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Resumen

En la actualidad, la industria farmacéutica experimenta una creciente demanda de
medicamentos de "moléculas pequefias”, impulsada por el aumento de la prevalencia de
enfermedades cronicas, la necesidad de medicamentos orales méas accesibles y los avances
en las tecnologias de descubrimiento de farmacos. No obstante, una parte importante de las
materias primas utilizadas en esta industria son de origen fosil, es decir, se puede rastrear su
origen hasta el petréleo crudo. Esta dependencia de recursos no renovables plantea desafios
importantes, especialmente en un contexto donde nuestro planeta enfrenta crisis ambientales
como el cambio climatico, las emisiones de gases de efecto invernadero y el agotamiento de

las reservas de petroleo.

El impacto ambiental del uso de recursos no renovables, junto con la contaminacion
asociada, se ha convertido en una preocupacion critica para la sociedad moderna. En
respuesta, la transicion a fuentes renovables y el desarrollo de tecnologias sostenibles han
emergido como prioridades clave en la investigacion cientifica y tecnoldgica. Entre los
recursos renovables, la biomasa se destaca como una alternativa valiosa, porque se puede
reponer en un plazo de tiempo relativamente corto y su suministro es practicamente ilimitado.
Uno de los compuestos organicos més interesantes derivados de la biomasa es el 5-
hidroximetilfurfural (HMF). Debido a su funcionalidad versatil, el HMF es un intermediario
prometedor en la produccion de diversos productos quimicos de base bioldgica lo que lo

convierte en un actor preponderante en la transicion hacia una produccion quimica sostenible.

El presente trabajo emplea la reaccion multicomponente de Passerini como estrategia
para la sintesis orientada a la diversidad (diversity-oriented synthesis, DOS). Esta clase de
reacciones son particularmente adecuadas para metodologias de sintesis verde, ya que
ofrecen una excelente economia atomica, un menor esfuerzo sintético y una reducida
generacion de residuos, lo que refuerza su compatibilidad ambiental. Ademas de aprovechar
las caracteristicas inherentes de las reacciones multicomponente (MCR), se integraron otras
consideraciones respetuosas con el ambiente para mejorar ain mas el proceso. Este enfoque
no sélo permitid obtener compuestos organicos estructuralmente diversos de manera rapida
y eficiente, sino que también asegurd la alineacion con los principios de la quimica verde y

con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030. Estos esfuerzos



apuntan a desarrollar procesos de sintesis sostenibles y ambientalmente responsables
aplicables a la quimica medicinal, manteniendo al mismo tiempo una alta versatilidad en la

obtencion de nuevos compuestos.

El objetivo general de este estudio fue explorar la reactividad del HMF, estudiando
su comportamiento como componente carbonilico en la reaccion multicomponente de
Passerini y en su variante Passerini-Smiles con el fin de generar nuevas moléculas bioactivas.
Se sintetiz6 una quimioteca de 13 a-aciloxi carboxamidas en condiciones sin disolventes, a
temperatura ambiente, durante 24 horas y con rendimientos variables (5% — 70%). Ademas,
se obtuvo un producto inesperado, una a-aciloxi carboxamida minoritaria con una
formilacion en la cadena lateral del sistema furano, ampliando asi la diversidad quimica. Se
explord también la reaccidn de Passerini-Smiles, aungue en las condiciones probadas no se

obtuvieron productos derivados.

Posteriormente, se realiz6 la evaluacion bioldgica preliminar de algunos de los
compuestos sintetizados para determinar su actividad antiproliferativa en lineas celulares de
cancer de vejiga T24 y 253J, observandose una actividad moderada. Dentro de esta serie, se
identificaron candidatos con perfiles diferenciados, destacandose uno con mayor eficacia en
ambas lineas celulares y otro con actividad “selectiva” sobre 253J. Ademas, en al menos un
caso, el ICsqo del compuesto (29,80 uM) registro un efecto superior al del cisplatino (63,84
M) en la linea celular 253J. Estos hallazgos sugieren el potencial de estos compuestos como
puntos de partida para futuras optimizaciones en el desarrollo de nuevas moléculas con

actividad antitumoral.

En suma, este enfoque no sélo permitid obtener compuestos organicos
estructuralmente diversos de manera rapida y eficiente, sino que tambien se alined con los
principios de la quimica verde y los ODS, demostrando la viabilidad de desarrollar procesos

de sintesis sostenibles aplicables a la quimica medicinal.
Palabras clave:

quimica verde; 5-hidroximetilfurfural; reaccion multicomponente Passerini; cancer;

actividad antiproliferativa
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Abstract

The pharmaceutical industry currently faces growing demand for small-molecule
drugs, driven by the rising prevalence of chronic diseases, the need for more accessible oral
medications, and advances in drug discovery technologies. However, a significant portion of
the raw materials used in this industry are fossil-derived, traceable to crude oil. This reliance
on non-renewable resources poses major challenges, particularly in the context of global
environmental crises such as climate change, greenhouse gas emissions, and the depletion of

oil reserves.

The environmental impact of non-renewable resource use, along with the associated
pollution, has become a critical concern for modern society. In response, transitioning to
renewable feedstocks and developing sustainable technologies have emerged as key priorities
in scientific research. Among renewable resources, biomass stands out as a valuable
alternative due to its rapid replenishment and virtually unlimited supply. One of the most
promising biomass-derived organic compounds is 5-hydroxymethylfurfural (HMF). Owing
to its versatile functionality, HMF serves as a key intermediate for producing diverse bio-
based chemicals, making it a key player in the transition toward sustainable and renewable

chemical production.

This work employs the Passerini multicomponent reaction (MCR) as a strategy for
diversity-oriented synthesis. MCRs are particularly well-suited for green synthesis
methodologies, offering excellent atom economy, reduced synthetic effort, and minimal
waste generation, thereby enhancing environmental compatibility. Beyond leveraging
inherent MCR advantages, additional eco-friendly considerations were integrated to further
optimize the process. This approach not only enabled rapid and efficient synthesis of
structurally diverse organic compounds but also aligned with Green Chemistry Principles
and the 2030 Agenda’s Sustainable Development Goals (SDGs). These efforts aim to develop
sustainable, environmentally responsible synthesis processes applicable to medicinal

chemistry while maintaining high versatility in generating novel compounds.

The main objective of this study was to explore HMF reactivity by investigating its
behavior as a carbonyl component in the Passerini MCR and its variant, Passerini-Smiles,

with the goal of generating new bioactive molecules. A chemolibrary of 13 a-acyloxy
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carboxamides was synthesized under solvent-free conditions at room temperature over 24
hours, achieving moderate yields (5% — 70%). An unexpected minor product—a formylated
a-acyloxy carboxamide on the furan side chain—was also isolated, expanding chemical
diversity. The Passerini-Smiles reaction was also explored, although under the tested

conditions, no derived products were obtained.

Subsequently, a preliminary biological evaluation of some of the synthesized
compounds was carried out to determine their antiproliferative activity on the T24 and 253J
bladder cancer cell lines, showing moderate activity. Within this series, candidates with
distinct profiles were identified, including one compound with higher efficacy in both cell
lines and another with “selective” activity against 253J. Moreover, in at least one case, the
compound's 1C50 (29.80 uM) showed a stronger effect than cisplatin (63.84 uM) on the 253J
cell line. These findings suggest the potential of these compounds as starting points for future

optimizations in the development of new molecules with antitumor activity.

In summary, this approach not only enabled the rapid and efficient synthesis of
structurally diverse organic compounds, but also is aligned with the principles of green
chemistry and the SGDs, demonstrating the feasibility of developing sustainable synthesis

processes applicable to medicinal chemistry.
Keywords:

green chemistry; 5-hydroxymethylfurfural; Passerini multicomponent reaction; cancer;

antiproliferative activity
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Abreviaturas

Abreviacion Significado

ADME absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion
13C-RMN resonancia magnética nuclear de carbono-13
CHEM21 guia de seleccidn de disolventes clasicos y menos clasicos*
COSsYy espectroscopia de correlacion *

DMSO dimetilsulfoxido

DOS sintesis orientada a la diversidad*

EDTA acido etilendiaminotetraacético*

EPA Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos*
Factor - E factor ambiental*

FBS suero bovino fetal*

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos*
GHS Sistema Globalmente Armonizado*

HOMO orbital molecular méas alto ocupado*

HMBC correlacion de enlaces maltiples heteronucleares*
HMF 5-hidroximetilfurfural

HMFC acido 5-hidroximetil-2-furancarboxilico

H-RMN resonancia magnética nuclear de proton

HRMS espectrometria de masas de alta resolucion*

HSQC coherencia cuantica simple heteronuclear *

ICso concentracion inhibitoria media*

IMCR reacciones multicomponente basadas en isocianuro*
IUPAC Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada*
log P logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua
LUMO orbital molecular mas bajo desocupado*

MCR reaccién multicomponente*

MMF metoximetilfurfural

MS espectrometria de masas*

ODS Obijetivos de Desarrollo Sostenible

PBS solucion salina tamponada con fosfato*

P-3CR reaccion de tres componentes de Passerini*

P.F punto de fusién

pKa logaritmo negativo de la constante de equilibrio acido (Ka)*
PS-3CR reaccion de tres componentes de Passerini-Smiles*
gNMR resonancia magnética nuclear cuantitativa*

Ro5 Regla de Lipinski*

SAR relacion estructura-actividad*

SRB Sulforodamina B

TA temperatura ambiente

TCA acido tricloroacético

TCE tricloroetileno

*Abreviaturas originalmente en inglés; traducidas al espafiol para mayor claridad.
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1. Introduccién

1.1. La quimica medicinal: El descubrimiento y desarrollo de farmacos

La quimica medicinal es una ciencia interdisciplinaria que abarca un vasto dominio situado
en la interfaz entre la quimica y las ciencias de la vida. Se ocupa del disefio y la sintesis de
moléculas bioactivas con el objetivo de abordar necesidades médicas (Holbrook & Garneau,
2017). La IUPAC define a la quimica medicinal como una disciplina centrada en el descubrimiento
y el estudio de compuestos bioldgicamente activos, el estudio de su metabolismo, mecanismos de
accion y relaciones estructura-actividad (Wermuth et al., 1998).

La préctica de la quimica medicinal moderna se asemeja a un proceso de evolucion
darwiniana forzada dentro del espacio quimico. Este enfoque implica ciclos iterativos en los que
las moléculas organicas se modifican y luego se someten a pruebas bioldgicas (Tsomaia et al.,
2017, p.326). A través de estos ciclos, el quimico medicinal desarrolla una comprension de la
relacion estructura-actividad (structure activity relationships, SAR), identificando las porciones
de la molécula esenciales para la actividad biologica y aquellas que no lo son (Patrick, 2023,
p.209). Incluso pequefias modificaciones en la estructura pueden alterar significativamente los
tipos y la intensidad de las interacciones de unién con una diana bioldgica, lo que impacta en la
potencia, eficacia y duracién de la accion de un farmaco (Harrold & Zavod, 2023, p.165). A pesar
de los avances tecnoldgicos, el descubrimiento de farmacos continGia siendo un proceso que, en
muchos casos, se apoya en factores como la serendipia y sobre todo en el conocimiento y la

experiencia acumulada de los expertos, mas que en la aplicacion estricta de métodos sistematicos.

El desarrollo de un farmaco, por lo general, se divide en cuatro etapas principales (Figura
1): descubrimiento del farmaco, desarrollo preclinico mediante modelos/ensayos celulares y
animales, ensayos clinicos en humanos, y finalmente, el proceso de aprobacion regulatoria
necesario para su comercializacion (Biala et al., 2023). El descubrimiento y desarrollo de farmacos
son procesos largos y costosos que a menudo superan los 2.000 millones de délares y suelen tardar
méas de una década desde el descubrimiento hasta la aprobacion final con una elevada tasa de
fracaso (Berdigaliyev & Aljofan, 2020; Cai et al., 2020). Entre 2015 y 2020, los farmacos
oncologicos representaron el 29 % de las aprobaciones de la FDA, evidenciando un marcado

enfoque en el desarrollo de tratamientos contra el cancer. La mayoria de estos compuestos



cumplieron con la regla de Lipinski, una tendencia también observada en los medicamentos
aprobados entre 2010 y 2019 (Bhutani et al., 2021; Brown & Wobst, 2021).

Figura 1. Proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos

En las primeras etapas del descubrimiento de farmacos, la regla de los cinco de Lipinski
(Ro5) se emplea para predecir la viabilidad de una molécula como farmaco oral, la via de
administracién con mayor aceptacion entre los pacientes. Esta regla considera cuatro parametros:
peso molecular (< 500 g/mol), log P (< 5), donantes de enlaces de hidrogeno (< 5) y aceptores de
enlaces de hidrogeno (< 10) (Srivastava, 2021). Aunque permite filtrar compuestos con buena
absorcién y permeabilidad, no contempla factores como los transportadores activos o el
metabolismo, que también afectan significativamente la biodisponibilidad (Lipinski et al., 1997),
lo que puede limitar la exploracion de nuevos espacios quimicos. Ademas, su cumplimiento
estricto podria excluir moléculas con potencial terapéutico. En respuesta, se han desarrollado otras
reglas, como las de Veber, Egan, Muegge, Ghose y Oprea, que amplian los criterios de evaluacion
de farmacos orales (Protti et al., 2021).

1.2. La quimica verde, desafiando el status quo para un futuro sostenible
La quimica verde, que surgio a principios de los afios 90, es un campo relativamente nuevo
y emergente enfocado en el disefio de productos y procesos quimicos de manera sostenible,
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mediante la reduccion de la contaminacion y los riesgos para la salud humana y el ambiente
(Anastas & Zimmerman, 2019). Constituye la base de la quimica sostenible, un concepto mas
amplio que busca equilibrar el avance de la quimica con el uso responsable de los recursos
naturales (Anastas & Zimmerman, 2018; Anastas et al., 2021). Paul Anastas, cientifico
estadounidense y funcionario de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA),
es considerado como el "Padre de la quimica verde" por sus contribuciones pioneras en este campo
(Das et al., 2022). Segun la EPA, la quimica verde, y por extension la quimica sostenible, se define
como el disefio de productos y procesos quimicos que reducen o eliminan tanto el uso como la
generacion de sustancias peligrosas (Taylor, 2010). Sus principales objetivos incluyen el disefio
de reacciones mas eficientes, el uso de materiales y fuentes de energia renovables, la utilizacion

de disolventes y reactivos seguros, la prevencion de la produccion de residuos, entre otros.

La implementacion de la quimica verde en la industria farmacéutica ha dado lugar a
avances notables en la optimizacion de procesos de sintesis. Por ejemplo, Merck y Codexis
desarrollaron una sintesis alternativa para la sitagliptina, un fa&rmaco utilizado en el tratamiento de
la diabetes tipo 2, que elimind la necesidad de un catalizador metalico, mejorando tanto el
rendimiento como la seguridad del proceso. De manera similar, en la produccion de simvastatina,
una de las estatinas méas prescritas para el control del colesterol, la introduccion de una enzima
junto con el uso de materias primas de bajo costo permitié un proceso mas seguro y eficiente, en
reemplazo la sintesis tradicional de varios pasos que dependia de reactivos nocivos (Rathi &
Nausheen, 2023). Pfizer optimizo la sintesis de pregabalina, farmaco utilizado para tratar dolor
neuropatico y la epilepsia, logrando reducir la generacién de residuos de 86 kg a solo 17 kg por kg
de producto, asi como disminuir el consumo energético en un 82% (Taylor, 2010). Ademas, una
ruta optimizada para la sintesis de sertralina (Figura 2), ampliamente utilizada en el tratamiento de
trastornos del estado de animo y ansiedad, permitié simplificar la obtencion del intermediario
tetralona, reduciendo el nimero de pasos de sintesis de cinco a solo uno. A su vez, la modificacion
de las condiciones de reaccion en los pasos posteriores duplico el rendimiento del producto final
y disminuyé el consumo de materia prima. Este nuevo proceso también redujo el numero de
disolventes empleados de cinco a dos, asi como el volumen total de disolvente al 24% del requerido

en el proceso original (Erythropel et al., 2018).
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Figura 2. (a) Sintesis inicial de multiples pasos para el intermedio tetralona en comparacion

con la ruta mejorada de Finorga de un solo paso. (b) Comparacién de la ruta sintética anterior

y mejorada de Pfizer para sertralina (Erythropel et al., 2018)

1.2.1. Principios de la quimica verde

En la actualidad, la quimica enfrenta el desafio de disefiar procesos que sean sostenibles y
respetuosos con el ambiente. Es fundamental considerar las propiedades inherentes de las
moléculas desde las etapas mas tempranas del disefio del proceso quimico. Esto permite evaluar si
los compuestos y los procesos asociados son agotables o renovables, toxicos o benignos, y
persistentes o facilmente degradables (Zimmerman et al., 2020). Para mitigar el impacto ambiental
causado por los procesos quimicos, idealmente se deberia utilizar una sintesis perfecta y
ambientalmente benigna, con este objetivo se establecieron 12 principios rectores (Figura 3),
disefiados para guiar el desarrollo de procesos quimicos mas sostenibles (Anastas & Eghbali,
2010). Estos principios, introducidos por Paul Anastas y John C. Warner en 1998, proporcionan

un marco practico para la quimica verde.
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La sostenibilidad es un concepto méas amplio que abarca no solo el aspecto ambiental, sino
también el econdmico y social a lo largo de todo el ciclo de vida de un producto. Implica crear un
equilibrio entre los seres humanos y el uso de los recursos naturales. Esta definida como la
capacidad de satisfacer nuestras necesidades actuales sin comprometer la capacidad de las
generaciones futuras de satisfacer las suyas. En este marco, la implementacion de los principios
de la quimica verde se alinea directamente con la consecucion de varios Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS). Los ODS constituyen 17 objetivos globales adoptados en 2015 por los Estados
miembros de las Naciones Unidas (ONU) como parte de la Agenda 2030, con el fin de lograr un
cambio social, econdmico y ambiental. Cada uno de estos objetivos cuenta con metas e indicadores

concretos que deben alcanzarse para el afio 2030 (Chen et al., 2020).
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Figura 3. Los 12 principios de la quimica verde y los Objetivos de Desarrollo Sostenible

relacionados

La prevencidn de residuos (principio 1) se erige como uno de los pilares de estos principios,
porque propone que el disefio de los procesos quimicos minimice la generacion de residuos.
Maximizar la economia atdmica (principio 2) garantiza que los &tomos de los materiales iniciales
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utilizados en un proceso se incorporen en su gran mayoria al producto final, minimizando los
subproductos innecesarios. El uso de disolventes y auxiliares mas seguros (principio 5) reduce los
impactos ambientales. El disefio de procesos energéticamente eficientes (Principio 6) ayuda a
minimizar el consumo de energia, idealmente operando a temperatura y presion ambiente.
Priorizar las sintesis quimicas menos peligrosas (principio 3) minimiza la toxicidad para la salud
humana y el ambiente. Garantizar que los productos se degraden en sustancias inocuas después de
su uso (principio 10) previene la persistencia y la contaminacion ambiental. El uso de materias
primas renovables (principio 7) respalda el abandono de los recursos no renovables, promoviendo
la sostenibilidad (Etzkorn, 2019; Moores, 2009, p.2). Adicionalmente, hoy en dia existe una amplia
gama de métricas de quimica verde para comparar rutas sintéticas y metodologias considerando
su huella ambiental (Clarke et al., 2018).

1.2.2. Factor — E, una métrica de la quimica verde

Las métricas de la quimica verde son un conjunto de indicadores utilizados para describir
varios aspectos de un proceso quimico determinado en relacion con los principios de la quimica
verde (Fantozzi et al., 2023). Para mejorar verdaderamente la eficiencia de un proceso, debemos
mirar mas alla del rendimiento quimico y considerar factores como la seleccion de disolventes o
el uso de materiales derivados de la biomasa, cambiando nuestro enfoque hacia la minimizacion
de residuos (Vaccaro, 2016). Entre algunas métricas cuantitativas se encuentran la eficiencia de
carbono, la economia atdmica, la eficiencia de masa de reaccion o el factor ambiental (Factor - E)
(Kurniawan et al., 2021). Cabe mencionar que estas métricas pasan por alto aspectos como la
toxicidad, lo que puede subestimar el impacto global del proceso (Phan et al., 2015). También

existen métricas semicuantitativas, como la escala ecoldgica o Eco-escala (Van et al., 2006).

En el contexto de la quimica verde, el factor E es una métrica empleada para cuantificar el
impacto ambiental de un proceso quimico, particularmente en términos de produccion de residuos.
Fue introducido por Roger Sheldon a principios de la década de 1990 como una forma de evaluar
la eficiencia y la sostenibilidad de las reacciones quimicas. El factor E se define como la relacion
entre la masa total de residuos generados y la masa del producto deseado. Un valor ideal de factor
E igual a O representa un proceso con cero residuos. Se considera como residuo a “todo excepto
el producto deseado” incluyendo los insumos utilizados en el procesamiento (work-up). Si un

material se recupera y se reutiliza, no se considera residuo. Esta métrica impulsa la innovacion
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hacia una sintesis con minimizacion de residuos (Sheldon et al., 2022). El factor E también es util
para evaluar el impacto ambiental de un proceso industrial especifico, como la produccién de un
dispositivo electronico. La Tabla 1 muestra los valores de factor E publicados para ciertos sectores
de la industria quimica (Tobiszewski et al., 2015).

Tabla 1. Factores E en diferentes sectores de la industria quimica

Sector industrial Tonelada del producto Factor - E
Refinacion de petréleo 10°-108 <0.1
Productos quimicos basicos 10%-10° <1.0a5.0
Productos quimicos finos 102-10* 5.0a>50
Industria farmacéutica 10-10° 25a> 100 (25 a > 200)

1.2.3. El rol de los disolventes para la sostenibilidad

Uno de los desafios clave en el desarrollo de procesos quimicos sostenibles es la seleccion
y el uso de disolventes, ya que estos representan un gran problema por muchas razones, entre ellas:
el costo, el tiempo, la energia y la salud humana y ambiental (Denlinger & Mack, 2018). En este
contexto, el principio 5 de la quimica verde enfatiza la importancia de minimizar el impacto
ambiental, promoviendo la reduccidn, sustitucion o eliminacion de disolventes peligrosos en favor

de alternativas mas seguras y sostenibles.

La industria farmacéutica, que genera grandes cantidades de residuos, esta adoptando cada
vez mas principios de la quimica verde como parte de un enfoque mas amplio hacia la
sostenibilidad. Este compromiso busca minimizar los impactos negativos relacionados con los
disolventes y optimizar los procesos (Domingues et al., 2024). Los disolventes representan entre
el 80 y el 90 % de la masa total de material no acuoso utilizado en la produccion farmacéutica y
contribuyen al 75 - 80 % de los residuos generados (Sheldon, 2023), es decir, representan al menos
la mitad del material utilizado en un proceso de sintesis de un farmaco. Por ello, limitar su cantidad
o seleccionar disolventes “mas verdes” mitigarian el impacto ambiental (Prat et al., 2016).
Alternativamente, el uso de condiciones sin disolventes también ha demostrado ser una estrategia

eficaz para mejorar la sostenibilidad de cualquier reaccion quimica (Chetty et al., 2024).

Una reaccion quimica sin disolvente (solvent-free) es un sistema de reaccion que se lleva
a cabo en ausencia de disolventes, lo que minimiza la generacion de desechos y mejora la

sostenibilidad del proceso (Sahoo & Banik, 2020, p.524). Los disolventes son un elemento central
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de la quimica verde debido a su amplio uso en reacciones, especialmente en las etapas de
purificacion. Sin embargo, no afectan directamente la composicion del producto de la reaccion
(Byrne et al., 2016). Si bien la funcidon principal de un disolvente en sintesis es solubilizar los
reactivos, permitiendo que entren en contacto, interactien y reaccionen, en ausencia de disolvente,
un reactivo liquido puede cumplir esa funcion, en cantidades mucho menores, lo que reduce la

generacion de residuos (Métro et al., 2020).

Para mitigar el impacto ambiental asociado al uso de disolventes tradicionales, la quimica
verde promueve el desarrollo y la implementacion de disolventes verdes, los cuales se caracterizan
por su baja toxicidad, facil disponibilidad, menor impacto ambiental, no inflamabilidad y la
posibilidad de operar a temperaturas de reaccion méas bajas (Tomar & Jain, 2023). Una guia de
seleccion de disolventes (CHEM21), alineada con el Sistema Global Armonizado (GHS) y
regulaciones europeas, clasifica los disolventes en funcién de criterios de seguridad, salud y

ambiente (Prat et al., 2016), como los ejemplos proporcionados en la Tabla 2.

Tabla 2. Guia de disolventes CHEM21 de disolventes “cldasicos”

Familia Solvente Seguridad Salud Ambiente Rankin
Agua H.0 1 1 1
Eteres Me-THF 6 5 3 Problematico
Alcoholes EtOH 4 3 3

MeOH 4 7 5
Halogenados CH:ClI2 1 7 7

Recomendado: preferible para pruebas iniciales de un proceso. Problemético: se puede utilizar en laboratorios, pero
requiere medidas especiales o un alto consumo de energia para aumentar la escala. Peligroso: fuertes restricciones
para aumentar la escala; la sustitucion es una prioridad.

1.3. Reacciones multicomponente MCR

En la sintesis organica clasica, varios pasos conectados en serie conducen al producto final,
un enfoque conocido como sintesis de varios pasos (Figura 4). En este proceso, los productos
intermedios deben aislarse y purificarse antes de avanzar al siguiente paso, lo que demanda un
gran trabajo y tiempo. Ademas, los rendimientos globales suelen ser bajos, ya que resultan de la
multiplicacion de los rendimientos individuales de cada paso. Por esta razon, la sintesis organica
a menudo se mide por la eficiencia y el nimero de pasos necesarios para producir la molécula de
interés. A raiz de ello, si un compuesto estructuralmente elaborado puede sintetizarse en uno o

poCos pasos, resulta ventajoso en términos de esfuerzo, costo y tiempo.
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En este contexto, las reacciones multicomponente (MCR, multicomponent reaction), se
presentan como una herramienta clave en la quimica verde, ya que permiten la sintesis de
moléculas complejas de forma més eficiente y sostenible. Por definicion, las MCR son reacciones
one-pot, lo que significa que ocurren en un solo recipiente sin la necesidad de aislar intermedios.
Esta metodologia permite llevar a cabo multiples transformaciones sintéticas y pasos de formacion
de enlaces en un Unico paso, evitando la necesidad de varios pasos intermedios de aislamiento o
purificacion (Figura 4). Como resultado, se reducen los residuos quimicos, lo que simplifica
aspectos practicos (Hayashi, 2016) y acelera la produccion de quimiotecas diversas con alta
productividad (Cioc et al., 2014).

Las MCR son procesos convergentes que implican la construccion de arquitecturas
moleculares relativamente complejas mediante la incorporacion simultanea de tres o0 méas bloques
de construccion (Démling et al., 2012); es decir, son transformaciones quimicas en las que tres o
mas reactivos sencillos se combinan en un solo paso para obtener un Unico producto final
complejo. Esta capacidad de integrar multiples reactivos en un solo paso de reaccion presenta una
alta economia atémica ya que la mayoria o la totalidad de los atomos presentes en los reactivos se
incorporan al producto final (Zarganes et al., 2015). Esto evita que los materiales de partida se
desperdicien en subproductos y se generen residuos, lo que esta en linea con el principio 2 de los

principios de la quimica verde relacionado a la eficiencia atomica de un proceso.

a)
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b)

Figura 4. Comparacion de metodologias sintéticas: (a) sintesis convencional de multiples pasos

y (b) sintesis de un solo paso a través de MCR (Graziano et al., 2023)
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Las reacciones multicomponente, aunque antiguas, resurgieron en los afios 90 con el auge
de la quimica combinatoria. Este enfoque busca acelerar la sintesis de compuestos al construir
moléculas complejas y diversas con una estructura central similar (Messire et al., 2024). En las
ultimas décadas, las crecientes preocupaciones ambientales han impulsado ain més la
investigacion de las MCR, ya que promueven la sostenibilidad y se alinean con los principios de
la quimica verde (Mohlala et al., 2024). Ademas, su estudio se ha visto impulsado por la necesidad
de la industria farmacéutica de contar con vastas bibliotecas de moléculas pequefias (small
molecule) estructuralmente complejas para su evaluacion como andamios en programas de

descubrimiento y desarrollo de farmacos (Insuasty et al., 2020).

Debido a sus numerosas ventajas, las MCR se consideran ideales para los enfoques
sintéticos modernos. Estas ventajas incluyen alta eficiencia, reduccion de residuos, simplicidad
operativa, condiciones de reaccion suaves, alta economia atomica, y un enfoque amigable con el
ambiente. Ademas, las MCR son experimentalmente sencillas de ejecutar, y con frecuencia sin

necesidad de condiciones anhidras o una atmosfera inerte (Démling & AlQahtani, 2014, p.1).

Entre las MCR mas estudiadas y aplicadas se encuentran las reacciones de Biginelli,
Hantzsch, Mannich, Passerini y Ugi (Tabla 3), importantes en la sintesis de compuestos
biol6gicamente activos (Zhang & Yi, 2019, p.28). En la sintesis orientada a la diversidad
(diversity-oriented synthesis, DOS), las MCR son herramientas valiosas, ya que permiten
introducir maltiples fuentes de diversidad en un solo paso. Esta capacidad permite a los
investigadores explorar de manera eficiente el espacio quimico biolégicamente relevante (Basso
et al., 2019). De manera similar, en la sintesis orientada a objetivos (target-oriented synthesis,
TOS) expanden la diversidad y complejidad molecular, lo que las hace esenciales para aplicaciones
en quimica sintética y medicinal (Li et al., 2024).
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Tabla 3. Lista cronoldgica del descubrimiento de algunas reacciones multicomponente
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Las MCR han contribuido al descubrimiento y desarrollo de farmacos al permitir la sintesis
rapida y rentable de diversas bibliotecas moleculares. Este enfoque acelera la produccion de
multiples andlogos de moléculas de interés, lo que reduce los costos de la quimica medicinal en
las primeras etapas y agiliza la optimizacion de los productos principales (Younus et al., 2020). La
sintesis del inhibidor de la proteasa del virus de la hepatitis C, Telaprevir, implica mas de 20 pasos
lineales. Sin embargo, un estudio logro reducir el nimero de pasos a casi la mitad incorporando
una biotransformacion y dos MCR. La MCR de Ugi de 3 componentes utilizé el acido carboxilico
I1, la imina ciclica 1 y el isocianuro 1v como materiales de partida (Figura 5). El &cido 11 se obtuvo
a través de la quimica de péptidos, mientras que la imina quiral 111 se genero in situ a partir del
compuesto v mediante la oxidacion catalizada por la enzima MAO-N. El isocianuro 1V se sintetiz
a través de una MCR de Passerini que involucraba los compuestos Vi y vii, junto con acido acético
(Zarganes & DOmling, 2014; Znabet et al., 2010).

- . o
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H :
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Figura 5. Sintesis de Telaprevir 1 en base a analisis retrosintético con reacciones

multicomponente (Znabet et al., 2010)

1.3.1. Reacciones multicomponente basadas en isocianuro IMCR

En 1958, Ugi logré producir isocianuros mediante la deshidratacion de formamidas, lo que
facilito su disponibilidad (Ugi & Meyr, 1958). Los isocianuros, también conocidos como
isonitrilos, son considerados “carbenos estables” debido a que tienen un atomo de carbono capaz

de actuar a la vez como nucle6filo y electrofilo (Figura 6). En estas reacciones, el carbono terminal
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del isocianuro actiia como punto de reactividad clave; los nucleofilos atacan su orbital LuMO (%),

mientras que los electrofilos interactian con su orbital HOMO (o) (Chatziorfanou et al., 2024).

/\centro electrofilo
® O QN g@
R—N=C<Q® —<=—> = centro nucledfilo
R/ 0 N~

Figura 6. Estructuras de resonancia del isocianuro bajo consideracion de los orbitales atomicos

relevantes

Las MCR pueden clasificarse en dos tipos principales: aquellas basadas en isocianuros
(IMCR) y las que no los incluyen. Las IMCR destacan por su capacidad para generar compuestos
nuevos, complejos y biolégicamente activos (Mohlala & Coyanis, 2024). No obstante, un
inconveniente asociado a estas reacciones es el olor y la toxicidad de los isocianuros, que se ha
abordado mediante estrategias como la generacion in situ del isonitrilo seguida del agregado del

resto de reactivos necesarios para la MCR (Patil et al., 2020).

Entre las IMCR mas conocidas estan la reaccion de Passerini de tres componentes y la
reaccién de Ugi de cuatro componentes. La reaccidn de Passerini, descubierta en 1921 por Mario
Passerini, es considerada la IMCR maés antigua que introduce simultaneamente tres puntos de
diversidad al combinar tres componentes (Banfi & Lambruschini, 2024). Mas tarde, en 1959, Ivar
Ugi desarroll6 una extension de esta reaccion al reemplazar el componente carbonilico por una
imina como electrofilo, dando lugar a la reaccion de Ugi (Lambruschini et al., 2020; Démling,
2023).

1.4. Reaccién de Passerini P-3CR

La reaccion de tres componentes de Passerini (Passerini 3 component reaction, P-3CR) es
la primera reaccion multicomponente basada en isocianuros; la misma es una reaccion de
condensacion entre un compuesto carbonilico (aldehido o cetona) 1, un &cido carboxilico 2 y un
isocianuro 3 que conduce a la sintesis en un solo paso de una a-aciloxi carboxamida 4 (Figura 7)
(Passerini, 1921).
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Figura 7. Esquema general de la Reaccion Multicomponente de Passerini

La reaccion de Passerini puede generar un nuevo centro estereogénico cuando el
componente carbonilico 1 es proquiral o asimétrico (Banfi et al., 2021), es decir, si R es distinto
de R2, se forma un nuevo estereocentro (Marqués & Herrera, 2015, p.283). En cambio, si se utiliza
formaldehido o una cetona simétrica, donde ambos sustituyentes son iguales, no se genera dicho
estereocentro. En esta reaccion tipicamente se obtiene una mezcla racémica lo que no supone una
limitacion significativa cuando el objetivo es la generacion de una quimioteca drug-like en la
busqueda de un hit (Lambruschini et al., 2020). No obstante, el uso de un racemato como farmaco
no es deseable porque suele requerir una dosis mayor para obtener la respuesta deseada y el
enantiomero no deseado puede causar efectos secundarios adversos (Wilk et al., 2021). Si bien el
exceso enantiomérico (ee) puede evaluarse rapidamente mediante polarimetria para medir la
actividad Optica, la resolucién de enantiomeros puede requerir HPLC con una fase estacionaria
quiral, métodos enzimaticos o derivatizacidn con agentes quirales (p. €j., el reactivo de Mosher).
El desarrollo de métodos para la sintesis de a-aciloxi carboxamidas quirales con estereoquimica
definida, el control del estereocentro generado en la reaccion, asi como la obtencién de
estereoselectividad bajo condiciones asimétricas, contintan siendo grandes desafios. En este
contexto, la P-3CR enantioselectiva catalitica es un area poco explorada (Banfi et al., 2021; Wilk
etal., 2021).

Aunque la reaccion de Passerini fue la primera reaccion multicomponente que utilizé
isonitrilos en ser descubierta, ha sido menos explorada en comparacion con su derivada, la reaccion
de Ugi. Esto se atribuye principalmente a que el motivo a-aciloxi carboxamida, producto
caracteristico de la reaccion de Passerini, era considerado menos versatil o funcional que las
bisamidas en la quimica medicinal. Sin embargo, el renovado interés por esta reaccion surgio a

partir de la ampliacion de su alcance sintético, que permitié la obtencion de una variedad de
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productos, incluidos depsipéptidos, heterociclos y peptidomiméticos. Este avance subraya la
versatilidad y el potencial de la reaccion de Passerini en la generacion de compuestos de relevancia

bioldgica y farmacoldgica (Fouad et al., 2020; Graziano et al., 2023; Quelhas et al., 2021).

Existen numerosos ejemplos en la literatura que destacan la versatilidad de la reaccién de
Passerini. Esta reaccion ha sido empleada como paso clave en la sintesis total de la euristatina A,
un macrociclo natural con actividad inhibidora de prolil endopeptidasa, aislado de Streptomyces
eurythermus (Figura 8). Ademas, se ha explorado su uso en la generacion de una quimioteca de
anadlogos de azinomicina A, un producto natural aislado de Streptomyces griseofuscus con
propiedades antitumorales (Figura 9). La aplicacion de la reaccion de Passerini en este contexto
ha permitido la construccion de compuestos farmacoldgicamente activos (Kim et al., 1998; Owens

etal., 2001).
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Figura 9. Estructura de la azinomicina A
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Si bien los productos tipicos de la reaccion de Passerini pueden enfrentar desafios en la
quimica medicinal debido a la labilidad de los grupos éster en condiciones fisioldgicas, tienen un
potencial significativo como profarmacos, moléculas con poca o ninguna actividad farmacoldgica
que estan disefiadas con una labilidad estructural incorporada para experimentar su bioconversion
in vivo, liberando el farmaco activo al sistema. EI uso de derivados éster es una aproximacion
clasica para el desarrollo de profarmacos con el fin de mejorar la biodisponibilidad del farmaco
(Dahan et al., 2014).
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Mas recientemente, se han explorado estrategias para superar las limitaciones asociadas
con la estabilidad de los ésteres en derivados obtenidos mediante la reaccién de Passerini, lo que
ha permitido la preparacion de a-aciloxi carboxamidas metabdlicamente estables.
Interesantemente, se ha reportado que su estabilidad varia segun la naturaleza de los sustituyentes
(Brunelli et al., 2022). Estudios sobre la estabilidad quimica y enzimatica de profarmacos que
contienen enlaces éster han demostrado que un mayor impedimento estérico alrededor del enlace
éster mejora su estabilidad frente a la hidrélisis (Zheng & Nolan, 2015). Por otro lado, en vectores
genéticos como nanoparticulas lipidicas construidas con lipidos cationicos generados mediante la
reaccion de Passerini, la presencia de enlaces éster y amida en las a-aciloxi carboxamidas permite
su biodegradacion, lo que facilita la liberacion de acidos nucleicos (Chen et al., 2024). Estos
ejemplos destacan la versatilidad de las reacciones de Passerini, particularmente cuando la
estructura de los materiales de partida se disefia adecuadamente, permitiendo la obtencion tanto de

profarmacos como de potenciales farmacos.

La reaccion de Passerini clasica suele llevarse a cabo a temperatura ambiente, en
condiciones suaves en un medio ligeramente &cido, con tiempos de reaccion que varian desde unas
pocas horas hasta varios dias (en el caso de las cetonas) (Banfi et al., 2021). En algunos ejemplos
se ha optimizado el tiempo de reaccion y el rendimiento mediante radiacion de microondas,
ultrasonido o mecanoquimica (Ingold et al., 2018; Salami et al., 2023). Al ser mas rapida en un
medio de baja polaridad, la reaccion de Passerini suele llevarse a cabo en disolventes
convencionales como diclorometano, acetato de etilo, éter dietilico y tetrahidrofurano (Banfi et al.,
2021). Ademas de los disolventes utilizados clasicamente, la P-3CR también se ha llevado a cabo
en condiciones respetuosas con el ambiente sustituyéndolos por disolventes verdes como por
ejemplo el agua (in-water), vesiculas acuosas, liquidos idnicos o condiciones libres de disolvente
(Figura 10) (Shirini et al., 2012; Paprocki et al., 2015).
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Figura 10. Reaccion de Passerini dentro de vesiculas formadas por el surfactante catiénico
DODAB en un medio acuoso, destacando el efecto del microentorno en la orientacion y

reactividad de los compuestos (Paprocki et al., 2015)

1.4.1. Mecanismos de Reaccion de Passerini

El mecanismo exacto de la reaccion de Passerini sigue siendo objeto de debate y estudio.
A lo largo de los afos, se han realizado investigaciones para dilucidar su mecanismo, revelando
diferentes intermedios, como hemiacetales, carbocationes y aductos estabilizados por enlaces de
hidrégeno. Inicialmente, Passerini propuso que la reaccién implicaba la adicion del &cido
carboxilico al compuesto carbonilico, el cual reaccionaba posteriormente con el isonitrilo para
formar el producto final (Passerini, 1921). Actualmente, se reconocen dos mecanismos posibles
para esta reaccion: el mecanismo concertado y el mecanismo iénico (Maeda et al., 2011; Ramozzi
& Morokuma, 2015). No obstante, persisten desafios, especialmente en las versiones asimétricas
de la reaccién, debido a problemas de estereocontrol y a la falta de claridad en los pasos

relacionados con la induccién quiral (Alvim et al., 2014).

1.4.1.1 Mecanismo concertado

Mario Passerini desarrollo la sintesis de a-aciloxi carboxamidas, basada en la adicion de
un isonitrilo a un componente carbonilico activado por un &acido carboxilico. Aunque se han
propuesto muchos mecanismos de reaccion a lo largo de los afios, el mecanismo generalmente
aceptado es un mecanismo concertado. En 1961, Ugi propuso un mecanismo basado en hallazgos
experimentales, en particular en las diferencias de reactividad observadas al cambiar el disolvente
de reaccion. Este mecanismo, en el que no intervienen intermedios i6nicos (mecanismo no iénico),

es hoy universalmente aceptado (Banfi et al., 2021).
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La reaccion de Passerini progresa rapidamente en disolventes aproticos no polares, a
temperatura ambiente y con relativamente altas concentraciones de los materiales de partida
(Maeda et al., 2011). Esto sugiere que la reaccion no sigue una via ionica, sino un mecanismo no
ionico y concertado (Alvim et al., 2014), lo que explica los tiempos de reaccion mas répidos
observados en estos disolventes. Entre los disolventes que favorecen cinéticamente la reaccion se
encuentran el diclorometano y el tolueno (Ramozzi & Morokuma, 2015; Boukis et al., 2017). El
mecanismo concertado, que implica un estado de transicion ciclico relativamente apolar,

concuerda con la mayor rapidez de la reaccién en disolventes apolares (Banfi et al., 2021).
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Figura 11. Mecanismo concertado para la Reaccion de Passerini basado en la evidencia de

literatura

El mecanismo de la reaccion de Passerini inicia con la activacion del componente
carbonilico mediante la formacion de un aducto débilmente unido por un enlace de hidrégeno con
el &cido carboxilico (Marqués & Herrera, 2015, p.284). Este primer paso genera un aducto ciclico
de seis miembros (X, Figura 11) que aumenta tanto la reactividad electrofilica del componente

carbonilico como el caracter nucleofilico del acido carboxilico (Boukis et al., 2017). Se cree que
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el enlace de hidrégeno desempefia un papel crucial en la formacién del intermedio ciclico donde
posteriormente reacciona el isocianuro. Ademas, este aducto influye en la estereoselectividad de

la reaccion (Alvim et al., 2014).

El siguiente paso es una a-adicion concertada. ElI carbono del isocianuro ataca
nucleofilicamente al carbono carbonilico activado, mientras también actia como electrofilo al
reaccionar con el oxigeno del grupo carboxilo. Ambos grupos, carbonilo y &cido carboxilico, se
unen simultaneamente al carbono terminal del isocianuro, formando un a-aducto a través de un
estado de transicion ciclico y relativamente apolar. Este estado de transicion ciclico explica la
mayor rapidez de la reaccion en disolventes apolares (Banfi et al., 2021). Finalmente, el centro
quiral en el producto se genera por la a-adicion del carbono divalente del isonitrilo al grupo
carbonilo (Wang et al., 2012, p. 95). El intermediario de siete miembros formado en esta etapa (Y,
Figura 11), que contiene los tres componentes, no ha sido aislado porque sufre inmediatamente un
reordenamiento que da lugar al aducto a-aciloxi carboxamida de Passerini (Boukis et al., 2017;
Alvim et al., 2014). No obstante, la manera en que se forma Y sigue siendo objeto de un activo
debate (Marqués & Herrera, 2015, p.284).

En el paso final, el o-aducto formado se reordena mediante una transferencia
intramolecular de acilo, conocida como reordenamiento de Mumm, lo que conduce a la formacion
de la a-aciloxi carboxamida. Este proceso implica la migracion del acilo al grupo hidroxilo vecino
para dar el éster deseado (Sehlinger & Meier, 2014, p.63). El reordenamiento de Mumm,
documentado por primera vez en 1910 (Mumm, 1910), consiste en una transferencia de acilo
intramolecular 1,4(0-0O) en las reacciones de Passerini, convirtiendo un imidato de acilo en una
amida con la formacién de un enlace C=0. Si bien los pasos anteriores de la reaccion son
reversibles, este paso es irreversible, desplazando todos los equilibrios hacia la formacion del
producto final y sirviendo como fuerza impulsora de toda la cascada de reacciones. Sin embargo,
persiste la incertidumbre sobre si el paso limitante de la velocidad es la a-adicion o el
reordenamiento, lo que puede tener consecuencias importantes en el control estereoquimico (Banfi
etal., 2021).
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1.4.1.2. Mecanismo iénico

En disolventes polares como el metanol o el agua, la reaccion seguiria este mecanismo
ionico. El componente carbonilico es protonado por el acido carboxilico, produciendo la
activacion electrofilica del carbonilo, seguida de una adicion nucleofilica del carbono del
isocianuro al carbonilo generando un ion nitrilio. Este ion es luego atacado por el anién
carboxilato, formando un intermediario imidato que experimenta una transferencia de acilo y una
tautomerizacion para dar la a-aciloxi amida (Karimi et al., 2009; Wang, 2010, p.2122), este paso
final corresponde al reordenamiento de Mumm (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismo iénico propuesto para la Reaccion de Passerini basado en la evidencia
de literatura

En este mecanismo el nitrilio actia como un intermedio clave (Majumdar et al., 2017). En
el mecanismo ionico clésico de la reaccion de Passerini, el ion nitrilio se forma mediante la
reaccién entre un electrofilo y un isocianuro. Este intermediario efimero puede seguir cuatro rutas
sintéticas distintas (Figura 13): (a) ser interceptado intermolecularmente de forma estereoselectiva

por un nucleofilo, (b) ser interceptado intramolecularmente por un grupo nucleofilico presente en
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uno de los reactivos, (c) disociarse para regenerar el electréfilo y el isocianuro, o (d) romper el

enlace N-R4 para formar un nitrilo (Giustiniano et al., 2018).

Reaccion clasica de Passerini
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Figura 13. Caminos posibles del ion nitrilio en el mecanismo ionico de la Reaccion de Passerini
(Giustiniano et al., 2018)

En el afio 2011, Maeda y colaboradores propusieron un mecanismo para la reaccion de
Passerini similar al sugerido por Ugi, que incluye la adicién del isocianuro al aldehido activado
por el acido seguida de un paso de reordenamiento de Mumm para dar lugar al producto. Utilizando
métodos computacionales, particularmente el método AFIR (Artificial Force-Induced Reaction),

estudiaron detalladamente el mecanismo (Kumar et al., 2023; Maeda et al., 2011).

Sus calculos en fase gaseosa mostraron que la formacion del acil-imidato procede de forma
concertada, como se describe ampliamente en la literatura. Sin embargo, descubrieron que el
reordenamiento de Mumm requiere una segunda molécula de acido como catalizador, ya que sin
ella no puede tener lugar. En consecuencia, aunque formalmente es una reaccion de tres
componentes, en realidad sigue una via de pseudo-cuatro componentes, donde una molécula
adicional de &cido carboxilico actia como donante y aceptor de protones, facilitando la

transferencia de protones y reduciendo las barreras energéticas del reordenamiento (Figura 14)
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(Maeda et al., 2011). Este mecanismo explica como la segunda molécula de acido carboxilico
facilita el reordenamiento de Mumm y permite la formacion del aducto final, incluso en disolventes
apolares, que son los preferidos en las reacciones convencionales de Passerini (Alvim et al., 2014;
Maeda et al., 2011).
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Figura 14. Mecanismo de pseudo cuatro componentes basado en el método AFIR para la

reaccion de Passerini (Maeda et al., 2011)

En el afio 2015, Ramozzi y colaboradores realizaron célculos DFT (Density Functional
Theory) de alto nivel, los cuales respaldaron el mecanismo de cuatro componentes (Figura 15).
Identificaron que el intermedio nitrilio es estable en solucidn y su formacion constituye el paso
determinante de la velocidad del proceso, catalizado por una segunda molécula de acido
carboxilico (Kumar et al., 2023). Posteriormente, el nitrilio se convierte rapidamente en el imidato,
que a su vez experimenta el reordenamiento de Mumm (Lambruschini et al., 2020). Ademas,
confirmaron que el par-ionico o zwitterion de nitrilio no es apreciable utilizando célculos en fase
gaseosa, como los realizados por Maeda y sus colaboradores en 2011 (Ramozzi & Morokuma,
2015).
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El disolvente desempefia un papel clave en el mecanismo. En metanol, los enlaces de
hidrogeno entre sus moléculas y los acidos carboxilicos alteran la simetria estructural observada
en disolventes como el diclorometano, reduciendo las interacciones con el aldehido. Esto
disminuye la electrofilia del aldehido y dificulta la formacion del enlace C-C, como se ha
observado experimentalmente. Los calculos de cargas de Mulliken mostraron que los carbonos del
aldehido y del isocianuro son mas electrofilos y nucleofilos, respectivamente, en diclorometano
que en metanol. Para la reaccion de Passerini la ausencia de enlaces de hidrogeno en disolventes
apraticos resulta crucial. La mayor eficiencia de esta reaccion en disolventes aproticos no se debe
a la ausencia del nitrilio, como se ha sugerido, sino a la falta de redes de enlaces de hidrogeno con
el disolvente que disminuyen la reactividad de los reactivos durante la formacion del nitrilio
(Ramozzi & Morokuma, 2015).
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Figura 15. Mecanismo de pseudo-cuatro componentes basado en el método DFT para la

reaccion de Passerini (Ramozzi & Morokuma, 2015)
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1.5. Reaccion de Passerini-Smiles

En 2006, EI Kaim y Grimaud introdujeron la reaccion de Passerini-Smiles (PS-3CR), una
variante de la reaccion de Passerini (El Kaim et al., 2006) en la que el componente &acido
carboxilico se reemplaza por un fenol deficiente en electrones, permitiendo una O-arilacion
(Marqués & Herrera, 2015, p.284). Esta MCR involucra un compuesto carbonilico, un isocianuro
y un fenol, para dar como producto final una a-ariloxi amida (Figura 16). En el lugar del clasico
reordenamiento de Mumm, el paso final implica una sustitucion nucleofilica intramolecular en el
anillo aromatico deficiente en electrones, conocida como reordenamiento de Smiles (Martinand-
Lurin, 2015, p.111).

Los fenoles que contienen grupos atractores de electrones, como grupos nitro, en las
posiciones orto y/o para presentan una mayor acidez que les permite actuar como sustitutos de los
acidos carboxilicos en la reaccion de Passerini. Esta mayor acidez es esencial para activar el
carbono carbonilico, que es poco electréfilo, y facilitar el reordenamiento de Smiles entre atomos
de oxigeno. LaPS-3CR podria tener un alcance limitado, ya que pocos fenoles pueden reaccionar
directamente con compuestos carbonilicos (ElI Kaim & Grimaud, 2014a). Los derivados del 2-
nitrofenol (pKa = 7,2) y otros fenoles heteroaromaticos deficientes en electrones han demostrado
ser adecuados para este tipo de reaccion, ya que su mayor acidez favorece tanto la activacion del
componente carbonilico como el reordenamiento de Smiles para dar lugar a una a-ariloxi amida

(El Kaim et al., 2006; EI Kaim & Grimaud, 2014b, pp.91-93; El Kaim & Grimaud, 2009).

NO, NO, 0
O OH O+ R
PN 2=k S
+ + C=N—R; —— H
R, R, Ry (R
1 2 3 4
Figura 16. Esquema general de la Reaccion de Passerini-Smiles para el 2-nitrofenol

En general, la reaccidn de Passerini-Smiles permite la formacién de O-aril carboxamidas
cuando 2-nitrofenoles reaccionan con un isocianuro y un compuesto carbonilico en metanol. Sin
embargo, esta transformacion presenta desafios como la formacion de subproductos acetal,

especialmente con aldehidos no aromaticos, complicando la purificacion. Condiciones como el
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uso de aldehidos aromaticos o 4-nitrofenoles modificados mediante la reaccion de Mannich han

permitido aislar el producto deseado (ElI Kaim & Grimaud, 2014a).

Para optimizar la reaccion, se han reportado diversas estrategias. Las condiciones sin
disolventes con acidos de Lewis como Ti(Oi-Pr)s favorecen la formacion del producto de
Passerini-Smiles, mientras que dietilisopropilamina como catalizador en acetonitrilo logra
rendimientos excelentes. Aunque el papel exacto del catalizador sigue sin estar claro, estas
condiciones son compatibles con una amplia variedad de aldehidos, incluidos los derivados a,3-
insaturados (Dai & Li, 2007). Por otro lado, otros reportes sefialan que esta estrategia no siempre
resulta exitosa, pero que el uso de DABCO como catalizador permite alcanzar buenos rendimientos
y minimizar la formacion de subproductos como el acetal (Martinand-Lurin et al., 2014; EI Kaim
& Grimaud, 2014a).

El mecanismo de reaccién aun no ha sido estudiado en profundidad; se requieren mas
estudios para comprender sus detalles, sin embargo, se han propuesto varias hipotesis. Si bien la
P-3CR ha sido objeto de controversia durante mucho tiempo, la literatura sugiere mecanismos
similares para la reaccion de PS-3CR (El Kaim & Grimaud, 2014b, pp.91-93; Marqués & Herrera,
2015, p.284). Entre las principales propuestas se encuentran: un mecanismo concertado, en el que
un intermediario ciclico se forma mediante un enlace de hidrégeno, seguido de la adicién del
isocianuro para generar una O-ariloxi carboxamida (Figura 17); y un mecanismo ionico, en el que
se produce un intermediario de nitrilio (Figura 18), que luego sufre un ataque nucleofilico por el
fenolato para formar el producto final. En ambos casos, el reordenamiento de Smiles ocurre a
través de un intermediario espiro o un complejo de Meisenheimer (Marqués & Herrera, 2015,
p.284; Martinand-Lurin, 2015, p.111).
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Figura 17. Mecanismo propuesto para la PS-3CR utilizando 2- nitrofenol basado en el

mecanismo concertado de la P-3CR
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Figura 18. Mecanismo propuesto para la PS-3CR utilizando 2-nitrofenol basado en el

mecanismo ionico de la P-3CR
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1.6. El 5-hidroximetilfurfural, una plataforma quimica renovable

Una plataforma quimica se define como un producto quimico que puede servir como
sustrato para la produccién de otros productos de mayor valor agregado (Takkellapati et al., 2018).
La utilizacion de moléculas plataforma de origen vegetal para la sintesis de nuevos compuestos,
es un camino para dejar de depender de materias primas petroquimicas utilizando recursos

renovables, favoreciendo la sostenibilidad (Blanco et al., 2023).

El 5-hidroximetilfurfural (HMF) es una importante plataforma quimica derivada de
biomasa con el potencial de ser utilizado para el desarrollo de moléculas de alto valor agregado
(Jessop & MacDonald, 2023; Lépez & Porcal, 2024; Rosatella, et al., 2011) puede utilizarse para
producir plasticos, adhesivos, combustibles y productos farmacéuticos (Kucherov et al., 2018). Se
aislo por primera vez, a escala de laboratorio, en 1831 (Marullo & D’Anna, 2022). Debido a su
importancia, el Departamento de Energia de los EE. UU. lo incluy6 entre las 12 principales
plataformas quimicas con mayor potencial (Birmingham et al., 2021). Estudios recientes han
demostrado que las plataformas furanicas son ligeramente toxicas a practicamente no téxicas, por
lo que podrian usarse de forma segura para diferentes aplicaciones, debido a sus niveles bajos de
ecotoxicidad (Parmaki et al., 2024).

Los carbohidratos presentes en la biomasa se pueden deshidratar quimicamente para
producir furanos, como el furfural y el HMF (Figura 19) (Birmingham et al., 2021; Mittal et al.,
2020). En concreto, la deshidratacion de hexosas conduce a la formacion de HMF, asi como a
algunos acidos organicos (Deng et al., 2016; Castro & Fernandes, 2025). Aunque la fructosa
representa la ruta mas directa al HMF, recientemente se ha prestado mas atencién a polisacaridos
complejos como la inulina, el almidon y la celulosa (Bracchini et al., 2024; Menegazzo et al.,
2018).
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Figura 19. Deshidratacion de carbohidratos de la biomasa a plataformas quimicas (Mittal et
al., 2020)

El HMF es una molécula plataforma prometedora ya que en su estructura contiene un grupo
carbonilo, un grupo hidroxilo, y un nucleo furanico. Esta combinacién le otorga una reactividad
versatil (Figura 20), permitiendo su transformacion en productos de mayor valor (Fan et al., 2019).
Los heterociclos oxigenados son la segunda clase de estructuras heterociclicas mas comunes en
los farmacos aprobados por la FDA, con 311 medicamentos que contienen al menos uno desde
2017. Entre ellos, los compuestos furanicos son especialmente valiosos para la sintesis de farmacos
(Kong et al., 2020). Sin embargo, el HMF es inestable en condiciones &cidas y basicas, propenso
a reacciones secundarias y térmicamente sensible. En particular, en medios acuosos &cidos, su
descomposicion ocurre principalmente por rehidratacion, dando lugar a acido levulinico y acido
férmico o mediante condensacion aldélica seguida de una reticulacion a polimeros complejos

solubles e insolubles, conocidos como huminas (Bracchini et al., 2024; Fan et al., 2020, p.75).
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Reaccion en el anillo de furano:

- apertura / reordenamiento del anillo
- oxidacion del oxigeno singlete

- reaccién de Diels-Alder

Reaccion en el grupo OH: Reaccidn en el carbonilo:

- formacién del enlace C-X HO (0 0 - formacién de enlaces C-C, C=Cy C=C
- formacién de éteres y acetales — | /) - transformaciones oxidativas

- esterificacion / - formacion de enlaces C-N y C=N

- aminacion - construccion de anillos

- construccion de enlace C-C(Ar)

5-HMF

Figura 20. Patrones de reactividad asociados con el HMF (Fan et al., 2019)

Dado su potencial, el HMF es una de las moléculas mas estudiadas para la produccion de
productos quimicos a partir de fuentes renovables. Se ha reportado que posee actividades
bioldgicas como efectos antioxidantes, hepatoprotectores, cardioprotectores y antiinflamatorios
(Kong et al., 2019). Sus derivados han sido utilizados como bloques de construccion para sintetizar
compuestos bioactivos de origen natural. Por ejemplo, se han sintetizado analogos del farmaco
anticancerigeno norcantaridina de manera eficiente utilizando una reaccion de un solo paso (Figura
21) (Galkin et al., 2017), asi como nitrovinilfuranos con actividad antiproliferativa selectiva (Ortiz
et al., 2022), lo que demuestra el potencial del HMF en aplicaciones farmacéuticas, en particular

para el tratamiento del cancer.

R Ry
Ry Ry Ro—N N-R,
0=y~ S0
HMF DFF Rs

Figura 21. Aminacion reductiva de 2,5-diformilfurano (DFF) para la sintesis de
norcantarimidas de origen bioldgico, estableciendo un vinculo entre la biomasa y productos

farmaceéuticos con funcionalidad amino (Galkin et al., 2017)

El HMF también ha sido explorado en reacciones multicomponente, como las de Biginelli,
Kabachnik-Fields, Groebcke-Blackburn-Bienaymé (GBB) y Ugi (Figura 22), demostrando su

potencial como blogue de construccién de moléculas complejas. Sin embargo, su uso en MCR
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clasicas sigue siendo limitado, y hasta la fecha se han publicado pocos estudios al respecto (Fan et
al., 2020, p. 80; Fan et al., 2019). Por ejemplo, en una secuencia de reaccion en tandem Ugi/Diels-
Alder, el HMF se utilizé inmovilizado en un soporte sélido a traves un enlace formilacetal en el
grupo hidroximetilo para sintetizar moléculas policiclicas (Oikawa et al., 2005). Ademas, via la
reaccion de Biginelli con HMF en condiciones libre de disolvente catalizada con cloruro de zinc
se obtuvieron dihidropirimidinonas funcionalizadas (Fan et al., 2018a). De manera similar, la
reaccién de Kabachnik-Fields con HMF, utilizando yodo molecular como catalizador en 2-
MeTHF, permitio la sintesis de a-aminofosfonatos en condiciones ambientalmente benignas (Fan
et al., 2018b). Ademas, el HMF en la reaccion de GBB catalizada por TFA se utiliz6 para generar
una biblioteca de nuevos imidazoheterociclos (de la Sovera et al., 2022). Estos ejemplos resaltan

su versatilidad, aunque su potencial en MCR sigue sin explorarse completamente.
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Figura 22. EI HMF en reacciones multicomponente
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Sorprendentemente, no se han reportado estudios sobre el uso del HMF como sustrato en
la reaccion de Passerini (P-3CR), a pesar de mas de un siglo de historia de esta MCR. En
consecuencia, la presente investigacion representa el primer estudio que explora la reactividad del
HMF como componente carbonilico en la reaccion de Passerini incorporando practicas sostenibles
para la obtencion de nuevos compuestos con potencial actividad anticancerigena. EIl avance en este
campo tiene el potencial de revolucionar la produccion de productos quimicos de base bioldgica,

proporcionando alternativas respetuosas con el medio ambiente a los compuestos de derivados

fosiles.

1.7. El cancer de vejiga
El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial (Figura 23). Segun

proyecciones, en 2050 se registraran mas de 35 millones de nuevos casos, lo que representa un
aumento del 77% respecto de los 20 millones de casos estimados en 2022 (Bray et al., 2024). El
cancer de vejiga ocupa el noveno lugar entre los tipos de cancer mas diagnosticados en el mundo,
con un notable aumento en incidencia y mortalidad. En 2022, se reportaron méas de 600.000 nuevos
casos y cerca de 2 millones de personas convivian con esta enfermedad en los cinco afios

posteriores al diagnostico. Este tipo de cancer afecta principalmente a los hombres, siendo el sexto

cancer mas comun en este grupo (Globocan, 2024).

Cardiovascular diseases — 19.4 million
Cancers _ 9.89 million
COVID-19 _ 7.892 million
Chronic respiratory diseases _ 4.41 million
Digestive diseases — 2.52 million
Lower respiratory infections — 2.18 million
Dementia — 1.95 million
Neonatal disorders — 1.83 million
Diabetes _ 1.66 million
Kidney diseases _ 1.53 million
Road injuries _ 1.20 million
Diarrheal diseases I 1.17 million
Tuberculosis M 1.16 million
Malaria - 748,000
Suicide - 746,000
HIV/AIDS - 718,000
Homicide - 397,000
Parkinson's disease - 388,000
Drowning | B 274,000
Nutritional deficiencies l 222,000
Meningitis | ] 214,000
Maternal disorders I 191,000
Alcohol use disorders I 158,000
Drug use disorders I 137,000
Fire ] 117,000
Conflict and terrorism I 96,500
Acute hepatitis | 71,800
Poisonings | 1 56,200
Measles | 56,000
Heat (hot and cold exposure} | | 36,000
Natural disasters I 2,430

Figura 23. Mortalidad global de cancer en 2021 (Dattani et al., 2024)
46



El carcinoma urotelial, también llamado carcinoma de células transicionales, es el tipo mas
frecuente de cancer de vejiga. Se origina en las células epiteliales transicionales de revestimiento
del tracto urinario (Halaseh et al., 2022). Actualmente, existe una necesidad insatisfecha de
tratamientos efectivos que reduzcan el riesgo de recurrencia/progresion/mortalidad de la
enfermedad sin comprometer la calidad de vida de los pacientes (Ertl et al., 2022). La terapia
intravesical, que consiste en la administracion local de altas concentraciones de agentes
terapéuticos mediante un catéter, es el tratamiento estdndar (Zhang et al., 2023). El tratamiento
quirdrgico y la quimioterapia con cisplatino son opciones comunes, aunque su eficacia se ve
limitada por la aparicion de metastasis y la resistencia (Pan et al., 2022). De esta manera la
busqueda de nuevos farmacos constituye una herramienta fundamental para mejorar las terapias

existentes frente a este tipo de cancer.

En este contexto, las reacciones multicomponente han resurgido como una estrategia
sintética versatil y eficiente para el descubrimiento de nuevas moléculas, contribuyendo a la
optimizacion de las terapias actuales contra este tipo de cancer. A través de las reacciones
multicomponente de Ugi y Groebke-Blackburn-Bienaymé se han sintetizado compuestos
liberadores de 6xido nitrico con actividad antiproliferativa, sus valores de ICso e indices de

selectividad sugirieron su desarrollo como compuestos lideres (Ingold et al., 2022).

Adicionalmente, la reaccion multicomponente de Passerini se ha empleado para la sintesis
de imidazotiazoles dirigidos a objetivos para terapias contra el cancer (Griglio et al., 2018).
Ademas de emplear las MCR como estrategia sostenible, se han incorporado otros enfoques
amigables con el ambiente para optimizar ain mas el proceso. Por ejemplo, se han sintetizado
analogos de tocoferol mediante la reaccion de Passerini en condiciones sin disolvente y su
optimizacion se llevd acabo utilizando métodos energéticamente eficientes como irradiacion de
microondas y ultrasonido. Los derivados obtenidos de esta reaccion presentaron una actividad
antiproliferativa prometedora (Ingold et al., 2018; Ingold et al., 2019). Estos avances destacan el
potencial de las reacciones multicomponente no solo para el desarrollo de nuevas entidades
bioactivas, sino también para la implementacion de metodologias mas sostenibles en la sintesis de

compuestos con aplicaciones farmacoldgicas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

e Explorar la reactividad del 5-hidroximetilfurfural (HMF), una plataforma quimica renovable
derivada de biomasa, como componente carbonilico en la reaccion multicomponente de
Passerini y su variante Passerini-Smiles, siguiendo los principios de la quimica verde, para
generar nuevas moléculas bioactivas y evaluar su actividad biol6gica como potenciales agentes
terapéuticos para el tratamiento de enfermedades cronicas no transmisibles, en particular el
cancer.

2.2. Objetivos especificos

e Explorar el uso de HMF vy derivados en la reaccion de Passerini en condiciones verdes y
caracterizar estructuralmente una quimioteca diversa.

e Explorar el uso de HMF y derivados en la reaccion de Passerini-Smiles en condiciones verdes
y caracterizar estructuralmente una quimioteca diversa.

e Evaluar la actividad bioldgica preliminar de los compuestos sintetizados como potenciales
agentes antiproliferativos en lineas células tumorales T24 y 253J.

3. Estrategia de investigacion

El presente estudio exploratorio abordara el desarrollo de metodologias sintéticas
sostenibles para compuestos bioactivos mediante la investigacion del HMF en sistemas
multicomponente de Passerini (Figura 24). Dado que no existen precedentes de la aplicacion de
esta plataforma quimica en estos sistemas, nuestro trabajo proporcionard informacién sobre su
reactividad. Basandonos en protocolos optimizados de nuestro grupo de investigacion siguiendo
principios de quimica verde (Ingold et al., 2014), evaluaremos sistematicamente el HMF como un
nuevo componente carbonilico. En primer lugar, se optimizara un modelo de reactividad que
incorpore HMF y se estableceran condiciones de reaccion verdes. La diversidad estructural se
lograra mediante combinaciones estratégicas de sustratos derivados del HMF, acidos carboxilicos
e isocianuros disponibles comercialmente. Ademas, se explorard la variante Passerini-Smiles
mediante la sustitucion del acido carboxilico con el 2-nitrofenol, un fenol con un grupo electron-
atrayente, para obtener a-ariloxi amidas (ElI Kaim et al., 2006; El Kaim & Grimaud, 2014a).

Finalmente, se evaluara la actividad antiproliferativa de los compuestos sintetizados en lineas
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celulares tumorales derivadas de cancer de vejiga, siguiendo los protocolos previamente

establecidos por nuestro grupo de investigacion (Varela et al., 2023).
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Figura 24. Estrategia de investigacion de derivados de HMF potencialmente bioactivos a través

de sistemas multicomponente de Passerini
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4. Resultados y Discusion
4.1. Sintesis quimica

4.1.1. Reaccion de Passerini

En primer lugar, es importante destacar que la eleccion de la reaccion multicomponente de
Passerini (P-3CR) se alinea con los principios 1y 2 de la quimica verde, que enfatizan la reduccién
de residuos y la economia atémica, respectivamente. Esta reaccion one-pot esta disefiada para
evitar el aislamiento y la purificacion de intermedios, minimizando asi el uso de disolventes y
auxiliares de separacion. Ademas, maximiza la incorporacion de todos los materiales de partida en
el producto final, logrando una economia atomica ideal del 100%, viabilizando asi el uso eficiente

de los materiales.

La sintesis de la P-3CR suelen realizarse en disolventes organicos apréticos como el
diclorometano (CH2Cl.) o tolueno, los cuales presentan toxicidad, potencial efecto cancerigeno y
un impacto ambiental negativo (Banfi et al., 2021). En consecuencia, se comenzd optimizando el
disolvente para un modelo de reaccion conformado por HMF 1, 4- metilbenzoico (acido p-
toluoico) 2 y tert-butil isonitrilo 3 (Figura 25), evaluando alternativas méas sostenibles (Tabla 4).
Se utilizaron disolventes “verdes” como 2-metiltetrahidrofurano (Me-THF), agua y etanol (EtOH),
asi como condiciones sin disolvente. Para comparacion, también se incluyeron disolventes clasicos
como el metanol y el diclorometano. Las reacciones se realizaron en paralelo en pequefia escala, a
temperatura ambiente (TA) durante 24 horas (h) y en proporcion equimolar de los materiales de
partida.

+ 70
o L
@//N
c, HO
(o] OH
2 4

Figura 25. Modelo de reactividad para P-3CR

La cuantificacion absoluta de un compuesto de interés utilizando la RMN cuantitativa
(UNMR) permite determinar la masa (o pureza) de un compuesto con estructura conocida (analito)

en una mezcla de reaccidn (muestra). Se basa en la comparacién de la sefial de RMN del analito
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objetivo con la de un calibrador o estandar interno con masa y pureza conocidas. La cuantificacion
absoluta puede extenderse a multiples componentes en una mezcla, siempre que se conozcan sus
estructuras y se resuelvan sus sefiales de RMN. Las sefiales utilizadas para la cuantificacion deben
corresponder a un nimero conocido de protones, y el disolvente u otros componentes de la muestra
no deben interferir con estas sefiales. El rendimiento de a-aciloxi carboxamida se cuantifico
mediante RMN cuantitativa de protdn utilizando como estandar interno, tricloroetileno (TCE)
(Figura 26), segun el método descrito por Pauli y colaboradores (2014). Al afadir dicho estandar
interno (IC), el célculo general de la pureza (P) se determina de acuerdo a la Ecuacion 1. Donde,
MW es el peso molecular, m es la masa, n es el nimero de protones, P es la pureza (%), IC es el

calibrador interno, s es la muestra y t es el analito/molécula objetivo.

Int: MW mic~ MNIC .
med) G G ) Gy, YPre - (Ecuacion 1)

P(%) = (

TCE
Ejemplo de sefiales solapadas
producto - reactivo Singulete del Singulete del
Singulete del Proton metileno del metileno del
proton carbonilico quiral del reactivo, HMF producto
del reactivo, HMF producto
/ \, Prot6n de amida
. ﬂ t AA/deI producto J
TCE i

! WL JJ,UJM AL J\ L U L

[ . A e

T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 26. Espectros de *H-RMN cuantitativos (400 MHz, CDCls) que comparan las mezclas de
reaccion brutas de la sintesis paralela bajo diferentes condiciones de disolvente y el producto
puro. (a) crudo de reaccion sin disolvente después de 24 h, (b) crudo de reaccion después de 24

h en un disolvente clasico, CH2Cl; (c) producto de Passerini aislado y purificado
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La RMN cuantitativa (QRMN) permitio determinar el disolvente 6ptimo en funcién del

rendimiento. La Tabla 4 muestra los resultados del screening de disolventes para el modelo de

reactividad de la P-3CR. Entre todas las condiciones ensayadas, se observé que la mejor condicion

de reaccion es aquella en la que no se utilizé ningun disolvente obteniéndose mayoritariamente el

producto esperado, la a-aciloxi carboxamida, con rendimientos superiores al 60% (Tabla 4,

entradas 1 y 2). Consecuentemente, las reacciones posteriores se llevaron a cabo en condiciones

libre disolvente, es decir, unicamente se agregaron los tres componentes necesarios de manera

simultanea y se dio tiempo para que la reaccion tuviera lugar. Ventajosamente la abstencion del

uso de un disolvente de reaccién coadyuva al desarrollo de un proceso de sintesis verde. Este

hallazgo se adhiere al escenario ideal propuesto por el principio 5, que aboga por evitar el uso de

disolventes siempre que sea posible.

Tabla 4. Screening de disolventes para la reaccion de Passerini modelo de reactividad @

L S

3a

07 “OoH
2a
Rendimiento
Entrada Disolvente Tiempo (h)  Producto principal 4a  Producto minoritario 5a
1 Sin disolvente 24 63% 3%
2 Sin disolvente 48 65% 5%
3 H20 24 28% 5%
4 H.O 48 43% 9%
5 Me-THF 24 16% -
6 Me-THF 48 18% -
7 EtOH 24 28% -
8 EtOH 48 35% -
9 MeOH 24 -
10 MeOH 48 26% -
11 CH.Cl; 24 22% 11%
12 CH.Cl, 48 25% 19%

3Sintesis en paralelo y productos cuantificados por gGRMN con estandar interno TCE. (-) No deteccién de formacion

de producto.
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Si bien el presente trabajo obtuvo el producto desecado de la reaccion, una a-aciloxi
carboxamida (4a, Tabla 4), inusualmente se caracterizé una segunda a-aciloxi carboxamida como
producto minoritario (5a, Tabla 4) que tiene la estructura del producto principal, pero con una
formilacion sobre la cadena lateral hidroximetilo del sistema furano. Se ha reportado que el HMF
tiende a sufrir degradacion parcial en acido levulinico y &cido formico (Labauze et al., 2019), por
lo que la presencia de este tltimo en el medio de reaccion podria explicar la formacion del producto
secundario observado. Las impurezas en los reactivos, especialmente en el HMF, podrian
contribuir a la formacién de productos inesperados. Es por ello que se constatd su pureza mediante
experimentos de *H-RMN.

Como ya se ha mencionado, se sabe que el HMF es algo inestable y tiende a degradarse en
acido formico, incluso en condiciones suaves, es por ello que la formacion del producto secundario
se atribuye a la reactividad intrinseca del HMF. La presencia de acido férmico en el medio de
reaccion, probablemente generado in situ, da lugar a la formilacion de la cadena lateral a nivel del
grupo hidroximetilo del sistema furanico del producto principal, dando lugar al producto

secundario observado.

Es importante sefialar que la formacion consistente de esta a-aciloxi carboxamida
secundaria permiti6 aumentar la diversidad molecular, proporcionando dos compuestos
estructuralmente relacionados a partir de una Unica reaccion. Disponer de estos dos compuestos a
la vez puede ofrecer mas oportunidades para procesos de cribado biolégico, ampliar el espacio
quimico y el descubrimiento de nuevos compuestos con propiedades o actividades Unicas que no
se habian previsto inicialmente. Esta mayor diversidad es especialmente valiosa en la quimica
medicinal y el descubrimiento de farmacos. Desde un punto de vista verde, la generacién de dos
productos a partir de un Unico conjunto de reactivos y condiciones puede ser mas eficiente en
cuanto al uso de los recursos, ahorrando tiempo y materiales. La reduccién de la necesidad de
recursos minimiza la generacion de residuos (principio 1). Ademas, el potencial de nuevos
descubrimientos justifica ain maés la inclusion de este producto secundario en el ambito de esta
investigacion. En esta etapa de la investigacion, un enfoque de sintesis orientado a la diversidad
requiere la preparacion de numerosos compuestos para su posterior evaluacién bioldgica. Con base
en estos resultados, se puede optimizar las condiciones de reaccion para mejorar el rendimiento de

4a 0 5a. Por lo tanto, la prioridad actual es maximizar el rendimiento global.
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Una vez determinado el medio de reaccion, utilizando la reaccién modelo de reactividad,
se evaluaron otras condiciones experimentales como: temperatura, tiempo y relacion molar de
reactivos (Tabla 5). En primer lugar, se estudié cémo afectaba la distribucién de productos al
duplicar la cantidad del &cido 4-metilbenzoico 2a (Tabla 5, entradas 1 — 3). Segun el mecanismo
de reaccion, el componente acido activa al componente carbonilico en el inicio de la reaccién. Se
encontrd que este cambio tiende a aumentar ligeramente la cantidad de a-aciloxi carboxamida
global; sin embargo, no difiere en gran medida de los mejores rendimientos totales obtenidos
utilizando la relacion equimolar a temperatura ambiente. Por tal razdn, es posible prescindir del
uso de una doble cantidad de tal reactivo. Con ello, se evita el uso innecesario de reactivos en

exceso, lo que conlleva a reducir la generacion de residuos.

Utilizando un reactor de sintesis de calentamiento eficiente Monowave 50 (mw-50, Anton
Paar), que maximiza la transferencia de calor, se aplicaron temperaturas altas con diferentes
tiempos de reaccion (Tabla 5, entradas 4 — 10), obteniéndose bajos rendimientos. A 120 °C,
visualmente se observo una degradacion total de la mezcla de reaccién, la cual adquiri6 un aspecto
de color negro intenso. Se ha reportado que el HMF presenta baja estabilidad a altas temperaturas,
lo que conduce a reacciones secundarias, como la formacion indeseable de huminas. Estas Gltimas
son productos secundarios negros y alquitranados que se generan a partir del HMF (Al-Ghatta et
al., 2021; Sailer et al., 2022).

La reaccion también fue ensayada utilizando irradiacién de ultrasonido, que induce la
cavitacion, como otro método alternativo para suministrar energia, a través de un equipo de bafio
de ultrasonido Elma Elmasonic P, ajustado a una potencia del 100 % y una frecuencia 37 kHz,
manteniendo la temperatura en 35 °C. Se evaluaron dos tiempos de reaccion (Tabla 5, entradas 15
y 16). Como resultado, se obtuvieron rendimientos comparables a los alcanzados en las reacciones
realizadas a temperatura ambiente en tiempos similares (por ejemplo, comparar entradas 11 vs 16,
Tabla 5).
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Tabla 5. Optimizacion de las condiciones de reaccion

HO o 0
| Y O (0]
H (@) J< (@] J<
1a sin disolvente N N
> O H + (0] H
~ 70 ~ 70
Ho 42 5a

C//
07 “OH 3a
2a
o Relacién molar Rendimiento .
Entrada T (°C) t(h) la  2a 3 2 Ea dat5a Observaciones

1 30 5 1 2 1 58 % 13% 71% mw-50
2 TA 24 1 2 1 25 % 9 % 34 %
3 TA 48 1 2 1 41% 15% 56%
4 30 6 1 1 1 45 % 5% 50 % mw-50
5 40 1.5 1 1 1 28 % 9 % 37 % mw-50
6 60 0.50 1 1 1 34 % 4% 38 % mw-50
7 60 1 1 1 1 34 % 6 % 40 % mw-50
8 60 1.5 1 1 1 25 % 36% 61% mw-50
9 60 3 1 1 1 12 % 18% 30% mw-50
10 120 0.25 1 1 1 - - - mw-50
11 TA 8 1 1 1 45 % 6 % 51 %
12 TA 24 1 1 1 55 % 13% 68 %
13 TA 48 1 1 1 66 % 9 % 75 %
14 TA 72 1 1 1 65 % 6 % 71 %
15 35 3 1 1 1 35 % 7% 42 % us
16 35 6 1 1 1 43 % 8 % 51 % uUs

Productos purificados por cromatografia en columna. US: ultrasonido.

En cuanto a las condiciones de reaccidn ensayadas a temperatura ambiente con una relacion
molar equivalente 1:1:1 de los tres componentes de partida (Tabla 5, entradas 11 — 14), no se
observaron diferencias considerables en los rendimientos entre 24, 48 y 72 horas de reaccion. Por
ello, en este contexto, se seleccion6 como condicién optima la entrada 12, con un rendimiento
global del 68 %, que incluye a la a-aciloxi carboxamida esperada 4a y la a-aciloxi carboxamida

minoritaria 5a.

La exploracion de métodos alternativos como la irradiaciéon por ultrasonido o el
calentamiento eficiente, refleja el esfuerzo por optimizar la eficiencia energética y reducir el

tiempo de reaccion. Ademaés, llevar a cabo las reacciones a temperatura ambiente es
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intrinsecamente eficiente desde el punto de vista energético, ya que evita la necesidad de
calentamiento o enfriamiento adicionales, lo que esta en linea con el principio 6. Adicionalmente,
la condicion seleccionada como Optima minimizo6 el consumo innecesario de energia, dado que
extender el tiempo de reaccion no mejoré marcadamente el rendimiento. Si bien la reaccion se
realiza con agitacion utilizando una placa calefactora, la potencia de calentamiento sigue siendo el
principal factor de consumo energético, siendo el componente de agitacion comparativamente

insignificante.

A partir de la reaccién modelo optimizada (Tabla 5, entrada 12) y mediante la sustitucion
de los diferentes componentes de la P-3CR (Figura 27), se obtuvo acceso a una quimioteca de
nuevas a-aciloxi carboxamidas, ampliando asi el espacio quimico conocido para esta clase de

compuestos (Tabla 6, Figura 29).

Se varid el componente acido carboxilico utilizando &cido hidroximetilfuranoico (HMFC),
un derivado del HMF (2b, Tabla 6, entrada 2), asi como &cido acético (2c, Tabla 6, entrada 3),
acido formico (2d, Tabla 6, entrada 4) y acido levulinico (2e, Tabla 6, entrada 5). EI componente
carbonilico (aldehido) se sustituyd por el metoximetilfurfural (MMF), un derivado del HMF (1b,
Tabla 6, entrada 6 y 8), y con otro derivado de la biomasa como el furfural (1d, Tabla 6, entrada
11). También se utiliz6 4-metilbenzaldehido (1c, Tabla 6, entrada 10). Por otro lado, se sustituy6
el componente isonitrilo por bencil isonitrilo (3b, Tabla 6, entrada 7 y 8) e isocianoacetato de etilo
(3c, Tabla 6, entrada 9).
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Figura 27. Materiales de partida sustituidos utilizados para generar diversidad estructural en la
P-3CR. Siete de ellos pueden obtenerse a partir de biomasa vegetal: HMF, MMF, furfural,
HMFC, &cido férmico, acido acético y acido levulinico

La reaccion con acido 5-hidroximetil-2-furancarboxilico (HMFC) condujo a la formacion
del producto deseado 4b con un rendimiento bajo, inferior al de su analogo 4a, mientras que el
subproducto 5b se obtuvo con un rendimiento similar al de su analogo 5a (Tabla 6, entrada 1 vs
2). Para evaluar posibles mejoras de rendimiento, la reaccién se extendio a 48 horas; sin embargo,
no se observo un progreso significativo en comparacion con la reaccién a 24 horas, en

concordancia con nuestros hallazgos de la optimizacion de la reaccion modelo.

Cuando se utiliz6 acido acético como componente acido (Tabla 6, entrada 3), el producto
deseado 4c se obtuvo con un rendimiento bajo. Ademas, se obtuvo 5c, una mezcla inseparable de

dos a-aciloxi carboxamidas, en la que el grupo hidroximetilo del sistema furénico se encuentra

57



formilado y acetilado. Las cantidades de estos subproductos fueron similares a las de sus andlogos
5ay 5b (Tabla 6, entradas 1, 2y 3).

Cabe sefialar que, cuando se realiza la P-3CR utilizando &cido férmico como componente
acido (Tabla 6, entrada 4), no se logro aislar el producto 4d. En su lugar, se obtuvo el producto 5d
como producto principal, con un rendimiento similar a sus analogos anteriores. Ademas, se obtuvo
un nuevo subproducto, 6d (Figura 28), resultante de la hidrélisis selectiva del a-éster, que no fue

identificado en las otras reacciones ensayadas.

6d (8%)
Figura 28. Subproducto adicional utilizando dacido formico en la P-3CR

Al llevar a cabo la P-3CR utilizando &cido levulinico como componente &cido (Tabla 6,
entrada 5), se obtuvo un producto de Passerini inestable, cuya formacion pudo detectarse por *H-

RMN, pero que se descompuso rapidamente, impidiendo su aislamiento en forma pura.

Para explorar la reactividad del sistema en ausencia del grupo hidroximetilo y con el
objetivo de mejorar los rendimientos y la selectividad de la reaccién, se sustituyd el componente
carbonilico por un derivado del HMF, el 5-metoximetilfurfural (MMF, 1b) (Tabla 6, entradas 6 y
8). Como era de esperar, se obtuvo un producto Unico, pero el rendimiento no mejord en
comparacion con el HMF (Tabla 6, entradas 1 vs. 6). La prolongacion del tiempo de reaccién a 48
horas para la sintesis de 4f tampoco mostré un progreso significativo respecto a la reaccion de 24

horas.

Por otro lado, se evalu6 la variacion del componente isocianuro. Al comparar los resultados
obtenidos con tert-butil isonitrilo y bencil isonitrilo (Tabla 6, entrada 1 vs. entrada 7, entrada 6 vs.

entrada 8), se observd que las reacciones se desarrollaron mejor con el isocianuro alifatico,
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logrando mayores rendimientos. Sin embargo, el uso de isocianoacetato de etilo (Tabla 6, entrada
1 vs. entrada 9) resulté en una disminucion significativa del rendimiento. Asimismo, se sustituyo
el HMF por otros componentes carbonilicos, como 4-metilbenzaldehido (Tabla 6, entrada 10) y
furfural (Tabla 6, entrada 11). El rendimiento de la reaccién no vario significativamente
comparandolo con el HMF (Tabla 6, entrada 1) teniendo en cuenta la suma de los productos. Cabe
destacar que el HMF aporté mayor diversidad de la reaccidn, al generar dos productos en un solo

paso.

Vale la pena sefialar que se utilizaron acido acético, acido férmico, acido levulinico y
derivados del HMF (MMF y HMFC), asi como furfural, como alternativas “verdes” para sustituir
los componentes tradicionales en la P-3CR. Estos reactivos derivan de biomasa renovable,
particularmente de azucares de materiales lignocelulésicos, lo que los convierte en actores clave
en la transicion hacia la produccién quimica sostenible. Esta estrategia se alinea con el principio
7, que promueve el uso de materias primas sostenibles en lugar de recursos no renovables. Al
integrar compuestos quimicos derivados de la biomasa en la reaccion de Passerini, este trabajo
promueve metodologias sintéticas mas ecoldgicas y reduce la dependencia de materias primas
fosiles. Ademas, el uso de estos reactivos destaca el potencial de la biomasa como una fuente
renovable de carbono, versatil y respetuosa con el ambiente, para la obtencion de moléculas

plataforma utilizadas en sintesis orgénica.

La labilidad estructural del enlace éster de las a-aciloxi carboxamidas esta bien
documentada. Su funcién éster hidrolizable garantiza que puedan descomponerse mediante
hidrolisis enziméatica o quimica. Esta biodegradabilidad incorporada las hace especialmente
adecuadas para aplicaciones como farmacos blandos, profarmacos o vectores genéticos, que
requieren una eliminacion controlada y segura. Esta caracteristica estructural esta en linea con el

principio 10 de la quimica verde, que se centra en el disefio de productos para la degradacion.

59



Tabla 6. Resultados obtenidos para la P-3CR

1 i
R R;~ “OH Ra O B Ro O -Rs
"o ‘O 2 2a-e \g/ H \[(l/ d
> 7 + 74
3a-c
1ab TA, 24h d g
sin disolvente \R1
4 a-i 5 a-i
Producto (R %)
Entrada R: R, Rs ) 5 s
1 H 4©7 P 4a (55%) 5a(13%) 68%
O,
2 H HO/\E)/ )< 4b (15%) 5b (10%)  25%
3 H HaC— P 4c (19%)  5c (13%)  32%
4b H H P 4d (0%)  5d (13%) 13%
5 H \g/\ P 4e (0%)  5e(0%) 0%
6 CHs 4©7 P 4F (41%)  5F(0%)  41%
7 H 4©7 @—\ 49 (36%) 59 (15%) 51%
8 CHs 4©7 @—\ 4h (21%)  5h(0%)  21%
0
9 H 4©7 TN sisw) si(ow) 5%
0
O
10¢ 4©—/< 4©7 P 4 (70%) 51 (0%)  70%
H
O O
110 E/)—/{ 4©7 P 4k (67%) 5k (0%)  67%
H

2 Mezcla dificilmente separable de subproductos acetilado y formilado.
® Se obtiene un compuesto adicional 6d (8%) que es diferente a 4d y 5d.
¢ Sustitucion de otra molécula como componente carbonilico.
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Figura 29. Quimioteca de a-aciloxi carboxamidas obtenidas sustituyendo componentes en la
P-3CR
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4.1.2. Reaccion de Passerini-Smiles

Por otro lado, se explord la reaccion de Passerini-Smiles (PS-3CR) mediante sintesis
paralela. Cada vial se cargé con HMF, 2-nitrofenol y tert-butilisonitrilo en proporciones
equimolares (0.4 mmol) Para investigar las condiciones que promueven la formacion de la a-
ariloxi amida, se evaluaron tres sistemas de disolvente distintos: un disolvente convencional como
el CH2Cl, metanol y condiciones sin disolvente a temperatura ambiente (Figura 30). El progreso
de la reaccion se controld mediante TLC durante un periodo de entre 24 horas y cuatro semanas.
Sin embargo, no se observé la formacion de una nueva mancha correspondiente al producto

deseado.

NO, NO, O /k
0
HO o 9 OH o @ N
| + + C=N H
Ze)

experimento 1. MeOH / TA
experimento 2. CH,Cl, / TA
experimento 3. sin disolvente / TA
experimento 4. sin disolvente / 60°C

HO

Figura 30. Reaccion multicomponente de Passerini-Smiles ensayada con 2-nitrofenol en cuatro

condiciones experimentales independientes

Ante estos resultados, la reacciéon se ensayO en condiciones sin disolvente a 60 °C,
utilizando un reactor de sintesis de calentamiento eficiente Monowave 50 y monitoreando por TLC
a intervalos de una hora hasta 13 horas. Tras 5 horas, aparecié una nueva mancha tenue, apenas
perceptible. No obstante, la presencia de los materiales de partida, HMF y 2-nitrofenol, se
mantuvo mayormente intensa incluso al finalizar la reaccion, lo que hizo injustificada la

purificacion del aparente producto.

Se ha reportado que el rendimiento de reacciones que involucran un reordenamiento de
Smiles se ven profundamente influenciadas por el efecto electronico, el efecto estérico e incluso
el pH (Xia et al., 2014). En este caso, la renuencia de la reaccion a proceder puede atribuirse a dos
factores principales: (1) las limitaciones inherentes del HMF como sustrato y (2) las condiciones
de reaccion limitadas ensayadas en este estudio, que resultaron insuficientes para completar la
reaccion de Passerini-Smiles utilizando HMF. Por lo tanto, se requiere una investigacion mas

profunda de los parametros de reaccién, como el disolvente, la temperatura y la posible
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incorporacion de catalizadores, para optimizar la formacién y el aislamiento del producto deseado

utilizando HMF como material de partida.

4.1.3. Elucidacion estructural de los compuestos sintetizados.

La elucidacion estructural de todos los compuestos sintetizados se logrd6 mediante un
andlisis espectral exhaustivo. La resonancia magnética nuclear de protones (*H-RMN) vy la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono-13 (**C-RMN) proporcionaron
informacion detallada sobre los diferentes tipos de protones y carbonos presentes en cada
molécula. La asignacion precisa de las sefiales de RMN se corroboré mediante experimentos de
espectroscopia de correlaciéon bidimensional (COSY), coherencia cuéntica simple heteronuclear
(HSQC) y correlacion de enlaces mdltiples heteronucleares (HMBC). Ademas, se emple6
espectrometria de masas para confirmar los pesos moleculares y la integridad estructural de los
compuestos. Estas técnicas combinadas permitieron una caracterizacion precisa y confiable de las
moléculas sintetizadas. A continuacion, se presentan como ejemplo los espectros de protdn de los

productos obtenidos en el modelo de reactividad (Figura 31, Figura 32).
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Figura 31. Espectro de *H-RMN en CDCl; de la a-aciloxi carboxamida 4a
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En la Figura 31 se observan las sefiales de los diferentes protones del producto tipico de
Passerini obtenido a partir de &cido p-toluico, HMF y tert-butil isonitrilo. De mayor a menor
desplazamiento quimico (8) en partes por millén (ppm) tenemos; en 6=7,98 un doblete que integra
dos hidrégenos que corresponden al anillo bencénico (Hz y Ha#) y en 6=7,28 un doblete que integra
el otro par de protones del mismo anillo (H2y H2#). En 6=6,51 un doblete que integra un hidrégeno
del anillo furanico (Hs). En 6=6,30 un singulete que integra uno del proton quiral (Hs). En 6=6,29
un doblete que integra uno correspondiente al otro hidrégeno furanico (He). En 6=6,14 un singulete
que pertenece al proton de la amida (Hg). En 6=4,59 un singulete que integra dos hidrogenos del
metileno (H7). En 6=2,44 un singulete que integra tres hidrogenos que corresponden al grupo
metilo (H1) en el anillo aromatico y en 6=1,40 tenemos un singulete que integra nueve hidrogenos
correspondientes al grupo tert-butilo de la molécula (H1o,10#,10##). El proton del grupo OH (Hg) no
se observa porque generalmente este tipo de protones no suele aparecer en el espectro por su

intercambiabilidad con el disolvente del experimento.
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Figura 32. Espectro de *H-RMN en DMSO de la a-aciloxi carboxamida 5a en la reaccion
modelo
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En la Figura 32 se observan las sefiales de los diferentes protones de la a-aciloxi amida 5a.
La sefial con el mayor desplazamiento quimico 6=8,29, correspondiente al singulete, se asigno al
protdn carbonilico de la fraccion formilada (Hs). En 6=7,97 un singulete integra un hidroégeno, este
corresponde a la amida. En 6=7,86 un doblete integra dos hidrogenos que corresponden al anillo
bencénico de la molécula (Hs y Hs#) y en 6=7,35 un doblete que integra el otro par equivalente de
protones del mismo anillo (H2 y H2#). En 6=6,60 un doblete que integra un proton del anillo
furanico (Hs). Las constantes de acoplamiento tanto en el anillo de benceno como en el anillo de
furano respaldaron las asignaciones correspondientes. En 6=6,50 un doblete que integra uno
pertenece al otro hidrogeno furénico (He). En 6=6,12 un singulete integra uno es del proton quiral
de la molécula (Hs). En 6=5,15 un singulete que integra dos hidrogenos son del metileno (H7). En
0=2,39 un singulete que integra tres hidrégenos corresponden al grupo metilo (H1). Finalmente, en
0=1,26 un singulete que integra nueve hidrogenos corresponden al grupo ter-butilo de la molécula

(H10,10#,104#).

4.2. Evaluacién del impacto ambiental: Calculo y anélisis del Factor - E

Como se menciond en la introduccién el factor E es una métrica clave en la quimica verde,
utilizada para cuantificar el impacto ambiental de los procesos quimicos. Calcular el factor E
permite identificar areas en las que se pueden realizar mejoras para reducir la cantidad de desechos
generados, es decir, oportunidades para la optimizacion de procesos. Ademas, esta métrica puede
ser complementada con otros indicadores como el indice de eficiencia atdmica o el indice de

sostenibilidad de procesos para obtener una vision mas integral del impacto ambiental.

El factor E se calcula relacionando la masa de residuos generados y la masa de producto
obtenido, utilizando la Ecuacion 2 (Sheldon, 2017). Este calculo generalmente excluye el agua del
proceso, ya que incluirla puede resultar en valores excepcionalmente altos y complicar las
comparaciones significativas entre procesos (Dunn, 2012). El factor E, sin embargo, solo considera
la masa de reactivos y productos, no la composicion quimica ni los posibles impactos ambientales
de los desechos, como el consumo de energia, las emisiones de gases de efecto invernadero o la
toxicidad (Fadlallah & Allais, 2023).

Para calcular el factor E de la reaccion modelo, se determind la masa de los reactivos,
disolventes y productos (Tabla 7), sin considerar el agua en el céalculo. El valor obtenido fue

significativamente alto: de 2399 kg de desechos generados por cada kg de producto deseado. Este
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resultado resalta la necesidad de optimizar los procesos de sintesis, minimizando el uso de

disolventes y materiales auxiliares, ademas de explorar alternativas mas sostenibles.

Factor E = Zresiduos (Ecyacion 2)

Mproducto

Munaterias primas + Myeactivos + Msolventes — mproducto
Factor E =

Mproducto

Tabla 7. Cantidades de las sustancias involucradas en la metodologia experimental de la reaccion
del modelo de reactividad de la P-3CR y calculo de su factor-E

1a _sd ! H . o
+ Z>0 —
@ﬁk TA a ;
07 > 0H 3a HO o
2a H
4a 5a
Sustancia PM Masa V Moles d
(g/mol) (@)  (mL) (mol) (g/mL)
Reactivos
HMF 126.11 0.1503 0.00119
Acido 4-metilbenzoico 136.15 0.1623 0.00119
Tert-butil isonitrilo 83.13 0.0991 0.1340.00119 0.735
0.4117
Disolventes (purificacion)
Hexano 372.21 570 0.653
Acetato de etilo 207.46 230 0.902
579.67
Auxiliares
Silica gel 35
Bisulfito de sodio (c) 59 1.31
Na,SO4 10
104
Productos

a-Aciloxi carboxamida 4a 345.40 0.2276
a-Aciloxi carboxamida 5a 351.36 0.0574
0.2850
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0.4117 + 104 + 579.67 — 0.285

Factor E =
actor 0285

Factor E = 2399

La industria farmacéutica reporta los valores mas altos de factor E en comparacion con
otros sectores de la industria quimica. Esto se debe, principalmente, a la necesidad de obtener
productos de muy alta pureza y a reacciones de multiples pasos durante las cuales se generan
muchos subproductos y residuos (Tobiszewski et al., 2015). Esta industria es conocida por su
elevado consumo de disolventes, los cuales representan mas de la mitad del material utilizado en
un proceso de sintesis de un farmaco (Prat et al., 2016). Los factores E pueden oscilar entre 25y
100 kg de residuos por cada kg de producto. Incluso se ha sefialado factores E de hasta
aproximadamente 4000 (Pérez et al., 2013; Stanley, 2011).

Nuestro factor-E calculado de 2399 para el modelo de reactividad es considerablemente
alto; los disolventes utilizados en la etapa de purificacion representaron el 85 % de la masa total
(579,67 g de 684,08 g) cuantificada como residuos. Este resultado concuerda con lo reportado en
la industria farmacéutica, donde los elevados factores E se asocian estrechamente con el uso
extensivo de disolventes. Para mitigar esta problematica, la industria adopta cada vez mas el
reciclaje de disolventes mediante destilacion o adsorcion, aunque las estrictas regulaciones de la
FDA y la EMA (European Medicines Agency) exigen rigurosas evaluaciones de riesgos para
prevenir la contaminacion cruzada o la degradacion de la calidad. En este contexto, de lograrse
reciclar los disolventes utilizados durante la fase de purificacidn en la reaccion modelo de este
estudio, el factor E se reduciria a 366, evidenciando el impacto positivo que estas practicas pueden
tener en la sostenibilidad del proceso. Este tipo de estimaciones es comdn en estudios
exploratorios, donde el enfoque se centra en evaluar la viabilidad de la reaccion y el valor del

producto, mas que en su potencial de escalado industrial.

El célculo del factor E nos ha permitido identificar las etapas que requieren mayor atencion
para reducir los residuos. En nuestro caso, el proceso de purificacion destaca como un
contribuyente significativo al factor E ya que conlleva el uso de una columna cromatografica que
requiere grandes volimenes de disolventes. Evidenciar esto abre el camino a la busqueda de
alternativas para optimizar este paso y reducir la cantidad de residuos generados. Entre las

estrategias para mitigar este impacto, ademas de minimizar el uso de disolventes mediante
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procesos de purificacion mas eficientes, se pueden considerar métodos alternativos como la
cristalizacion o extracciones ecoldgicas. Asimismo, el empleo de disolventes conmutables y
disolventes “verdes”, como disolventes eutécticos profundos o el CO: supercritico (Clarke et al.,

2018), representan una via prometedora para desarrollar procesos més sostenibles.

4.3. Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas tedricas de los compuestos sintetizados se determinaron
utilizando el sitio web ADMET]Iab (Dong et al., 2018), y los resultados se recopilaron en la Tabla
8. Esta herramienta, ampliamente utilizada para la prediccion de propiedades ADME, ha
demostrado una alta precision en comparacion con datos experimentales (Dulsat et al., 2023). En
base a los valores numéricos obtenidos para cada descriptor quimico, se verificé que todos los
compuestos sintetizados cumplen con los cuatro parametros de la regla de Lipinski, ya que ninguno
de ellos infringe los criterios establecidos (Tabla 8). Si bien la adherencia a la Ro5 sugiere que
estos compuestos podrian ser activos por via oral con buena absorcién y biodisponibilidad (Doak
et al., 2014), es importante sefialar que las directrices de Ro5 no son absolutas. De hecho, varios
compuestos fuera del espectro quimico de Ro5 han demostrado una permeabilidad celular y
biodisponibilidad oral favorables, lo que resalta la necesidad de una interpretacion matizada de

estas normas (Haritha et al. 2024).

Tabla 8. Prediccion in silico de las propiedades fisicoquimicas de los productos de Passerini

Compuesto Reglas de Lipinski
PM<500 LogP<5 HBA<10 HBD<5 Violacionesa laRo5
4a 345.40 2.90 5 2 0
4b 351.36 1.67 7 3 0
4c 269.30 1.30 5 2 0
4f 359.42 3.55 5 1 0
49 379.41 3.30 5 2 0
4h 393.44 3.95 5 1 0
4i 375.38 1.66 7 2 0
4j 339.44 4.12 3 1 0
4k 315.37 3.40 4 1 0
5a 373.41 3.07 6 1 0
5b 379.37 1.85 8 2 0
5d 283.28 1.08 6 1 0
5¢ 407.42 3.48 6 1 0
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El log P es un descriptor habitual para medir la lipofilicidad de los compuestos, ya que esta
relacionado con la permeabilidad a traves de las membranas biolégicas (Duran et al., 2020). Los
farmacos suelen tener valores log P entre -0,4 y 5,6 (Ward et al., 2021), siendo el rango ideal para
aquellos dirigidos a la absorcion oral e intestinal de 1,35-1,8 (Lewandowski et al., 2020). El
compuesto 4j, derivado del 4-metilbenzaldehido, resulto tener el valor log P mas alto (4,12) entre
los compuestos analizados (Tabla 8), lo que indica que es el mas lipofilico. Esto podria sugerir una
mejor permeabilidad a través de la membrana, pero también podria comprometer su solubilidad
en medios acuosos. En este sentido, la presencia del anillo de furano en el componente carbonilo
disminuye su log P y podria mejorar la solubilidad del compuesto Passerini. En contraste, el
compuesto 5d, derivado del acido férmico, presento el log P més bajo (1,08), por debajo del rango
ideal, lo que refleja una menor lipofilia y probablemente una mayor solubilidad en ambientes

acuosos, lo que afectaria su permeabilidad de membrana.

4.4. Evaluacion de la actividad antiproliferativa mediante ensayo de sulforodamina B

Los programas de descubrimiento de fa&rmacos contra el cAncer emplean diversos ensayos
biol6gicos in vitro para evaluar de manera réapida bibliotecas de compuestos y seleccionar
potenciales candidatos para estudios preclinicos posteriores (Shakil et al., 2022). Ademas,
proporcionan una fuente indefinida de material bioldgico para experimentos (Mirabelli et al.,
2019). Si bien los cultivos celulares bidimensionales (2D) presentan limitaciones, ya que no
reproducen con precision el complejo entorno bioldgico de las células in vivo (Wei et al., 2021),
su simplicidad y escalabilidad los hacen ideales para el cribado inicial de compuestos, donde el
objetivo principal es la identificacion rapida de compuestos bioactivos en lugar de la fidelidad

mecanicista o translacional.

En esta investigacion, se utilizé el ensayo colorimétrico de sulforodamina B (SRB) para
evaluar el efecto antiproliferativo de algunos compuestos, utilizando placas de 96 pocillos, como
se muestra en la Figura 33. La sulforodamina B es un colorante derivado del amino xantano, de
color rosa brillante que se une de forma electrostatica a los grupos amino de los aminoacidos
basicos de las proteinas en condiciones acidas suaves. La unidn es estequiométrica con respecto a
la masa celular, lo que permite una cuantificacién de la viabilidad celular (Vichai & Kirtikara,
2006). Este ensayo se utiliza en células adherentes y proporciona una evaluacion indirecta de la

inhibicién del crecimiento. Si bien no discrimina entre efectos citotéxicos o de citostasis, una
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reduccién en la sefial de SRB se correlaciona fuertemente con una menor proliferacion o una

pérdida de viabilidad celular, ambos indicadores de actividad antiproliferativa.
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Figura 33. Ensayo colorimétrico SRB en placa multiwell, cuatro concentraciones evaluadas por
triplicado

Las lineas celulares T24 y 253J son modelos ampliamente utilizados para el estudio del
carcinoma transicional humano urotelial invasivo, proporcionando informacion fundamental sobre
la progresion tumoral y la diseminacion metastasica (Heijden et al., 2004; Shah et al., 2016; G.
Zhang et al., 2007; Hatina et al., 2008). Ademas, estas lineas celulares se emplean para evaluar los
efectos antiproliferativos, antimigratorios y genotoxicos de diversos compuestos quimicos (Ingold
etal., 2022; Varela et al., 2023).

La linea celular de céncer de vejiga humana mas utilizada es la T24. En la historia de la
investigacion del cancer humano, T24 fue la primera linea celular humana en la que se identificd
un oncogén, el protooncogén Ha-ras (Knuechel & Masters, 2002). Esta linea celular se establecid
a partir de un carcinoma de células transicionales de la vejiga en una paciente femenina en 1973
(Harding & Theodorescu, 2007) y proviene de un carcinoma de grado Il altamente maligno
(Gerhardt et al., 2014). Por otro lado, 253J] es una linea celular epitelial de vejiga humana
débilmente tumorigénica y con baja capacidad metastasica (Coughlin et al., 2013).

En el presente estudio, se evalud la actividad antiproliferativa de cuatro de los compuestos
sintetizados en ambas lineas celulares mediante el ensayo de SRB. El fin de este cribado preliminar
fue identificar rapidamente compuestos con actividad bioldgica. Por consiguiente, se estimaron
los valores de ICso ya que se utilizd un rango de concentracion de cuatro puntos. Para los

compuestos activos, se refinaran aun mas las curvas dosis-respuesta para obtener mediciones
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precisas de 1Cso e identificar candidatos prometedores que puedan ser optimizados como hit y,
eventualmente, ser establecidos como lider (lead compound) con una actividad bioldgica
mejorada. Los resultados, expresados como la concentracion inhibitoria del crecimiento celular en
un 50% (ICso) tras 48h de exposicion, se presentan en la Tabla 9. Como control positivo se incluyo6

un farmaco anticancerigeno conocido, el cisplatino.

Tabla 9. Efecto antiproliferativo en lineas celulares 253J y T24

Compuesto 1Cs0 (UM)
253J T24
4a >100 >100
4b 29,80 (+9,50) 48,42 (+16,08)
4c >100 >100
4f 50,63 (+22,08) >100

cisplatino 63,84 (+1,09) 12,38 (x1,11)

Los resultados indican que el compuesto 4b es el mas prometedor de los analizados,
mostrando una actividad antiproliferativa moderada contra ambas lineas celulares. Es
especialmente interesante su efecto contra la linea celular 253J, donde supera al cisplatino.
Mientras que el compuesto 4f exhibe una actividad moderada y selectiva contra 253J, siendo
inactivo en la linea celular T24. En contraste, los compuestos 4a y 4c no muestran una actividad
antiproliferativa significativa en ninguna de las lineas celulares evaluadas (Figura 34).

Las diferencias en la actividad entre los compuestos moderadamente activos 4b y 4f se
puede atribuir a sus diferencias estructurales y a como estas estructuras interacttan con las células.
La actividad moderada de 4b en ambas lineas celulares sugiere que tiene un espectro de accién
mas amplio, mientras que la actividad “selectiva” de 4f en 253J indicaria un objetivo o0 mecanismo
de accion més especifico en esa linea celular en particular. Sin embargo, esta “selectividad” puede
depender de la concentracion, ya que concentraciones mas altas pueden comenzar a afectar a T24.
Cabe destacar que la actividad principal de 4f contra la linea 253J, menos tumorigena (en lugar de
las células T24, mas agresivas), sugiere que, si influye en la proliferacién, su efecto es mas
pronunciado en fenotipos menos agresivos. Estos hallazgos resaltan la importancia de evaluar los
indices de selectividad utilizando lineas celulares no tumorigenas para evaluar mejor la

especificidad del compuesto.
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Figura 34. Efecto antiproliferativo en lineas celulares 253J y T24. Expresado como el valor de
ICso + el desvio estandar

Se observo que la sustitucion del grupo hidroximetilo en el compuesto inactivo 4a por un
grupo metoximetilo en el compuesto activo 4f afecta significativamente su actividad bioldgica.
Esta modificacién reduce la capacidad de formar enlaces de hidrégeno y aumenta la lipofilicidad
(log P 3.55), lo que probablemente contribuye a la actividad antiproliferativa “selectiva” de 4f en
la linea celular 253J, mientras que 4a no exhibe el mismo nivel de actividad. Ademas, al comparar
4a, con 4by 4c, en los que solo varia el componente acido carboxilico de la a-aciloxi carboxamida,
la incorporacion del residuo hidroximetilfurilo, utilizando acido hidroximetilfuranoico, mejora la
actividad biologica. Esto sugiere que tanto la lipofilicidad como la presencia de grupos funcionales
especificos desempefian un papel crucial en la modulaciéon de la eficacia biologica de estos

compuestos.
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A partir de estos primeros ensayos in vitro, se plantea la sintesis de una nueva molécula
que combine las caracteristicas estructurales de los compuestos con mejor 1Cso (4b y 4f) con el
objetivo de optimizar su actividad bioldgica. En este caso, la P-3CR se llevaria a cabo utilizando
el acido hidroximetilfuranoico como componente &cido y metoximetilfurfural como componente

carbonilico.

El compuesto 4b, sintetizado con dos de sus tres componentes derivados de la biomasa
(HMF y acido hidroximetilfuranoico), junto con su prometedora actividad antiproliferativa,
ejemplifica el potencial de la quimica verde en el descubrimiento de farmacos, que en ultima
instancia conduzcan a candidatos a farmacos innovadores y sostenibles. Al utilizar componentes
derivados de la biomasa, este trabajo se alinea con el principio 7, que prioriza el uso de materias
primas renovables. Este enfoque promueve sintesis quimicas sostenibles, reduce la dependencia

de recursos no renovables y genera productos de alto valor agregado.
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5. Conclusiones

El objetivo principal de esta tesis de maestria fue explorar la reactividad del 5-
hidroximetilfurfural (HMF), una plataforma quimica derivada de la biomasa, en reacciones
multicomponente siguiendo principios de la quimica verde. Esta estrategia busca obtener nuevas
moléculas bioactivas como potenciales farmacos para el tratamiento de enfermedades crénicas no

transmisibles, en particular el cancer.

Se optimizd el modelo de reactividad de la reaccion multicomponente de Passerini
utilizando HMF, llevandola a cabo de manera eficiente, con rendimientos variables (5% — 70%) y
en condiciones amigables con el ambiente: sin disolvente, a temperatura ambiente, durante 24

horas y utilizando una relacion equimolar de los reactivos.

En estas condiciones, se sintetizaron 13 compuestos derivados de la reaccion de Passerini
(P-3CR), de los cuales 9 corresponden a a-aciloxi carboxamidas principales y 4 son a-aciloxi
carboxamidas obtenidas como productos secundarios. Se demostrd que, al variar la naturaleza de
los blogues de construccion en la reaccidn, es posible generar una quimioteca diversa utilizando
HMF y sus derivados como materiales de partida. Esto resalta el potencial del HMF como bloque

de construccion clave en la sintesis de nuevas moléculas.

La aparicion inesperada y consistente de una segunda a-aciloxi carboxamida como
producto minoritario, derivada de la formilacion de la cadena lateral hidroximetilada del sistema
furénico, constituye un hallazgo notable. Esta observacion, atribuida a la reactividad intrinseca del
HMPF y su susceptibilidad a degradarse a acido férmico, resalta la complejidad inherente de trabajar
con el HMF. Aungue la presencia de este producto secundario podria considerarse un desafio,
también ofrece una valiosa oportunidad para ampliar la diversidad molecular, generando nuevos

compuestos de interés biologico.

El uso de HMF como sustrato en la reaccion de Passerini-Smiles, en condiciones sin
disolventes tanto a temperatura ambiente como a 60 °C no produce cantidades detectables de la a-
ariloxi amida. El progreso de la reaccion se caracterizo por la presencia persistente de materiales
de partida, lo que indica una baja eficiencia de conversion en este sistema, lo que sugiere la

necesidad de estudios adicionales para optimizar la reaccion.
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El calculo del factor-E revelo un valor alto de 2399 atribuible principalmente al uso
extensivo de disolventes, que constituyeron el 85% de la masa total cuantificada de residuos. En
particular, el proceso de purificacion, que requirié grandes volumenes de disolventes, fue
identificado como un importante contribuyente. Su optimizacion en funcion de la relevancia

bioldgica del producto llevaria a la reduccion considerable de la huella ambiental.

Esta investigacion demostrd que es posible desarrollar un proceso quimico para la
generacion de a-aciloxi carboxamidas alineado de manera integral con siete principios de la
quimica verde. La reacciébn multicomponente de Passerini y sus condiciones de reaccion
permitieron prevenir la generacion de grandes cantidades de residuos (principio 1) y maximizar la
economia atoémica del proceso (principio 2). Se prioriz6 el uso de reactivos menos peligrosos
(principio 3) y materias primas renovables, como el HMF y sus derivados (principio 7). Se elimind
el disolvente de reaccion (principio 5), se obtuvieron productos considerados biodegradables
(principio 10) y se optimizé la energia utilizada en la reaccion (principio 6). Estas medidas y
condiciones destacan nuestro esfuerzo por reducir el impacto ambiental y reflejan el compromiso

con un enfoque sostenible.

Los resultados de la presente investigacion y la aplicacion de los principios de la quimica
verde estan alineados con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030 de la
Organizacién de Naciones Unidas. En particular, este trabajo contribuye al ODS 3: Salud y
Bienestar, al impulsar el descubrimiento de potenciales farmacos para el tratamiento efectivo de
enfermedades no transmisibles como el cancer. Ademas, se alinea con el ODS 12: Produccion y
Consumo Responsables, promoviendo el uso de recursos renovables, como la biomasa, para la
produccién de compuestos bioactivos con el fin de disminuir la dependencia de materias primas

petroquimicas en la industria farmacéutica y favorecer un ciclo de produccién mas sostenible.

En cuanto a la evaluacion biologica, se identificd el compuesto 4b como el candidato méas
prometedor dentro de la serie de cuatro compuestos evaluados. Este presentd una actividad
antiproliferativa moderada contra las lineas celulares T24 y 253J, particularmente contra 253J,
donde su 1Cso (29,80 uM) fue mas potente que la del agente quimioterapeutico cisplatino (63,84
pMM). Por otro lado, el compuesto 4f también exhibio una actividad moderada, pero “selectiva”
contra la linea celular 253J, ya que es inactivo contra la linea celular T24 a las concentraciones

evaluadas. Estos hallazgos resaltan el potencial de 4b como compuesto lider para el desarrollo de
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nuevas moléculas con actividad antitumoral mejorada. Asimismo, subrayan la importancia de

continuar explorando sus mecanismos de accion y su potencial terapéutico.
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6. Perspectivas

Los trabajos futuros se centrardn en investigar mas a fondo las vias mecanisticas
involucradas en la formacion de la a-aciloxi carboxamida secundaria y en la resolucion
enantiomérica de los productos generados en la P-3CR. Ademas, se planea mitigar el uso de
disolventes en la purificacion cromatografica, optimizando el proceso o implementando métodos

de purificacién alternativos como la recristalizacion.

Desde el punto de vista sintético, se planea ampliar el estudio del alcance de la P-3CR
utilizando HMF y sus derivados como componentes de la reaccion. El objetivo es generar una o-
aciloxi carboxamida donde todos sus componentes provengan exclusivamente de la biomasa,
logrando asi productos 100 % obtenidos a partir de recursos renovables. Ademas, con base en la
relacion estructura-actividad, se contempla la posibilidad de ampliar la quimioteca generada
incorporando farmacoforos con reconocida actividad antitumoral, segun investigaciones previas

realizadas por nuestro grupo.

Se continuara explorando la reaccion de Passerini-Smiles con el proposito de identificar
condiciones de reaccidn éptimas, evaluando variables como el disolvente, la temperatura y el uso
de catalizadores, para lograr una formacion y un aislamiento eficiente de nuevos productos a partir
de HMF vy sus derivados. Esta linea de trabajo permitird expandir la versatilidad de estas
metodologias sintéticas y generar nuevos compuestos con potencial aplicacion en el desarrollo de

agentes terapéuticos.

En cuanto a la evaluacién bioldgica, se completara el estudio en las lineas celulares T24 y
253]J para todos los compuestos sintetizados y se determinara su indice de selectividad mediante
la comparacion de sus efectos citotoxicos en lineas celulares cancerosas y no cancerosas. También
se investigara el modo de accidn, evaluando su capacidad para inducir apoptosis, alterar el ciclo
celular u otras vias celulares involucradas en la progresion del cancer. Si los resultados in vitro
son prometedores, los compuestos seran sometidos a estudios en modelos animales para evaluar
su eficacia y seguridad en un sistema bioldgico mas complejo. Para ello, se utilizaran técnicas

avanzadas, como las 6micas, con el fin de identificar sus blancos moleculares.
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7. Parte Experimental
7.1. Sintesis quimica

7.1.1. Generalidades

Todos los materiales de partida, reactivos y disolventes se adquirieron de fuentes
comerciales y se utilizaron sin purificacion adicional. El progreso de la reaccion se controld por
cromatografia en capa fina (TLC) y las manchas se visualizaron bajo luz ultravioleta (254 nm) y
asperjado con una mezcla de etanol: acido sulfarico: anisaldehido (95:4:1) (v:v:v) y posterior
quemado. La cromatografia en columna se realizo6 utilizando silica gel (Carlos Erba, 40A, 40-63
1) o Alimina neutra (Machery-Negal, 90) y como fase mévil mezclas en diferentes proporciones
de hexanos con acetato de etilo (AcOEt). La estructura de los productos sintetizados se elucidd
mediante espectroscopia de *H-RMN y B*C-RMN, junto a la combinacion de experimentos HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
y COSY (COrrelated SpectroscopY). Los espectros se obtuvieron en un espectrémetro Bruker
Avance DPX-400 de 400 MHz. EIl disolvente para las muestras de RMN principalmente fue
CDCls. Los desplazamientos quimicos se informan en partes por millon (8/ppm). La referencia
interna para los espectros de RMN es tetrametilsilano a 0,00 ppm. Las constantes de acoplamiento
se expresan en Hertz (J/Hz). Las multiplicidades de las sefiales se informan utilizando las
abreviaturas estandar: singulete (s), doblete (d), triplete (t) y multiplete (m). Los espectros de RMN
se analizaron utilizando el software MestreNova version 12.0.0-20080. Los espectros de masas de
alta resolucion se registraron con un espectrometro Thermo Scientific Q Exactive Hybrid
Quadrupole Orbitrap utilizando metanol como disolvente. Los puntos de fusion se determinaron

experimentalmente utilizando un equipo Electrothermal 1A-9100.

7.1.2. Productos de la reaccion de Passerini (P-3CR)

Procedimiento screening de disolventes y RMN cuantitativa (QNMR): Se realizo una sintesis
paralela en viales individuales. Cada vial se cargé con HMF, el acido p-toluico y el terbutil-
isonitrilo en proporciones equimolares (0.4 mmol). Se evaluaron seis condiciones de disolvente:
2-metiltetrahidrofurano (Me-THF), diclorometano (CH:Cl.), agua (H20), etanol (EtOH), metanol
(MeOH) y condiciones sin disolvente. Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente
(TA) durante 24 y 48 horas.
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Segun Pauli y colaboradores (2014), para ejecutar la RMN cuantitativa absoluta se afiade
directamente a la muestra una cantidad conocida de estandar interno. Por lo que, finalizada la
reaccion, se extrajo una alicuota de 100 pL de cada vial, el disolvente se evaporé a presion reducida
y se registrd la masa del crudo (muestra). Para el experimento de gRMN, se afiadieron a cada
muestra 0.6 mL de cloroformo deuterado (CDCl3) y adicionalmente 5uL de tricloroetileno (TCE)
como estandar interno. En las reacciones realizadas en H20 y en condiciones sin disolvente, se
realizaron reacciones por duplicado para cada tiempo de reaccion puesto que el crudo en estas

condiciones requeria ser disuelto previamente en metanol para tomar la alicuota.

Procedimiento general: En un baldn se afiadieron consecutivamente el aldehido (1.1 mmol), el
acido carboxilico (1.1 mmol) y el isonitrilo (1.1 mmol). La mezcla resultante se agit6 a temperatura
ambiente durante 24 h. Posteriormente, la mezcla de reaccion se disolvié en AcOEt. La fase
organica se lavo con solucién saturada de bisulfito de sodio (tres veces), luego se seco con sulfato
de sodio anhidro (Na>SOg), se filtré el agente desecante y se evaporo el disolvente a presion
reducida. El crudo se purificé por cromatografia en columna (SiO2 0 alimina, hexano/AcOEt) para
dar el producto deseado.

4-metilbenzoato de 1-(5-(hidroximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil)metilo (4a).
Este compuesto se obtuvo a través del procedimiento general, partiendo de los reactivos HMF,
acido 4-metilbenzoico y tert-butil isonitrilo. El crudo fue purificado por cromatografia en columna
(SiO2, hexano:AcOEt, 80:20 a 60:40) para dar 4a (228 mg, 55 %) como un solido blanco, P.F.
122.5 - 124.0 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCls): 5 7.98 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 6.51 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.30 (s, 1H), 6.29 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.14 (s, 1H), 4.59 (s, 2H),
2.44 (s, 3H), 1.40 (s, 9H). *C NMR (101 MHz, CDCls) § 165.2, 164.8, 155.2, 148.4, 144.6, 129.9,
129.3, 126.2, 111.9, 108.7, 69.2, 57.4, 51.8, 28.6, 21.7. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" calculado
para C19H23NOsNa, 368.1474; encontrado, 368.1456.

4-metilbenzoato de 1-(5-(formiloximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil)metilo (5a).
Este compuesto se obtuvo como subproducto en la reaccion para la obtencion del producto 4a.
Dicho producto (5a) se obtiene como un solido blanco (57 mg, 13%), P.F. 113.0 — 114.5 °C. H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.29 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 7.6
Hz, 2H), 6.60 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.12 (s, 1H), 5.15 (s, 2H), 2.39 (s, 3H),
1.26 (s, 9H). *C NMR (101 MHz, DMSO-d6) & 165.2, 164.8, 162.1, 150.3, 150.2, 144.6, 129.9,
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129.8, 126.6, 112.6, 111.6, 69.4, 57.3, 51.1, 28.7, 21.6. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" calculado
para C2oH23NOsNa, 396.1423; encontrado, 396.1409.

5-hidroximetilfuranoato de 1-(5-(hidroximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil) metilo
(4b). Este compuesto se obtuvo a traves del procedimiento general, partiendo de los reactivos
HMF, &cido hidroximetilfuranoico y tert-butil isonitrilo. El crudo fue purificado por cromatografia
en columna (SiO2, hexano:AcOEt, 50:50 a 40:60) para dar 4b como un solido blanco (62 mg, 15%),
P.F. 119.0 — 121.0 °C. 'H NMR (400 MHz, Acetona-ds) & 7.27 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H),
6.51 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.32 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.12 (s, 1H), 4.61 (s,
2H), 4.53 (s, 2H), 1.37 (s, 9H). °C NMR (101 MHz, Acetona-ds) & 205.3, 164.5, 160.7, 156.8,
148.4,143.0,119.8, 111.5, 108.9, 107.8, 69.1, 56.4, 56.3, 51.0, 27.8. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*
calculado para C17H21NO7Na, 374.1216; encontrado, 374.1195.

5-hidroximetilfuranoato de  1-(5-(formiloximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil)
metilo (5b). Este compuesto se obtuvo como subproducto en la reaccion para la obtencion del
producto 4b. Dicho producto (5b) se obtiene como un aceite ambar (43 mg, 10%). *H NMR (400
MHz, CDClIs) 6 8.08 (s, 1H), 7.25 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 3.5
Hz, 1H), 6.43 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.23 (s, 1H), 6.14 (s, 1H), 5.21 — 5.04 (m, 2H), 4.68 (s, 2H),
1.40 (s, 9H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 164.5, 160.4, 159.5, 156.6, 149.9, 149.0, 142.8, 120.4,
112.5, 112.1, 109.7, 68.8, 57.5, 57.2, 51.9, 28.5. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]* calculado para
C18H21NOgNa, 402.1165; encontrado, 402.1148.

Acetato de 1-(5-(hidroximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil)metilo  (4c). Este
compuesto se obtuvo a través del procedimiento general, partiendo de los reactivos HMF, acido
acetico y tert-butil isonitrilo. El crudo fue purificado por cromatografia en columna (SiO.,
CH:Cl::Et;0, 30:70) para dar 4c como un aceite amarillo (60 mg, 19 %). *H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 6.43 (d, J=3.2 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.03 (s, 2H), 4.57 (s, 2H), 2.53 (s, 1H),
2.17 (s, 3H), 1.39 (s, 9H). *C NMR (101 MHz, CDCls) § 169.1, 165.0, 155.2, 148.2, 111.8, 108.6,
68.9,57.3,51.8, 28.6, 20.9. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" calculado para C1sH19NOsNa, 292.1161;
encontrado, 292.1147.

Formiato de 1-(5-(formiloximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil)metilo (5d). Este
compuesto se obtuvo como subproducto en la reaccion para la obtencion del producto 4d, el cual

no fue posible obtener. Dicho producto (5d) se obtiene partiendo de los reactivos acido formico,
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HMF vy t-butilisocianuro. El crudo fue purificado por cromatografia en columna (hexano:AcOEt,
50:50 a 40:60) para dar 5d como un aceite ambar (43 mg, 13 %). *H NMR (400 MHz, CDCls) §
8.17 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 6.52 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 6.18 (s, 1H), 6.08 (s, 1H), 5.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3)
o 164.1, 160.3, 158.7, 149.9, 148.7, 1125, 112.0, 68.1, 5.1, 52.0, 28.5. HRMS (ESI+): m/z
[M+Na]* calculado para C13H17NOsNa, 306.0954; encontrado, 306.0938.

1-(5-(formiloximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil)metanol (6d). Este compuesto se
obtuvo como subproducto en la reaccion para la obtencién del producto 4d. Dicho producto (6d)
se obtiene como un aceite ambar (23 mg, 8%). *H NMR (400 MHz, CDCls) § 8.07 (s, 1H), 6.40
(d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.10 (s, 1H), 5.12 (s, 2H), 4.98 (s, 1H), 3.07 (s, 1H),
1.36 (s, 9H). °C NMR (101 MHz, CDCls) § 168.5, 160.4, 153.2, 149.0, 112.1, 109.0, 67.7, 57.3,
51.8, 28.6. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" calculado para C12H17NOsNa, 278.1004; encontrado,
278.0990.

4-metilbenzoato de 1-(5-(metoximetil)furan-2-il)-1-(tert-butilaminocarbonil)metilo (4f). Este
compuesto se obtuvo a través del procedimiento general, partiendo de los reactivos
metoximetilfurfural (MMF), &cido 4-metilbenzoico y tert-butil isonitrilo. El crudo fue purificado
por cromatografia en columna (SiO», hexano:AcOEt, 80:20 a 70:30) para dar 4f como un sélido
blanco (140 mg, 41 %), P.F. 105.0-107.0 °C. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.98 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.54 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.31 (s, 1H), 6.07
(s, 1H), 4.45 — 4.36 (m, 2H), 3.37 (s, 3H), 2.44 (s, 3H), 1.41 (s, 9H). 1°C NMR (101 MHz, CDCl5)
5 165.1, 164.8, 152.8, 148.7, 144.5, 129.9, 129.3, 126.3, 111.9, 110.3, 69.3, 66.3, 57.9, 51.7, 28.6,
21.7. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" calculado para C20H2sNOsNa, 382.1630; encontrado, 382.1603.

4-metilbenzoato de 1-(5-(hidroximetil)furan-2-il)-1-(bencilaminocarbonil)metilo (4g). Este
compuesto se obtuvo a través del procedimiento general, partiendo de los reactivos HMF, &cido 4-
metilbenzoico y bencil isonitrilo. El crudo fue purificado por cromatografia en columna (alimina,
hexano:AcOEt, 90:10 a 70:30) para dar 4g como un aceite ambar(165 mg, 36 %). ‘H NMR (400
MHz, CDCls) 6 7.92 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 — 7.22 (m, 5H), 7.21 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.81 (s,
1H), 6.49 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.42 (s, 1H), 6.24 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.57 — 4.43 (m, 2H), 4.52 (s,
2H), 2.71 (s, 1H), 2.38 (s, 3H). **C NMR (101 MHz, CDCl3) & 166.4, 165.0, 155.5, 147.8, 144.7,
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137.6, 130.0,129.3,128.7, 127.6, 127.5, 126.0, 112.3,108.7,69.2, 57.3, 43.4, 21.7. HRMS (ESI+):
m/z [M+Na]* calculado para C22H21NOsNa, 402.1317; encontrado, 402.1312.

4-metilbenzoato de 1-(5-(formiloximetil)furan-2-il)-1-(bencilaminocarbonil)metilo (5g). Este
compuesto se obtuvo como subproducto en la reaccion para la obtencion del producto 4g. Dicho
producto (5g) se obtiene como un aceite ambar (54 mg, 15%). *H NMR (400 MHz, CDCls) § 8.00
(s, 1H), 7.87 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.29 — 7.15 (m, 7H), 6.53 (s, 1H), 6.50 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.40
(s, 1H), 6.37 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 4.57 (dd, J = 15.0, 6.0 Hz, 1H), 4.43 (dd, J = 15.1,
5.5 Hz, 1H), 2.34 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 166.0, 164.8, 160.3, 149.8, 148.9, 144.8,
130.2,130.0,129.3,129.2,128.8, 127.7,127.6,112.5,112.1, 69.0,57.2, 43.4, 21.7. HRMS (ESI+):
m/z [M+Na]" calculado para C23H21NOgNa, 430.1267; encontrado, 430.1253.

4-metilbenzoato de 1-(5-(metoximetil)furan-2-il)-1-(bencilaminocarbonil)metilo (4h). Este
compuesto se obtuvo a través del procedimiento general, partiendo de los reactivos MMF, &cido
4-metilbenzoico y bencil isonitrilo. El crudo fue purificado por cromatografia en columna
(altimina, hexano:AcOEt, 90:10 a 70:30) para dar 4h como un aceite incoloro (88 mg, 21 %). *H
NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.31 - 7.12 (m, 7H), 6.52 (s, 1H), 6.48 (d, J
= 3.2 Hz, 1H), 6.39 (s, 1H), 6.26 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 15.0, 6.2 Hz, 1H), 4.42 (dd, J =
15.0, 5.7 Hz, 1H), 4.31 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 3.27 (s, 3H), 2.33 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls)
5 166.2, 164.9, 153.0, 148.1, 144.6, 137.6, 130.0, 129.3, 128.7, 127.6, 127.5, 126.1, 112.3, 110.3,
69.2,66.3,57.9,43.4,21.7. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" calculado para C23sH23NOsNa, 416.1474;
encontrado, 416.1456.

4-metilbenzoato de 1-(5-(hidroximetil)furan-2-il)-1-(N-
(etiloxicarbonilmetil)aminocarbonil)metilo (4i). Este compuesto se obtuvo a través del
procedimiento general, partiendo de los reactivos HMF, &cido 4-metilbenzoico e isocianoacetato
de etilo. El crudo fue purificado por cromatografia en columna (alimina, hexano:AcOEt, 20:80 a
5:95) para dar 4i como un aceite ambar (22 mg, 5 %). *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.92 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 7.20 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.81 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.38 (s,
1H), 6.22 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.52 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 4.15 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.09 — 3.96 (m,
2H), 2.35 (s, 3H), 1.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H).3C NMR (101 MHz, CDCls) & 169.5, 166.4, 164.8,
155.4, 147.6, 144.7, 130.0, 129.3, 126.0, 112.5, 108.7, 68.9, 61.8, 57.5, 41.3, 21.7, 14.1. HRMS
(ESI+): m/z [M+Na]" calculado para C19H2:NO7Na, 398.1216; encontrado, 398.1225.
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4-metilbenzoato de 1-(4-metilfenil)-1-(tert-butilaminocarbonil)metilo (4j). Este compuesto se
obtuvo a través del procedimiento general, partiendo de los reactivos 4-metilbenzaldehido, acido
4-metilbenzoico y tert-butil isonitrilo. En este caso la fase orgénica Unicamente se lavé con
solucién de bicarbonato de sodio saturado (dos veces). El crudo fue purificado por cromatografia
en columna (SiO2, hexano:AcOEt, 80:20 a 50:50) para dar 4j como un sélido blanco (292 mg, 70
%), P.F. 152.8 — 154.8 °C. *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.99 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.1
Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.20 (s, 1H), 6.02 (s, 1H), 2.44 (s, 3H),
2.37 (s, 3H), 1.38 (s, 9H).13C NMR (101 MHz, CDCls) § 167.6, 164.9, 144.3, 138.7, 133.1, 129.8,
129.4, 129.3, 127.4, 126.7, 75.8, 51.5, 28.7, 21.7, 21.2. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" calculado
para Co1H2sNO3sNa, 362.1732; encontrado, 362.1722.

4-metilbenzoato de 1-(furil)-1-(tert-butilaminocarbonil)metilo (4k). Este compuesto se obtuvo
a través del procedimiento general, partiendo de los reactivos furfural, acido 4-metilbenzoico y
tert-butil isonitrilo. Al procedimiento general se afiadié un lavado de la fase organica con
bicarbonato de sodio saturado (dos veces). El crudo fue purificado por cromatografia en columna
(SiO2, hexano:AcOEt, 90:10 a 80:20) para dar 4k como un solido blanco (265 mg, 67 %), P.F.
101.3 - 102.3 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.44 — 7.41 (m, 1H),
7.26 (d, J=8.0 Hz, 2H), 6.55 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.38 (dd, J = 3.4, 1.9 Hz, 1H), 6.32 (s, 1H), 6.06
(s, 1H), 2.42 (s, 3H), 1.39 (s, 9H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & 165.1, 164.8, 148.6, 144.5,
143.5, 129.9, 129.3, 126.3, 111.1, 110.6, 69.2, 51.7, 28.6, 21.7. HRMS (ESI+): m/z [M+Na]*
calculado para C1gsH21NOsNa, 338.1368; encontrado, 338.1358.

7.2. Evaluacion biolégica in vitro

7.2.1. Compuestos evaluados

La serie de compuestos evaluados (4a, 4b, 4c, 4f) se seleccioné a partir de los productos
sintetizados disponibles en la quimioteca generada. Las soluciones madre de los compuestos se
prepararon en DMSO a una concentracion de 10 mM. Los compuestos se utilizaron en un rango
de concentraciones de 12,5, 25, 50 y 100 uM disolviendo la solucién madre con el medio de cultivo
completo (de modo que el porcentaje de DMSO no excediera el 0,5 %). Como controles negativos
se emplearon medio de cultivo completo y medio de cultivo con DMSO al 0,5 %. Los datos
correspondientes al 1Cso del quimioterapéutico cisplatino como control positivo y también los

protocolos descritos en esta investigacion fueron tomados de estudios previos (Pérez et al., 2019;
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Ingold et al., 2019; Ingold et al., 2022; Varela et al., 2023) puesto que se utilizaron las mismas

instalaciones, condiciones y lineas celulares.

7.2.2. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares T24 y 253J (carcinoma de celulas transicionales de vejiga) se
adquirieron en el repositorio de células ABAC (Asociacion Banco Argentino de Células). La
sulforodamina B, el DMSO vy el cisplatino fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).
Las células T24 y 253 J se cultivaron en medio McCoy's 5A (Capricorn Scientific) suplementado
con 10% de suero bovino fetal SFB (Capricorn Scientific). Se realizaron pasajes de los cultivos
celulares dos veces a la semana y el medio se cambi6 con la misma frecuencia. Los cultivos
celulares se mantuvieron en condiciones estandar (5% de CO2, atmdsfera humidificada, 37 °C) y
su morfologia y confluencia se evaluaron bajo un microscopio 6ptico con aumento 40X al menos
dos veces por semana. Cuando los cultivos se encontraban en fase exponencial las células se
desprendieron de la superficie de la placa Petri con una solucion de tripsina-EDTA 0,05%. Se
realizo el conteo celular y luego la dilucién de la suspension celular para obtener la densidad de
células requerida para los ensayos de actividad antiproliferativa.

7.2.3. Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa de los compuestos contra las lineas celulares cancerigenas se
evaluaron mediante ensayo de sulforodamina B. Para el plaqueo, las células se sembraron en placas
multi-well de 96 pocillos a una densidad de 8.000 células por pocillo en un volumen final de 100
ML y se incubaron en condiciones estandar por 24 horas. Dada la reproducibilidad del ensayo no
se tomo en cuenta el efecto borde. Posteriormente, el medio de cultivo fue retirado para tratar las
células con las soluciones de los compuestos a las cuatro concentraciones por triplicado. Después
de 48 h de incubacidn, se procedi6 con el ensayo colorimétrico de sulforodamina B. La placa se
lavd con solucion salina tamponada con fosfato PBS (1X), la fijacion se realizd con &cido
tricloroacético TCA helado al 10 % durante 1 hora a 4 °C. Después de un lavado con agua Milli-
Q, la placa se seco a 45 °C y se procedio a afiadir una solucion de sulforodamina B al 0,5%
incubandose a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacién, se realizaron lavados
con una solucidn de acido acético al 1%. Finalmente se agreg6 100 pL de buffer Tris-base 10 mM
a pH 10,5 a cada pocillo y se realizo la lectura de las absorbancias utilizando un espectrofotometro

de microplacas (Varioskan Flash, Thermo Fisher, Waltham, MA, EE.UU.) a una longitud de onda
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de 510 nm y el fondo a 620 nm. Los valores de 1Cso se obtuvieron mediante una curva dosis -
respuesta calculados con el software GraphPad Prism 10.0. Cada ensayo se reprodujo al menos en

tres ensayos independientes.
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