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1. RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que afecta a millones de personas en el mundo.
Para humanos no existen vacunas y los tratamientos actuales son netamente quimioterapéuticos,
los cuales presentan limitaciones asociadas a toxicidad, baja eficiencia, desarrollo de resistencia
parasitaria, altos costos y regimenes de medicacion complejos. Esto hace necesario el
descubrimiento de nuevas plataformas quimicas potentes y selectivas para el desarrollo de agentes
leishmanicidas. En ese sentido, los derivados de quinolinas, en particular, las 4-aminoquinolinas,
representan una conveniente plataforma para el desarrollo de agentes leishmanicidas por su
potencial para generar agentes potentes y selectivos con un mecanismo dirigido a afectar al paréasito
y ser capaz de inducir activacion inmunoldgica en macrofagos. Inspirados en el sistema de 4-
aminoquinolinas y en el potencial de una serie de derivados deshidroxilados de isoquina e
isotebuquina previamente explorado por el grupo, en la presente investigacion se planted el disefio,
sintesis quimica y evaluacion leishmanicida in vitro de una serie de derivados deshidroxilados de
isoquina e isotebuquina, que buscan optimizar las estructuras previas en busca de la identificacion
de nuevos hits. Los nuevos derivados conservan algunos grupos esenciales en la actividad
bioldgica, tales como grupo dialquilamino terminal de pirrolidino, morfolino y piperidina, y
algunas variables estructurales fueron introducidas para modular la basicidad y lipofilicidad. En
total, 25 derivados de 4-aminoquinolinas fueron preparados y debidamente caracterizados,
divididos en la serie de: i) isoquina (8 derivados, 5 nuevos), ii) isotebuquina (11 nuevos derivados)
y iii) compuestos controles (6 nuevos derivados), que buscan evaluar la relevancia del grupo amino
terciario terminal en la actividad leishmanicida. La actividad leishmanicida fue evaluada frente a
un modelo de macréfagos humanos infectados con Leishmania infantum. De la serie de isoquina,
fueron identificados los derivados 4b, 4d y 4f, exhibiendo valores de CEso (Concentracion Efectiva
50) menores a 5 uM e indice de Selectividad > 4. También se destaca el derivado 4a que presento
un valor de CEso < 1 uM, indice de Selectividad > 2.5. Con relacion a la serie isotebuquina, fueron
identificados como compuestos promisorios los derivados 10b y 10j que presentaron CEso
menores a 10 uM e indices de selectividad > 2, los derivados 10a, 10c y 10f con valores de CEso
~1.25 uM e indice de Selectividad > 4. Es importante mencionar que la actividad leishmanicida
de estos compuestos es igual o superior que la determinada para el farmaco de referencia
miltefosina (CEso ~ 5 pM, indice de Selectividad > 4).



Estos compuestos no solo son promisorios por su perfil de bioactividad sino porque presentan
parametros fisicoquimicos (Log P y constantes de ionizacidn, pKa) apropiados para garantizar su
acumulacion en el fagolisosoma que es el sitio en el macrofago donde se aloja el parasito en su
forma intracelular. Finalmente, se realiz6 un estudio estructura actividad cualitativo, junto a
compuestos control que evidenciaron la importancia de ciertas funcionalidades basicas y lipofilicas
para modular la actividad y selectividad y optimizar el potencial de los derivados isoquina e
isotebuquina como plataforma conveniente para el desarrollo de agentes leishmanicidas y mayores
estudios son necesarios para dilucidar el potencial de alguno de estos compuestos como agente

leishmanicida contra la leishmaniasis visceral.

Palabras clave: Leishmania, Leishamanicida, 4-aminoquinolinas, Isoquina, Isotebuquina
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2. INTRODUCCION

2.1. Descripcion de la enfermedad

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida que se encuentra clasificada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las mas relevantes por su impacto y
persistencia. Esta enfermedad es producida por protozoarios tripanosomatidos del género
Leishmania y es transmitida al hombre por la picadura de insectos hematdfagos femeninos de la
subfamilia Phlebotominae, género Phlebotomus y Lutzomyia 3. El ciclo de vida del parésito
inicia con su estadio promastigote en el intestino del mosquito, el cual se diferencia
al promastigote metaciclico %, Posteriormente, al momento de la picadura, el parésito es
transmitido al humano bajo el estadio de promastigote metaciclico [?l. Esta forma del parésito es
fagocitada por células del sistema fagocitico mononuclear, principalmente los macréfagos y
dentro del mismo inicia su cambio al estadio amastigote intracelular (forma clinicamente
relevante), el cual esta adaptado a las condiciones extremas dentro del fagolisosoma tales como
pH 4cido y alta actividad proteolitica ?1. Una vez adaptado a las condiciones lisosémicas, los
amastigotes inician su reproduccion asexuada hasta colapsar el macrdfago e iniciar la invasion a
otros macréfagos vecinos. Esto ultimo conlleva al proceso de infeccion e inflamacion tipicas de
la leishmaniasis. Posteriormente, cuando los amastigotes son ingeridos por el insecto, desde su
huésped mamifero, se diferencian a promastigote, para asi completar su ciclo de vida 2, (Figura
1). Estos aspectos de la biologia del parasito y la fisiopatologia de la enfermedad son claves al
momento de disefiar agentes leishmanicidas, tal como seré descrito en la seccion 2.4.

Existen mas de 20 especies de Leishmania responsables de causar infeccion en humanos y
dependiendo de la especie se puede generar las distintas manifestaciones clinicas: (i) leishmaniasis
cutanea (LC), (ii) leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV) 123 |a
primera es la forma maés frecuente de la enfermedad y es caracterizada por aparicion de lesiones
cutaneas de caracter ulcerosas distribuidas por diversas zonas del cuerpo, mientras la leishmaniasis
mucocutanea se presenta como una remarcable destruccion parcial o completa de las membranas
mucosas de la nariz, boca y garganta. La leishmaniasis visceral se manifiesta como una
inflamacién de la zona abdominal derivado de la infeccion e inflamacién del bazo y el higado,
caracterizado por episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia y anemia.

En términos generales, las especies de parasitos de Leishmania mas comunes de infeccion en
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humanos tenemos a la L. braziliensis (LC y LMC en América), L. major (LC en Asia, Africa,
region mediterranea), L. infantum (América, region mediterranea) y L. donovani (Asia, Africa)

como responsables de LV.

Estadios en flebotomo . : Estadios en humano
El flebotomo se alimenta de )
o sangre (inyecta promastigotes e Los prom@srlgotes
son fagocitados por

células del sistema

Se divide en el metaciclicos)
intestinoymigran/ - ’ s
o a la probdscide ?/\ fagocitico
e, los

mononuclear,

principalment
o Los amastigotes se transforman en

Promastigotes se transforman
en amastigotes A

macrofagos @
promastigetes en el intestino

Los amastigotes multiplican, la

célula hospedera estallay la
v infeccidn se disemina

-_jd-es"-;:.

e Ingestion de células

parasitadas . A
6 El flebotomo se alimenta de b
sangre (ingiere macrofagos
A\ =Estadio infectivo infectados con amastigotes)
A\ =Estadio diagnéstico SAFER:MEALTHIER - PEORLE"

Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de vida de Leishmania. Fuente:

https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html. Modificado y traducido al idioma espafiol.

2.2. Situacion actual de la leishmaniasis en el mundo, las Américas y el Uruguay

La leishmaniasis representa un problema sanitario en regiones tropicales y subtropicales de
Africa, Asia, Latino-América y la region Mediterranea (Figura 2a) B4, De acuerdo a la OMS,
esta enfermedad es endémica en 98 paises con un estimado de 350 millones en riesgo. Anualmente,
se estima una incidencia de 1.3 millén de nuevos casos de leishmaniasis y de 65.000 defunciones.
La mayoria de los nuevos casos estan asociados a LC, con entre 600.000 y 1 millén de nuevos
casos anuales y se concentran en un 95% en las Americas, la cuenca del Mediterraneo, Oriente
Medio y Asia Central. Por su parte, la LV, que es la forma mas mortal siendo responsable de mas

de 90% de muertes por leishmaniasis y fatal en un 95% de los casos no tratados, registra entre


https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html
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50.000 y 90.000 nuevos casos anuales, los cuales se concentran en Brasil, la India y el este de
Africa. Mientras la LMC, que presenta una menor incidencia de las dos anteriores, esta
fundamentalmente presente en un 90% en Brasil, Bolivia, Per( y Etiopia 3,

En las Américas, la leishmaniasis es endémica en 19 paises registrando un estimado de 58.000
de casos anuales con una letalidad media del 7%, de los cuales unos 52.645 corresponden a LC y
LMC vy el resto corresponden a LV (Figura 2b) 1. La mayor incidencia deriva de paises como
Brasil, Bolivia, Pert, Colombia, Panam4, Nicaragua, El Salvador, Honduras, Paraguay, Guyana,
Surinam, Venezuela, Guatemala, Costa Rica, Ecuador, México y discretamente Argentina. Baja
incidencia con escasisimos casos (menos de 10) se puede encontrar en Chile y en el Uruguay.

Para el Uruguay, que, aungque presenta una nula o baja incidencia, desde el afio 2019 se han
venido reportando en promedio un nuevo caso de LV por afio, P! lo cual se estima se incrementen
por la persistencia existencia de un creciente nimero de casos autoctonos de LV canina (LVC) en
ciertas zonas de la region litoral-norte desde 2015 ! y la presencia del vector de la LV, la
Lutzomyia longipalpis, en los departamentos de Salto y Artigas 1. Estos hechos en combinacion
con la cercania geografica con Brasil, que concentra un 95% de los casos de leishmaniasis en
América, 4 suponen que la leishmaniasis representa un riesgo para la poblacion local, resultando
la busqueda de alternativas terapéuticas contra esta enfermedad un tema de relevancia sanitaria

publica.

oy
G 000 0

. Lei

) [ Leishmaniasis endémica
"\l % [ Casos de leishmaniasis auté no
[ Noaplica

2% World Health
$.Z Organization

Figura 2. Mapas de distribucion mundial de la leishmaniasis A (Fuente:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK581526/figure/ch3.figl/. Modificado y traducido al



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK581526/figure/ch3.fig1/
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idioma espafiol) y de la leishmaniasis visceral en América B (IC LV, indice compuesto de
leishmaniasis visceral, representado por la media de casos y la incidencia por 100 mil habitantes
en el trienio 2019-2021) ¥,

2.3. Tratamiento de la leishmaniasis y avances en quimioterapia

Una de las grandes problematicas en torno a la leishmaniasis es la ausencia de vacunas y agentes
terapéuticos efectivos. Hasta el momento, existen una serie de farmacos aprobados para su uso
clinico tales como agentes antimoniales (SbY) de Glucantime® y Pentostam® y otros agentes
quimicos tales como pentamidina, anfotericina B y miltefosina (Figura 3) 871, Los agentes
antimoniales han sido utilizados tradicionalmente desde 1940 para el tratamiento de leishmaniasis
bajo sus diferentes formas, aunque estos compuestos no han sido aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) "1, Por su parte, la anfotericina B que se encuentra bajo una formulacion
liposomal (AmBisome®) ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de LV, siendo
administrado por infusion intravenosa 1. En 2014, la FDA aprobo6 el uso de miltefosina para el
tratamiento de LC, LMC y LV para personas mayores de 12 afios con un peso superior a los 30
Kg U"l. Otros casos como pentamidina y paromomicina son utilizados para el tratamiento en
diversas regiones, aunque no han sido aprobados por la FDA para el tratamiento de leishmaniasis.

Los antimoniales pentavalentes presentan problemas de toxicidad severa como cardiotoxicidad,
nefrotoxicidad, pancreatitis y hepatotoxicidad. Por su parte, la anfotericina B en su formulacion
desoxicolato tiene como efectos adversos nefrotoxicidad severa, tromboflebitis e hipocalemia. Si
bien esta toxicidad reduce en su formulacion liposomal, presenta alto costo [, La miltefosina
presenta un riesgo para las embarazadas por ser teratogénica, ademas de efectos adversos
hepatotoxicos y nefrotoxicos 1. La paramomicina tiene problemas de ototoxicidad,
neurotoxicidad y hepatotoxicidad, y junto a la pentamidina que presenta efectos adversos como
hiperglucemia, miocarditis, hipotensién y taquicardia, son drogas con eficacia muy variable en la
region donde se realizan los tratamientos 61, En general, los tratamientos actuales presentan
problemas de alta toxicidad, costos elevados, administracion compleja, resistencia emergente y

eficacia variable segun la region y especie de Leishmania (61,
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Figura 3. Farmacos de referencia para el tratamiento de la leishmaniasis.

En la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, diversos entes no gubernamentales tales
como la Drug for Neglected Disease Innovative (DNDi), agencias/consorcios europeas Y asiaticas
han realizado grandes inversiones en las Gltimas dos décadas, lo cual ha permitido la identificacion
de nuevos agentes leishmanicidas potenciales que actualmente se encuentra en fase de
investigacion de optimizacion quimica del lider y otros en fase preclinica avanzada o clinica. A
continuacion se muestran algunas agentes leishmanicida que formaron parte del portafolio de 2023
y que representan plataformas para plantear nuestros disefios, destacando: (i) inhibidores de
proteasoma tales como GNF8000, GNF6702, LXE408 y DDD01305143/GSK3494245 89 (fase
preclinica en 2023); (ii) inhibidores de quinasa dependiente de ciclina-12 (CDK-12) tales como
DDD853651/GSK3186899 (fase preclinica en 2023); (iii) compuestos de nitroimidazol tales como
DNDi-VL2098, DNDi-VL2075, DNDi-VL8219 y DNDi-VL0690 (fase preclinica en 2023), (iv)
benzoxaboroles tales como DNDi-92 VL6148 (fase clinica en 2023) y, DNDi-5421 y DNDi-5640
(fase preclinica en 2023) y finalmente, (v) amino-pirroles tales como DNDi-5561, DNDi-1047 and
DNDi-1044 (fase preclinica en 2023) . Otros sistemas heterociclicos han sido identificados por

el grupo de lan Hilbert que se encuentra en fase preclinica (Figura 4) &,
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A pesar de las inversiones y descubrimiento de nuevas estructuras quimicas potenciales, debido
a las altas exigencias farmacoldgicas, la tasa de éxito en el descubrimiento de farmacos es muy
baja, identificandose solamente 20 candidatos en fase de optimizacidn o en fase preclinica de los
4.200.000 compuestos probados 1. Esto obliga a plantear nuevas estrategias mas certeras y
efectivas para abordar la complejidad de esta enfermedad que vayan mas alla de los conceptos
clasicos de la quimica medicinal para el disefio de nuevos agentes leishmanicidas potentes,
selectivos y seguros, las cuales deben tener significativos efectos sobre el parasito con discretos
efectos toxicos sobre la célula huésped. En ese sentido, como recientemente reflejamos en una
revision, %4 la plataforma de 4-aminoquinolina es altamente conveniente para el disefio de agentes
leishmanicidas potentes y selectivos, la cual funcionalizada con grupos basicos de dialquilamina
y grupos lipofilicos parecen ser necesarios para favorecer la acumulacion en el fagolisosoma del
macrdfago,®®?! que es clave para garantizar un contacto directo entre parésito y compuesto,

ademas de los efectos sobre el kinetoplasto parasitario y efectos inmunolégicos P2,

2.4. 4-Aminoquinolinas como agentes leishmanicidas

Dentro de la busqueda de nuevas clases de moléculas que sean activas, los derivados de
quinolinas, en particular los de 4-aminoquinolina, han demostrado tener un amplio rango de
actividades bioldgicas incluyendo: anticancer, antiparasitaria, antifingica, antiviral y antibacterial,
sin tener una toxicidad alta en mamiferos (%, Estudios realizados sobre derivados de 4-
aminoquinolinas evidenciaron que esta clase de compuesto tiene actividad parasiticida frente a
varias especies de Leishmania, y baja toxicidad frente a macrofagos murinos 2, Si bien se han
registrado en ensayos distintos tipos de efectos de las 4-aminoquinolinas en los paréasitos, asi como
en macréfagos, el o los mecanismos por los cuales estas presentan actividad antiparasitaria no
estan del todo claros para la mayoria de los casos.

Sin embargo, desde el punto de vista estructural, ciertas modificaciones en las funcionalidades
de las 4-aminoquinolinas han permitido la modulacion conveniente de la actividad leishmanicida
contra la forma amastigote. En la Figura 5 se muestran algunos ejemplos de 4-aminoquinolinas
con actividad leishmanicida contra amastigote de diferentes especies de Leishmania [°**H. Notar
que tanto la presencia de un grupo amino terciario a lo largo de la cadena dialquilamino en posicién
4 asi como la incorporacion de grupos altamente lipofilicos (ej. fenilos, ciclohexilo, ferrocenilo,

etc) parecen estar jugando un rol importante en la respuesta leishmanicida de estos compuestos
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contra la forma amastigote, asi como en la selectividad. Adicionalmente, la presencia de estos dos
tipos de grupos (amino terciario y grupo lipofilico) pueden estar contribuyendo a su acumulacién
en el fagolisosoma del macrofago, facilitando un efecto leishmanicida significativo y mejor
selectividad ¥, En ese sentido, es importante mencionar que grupos basicos, generalmente al final
de la cadena de 4-alquil/arilamino posicionada en la posicion 4 es fundamental, ya que permite
acceder a valores de constantes de ionizacion acidas (pKa) alrededor de 4 y 6 para garantizar
acumulacion al pH del fagolisosoma como fue descrito por Trapp [2. Adicionalmente, los
sustituyentes lipofilicos favorecen la permeabilidad en membranas celulares, mejorando la
acumulacién en organelos clave, como lo pueden ser el fagolisosoma, el acidocalcisoma o los
compartimentos mitocondriales &cidos 3. Por otro lado, las modificaciones en la region
quinolinica influyen en la selectividad y la potencia del compuesto, dependiendo de la presencia
de hal6genos, heterodtomos o grupos funcionales adicionales. En este caso, la adicion de grupos
fenilos en posicion 2 de la quinolina demostr6 generar compuestos con actividad
inmunomoduladora 1. En general, el cloro en posicién 7 parece ser importante frente a la
actividad bioldgica de los compuestos 4-aminoquinolinas, asi también la adicion de aminas
terciarias que por sus caracteristicas fisicoquimicas permiten la acumulacion en organelos o
compartimientos acidos dentro de la célula hospedera y del parasito intracelular. Si bien los grupos
lipofilicos, tanto en la cadena dialquilamina o sobre la quinolina, mejoran la potencia y
selectividad, cuando el grupo es alquildiamina, el largo de la cadena influye negativamente
disminuyendo la selectividad y aumentando la toxicidad de esos derivados 111,



18

"\lzN “ NS N /O
Nm HN N
HN/\/ b, \©;) N/N H
N X
X HN |
AN — _
e S °NT N of N
Cl N \ 45
CEsp = 0.50 uM (L. donovani amastigotes)  CEsq= 0.36 uM (L. donovani amastigotes) CEsg= 0.18 uM (L. infantum amastigotes)
CCs > 32 uM (esplendcitos) CCs > 400 M (macréfagos J774.1) CCsp = 148.9 uM (macroéfagos peritoneales)
I.S. > 64 1.S.> 1111 I.S. =392

Reduccion de carga en visceras

de animales infectados > 90%
Cl Cl
@OOF @O ®
HN HN Cl
pZ
N

N
(\N)l\N/ CEs5p = 0.023 uM (L. donovani amastigotes) CEs5p = 0.20 M (L. infantum amastigotes)
CCs0 = 40 uM (HepG2) CCso > 50 uM (macroéfagos J774.1)
N 1.S. = 1739 1.S. > 250

Figura 5. Derivados 4-aminoquinolinas relevantes en la busqueda de agentes potentes contra la
leishmaniasis [ver detalles y otros ejemplos en revision (11c)]. CEso, Concentracién Efectiva 50
(definida contra parasitos); CCso, Concentracion Citotdxica 50 (definida contra célula hospedera

mamifera) e I.S., indice de Selectividad = CCso/ CEso.

En general, es bien documentado que derivados de 7-cloro-4-aminoquinolinas inducen cambios
importantes en membrana celular del parasito, cambiando su morfologia en las formas axénica
(promastigote y amastigote axenicos) promovidos por cambios moleculares generados por estrés
oxidativo derivados de un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), ademés de un
cambio en la polaridad de la membrana mitocondrial, ambas situaciones metabdlicas relacionadas
a la muerte apoptdtica en los parésitos P, Con respecto a este punto, la sitamaquina genera
reduccion de los niveles de ATP en promastigote de L. donovani, relacionados a la inhibicién de
la enzima succinato deshidrogenasa, afectando en el complejo 11 de la cadena respiratoria de la
membrana mitocondrial, generando un menor consumo de oxigeno y menor capacidad de
generacion de ATP (principal fuente de ATP en estos parasitos es la fosforilacion oxidativa),
llevando a los parasitos a estar bajo estrés energético [**l. Ademas, este compuesto genera la
despolarizacion de la membrana mitocondrial y el aumento de ROS, asociado a la homeostasis del

Ca?* alterada (. Otros estudios han encontrado que la cloroquina tiende a acumularse en los
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compartimentos intracelulares acidos como lo es la vacuola parasitéfora %1, También se ha
reportado que algunas ferrocenilquinolinas solubles en agua conseguian inducir la expresion de
citocinas proinflamatorias por interaccion con receptores de reconocimiento de patron (PRRs) y la
disminucion en la expresion de citocinas antinflamatorias, que en conjunto aumentan la expresion
de la enzima 6xido nitrico sintasa, que es uno de los mecanismos del macréfago para combatir al
parasito (efecto inmunoestimulante) [l EI mismo estudio evidenci6 que algunas
ferrocenilquinolinas inhiben la expresion de la enzima de L. infantum tripanotiona-disulfuro
reductasa, ademas de ser un inhibidor competitivo a nivel de NADPH y FAD, generando
inactivacion del principal mecanismo de defensa contra ROS del parasito, que es la reduccion
sucesiva de la tripanotiona disulfuro a tripanotiona para que pueda oxidarse reduciendo asi a los
ataques efectivos de ROS del macréfago 1261,

Estas evidencias descritas sugieren que el mecanismo de accion de esta clase de compuestos,
dependiendo de su estructura, esta relacionado a su interaccion con las membranas, el metabolismo
de ROS, la cadena de electrones de la membrana mitocondrial y la homeostasis de calcio del
parésito y potencial inmunoestimulacion de la célula huésped (macréfago). Méas alld de los
aspectos mecanisticos, algunos factores fisicoquimicos tales como la solubilidad en agua, lipofilia
y constante de ionizacion (pKa) son importantes en el disefio de un potente agente
antitripanosomatido basado en 4-aminoquinolinas. Son convenientes una buena o moderada
solubilidad en agua, conveniente lipofilia por incorporacién de grupos fenilos, que se ha visto que
aumentan la actividad de forma considerable en algunos casos, 71y la existencia preferiblemente
de un grupo béasico amino terciario que permite que este se acumule convenientemente dentro de
la vacuola del parésito, que es 4cida, mediante una ionizacion acido-base a favor del gradiente [*°1.
En algunos reportes previos, se ha podido evidenciar la importancia de la incorporacion de grupo
basico terciarios sobre secundarios y primarios en cuanto a mejorar la selectividad y actividad, 5]
aunque no existe un consenso bien definido sobre su importancia tal como si esta bien descrito
para el parasito Plasmodium falciparum, responsable de Malaria en humanos.

A nivel inmunologico, se encontraron moléculas quinolinicas con efectos claros sobre el sistema
inmune innato 181 El Imiquimod y resiquimod son agonistas de receptores TLR7 y TLRS,
receptores esenciales para la deteccidn de patrones virales como lo son las cadenas monocatenarias
de ARN viral. Esta activacion promueve la produccion de interferones tipo | (IFN-a, IFN-5) y

citocinas proinflamatorias como TNF-o e IL-6. El imiquimod es agonista especifico del TLR7,
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mientras que el resiquimod es agonista dual de TLR7 y TLR8, siendo ambos compuestos
herramientas prometedoras para el tratamiento de infecciones virales y cancer, donde el perfil de
citoquinas liberadas por las células activadas por estos receptores es el adecuado para tales
patologias, aunque por sus diferencias estructurales y de activacion, difieren en su especificidad y
alcance clinico 81, La cloroquina y la hidroxicloroquina, derivados 4-aminoquinolina, ejercen un
impacto significativo sobre el sistema inmune a traves de diversos mecanismos. Estas moléculas
modulan la inflamacién al interferir con la acidificacion de los endosomas, lo que afecta la
presentacion de antigenos por las células presentadoras de antigenos y reduce la activacion de las
células T 9. Ademas, inhiben la sefializacion de los receptores tipo Toll (TLR7 y TLR9),
disminuyendo la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-14y TNF-«, y limitan la
diferenciacion de las células T helper 17 (Th17) ['°l. Se reporta que estos compuestos generan
estrés férrico, al alterar la endocitosis del complejo transferrina-receptor 1 y reducir la liberacion
de hierro de los endosomas al citosol, lo que limita recursos metabélicos esenciales tanto para las
células inmunes como para los virus 2. Asimismo, regulan negativamente vias de sefializacion
como p38 MAPK, reduciendo la liberacion de citocinas inflamatorias, y atentan la formacion de
trampas extracelulares de neutréfilos (NETs), que contribuyen a la inflamacién y la trombosis.
Estas moléculas también poseen propiedades antivirales al interferir con el pH intracelular en

endosomas y lisosomas, blogueando etapas clave del ciclo viral 41,
2.5. Sistemas de isoquina e isotebuquinas y antecedentes como leishmanicida

La isoquina es un sistema quimico de 4-aminoquinolina basada en una 7-cloroquinolina
sustituida en la posicion 4 por el grupo 4-(N,N-dietilamino)metil-3-hidroxianilino, mientras la
isotebuquina consta de una 7-cloroquinolina funcionalizada con 2-(N,N-dialquilamino)metil-3-(4-
clorofenil)-5-hidroxianilino tal como se muestran en la Figura 6, respectivamente. La definicion
iso en la isoquina e la isotebuquina viene dada por un intercambio de las funcionalidades hidroxilo
y dialquilamino entre las posiciones 3 y 4 del fragmento anilinico respecto a la amodiaquina y
tebuquina, respectivamente. Estos sistemas quinolinicos fueron preparados inicialmente por el
grupo de Paul O’Neill en 1983 [ Estos compuestos fueron probados como agentes
antimalaricos, encontrandose una apreciable respuesta in vitro contra el parasito P. falciparum asi
como buenos resultados in vivo en modelos de P. falciparum con propiedades logrando una

significativa reduccion de parasitemia y alta supervivencia de animales infectados. En particular,
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la isoquina estuvo bajo investigacion llegando hasta la fase preclinica Il, siendo suprimido su
investigacion por efectos secundarios y baja acumulacion en plasma, los cuales se creen estan

asociados a la presencia del grupo hidroxilo 15¢1,

NR, NR2
34 OH OH
HN HN O
jon joe °
— P
cl N cl N

Amodiaquina Tebuquina

ﬂ conversion entre sustituyentes 3y 4 ﬂ
OH

OH 3

3 4
S Ao
HN HIN O
—
P cl N

Cl N
Isoquina Isotebuquina

Figura 6. Estructura base de derivados deshidroxilados de isoquina e isotebuquina.

Hablando de derivados deshidroxilados de isoquina e isotebuquina, Romero y colaboradores
disefiaron y prepararon por primera vez una serie de derivados deshidroxilados de isoquina e
isotebuquina para evaluar su potencial como agente antimalérico, encontrandose tanto una
excelente reduccion de la parasitemia (99 % comparando con controles negativos), una alta tasa
de supervivencia (> 29 dias para un test de 30 dias) y una excelente inhibicion de la polimerizacion
de la f-hematina como blanco terapéutico 1001,

En el contexto de la leishmaniasis, recientemente, nuestro grupo exploré el potencial de esta
misma serie de derivados deshidroxilados de isoquina e isotebuquina contra modelos in vitro e in
vivo de LC y LV. En 2019 reportamos el efecto leishmanicida de ellos contra modelos in vitro de
L C infectados con L. braziliensis y L. mexicana 2%, En general, de una serie de 13 derivados, tres
de ellos, I, 11 y 11, fueron identificados como potenciales agentes leishmanicidas debido a su
remarcable efecto contra modelos in vitro de promastigote y moderada citotoxicidad sobre
fibroblastos, dando indices de selectividad (I.S.) de 11.4, 14.1 y 52.1, respectivamente, para el

modelo de L. braziliensis y de 17.9, 18.3 y 24.1, respectivamente, para el modelo de L. mexicana.
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Contra modelos in vitro de amastigotes intracelulares, el compuesto Il mostré una mejor
respuesta leishmanicida (CEso = 13.9 uM) que los compuestos | (CEso = 22.6 uM) y 11 (CEsg =
19.3 puM), lo cual implico valores de I.S. de 14.3, 6.1 y 5.2, respectivamente (Figura 7). Es
importante mencionar que la actividad antiamastigote del compuesto | fue ligeramente superior a
aquella encontrada por tratamiento con el farmaco de referencia, glucantime (CEso = 15.1 pM).
También es importante mencionar que el compuesto 111 mostré el mayor efecto leishmanicida
contra lineas resistentes de L. braziliensis, dando valores de CEso de 25.2 uM (1.S. 7.8), el cual
que fue muy superior a la respuesta obtenida para el glucantime (CEso > 50 uM). En dicho reporte,
también encontramos que la accion de estos compuestos incrementaba las concentraciones de
oxido nitrico en comparacion con controles no tratados y controles tratados con glucantime, lo
cual sugiere la capacidad de estos compuestos de promover la produccidn de 6xido nitrico en el
modelo in vitro de macréfagos infectados. Esto ultimo abre las puertas a pensar que exista un
efecto inmunoestimulador hacia el macrofago por parte de los derivados deshidroxilados de
isoquinay los de isotebuquina, lo cual ha sido reportado para diversos tipos de compuestos basados
en 4-aminoquinolinas funcionalizadas por un grupo anilino en posicion 4 del anillo de quinolina
(% Para ampliar dicha investigacion, muy recientemente, en colaboracion con el grupo de Dra.
Gloria Yaluff de la Universidad Nacional de Asuncidn, probamos la eficacia del compuesto 111 en
un modelo in vivo de LC infectado con L. braziliensis. EI compuesto mostré una alta capacidad de
reducir el tamafio de la lesion, con un significativa reduccion de la parasitemia en mas de un 60%
de la carga parasitaria en los animales tratados, bajo un tratamiento intralesional, sin efectos
adversos apreciables, siendo su efecto terapéutico superior al mostrado por los ratones tratados

con glucantime 201,
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[20a] .

Contra modelos de LV infectados con L. infantum, muy recientemente, en colaboracion con el
grupo de Biologia Redox de Tripanosomas, Institut Pasteur de Montevideo hemos logrado
identificar el potencial de esta misma serie de derivados de isoquina e isotebuquina
deshidroxilados probando alguno de sus derivados. Basados en el efecto contra la forma
clinicamente relevante, dentro de los derivados de isoquina, es importante mencionar que sélo fue
probado el derivado de funcionalizado con morfolina como dialquilamino terminal contra modelos
de amastigote debido a que la mayoria de sus derivados no mostro respuesta contra promastigote
de L. infantum a 25 pM. Este derivado de morfolino mostré un remarcable efecto antiamastigote,
con clearance (toxicidad sobre el parasito y no sobre célula hospedera validada por microscopia)
y no apreciable toxicidad en macré6fagos humanos derivados de monocitos THP-1. Respecto a los
derivados de isotebuquina, encontramos algunas correlaciones interesantes entre la actividad,
toxicidad y estructura quimica. En general, encontramos que la incorporacién del grupo pirrolidino
incremento significativamente la toxicidad, mientras la presencia de dietilamino y N-metil
piperazina generaba compuestos no activos. Por su parte, la piperidina y morfolina fueron
altamente convenientes, aunque el grupo piperidino mostré un discreto efecto citotoxico. Respecto
al rol del grupo fenilo, encontramos que aquellos derivados que presentaban el grupo fenilo sin

sustituyente resultaron ligeramente mas toxicos que aquellos derivados funcionalizados con el
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grupo 4-clorofenilo, aunque estos ultimos presentaban un efecto leishmanicida discretamente
menor. Con las observaciones de esta investigacion que se encuentra ain en desarrollo, los
derivados I y Il (Figura 7) asi como el de isoquina deshidroxilado sustituido por morfolino como
grupo X, fueron identificados como potenciales candidatos contra LV para introducir mayores
modificaciones quimicas. Es importante mencionar que los derivados I y 11 mostraron una buena
estabilidad metabdlica hepatica y no mutagenicidad por el test de Ames, %I siendo un factor
afiadido a la seguridad de este tipo de derivados.

Con estos resultados se realizo un andlisis estructura actividad inicial derivado de la actividad
leishmanicida contra modelos de LV, detallado en la Figura 8, donde se refleja que la
incorporacion de grupo anilinico sustituyendo a la dialquildiamino es importante, ya que la
cloroquina mostr6 una discreta respuesta antiamastigote (CEso ~ 20 uM, 1.S. > 1, ver Tabla 14),
mientras que derivados mas lipofilicos y rigidos como un derivado de isoquina, el de morfolina
asi como varios de los derivados de isotebuquina mostraron buena a moderada actividad (CEso ~
1.25-20 uM, L.S. > 1 a 16). Respecto a los derivados de isotebuquina probados contra LV, pudo
ser notado que la introduccion del &tomo de cloro en sustitucion a el hidrégeno como grupo Z en
el anillo de fenilo (ver Figura 8) permitio reducir la toxicidad con una ligera caida de la actividad
bioldgica quizas como consecuencia de la pérdida de solubilidad que se aprecia en el ensayo, lo
cual abre la puerta a plantear alternativas tal como la incorporacién de un halégeno menos
lipofilico y mas hidrofilico como el fllor para conseguir alguna modulacion de la actividad y
selectividad. Ademas, puede resultar interesante la incorporacion de grupos trifluorometilados, los
cuales son ampliamente utilizados en la quimica medicinal en el disefio de agentes parasitarios [2%°!
y que han permitido mejorar la actividad antiparasitaria y selectividad en sus sistemas mediante
alcanzar un mejor balance entre la lipofilia e hidrofilia. También en los derivados de isotebuquina,
es preciso resaltar de la importancia de los grupos amino terciarios (X, ver Figura 8) de morfolino,
pirrolidino y piperidino, donde la incorporacion del grupo piperidina y pirrolidino genera los
compuestos mas activos, pero con un cierto grado de toxicidad, mientras que la incorporacion de
grupo morfolino envolvié una ligera péerdida de la actividad leishmanicida, pero de menor
toxicidad. Por tanto, la incorporacion de halogenos alternativos al cloro (como fldor y
trifluorometil [2%°1) como sustituyente Z en el grupo fenilo de los derivados isotebuquina representa

una alternativa para modular lipofilia (solubilidad), actividad leishmanicida y selectividad, muy
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especialmente en derivados deshidroxilados de isotebuquina funcionalizados con pirrolidina y
piperidina.

- Unicamente morfolina - Morfolina favorece actividad
Arilo favorece actividad - Pirrolidina incrementa la toxicidad
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Figura 8. Identificacion del sistema deshidroxilado de isotebuguina como potencial plataforma
para el disefio de agentes leishmanicidas y su respectivo analisis de la relaciéon estructura-
actividad derivada de estudios preliminares en el modelo de infeccion de macr6fagos humanos
con Leishmania. infantum [2%1, 1.S ., indice de Selectividad. CEso, Concentracion Efectiva 50.

2.6. Importancia de la basicidad y lipofilicidad en el disefio de agentes leishmanicidas

El parésito Leishmania se aloja dentro de los fagolisosomas del macréfago, aprovechando la
presencia de moléculas en su superficie que facilitan su internalizacién. Una vez en este ambiente,
las condiciones intralisosomales, como el pH &cido (4-5) y la temperatura fisiol6gica mamifera,
desencadenan su diferenciacion de promastigote a amastigote. Dado su papel esencial en la
supervivencia del parésito, la fagolisosoma del macrofago se postula como un blanco estratégico
para el disefio de farmacos leishmanicidas (Figura 9), priorizando aguellos que puedan acumularse
eficazmente en su interior.

La acumulacion de un farmaco en los lisosomas depende de ciertas propiedades fisicoquimicas,
evidenciado en los trabajos de Trapp 2 y Marceau, [**! siendo particularmente importantes la
lipofilicidad y la presencia de grupos basicos débiles. Estos compuestos atraviesan la membrana
lipidica en su forma neutra y, una vez en el ambiente acido del lisosoma, se protonan, quedando

atrapados en su interior. Se ha identificado que los derivados de quinolina con determinados
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valores de pKa de 10 en el grupo amino terciario para compuestos quinolinicos monobaésicos y de
pKa quinolinico entre 4 y 6 y de valores de pKa menores a 10 en grupos amino terminales para
quinolinas dibésicas, son altamente convenientes para garantizar acumulacién en el interior de
lisosoma ™21, Por su parte, Marceau demostré que el control de la lipofilia también es esencial para
garantizar la acumulacion en el lisosoma,™*3 encontrando que la mayor acumulacion dptima para
compuestos con valores de Log P entre 4 y 6. Una comparacion cualitativa de los derivados 4-
aminoquinolinos reportados [ muestra que ellos cumplen con estas caracteristicas de basicidad
y lipofilia indicadas por Trapp 2y Marceau, *3] siendo por lo tanto dos parametros claves a tomar
en cuenta para el disefio racional de agentes leishmanicidas basados en 4-aminoquinolinas. Esto

refleja la importancia del grupo dialquilamino terminal y grupos que incrementen la lipofilia en

rangos apropiados.

amastigote
Macroéfago A
; NHR _
NHR ‘ : PP mitocondria
: gl X parasitaria
Z . g
Z S~o ‘
N R ”~~~~~ N ¢
Osg s { ~~~~~~~~~
fagolisosoma !
0 Apoptosis
Reduce A%, ._..*"

Figure 9. Mecanismo tentativo para la acumulacion de compuestos 4-aminoquinolina en el

fagolisosoma y efecto sobre el amastigote intracelular. Tomado de la referencia [9a]. 4 W,

Potencial de membrana.

Asimismo, algunos derivados de quinolina pueden interferir con otros compartimentos acidos
del paréasito, como los &cidocalcisomas, que participan en la homeostasis del calcio y el
metabolismo energético (%€l La alteracion de estos procesos puede llevar a un desequilibrio
celular que favorece la muerte del parésito. Los acidocalcisomas son un compartimento relevante
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en Leishmania y otros tripanosomatidos. Estas estructuras, ricas en calcio y con un pH &cido,
desempefian un papel clave en la homeostasis celular del parasito. Algunos compuestos, como la
sitamaquina, han demostrado una répida acumulacion en estos organelos, lo que sugiere que
podrian representar un objetivo prometedor en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas contra
la leishmaniasis ?*¢"1. Varios farmacos de esta clase han sido estudiados no solo por su actividad
antiparasitaria, sino también por su capacidad de interferir con la funcion lisosomal en células
tumorales ¥, Su acumulacion en los lisosomas de estas células puede bloquear la autofagia,
aumentar el estrés celular e inducir apoptosis. Por microscopia de fluorescencia se ha confirmado
que ciertos derivados de quinolina se acumulan selectivamente en los lisosomas de macrofagos y

células tumorales, lo que refuerza su potencial como agentes terapéuticos 21411,

2.7. Justificacion

Por los recientes antecedentes, los sistemas de 4-aminoquinolinas de isoquina e isotebuquina
representan una novedosa y potencial plataforma para el disefio de agentes leishmanicidas contra
LV, por el apreciable efecto de algunos de sus derivados contra el estadio clinicamente relevante
de amastigotes intracelulares, baja toxicidad y remarcable clearence a baja concentraciones.
Diversas investigaciones describen que la incorporacion de grupos bésicos (ejemplo, amino
terciarios), asi como grupos lipofilicos son claves para modular la selectividad y generar
compuestos activos, lo cual pudimos apreciar en los derivados de isoquina e isotebuquina
probados; sin embargo, es preciso una mayor investigacion con la preparacion de nuevos sistemas
basados en derivados de isoquina e isotebuquina para evaluar el rol de la constante de ionizacién
y lipofilia . La disminucion del efecto bioldgico para algunos derivados de isotebuquina por la
incorporacion de 4-clorofenilo y la generacion de compuestos altamente tdxicos con la presencia
de pirrolidina y piperidina obligan a investigar sobre la mejor combinacion entre constante de
ionizacion y lipofilia (selectividad) para modular la selectividad.

Para abordar estos dos aspectos, en la presente investigacion se planted el disefio, sintesis
quimica y evaluacién leishmanicida in vitro contra un modelo de infeccién de macréfagos
humanos infectados con L. infantum de nuevos anadlogos deshidroxilados de isoquina (Figura
10A) y otros derivados de isotebuquina (Figura 10B). La preparacion del primer grupo busca
verificar si la reduccion de constante de ionizacion puede mejorar la actividad y selectividad contra

modelos de LV. Para ello sobre los derivados de isoquina, se busca verificar el efecto de halogenos
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(iodo, bromo, cloro y flGor) en la posicion orto-respecto al grupo dialquil-aminometil en el
fragmento anilinico de la quinolina. Esto busca verificar si se puede mejorar la selectividad de los
derivados de isoquina funcionalizadas por piperidina y pirrolidina por el control de basicidad del
grupo béasico mediante la incorporacién de este grupo electro-deficiente vecino de haldgeno.

Por su parte, con los sistemas de isotebuquina se busca mejorar la lipofilicidad, pero sin
comprometer la solubilidad, como ocurria con 4-clorofenilo, por lo cual se plantea la incorporacion
de sustituyentes basados en fltor, tal como sustituyentes de flGor y trifliormetilo en las posiciones
3"y 4 enel anillo de fenilo. Es preciso recordar que el fltior es el menos lipofilico de los halégenos,
y posee una cierta caracteristica hidrofilica por su capacidad de formar enlace de hidrogeno fuertes
con moléculas proticas. Este tipo de funcionalidad también se busca generar compuestos con mejor
solubilidad en medio de cultivo que sus analogos clorados, que presentaron el problema de
precipitacién que puede estar comprometiendo la potencia leishmanicida.

Con esto, el presente trabajo plante6 mejorar la selectividad de los derivados de isoquina e
isotebuquina deshidroxilados mediante la incorporacion de halégenos y grupos fenilos,
respectivamente. Entonces, la presente investigacion busca la optimizacion de esta plataforma
quimica en busca de nuevos compuestos con buena potencia leishmanicida y selectivos.

Concretamente esta investigacion busca responder las siguientes preguntas:
¢Es posible mejorar la selectividad de los derivados de isotebuquina con la modulacién de la
lipofilicidad y solubilidad en medio de cultivo incorporando grupos fenilos funcionalizados con
grupos fliorados?
¢ Es posible mejorar la selectividad de los derivados de isoquina con la modulacién de la constante
de ionizacion y lipofilia incorporando grupos haldgenos en la posicion adyacente al grupo
dialquilaminometil?

¢ Es posible reconocer un potencial hit para avanzar en los estudios preclinicos?
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Figura 10. Derivados de isoquina A e isotebuquina B.

3. OBJETIVOS

Identificar agentes derivados de isoquina e isotebuquina activos y selectivos en macrofagos

humanos infectados con L. infantum.

3.1. Objetivos especificos

- Sintetizar y caracterizar una serie de derivados deshidroxilados de isoquina 4a-0

- Sintetizar y caracterizar una serie de derivados deshidroxilados de isotebuquina 10a-k

- Evaluar la actividad leishmanicida in vitro de los derivados deshidroxilados de isoquina
e isotebuquina contra macréfagos humanos infectados con L. infantum.

- Identificar el rol de las diferentes funcionalidades en los derivados de isoquina e
isotebuquina contra el modelo de infeccién.

- ldentificar agentes activos y selectivos derivados de isoquina o isotebuquina.

29
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Quimica

4.1.1 Generalidades

Para llevar a cabo la sintesis y caracterizacion de los compuestos organicos presentados en este

trabajo, se dispuso de los siguientes materiales y equipos:

Material de vidrio presente en el Laboratorio de Quimica Organica Medicinal, Instituto de
Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.

Evaporacion de solventes a presion reducida (puntos de ebullicion bajos y medios). La
destilacion de solventes tales como CH2Clz, CHCIs, n-hexano y acetato de etilo fueron
realizados en un rotaevaporador marca BUCHI, modelo R-114, conectado a un bafio de
calentamiento marca BUCHI, modelo B-180, y a una bomba de vacio de marca Welch.
Puntos de fusién: los puntos de fusion fueron medidos en un fusiGmetro marca Fisher-John
con un termoémetro de 300 °C (1), y no estan corregidos.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN): los espectros de *H-RMN, 3C-RMN, °*F-RMN,
H/AH-COSY, H/BC-HMBC y H/*C-HSQC fueron realizados en un espectrometro
marca BRUKER Avance DPX-400 (400 MHz para los experimentos de *H-RMN; 100
MHz para **C-RMN), tomados en solventes deuterados como CDCl3 y DMSO-ds.

Un equipo de analisis elemental marca Perkin Elmer 2400 CHN analyser para la
caracterizacion de productos finales (< 0.4%).

El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se controlaron por
cromatografia en capa fina con fase estacionaria silica-gel (Kieselgel 60 F254) de la firma
MERCK® y disolventes adecuados como fase movil. Los métodos empleados para revelar
las placas de TLC fueron: exposicion a luz ultravioleta y exposicion a vapores de iodo.
Todos los espectros correspondientes a los intermedios y derivados finales se pueden

encontrar en un documento digital llamado ANEXO.

Los siguientes reactivos como funcion de casa comercial fueron empleados sin previo tratamiento:
Fluka: Bromuro de 4-nitrobencilo (95%);
Sigma-Aldrich Co: Morfolina (99%), 4,7-dicloroquinolina (99%), etanol absoluto (100%), estafio

(99%),

acido 4-flaorfenilborénico (95%), acido 3-fluorfenilborénico (95%), acido 4-
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trifliorometilfenilborénico  (95%), acido 3-trifliorometilfenilboronico  (95%), tetrakis
(trifenilfosfina) Pd (0) (99%) y pirrolidina (99%).

Chemica: Pirrolidina (99%).

MERCKE®: trietilamina (99%), Cul (99%) y H2SO4 (98%).

Dorwil: HCI (37%).

Acros Organics: N-bromosuccinimida (99%).

Drogueria Paysandu: KHCOz y loduro de potasio.

Respecto a los solventes, diclorometano, acetato de etilo, n-hexano fueron adquiridos bajo forma
técnica y posteriormente fueron purificados segun un procedimiento de tratamiento y posterior
destilacion de acuerdo a técnica descrita en literatura 2. Por su parte, otros disolventes tales como
acetonitrilo (MERCK®), tolueno (MERCK®), cloroformo (MERCK®), diclorometano (Sigma-

Aldrich Co), etanol anhidro (Sigma-Aldrich Co) fueron utilizados sin previa purificacion.
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4.1.2 Procedimientos de sintesis quimica

4.1.2.1 Sintesis de derivados deshidroxilados de isoquina

@W
b HN
J@fﬁ
~
NO, NO, cl N
2a-c 2d-f 2g -i 4a-0
\ %
Br X X
N02 N02 N02 NH2
1b 1c 2j-1 f 3a-o
X = —N:> Y =-H (a-c)
cl cl d -Br (d-)
_e> —N/_\O -1 (g-i)
— -F (j-1)
-Cl (m-o0)
-N
NH, NO, :>
1d 2m -0

Esquema 1. Ruta general para la sintesis de derivados deshidroxilados de isoquina 4a-o.
Condiciones de reaccion: (a) 1, 1c o 1f (1 eq.), dialquilamina (5 eq.), EtsN (5 eq.), tolueno, 100 °C,
4-6 h; (b) 2a-c (1 eq.), NBS (1.1 eq.), H2SO4, 80 °C, 2 h; (c) 2d-f (1 eq.), KI (10 eq.), Cul (0.5 eq.),
acido ascorbico (0.5 eq.), etanol-acetona, 80 °C, 24 h; (d) 1b o 1e (1 eq.), NBS (1.1 eq.), LED (13
W), aceotinitrilo, 60 °C, 6 h; (e) 1d (1 eq.), oxono (3 eq.), MnSO4.7H20 (3 eq.), 25 °C, 10-20 min.;
(F) 2a-0 (1 eq.), Sn (3 eq.), HCI, 60 °C, 2 h; (g) 3a-0 (1 eq.), 4,7-dicloroquinolina (1.1 eq.), HCI
(cat.), etanol, 95 °C, 24h.
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4.1.2.1.1.1. Sintesis de los intermedios de N-(4-nitrobencil)dialquilamina 2a-c a partir de

bromuro de 4-nitrobencilo 1 (1023

Br X
RoNH (5 eq.) X= —N:>
EtsN (2 eq.) —
- = -N O
Tolueno —
100 °C, 3 h
NO NO, _N:>
1 2a-c

En un bal6n de fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se agregd 1-(bromometil)-
4-nitrobenzeno (1 eq.), y se disolvio en tolueno (3 mL). Seguidamente, se afiadio trietilamina (2
eq.), calentandolo a 100 °C. Posteriormente se agreg0 la dialquilamina correspondiente (5 eg.) gota
a gota llevando la mezcla a reflujo por 3 horas bajo agitacion constante. El avance de la reaccion
se siguié por TLC utilizando una mezcla de n-hexano:acetato de etilo (8:2) como fase mavil.
Pasadas tres horas la reaccion se considerd completa, determinada mediante analisis de TLC. Al
culminar la reaccion, se deja enfriar a temperatura ambiente, evapora el tolueno y el exceso de
dialquilamina por destilacion al vacio y a la mezcla de reaccion resultante se trata con extracciones
con diclorometano habiendo neutralizado con hidréxido de sodio al 10%, con posterior secado de
la fase organica aislando un aceite o s6lido de bajo punto de fusion de color amarillo, naranja o
rojizo segin el caso (ver Tabla 1). Estos intermedios fueron caracterizados por *H-RMN y algin
caso por *C-RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo). Es
preciso indicar que estos intermedios ya fueron preparados por el grupo en su momento y los datos

espectroscopicos detallados se pueden encontrar en la referencia [10°].

Tabla 1. Datos experimentales para la reaccién de sintesis de N-(4-nitrobencil)dialquilamina 2a-
c a partir de 1-(bromometil)-4-nitrobenzeno 1

Comp. X 1 EtsN R2NH 2a-C Aspecto P.f. (°C)
g (mol) g (mol) g (mol) g (%R)

2a Piperidina 3(0.0138) | 4.19(0.0276) | 5.88 (0.069) 2.80 (91) Aceite naranja ———

2b Morfolina | 3(0.0138) | 4.19 (0.0276) | 5.92(0.069) | 2.25(73) | Solido amarillo | 77.5-77.8

2c Pirrolidina 3(0.0138) | 4.19(0.0276) | 2.94 (0.041) 1.81 (63) Aceite marrén ——
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Datos espectroscopicos:

N-(4-nitrobencil)piperidina (2a): aceite naranja, 2.8 g (rendimiento 91%), Rf =0.3 (n-
hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.17 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.51 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 3.54 (s, 2H), 2.37 (t, 4H), 1.58 (m. 4H), 1.44 (m, 2H). 3C-RMN (100 MHz, CDCls): 147.1,
147.0, 129.4 (2C), 123.4 (2C), 63.0, 54.7 (2C), 26.0 (2C), 24.2.

N-(4-nitrobencil)morfolina (2b): solido amarillo, 2.25 g (rendimiento 73%), P.f.: 77.5-77.8 °C,
Ri=0.25 (n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-NMR (400 MHz, CDCls): & 8.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.46 (d,
J =8.0 Hz, 2H), 3.64 (t, 4H), 3.51 (s, 2H), 2.38 (t, 4H).

N-(4-nitrobencil)pirrolidina (2c): aceite marron, 1.81 g (rendimiento 63%), Rt =0.2 (n-
hexano/AcOEt 8:2). 'H-NMR (400 MHz, CDCls):  8.15 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 3.70 (s, 2H), 2.32 (t, 4H), 1.45 (m, 4H).

4.1.2.1.1.2. Sintesis de los intermedios de N-(2-bromo-4-nitrobencil)dialquilamina 2d-f a partir

de bromacion de N-(4-nitrobenci|)dialquiIamina 2a-c %4

X
=—N
NBS (1.1 eq ) X :>
HZSO4
60°C, 3 h
O,
2a-c 2d-f 2d’ -f

En un baldén de fondo redondo (25 mL) de dos bocas provisto de un condensador, se coloco la
4-(4-nitrobencil)dialquilamina 2a-c (1 eq.) correspondiente y se disolvié en H2SO4 concentrado (3
mL.), calentandolo a 60 °C bajo agitacion constante. Posteriormente, se agregd NBS (1.2 eq.) en
tres porciones, afiadiendo cada porcion cada 15 minutos. Una vez que la reaccion se considerd
completa, determinada mediante andlisis de TLC, la mezcla se vertio sobre hielo triturado (10
gramos). El medio se basifico con la adicion cuidadosa de hidroxido de sodio 10% hasta alcanzar
un pH alrededor de 9-10. Sobre esta fase acuosa se realizd una extraccion liquido-liquido con
diclorometano (50 mL), la cual se secé obteniendo una mezcla, que se purificé por cromatografia
en columna con silica gel utilizando n-hexano: acetato de etilo (9:1) como fase mdvil, aislando los
productos monobromados correspondientes 2d-f. Durante la cromatografia también fue
identificado un derivado dibromado, el intermedio de morfolino 2e’, que fue aislado de la

cromatografia y que fue usado para desarrollar el derivado quinolinico correspondiente. Datos
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detallados de las reacciones, estado fisico, puntos de fusion se pueden encontrar en la Tabla 2.
Estos nuevos intermedios fueron debidamente caracterizados por *H-RMN y *C-RMN para

comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 2. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de 4-(2-bromo-4-

nitrobencil)dialquilamina 2d-f y 2e” a partir de 4-(4-nitrobencil)dialquilamina 2a-c
Comp. X, Y 2a-C NBS g|2dfy2e” | Aspecto P.f.(°C)

g (mol) (mol) g(%R)

2d Piperidina, H | 2 (0.009) 1.92 (0.011) | 0.528 (19) Sélido anaranjado 120 (desc.)
2e Morfolina, H | 2 (0.009) 1.91 (0.011) | 0.819 (30) Sélido amarillo 101 -102
2f Pirrolidina, H | 0.802 (0.004) | 1.10 (0.005) | 0.305 (27) Aceite amarrillo S—
2¢’ Morfolina, Br | 2 (0.009) 1.91 (0.011) | 0.189 (6) Sélido amarillo 102-102.5

Datos espectroscopicos:

1-(2-Bromo-4-nitrobencil)piperidina (2d): sélido naranja, 528 mg (rendimiento 19%), P.f.: 120
°C (descomposicion),R:=0.5 (n-hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.39 (d, J =
3.1 Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 3.1, 8.0 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.59 (s, 2H), 2.46 (t, 4H),
1.62 (m, 4H), 1.47 (m, 2H). 3C-RMN (100 MHz, CDCls): § 146.95, 130.53, 127.62, 123.98,
122.05, 77.02, 62.23, 54.87, 25.95, 24.03.

1-(2-bromo-4-nitrobencil)morfolina (2e): s6lido amarillo, 819 mg (rendimiento 30%), P.f.: 101-
102 °C, R¢=0.3 (n-hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.42 (d, J = 3.0 Hz, 1H),
8.14 (d, J = 3.0; 8.1 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.74 (t, 4H), 3.65 (s, 2H), 2.54 (t, 4H).1*C-
RMN (100 MHz, CDCls): 6 147.19, 145.12, 130.62, 127.85, 124.27, 122.14, 66.99, 61.86, 53.58.
1-(2-bromo-4-nitrobencil)pirrolidina (2f): aceite amarillo, 305 mg (rendimiento 27%), Rf=0.2
(n-hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): 6 8.41 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.15 (dd, J = 2.3;
8.5 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.79 (s, 2H), 2.61 (m, 4H), 1.84 (m, 4H). *C-RMN (100
MHz, CDCls): 6 146.97, 146.66, 130.47, 127.61, 123.63, 122.18, 77.23, 59.40, 54.35, 23.75.
1-(2,6-dibromo-4-nitrobencill)morfolina (2e): sélido amarillo, 189 mg (rendimiento 6%,
revisar), P.f.: 102-102.5 ° C, R;=0.4 (n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8.06
(s, 1H), 7.93 (s, 1H), 3.69 (m, 4H), 3.59 (s, 2H), 2.48 (m, 4H).3C-RMN (100 MHz, CDCls): §
148.42, 144.14, 135.95, 129.61, 122.77, 113.52, 77.24, 66.94, 61.34, 53.62.
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4.1.2.1.1.3. Sintesis de los intermedios de N-(2-iodo-4-nitrobencil)dialquilamina 2g-i a partir de

N-(2-bromo-4-nitrobencil)dialquilamina 2d-f mediante acoplamiento de Filkenstein 2]
X K1 (10 eq.) X
Br Cul (0.5 €eq.)

X =-N >
Acido ascorbico I —\

- N ©
7/
)

En un balon de dos bocas de fondo redondo (10 mL) provisto de un condensador, se coloco la

Etanol/acetona

o
NO, 80°C, 48 h

2d-f

NO,
2g-i

4-(2-bromo-4-nitrobencil)dialquilamina 2d-f (1 eq.) correspondiente, disuelta en una mezcla de
etanol:acetona (1:1). Se lleva el sistema a atmosfera inerte con gas de nitrégeno, y se agregé Ki
(10 eq.), ascorbato sédico (50% mol) y el catalizador Cul (50% mol). Esta mezcla se llevé a reflujo
a una temperatura de 100 °C por 48 hs en agitacion constante. Pasado el tiempo, se evapora el
solvente restante quedando un aceite marron el cual es purificado por cromatografia en columna
rapida utilizando n-hexano:acetato de etilo (8:2) como fase mdvil para obtener el compuesto
iodado 2g-i correspondiente. Datos detallados de las reacciones, estado fisico, puntos de fusion se
pueden encontrar en la Tabla 3. Estos nuevos intermedios fueron debidamente caracterizados por

'H-RMN y *C-RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 3. Datos experimentales para la reaccibn de sintesis de 4-(2-iodo-4-
nitrobencil)dialquilaminas 2g-i a partir de 4-(2-bromo-4-nitrobencil)dialquilaminas 2d-f

Comp. X 2d-f Kl Cul NaAsch 20-i Aspecto P.f. (°C)
g (mmol) g (mmol) g (mmol) g (mmol) mg (%R)

29 Piperidina | 0.103 (0.31) | 0.505 (3.05) | 0.0055 (0.031) | 0.0012(0.061) | 95 (90) Aceite amarillo | ----

2h Morfolina | 0.042 (0.14) | 0.232(1.39) | 0.0025 (0.014) | 0.005 (0.028) | 45 (93) Solido beige 76-77

2i Pirrolidina | 0.071 (0.25) | 0.412 (2.48) | 0.0047 (0.025) | 0.009 (0.050) | 75(91) | Aceite amarillo | ----

Datos espectroscopicos:

1-(2-1odo-4-nitrobencill)piperidina (2g): aceite amarillo, 95 mg (rendimiento 90%), R¢=0.6 (n-
hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.58 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.10 (dd, J = 2.3;
8.5 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.50 (s, 2H), 2.44 (t, J = 5.5 Hz, 4H), 1.57 (m, 4H), 1.35 (m,
2H). 13C-RMN (100 MHz, CDCls): & 148.37, 146.94, 134.07, 130.27, 122.89, 98.92, 66.75, 54.64,
25.77, 23.95.
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1-(2-l1odo-4-nitrobencil)morfolina (2h): sélido beige, 45 mg (rendimiento 93%), P.f.. 76-77 °C,
Ri=0.4 (n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.67 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.20 (dd,
J=2.4;85Hz, 1H), 7.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.83 (s, 2H), 2.67 (t, 4H), 1.89 (t, 4H)."*C-RMN
(100 MHz, CDClz3): 6 144.55, 131.62, 127.74, 120.64, 96.11, 61.29, 51.69, 27.23, 21.20.
1-(2-l1odo-4-nitrobencill)pirrolidina (2i): aceite amarillo, 75 mg (rendimiento 91%), R¢=0.3 (n-
hexano/AcOEt 8:2). H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.66 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.19 (dd, J = 2.4;
8.5 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.73 (s, 2H), 2.66-2.58 (m, 4H), 1.84 (m, 4H).*C-RMN
(100 MHz, CDCla3): 6 149.02, 146.72, 134.02, 129.80, 122.96, 98.32, 64.17, 54.23, 23.77.

4.1.2.1.1.4. Sintesis de los intermedios de N-(2-flGoro-4-nitrobencil)dialquilamina 2j-1 a partir de

una secuencia de dos reacciones de 2-flioro-4-nitrotolueno 1b

Para la preparacion de los tres nuevos intermedios 2j-I se plante6 una ruta de dos pasos a partir

del reactivo comercial de 2-fluor-4-nitrotolueno tal como se muestra en el Esquema 2.

Br X

Foyg Fa F x=—N:>
—\

_N\_/O
NO, NO, NO,

1b 1c 2j-I —N:>

Esquema 2. Ruta de sintesis para preparar los intermedios de N-(2-flGor-4-

nitrobencil)dialquilaminas 2j-l.

4.1.2.1.1.4.1. Sintesis de bromuro de 2-flior-4-nitrobencilo 1c a partir de 2-flor-4-nitrotolueno
1p (0]

Br
F NBS(1.2eq) F
CH4;CN ]
NO, 80 °C, 6h NO,
1b 1c

En un balon fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se colocé el 2-fluor-4-

nitrotolueno 1b (0.5 g, 0.003225 mol, 1 eq.) disuelto en acetonitrilo. Seguidamente, se agregd N-
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bromosuccinimida (0.684 g, 0.00387, 1.2 eq.). Esta mezcla se llevo a reflujo a una temperatura de
80 °C por 6 horas bajo agitacion constante, radiacion continua de luz LED blanca (10 watts) y se
siguid por TLC empleando una mezcla n-hexano/acetato de etilo (8:2). Al culminar la reaccion se
dejo enfriar hasta temperatura ambiente, filtrando luego la mezcla de reaccién, aislando un sélido
blanco correspondiente a la succinimida, y el solvente del filtrado resultante fue eliminado por
presion reducida obteniendo una masa de 0.714 g del producto de monobromacion 1c bencilica en
un 44% de la mezcla, pero lo suficientemente puro como para el siguiente paso de reaccién. Este
intermedio fue caracterizado por H-RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver datos
espectroscopicos abajo).

Datos espectroscopicos:

1-(Bromometil)-2-flioro-4-nitrobenceno (1c): aceite amarillo, 714 mg (conversion 44%), Rs
=0.3 (n-hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8.04 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H), 8.00
(m, 1H), 7.61 (dd, J = 8.4, 7.3 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 1.2 Hz, 2H).

4.1.2.1.1.4.2. Sintesis de N-(2-flaor-4-nitrobencil)dialquilamina 2j-1 a partir de 1-(bromometil)-

2-fllior-4-nitrobenzeno 1c 1% %

o RoNH (5 eq.) x X= —N:>
F EtsN (2 eq.) F —
> -N O
Tolueno —
o]
Lo, 100 °C, 6 h Lo, "D
1c 2j-|

En un balén de fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se agreg6 1-(bromometil)-
2-flaor-4-nitrobenzeno 1c (1 eq.), y se disolvid en tolueno (3 mL). Seguidamente, se afiadid
trietilamina (2 eq.), calentandolo a 100 °C. Posteriormente se agregd la dialquilamina
correspondiente (5 eq.) gota a gota lavando la mezcla a reflujo por 6 horas bajo agitacion constante.
El avance de la reaccion se siguié por TLC utilizando una mezcla de n-hexano:acetato de etilo
(8:2) como fase movil. Pasadas tres horas la reaccion se consider6 completada, determinada
mediante analisis de TLC. Al culminar la reaccién, se deja enfriar a temperatura ambiente, evapora
el tolueno y el exceso de dialquilamina por destilacion al vacio y a la mezcla de reaccion resultante
se trata con extracciones con diclorometano habiendo neutralizado con hidréxido de sodio al 10

%, con posterior secado de la fase organica aislando la bencilamina 2j-1 correspondiente. Datos



39

detallados de las reacciones, estado fisico se pueden encontrar en la Tabla 4. Estos nuevos
intermedios fueron debidamente caracterizados por 'H-RMN, C-RMN y °F-RMN para

comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 4. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de N-(2-fldor-4-
nitrobencil)dialquilaminas 2j-I a partir de 1-(bromometil)-2-flior-4-nitrobenzeno 1c

Comp. X 1b EtsN R2NH 2j-1 Aspecto

g (mmol) g (mmol) g (mmol) g (%R)
2j Piperidina 0.150 (0.64) | 0.128 (1.3) | 0.272(3.2) 0.070 (45) | Aceite amarrillo
2k Morfolina 0.050 (0.21) | 0.043(0.42) | 0.092 (1.1) 0.0431 (85) | Aceite amarrillo
2l Pirrolidina 0.150 (0.64) | 0.128 (1.3) | 0.270(3.2) 0.093 (65) | Aceite amarrillo

Datos espectroscopicos:

1-(2-Flaor-4-nitrobencil)piperidina (2j): aceite amarillo, 70 mg (rendimiento 45%), R¢=0.3 (n-
hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.01 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H), 7.89 (dd, J =
9.5,2.2 Hz, 1H), 7.67 (dd, J = 8.4, 7.1 Hz, 1H), 3.60 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 2.42 (dd, J = 7.2, 3.6 Hz,
4H), 1.67(m, 4H), 1.39 (m, 2H). *C-RMN (101 MHz, CDCls): § 161.71, 159.22, 133.78, 131.50,
119.01, 110.84, 55.47, 54.52, 25.97, 24.07. **F-RMN (376 MHz, CDCls): & -113.90.
1-(2-Flaor-4-nitrobencil)morfolina (2k): aceite amarillo, 43.1 mg (rendimiento 85%), Rf=0.2
(n-hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.02 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 7.92 (dd, J
=95, 2.3 Hz, 1H), 7.67 (dd, J = 8.4, 7.1 Hz, 1H), 3.72 (t, 4 H), 3.64 (d, J = 1.4 Hz, 2H), 2.54(t,
4H). *C-RMN (101 MHz, CDCls) § 160.31, 157.81, 146.33 (d, J = 8.9 Hz), 131.39, 130.01 (d, J
= 4.8 Hz), 117.62 (d, J = 3.7 Hz), 109.56, 65.42, 53.66 (d, J = 1.8 Hz), 52.03. *®F-RMN (376 MHz,
CDCls): 6 -113.65.

1-(2-Fluor-4-nitrobencil)pirrolidina (2I): aceite amarillo, 93.0 mg (rendimiento 64%), Rs=0.2
(n-hexano/AcOEt 8:2).*H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.09 (m, 1H), 7.90 (dd, J =9.5, 2.3 Hz, 1H),
7.70 (m, 1H), 3.76 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 2.57 (m, 4H), 1.93 (m, 4H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls):
5161.43,158.94,134.29, 131.40, 119.15, 111.20, 54.20, 52.44, 30.94, 23.58. °F-RMN (376 MHz,
CDCls): 6 -114.01 (d, J = 3.2 Hz).
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4.1.2.1.1.5. Sintesis de los intermedios de N-(2-cloro-4-nitrobencil)dialquilamina 2m-o a partir

de una secuencia de dos reacciones de 2-cloro-4-aminotolueno 1d

Para la preparacion de los tres nuevos intermedios 2m-o se planted una ruta de tres pasos a

partir del reactivo comercial de 2-cloro-4-aminotolueno tal como se muestra en el Esquema 3.

Br Br X X
cl cl Cl Cl cl Cl cl
— + —_ > + —_— +
NH> NO, NO NO, NO NO, NO

1e 1f

1d 1e 1f 2m’-0”

2m-o

Esquema 3. Ruta de sintesis para preparar a los intermedios 2m-o.

4.1.2.1.1.5.1. Oxidacion del grupo amino en el 2-cloro-4-aminotolueno 1d para dar el 2-cloro-4-

nitrotolueno 1e 274

Oxono (3 eq.)

Cl Mns0,.7H,0 (3 eq.) Cl Cl
+
H,0, 25 °C
NH, 10-20 min. NO, NO
1d 1e 1e’

En un balén fondo redondo (25 mL), se coloco el 2-cloro-4-aminotolueno 1d (1.0 g, 0.0035 mol,
1 eq.) y una solucion de MnSO4.7H20 (1.18 g, 0.0042 mol, 1.2 eq.) disuelto en 10 mL de agua
destilada. Seguidamente, se agregd oxono (2.58 g, 0.0042 mol, 1.2 eq.) y se dejé en agitacion por
20 minutos a temperatura ambiente y se siguio por TLC empleando una mezcla n-hexano/acetato
de etilo (8:2). Al culminar la reaccion se realiz6 una extraccion liquido-liquido utilizando
diclorometano (4 x 50 mL) como disolvente extractor. Se justd la fase organica, se sect con sulfato
de sodio anhidro y se evaporo el disolvente bajo presion reducida, obteniendo un sélido marron.
La mezcla resultante se recristalizé utilizando n-heptano, obteniendo un sélido amarillo
correspondiente a la mezcla de compuestos de oxidacion nitrado y nitroso le y 1e” (1:1 de H-
RMN), lo que corresponde a un porcentaje de conversion de la 2-cloro-4-aminotolueno a productos

de oxidacion del 67% (0.74 g de masa total de mezcla).
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Datos espectroscopicos:

1-(Bromometil)-2-cloro-4-nitrobenceno (1e): Rt =0.9 (n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400
MHz, CDCls): & 8.31 (m, 1H), 8.08 (d, J=8.0; 3.1, 1H), 7.37 (d, J = 8.0, 1H), 2.47 (s, 3H).
1-(Bromometil)-2-cloro-4-nitrosobenceno (1e"): Rr=0.85 (n-hexano/AcOEt 8:2). 1H-RMN (400
MHz, CDCls): 6 8.31 (m, 1H), 7.96 (d, J=8.0; 3.1, 1H), 7.33 (d, J = 8.0, 1H), 2.44 (s, 3H).

4.1.2.1.1.5.2. Preparacion de derivados de bencil-amino 2m-o0 y su andlogo 2m”-0"via bromacion

bencilica [19¢ 231,

Br Br
NBS (1.2 eq.) Cl cl RoNH (5 eq.)
_CHON . BN (2 eq)
Tolueno
60°C,6h 100°C, 6 h

NO, NO
1e ST LI
X X =_N:>
Cl cl —
.\ -N ©
NO, NO N_)
2m-o 2m’-o”

En un balén fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se coloco la mezcla le-1e”
(0.5 g, 0.0032 mol, 1 eq.) disuelto en acetonitrilo. Seguidamente, se agregdé N-bromosuccinimida
(0.684 g, 0.0039, 1.2 eq.). Esta mezcla se llevo a reflujo a una temperatura de 80 °C por 6 horas
bajo agitacion constante, radiacion continua de luz LED blanca (10 watts) y se sigui6 por TLC
empleando una mezcla n-hexano/acetato de etilo (8:2). Al culminar la reaccion se dejé enfriar
hasta temperatura ambiente, filtrando luego la mezcla de reaccién, aislando un sélido blanco
correspondiente a la succinimida, y el solvente del filtrado resultante fue eliminado por presion
reducida obteniendo una masa de 0.62 g del producto de monobromacion bencilica verificado por
TLC. Posteriormente, la mezcla (~ 0.10 g, 0.0004 mol, 1 eq.) se coloco en un balon de fondo
redondo (25 mL) provisto de un condensador y se disolvio en tolueno (3 mL). Seguidamente, se
afiadid trietilamina (0.0004 mol, 2 eq.), calentdndolo a 100 °C. Posteriormente se agregé la

dialqulamina correspondiente (0.002 mol, 5 eq.) gota a gota llevando la mezcla a reflujo por 6
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horas bajo agitacion constante. EI avance de la reaccion se siguié por TLC utilizando una mezcla
de n-hexano:acetato de etilo (8:2) como fase mavil. Pasadas tres horas la reaccién se considerd
completada, determinada mediante analisis de TLC. Al culminar la reaccion, se deja enfriar a
temperatura ambiente, se colocd sobre la mezcla de tolueno una solucion de HCI (10 mL, 5M).
Este proceso de extraccion se repitio tres veces sobre el tolueno, se mezcl6 las soluciones acuosas
y se neutralizé a pH basico (~9-10). Sobre la solucion neutralizada se realizd extracciones con
diclometano (3 x 50 mL), se separo la fase organica, se secd con sulfato de sodio anhidro y se
evaporo bajo presion reducida para dar un sélido o aceite naranja o rojizo, segun sea el caso. Los
productos aislados fueron reportados como la mezcla del derivado nitrado y nitroso, 2m-oy 2m’-
0". Datos detallados de las reacciones, estado fisico, puntos de fusion se pueden encontrar en la
Tabla 5. Estos intermedios fueron analizados por *H-RMN y 3C-RMN para comprobar su efectiva
obtencion (ver datos espectroscopicos abajo) y se probd que se encontraba bajo la forma nitro y
nitroso, que son conveniente para el posterior paso de reduccion para obtener la correspondiente

anilina 3m-o.

Tabla 5. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de N-(2-cloro-4-
nitrobencil)dialquilaminas 2m-o a partir de 1-(bromometil)-2-cloro-4-nitrobenzeno 1f/1f".

Comp. X 1f-1f EtsN R2NH 2m-0 Aspecto

g (mmol) g (mmol) g (mmol) g (%conversion)
2m Piperidina | 0.050 (0.2) | 0.0405 (0.4) 0.085 (1.0) | 0.044 (87) Aceite amarrillo
2n Morfolina | 0.050 (0.2) | 0.0405 (0.4) 0.087 (1.0) | 0.048 (94) Aceite amarrillo
20 Pirrolidina | 0.050 (0.2) | 0.0405 (0.4) 0.071 (1.0) | 0.038(79) Aceite amarrillo

Datos espectroscopicos:

2m/m’: aceite naranja, 44 mg mezcla (~ 50:50), Rf=0.35 (n-hexano/AcOEt 8:2): 1-(2-Cloro-4-
nitrobencil)piperidina (2m): Rf=0.35 (n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): §
8.30 (m, 1H), 8.16 (d, J=8.0; 3.1, 1H), 7.70 (d, J = 8.0, 1H), 3.75 (s, 2H), 2.49 (s, 4H), 1.63 {t,
4H), 1.47 (m, 2H). 1-(2-Cloro-4-nitrosobencil)piperidina (2m"): *H-RMN (400 MHz, CDCls):
8 8.30 (m, 1H), 8.11 (d, J= 8.0; 3.1, 1H), 7.64 (d, J = 8.0, 1H), 3.74 (s, 2H), 2.49 (s, 4H), 1.63 (t,
4H), 1.47 (m, 2H).

2n/n’: aceite naranja, 48 mg mezcla (~ 50:50), Rf =0.35 (n-hexano/AcOEt 8:2): 1-(2-Cloro-4-
nitrobencil)morfolina (2n): R¢=0.35 (n-hexano/AcOEt 8:2). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.31
(m, 1H), 8.02 (d, J=8.0; 3.1, 1H), 7.69 (d, J = 8.0, 1H), 3.75 (t, 4H), 3.66 (s, 2H), 2.54 (t, 3H). 1-
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(2-Cloro-4-nitrosobencil)morfolina (2n"): *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.31 (m, 1H), 8.08 (d,
J=28.0; 3.1, 1H), 7.37 (d, J = 8.0, 1H), 3.75 (t, 4H), 3.68 (s, 2H), 2.54 (t, 3H).

20/0": aceite naranja, 38 mg mezcla (~ 50:50), Rf=0.35 (n-hexano/AcOEt 8:2): 1-(2-Cloro-4-
nitrobencil)pirrolidina (20): R;=0.35 (n-hexano/AcOEt 8:2). H-RMN (400 MHz, CDCls): §
8.31 (m, 1H), 8.02 (d, J=8.0; 3.1, 1H), 7.61 (d, J = 8.0, 1H), 3.86 (t, 4H), 2.61 (s, 2H), 1.82 {t,
3H). 1-(2-Cloro-4-nitrosobencil)pirrolidina (20"): *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.31 (m, 1H),
8.09 (d, J=8.0; 3.1, 1H), 7.36 (d, J = 8.0, 1H), 3.83 (t, 4H), 2.61 (s, 2H), 1.82 (t, 3H).

4.1.2.1.2. Sintesis de intermedios de anilinas, 4-(dialquilaminometil)-2-substituted anilina 3a-o0 y
3e” a partir de la reduccion de grupo nitro en las 4-(dialquilaminometil)-4-nitrobencilaminas 2a-
oy 2g”[10c, 27b]

X X
Sn (3 eq.)
= —N Y =-H (a-c
HCI (5M) Y x=-N_) _Br((d_f;
60°C, 2 h —N:/\O IF(g:;
NO, NH; -Cl (m-o0)
2a-o0 3a-o0 _N:>

En un balén fondo redondo de 10 mL provisto de un condensador, se coloc6 la N-(4-
nitrobencil)dialquilamina sustituida 2a-o0 o 2e” (1 eg.) correspondiente, estafio sélido (3 eq) y HCI
concentrado (0.5 mL). Esta mezcla se calienta a una temperatura de 60 °C por 2 horas bajo
agitacion constante y es seguida por TLC. Durante el transcurso de la reaccion se aprecia la
formacion de un sélido. Al culminar, se deja enfriar a temperatura ambiente, neutraliza con adicion
de una solucién de NaOH al 10% muy lentamente. Finalmente, la solucién resultante se extrae con
diclorometano, y se seca con MgSOs anhidro, luego se filtra y evapora el solvente, obteniendo la
anilina correspondiente 3a-0. Datos detallados de las reacciones, estado fisico se pueden encontrar
en la Tabla 6. Estos intermedios, nuevos desde 3d a 30 y 3e”, fueron debidamente caracterizados
por *H-RMN, ¥ C-RMN y para algunos casos °F-RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver
datos espectroscopicos abajo). Los espectros de 3a-c se pueden encontrar en detalle en referencia

previa [10°].
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Tabla 6. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de 4-(dialquilaminometil)anilinas 3a-o
y 3e” a partir de las N-(4-nitrobencil)dialquilaminas 2a-o y 2e”.

Comp. X, Y 2a-0 Sn 3a-0 Aspecto
g (mmol) g (mmol) g (%R)
3 Piperidina, H 0.106 (0.45) 0.119 (1.35) | 0.075(88) Aceite amarillo
3b Morfolina, H 0.501 (2.25) 0.849 (6.75) | 0.306 (87) Aceite anaranjado
3c Pirrolidina, H 0.101 (0.49) 0.162 (1.45) | 0.0715 (84) | Aceite amarillo
3d Piperidina, Br 0.100 (0.33) | 0.117(0.99) | 0.0717 (80) | Aceite amarillo
3e Morfolina, Br 0.060 (0.20) 0.070 (0.60) | 0.050 (92) Aceite amarillo
3f Pirrolidina, Br 0.100 (0.35) 0.125 (1.05) | 0.0744 (84) | Aceite amarillo
39 Piperidina, | 0.095 (0.27) | 0.098 (0.82) | 0.067 (77) Aceite amarillo
3¢’ Morfolina, diBr | 0.060 (0.16) 0.0556(0.48) | 0.035 (62) Aceite amarillo
3h Morfolina, | 0.0144(0.04) | 0.0135(0.11) | 0.0097 (73) | Aceite amarrillo
3i Pirrolidina, 1 0.075(0.23) | 0.081 (0.68) | 0.048 (71) Aceite amarillo
3j Piperidina, F 0.053 (0.22) 0.079 (0.67) | 0.040 (88) Aceite amarillo palido
3k Morfolina, F 0.031 (0.13) 0.046 (0.39) | 0.0176 (65) | Aceite amarrillo palido
3l Pirrolidina, F 0.064 (0.29) 0.102 (0.86) | 0.042 (77) Aceite amarillo palido
3m Piperidina, CI 0.024 (0.11) 0.042 (0.37) | 0.0124 (52) | Aceite naranja
3n Morfolina, Cl 0.025 (0.12) 0.043 (0.38) | 0.0114 (48) | Aceite rojizo
3° Pirrolidina, ClI 0.023 (0.11) 0.042 (0.37) | 0.0221 (77) | Aceite amarillo

Datos espectroscopicos:

3-Bromo-4-(piperidinometil)anilina (3d): aceite amarillo, 72 mg (rendimiento 80%). *H RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 7.17 (m, 1H), 6.87 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 3.47
(s, 2H), 2.43 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 1.57 (t, J = 5.6 Hz, 4H), 1.43 (t, J = 6.1 Hz, 2H). *C-RMN (101
MHz, CDCls3): 6 146.29, 131.72, 127.26, 125.30, 118.62, 114.21, 61.80, 54.36, 25.98, 24.39.
3-Bromo-4-(morfolinometil)anilina (3¢): aceite amarillo, 50.0 mg (rendimiento 92%). *H-RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 7.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz,

1H), 3.78 (m, 4H), 3.49 (s, 2H), 2.57 (m, 4H).

3-Bromo-4-(pirroldinometil)anilina (3f): aceite amarillo, 74 mg (rendimiento 84%). *H-RMN
(400 MHz, CDClz) 6 7.20 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz,
1H), 3.65 (s, 2H), 2.64 (m, 4H), 1.85 (m, 4H).23C-RMN (101 MHz, CDCls): § 144.34, 129.47,
125.84, 122.81, 116.61, 112.24, 56.71, 51.92, 21.49.
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3,5-Dibromo-4-(morfolinometil)anilina (3e"): aceite amarillo, 35.0 mg (rendimiento 62%). *H-
RMN (400 MHz, CDCls): 6 7.47 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 3.75 (m, 4H), 3.47 (s, 2H), 2.50 (t, J = 4.7
Hz, 4H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): § 144.11, 134.21, 124.00, 118.85, 108.15, 67.00, 61.18,
53.35.

3-lodo-4-(piperidinometil)anilina (3g): aceite amarillo, 9.7 mg (rendimiento 73%). *H-RMN (400
MHz, CDClz): 6 7.18 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 8.28 Hz, 1H) , 6.60 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz,
1H,), 3.34 (s, 1H), 2.39 (m, 4H), 1.50 (t, J = 10.8, 4.7 Hz, 4H), 1.37 (g, J = 6.0 Hz, 2H). *C-RMN
(101 MHz, CDCla3): 6 143.99, 128.59, 123.10, 112.71, 64.15, 52.09, 27.51, 23.74, 22.18.
3-lodo-4-(morfolinometil)anilina (3h): aceite amarillo, 50.0 mg (rendimiento 92%). *H-RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 7.19(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz,
1H), 3.61 (s, 2H), 2.55 (4H), 1.81(m, 4H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): § 130.77, 125.22, 115.22,
62.98, 53.65, 53.55, 29.72, 23.50, 23.41.

3-lodo-4-(pirroldinometil)anilina (3i): aceite amarillo, 74 mg (rendimiento 84%). *H-RMN (400
MHz, CDCl3) § 7.17 (m, 2H), 6.69 (m, 1H), 3.61 (s, 2H), 2.63 (m, 4H), 1.79 (m, 4H) . **C-RMN
(101 MHz, CDCla3): 6 146.39, 130.83, 125.22, 115.13, 100.98, 63.31, 53.85, 29.72, 23.56.
3-Fluor-4-(piperidinometil)anilina (3j): aceite amarillo, 40 mg (rendimiento 88%). *H-RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 7.08 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 6.38 (m, 2H), 3.44 (s, J = 1.5 Hz, 2H), 1.56 (p, J =
5.6 Hz, 4H), 1.40 (g, J = 6.1 Hz, 2H).23C-RMN (101 MHz, CDCls): § 161.08, 158.65, 144.79,
130.34, 111.83, 108.12, 99.53, 53.26, 51.49, 23.54. 1°F-RMN (376 MHz, CDCls): § -116.73.
3-Fluor-4-(morfolinometil)anilina (3k): aceite amarillo, 17.6 mg (rendimiento 66%). *H-RMN
(400 MHz, CDCls): 6 7.08 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 6.42 (m, 2H), 3.75 (m, 4H), 3.46 (s, J = 1.4 Hz,
2H), 2.45 (t, J = 4.7 Hz, 4H). ®*C-RMN (101 MHz, CDCls): § 163.50, 147.48, 132.6, 113.39,
110.59, 101.98, 67.00, 55.46, 53.14, 29.71. *F-RMN (376 MHz, CDCls): § -117.28.
3-Flor-4-(pirrolidinometil)anilina (3l): aceite amarillo, 42 mg (rendimiento 77%). *H-RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 7.11 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 6.45 (m, 2H), 3.58 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 2.52 (d, J =
6.3 Hz, 4H), 1.77 (p, J = 3.2 Hz, 4H). *3C-RMN (101 MHz, CDCls): & 132.38, 110.62, 102.00,
101.75, 53.63, 52.23, 29.71, 23.37. Y*F-RMN (376 MHz, CDCls): 6 -117.34.
3-Cloro-4-(piperidinometil)anilina (3m): aceite amarillo, 12 mg (rendimiento 52%). 'H-RMN
(400 MHz, CDCls): 8 7.24 (d, 1H), 6.68 (d, J= 3.0, 1H), 6.54 (m, 1H), 3.54 (s, 2H), 2.49 (s, 4H),
1.58 (m, 4H), 1.48 (m, 2H).
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3-Cloro-4-(morfolinometil)anilina (3n): aceite amarillo, 11.6 mg (rendimiento 48%). *H-RMN
(400 MHz, CDClz): 6 7.10 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.62 (d, J= 3.0, 1H), 6.48 (dd, J=8.0; 3.0, 1H), 3.62
(t, 4H), 3.46 (s, 2H), 2.42 (t, 4H). 13C-RMN (101 MHz, CDCls): § 145.50, 134.2, 130.96, 123.88,
114.46, 112.39, 65.90 (2C), 58.07, 52.33 (2C).

3-Cloro-4-(pirrolidinometil)anilina (30): aceite amarillo, 22 mg (rendimiento 77%). 'H-RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 7.11 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 6.45 (m, 2H), 3.58 (d, 2H), 2.52 (d, J = 6.3 Hz, 4H),
1.77 (p, J = 3.2 Hz, 4H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): § 132.38, 110.62, 102.00, 101.75, 53.63,
52.23,29.71, 23.37.

4.1.2.1.3. Sintesis de 7-cloro-N-(4-(dialquilaminometil)fenil)quinolin-4-amina sustituidas 4a-o a
partir de 4,7-dicloroquinolina y 4-(dialquilaminometil)anilina sustituidas 3a-o [1¢ 28
Y

X
X @f ~
Cl HN X=-N Y = -H (a-c)
Y HCI (10% mol) — -Br (d-f)
A N . X N o -1 (g-i)
P | F ()
Cl N Etanol anhidro | N/

7/
0 C -Cl (m-o)
19 NH, 95°C, 24 h 42-0 —N:>

3a-o

En un balén de 10 mL provisto de un condensador, se colocé 4,7-dicloroquinolina 1g (1 eq)
disuelta en etanol y dos gotas de HCI concentrado, seguida de la adicion de la bencilamino anilina
3a-0 correspondiente (1.1 eq) disuelta en etanol. Luego, esta mezcla se calienta a reflujo por 24
horas bajo agitacion constante y se sigue por TLC, empleando una mezcla n-hexano/AcOEt (1:1).
Durante el transcurso de la reaccion se aprecia la formacion de un solido. Al culminar, se deja a
temperatura ambiente y el sélido resultante se filtra al vacio obteniendo 4-(4-((7-cloroquinolin-4-
il)amino)bencil)dialquilamino-4-clorhidrato. La solucion etanoica se evapora y se adiciona una
solucion de NaOH 20%, precipitando un sélido que se filtra al vacio y se purifica por cromatografia
en columna en gradiente de polaridad, obteniendo la 4-amino-7-cloroquinolina 4a-0
correspondiente. Los derivados 4a-f fueron obtenidos efectivamente (ver detalles en Tabla 7
abajo), mientras que solo un derivado fliorado 4k (derivado de la reaccion con la anilina 3k) y un
derivado clorado 4h (derivado de la reaccion con la anilina 3n) fueron obtenidos, dando en mas de
los casos productos colaterales tales como 4-etoxiquinolina y 4-hidroxigquinolina (en baja

proporcidn) que demuestra la poca reactividad de estas anilinas frente a la sustitucion nucleofilica
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aromatica (SnAr). Las reacciones con las anilinas iodadas 3g-i y la anilina dibromada 3e"no
avanzaron. Datos detallados de las reacciones, estado fisico, puntos de fusion se pueden encontrar
en la Tabla 7. Estos nuevos productos finales de isoquinas deshidroxiladas fueron debidamente
caracterizados por *H-RMN, *C-RMN vy algunos casos °F-RMN para comprobar su efectiva

obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 7. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de 7-cloro-N-(4-

(dialquilaminometil)fenil)quinolin-4-aminas 4a-f, 4k y 4n a partir de 4,7-dicloroquinolina 1g y la

correspondiente 4-(dialquilaminometil)anilinas 3a-f, 3k y 3n.

Comp. X, Y 3a-0 19 4a-h Aspecto P.f. (°C)
g (mol) g (mol) g (%R)

42 Piperidina, H 0.050 (0.26) | 0.043 (0.22) | 0.043 (55) Sélido blanco 194.5-196.0
4b Morfolina, H 0.072(0.38) | 0.0675 (0.34) | 0.105 (88) Sélido blanco 194.8-195.6
4c Pirrolidina, H | 0.050 (0.28) | 0.0468 (0.24) | 0.066 (82) Sélido beige 195.0-195.8
4d Piperidina, Br | 0.050 (0.19) | 0.0305 (0.15) | 0.0575 (87.0) | Sdlido beige 154.0-154.4
4e Morfolina, Br | 0.0554 (0.20) | 0.0366 (0.19) | 0.0297 (37.3) | S6lido amarrillo | 244.5-245.0
4f Pirrolidina, Br | 0.050 (0.20) | 0.0322 (0.16) | 0.041(60.6) | Solido amarrillo | 155.9- 160.5
4k Morfolina, F 0.025 (0.13) 0.022 (0.11) 0.021 (67) Solido amarrillo | N.D.

4n Morfolina, Cl 0.021 (0.10) 0.019 (0.10) 0.022 (76) Solido amarrillo | N.D.

N.D.: No determinado

Datos espectroscopicos:

a) 7-Cloro-N-(4-(piperidin-1-ilmetil)fenil)quinolin-4-amina (4a):

1. Forma neutra: solido blanco, 43 mg (rendimiento 55.4%). P.f.: 194.8- 195.6 °C. 'H-RMN
(400 MHz, acetone-ds): 6 8.52 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.42 (m, 1H), 7.93 (d, J = 2.3 Hz, 1H),
7.50 (dd, J=9.1, 2.2 Hz, 1H), 7.44 — 7.32 (m, 4H), 7.00 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 3.47 (s, 2H),
2.40 (m, 4H), 1.58 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.46 (d, J = 6.0 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz,
acetone-de) 6 151.04, 149.66, 148.84, 139.37, 135.42, 130.99, 126.42, 125.38, 123.34,
122.86, 101.40, 62.46, 56.94, 53.76, 24.82, 23.53 (d, J = 6.2 Hz), 16.99.

2. Forma clorhidrato: sélido amarillo. P.f.: 194.8- 195.6 °C. *H-RMN (400 MHz, D20): &
8.27 (m, 1H), 8.21 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.99 (m, 1H), 7.69 (d, J = 7.8, 1H), 7.59 (d, J = 8.0,
2H), 7.50 (d, J = 8.0, 2H), 6.91 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.27 (s, 2H), 3.43 (m, 4H), 2.93 (t, 4H),
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1.89 (m, 2H). *C-RMN (101 MHz, D,0): & 155.6, 142.53, 139.9, 138.7, 138.2, 132.9,
128.2,128.1, 125.7, 124.3, 119.3, 116.0, 100.4, 59.8, 52.8, 22.7, 21.1.
7-cloro-N-(4-(morfolinometil)fenil)quinolin-4-amina (4b): (forma neutra), sélido
blanco, P.f.: 194.8-195.6°C. 'H-RMN (400 MHz, acetone-ds): & 8.36 (d, J = 5.6 Hz, 1H),
8.30 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.32-7.23
(m, 4H), 6.83 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H).
7-cloro-N-(4-(pirrolidinometil)fenil)quinolin-4-amina (4c): solido amarrillo, P.f.:
195.0-195.8°C. 'H-RMN (400 MHz, acetone-de): & 8.52 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.37 (d, J=
8.0, 1H), 7.93 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.43 (d, J =8.0, 2H), 7.33
(d, J= 8.0, 2H), 6.99 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 3.63 (s, 2H), 2.53 (m, 4H), 1.77 (m, 4H). *C-
RMN (101 MHz, acetone-de): & 152.0, 150.2, 148.3, 138.8, 136.2, 134.3, 129.6, 128.3,
125.0, 123.4, 122.7, 118.5, 101.8, 59.5, 53.7, 23.1.
7-Chloro-N-(3-bromo-4-(piperidinometil)fenil)-7-cloroquinolin-4-amina (4d): solido
amarronado, P.f.: 154.0-154.5°C. 'H-RMN (400 MHz, acetone-ds): & 8.52 (d, J = 5.3 Hz,
1H), 8.37 (d, J = 8.0, 1H), 7.93 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.43 (d,
J=8.0, 2H), 7.33 (d, J = 8.0, 2H), 6.99 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 3.63 (s, 2H), 2.53 (m, 4H), 1.77
(m, 4H). 3C-RMN (101 MHz, acetone-ds): & 152.0, 150.2, 148.3, 138.8, 136.2, 134.3,
129.6, 128.3, 125.0, 123.4, 122.7, 118.5, 101.8, 59.5, 53.7, 23.1.
7-Chloro-N-(3-bromo-4-(morfolinometil)fenil)-7-cloroquinolin-4-amina (4e): (forma
diprotonada): sélido amarillo, P.f.: 244.5-245.0°C. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): §
8.93 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.66 (d, J = 5.3, 1H), 8.34 (m, 1H), 8.22 (d, J=2.5, 1H), 7.92 (m,
2H), 7.66 (d, J = 8.0, 1H), 7.04 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.52 (s, 2H), 3.91 (m, 4H), 3.27 (m,
4H). ®C-RMN (101 MHz, acetone-dg): & 154.9, 144.5, 141.4, 139.7, 139.1, 133.4, 129.4,
128.21, 128.17, 126.7, 126.5, 124.7, 120.0, 116.8, 101.7, 79.6, 59.5, 53.7, 23.1.
7-Chloro-N-(3-bromo-4-(pirrolidinometil)fenil)-7-cloroquinolin-4-amina (4f): solido
amarillo, P.f.: 155.9-160.5°C. *H-RMN (400 MHz, D,0): § 8.28 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 8.22
(9, J = 8.3 Hz, 1H), 7.92 — 7.81 (m, 1H), 7.75 (dd, J = 8.9, 3.3 Hz, 1H), 7.66 (dt, J = 8.4,
1.4 Hz, 2H), 7.53-7.43 (m, 1H), 7.00 (dd, J = 7.0, 1.3 Hz, 1H), 4.54 (d, J = 2.2 Hz, 2H),
3.56 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.31 — 3.21 (m, 2H), 2.31-1.86 (m, 4H). 3C-RMN (101 MHz,
D20) 6 142.85, 140.08, 139.37, 138.61, 133.81, 129.27 (d, J = 11.4 Hz), 128.33, 125.78,
124.57 (d, J = 2.4 Hz), 124.23, 119.35, 116.03, 100.85, 57.10, 54.25, 22.38.
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g) 7-Chloro-N-(3-flaor-4-(morfolinometil)fenil)-7-cloroquinolin-4-amina  (4k): soélido
blanco, P.f.: 155.9-160.5°C. 'H-RMN (400 MHz, acetone-ds): & 8.44 (d, J = 5.2 Hz, 1H),
8.19 (dd, J = 9.0, 3.4 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.39 — 7.32 (m, 2H), 7.10 (dd, J =
8.2, 2.3 Hz, 1H), 7.05 — 7.00 (m, 2H), 3.49 (dt, J = 9.6, 4.6 Hz, 4H), 3.43 (d, J = 1.3 Hz,
2H), 2.34 - 2.28 (m, 5H). *C NMR (101 MHz, acetone-de): & 162.97 (Jc-r = 245.5 Hz),
160.54, 151.91, 149.98, 147.46, 141.44, 134.57, 132.38 (Jc.c.cF = 6.03 Hz), 128.21,
125.43,123.53,118.86, 117.32, 108.56 (Jc-cF = 25.5 Hz), 103.09, 66.52 (2C), 54.97, 53.32
(2C).

h) 7-Chloro-N-(3-cloro-4-(morfolinometil)fenil)-7-cloroquinolin-4-amina (4n): solido
blanco, P.f.: 155.9-160.5°C. *H-RMN (400 MHz, acetone-ds): & 8.45 (d, J = 5.2 Hz, 1H),
8.33 (s, 1H), 8.18 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.47-7.35 (m, 2H), 7.33-
7.20 (m, 2H), 6.99 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 3.51 (t, 4H), 3.47 (s, 3H), 2.36 (t, J = 4.7 Hz, 4H).
13C-RMN (101 MHz, acetone-ds): & 163.86, 159.64, 152.14, 147.44, 143.36, 134.50,
131.80, 131.00, 128.39, 125.40, 123.44, 122.43, 120.34, 118.84, 102.93, 66.61, 59.03,
53.57.

4.1.2.2 Sintesis de derivados de isotebuquina

RN

NO, NO,
6a-d 7a-d 8a- I
X
G z —N:> Z=-4F
X
-4CF,
-3CF;
NH,
9a-l
10a I

Esquema 4. Ruta general para la sintesis de derivados deshidroxilados de isotebuquina 10a-l.
Condiciones de reaccion: (a) 6a-d (1 eq.), ArB(OH)2 (1.1 eq.), KoCOs3 (2 eq.), Pd(PPh3)s (10%
mol), etanol-H20 (1:1), tolueno, 100 °C, 24 h; (b) 6a-d (1 eq.), NBS (1.1 eq.), LED (13 W),
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aceotinitrilo, 60 °C, 6 h; (c) 7a-d (1 eq.), dialquilamina (5 eq.), EtsN (5 eq.), tolueno, 100 °C, 4-6
h; (d) 8a-l (1 eq.), Sn (3 eq.), HCI, 60 °C, 2 h; (e) 9a-1 (1 eq.), 4,7-dicloroquinolina (1.1 eq.), HCI
(cat.), etanol, 95 °C, 24h.

4.1.2.2.1. Sintesis de derivados de 2-aril-4-nitrotolueno 6a-d a partir de 2-bromo-4-nitrotolueno
5 [100,29]

B(OH), K,COj3 (2 eq.) G z
Br Pd(PPhs), (10% mol) O

* z Etanol-H,0 (1:1)
Tolueno
NO
NO, > 100°C, 24 h band

5

En un balén fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se colocd 2-bromo-4-
nitrotolueno 5 (1 eq.), disuelto en tolueno. Seguidamente, se agregd el correspondiente &cido
fenilboronico 5b (1,2 eq.), K2COs (2.0 eq.) disuelto en una soluciéon agua/etanol (1:1) y el
catalizador de Pd(PPh3)s (10% mol). Esta mezcla se llevo a reflujo a una temperatura de 100 °C
por 24 h bajo agitacién constante, siguiéndola por TLC empleando una mezcla n-hexano/AcOEt
(8:2). Al culminar la reaccion, el solvente restante es eliminado mediante presion reducida
guedando un solido oscuro que es purificado por cromatografia en columna con n-hexano/AcOEt
(9:1) como fase movil para finalmente obtener el compuesto derivado de bifenilo 6a-d deseado.
Datos detallados de las reacciones, estado fisico, puntos de fusién se pueden encontrar en la Tabla
8. Estos nuevos intermedios fueron debidamente caracterizados por *H-RMN, *C-RMN vy °F-

RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 9. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de derivados de 2-aril-5-nitrotoluenos
6a-d a partir de 2-bromo-4-nitrotoluenos 5.

Comp. X 5 ArB(OH): | K:COs 6a-d Aspecto P.f. (°C)
g (mmol) | g (mol) g (mol) g (%R)

6° 4°F 0.30 (1.4) | 0.232(1.7) | 0.477 (3.4) | 0.280(88) | Solido blanco | 78.7-79.0

6b 3’F 0.30(1.4) | 0.232(1.7) | 0.477 (3.4) | 0.255(80) Aceite incoloro | ----

6c 4°CF3 0.30(1.4) | 0.262(1.7) | 0.477 (3.4) | 0.186 (44) Sélido blanco 81.2-81.8

6d 3°CFs 0.30 (1.4) | 0.262(1.7) | 0.477 (3.4) | 0.318(82) | Solidoblanco | 67.0-68.5
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Datos espectroscopicos:

4'-FlUoro-2-metil-5-nitro-1,1"-bifenilo (6a): sélido blanco, 280 mg (rendimiento 88%). P.f..
78.7- 79.0°C. *H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8.16 (m, 2H), 7.42 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.36 (m, 3H),
7.21(m, 2H), 2.34 (s, 3H). *C-RMN (101 MHz, CDCl3) § 163.70, 161.24, 146.24, 143.54, 142.08,
135.52, 131.23, 130.69, 129.81, 124.66, 123.55, 122.27, 115.66.1°F-RMN (376 MHz, CDCls): & -
114.06.

3'-Flloro-2-metil-5-nitro-1,1'-bifenilo (6b): aceite incoloro, 255 mg (rendimiento 80%). H-
RMN (400 MHz, CDCl3): 6 8.17 (m, 3H), 7.44 (td, J = 7.9, 5.9 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
7.17 (m, 2H), 7.00 (m, 1H), 2.36 (s, 3H). *C-RMN (101 MHz, CDCls): § 163.86, 161.41, 146.24,
145.93, 143.39, 141.80, 131.31, 130.23, 124.76, 123.55, 122.52, 115.97, 114.80. °F-RMN (376
MHz, CDCls): 6 -112.54.

2-Metil-5-nitro-4'-(trifldorometil)-1,1'-bifenil (6c): solido blanco, 186 mg (rendimiento 44%).
P.f.: 81.2- 81.8°C. H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.17 (dd, J = 8.4 Hz, 2.5 Hz, 1H), 8.10 (d, J =
8.4 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.49 (m, 3H), 2.36 (s, 3H).!°F-RMN (376 MHz, CDCls): §
-62.61.

2-Metil-5-nitro-3'-(trifliorometil)-1,1'-bifenil (6d): sélido blanco, 318 mg (rendimiento 82%).
P.f.: 67- 68.5 °C. 'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.16 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 8.11 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 7.69 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.65 (m, 2H), 7.52 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
2.36 (s, 2H). 3C-RMN (101 MHz, CDCl3): & 145.32, 144.92, 142.38, 140.52, 139.27, 131.31,
130.43, 128.80, 128.15, 124.76, 123.81, 123.59, 122.54, 121.76, 20.63. ®F-RMN (376 MHz,
CDCls): 6 -62.63.

4.1.2.2.2. Sintesis de bromuro de 2-aril-4-nitrobencilos 7a-d a partir de 2-aril-4-nitrotoluenos 6a-

o [10b, 26]
Br
Z NBS (1. 2 G £ zZ=4F
(1.2 eq) O -3F
CH,CN -4CF,

LED (13 W) -3CF3

NO

NO, 80°C, 6 h 2
6a-d 7a-d

En un balon fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se colocé el 2-aril-4-
nitrobencilos 6a-d correspondiente (1 eq.) disuelto en acetonitrilo. Seguidamente, se agregd N-

bromosuccinimida (1.2 eq.). Esta mezcla se llevo a reflujo a una temperatura de 80 °C por 6 horas
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bajo agitacion constante, radiacion continua de luz LED blanca (10 watts) y se siguio por TLC
empleando una mezcla n-hexano/acetato de etilo (8:2). Al culminar la reaccion se dejo a
temperatura ambiente, filtrando luego la mezcla de reaccién, aislando un solido blanco
correspondiente a la succinimida, y el solvente del filtrado resultante fue eliminado por presion
reducida quedando el producto de monobromacion 7a-d lo suficientemente puro como para el
siguiente paso de reaccion. Datos detallados de las reacciones, estado fisico, puntos de fusion se
pueden encontrar en la Tabla 10. Estos nuevos intermedios fueron debidamente caracterizados
por tH-RMN y ®F-RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 10. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de bromuro de 2-aril-4-nitrobencilos
7a-d a partir de 2-aril-4-nitrotoluenos 6a-d

Comp. X 6a-d NBS 7a-d Aspecto

g (mmol) g (mol) g (%conversion)
78 4’F 0.15(0.65) | 0.137(0.77) | 0.208 (73) Sélido anaranjado
7b 3’F 0.15(0.65) | 0.137(0.77) | 0.183 (76) Aceite anaranjado
7c 4’CF3 0.088(0.31) | 0.066 (0.37) | 0.128 (27) Solido anaranjado
7d 3’CFs3 0.15(0.51) | 0.113(0.61) | 0.205(73) Aceite anaranjado

Datos espectroscopicos:

2-(Bromometil)-4'-fldoro-5-nitro-1,1'-bifenilo (7a): so6lido anaranjado, 208 mg (conversion
73%). *H-RMN (400 MHz, CDCl3): & 8.21 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H), 8.10 (dd, J = 14.7, 2.5 Hz,
1H), 7.70 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.47 (m, 2H), 7.25 (m, 2H), 4.42 (s, 2H). °F-RMN (376 MHz,
CDCl3): 6 -112.79.

2-(Bromometil)-3'-FlUoro-2-metil-5-nitro-1,1'-bifenilo  (7b): anaranjado,183 mg
(conversién 76%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8.25 (m, 1H), 8.12 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H),
7.71 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.59 (m, 2H), 7.18 (m, 2H), 4.43 (s, 2H). **F-RMN (376 MHz, CDCls):
6-111.67.

2-(Bromometil)-5-nitro-4'-(trifliorometil)-1,1'-bifenilo  (7c): aceite anaranjado,128 mg
(conversion 27%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8.26 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H), 8.18 (m, 2H),
8.10 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.40 (s, 2H). *F-RMN
(376 MHz, CDClz3): 6 -62.69.

2-(Bromometil)-5-nitro-3'-(trifliorometil)-1,1'-bifenilo (7d): aceite anaranjado, 205 mg
(conversién 73%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8.26 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 2.4

aceite
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Hz, 1H), 7.75 (m, 2H), 7.67 (m, 2H), 7.62 (m, 1H), 4.39 (s, 2H). °F-RMN (376 MHz, CDCl3): 5
-62.68.

4.1.2.2.3. Sintesis de 2-(dialquilaminometil)-5-nitrobifenilos 8a-k a partir de 2-(bromometil)-5-

nitrobifenilos 7a-d (10>

Br X
G 7 R,NH (5¢eq)) G 7 x=-N_) ZL;,E
Et;N (2 eq. .
O e O -N_D -4CF
Tolueno 30F,
100°C,6 h
N02 NO2 —N:>

7a-d 8a-k

En un bal6n de fondo redondo (10 mL) provisto de un condensador, se agreg6 2-(bromometil)-
5-nitrobifenilo 7a-d (1 eq.), y se disolvio en tolueno (0.5 mL). Seguidamente, se afiadid
trietilamina (3 eq.), calentandolo a 100 °C. Posteriormente se agregd la dialquilamina
correspondiente (5 eq.) gota a gota llevando la mezcla a reflujo por 6 horas bajo agitacion
constante. El avance de la reaccion se sigui6 por TLC utilizando una mezcla de n-hexano:acetato
de etilo (8:2) como fase movil. Pasadas seis horas la reaccion se consideré completada,
determinada mediante analisis de TLC. Al culminar la reaccién, se deja enfriar a temperatura
ambiente, y se le realizd una extraccion &cido base, donde inicialmente se extrae del tolueno el
producto aminado protonado con HCI al 15%, y luego se extrae con diclorometano habiendo
neutralizado con hidréxido de sodio al 10%, con posterior secado de la fase organica aislando un
aceite amarillo correspondiente al producto aminado 8a-k. Datos detallados de las reacciones,
estado fisico, puntos de fusion se pueden encontrar en la Tabla 11. Estos intermedios fueron
debidamente caracterizados por 'H-RMN, *C-RMN vy °F-RMN para comprobar su efectiva

obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 11. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de 2-(dialquilaminometil)-5-
nitrobifenilos 8a-k a partir de 2-(bromometil)-5-nitrobifenilos 7a-d

Comp. | X, Y 7a-d EtsN R2NH 8a-k Aspecto

g (mol) g (mol) g (mol) g (%R)
82 4’F, Piperidina 0.05(0.16) | 0.048 (0.48) | 0.070(0.81) | 0.0314 (62) | Aceite amarillo
8b 4’F, Morfolina 0.05(0.16) | 0.048 (0.48) | 0.068 (0.81) | 0.0337 (66) | Aceite amarillo
8c 4°F, Pirrolidina 0.05 (0.16) | 0.048 (0.48) | 0.057 (0.81) | 0.0328 (68) | Aceite amarillo
&d 3°F, Piperidina 0.05 (0.16) | 0.048 (0.48) | 0.070(0.81) | 0.0382(76) | Aceite amarillo




8e 3’F, Morfolina 0.05(0.16) | 0.048 (0.48) | 0.068 (0.81) | 0.0406 (80) | Aceite amarillo
8f 3°F, Pirrolidina 0.05(0.16) | 0.048 (0.48) | 0.057 (0.81) | 0.0412 (85) | Aceite amarillo
89 4’CFs, Piperidina 0.04 (0.11) | 0.034 (0.33) | 0.059 (0.56) | 0.0404 (99) | Aceite amarillo
8h 4°CF3, Morfolina | 0.04 (0.11) | 0.034(0.33) | 0.061 (0.56) | 0.0232 (57) | Aceite amarillo
8i 4°CFs, Pirrolidina | 0.04 (0.11) | 0.034 (0.33) | 0.049 (0.56) | 0.0322 (83) | Aceite amarillo
8j 3’CFj3, Piperidina 0.04 (0.11) | 0.034 (0.33) | 0.047 (0.56) | 0.0369 (91) | Aceite amarillo
8k 3’CFj3, Morfolina 0.05(0.14) | 0.042 (0.42) | 0.061 (0.70) | 0.0434 (85) | Aceite amarillo
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Datos espectroscopicos:

4-((4'-Flaoro-5-nitro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperidina (8a): 32 mg
(rendimiento 62%).'"H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.17 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 7.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.40 — 7.29 (m, 2H), 7.20 — 7.08 (m, 2H), 3.37 (s, 2H), 2.28 (m,
4H), 1.53 (p, J = 5.6 Hz, 4H), 1.41 (d, J = 5.8 Hz, 2H). °F NMR (376 MHz, CDCls) § -114.01.
4-((4'-Flaoro-5-nitro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)morfolina  (8b): 34 mg
(rendimiento 66%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.17 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 7.76 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.46 (m, 2H), 7.20 (m, 2H), 3.67 (t, 4H), 3.43 (s, 2H), 2.36 (dd,
4H). **F-RMN (376 MHz, CDCls): § -113.80.
4-((4'-Flaoro-5-nitro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)pirrolidina (8c): 33 mg
(rendimiento 68%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.18 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 8.10 (d, J= 2.4
Hz, 1H), 7.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.42-7.32 (m, 2H), 7.19-7.10 (m, 2H), 3.56 (s, 2H), 2.48-2.40
(m, 4H), 1.75 (p, J = 3.1 Hz, 4H). *C-RMN (101 MHz, CDCls): 5 143.81, 140.93, 129.98, 129.90,
129.47, 123.76, 121.11, 114.38, 114.17, 56.12, 52.91, 28.64. *®F-RMN (376 MHz, CDCls): § -
114.01.

4-((3'-Flaoro-5-nitro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperidina (8d): 38 mg
(rendimiento 76%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.17 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 8.10 (d, J= 1.9
Hz, 1H), 7.78 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.41 (m, 1H), 7.18 (m, 1H), 7.14 (m, 1H), 3.37 (s, 2H), 2.29 (m,
4H), 1.53 (m, 4H), 1.40 (m, 2H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): & 163.69, 146.59, 144.44, 142.23,
141.22, 130.78, 129.49, 124.68, 123.43, 122.28, 116.61, 114.73, 60.25, 54.39, 26.01, 24.20. °F-
RMN (376 MHz, CDCls): & -112.90.

4-((3'-Fluoro-5-nitro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)morfolina (8e): 41 mg
(rendimiento 80%). *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.18 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 7.76 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.42 (m, 1H), 7.18 (m, 1H), 7.12 (m, 1H), 3.66 (m, 4H), 3.43 (s,

aceite amarillo |

aceite amarillo,

aceite amarillo

aceite amarillo

aceite amarillo
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2H), 2.36 (dd, 4H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): § 163.69, 146.69, 143.10, 130.86, 129.97,
129.54, 125.06, 123.58, 122.35, 116.53, 115.12, 66.95, 59.85, 53.33, 29.71. F-RMN (376 MHz,
CDCls): 6 -112.68.

4-((3'-Flaoro-5-nitro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)pirrolidina (8f): aceite amarillo , 41 mg
(rendimiento 85%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.18 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 8.11 (d, J= 1.9
Hz, 1H), 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.42 (m, 1H), 7.18 (m, 1H), 7.15 (m, 1H), 3.57 (s, 2H), 2.45 (m,
4H), 1.75 (m, 4H). ®C-RMN (101 MHz, CDCls): § 130.61, 129.92, 124.68, 122.45, 116.62,
116.40, 115.02, 114.81, 77.23, 57.12, 53.94, 23.60. 1°F-RMN (376 MHz, CDCls): § -112.74.
1-((5-Nitro-4'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperidina (8g): aceite amarillo , 40 mg
(rendimiento 99%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.21 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz, 1H), 8.10 (d, J=2.4
Hz, 1H), 7.80 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.37 (s, 2H),
2.28 (t, 4H), 1.52 (m, 4H), 1.40 (m, 2H). *C-RMN (101 MHz, CDCls): & 146.21, 143.98, 141.63,
130.45, 129.20, 124.79, 124.22, 122.09, 59.83, 53.92, 25.55, 23.71. 1°F-RMN (376 MHz, CDCl5):
5 -62.54.h

1-((5-Nitro-4'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)morfolina (8h): aceite amarillo , 23 mg
(rendimiento 57%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.22 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 2.5
Hz, 1H), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.69 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.68 (m, 4H),
3.43 (s, 2H), 2.36 (t, J = 4.6 Hz, 4H). *C-RMN (101 MHz, CDCls): & 146.92, 143.08, 142.36,
130.96, 129.57, 125.38, 124.87, 122.63, 66.92, 59.88, 53.32. ®F-RMN (376 MHz, CDCls): § -
60.47.

1-((5-Nitro-4'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)pirrolidina (8i): aceite amarillo , 32 mg
(rendimiento 83%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.22 (dd, J =8.5,2.5 Hz, 1H), 8.11 (d, J=2.4
Hz, 1H), 7.83 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.58 (s, 2H),
2.46 (m, 4H), 1.76 (m, 4H). *C-RMN (101 MHz, CDCl3): 146.70, 142.70, 141.60, 130.82, 129.71,
125.42, 125.38, 125.34, 124.68, 122.73.°F-RMN (376 MHz, CDCls): § -62.56.
1-((5-Nitro-3'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperidina (8)): aceite amarillo , 37 mg
(rendimiento 91%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.20 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H), 8.13 (d, J= 2.4
Hz, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.75 (m, 2H), 7.63 (m, 2H), 3.34 (s, 2H), 2.28 (t, 4H), 1.72 (m, 4H), 1.45
(m, 2H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): 5 146.81, 144.26, 142.30, 139.99, 132.57, 131.35, 130.52,
128.78, 126.34, 124.91, 124.73, 122.37, 60.52, 54.29, 24.20, 22.71. **F-RMN (376 MHz, CDCl5):
0 -62.54.
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1-((5-Nitro-3'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)morfolina (8k): aceite amarillo , 43 mg
(rendimiento 57%). *H-RMN (400 MHz, CDCls) § 8.21 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 7.88 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 7.9, 4.4 Hz, 2H), 7.64 — 7.54 (m, 2H), 3.69 — 3.55
(m, 4H), 3.40 (s, 2H), 2.37 (t, 4H). 3C-RMN (101 MHz, ): § 144.63, 140.41, 140.15, 137.34,
130.03, 129.04, 128.13, 126.48, 123.87, 122.65, 122.40, 119.98, 64.42, 57.71, 50.77. *F-RMN
(376 MHz, CDClz): 6 -62.54.

4.1.2.2.4. Reduccion de derivados de 2-(dialquilaminometil)-5-nitro-bifenilos 8a-k para dar los

correspondientes intermedios de anilina 9a-k [10>-]

X X
z
G Z  sn(3eq) G X=-N_) Z=4F
O HCI (5 M) O 3F
SICLONG ]
60°C, 2 h -N_ o -4CF4

NO, NH, -3CFj

8a-k 9a-k -~N )
En un balén fondo redondo de 10 mL provisto de un condensador, se colocd la 2-
(dialquilaminometil)-5-nitro-bifenilo 8a-k (1 eq.) correspondiente, estafio sélido (3 eq.) y HCI
concentrado (0.5 mL). Esta mezcla se calienta a una temperatura de 60 °C por 2 horas bajo
agitacion constante y es seguida por TLC. Durante el transcurso de la reaccion se aprecia la
formacion de un sélido. Al culminar, se deja enfriar a temperatura ambiente, neutraliza con adicién
de una solucién de NaOH al 10% muy lentamente. Finalmente, la solucion resultante se extrae con
diclorometano, y se seca con MgSQO4 anhidro, luego se filtra y evapora el solvente, obteniendo la
anilina correspondiente 9a-k. Datos detallados de las reacciones y estado fisico se pueden
encontrar en la Tabla 12. Estos nuevos intermedios fueron debidamente caracterizados por ‘H-
RMN, *C-RMN y °F-RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos

abajo).

Tabla 12. Datos experimentales para la reaccion de reduccion de derivados de 2-
(dialquilaminometil)-5-nitro-bifenilos 8a-k para obtener anilinas 9a-k.

Comp. | X, Y 8a-k Sn 9a-k Aspecto

g (mmol) g (mol) g (%R)
92 4’F, Piperidina 0.0314 (0.10) | 0.035(0.30) | 0.0174 (84) Aceite incoloro
9b 4’F, Morfolina 0.024 (0.08) 0.027 (0.23) | 0.0134 (82) Aceite incoloro
9c 4’F, Pirrolidina 0.0328 (0.11) | 0.039 (0.33) | 0.027 (78) Aceite incoloro




9d 3°F, Piperidina 0.0310 (0.10) | 0.035(0.30) | 0.026 (91) Aceite incoloro
%e 3’F, Morfolina 0.0406 (0.13) | 0.045(0.39) | 0.035 (95) Aceite incoloro
of 3’F, Pirrolidina 0.0412 (0.14) 0.048 (0.41) | 0.029 (71) Aceite incoloro
9 4’CF33, Piperidina | 0.0404 (0.11) | 0.040 (0.33) | 0.020 (54) Aceite incoloro
9h 4’CF33, Morfolina | 0.0232 (0.06) | 0.022 (0.19) | 0.020 (94) Aceite incoloro
9i 4’CF33, Pirrolidina | 0.0322 (0.09) | 0.032(0.27) | 0.020 (68) Aceite incoloro
9j 3°CF33, Piperidina | 0.0369 (0.10) | 0.036 (0.30) | 0.025 (74) Aceite incoloro
9k 3’CF33, Morfolina | 0.0434 (0.12) | 0.042 (0.36) | 0.021 (53) Aceite incoloro
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Datos espectroscopicos:
4'-FlUoro-6-(piperidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-amina  (9a):
(rendimiento 84%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 7.45 (m, 2H), 7.25 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.18
(m, 2H), 6.56 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.22 (s, 2H), 2.25 (m, 4H), 1.49 (m, 4H), 1.41 (m, 2H). *C-
RMN (101 MHz, CDCla): § 161.53 (J=250 Hz), 143.35, 141.18, 136.06, 130.11, 129.47 (J=7.9
Hz) 124.31, 115.03, 112.98 (J =80 Hz), 112.37, 58.31, 52.26, 24.29, 22.76.°F-RMN (376 MHz,
CDCls): 6 -116.33.

4'-Fluoro-6-(morfolin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-amina

aceite incoloro, 17 mg

(9b):  aceite
(rendimiento 82%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 7.44 (m, 2H), 7.20 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.15
(m, 2H), 6.65 (dt, J = 8.3, 2.7 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.68 (m, 4H), 3.23 (s, 2H), 2.32
(t, J = 4.7 Hz, 4H). 8C-RMN (101 MHz, CDCla): & 161.07 (J = 250 Hz), 143.08, 140.83, 135.40,
129.59, 128.80, 123.05, 114.64, 112.51, 111.73, 64.97, 57.74, 50.93. F-RMN (376 MHz,
CDCls): 6 -116.13.
4'-Flaoro-6-(pirrolidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-amina  (9c¢):
(rendimiento 78%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): & 7.42(m, 2H), 7.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.08
(m, 2H), 6.67 (dd, J = 8.2, 2.6 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.40 (s, 2H), 2.39 (ddd, J = 6.7,
4.0, 1.4 Hz, 4H), 1.70 (p, 4H). *C-RMN (101 MHz, CDCls): § 163.19 (J = 250 Hz), 144.92,
142.09, 137.63, 131.46, 126.93, 123, 116.58, 114.73 (J=80 Hz), 114.27, 56.74, 53.67, 23.44. 1°F-
RMN (376 MHz, CDCls): 6 -116.26.
3'-Fluoro-6-(piperidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-amina  (9d):
(rendimiento 91%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 7.33 (m, 1H), 7.29 (m, 2H), 7.23 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 7.17 (dt, J = 7.6, 1.3 Hz, 1H), 7.01 (tdd, J = 8.4, 2.7, 1.0 Hz, 1H), 3.20 (s, 2H), 2.25 (m,
4H), 1.53 (m, 4H), 1.38 (dt, J = 11.8, 5.5 Hz, 2H). *F-RMN (376 MHz, CDCls): & -114.26.

incoloro, 13 mg

aceite incoloro, 27 mg

aceite incoloro, 26 mg
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3'-Flaoro-6-(morfolin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-amina  (9e): aceite incoloro, 35 mg
(rendimiento 95%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): & 7.34 (m, 1H), 7.30 (m, 1H), 7.22 (m, 1H), 7.09
(d, J =8.3 Hz, 1H), 7.02 (tdd, J = 8.5, 2.7, 1.0 Hz, 1H), 6.66 (dd, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H), 6.60 (d, J
= 2.6 Hz, 1H), 3.67(m, 4H), 3.24 (s, 2H), 2.37 (m, 4H). °F-RMN (376 MHz, CDCls): & -114.14.
3'-Flaoro-6-(pirrolidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-amina  (9f): aceite incoloro, 29 mg
(rendimiento 71%).*H-RMN (400 MHz, CDCls3) & 7.35 (m, 1H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.22 (dt,
J=10.2, 2.2 Hz, 1H), 7.19 (m, 1H), 7.02 (dt, J = 8.7, 4.4 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 8.2, 2.6 Hz, 1H),
6.58 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.42 (s, 2H), 2.44 (m, 4H), 1.71 (m, 4H). °*F-RMN (376 MHz, CDCls):
5 -113.99.

6-(Piperidin-1-ilmetil)-4'-(trifliorometil)-[1,1'-bifenil]-3-amina (9g): aceite incoloro, 20 mg
(rendimiento 54%).H-RMN (400 MHz, CDCls): § 7.65 (m, 4H), 7.26 (s, 1H), 6.69 (dd, J = 8.2,
2.5 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.18 (s, 2H), 2.24 (s, 4H), 1.48 (p, J = 5.6 Hz, 4H), 1.37 (d,
J =5.6 Hz, 2H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): § 144.15, 143.63, 140.94, 130.41, 128.44, 127.24,
123.24,123.18, 121.61, 114.98, 112.95, 58.71, 52.52, 27.94, 23.03. 1°F-RMN (376 MHz, CDCl5):
0 -62.28.

6-(Morfolin-1-ilmetil)-4'-(triflGorometil)-[1,1'-bifenil]-3-amina (9h): aceite incoloro, 20 mg
(rendimiento 94%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 7.66 (m, 4H), 7.22 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.68
(dd, J = 8.2, 2.5 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.61 (t, 4H), 3.22 (s, 2H), 2.31 (t, 4H). *3C-
RMN (101 MHz, CDCl3): 6 144.34, 144.30, 141.47, 130.82, 129.12, 128.66, 127.91, 124.01,
123.54, 115.43, 113.20, 66.03, 58.83, 51.97. F-RMN (376 MHz, CDCls): § -62.36 (d, J = 29.5
Hz).

6-(Pirrolidin-1-ilmetil)-4'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-3-amina (9i): aceite incoloro, 20 mg
(rendimiento 68%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 7.68 (m, 4H), 7.30 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.70
(dd, J = 8.2, 2.5 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.38 (s, 2H), 2.46 (m, 4H), 1.71 (m, 4H). C-
RMN (101 MHz, CDCl3): 6 145.42, 145.07, 141.70, 131.44, 129.89, 128.78, 126.71, 124.73,
124.67, 116.29, 114.71, 56.73, 53.64, 23.44. *°®F-RMN (376 MHz, CDCls): & -62.10 (m).
6-(Piperidin-1-ilmetil)-3'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-3-amina (9j): aceite incoloro, 25 mg
(rendimiento 74%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): & 7.93 (s, 1H), 7.65 (m, 2H), 7.47 (t,J = 7.7 Hz,
1H), 7.20 (d, J=8.1 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.1, 2.5 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.15 (s, 2H),
2.26 (s, 4H), 1.59 (m, 4H), 1.38 (m, 2H). **C-RMN (101 MHz, CDClz): § 144.13, 141.42, 141.34,
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131.65, 131.15, 129.01, 128.70, 126.92, 125.68, 124.97, 122.34, 115.52, 113.02, 59.36, 52.75,
28.56, 24.82. 'F-RMN (376 MHz, CDCls): § -62.42.
6-(Morfolin-1-ilmetil)-3'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-3-amina (9K): aceite incoloro, 21 mg
(rendimiento 53%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): § 8.00 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 8.7, 6.8
Hz, 2H), 7.49 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.1, 2.5 Hz, 1H), 6.62 (d,
J=25Hz, 1H), 3.63 (t, 4H), 3.18 (s, 2H), 2.34 (m, 4H). *C-RMN (101 MHz, CDCls): § 143.70,
140.74, 140.48, 130.72, 130.71, 130.48, 127.95, 126.28, 124.80, 123.13, 121.67, 114.86, 112.14,
65.16, 58.37, 51.07. °F-RMN (376 MHz, CDCls3): § -62.41.

4.1.2.2.5. Sintesis de derivados de 7-cloro-N-(6-(dialquilamino)metil)bifenil-3-il)quinolin-4-

aminas 10a-k [100. 28]

X
X = —N:> Z=-4F
X G Cl HN — -3F
z _ )
HCI (cat.) e z N_O -4CFs
O + ~ X -3CF3
P EtOH _ —N:>
Cl N 95°C,24h  Cl N
NH, 19 10a-k
9a-k

En un balén de 10 mL provisto de un condensador, se colocé 4,7-dicloroquinolina 1g (1 eq.)
disuelta en etanol y dos gotas de HCI concentrado, seguida de la adicion de la anilina
correspondiente 9a-k (1.1 eq) disuelta en etanol. Luego, esta mezcla se calienta a reflujo por 24
horas bajo agitacion constante y se sigue por TLC, empleando una mezcla n-hexano/acetato de
etilo (1:1). Durante el transcurso de la reaccion se aprecia la formacion de un sélido. Al culminar,
se deja a temperatura ambiente y el sélido resultante se filtra al vacio obteniendo el clorhidrato del
producto de sustitucion. La solucion etanolica se evapora y sobre la mezcla resultante se adiciona
una solucion de NaOH 20%, precipitando un sélido que se filtra al vacio y se purifica por
cromatografia en columna empleando un gradiente de polaridad, iniciando con una mezclas n-
hexano/acetato de etilo de polaridad ascendente para ir aislando la 4,7-dicloguinolina, seguido de
contaminante de 4-etoxi-7-cloroquinolina hasta una acetato de etilo para ir aislando el producto de
residuos de la anilina no reaccionante. El producto final 10a-k fue obtenido como sélido de color
blanco o amarillo. Datos detallados de las reacciones, estado fisico, puntos de fusion se pueden

encontrar en la Tabla 13. Estos nuevos derivados finales deshidroxilados de isotebuquinas fueron
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debidamente caracterizados por *H-RMN, *C-RMN vy °*F-RMN para comprobar su efectiva

obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Tabla 13. Datos experimentales para la reaccion de sintesis de derivados de 7-cloro-N-(6-

(dialquilamino)metil)bifenil-3-il)quinolin-4-aminas 10a-k.

Comp. | X, Y 9a-k 1g 10a-k Aspecto P.f. (°C)
g (mmol) g (mmol) g (%R)

10a 4°F, Piperidina 0.030 (0.11) | 0.025 (0.13) | 0.0127 (23) Sélido blanco 177.2-178.0
10b 4’F, Morfolina 0.030 (0.10) | 0.025 (0.13) | 0.021 (58) Sélido marrén 165.3-165.8
10c 4°F, Pirrolidina 0.039 (0.14) | 0.034 (0.17) | 0.039 (63) Soélido amarillo palido | 165.5-166.0
10d 3°F, Piperidina 0.026 (0.09) | 0.021 (0.11) | 0.013 (32) Sélido amarillo palido | 185.7-186.4
10e 3°F, Morfolina 0.035 (0.12) | 0.028 (0.15) | 0.027 (50) Sélido amarillo palido | 186.2- 187.0
10f 3°F, Pirrolidina 0.029 (0.10) | 0.023(0.12) | 0.029 (69) Sélido amarillo palido | 185.3-185.7
10g 4’CFs, Piperidina 0.020 (0.06) | 0.014 (0.07) | 0.012 (41) Soélido amarillo palido | 179.6-180.0
10h 4’CF3, Morfolina 0.020 (0.06) | 0.014 (0.07) | 0.022 (75) Sélido amarillo palido | 173.2- 173.6
10i 4°CFs3, Pirrolidina 0.02 (0.06) | 0.014 (0.07) | 0.013 (43) Sélido blanco 183.2- 183.8
10j 3’CFs, Piperidina 0.025 (0.07) | 0.017 (0.10) | 0.026 (70) Soélido amarillo palido | 163-164
10k 3’CF3, Morfolina 0.021 (0.06) | 0.015(0.08) | 0.028 (90) Sélido blanco N/D

Datos espectroscopicos:

7-Cloro-N-(4'-flaoro-6-(piperidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina (10a): sélido
blanco, 12.7 g (rendimiento 23%). P.f.: 177.2 -178.0°C. 'H-RMN (400 MHz, acetone-ds): & 8.40
(s, 1H), 8.23 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.44 (dd, J = 8.7, 5.8 Hz, 3H), 7.37 (d,
J=9.1Hz, 1H), 7.27 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.07 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 2.8,
1H, NH), 3,44 (s, 2H), 2.21 (m, 4H), 1.41 (m, 6H)."3C-RMN (101 MHz, acetone-ds): & 163.35,
160.92, 151.97, 150.03, 147.92, 142.91, 139.19, 137.27, 134.46, 131.64, 129.42, 128.20, 125.22,
123.74, 123.47,120.94, 114.72, 114.51, 102.30, 59.96, 53.84, 29.71, 24.10. °F-RMN (376 MHz,
acetone-ds): 6 -117.20.
7-Cloro-N-(4'-fluoro-6-(morfolin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina (10b): solido
marrén, 27.0 g (rendimiento 58%). P.f.: 165.3 -165.8°C. *H-RMN (400 MHz, acetone-ds): 5 8.40
(d, J=4.7 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H, NH), 8.22 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.45 (dd,
J=8.7,5.5Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 9.0, 2.1 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 8.2, 2.3
Hz, 1H), 7.18 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 9.0, 9.1 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 5.2 Hz, 1H). *C-
RMN (101 MHz, acetone-ds): 6 163.36, 160.93, 152.03, 150.11, 147.95, 142.98, 139.35, 137.26,
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134.42, 131.67, 131.34, 131.26, 128.29, 125.21, 123.81, 123.44, 120.86, 114.51, 102.33, 66.61,
59.90, 53.26. *F-RMN (376 MHz, acetone-ds): & -117.17.
7-Cloro-N-(4'-flaoro-6-(pirrolidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina (10c): sélido
amarillo palido, 39.0 g (rendimiento 63%). P.f.: 165.5 -166.0°C. 'H-RMN (400 MHz, CDCls): §
8.56 (d, J =5.3 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.48 (m, 3H), 7.28 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.14 (m, 2H), 7.03 (d, J =
5.3 Hz, 1H), 6.71 (s, 1H), 3.51 (s, 2H), 2.50 (m, 4H), 1.81 (m, 4H). *C-RMN (101 MHz, CDCls):
0 162.00, 159.55, 150.55, 148.28, 146.05, 141.13, 136.49, 135.13, 133.88, 132.22, 129.97, 129.67,
127.63, 124.70, 122.51, 120.00, 119.69, 116.65, 113.64, 113.43, 101.11, 55.53, 52.46, 22.08. 1°F
RMN (376 MHz, CDCls): 8 -115.28.
7-Cloro-N-(3'-fldoro-6-(piperidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina (10d): sélido
amarillo palido, 13.0 g (rendimiento 32%). P.f.: 185.7 -186.4.0°C. *H-RMN (400 MHz, CDCl5):
6 8.58 (d, J =5.3 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.46 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H), 7.37 (td, J = 8.0, 5.9 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 5.4, 2.8 Hz, 1H),
7.21 (m, 2H), 7.07 (m, 2H), 6.65 (s, 1H), 3.35 (s, 2H), 2.34 (m, 4H), 1.54 (m, 4H), 1.42 (m, 2H).
8F-RMN (376 MHz, CDCl3): & -113.55.
7-Cloro-N-(3'-flioro-6-(morfolin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina (10e): solido
amarillo pélido, 27.0 mg (rendimiento 50%). P.f.: 186.2-187.0°C. *H-RMN (400 MHz, CDCls): &
8.58 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 7.47 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H), 7.38 (td, J = 8.0, 6.0 Hz, 1H), 7.31 (m, 1H), 7.18 (t, J = 1.3
Hz, 1H), 7.10 (m, 2H), 6.73 (m, 1H), 3.68 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 3.38 (s, 2H), 2.39 (d, J = 5.1 Hz,
4H). BC-RMN (101 MHz, CDCls): § 162.37 (Jc.r = 244.4 Hz), 150.62, 146.06, 141.92 (Jcc.c.F =
1.8 Hz), 141.50 (Jc-cFr = 7.8 Hz), 137.10, 134.20, 130.63, 130.59, 128.34 (JccF = 8.4 Hz), 127.79,
125.03, 123.80 (Jc-c-c-c-F = 2.8 Hz), 122.54, 119.98 (Jc.c.F =15.3 Hz), 116.85, 115.40 (Jc-c-F =
21.9 Hz), 113.09 (Jc-c-F = 20.9 Hz),101.41, 65.83, 58.67, 51.97. °F-RMN (376 MHz, CDCls): §
-114.63.

7-Cloro-N-(3'-fluoro-6-(pirrolidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina (10f) (forma
protonada): sélido amarillo palido, 29.0 g (rendimiento 69%). P.f.: 185.3-185.7 °C. 'H-RMN
(400 MHz, D20): 6 8.29 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8.23 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
7.72 (d, J =8.3 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 9.1, 2.1 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H), 7.48 (m,
1H), 7.42 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.24 (m, 3H), 6.97 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 4.43 (s, 2H), 3.35 (m, 2H),
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2.77 (m, 2H), 1.81 (m, 1H). **C-RMN (101 MHz, D20): 5 162.95 (Jc.r = 161.5 Hz), 155.51, 143.83
(Jecc-F = 2.1 Hz), 142.61, 139.97, 138.74, 137.93, 132.58, 130.81 (Jc-ccF = 8.4 Hz), 128.17,
127.40, 127.00, 125.48 (Jc-cc-F = 2.7 Hz), 125.18, 124.31, 119.37, 116.49, 116.22, 116.04, 115.13
(Jc-c-F = 21.1 Hz), 100.59, 54.15, 53.80, 22.02. F-RMN (376 MHz, D20): 5 -112.68.
7-Cloro-N-(6-(piperidin-1-ilmetil)-4'-(trifliorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina
(109): sélido amarillo palido, 12.0 g (rendimiento 41%). P.f.: 179.6-180.0 °C. *H-RMN (400 MHz,
CDCls): § 8.51 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.60 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.1, 2.6 Hz, 1H),
7.09 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 6.59 (s, 1H), 3.27 (s, 2H), 2.25 (s, 4H), 1.48 (s,
4H), 1.35 (s, 2H). 1°F NMR (376 MHz, CDCls) & -62.95.
7-Cloro-N-(6-(morfolin-1-ilmetil)-4'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina
(10h): sélido amarillo palido, 22.0 g (rendimiento 75%). Punto de fusion: 173.2 — 173.6 °C. H
RMN (400 MHz, CDClz): 6 8.49 (d, J =5.4 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.51 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 7.13
(d, J=2.4 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 6.74 (s, 1H) , 3.59 (t, 4H), 3.30 (s, 2H), 2.31 (t, 4H).
13C-RMN (101 MHz, CDCls): § 160.74, 155.61, 151.44, 149.73, 142.56, 141.32, 131.87, 130.25,
129.19, 127.98, 127.00, 124.73, 123.32, 122.08, 119.82, 119.59, 118.62, 116.31, 100.91, 65.36,
58.24, 51.53. F-RMN (376 MHz, CDCls): § -62.95.
7-Cloro-N-(6-(pirrolidin-1-ilmetil)-4'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina
(10i): solido amarillo palido, 13 g (rendimiento 43%). Punto de fusion: 183.2 — 183.8 °C. H-
RMN (400 MHz, CDClz): 6 8.57 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 7.68 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.60 (t, J = 7.7 Hz, 3H), 7.47 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H), 7.31 (dd, J
=8.3,2.5 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 6.65 (s, 1H), 3.51 (s, 2H),
2.51 (m, 4H), 1.76 (m, 4H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): § 151.58, 149.33, 146.94, 143.92,
141.76, 137.70, 134.98, 133.27, 131.16, 129.42, 129.15, 128.72, 125.83, 125.15, 124.62, 123.23,
121.43, 120.65, 117.70, 102.22, 56.57, 53.46, 23.13. **F-RMN (376 MHz, CDCls) & -62.95.
7-Cloro-N-(6-(piperidin-1-ilmetil)-3'-(trifldorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina
(10j), sélido amarillo palido, 26.0 g (rendimiento 70%). P.f.: 163.6-164.0 °C. 'H-RMN (400 MHz,
acetone-ds): 6 8.41 (s, 1H), 8.23 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.81 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.72
(m, 1H), 7.57 (dt, J = 15.3, 7.8 Hz, 2H), 7.44 (m, 2H), 7.32 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 7.25 (d, J =
2.3 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 3.19 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 2.23 (m, 4H), 1.39 (m, 4H), 1.33
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(m, 2H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls): § 152.41, 150.46, 148.27, 142.90, 142.53, 140.05, 134.83,
133.59, 133.58, 132.70, 129.84, 129.27, 128.66, 126.73, 125.63, 124.20, 124.16, 123.84, 121.47,
119.12, 102.84, 60.81, 54.13, 26.15, 24.58. 1F NMR (376 MHz, acetone-ds): & -62.85.
7-Cloro-N-(6-(morfolin-1-ilmetil)-3'-(triflGorometil)-[1,1'-bifenil]-3-il)quinolin-4-amina
(10k): sélido amarillo palido, 28.0 g (rendimiento 90%). *H-RMN (400 MHz, acetone-de): & 8.44
(m, 1H), 8.25 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.70 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.60 (m, 1H),
7.58 (d, J=7.5 Hz, 1H), 7.41 (m, 2H), 7.33 (m, 2H), 7.29 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 5.5 Hz,
1H), 3.45 (t, 4H), 3.25 (s, 2H), 2.7 (m, 4H). C-RMN (101 MHz, CDCls): § 152.41, 150.46,
148.27, 142.90, 142.53, 140.05, 134.83, 133.59, 133.58, 132.70, 129.84, 129.27, 128.66, 126.73,
125.63, 124.20, 124.16, 123.84, 121.47, 119.12, 102.84, 60.81, 54.13, 26.15, 24.58. 1°F NMR (376
MHz, acetone-ds): 6 -62.13.

4.1.2.3 Sintesis de compuestos controles
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Esquema 5. Ruta para preparacion de derivados de grupo control 11a-f. Condiciones de reaccion:
(@) 1g (1 eq.), anilina correspondiente (1.2 eq.), HCI (cat.), etanol, 95 °C, 24 h. (b) 1g (1 eq.),
dialquilamina correspondiente (4 eq.), etanol, 95 °C, 24 h. (c) etanol, HCI (cat.), 95 °C, 24 h.

Procedimiento general: Para la preparacion de las quinolinas 11a, 11b y 11c, en un balén de 10
mL provisto de un condensador, se coloco 4,7-dicloroquinolina 1g (1 eq.) disuelta en etanol y dos
gotas de HCI concentrado, seguida de la adicion de la anilina correspondiente (1.1 eq) disuelta en
etanol siguiendo estrategia reportada con ligeras modificaciones [l Para el caso de la
preparacion de los compuestos 11d y 1le, no se agreg6 la gota de HCI. Para el caso de la
preparacion de 11f, no se utilizd ningun tipo de anilina o dialquilamina, solo el etanol actuando
como disolvente y nucledfilo. Luego, la mezcla resultante se calienta a reflujo por 24 horas bajo
agitacion constante y se sigue por TLC, empleando una mezcla n-hexano/acetato de etilo (1:1).
Durante el transcurso de la reaccién se aprecia la formacién de un sélido. Al culminar, se deja a
temperatura ambiente y el solido resultante se filtra al vacio obteniendo el clorhidrato del producto
de sustitucién para los compuestos 11a-c. Para los compuestos 11d-f, la solucion etandlica se
evapora y sobre la mezcla resultante se adiciona una solucion de NaOH 20%, precipitando un
solido que se filtra al vacio y se purifica por cromatografia en columna empleando un gradiente de
polaridad, iniciando con una mezcla n-hexano/acetato de etilo de polaridad ascendente para ir
aislando la 4,7-dicloguinolina. Los productos finales 11a-f fueron obtenidos como solido de color
blanco o amarillo. Estos compuestos finales controles fueron debidamente caracterizados por *H-
RMN y 3C-RMN para comprobar su efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Datos espectroscopicos:

7-Cloro-N-(p-tolil)quinolin-4-amina 11a: sélido amarillo, 54 mg (rendimiento 68%). *H-RMN
(400 MHz, metanol-ds): 6 8.36 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 2.2 Hz,
1H), 7.50 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 1.8 Hz, 4H), 6.83 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H).
13C-RMN (101 MHz, metanol-ds): § 150.99, 150.33, 148.79, 136.95, 135.31, 134.95, 129.78,
126.33, 125.17, 123.84, 123.27, 118.00, 100.82, 19.62.
7-Cloro-N-(p-clorofenil)quinolin-4-amina 11b: sélido amarillo, 65 mg (rendimiento 73%). H
RMN (400 MHz, DMSO-deg): 6 8.77 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8.57 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 2.1
Hz, 1H), 7.91 (dd, J = 9.1, 2.1 Hz, 1H), 7.65 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.50 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.86 (d,
J = 7.0 Hz, 1H). C-RMN (101 MHz, DMSO-ds): & 155.23, 144.35, 139.64, 138.99, 136.46,
132.20, 130.48, 128.04, 127.67, 126.38, 119.98, 116.53, 101.04.
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7-Cloro-N-(m-hidroxifenil)quinolin-4-amina 11c: sélido amarillo, 61 mg (rendimiento 69%).
'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): § 10.94 (s, 1H), 9.95 (s, 1H), 8.75 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8.54 (d, J
=7.1Hz, 1H), 8.08 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.89 (dd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H), 7.37 (m, 1H), 6.89 (d, J=5.6
Hz, 1H), 6.80 (m, 3H). *C-RMN (101 MHz, DMSO-ds): § 159.21, 155.33, 144.07, 139.57, 138.93,
138.29, 131.27, 127.88, 126.36, 119.85, 116.35, 116.08, 115.31, 112.61, 100.96.
7-Cloroquinolin-4-morpholina 11d: sélido amarillo, 54 mg (rendimiento 48%). *H-RMN (400
MHz, CDClz3): 6 8.67 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.36
(dd, J = 9.0, 2.1 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.11-3.83 (m, 4H), 3.27-3.02 (m, 4H). *C-
RMN (101 MHz, CDCl3): 8 156.79, 152.01, 150.20, 135.04, 129.02, 126.36, 124.99, 121.81,
108.95, 66.83, 52.63.

7-Cloroquinolin-4-pirrolidina 11e: sélido amarillo, 54 mg (rendimiento 48%). *H-RMN (400
MHz, DMSO-de): 6 8.39 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 8.33 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 2.4 Hz, 1H),
7.37 (dd, J=9.2, 2.4 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 3.68 (t, 4H), 2.00 (t, 4H). **C-RMN (101
MHz, DMSO-de): 8 152.29, 150.73, 150.58, 133.62, 128.17, 127.46, 123.60, 119.41, 103.48,
52.39, 25.94.

7-Cloroquinolin-4-etoxi 11f: sélido amarillo, 65 mg (rendimiento 49%). 'H NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 8.72 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.44
(dd, J=8.9, 2.1 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.27 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.61 (t, 3H). 3C-RMN
(101 MHz, CDCls): 6 161.63, 152.57, 149.77, 135.68, 127.87, 126.42, 123.55, 119.92, 100.90,
64.34, 14.45.
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4.2. Biologia

4.2.1 Cribado de compuestos en macrofagos humanos infectados con una linea

bioluminiscente de Leishmania infantum

4.2.1.1 Cultivo de parasitos, linea bioluminiscente de Leishmania infantum

Se utiliza una linea bioluminiscente de Leishmania infantum que expresa de forma constitutiva
una luciferasa de Photinus pyralis (PpyRE9H o RE9HLUC) B y que se mantiene en estado
infectivo por ciclos de infeccion de ratones Balb/cJ [protocolo del Comité y Uso de Animales
(CEUA), Institut Pasteur de Montevideo numero 013-2023] y aislamiento de paréasitos de bazo de
animales infectados (11,

La forma promastigote de L. infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP263) se cultivd en medio
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) con GlutaMAX™ (Invitrogen), complementado
con 25 mM de sal sodica de HEPES (MERCK®) a pH 7,4, 10% v/v de suero fetal bovino inactivado
(SFBI, Gibco®), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco®) y 15 pug/mL
higromicina B de Streptomyces hygroscopicus (Gibco®), en botella de cultivo con tapa de cierre
hermético de 25 cm? (Corning®), en incubador a 28 °C.

Los parasitos se mantienen en cultivo por un mes, mas alla de eso, pierden infectividad y deben

ser descartados.

4.2.1.2 Cultivo de la linea celular monocitica humana

Las células de la linea monocitica humana THP-1 (ATCC® TIB-202™) se cultivaron en una
botella de cultivo de 175 cm? con tapa ventilada (Corning®) en una atmoésfera humidificada de 5%
CO2/ 95% aire a 37 °C, en medio RPMI complementado con 10% v/v de SFBi, 100 U/mL de
penicilinay 100 pg/mL de estreptomicina (medio completo RPMI para THP-1).

4.2.1.3 Conteo de células

La concentracion de macrofagos viables se cuenta luego de tefiir la muestra con azul de tripan
(MERCK®) 0.2% plv.

La concentracion de paréasitos viables fue determinada luego de realizar una dilucién en PBS —

glucosa 1% p/v, contando paréasitos moviles.
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Se utiliza un microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) y una cdmara de Neubauer (Precicolor
HBG).

4.2.1.4 Preparacion de fArmacos y compuestos

Se prepara una solucion madre en DMSO (MERCK®), que se diluye a una solucién intermedia en
DMSO, para después preparar una solucion de trabajo en medio de cultivo completo RPMI para
THP-1, que se coloca en la placa de 96 pocillos (Corning®), para crear la placa de compuestos.
Anfotericina B: a partir de una solucion madre 0.27 mM (version genérica de la Fungizona®, en
la forma de deoxicolato de sodio, Gibco®), se prepara una solucion intermedia 20 uM en DMSO
y de esta una solucion de trabajo 0.1 pM (CEso) agregando 6 pL en 1194 pL de medio completo
RPMI para THP-1, en un tubo conicos de 1.5 mL (Corning®).

Miltefosina (MERCK®): en cabina de flujo laminar, se prepara una solucién madre 20 mM en agua
destilada y se esteriliza con filtro de 0.22 micras (MERCK®). Luego se realiza una dilucion en
agua destilada estéril para obtener una solucién 1 mM y de esta una solucion de trabajo 5 uM
(CEsp) agregando 6 pL en 1194 pL de medio completo RPMI para THP-1, en un tubo cénico de
1.5mL.

Cloroquina: en cabina de flujo laminar, se prepara una solucién madre 20 mM en agua destilada y
se esteriliza con filtro de 0.22 micras (MERCK®). Luego se realiza una dilucion en agua destilada
estéril para obtener una solucién 4 mM y de esta una solucion de trabajo 20 uM (CEso) agregando
6 uL en 1194 pL de medio completo RPMI para THP-1, en un tubo cénico de 1.5 mL.
Compuestos: dependiendo de la solubilidad del compuesto se preparan soluciones madre a 25,
12,5 0 6.25 mM in DMSO que se disuelven por vortexeo. Para un cribado primario, desde la
solucion madre se preparan soluciones intermedias 4 y 1 mM en DMSO. Preparar las soluciones
de trabajo agregando 6 pL de las soluciones intermedias en un tubo cénico de 1.5 mL, conteniendo
1194 pL de medio completo RPMI para THP-1, se mezcla por pipeteo y se chequea visualmente
solubilidad (concentraciones finales de los compuestos evaluados en el cribado primario son 20 y
5 pM). Se agregan 270 pL por pocillo (cuadruplicado) en la placa de compuestos acorde al
esquema que se muestra en la Figura 11.

Para estudios de concentracion-respuesta, dependiendo de la actividad del compuesto en el cribado
primario, realizar diluciones seriadas 1:2 0 1:3 en DMSO ya sea de la solucion intermedia 4- 0 1-

mM. El rango de concentraciones evaluadas debe cubrir valores de viabilidad parasitaria de 100 a
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0%, de forma de ser capaz de dar una aproximacion a la CEso, definida como la concentracion de

compuesto que baja la viabilidad parasitaria 50 £ 10%.

Control negativo
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

S
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Control positivo
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Figura 11. Esquema de plaqueo para cribado de compuestos y lectura del ensayo. Cada condicion
de compuesto (Cn, compuestos a determinada concentracion) es evaluado por cuadruplicado, por
triplicado para bioluminiscencia y monoplicado para microscopia (pocillos marcados en gris). El
control negativo (rectangulo en azul) corresponden a las células tratadas con DMSO 0.5% (v/v) y
el control positivo (rectangulo en rojo) a las células tratadas con anfotericina B 0.1 uM (CEsp) 0
miltefosina 5 uM (CEsp). Este esquema fue tomado de la referencia nimero 32 y traducido al

espafol.

4.2.1.5 Ensayo de cribado

El protocolo descrito por Benitez, [*21 fue adaptado sustituyendo la célula hospedera, el macréfago
de la linea J774.A1 (ATCC® TIB67 ™), por macrdfagos derivados de la linea monocitica humana
THP-1. Esta linea celular se cultivd en una botella de cultivo de 175 cm?2 con tapa de ventilacion
(Corning®), se transfirié a un tubo conico de 50 mL y se incub6 con 100 ng/mL de forbol 12-
miristato 13-acetato. Posteriormente, se transfieren con pipeta de 8 canales a una placa de cultivo
de 96 pocillos (que le Ilamaremos, placa de cribado), 200 puL/150,000 monocitos por pocillo.
Después de 2 dias, se lavan los macrofagos con PBS y se infectan con promastigotes en fase

estacionaria en una relacion 1:4, durante 24 h. Previo a la infeccion hay que asegurarse que no



69

queden restos del antibidtico de seleccion (higromicina) en el cultivo de parasitos, por lo que se
hacen 2 lavados en PBS — glucosa 1% p/v y se resuspenden en medio completo de RPMI para
THP-1.

Luego de realizar la infeccidn, la placa se lava tres veces con 200 pL de PBS preincubado a 37 °C,
asegurando que se eliminan los parasitos no internalizados por la célula hospedera y se transfieren
200 pL desde la placa de compuestos a la placa de cribado. Se incuba durante 4 dias.

El procedimiento de lectura es el mismo descrito por Benitez, 21 empleando el kit de PROMEGA
E4530, que incorpora dos componentes, uno que permite la lisis celular (buffer de lisis x 5,
PROMEGA E397A) y otro la posterior determinacion bioluminiscencia (BL) con el reactivo, LAR
(Luciferase Activity Reagent, PROMEGA E151A). Tres pocillos se lisan y se utilizan para medir
carga parasitaria por BL. Uno de los pocillos se fija con etanol absoluto (CARLO ERBA) y se
analiza por microscopia de fluorescencia.

Una representacion esquematica del ensayo se muestra en la Figura 12.

-6 (Vi) -5(Sa) -4Do) -3(QLw -2(Ma) -1(Mi) o(u) ............ + 4 (Lu)

Sembrar 20x10°
promastigotes en 20 mL Cultivo de pam’sjtos
(botella con tapa de cierre
hermético de 25 cm?)

Lavar e infectar

con 0.75x10%
por pocillo (96 pocillos)
!
' '
Lavar y plaquear Lavar,

compuestos preparar ¥ leer

(384 pocillos)

Sembrar 0.2x10° Agregar PMA 100 ng/mL
monocitos THP-1 en 30 mL y plaquear 0.15x10°
(botella con tapa ventilada por pocillo. . . .
de 175 cm?) Cultivo de monocitos THP-1/macrofagos

Figura 12. Cronograma para el ensayo de cribado de compuestos versus macr6fagos humanos
derivados de monocitos THP-1 con una linea bioluminiscente de Leishmania infantum. Arriba se
indican los dias, jueves (dia 0), es el momento cuando se transfieren los compuestos (desde la
placa de compuestos) hacia los macréfagos infectados (placa de cribado). En azul y en rojo se
indican los procedimientos que involucran la manipulacion de parasitos y macrofagos,
respectivamente, mientras que en negro los procedimientos de infeccion o con celulas infectadas.
PMA, forbol 12-miristato 13-acetato.
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4.2.1.6 Lectura de viabilidad parasitaria por bioluminiscencia

En las filas B a G (ver Figura 11), agregar 30 uL del buffer de lisis x 1 por pocillo y homogenizar
exhaustivamente para asegurar el lisado celular pipeteando de forma circular contra el borde del
pocillo, de arriba hacia abajo, diez veces. Ajustar el volumen de forma de obtener una sefial para
el control negativo (DMSOQO) en el orden de 0.5 a 1 millén de unidades relativas de luminiscencia
y transferir dicho volumen desde la placa de cribado a una placa de lectura opaca de 384 pocillos
(NUNC®) (placa de lectura). Incubar dicha placa a 30 °C por 5 min en el lumindmetro [LUM Istar
OPTIMA Microplate (BMG LABTECH)]. Descongelar el LAR a temperatura ambiente. Agregar
30 pL por pocillo. Medir intensidad de BL configurando los siguientes parametros: 30 °C de
temperatura, 10 segundos de agitacion, 5 segundos de adquisicion por pocillo, 0.2 segundos de

espera en la medida, méaxima ganancia.

4.2.1.7 Lectura por microscopia para evaluar densidad celular y confirmacion de compuestos
activos

En las filas Ay H (ver Figura 11), remover el etanol de las filas fijadas y agregar 100 pL de verde
de metilo 0.0004% w/v en PBS para tefiir ADN 23, Inspeccionar por microscopia de fluorescencia
(microscopio de fluorescencia invertido Olympus 1X-81 equipado con una camara ORCA,
Hamamatsu y el programa libre uManager, B4 longitud de onda de excitacion 633 nm y longitud
de onda de emisién 677 nm). Capturar cinco iméagenes con aumento 100 x (visién panoramica del
pocillo control cualitativo de toxicidad sobre la célula hospedera) y al menos 10 imagenes con
aumento 400 x cubriendo los 4 cuadrantes y el centro del pocillo. Se realiza una evaluacion
cualitativa de densidad de células hospederas en el pocillo y de carga parasitaria.

Se define una condicion como no toxica si se mantienen adheridas méas de un 80% de las células
hospederas y tdxica si se despegan mas de un 80%.

Se define cleareance, como una disminucion de carga de amastigotas mayor al 90% relativo al
control negativo, ver Figura 13).

Las imagenes son procesadas con el programa FIJI 31,
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Figure 13. Iméagenes de cultivos de macréfagos humanos infectados tefiidos con verde de metilo
(ADN), tomadas con microscopio de fluorescencia invertido Olympus 1X-81. (A) Control
negativo, muestra tratada con el vehiculo en que se disuelven los compuestos (DMSO 0.5% v/v).
Se observan macrofagos infectados. (B) Muestra tratada con compuesto o farmaco a una
concentracion parasiticida. Se observa que actda de forma selectiva, es decir, no afecta las células
hospederas, causando una disminucion de carga de parasitos mayor al 90%, lo que denominamos

como clearence.

4.2.1.8 Parametros de calidad y validacion del ensayo

Calcular el coeficiente de variacion (CV) 8 para la lectura por BL aplicando la siguiente ecuacion:
CV = (DEnegforL) / BLneg ) x 100, donde DE se refiere a la desviacion estandar.

Calcular el factor Z” ¥ para la lectura por BL aplicando la ecuacion:

Factor Z” = [1 — (3 % DEplancoBL + 3 X DEnegrL ) / (BLneg — BLbianco )]

Calcular la viabilidad parasitaria para los farmacos y compuestos evaluados aplicando la siguiente
ecuacion:

Viabilidad (%) = [(BLcom — BLblanco) / (BLneg — BLblanco) % 100]

El ensayo es validado cuando el factor Z° > 0.5 y el CV < 17% para el control negativo, y la
viabilidad para el control positivo es ~ 50%.

Los sufijos empleados en las ecuaciones refieren a: com = compuestos o farmacos; blanco =
control de BL nula (pocillo vacio en placa de 384 pocillo).

neg = control negativo correspondiente a los macrofagos infectados y tratados con 0.5% v/v
DMSO. Para los datos obtenidos por BL por triplicado, de ser necesario remover un outlier para

cumplir con los parametros de calidad del ensayo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Quimica

5.1.1. Sintesis de los derivados deshidroxilados de isoquina

Los derivados deshidroxilados de isoquina son caracterizados por variaciones funcionales de
los sustituyentes Y por diferentes haldgenos (F, Cl, Bry 1) o hidrégeno, asi como variaciones del
sustituyente X por diferentes grupos dialquilaminos (morfolino, pirrolidina y piperidina) (ver
estructuras en Esquema 1, pag. 32). La funcionalidad X consta de las mencionadas dialquilaminas,
debido a que estas funcionalidades generaron compuestos activos en nuestros antecedentes de
derivados de isoquina e isotebuquina. La funcionalidad Y busca verificar si es posible mejorar la
actividad de derivados sustituidos con pirrolidino y piperidino, los cuales no fueron activos contra
modelos in vitro de promastigote de L. infantum. También se busca verificar si es posible
incrementar la selectividad del derivado activo de morfolino.

Para la sintesis de los derivados de isoquina, se plante6 la ruta mostrada en el Esquema 1. El
punto clave es obtener los 15 intermedios de 4-nitrobencilaminos 2a-o, los cuales estan basados
en cinco grupos definidos por el sustituyente X y constituido cada uno por tres compuestos
definidos con el sustituyente X de dialquilamina. Los derivados 2a-c, que estan revestidos por
sustituyente X de hidrégeno, fueron preparados facilmente mediante una reaccion de Sn2 entre el
bromuro de 4-nitrobencilo y la dialquilamina correspondiente en presencia de trietilamina, dando
los productos deseados con rendimientos de reaccion superior al 60%. Espectroscopicamente, la
obtencion de los intermedios 2a-c fue verificada por aparicion de nuevas sefiales en la regién de
hidrogenos o carbonos alifaticas tanto en los espectros de *H-RMN como C-RMN, con la
integracion esperada respecto a los protones aromaticos del sistema espectroscopico AB tipico de
la 4-nitrobencilamina tal como se muestra en la data mostrada en la seccion 4.1.2.1.1.1.

Por su parte, los derivados bromados 2d-f fueron obtenidos mediante una bromacién aromaética
via SEAr de los compuestos p-nitrobencilaminas 2a-c utilizando NBS como agente bromante en
presencia de acido sulfurico concentrado. Esta reaccion permitia no solo monobromar, sino que
polibromar el anillo, por lo que la correcta equivalencia permitio tener como producto mayoritario
el compuesto monobromado, facilmente purificable después de neutralizada la mezcla y extraida,

por cromatografia en columna en gradiente de polaridad. En este caso, no hubo grandes diferencias
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en la reactividad, y los rendimientos de reaccion son bajos, siendo de 19% a 30%, pero aceptables
para la obtencion de los respectivos derivados y la continuacion de la ruta. Espectroscopicamente,
la obtencion de los intermedios 2d-f fue verificada por aparicion de tres sefiales de protones
aromaticos caracterizados en el *H-RMN por un doblete de J = 8 Hz, un doble-doblete de J =8y
3y, otro doblete de J pequefia de 3 Hz, que son tipicas de un sistema aromatico 1,2,4-sustituido
que prueba la bromacion aromatica de los precursores 2a-c a los derivados 2d-f. En los espectros
de 1*C-RMN, se aprecian seis carbonos aromaticos con desplazamientos quimicos diferentes entre
ellos, asi como los carbonos correspondientes al grupo dialquilamino.

Para obtener los intermedios iodados 2g-i se plante6 una reaccion de intercambio de hal6geno
de Filkenstein utilizando los intermedios bromados 2d-f utilizando una agente yodante de Kl en
presencia de yoduro de cobre (I) como promotor. La reaccién evoluciona en presencia de una
mezcla de acetona-etanol bajo calentamiento por 24 h. El intercambio se favorece por la activacion
inicial del enlace C-Br en los intermedios 2d-f via una adicion oxidativa del cobre(l) generando
un intermediario organometalico tentativo de yoduro de arilcobre (I11) (Figura 14). A partir de
estos derivados 4-(2-bromo-4-nitrobencil)dialquilamina, se obtuvieron los derivados iodados por
reaccion de intercambio de halégeno tipo Filkenstein, utilizando una mezcla 1:1 (H20:Acetona)
como solvente, sal de KI como fuente de ioduros y Cul 10% Yy ascorbato de sodio 20% como
catalizadores bajo atmosfera inerte. Esta reaccion permite el intercambio del hal6geno del anillo
aromatico para el que esté en mayor proporciéon en el medio de reaccion. Para la yodacién, el
exceso de Kl permite tener 10 veces mas ioduro en el medio que bromuros después del
intercambio, favoreciendo el producto de yodacion. Existe el compromiso entre la reactividad
intrinseca del hal6geno como sustituyente en el anillo frente a una transmetalacion (el iodo es mas
reactivo) y la posibilidad de reversibilidad del intercambio, por ello, es importante la eleccion de
una condicion donde el halégeno a cambiar sea el mas susceptible a mantenerse como sustituyente
del areno dentro del equilibrio. Eso de logra por ejemplo con la eleccion de un solvente que ayude
a precipitar la sal del halégeno a intercambiar. En nuestro caso, la sal de KBr es mas insoluble en
el medio de reaccion que la sal de KI, permitiendo en conjunto con la adicion en exceso de Kl un
intercambio eficaz del bromo por iodo. La reaccion de intercambio de halogeno tipo Filkenstein
para obtener los derivados 4-(2-iodo-4-nitrobencil)dialquilamina tuvo excelentes rendimientos

para todos los materiales de partida, superiores al 90% sin existir cambios importantes en la
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reactividad entre los materiales de partida utilizados. Espectroscépicamente, el intercambio fue

verificable por los desplazamientos quimicos de los protones aromaticos.
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Figura 14. Mecanismo de activacion de enlace C-Br para la yodacion aromatica via adicion

oxidativa de Cu(l) a Cu(lll) bajo atmdsfera inerte. El ligando en la reaccion ejecutada es ascorbato.

Para la obtencién de los intermedios fllorados 2j-1 y los clorados 2m-o se partié de reactivos
comerciales de 2-flGor-4-nitrotolueno y 2-cloro-4-aminotolueno, respectivamente. La sintesis de
los intermedios fluorados 2j-1 envolvi6 una ruta de dos pasos partiendo de 2-flior-4-nitrotolueno
1b. El primer paso consistié en una reaccion de bromacion bencilica utilizando NBS como agente
halogenante, en CH3CN como solvente y bajo irradiacion de luz LED a 60 °C por 6 horas, lo cual
permitié la conversion alrededor del 50%, determinado por espectroscopia de *H-RMN, del
producto de monobromacion bencilica 1c, quedando la otra parte sin reaccionar. La mezcla
resultante posteriormente se trata con la dialquilamina correspondiente en presencia de trietilamina
y tolueno para dar los intermedios 2j-1, los cuales facilmente purificados mediante una extraccion
acido-base sobre la mezcla de tolueno utilizando una solucién de HCI 2M con el objeto de extraer
el producto 2j-I a la fase acuosa y dejar en la fase organica la contaminacion resultante de 1b no
reaccionante del paso de bromacién bencilica y alguna otra contaminacién organica neutra. La fase
acuosa se neutraliza a un pH ligeramente basico y se extrae con disolvente organico para obtener
con una alta pureza los intermedios 2j-1. Espectroscopicamente, la obtencion de los intermedios
2j-1 fue verificada por aparicion de nuevas sefiales en la zona alifatica tanto en los espectros de *H-
RMN como '*C-RMN correspondiente al grupo dialquilamino, con la integracion esperada
respecto a los protones aromaticos del sistema quimico tal como se evidencia en la data mostrada
en la seccion 4.1.2.1.1.4.2.
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Respecto a la preparacion de los intermedios clorados 2m-o, se empled una estrategia poco
habitual partiendo de la 2-cloro-4-aminotolueno debido a la no disposicién de la conveniente 2-
cloro-4-nitrotolueno. La reaccién envolvié una ruta de tres pasos, iniciando con una reaccion de
oxidacion para la conversion del grupo amino en el reactivo de 2-cloro-4-aminotolueno 1d al grupo
nitro. De la reaccidn se obtuvo una mezcla de productos de oxidacién de nitro (1e) y el derivado
nitroso (1e’) con propiedades de solubilidad y valores de Rfs similares entre si, siendo dificil de
separar. Sin embargo, la presencia de esta mezcla con potencial de reducirse en presencia de estafio
al mismo producto en uno de los Gltimos pasos permitié seguir avanzando con la mezcla. La
reaccion de oxidacion procedid en presencia de sulfato de manganeso y oxono como promotor de
la oxidacién y esta ocurrié muy rapidamente a temperatura ambiente en un corto tiempo (10-20
minutos). Posteriormente, esta mezcla fue tratada bajo condiciones de bromacion bencilica en
presencia de luz LED (13 W) para dar los intermedios 1f y 1f". La reaccién procedi6 bajo una baja
conversion (menor 15%) a pesar del exceso de NBS y tiempo. Sin embargo, igualmente como se
procedio con el intermedio fliorado 1d, la mezcla fue directamente tratada con las dialquilaminas
en tolueno y en presencia de trietilamina, siendo posible aislar los productos de sustitucion 2m-o
después de aplicar la extraccion acido-base sobre tolueno con subsecuente neutralizacion y
extraccion con disolvente organico. Los compuestos fueron aislados con una pureza aceptable de
espectroscopia de RMN, donde fue posible verificar los productos esperados por la aparicion de
nuevas sefiales en la region alifatica en los espectros de H-RMN correspondiente al grupo
dialquilamino, con la integracion esperada respecto a los protones aromaticos del sistema quimico
tal como se evidencia en la data mostrada en la seccion 4.1.2.1.1.5. Es importante mencionar que
estos intermedios fueron encontrados como una mezcla entre la forma nitro 2m-o y la forma
nitroso 2m”-0”, con desplazamientos quimicos muy similares para sus protones en el *H-RMN.

Con los intermedios de 4-nitrobencilaminas 2a-0 en mano, se procedio a la obtencién de las
anilinas correspondientes 3a-o mediante una reaccién de reduccién utilizando estafio en medio
acido a 60 °C en HCI (concentrado) por tres horas, consiguiendo la reduccion a anilina con
excelentes rendimientos entre 84% y 88%. Para esta reaccion, no Se apreciaron variaciones
importantes en la reactividad de los materiales de partida. Es importante mencionar que el
aislamiento es un paso critico y este debe ser realizado con cuidado para que la precipitacion del
hidroxido de estafio sea manejable y no contamine el producto final (extracciones a pH cercano 7,

pH mayores generan precipitado de hidroxido de estafio). Los compuestos fueron aislados con una
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pureza aceptable de espectroscopia de RMN, donde fue posible verificar los productos esperados
por el corrimiento de las sefiales aromética a campo mas alto en el espectro de *H-RMN, lo que
demuestra que la reduccion del grupo nitro al amino se dio efectivamente, ya que el grupo amino
en anillo arométicos disminuyen los valores en ppm del desplazamiento quimicos de protones
aromaticos comparado a anillos funcionalizados con el grupo nitro. La integracion y
desplazamiento quimico en los espectros de *H-RMN y *C-RMN corresponde a los esperados
para los intermedios 3a-0 tal como se evidencia en la data mostrada en la seccion 4.1.2.1.1.6.

Finalmente, el ultimo paso de reaccion consistio en una reaccion entre la anilina correspondiente
3a-0 y la 4,7-dicloroquinolina en etanol y catalizada con HCI. Esta reaccion procedio bajo un
mecanismo de SnAr, donde la adicion del HCI es clave para la protonacion del nitrégeno
quinolinico, lo cual aumenta la susceptibilidad del carbono 4 hacia la SNAr por parte de la anilina
correspondiente. En general, la reaccion mostro una buena eficiencia para obtener los derivados
hidrogenados (4a-c) y bromados 4d-f dando los productos esperados con rendimientos entre 50 y
70%. Por su parte, solo los derivados de morfolino de las anilinas fllorada 3k y clorada 3n
reaccionaron con la 4,7-dicloroquinolina para dar los productos 4k y 4n. Los otros derivados de
pirrolidino y piperidino no reaccionaron. Finalmente, los intermedios de anilinas yodadas no
reaccionaron con 4,7-dicloroquinolina, aislandose netamente 4-etoxi-7-cloroquinolinas para todos
estos Ultimos casos, prefiriendo reaccionar esta quinolina con el etanol que con estas anilinas. Esto
sugiere que la presencia de heteroatomos tales como fluor, cloro y especialmente iodo reduce la
reactividad de la anilina para las SnAr con la 4,7-dicloroquinolina. Este cambio en la reactividad
nucleofilica de las anilinas halogenadas podria deberse a la prevalencia de un efecto inductivo
atractor de electrones importante sobre el sistema aromatico, haciéndolos menos reactivos que los
sistemas no halogenados, existiendo sistemas como los iodados en los que no se vio avance en la
reaccion.

El aislamiento y purificacion de los productos de isoquina envuelve la obtencion en algunos
casos en sus formas clorhidrato y/o neutras. El aislamiento de estos productos finales representa
un mayor desafio cuando la solubilidad en etanol del producto de SnAr aumenta. En ese caso
mucha proporcion del producto no precipita en su forma clorhidrato, lo que no deja otra opcion
que trabajar una mezcla compleja de reactivos no reaccionantes, productos secundarios y el

producto a purificar, en este caso la purificacion estandar es por cromatografia en columna en
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gradiente de polaridad con fases moviles polares, empezando con una mezcla de 8:2 (AcOEt:n-

hexano).
5.1.2 Sintesis de los derivados deshidroxilados de isotebuquina

Para la sintesis de los derivados de la serie isotebuquina, se realizd una ruta de sintesis que
consta de 5 pasos de reaccion partiendo de 2-bromo-4-nitrotolueno, siguiendo estrategia reportada
previamente por Romero (%!, El primer paso de reaccion fue el acoplamiento cruzado tipo Suzuki-
Miyaura catalizado por paladio utilizando los respectivos acidos fenil borénicos y 2-bromo-4-
nitrotolueno. Esta reaccion es en dos fases, donde se utiliza una mezcla de solventes (etanol, H.O
y Tolueno) que permite la solubilizacion de los acidos fenil borénicos en la fase acuosa, y del
material de partida y el producto en la fase organica, reaccionando en la interfase bajo
calentamiento por 24 horas. Es muy importante el agregado de base, lo que permite la
desprotonacion y activacion de los acidos fenil borénicos para que ocurra la transmetalacion y
posterior eliminacion reductiva del catalizador de paladio. En esta reaccion, se vio una baja
importante en la reactividad cuando el sustituyente del acido fenil borénico fue el triflGorometilo
en posicion para, donde el rendimiento de reaccion bajo de mayor a 70% como en el resto de &cidos
fenil boronicos, a 41%. Esto podria deberse a un efecto inductivo importante de este grupo, que
baje la densidad electronica sobre el anillo, generando que sea menos susceptible a la
transmetalacion en el complejo frente al intercambio con el halégeno aromatico. Con otros
sustituyentes como el triflGorometilo pero en posicion meta, el efecto inductivo no parece generar
un cambio tan apreciable en la reactividad, y en el caso de tener como sustituyente fldor, la
reactividad parece mantenerse, aungue disminuyendo sensiblemente en el caso de la posicion meta
respecto a la posicion para. Los compuestos fueron aislados con una pureza aceptable de
espectroscopia de RMN, donde fue posible verificar los productos esperados por la aparicion de
nuevas sefiales en la region aromatica en los espectros de *H-RMN y **C-RMN correspondiente al
grupo fenilo extra. La integracion y desplazamiento quimico en los espectros de *H-RMN, 3C-
RMN y ®F-RMN corresponde a los esperados para los intermedios 6a-d tal como se evidencia en
la data mostrada en la seccion 4.1.2.2.1.

El siguiente paso es la bromacion bencilica sobre los sistemas bifenilo nitrotoluenos, utilizando
NBS como agente halogenante en acetonitrilo bajo irradiacién de luz LED por 6 horas a 80 °C. En

este caso siempre se obtuvieron mezclas con las que se siguio la ruta, pero donde el compuesto de
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monobromacion bencilica es el producto mayoritario, siendo los contaminantes el producto de
dibromacion bencilica y el material de partida. Ambos contaminantes no interfieren con la ruta de
reaccion, debido a que el siguiente paso envuelve una aminacion via Sn2 utilizando dialquilaminas
como nucledfilo en las condiciones antes descriptas para la serie uno y el método de purificacion
del producto, estos contaminantes dejan de ser un problema. EI compuesto bifenilo nitrotolueno
sin reaccionar, en la primera extraccion acido base queda en la fase organica, y asi también el
producto de dibromacion bencilica, el cual puede reaccionar con el exceso de dialquilamina para
formar un imino que en contacto con agua y en medio basico puede hidrolizarse, también
separandose en las extracciones acido base. En esta reaccion, para los sistemas bifenilos con fltor
como sustituyente, la dialquilamina mas reactiva fue la pirrolidina, siendo la que di6 los mejores
rendimientos de reaccién, sin embargo, para los sistemas bifenilos con trifliorometilo como
sustituyente la dialquilamina mas reactiva fue la piperidina. Los compuestos fueron aislados con
una pureza aceptable de espectroscopia de RMN, donde fue posible verificar los intermedios 7a-
d esperados por el corrimiento a campo bajo de 3.5 ppm a 4.4 ppm de los protones bencilicos en
los espectros de *H-RMN, con la integracion esperada respecto a los protones aromaticos del
sistema quimico tal como se evidencia en la data mostrada en la seccion 4.1.2.2.2.

El siguiente paso es la reduccion del grupo nitro de los sistemas bifenil nitro bencilaminas en
las condiciones antes descritas. En este caso no se ven tendencias claras en las reactividades, si
bien los rendimientos van desde 52% a 95%, no parece ser atribuible a alguna restriccion quimica,
sino a cuestiones experimentales, las cuales podrian no mostrar en este paso reproducibilidad sobre
todo en los rendimientos bajos, teniendo en cuenta lo robusto de la reaccion de reduccion de grupo
nitro con estafio, y la verificacion por TLC de la finalizacién de la conversion del grupo nitro a
anilino. Respecto a la caracterizacion quimica, tal como se evidenci6 para los intermedios 3a-o, la
efectiva reduccion del grupo nitro en los intermedios 8a-k fue posible verificar los productos
esperados por el corrimiento de las sefiales aromatica del fragmento anilinico a campo mas alto en
el espectro de *H-RMN, lo que demuestra que la reduccion del grupo nitro al amino se dio
efectivamente. La integracion y desplazamiento quimico en los espectros de *H-RMN, *C-RMN
y F-RMN corresponde a los esperados para los intermedios 9a-k tal como se evidencia en la data
mostrada en la seccion 4.1.2.1.1.6.

En el ultimo paso de reaccion, la SnAr sobre la 4,7-dicloroquinolina se realizo en iguales

condiciones que en los derivados de la serie de isoquina. Aqui los resultados de rendimientos
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fueron bastante heterogéneos, siendo la purificacion algo mas desafiante por las solubilidades de
los productos finales en el etanol, aun en su forma de clorhidrato. Para todas las que no se obtuvo
un producto filtrable en el primer paso de filtracion, se requiridé neutralizar con NaOH 10% vy
extraer para realizar una cromatografia, donde en muchos casos los contaminantes de la mezcla
final son 4,7-dicloroquinolina, producto secundario de sustitucion por etanol, o la misma anilina
no reaccionante. Sin embargo, casi todas las reacciones superan el 40% de rendimiento, existiendo
dos unicos casos donde se obtienen rendimientos menores (10a y 10e), pero que en su conjunto y
después de 5 pasos de sintesis permiten obtener los derivados deseados. Los compuestos fueron
aislados con una pureza aceptable de espectroscopia de RMN, donde fue posible verificar la
efectiva obtencion los productos 10a-k, corroborando la integracién y desplazamiento quimico
esperados en los espectros de *H-RMN, *C-RMN y F-RMN tal como se evidencia en la data
mostrada en la seccion 4.1.2.1.1.7.

5.2. Actividad bioldgica

La actividad leishmanicida de los compuestos deshidroxilados de isoquina 4a-f, 4k y 4n e
isotebuquina 10a-k asi como controles quinolinicos 11a-f fue probada directamente sobre un
modelo de macré6fagos humanos infectados, derivados de células monociticas THP-1. Miltefosina
y anfotericina B fueron usadas como controles positivos a sus respectivas CEso. A partir del ensayo
de actividad bioldgica contra la forma intracelular del parasito, se obtuvieron valores de actividad
leishmanicida y toxicidad en macrofagos infectados (Tabla 14).

Si bien no existe estandarizacion para los ensayos de cribado de nuevas entidades quimicas
versus tripanosomatidos, las condiciones en que se ha definido este ensayo se aproximan a los
ensayos empleados en las principales plataformas de referencia en el mundo que trabajan en
macrofagos humanos infectados y se hace lectura con tecnologia de microscopia automatizada
[38:3940411 Con el objetivo de superar estas dificultades, en el Laboratorio de Biologia Redox de
Tripanosomas, se ha generado y caracterizado una linea reportera bioluminiscente de L. infantum
[32. 421 que permite montar un ensayo infeccion de macréfagos humanos, que resulta ser sencillo,
robusto y reproducible. Para ilUstralo, los parametros de calidad para los ensayos de cribados
realizados en el marco de esta Tesina, para un total de 8 placas ensayadas, arrojan un factor Z’ y
CV promedios de 0,8 (maximo de 0,96, minimo de 0,62) y 5% (méaximo de 14%, minimo de 2%),

respectivamente.
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Importante a destacar es que esta linea expresa de forma constitutiva una luciferasa de Photinus

pyralis, corrida al rojo, % lo que lo convierte en un gen reportero apropiado para aplicaciones no

solo in vitro, sino que también in vivo [43444%],

Un ensayo de estas caracteristicas no solo permite discriminar compuestos con actividad

leishmanicida contra la forma clinicamente relevante del parasito, en las condiciones biologicas

en que se lleva a cabo la infeccidn, sino que también la evaluacion simultanea de toxicidad versus

la célula hospedera infectada. De esta manera se optimizan los recursos en los estudios preclinicos

en la busqueda de nuevas entidades quimicas para tratar esta patologia, permitiendo, por ejemplo,

proyectarse para realizar los estudios de evaluacion de eficacia terapéutica en modelos murinos

empleando tecnologia de imagenologia in vivo.

Tabla 14. Resultados de evaluacion leishmanicida en el modelo de infeccion de macréfagos

humanos infectados con L. infantum.

Viabilidad Toxicidad
Compuesto Actividad pz;g/a;l;algla macroéfago
(sustituciones | leishmanicida a 0 .z humano a 20 indice de -
. . concentracion i Solubilidad
Serie x,y/ x,2/j) o 20uM (oala uM (o ala Selectividad
p ‘7 reportada < a20uM-e
farmaco concentracion (uM) 0 ~ CE concentracién
indicada, pM) a M >0 reportada,
(nM) uM) b
42
No Téxico
,\O Clearence (2.5) 34+6al (2.5) IS.>2.5 Soluble
( ,H)
4b
N Clearence CEso~ 1.25 No Téxico I.S.>16 Soluble
(0, H)
Y 4c
/©/\X ,D No Clearence No Activo (5) Téxico N.D. Soluble
HN ( ,H)
c N_ N Clearence 38+8a5 No Téxico I.S.>4 Soluble
Isoquina O
( , Br)
4e
N No Clearence (5) 75*7ab5 Toxico N.D. Soluble




81

4f
,D Clearence CEs0 ~ 2.5 No Téxico (10) [S.>4 Soluble
( , Br)
4k
N/\ No Clearence 63+7a20 No Toxico N.D. Soluble
(~~°.p
4n
N No Clearence CEso ~ 20 No Toxico I.S.>1 Soluble
(0,
102
,\O Clearence (5) CEso ~ 1.25 No Téxico (5) IS.>4 No Soluble
( »4-F)
10b
N/\ Clearence 29+3a10 No Téxico 1.S.>2 Soluble
(~0,4-F)
10c
D Clearence (5) CEso ~ 1.25 No Téxico (5) IS.>4 No Soluble
( ’ 4_F)
10d
,\O Clearence (5) CEso~ 5 No Téxico (5) IS.>1 No Soluble
( »3-F)
A
| —z 10e
P
N No Clearence CEso ~ 10 No Téxico LS.~ 2 Soluble
(~0,3-F)
HN
10f
A
_ D Clearence (5) CEso ~ 1.25 No Téxico (5) [S.>4 No Soluble
Cl N
Isotebuquina ( ,3-F)
10g
,O No Clearence No Activo No Toéxico N.D. Soluble
( , 4-CF3)
10h
N/\ No Clearence No Activo No Toéxico N.D. Soluble
@0, 4-CFs3)
10i
,D No Clearence No Activo No Téxico N.D. Soluble
( , 4-CF3)
10j
Clearence 20£4a5 No Téxico 1.S.>4 Soluble

(NQ, 3-CF3)
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10k
N/\ No Clearence No Activo No Toéxico N.D. Soluble
bo' 3-CF3)
112
No Clearence (5) No Activo Téxico N.D. Soluble
HN..,
cl
11b No Clearence No Activo (5) No Téxico N.D. No soluble
HN.,,
11c Q/OH No Clearence No Activo No Toéxico N.D. Soluble
J
~
(o] N o
Nucleo control 11d [ ] No Clearence No Activo No Téxico N.D. Soluble
¥
11e [ ] No Clearence No Activo No Téxico N.D. Soluble
¥
> No Clearence No Activo No Téxico N.D. Soluble
11f o]
Y,
Cloroquina No Clearence CEso ~ 20 No Téxico IS.>1 Soluble
Farmacos de Miltefosina Clearence CEso ~ 5 No Téxico IS.>4 Soluble
referencia — -
A“f"tgr'c'“a Clearence (1.25) | CEso~0.11 N‘Ef ;”5“)“’ 1S.> 11 Soluble

aClearence, significa una caida en la carga parasitaria confirmada por microscopia de fluorescencia
> al 90% a la concentracién evaluada.

No clearence, significa que no se modifica la carga parasitaria relativo al control negativo conteniendo DMSO 0.5% v/v.
bToxicidad: se define un compuesto como No Téxico si se mantienen adheridas mas de un 80% de las células hospederas y Toxico
si se despegan mas de un 80%, evaluada por microscopia de fluorescencia.

CEso ~ X pM, significa que la viabilidad parasitaria (evaluada por bioluminiscencia) es 50 + 10% a la concentracién X.

No Activo, significa que la viabilidad parasitaria es 100 + 10% a 20 uM.

Indice de Selectividad (1.S.), concentracién no téxica/ aproximacién a la CEso.

Los compuestos sombreados en negrita son definidos como hits. Se define hit aquel compuesto que su CEso sea menor a 20 pM, no
presente toxicidad y evidencie clearence a 20 uM, sin problemas de solubilidad en las condiciones del ensayo.
¢La solubilidad del compuesto (soluble o no soluble) se evalta por inspeccién de formacion de cristales en el pocillo por
microscopia 6ptica, antes de iniciar el procesamiento para la lectura de la placa.

CEso (Concentracion Efectiva 50). N.D.: No determinado
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De los resultados, primeramente, es posible notar que los compuestos controles 1la-f que
carecian del grupo amino terciario terminal presentaron, nula actividad leishmanicida frente la
forma amastigote intracelular de L. infantum comparada con la actividad de los derivados de
isoquina 4a-f, 4k, 4n y los de isotebuquina 10a-k. Estas observaciones permiten inferir que la
presencia de un grupo amino, en este caso terciario, sobre la funcionalidad de 4-anilino es de
relevancia para generar compuestos activos, siendo un grupo para tomar en consideracion en
combinacion con grupos lipofilicos para el disefio de agentes leishmanicidas basados en 4-
aminoquinolinas.

Analizando el sistema deshidroxilado de isoquina 4a-f, 4k y 4n, el compuesto mas activo fue el
hidrogenado de piperidina 4a, con un CEso menor a 1 M, causando clearence a 2.5 uM (1.S. >
2.5), pero apreciable toxicidad a concentraciones mayores a 2.5 UM. Le sigue el compuesto
hidrogenado de morfolina (4b) con CEso ~ 1.25 pM e I.S. > 16. Los sistemas bromados de
piperidina (4d) y pirrolidina (4f) mostraron buena actividad CEso <5y ~ 2.5 uM, respectivamente,
y valores estimados de I.S. > 4. El resto de derivados, hidrogenado de pirrolidina (4c), bromado
de morfolina (4e) y el fluorado (4k) y clorado (4n) de morfolina, mostraron actividades discretas
a casi nulas. Esta evaluacion bioldgica en los derivados deshidroxilados de isoquina nos dejo
como resultado dos hits (4b y 4d) tomando como hit aquel compuesto que su CEsp Sea menor a 20
MM, no presente toxicidad y evidencie clearence a 20 uM, sin problemas de solubilidad en las
condiciones del ensayo (formacion de cristales).

Un analisis cualitativo de relacidn estructura con actividad para la serie de isoquina (ver Figura
15), muestra que es posible modular la selectividad por la incorporacion de un halégeno como el
bromo en el fragmento anilinico. Por ejemplo, los derivados bromados, 4d y 4f, mostraron una
actividad leishmanicida en un rango similar a sus correspondientes derivados hidrogenados, 4a 'y
4c, sin el efecto tdxico de estos ultimos, lo cual revela el control positivo de la selectividad por la
incorporacion de atomo de bromo en el fragmento anilinico. Este efecto mostrd ser positivo en
estos derivados de pirrolidina y piperidina, que suelen ser toxicos, pero se aprecié un efecto
contrario en el derivado de morfolino, donde el derivado 4e mostrd una menor selectividad que su
correspondiente analogo 4b. Por su parte, tomando como referencia derivados de morfolino del
grupo de isoquina, 4b, 4e, 4k y 4n, puede notarse que los atomos de fltor y cloro en el fragmento

anilinico no mejoran ni la actividad leishmanicida, ni selectividad, siendo algo posiblemente
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extrapolable para derivados de piperidina y pirrolidina. Por tanto, el &tomo de bromo mostré se un
modulador conveniente para incorporar en el fragmento anilinico de derivados de isoquina.

Por otra parte, analizando la actividad leishmanicida de los derivados de isotebuquina,
obtuvimos seis compuestos promisorios (10a, 10b, 10c, 10e, 10f y 10j). El derivado 10j que se
encuentra sustituido por el grupo 3-triflGormetil y piperidino como amino terminal presento el
mejor perfil dentro de la serie de isotebuquinas 10a-k, mostrando buena actividad leishmanicida
(CEso < 5 uM), sin toxicidad a 20 uM, clearence, sin problemas de solubilidad. Los compuestos
10a, 10c y 10f aunque presentaron toxicidad a 20 pM, tuvieron buena potencia leishmanicida a
baja concentracion, CEso ~ 1.25 uM e I.S. > 4. Por su parte, los derivados restantes, de morfolina,
(10b y 10e), presentaron baja toxicidad (I.S. > 2) y una potencia leishmanicida menor que el resto
de derivados de isotebuquina con CEso entre 5y 10 uM. EIl compuesto 10d resulté tdxico a 20 uM
y con actividad discreta (CEso ~ 5 pM), mientras el resto de derivados, tres de ellos 4-
trifluorometilados, 10g, 10h y 10i y uno trifluorometilado, 10Kk, resultaron no ser activos a 20 uM.
Estos resultados nos dejan a los derivados 10b, 10j, 10a, 10c y 10f como los compuestos
promisorios, destacando 10b y 10j como hits. Los compuestos 10a, 10c y 10f, a pesar de tener un
buen perfil leishmanicida, precipitan a 20 uM durante el ensayo.

Desde un punto de vista estructural analizando como funcion del sustituyente en anillo de fenilo
extra y el grupo amino terciario terminal, es claro que la incorporacion del sustituyente de 4-
trifldormetil, si bien mejora la solubilidad, no genera compuestos activos independientemente de
la funcionalidad del amino terciario no mostraron actividad a 20 pM. La incorporacion de 3-
trifliormetil mejora el perfil, permitiendo reconocer al menos un derivado de piperidino activo
(10j), siendo una funcionalidad muy atractiva ya que nos permitié reconocer uno de los
compuestos hits de este trabajo. Por su parte, la incorporacion de 3-fltorfenil y 4-flaorfenil en
nucleos de isotebuquinas generdé compuestos activos, aunque la funcionalidad de 3-fldorfenil
generd compuestos toxicos en dos de los tres casos analizados, mientras que la funcionalidad de
4-fluorfenil generd no s6lo compuestos activos en el mismo rango que los de 3-fltorfenilo, sino
con una baja o no apreciable toxicidad. Por tanto, podemos indicar que la selectividad
leishmanicida se ve favorecida en los derivados de isotebuquina en el siguiente orden segun la
naturaleza del fenilo: 4-fluorfenil > 3-fluorfenil (toxicos) > 3-trifliormetilfenil >>> 4-
flaormetilfenil (no activos). Respecto al rol del grupo amino terciario terminal en derivados de

isotebuquina, el grupo de morfolino, en general, gener6 compuestos menos activos que sus
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analogos de pirrolidino o piperidino; sin embargo, los derivados de morfolinos no mostraron
toxicidad, mientras los analogos de pirrolidino y piperidino fueron toxico en varios casos. Un
balance entre la funcionalidad lipofilica (fenilo) y el grupo amino terciario indica que los grupos
de piperidina y pirrolidina genera compuestos mas selectivos cuando se combinan con un grupo
fenilo de baja toxicidad como 4-fluorfenilo o 3-trifldorfenilo. Por ejemplo, logramos identificar
que la piperidina, un grupo que tiende a generar compuestos toxicos al igual que el pirrolidino (ver
Tabla 14), en combinacion con grupo 3-triflGormetilfenilo en derivados de isotebuquina
deshidroxilada generd un compuesto (10j) no sélo selectivo, sino con una solubilidad favorable,
siendo por tanto una combinacidn conveniente para la optimizacion quimica de estas isotebuquinas

deshidroxiladas como agentes leishmanicidas.

Serie isoquina Serie isotebuquina
Todos solubles Solubilidad modulable
Haldgenos o hidroxilo no mejoran potencia, excepto 4-CF,: solubles, no toxicos.
el Br que reduce toxicidad (mejora I.S.) en derivados 3-CF;: solubles, no toxicos.
pirrolidina y piperidina, pero no los de morfolina. Potencia: 4-F > 3-F > 3-CF ; > 4-CF; (no activos)

~ Morfolina reduce la
toxicidad sobre piperidina y
cl N/ pirrolidina. ~ I\oflorft.)li.na r.edut.:e' la toxicidad sobre
Piperidina mejora potencia. ) | piperidinay pirrolidina.
Cl N Morfolina favorece solubilidad.
Piperidina y pirrolidina aumentan potencia.

N N
R, R, = ()O O D R,=H, OH, F, Cl, Br R, = 4-F, 3-F, 4-CF, , 3-CF,

Figura 15. Relacion estructura actividad cualitativo de las series de compuestos sintetizadas en
este trabajo. La solubilidad del compuesto se refiere a la formacidn de cristales en el medio de

cultivo, en las condiciones del ensayo.

Finalmente, realizamos un analisis sobre la lipofilia de los compuestos y la basicidad de los
grupos protonables generales a todos los derivados (Tabla 15). Los datos se obtuvieron de calculos

in silico utilizando el software web de Marvin Sketch [#8]. Esta informacion tedrica busca mostrar,
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en primer lugar, si nuestros derivados cumplen con los parametros apropiados para alojarse en el
fagolisosoma y, en segundo lugar, buscar una correlaciéon entre la actividad leishmanicida y
algunas de las dos propiedades. Del primer propdsito, es posible notar que la mayoria de derivados
mostraron valores de Log P entre 4 y 6 asi como valores de constante de ionizacion &acida, pKa,
entre 4 y 10, los cuales son rangos de lipofilia y acidez claves para garantizar acumulacion en
lisosoma de acuerdo a las predicciones de Marceau 1y Trapp, [l respectivamente. Por otra parte,
no se observé una correlacion entre la lipofilia de los compuestos preparados y la basicidad del
grupo amino terciario terminal con la actividad biolégica. Esto puede ser o porque realmente en
esta serie de derivados no exista esta relacion y la actividad de los compuestos dependa de otros
factores, o que los calculos in silico no son representativos de valores experimentales, generando

un error capaz de hacer perder la correlacion de una variable con la otra.

Tabla 15. Propiedades fisicoquimicas in silico de los compuestos evaluados 4a-f, 4k, 4n y 10a-k.

Toxicidad versus macréfago o o
Viabilidad parasitaria evaluada por
humano a 20 uM (o a la . o )
tracio cad bioluminiscencia (%) a la
L Ka Ami K concentracion reportada, .
Compuesto 09 | Pfa -ml-no p ° P concentracion reportada (UM) o ~
P terciario Quinolina HM) @
CEso (UM)
1.S.

4a 451 9.23 6.51 1.5.>25 34+6al
4b 3.45 7.13 6.39 1.S.>16 CEso~1.25
4c 4.12 9.37 6.51 Toxico No Activoa 5
4d 5.31 9.55 6.50 1.S.>4 38+x8ab
4e 4.24 7.42 6.45 Téxico 75+7ab
Af 491 9.67 6.50 15.>4 CEso~ 2.5
4k 3.59 6.97 6.32 No Toxico 63+7a20
4n 3.97 6.92 6.30 1.S.>1 CEso ~ 20
10a 6.34 9.37 6.51 1.S.>4 CEso ~ 1.25
10b 5.27 7.27 6.43 1.5.>2 29+3al0
10c 5.94 9.50 6.51 1.S.>4 CEso ~ 1.25
10d 6.34 9.35 6.51 1.S.>1 CEso~ 5
10e 5.27 7.26 6.42 1.5.~2 CEso~ 10
10f 5.94 9.47 6.51 1.5>4 CEso ~1.25
10g 7.08 9.43 6.51 No Toéxico No Activo
10h 6.02 7.32 6.43 No Toxico No Activo
10i 6.69 9.55 6.51 No Téxico No Activo
10j 7.08 9.41 6.51 1.S.>4 20+4a5
10k 6.02 7.3 6.43 No Téxico No Activo
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aToxicidad:se define un compuesto como No Téxico si se mantienen adheridas mas de un 80% de las células hospederas y
Toxico si se despegan mas de un 80%, evaluada por microscopia de fluorescencia.
indice de Selectividad (1.S.), concentracién no toxica/ aproximacion a la CEso.
CEso ~ X UM, significa que la viabilidad parasitaria es 50 + 10% a la concentracion X.
No Activo, significa que la viabilidad parasitaria es 100 + 10% a 20 pM o a la concentracién indicada, pM.
CEso (Concentracion Efectiva 50).

A partir de los resultados, se encontraron hits, dos del grupo de isoquinas (4b, 4d) y dos del
grupo de isotebuquina (10b, y 10j). Los derivados (4a, 4f, 10a, 10c y 10f), aunque no cumplen la
definicidn de hit, no se pueden descartan debido a su alta potencia.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo, se sintetizaron dos series de derivados de 4-aminoquinolinas enfocados en la
modulacion de la lipofilia y la basicidad, evaluar su actividad bioldgica en busca de encontrar
nuevos compuestos con potencia leishmanicida e indagar si la actividad bioldgica se ve modificada
por estas propiedades moleculares. En ese sentido, se obtuvieron 8 compuestos derivados de
isoquina deshidroxilados y 11 compuestos derivados de isotebuquina deshidroxilados, y se evalud
su potencia leishmanicida y toxicidad sobre célula mamifera en un ensayo biologico contra la
forma intracelular de Leishmania infantum. Entre los compuestos evaluados se encontraron cuatro
hits con potencia leishmanicida destacable y baja toxicidad, ademas de otros cinco compuestos
promisorios con destacable potencia, en algunos casos con potencia mayor al medicamento de
estandar clinico actual de administracion por via oral (miltefosina). Ademas, se encontré una
relacion entre los grupos funcionales y la actividad leishmanicida, donde la amina terciaria
terminal parece afectar en gran medida la potencia, y asi también la toxicidad intrinseca del
sistema, y donde las modificaciones en el sustituyente meta al grupo anilino parecen ser
importantes para la modulacion de la toxicidad y la solubilidad de los compuestos. Sin embargo,
no se encontrd una relacion a priori con la basicidad y la lipofilia, dos aspectos importantes para
la acumulacion de los compuestos en compartimentos acidos dentro de la célula como la vacuola
parasitofora, el acidocalsisoma del parésito, entre otros.

Los compuestos mas activos abren una ventana para la evolucion del sistema quimico en la
busqueda de mayor potencia leishmanicida, pensando en aquellas modificaciones quimicas que
generaron mayor actividad, ademas de ser compuestos que podrian avanzar a estudios preclinicos
mAas rigurosos como un cribado contra modelos de infeccién de macrofagos primarios, ademas de

estudios toxicoldgicos mas exigentes y modelos murino de eficacia terapéutica por imagenologia
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in vivo. Con la identificacion de un lider, resulta de gran interés probar su acumulacion en el
fagolisosoma, ademéas estudiar su mecanismo de accion o incluso la actividad de
inmunoestimulacion del macréfago.

En resumen, la sintesis y evaluacion biologica de los compuestos sintetizados conllevo un avance
en el conocimiento de nuevos derivados de isoquina e isotebuquina deshidroxilados. Esto
representa un nuevo punto de partida para en la generacion de nuevos sistemas activos contra
Leishmania infantum en el estadio amastigota intracelular, y su optimizacion en la busqueda de

nuevas terapias contra la forma visceral de la leishmaniasis.
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