la quimica medicinal.
Algunas tiazolidin-4-onas han sido reportadas como potentes inhibidores de la enzima
bacteriana Mur-B; implicada en la biosintesis del peptidoglicano estructural de la pared
celular de las bacterias [106]; ademas se ha publicado en afios recientes, derivados de
tipo benciliden tiazolidinénico disefiados mediante herramientas de tipo QSAR para la
disminucion de la patogenicidad de microorganismos de caracter bacteriano por
inhibicion de sistemas de excrecion de proteinas que promueven la capacidad de

transmisién de estos patégenos (Esquema 1-27) [107].
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Esquema 1-27. Derivados de tiazolidin-4-onas disefiados por QSAR como
antimicrobianos.
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Se han publicado también algunos derivados de tipo tiazolidin-4-onas con actividad
anticonvulsivante [108] evaluada in vivo en modelo felino, encontrando que funcionan
como agentes protectores en ensayos de convulsiones electro y quimio inducidas; asi
mismo, como algunas tiazolidinonas aril y heteroaril sustituidas (triazolil, pirimidinil,
quinazolil, y piridinil) mostraron potente actividad antiepiléptica en modelo murino (Figura
1-26) [109].

Figura 1-26. Algunas moléculas con el nucleo tiazolidin-4-ona en su estructura con
actividad anticonvulsivante.
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Algunos derivados de tiazolidinas han sido utilizados como agentes farmacolégicos, en
especial como antihipertensivos, bloqueando los receptores B-adrenérgicos encargados
de la regulacion del sistema nervioso central autbnomo y que toman parte como diana

molecular en algunas enfermedades cardiovasculares generalizadas. Algunos
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conjugados de tiazolidinonas (Figura 1-27) con el fragmento propanolamina han sido
estudiados (como potenciador de la inhibicion de la producciéon de oxido nitrico),
encontrandose una potente actividad como antiarritmicos y antihipertensivos; se cree

entonces que tienen actividad de tipo adrenolitica [101].
Figura 1-27. Ejemplos de 1,3-tiazolidinas con actividad sobre el sistema cardiovascular.
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1.3.4 1,4-Tiazepin-3-onas.

= Estructura de las 1,4-tiazepin-3-onas.
Las 1,4-tiazepin-3-onas son 3-oxoderivados de las 1,4-tiazepinas; las cuales pertenecen
a la familia de los heterociclos de siete miembros. En su estructura contienen un atomo

de nitrégeno y uno de azufre en posiciones relativas 1,4 (Figura 1-28).

Figura 1-28. Estructura de los posibles isémeros de posicién de heteroatomo de las

tiazepinas.
S~NH S, S
Q (/NH Q
NH

1,2-Tiazepina| [1,3-Tiazepina| [1,4-Tiazepina

Dada la alta flexibilidad que presentan los analogos saturados de estos compuestos,
tienden a presentar altas tensiones estéricas de forma similar al cicloheptano; esto
implica una menor estabilidad que los heterociclos de 6 y 5 miembros. Sus angulos de
enlace son en contraste, menos constrenidos lo que los hace mas estables que los

heterociclos de 4 miembros [110].
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= Reactividad de las 1,4-tiazepin-3-onas.

Los compuestos saturados de naturaleza 1,4-tiazepinica pueden presentar rearreglos de
contraccion anular como se espera para ciclos de gran tamafo y por tanto alta tensién
estérica; un ejemplo de esto es el tratamiento de perhidro-1,4-tiazepin-5-onas con
agentes oxidantes relativamente suaves como el cloro gaseoso, o ciertas dihidrotiazepin-
sulfoxidos en condiciones de la reaccion de Pummerer (anhidridos acético o
trifluoroacético con las respectivas sales sédicas de los acidos precedentes), donde se
evidencian reacciones de contraccion anular, produciendo isotiazolonas (mas estables

termodinamicamente) (Esquema 1-28) [110].

Esquema 1-28. Contraccion anular de algunas 1,4-tiazepinas para producir
isotiazolonas.
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Ademas de las contracciones de anillo presentadas anteriormente, los derivados
parcialmente saturados de benzo[2.3][1,4]-tiazepinas pueden oxidarse a sus analogos
insaturados por tratamiento con acetato de cobre (ll) en caliente. Esta relativamente
sencilla reaccion se da por la aromatizacion que resulta de estos procesos oxidativos

(Esquema 4-16) [110] lo que resulta en mayor estabilidad termodinamica del producto.

Esquema 1-29. Oxidacién de dihidrobenzotiazepinas.

©( Cu(OAc
AcOH 250°C

Como es de esperarse, la S-oxidacion de las tiazepinas se da mediante el tratamiento
con peroxiacidos organicos como el m-CPBA para producir los derivados sulféxido de

tiazepina. Los derivados benzopirrolofusionados de estos compuestos pueden reaccionar
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con anhidrido acético para formar ésteres acetato en la posicion 2 del anillo; estos a su
vez pueden ser hidrolizados para generar 2-hidroxitiazepinonas; también reaccionan con
cloruro de tionilo para generar 2-clorotiazepinonas; que pueden convertirse en los éteres
metoxilo por tratamiento con o6xido de plata en metanol [110] (Esquema 1-30); ésta
reaccion es conocida como el rearreglo de Pummerer y su mecanismo se presenta en el

esquema 1-31[111].

Esquema 1-30. Reacciones de tipo Pummerer presentadas por los sulfoxidos de

benzopirrolotiazepinonas.
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Esquema 1-31. Mecanismo general del rearreglo de Pummerer.
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Derivados de tipo benzol[f][1,4]tiazepin-5(4H)-ona son proclives a sufrir reacciones de N-
alquilacion y acilacién en la posicion N-4 mediante tratamiento con halogenuros de
alquilo e hidruro de sodio en condiciones anhidras, o anhidridos de acido a reflujo
(Esquema 1-32) [110].
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Esquema 1-32. Reaccién de N-alquilacion o N-acilacion de benzotiazepinonas.
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Algunas tiazepinas benzo[f]pirido[4.3-b]fusionadas presentan reaccion de acoplamiento

con cianuro de trimetilsilano usando cloruro de zinc como catalizador para generar 5-
ciano-4,5-dihidrobenzo[f]pirido[4.3-b]tiazepinas, o al tratarlas con 6xido de manganeso
(IV) se generan los 5-oxoderivados tiazepinicos, ademas las 1,4-tiazepin-5-onas sufren
reacciones de extrusion del azufre endociclico; esto se logra mediante previa conversién
al sulféxido, acto seguido, se procede al tratamiento térmico del compuesto con anhidrido

acético y acetato de sodio produciendo O-acetil-2-hidroxipiridina (Esquema 1-33).

Esquema 1-33. Sintesis de piridinas por extrusion de azufre de tiazepinonas.

AcO
0 0 (0} OAc
HN mCPBA 1N\ Ac,0 AN N R N7
\ R, _ > Rik ————— Ry | —— X 1 [
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s Seo ¥ 1
o R R
R2 R2 Rz 2 2

= Sintesis de 1,4-tiazepin-3-onas.
El nucleo 1,4-tiazepin-3-ona tiene tres tipos de desconexiones légicas para su sintesis; la
primera correspondiente a estrategias [4+3], la segunda enfocada a sintones de tipo

[5+2] y por ultimo desconexiones [6+1] (Esquema 1-34).
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Esquema 1-34. Desconexiones clasicas para la sintesis de 1,4-tiazepin-3-onas.

R
e P i 0 R
R, N Desconexion R N ® 74 | ! (0] R|1
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Estrategias del tipo [4+3].

Como se mostré en el esquema general de las desconexiones (Esquema 1-34), las
estrategias de este tipo se basan en una retrosintesis con fragmentos de naturaleza
dipolar, siendo uno de estos un compuesto de tipo amina con un carbono electrofilico en
la posicion 4 y el otro, un derivado de tipo 2-mercapto-acilo. Ejemplo de esto es la

reaccion de entre el acido 2-mercaptoacético y 3-halo-1-aminopropanos (Esquema 1-35).

Esquema 1-35. Sintesis de 1,4-tiazepin-3-onas por la estrategia de desconexion [4+3].

. —_— S +
+ HO0
R2

Estrategias del tipo [5+2].

En este grupo de desconexiones se encuentran aquellas que involucran sintones de tipo
3-amino-1-propanotioles  (1,5-dinucleofilicos) y compuestos a-haloacidos (1,2-
dielectrofilicos) se presenta entonces como forma de ilustracion la reacciéon entre una 3-

amino-1-propanotioamida y un cloruro de a-haloacilo (Esquema 1-36)[112].
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Esquema 1-36. Reaccion ilustrativa de sintesis de tiazepinonas mediante estrategia
[5+2].
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= Actividad biolégica de las 1,4-tiazepin-3-onas.
Las tiazepinas y sus analogos diazepinicos, son esqueletos estructurales privilegiados en
términos de actividad biolégica, esto puesto que poseen un alto grado de versatilidad en
cuanto a sus potenciales aplicaciones en el campo de la terapéutica. Por su relacion de
analogia estructural han sido estudiados como agentes moduladores de las funciones del
sistema nervioso central (SNC), como parte del grupo de posibles farmacos
psicoterapéuticos, sin embargo, en diversas fuentes bibliograficas se han encontrado
estudios sobre estos compuestos actuando en otros tipos de actividad farmacolégica
[113].

Algunos compuestos con este nucleo estructural han exhibido potente actividad
antiinflamatoria con dosis terapéuticas en ratas de hasta 10 mg por kilogramo de peso
corporal [114]. Algunos otros derivados tiazepinicos sintetizados por condensacién de
chalconas con 2-aminotiofenol usando radiacion de microondas para promover la
reaccion (Esquema 1-37), exhibieron moderada actividad contra células tumorales de
cancer de pulmon registrando valores de Glso entre 41.4 a 66.1 uM respecto al farmaco

Adriamicina con un valor de concentracion media inhibitoria de 6.6 uM [115].

Esquema 1-37. Sintesis de las tiazepinas evaluadas como anticancerigenas™.
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4 Adaptado de la referencia [114].
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1.3.5 Indol e indolinonas.

= Estructura de las indolinonas.
Las indolinonas son oxo-compuestos derivados del indol (benzo[3,4]pirrol) y son
compuestos parcialmente saturados dada la presencia del carbonilo en las posiciones 2 o

3 del sistema anular (Figura 1-29).

Figura 1-29. Estructuras de los isdmeros de posicion del carbonilo de las indolinonas.

0O

- o H
1.3-dihidro-2H-indolin2-0na] | 4 ; _ihidro-3H-indolin-3-ona

Relativo al indol, los oxoderivados de este poseen un alto grado de planaridad dada la
fusién con el fragmento benzo, y la insercion del carbonilo; sin embargo, a diferencia del
primero, estos compuestos pierden su caracter aromatico. Esto se puede observar en
resonancia magnética nuclear de proton ("H-RMN) y de carbono-13 ("*C-RMN) [100],
[116], [117] (Tabla 3).

Tabla 3. Desplazamientos quimicos de indol, indolin-2-ona e indolin-3-ona.

4 33 3
5
(-
6 N
7 7ap 1
Compuesto L Desplazamiento quimico  Desplazamiento quimico
P Posicion 'H-RMN 13C-RMN
Indol 2 6.52 124.7
Indol-2-ona 2 - 178.8
Indol-3-ona 2 3.89 54.1
Indol 3 6.29 102.1
Indol-2-ona 3 3.55 36.4
Indol-3-ona 3 - 200.5
Indol 4 7.55 120.8
Indol-2-ona 4 7.20 124 .4
Indol-3-ona 4 7.45 136.9
Indol 5 7.00 121.8
Indol-2-ona 5 7.01 122.2
Indol-3-ona 5 6.92 118.9

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 3. Continuacion.

Compuesto Posicién Desplazar::;mn quimico Desplaz?:?:[;n“:l%qulmlco
Indol 6 7.08 119.7
Indol-2-ona 6 7.23 127.8
Indol-3-ona 6 7.62 136.9
Indol 7 7.40 111.3
Indol-2-ona 7 6.89 110.0
Indol-3-ona 7 6.84 112.9
Indol 3a - 128.3
Indol-2-ona 3a - 142.8
Indol-3-ona 3a - 162.6
Indol 7a - 135.6
Indol-2-ona 7a - 125.3
Indol-3-ona 7a - 121.9

= Reactividad de las indolin-2-onas.
Las indolin-2-onas son compuestos heterociclicos parcialmente saturados de tipo
benzofusionado, esto implica una reactividad mixta que combina las propiedades de la

porcién aromatica y una porcién lactamica que sustituye dicho anillo (Figura 1-30).

Figura 1-30. Porciones estructurales de las indolin-2-onas.

Porcion
aromatica O__ Fragmento

lactamico

*

Dadas estas dos porciones claramente diferenciables, se tiene que estos compuestos
presentan dos tipos de reactividad; la primera, corresponde a las reacciones propias de
compuestos aromaticos carbociclicos con sustituyentes activadores en posiciones orto
(Reacciones SeAr). La segunda, responde a las reacciones tipicas de amidas ciclicas
(lactamas) con un bajo grado de torsion anular (Reacciones de sustitucion acil
nucleofilica, especialmente hidrélisis y apertura del anillo, asi como condensaciones

sobre el carbono a)[100].
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Reacciones de sustitucion electrofilica aromatica (SegAr).

Dado que se tiene un sustituyente del anillo bencénico de naturaleza electrodonora por
efecto mesomérico, se favorece una primera sustitucion por via SeAr en la posicién 5 del

nucleo indolindnico (Esquema 1-38) .

Esquema 1-38. Estructuras resonantes responsables de la regioselectividad de las
reacciones SgAr en las indolin-2-onas.

E E E
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Tipicamente las reacciones de este tipo suelen ser halogenaciones, nitracion, y
alquilacion (u acilacion) de Friedel-Crafts en condiciones similares a las usadas para la
sustitucion de anillos aromaticos débilmente activados. Estas reacciones resultan
especialmente Uutiles para la anulaciéon intramolecular, permitiendo la sintesis de

compuestos de tipo hetero o cicloalcano[5,6]indoles (Esquema 1-39) [118].

Esquema 1-39. Ejemplo de ciclacion intramolecular por SeAr para la obtencion de
heterociclos indol-fusionados.

Br
AICI
o 22 :
N N N
© H H H H

Reacciones de condensacion sobre el carbono a-lactamico.

Dada la estabilidad de los carbaniones formados en la posicion metilénica pseudo-
bencilica de este tipo de heterociclos; mediante tratamiento con bases no-nucledfilicas,
se pueden generar estas formas anidnicas y hacerlas reaccionar con electréfilos en
procesos de tipo condensacién alddlica (Esquema 1-40) y alquilacién (Esquema 1-41)
[119].
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Esquema 1-40. Reaccién general de condensacion alddlica de indolin-2-onas.

O (o

Esquema 1-41. Reaccién general de alquilacién de la posicién 3 de las indolin-2-onas.

Reacciones de oxido-reduccion.

Las indolin-2-onas pueden sufrir reacciones de oxidacién sobre el carbono metilénico
mediante el uso de N-clorosuccinimida y posterior tratamiento con 6xido de mercurio (II)

dando lugar a la obtencién de isatina [119] (Esquema 1-42).

Esquema 1-42. Reaccién de oxidacién de indolin-2-ona para la obtencion de isatina.

Cl 0]
Ol 3l — O
N 2) HgO N N
H H H

Asi mismo, el nucleo N-alquil indolin-2-6nico también puede sufrir reacciones de
reduccion del carbonilo mediante el uso de agentes reductores fuertes como borohidruro
de litio, hidruro de litio y aluminio y DIBAL para obtener 2,3-dihidro-1H-indol [120].

= Sintesis de indolin-2-onas.

Este nucleo heterociclico puede ser sintetizado mediante tres rutas principalmente: La
primera de estas involucra la modificacion de nucleos inddlicos por oxidacién de este, e
isatinicos mediante reacciones de adicidon nuclecfilica al carbonilo ceténico y/o reduccién
del mismo. La segunda estrategia involucra la ciclacion mediante formacion de enlaces
N-C usualmente partiendo de derivados del acido o-nitrofenilacético o rearreglos de tipo
Sommelet-Hauser [121]. También puede obtenerse este nucleo heterociclico mediante
estrategias de ciclacion por formacion del enlace C-arilo por alquilaciones y reacciones
de tipo SeAr (Esquema 1-42) [119].
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Esquema 1-43. Analisis retrosintético de las diversas rutas para la obtencion de indolin-
2-onas.

R
All AGF B H
/‘ OH
R
L. R IGF

Sintesis a partir de isatina e indol.

La obtencion del nucleo indol-2-ona a partir de isatina, tal como se muestra en el
esquema anterior, se basa en la adicion nucleofilica sobre el carbono carbonilico de la
posicion 3 del anillo isatinico, esto puede darse mediante la formacion de carbaniones
(metalicos o de forma enolato) o con nucledfilos como hidruros blandos que generan la 3-
hidroxiindolin-2-ona (Esquema 1-44).

Esquema 1-44. Sintesis de 3-hidroxiindolin-2-onas mediante adiciéon nucleofilica sobre el
carbonilo de la isatina.
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A partir de 3-alquil indoles, se puede oxidar selectivamente el carbono de la posicién 2
del heterociclo mediante tratamiento con N-bromosuccinimida en acido acético para

obtener 3-alquil-indol-2-onas con rendimientos moderados (Esquema 1-45). Partiendo de
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2-carboxialquil indoles y por tratamiento con hipocloritos de alquilo se puede lograr la
obtencion de 3-carboxialquil indol-2-onas por rearreglo oxidativo en el que migra el grupo
acilo y generando la oxigenacion de la posicion 2 del anillo heteroaromatico (Esquema 1-
46).

Esquema 1-45. Obtencién de indol-2-onas por oxidacion de 3-alquil indoles.

R R R R
NBS A\ Bra
0 + Q -—mMmm > (0]
AcOH N
B N N H N
r H H H

Esquema 1-46. Rearreglo oxidativo de 2-carboxialquil indoles para la obtenciéon de 3-
carboxialquil indol-2-onas.

R R
CO,R
N—coRr __BuOCl @fg:o
N N
H H

Sintesis por formacién de enlaces N-C:

De acuerdo con la ruta C presentada en el esquema 1-43; la sintesis se plantea mediante
formacion del enlace lactdmico correspondiente a las posiciones 2 y 3 del anillo
indoldnico de interés. Este proceso puede realizarse por dos vias principalmente; la
primera es a partir de derivados del acido o-nitrofenilacético, los cuales mediante una
secuencia de reduccion y ciclacion intramolecular generan el nucleo objetivo (Esquema
1-47).

Esquema 1-47. Sintesis de indolin-2-onas por ciclacién de acido o-aminofenilacético.

R R
R R
CO,H CO,H d\COZH %
- —_— O
HNOs NO, H,/ Pd-C NH, H N

H

La segunda via de formaciéon de este tipo de enlaces esta dada por reacciones tipo
rearreglo de Sommelet-Hauser desde anilinas y derivados alquilados del éster etilico del

acido mercaptoacético (Esquema 1-48) [119].
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Esquema 1-48. Sintesis de 3-tioalquil indolin-2-onas mediante rearreglos tipo Sommelet-
Hauser.

I\\ R R
P X | | SCHy SCH;,
NH, l - Y NG H*
+ cl, H @2\ 3 H @;\ CO,Et (:ES:O
S/\n/ g o~ o o0~ S0 NH, H
. P )

Sintesis de indolin-2-onas a partir de reacciones de tipo SeAr.

De acuerdo con la ruta D planteada en el esquema retrosintético (Esquema 1-43) esta
estrategia en general plantea la formacion de anilidas con buenos grupos salientes (aptos
para procesos de tipo Friedel-Crafts) en la posicion a al acilo. Siendo asi, el proceso
tipico puede ejemplificarse mediante la acilacién de anilina con cloruro de cloroacetilo y
posterior tratamiento de esta ao-cloroacetanilida con tricloruro de aluminio en una

alquilacion intramolecular del anillo aromatico (Esquema 1-49) [119].

Esquema 1-49. Estrategia de ciclacion Friedel-Crafts intramolecular a partir de o-
haloacetanilidas para la obtencién de indolin-2-onas.
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Una variante de este proceso es la reaccién de Pummerer [122], la cual implica la
formacion de o-sulféxidos de acetanilidas y ciclacion de estos intermedios para la
obtencion de 3-tioalquil indolin-2-onas (Esquema 1-50).

Esquema 1-50. Sintesis de 3-tioalquil indolin-2-onas mediante el rearreglo de Pummerer.
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= Actividad biolégica de las indolin-2-onas.

Diversos farmacos aprobados y usados en la actualidad poseen el nucleo indolinénico en
su estructura con diversas y versatiles actividades farmacolégicas; entre estos se
encuentran una familia de inhibidores de tirosina quinasas con aplicaciones en el
tratamiento de diversos tipos de cancer como son el Nintedanib (Aprobado por la FDA en
marzo de 2020 para el tratamiento de enfermedades intersticiales pulmonares asi como
fibrosis pulmonar idiopatica), Sunitinib y Semaxanib (Aprobados desde el 2006 como
agentes antiproliferativos en el tratamiento de tumores renales y gastrointestinales).
Algunos otros ejemplos de medicamentos aprobados con este heterociclo en su
estructura incluyen agentes anti-parkinsonianos como el Ropinirol™ y agentes

antipsicoticos como la Ziprasidona™ (Figura 1-31) [123].

Figura 1-31. Algunos farmacos aprobados con el nucleo indolénico en su estructura
(Marcado en azul).
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Algunos compuestos de nucleo indolindnico han sido estudiados buscando aplicaciones
en la quimica medicinal encontrandose algunos prototipos con actividades que van desde
antimicrobianos [124], anti-artriticos [125], anti-leishmaniasis [126], antioxidante [127] e
incluso actividad antiviral [128]. Estudios de tipo QSAR han mostrado la dependencia
entre ciertos patrones de sustitucidn y el tipo de actividad que este nucleo muestra en el

area de la terapéutica (Figura 1-32) [123].
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Figura 1-32. Dependencia de las modificaciones estructurales sobre la actividad
promisoria de distintos derivados indol-2-6nicos’®.
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5 Adaptado de la referencia [123].



Capitulo 2. 61

2.Capitulo 2: Metodologia.

En esta seccién se definiran los pasos seguidos para la consecucion de los objetivos
planteados para este trabajo, asi como las herramientas computacionales,

experimentales y bibliograficas utilizadas en el desarrollo de este proyecto.

2.1 Procedimiento general de trabajo.

Dado que en este trabajo se involucran protocolos de naturaleza experimental y
computacional, asi como dos versiones del disefio racional de farmacos (basado en
receptor y en ligando) se hizo necesario desarrollar un algoritmo que permitiera la
maxima eficiencia en los procedimientos realizados. Este se presenta a continuacién en

la ilustracion 3.

llustracion 3. Procedimiento general empleado para el desarrollo de este trabajo.
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2.2 Busqueda bibliografica.

Aunque este paso se encuentra al principio del diagrama de flujo presentado
anteriormente, la busqueda de informacién es una constante en el trabajo cientifico;
transversal a todo el proceso desarrollado se hizo necesaria la consulta de diversas
fuentes para la explicacion, sustento y argumentacion de toda la idea del proyecto. Para
llevar a cabo esta tarea, se utilizaron las bases de datos, recursos electrénicos vy fisicos

del sistema nacional de bibliotecas SINAB de la Universidad Nacional de Colombia.

2.3 Planteamiento de las estructuras objetivo.

A partir de la busqueda bibliografica y con base en los datos obtenidos de bioactividad
para cada nucleo heterociclico a construir, se plantearon los compuestos objetivo. Esto
buscando similitud o analogia estructural con moléculas con conocida interaccién con las
dianas moleculares de interés para el desarrollo de este trabajo; es decir; el receptor
GABAA y el canal de sodio NaV1.7.

Siendo asi, y con base en el conocimiento previo, se plantearon cuatro series de
compuestos, de las cuales dos se trabajaron con la hipotesis de interaccion con el

receptor GABAa (Figura 2-1) y las otras dos con el canal NaV1.7. (Figura 2-1)

Figura 2-1. Series de compuestos planteados para el desarrollo de este trabajo.

R | AN R3
Pz
Rz/ | N
Ry
o ! ; NN
HO
?/N N \'L/
o) \l( >
| N \VL
S

S

Seri_e A.‘ ) ) Serie B. Serie C. Serie D.
Espiro pirazolotiazepinonas Espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas  Pirazolil 3-hidroxiindolinonas 1,3,5-triaril pirazoles
Receptor GABA, Receptor GABA, Receptor NaV1.7. Receptor NaV1.7.
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2.4 Busqueda de las estructuras cristalograficas de los

receptores biolégicos de interés.

Con base en el arreglo estructural de un ligando con reconocida actividad, se realizé la

busqueda de la estructura proteinica y farmacologia asociada del correspondiente

receptor biologico en el Protein Data Bank (PDB) y en la literatura cientifica reciente.

Dado el caso de encontrarse mas de una estructura cristalografica reportada, se

selecciono6 aquella con una mejor resolucion, preferiblemente aislada desde una especie

taxondmica de interés.

En este caso especifico, donde se trabajaron dos dianas terapéuticas de interés, se

seleccionaron las estructuras cristalograficas del receptor GABAA [35] y del canal idnico

NaV1.7. [46] que se presentan a continuacion:

Figura 2-2. Estructura cristalografica del receptor GABAa, codigo PDB 6DWO0.®
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Deposited: 2018-06-26 Released: 2018-08-08

Deposition Author(s): Phulera, 5., Zhu, H., Yu, J., Yoshioka, C., Gouaux, E.

Funding Organization(s): National Institutes of Health/National Institute of General Medical
Sciences (NIH/NIGMS), Howard Hughes Medical Institute (HHMI)
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Method: ELECTRON MICROSCOFRY Metric Pereentile Ranks Value
Resolution: 3.80 A Clsivscore I L[ — -
Aggregation State: PARTICLE e L e ﬂ"
Reconstruction Method: SINGLE Sideshuin o B I _ o
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6 Imagen tomada de https://www.rcsb.org/structure/6dw0 revisado el 23 de diciembre de 2022 a

las 11:39.
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Figura 2-3. Estructura cristalografica del canal NaV1.7. cédigo PDB 6J8G."

6J8G

El
-

Structure of human voltage-gated sodium channel Nav1.7 in complex with
auxiliary beta subunits, huwentoxin-I\V and saxitoxin (Y1755 up)

PDB DOI: 10.2210/pdb6JEG/pdb  EM Map EMD-8781: EMDE EMDataResource

Classification: MEMBRANE PROTEIN
Organism(s): Homo sapiens
Expression System: Homo sapiens
Mutation(s): Yes

Membrane Protein: Yes [[EE0) [ mpsiruc |

Deposited: 2019-01-19 Released: 2015-02-27
Deposition Author(s): Shen, H., Liu, D., Lei, J., Yan, N.

& 3D View: Structure | 1D-3D View | Funding Organization(s): Ministry of Science and Technology (China), Mational Natural Science
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2.5 Obtencién del compuesto cabeza de serie.

Para cada una de las cuatro series, se seleccion6 el compuesto con el menor patron de
sustitucion, respetando la estructura minima planteada (Figura 2-4). Para la obtencién de
esta cabeza de serie, se realizé un disefio sintético que involucrd los precursores
disponibles con un patrén de sustitucion minimo o basico, las condiciones de reaccion
con menor impacto ambiental y los protocolos de purificacion mas amigables con el

medio ambiente y de facil ejecuciéon en la medida de lo posible.

7 Imagen tomada de https://www.rcsb.org/structure/6J8G revisado el 23 de diciembre de 2022 a
las 11:41.
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Figura 2-4. Estructura y cédigo de los compuestos seleccionados como cabezas de cada
serie.

viel Te G

X
N_ N HO.
p \r o NH,
S N
Oi NH
S
TP-0 TAP-0 MBH-A0 PiOx000
Serie A. Serie B. Serie C Serie D

Una vez obtenido el compuesto con el menor patron de sustitucion se realizd la
caracterizacion de éste por determinaciéon de sus constantes fisicas (punto de fusion para
sélidos o indice de refraccion para liquidos), espectrofotometria de infrarrojo, resonancia
magnética nuclear de hidrégeno ('H-RMN), de carbono-13 acoplados ("*C-RMN) vy
desacoplados (DEPT-135), experimentos bidimensionales (HSQC y HMBC) y en algunos
casos espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS). Todo esto en aras de
establecer la identidad quimica del producto de forma inequivoca. A continuacion, se

explicaran mas detalladamente las aproximaciones sintéticas para cada serie propuesta:

2.5.1 Sintesis de las espiro pirazolotiazepinonas (Serie A).

La sintesis de estos compuestos requirié en primera medida de la sintesis de las aminas
pirazodlicas; la cual se realizé por ciclocondensacion en medio acido de hidrocloruro de

arilhidracinas con 3-aminocrotononitrilo (Esquema 2-1) [129].

Esquema 2-1. Sintesis de los precursores 5-amino-1-aril-3-metil-1H-pirazdlicos.

R

NH
CIH;N”

A partir de estos aminopirazoles sintetizados, se realiz6 la construccion del heterociclo de

siete miembros, mediante una reaccion tricomponente con acido mercaptoacético y
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cetonas ciclicas en medios desecantes, para desplazar el equilibrio hacia los productos.
Para este propédsito se ensayd la induccién por microondas y por calentamiento
convencional (Esquema 2-2 A) [130]; para la derivatizacion de estos compuestos se
realizé una N-alquilacién del anillo lactamico inducida por hidruro de sodio con haluros de
alquilo (Esquema 2-2B) [131].

Esquema 2-2. Reacciones de sintesis de los derivados espiro pirazolotiazepinonicos.

O +
_N + 0 HSCH,CO,H —>

N >—§— MW 6 (A)
~ ", calentamiento
H,N convencional
R2 R2
: Ny—N : Ny—N
N7\ Rs-X N7\ (B)
Sy —_— Sy
HN E NaH RS\N

2.5.2 Sintesis de las espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas (Serie B).

La obtencion de estas moléculas objetivo se realizé6 mediante una estrategia multipaso
donde el primer paso fue la sintesis de 2-amino-4,6-diarilpirimidinas por reaccién
tricomponente tipo Biginelli entre aldehidos, acetofenonas e hidrocloruro de guanidina
(Esquema 2-3A), seguido de esto, se realizé una ciclocondensacion tricomponente de
estas aminas con compuestos carbonilicos ciclicos y acido mercaptoacético en medios
desecantes empleando calentamiento convencional e intentando induccion con radiacion

microondas (Esquema 2-3B).
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Esquema 2-3. Reacciones de sintesis para la obtencidon de las espiro pirimidinil
tiazolidin-4-onas.

R Ry NH, R R,
|\\ X . /g 1. NaOH /EtOH )
+
o HaN NHCI 2.0,/A
Z CHO Z 2 = |
Na _N
NH
R R1 2
XX A R R,

| |
NP Z -H,0
| =

o}

X MW 6 calentamiento Nao _N
convencional \r
N

o
X—s;-r’“

2.5.3 Sintesis de las pirazolil 3-hidroxiindolinonas (Serie C).

La sintesis de estos compuestos requirid la formacion previa de dos compuestos
precursores como son 5-amino-1-aril-3-metil-1H-pirazoles (Esquema 2-1) y derivados N-
alquilados o N-acilados de la isatina (indol-2,3-diona); ambos bloques sintéticos se
hicieron reaccionar en una estrategia convergente para la obtencion de las moléculas

deseadas.

La sintesis de las aminas pirazdlicas se realiz6 de acuerdo con lo expuesto en el
esquema 2-1. En cuanto a la alquilacion de la isatina, se realizdé una reaccion tipo Sn2
mediante desprotonacién de la lactama con carbonato de potasio y posterior reaccion de

este anion con haluros de alquilo, o anhidridos de acido (Esquema 2-4) [132].

Esquema 2-4. Sintesis de las N-alquil indol-2,3-dionas.

o) O
+ R3\ K2CO3
o X - o
N DMF / MW N
H 6 Calentamiento conv. I

La reaccion de adiciéon de los dos precursores para la formacion del aducto deseado se
realiz6 usando catalisis con yodo y asistencia con ultrasonido como medio de induccion

(Esquema 2-5).
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Esquema 2-5. Sintesis de los compuestos pirazolil-3-hidroxiindolindnicos.

o) =N
) HO N R
N + —— 2
N7 O | /EtoH
Rs

N
\

Rs3

R,

H2N

2.5.4 Sintesis de 1,3,5-triarilpirazoles (Serie D).

La reaccidn inicial para la sintesis de esta familia de compuestos fue una condensacién
de Claisen-Schmidt con aldehidos y acetofenonas que conllevd a la obtencion de
compuestos tipo chalcona (Esquema 2-6A). A partir de estos bloques de construccién se
realizé6 una ciclocondensacién con hidrocloruro de arilhidracinas en medio basico,
obteniéndose  1,3,5-triaril-4,5-dihidro-1H-pirazoles (Esquema 2-6B) [66]; estos
compuestos se oxidaron teniendo presente el caracter aromatico al que conlleva la

generacién del doble enlace C-C en la estructura (Esquema 2-6C) [133].

Esquema 2-6. Ruta sintética para la obtencion de los 1,3,5-triarilpirazoles.

R R R R
X X X
| P + | o Base (A)
CHO Z =
(e
Ry
R
|\\ | \\ 2 Base N/N (B)
NG 7 + > |
NHNH,CI
© R
R1
R> R,
a . j &
N—N [ —— N—N
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2.6 Optimizacion de las condiciones de reaccién.

Dado que no siempre se obtuvieron los rendimientos deseados en el primer ensayo de
sintesis, se realizaron experimentos adicionales para mejorarlos; en estos, se variaron
parametros como disolventes, catalizadores, temperatura, tiempo de reaccion, y
metodologias sintéticas en general (multipaso, “one pot’, uso de ultrasonido,
calentamiento convencional, mecano-quimica, etc.). Una vez conseguida la metodologia
mas eficiente se realizé la sintesis por triplicado garantizando la reproducibilidad de la

reaccion.

Cuando resulté interesante el estudio del mecanismo de reaccidn, se realizaron
experimentos de control, y estudios de la reactividad de los sustratos en funcion de la

naturaleza electrénica de los sustituyentes.

Una vez realizado este estudio y con base en los reactivos disponibles en el grupo de
investigacion, asi como el conocimiento adquirido mediante los experimentos de control y
la busqueda bibliografica; se plantearon los sustituyentes que harian parte de las

estructuras base de los compuestos a evaluar in silico.

2.7 Cribado por propiedades ADMEtox.
Usando el software Medchem Designer™ version 5.5.0.11 Copyright 2011 — 2019

(Version académica) desarrollado por SimulationPlus. Inc. [134] se realizé la evaluacién
de los descriptores fisicoquimicos concernientes a la regla de cinco de Lipinski [20] y se
seleccionaron aquellos compuestos de la serie planteada que no incurrieran en mas de
dos violaciones a estos parametros [54]. Acto seguido, se evaluaron las propiedades
toxicoldgicas gracias a la herramienta virtual AdmetSar 2.0. [135] descartando aquellos
compuestos de cada serie que resultaran posibles carcinégenos, agentes mutagénicos o
con toxicidad oral mayor a la de ciertos farmacos de referencia utilizados como control en

este protocolo.



70 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial

actividad farmacoldgica sobre canales iénicos reguladores de las sefiales nerviosas.

2.8 Evaluaciéon mediante acoplamiento molecular.

2.8.1 Refinamiento de las estructuras de los receptores GABAA Yy
NaVv1.7.

Aunque la estructura cristalografica del receptor suele (o debe) tener una resolucion
Optima, algunos cofactores ajenos a la actividad natural de la macromolécula, asi como
moléculas de agua quedan incluidos en el mapa de coordenadas atdomicas del archivo a
trabajar mas adelante en el docking; asi pues, estos se retiraron con la ayuda del
software PYMOL [136]. Adicional a esto, en este visualizador de estructura se pudo

identificar visualmente el sitio activo (o de recepcién) de la diana molecular.

2.8.2 Refinamiento de las estructuras de los ligandos.

Sea conocida la estructura de la serie de ligandos a acoplar con el receptor se realizd
una optimizacion geométrica tridimensional de la misma por medio del software Avogadro
version 1.2.0, [137], utilizando el campo de fuerza GAFF adecuado para para moléculas
organicas con heteroatomos como O, N, S, P, F, Cl, | y Br, usando un algoritmo de

gradientes conjugados hasta la convergencia del calculo.

Debido a que el célculo arroja un valor aproximado de energia de formacion del
compuesto, este paso sirve como un estimativo de la estabilidad relativa de los

compuestos sintetizados respecto a sus homoélogos de la serie disefada.

Para cada integrante de la serie, se tomd la estructura con la conformacién de menor
energia obtenida por este método, la cual se guarddé como archivo con extension .PDB y
fue la que se utilizé para realizar el docking molecular en los programas AutoDock 4 y
AutoDock Vina. En el caso de las estructuras para trabajar en DOCKG6, se realizé la
misma optimizacibn geométrica y se guardaron las estructuras como archivos con

extension .mol?2.

2.8.3 Acoplamiento molecular.

El acoplamiento molecular o docking se realizdé con los archivos con extension .PDB del

receptor refinado y del ligando en su conformacién de minima energia, por medio del
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entorno AutoDock 4.2.6. y sus herramientas AutoDock Tools y AutoGrid [138], asi como
AutoDock Vina. Con los archivos de estructuras con extension .mol2, se realizé el

acoplamiento molecular mediante el software Dock6 [139].

De estos calculos, se obtuvieron las energias correspondientes a las 10 poses de menor
energia potencial (mas estables), sus respectivas constantes de afinidad Ku y su
visualizacién de interacciones tipo enlace de hidrogeno, electrostaticas, interacciones
hidrofobicas y apilamiento 1 (6 T — stacking) entre la estructura del ligando y ciertos
residuos aminoacidicos del receptor. Este procedimiento se realizd también con
moléculas de conocida interaccion con la proteina que sirvieron como patrén comparativo

de la eficiencia de union receptor — ligando.

Dado que los tres programas tienen algoritmos de puntuacién diferentes y por tanto las
afinidades receptor — ligando no resultan comparables entre si, se realizd una
normalizacién de dichos puntajes mediante la ecuacion 2, donde se define Xe como el
puntaje escalado, x como el puntaje a ordenar, Xmin Y Xmax COMO los puntajes menores y
mayores de la serie a evaluar respectivamente [140].

X — Xmin

Xe =
Xmax — Xmin

Ecuaciéon 2. Normalizacion de puntajes para cada afinidad obtenida con cada
programa's,

Con las afinidades escaladas, resulté posible la comparacion cuantitativa de las energias
de unién receptor — ligando obtenidas con cada uno de los softwares; para hacer dicha
comparacion se utilizé el método de consenso [141], donde se aplicé la ecuacion 3;
definiéndose Xp como la afinidad promedio, xaor como el puntaje escalado obtenido con
el programa AutoDock 4, xvina como el puntaje escalado obtenido con el programa

AutoDock Vina, xpocks como el puntaje escalado obtenido con el programa DOCK®6 [140].

Xy = XApTt XVvINAtTXDOCK6
p =
3

Ecuacion 3. Ecuacién de consenso utilizada para la evaluacion in silico de los
compuestos planteados.

8 Tomada de la referencia [140].
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Una vez realizado el consenso, se ordenaron los compuestos de menor a mayor afinidad
con el receptor; evaluandose también, de forma cualitativa, las interacciones con algunos
residuos que interactuan con las moléculas de referencia. Dicha evaluacion cualitativa se
realizé6 mediante la visualizacion de las estructuras de los complejos receptor-ligando,
usando el programa Discovery Studio 2019 v19.1.0.20298 desarrollado por Dassault

Systémes Biovia Corp.

A partir de los valores de puntuacion normalizada y evaluada por consenso, asi como de
las interacciones tanto de las moléculas propuestas como de las moléculas de referencia,
se obtuvo una lista ordenada dependiente de la eficiencia en la union de los compuestos
disefiados en este trabajo con la proteina elegida como target biolégico; ademas
mediante el analisis de los distintos conformeros e interacciones cohesivas que
favorecen la formacién del complejo R-L; se puede predecir cualitativamente si la union
es mas o menos favorecida con respecto a las moléculas usadas como patrén de

comparacion [59] [60].

2.9 Sintesis de los compuestos seleccionados como

promisorios de cada serie.

A partir de los experimentos iniciales expuestos en la seccion 2.1.4. y mediante la
optimizacion de las condiciones de reaccion para la sintesis de cada una de las series, se

sintetizé un gramo de cada compuesto seleccionado mediante la evaluacion in silico.
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3.Capitulo 3: Resultados de los estudios
realizados para las series A y B: Espiro
compuestos con promisoria actividad
sobre el receptor GABAA.

En esta seccion se presentaran los resultados computacionales y experimentales
obtenidos para las dos series de espiro compuestos (Serie A: espiro pirazolotiazepinonas
y Serie B: espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas) postulados como promisorios agentes

moduladores alostéricos del receptor GABAA.

3.1 Compuestos planteados.

Tal y como se presentd en el capitulo anterior, estas dos series se caracterizan por tener
fragmentos espirociclicos en su estructura (Figura 2-1). Es de notar que esta porcion
estructural resulta muchas veces en la mejora de las propiedades ADMEtox asi como en

la selectividad y afinidad por ciertas dianas biolégicas de interés en terapéutica [26].

3.1.1 Compuestos planteados de la serie A.

De la serie de espiro pirazolotiazepinonas se plantearon 240 compuestos dada la
combinacion de los sustituyentes y anillo espirofusionado como se muestra en la figura 3-
1.

Figura 3-1. Estructuras de los compuestos de la serie A planteados para su evaluacion in

silico.
p
R =-H, -ClI, -NO,, -OMe, -F,
-COCHyNH,, -CO,Et, -CF3,

N—N -CO,H, -CN

S\ P~g. | Ri=-H -Me, Et -Bn
2

R, = -Me, -OMe, -tBu
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3.1.2 Compuestos planteados de la serie B.

De la serie de espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas se plantearon 39 compuestos dadas las
combinaciones de los diferentes sustituyentes y variacion en el tamafo del anillo

espirofusionado (Figura 3-2):

Figura 3-2. Estructuras de los compuestos de la serie B planteados para su evaluacién in

silico.
1
N
| \ R3 R3 w

=Y iv@

R3 =-H, -p-OMe; -p.OEt;-0-Cl, -p-COCH,NH,,-0-F
R4 =-H, -Me

3.2 Evaluacion in silico de las propiedades ADMETox y
posible interaccién con GABAA de los compuestos

de las series Ay B.

Para los compuestos de estas dos series se realizé el analisis de sus propiedades ADME
usando la herramienta MedChem Designer. Esta herramienta gener6 el reporte de
bastantes propiedades que podrian ser utiles para este pre-filtrado; siendo asi, se
ordenaron de menor a mayor riesgo de baja absorcion y alta toxicidad, de acuerdo con el
parametro “ADMET_Risk” calculado por el programa. Es de notar que este parametro se

calcula por suma de contribuciones de las violaciones de la regla de 5 de Lipinski, alta
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tasa de metabolismo por via de los citocromos (CYP), alta toxicidad relacionada, asi
como contribuciones de alta unién a proteinas plasmaticas y alto volumen de distribucién

en estado estacionario.

Se consideré ademas el parametro de cruce de barrera hematoencefalica “BBB_filter” en
el cual se predice la tasa cualitativa de penetracion de esta barrera (como alta o baja),
asi como la probabilidad de acierto en esta prediccion. Este parametro se tomé como
criterio de exclusion de las moléculas que resultaron con baja permeabilidad de esta
barrera biolégica. También se tomaron como parametros de exclusidn los riesgos por
mutagénesis “MUT_Risk > 0” y riesgo de toxicidad “TOX_Risk > 27; las moléculas que
incumplieron estos parametros no se presentaran en las tablas de resultados. Se
descartaron ademas aquellos compuestos con toxicidad aguda en rata predicha con un
valor menor a 300 mg/kg. Los resultados de propiedades toxicoldgicas se predijeron y

corroboraron mediante la herramienta online AdmetSar 2.0.

3.2.1 Propiedades ADMETox de las moléculas propuestas de la

serie A (Espiro pirazolotiazepinonas).

Se realizo la evaluacion de los 240 compuestos propuestos inicialmente para esta serie
de espirocompuestos; a partir del pre-filtrado ADMET realizado, se descartaron 120 de
los prototipos inicialmente disefiados; esto debido principalmente a la presencia de
grupos toxicéforos tales como el p-nitrofenilo, el cual se sefald6 como una alerta
estructural en la herramienta AdmetSar 2.0. Ademas, se descartaron los compuestos con
sustituyentes de alto peso molecular en la posicién nitrogenada del anillo tiazepinonico,
como los derivados N-bencil y N-propil tiazepinonicos y los sustituidos con el grupo terc-
butilo en la posicién 3 del anillo pirazdlico. Los 30 compuestos con mejores perfiles de
biodisponibilidad y toxicidad se presentan a continuacién en la tabla 3, junto con sus

descriptores mas relevantes para este proceso de preseleccion.
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Tabla 4. Compuestos seleccionados mediante filtrado ADMETox de la serie A.

No. Estructura ADMET Risk TOX Risk

BBB_filter

Tox aguda rata (mg/kg)

NC,

1 ho NN 1,242 1

2 wo NN 1,697 1

NTX Me

3 H N—N 1,906 1

N Me

NTX OMe

NI OMe

High (76%)

High (98%)

High (76%)

High (98%)

High (86%)

High (86%)

722,291

843,871

719,606

385,390

425,890

392,592

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 3. Continuacion.

No.

Estructura

ADMET_Risk

TOX_Risk

BBB_filter

Tox aguda rata (mg/kg)

10

11

12

MeO

N 0OMe

N OMe

NN OMe

N 0OMe

NN OMe

2,062

2,068

2,072

2,072

2,095

1,073

High (86%)

High (68%)

High (98%)

High (98%)

High (98%)

High (76%)

427,721

429,218

382,492

354,656

384,224

311,194

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 3. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk BBB_filter Tox aguda rata (mg/kg)
H
13 W N 2,124 1 High (98%) 378,850
N OMe
oﬁL
s
NC
14 Ve N—I{l 2,193 1 High (78%) 416,072
\
NN 0Me
o:&
S
NC
15 Me, N 2,198 1 High (78%) 411,775
NN OMe
o:&
s
NC
16 Et, N—Rl 2,198 1 High (80%) 384,664
NN OMe
OJ\
S
F
17 H N—l{l 2,198 1 High (86%) 413,055
NN Me
o:&
S
MeQ
18 Ve N—l{l 2.265 1 High (80%) 502.361
NN Me

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 3. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk BBB_filter Tox aguda rata (mg/kg)
NC,
19 Et, N“'{‘ 2,294 1 High (80%) 379,985
N OMe
oﬁ¥
S
MeO,
20 B )\ 2,362 1 High (86%) 392,562
NN ~OMe
o:i
S
EtO,C
21 Me N‘Q‘ 2,369 1 High (98%) 425,173
NN ~ome
oi
s
MeQ,
22 Et N—’{‘ 2,379 1 High (86%) 452,507
NN Me
o:i
S
MeQ,
23 Me N";‘ 2,429 1 High (86%) 495,956
\N N Me
o:&
S
F
24 N—N 2,482 1,156 High (86%) 301,269

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 3. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk BBB_filter Tox aguda rata (mg/kg)
H
25 H N"{‘ 2,536 1 High (98%) 847,732
\N N Me
o:&
S
EtO,C
26 Me N—'y 2,545 1 High (98%) 642,833
NN Me
oi
s
H
27 Et_ N—'{‘ 2,561 1 High (98%) 352,524
N TOMe
oﬁk
S
H
28 Me N*’{‘ 2,589 1 High (98%) 847,694
\N N Me
o:&
S
EtO,C
29 Et, N“Q‘ 2,595 1 High (98%) 389,716
NN OMe
o:&
s
NC
30 Me N*’{‘ 2,619 1 High (83%) 718,488
\N N Me
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3.2.2 Acoplamiento molecular de los farmacos de referencia:
Clonazepam, diazepam y flunitrazepam con el receptor
GABAa.

Se realizé la optimizacion geométrica y posteriormente los acoplamientos moleculares de
estos compuestos de referencia (Figura 3-3), mediante el uso de los tres programas
descritos en la seccién de metodologia. Se evalud la interaccion de estos farmacos en el
sitio de recepcibn de benzodiazepinas del receptor GABAa, cuya estructura

cristalografica con cédigo 6DWO0 fue obtenida del PDB.

Figura 3-3. Estructuras de los farmacos de referencia usados en el acoplamiento
molecular con el receptor GABAA.

e O

Clonazepam Diazepam Flunitrazepam

Dichos resultados fueron tabulados (Tabla 4) y las estructuras de los complejos receptor
— ligando se visualizaron para su evaluacion cualitativa (Figura 3-4 a 3-7); estos sirvieron
como comparacion para el proceso de seleccion de los prototipos mas promisorios de las

series Ay B.

Tabla 5. Valores de scores obtenidos para los farmacos de referencia en el docking con
6DWO.

Farmaco Score S.N. Score S.N. Score S.N. Sconje
ADT ADT VINA VINA DOCKG6 DOCKG6 medio
Clonazepam -8.79 0.54 -8.4 0.68 -30.314 0.75 0.66
Diazepam -7.60 0.23 -8.8 0.79 -34.613 0.84 0.62
Flunitrazepam -7.99 0.33 -8.2 0.62 -31.526 0.77 0.58

S.N. ADT: Puntuacion normalizada obtenida mediante el software AutoDock 4. S.N. Vina: Puntuacién
normalizada obtenida mediante el software AutoDock Vina. S.N. DOCKG6: Puntuacion normalizada obtenida
mediante el software DOCK®6.
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Figura 3-4. Interacciones del clonazepam con el receptor GABAa, halladas mediante
acoplamiento molecular.

TYR
C:209
MET
D:130 \\
'y PHE
. Vi D:77
TYR N
C:159,. _:/’
L " 4 ____J"-\__\. PN
/s A
| // \& R4
o{’" ™~ ~ I
TYR
D0:58
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Fi-Fi T-shaped
|:| Pi-Pi Stacked |:| Pi-alkyl

Figura 3-5. Interacciones del diazepam con el receptor GABAa, halladas mediante
acoplamiento molecular.

MET PHE

D57 . WET
THR D77
D:142 DA30
ALA " -
D:79 X
= TYR
JE— €208
ASP L
D36 o= N
|
! TYR
D58
4 THR °
, L0206
” [
TYR
C:159
L¥5
D184 SER
€205 S
Interactions
|:| van der Waals |:| Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
- Pi-Sigma
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Figura 3-6. Interacciones del flunitrazepam con el receptor GABAx, obtenidas mediante
acoplamiento molecular.

Interactions
I:I van der Waals - Unfavorable Acceptor-Acceptor

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Pi Stacked
I:I Halogen (Fluorine) I:I Pi-Alkyl

Se resumen las interacciones halladas con cada uno de los programas usados para el

acoplamiento molecular de los compuestos de referencia en las tablas 5a 7

Tabla 6. Interacciones de los farmacos de referencia con algunos residuos del sitio de
recepcion de benzodiazepinas halladas con el software AutoDock 4.

His Tyr Tyr Thr Tyr Phe Met Thr

Nombre 101 159 58 206 209 77 130 142
Clonazepam XX X X X

Diazepam X X X
Flunitrazepam X XXX X

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones iénicas (pi-anion, pi-
cation, catiéon — anion). X = Interacciones repulsivas.
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Tabla 7. Interacciones de los farmacos de referencia con algunos residuos del sitio de
recepcion de benzodiazepinas halladas con el software AutoDock VINA.

Nombre His Tyr  Tyr Thr Tyr Phe Met Thr
101 159 58 206 209 77 130 142
Clonazepam X X
Diazepam X X
Flunitrazepam X

X = Interacciones de tipo

apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones idnicas (pi-anion, pi-

cation, cation — anion).

X = Interacciones repulsivas.

Tabla 8. Interacciones de los farmacos de referencia con algunos residuos del sitio de

recepcion de benzodiazepinas halladas con el software DOCK 6.

Nombre His  Tyr  Tyr  Thr  Tyr  Phe Met Thr
101 159 58 206 209 77 130 142

Clonazepam X X X

Diazepam X

Flunitrazepam

X

X = Interacciones de tipo

apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones idnicas (pi-anion, pi-

cation, cation — anién).

X = Interacciones repulsivas.

Se observa que en los compuestos de referencia predominan las interacciones de tipo

hidrofébico, especialmente de tipo dispersivo y apilamiento 1: estas ultimas dadas con

residuos de tipo aromatico, tales como tirosina (Tyr), fenil alanina (Phe) entre otros. Se

nota también que en los tres programas evaluados resultan coincidentes, interacciones

con los residuos Tyr-158, Tyr-58 y Phe-77. Estos aminoacidos y sus interacciones con

las moléculas propuestas de las series A y B seran evaluados en aras de establecer

posible afinidad y actividad modulatoria sobre el receptor estudiado.
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3.2.3 Acoplamiento molecular de los compuestos de la serie A

(espiro pirazolotiazepinonas) con el receptor GABAA.

Se realiz6 la optimizacion geométrica y posteriormente los acoplamientos moleculares de
las moléculas de la serie A que no fueron descartadas mediante el pre-filtrado por
propiedades ADMETox, mediante el uso de los tres programas descritos en la seccion de
metodologia. Se evalud la interaccion de estos prototipos en el sitio de recepcion de
benzodiazepinas del receptor GABAa cuya estructura cristalografica con codigo 6DWO
fue obtenida del PDB.

Dichos resultados fueron normalizados y comparados cuantitativamente mediante la
ecuacion de consenso descrita previamente. Mediante esta evaluacién se observd que
los compuestos mas promisorios a nivel cuantitativo, resultaron aquellos con patrones de

sustitucion alquilica de menor tamafo (Tabla 8).

Tabla 9. Consenso de puntuacion normalizada de los diez mejores compuestos de la
serie A en la evaluacion mediante acoplamiento molecular.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. s°°Te
ADT VINA DOCK6 medio.
S
1. 0.45 0.85 0.90 0.73
~
HN

2. \ 0.57 0.91 0.70 0.73

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 8. Continuacion.

Ndmero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT VINA DOCK6 medio.

3. 0.49 0.85 0.79 0.71

4, 0.59 0.59 0.80 0.66

5. 0.56 0.65 0.60 0.60

6. 0.55 0.59 0.66 0.60

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 8. Continuacion.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT VINA DOCK6 medio.
F
NN
7, N\ 050  0.68 0.59 0.59
s
\N
Oé’\/s
N/N\
8 035 076 0.63 0.58
l
HN
O%\/S
NC
N/N
N\
9. _ OMe ;39 059 0.73 0.57
HN
o)‘\/s
MeO
: ‘N/N
N\
10 _ OMe 43, (62 0.73 0.56
HN
0 S

S.N. ADT: Puntuacion normalizada obtenida mediante el software AutoDock 4. S.N. Vina: Puntuacion
normalizada obtenida mediante el software AutoDock Vina. S.N. DOCKG6: Puntuacion normalizada obtenida
mediante el software DOCK®6.

De acuerdo con los acoplamientos realizados, se observaron interacciones con los

residuos comunes a los farmacos de referencia como se muestra en la tabla 9.
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Tabla 10. Interacciones observadas en los acoplamientos moleculares de los 10 mejores
prototipos de la serie A con el receptor GABAA.

Interacciones Interacciones Interacciones

Numero Estructura ADT VINA DOCK®6
Tyr-209 .
1 Phe-77 His-101
Thr-206 His-101 .
Ninguna con
2. Phe-77 Tyr-58 sécl):crceizlr?:gss
Phe-77 '
Thr-142
Tyr-209 Ninguna con
3. Phe-77 Phe-77 los regduos
seleccionados.
Thr-142
His-101
4. Tyr-58
Phe-77
Tvr-58 Ninguna con
5. y los residuos
Phe-77 seleccionados
Thr-142 Phe-77 )

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 10. Continuacion.

Interacciones Interacciones Interacciones

Numero Estructura ADT VINA DOCK6
Tyr-58
Tyr-58
Phe-77 Phe-77
Tyr-58
Tyr-58
Phe-77 Phe-77
Tyr-58 ll\lmgung con
Phe-77 os re.5|duos
Phe-77 seleccionados
s e
Phe-77

N/N Tyr-209

\y—OMe Tyr-58
10. — Phe-77 Thr-206
HN Thr-142 Phe-77

@) S

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones iénicas (pi-anion, pi-
cation, catiéon — anion). X = Interacciones repulsivas.
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Dada esta lista ordenada y notdandose que se encuentran interacciones coincidentes con
los farmacos de referencia (Figuras 3-7, 3-8 y 3-9), se seleccionaron los primeros tres
compuestos de la tabla anterior (Figura 3-10) para ser sintetizados en cantidades de un

gramo.
Figura 3-7. Interacciones halladas del receptor GABAa con el compuesto cpTP-0

(Entrada 1 de la tabla 9).

SERIUS

TS5

“ MET130

Lt

~, “PHE?7
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Figura 3-8. Interacciones halladas del receptor GABAa con el compuesto cpTP-7
(Entrada 2 de la tabla 9).

& PHETT

kD

THR142
",

- MET130

Figura 3-9. Interacciones halladas del receptor GABAAs con el compuesto cpTP-6
(Entrada 3 de la tabla 9).

CWETTE0
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Figura 3-10. Compuestos de la serie A (espiro pirazolotiazepinonas) seleccionados como
promisorios moduladores del receptor GABAA de acuerdo con el cribado computacional
realizado.

NN N~ N\ N/N\
ﬁ\/ ] 1
A-cpTPO A-cpTP7 A-cpTP6

3.2.4 Propiedades ADMETox de las moléculas propuestas de la

serie B (Espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas).

De forma analoga que con la serie A, se realizd el pre-filtrado de los compuestos
mediante el calculo de sus propiedades ADMETox usando las herramientas
computacionales AdmetSar y MedChem Designer. Se parti6 de los 39 compuestos
planteados inicialmente (Seccion 3.1.2), de los cuales se aprecié que en su mayoria
resultan poco viables en cuanto a descriptores de biodisponibilidad, aquellos con el
fragmento tetrahidronaftaleno espirofusionado en su estructura (esto dada la alta masa
molar y lipofilia predicha in silico), exceptuando un compuesto sefalado en la Tabla 10.
Siendo asi, se descartaron 12 compuestos dada su baja probabilidad de atravesar la

membrana sangre-intestino.

Ademas de esto, se descartaron los compuestos con el sustituyente a-aminoacetilo (-
COCH2NHz), dado que exhibieron en los calculos realizados un perfil de toxicidad
riesgoso, debido a la presencia de este sustituyente. Asi pues, se presentan en la tabla

10 los compuestos no excluidos mediante este proceso de pre-filtrado.
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Tabla 11. Compuestos seleccionados mediante filtrado ADMETox de la serie B.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk BBB_filter Tox aguda rata (mg/kg)
X
hig
NN
1 Y 1.000 0 High (98%) 77714

2 I 1.055 0 High (98%) 817.85
~ .

2.525 0.767 High (98%) 814.52

6 NYN 4.153 0.309 High (89%) 901.07

7 NN 4.220 0.198 High (89%) 957.254
o I;Q
.
se
8 F NYN 4.232 0.06 High (98%) 646.51
O.

9 o 4.238 0.23 High (89%) 925.377

10 et 4.417 0.357 High (89%) 925.19
N
%QQ
EtO.
Q0
11 n 4517 0.111 High (86%) 979.283

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 10. Continuacion.

No. Estructura

ADMET_Risk

TOX_Risk

BBB_filter

Tox aguda rata (mg/kg)

12

0
0
0

N_ N

13

-

14

15 NN

4.677

4.695

4.725

4.906

0.277

0.251

0.162

High (89%)

High (89%)

High (98%)

High (86%)

948.396

962.03

657.627

985.747

3.2.5 Acoplamiento molecular de los compuestos de la serie B

(espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas).

Al igual que con los prototipos de la serie A, se realizd la optimizacion geométrica y

posteriormente los acoplamientos moleculares de las moléculas de esta serie de

pirimidinil tiazolidinonas que no fueron descartadas mediante el

pre-filtrado por

propiedades ADMETox, mediante el uso de los tres programas descritos en la seccion de

metodologia. Se evalud la interaccion de estos prototipos en el sitio de recepcion de

benzodiazepinas del receptor GABAa. De igual forma, los resultados fueron normalizados

y comparados cuantitativamente mediante la ecuacién de consenso descrita previamente

(Tabla 11).
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Tabla 12. Consenso de puntuacion normalizada de los diez mejores compuestos de la
serie A en la evaluacién mediante acoplamiento molecular.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT VINA DOCK6 medio.
EtO l l
| X
1 N N 0.64 0.45 0.96 0.68

N 0.62 0.43 0.99 0.68

N 0.60 0.47 0.97 0.68

N 0.62 0.47 0.89 0.66

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 11. Continuacion.

S.N. S.N. S.N. Score

Namero Estructura ADT VINA DOCK6 medio.

N 0.63 0.42 0.92 0.66

N 0.60 0.47 0.86 0.64

N*N 0.57 0.55 0.82 0.64

N 0.55 0.53 0.85 0.64

9. 0.66 0.57 0.66 0.63

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 11. Continuacion.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT VINA DOCK6 medio.
O l\ O
10. Cl N*N 0.83 0.58 0.40 0.60
"XN@
S

S.N. ADT: Puntuacion normalizada obtenida mediante el software AutoDock 4. S.N. Vina: Puntuacién
normalizada obtenida mediante el software AutoDock Vina. S.N. DOCKG6: Puntuacion normalizada obtenida

mediante el software DOCK®6.

De acuerdo con los acoplamientos realizados, se observaron interacciones con los

residuos comunes a los farmacos de referencia como se muestra en la tabla 12.

Tabla 13. Interacciones observadas en los acoplamientos moleculares de los 10 mejores
prototipos de la serie B con el receptor GABAA.

Interacciones Interacciones Interacciones

Numero Estructura ADT VINA DOCK®6
EtO l O
X
| His-101
1 N Tyr-58 Tyr-58 Tyr-58

YN
Phe-77

| Tyr-58

Y N Tyr-209

His-101

Tyr-58 Tyr-58

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 12. Continuacion.

Interacciones Interacciones Interacciones

Ndmero Estructura ADT VINA DOCK®6

EtO
w Oll\‘ Tyr-58
N / N

Tyr-58 Tyr-58
° N@
MeO ! ]
| ~ Tyr-58 His-101
Tyr-58
4. NN Tyr-209 Tyr-58
Thr-142
N
EtO l ]
I 7] \T I His-101
Tyr-58 Tyr-58
N*N Tyr-209 Tyr-58
N7©
MeO
His-101
6 Nl N Tyr-58 Tyr-58
Y Tyr-209 Tyr-58
N Thr-142
O ‘ Tyr-159
| N Tyr-58
7. F Nu=N s Tyr-58 Tyr-58
Y Tyr-209
N

7@ Phe-77
is

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 12. Continuacion.

Interacciones Interacciones Interacciones

Numero Estructura ADT VINA DOCK®6
MeO l O
| N Tyr-58
Tyr-58
8. NN Tyr-209 Tyr-58
Phe-77
RoY
S
9 N =N Tyr-58 Tyr-58
Y Tyr-209 Tyr-58
R
S
Tyr-58
10. Cl N__N Tyr-58 Tyr->8
Y Tyr-209 Phe-77
~
S

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidréogeno. X = Interacciones idnicas (pi-anion, pi-

cation, cation — anién). X = Interacciones repulsivas.

Dada esta lista ordenada y de forma analoga a como se realizé la seleccién de los
compuestos mas promisorios a sintetizar de la serie A, se seleccionaron los compuestos
con mayor puntaje de consenso y con interacciones coincidentes con los farmacos de
referencia (Figuras 3-11, 3-12 y 3-13); las estructuras con sus respectivos codigos se

presentan en la figura 3-14.
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Figura 3-11. Interacciones halladas del receptor GABAA con el compuesto B-TAP5
(Entrada 1 de la tabla 12).

HIS101

FPHESS

Figura 3-12. Interacciones halladas del receptor GABAA con el compuesto B-TAP2
(Entrada 2 de la tabla 12).
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Figura 3-13. Interacciones halladas del receptor GABAA con el compuesto B-cpTAP2
(Entrada 3 de la tabla 12).

)

e S [ PHETT

Es de notar que los compuestos de la anterior lista (Tabla 12) en su mayoria contienen el
fragmento p-etoxifenilo, sobre el cual se observan interacciones de tipo apilamiento T
con residuos aromaticos como la tirosina y la fenil alanina. Siendo asi, se seleccionaron

los siguientes compuestos para su sintesis (Figura 3-14).

Figura 3-14. Compuestos de la serie B (espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas) seleccionados
como promisorios moduladores del receptor GABAA de acuerdo con el cribado
computacional realizado.

EtO l ] EtO l ] EtO l ]
| X X | X
N_ N N._ N

h Y h
~ 0 ~0 | =0
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3.3 Exploraciéon sintética para la obtencién de los

compuestos seleccionados de las series Ay B.

En esta seccidon se expondra la sintesis, experimentos de control y caracterizacion
espectroscépica de los compuestos seleccionados mediante el cribado virtual.
Inicialmente se dio pie a algunos ensayos de optimizacién de las condiciones de
reaccion, tiempos y demas variables del proceso de sintesis; una vez optimizados se
procedié al escalamiento de las reacciones y obtencion de un gramo de los compuestos

objetivo.

3.3.1 Sintesis de los compuestos de la serie A: Espiro

pirazolotiazepinonas.

Como bien se planted en la seccién 2.5.1, la sintesis de estos compuestos se realizd
mediante una estrategia a 3 pasos; el primero de estos implica la sintesis de 3-alquil-5-
amino-1-aril-1H-pirazoles, los cuales se sometieron a una ciclocondensacién
tricomponente con acido mercaptoacético (MAA) y cetonas ciclicas; dicha reaccién
conllevd a la obtencién del espirociclo deseado, el cual se logré funcionalizar mediante

una reaccion de N-alquilacion con haluros de alquilo promovida por base.

= Sintesis de los precursores 5-aminopirazélicos.

La reaccién de obtencién de estos precursores es bien conocida y ha sido empleada
previamente en nuestro grupo de investigacion, se trata de una reaccion de
ciclocondensacién en medio acido de compuestos de tipo B-enaminonitrilo o B-cetonitrilo
con hidracinas monoaril sustituidas. Para los propoésitos de este trabajo se sintetizaron
seis aminopirazoles variando el sustituyente en la hidracina (Esquema 3-1) y uno
variando el nitrilo de partida (Esquema 3-2). Es de notar que este ultimo se sintetizd
mediante induccién por microondas con ayuda de un reactor CEM monomodal. Estos

compuestos se lograron obtener con rendimientos desde el 60% hasta el 83% (Tabla 13).
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Esquema 3-1. Sintesis de los precursores 5-amino-1-aril-3-metil-1H-pirazdlicos.

R
R
HoN
N [ 1.HCI g
Z 2.NH,0H "N N
HN. N Siale: B
NH, N
1a-f 2 3 a-f

-R:-H; -Cl; -OMe; -F; -NO,; -CH3

Esquema 3-2. Sintesis del precursor 5-amino-1-fenil-3-(terc-butil)-1H-pirazol.

: %

+ N—
HN\ > 1. HCl (AC)/ mw ’\\l
NHz N7 2. NH,OH HNTXY
1a 4 5

Tabla 14. Rendimientos obtenidos para la sintesis de los precursores 5-aminopirazdlicos.

R
N—N
\
HoNTX R,
Entrada -R -R1 % Rendimiento Observaciones
3a. -H -Me 82 0.5h
3b. -Cl -Me 80 0.5h
3c. -OMe -Me 73 0.5h
3d. -F -Me 75 0.5h
3e. -NO2 -Me 72 0.5h
3f. -Me -Me 78 0.5h
5. H +-Bu 60 Induccion microondas

200W 120°C / 0.33h

Estos compuestos independientemente de la forma de calentamiento se purificaron
mediante neutralizaciéon del medio, lo cual indujo la precipitacién del compuesto en el

medio acuoso, por lo que se filtrd al vacio y se dejo secar a temperatura ambiente.
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La identidad quimica de estos compuestos fue corroborada mediante espectroscopia IR
en pastilla de KBr (Figura 3-15), y experimentos de resonancia 'H-RMN tomados en

CDCl; (Figura 3-16) y *C-RMN tomados en CDCl; (Figura 3-17).

Figura 3-15. Espectro de infrarrojo en pastilla de KBr tomado para el aminopirazol 3a.
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En el espectro IR del compuesto 3a se observan dos bandas en 3447 y 3267 cm™ que
corresponden los estiramientos tipicos de los enlaces N-H de amina primaria; una banda
en 3134 cm™ asignada a la tensién de los enlaces C-H aromaticos, los estiramientos C-H
del unico carbono tetraédrico de la molécula (-CH3) se aprecian como una banda de
intensidad moderada en 2917 cm™'; por ultimo, se puede ver una banda en 1623 cm™
asignada a la tensiéon C=N de la porcién estructural de tipo azometino presente en el

anillo pirazélico.
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Figura 3-16. Espectro '"H-RMN del aminopirazol 3a (tomado en CDCl3).
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En cuanto al espectro 'H-RMN, se pueden observar seis sefales; la primera es un
singlete a 2.22 ppm que integra para 3 hidrogenos asignada al grupo metilo; luego se
observa un singlete de base ancha a 3.80 ppm con integral de 2 hidrogenos asignada a
los protones intercambiables del grupo amino; a 5.44 ppm y con integral para 1 hidrogeno
se observa el singlete esperado para el protén unido a la posicion C-4 del anillo
pirazdlico; en la region entre 7.31 hasta 7.56 ppm, se observan 3 sefiales cuya integral
global es de 5 hidrégenos; la primera de estas tres sefales es un triplete a 7.31 ppm, con
constante de acoplamiento J = 7.4 Hz integrando para 1 hidrogeno, asignado al protén
del grupo fenilo en posicion para al anillo pirazdlico; la siguiente sefial es otro triplete a
7.46 ppm, con J = 7.8 Hz integrando para 2 hidrogenos asignado para los protones del
grupo fenilo en la posicion meta al anillo pirazoélico; por ultimo, se observa un doblete a
7.55 ppm con J = 7.5 Hz e integral para 2 hidrégenos; se asigno a los protones del fenilo

en posicion orto al anillo pirazdlico.
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Figura 3-17. Espectro *C-RMN del aminopirazol 3a (Tomado en CDCls).
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En el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono-13 del compuesto 3a, se
observan las ocho sefales de los carbonos inequivalentes quimicamente en la
estructura; en 14.0 ppm se observa la unica senal de carbono alifatico asignada al
carbono del grupo metilo; las sefales de los carbonos del anillo pirazdlico C-3, C-4, C-5
se hallaron en 149.5, 90.8 y 145.4 ppm respectivamente, los carbonos del fenilo, ipso,
orto, meta y para, al anillo pirazolico se asignaron a las sefiales en 138.7, 123.9, 129.5 y

127.2 ppm respectivamente.

Los demas aminopirazoles se caracterizaron de forma andloga y exhibieron los mismos
patrones espectroscopicos incluyendo cada variacion estructural propia de los

compuestos 3b — 3f y 5.
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= Experimentos iniciales de sintesis de los compuestos espiro
pirazolotiazepinénicos.
Se realizaron los primeros ensayos de sintesis de los compuestos espiranicos usando
como sustrato de control el aminopirazol 3a, esto en aras de establecer la reactividad de
este tipo de heterociclos sin el efecto de sustituyentes electrodonores o electroatractores
sobre el anillo aromatico de la posicion 1 del pirazol; ademas se utilizaron como bloques
de construccion para esta reaccion modelo la ciclohexanona y el acido mercaptoacético
(MAA) en condiciones anhidras retirando el agua formada por destilacion azeotrépica con
trampa Dean — Stark para desplazar el equilibrio hacia la formacion de los espirociclos de

acuerdo con el principio de Le Chatelier [65].

Para esto, en primera instancia se utilizé benceno a reflujo como disolvente de reaccion
obteniéndose uUnicamente el heterociclo de siete miembros 9a (Esquema 3-3) con un
rendimiento relativamente bajo (15%); es de notar, que el producto resulta insoluble en la

mezcla de reaccioén, por tanto, es facilmente separable de la misma.

Esquema 3-3. Condiciones iniciales ensayadas para la obtencion de la espirotiazepinona

9a.
QL

0} \
—
N/N\ S
M + Benceno / Dean-Stark
\
HoN
3a 6 A

HSCH,CO,H ~

L HN 9a

7 7/&
O S

Pese a que se podria obtener también el producto espiro tiazolidin-4-onico 8a (Esquema

~N
NN

3-3), las condiciones de reaccidon ensayadas solo produjeron el heterociclo de siete
miembros, el cual fue caracterizado mediante técnicas espectroscopicas tales como
espectrofotometria de infrarrojo (Figura 3-18), '"H-RMN con experimentos de intercambio
isotdpico H-D (Figuras 3-19 y 3-20), *C-RMN (Figura 3-21), DEPT-135 (Figura 3-22), los
experimentos de RMN bidimensionales HSQC (Figura 3-23) y HMBC (Figura 3-24), asi
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como espectrometria de masas de alta resolucion HRMS (Figura 3-25) y por ultimo, se
logro la obtencién de un monocristal que se sometio a la técnica de difraccion de rayos X
en monocristal, lo cual permitié el estudio de su estructura molecular en el estado sdlido
(Aspecto que se tratard en la seccién “Experimentos de derivatizacion de los

productos espirotiazepinonicos: Reacciones de N-alquilaciéon”).

Figura 3-18. Espectro de infrarrojo del compuesto 9a.

90
80 d
] ™
70 af ||| 8 §
] dfd| Gl g o
60 &Nl 3'® 8 g
8 ] D g @ 3
. 5 ol 1822 5/ |8 §
£ 50 3 of = = %% & & s
g ™ bl ) & gu!' %. B
: . R ~ (it A P sl 9 'n| X
8 40 N HN T allo® Te 8 N$
€ g A 3ol & BS
30_. (@) S - 9 B . §
: o
201 B
] o
] o
10 o i
] 0 =
01 2
] @
.10.
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
Thu Mar 20 16:52:33 2014 (GMT-05:00)

Se tomé el espectro de infrarrojo mediante la técnica ATR (Reflectancia Total Atenuada
por sus siglas en inglés); observandose con baja intensidad bandas después de 3100 cm-
' que pueden asignarse al estiramiento N-H presente en la molécula planteada; esta baja
intensidad se debe a la técnica de toma del espectro usada (ATR). En 3075 cm™ se
aprecia una banda ancha que podria asignarse a los estiramientos C-H de los carbonos
Sp? aromaticos de la molécula; en esta misma region, en 2927 y 2854 cm™' se observan
los estiramientos C-H Sp?® tipicos de fragmentos ciclicos de 5 y 6 miembros [142]; el

grupo carbonilo de lactama de siete miembros se observa como una banda en 1679 cm™.
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Figura 3-19. Espectro "H-RMN del compuesto 9a (Tomado en CDCls)
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En el espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno del compuesto 9a, se
observa hacia campo alto en 1.26 ppm un triple cuarteto, con constantes de
acoplamiento J = 3.8 Hz y 5.3 Hz, asi como una integral para un hidrégeno; esta sefial
fue asiganada a uno de los protones Hs aparentemente desdoblado por su naturaleza
diastereotdpica. Entre 1.62 y 2.19 ppm se observan tres multipletes, que sumados
integran para nueve protones y que se asignaron a los H’s restantes del fragmento
ciclohexilo de la molécula. En 2.49 ppm se observa un singlete asignado a los hidrégenos
del grupo metilo pirazdlico; en 3.21 ppm se puede apreciar otro singlete, esta vez
asignado a los protones H, del metileno del fragmento tiazepinonico. Otra sefal
diagnostico claramente observada, es el singlete de base ancha a 7.22 ppm
correspondiente al proton N-H; esto se corroboré6 mediante experimentos de intercambio
quimico con agua pesada (Figura 3-20); hacia campo mas bajo se observan las sefiales
correspondientes a los protones del fragmento fenilo monosustituido como una serie de
multipletes desde 7.36 a 7.49 ppm, que dan cuenta de los cinco protones del anillo

aromatico.
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Figura 3-20. Experimento de intercambio quimico para la determinaciéon de protones
intercambiables en la molécula.

760 756 7.52 7.48 744 7.40 7.36 732 728 724 720 716 712
f1 {ppm)

En el experimento de intercambio isotopico, se tomaron tres espectros 'H-RMN para el
compuesto de estudio; en el primero, se observa la regién aromatica del espectro sin
ningun aditivo mas que la muestra y el disolvente empleado; en el segundo se puede
apreciar una disminucion de la sefal a 7.18 ppm asignada al N-H lactamico, dada la
adicion de 50 uL de agua pesada D2O. En el ultimo de estos espectros se observa la total
desaparicién de dicha sefial dada la adicion de 100 pyL de D2O; esto dadas las reacciones
sucedidas de acuerdo con la figura 3-20 y aprovechando la nula deteccion de nucleos de

deuterio por parte de la técnica RMN.

Respecto al experimento de '*C-RMN tomado para el compuesto de interés (Figura 3-
21), se observaron las catorce sefales correspondientes a los carbonos inequivalentes

presentes en la molécula, de las cuales se destacan la sefial del carbono del acilo
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lactamico en 171.4 ppm; se observaron también las sefales de los carbonos C-5y C-3 a
146,4 y 115.4 ppm, respectivamente; el carbono C-4 se observa a 137.3 ppm, mientras
que las senales de los carbonos ipso, orto, meta y para del fenilo se aprecian en 133.4,
129.8, 125.4 y 128.8 ppm respectivamente; en la region alifatica se observan las sefiales
correspondientes al carbono alfa al acilo lactamico (Cq4) en 31.0 ppm; el carbono
espiranico (Cs) en 49.5 ppm, el metilo pirazélico en 16.9 ppm y los carbonos Cs, C, y C;4
del fragmento ciclohexilo se aprecian en 37.1, 22.1 y 25.4 ppm. Estas asignaciones se
corroboraron mediante experimentos DEPT-135 (Figura 3-22), HSQC (Figura 3-23),
HMBC (Figura 3-24).

Figura 3-21. Espectro *C-RMN del compuesto 9a (Tomado en CDCl5).
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Figura 3-22. Espectro DEPT-135 del compuesto 9a.
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Figura 3-23. Experimento HSQC del compuesto 9a.
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Figura 3-24. Experimento HMBC del compuesto 9a.
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Por ultimo, en el espectro HRMS del compuesto de interés (Figura 3-25), se observo el
pico [M+H]*, que segun lo esperado (m/z = 328.147809) tuvo una desviacién menor a
0.0015%.

Figura 3-25. Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) del compuesto 9a.
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= Optimizacién de las condiciones de reacciéon para la sintesis de las espiro
pirazolotiazepinonas.

Al observarse el bajo rendimiento obtenido en el primer ensayo de la sintesis, se intento

evaluar si esto era debido al efecto del disolvente en la reactividad de los precursores

utilizados; lo cual revelé que no solo el benceno da un mayor rendimiento de la reaccion,

sino que ademas a altas temperaturas, el precursor aminopirazolico 3a resulta ser

termolabil. En contraste, con disolventes de alta polaridad a bajas temperaturas la

reaccion no procede (Tabla 14).

Tabla 15. Estudio de disolvente realizado para la sintesis de 9a.

Entrada Disolvente Temperatura (°C)  Tiempo de reaccién (h) Rendimiento

1. MeCN Reflujo 48 NR
2, MeCN/M.S. 4 A Reflujo 20 5%

3. THF Reflujo >90 NR
4. PhMe Reflujo? 72 6%

5. PhMe 702 72 NR
6. DMF 100 2 DEG
7. DMF 70 10 NR
8. PhH Reflujo? 72 15

9. - Fusién 0.033 DEG

@ Se uso trampa Dean-Stark. NR: No hubo reaccién. DEG: Hubo degradacién de los precursores de partida.

En todos los ensayos realizados se observé la formacion de un producto de baja
retencién en cromatografia en capa fina y luminiscente a 365 nm, consistente con el
producto de autocondensacion de la ciclohexanona (Esquema 3-4); hecho confirmado
por la observacion de la persistencia de la aparicion del aminopirazol aun a largos
tiempos de reaccion; se realizé entonces un aumento en la relacion estequiométrica de la
cetona y el acido mercaptoacético; asi pues, aunque parte de esta se autocondenso, el

restante entrd en reaccién con el precursor 5-aminopirazolico.
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Esquema 3-4. Primer planteamiento sintético para la obtencion del compuesto 9a.

o~
H2N / \ Me
PhH A
3a +
Dean - Stark
+
6

HO:/|/O 9a Observado por CCD

Ademas de estos estudios, se realizaron otros ensayos usando de nuevo el aminopirazol
3a como sustrato, para determinar la relacidbn estequiométrica Optima entre la
ciclohexanona, el acido mercaptoacético y el mencionado aminopirazol (Tabla 15); esto
dilucidé que se requieren dos equivalentes de la cetona, y ademas se logré mejorar

sustancialmente el rendimiento de la reaccion (del 15 al 74%).

Tabla 16. Optimizacion de las cantidades estequiométricas en la reaccién de sintesis de

la espirotiazepinona 9a.

Entrada Rs;zﬁ;ﬁ:x?::::a‘:e Rela°'°MrXR:’ lar de Tiempo (h) Rendimiento
1 1 1 72 15%
2 1 2 60 18%
3 2 2 60 24%
4 2 3 24 74%
5 2 4 60 50%
6 3 3 36 25%

2 En relacion con el precursor aminopirazolico.

= Ensayos de sintesis con el 5-amino-1-fenil-3-(terc-butil)-1H-pirazol (5).

Se esperaba segun las observaciones previas, en cuanto a los resultados obtenidos con
el aminopirazol 3a, que con el aminopirazol 5 (con el sustituyente terc-butilo), las mismas
condiciones de reaccion darian lugar en mayor o menor medida a la obtencion de la
tiazepinona derivada de este precursor; sin embargo, ensayadas estas condiciones, no
se logré transformacion alguna del precursor heterociclico. Esto posiblemente se pudo

deber a una menor reactividad en general del pirazol, dado el gran volumen estérico que
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genera la presencia del sustituyente en la posicién 3 del anillo. Con base en esto, se
realizd la reaccion a una mayor temperatura empleando como disolvente tolueno en
reemplazo del benceno; esto logré la transformacion con un rendimiento del 8% del
precursor; sin embargo, la reaccidn no condujo al producto tiazepinonico, sino al

compuesto espirotiazolidin-4-onico derivado (Esquema 3-5).

Esquema 3-5. Reaccion efectuada entre el aminopirazol 5, ciclohexanona y acido
mercaptoacético.

PASS
N

—

’ r > HN N
Q HO,C }\/
+ +
/W ¢ ) PhMe/ Reflujo O 10

H,N HS

Dado este bajo rendimiento y la formacion de este isobmero, se evidencia el efecto
estérico predominante en el avance de la reaccidén. La identidad quimica de este
producto se corroboré mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
protén (Figura 3-26), de carbono-13 (Figura 3-27), DEPT-135 (Figura 3-28) vy
experimentos bidimensionales HSQC (Figura 3-29) y HMBC (Figura 3-30).
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Figura 3-26. Espectro '"H-RMN del compuesto 11. (Tomado en CDCls).
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En el espectro de '"H-RMN del compuesto 11, se pueden observar a campo alto las
senales correspondientes a los metilenos de la porcidn ciclohexano espirofusionada,
como varios multipletes entre 0.90 ppm a 1.92 ppm con integral global de 10 protones;
los protones de los metilos del sustituyente terc-butilo se observan como un singlete a
1.39 ppm (con integral para 9 protones); hacia 3.57 y 3.68 ppm se observan dos sefiales
con multiplicidad doblete (J = 16.3 Hz), que integran cada una para un protén; dado el
desplazamiento quimico y la multiplicidad de estas sefales, se pueden asignar a los
protones (inesperadamente) heterotépicos del metilo en la posicion alfa al grupo acilo
lactamico, con un sistema de acoplamiento de espin de tipo A-B. A 6.17 ppm se observa
un singlete que podria ser asignado al proton del nitrégeno lactamico o al proton del
metino de la posicion 4 del anillo pirazdlico. Por ultimo, hacia campo mas bajo se

aprecian los protones correspondientes al anillo fenilo monosustituido de la molécula.

Es notable que la topicidad de los protones del carbono alfa-lactamico se puede explicar,

debido la restricciéon rotacional de la porcidon pirazélica respecto del fragmento
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espirofusionado lo que daria lugar a un fendmeno de estereocisomeria de tipo axial,

posiblemente una atropoisomeria (Esquema 3-6).

Esquema 3-6. Estructura de los posibles atropoisdmeros obtenidos y protones
heterotdpicos de la espiro tiazolidin-4-ona 11 obtenida a partir del pirazol terc-butilado 5.
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En el espectro de C-RMN de la espirotiazolidinona sintetizada (Figura 3-27), se
observaron las sefiales correspondientes a los carbonos de los metilenos del fragmento

espirociclohexano y el carbono cuaternario del grupo t-butilo (& (ppm): 23.1, 23.6, 24.1,
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31.3, 32.5); asi mismo, por la intensidad caracteristica, se logré identificar la sefial
correspondiente a los metilos del grupo t-butilo (& (ppm): 30.4). El carbono espiranico se
identificé como la sefial a 74.6 ppm y el metileno alfa al acilo de la lactama se observa a
103.6 ppm; en la region aromatica se observan las sefiales de los carbonos del anillo
pirazdlico y del carbono cuaternario del fenilo (& (ppm): 127.9, 133.3, 139.1, 162.1) y las
sefales de los metinos del fenilo a 124.6 y 129.1 ppm. Por ultimo, se puede observar a
173.1 ppm, la senal correspondiente a carbono del acilo lactamico, completando asi las

17 senales de los carbonos inequivalentes de la estructura.

Puesto que los espectros unidimensionales podrian ser ambiguos y de cierta manera
acomodarse a ambas estructuras (tiazepinona (10) o tiazolidinona (11)), al analizar el
experimento DEPT-135 (Figura 3-28) se observaron evidencias de la estructura de la
molécula, permitiendo resolver esta duda. Siendo asi, se puede apreciar una sefal en
fase positiva a 103.6 ppm (indicativa de un carbono de tipo metino), que no seria posible
en la estructura del heterociclo de 7 miembros, mientras que resulta consistente con la

estructura del anillo heterociclico espirofusionado de 5 miembros.

Se confirmd ademas la presencia de este metino, mediante el experimento HSQC (Figura
3-29), donde se aprecia que el carbono mencionado anteriormente, presenta correlaciéon
con la sefal del proton a 6.17 ppm (Lo que descarta que este corresponda al NH
lactdmico en el caso de la tiazepinona); ademas de esto, se presentan también las
correlaciones de los metilenos del fragmento ciclohexano (23.1, 23.6, 24.1, 37.5 y 38.4
ppm), con sus respectivos protones (multipletes de 0.90 ppm a 1.92 ppm); la correlacién
de los protones de los metilos del grupo t-butilo (1.39 ppm) con su sefial de carbono-13
(30.4 ppm). Se puede observar también la correlacién de la sefial desdoblada de los
protones heterotépicos (3.57 y 3.68 ppm) con una unica sefal de carbono que
corresponde a un metileno, dada su fase negativa en DEPT-135 (31.2 ppm). En la regién
aromatica se observan las correlaciones de los protones entre 7.35 y 7.51 ppm con los
carbonos (C-H) a 124.6, 127.9y 129.1 ppm.
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Figura 3-28. Espectro DEPT-135 del compuesto 11 (Tomado en CDClIs).
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Figura 3-29. Espectro HSQC del compuesto 11 (Tomado en CDCls).
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El experimento HMBC (Figura 3-30), mostro correlaciones a °J y “J de los protones de los
metilenos de la porcion ciclohexano, con los carbonos alifaticos (8: 23.1, 23.6, 24.1, 31.3,
37.5 y 38.4) y el carbono espiranico (74.6 ppm); este mismo carbono tiene correlacion
con las sefiales de los protones del metileno alfa al acilo, que a su vez correlaciona con
el carbono del acilo a 173.0 ppm. El metino a 6.17 ppm correlaciona con los carbonos a

133.3 y 161.9 ppm. Por ultimo, se pueden apreciar las correlaciones de los protones

aromaticos con los carbonos a 124.6, 127.9 y 129.1 ppm (Esquema 3-7).

Figura 3-30. Espectro HMBC del compuesto 11 (Tomado en CDCls).
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Esquema 3-7. Correlaciones a J®y J* mas relevantes halladas mediante el experimento
bidimensional HMBC para el compuesto 11.

Una vez caracterizado este producto, se intent6 la mejora del rendimiento de sintesis, asi
como la obtencion del heterociclo de siete miembros; sin embargo, esto no resultd
posible pese a las distintas condiciones ensayadas (Tabla 16). Dado esto, el mejor
rendimiento obtenido fue del 8% empleando tolueno como disolvente y las mismas
cantidades relativas de ciclohexanona y MAA respecto del aminopirazol 5 (relacion 2:3:1
respectivamente). Es de notar que nunca se observé transformacioén total del precursor,
ni formacion de subproductos de interés como la espirotiazepinona 10 o intermedios de

reaccion entre el aminopirazol, la ciclohexanona y/o el acido mercaptoacético.

Tabla 17. Condiciones ensayadas para la optimizacion de la sintesis de 11.

Entrada Disolvente Temperatura (°C) Tiempo de reaccion (h) Rendimiento
1. MeCN Reflujo 96 NR
2 MeCN/M.S. 4 A Reflujo 96 NR
3. MeCN/DCC Reflujo 48 NR
4. PhMe Reflujo? 72 8%
5. PhMe/M.S. 4 A Reflujo? 72 8%
6. DMF 100 24 DEG
7. DMF 70 40 DEG
8. PhH Reflujo? 96 NR
9. PhH/M.S. 4 A Reflujo? 96 NR
10. PhH/DCC Reflujo? 72 NR
11. Xileno Reflujo? 72 5%
12. Xileno/M.S. 4 A Reflujo? 72 5%

a Se uso trampa Dean-Stark. NR: No hubo reaccion. DEG: Hubo degradacion de los precursores de partida.
DCC: Agente desecante: Diciclohexilcarbodiimida.
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= Sintesis de las espiro pirazolotiazepinonas derivadas de los aminopirazoles 3b
— f: Exploracion del efecto del sustituyente arilo en el precursor pirazélico.

Una vez realizados los ensayos con el aminopirazol 5, se realizaron experimentos para

determinar si la naturaleza de los sustituyentes en el arilo de la posicion 1 del precursor

heterociclico tiene influencia en la reactividad de este en el proceso tricomponente de

sintesis de los compuestos tiazepinonicos.

Con los aminopirazoles 3b — 3f, se observo un limitado efecto de los sustituyentes en el
rendimiento de la reaccién (Tabla 17). Sin embargo, se pudo apreciar que el aminopirazol
nitrado (3e) no reacciono totalmente para la formacion del espirociclo de interés, sino que
en su lugar se obtuvo un aducto deshidratado (12e), producto de reaccion entre este
sustrato y la cetona (Esquema 3-8); esto implica que el caracter electroatractor de este
sustituyente afecta considerablemente la nucleofilia del grupo amino mas no la del

carbono de la posicion 4 del heterociclo.

Tabla 18. Rendimientos obtenidos de los ensayos con los aminopirazoles 3a —f.

R
N~N
HN—TX\ \
Oi
S
Cadigo -R % Rendimiento Punto de fusion (°C)

9a -H 74 257 - 258
9b -Cl 70 181 -183
9c -NO2 NR NA
9d -CHs 66 216 - 219
9e -OCHjs 76 258 — 259
of -F 66 223 - 225

N.R. No hubo formacion de este producto. N.A. No aplica.
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Esquema 3-8. Productos obtenidos en la exploracién de la reactividad de los

aminopirazoles 3a - f.

R
3a-dy 3f o H
N N
?/ | N 9a-d y of
O /
3/912 -R S
HS\)J\OH a. -H
b. -Cl
7 c. -OMe O=N
d. -F
PhH, A
L e. -NO,
Dean-Stark £ -Me N
3e \ 12e
HoN N

El producto de deshidratacion obtenido fue caracterizado mediante espectroscopia
infrarroja (Figura 3-31), '"H-RMN (Figura 3-32) y "*C-RMN (Figura 3-33).

Figura 3-31. Espectro infrarrojo del compuesto 12e.
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En el espectro de infrarrojo del producto 12e se observan dos bandas a 3416 y 3334 cm™’

asignadas a los estiramientos simétrico y asimétrico de los enlaces N-H de la amina
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primaria; a 3110 cm™ y 3042 cm™ se observan los estiramientos C-H de carbonos con
hibridacion Sp? tanto de la olefina, como de los metinos aromaticos del grupo fenilo.
Entre 2929 cm™ y 2831 cm™ se observan los estiramientos C-H de carbonos con
hibridacion Sp® debidos a la porcién saturada de la porcién ciclohexilo. A 1506 cm™ y

1346 cm™' se observan los estiramientos N=0O del grupo nitro de la molécula.

Figura 3-32. Espectro "H-RMN del compuesto 12e (Tomado en CDCl3).
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En el espectro 'H-RMN del compuesto de interés se pueden apreciar las sefiales
alifaticas correspondientes a los protones de la porcion saturada del fragmento
ciclohexeno (1.72 ppm, m, 4H y 2.22 ppm, m, 4H), asi como el singlete de los tres
hidrégenos del metilo pirazdlico a 2.26 ppm. A campo mas bajo (3.89 ppm) se puede
apreciar la sefal (singlete de base ancha) que da cuenta de los hidrogenos del grupo
amino y a 5.71 ppm como un quinteto (J = 1.9 Hz), el proton olefinico del anillo
ciclohexeno. Por ultimo, en la region aromatica del espectro se pueden observar las dos
sefales como dobletes a 7.92 ppm y 8.33 ppm, con constante de acoplamiento J = 9.0

Hz, correspondientes a los protones aromaticos del anillo fenilo p-disustituido.



126 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial

actividad farmacolégica sobre canales ionicos reguladores de las sefales nerviosas.

Figura 3-33. Espectro *C-RMN del compuesto 12e (Tomado en DMSO-d6).
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El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono-13 del compuesto de interés
fue tomado en DMSO-d6 en aras de aumentar la solubilidad de este e intensificar las
sefales en este espectro. Se observaron las cinco senales alifaticas correspondientes a
los carbonos del metilo y la porcién saturada del anillo ciclohexeno. Se observaron
también las sefiales entre 105 y 148 ppm correspondientes a los carbonos inequivalentes
insaturados en la estructura propuesta. La obtenciéon de este aducto y su posterior
elucidacion estructural permitié postular tres rutas mecanisticas plausibles para la

formacion de las espirotiazepinonas (Esquemas 3-9 a 3-11) [130].
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Esquema 3-9. Primera propuesta mecanistica planteada para la formacién de las
espirotiazepinonas objetivo™®.

HzN’)N 3a ®
HoN N H,N

|
HO | N . Ho |l
_—

HS
o
N Q @2 R
2\ ) N\ HO kH}N N, u HoN N,
-H,O

9a

Esta primera propuesta mecanistica, se basa en la reaccién inicial del 5-aminopirazol con
la cetona activada por el medio acido provisto por el MAA en exceso. Asi pues, formado
el aducto entre estos dos precursores, se dio la eliminacién de una molécula de agua
generandose un tautémero insaturado, que sufre una reaccién de adicion nucleofilica con
un equivalente de MAA; que luego reacciona mediante una sustitucion acil nucleofilica
intramolecular, con el grupo amino de la posicién cinco del pirazol formando el producto

espirotiazepinonico.

9 Adaptada de [117].
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Esquema 3-10. Segunda propuesta mecanistica planteada para la formacion de las
espirotiazepinonas objetivo®.

H @T‘% Q

A\ - OH

O
)
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En esta segunda propuesta, se postuld la formacion de una espiro oxatiolan-4-ona (13)
generada por ciclocondensacion de la ciclohexanona con el acido mercaptoacético, este
compuesto intermediario que puede darse en el medio de reaccion segun lo publicado
previamente [87], reacciona con el aminopirazol generando un producto abierto que
luego mediante una sustitucion acil nucleofilica intramolecular, forma el heterociclo de

siete miembros.

20 Adaptada de [117].
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Esquema 3-11. Tercera propuesta mecanistica planteada para la formaciéon de la
espirotiazepinona objetivo?'.

Q QN Q W00 QN—T

N—N -H,0 N -~
HZN/Q\)\ : HN/g)\ N 4/\ )\ %N\

3a fo) 9) H HO
SH

('O HS
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Nw . /J< N\[\\j
HNTY e
{% -H he NN
o
S \\/j
9a

En esta ultima propuesta se plante6 una reaccion inicial del aminopirazol 3a con el acido
mercaptoacético, formandose un intermedio de tipo 2-sulfanil acetamida; este reacciona
con la cetona para generar nuevamente un aducto que puede sufrir deshidratacion,
generando un sitio electrofilico; lo que permite el cierre del anillo y formacién del

compuesto objetivo 9a.

La posibilidad de ocurrencia de estos tres mecanismos fue comprobada mediante
experimentos de control, que involucraron la formacién de los intermedios propuestos en
las secuencias mecanisticas planteadas previamente; siendo asi, para la comprobacion
del primer mecanismo propuesto se sintetizé el compuesto 12a y se hizo reaccionar con
MAA, en aras de comprobar si se formaba el espirocompuesto de interés; sin embargo,
no se observo transformacion de este en el medio de reaccion, lo que descarté esta ruta

mecanistica como plausible para la formacién de 9a (Esquema 3-12).

21 Adaptada de [117].
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Esquema 3-12. Primer experimento de control para la comprobacion de la primera
propuesta mecanistica de formacion de 9a?2.

N—N
7 R
ZNH,
OH
N—N
/
O - - 7 JN{':
o
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6 N HSCH,CO,H
/i 7
3a L P NH,

12a

Descartada esta primera ruta mecanistica, se diseiié un segundo experimento en el cual
se sintetizd la espiro oxatiolanona 13, mediante un protocolo publicado previamente [87]
(con un rendimiento del 95%) y se hizo reaccionar con el aminopirazol 3a, lo que generé
en las condiciones de reaccion el producto deseado; esto confirma que este intermedio
puede participar en el proceso tricomponente para la formacién del espirocompuesto 9a
(Esquema 3-13).

Esquema 3-13. Segundo experimento de control, disefiado para la comprobacion de la
segunda propuesta mecanistica para la formacion de 9a en la reaccion tricomponente.?’

O
G N O
p S/—{) HzN/Q:)\ Q—NH/
S

N\
PhH, A
o * _— N
>_\ Dean - Stark PhH, A

HO SH Ref [87]. Dean - Stark
7 13, 95% 9a

En aras de comprobar la tercera propuesta mecanistica se intenté sintetizar el intermedio

de tipo 2-sulfanilacetamido pirazol; sin embargo, el aislamiento de este resulté imposible

22 Adaptada de [117].
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dada la inestabilidad del mismo; es por esto que se recurrié a la formacion in situ de éste
(seguida por cromatografia en capa fina) y posterior reaccién con ciclohexanona en las
mismas condiciones del proceso tricomponente; dicho experimento arrojé también
resultados positivos en la formacion del compuesto 9a, demostrando también la
plausibilidad de esta propuesta como mecanismo de formacioén del espirocompuesto de

interés (Esquema 3-14).

Esquema 3-14. Tercer experimento de control, disefiado para la comprobacién de la
tercera propuesta mecanistica para la formacion de 9a en la reaccion tricomponente?.

_N HS  OH ©\ _N N
] —— —_—
HoN s PhH / Dean-Stark HN (l HN
a
A
> o PG

No aislado

Estos experimentos en su conjunto dieron luces sobre dos posibles rutas mecanisticas
que pueden llevar a la formacién de estos espirocompuestos de interés mediante un
proceso tricomponente con buenos rendimientos y facilidad en su purificacion; esto
debido a que los productos espirotiazepinonicos tienen una solubilidad diferencial
respecto de los precursores en el disolvente de reaccion, por lo que mediante un proceso
de enfriamiento y filtracion al vacio, asi como lavados con benceno y agua ya se obtienen
estos productos con un grado de pureza que permite su caracterizacion y trabajo

posterior en subsecuentes reacciones para la derivatizacion de estos heterociclos.

= Experimentos de derivatizacion de los productos espirotiazepinonicos:
Reacciones de N-alquilacién.

Una vez obtenidos los productos 9a — d y 9f, asi como estudiada su reactividad y los

posibles mecanismos de reaccién que podrian conducir a la formacién de estos; se

realizaron ensayos de alquilacion en el nitrégeno lactamico del espirociclo de siete

miembros; esto se realizd usando como sustrato de control el compuesto 9a y diversos

halogenuros de alquilo.

23 Adaptada de [117].
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Se realizé la reaccion de alquilacion del sustrato de estudio mediante condiciones de tipo
SN2, activando la nuclecfilia del nitrégeno lactamico mediante desprotonacion de este
con una base no nucleofilica, buscando nula reactividad con los halogenuros de alquilo
usados (Esquema 3-15) [131].

Esquema 3-15. Reaccién general de alquilacién planteada.

N
N N
N Base / DMF Y R-X/ DMF N
s _Base/DVF NP B!

9a

Dada la limitada solubilidad de la tiazepinona 9a, se realizé la reaccidn en dos
disolventes DMF y DMSO, observandose transformacion del precursor en ambos; sin
embargo, el segundo no permitié la recuperacion del producto dado su alto punto de
ebullicion y la alta solubilidad del producto en este disolvente. Se realizd, ademas,
usando yodo metano como agente alquilante, una exploraciéon de diferentes bases y
temperaturas de reaccion (Tabla 18) encontrandose que las mejores condiciones de
reaccion son el uso de hidruro de sodio como base y temperaturas bajas (0°C a 25°C),

ademas del uso de Argdbn como atmosfera inerte.

Tabla 19. Exploracion de las condiciones de reaccidn para la N-alquilacion de las espiro

pirazolotiazepinonas.

Temperatura

Entrada. Disolvente. Base. (°C) Tiempo de reaccion (h). Rendimiento (%).
1. DMF NaH 0-ta. 0.83 (0°C) 24 (t.a.) 88
2. DMF t-BuONa 0-ta. 0.5 (0°C) 25 (t.a.) 77
3. DMF K2COs3 90 - t.a. 2 (90°C) 12 (t.a.) 79
4. PhH NaH Reflujo 72 50
5. - K2COs3 ta. 6 (ultrasonido) 60 (t.a.) N.R.

(ultrasonido)

t.a. Temperatura ambiente. N.R. No hubo reaccién.

La reaccion se realiz6 ademas con diferentes haluros de alquilo en aras de diversificar la
serie de tiazepinonas sintetizadas (Pese a que ninguno de los compuestos N-alquilados
fue seleccionado como promisorio como modulador del receptor GABAA de acuerdo con

el cribado virtual realizado previamente). Los resultados se presentan en la tabla 19.
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Tabla 20. Rendimientos obtenidos en la alquilacion de la tiazepinona 9a.

N
R /=
N
O)\/S
Cédigo. R Aggnte Rend_lmlg'nto Rendlmlepto g.lobal Punto de fusién (°C)
alquilante. alquilacién. de la sintesis.
9a. -H - - 61% 254 — 256
Me-9a. -Me Me-I 88% 53% 222 — 224
Et-9a. -Et Et-Br 82% 50% 176 — 178
Pr-9a. -nPr n-Pr-I 78% 47% 154 — 156
Bn-9a. -Bn Bn-Br 98% 59% 203 — 204

Estos compuestos fueron caracterizados mediante espectrofotometria infrarroja,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton, de carbono-13, y
experimento bidimensional HSQC. Se presentan a continuacién los espectros del

compuesto N-metilado (Bn-9a) (Figuras 3-34 a 3-37).

Figura 3-34. Espectro infrarrojo del compuesto Bn-9a.
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En el espectro de infrarrojo del compuesto Bn-9a se pueden observar las bandas
correspondientes a los estiramientos C-H a 3055 cm™ (para carbono con hibridacion Sp?)

y a 2931 y 2862 cm™" (para carbono con hibridacion Sp®), a 1708 cm™ se puede apreciar
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la banda asociada al estiramiento C=0 del acilo lactamico; a 694 y 740 cm™' se aprecian
las bandas de flexion fuera de plano de los anillos fenilo con un patrén de

monosustitucion.

En el espectro de 'H-RMN del compuesto en cuestion (Figura 3-35) se aprecian en la
region alifatica las sefiales correspondientes a los protones alifaticos de los metilenos de
la porcién ciclohexano espirofusionado (como cuatro multipletes entre 0.92 y 2.15 ppm),
a 2.47 ppm se observa la sefial como singlete, asignada para los protones del metilo
pirazélico. A campo mas bajo se pueden apreciar cuatro dobletes; los cuales, dadas las
constantes de acoplamiento, se infiere que son dos sistemas de acoplamiento distintos:
El primero estd conformado por los dobletes a 3.05 y 3.59 ppm que tienen una J = 12.8
Hz, mientras que el segundo esta dado por los otros dos (3.71 y 5.08 ppm) con una J =
14.3 Hz. Se asignaron estas sefales a los protones de los metilenos de la porcién bencilo
(primer par de dobletes) y al metileno alfa al acilo de la lactama (segundo par de
dobletes); estas asignaciones se corroboraron mediante las correlaciones observadas en
experimentos bidimensionales (Figura 3-37). Por ultimo, en la region aromatica del
espectro, se aprecian las sefales que dan cuenta de los protones de los dos anillos

aromaticos carbociclicos monosustituidos en la estructura del producto.
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Figura 3-35. Espectro '"H-RMN del compuesto Bn-9a (Tomado en CDCls).
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En el espectro de carbono-13 (Figura 3-36) del compuesto mencionado, se pueden
apreciar nueve sefales en la region alifatica, hecho que tiene logica si se plantea el
hecho de que todos los carbonos del fragmento ciclohexano espirofusionado, son
inequivalentes entre si. A campo mas bajo, se pueden observar las 11 sefales
aromaticas esperadas para los carbonos inequivalentes en los tres anillos insaturados de
la molécula; por ultimo, se puede apreciar la sefial mas desprotegida del espectro (170.2

ppm), asignada al carbono de tipo acilo de la porcion tiazepindnica de la estructura.
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Figura 3-36. Espectro *C-RMN del compuesto Bn-9a (Tomado en CDCls).
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Figura 3-37. Experimento HSQC del compuesto Bn-9a.
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En el experimento HSQC se aprecian principalmente las correlaciones entre los protones
metilénicos de los sistemas de dobletes mencionados previamente en el analisis del
espectro '"H-RMN. Se puede apreciar que dichos protones coincidentes en constantes de
acoplamiento, correlacionan directamente con una Unica sefnal en la traza de carbono; lo
que corrobora un efecto de desdoblamiento heterotdpico consistente con la presencia de
dos sistemas de acoplamiento de espin de tipo A-X (Figura 3-38). Es de notar que estas
sefales heterotopicas correspondientes a los protones de los metilenos tanto del
fragmento bencilo, como el alfa al acilo lactamico, podrian ser un indicio de una

quiralidad puntual sobre el nitrégeno de la lactama.

Figura 3-38. Sistemas de acoplamiento de espin observados por 'H-RMN para el
compuesto Bn-9a.
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Es de notar que dicho fendbmeno podria darse por la restriccién en la inversion del par
electrénico de este heteroatomo, presumiblemente por efectos estereoelectronicos de
tipo hiperconjugativos de tipo n — o* (Esquema 3-16) o por restriccion conformacional
dada la presencia del espirociclo en la molécula. En aras de comprobar estas hipétesis
se decidié comparar los espectros de todos los derivados N-alquilados, para observar si
era un efecto propio de un tipo de sustituyente o si el solo hecho de sustituir esta posicién
generaba esta heterotopicidad en las senales de los protones metilénicos indicados

previamente (Figura 3-39).

Esquema 3-16. Hiperconjugacion de tipo n — ¢* planteada como causante de la
restriccion en la inversidbn del par del nitrégeno lactamico de las tiazepinonas
sintetizadas.
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Figura 3-39. Comparacion de los espectros "H-RMN de los compuestos 9a, Me-9a, Et-9a
y Pr-9a.
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La comparacién de los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno de los
derivados seleccionados arrojé que independientemente del grupo alquilo introducido en
esta posicion de la molécula se aprecia un desdoblamiento de la senal del metileno alfa
al acilo tiazepinonico. Esto demuestra que el solo hecho de sustituir dicha posicion afecta
directamente la simetria de la molécula haciendo que dichos protones geminales sean

inequivalentes uno del otro.

Siendo asi, se planted que esta inequivalencia sea producto de la alta restriccidon
conformacional dada por la porcién espirofusionada en la molécula; en aras de
comprobar esto, se sintetizé una nueva tiazepinona derivada de acetona en lugar de
ciclohexanona (eliminando el espirociclo y remplazandolo por dos metilos geminales) y

sustituyendo el nitrégeno lactamico con un grupo metilo (Esquema 3-17).
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Esquema 3-17. Sintesis de la tiazepinona 14

(gem-dimetilada) y su posterior N-

metilacién en aras de comprobar el efecto del espirociclo en la inequivalencia de los

protones alfa al acilo.

©\ MAA/PhH/ Reflujo ©\N/N
N

N N
N —
— O HN
H,N \‘{
3a 0 §
14

—1 NaH/DMF 0°C
2. Mel IDMF 25°C

La sintesis del compuesto 14 fue lograda con un rendimiento del 80% mientras que la

metilaciéon tuvo un rendimiento del 33%, esto por problemas de solubilidad de 14 en el

medio de reaccion. Dicho producto fue caracterizado mediante espectroscopia RMN
como 'H-RMN (Figura 3-40), "*C-RMN (Figura 3-41), DEPT-135 (Figura 3-42), HSQC
(Figuras 3-43 a 3-45) y HMBC (Figura 3-46 a 3-48). Como es de notar, se esperaba que

no se observara desdoblamiento heterotdpico de los hidrégenos del carbono alfa en los

espectros de resonancia magnética nuclear dada

la ausencia del fragmento espiranico,

sin embargo, no solo se aprecio este desdoblamiento, sino que se pudo observar que los

metilos geminales de la posicibn 7 del anillo tiazepindnico, también presentaron

inequivalencia quimica al derivatizar el nitrégeno lactamico; esto se pudo observar

mediante comparacion de los espectros 'H-RMN de 14 y 15 (Figura 3-49).

Figura 3-40. Espectro '"H-RMN del compuesto 15 (Tomado en CDCls).
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Se observo en el espectro de protén, dos sefales a campo bajo (1.69 y 1.80 ppm) con
integral para 3 protones cada una, concordantes por desplazamiento quimico con los
protones de los metilos geminales de la posicion 7 del anillo tiazepinico, dicha
inequivalencia se puede deber al efecto quirotdpico de la introduccién del fragmento
metilo en el nitrdgeno lactamico. A 2,49 ppm se observa otra sefal de protones
correspondientes a uno de los metilos de la estructura; dado el desplazamiento quimico,
se puede asumir que corresponde al metilo unido al anillo pirazélico. A 2.81 ppm se
observa otro singlete, el cual se puede asignar al metilo N-sustituyente de la molécula. A
3.03 y 3.68 ppm se observan las senales de los protones diastereotdpicos del metileno
alfa al acilo de la lactama, estas sefiales con una multiplicidad doblete y poseen idéntica
constante de acoplamiento (J = 12.7 Hz). A campo mas bajo, en la regidon aromatica, se
observan dos multipletes consistentes con los 5 protones aromaticos del fenilo

monosustituido de la posicion 1 del anillo pirazdlico.

Figura 3-41. Espectro '*C-RMN del compuesto 15 (Tomado en CDCl5).
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En el espectro C-RMN (Figura 3-41) se observaron las sefales de los carbonos
alifaticos hacia campo alto del espectro, donde se observan 6 carbonos asignables a las

posiciones 17, 14, 16, 20, 19 y 18 de la estructura; siendo la sefial a 16.26 ppm, la
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correspondiente al metilo de la posicién 17 (unido directamente al anillo pirazélico), a
30.38 y 34.80 ppm se observan las 2 sefales de los metilos geminales sustituyentes del
anillo tiazepinonico (lo que comprueba la relacién diastereotdpica de estos carbonos), la
sefal del metilo de la posicion nitrogenada del anillo tiazepinico se observa a 34.02 ppm,
el carbono del metileno alfa al acilo lactdmico aparece como una sefal a 34.05 ppm
(corroborada como una sefnal en fase negativa en el experimento DEPT-135 (Figura 3-
42); por ultimo, en esta region del espectro se observa la sefal a 43.55 ppm,
correspondiente al carbono de la posiciéon 16, completando asi los carbonos alifaticos
saturados de la molécula obtenida. En cuanto a los carbonos de tipo aromatico, se
observan los metinos del fenilo monosustituido (carbonos 3(5), 2(6) y 1) siendo estas las
sefales a 123.20 ppm, 129.65 ppm y 128.07 ppm, respectivamente. El carbono 4 se
asigné a la sefial a 138.22 ppm, y las sehales de los carbonos aromaticos cuaternarios
del pirazol (8, 9 y 10) se observan como sefales de baja intensidad a 139.30, 144.77 y
116.55 ppm respectivamente; por ultimo, y a campo mas bajo en el espectro se puede
apreciar la sefial a 170.24 ppm asignada al carbono de tipo acilo lactamico presente en la
estructura.

Figura 3-42. Experimento DEPT-135 del compuesto 15.
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Las asignaciones mencionadas anteriormente se realizaron mediante la interpretacion
combinada de los experimentos mono ('H-RMN, "C-RMN y DEPT-135) vy
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bidimensionales (HSQC (Figura 3-43 a 3-45) y HMBC (Figura 3-46 a 3-48)), dichos
experimentos también demostraron la presencia de efectos quirotdpicos, que
ocasionaron el desdoblamiento de las sefales de los protones del metileno alfa al acilo
de la lactama y de los metilos geminales sustituyentes del anillo saturado de siete
miembros. Las correlaciones C-H de conectividad indirecta (vecinal y a larga distancia)
observadas en el experimento HMBC, se muestran en el esquema 3-18 y las
asignaciones de las sefiales (determinadas por el analisis completo de los espectros) se

muestran en la tabla 20.

Figura 3-43. Experimento HSQC para el compuesto 15.
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Figura 3-44. Expansion de la regién alifatica del espectro HSQC del compuesto 15.
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Figura 3-45. Expansion de la regién aromatica del espectro HSQC del compuesto 15.
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El experimento HSQC mostré correlaciones C-H a un enlace de los protones metilénicos

a 3.03 y 3.68 ppm (en el espectro 'H-RMN) con el unico carbono de tipo secundario a
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34.05 ppm (en el espectro DEPT-135), lo que indica un desdoblamiento diastereotdpico
tipico de efectos de inequivalencia magnética presentada en un sistema de acoplamiento
de espin AMX, también se observd inequivalencia de los metilos geminales (cuyos
protones se observan a 1.69 y 1.80 ppm); esto dado que cada sefal en la traza horizontal
correlaciona con una sefial distinta en la traza vertical (34.85 y 30.41 ppm
respectivamente). Ademas de esto, se observan las correlaciones heteronucleares C-H a

un enlace esperadas para la estructura planteada.

Figura 3-46. Experimento HMBC para el compuesto 15.
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Figura 3-47. Expansion de la regién alifatica del espectro HMBC del compuesto 15.
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La asignacion de las sefales se presenta en la tabla 20 y las correlaciones halladas en el
experimento HMBC se presentan a continuacion en el esquema 3-18.
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Tabla 21. Resumen de las asignaciones de senales en RMN para el compuesto 15.

N
| |
2|\"/1\'§‘/N§.5_.-CH
/7
HBIC.\N/'EE\ /g"a
0% E\ ,S/ \E‘EHE‘
Atomo. & Senal 'H. Multiplicidad & Seiial *°C Tipo de C
1 7.38 —-7.51 m 128.07 C-H Sp?
2(6) 7.38 —7.51 m 129.65 C-H Sp?
3(5) 7.38 —7.51 m 123.20 C-H Sp?
4 - - 138.22 C Sp?
8 - - 139.30 C Sp?
9 - - 144.77 C Sp?
10 - - 116.55 C Sp?
12 2.49 s 16.26 -CHs
14 - - 170.24 Cc=0
15a 3.03 d 34.05 -CH:2
15m 3.68 d 34.05 -CH:2
17 - - 43.55 C Sp?
19 1.69 s 34.85 -CHs
20 1.80 s 30.41 -CHs
21 2.81 s 34.02 -CHs

Esquema 3-18. Correlaciones halladas en el experimento HMBC del compuesto 15.

La evidencia espectroscopica muestra inequivalencia entre los protones metilénicos alfa
al acilo de la lactama, en un sistema de acoplamiento de espin de tipo AMX, al igual que
los metilos geminales del anillo tiazepinico, los cuales se observaron como sefales
inequivalentes en espectros de *C-RMN y 'H-RMN. Esto denota la pérdida de simetria
que sufre la molécula al introducir el grupo metilo en la posicién nitrogenada de la
lactama; fendmeno observado previamente en los derivados espirociclicos obtenidos a
partir de la reaccion tricomponente entre 5-aminopirazoles, acido mercaptoacético y

cetonas ciclicas, seguido de reaccion de N-alquilacién. El hecho de observar este
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fendmeno en la tiazepinona metilada 15 demuestra que dicha perdida de simetria no esta
relacionada con la presencia de la porcion espiranica en la molécula, pero si con la

alquilacion de la posicion nitrogenada (Figura 3-49).

Figura 3-49. Comparacion de los espectros 'H-RMN de los compuestos 14 y 15.
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Se decidio estudiar mas a profundidad la estructura de estas tiazepinonas mediante la
obtencion de cristales de los derivados 9a, Me-9a, Et-9a, Bn-9a, y 15, los cuales fueron
estudiados por difraccion de rayos X en monocristal. Dichos cristales fueron obtenidos
mediante la técnica de difusion utilizando tolueno como medio de disolucion y etanol

como medio difusivo de precipitacion.

Las estructuras de estos compuestos en el estado sdélido se muestran en las figuras 3-50
a 3-54 y revelan dados los angulos y distancias de enlace alrededor del nitrégeno
lactamico (Tabla 21) que se tiene una predominancia por una hibridacion Sp? en dicho
nitrégeno favoreciendo en el estado solido la forma tautomérica de tipo imina sobre la

amida (Esquema 3-19).
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Figura 3-50. A. Estructura cristalografica de la tiazepinona 9a. B. Angulos de enlace del
nitrégeno lactamico en 9a. C. Distancias de enlaces alrededor del nitrégeno lactamico en
9a.

Figura 3-51. Estructuras cristalograficas de las tiazepinonas A. Me-9a. B. Et-9a. C. Bn-
9a. D. 15.

Tabla 22. Angulos y distancias de enlace halladas mediante difraccién de rayos X para
las tiazepinonas estudiadas.

. . . . . . . . Angulo Angulo Angulo
Cédigo. R- Distancia Distancia Distancia Distancia

* * * _ dihedro dihedro dihedro
N*-R (A) N*-CO (A) N*-C (A) Cc=0 (A) R-N*-C R-N*-CO C-N*-CO

9a. H- 0.860 1.350 1.400 1.228 119.23 119.22 121.56
Me-9a. Me- 1.460 1.365 1.405 1.219 119.22 119.82 120.47

Et-9a. Et- 1.476 1.362 1.405 1.216 120.07 118.89 120.97
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] . . . . . . . Angulo Angulo Angulo
Cédigo. R- Distancia Distancia Distancia Distancia

N“R(A) N-CO(A) N-C(A) C=0(A) redo ditedre  dinedre

Bn-9a. Bn- 1.484 1.371 1.408 1.218 120.46 118.93 120.39

15 Me- 1.466 1.363 1.406 1.224 119.37 118.87 120.71

El analisis de las estructuras cristalograficas, asi como de las distancias y angulos de
enlace hallados, muestra no solo el alto caracter Sp? del nitrégeno lactamico, sino que
ademas revela que en el estado sdlido, se tiene un contribuyente mayoritario al hibrido

de resonancia; siendo este la forma imina sobre la amida (Esquema 3-19).

Esquema 3-19. Contribuyentes al hibrido de resonancia de las tiazepinonas de estudio.

Contribuyente Contribuyente
minoritario. mayoritario.

Ademas de los efectos resonantes, se puede apreciar una conformacién del anillo
tiazepindnico de tipo bote torcido; esto implica y puede explicar la inequivalencia quimica
de los protones del metileno alfa, dado que se puede apreciar que uno de estos (axial)
presenta eclipsamiento con el anillo pirazélico, mientras que el otro (ecuatorial) se alejara
de la nube 1 del anillo heteroaromatico. Aunque este efecto se muestra en la estructura
cristalina de todas las tiazepinonas difractadas, se vera intensificado (aun en solucion)
por la presencia de un sustituyente alquilo; dada la mayor restriccion en la tasa de
interconversion de los posibles conformeros de este anillo de siete miembros (Esquema
3-20).
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Esquema 3-20. Interconversion de conférmeros dada por la resonancia imina — amida.

H
H
R
O 0
_ ©

Terminado este estudio, se procedid a la sintesis de los compuestos seleccionados
mediante el cribado virtual realizado y explicado en las secciones iniciales de este

capitulo.

= Sintesis de los compuestos espiro pirazolotiazepinonicos (Serie A)
seleccionados como promisorios moduladores del receptor GABAA de acuerdo
con el cribado virtual.

Dado que los compuestos seleccionados (Figura 3-10) son pirazolotiazepinonas

derivadas de la reaccién con los 5-aminopirazoles 3a, 3¢ y 3d con ciclopentanona y MAA

se realizé la sintesis en cantidades del orden de 1 a 2 mmoles (Esquema 3-21) y luego el
escalamiento directo de la reaccion para la obtencion de un gramo de los productos de
interés; esto en aras de observar los posibles efectos que tiene en el rendimiento de la

reaccion (Tabla 22).

Esquema 3-21. Reaccion realizada para la sintesis de los compuestos objetivo.

R
HSCH,CO,H

(7
PhH/ Reflujo
A
0:&
(16) S

Tabla 23. Estudio de escalamiento de la reaccién de obtencidon de los derivados mas

R

promisorios de acuerdo con el cribado virtual.

Cédigo R % Rendimiento % Rendimiento Variacion del Caida
(1 mmol) (4.5 mmol) rendimiento. porcentual.
A-cpTPO -H 62 49 -13% 21%
A-cpTP1 -Cl 58 40 -18% 31%
A-cpTP6 -OMe 55 30 -25% 45%

A-cpTP7 -F 60 33 -27% 45%
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Se puede observar de los resultados mostrados en la tabla 22 que hay una severa caida
en el rendimiento de la reaccion tricomponente, debido al incremento de las cantidades
de precursores a usar; esto probablemente se pueda deber a que los reactores de
sintesis empleados resultan ser idénticos, aun variando las cantidades de material de
partida, ocasionando problemas en la homogeneidad del calentamiento, asi como
problemas en los diferentes fendmenos de transporte de masa y calor. Pese a esto, se
logré obtener los compuestos deseados en cantidades de un gramo, los cuales fueron
utilizados en el marco del proyecto Minciencias “Sintesis multicomponente, cribado virtual
y evaluacibn de la actividad tranquilizante de nuevos compuestos tiacepinicos,
tiazolidinicos y quinolinicos” de la convocatoria 807 para proyectos de ciencia, tecnologia
e innovacion en salud 2018; en evaluacidon in vivo de posible actividad ansiolitica,

antidepresiva, sedante e hipndtica.

3.3.2 Sintesis de los compuestos de la serie B: Espiro pirimidinil

tiazolidin-4-onas.

Tal como se plante6 en la seccidn 2.5.2, la sintesis de estos compuestos se disefié a
partir de una estrategia tricomponente de tipo Biginelli, seguida de una reacciéon de

ciclocondensacion de la aminopirimidina con cetonas ciclicas y MAA (Esquema 2-3).

La primera etapa involucra la sintesis de derivados 2-amino-4,6-diarilpirimidinicos y se

expondra a continuacion.

= Sintesis de los precursores 2-aminopirimidinicos.
Estos experimentos iniciaron con la sintesis de chalconas como precursores 1,3-
dielectrofilicos de las 2-aminopirimidinas (Esquema 3-22); estos compuestos se
obtuvieron con rendimientos iguales o superiores al 69% (Tabla 23) mediante la reaccion
de condensacioén de Claisen — Schmidt [143] [144] [145].
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Esquema 3-22. Sintesis de las chalconas precursoras iniciales de las 5-
aminopirimidinas.

CHO o
X\ EtOH, NaOH Z
o) o oy N
/ = r.t.
R2 R1 R2
20a -f
18 19

Tabla 24. Rendimientos de las chalconas sintetizadas.

Entrada Ri- R2- Rendimiento.
20a. H- p-MeO- 94 %
20b. H- p-EtO- 78 %
20c. H- o-Cl- 60 %
20d. Me- p-MeO- 96 %
20e. Me- p-EtO- 69 %
20f. Me- o-Cl- >99 %

Luego de obtener las chalconas, se hicieron reaccionar con hidrocloruro de guanidinio en
medio alcalino, sin embargo las monoaminas deseadas se obtuvieron con rendimientos
moderados; asi pues, se cambié la aproximacion sintética por una reaccion
tricomponente tipo Biginelli [146] entre los aldehidos, acetofenonas e hidrocloruro de
guanidinio (Esquema 3-23), obteniéndose un aumento en el rendimiento de la reaccién
(Tabla 24).

Esquema 3-23. Sintesis tricomponente tipo Biginelli de las 2-aminopirimidinas.

NH,

CHO N)%N

i |
NH,CI
)j\ + o ~ EtOH, NaOH Z
—eeeee
HaN™ “NH, KA AN, Ry
Ry Rs

R1

21 18 19 22a -f
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Tabla 25. Rendimiento de las dos metodologias de sintesis de los precursores 2-
aminopirimidinicos.

Rendimiento Rendimiento

Entrada Ri- R2- globa:);nsé;gdo a2 método Biginelli. Punto de fusién.
22a. H- p-MeO- 30 % . 90 % 134 - 136°C
22b. H- p-EtO- 16 % 92 % 91-92°C
22c. H- o-Cl- 40 % 80 % 62 - 63°C
22d. Me- p-MeO- 66 % 93 % 119 -121°C
22e. Me- p-EtO- 19 % 74 % 110 - 112°C
22f. Me- o-Cl- 15 % 90 % 99 — 101°C

Las 2-aminopirimidinas obtenidas fueron caracterizadas por espectrofotometria IR
(Figura 3-52), 'H-RMN (Figura 3-53) y C-RMN (Figura 3-54). Se presentan a

continuacion los espectros del compuesto 22a.

Figura 3-52. Espectro de infrarrojo del compuesto 22a.

8
&
k=
B i
§ 40 ,':
301 o @
] N oy B
e N8 o8
] © & oo o ~
10 - S “4. © N g
] @ ¢ —O @M QT -~
! I 5= Bai on
0 © 83 [ors S-
] e
-101 till
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
Wed Mar 18 09:45:32 2015 (GMT-05:00)

En el espectro de infrarrojo del compuesto 22a se observan las bandas tipicas del grupo
amino hacia 3324 y 3196 cm™, se observan los estiramientos C-H Sp? en 2929 cm™y Sp?®
en 2836 cm™; se puede ver también en 1644 cm™ una banda asignada a la tensién C=N

presente en el anillo pirimidinico.
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Figura 3-53. Espectro "H-RMN del compuesto 22a (Tomado en CDCl3).
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En el espectro proténico del compuesto 22a se pueden observar seis sefales que se
asignaron de la siguiente manera: en 3.88 ppm un singlete que integra para 3 hidrogenos
asignado al metoxilo; en 5.21 ppm un singlete de base ancha de los protones del grupo
amino; en 7.01 ppm un doblete con constante de acoplamiento J = 8.8 Hz que integra
para 2 protones asignado a los protones del fenilo “A” en posicion orfo al anillo
pirimidinico; un singlete en 7.41 ppm con integral de 1 hidrégeno asignado al protén de la
posicién C-5 del anillo de pirimidina; un multiplete en 7.50 que integra para 3 hidrégenos
asignado a los protones del anillo fenilo “B”, por ultimo un multiplete en 8.04 ppm que
integra para 4 hidrogenos de los cuales sobresale el doblete con J = 8.8 Hz, de los
protones del fenilo “A” en posicion meta al anillo pirimidinico; los otros dos protones

solapados son asignados a los restantes del anillo “B”.
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Figura 3-54. Espectro *C-RMN del compuesto 22a (Tomado en CDCls3).
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En el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono-13 del compuesto 22a se
observan las 13 sefales de los carbonos inequivalentes de la molécula planteada; la
primera de estas a 55.5 ppm corresponde al carbono del metoxilo sustituyente del anillo
fenilo “A”, las sefiales de los carbonos en las posiciones orfo, meta, para e ipso de este
fenilo se observan en 114.2, 128.9, 165.8, y 130.5 ppm respectivamente. Las sefales del
anillo “B” en las posiciones orto, meta, para e ipso se encuentran en 128.8, 127.7, 103.7
y 130.2 ppm respectivamente; por ultimo, las sefiales correspondientes a las posiciones
C-2, C-4, C-5y C-6 del anillo pirimidinico se hallan en 166.1, 161.8, 163.7 y 138.1 ppm
respectivamente. Los compuestos 22b a 22f se caracterizaron de forma analoga
observandose un patron espectroscopico similar con las variaciones estructurales

introducidas en cada una de las 2-aminopirimidinas sintetizadas.

Ademas de estas 4,6-diaril-2-aminopirimidinas se sintetizo, 4,6-dimetil-2-aminopirimidina
(23), 6-metil-2-aminopirimidin-4(3H)-ona (24), y 2-tioxo-6-amino-2,3-dihidropirimidin-
4(1H)-ona (25), también mediante una reaccion de ciclocondensacion, pero esta vez

entre hidrocloruro de guanidina y acetilacetona o acetoacetato de etilo en medio basico
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respectivamente [147] o tiourea y cianoacetato de etilo para la sintesis de 25 [148]

(Esquema 3-24) con un rendimiento del 90% para 23, del 70% para 24 y 68% para 25.

Esquema 3-24. Sintesis de las aminopirimidinas 23, 24, y 25.

X
NI N 3
=
0,
NHCI K,COs 90%
J\ NH
NZ °NH 24

T ——
o MO
)]\/cooa 70%

S
j\ E{ONa / EtOH A
HN NH 25
HaN™ “NH, e PNPN
I HoN o

68%

= Sintesis de los derivados espiro pirimidinil tiazolidin-4-onicos.

Con las anteriormente mencionadas 2-aminopirimidinas sintetizadas, ahora mediante una
metodologia sencilla y eficiente; se realizd la reaccion tricomponente de
ciclocondensacién para la formacion de heterociclos de nucleo [1,3]tiazolidin-4-ona; esto
se hizo en primera instancia usando benceno como disolvente sin resultados positivos,
indicando que posiblemente la eleccion del disolvente no fue la mas adecuada. Luego de
esto, se realizd la reaccion con un disolvente de mayor punto de ebullicién (Tolueno) y
con remocion azeotropica del agua mediante el uso de una trampa Dean — Stark,
obteniéndose los compuestos objetivos 26a — f (Esquema 3-25) con bajos rendimientos
(Método 1), excepto por el compuesto derivado de 23. Después de esto se realizé la
reaccion usando una estrategia de control estequiométrico de la ciclohexanona por
adicion controlada de la misma y usando dos equivalentes de acido mercaptoacético

(Método 2), mejorando los rendimientos de los productos obtenidos (Tabla 25).
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Esquema 3-25. Sintesis de las espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas 26a - f.

S
NH, o _\/%o
)§ HSCH,CO,H N
N7 SN 7
A
6

NN
PhMe, A |

+
R4
| Dean - Stark =
=
v 0
22a-f Ry

26a - f

La 4,6-dimetil-2-aminopirimidina (23) mostré una reactividad muy baja en comparacién
con los derivados diarilpirimidinicos (con el método 1, se obtuvo el producto con un
rendimiento del 23%); el rendimiento de la obtencién del derivado espiranico desmejord
notablemente al aplicar la metodologia 2 (dos equivalentes de acido mercaptoacético y
adicion controlada de ciclohexanona), lo que da cuenta de la relacién
basicidad/nuclecfilicidad del grupo amino del mencionado precursor; por otra parte, los
compuestos 24 y 25 no sufrieron conversion alguna al derivado espirotiazolidinico
(Esquema ). Se presume que dado que la densidad electrénica del grupo amino esta
mayormente comprometida con la resonancia endociclica de la pirimidina, posee una

baja nucleofilia en comparacion con los derivados mas reactivos 22a — f (Tabla 25).

Esquema 3-26. Reacciones ensayadas con las aminopirimidinas 23, 24 y 25 para la

obtencién de las espiro tiazolidin-4-onas.
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Tabla 26. Rendimientos obtenidos en los ensayos realizados para la sintesis de las
espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas.

Entrada R1- R2- Rendimiento método Rendimiento método Punto de fusion.
26a. H-  p-MeO- 43 .% 5(?.% 165 -167°C
26b. H-  p-EtO- 22 % 53 % 143 — 145°C
26c¢. H- o-Cl- 67 % 54 % 98 — 100°C
26d. Me- p-MeO- 30 % 63 % 148 — 159°C
26e. Me-  p-EtO- 37 % 67 % 196 — 197°C
26f. Me-  o-Cl- 48 % 58 % 91 -92°C

27 - - 26 % 5% 129 -131°C
28 - - N.R. N.R. -
29 - - N.R. N.R. -

N.R. No hubo reaccion.

Estos compuestos se caracterizaron mediante la toma de sus espectros de infrarrojo
(Figura 3-55), '"H-RMN (Figura 3-56), *C-RMN (Figura 3-57) y HRMS (Figura 3-58). A

continuacion se presentaran estos espectros correspondientes al compuesto 26a.

Figura 3-55. Espectro de infrarrojo del compuesto 26a.
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En el espectro infrarrojo del compuesto 26a se observan las bandas de los estiramientos
C-H Sp? en 3072 cm™ y C-H Sp® en 2928 y 2852 cm™'; estas bandas de intensidad media
suelen ser tipicas de los anillos de cinco y seis miembros; nétese ademas que en esta

regidén ya no se observan las bandas de los estiramientos N-H por encima de 3200 cm"*
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propias del precursor aminopirimidinico; se observa también una banda en 1679 cm
asignada al estiramiento C=0 de lactama de cinco miembros y hacia 1610 cm™ se
observa en el espectro una banda correspondiente al estiramiento C=N presente en el

anillo pirimidinico.

Figura 3-56. Espectro "H-RMN del compuesto 26a (Tomado en CDCl3).
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El espectro 'H-RMN del compuesto 26a muestra en la region alifatica 5 multipletes (a
1.08 (1H), 1.67 (3H), 1.79 (2H), 2.15 (2H) y 2.42 (2H) ppm) correspondientes a los 10
protones del anillo ciclohexano espirofusionado. A 3.76 ppm, aparece un singlete con
integral para 2 hidrogenos, correspondiente a los protones del metileno en posicion a al
acilo de la lactama; un singlete a 3.89 ppm da cuenta de la sefial de los 3 protones del
metoxilo unido al fenilo “A” de la molécula; en la regién aromatica se observa un patrén
de sefiales muy similar al precursor 2-aminopirimidinico, con un ligero desplazamiento
hacia campo bajo del espectro; lo que es logico, debido a que esta porcidn estructural

permanece inalterada.
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Figura 3-57. Espectro *C-RMN del compuesto 26a (Tomado en CDCls).
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El espectro de resonancia magnética de carbono-13 del compuesto en cuestion, muestra
6 sefiales en la regién alifatica (24.0, 24.9, 32.4, 38.5, 55.6 y 75.8 ppm) que dan cuenta
de los carbonos Cy, Cs, Cq, Cq, OCH3 y Cs respectivamente; por encima de los 100 ppm
hasta los 150 ppm se encuentran las sefiales aromaticas, de las cuales se destacan
cuatro sefiales de mayor intensidad en 114.5, 127.5, 129.1 y 129.2 ppm asignadas a los
carbonos Cmeta del fenilo “A”; Coro del mismo fenilo; y los carbonos orto y meta del fenilo
“B” respectivamente. El carbono C-5 del anillo pirimidinico se observa en 109.8 ppm,
mientras que los carbonos C-4 y C-6 se observan a 136.9 y 131.2 ppm respectivamente.
Por ultimo, el carbono del acilo de la lactama se asigné a la sefial mas desplazada a

campo bajo en 172.3 ppm.
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Figura 3-58. Cromatograma y espectro de masas de alta resolucién del compuesto 26a.
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En el cromatograma del compuesto 26a, se observa un unico pico, a tiempo de retencion
de 0.2 minutos, en la zona del tiempo muerto del cromatograma; en cuanto al espectro
HRMS, se observa un pico base en m/z = 432.174652, coincidente en un 99.9998% en
comparacion con la masa exacta calculada para el pico [M+H]* de la molécula (m/z =
432.174023), asegurando la pureza del compuesto sintetizado; esta corroboracion de la

pureza se realiz6 para todos los compuestos objetivo (Tabla 26).

Tabla 27. Datos de [M+H]" encontrados para la serie de pirimidinil espiro tiazolidin-4-
onas sintetizadas.

Compuesto Masa de [M+H]* Calculada Masa de [M+H]* Experimental Desviacion (%).
26a. 432.174023 432.174652 1.45*10* %
26b. 446.189674 446.189730 1.25%10° %
26¢c. 436.124486 436.124707 5.07*10° %
26d. 446.189674 446.190037 8.13*10° %
26e. 460.205324 460.207584 4.91*10% %
26f. 450.140137 450.139675 1.03*10* %

27. 278.132159 278.132714 1.99*10* %
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= Estudio del mecanismo de reaccién para la formacién de las espiro pirimidinil
tiazolidin-4-onas.
El mecanismo de la reaccion de ciclocondensacion tricomponente entre aminas,
compuestos carbonilicos y acido mercaptoacético ha sido descrito previamente en la
literatura [101]; se presume que en un primer paso la amina reacciona con el compuesto
carbonilico, para generar un intermedio de tipo azometino; el cual reacciona como
electréfilo con el grupo tiol del acido mercaptoacético generando un intermediario de tipo
Yy — aminoacido, el cual mediante un cierre de tipo 5-exo-trig (favorecido por las reglas de

Baldwin) [65], genera el compuesto tiazolidin-4-onico (Esquema 3-27).

Esquema 3-27. Mecanismo de reaccion planteado para la sintesis tricomponente de

tiazolidin-4-onas de acuerdo con la estrategia utilizada.?

Het
-H,0 Ny—
Het—NH, + O - . NZ

HS OH
Het\ / \_<O

Het
s \ Het\ \NAP
tiazolidin-4-ona “H-O H H
HO 5
S
) Ho” O

Pese a que la propuesta en literatura es plausible y puede funcionar para diversos

Intermedio
Azometino

sustratos, se decidid corroborar esta propuesta mediante un experimento de control
sintetizando el intermedio de tipo azometino derivado de 22a en las mismas condiciones
de la reaccioén tricomponente y luego haciéndolo reaccionar con MAA (de forma analoga
a los experimentos de control realizados para el estudio mecanistico de la serie A); sin
embargo, no se observé conversion alguna del precursor aminopirimidinico (Esquema 3-
28) por lo que se puede descartar este intermedio en la ruta mecanistica seguida por la

reaccion tricomponente.

24 Adaptado de la referencia [101].
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Esquema 3-28. Primer experimento de control en el estudio del mecanismo de la
reaccion tricomponente para la sintesis de las espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas de
interés.

MeO. MeO.

Mww
N /N Phiveitafuio N /N

N /N
~@ 0

22a »oa Q%‘Ssa
Como segundo experimento de control se hizo reaccionar el precursor 22a con la espiro
oxatiolanona 13, buscando corroborar si este intermedio pudiera estar presente y
participar en la reaccion tricomponente de formacion de los productos tiazolidin-4-6nicos
de interés (Esquema 3-29); en este experimento se observé formacion de una pequefia
cantidad del producto esperado, lo que dejo abierta la posibilidad de que este intermedio

participe en el mecanismo propuesto (Esquema 3-30).

Esquema 3-29. Experimento de control realizado para comprobar el segundo mecanismo
de reaccion propuesto en la formacién de las espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas.

(o) MeO
MeO. (
O O S5O |
X
é PhMe/reflujo waN

\fN + AcOH
N
(e}
NH; 13 i@
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Esquema 3-30. Segundo mecanismo de reaccidon propuesto para la sintesis
tricomponente de las espirotiazolidin-4-onas.

6

= Sintesis de los compuestos espiro pirimidinil tiazolidin-4-onicos (Serie B)
seleccionados como promisorios moduladores del receptor GABAA de acuerdo
con el cribado virtual.

De acuerdo con el cribado virtual, se seleccionaron tres compuestos (Figura 3-14) para

sintetizar (Esquemas 3-31 a 3-33) en cantidad de un gramo, para pruebas de actividad in

vivo en el marco del proyecto global de investigacion en el que se enmarca este trabajo.?®

Esquema 3-31. Sintesis del compuesto 26b (B-TAP2).

EtO
O 0
0 I A
A
| PhMe/reflujo NN
N_ N + \(
N
NH, 6 oy\\@

22b
+  HSCH,COOH 26b

7

25 Proyecto Minciencias “Sintesis multicomponente, cribado virtual y evaluacion de la actividad
tranquilizante de nuevos compuestos tiacepinicos, tiazolidinicos y quinolinicos” de la convocatoria
807 para proyectos de ciencia, tecnologia e innovacién en salud 2018.
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Esquema 3-32. Sintesis del compuesto 26e (B-TAPS5).

EtO.

3
~
PhMe/reflujo NN
é ¥
N

e WUO

22e
+  HSCH,COOH 26e

7

Esquema 3-33. Sintesis del compuesto 29e (B-cpTAPS).

EtO.
MOO
|

PhMer/reflujo NN

N N e
Y 0= N
<
S

22e 29e

+ HSCH,COOH
7
De manera analoga que con los compuestos seleccionados de la serie A, se realizo el
estudio de escalamiento de la sintesis de forma comparativa con la metodologia en

cantidades de 1 mmol y de 4.5 mmoles (Tabla 27).

Tabla 28. Estudio de escalamiento de la reaccidon de obtencidon de los derivados mas
promisorios de la serie B de acuerdo con el cribado virtual.

R
1|\ N R

= | AN

N ,/
Entrada R,. Ry- n Rendimiento 1.0  Rendimiento  Variacién de Caida

! 2 mmol 4.5 mmoles rendimiento  porcentual

26b. H-  p-EtO- 2 53 % 45 % -8 % 15 %
26e. Me-  p-EtO- 2 67 % 55 % 12 % 18 %
29e. Me-  p-EtO- 1 57 % 40 % 17 % 30 %

Se observd una caida del rendimiento al incrementar las cantidades de los materiales de

partida; aunque esta disminucién no fue tan drastica como en el caso del escalamiento
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de la serie A, si se debid reajustar las cantidades para obtener las cantidades deseadas
de los compuestos a emplear para los estudios posteriores a realizar. Aun asi, se logro la

obtencion de los mismos en escala de un gramo de producto.
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4.Capitulo 4: Resultados de los estudios
realizados para las series C y D: Pirazolil
hidroxiindolinonas y 1,3,5-triarilpirazoles
con potencial actividad sobre el canal
NaV1.7.

En esta seccion se presentaran los resultados computacionales y experimentales
obtenidos para las dos series de compuestos pirazélicos (Serie C: pirazolil
hidroxiindolinonas y Serie D: 1,3,5-triarilpirazoles), postuladas como promisorios agentes

moduladores del canal de sodio dependiente de voltaje NaV1.7.

4.1 Compuestos planteados.

Los compuestos propuestos de estas dos series (Figura 2-1) tienen en comun el
fragmento pirazdélico en su estructura; como se mencioné en la seccién 1.3.1, este nucleo
heterociclico puede ser considerado un scaffold privilegiado en la investigacion y
desarrollo de nuevas entidades farmacoldégicamente activas. A continuacion, se
presentan las moléculas planteadas inicialmente para hacer el cribado virtual, seleccion y
sintesis en aras de contribuir al conocimiento y expansion del espacio quimico de nuevos
compuestos promisorios en el tratamiento de patologias relacionadas con la sobre

excitacion celular dada por anomalias en el funcionamiento del canal de sodio de interés.

4.1.1 Compuestos planteados de la serie C.

Con base en la disponibilidad de reactivos en nuestro grupo de investigacion, de la serie
de pirazolil hidroxiindolinonas se plantearon 35 compuestos en cada variacion de
sustituyentes tanto en el fenilo de la posicion 1 de la porciéon aminopirazélica, asi como

de las posiciones 1y 5 del anillo indolénico (Figura 4-1).



168 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial

actividad farmacolégica sobre canales ionicos reguladores de las sefales nerviosas.

Figura 4-1. Estructuras de los compuestos planteados de la serie C para su evaluacion in
silico.

| N\N X HN N -R: -H, -Cl, -OMe, -F, -NO,
HO / [ N -Ry: -H, -Me, -Et, -Pr, -Bn, -Ad
HO Y -X: -Br
N
o)
/
R, N o

4.1.2 Compuestos planteados de la serie D.

De la serie de 1,3,5-triarilpirazoles se seleccionaron 35 compuestos en combinacion de
los diferentes sustituyentes sobre los tres anillos fenilo del esqueleto base de estos
prototipos (Figura 4-2); esto con base en la disponibilidad de reactivos en el grupo de

investigacion.

Figura 4-2. Estructuras de los compuestos de la serie D planteados para su evaluacion y
cribado in silico.

) -R: -H, -Cl, -OMe, -F, -NO,
R -Rq: -H, -Me, -OMe, -NO,
2 | -Ry: -H, -Me, -NO,
R4

4.2 Evaluacién in silico de las propiedades ADMETox y

posible interacciéon con el canal de sodio NaV1.7 de

los compuestos de las series C y D.

De manera analoga que para los prototipos de las series A y B, para estos compuestos
de las series C y D, se realizé el analisis de sus propiedades ADME usando la
herramienta MedChem Designer. Esta herramienta generd el reporte de numerosas
propiedades que podrian ser utiles para este pre-filtrado; siendo asi, se ordenaron de

menor a mayor riesgo de baja absorcion y alta toxicidad, de acuerdo con el parametro
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“ADMET _Risk” calculado por el programa. Una vez mas, es de notar que este parametro
se calcula por suma de contribuciones de las violaciones de la regla de 5 de Lipinski, alta
tasa de metabolismo por via de los citocromos (CYP), alta toxicidad relacionada, asi
como contribuciones de alta unién a proteinas plasmaticas y alto volumen de distribucién

en estado estacionario.

En este caso, dado que la ubicacion predominante del canal de sodio NaV1.7 es en las
neuronas del sistema nervioso periférico, no se tomdé en cuenta el parametro de
probabilidad de cruce de barrera hematoencefalica (como si se hizo para las series Ay
B); en lugar de este criterio de exclusién, se dio preponderancia a las propiedades
predichas de toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad, expresados una vez mas
como “MUT_Risk > 0.9” y riesgo de toxicidad “TOX_Risk > 2”; las moléculas que
incumplieron estos parametros no se presentaran en las tablas de resultados. Se
descartaron ademas aquellos compuestos con toxicidad aguda en rata predicha con un
valor menor a 300 mg/kg. Los resultados de propiedades toxicoldgicas se predijeron y

corroboraron mediante la herramienta online AdmetSar 2.0.

4.2.1 Propiedades ADMETox de las moléculas propuestas de la

serie C (Pirazolil hidroxiindolinonas).

Se realizé la evaluacion de los 35 prototipos moleculares propuestos inicialmente para
esta serie de compuestos. A partir del pre-filtrado ADMET realizado, se descartaron 13
de los prototipos inicialmente propuestos; esto debido principalmente a las alertas de
posible mutagenicidad y alta toxicidad predicha en modelo de rata. En cuanto a los
descriptores de biodisponibilidad, no se observaron en general un gran numero de
violaciones a los parametros de Lipinski. Los compuestos con mejores perfiles de
biodisponibilidad y toxicidad se presentan a continuacion en la tabla 28, junto con sus

descriptores mas relevantes para este proceso de preseleccion.
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Tabla 29. Compuestos seleccionados mediante filtrado ADMETox de la serie C.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk Mut_Risk Tox aguda rata (mg/kg)
cl
N—N
1 s 1,673 1 0.9 726.691
HoN
OH
o
HN
cl
N—N
2 ) 1,764 1 0.9 646.686
HoN
OH
0
N
/
H
N—N
3 . 9 1.768 1 0.9 482.904
z OH
o Br
HN
H
N
4 HNT 2 1 0.3 560.624
OH
o
<
o
Cl
§
5 HNT Y 2 1 0.3 553.591

N 2.261 2 0.6 463.077

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 28. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk Mut_Risk Tox aguda rata (mg/kg)
Cl
N—N
7 - g 2.361 1 0.9 610.781
2 OH
o Br
HN:
H
N—N
8 N \ 2.410 1.534 0.9 700.488
2 OH
o
HN
H
N—N
9 W 2.417 1 0.3 584.699
H,N
OH
o
N
\_/
Cl
N—N
10 N ) 2.523 1 0.3 570.492
2!
OH
o
N
| :Z
N—N
11 N ) 2.565 1 0.9 383.810
H,N
OH
0
N
/
| :Z
N—N
12 1 0.9 354.223

NN ¥ 2.681
OH
O
N

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 28. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk Mut_Risk Tox aguda rata (mg/kg)
MeO,

Q

N—N

13 2.763 1.28 0.9 478.202

I
S
o) P4
\Z /
=
o
I

ju

<

N—N

14 2.798 1.587 0.3 634.164

HoN

o
\Z /
—
o
I

=
[}
O

e}

N—N
\

15 2.955 1 0.9 432.099

I

5

z
4

o
I

(Zo

=
D
O

e}

N—N
\

16 3.000 1 0.9 441.778

I
5
z
4
o
I

z

o

N

17 3.000 1 0.9 364.796

//Z\

HoN
OH

z

SN

P4
\
-2

18 3.080 1.095 0.3 599.770

I
R
P4
4
(@]
T

o

N
-/

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 28. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk Mut_Risk Tox aguda rata (mg/kg)
MeO,
g
19 HNT Y 5.099 1 0.3 388.650

20 HNT Y 5.260 1.154 0.3 538.211

21 HNTN 5.980 1 0.3 321.612

22 HNTN 6.933 2 0.3 437.847

4.3 Acoplamiento molecular de las moléculas de

referencia: Saxitoxina, tetrodotoxina y vixotrigina.

Se realizé la optimizacién geométrica de las estructuras de las moléculas de referencia
(Figura 4-3) y posteriormente el acoplamiento molecular con el receptor NaV1.7 (Cddigo
PDB: 6J8G), mediante el uso de los tres programas descritos en la seccién de

metodologia. Se evalud la interaccién de estas moléculas en el poro del canal iénico.
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Figura 4-3. Estructura de las moléculas de referencia usadas en el acoplamiento
molecular con el canal iébnico NaV1.7.

S
(0]
OH
Oo OH COONH,
7/NH2 @ :
HO HD
on HO "
Saxitoxina Tetrodotoxina Vixotrigina

Dichos resultados fueron tabulados (Tabla 29) y las estructuras de los complejos receptor
— ligando se visualizaron para su evaluacion cualitativa (Figura 4-4 y 4-5 Ay B) y
sirvieron como comparaciéon para el proceso de seleccidbn de los prototipos mas

promisorios de las series C y D.

Tabla 30. Valores de scores obtenidos para las moléculas de referencia en el docking
con 6J8G.

Molécula Score S.N. Score S.N. Score S.N. Score
ADT ADT VINA VINA DOCK6 DOCK6 medio
Saxitoxina -8.02 0.71 7.2 0.60 -49.075 0.94 0.83
Tetrodotoxina -10.06 1.53 -7.8 0.40 -52.002 1.20 1.57
Vixotrigina -9.36 1.25 -8.0 0.53 -53.250 1.31 1.55

S.N. ADT: Puntuacion normalizada obtenida mediante el software AutoDock 4. S.N. Vina: Puntuacion

normalizada obtenida mediante el software AutoDock Vina. S.N. DOCKG6: Puntuacion normalizada obtenida

mediante el software DOCK®.
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Figura 4-4. Interacciones de la A. Saxitoxina y B. Tetrodotoxina con el poro del canal de
sodio NaV1.7 halladas mediante acoplamiento molecular.
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o 'f E: b - - /-r::‘ .
a2l [ g ]
PR 55 e SN
- oty A -’L\L_/ \EQQ.H ........ ga
\l"'_ H | RS
Fi = *s
- N\ { \ GLU L
o LaH BN PP Ltk =T o 5 / TRF
it \ H A364 . ks 21408
AG30 ~_ / ?H. > A:1407
~ e, PHE
. ., 21408
] 'i
N Agggl Interactions
GLY SaltBridge Conventional Hydrogen Bond
[ [ [ |
Attractive Charge Carbon Hydrogzn Bond
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Figura 4-5. Interacciones de la vixotrigina con
mediante acoplamiento molecular.

el poro del canal de sodio NaV1.7 halladas
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A169E GLU
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362 -
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A {
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Y5
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Cation
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Pi Stacked
D Halogen {Fluorine) D Pi-Alkyl

Se resumen las interacciones halladas con cada uno de los programas usados para el

acoplamiento molecular de los compuestos de referencia en las tablas 30 a 32.
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Tabla 31. Interacciones de las moléculas de referencia con algunos residuos del poro del
canal idnico NaV1.7 halladas con el software AutoDock4.

Caodigo Thr Gly Phe Trp Glu Glu930 Glu Asp Lys Tyr
1409 1407 1405 1408 927 364 1701 1406 362
Saxitoxina XX X X X XX X X
Tetrodotoxi X X X XX X
na
Vixotrigina XX XX

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidréogeno. X = Interacciones idnicas (pi-anion, pi-

cation, cation — anién). X = Interacciones repulsivas.

Tabla 32. Interacciones de las moléculas de referencia con algunos residuos del poro del
canal iénico NaV1.7 halladas con el software AutoDock Vina.

Caodigo Thr Gly Phe Trp Glu Glu930 Glu Asp Lys Tyr
1409 1407 1405 1408 927 364 1701 1406 362
Saxitoxina X X XX
Tetrodotoxi XX XX X XX X X X
na
Vixotrigina X X

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones i6nicas (pi-anion, pi-

cation, cation — anién). X = Interacciones repulsivas.
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Tabla 33. Interacciones de las moléculas de referencia con algunos residuos del poro del
canal idnico NaV1.7 halladas con el software Dock6.

Codigo Thr Gly Phe Trp Glu Glu Glu Asp Lys Tyr
1409 1407 1405 1408 927 930 364 1701 1406 362

Saxitoxina X X XX X X
Tetrodotoxi X X X X X

na
Vixotrigina X

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones idnicas (pi-anion, pi-
cation, cation — anion). X = Interacciones repulsivas.

Se observa que en los compuestos de referencia predominan las interacciones de tipo
polar, especialmente de tipo idnico y puente de hidrégeno; esto dada la alta cantidad de
grupos polares que tienen los compuestos de referencia, asi como los aminoacidos que
conforman el poro del canal de sodio de estudio; el cual, presenta una gran abundancia
de residuos de tipo acido, como son el Glu-927, Glu-930, Glu-364, Asp-1701; de tipo
basico como es la Lys-1406 y algunos aminoacidos neutros polares como Thr-1409,

neutros apolares (Gly-1407) y neutros aromaticos (Phe-1405, Trp-1408 y Tyr-362).

Estos aminoacidos y sus interacciones con las moléculas propuestas de las series Cy D
fueron evaluados, en aras de establecer posible afinidad y actividad modulatoria sobre el

receptor estudiado.

4.3.1 Acoplamiento molecular de los compuestos de la serie C

(Pirazolil hidroxiindolinonas) con el canal de sodio NaV1.7.

Se realizé la optimizacion geométrica y posteriormente los acoplamientos moleculares de
las moléculas de la serie C, que no fueron descartadas mediante el pre-filtrado por
propiedades ADMETox. Mediante el uso de los tres programas descritos en la seccion de
metodologia. Se evalué la interaccion de estos prototipos en el poro del canal de sodio
dependiente de voltaje NaV1.7. cuya estructura cristalografica con codigo 6J8G fue
obtenida del PDB.
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Dichos resultados fueron normalizados y comparados cuantitativamente mediante la
ecuacion de consenso descrita previamente. Mediante esta evaluacién se observé que
en la lista de los diez mejores compuestos predominan aquellos con sustituyentes
metoxilo y cloro en la posicion para del fenilo sustituyente de la posicion 1 de la porcién

pirazdlica (Tabla 33).

Tabla 34. Consenso de puntuacion normalizada de los diez mejores compuestos de la
serie C en la evaluacién mediante acoplamiento molecular.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score

ADT VINA DOCK6 medio.
N
N~ N\

1. H,N OH 0.64 0.53 0.60 0.59

O
N

N

Cl

: N/N\
=~ OH
2 HzN 054 060 0.56 057
o
N

Meo\©\
N
N/\
~~ oH
3. HoN 0.41 0.53 0.75 0.57
(0]
o N

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 33. Continuacion.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT VINA DOCK6 medio.
4. HoN OH 0.47 067 0.45 0.53
O
N
5. H,N OH 0.53 0.47 0.57 0.52
0]
//N
6 HoN OH 0.37 0.73 0.36 0.49
(0]
N
;\\O
F\©\
N
N~ N
OH
7. 0.43 0.60 0.43 0.48

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 33. Continuacion.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT _ VINA DOCK6 medio.
MeO
N
N~ N
8 ~< OH 032 060 0.51 0.48
H,N ' ' ' '
0]
i
cl
N
N~ N\
9 = 055  0.40 0.30 0.42
HN OH Br
o)
N
H
H
N
N~ N
—
10. H,N OH 047 060 0.15 0.41
0]
{
6]

S.N. ADT: Puntuacion normalizada obtenida mediante el software AutoDock 4. S.N. Vina: Puntuacion

normalizada obtenida mediante el software AutoDock Vina. S.N. DOCKG6: Puntuacion normalizada obtenida
mediante el software DOCK®6.

De acuerdo con los acoplamientos realizados, se observaron interacciones con los

residuos comunes a las moléculas de referencia como se muestra en la tabla 34.
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Tabla 35. Interacciones observadas en los acoplamientos moleculares realizados de los
10 mejores prototipos de la serie C con el canal iébnico NaV1.7.

Numero Estructura Interacciones Interacciones Interacciones
ADT VINA DOCKG6
MeO.
\©\N/N Gly-1407
N Glu-364 Glu-927 Phe-1405
1 = OH Asp-1701 Glu-364 Glu-930
) HoN Asp-1701
Tyr-362 Tyr-362

Tyr-362

cl
: ‘N”N
N\ Glu-927 Thr-1409

=( o4 Glu-930 Gly-1407
5 H,N GIu-930 Glu-364 Phe-1405
o Glu-364 Asp-1701 Glu-930
N Tyr-362 Tyr-362
MeO.
\©\N/N Thr-1409
N\ Gly-1407 Glu-927
=( o4 Glu-930 Phe-1405
3 H,N Glu-927 Glu-364 Glu-930
’ Glu-930 Asp-1701
o] Glu-364 Tyr-362
N Asp-1701 Tyr-362
Cl
/N
N7 Gly-1407 Gly-1407 Thr-1409
— Glu-927 Glu-927 Gly-1407
4 HoN OH Glu-364 Glu-364 Phe-1405
: 2 Asp-1701 Asp-1701 Glu-930
) \ Tyr-362 Tyr-362 Tyr-362

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 34. Continuacion.

Numero Estructura Interacciones Interacciones Interacciones

ADT VINA DOCKG6
M60\©\
N
N~ N

Glu-927 Phe-1405
— Glu-930 g Glu-927
5. HN OH Glu-364 Jatpan Glu-930
2 Asp-1701 P
Tyr-362 Tyr-362

0
J
Gly-1407 Gly-1407
Phe-1405 o Phe-1405
6. H,N TGr||o-14os Asp1701 Glu-930
u-927 Lys-1406
N Lys-1406 Tyr-362 Tyr-362
/go
F\©\
N
-~
NN Glu-927
— Gly-1407 GIE:930 Gly-1407
H-N OH Phe-1405 Glu-364 Phe-1405
7 2 Trp-1408 Glu-930
' Glu-927 Asp-1701
O . -
\
O
\©\ ~N Gly-1407
N7\ Gly-1407

Glu-927 Glu-927
6 on Glu-364 Glu-364 Foeans
HoN Asp-1701 Asp-1701 Glu-930
Tyr-362 Tyr-362 Tyr-362

0
N
/

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 34. Continuacion.

Nidmero Estructura Interacciones Interacciones Interacciones
ADT VINA DOCKG6
Cl
N Thr-1409
N~ Gly-1407 Gly-1407 )
N Phe-1405 Glu-930 e
9. —= OH Trp-1408 Glu-364
HoN Br Glu-927 Tvr.362
Tyr-362 y
(e}
N
H
H
_N
N™ N Gly-1407 Gly-1407
— Phe-1405 Glu-927 Phe-1405
10 H.N OH Trp-1408 Glu-364 Glu-930
. 2 Glu-927 Asp-1701
Asp-1701 Tyr-362
) Lys-1406 Tyr-362
/&
0]

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones ionicas (pi-anion, pi-
cation, cation — anion). X = Interacciones repulsivas.

Dada esta lista ordenada y de forma analoga a como se realizé la seleccién de los
compuestos mas promisorios a sintetizar de las anteriores series; se seleccionaron los
compuestos con mayor puntaje de consenso y con interacciones coincidentes con los
farmacos de referencia (Figuras 4-6, 4-7 y 4-8); las estructuras con sus respectivos

codigos se presentan en la figura 4-9.
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Figura 4-6. Interacciones halladas del canal i6nico NaV1.7 con el compuesto C-A6c
(Entrada 1 de la tabla 34).

Figura 4-7. Interacciones halladas del canal i6nico NaV1.7 con el compuesto C-Ale
(Entrada 2 de la tabla 34).
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Figura 4-8. Interacciones halladas del canal i6bnico NaV1.7 con el compuesto C-A6e

(Entrada 3 de la tabla 34).

GhUZER4

LASP1701

GLUSZT

GL¥1407

Ell)D30

\

THR1409

Figura 4-9. Compuestos de la serie C (pirazolil hidroxiindolinonas) seleccionados como
promisorios moduladores del canal NaV1.7, de acuerdo con el cribado computacional

realizado.
MeO Cl MeO.
\©\N/N\ \©\N/N \©\N/N\
H,N = OH HoN == OH H,N = OH
C-A3c @J C-Ate @J C-A3e
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4.3.2 Propiedades ADMETox de las moléculas propuestas de la

serie D (1,3,5-triarilpirazoles).

Se realizé la evaluacion de los 35 prototipos moleculares inicialmente planteados para
esta serie de compuestos. Con base en este pre-filtrado ADMETox realizado, se
descartaron 17 de los prototipos inicialmente propuestos; esto debido principalmente a
las alertas de posible mutagenicidad y alta toxicidad predicha en modelo de rata. En
cuanto a los descriptores de biodisponibilidad, en el caso de esta serie y a diferencia de
la serie C, se observd en general varias violaciones a los parametros de Lipinski; sin
embargo, este parametro dado el uso general que se le da a nivel predictivo para
absorcion por via oral; se tuvo en menor cuenta, sabiendo previamente que la forma de
administracion de compuestos como los planteados en esta serie podrian ser
administrados disefiando una forma tépica (comun y con posible utilidad para
tratamientos de neuropatia dolorosa o mialgias localizadas). Los compuestos con
mejores perfiles de biodisponibilidad y toxicidad se presentan a continuacién en la tabla

35, junto con sus descriptores mas relevantes para este proceso de preseleccion.

Tabla 36. Compuestos seleccionados mediante filtrado ADMETox de la serie D.

No. Estructura ADMET _Risk TOX_Risk Mut_Risk Tox aguda rata (mg/kg)
R
1 QN_N 4.414 1 0.9 1141.367
\
X
OO
R
2 Q 4175 1 0.9 1164.269

3 2 4.079 1 0.9 1911.329

4 Q 5.377 1 0.3 3311.861

Continua en la pagina siguiente.
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Tabla 35. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk Mut_Risk Tox aguda rata (mg/kg)
5 A 4.159 1 0.9 1763.455
Y
g W
6 QN-Q 4.000 2 0.6 1741.378
X
wonad
R
7 QN_N 5.544 1.067 0.3 2479.452
NS
O O OMe
8 QN\* 5.306 1.124 0.3 2639.895
o™
OMe
MeOQ
9 QN_N 5.539 1.137 0 2776.199
N
w0
10 NN 5.182 1.147 0 1769.110
O™ 0
MeOQ,
11 ZN_N 5.060 1.147 0 2460.616
Oaa®
MeQ,
12 ZN_N 5.893 1.156 0 2664.772
\
O™ 0
13 QN—N 5.222 1.176 0 1846.297
N
w0
R
14 QNN 5.573 1.226 0 2051.467
\
S
w0
15 N—N 4.513 1.270 0 1680.586

v
O/

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 35. Continuacion.

No. Estructura ADMET_Risk TOX_Risk Mut_Risk Tox aguda rata (mg/kg)
R
16 ZN_N 6.008 1.584 0 1236.916

F
17 2 5.449 1.731 0 1186.855
18 ZN 5.698 2 0.9 1791.968

4.3.3 Acoplamiento molecular de los compuestos de la serie D

(1,3,5-triarilpirazoles).

Al igual que con los prototipos de las series anteriores, se realizé la optimizacion
geomeétrica, seguida de los acoplamientos moleculares de las moléculas de esta serie de
pirimidinil tiazolidinonas, que no fueron descartadas mediante el pre-filtrado por
propiedades ADMETox. Mediante el uso de los tres programas descritos en la seccion de
metodologia. Se evalud la interaccion de estos prototipos en el poro del canal idnico
NaV1.7. De igual forma, los resultados fueron normalizados y comparados

cuantitativamente mediante la ecuacion de consenso descrita previamente (Tabla 36).
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Tabla 37. Consenso de puntuacion normalizada de los diez mejores compuestos de la

serie D en la evaluacion mediante acoplamiento molecular.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT VINA DOCK6 medio.
F
1. Z 0.33 0.85 0.80 0.66
N—N
O™~
NO,
2 N—l;l 0.33 0.62 0.81 0.58
™)
NO,
3 N—N 0.72 0.62 0.22 0.52
\
[
O.N
4 N—I{J 0.45 0.38 0.71 0.52
(™)
OMe
OoN
5. Z 0.69 0.46 0.34 0.50
N—N
\
O™
F
6. Z 0.27 0.46 0.76 0.50
N—N

»

Continua en la siguiente pagina.



190 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial

actividad farmacolégica sobre canales ionicos reguladores de las sefales nerviosas.

Tabla 36. Continuacion.

Numero Estructura S.N. S.N. S.N. Score
ADT VINA DOCK6 medio.

F
7. ? 0.37 0.85 0.26 0.49
8. ? 0.23 0.31 0.93 0.49
2 0.33 0.38 0.67 0.46

b
.

10. 0.39 0.46 0.23 0.36

O
O

S.N. ADT: Puntuacion normalizada obtenida mediante el software AutoDock 4. S.N. Vina: Puntuacion
normalizada obtenida mediante el software AutoDock Vina. S.N. DOCKG6: Puntuaciéon normalizada obtenida
mediante el software DOCK®6.

De acuerdo con los acoplamientos realizados, se observaron interacciones con los

residuos comunes a las moléculas de referencia como se muestra en la tabla 37.
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Tabla 38. Interacciones observadas en los acoplamientos moleculares realizados de los
10 mejores prototipos de la serie D con el canal iénico NaV1.7.

Numero Estructura Interacciones Interacciones Interacciones
ADT VINA DOCK6
F
Thr-1409 Glu-927 Glu-927
1 Glu-927 Glu-364 Glu-364
’ N—N Asp-1701 Lys-1406 Lys-1406
Lys-1406 Tyr-362 Tyr-362
(D
Glu-927 Glu-927
_ Asp-1701 Clu-927 Glu-364
2. N—N Glu-364
\ Lys-1406 Jatpan Lys-1406
O N O Tyr-362 P Tyr-362
NO,
Glu-927 Glu-927 Glu-927
3 N—N Asp-1701 Glu-364 Glu-364
\ Lys-1406 Lys-1406 Asp-1701
O N Tyr-362 Tyr-362 Lys-1406
O,N
Gly-1407
Glu-364 Glu-364
4, N—N Asp-1701 Asp-1701
\ \ Lys-1406 Tyr-362
O Tyr-362 Tyr-362
OMe
O,N
Glu-927 Glu-927
Q Glu-364 Glu-930 S
5, Asp-1701 Glu-364 Mot 701
N"{‘ Lys-1406 Asp-1701 Mo
O N O Tyr-362 Tyr-362 y
F
Gly-1407
Glu-364 Glu-927
6. N— Asp-1701 Glu-364
N Lys-1406 Tyr-362 Tyr-362

Tyr-362

v
£

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 37. Continuacion.

Numero Estructura Interacciones Interacciones Interacciones
ADT VINA DOCK®6
F
oo Glu-927 Glu-927
7 Asp-1701 Glu-364 Glu-364
: N—N . 2_1 206 Lys-1406 Asp-1701
\ y Tyr-362 Lys-1406
A Tyr-362
OoN
MeQ
Q Asp-1701 Glu-927
8. Lys-1406 Asp-1701
N"{‘ Tyr-362 Tyr-362
(™)
OMe
MeQ,
Q Glu-930 Glu-927
Glu-364 Glu-930
Glu-364
9. N—N Asp-1701 Glu-364 Asp-1701
D Tyr-362 Tyr-362
MeO O
F
Glu-927 Glu-364
10. N—N Lys-1406 Asp-1701 Tyr-362

Tyr-362

X = Interacciones de tipo
apilamiento pi. X = Interacciones de puente de hidrégeno. X = Interacciones i6nicas (pi-anion, pi-
cation, cation — anién). X = Interacciones repulsivas.

Con base en esta lista ordenada y de forma analoga a como se realiz6 la seleccion de los
compuestos mas promisorios a sintetizar de las anteriores series; se seleccionaron los
compuestos con mayor puntaje de consenso y con interacciones coincidentes con los
farmacos de referencia (Figuras 4-10 a 4-12); las estructuras con sus respectivos codigos
se presentan en la figura 4-13.
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Figura 4-10. Interacciones halladas del canal iénico NaV1.7 con el compuesto D-
PFHNO2 (Entrada 1 de la tabla 37).

THR 1409

Figura 4-11. Interacciones halladas del canal iénico NaV1.7 con el compuesto D-PH2NO
(Entrada 2 de la tabla 37).

o

ASEATO
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Figura 4-12. Interacciones halladas del canal iénico NaV1.7 con el

PHNO2H (Entrada 3 de la tabla 37).

compuesto D-

Figura 4-13. Compuestos de la serie D (1,3,5-triarilpirazoles) seleccionados como
promisorios moduladores del canal NaV1.7, de acuerdo con el cribado computacional

realizado.
F
N—N N—N N—N
\ \! \
OO OO )
N02 N02 02N
D-PFHNO D-PH2NO D-PHNOH
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4.4 Exploraciéon sintética para la obtencion de los

compuestos seleccionados de las series C y D.

De forma analoga que en la seccion 3.3, se expondra la sintesis, experimentos de control
y caracterizacion espectroscopica de los compuestos seleccionados mediante el cribado
virtual. Inicialmente se dio pie a algunos ensayos de optimizacion de las condiciones de
reaccion, tiempos y demas variables del proceso de sintesis; una vez optimizados se
procedio al escalamiento de las reacciones y obtenciéon de un gramo de los compuestos

objetivo.

4.4.1 Sintesis de los compuestos de la serie C: Pirazolil

hidroxiindolinonas.

Dados los resultados obtenidos en los estudios mecanisticos desarrollados en la reaccion
de obtencién de heterociclos de siete miembros (Secciéon 3.3.1), se evidencié una
marcada tendencia a la reactividad diferencial entre el grupo amino y el carbono 4 de los
compuestos 5-aminopirazolicos con carbonilos secundarios de tipo cetoénico, siendo la
posiciéon 4 del anillo, un nucledfilo mas reactivo con este tipo de sustratos. Es por esta
razon que se decidié seguir una ruta de sintesis como la expuesta en la metodologia
(Seccion 2.5.3, Esquema 2-5).

Es de notar que con cetonas que contienen hidrégenos en posicion a (como la
ciclohexanona o ciclopentanona), la reaccion suele proceder con deshidratacion del
carbinol terciario formado por adiciéon del pirazol sobre el grupo carbonilo; sin embargo,
dada la naturaleza no enolizable de la isatina y sus derivados N-alquilicos, se pueden

obtener los compuestos hidroxilados de forma sencilla dada la estabilidad de estos.

» Sintesis de los precursores 5-aminopirazolicos.
La sintesis de estos precursores se realizdé de acuerdo con lo expuesto en la seccion
3.31.

» Sintesis de los precursores N-alquil indol-2,3-didnicos.
De acuerdo con lo expuesto en la seccion 2.5.3, se realizé la derivatizacion de la posicion

1 del anillo inddlico de la isatina mediante una reaccion Sy2; activando la nucleofilia de
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este nitrégeno de tipo lactamico mediante conversién en su forma anionica (Esquema 4-

1).

Esquema 4-1. Reaccién de activaciéon de la nucleofilia de la posicion 1 de la isatina.

O O O

Base E*

(0F=4

N
\
E

Con base en lo anteriormente expuesto, se procedié a realizar la reaccién de alquilacién
con varios agentes alquilantes (Tabla 38), en aras de aumentar la diversidad estructural
de los compuestos a obtener; siendo asi, se realizd la reaccion usando carbonato de
potasio como base y haluros de alquilo como sustratos electrofilicos, adicionalmente se
realizaron ensayos de acilacion mediante un proceso de tipo sustitucién acil-nucleofilica

sin asistencia de base utilizando anhidrido acético (Esquema 4-2).

Tabla 39. Rendimientos de la reaccion de sustitucion del nitrégeno lactamico de la
isatina.

Entrada Agente alquilante o acilante Producto Rendimiento

0
1. Me S e
o

0 51 %

0 89 %

°© 59 %

92 %

N
-z io N-Z io §,z io §,z io
o
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Entrada Agente alquilante o acilante Producto Rendimiento

gBr %Ngzo 65 %
iR o

<o

91 %

Esquema 4-2. Ensayos de alquilacion y acilacién de la posicion 1 de la isatina.

O

Ly —
N
H

30

(6]
R-X
@&o
N
\
R

DMF, K,CO5
80°C, 1h
31ad
R=-Me a
-Et b
-n-Pr ¢
0 -Bn d
ACZO
5e
A o
N
\
Ac

= Sintesis de los derivados pirazolil hidroxiindolinénicos.

Con el aminopirazol 3a y la isatina (sin sustitucién en la posicion 1), se inici6 el estudio

exploratorio de sintesis de estos compuestos; en primera medida y dada la posibilidad

latente de reaccién del grupo amino con el carbonilo isatinico, en un proceso de adicion

nucleofilica para la formacién de la base de Schiff [65] (Esquema 4-3), se corroboré la

regioselectividad de la reaccion mediante la ejecucién de experimentos publicados

previamente [149] [150] (Esquema 4-4), asi como otras condiciones de reaccion (Tabla

39), en aras de obtener el producto deseado con mejores rendimientos que los logrados

previamente.
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Esquema 4-3. Reaccion tipica de adicion nucleofilica para la formacion de bases de
Schiff.

R R

R
|\ AN N )1\ H* (Cat) ©\ /Rli
= (@) R
NH, 2 N R,

Esquema 4-4. Reaccion observada entre el aminopirazol 3a y la isatina (30).

N
NN
N—N = NN
\ HoN
NM ’ s > Z S NH,
0 / 7 i HO
0
HN 0
N
0 H
N
H
32a 30 C-A0

El primer ensayo de sintesis consistio en una metodologia usando calentamiento
convencional como se planted en la referencia [149], haciendo reaccionar 3a e isatina
(30) (Esquema 4—4) en acetonitrilo, para obtener el producto deseado. La reaccién fue
catalizada con acido p-toluensulfénico (30 % molar) y el producto fue obtenido con un
63% de rendimiento. Otras condiciones de reaccion fueron intentadas intentando mejorar
este rendimiento. Mediante estos experimentos se determind que el maximo rendimiento

se logra usando yodo (1%) como catalizador y etanol como disolvente a 40°C (Tabla 39).
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Tabla 40. Ensayos de optimizacion de las condiciones de reaccion y validacion de la
regioquimica de la misma.

Entrada Catalizador % molar Solvente Temperatura (°C) Tiempo (h) Rendimiento.

1[149]  p-TsOH 30% MeCN 80 2 63 %"
2 [150] I2 1% EtOH 25 2 55 %*
3 - - EtOH 25 2 50 %
4 AcOH 10%  MeOH:H,0° 25 24 58 %
5 p-TsOH 10 % EtOH 25 12 23 %
6 I2 1% EtOH 40 2 88 %
7 - - MeOH:H,0° 25 24 10 %

*Rendimiento no reportado por los autores para este compuesto. @ Proporcién (1:1). En negrita las
condiciones 6ptimas para la obtencién de C-A0.

Ademas de esta corroboracion de la regioquimica de la reaccion y optimizacion de
algunas condiciones de sintesis del compuesto C-A0, se estudio el efecto de la polaridad
del disolvente (expresada en términos de su constante dieléctrica) en la velocidad de la
reaccion y en el rendimiento de esta (Tabla 40).

Tabla 41. Estudio del efecto de la polaridad del disolvente en el tiempo y rendimiento de
la reaccion de sintesis de C-A0.

Entrada Solvente Consta?éie[l%iﬁléctrica Temperatura (°C) Tiempo (h) Rendimiento
1 H20 80.0 [151] 25 36 N.R.
2 H20 73.2[151] 40 36 N.R.
3 DMSO 43.5[152] 25 11 41
4 DMSO 44.9 [152] 40 7 63
5 MeCN 35.9 [153] 25 5 50

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 40. Continuacion.

Constante dieléctrica

Entrada Solvente Temperatura (°C) Tiempo (h) Rendimiento

(e)ref]
6 MeCN 33.7 [153] 40 3 77
7 MeOH 32.7 [151] 25 45 80
8 MeOH 30.0 [152] 40 3.3 92
9 EtOH? 24.3 [151] 25 45 82
10 EtOH2 22.2 [153] 40 3.5 86
11 Tolueno 2.4 [154] 25 36 N.R.
12 Tolueno 2.3 [154] 40 36 N.R.
13 Benceno 2.3 [155] 25 32 56
14 Benceno 2.2 [155] 40 20 70

N.R. No se observo reaccion. 2 Se uso etanol absoluto.

Una vez realizada la exploracién de la reaccién en calentamiento convencional y
buscando disminuir los tiempos de reaccion y mejorar los rendimientos de esta, se evalué
el método sonoquimico con ayuda de un bafo ultrasénico y realizando nuevamente un
barrido de las condiciones de la reaccion (Tabla 40). Intentando optimizar el protocolo de
purificacién, se decidid cambiar también el disolvente a etanol, debido a la solubilidad

diferencial de los precursores y el producto en este medio.

Tabla 42. Optimizacion de las condiciones de la reaccion asistida por ultrasonido.

Entrada Catalizador % molar Solvente Temperatura (°C) Tiempo (h) Rendimiento

1 p-TsOH 10% EtOH 40 0.5 53 %
2 p-TsOH 30 % EtOH 40 0.5 55 %
3 - - EtOH 40 2 50 %
4 - - EtOH 25 2 48 %

Continua en la siguiente pagina.
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Tabla 41. Continuacion.

Entrada Catalizador % molar Solvente Temperatura (°C) Tiempo (h) Rendimiento

5 I2 1% EtOH 25 0.5 >99 %
6 l2 1% EtOH 40 0.5 >99 %
7 2 1% EtOH 25 2 >99 %

En negrita las condiciones mas suaves con las cuales se obtuvo el maximo rendimiento en la sintesis de C-
AO0.

Dada la mejora en el rendimiento de la sintesis al emplear el ultrasonido como fuente de
irradiacién, se obtuvo el producto de sustitucién electrofilica aromatica del pirazol 3a y se
caracterizod por espectroscopia de infrarrojo (Figura 4-14), "H-RMN (Figura 4-15) y 3C-
RMN (Figura 4-16).

Figura 4-14. Espectro de infrarrojo del compuesto C-A0.
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En el espectro IR del compuesto 32a se observan dos bandas agudas de intensidad alta
en la region de los 3300 a 3500 cm™, asignadas a los estiramientos N-H del grupo amino;
en 3143 cm™” se observa una banda ancha asignada al estiramiento O-H del grupo
hidroxilo terciario presente en la molécula; en 2843 cm™ se observan los estiramientos C-
Hsp2 de los anillos aromaticos del grupo fenilo y de la isatina. Otra banda diagnostico que
da cuenta de la identidad quimica del producto es la asignada al estiramiento C=0O del
grupo acilo lactamico en 1713 cm™; por ultimo, el estiramiento C=N del anillo pirazoélico

se observa a 1653 cm™ como una banda fina de intensidad alta.
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Figura 4-15. Espectro "H-RMN del compuesto C-A0. (Tomado en DMSO-d6)
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En el espectro proténico del compuesto C-A0 se pueden apreciar nueve sefiales que dan
cuenta de los hidrégenos de la molécula. Hacia campo bajo en 10.4 ppm se observa un
singlete con integral para un hidrégeno, asignado al NH de amida del fragmento
indolinona de la molécula, mientras que en 7.55 ppm aparece un doblete integrando para
2 protones con constante de acoplamiento J = 7.51 Hz, asignado a uno de los protones
aromaticos del fragmento fenilo pirazélico; en 7.47 ppm un triplete con J = 7.51 Hz e
integral para 2 hidrégenos; mediante la constante de acoplamiento se infirié que estos
protones estan acoplando mutuamente, por tanto pertenecen a un sistema de espin
comun, en este caso el fenilo monosustituido; la siguiente sefal en 7.28 ppm,
corresponde a un multiplete que integra para 3 protones y se asume que son tres sefales
solapadas: una se asigna al proton del fenilo en la posicion para al anillo pirazélico, y la
otras corresponden a dos de los cuatro protones aromaticos del fragmento
benzofusionado de la isatina; la siguiente sefial es un triplete a 7.00 ppm con integral
para 1 hidrégeno, cuya J = 7.44 Hz denota que pertenece a otro sistema de espin
aromatico, por tanto debe ser parte del fragmento aromatico de la isatina; la ultima sefal

aromatica es un doblete en 6.87 ppm que integra para un hidrégeno y con constante de
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acoplamiento de 7.68 Hz, por tanto lejano del proton evidenciado anteriormente. En 6.64
ppm se observa una sefial de base ancha asignada al proton OH de la molécula; en 5.32
ppm aparece otra sefal de base ancha, esta vez con integral para 2 hidrégenos y se
asigno a los protones del grupo amino del fragmento pirazélico; por ultimo, se observa un
singlete en 1.44 ppm que con una integral para 3 protones se asigna a los hidrégenos del

metilo presente en la molécula.

Figura 4-16. Espectro *C-RMN del compuesto C-A0. (Tomado en DMSO-d6)
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En el espectro *C-RMN del compuesto de interés; se observan 16 sefiales, consistentes
con el niumero de carbonos inequivalentes quimicamente en la molécula; hacia campo
alto en 12.8 ppm se observa una seial alifatica que pertenece al carbono primario del
grupo metilo; en 74.6 ppm la sefal observada fue comparada con el experimento DEPT-
135 (Figura 4-17) notandose que pertenece a un carbono cuaternario, dado su
desplazamiento quimico se asigné a la posicién carbindlica en el anillo isatinico; a 99.7
ppm otra sefial de carbono cuaternario se observo y se asigné mediante experimentos
bidimensionales HSQC (Figura 4-18) y HMBC (Figura 4-19) al carbono de la posicién
denotada como C-4; las sefiales con desplazamiento quimico 109.9, 122.1, 122.9, 125.1,

126.2, 129.2 y 129.6 ppm corresponden a los siete metinos aromaticos inequivalentes en
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la molécula y se asignaron a los carbonos Cy, Cv, Cormo, Cu, Cv, Cpara ¥ Chrmeta
respectivamente; por otra parte, las sefales en 132.9, 139.0, 141.7, 144.8 y 146.3
corresponden a las sefiales C;, Cipso, Ci, C-5 y C-3 respectivamente. Por ultimo, la sefial
a 178.3 ppm da cuenta del carbono del acilo lactamico del fragmento indoldnico de la

molécula.

Figura 4-17. Espectro DEPT-135 del compuesto C-AO0.
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En cuanto al experimento DEPT-135, es notoria la ausencia de senales en fase negativa
en el espectro, lo cual implica la ausencia de carbonos de tipo metileno; por otra parte,
las ocho sefnales que aparecen en este experimento concuerdan con los siete metinos de
la estructura propuesta y el metilo del fragmento pirazdlico. La asignacion se realizd
mediante interpretacion de los experimentos bidimensionales HSQC (Figura 4-18), cuyas
correlaciones se muestran en el esquema 4-5 y HMBC (Figura 4—-19), con correlaciones

ilustradas en el esquema 4-6.
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Figura 4-18. Experimento HSQC del compuesto C-A0.
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Esquema 4-5. Correlaciones halladas en el experimento bidimensional HSQC del

compuesto C-AO0.
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Figura 4-19. Experimento HMBC del compuesto C-A0.
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Esquema 4-6. Correlaciones halladas mediante el experimento bidimensional HMBC del

compuesto C-AO0.

= Sintesis en paralelo de los derivados pirazolil hidroxiindolinénicos.
Habiendo optimizado las condiciones de sintesis asistida por ultrasonido del derivado C-

A0, se decidié explorar la opcién de disefar un protocolo para la obtencién de todos los
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compuestos de interés en un unico procedimiento (Esquema 4-7) mediante el uso de un

bafo de ultrasonido (Figura 4-20).

Esquema 4-7. Reaccion general en paralelo para la obtencion de las pirazolil
hidroxiindolinonas (Serie C).
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Figura 4-20. Montaje empleado para la sintesis en paralelo de los compuestos de interés

de la serie C.

En una aproximacion inicial se realizd la reaccion en paralelo en condiciones libres de
catalizador; esto con el fin de observar problemas de reactividad, selectividad, estabilidad
de los productos y para evaluar el tiempo requerido para la obtencién de todos los
compuestos en un mismo procedimiento. Siendo asi, los rendimientos de los productos
obtenidos en esta reaccién inicial no excedieron el 77% y tres de los compuestos

planteados no pudieron ser obtenidos (Tabla 42).
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Tabla 43. Resultados de la primera exploracion de la reaccion en paralelo asistida por
ultrasonido para la obtencion de los compuestos de la serie C.

Pirazol :: Cl O,N. : MeO. : F< :
M HN HN N HaN
H,N
Indolinona (Rend/tiempo)  (Rend/tiempo)  (Rend/tiempo) (Rend/tiempo)  (Rend/tiempo)
o] C-A0 C-A1 C-A2 C-A3 C-A4
%O 48%10.5h 34%/0.5h 49%0.5h 15%/1.5h 71%/1h
H
ol C-B0 C-B1 C-B2 C-B3 C-B4
Br
\Cﬁ'\lg:o 34%/0.5 h 47% / 0.5h 68%/0.5h 45%/1h 40%/ h
H
o C-A0a C-A1la C-A2a C-A3a C-Ada
o
Cﬁr\l\gz 60%/0.5h 58%/0.5h 28%/1h 22%/2h 55%/1h
Me
o) C-A0b C-A1b C-A2b C-A3b C-A4b
o
CiN\g: 44%/1.5h 70%/0.5h 49%/1h N.R. 76%/0.5h
Et
o) C-AO0c C-A1c C-A2c C-A3c C-A4dc
o
@ﬁr\j\g: 50%/1.5h 23%/0.5h 69%/0.5h 27%/1.5h 77%/0.5h
Pr
o C-A0d C-A1d C-A2d C-A3d C-A4d
0
Cﬁ’\l\g: 26%/0.5h 55%/0.5h 15%/0.5h 44%/0.5h 44%/0.5h
Ac
o C-Ale C-Ale C-A2e C-A3e C-Ade
o
C[ng: 44%/1h N.R. 13%/2h N.R. 48%/1h

Rend: Rendimiento. N.R. No hubo reaccion.

Es notable de los resultados en la tabla 42, que los rendimientos del proceso para la

mayoria de los derivados tuvo bajos rendimientos y para los compuestos C-A3b, C-Ale y

C-A3e, no se evidencia formacion de los mismos; adicionalmente, la reaccién solo se

pudo continuar por dos horas, dada la degradacion de los compuestos C-A3d y C-A3a.

Dados estos resultados, se realiz6 nuevamente la reaccién, esta vez utilizando yodo



Capitulo 4.

209

como catalizador al 1% mol, resultando en una mejora sustancial del rendimiento del

proceso, siendo este superior al 53%, y requiriendo solo 30 minutos para su consecucion

(Tabla 43).

Tabla 44. Rendimientos obtenidos durante la sintesis en paralelo asistida por ultrasonido

de los derivados pirazolil hidroxindolinénicos.

Pirazol

2
Isatina

S
HoN H

2

2

N HoN H,N HoN

2

2

o C-A0
(Lo
N >99%
H
O C-B0O
Br
o
H
o C-Ala
(L
N >99%
Me
o C-A0b
(Lo
N 68%
Et
0 C-A0c
CL-e
N 64%
Pr
0 C-A0d
(L
N 61%
Ac
o C-Ale
Cr-
N 64%

@
>

C-A1

64%

C-B1

58%

C-Ala

69%

C-A1b

75%

C-Alc

63%

C-A1d

64%

C-Ale

53%

C-A2

59%

C-B2

90%

C-A2a

67%

C-A2b

78%

C-A2c

73%

C-A2d

53%

C-A2e

54%

C-A3

82%

C-B3

97%

C-A3a

85%

C-A3b

84%

C-A3c

95%

C-A3d

58%

C-A3e

NR

C-A4

>99%

C-B4

75%

C-Ada

>99%

C-Adb

91%

C-A4dc

89%

C-A4d

78%

C-Ade

94%

N.R. No hubo reaccion.

Es de notar que solo uno de los compuestos (C-A3e) no se logré obtener mediante el

protocolo establecido; esto se puede explicar ya que mediante cromatografia en capa
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delgada se observaron diversos productos de degradacion, lo que da cuenta de la baja
estabilidad del producto formado. Por otra parte, la purificacion de los productos
obtenidos se realiz6 mediante una filtracion al vacio y lavados del solido obtenido con
etanol frio, logrando un nivel de pureza aceptable para su caracterizacién y uso en

posteriores ensayos.

= Sintesis de los candidatos mas promisorios como moduladores del canal de
sodio NaV1.7 de la serie C (Pirazolil hidroxiindolinonas) de acuerdo con el
cribado virtual.

De acuerdo con los resultados de la seccion 4.3.1 se seleccionaron tres compuestos

como se puede observar en la figura 4-9 de esta seccion. Sin embargo, dado lo

observado sobre la estabilidad del tercer compuesto C-A3e se decidié sintetizar

unicamente los dos primeros compuestos C-A3c y C-A1e (Esquemas 4-8 y 4-9).

Esquema 4-8. Metodologia de sintesis del compuesto C-A3c.

QOMQ
SN
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NH
oNH2
)
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EtOH / Iy ey
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H2N \N N
M /
3c
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Esquema 4-9. Metodologia de sintesis del compuesto C-A1e.
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Se realizé el estudio de escalamiento de las reacciones para sintetizar los compuestos
objetivo observandose una caida minima del rendimiento al aumentar las cantidades de

precursores (Tabla 44).
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Tabla 45. Estudio de escalamiento de la reaccion de sintesis de los compuestos mas
promisorios de la serie C de acuerdo con el cribado virtual.

R
L
y N
_
NH,
HO 0
N<
R4
Entrada  R,. Ry- Rendimiento 1.0 Rendimiento 4.5  Variacién de Caida
mmol mmoles rendimiento porcentual
C-A3c. MeO- n-Pr- 95 % 93 % 2% 2%
C-A1te. Cl- Bn- 53 % 50 % -3 % 6 %

4.4.2 Sintesis de los compuestos de la serie D: 1,3,5-

Triarilpirazoles.

De acuerdo con la ruta de sintesis de estos compuestos planteada en la seccién 2.5.4 se
inicié con la obtencion de las chalconas precursoras de este nucleo heterociclico; luego
se realizé la reaccion de ciclocondensacion de estas con las aril hidracinas y por ultimo la
oxidacién de la pirazolina obtenida, tal como se planteé en el esquema 2-6. De esta

exploracion sintética se expondran los resultados a continuacion:

= Sintesis de las chalconas precursoras.

La reaccion general de sintesis de estos precursores fue presentada en la seccion 3.3.2,
sin embargo, para esta exploracién se realizaron cambios en los sustituyentes de los
anillos; asi pues, los rendimientos especificos para la reaccion de Claisen — Schmidt en

este caso se presentan en la tabla 45.
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Tabla 46. Rendimientos de la sintesis de las chalconas precursoras.

(0]
0
R R4

Entrada R- R1- Rendimiento.
20a. H- p-MeO- 94 %
20g. H- NO2- 95 %
20h. NO2- -H 43 %
20i. H- Cl- 95 %
20j. H- H- 83 %
20k. Me- H- 98 %

Con estos precursores se procedi6 a hacer la reaccibn subsecuente de

ciclocondensacion.

= Sintesis de los derivados 1,3,5-triaril-4,5-dihidropirazolicos.

Se realizdé la reaccion de condensacién con las chalconas previamente sintetizadas,
variando la arilhidracina. Esta reaccién se realizé en medio basico usando carbonato de
potasio y usando etanol absoluto como disolvente y temperatura de reflujo de esta

mezcla de reaccion (Esquema 4-10).

Esquema 4-10. Reaccién de ciclocondensacion para la obtencién de 1,3,5-
triarilpirazolinas.

0
() g ()
R R4
20 EtOH / K,CO,

. ATM:Ar /A

Ro
\©\N/NH2
H

Esta reaccion inicialmente se realiz6 con la chalcona sin sustituyentes en los anillos (20j)

y fenilhidrazina 1a, a temperatura ambiente, lograndose obtener el 1,3,5-trifenil-3,4-

dihidropirazol con un rendimiento del 37 %; este bajo porcentaje es explicado dada la
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ciclacion incompleta que sufre el precursor. Se requiere entonces calentamiento para
promover totalmente la formacion del anillo pirazolinico (Esquema 4-11); siendo asi, el
rendimiento se mejoré mediante la ejecucion de la reaccion a reflujo de la mezcla hasta

llegar al 77 %.

Esquema 4-11. Experimentos iniciales de sintesis del derivado 1,3,5-trifenil-4,5-

d|| |idr0piraZOI.
IhNHNHZ O

+ K2C03 / EtOH

Q 24%
¥
oot NG
NN
\
K,CO, / EtOH O
Reflujo
27%
Q‘
N—N
\

O

(J

El producto obtenido se caracteriz6 mediante espectroscopia de resonancia magnética

T7%

nuclear de hidrégeno (Figura 4-21) y de carbono-13 (Figura 4-22).

En el espectro '"H-RMN, se pudieron apreciar las sefiales correspondientes al sistema de
acoplamiento de espin de tipo AMX, donde los protones del metileno de la pirazolina se
observan cada uno como una sefal independiente, dada la naturaleza diastereotépica de
estos; el primero se aprecia como un doble doblete a 3.17 ppm con constantes de
acoplamiento J = 17.1 y 7.3 Hz; el segundo proton se aprecia como otro doble doblete
mas desprotegido (3.87 ppm) y con constantes J = 17.1 y 12.4 Hz. La sefial del protén

del centro quiral de la pirazolina (Hx) se ubica en 5.31 ppm, también como un doblete de
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dobletes, esta vez con constantes J = 124 y 7.3 Hz que muestran el acoplamiento
diferencial con cada uno de los protones A y M. Se observan ademas las senales
aromaticas correspondientes a los 15 protones de los tres anillos fenilo sustituyentes del

nucleo pirazolinico.

Figura 4-21. Espectro '"H-RMN del 1,3,5-trifenil-4,5-dihidropirazol (Tomado en CDCls).
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En el espectro "*C-RMN del producto de interés (Figura 4-22), se observan las dos
sefiales alifaticas (a 64.5 y 75.9 ppm) esperadas para la estructura propuesta; asi como
las 18 senales aromaticas y la sefal del carbono del azometino endociclico de la
pirazolina. En este mismo espectro se observan algunas sefiales adicionales, debidas al
inicio de la oxidacion de la pirazolina al pirazol, esto por el disolvente halogenado en el

que se tomaron los espectros [133].
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Figura 4-22. Espectro *C-RMN del 1,3,5-trifenil-4,5-dihidropirazol (Tomado en CDCls).
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= Estudios de oxidacion de la 1,3,5-trifenilpirazolina.

Una vez obtenida la pirazolina de estudio y notandose la espontaneidad que tiene para
su oxidacion en disolventes halogenados; se decidio realizar ensayos en aras de mejorar
los parametros de sostenibilidad de este proceso de oxidaciéon. En literatura se encuentra
el reporte de un protocolo de oxidacién de estos sustratos que involucra la transferencia
de electrones en un mecanismo radicalario en tetracloruro de carbono [133] (Esquema 4-
12); sin embargo, es bien sabido el grado de contaminacién y riesgo ambiental, asi como

de afectacién a la salud humana que tiene el uso de este tipo de disolventes.



216 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial

actividad farmacolégica sobre canales ionicos reguladores de las sefales nerviosas.

Esquema 4-12. Mecanismo de oxidacion propuesto en literatura [133] para la oxidacién
de pirazolinas por accién de tetracloruro de carbono.?®

+ccl, °

-c1©

Se ensayo entonces la reaccion de oxidacién de la pirazolina en diferentes condiciones
(incluyéndose las publicadas en la referencia [120]) consiguiéndose reemplazar el
disolvente y el agente oxidante por sustancias con menor impacto ambiental como son el
acido acético y aire como oxidante con rendimiento ligeramente menor al obtenido

previamente (Tabla 46).

Tabla 47. Condiciones ensayadas para la oxidacion de la trifenilpirazolina.

Ensayo. Disolvente. Agente Tiempo (h). Temperatura (°C). Rendimiento.
oxidante.
1. CHCls CHCls 36 25 58 %
2, CCls CCls/ UV 12 25 70 %
3. AcOH Aire 80 25 65 %
4, AcOH Aire 70 60 42 %
5. AcOH Aire 70 Reflujo 45 %
6. AcOH H202 24 Reflujo 38 %
7. - uv 12 25 N.R.
8. AcOH uv 48 25 40 %
9. DMF Aire 24 80 Deg.
10. DMF/[NMe4]OH Aire 24 25 N.R.
1. DMF/[NMe4]OH Aire 24 50 N.R.
12. DMF/[NMe4]OH Aire 24 80 Deg.
13. DMF/K2COs Aire 48 25 N.R.
14. DMF/K2COs Aire 48 80 N.R.
15. DMF/K2COs Aire 48 100 Deg.
16. CCls / K2COs Aire 70 Reflujo 10%

26 Adaptado de la referencia [120].
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N.R. No hubo reaccién. Deg. Se observd degradacién del precursor pirazolinico. En negrita se pueden

apreciar las condiciones que resultan en el mejor rendimiento para la reaccion.

Es de notar que en el reporte previo de la referencia 120, se realiza la fotoaromatizacion
del compuesto usando tetracloruro de carbono o cloroformo; asi mismo se observa que
en otros disolventes como EtOH, DMF o tolueno no se observa oxidacion. El medio
basico (dado por el anién hidroxilo de la sal de tetrametilamonio) podria influir
significativamente en los resultados obtenidos en este experimento. Esta observacion es
corroborada mediante la entrada 16 de la tabla 46, donde se descartd el efecto del
disolvente puesto que se utilizo CCls y medio basico (carbonato de potasio),
observandose minima oxidacion del precursor (5%); lo que denota que esta oxidacion

esta facilitada por la presencia de acido en el medio de reaccion.

El compuesto obtenido (1,3,5-trifenilpirazol) fue caracterizado por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protéon (Figura 4-23) y de carbono-13 (Figura 4-24),
observandose las sefales esperadas para esta estructura, como son el protén del metino
de la posicion 4 del anillo pirazoélico (s, 1H, 6.86 ppm) y las sefales que dan cuenta de
los protones aromaticos de los tres fenilos monosustituidos de la estructura. También se
observaron las 15 sefiales en el espectro "*C-RMN, correspondientes a los carbonos

inequivalentes de la estructura.
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Figura 4-23. Espectro "H-RMN del 1,3,5-trifenilpirazol (Tomado en CDCls).

[
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Figura 4-24. Espectro *C-RMN del 1,3,5-trifenilpirazol (Tomado en CDCl3).
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A partir de estos resultados se realizé el estudio del efecto de los sustituyentes en los
arilos de las posiciones 1,3 y 5 del anillo pirazdlico, sobre el rendimiento de la reaccion
de ciclocondensacion y de oxidaciéon en las condiciones establecidas (Tabla 46),
evidenciandose que los sustituyentes electroatractores como lo es el grupo nitro,
disminuyen la velocidad de oxidacion de la pirazolina, mientras que los grupos

electroatractores, por el contrario, favorecen esta reaccion (Tabla 48).

Aunque pueda pensarse que la oxidacion del compuesto D-PMNH2 rompe la tendencia
general, es de notar que en el medio de reaccién conformado por el acido acético, el
grupo dimetilamino podria estar en forma de sal de amonio, que representa un grupo
altamente desactivante por su efecto inductivo sobre el anillo aromatico de la posicion 5
del heterociclo a oxidar; esto hace que dicuo grupo se convierta, en las condiciones de
trabajo, en un grupo de naturaleza electroatractora. Se nota también que las pirazolinas

polinitradas resultan altamente inestables, al igual que la pirazolina trimetoxilada.
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Tabla 48. Exploracién del efecto del efecto del sustituyente en la sintesis de los 1,3,5-

triarilpirazoles. R,

Caodigo R- R1- R2- Rendimiento Rendimiento
ciclocondensacion oxidaciéon
D-PMOH2 MeO- H- H- 84% 92%
D-PNOH2 O2N- H- H- 86% 43%
D-PNOMOH O2N- MeO- H- 95% 50%
D-PMO2H MeO- MeO- H- 91% >99%
D-PMNH2 Me2N- H- H- 80% 85%
D-PNO2H O2N- O2N- H- Deg. N.D.
D-PH3 H- H- H- 77% 65%
D-PNO3 O2N- O2N- O2N- Deg. N.D.
D-PMO3 MeO- MeO- MeO- N.D. 97%
D-PFHNO F- H- N20- Deg N.D.
D-PHNOH H- O2N - H- Deg N.D.
D-PH2NO H- H- O2N- 39% 60%

N.D. No determinado. Deg. Se observé degradacion del precursor.

Dados estos resultados, se plantea el siguiente mecanismo de reacciéon (Esquema 4-13),
con el fin de explicar el proceso de oxidacion de las pirazolinas en las condiciones
planteadas. Dado que en esta propuesta se observa la formacién de un carbocation de
tipo bencilico que se deslocaliza por todo el anillo pirazolinico, en una primera instancia
se justificaria el efecto desestabilizante que grupos electroatractores generarian en este

paso del mecanismo; efecto contrario tendrian los grupos electrodonores.
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Esquema 4-13. Mecanismo de reaccion planteado para la oxidacion de las pirazolinas en
medio acido (Acido acético) con oxigeno como oxidante.

= Sintesis de los candidatos mas promisorios como moduladores del canal de
sodio NaV1.7 de la serie D (1,3,5-triarilpirazoles) de acuerdo con el cribado

virtual.

De acuerdo con los resultados de la seccion 4.3.3, se seleccionaron tres compuestos
como se puede observar en la figura 4-13 de esta seccién. Sin embargo, dado lo
observado sobre la estabilidad del primer y tercer compuesto (Tabla 47) D-PFHNO y D-
PHNOH respectivamente, se decidié sintetizar unicamente el segundo compuesto D-

PH2NO en cantidades de un gramo (Esquema 4-14).
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Esquema 4-14. Ruta sintética seguida para la obtencién del compuesto D-PH2NO.

O

CHO
©/ . NaOH / EtOH S
‘ ‘ NO,

0]

O b @ Cl
NO, N
* EtOH / K,COx
A
/NH2
QL

N

Iz

N

NO, AcOH N

Alre i

Al realizarse la sintesis de la molécula objetivo en cantidades de 4.5 mmoles se observé

D-PH2NO

un aumento en el rendimiento del primer paso pasando de 43% (a escala de 1 mmol) a
55%. Por el contrario en el segundo paso, la ciclocondensacién presenté un rendimiento
ligeramente menor al aumentar la escala de la sintesis, pasando del 39% (a 1 mmol) al
33% (a escala de 4.5 mmoles) y por ultimo el paso de oxidacion presenté un rendimiento
ligeramente mayor al aumentar la cantidad de precursor (pasando del 60% al 65%); lo
que implica un rendimiento global en cantidades de 1 mmol del 10% al 12% en escala
mayor. Esto indica una mejora ligera del rendimiento global de los tres pasos de sintesis

al aumentar la escala de las reacciones.

Dado este bajo rendimiento, se decidid intentar reducir la ruta de sintesis a dos pasos,
haciendo que la reaccidén de ciclocondensacion y oxidacion tuvieran lugar en un Unico
paso one-pot; siendo asi, se realiz6 la reaccion del paso 2, de la misma manera pero en
lugar de aislar la pirazolina, se acidificé el medio de reaccion con acido acético glacial y

se burbujed aire al medio de reaccion, al tiempo que se llevaba a reflujo de la mezcla;
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esto dio lugar a la obtencion del producto pirazélico con un rendimiento del 78%; lo que
conllevo a una mejora sustancial del rendimiento global del proceso, siendo ahora del 43
%. Con este rendimiento, se realiz6é exitosamente la sintesis del compuesto de interés en

la cantidad de un gramo.

Esquema 4-15. Segunda ruta sintética realizada para la mejora del rendimiento global en
la obtencion de D-PH2NO.

0
o)
©/CHO 5 NaOH / EtOH
Y OO
NO, NO,

+ 1. EtOH / KoCOa /4

2. AcOH/ Aire
/NHZ

D-PH2NO
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Mediante la estrategia del disefio racional de farmacos, se evaluaron 240 compuestos de
nucleo pirazolotiazepindnico y 39 de nucleo espiro tiazolidinonico como potenciales
moduladores del receptor GABAa. Mediante la prediccion de las propiedades ADMETox y
la metodologia del acoplamiento molecular, asi como el consenso de puntuacion
normalizada, se logro seleccionar de esta lista de prototipos iniciales, tres moléculas de
cada serie con apropiadas propiedades farmacolégicas para servir como potenciales

moduladores de esta diana bioldgica.

De igual manera, pero con el canal idbnico mediado por voltaje NaV1.7 se seleccionaron 3
compuestos de la serie de pirazolil hidroxiindolinonas y tres de la serie de 1,3,5-
triarilpirazoles, como posibles candidatos a ser moduladores de este canal de sodio, con
propiedades aceptables para realizar ensayos in vivo e in vitro de modulacién de esta

diana molecular.

Se realizaron estudios de la reactividad para la optimizaciéon de los rendimientos de
sintesis de los compuestos de cada una de las cuatro series, ejecutando experimentos
de control y explorando los efectos de los sustituyentes, sustratos y condiciones
termodinamicas, llegando a lograrse la obtencién de las moléculas objetivo en cantidades

de un gramo.

Adicionalmente, en el marco de este estudio de reactividad, para los compuestos de la
serie A, se hallaron interesantes efectos estructurales de aparente asimetria puntual, al
introducir patrones de sustitucién en el nitrégeno lactamico del anillo tiazepindnico; donde
se realizé ademas el estudio de tres posibles propuestas mecanisticas en el paso de
ciclocondensacion tricomponente, de las cuales se descartdé una mediante la ejecucién
de experimentos de control. Para los compuestos de la serie B, se realiz6 también un
estudio del mecanismo de reaccion, hallandose una propuesta plausible que concuerda

con las observaciones experimentales.
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Los estudios de reactividad para la sintesis de los compuestos de la serie C, conllevaron
al disefio y ejecucion exitosa de una metodologia en paralelo asistida por ultrasonido,
que permitio la obtencion de estos derivados pirazolil hidroxiindolinénicos, en una unica
secuencia de sintesis con rendimientos que van desde el 53 % hasta los rendimientos
cuantitativos. En el caso de las moléculas de la serie D, se determinaron sutilezas
estructurales que permitieron predecir el comportamiento de los precursores hacia su
oxidacion, dependiendo de la naturaleza electrénica de los sustituyentes en los anillos
aromaticos, lo cual dio luces para el planteamiento de una ruta sintética novedosa,
usando aire como fuente de oxigeno (autooxidacién); de modo que esto, en conjuncién
con un medio acido permitieran la obtencidn de las moléculas objetivo, ademas del

planteamiento mecanistico para este paso de oxidacion.

5.2 Recomendaciones y perspectivas.

Este estudio puede verse como un avance importante en el estudio de nuevos
compuestos con posible actividad modulatoria sobre canales idnicos involucrados en la
trasmision de las senales nerviosas, tanto en sistema nervioso central como periférico;
por esto, y en el marco de los proyectos de investigacion en curso del Grupo de estudios
en Sintesis y Aplicaciones de Compuestos Heterociclicos (GESACH), se sugiere
continuar los estudios de actividad biolégica de los compuestos seleccionados de las

series A y B, como agentes tranquilizantes en modelo murino.

Respecto de los compuestos de las series C y D, se sugiere también la realizacion de
estudios in vivo y/o in vitro, para evaluar a nivel experimental la actividad sobre el canal

idnico de interés farmacolégico para este trabajo.

Adicionalmente, es de notar que los resultados de este trabajo conllevaron a la
publicacion de un articulo cientifico titulado “Efficient catalyst-free tricomponent synthesis
of new spiro[cyclohexane-1,4"-pyrazolo[3,4-e][1,4]thiazepin]-7 (6 'H)-ones” en la revista
Synthetic communications con DOI: 10.1080/00397911.2018.1554143 y se sometio a
publicacion en la revista Universitas Scientiarum el manuscrito titulado “A comparative
study of microwave and conventional heating approaches for the multicomponent
synthesis of 4,6-diarylpyrimidines” el cual se encuentra en proceso de revision por parte

del comité editorial de la revista mencionada. Ademas, se socializaron dichos resultados
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en dos congresos internacionales: 34to Congreso Latinoamericano de Quimica (CLAQ-
2020) celebrado en la ciudad de Cartagena de Indias (Colombia) en noviembre de 2021
con el trabajo titulado: “Evidencia de quiralidad puntual depositada en nitrégeno no
cuaternizado en sistemas heterociclicos de tipo N-alquil-espiro[ciclohexano-1,4-
pirazolo][1,4]tiazepinonicos” en modalidad ponencia virtual; y en el Congreso
Latinoamericano de Quimica 2022 (CLAQ-2022) en la ciudad de Rio de Janeiro (Brasil)
en noviembre de 2022 con el trabajo titulado: “Sintesis paralela combinatoria de
aminopirazolil-hidroxiindol-2-onas mediante una sustitucion electrofilica heteroaromatica

no convencional", presentado en modalidad poster.

Al momento de presentacion de este documento se encuentran en preparacion tres
manuscritos con resultados directamente vinculados al desarrollo de este trabajo, con el
fin de someter los mismos a publicaciéon éste mismo semestre en revistas nacionales o
internacionales indexadas; asi también, se orientd un semillero de investigacion
(Semillero GESACH 2021) y se co-dirigio el trabajo de grado de pregrado en quimica del
estudiante Juan Felipe Nino Galindo, titulado: “Estudio de la reaccion multicomponente
del 5-amino-3-metilisoxazol con acido mercaptoacético y cetonas ciclicas”, derivado
también de los resultados de este trabajo y que fue socializado el 2 de diciembre del
2022.
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A. Anexo A: Propiedades ADMETox y puntajes de
acoplamiento molecular con GABAA calculadas para la
serie A: Espiro pirazolotiazepinonas.

Propiedades ADMETox serie A:

Structure Identifier ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_TD5 MUT_Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
k P r e 0 0 k k t A D A
o
no, :
NN, TPe 1,906 2,891 Low (92%) 952,06 49,711 21,415 0 0,906 371 84,22 2 5
T
:”{\_s; )
a
--:Jf"{\.I :
M
J;E TPe1 1,935 2,659 Low (92%) 960,63 44,133 20,974 0 0,935 357 84,22 2 5
P
oA,
\J’:
"“\; TP10 1,982 3,119 Low (40%) 778,89 11,643 20,272 0 0,982 385 76,02 2 5
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. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB

Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
cpTP14 1,242 3,025 High (76%) 722,29 12,235 9,254 0 1 338 70,71 1 4

CpTP-0 1,697 3,387 High (98%) 843,87 17,223 8,272 0 1 313 46,92 1 3

1\\@
Ny TP14 1,906 3,257 High (76%) 719,61 13,858 9,569 0 1 352 70,71 1 4
s
\T:

“'"\ TP10es 2 2,891 Low (38%) 784,95 10,304 19,785 0 1 370 76,02 2 5
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Structure Identifier M::?g BBBFFllte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Rls TOXk_Rls MtW T _/I:S HDB I-LB
|
“i\ N._,¢ cpMeTPOMe0 3,511 High (98%) 385,39 27,145 5,329 0 1 343 4736 0 4
M
5? Aja cpMeTPOMe6 3,239 High (86%) 425,89 24,499 6,611 0 1 373 5659 0 5
55 . CpEtTPOMe6 3,467 High (86%) 392,59 34,255 7,692 0 1 388 5659 0 5
w j
Sﬁ ., cpBnTPOMe6 3,467 High (86%) 392,59 34,255 7,692 0 1 388 5659 0 5
WA
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e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
,?r%j.ﬁ MeTPOMe6 2 3,467 High (86%) 427,72 26,839 6,873 0 1 388 56,59 0 5
1“:\@\
J:?r cpTPOMe 14 2,062 2,927 High (68%) 429,22 18,507 9,656 0 1 354 79,94 1 5
HK /T
o W ¢
"
0 x%
- :r
cpTPOMe0 2,068 3,273 High (98%) 382,49 26,196 8,645 0 1 329 56,15 1 4
@ f o
cpEtTPOMe0 2,072 3,743 High (98%) 354,66 39,421 6,196 0 1 357 47,36 0 4
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Structure \dentifier ~ ADMET_Ris  Miog ~ BBB_Filte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUT_Ris  TOX_Ris MtW TPS HB HB
T@\[ Q
H%T MeTPOMe0 2072 3743 High (98%) 38422 28,682 5,541 0 1 357 4736 0 4
- g

“a

Ny 0}’
- TPOMe14 2,095 3159 High (28%) 42249 19,743 9,085 0 1 368 7994 1 5
HM N
\,‘H x o
\
- %j
TPOMe0 2124 3511 High(98%) 378,85 27,129 8,968 0 1 343 5615 1 4
cpMeTPOMe1 2193 3,159 High (78%) 416,07 18,626 5,924 0 1 %8 7115 0 5
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Structure |dentifier ADMIiT_Ris M::?g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T_A’S HDB I-LB
MeTPOMe14 2,198 3,387 High (78%) 411,78 20,348 6,153 0 1 382 71,15 0 5
cpEtTPOMe14 2,198 3,387 High (80%) 384,66 25,751 6,885 0 1 382 71,15 0 5
CpTP-7 2,198 3,774 High (86%) 413,06 22,062 10,13 0 1 331 46,92 1 3
cpMeTP6 2,265 3,337 High (86%) 502,36 17,59 6,447 0 1 357 47,36 0 4
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- ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse_TD5 MUT_Ris TOX Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
EtTPOMe14 2,294 3,61 High (80%) 379,99 28,94 7,165 0 1 397 7115 0 5
?(jc EtTPOMe6 2,362 3,69 High (86%) 392,56 38,594 8,015 0 1 402 56,59 0 5
M J’G BnTPOMe6 2,362 3,69 High (86%) 392,56 38,594 8,015 0 1 402 5659 0 5
Q
-"“‘:3’“\@
.
f 2,369 3,257 High (98%) 425,17 17,482 8,169 0 1 416 7366 O 6

Nyt cpMeTPOMe1
:)';J\_,_h
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e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
|
D (
O
= CpEtTP6 2,379 3,564 High (86%) 452,51 25,251 7,475 0 1 372 47,36 0 4
STPE?N MeTP6 2,429 3,564 High (86%) 495,96 20,295 6,696 0 1 372 47,36 0 4
O
N, _H
?, |;'~. TP-0 2,536 3,624 High (98%) 847,73 19,106 8,573 0 1 327 46,92 1 3
g
Q
.-"“‘-:JJ\©
o cpMeTP11 2,545 3,342 High (98%) 642,83 12,58 7,846 0 1 400 64,43 0 5
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" ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT Ris TOX Ris MW TPS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
M r o
Ny J \r EtTPOMeO 2,561 3,97  High (98%) 352,52 42,528 6,451 0 1 372 47,36 0 4
— 5
Ol
— cpMeTPO 2,589 3,624 High (98%) 847,69 19,549 5,095 0 1 327 38,13 0 3
N
o
r’*‘:JJ@
M
%‘I‘ CpEtTPOMe11 2,595 3,475 High (98%) 389,72 23,386 9,581 0 1 430 73,66 0 6
1
cpMeTP 14 2,619 3,257 High (83%) 718,49 13,316 5,678 0 1 352 61,92 0 4
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e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
-0
:’?-C J CpTP-6 2,669 3,105 High (71%) 535,14 15,739 10,485 0 1 343 56,15 1 4
L
Pl
Q
\':\ TP9 2,694 2,713 High (72%) 771,47 8,328 10,978 0 1 385 90,01 2 5
i
:)-:JLE
cpTPtBu14 2,698 3,708 High (80%) 619,73 16,873 9,501 0 1 381 70,71 1 4
MeTP14 2,737 3,485 High (81%) 715,88 15,31 5,893 0 1 366 61,92 0 4
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. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
cpEtTP14 2,744 3,485 High (81%) 683,38 18,858 6,573 0 1 366 61,92 0 4
TP-1 2,795 4,125 High (83%) 1004,8 23,516 8,348 0 1 362 46,92 1 3

F

e

H

?: | M TP-7 2,809 4,009 High (83%) 409,18 24,794 10,453 0 1 345 46,92 1 3
EtTP14 2,905 3,708 High (81%) 677,97 21,994 6,826 0 1 381 61,92 0 4
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e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
o JQ
T -,I:,"' MeTPO 2,992 3,857 High (98%) 851,8 21,926 5,291 0 1 341 38,13 0 3
=]
Gl
— CpEtTPO 2,995 3,857 High (98%) 834,83 29,545 5,892 0 1 341 38,13 0 3
Q2
P
Wt o
% cpTPOMe11 3 3,034 High (86%) 417,64 17,73 13,787 0 1 401 82,45 1 6
i
@ H
M M.t cpTPOMe6 3 3,007 High (73%) 434,18 23,804 10,759 0 1 359 65,38 1 5
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ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse_TD5 MUT Ris TOX_Ris MW TPS HB HB

Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A

o TPOMe6 3 3,239 High (73%) 433,42 25,471 11,131 0 1 373 65,38 1 5
GT“JE ?N EtTP6 3,057 3,787 High (83%) 444,43 29,549 7,771 0 1 386 47,36 0 4

% cpEtTP11 3,063 3,56  High (98%) 592,9 17,06 9,156 0 1 414 64,43 0 5

N, _H
z’ " TP-6 3,066 3,337 High (69%) 527,33 17,892 10,845 0 1 357 56,15 1 4
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Structure Identifier ADMEkT_Rls M::?g BBBFFllte Rat_eAcut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Rls TOXk_Rls MtW T_A’S HDB I-LB
a
’“LQ
N
R Z{ MeTPOMe11 3,125 3,475 High (98%) 430,31 19,456 8,473 0 1 430 73,66 0 6
‘\-\.\ =
:l’~"‘J\,h
F
o
— cpMeTP7 3,187 4,009 High (98%) 396,75 24,553 6,031 0 1 345 38,13 0 3
—N
U)‘\fs
s
.-"““:JJ\@
M
B cpTP11 3,192 3,119 High (80%) 687,32 11,916 13,295 0 1 385 73,22 1 5
e
P
a
f’“::’“\@\
3,233 3,257 High (83%) 420,14 19,307 14,202 0 1 416 82,45 1 6

Ny of TPOMe11
H =
:)’J\_,_h
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Structure Identifier ADMEkT_Rls M:;)g BBBFFllte Rat_:cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Rls TOXk_Rls MtW T_II:S HDB I-LB
Q
/‘*:JJJ\@L
M
\']__\E MeTP11 3,338 3,56  High (89%) 634,9 14,512 8,133 0 1 414 64,43 0 5
N
:)’,'J\_,_h
a]
.-*“““*::J\@\
“"’\\ :f;
~ ..; EtTPOMe11 3,359 3,69 High (98%) 392,87 26,643 9,963 0 1 444 73,66 0 6
N
:ﬁl\,h
F
GTH My cpTPtBu7 3,408 4,464 High (86%) 348,38 31,777 10,255 0 1 373 46,92 1 3
Il Q
g M cpTPtBuO 3,476 4,084 High (98%) 781,34 26,623 8,577 0 1 356 46,92 1 3
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reguladores de las sefales nerviosas.
e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
T e EtTPO 3,543 4,084 High (98%) 834,49 33,315 6,12 0 1 356 38,13 0 3
“
|
pe!
M
W
" = cpBnTP6 3,654 4,407 High (73%) 503,81 38,281 7,083 0 1 434 47,36 0 4
g
et N0
[i \j’ cpBnTPOMe0 3,666 4,605 High (89%) 447,79 44,56 5,562 0 1 420 47,36 0 4
- g
F
\‘ft\_‘
— CpEtTP7 3,708 4,239 High (98%) 390 36,179 6,996 0 1 359 38,13 0 3




Anexo A. 243
Structure Identifier ADMIiT_Ris M:;)g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T _/I:S HDB I-LB
cTh F,N MeTP7 3,711 4,239 High (98%) 393,33 27,995 6,249 0 1 359 3813 0 3
&

cpMeTPtBu14 3,743 3,926 High (81%) 605,21 17,448 6,212 0 1 395 6192 0 4
TP11 3,792 3,342 High (77%)  676,7 13,548 13,697 0 1 400 7322 1 5
TPtBu14 3,813 3,926 High (80%) 624,69 17,883 9,792 0 1 395 70,71 1 4




244 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos
reguladores de las sefales nerviosas.
e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
sTrl % cpMeTPtBu6 3,824 4,006 High (81%) 365,21 23,458 7,039 0 1 400 47,36 0 4
v
F
ﬁTi } N TPtBu7 3,887 4,685 High (86%) 350,7 32,926 10,554 0 1 388 46,92 1 3
s]
x’“:)’“\@
‘-'\\ EtTP11 3,948 3,775 High (89%) 583,28 19,934 9,501 0 1 428 64,43 0 5
SN
:)’:J\_,_!-\.
o A Q
T%g( cpMeTPtBUO 3,966 4307 High (98%) 760,18 28,125 5,617 0 1 370 3813 0 3
g




Anexo A. 245
Structure Identifier ADMIiT_Ris M::?g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T _/I:S HDB I-LB
T} _E;:]; CcPELTPtBU6 4 4221 High (81%) 344,74 30,608 8,008 0 1 414 4736 0 4
GTGA 1[% MeTPtBu6 4 4,221 High (80%) 367,93 24,756 7,269 0 1 414 4736 0 4
a{h éj; EtTP7 4,001 4,464 High (98%) 384,83 41,731 7,254 0 1 373 3813 0 3
5
3 ¢ EtTPtBu6 4,013 4,432 High (78%) 346,47 32,01 8,259 0 1 428 4736 0 4
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reguladores de las sefales nerviosas.

246
. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
cpTPtBu6 4,062 3,787 High (71%) 391,72 22,114 10,715 0 1 386 56,15 1 4

. M
T Ei%.." ,
]

g
o
% cpBnTPOMe11 4,072 4,287 High (76%) 458,16 30,988 8,465 0 1 492 73,66 0
N
A
F
aTh o cpMeTPtBu7 4,094 4,685 High (98%) 323,67 33,216 6,548 0 1 388 38,13 0
)
L:J
4,121 3,986 High (86%) 479,77 15,286 8,496 0 1 442 64,43 0

cpMeTPtBu11




Anexo A. 247
. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
ch ? BnTP6 4,123 4,611 High (73%) 486,31 51,803 7,433 0 1 448 47,36 0 4
NN LO
e ‘:r BnTPOMe0 4,146 4,813 High (83%) 440,19 56,234 5,843 0 1 434 47,36 0 4
- g
O~
cpBnTP7 4,268 5,091 High (98%) 426,26 52,063 6,488 0 1 422 38,13 0 3
cpBnTPO 4,293 4,719 High (98%) 938,77 36,411 5,525 0 1 404 38,13 0 3




248 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

Structure \dentifier  ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat Acut Rat TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX Ris MW TPS HB HB

k P r e 0 0 k k t A D A
oy M @
T v N MeTPtBuO 4,336 4,526 High (98%) 773,79 28,293 5,807 0 1 384 38,13 0 3
5
cpEtTPtBu11 4,364 4,194 High (86%) 467,14 19,497 9,72 0 1 456 64,43 0 5
MeTPtBu14 4,383 4,141 High (81%) 611,83 18,382 6,414 0 1 409 61,92 0 4

cpEtTPtBu0 4,384 4,526 High (98%) 771,32 37,388 6,381 0 1 384 38,13 0 3




Anexo A. 249

Structure Identifier ADMIiT_Ris M:;)g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T _/I:S HDB I-LB

cpELTPtBU14 4,415 4141 High 81%)  591,7 22,501 7,062 0 1 409 61,92 0 4

BnTPOMe11 4,497 4,486 High (75%)  452,4 38,325 8,868 0 1 506 7366 0 6

aTj xF.“ MeTPtBu7 4,566 4,902 High (98%) 327,24 34,24 6,754 0 1 402 3813 0 3
N

T h BnTPO 4,582 4,927 High (98%) 939,87 46,947 5,782 0 1 418 3813 0 3




250 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos
reguladores de las sefales nerviosas.
e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
F
c{}« Q;]; CpEtTPtBu7 4,589 4,902 High (98%) 329,35 43,717 7,455 0 1 402 38,13 0 3
%
Mo
ey
% cpBnTP14 4,634 4,333 High (83%) 752,75 28,649 6,228 0 1 429 61,92 0 4
W
48
e il Q
'37“' ! ‘," TPtBuO 4,638 4,307 High (98%) 793,05 26,858 8,861 0 1 370 46,92 1 3
8
Q
LZJ
MeTPtBu11 4,689 4,194 High (83%) 485,1 16,591 8,752 0 1 456 64,43 0 5
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. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
L Q
)J\@*V"\ cpBnTP11 4,805 4,373 High (74%) 656,85 22,781 8,422 0 1 476 64,43 0 5
o0
23\19
T%S( EtTPtBu0 4,826 4,741 High (98%) 782,83 37,379 6,592 0 1 398 38,13 0 3
3
e
c%gi? EtTPtBu7 4,83 5,115 High (98%) 332,02 44,697 7,682 0 1 416 38,13 0 3
X
cpBnTPOMe14 4,846 4,235 High (71%) 456,42 38,189 6,265 0 1 445 71,15 0 5




252 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

Structure \dentifier  ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat Acut Rat TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX Ris MW TPS HB HB

k P r e 0 0 k k t A D A

BnTP7 4,861 5,297 High (98%) 421,78 71,499 6,806 0 1 436 38,13 0 3
EtTPtBu11 4,888 4,398 High (86%) 471,39 20,998 9,997 0 1 470 64,43 0 5
cpTPtBu11 4,943 3,775 High (76%) 518,02 14,902 13,365 0 1 428 73,22 1 5

EtTPtBu14 4,952 4,352 High (81%) 596,94 23,499 7,282 0 1 423 61,92 0 4
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Anexo A.
Structure Identifier ADMIiT_Ris M:;)g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T _/I:S HDB I-LB
%% BnTP2 4,98 4,974 High (89%) 957,31 24,287 6,708 0 1 463 8395 0 5

3
TH? TPtBU6 5 4,006 High (68%) 392,55 23,48 11,043 0 1 400 56,15 1
TPtBu11 5,013 3,986 High (73%) 520,55 16,229 13,72 0 1 442 7322 1
743,94 38,625 6,53 1 443 61,92 0

BnTP14 5,377 4,537  High (81%)




254 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse_TD5 MUT Ris TOX_Ris MW TPS HB HB

Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A

U

BnTP11 5,427 4,571 High (74%) 635,4 28,794 8,798 0 1 490 64,43 0 5
e
:)’SA\__:-\
T 'l.\\' cpBnTPtBuO 5,444 5,332 High (98%) 824,26 32,772 5,899 0 1 446 38,13 0 3

BnTPOMe14 5,46 4,439 High (71%) 446,41 50,043 6,589 0 1 459 71,15 0 5

cpBnTPtBu2 5,575 5,379 High (83%) 862,2 20,08 6,828 0 1 491 83,95 0 5
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. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
O'y8
@](P BnTPtBu2 5,783 5,578 High (83%) 879,34 24,08 7,095 0 1 505 83,95 0 5
“[ ga Iy /
F
$TNI% cpBnTPtBu7 6,129 5,7 High (86%) 350,79 51,427 6,886 0 1 464 38,13 0 3
?J i
2 N,
'JT" W BnTPtBuO 6,28 5,63 High (98%) 835,65 39,808 6,153 0 1 460 38,13 0 3
=]
L Q
ﬂ@\ R
H cpBnTPtBu11 6,281 4,959 High (73%) 495,55 25,218 8,951 0 1 518 64,43 0 5

R
M
g

2




256 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

Structure \dentifier  ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat Acut Rat TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX Ris MW TPS HB HB

k P r e 0 0 k k t A D A
cpBnTPtBu14 6,783 4,937 High (83%) 632,55 30,948 6,676 0 1 471 61,92 0 4

©\
GT: IIF:N BnTPtBu7 7,043 5,896 High (86%) 3562,7 64,647 7,186 0 1 478 38,13 0 3
BnTPtBu11 7,174 5,149 High (72%) 492,34 29,78 9,291 0 1 532 64,43 0 5

BnTPtBu14 7,299 5,132 High (83%) 635,02 38,415 6,962 0 1 485 61,92 0 4
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. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
F
Sjﬂ a cpTPOMe7 2,095 3,661 High (76%) 311,19 34,348 10,547 0 1,073 347 56,15 1 4
'y
.
r?gjﬁ cpBnTPOMe7 3,773 4,978 High (74%) 305,5 67,434 6,515 0 1,121 438 47,36 0 4
F

H -

N-H‘{J"j“ TPOMe7 2,665 3,895 High (75%) 304,09 36,075 10,894 0 1,133 361 56,15 1 4
F
%jrl o cpMeTPOMe7 2,482 3,895 High (86%) 301,27 34,829 6,29 0 1,156 361 47,36 0 4

QR
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Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

Structure Identifier ADMIiT_Ris M::?g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUT_Ris TOXk_Ris MtW T {s HDB I-LB
SFJ S@ BnTPOMe7 4,658 5183 High (74%) 298,23 89,343 6,854 1181 452 4736 0 4
E;? rﬁf MeTPOMe7 3 4125 High (86%) 296,17 37,45 6,525 1199 375 4736 0 4
S;? "} cpEtTPOMe7 3,114 4125 High (89%) 27599 49,542 7,335 1,367 375 4736 0 4

2

":; 'gc- EtTPOMe7 3,691 4,351 High (86%) 270,76 54,704 7,623 1,41 389 4736 0 4

]
[3




Anexo A. 259

. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A

N
L cpBnTP12 6,637 55 High (98%) 260,26 11,225 6,001 0 1,498 472 38,13 0 3
a2
:)’.’"‘J\__:-.
ol
W BnTP12

6,98 5,7 High (98%) 260,19 14,325 6,286 0 1,498 486 38,13 0 3
>‘\©\" TP12 5,519 4,464 High (89%) 219,98 6,504 9,14 0 1,834 395 46,92 1 3

M
]__‘E MeTP12 5,384 4,685 High (98%) 212,31 6,746 5,674 0 1,897 409 3813 0 3
o

)'JJ\_,.




260 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos
reguladores de las sefales nerviosas.
Structure |dentifier ADMIiT_Ris M::?g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T_A’S HDB I-LB
BnTPtBu12 9,222 6,282 High (89%) 208,8 14,436 6,597 0 1,927 528 38,13 0 3
cpBnTPtBu12 8,46 6,091 High (89%) 204,29 12,153 6,354 0 1,964 514 38,13 0 3
cpEtTP12 5,509 4,685 High (98%) 203,47 7,96 6,324 0 1,971 409 38,13 0 3
EtTP12 5,742 4,902 High (98%) 201,4 9,222 6,563 0 1,988 424 38,13 0 3




!

Anexo A. 261
. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
:’?,,C ._;_ CpTP-1 2,79 3,892 High (86%) 1028,6 20,958 8,081 0 2 348 46,92 1 3
*—.‘ %;il Py
cl
@ H
M Moo cpTPOMe1 3,394 3,779 High (74%) 473,95 32,254 8,478 0 2 364 56,15 1 4
cl
5? rﬂje cpMeTPOMe1 3,627 4,011 High (86%) 473,62 33,062 5,344 0 2 378 47,36 0 4
Cl
I.\-"\-\_‘
= cpMeTP1 3,699 4,125 High (98%) 1023,1 23,506 5,106 0 2 362 38,13 0 3




262 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos
reguladores de las sefales nerviosas.
e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
=]
Sbnja TPOMet1 4,175 4,011 High (74%) 451,22 33,856 8,764 0 2 378 56,15 1 4
i
*@ /
):_:ﬁ cpTPOMe12 4,202 4,125 High (86%) 169,22 8,265 9,235 0 2 397 56,15 1 4
Y
:jﬁ\_ﬂh
cl
5?5%3 cpEtTPOMe1 4,203 4,238 High (89%) 445,36 46,968 6,138 0 2 392 47,36 0 4
=]
[gjrﬁ o MeTPOMe1 4,31 4,238 High (86%) 453,41 35,512 5,534 0 2 392 47,36 0 4
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Anexo A.
o ADMET Ris Miog BBB Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX Ris MW TPS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
cl
aTh% MeTP1 4454 4352 High (98%) 99901 26,74 5,282 0 2 376 3813 0 3
I
[}
o CpMeTgo'\"m 4502 4351 High (98%) 168,01 7,917 5,608 0 2 411 4736 0
:)’}"1\_,_‘:1
[+]
N? 'SF E{TPOMe1 4736 4461 High (86%) 42543 51,794 6,367 0 2 406 4736 0O
Cl
W.N
= CPELTP1 4853 4352 High(98%) 10251 34,505 5,831 0 2 376 3813 0




=

264 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos
reguladores de las sefales nerviosas.
e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
cl
cTH% cpTPtBu1 4,872 4,575 High (86%) 1037,7 30,444 8,318 0 2 390 46,92 1 3
[
I
|>t\©\
M
SRS :i'{ cpEtTPOMe12 4,983 4,571 High (98%) 153,61 10,533 6,605 0 2 425 47,36 0 4
AN
:)’,'-"1\__‘:-\.
I
I
I*@\
Ny of MeTPOMe12 5 4,571 High (98%) 165,84 8,708 5,902 0 2 425 4736 0O 4
:)’f'J'\__‘h
[
;
I>A©\
"'\\ f{
5 EtTPOMe12 5 4,788 High (98%) 151,67 11,872 6,86 0 2 440 47,36 0 4




Anexo A. 265
Structure |dentifier ADMEkT_Rls M:;)g BBBFFllte Rat_:cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Rls TOXk_Rls MtW T_II:S HDB I-LB
]
[}
Ij\@\
"’\\ :ir TPOMe12 5 4,351 High (89%) 165,94 8,894 9,535 0 2 411 56,15 1 4
HM =
:)”A\_,..h
cl
,F?r! o cpBnTPOMe1 5,045 5,081 High (70%) 388,81 63,363 5,58 0 2 454 47,36 0 4
”H j
Cl
l.\#‘-\\
. = cpBnTP1 5,053 5,195 High (89%) 883,75 49,143 5,508 0 2 438 38,13 0 3
cl
H© TPtBu1 5,127 4,794 High (86%) 1021,1 31,502 8,571 0 2 404 46,92 1 3




Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

266
Structure |dentifier ADMEkT_Ris M::?g BBBFFiIte Rat_eAcut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T_A’S HDB I-LB
0 er‘ él:]i‘ EtTP1 5,189 4,575 High (98%) 996,62 39,709 6,035 0 2 390 38,13 0 3
&
3.T:‘ % cpMeTPtBu1 5,299 4,794 High (98%) 993,21 32,075 5,651 0 2 404 38,13 0
$€i % cpEtTPtBu1 5,631 5,009 High (98%) 1014,8 42,092 6,232 0 2 418 38,13 0
ot éﬁ MeTPtBu1 5,633 5,009 High (98%) 978,87 33,008 5,718 0 2 418 38,13 0




Anexo A. 267

Structure dentifier ADMIiT_Rls M:;)g BBB_Filte Rat_Acut Rat TD5 Mouse TD5 MUT_Ris TOX Ris MW T_PS HB HB

r e 0 0 k k t A D A

a{j :N EtTPtBu1 5,661 5,22 High (98%) 998,19 42,962 6,414 0 2 432 38,13 0 3
cpTPtBu12 5,713 4,902 High (89%) 176,41 7,223 8,966 0 2 424 46,92 1 3

%(G :\% cpBnTPtBu6 5,822 5,011  High (70%) 374,4 41,921 7,566 0 2 476 47,36 0 4

TPtBu12 5,839 5,115 High (89%) 178,91 7,776 9,224 0 2 438 46,92 1 3




268 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

Structure \dentifier  ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat Acut Rat TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX Ris MW TPS HB HB

k P r e 0 0 k k t A D A

ol
"EP.: r!jc BnTPOMe1 5,955 5,285 High (70%) 380,77 83,937 5,854 0 2 468 47,36 0 4
cpMeTPtBu12 6,162 5,115 High (98%) 168,43 7,122 5,906 0 2 438 38,13 0 3

3-;[-58 N BnTP1 6,179 5,399 High (89%) 888,13 67,344 5,759 0 2 452 38,13 0 3

cpEtTPtBu12 6,379 5,324 High (98%) 165,23 9,005 6,689 0 2 452 38,13 0 3




Anexo A. 269
Structure Identifier ADMIiT_Ris M:;)g BBBFFiIte Rat_:\cut RatBTDS Mousg_TDS MUTk_Ris TOXk_Ris MtW T _/I:S HDB I-LB
T _?N BnTPtBu6 6,494 5,206 High (70%) 369,78 52,195 7,892 0 2 490 4736 0 4

MeTPtBu12 6,521 5,324 High (98%) 171,68 7,647 6,071 0 2 452 3813 0 3
EtTPtBuU12 6,816 5,53 High (98%) 168,32 9,596 6,864 0 2 466 3813 0 3
2o
I v cpBnTPOMe12 7,153 5,386 High (86%) 194,39 14,824 6,009 0 2 488 4736 0 4




270 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos
reguladores de las sefales nerviosas.
e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
il
cTNlEP cpBnTPtBu1 7,586 5,798 High (83%) 807,88 49,12 5,858 0 2 480 38,13 0 3
] !N
I
I
Ij\@
N
N Zif BnTPOMe12 7,651 5,586 High (86%) 193,26 18,532 6,3 0 2 502 47,36 0 4
O
:)’,A\\_,_‘.-\.
cl
GTNL - BnTPtBu1 8,691 5,994 High (83%) 817,89 61,526 6,099 0 2 494 38,13 0 3
i
I
I
el
" cpTP12 5,351 4,239 High (89%) 222,47 5,773 8,845 0 2,104 381 46,92 1 3




Anexo A. 271
. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v e 0 0 K K t A D A
]
|
Ij\©\
H- cpMeTP12 5,28 4,464 High (98%) 213,99 5,899 5,473 0 2,124 395 38,13 0 3
HM%
:)’Fl\_,_‘h
o0
C.IH%?N cpTPtBu2 2,719 4,131 High (86%) 842,42 11,837 10,086 0,3 1 401 92,74 1 5
0y, 0
CTHQN TPtBu2 3,239 4,354 High (83%) 839,98 12,601 10,367 0,3 1 415 92,74 1 5
o0
z ,ﬁ@u cpMeTPtBu2 3,728 4,354 High (98%) 820,9 11,802 6,478 0,3 1 415 83,95 0 5

&




272 Disefio racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolégica sobre canales idnicos
reguladores de las sefales nerviosas.
e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
oy
3{} @N CpEtTPtBu2 3,751 4,573 High (98%) 834,93 14,672 7,338 0,3 1 429 83,95 0 5
Oy
STA’E:;%L MeTPtBu2 3,753 4,573 High (98%) 820,88 12,505 6,667 0,3 1 429 83,95 0 5
o0
C.gg@“ EtTPtBu2 3,785 4,788 High (98%) 835,67 15,437 7,544 0,3 1 443 83,95 0 5
Q
MM ‘Jb
W=, TPes 2,434 2,485 High (72%) 749,47 7,35 10,646 0,6 1 370 90,01 2 5
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. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
STNLD
S;]rﬁjc BnTPOMe2 4,256 4,899 High (72%) 345,73 32,617 6,868 0,9 1 479 93,18 0 6
=]
i
o @ M
W
);zb cpBnTP2 4,444 4,766 High (89%) 950,58 18,776 6,422 0,9 1 449 83,95 0 5
M
apS
or N
i =]
Q ;" @
z’ |\'»., CpTP-2 2,501 3,434 High (86%) 922,42 9,257 9,939 1,2 2 358 92,74 1 5
oM
o H p
H
?' [ W TP-2 2,527 3,672 High (86%) 903,87 10,381 10,247 1,2 2 372 92,74 1 5
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ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse_TD5 MUT Ris TOX_Ris MW TPS HB HB

Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A

0 cpTPOMe2 2,932 3,36 High (81%) 329,74 13,6 10,546 1,2 2 374 101,97 1 6
QP oo cpMeTPOMe2 3 3,597 High (83%) 324,82 13,672 6,343 1,2 2 388 93,18 0 6
cpMeTP2 3,594 3,672 High (98%) 920,39 9,633 5,999 1,2 2 372 83,95 0 5

cpEtTP2 3,968 3,904 High (98%) 911,91 12,877 6,915 1,2 2 386 83,95 0 5
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. ADMET_Ris Mlog BBB_Filte Rat_Acut Rat_TD5 Mouse_ TD5 MUT _Ris TOX_Ris MW T_PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
S,Nlﬁ
GT,h QN MeTP2 3,97 3,904 High (98%) 901,59 10,969 6,204 1,2 2 386 83,95 0 5
o5
a{l @N EtTP2 4,379 4,131 High (98%) 893,73 14,879 7,157 1,2 2 401 83,95 0 5
SUNLD
E;D N a cpBnTPOMe2 4,815 4,692 High (73%) 348,62 25,843 6,556 1,2 2 465 93,18 0 6
Y]
@ H
AL TPOMe2 3,128 3,597 High (77%) 317,46 14,477 10,875 1,2 2,021 388 101,97 1 6

a
E:jx
[
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e ADMET_Ris Miog BBB_Filte Rat_Acut Rat_ TD5 Mouse TD5 MUT Ris TOX_Ris MW T PS HB HB
Structure Identifier K P v P 0 0 K K t A D A
STHLD
E? Bg MeTPOMe2 3,266 3,83  High (83%) 313,95 14,899 6,564 1,2 2,05 402 93,18 0 6
e T
§] rgc cpEtTPOMe2 3,363 3,83  High (83%) 302,33 17,888 7,359 1,2 2,147 402 93,18 0 6
STHLD
[%i ’r o EtTPOMe2 3,818 4,057 High (83%) 293,25 20,035 7,631 1,2 2,223 417 93,18 0 6
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Puntajes de acoplamiento molecular serie A.

4 r I r r | re Score Scaled score . .
cougo  SeprE  SCEOre ek SRR socks " bobwe’ Ampromedo
cpTPO -8,45 0,45 9,0 0,85 -37,36 0,90 0,73
cpTP7 -8,89 0,57 -9,2 0,91 -27,963 0,70 0,73
cpTP6 -8,58 0,49 9,0 0,85 -32,326 0,79 0,71
cpTP1 -8,49 0,46 9.1 0,88 -24,519 0,63 0,66
cpMeTP6 -8,96 0,59 -8,1 0,59 -32,612 0,80 0,66
cpTPOMe11 -8,63 0,50 -8,1 0,59 -35,716 0,86 0,65
cpMeTP1 -8,87 0,56 -8,4 0,68 -27,097 0,68 0,64
cpTP11 -8,39 0,44 -8,4 0,68 -32,397 0,79 0,64
cpMeTP7 -8,69 0,52 -8,4 0,68 -28,405 0,71 0,63
TP6 -8,45 0,45 -9,0 0,85 -19,181 0,51 0,61
cpMeTPO -8,87 0,56 -8,3 0,65 -23,337 0,60 0,60
MeTP6 -8,81 0,55 -8,1 0,59 -25,973 0,66 0,60
MeTP7 -8,63 0,50 -8,4 0,68 -22,953 0,59 0,59
cpEtTPO -8,9 0,57 -7.,8 0,50 -26,723 0,67 0,58
TPO -8,03 0,35 -8,7 0,76 -24,676 0,63 0,58
TPOMe11 -7,9 0,31 -8,2 0,62 -33,203 0,81 0,58
EtTP1 -9,25 0,66 -7,3 0,35 -28,052 0,70 0,57
cpTPOMe14 -8,2 0,39 -8,1 0,59 -29,592 0,73 0,57
cpTPOMe6 -7,94 0,32 -8,2 0,62 -29,517 0,73 0,56
TP11 -8,31 0,42 -7,7 0,47 -31,483 0,77 0,55
cpMeTPOMe11 -8,18 0,38 -7,4 0,38 -36,989 0,89 0,55
cpMeTP11 -7,88 0,31 -7,7 0,47 -36,279 0,87 0,55
cpTP14 -8,11 0,37 -8,3 0,65 -24,922 0,64 0,55
cpEtTP7 -8,26 0,41 -7,9 0,53 -27,718 0,69 0,54

CpEtTP6 -8,25 0,40 -7,7 0,47 -30,14 0,74 0,54
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Cédigo Score Scaled score Score Scaled score Score Scaled score Afin promedio
ADT ADT VINA VINA DOCK6 DOCK®6

MeTP1 -9,12 0,63 -7,4 0,38 -23,55 0,61 0,54
EtTP6 -8,86 0,56 -71 0,29 -30,274 0,75 0,53
cpTPOMe1 -8,03 0,35 -8,0 0,56 -26,63 0,67 0,53
EtTP7 -8,88 0,57 -7,3 0,35 -25,668 0,65 0,52
TP1 -8,07 0,36 -8,9 0,82 -13,241 0,39 0,52
EtTP11 -8,28 0,41 -7,4 0,38 -30,78 0,76 0,52
cpMeTPOMe12 -1,7 0,26 -8,0 0,56 -28,808 0,72 0,51
EtTPOMe11 -8,13 0,37 -7 0,29 -36,077 0,87 0,51
TP7 -7,89 0,31 -9,0 0,85 -12,028 0,36 0,51
MeTPOMe11 -7,8 0,29 -7,5 0,41 -33,966 0,83 0,51
MeTP11 -7,93 0,32 -7,5 0,41 -31,337 0,77 0,50
TPOMe6 -7,38 0,18 -8,1 0,59 -29,528 0,73 0,50
MeTPO -8,86 0,56 -8,2 0,62 -9,5961 0,31 0,50
cpTPOMe7 -7,69 0,26 -8,0 0,56 -26,441 0,67 0,49
cpTPOMe0 -7,68 0,25 -7,7 0,47 -29,151 0,72 0,48
TP14 -8,26 0,41 -7,5 0,41 -24,285 0,62 0,48
EtTPO -8,89 0,57 -6,8 0,21 -25,786 0,65 0,48
MeTPOMe1 -8 0,34 -7,3 0,35 -29,203 0,73 0,47
cpEtTP11 -7,62 0,24 -7,4 0,38 -32,086 0,79 0,47
cpEtTP1 -8,66 0,51 -6,8 0,21 -27,036 0,68 0,46
cpEtTP14 -8,1 0,36 -7,2 0,32 -27,258 0,68 0,46
MeTP14 -8,07 0,36 -7,4 0,38 -24,278 0,62 0,45
cpMeTP14 -7,89 0,31 -7,3 0,35 -26,47 0,67 0,44
cpEtTPOMe11 -7,92 0,32 -7,2 0,32 -26,156 0,66 0,43
cpMeTPOMe1 -7,94 0,32 -7,0 0,26 -28,651 0,71 0,43

cpMeTPOMe14 -8,09 0,36 -6,8 0,21 -29,585 0,73 0,43
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Cédigo Score Scaled score Score Scaled score Score Scaled score Afin promedio
ADT ADT VINA VINA DOCK6 DOCK®6

EtTP14 -8,24 0,40 -6,9 0,24 -25,522 0,65 0,43
MeTPOMe14 -7,7 0,26 -7.1 0,29 -29,273 0,73 0,43
TPOMe1 -7,57 0,23 -7,2 0,32 -29,371 0,73 0,43
EtTPOMeO -8,01 0,34 -6,6 0,15 -30,339 0,75 0,41
MeTPOMe6 -7,56 0,22 -7,0 0,26 -29,818 0,74 0,41
EtTPOMe14 -7,64 0,24 -6,8 0,21 -30,893 0,76 0,40
cpMeTPOMe6 -7,62 0,24 -6,8 0,21 -30,52 0,75 0,40
EtTPOMe1 -7,88 0,31 -6,6 0,15 -30,075 0,74 0,40
cpMeTPOMe0 -7,51 0,21 -7 0,29 -26,958 0,68 0,39
cpEtTPOMe14 -7,83 0,29 -6,6 0,15 -29,229 0,73 0,39
cpEtTPOMe1 -7,76 0,28 -6,6 0,15 -29,038 0,72 0,38
cpEtTPOMe0 -7,99 0,34 -6,4 0,09 -28,319 0,71 0,38
TPOMeO -7,34 0,17 -6,9 0,24 -28,997 0,72 0,37
MeTPOMeO -7,61 0,24 -6,8 0,21 -26,427 0,67 0,37
cpEtTPOMe6 -7,55 0,22 -6,6 0,15 -29,762 0,74 0,37
TPOMe7 -7,02 0,08 -7,2 0,32 -27,267 0,68 0,36
cpMeTPOMe7 -7,39 0,18 -6,8 0,21 -27,541 0,69 0,36
EtTPOMe6 -7,48 0,20 -6,4 0,09 -30,985 0,76 0,35
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B. Anexo B: Seccién experimental Serie A: Espiro
pirazolotiazepinonas.

Procedimiento general para la sintesis de los 5-amino-1-aril-3-metil-1H-pirazoles (3a — f): A una solucién agitada de la
correspondiente hidracina (10 mmoles) en acido clorhidrico concentrado (5 mL) se adicionaron 820 mg (10 mmoles) de -
aminocrotononitrilo. La mezcla fue agitada a temperatura ambiente por 10 minutos; luego se adicionaron 5 mL de HCI concentrado y
se calentd la mezcla por 15 minutos mas. Después de completada la reaccion se adiciond hielo picado y se neutralizé adicionando
amoniaco concentrado por goteo lento; el precipitado obtenido se filiré al vacio y se lavd con agua destilada obteniéndose el
compuesto deseado.

5-Amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol (3a).

Sélido color crema (Rend: 82 %), pf: 109-110°C (Reportado 111°C)". IR (KBr):(vmax cm™): 3447, 3134, 2917, 1623, 1554, 1039, 761.
"H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 2.18 (3H, s, -CH3), 3.72 (2H, s, -NH,), 5.40 (1H, s, C-H), 7.25 (1H, t, J = 7.18 Hz, -C-H), 7.40 (2H, t, J
= 7.57 Hz, -C-H), 7.48 (2H, d, J = 7.48 Hz, -C-H). ®*C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 13.9, 90.7, 123.8, 127.1, 129.4, 138.6, 145.3,
149.4.
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5-Amino-1-[4-clorofenil]-3-metil-1H-pirazol (3b).

Sélido color crema (Rend: 80 %), pf: 109-111°C. (Reportado 109 — 110°C)?? IR (KBr): (vmax cm™): 3366, 3201, 2918, 1624, 1563,
1039, 837, 758. 'H-NMR: (400 MHz, CDCl3): &: 2.22 (3H, s, -CHj3), 3.74 (2H, s, -NH,), 5.46 (1H, s, C-H), 7.41 (2H, d, J = 8.80 Hz, -C-
H), 7.51 (2H, d, J = 8.80 Hz, -C-H). "*C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 13.9, 91.3, 119.9, 124.8, 128.9, 129.5, 132.5, 149.8.

5-Amino-1-[4-metoxifenil]-3-metil-1H-pirazol (3c).

\

—

Ty

H,oN
3c

Solido color crema (Rend: 73 %), pf: 110-112°C. (Reportado 111°C)" IR (KBr):(vmax cm™"): 3388, 3297, 2940, 1624, 1562, 1020, 756.
"H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 2.22 (3H, s, -CHg), 3.70 (2H, s, -NH.), 3.83 (3H, s, -CHj3), 5.42 (1H, s, C-H), 6.96 (2H, d, J = 8.71 Hz,
-C-H), 7.42 (2H, d, J = 8.71 Hz, -C-H). "*C-NMR: (100 MHz, CDCls): d: 13.9, 55.5, 90.2, 114.6, 125.9, 131.4, 145.3, 148.9, 158.8.
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5-Amino-1-[4-fluorofenil]-3-metil-1H-pirazol (3d).

Solido beige (Rend: 75 %), pf: 109-110°C. (Reportado 108 - 110°C)? IR (KBr):(vmax cm™'): 3408, 3292, 3173, 1626, 1569, 1034, 839,
740. 'H-NMR: (400 MHz, CDCl3): &: 2.21 (3H, s, -CHs), 3.72 (2H, s, -NHz), 5.44 (1H, s, C-H), 7.14 (2H, m, -C-H), 7.51 (2H, m, -C-H).
13C-NMR: (100 MHz, CDCl3): &: 14.0, 91.0, 116.3, 116.5, 125.9, 126.0 134.8, 145.4, 149.6, 160.3, 162.8.

5-Amino-1-[4-nitrofenil]-3-metil-1H-pirazol (3e).

HoN
3e

Sélido amarillo (Rend: 72 %), pf: 158-159°C. (Reportado 161 - 162°C)" IR (KBr):(vmax cm™!): 3400, 3290, 3180, 1435, 1626, 1569,
1001, 744. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 2.23 (3H, s, -CHs), 3.86 (2H, s, -NH), 5.53 (1H, s, C-H), 7.85 (2H, d, J = 8.96 Hz, -C-H),
8.29 (2H, d, J = 8.96 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz, CDCl3): &: 14.1, 93.5, 122.3, 125.2, 144.5, 144.9, 145.9, 151.5.
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5-Amino-1-[4-tolil]-3-metil-1H-pirazol (3f).

-

H,N

3f

Sélido crema (Rend: 78 %), pf: 128-131°C. (Reportado 128 - 129°C)" IR (KBr):(vmax cm™): 3420, 3280, 3150, 2980, 2720, 1626,
1556, 1001, 755, 694. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 2.10 (3H, s, -CHs), 2.26 (3H, s, -CHs), 4.75 (2H, s, -NHy), 5.25 (1H, s, C-H),
7.22 (2H, d, J = 7.61 Hz, -C-H), 7.37 (2H, d, J = 7.61 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 14.1, 21.2, 90.3, 122.3, 129.2,
136.2, 138.5, 146.4, 144.9, 149.9.

Procedimiento general para la sintesis del 5-amino-1-fenil-3-(t-butil)-1H-pirazoles (5): En un tubo sellado para reacciones en
microondas se mezclan 1 mmol de fenilhidrazina, con 1.1 mmoles de pivaloil acetonitrilo y se disuelven en 5 mL de HCI (3M), se
sella el tubo y se irradia con agitacién magnética en el reactor CEM a 120°C con 200 W de potencia por 20 minutos. La mezcla se
deja enfriar y se neutraliza con solucién de hidroxido de sodio (2M) en un bafio de hielo; el precipitado formado se filtra al vacio y se

lava con agua destilada, se deja secar a temperatura ambiente obteniéndose el producto de interés.

5-Amino-1-fenil-3-(t-butil)-1H-pirazol (5).
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Sélido crema (Rend: 60 %), pf: 57-59°C. (Reportado 65 - 67°C)" IR (KBr):(vmax cm'!): 3420, 3280, 3150, 2980, 2720, 1626, 1556,
1001, 755, 694. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 1.34 (9H, s, -CHa), 2.26 (3H, s, -CHa), 3.77 (2H, s, -NH2), 5.55 (1H, s, -C-H), 7.45
(1H, m, -C-H), 7.58 (2H, m, -C-H), 7.59 (2H, m, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 30.3, 32.3, 87.7, 124.0, 126.9, 129.4, 138.9,
144.8, 162.4.

Procedimiento general para la sintesis de las espiro[cicloalcano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7(6 'H)-onas (9a - f): 1 mmol
del correspondiente aminopirazol fue mezclada con 2 mmoles de la cetona ciclica y 3 mmoles de acido mercaptoacético en 20 mL
de benceno seco. La mezcla resultante fue calentada a reflujo por 24 horas usando una trampa Dean — Stark. El crudo de reaccién
se dej6 enfriar y se agité a temperatura ambiente por toda la noche. El sdlido resultante fue filtrado al vacio y se lavé con benceno
frio y luego agua obteniéndose los compuestos mencionados. En los casos donde los compuestos no precipitaron, se evaporo el

disolvente y se recristalizé el crudo de reaccién con etanol.

3 -metil-1"-fenil-1",8 -dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (9a).

O
s

S
9a

Sdlido blanco (Rend: 74%), pf: 257 — 258°C. IR (KBr): (vmax cm™): 3075, 2927, 2854, 1679, 767. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 1.29
(1H, qt, J = 12.8 Hz, 3.7 Hz, -CH>), 1.65 (2H, dd, J = 13.7 Hz, 3.2 Hz, -CH>), 1.81 (3H, m, -CHy), 2.15 (4H, m, -CH>), 2.51 (3H, s, -
CHg), 3.23 (2H, s, -CH,), 7.25 (1H, s, -NH), 7.41 (3H, m, -C-H), 7.50 (2H, m, -C-H). "*C-NMR: (100 MHz, CDCl;): &: 16.9, 22.1,
25.4,31.0, 37.1, 49.5, 115.4, 125.4, 128.7, 129.8, 133.4, 137.2, 146.3, 171.3. HRMS (ESI) m/z [M+H]" Calculado para C1gH21N30.S:
328.147809; experimental: 328.151540.
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1"-(4-clorofenil)-3"-metil-1",8"-dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7 "-(6 '"H)-ona (9b).

Sélido blanco (Rend: 70%), pf: 230 — 231°C. IR (KBr): (vmax cm™): 2944, 2857, 1689, 773, 700. 'H-NMR: (400 MHz, CDClz): &: 1.26
(1H, qt, J = 12.8 Hz, 3.8 Hz, -CH), 1.63 (2H, dd, J = 13.7 Hz, 3.3 Hz, -CH), 1.74 - 1.81 (3H, m, -CH), 2.08 - 2.18 (4H, m, -CHy),
2.47 (3H, s, -CHj3), 3.18 (2H, s, -CH), 7.35 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H), 7.40 (1H, s, -C-H), 7.44 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H). "*C-NMR:
(100 MHz, CDCls): &: 16.8, 22.1, 25.3, 31.0, 37.2, 49.4, 115.9, 126.4, 129.9, 133.5, 135.9, 146.7, 171.4. HRMS (ESI) m/z [M+H]"
Calculado para C1gH20CIN3OS: 362.108836; experimental: 362.109837.

1°-(4-metoxifenil)-3’-metil-1°,8 -dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (9c).

et
N/N\
HN)\%
o%\/

S
9c

Sélido blanco -amarillo (Rend: 76%), pf: 258 — 259°C. IR (KBr): (Vmax cm'): 2958, 2927, 1691, 1571, 1030. 'H-NMR: (400 MHz,
CDCls): 8: 1.22 — 1.32 (1H, m, -CHy), 1.62 — 1.65 (2H, m, -CHz), 1.75 - 1.90 (3H, m, -CHy), 2.05 (2H, d, J = 13.6 Hz, -CHy), 2.13 —
2.21 (2H, m, -CHy), 2.48 (3H, s, -CHa), 3.21 (2H, s, -CH>), 3.84 (3H, s, -CHa), 6.97 (2H, d, J = 8.9 Hz, -C-H), 7.06 (1H, s, -N-H), 7.27
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(2H, d, J = 8.9 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 16.8, 22.1, 25.4, 30.9, 36.9, 49.4, 55.6, 114.8, 127.2, 129.9, 133.5, 145.9,
159.9, 171.2. HRMS (ESI) m/z [M+H]" Calculado para C19H23N30.S: 358.158373; experimental: 358.158784.

1°-(4-fluorofenil)-3"-metil-1",8"-dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4] tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (9d).

Sdlido blanco (Rend: 66%), pf: 150 — 152°C. IR (KBr): (vmax cm™): 2932, 2855, 1679, 1513, 1355. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &:
1.27 - 1.31 (1H, m, -CH,), 1.66 (2H, d, J = 13.8 Hz, -CHy), 1.77 - 1.92 (3H, m, -CH), 2.07 — 2.21 (4H, m, -CH), 2.50 (3H, s, -CHz),
3.23 (2H, s, -CHy), 7.16 - 7.21 (3H, m, -C-H y -NH), 7.40 (2H, dd, J = 6.8 Hz, 4.7 Hz, C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDClz): &: 17.0,
22.2, 25.5, 31.1, 37.2, 49.6, 115.6, 116.9 (d, 2Jc.r= 23.0 Hz C-m), 127.6 (d, 3Jc.r= 9.0 Hz C-0), 133.4 (d, *Jc.r= 3.0 Hz C-i), 133.7,
146.6, 162.5 (d, 'Jcr = 248.0 Hz C-0), 171.4. HRMS (ESI) m/z [M+H]* Calculado para CsH20FN3sOS: 346.138387; experimental:
346.140899.

1°-(4-metoxifenil)-3’-metil-1°,8 -dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (9f).
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Sélido blanco (Rend: 66%), pf: 216 — 219°C. "H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 1.24 — 1.33 (1H, m, -CHz), 1.67 — 1.84 (2H, m, -CH,),
1.87 - 1.90 (3H, m, -CHy), 2.09 — 2.17 (4H, m, -CHy), 2.41 (3H, s, -CHs), 2.50 (3H, s, -CHs), 3.22 (2H, s, -CHz), 7.27 — 7.29 (5H, m, -
C-H y -N-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCl): &: 16.8, 21.2, 22.1, 25.4, 30.9, 37.0, 49.5, 115.1, 125.3, 130.3, 133.4, 134.6, 139.0, 146.1,
171.5,

3 -metil-1"-fenil-1",8 -dihidroespiro[ciclopentano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (A-cpTPO0).

Sélido blanco (Rend: 62%), pf: 197 — 199°C. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 1.86 — 1.89 (2H, m, -CH,), 1.99 — 2.01 (2H, m, -CHy),
2.11-2.13 (2H, m, -CH,), 2.28 —2.31 (2H, m, -CHy), 2.37 (3H, s, -CHa), 3.27 (2H, s, -CH,), 7.25 (1H, s, NH), 7.38 - 7.41 (3H, m, -
C-H), 7.46 - 7.50 (2H, m, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 15.4, 24.5, 33.0, 40.8, 54.2, 114.0, 125.4, 128.7, 129.8, 133.8,
137.2, 146.2, 171.1.

1°-(4-clorofenil)-3"-metil-1",8"-dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4] tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (A-cpTP1).

Cl
\©\ N

o) S
A-cpTP1
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Sélido blanco (Rend: 58%), pf: 213 — 215°C. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 1.84 — 1.93 (2H, m, -CHy), 1.97 — 2.05 (2H, m, -CH>),
211 - 2.17 (2H, m, -CHy), 2.26 - 2.23 (2H, m, -CH,), 2.38 (3H, s, -CHs), 3.27 (2H, s, -CH>), 7.39 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H), 7.44
(1H, s, -N-H), 7.47 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): 5: 15.4, 24.4, 32.9, 40.7, 54.1, 114.6, 126.4, 129.9, 133.9,
134.4,135.9, 146.5, 171.3.

1"-(4-fluorofenil)-3"-metil-1",8 -dihidroespiro[ciclopentano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4] tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (9d).

Sélido blanco (Rend: 60%), pf: 162 — 163°C. "H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 1.86 — 1.94 (2H, m, -CHy), 1.97 — 2.07 (2H, m, -CHa),
2.09 - 2.15 (2H, m, -CH,), 2.27 — 2.35 (2H, m, -CHy), 2.38 (3H, s, -CHs), 3.29 (2H, s, -CH,), 7.20 (2H, dd, J = 9.0, 8.0 Hz, -C-H),
7.31 (1H, s, -N-H), 7.39 — 7.44 (2H, m, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 15.4, 24.5, 33.0, 40.7, 54.1, 114.1, 116.8 (d, 2Jcr =
23.1 Hz C-m), 127.5 (d, 3Jc.r= 8.9 Hz C-0), 133.3, 133.9, 146.3, 161.1, 163.6 171.2.

1-fenil-3,4,4-trimetil-1H-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7(4H,6 H,8 H)-ona (14).
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Sélido café (Rend: 80%), pf: 136 — 138°C. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): 8: 1.80 (6H, s,  -CHa), 2.44 (3H, s, -CHs), 3.37 (2H, s, -
CHy), 7.09 (1H, s, -N-H), 7.40 — 7.42 (2H, m, -C-H), 7.50 — 7.52 (3H, m, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 15.9, 30.2, 31.7,
43.2,113.8, 125.7, 128.9, 129.9, 132.7, 137.1, 146.7, 170.8.

Procedimiento general para la sintesis de los aductos 4-ciclohexenil-5-amino-1-aril-3-metil-1H-pirazoles (12a y e): 1 mmol
del correspondiente aminopirazol fue mezclado con 2 mmoles de ciclohexanona y 3 mmoles de acido acético en 20 mL de benceno
seco. La mezcla resultante fue calentada a reflujo por 24 horas usando una trampa Dean — Stark. El crudo de reaccion se dejé

enfriar, se evaporo el disolvente y se recristalizé el crudo de reaccién con etanol.

4-ciclohexenil-5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol (12a).

Sdlido blanco (Rend: 46%), pf: 190 — 192°C. IR (KBr): (vmax cm™): 3416, 3334, 2920, 2856, 750. '"H-NMR: (400 MHz, CDCls): 5: 1.66
—1.77 (4H, m, CH2), 2.18 — 2.20 (4H, m, CH), 2.23 (3H, s, CH3), 3.77 (2H, s, NH), 5.67 (1H, s, C-H), 7.30 (1H, t, J = 7.2 Hz, C-H),
745 (2H, t, J = 7.4 Hz, C-H), 7.57 (2H, d, J = 7.63 Hz, C-H). 3 C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 13.9, 22.5, 23.4, 25.9, 29.5, 107.5,
123.8, 126.4, 127.0, 130.8, 139.2, 141.8, 147.4. Analisis elemental calculado para CieHioN3: C, 75.85; H, 7.56; N, 16.59.
Experimental: C, 75.79; H, 7.53; N, 16.55.
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4-ciclohexenil-5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1H-pirazol (12e).

OZN\©\
N/N

A

—

H,N

12e

Sélido amarillo (Rend: 67%), pf: 193 — 195°C. IR (KBr): (Vmax cm™'): 3416, 3334, 2929, 2831, 1506, 1390, 861. 'H-NMR: (400 MHz,
DMSO): &: 1.61 — 1.68 (4H, m, CHz), 2.07 (3H, s, CHa), 2.14 — 2.15 (4H, m, CHy), 5.17 (2H, s, NH>), 5.74 (1H, s, C-H), 7.93 (2H, d, J
= 9.1 Hz, C-H), 8.30 (2H, d, J = 9.1 Hz, C-H). ®*C-NMR: (100 MHz, DMSO): &: 13.4, 21.7, 22.6, 25.1, 28.5, 108.0, 121.4, 124.7,
126.5, 129.2, 143.7, 144.5, 148.3. Andlisis elemental calculado para CisH:1sN4sO2: C, 64.41; H, 6.08; N, 18.78; O, 10.73.
Experimental: C, 64.50; H, 6.06; N, 18.81; O, 10.63.

Procedimiento general para la sintesis de las N-alquil-1'-fenil-3"-metil-1",8"-dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-
e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona y la N-metil-1-fenil-3,4,4-trimetil-1H-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7(4H,6H,8H)-ona: 1 mmol de la
correspondiente tiazepinona se disolvio en 5 mL de DMF seca; dicha solucidon se enfri6 en un bafo de hielo/sal; luego se
adicionaron lentamente 1.2 mmoles de NaH, la mezcla se agité por 50 minutos y se dejo alcanzar una temperatura de 25°C; una vez
alcanzada esta temperatura se inicié la adicion por goteo de una solucion previamente preparada del correspondiente halogenuro
de alquilo (1.5 mmoles en 3 mL de DMF). Una vez adicionada esta solucion se dejo la reaccién en agitacion por 24 horas.
Transcurrido este tiempo se adiciond hielo picado a la mezcla y el sélido formado se filtré al vacio, se lavé con agua destilada y se

dej6 secar a temperatura ambiente.
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1’-fenil-3°,8"-dimetil-1",8 -dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (Me-9a).

©\N/N\
\”%
o)\/s

Me-9a

Sélido blanco (Rend 88%), pf: 222 — 224°C. IR (KBr): (Vmax cm™): 3050, 2920, 1681, 1500, 1423,1076, 763, 698. 'H-RMN: (400 MHz,
DMSO): &: 1.26 (dddd, J = 16.1, 12.4, 8.2, 4.1 Hz, 1H), 1.58 (m, 2H), 1.69 (m, 3H), 2.05 (m, 2H), 2.24 (td, J = 12.4, 3.6 Hz, 1H), 2.35
(d, J = 13.1 Hz, 1H), 2.51 (s, 3H), 2.77 (s, 3H), 3.00 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 3.61 (d, J = 12.6 Hz, 1H) 7.44 (m, 5H). *C-NMR (CDCls,
100 MHz): &: 16.8, 22.1, 22.5, 25.3, 33.2, 33.8, 38.6, 40.2, 49.5, 117.3, 123.4, 128.1, 129.6, 138.2, 139.2, 144.9, 170.2.

8 -etil-1’-fenil-3"-metil-1",8 -dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (Et-9a).

o
50
02\/8

Et-9a

Sélido blanco (Rend 82%), pf: 176 — 178°C. IR (KBr): (Vmax cm'): 2931, 2854, 1674, 763, 698, 659. 'H-RMN: (400 MHz, DMSO): &:
0.81(t, J = 7.3 Hz, 3H), 1.29 (q, J = 12.1, 11.7 Hz, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.72 (m, 4H), 2.01 (m, 1H), 2.19 (dd, J = 10.8, 6.8 Hz, 1H), 2.28
(t, J = 5.5 Hz, 2H), 2.51 (s, 3H), 2.92 (dt, J = 14.3, 7.2 Hz, 1H), 2.99 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.55 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.69 (dq, J =
14.6, 7.5 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 7.9 Hz, 3H), 7.48 (t, J = 7.6 Hz, 2H). *C-NMR (CDCls, 100 MHz): &: 11.8, 17.0, 22.2, 22.6, 25.2, 33.7,
38.5, 40.4, 41.7, 49.6, 118.0, 124.1, 128.3, 129.6, 138.1, 138.6, 145.2, 170.3.
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1’-fenil-3"-metil-8 -propil-1",8 -dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 ‘H)-ona (Pr-9a).

W

~50

Pr-9a

Sélido blanco (Rend 78%), pf: 154 — 156°C. IR (KBr): (Vmax cm™'): 2974, 2927, 2877, 2839, 1678, 763, 690, 663. 'H-NMR (CDCls, 400
MHz): &: 0.62 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.16 (dq, J = 12.6, 6.3 Hz, 1H), 1.26 (id, J = 12.5, 6.6 Hz, 2H), 1.62 (m, 2H), 1.74 (dtd, J = 15.6,
11.9, 10.5, 4.9 Hz 3H), 2.01 (q, J = 12.4 Hz, 1H), 2.20 (dd, J = 11.2, 7.0 Hz, 1H), 2.27 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.51 (s, 3H), 2.73 (ddd, J =
13.4,11.8, 5.1 Hz, 1H), 2.99 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 3.53 (m, 1H) 3.55 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 3H), 7.48 (t, J = 7.7 Hz,
2H). ®C-NMR (CDCls, 100 MHz): 5: 11.3, 17.1, 20.0, 22.2, 22.5, 25.2, 33.6, 38.5, 40.3, 48.8, 49.6, 117.8, 124.2, 128.4, 129.6, 138.4,
138.7, 145.2, 170.3.

8 -bencil-1"-fenil-3"-metil-1°,8 -dihidroespiro[ciclohexano-1,4"-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7"-(6 'H)-ona (Bn-9a).

Sélido blanco (Rend 98%), pf: 203 — 204°C. IR (KBr): (Vmax cm'): 2931, 2862, 1674, 744, 694, 659. 'H-NMR (CDCls, 400 MHz): &
0.91 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 1.03 (t, J = 12.4 Hz, 1H), 1.28 (m, 1H), 1.58 (m, 5H), 2.12 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 2.44 (s, 3H), 3.02 (d, J = 12.7,
1H), 3.57 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 5.05 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 7.0, 2.6 Hz, 2H), 7.16 (m, 3H), 7.36
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(d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.44 (m, 3H). *C-NMR (CDCls;, 100 MHz): d: 17.2, 21.9, 22.4, 25.0, 33.4, 38.4, 39.6, 49.5, 49.6, 118.5, 123.7,
128.0, 128.3, 128.4, 129.8, 130.0, 134.6, 137.1, 138.9, 145.5, 170.2.

1-fenil-3,4,4,8-tetrametil-1H-pirazolo[3,4-e][1,4]tiazepin]-7(4H,6 H,8 H)-ona (15).

oW

~
S

15

Sélido blanco (Rend 33%), pf: 104 — 106°C. "H-NMR (CDCls, 400 MHz): &: 1.69 (s, 3H), 1.80 (s, 3H), 2.49 (s, 3H), 2.81 (s, 3H), 3.03
(d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 12.7 Hz 1H), 7.40 (m, 1H), 7.47 (m, 4H). ®C-NMR (CDCls, 100 MHz): &: 16.3, 30.4, 34.0, 34.1, 34.8,
43.6, 116.6, 123.2, 128.1, 129.6, 138.2, 139.3, 144.8, 170.2.
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C. Anexo C: Propiedades ADMETox y puntajes de
acoplamiento molecular con GABAA calculadas para la
serie B: Espiro pirimidinil tiazolidin-4-onas.

Propiedades ADMETox serie B.

Structure Identifier ADMET_ Risk MlogP BBB_ Filter Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_ Risk MWt T_PSA HBD HBA

M. M
T{l é CpTAP-08 1 2,275 High (98%) 777,14 13,845 50,142 0 0 263,363 4609 0 4
i |

b

\EN( N TAP-08 1,055 2,538  High (98%) 817,85 16,279 51,455 0 0 277,39 46,09 0 4

|
= _M

Q
HN
)H@W@ cpTAPY 1,91 3,757 High (73%) 1461344 15,664 26,168 0,6 0,893 444558 8918 1 6
My N
'ﬁ/
0
\®
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP BBB_ Filter Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_ Risk MWt T_PSA HBD HBA

0 %:

'
Nm/ TETAP-08 2,525 3,276 High (98%) 814,502 5,482 29,608 0 0,767 325,435 46,09 0 4

N
]

| \\/L©Y\(©
TAP9 2,719 3,961 High (70%) 1520,015 17,507 27,231 0,6 1,015 458,585 89,18 1 6

N

k
Y
:J{Q
k
C

RS

i

*D

" \
cpTAP10 3,614 3,961 High (69%)  1424,929 16,666 25,964 0 1,789 458,585 89,18 1 6

N

<0

g

Q

\Y TAP10 3,82 4,162  High (68%) 1467,32 19,036 27,05 0 1,901 472,612 89,18 1 6
0
g
QO
=
"R*T.-L“ CpTAP-01 4,153 4,393  High (89%) 901,07 42,954 30,362 0 0,309 417,533 55,32 0 5

0

3
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP BBB_ Filter Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_ Risk MWt T_PSA HBD HBA
O,
s |
e M CpTAP-02 4,22 4,601  High (89%) 957,254 39,932 32,035 0,198 431,56 55,32 0 5
=)
g
I
Cl 0
““‘L' cpTAP11 4,232 5,076  High (98%) 646,51 79,932 34,093 0,06 405,497 46,09 0 4
~ 0
8
O
=
"“*L“ TAP-01 4,238 4,601  High (89%) 925,377 45,439 31,553 0,23 431,56 55,32 0 5
0
QO
g
M 4,601  High (89%) 925,19 48,757 29,643 0,357 431,56 55,32 0 5

Y CpTAP-04 4,417
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Structure Identifier

ADMET_Risk MiogP

BBB_ Filter

Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_ Risk

MWt

T_PSA HBD HBA

CL O

TAP-02

0, 0"

CpTAP-05
*Tf p

TAP11

4,517

4,677

4,695

4,725

4,805

4,805

4,805

5,285

High (86%)

High (89%)

High (89%)

High (98%)

979,283

948,396

962,03

657,627

44,375

51,616

43,067

76,275

33,341

30,841

31,242

35,188

0,111

0,277

0,251

445,587

445,587

445,587

419,524

55,32 0 5

55,32 0 5

55,32 0 5

46,09 0 4
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP BBB_ Filter Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_ Risk Mwt T_PSA HBD HBA
oL
=
b N TAP-05 4,906 5,007  High (86%) 985,747 48,951 32,569 0 0,162 459,614 55,32 0 5
0
g
L0
N CpTAP-03 5,545 5,181  High (98%) 903,327 57,451 21,373 0 1,908 421,951 46,09 0 4
0
g
SPNe
N N CpTAP-06 5,966 5,389 High (98%) 798,774 54,786 21,342 0 1,911 435,978 46,09 0 4
(0
g
RN TAP-03 6,075 5,389 High (98%) 894,558 54,874 22,2 0 1,853 435,978 46,09 0 4
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP BBB_ Filter Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_ Risk MWt T_PSA HBD HBA

M h TAP-06 6,288 5,593  High (98%) 796,002 52,606 22,193 0 1,854 450,005 46,09 0 4
i TTAP9 6,677 4,538 Low (28%) 1204,024 7,563 22,259 0 2,176 506,63 89,18 1 6

| N
o b TTAP10 6,757 4,729 Low (34%) 1167,69 8,523 22,83 0 2,029 520,657 89,18 1 6

\% TETAP-01 7,603 5,187  High (70%) 773,365 14,919 23,455 0 1,77 479,604 55,32 0 5
5
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP BBB_Filter Rat_Acute Rat TD50 Mouse TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt T _PSA HBD HBA
oL O™
He N
“1’ % TETAP-02 7,682 5,379 High (71%) 783,556 16,084 24,771 1,682 493631 5532 0 5
Q.
L
O O ZJ_\_\
g
M
T TETAP-04 7,752 5,379 High (69%) 791,005 16,4 23,721 1,752 493631 5532 0 5
Q.
4
IJ_\]
xﬁrk TETAP-05 7,92 5,57  High (69%) 788,46 18,179 25,121 1,659 507,658 5532 0 5
::_._{
g
Q0
”*‘rl” TTAP11 7,982 5,877 High (98%) 469,523 20,43 26,084 0,594 467,568 46,09 0 4
- M
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP BBB_ Filter Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_ Risk MWt T_PSA HBD HBA

by N
T TETAP-03 9,229 5,974  High (98%) 519,916 15,497 18,111 0 2,387 484,023 46,09 0 4

M= M

.l

TETAP-06 9,807 6,167  High (98%) 466,918 15,434 18,526 0 2,303 498,05 46,09 0 4

Puntajes de acoplamiento molecular serie B.

Cédigo Score Scaled score Score Scaled score Score Scaled score Afin promedio
ADT ADT VINA VINA DOCKG6 DOCK®6
TAP5 -9,86 0,64 -8,8 0,45 -46,396 0,96 0,68
TAP2 -9,75 0,62 -8,7 0,43 -47,089 0,99 0,68
cpTAPS -9,63 0,60 -8,9 0,47 -46,598 0,97 0,68
TAP1 -9,75 0,62 -8,9 0,47 -44,740 0,89 0,66
cpTAP2 -9,82 0,63 -8,6 0,42 -45,576 0,92 0,66
cpTAP1 -9,66 0,60 -8,9 0,47 -44,109 0,86 0,64
cpTAP11 -9,46 0,57 -9,3 0,55 -43,153 0,82 0,64

cpTAP4 -9,36 0,55 -9,2 0,53 -43,987 0,85 0,64
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Cédigo Score Scaled score Score Scaled score Score Scaled score Afin promedio
ADT ADT VINA VINA DOCKG6 DOCK®6
cpTAPOa -9,98 0,66 9,4 0,57 -39,661 0,66 0,63
TAP6 -10,86 0,83 -9,5 0,58 -33,777 0,40 0,60
TAPOa -9,88 0,64 -9,3 0,55 -37,818 0,58 0,59
cpTAP3 -10,13 0,69 -9,1 0,51 -36,935 0,54 0,58
TAP3 -10,27 0,72 -9,0 0,49 -36,396 0,52 0,57
TAPO -10,1 0,69 -8,9 0,47 -37,068 0,55 0,57
cpTAPG6 -10,25 0,71 -9,5 0,58 -33,839 0,40 0,57
TAP4 -9,77 0,62 -8,3 0,36 -38,235 0,60 0,53
cpTAPO -9,78 0,63 9,0 0,49 -34,014 0,41 0,51
TAP11 -9,73 0,62 -8,6 0,42 -35,414 0,47 0,50
TETAPS -6,76 0,06 -7,3 0,17 -29,999 0,23 0,15
cpTAP8 -6,44 0,00 -7,0 0,11 -27,190 0,11 0,07

TAP8 -6,95 0,10 -6,4 0,00 -24,716 0,00 0,03
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D. Anexo D: Seccién experimental Serie B: Espiro
pirimidinil tiazolidin-4-onas.

Procedimiento general para la sintesis de las aminopirimidinas (22a - f): A una mezcla de 10 mmoles del correspondiente
aldehido, la correspondiente acetofenona (10 mmoles) y guanidina-HCI (16 mmoles) en 10 mL de etanol absoluto se adiciond una
perla de NaOH, se purgd con nitrogeno por 10 minutos usando un borboteador y se mantuvo un flujo constante de este, se calenté
la mezcla a reflujo hasta término de los precursores observado por CCD (Hexano/AcOEt 7:3). Se adicionaron 15 mL de HCI (0.5 M),
la emulsion formada se destruyé por extraccién con DCM (3 x 15 mL) y la fase organica se secé con sulfato de magnesio anhidro y
se evaporo a presion reducida, el solido obtenido se secé en horno a 70°C obteniéndose las mencionadas aminopirimidinas en un

grado de pureza aceptable.

4-(4-metoxifenil)-6-fenilpirimidin-2-amina (22a).

NH,

NI SN
22a O/

Sélido amarillo (Rend: 90%), pf: 134 — 136°C. IR (KBr): (Vmax cm'): 3324, 3196, 2929, 2836, 1644, 1029, 820, 769. 'H-NMR: (400
MHz, CDCls): &: 3.88 (3H, s, -CHs), 5.21 (2H, s, -NHy), 7.00 (2H, dd, J = 8.9 Hz, 5.7 Hz, -C-H), 7.41 (1H, s, -C-H), 7.49 (2H, d, J =
2.14 Hz -C-H), 7.50 (1H, d, J = 1.02 Hz, -C-H), 8.04 (4H, m, -C-H). ®*C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 55.5, 103.7, 114.2, 127.2, 128.8,
128.9, 130.3, 130.5, 138.1, 161.8, 163.7, 165.8, 166.1.
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4-(4-etoxifenil)-6-fenilpirimidin-2-amina (22b).

NH,

N™ SN

® - ®
22b OJ

Sélido amarillo (Rend: 92%), pf: 91 — 92°C. IR (KBr): (vmax cm™): 3324, 3196, 2929, 2836, 1644, 1029, 820, 769. 'H-NMR: (400 MHz,
CDCls): 8: 1.48 (3H, t, -CHs), 4.13 (2H, ¢, -CH,), 5.25 (2H, s, -NH2), 7.02 (2H, d, -C-H), 7.44 (1H, s, -C-H), 7.50 -7.53 (3H, m, -C-H),

8.05 — 8.08 (4H, m, -C-H). "*C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 14.8, 21.4, 63.6, 103.5, 114.6, 127.1, 128.6, 128.8, 129.9, 130.3, 138.0,
161.1, 163.6, 165.7, 166.0.

4-(2-clorofenil)-6-fenilpirimidin-2-amina (22c).

NH,

N™ SN Cl

0
22¢

Sélido naranja (Rend: 80%), pf: 62 — 63°C. IR (KBr): (Vmax cm™): 3201, 1675, 1036, 830, 756, 695. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: .
13C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 5.50 (2H, s, -NHy), 7.28 (2H, d, -C-H), 7.30 (1H, s, -C-H), 7.35 (2H, m, -C-H), 7.49 (1H, m, -C-H),
7.60 (1H, m, -C-H), 7.94 (2H, m, -C-H). ®*C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 21.5, 108.4, 127.1, 127.3, 129.3, 129.6, 130.4, 130.5, 131.0,
132.3, 134.8, 138.0, 141.0, 163.6, 165.6, 165.9.




306 Disefo racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolédgica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

4-(4-metoxifenil)-6-(4-tolil)pirimidin-2-amina (22d).

NH,

N™ N

l/
~
22d ©

Sélido amarillo (Rend: 93%), pf: 119 — 121°C. IR (KBr): (Vmax cm'): 3466, 3327, 3186, 2928, 2833, 1647, 1030, 809, 568. 'H-NMR:
(400 MHz, CDCls): &: 2.47 (3H, s, -CHa), 3.92 (3H, s, -CHa), 5.88 (2H, s, -NH>), 7.06 (2H, d, J = 7.8 Hz, -C-H), 7.26 (1H, s, -C-H),
7.36 (2H, d, J = 7.2 Hz, -C-H), 8.04 (2H, d, J = 7.5 Hz, -C-H), 8.16 (2H, d, J = 7.81 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 21.5,
55.4, 103.5, 114.2, 127.3, 128.9, 129.3, 129.6, 134.2, 141.2, 162.0, 162.8, 165.5, 165.8, 176.1.

4-(4-etoxifenil)-6-(4-tolil)pirimidin-2-amina (22e).

NH,

N™ N

OJ

Sélido amarillo (Rend: 74%), pf: 110 — 112°C. IR (KBr): (vmax cm'): 3466, 3327, 3186, 2928, 2833, 1647, 1030, 809, 568. 'H-NMR:
(400 MHz, CDCls): &: 1.47 (3H, t, J = 6.8 Hz, -CHs), 2.44 (3H, s, -CHs), 4.12 (2H, q, J = 6.8 Hz, -CHy), 5.25 (2H, s, -NH>), 7.01 (2H, d,
J = 8.4 Hz, -C-H), 7.32 (2H, d, J = 7.7 Hz, -C-H), 7.42 (1H, s, -C-H), 7.98 (2H, d, J = 7.7 Hz, -C-H), 8.05 (2H, d, J = 8.4 Hz, -C-H).
13C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 14.8, 21.4, 63.6, 103.2, 114.6, 127.0, 128.6, 129.5, 130.0, 135.1, 140.6, 161.0, 163.6, 165.6, 165.9.
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4-(2-clorofenil)-6-(4-tolil)pirimidin-2-amina (22f).

Sélido naranja (Rend: 90%), pf: 99 — 101°C. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): &: 2.41 (3H, s, -CHs), 5.50 (2H, s, -NH2), 7.28 (2H, d, -C-H),
7.34 (1H, s, -C-H), 7.36 (2H, m, -C-H), 7.49 (1H, m, -C-H), 7.60 (1H, m, -C-H), 7.93 (2H, d, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): &:
21.5,108.4, 127.1, 127.3, 129.3, 129.6, 130.4, 130.5, 131.0, 132.3, 134.8, 138.0, 141.0, 163.6, 165.6, 165.9.

Procedimiento para la sintesis de la 4,5-dimetil-2-aminopirimidina (23): A una solucién de 37 mmoles de guanidina-HCI (3.51 g)
y 79 mmoles de carbonato de potasio (10.90 g) en 25 mL de agua destilada, 58 mmoles de acetilacetona (5.80 g) fueron
adicionadas. La mezcla resultante se calenté a reflujo por toda la noche (8 — 12 horas) y el precipitado obtenido (cristales blancos)

se filtr6 al vacio, se lavo con agua fria y se secé en horno por 3 horas a 70°C.

4,6-dimetil-2-aminopirimidina (23).
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Solido blanco (Rend: 90%), pf: 152 — 154°C. 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): d: 2.27 (6H, s, -CHs), 5.23 (2H, s, -NH>), 6.36 (1H, s, -C-
H). ®C-NMR: (100 MHz, CDCls): : 24.1, 111.0, 163.3, 168.2.

Procedimiento general para la sintesis de 4-[4,6-diarilpirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-onas: 1 mmol de la
correspondiente 2-aminopirimidina fue mezclada con 2 mmoles de acido mercaptoacético en 20 mL de tolueno seco. Luego una
solucion de ciclohexanona en 7 mL de tolueno fue goteada por 2 horas mientras la mezcla se calenté a reflujo usando una trampa
Dean — Stark. La reaccién se continué por 14 horas hasta completa conversion de la monoamina (CCD (Hexano:AcOEt 7:3)). El
crudo resultante se lavd con solucion saturada de bicarbonato de sodio (4 x 10 mL); la fase organica se seco con sulfato de sodio
anhidro y se rotaevaporé a presion reducida. El crudo obtenido se tratdé con etanol (96%) y se dejo secar a temperatura ambiente

obteniéndose los compuestos anteriormente mencionados.

4-[4-(4-metoxifenil)-6-fenilpirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (26a).

| _
(0] 26a

Sélido amarillo (Rend: 56%), pf: 165 — 167°C. IR (KBr): (vmax cm”): 2932, 2852, 1680, 1575, 1391, 1035, 831, 690. 'H-NMR: (400
MHz, CDCls): &: 1.08 (1H, dt, J = 3.90 Hz, 5.27 Hz, -CHy), 1.67 (3H, m, -CH,), 1.79 (2H, d, J = 11.0 Hz -CHy), 2.14 (2H, d, J = 12.8
Hz -CH.), 2.42 (2H, td, J = 4.0 Hz, 9.1 Hz, -CH;), 3.76 (2H, s, -CH,), 3.89 (3H, s, -CHs), 7.03 (2H, d, J = 8.8 Hz -C-H), 7.53 (3H, t, J
= 3.2 Hz -C-H), 7.95 (1H, s, -C-H), 8.13 (4H, dd, J = 4.8 Hz, 2.0 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 24.0, 24.9, 32.4, 38.5,
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55.6, 75.8, 109.8, 114.5, 127.5, 129.1, 129.2, 131.2, 136.9, 158.2, 162.4, 166.2, 166.4, 172.3. HRMS (ESI) m/z [M+H]" Calculado
para CzsH2sN30,S: 432.174023; experimental: 432.174652.

4-[4-(4-etoxifenil)-6-fenilpirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (26b).

Ueaae

Solido amarillo (Rend: 53%), pf: 143 — 145°C. IR (KBr): (vmax cm™): 2927, 2856, 1682, 1579, 1390, 1045, 828, 690. 'H-NMR: (400
MHz, CDCls): 6: 1.08 (1H, m, -CH2), 1.46 (3H, t, J = 7.0 Hz, -CH3), 1.67 (3H, m, -CHz), 2.14 (2H, d, J = 13.1 Hz -CH2), 2.42 (2H, dt, J
=4.0 Hz, 13.1 Hz, -CH»), 3.75 (2H, s, -CH>), 4.12 (2H, q, J = 7.0 Hz, -CHy), 7.02 (2H, d, J = 8.9 Hz -C-H), 7.52 (3H, m, -C-H), 7.94
(1H, s, -C-H), 8.12 (4H, m, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 14.9, 24.0, 24.9, 32.4, 38.5, 63.8, 75.8, 109.8, 115.0, 127.5, 128.9,
129.1, 129.2, 131.2, 136.9, 158.2, 161.8, 166.3, 166.4, 172.3. HRMS (ESI) m/z [M+H]" Calculado para CsH27N30.S: 446.189674;
experimental: 446.189730.

4-[4-(2-clorofenil)-6-fenilpirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (26c).
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Sdlido amarillo (Rend: 54%), pf: 98 — 100°C. IR (KBr): (vmax cm™): 2928, 2855, 1684, 1596, 1573, 1358, 1036, 831, 756, 694. 'H-
NMR: (400 MHz, CDCls): 8: 1.10 (1H, m, -CHz), 1.66 (3H, m, -CHz), 1.79 (2H, m, -CH2) 2.13 (2H, d, J = 12.7 Hz -CHz), 2.45 (2H, dt, J
=3.7 Hz, 9.2 Hz, -CHy), 3.77 (2H, s, -CH3), 7.43 (2H, m, -C-H), 7.55 (4H, m, -C-H), 8.06 (1H, s, -C-H), 8.08 (2H, t, J = 2.6 Hz, -C-H)
8.16 (1H, m, -C-H). "®C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 23.8, 24.7, 32.3, 38.3, 75.8, 108.7, 115.4, 127.3, 127.5, 129.1, 130.4, 132.3,
136.3, 137.3, 137.6, 163.3, 165.6, 165.9, 166.1, 172.3. HRMS (ESI) m/z [M+H]" Calculado para C2H22CIN3OS: 436.124486;
experimental: 436.124707.

4-[4-(4-metoxifenil)-6-(4-tolil)pirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (26d).

oA
O

NI SN
~
o) 26d

Sélido amarillo (Rend: 63%), pf: 148 — 149°C. IR (KBr): (Vmax cm™): 2925, 2855, 1694, 1608, 1584, 1363, 1022, 816, 669. 'H-NMR:
(400 MHz, CDCls): 8: 1.08 (1H, m, -CHz), 1.66 (3H, m, -CHz), 1.78 (2H, m, -CHz) 2.14 (2H, d, J = 12.4 Hz -CHj), 2.39 (2H, m, -CHy),
2.44 (3H, s, -CHs), 3.75 (3H, s, -CHs), 3.89 (2H, s, -CHy), 7.03 (2H, d, J = 8.9 Hz, -C-H), 7.32 (2H, d, J = 8.0 Hz -C-H), 7.92 (1H, s, -
C-H), 8.04 (2H, d, J = 8.2 Hz, -C-H), 8.12 (2H, d, J = 8.9 Hz, -C-H). 3C-NMR: (100 MHz, CDCls): 5: 21.5, 23.9, 24.8, 32.3, 38.4, 55.5,
75.6, 109.3, 114.4, 127.3, 129.0, 129.1, 129.7, 134.0, 141.5, 158.0, 162.2, 172.2. HRMS (ESI) m/z [M+H]* Calculado para
Ca26H27N302S: 446.189674; experimental: 446.190037.
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4-[4-(4-etoxifenil)-6-(4-tolil)pirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (26e).

07( )
JS

N™ N

Yoagol

Sdlido amarillo (Rend: 67%), pf: 196 — 197°C. IR (KBr): (vmax cm™'): 2923, 2854, 1695, 1607, 1584, 1389, 1040, 818, 669. 'H-NMR:
(400 MHz, CDCls): 6: 1.08 (1H, m, -CHy), 1.48 (3H, t, J = 7.0 Hz, -CH3), 1.68 (3H, m, -CH), 1.79 (2H, m, -CH>) 2.16 (2H, d, J =12.8
Hz -CH,), 2.42 (2H, m, -CH,), 2.46 (3H, s, -CHs), 3.78 (2H, s, -CH2), 4.14 (2H, q, J = 7.0 Hz, -CH2), 7.04 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H),
7.35(2H, d, J = 8.0 Hz -C-H), 7.94 (1H, s, -C-H), 8.06 (2H, d, J = 8.2 Hz, -C-H), 8.13 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz,
CDClIz): 6: 14.9, 21.6, 24.0, 24.9, 32.4, 38.5, 63.8, 75.8, 109.4, 114.9, 127.4, 129.0, 129.1, 129.8, 134.1, 141.6, 158.1, 161.7, 166.1,
166.3, 172.2. HRMS (ESI) m/z [M+H]* Calculado para C27H29N30,S: 460.205324; experimental: 460.207584.

4-[4-(2-clorofenil)-6-(4-tolil)pirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (26f).

Sélido amarillo (Rend: 58%), pf: 91 — 92°C. IR (KBr): (Vmax cm™'): 2924, 2856, 1681, 1597, 1572, 1391, 1035, 755. 'H-NMR: (400
MHz, CDCls): &: 1.09 (1H, m, -CHy), 1.66 (3H, m, -CHy), 1.79 (2H, m, -CH,) 2.13 (2H, d, J = 12.1 Hz -CHy), 2.44 (2H, m, -CHs), 2.45
(2H, m, -CH,), 3.74 (2H, s, -CHy), 7.33 (2H, d, J = 8.0 Hz, -C-H), 7.44 (2H, m, C-H), 7.52 (1H, m, -C-H), 7.76 (1H, m, -C-H), 8.02 (1H,
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s, -C-H), 8.04 (2H, d, J = 8.2 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz, CDCls): d: 21.7, 24.0, 24.9, 32.4, 38.4, 75.9, 115.2, 127.5, 127.6, 130.0,
130.6, 131.1, 132.0 132.4, 133.6, 136.7, 142.1, 158.0, 165.9, 166.1, 172.2. HRMS (ESI) m/z [M+H]* Calculado para C2sH24CIN3;OS:
450.140137; experimental: 450.139675.

Procedimiento de sintesis de la 4-[4,6-dimetilpirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (27): 1 mmol de la 4,6-dimetil-2-
aminopirimidina fue mezclada con 1 mmol de acido mercaptoacético en 20 mL de tolueno seco. Luego una solucién de
ciclohexanona en 5 mL de tolueno fue goteada por 2 horas mientras la mezcla se calenté a reflujo usando una trampa Dean — Stark.
La reaccién se continud por 14 horas hasta completa conversién de la monoamina (CCD (Hexano:AcOEt 7:3)). El crudo resultante
se lavd con solucion saturada de bicarbonato de sodio (4 x 10 mL); la fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro y se
rotaevaporé a presion reducida. El crudo obtenido se traté con etanol (96%) y se dejé secar a temperatura ambiente obteniéndose

los compuestos anteriormente mencionados.

4-[4,6-dimetilpirimidin-2-il]-1-tia-4-azaespiro[4.5]decan-3-ona (27).

oé\/» S
b

NI SN
/K%\

27

Sélido blanco (Rend: 26%), pf: 129 — 131°C. IR (KBr): (vmax cm™): 2939, 2857, 1692, 1595, 1535, 1373, 1032, 789, 726. 'H-NMR:
(400 MHz, CDCls): &: 1.01 (1H, m, CH>), 1.62 (3H, m, CH), 1.75 (2H, m, CH), 2.09 (4H, m, CHy), 2.52 (6H, s, CHzs), 3.69 (2H, s,
CHy), 6.99 (1H, s, C-H). ®C-NMR: (100 MHz, CDCls): &: 23.9, 24.1, 24.7, 32.3, 38.6, 75.5, 119.1, 157.3, 169.0, 172.3. HRMS (ESI)
m/z [M+H]* Calculado para C14H19N3OS: 278.132159; experimental: 278.132714.
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E. Anexo E: Propiedades ADMETox y puntajes de
acoplamiento molecular con NaV1.7 calculadas para la
serie C: Pirazolil hidroxiindolinonas.

Propiedades ADMETox de la serie C.

Structure Identifier ~ADMET_Risk MlogP  Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

- C-A1 1,673 3,111 726,691 7,501 15,365 0,9 1 354,798 3 5

C-Ala 1,764 3,339 646,686 7,306 11,057 0,9 1 368,825 2 5
" HO:
“y
ety
) \%'s- C-B0O 1,768 3,225 482,904 8,764 16,547 0,9 1 399,254 3 5
HE
¢ N
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Structure Identifier ~ADMET_Risk MlogP  Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

C-A0d 2 2,643 560,624 7,106 11,984 0,3 1 362,39 2 6
C-A1d 2 3,134 553,591 10,125 12,279 0,3 1 396,835 2 6
C-A4d 2 3,024 353,77 10,527 16,681 0,9 1 380,381 2 6

C-B1 2,261 3,451 463,077 8,703 17,041 0,6 2 433,699 3 5
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Structure Identifier =~ ADMET_Risk MiogP  Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

C-A1b 2,361 3,562 610,781 8,912 10,955 0,9 1 382,852 2 5

C-A0 2,41 2,611 700,488 5,164 15,222 0,9 1,534 320,353 3 5

C-A0c 2,417 3,294 584,699 7,38 10,661 0,3 1 362,434 2 5

C-Alc 2,523 3,78 570,492 10,349 10,785 0,3 1 396,879 2 5
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Structure Identifier ~ADMET_Risk MlogP  Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

C-Ada 2,565 3,225 383,81 7,575 15,451 0,9 1 352,37 2 5
C-Adc 2,681 3,671 354,223 10,776 14,867 0,9 1 380,424 2 5
C-B2 2,697 3,077 399,753 5,688 22,74 1,5 2,142 444,251 3 7
C-A3a 2,763 2,579 478,202 5,801 15,568 0,9 1,28 364,406 2 6

C-Ala 2,798 2,843 634,164 5,033 10,845 0,3 1,587 334,38 2 5
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Structure Identifier ~ADMET_Risk MlogP  Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
C-A2b 2,846 3,19 542,341 5,286 14,046 1,5 2,486 393,405 2 7
C-A4 2,847 2,996 424,808 7,874 22,293 1,5 1,847 338,343 3 5
C-A3c 2,955 3,021 432,099 8,039 15,045 0,9 1 392,46 2 6
C-A3d 3 2,386 396,569 7,79 16,874 1,5 2 392,417 2 7
C-A3b 3 2,802 441,778 6,967 15,349 0,9 1 378,433 2 6
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Structure Identifier ~ADMET_Risk MlogP  Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

C-Adb 3 3,451 364,796 9,253 15,213 0,9 1 366,397 2 5
C-AOb 3,08 3,071 599,77 6,262 10,793 0,3 1,095 348,407 2 5
C-A3 3,087 2,352 532,996 5,939 22,061 2,1 2,087 350,379 3 6
C-A2 3,212 2,73 628,669 4,787 20,24 1,5 2,669 365,35 3 7

C-B4 3,539 3,339 267,519 9,269 24,084 1,5 2,165 417,244 3 5




Anexo E.

319

Structure Identifier ADMET_Risk MilogP Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
C-B3 3,579 2,691 322,347 6,938 23,771 1,5 2,749 429,28 3 6
i
.
4on
a C-A2c 3,647 3,413 518,771 5,932 13,715 1,5 2,227 407,432 2 7
e
iy
A
C-A2a 3,703 2,963 571,226 4,625 14,294 1,5 2,75 379,377 2 7
A
@ \@ )
i C-A2d 3,943 2,791 534,062 6,606 15,51 1,5 2 407,388 2 8
H N'lc
A
Q,
C-A3e 5,099 3,642 388,65 6,915 13,411 0,3 1 440,505 2 6
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Structure Identifier ADMET_Risk MilogP  Rat_Acute Rat_TD50 Mouse_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

Y
HH 2‘ C-AOe 5,26 3,928 538,211 6,115 9,752 0,3 1,154 410,478 2 5
H N_I‘:§ : C-Ade 5,98 4,299 321,612 8,868 13,161 0,3 1 428,469 2 5
S
H N*x"ﬁ C-Ale 6,933 4,401 437,847 8,546 9,903 0,3 2 444,923 2 5

C-A2e 7,391 4,048 456,317 5,197 12,295 1,5 2,521 455,476 2 7
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Puntajes de acoplamiento molecular serie C.

Codigo  Score ADT ~ Scaledscore  36oe  scaledscore VINA BSOS Scaled Seor®  Afin promedio
C-A3c 7,84 0.64 8,0 0,53 45,307 0,60 0,59
C-Ale 7.6 0,54 8,1 0,60 44,865 0,56 0,57
C-A3e 7,28 0.41 8,0 0,53 46,985 0,75 0,57
C-A1d 7,41 0,47 8,2 0,67 43,555 0,45 0,53
C-A3b 7,57 0.53 7.9 0,47 44,957 0,57 0,52
C-Add 716 0,37 8,3 0,73 42,553 0,36 0,49
C-Ade 7,31 0.43 8,1 0,60 43,355 0,43 0,48
C-A3a 7,05 0,32 8,1 0,60 44,312 0,51 0,48
C-B1 7,62 0.55 7.8 0,40 41,935 0,30 0,42
C-AQd 7,43 0,47 8,1 0,60 140,216 0,15 0,41
C-Ade 7,46 0.49 7.9 0,47 40,871 0,21 0,39
C-A1b 7,35 0,44 7.4 0,13 42,633 0,36 0,31
C-Ala 7,05 0.32 7.6 0,27 41,806 0,29 0,29
C-A1 6,76 0.20 7.7 0,33 41,635 0,28 0,27
C-Adc 6,87 0.25 75 0,20 41,934 0,30 0,25
C-Alc 6,58 013 7.3 0,07 43,071 0,40 0,20
C-B0 7,51 051 7,3 0,07 38,822 0,02 0,20
C-Adb 6,61 0.14 7.4 0,13 41,399 0,25 0,18
C-Ada 6,25 0.00 7.7 0,33 140,606 0,18 0,17
C-A0a 6,75 0.20 7.6 0,27 38,639 0,01 0,16
C-AOC 7,08 0.33 7,2 0,00 -39,993 0,13 0,15
C-A0 7,12 0.35 7.3 0,07 38,553 0,00 0,14
C-AOb 6,72 7,3 0,07 39,545 0,09 0,11

0,19




322 Disefo racional y sintesis de derivados heterociclicos azufrados y nitrogenados con potencial actividad farmacolédgica sobre canales idnicos

reguladores de las sefales nerviosas.

F. Anexo F: Seccién experimental Serie C: Pirazolil
hidroxiindolinonas.

Protocolo general para la alquilaciéon de la isatina: En un balén de dos bocas se disolvieron 10 mmoles de isatina en 5 mL de
DMF, luego se adicionaron 20 mmoles de carbonato de potasio (K.COs3); esta mezcla se agité por 15 minutos hasta observarse una
coloracion morada oscura. Luego se adiciond por goteo una solucién de 10 mmoles del correspondiente haluro de alquilo en 2 mL
de DMF y se calentd la mezcla de reaccion hasta observarse consumo de los precursores. Una vez concluida la reaccién se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se adicioné hielo picado y el solido formado se filtrdé al vacio y se lavd con agua fria; el sélido se

dejo secar a temperatura ambiente obteniéndose los productos deseados.

Protocolo general para la sintesis de las 1-alquil-2-(1-aril-3-metil-5-amino-1H-pirazol-4-il)-2-hidroxi-1,2-dihidro-3H-indol-3-
onas): Se pesaron 0.5 mmoles de la indol-2,3-diona correspondiente (31a — e) en un tubo de ensayo; luego se pesaron 0.5 mmoles
del correspondiente 5-aminopirazol (3a - e), este tubo se ubico en el bafo ultrasénico, luego se adiciondé 1 mL de una solucion de
yodo al 5x10 M en etanol (96%). El tubo se tapo con algodon y vinipel para evitar salpicaduras y se inicié la reaccion a temperatura

ambiente por 30 minutos; el sélido obtenido se filtrd al vacio y se lavo con etanol frio obteniéndose asi los compuestos objetivo.

3-(5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A0):

C-A0
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Sélido blanco: (Rend > 99%). pf.189 — 191°C (236 Descomposicién) (Reportado: 235 — 236°C), IR (vmax cm™): 3414, 3327, 3185,
3069, 2925, 1750, 1612, 803. 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.44 (3H, s, -CHj3), 3.35 (2H, s, -NH>), 6.87 (1H, d, J = 8.0 Hz, -C-H),
7.00 (1H, t, J = 7.5 Hz, -C-H), 7.28 (3H, m, -C-H), 7.47 (2H, m, -C-H), 7.55 (2H, d, J = 7.5 Hz, -C-H), 10.4 (1H, s, -NH). *C-NMR:
(100 MHz): 6 13.1, 75.0, 100.0, 110.3, 122.4, 123.2, 125.5, 126.5, 129.6, 130.0, 133.2, 139.3, 142.1, 145.1, 146.6, 178.6.

3-(5-amino-1-(4-clorofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A1):

L
N/N

N\

~—

HoN OH o

NH

C-A1

Sélido blanco: (Rend 64%). pf.215 — 217°C, IR (Vmax cm'): 3437, 3357, 3147, 1711, 1618, 742. 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &
1.43 (3H, s, -CHs), 5.36 (2H, s, -NH,), 6.65 (1H, s, -OH), 6.87 (1H, d, J = 7.7 Hz, -C-H), 7.00 (1H, dt, J = 0.73 Hz, 7.5 Hz, -C-H), 7.26
(2H, m, -C-H), 7.52 (2H, d, J = 8.9 Hz, -C-H), 7.62 (2H, d, J = 8.9 Hz, -C-H). 3C-NMR: (100 MHz): & 13.1, 14.3, 61.8, 74.9, 100.4,
110.3, 122.4, 124.6, 129.5, 129.9, 130.5, 131.9, 133.1, 142.1, 146.9, 167.4, 178.5.

3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A2):
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C-A2

Sélido amarillo (Rend: 59%). pf. 212 — 214°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.45 (3H, s, -CHs), 5.68 (2H, s, -NH>), 6.79 (1H, s, -
OH), 6.89 (1H, d, J = 7.5 Hz, -C-H), 7.01 (1H, t, J = 7.5 Hz, -C-H), 7.29 (2H, t, J = 7.5 Hz, -C-H), 7.96 (2H, d, J = 9.2 Hz, -C-H), 8.34
(2H, d, J = 9.2 Hz, -C-H), 10.45 (1H, s, -NH). *C-NMR: (100 MHz): 5 12.7, 54.9, 74.4, 101.2, 109.9, 121.7, 122.0, 124.8, 125.0,
129.6, 132.4, 141.7, 144.0, 144.5, 146.9, 147.4, 177.8.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A3):

N/N

A\

—

H,N OH 4

NH

C-A3

Sélido blanco (Rend: 83%). pf. 209 — 210°C IR (Vmax cm''): 3379, 3303, 3100, 2961, 2854, 1730, 1622, 1525, 1473, 1247, 1188,
1117, 944, 839, 744. 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.43 (3H, s, -CHs), 3.79 (3H, s, -CHs), 5.16 (2H, s, -NH), 6.60 (1H, s, -OH),
6.86 (1H, d, J = 7.7 Hz, -C-H), 6.99 (1H, m, -C-H), 7.02 (2H, d, J = 9.0 Hz, -C-H), 7.28 (2H, m, -C-H), 7.44 (2H, d, J = 9.0 Hz, -C-H),
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10.37 (1H, s, -OH). *C-NMR: (100 MHz): &: 13.1, 55.8, 74.9, 99.5, 110.2, 114.7, 122.4, 125.2, 125.5, 129.9, 132.4, 133.4, 142.1,
144.4, 146.4, 158.0, 178.7.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A4):

C-A4

Sélido blanco (Rend: > 99%). pf. 224 — 225°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.43 (3H, s, -CHs), 5.31 (2H, s, -NHy), 6.65 (1H, s,
-OH), 6.87 (1H, d, J = 7.6 Hz, -C-H), 7.00 (1H, td, J = 7.5 Hz, 1.0 Hz, -C-H), 7.29 (4H, m, -C-H), 7.59 (2H, m, -C-H), 10.39 (1H, s, -
NH). *C-NMR: (100 MHz): &: 13.1, 74.9, 100.1, 110.2, 116.2 (d, 2Jc.r = 22.6 Hz), 122.4, 125.4 (d, 3Jcr = 8.7 Hz), 129.9, 133.2, 135.8
(d, “Jor = 2.8 Hz), 142.1, 145.1, 146.7, 159.3, 161.7, 178.6.

3-(5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol-4-il)-5-bromo-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-B0):

Br

C-B0
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Sélido blanco: (Rend 93%). pf.229 — 231°C, IR (vmax cm™'): 3452, 3409, 3303, 3068, 2816, 1712, 1614, 1550, 1185, 947, 814, 700.
'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): 5 1.50 (3H, s, -CHs), 5.33 (2H, s, -NH>), 6.81 (1H, s, -OH), 6.85 (1H, d, J = 8.2 Hz, -C-H), 7.31 (1H,
t, J =7.3 Hz, -C-H), 7.40 (2H, d, J = 2.1 Hz, -C-H), 7.47 (3H, m, -C-H), 7.58 (2H, d, J = 7.9 Hz, -C-H), 10.56 (1H, s, -NH). *C-NMR:
(100 MHz): & 13.2, 75.0, 99.5, 112.4, 114.0, 123.3, 126.6, 128.0, 129.5, 132.6, 135.7, 139.4, 141.3, 144.7, 146.7, 178.1.

3-(5-amino-1-(4-clorofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-5-bromo-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-B1):

RO
N/N

A\

—

HyN

OHO

NH

Br
C-B1

Sélido blanco: (Rend 58%). pf. 235 — 237°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.49 (3H, s, -CHs), 5.41 (2H, s, -NH>), 6.85 (2H, d, J
= 6.4 Hz, -C-H), 7.39 (1H, s, -OH), 7.45 (1H, d, J = 8.3 Hz, -C-H), 7.52 (2H, d, J = 8.4 Hz, -C-H), 7.62 (2H, d, J = 8.4 Hz, -C-H), 10.58
(1H, s, -NH). 3C-NMR: (100 MHz): & 13.2, 74.9, 99.9, 112.4, 114.1, 124.8, 128.0, 129.5, 130.7, 132.6, 135.6, 138.2, 141.3, 145.2,
146.9, 178.0.
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3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-5-bromo-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-B2):

OzN\©\
N/N

A\

—

OH

H,N 0

NH

C-B2

Sélido amarillo: (Rend 90%). pf. 185 — 187°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.50 (3H, s, -CHs), 5.67 (2H, s, -NH,), 5.74 (1H, s, -
OH), 6.84 (1H, d, J = 8.3 Hz, -C-H), 6.92 (1H, s, -C-H), 7.38 (1H, s, -C-H), 7.44 (1H, d, J = 8.3 Hz, -C-H), 7.96 (2H, d, J = 8.6 Hz, -C-

H), 8.31 (2H, d, J = 8.7 Hz, -C-H), 10.59 (1H, s, -NH). *C-NMR: (100 MHz): 5 13.2, 55.4, 74.9, 101.1, 112.5, 114.1, 122.3, 125.3,
128.1, 132.8, 135.3, 141.4, 144.8, 147.0, 147.9, 177.8.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-5-bromo-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-B3):

Meo\©\
N~ N

A\

—

HoN OH

Ol

NH
Br

C-B3

Sélido blanco: (Rend 97%). pf. 226 — 227°C, H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.48 (3H, s, -CHa), 3.79 (3H, s, -CHs), 5.19 (2H, s, -
NH,), 6.78 (1H, s, -OH), 6.85 (1H, d, J = 8.2 Hz, -C-H), 7.03 (2H, d, J = 8.4 Hz, -C-H), 7.43 (4H, m, -C-H), 10.56 (1H, s, -NH). *C-
NMR: (100 MHz): 5: 13.2, 55.8, 74.9, 112.4, 114.0, 114.7, 125.3, 128.0, 132.2, 132.5, 135.8, 141.3, 144.1, 146.5, 158.1, 178.2.
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3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-5-bromo-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-B4):

Sélido blanco: (Rend 74%). pf. 208 — 211°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.49 (3H, s, -CHs), 5.33 (2H, s, -NH,), 6.82 (1H, s, -
OH), 6.84 (1H, d, J = 8.2 Hz, -C-H), 7.31 (2H, t, J = 8.8 Hz, -C-H), 7.40 (1H, s, -C-H), 7.59 (2H, m, -C-H), 10.57 (1H, s, -NH). 13C-
NMR: (100 MHz): & 13.2, 19.0, 56.5, 74.9, 99.5, 112.4, 114.0, 116.2, 116.4, 125.5, 125.6, 128.0, 132.6, 135.7, 141.3, 144.8, 146.8,
159.4, 178.1.

3-(5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1-metil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A0a):

: ‘N/N

A\

—

HoN

OHO

NS

C-Ala

Slido blanco: (Rend > 99%). pf. 224 — 226°C, . IR (Vmax cm™'): 3440, 3362, 3070, 2833, 1714, 1621, 741. 'H-NMR: (DMSO-d6, 400
MHz): & 1.45 (3H, s, -CHs), 3.37 (3H, s, -CHa), 5.31 (2H, s, -NH>), 6.55 (1H, d, J = 2.3 Hz, -C-H) 6.87 (1H, d, J = 7.7 Hz, -C-H), 7.00
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(1H, t, J = 7.4 Hz, -C-H), 7.28 (3H, m, -C-H), 7.47 (2H, t, J = 7.9 Hz, -C-H), 7.58 (2H, m, -C-H). *C-NMR: (100 MHz): & 12.9, 74.7,
99.8, 109.9, 122.1, 122.9, 125.2, 126.2, 129.3, 129.7, 133.3, 139.2, 141.9, 144.8, 146.3, 178.3.

3-(5-amino-1-(4-clorofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1-metil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A1a):

Cl\©\
N/N\
—
HoN OH o
N
C-A1a

Sélido blanco: (Rend 69%). pf. 212 — 214°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.36 (3H, s, -CHs), 3.15 (3H, s, -CHs), 5.41 (2H, s, -
NH,), 6.73 (1H, s, -OH), 7.08 (2H, m, -C-H), 7.35 (2H, m, -C-H), 7.52 (2H, d, J = 8.5 Hz, -C-H), 7.61 (2H, d, J = 8.4 Hz, -C-H). 3C-

NMR: (100 MHz): & 13.1, 26.4, 74.7, 100.2, 109.2, 123.1, 124.7, 124.9, 129.4, 130.0, 130.6, 132.5, 138.3, 143.5, 1454, 146.9,
176.7.

3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-1-metil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A2a):

N/N

N\

—

HoN OH o

N

C-A2a
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Sélido amarillo: (Rend 67%). pf. 220 — 222°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.38 (3H, s, -CHs), 3.16 (3H, s, -CHs), 5.70 (2H, s, -
NH.), 6.83 (1H, s, -OH), 7.08 (2H, t, J = 7.0 Hz, -C-H), 7.23 (2H, m, -C-H), 7.94 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H), 8.32 (2H, d, J = 8.9 Hz, -C-

H). ®C-NMR: (100 MHz): &: 13.1, 26.4, 74.6, 101.5, 109.3, 122.2, 123.2, 125.0, 125.3, 130.2, 132.3, 143.6, 144.5, 144.9, 147.2,
147.9, 176.5.

3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-1-metil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A3a):

C-A3a

Sélido blanco: (Rend 85%). pf. 198 — 200°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.36 (3H, s, -CHs), 3.15 (3H, s, -CHs), 3.79 (3H, s, -
CHs), 5.19 (2H, s, -NH>), 6.66 (1H, s -OH), 7.03 (2H, d, J = 9.0 Hz, -OH), 7.07 (2H, m, -C-H), 7.43 (2H, m, -C-H), 7.43 (2H, d, J = 9.0

Hz, -C-H). 3C-NMR: (100 MHz): 5 13.1, 26.4, 55.8, 74.7, 99.4, 109.1, 114.7, 123.1, 125.0, 125.2, 130.0, 132.3, 132.7, 143.5, 144.2,
146.4, 158.0, 176.8.
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3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-1-metil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A3a):

C-Ada

Sélido blanco: (Rend > 99%). pf. 210 — 212°C, IR (Vmax cm™'): 3441, 3360, 3163, 2840, 1710, 1620, 1512, 1225, 842, 758. 'H-NMR:
(DMSO-d6, 400 MHz): 5: 1.36 (3H, s, -CHs), 3.15 (3H, s, -CHs), 5.33 (2H, s, -NH,), .71 (1H, s, -OH), 7.08 (2H, td, J = 8.0, 1.5 Hz, -
C-H), 7.33 (4H, m, -C-H), 7.57 (2H, m, -C-H). ®*C-NMR: (100 MHz): 5: 13.1, 26.4, 74.7, 99.9, 109.1, 116.3 (d, 2Jc.r = 22.3 Hz), 123.1,
125.0, 125.5 (d, 3Jcr = 8.5 Hz), 130.0, 132.6, 135.8 (d, *Jor = 2.8 Hz), 143.5, 145.0, 146.7, 159.4, 161.8, 176.8.

3-(5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1-etil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A0b):

HoN

C-A0Ob

Sélido blanco: (Rend 68%). pf. 196 — 198°C, IR (vmax cm™): 3456, 3358, 3067, 2978, 2939, 1720, 1611, 760, 746. 'H-NMR: (DMSO-
d6, 400 MHz): 5 1.19 (3H, t, J = 7.1 Hz, -CHs), 1.39 (3H, s, -CHs), 3.72 (2H, m, -CHy), 5.35 (2H, s, -NHz), .71 (1H, s, -OH), 7.10 (2H,
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m, -C-H), 7.31 (1H, t, J = 7.4 Hz, -C-H) 7.36 (2H, m, -C-H), 7.48 (2H, t, J = 7.9 Hz, -C-H), 7.58 (2H, m, -C-H). *C-NMR: (100 MHz): &
12.8,13.1, 34.5, 74.7, 99.9, 109.2, 122.9, 123.2, 125.2, 126.5, 129.5, 130.0, 132.9, 139.4, 142.5, 144.9, 146.7, 176.3.

3-(5-amino-1-(4-clorofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1-etil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A1b):

RO
N/N

A\

—

OH

H,N o)

)

N

C-A1b

Sélido blanco: (Rend 75%). pf. 208 — 210°C, IR (Vmax cm'): 3433, 3333, 2925, 1705, 1612, 1093, 745. 'H-NMR: (DMSO-d6, 400
MHz): & 1.18 (3H, t, J = 6.1 Hz, -CHs), 1.37 (3H, s, -CHs), 3.71 (2H, m, -CHz), 5.41 (2H, s, -NH,), 6.72 (1H, s, -OH), 7.09 (2H, m, -C-
H), 7.34 (2H, m, -C-H), 7.51 (2H, d, J = 8.1 Hz, -C-H), 7.61 (2H, d, J = 7.9 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz): & 12.4, 12.6, 34.1, 74.7,
99.8, 108.7, 122.5, 124.2, 124.8, 129.0, 129.6, 130.1, 132.3, 137.9, 142.1, 144.9, 146.5, 175.7.

3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-1-etil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A2b):

C-A2b
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Sélido amarillo: (Rend 78%). pf. 223 — 225°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): 5 1.19 (3H, t, J = 6.9 Hz, -CHs), 1.40 (3H, s, -CHa),
3.72 (2H, dq, J = 10.0 Hz, 7.1 Hz, -CHy), 5.71 (2H, s, -NH,), 6.84 (1H, s, -OH), 7.10 (2H, m, -C-H), 7.36 (2H, m, -C-H), 7.96 (2H, d, J
= 9.0 Hz, -C-H), 8.31 (2H, d, J = 9.0 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz): & 12.8, 13.1, 34.5, 55.4, 74.6, 101.4, 109.3, 122.2, 123.1,
125.2, 125.3, 130.3, 132.4, 142.6, 144.5, 144.9, 147.2, 147.9, 176.0.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-1-etil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A3b):

L
N/N

A\

—

HoN OH

jo}

A

N

C-A3b

Sélido blanco: (Rend 84%). pf. 196 — 198°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.19 (3H, t, J = 7.1 Hz, -CHs), 1.37 (3H, s, -CHa),
3.71 (2H, m, -CHa), 3.79 (3H, s, -CHa), 5.20 (2H, s -NH>), 6.67 (1H, s, -OH), 7.07 (4H, m, -C-H), 7.34 (2H, d, J = 8.2 Hz, -C-H), 7.44

(2H, d, J = 8.2 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz): &: 12.8, 13.1, 34.5, 55.8, 74.7, 99.4, 109.1, 114.7, 122.9, 125.2, 130.0, 132.4, 133.0,
142.5, 144.2, 146.5, 158.0, 176.3.
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3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1-etil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A4b):

C-Adb

Sélido blanco: (Rend 91%). pf. 208 — 209°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.19 (3H, t, J = 7.1 Hz, -CHa), 1.37 (3H, s, -CH),
3.72 (2H, dp, J = 25.5, 7.1 Hz, -CH,), 5.34 (2H, s, -NH), 6.72 (1H, s, -OH), 7.08 (2H, m, -OH), 7.33 (4H, m, -C-H), 7.58 (2H, m, -C-
H). 3C-NMR: (100 MHz): &: 12.8, 13.1, 34.5, 74.7, 99.9, 109.2, 116.3 (d, 2Jc.r = 22.7 Hz), 123.0, 125.2, 125.5 (d, 3Jc.r = 8.6 Hz),
130.1, 132.8, 135.8 (d, *Jor = 2.5 Hz), 142.5, 144.9, 146.8, 159.4, 161.8, 176.3.

3-(5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1-propil-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A0c):

: N/N

A\

—

HoN OH o

N

J

C-A0c
Sélido blanco: (Rend 64%). pf. 193 — 195°C, IR (Vmaxcm™): 3418, 3321, 3145, 2971, 2874, 1715, 1613, 772, 751. 'H-NMR: (DMSO-
d6, 400 MHz): & 0.93 (3H, t, J = 7.4 Hz, -CHs), 1.38 (3H, s, -CHs), 1.64 (2H, m, -CHz), 3.64 (2H, m, -CHa), 5.36 (2H, s, -NH>), 6.72
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(1H, s, -OH), 7.08 (2H, m, -C-H), 7.31 (1H, t, J = 7.4 Hz, -C-H), 7.36 (2H, m, -C-H), 7.48 (2H, t, J = 7.9 Hz, -C-H), 7.58 (2H, dd, J =
1.0 Hz; J = 7.5 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz): & 11,7, 13.2, 20.9, 41.3, 74.6, 99.9, 109.3, 122.9, 123.2, 125.2, 126.9, 129.5, 130.0,
132.7, 139.4, 143.1, 144.9, 146.7, 176.7.

3-(5-amino-1-(4-clorofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1-propil-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A1c):

C-Alc

Sdlido blanco: (Rend 63%). pf. 191 — 193°C, IR (Vmaxcm''): 3441, 3340, 3051, 2966, 1722, 1611, 929, 760, 748. 'H-NMR: (DMSO-ds6,
400 MHz): 8 0.92 (3H, t, J = 7.4 Hz, -CHs), 1.37 (3H, s, -CHs), 1.63 (2H, m, -CH>), 3.62 (2H, m, -CHy), 5.41 (2H, s, -NH>), 6.73 (1H, s,
-OH), 7.09 (2H, m, -C-H), 7.33 (2H, m, -C-H), 7.52 (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H), 7.61 (2H, d, J = 8.7 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz): &
11.3,12.7, 41.0, 74.2, 99.9, 109.9, 122.5, 124.2, 124.8, 129.1, 129.7, 130.2, 132.1, 137.9, 142.6, 145.0, 146.5, 176.2.

3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1-propil-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A2c):

N
N

A\

—

OH

H,N o)

N

J

C-A2¢c
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Sélido amarillo: (Rend 73%). pf. 220 — 221°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): 5 0.93 (3H, t, J = 7.4 Hz, -CHs), 1.39 (3H, s, -CHa),
1.64 (2H, m, -CH>), 3.64 (2H, dq, J = 25.1 Hz, 6.8 Hz, -CH>), 5.70 (2H, s, -NH>), 6.84 (1H, s, -OH), 7.11 (2H, dd, J = 14.4 Hz, 7.6 Hz,
-C-H), 7.36 (2H, m, -C-H), 7.96 (2H, d, J = 9.2 Hz, -C-H), 8.33 (2H, d, J = 8.9 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz): & 11.3, 12.7. 20.4,
40.9,74.1,101.0, 108.9, 121.7, 122.6, 124.8, 124.8, 129.8, 131.8, 142.6, 144.0, 144.4, 146.7, 147,5, 176.0.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1-propil-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A3c):

Meo\©\
N/N

N

—

H,N

OHO

N

J

Sélido blanco: (Rend 95%). pf. 185 — 186°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 0.93 (3H, t, J = 7.4 Hz, -CHs), 1.36 (3H, s, -CHa),
1.64 (2H, dt, J = 13.6 Hz, 7.8 Hz, -CH,), 3.62 (2H, dh, J = 28.3 Hz, 7.1 Hz, -CHy), 5.20 (2H, s, -NH>), 6.67 (1H, s, -OH), 7.02 (2H, d, J
= 9.0 Hz, -C-H), 7.09 (2H, m, -C-H), 7.34 (2H, m, -C-H), 7.44 (2H, d, J = 9.0 Hz, -C-H). 3C-NMR: (100 MHz): &: 11.8, 13.1, 20.9,
41.3,55.8, 74.6, 99.4, 109.3, 114.7, 122.9, 125.1, 125.2, 130.0, 132.4, 132.8, 143.0, 144.2, 146.5, 158.0, 176.8.

C-A3c
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3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1-propil-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A4c):

C-Adc j

Sélido blanco: (Rend 89%). pf. 226 — 229°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 0.92 (3H, t, J = 7.4 Hz, -CHs), 1.63 (2H, dtd, J =
13.5, 8.5, 7.8, 4.4 Hz, -CH,), 3.63 (2H, dq, J = 26.8 Hz, 7.0 Hz, -CHy), 5.34 (2H, s, -NH2), 6.72 (s, -OH), 7.08 (2H, m, -C-H), 7.33 (4H,
pd, J = 8.9, 1.8 Hz, -C-H), 7.59 (2H, m, -C-H). 3C-NMR: (100 MHz): &: 11.7, 13.1, 41.4, 74.6, 99.9, 109.3, 116.3 (d, 2Jo.r = 22.8 Hz),
122.9, 125.2, 125.4 (d, 3Jer = 8.5 Hz), 130.1, 132.6, 135.8 (d, “Jo.r = 2.9 Hz), 143.1, 144.9, 146.8, 159.3, 161.8, 176.7.

1-acetil-3-(5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A0d):

O\N/N

A\

—

H,N OH

g

C-Aod

Sélido blanco: (Rend 61%). pf. 221 — 223°C, IR (Vmax cm-'): 3456, 3364, 3018, 1770, 1712, 1612, 1272, 761. 'H-NMR: (DMSO-ds,
400 MHz): & 1.34 (3H, s, -CHa), 2.61 (3H, s, -CHs), 5.37 (2H, s, -NH2), 7.05 (1H, s, -OH), 7.29 - 7.34 (2H, m, -C-H), 7.44 — 7.50 (4H,
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m, -C-H), 7.57 (2H, dd, J = 1.1 Hz, J = 7.4 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz): 5 13.2, 26.7, 74.8, 99.3, 116.4, 123.4, 125.7, 1261,
126.7, 129.6, 130.3, 132.1, 139.3, 139.7, 145.1, 146.7, 171.0, 177.7.

1-acetil-3-(5-amino-1-(4-clorofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A1d):

RO
N/N

A\

—

H,N

OHO

Y

C-A1d

Sélido blanco: (Rend 64%). pf. 213 — 215°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.33 (3H, s, -CHa), 2.60 (3H, s, -CHs), 5.44 (2H, s, -
NH_), 7.07 (1H, s, -OH), 7.29 (1H, t, J = 7.5 Hz -C-H), 7.46 (2H, t, J = 7.5 Hz, -C-H), 7.52, (2H, d, J = 8.8 Hz, -C-H), 7.61 (2H, d, J =
8.8 Hz, -C-H), 8.17 (1H, d, J = 8.0 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz): 5 12.7, 26.2, 54.9, 74.3, 99.2, 116.0, 124.4, 125.2, 125.7, 129.1,
129.9, 130.4, 131.6, 137.7, 139.3, 146.2, 146.5, 170.6, 177.2.

1-acetil-3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A2d):

N/N

N

—

H,N OH

O

b

C-A2d




Anexo F. 339

Sélido amarillo: (Rend 53%). pf. 225 — 227°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.36 (3H, s, -CHs), 2.61 (3H, s, -CHs), 5.75 (2H, s, -
NH,), 7.19 (1H, s, -OH), 7.32 (1H, td, J = 7.5 Hz, 1.1 Hz, -C-H), 7.48 (2H, m, -C-H), 7.95 (2H, d, J = 9.2 Hz, -C-H), 8.18 (1H, m, -C-
H), 8.34 (2H, d, J = 9.2 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz): & 13.3, 26.7, 74.7, 100.8, 116.5, 122.5, 125.3, 125.7, 126.2, 130.5, 131.7,
139.8, 144.7, 144.8, 147.4, 147.9, 171.0, 177.5.

1-acetil-3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A3d):

Sélido blanco: (Rend 58%). pf. 206 — 208°C, IR (vmax cm™): 3425, 3336, 3085, 3855, 1773, 1711, 1615, 1520, 1271, 1164, 846. 'H-
NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.32 (3H, s, -CHs), 2.61 (3H, s, -CHs), 3.80 (3H, s, -CHa), 5.23 (2H, s, -NH,), 7.03 (3H, m, -C-H), 7.31
(1H, td, J = 7.5 Hz, 1.1 Hz, -C-H), 7.45 (4H, m, -C-H), 8.17 (1H, d, J = 8.1 Hz, -C-H). 13C-NMR: (100 MHz): &: 13.2, 26.7, 55.8, 74.8,
98.8,114.7, 116.4, 125.4, 125.7, 126.1, 130.3, 132.1, 132.2, 139.7, 144.5, 146.5, 158.2, 171.1, 177.8.
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1-acetil-3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A4d):

Sélido blanco: (Rend 78%). pf. 226 — 229°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): &: 1.33 (3H, s, -CHs), 2.60 (3H, s, -CHs), 5.37 (2H, s, -
NH,), 7.07 (1H, s, -OH), 7.32 (3H, m, -C-H), 7.46 (2H, t, J = 7.7 Hz, -C-H), 7.58 (2H, m, -C-H), 8.17 (1H, m, -C-H). *C-NMR: (100
MHz): &: 13.2, 26.7, 74.7, 99.3, 116.3 (d, 2Jc.r = 22.8 Hz), 116.4, 125.7 (d, ®Jor = 9.0 Hz), 126.1, 130.3, 132.1, 135.6 (d, *Jor = 2.6
Hz), 139.7, 145.2, 146.8, 159.5, 161.9, 171.1, 177.7.

3-(5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1-bencil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A0e):

©\N/N

A\

—

HoN OH o

o9

C-Ale

Solido blanco: (Rend 64%). pf. 194 — 196°C, IR (vmaxcm™): 3437, 3358, 3060, 1716, 1613, 753, 693. 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz):
5 1.30 (3H, s, -CHs), 4.90 (2H, q, J = 15.7 Hz, -CHy), 5.37 (2H, s, -NH,), 6.86 (1H, s, -OH), 6.97 (1H, m, -C-H), 7.07 (1H, td, J = 7.5
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Hz, 1.0 Hz, -C-H), 7.31 (2H, m, -C-H), 7.38 (3H, m, -C-H), 7.48 (3H, td, J = 8.6 Hz, 2.1 Hz, -C-H), 7.58 (2H, ddd, J = 7.4 Hz, 3.7 Hz,
2.0 Hz, -C-H). ®C-NMR: (100 MHz): d 13.2, 43.2, 74.8, 99.8, 109.8, 123.1, 123.2, 125.3, 126.5, 128.0, 129.0, 129.5, 129.6, 129.9,
132.6, 136.7, 139.4, 142.7, 145.0, 146.8, 177.0.

3-(5-amino-1-(4-clorofenil)-3-metil-1H-pirazol-4-il)-1-bencil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A1e):

L
N/N

N

—

HoN

OHO

g

C-Ale

Sélido blanco: (Rend 52%). pf. 187 — 189°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.28 (3H, s, -CHa), 4.89 (2H, dd, J = 15.7 Hz, 14.6
Hz, -CHy), 5.44 (2H, s, -NHy), 6.88 (1H, s, -OH), 6.96 (1H, d, J = 7.9 Hz, -C-H), 7.06 (1H, t, J = 7.4 Hz, -C-H), 7.28 — 7.40 (7H, m, -C-
H), 7.52 (2H, d, J = 8.4 Hz, -C-H), 7.62 (2H, d, J = 8.5 Hz, -C-H). *C-NMR: (100 MHz): & 12.7. 42.8, 54.9, 74.3, 99.7, 109.4, 122.8,
124.2, 124.9, 127.6, 128.6, 129.0, 129.6, 130.1, 132.0, 136.3, 137.9, 142.3, 145.0, 146.6, 176.5.
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3-(5-amino-1-(4-nitrofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-1-bencil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A2e):

C-A2e

Sélido amarillo: (Rend 54%). pf. 155 — 157°C, 'H-NMR: (DMSO-d6, 400 MHz): & 1.30 (3H, s, -CHs), 4.90 (2H, d, J = 15.6 Hz, 13.0
Hz, -CH.), 5.74 (2H, s, -NHy), 7.01 (1H, s, -OH), 7.07 (1H, m, -C-H), 7.36 (8H, m, -C-H), 7.96 (2H, d, J = 8.7 Hz, -C-H), 8.34 (2H, d, J

= 8.7 Hz, -C-H). ®*C-NMR: (100 MHz): & 13.2, 43.3, 74.7, 109.9, 112.7, 122.2, 123.3, 125.3, 128.1, 129.0, 130.2, 132.1, 136.7, 138.9,
142.8, 144.5, 144.9, 147.3, 148.0, 159.8, 176.7.

3-(5-amino-1-(4-flurofenil)-3-metil-1 H-pirazol-4-il)-1-bencil-3-hidroxi-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (C-A4e):

F\Ej\
N
N~ N\
—
HoN OH o
C-Ade

Sélido blanco: (Rend 94%). pf. 185 — 187°C, IR (Vmaxcm’'): 3442, 3361, 3175, 1714, 1353, 930, 840, 758. 'H-NMR: (DMSO-d6, 400
MHz): 8: 1.29 (3H, s, -CHa), 4.90 (2H, q, J = 15.5 Hz, -CHy), 5.36 (2H, s, -NH,), 6.87 (1H, s, -OH), 6.98 (1H, m, -C-H), 7.07 (1H, m, -
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C-H), 7.34 (9H, m, -C-H), 7.60 (2H, m, -C-H). *C-NMR: (100 MHz): &: 13.1, 19.0, 43.2, 74.7, 99.7, 109.8, 110.2, 116.3 (d, 2Jc.r = 22.8
Hz), 123.2, 125.3, 125.5 (d, 3Jc.r = 8.4 Hz), 127.9, 128.0, 129.0, 130.0, 132.5, 135.8, 136.7, 142.7, 145.0, 146.9, 176.9.
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G. Anexo G: Propiedades ADMETox y puntajes de
acoplamiento molecular con NaV1.7 calculadas para la
serie D: 1,3,5-triarilpirazoles.

Propiedades ADMETox de la serie D.

Structure Identifier ADMET_Risk MlogP RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

D-PHNOH 4 4,962 1 1741,378 37,869 0,6 1 341,372 0 3

D-PNOH2 4,079 4,962 1 1911,329 35,823 0,9 1 341,372 0 3

D-PH2NO 4,159 4,962 1 1763,455 26,392 0,9 1 341,372 0 3
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Structure Identifier ADMET Risk MlogP RuleOf5 Rat Acute Rat_ TD50 MUT Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
I
O
7 N
Q D-PFNOH 4,175 5,072 1 1164,269 54,997 0,9 1 359,362 0 3
WD
d
D-PFHNO 4,414 5,072 1 1141,367 33,717 0,9 1 359,362 0 3
D-PH3 4,513 5,027 1 1680,586 51,394 0 1,27 296,374 0 1
D-PMOH2 5,06 4,678 1 2460,616 55,622 0 1,147 326,4 0 2
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
O
= D-PH2M 5,182 5,246 1 1769,11 33,406 0 1,147 310,401 0 1
O
5 W

O D-PHMOH 5,222 4,678 1 1846,297 54,003 0 1,176 326,4 0 2

u]

|
D-PNOHMO 5,288 4,409 1 1901,599 27,707 1,2 2 371,398 0 4
D-PMONOH 5,296 4,409 1 1358,239 47,907 1,2 2 371,398 0 4
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Structure Identifier ADMET _Risk MiogP RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT Risk TOX_Risk MWt HBD HBA

D-PH2MO 5,306 4,678 1 2639,895 38,344 0,3 1,124 326,4 0 2

D-PMOHMO 5,377 4,085 0 3311,861 38,707 0,3 1 356,427 0 3

D-PFH2 5,449 5,405 1 1186,855 83,076 0 1,731 314364 0 1

D-PMOHNO 5,454 4,409 1 1320,678 26,814 1,2 2 371,398 0 4
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
D-PMOMOH 5,539 4,085 0 2776,199 69,02 0 1,137 356,427 0 3
D-PFHMO 5,544 4,786 1 2479,452 48,631 0,3 1,067 344,391 0 2
D-PFMOH 5,573 4,786 1 2051,467 80,52 0 1,226 344,391 0 2
D-PNOMOH 5,625 4,409 1 1348,627 44,583 1,2 2 371,398 0 4




Anexo G. 349
Structure Identifier ADMET _Risk MiogP RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
D-PNOHM 5,698 5,181 1 1791,968 28,93 0,9 2 355399 0 3
D-PMOHM 5,893 4,893 1 2664,772 42,966 0 1,156 340428 0 2
D-PNOHNO 6 4,781 1 1761,687 27,81 1,2 3 386,369 0 5
D-PNONOH 6 4,781 1 1805,668 47,008 1.2 3 386,369 0 5
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
D-PFHM 6,008 5,622 1 1236,916 57,117 0 1,584 328,391 0 1
D-PNOCIH 6,223 5,181 1 1690,7 43,09 0,6 2,575 375,817 0 3
D-PCINOH 6,57 5,181 1 1841,316 50,401 0,6 3 375,817 0 3
D-PCIHNO 6,727 5,181 1 1677,97 30,748 0,9 3 375,817 0 3
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP  RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT_Risk  TOX_Risk MWt HBD HBA

D-PHCIH 6,97 5,514 1 1493,853 75,347 0 2,602 330,819 0 1
D-PCIH2 7,181 5,514 1 1647,199 73,851 0 2,882 330,819 0 1
D-PMOCIH 7,219 4,893 1 1418,257 64,951 0 2,553 360,845 0 2

D-PCI2H 7,336 5,729 1 1171,639 85,56 0 2,738 365,264 0 1
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Structure Identifier ADMET_Risk MlogP RuleOf5 Rat_Acute Rat_TD50 MUT_Risk TOX_Risk MWt HBD HBA
D-PCIHM 7,438 5,729 1 1636,93 50,646 0 2,761 344,846 0 1
D-PFCIH 7,472 5,622 1 879,304 97,705 0 3 348,809 0 1
D-PCIMOH 7,649 4,893 1 1288,739 71,86 0 2,686 360,845 0 2
D-PCIHMO 8,087 4,893 1 1851,099 42,875 0 2,601 360,845 0 2
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Puntajes de acoplamiento molecular serie D.

Cédigo Score ADT  Sc@lod score Seore Scaled score VINA Dsgg:(es Sc%'g%f(?re Afin promedio
D-PFHNO 6,67 0.33 7.9 0,85 -37,689 0,80 0,66
D-PH2NO 6,67 0.33 76 0,62 37,788 0,81 0,58
D-PHNOH 732 0.72 76 0,62 132,072 0,22 0,52
D-PH2MO 6,88 0.45 73 0,38 36,842 0,71 0,52
D-PNOH?2 727 0,69 74 0,46 -33,209 0,34 0,50
D-PFHMO 6,58 0,27 7.4 0,46 37,311 0,76 0,50
D-PFNOH 6,74 0.37 7.9 0,85 32,492 0,26 0,49

D-PMOHMO 6,51 0.23 72 0,31 38,081 0,93 0,49
D-PMOMOH 6,67 0.33 73 0,38 36,417 0,67 0,46

D-PFHM 6,78 0.39 7.4 0,46 32,137 0,23 0,36
D-PHMOH 725 0,68 71 0,23 31,499 0,16 0,36
D-PFMOH 6.9 0,47 71 0,23 32,516 0,27 0,32
D-PNOHM 618 0,02 74 0,46 34,081 0,43 0,30
D-PMOH2 6,92 0.48 71 0,23 31,596 0,17 0,29
D-PMOHM 6,37 014 73 0,38 32,898 0,31 0,28

D-PFH2 6,96 0.50 71 0,23 -29,908 0,00 0,24

D-PH3 6,98 0,52 6.8 0,00 30,617 0,07 0,20

D-PH2M 6,26 0,07 7,0 0,15 -30,742 0,09 0,10
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H. Anexo H: Seccion experimental Serie D: 1,3,5-
triarilpirazoles.

Procedimiento general para la sintesis de las chalconas : Se mezclaron 10 mmoles de la correspondiente acetofenona con 10
mmoles del aldehido correspondiente en 5 mL de etanol (96%). A esta mezcla se adiciond una lenteja de hidroxido de sodio y se
agitdé hasta observar consumo total de los precursores por cromatografia en capa fina usando como fase movil diclorometano, el

precipitado obtenido se filtrd al vacio y se lavé con etanol frio obteniéndose el compuesto deseado.

Procedimiento general para la sintesis de los 1,3,5-triaril-4,5-dihidro-1H-pirazoles: 1.0 mmoles de la chalcona correspondiente
se disolvieron en 15 mL de etanol absoluto, la mezcla se purgdé con argon por 5 minutos y se adicionaron 1.5 mmoles de la
correspondiente arilhidracina y se adicionaron 2 mmoles de carbonato de potasio. La mezcla se dej6 en agitacion a temperatura de
reflujo hasta consumo completo de la chalcona, evidenciado por cromatografia en capa delgada (Fase mévil: DCM/hexano 2:1). Una

vez terminada la reaccion se dejo llegar a temperatura ambiente y el sélido formado se filtrd al vacio y se lavd con agua destilada.

1,3,5-trifenil-4,5-dihidro-1H-pirazol (D-hPH3).

Solido amarillo palido (Rend: 77%) pf. 140 — 143°C, 'H-RMN: (CDCl3400 MHz) &: 3.17 (1H, dd, J = 17.1 Hz, 7.3 Hz, -CH>), 3.87 (1H,
dd, J= 17 .1 Hz, 12.4 Hz, -CH>), 5.31 (1H, dd, J = 12.4 Hz, 7.3 Hz, -C-H), 6.79 — 6.88 (4H, m, -C-H), 7.08 — 7.12 (4H, m, -C-H), 7.29
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—-7.31 (2H, m, -C-H), 7.36 — 7.41 (4H, m, -C-H), 7.48 — 7.51 (1H, m, -C-H). "*C-RMN: (CDCls; 100 MHz) &: 64.5, 75.9, 113.4, 119.1,
125.7,127.6, 128.5, 128.9, 129.2, 132.8, 138.2, 139.3, 140.2, 142.6 146.8.

1,5-difenil-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (D-hPH2NO).

D-hPH2NO

Sélido rojo (Rend: 39%) pf. 180 — 183°C, 'H-RMN: (CDCl;400 MHz) &: 3.19 (1H, dd, J = 17.1 Hz, 7.0 Hz, -CH>), 3.89 (1H, dd, J = 17
A Hz, 12.7 Hz, -CH,), 5.44 (1H, dd, J = 12.7 Hz, 7.0 Hz, -C-H), 6.87 (1H, t, J = 7.3 Hz, -C-H), 7.10 — 7.12 (2H, m, -C-H), 7.27 — 7.29
(2H, m, -C-H), 7.31 — 7.33 (2H, m, -C-H), 7.35 — 7.38 (3H, m, -C-H), 7.84 (2H, d, J = 8.5 Hz, -C-H), 8.25 (2H, d, J = 8.5 Hz, -C-H).
13C-RMN: (CDCl3 100 MHz) 5: 42.8, 64.8, 113.8, 120.3, 124.0, 125.7, 125.8, 127.9, 129.1, 129.3, 139.0, 141.7, 143.6, 143.9 147.0.

1,3-difenil-5-(4-tolil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (D-PHMH).

D-hPHMH
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Sélido naranja (Rend 60 %), pf. 149 — 150°C, 'H-RMN: (CDCl; 400 MHz) &: 2.18 (3H, s, -CHs), 2.77 (1H, dd, J = 13.1 Hz, 8.0 Hz, -
CHz), 3.12 (1H, dd, J = 13.1 Hz, 4.2 Hz, -CH,), 5.52 (1H, dd, J = 7.2 Hz, 8.0 Hz, -C-H), 6.87 — 7.42 (1H, t, J = 7.3 Hz, -C-H), 7.10 —
7.12 (2H, m, -C-H), 7.27 — 7.29 (2H, m, -C-H), 7.31 — 7.33 (2H, m, -C-H), 7.35 — 7.38 (3H, m, -C-H), 7.84 (14H, m, -C-H). 3C-RMN:
(CDCl; 100 MHz) &: 21.2, 42.3, 58.8, 121.8, 124.7, 125.0, 125.8, 127.9, 128.8, 129.0, 129.4, 129.8, 137.8, 139.7, 140.3 152.5.

1,3-difenil-5-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (D-PHMOH).

Sélido amarillo (Rend: 84 %), pf. 128 — 129°C, 'H-RMN: (CDCls 400 MHz) &: 3.08 (1H, dd, J = 17.5 Hz, 6.3 Hz, -CHy), 3.88 (1H, dd, J
= 17.5 Hz, 12.2 Hz, -CHy), 5.43 (1H, dd, J = 12.2 Hz, 6.3 Hz, -C-H), 6.71 (1H, t, J = 7.3 Hz, -C-H), 6.86 — 6.92 (2H, m, -C-H), 7.02
(2H, d, J = 8.2 Hz, -C-H), 7.15 (2H, t, J = 7.8 Hz, -C-H), 7.21 (2H, d, J = 8.6 Hz, -C-H), 7.38 (1H, d, J = 7.3 Hz, -C-H), 7.43 (2H, t, J =
7.5 Hz, -C-H), 7.73 — 7.75 (2H, m, -C-H). ®*C-RMN: (CDCl; 100 MHz) &: 42.3, 58.8, 75.5, 121.8, 124.7, 125.0, 125.8, 127.9, 128.8,
129.0, 129.4, 129.8, 137.8, 139.7, 140.3 152.5.

Procedimiento general para la oxidacion de las pirazolinas: En un bal6n de dos bocas se adiciona 1 mmol de la correspondiente
pirazolina y se disuelve en 5 mL de acido acético glacial, esta mezcla se agita y se burbujea aire mediante el uso de una bomba de
pecera adaptada con una canula. La reaccion se monitoreo por cromatografia en capa delgada (Fase moévil: DCM/hexano 2:1) hasta

consumo de la pirazolina precursora. Una vez terminada la reaccion se enfrié con hielo picado y se hizo extraccion con acetato de
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etilo y la fase organica se lavo con salmuera y bicarbonato de sodio. Una vez separada, la fase organica se seco con sulfato de
sodio anhidro y se evapor¢ el disolvente obteniéndose el producto de interés.

1,3,5-trifenil-4,5-dihidro-1H-pirazol (D-PH3).

Sélido blanco (Rend: 65%) pf. 130 — 132°C, "H-RMN: (CDCl; 400 MHz) &: 6.80 (1H, s, -C-H), 6.87 — 7.12 (2H, m, -C-H), 7.14 — 7.16
(4H, m, -C-H), 7.26 — 7.29 (4H, m, -C-H), 7.48 — 7.51 (5H, m, -C-H). 3C-RMN: (CDCl; 100 MHz) &: 64.5, 75.9, 113.4, 119.1, 125.7,
127.6, 128.5, 128.9, 129.2, 132.8, 138.2, 139.3, 140.2, 142.6 146.8.

1,5-difenil-3-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (D-PH2NO).

D-PH2NO

Sélido rojo (Rend: 60%) pf. 110 — 112°C, 'H-RMN: (CDCls 400 MHz) &: 6.90 (1H, td, J = 7.3 Hz, 1.2 Hz, -C-H), 7.11 = 7.19 (2H, m, -
C-H), 7.25 — 7.35 (4H, m, -C-H), 7.38 — 7.41 (2H, m, -C-H), 7.55 — 7.58 (1H, m, -C-H), 7.64 — 7.70 (2H, m, -C-H), 7.91 (1H, m, -C-H).
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3C-RMN: (CDCls 100 MHz) d: 115.8, 120.3, 124.0, 125.7, 125.8, 127.9, 129.1, 129.3, 139.0, 141.7, 143.6, 143.9, 145.4, 145.7,
147.0.

1,3-difenil-5-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (D-PHMOH).

Sélido amarillo (Rend: 92 %), pf. 92 — 93°C, 'H-RMN: (CDCl; 400 MHz) &: 3.82 (3H, s, -CHs), 6.85 (2H, d, J = 7.3 Hz, -C-H), 7.20
(2H, d, J = 7.3 Hz, -C-H), 7.30 — 7.45 (8H, m, -C-H) 7.91 — 7.93 (2H, m, -C-H). ®*C-RMN: (CDCl; 100 MHz) &: 104.7, 113.9, 123.0,
125.3, 125.8, 127.3, 127.9, 128.6, 128.9, 130.0, 133.7, 140.3, 144.2, 151.8, 159.6.
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