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ABSTRACT

Dendrimers are highly branched three-dimensional macromolecules with highly
controlled structures, a single molecular weight, a large number of controllable "peripheral”
functionalities and a tendency to adopt a globular shape once a certain size is reached.
These features have made their application in pharmaceutical and medicinal chemistry
particularly attractive.

A series of resorcinaren-PAMAM dendrimers with benzodiazepines in the periphery
were synthesized and their anticancer properties studied. The synthesized dendrimers
showed potential anticancer activities, which were enhanced in the presence of a chloro-
substituent in the second ring of the 5-aryl-1,4-benzodiazepine. The dendrimers were
characterized by IR, *H and *C NMR, UV-VIS absorption, electrospray (ES) and/or
MALDI-TOF mass spectrometries
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Debido a la amplia gama de actividades biolégicas mostradas por los compuestos
derivados de las benzodiazepinas, es que su grupo farmacoférico 6 estructura quimica
central, se considera entre las estructuras de gran interés para la construccién de nuevos
farmacos. En particular el grupo de las 5-aril-1,4-benzodiazepinas, tal como el Valium,
cuya estructura quimica es recurrente en farmacos usados principalmente en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central (SNC) como
ansioliticos, hipnoticos, anti-convulsivos, sedantes menores, y en afios recientes han sido
usados en el tratamiento de enfermedades no relacionadas al SNC como lupus
eritomatoso sistémico, agentes anti-VIH, agentes anti-arritmicos, y en ensayos en el

tratamiento de cancer.

Por otra parte, se ha reportado el empleo de dendrimeros en el diagnostico y
tratamiento de cancer, que involucra el uso de dendrimeros como acarreadores o
liberadores de un agente de contraste para el diagnostico de células cancerigenas o bien
como acarreadores del farmaco usado en el tratamiento, ya que se ha demostrado su

afinidad a células cancerigenas.

Los dendrimeros ofrecen ventajas que incluyen un bajo indice de polidispersidad,
multiples sitios de unién, estructura y tamafio bien definidos, que pueden ser facilmente
modificables para cambiar las propiedades quimicas del sistema. Ademas las
macromoléculas dendriticas tienen un aumento de permeabilidad y efecto de retencion
que les permite dirigirse a las células del tumor con mayor eficacia que las células
pequenfias, lo que las hace excelentes candidatas para la evaluacion como acarreadoras
de farmacos. La unién covalente del farmaco en la superficie del dendrimero a través de
enlaces biodegradables o hidrolizables ofrece la oportunidad de tener un gran control en
la liberacién del farmaco comparado con la formacién de complejos mediante fuerzas

electrostaticas.

En el presente trabajo se realizd el disefio, la sintesis y la caracterizacion de
macromoléculas dendriticas que contienen en su periferia 1,4-benzodiazepinas unidas
covalentemente mediante enlaces amida, como modelo de acarreador de farmacos con

especificidad a células cancerigenas. La sintesis de los dendrimeros se realiz6 mediante
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INTRODUCCION

el método divergente, iniciando con la obtencion de los resorcinarenos que fueron usados
como nucleo o centro dendritico, seguida de la sintesis de los brazos dendriticos
mediante una O-alquilacién y una amonolisis para la obtencién de los dendrimeros de
primera generacion, los cuales fueron sometidos a una reaccion tipo Michael vy
nuevamente a una amonolisis para la obtencion de los dendrimeros de segunda

generacion.

Después de la obtencion de los resorcinaren-dendrimeros de primera y segunda
generacion se realiz6 la sintesis de los derivados 1,4-benzodiazepicos a través de una
ciclaciéon intramolecular tipo Wiitig a partir de derivados de 2-aminobenzofenona.
Finalmente se realizd la sintesis de los conjugados dendrimero-1,4-benzodiazepina a
través de la formacion de enlaces amida. Los conjugados formados con los dendrimeros
de primera generacion son capaces de tener en su periferia 16 moléculas de 1,4-
benzodiazepinas, mientras que los de segunda generacién tienen 32 moléculas del

farmaco.

En la segunda parte del trabajo se describen los estudios in vitro de la actividad anti-
cancerigena de los compuestos sintetizados mediante el ensayo de sulforodamina B
(SRB), en donde los derivados de 2-aminobenzofenona presentaron un alto porcentaje de
inhibicion de crecimiento en las lineas celulares de cancer humano, especialmente el
compuesto 2-amino-2’,5-diclorobenzofenona. Por otra parte, también se observd que la
formacion del anillo 1,4-benzodiazepinco disminuye notablemente la actividad
anticancerigena, pero al formar los conjugados dendrimero-1,4-benzodiazepina con los
dendrimeros de primera generacion se presenta un efecto sinérgico entre estos dos tipos

de compuestos.
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ANTECEDENTES

2.1 MACROCICLOS

2.1.1 De la quimica molecular a la quimica supramolecular

Desde la sintesis de la urea, por Friedrich Wéhler en 1828 la quimica molecular ha
desarrollado una amplia gama de sofisticados y poderosos métodos para la sintesis de
moléculas con estructuras cada vez mas complejas, mediante la formacion o ruptura de
enlaces covalentes de forma controlada y precisa, integrando estrategias que logran una
gran eficiencia y selectividad, es decir la quimica ha establecido su poder sobre el enlace
covalent’. Mediante estrategias de sintesis bien determinadas se han obtenido moléculas
de gran complejidad, estas moléculas o0 macromoléculas pueden ser de cadena abierta o
ciclica, estas ultimas también reciben el nombre de macrociclos. Los macrociclos, definido
por la IUPAC; contienen un anillo de al menos 9 &4tomos y en su estructura hay por lo
menos tres o0 mas atomos electrodonadores, brindandoles la capacidad de hospedar

moléculas de menor tamafio®.

La sintesis e investigacién de las propiedades de los macrociclos como moléculas
hospederas; dio origen a una nueva rama de la quimica: la "Quimica Supramolecular". El
concepto y término de quimica supramolecular fue introducido en 1978 por J.-M. Lehn*
quien frecuentemente la etiqueta como la “quimica mas alla de la molécula”; en la que
entidades de mayor complejidad resultan de la union de dos o méas especies quimicas
unidas a través de fuerzas intermoleculares®, estas interacciones pueden ser tipo van der
Waals, interacciones electrostéticas, puentes de hidrégeno, interacciones CH-rn, n-n, n-m,

etc.

En comparacién con los enlaces covalentes las interacciones intermoleculares son
débiles, comparados con los enlaces covalentes; por lo tanto las especies
supramoleculares son termodindmicamente menos estables, cinéticamente mas labiles, y

dindmicamente mas flexibles. Sin embargo; analizando algunos sistemas biolGdgicos

' F. Wahler, Poggendorfs Ann. Physik. 1828, 12, 253.

2 J. M. Lehn. Supramolecular Chemistry, Concepts and perspectives. VCH, Weinheim, 1995.
3 http://old.iupac.org/publications/books/author/metanomski.html

M. Lehn, Pure Appl. Chem. 1978, 50, 871.

> R. Barthes, Lecon Inaugurale, Collége de France, 1977, 9.
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ANTECEDENTES

vemos que varios procesos fundamentales como la replicacion del ADN, interacciones
antigeno-anticuerpo, reacciones enzimaticas, asi como el ensamble de complejos
multiproteinicos, se realizan con asombrosa eficiencia debido a una accion bien
organizada de las fuerzas intermoleculares entre s6lo dos moléculas®. De hecho los
origenes de la quimica supramolecular estan fuertemente ligados con la quimica del
reconocimiento molecular, que investiga cémo las moléculas hospedan y reconocen a
otras, asi como la asociacion entre ellas. El principal concepto asociado con el
reconocimiento molecular es el de "llave-cerradura”, propuesto por Emil Fisher’, en el que
propone que bajo este principio las enzimas reconocen a su sustrato. En quimica
supramolecular los componentes de una supermolécula han sido nombrados receptor o
anfitrién (host) que es el componente que se emplea para reconocer una especie blanco y
el huésped (guest) o sustrato® que es la especie blanco. Con frecuencia, el receptor es
una molécula grande que posee una cavidad o una grieta capaz de incorporar de forma
selectiva a iones o sustratos moleculares (o0 ambos) por medio de varias interacciones

intermoleculares.

Por otra parte el disefio y sintesis de moléculas anfitrionas requiere de la adecuada
manipulacion de parametros energéticos y estereoquimicos que permitan las
interacciones intermoleculares, esto permite construir macromoléculas nuevas y con
propiedades fisicoquimicas muy diferentes e interesantes. Bajo estos requisitos se han
sintetizado diferentes macromoléculas ciclicas para ser empleadas como receptores
moleculares entre las que podemos mencionar a las ciclodextrinas®, éteres corona'®,

criptandos, esferandos', ciclofanos®, calixarenos', resorcinarenos®, etc. Todas estas

®D. Voet, G. J. Voet, Biochemistry, 3" Edition, John Wiley & Sons Inc. 2004.
7a) F. W. Lichtenthaler, Angew. Chem. Int. Ed. 1994, 33, 2364. b) D. E. Koshland, Angew. Chem.
Int. Ed. 1994, 33, 2375.

8a) J. M. Lehn, Struct. Bonding, 1973, 16, 1; b) J. M. Lehn, J. Simon, J. Wagner, Angew. Chem. 1973, 85, 621.
°R. Cao, A. Fragoso, E. Almirall, R. Villalonga, The supramolecular Chemistry of Cyclodextrins in Cuba.

Supramolecular Chemistry. 2003, 15, 161.

10 a) C. J. Pedersen, J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 7017; b) C. J. Pedersen, Angew. Chem., 1988, 100, 1053;
Angew. Chem. Int. Ed. England. 1988, 27, 1053.

1 a) B. Dietrich, J. M. Lehn, J. P. Sauvage, Tetrahedron Lett. 1969, 10, 2885; b) B. Dietrich, J. M. Lehn, J. P.
Sauvage, Tetrahedron Lett. 1973, 29, 1629.

12 a) D. J. Cram, Angew. Chem., 1986, 98, 1041; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1986, 25, 1039; b) D. J. Cram,
Angew. Chem. 1988, 100, 1041; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1988, 27, 1009.
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familias de compuestos se caracterizan por su versatilidad para formar complejos con
cationes metalicos por medio de enlaces de coordinacion o con moléculas organicas para
formar complejos supramoleculares.

Han sido estudiados receptores moleculares de una gran variedad estructural,
muchos de ellos del tipo macro policiclico. Su disefio ha sido con el objetivo de tener un
control estructural a través de una organizacién planeada, el cual se incrementa con el
orden ciclico de la estructura y depende de la naturaleza de los fragmentos que esta

contiene.

2.1.2 Ciclodextrinas, receptores ciclicos de origen natural

Para algunas macromoléculas ciclicas de origen natural fueron descubiertas sus
capacidades como receptores moleculares, mucho antes que los éteres corona (primeros
receptores artificiales), tal es el caso de las ciclodextrinas'® (oligosacaridos ciclicos). Las
ciclodextrinas se pueden obtener a través del almidon por tratamiento enzimatico, también
llamadas cicloamilosas. Son oligbmeros ciclicos de 5 o mas unidades de a-D-
glucopiranosa unidas a través de las posiciones 1—4. Los oligdmeros mas empleados

son los de 6, 7 y 8 unidades llamadas a-, B- y y-ciclodextrinas respectivamente, figura 1.

Las ciclodextrinas se disuelven en medios acuosos y pueden alojar moléculas
hidrofébicas (aromaticos y alifaticos), de tal manera que el fragmento hidrofébico del
huésped entra en la cavidad del anfitrién, tipicamente por el lado mas ancho del cono, y
los grupos polares conservan su contacto con agua'’. La formacién de complejos de
inclusion con ciclodextrinas ocurre principalmente por interaccion hidrofébica, pero
también hay contribuciones de las interacciones de van der Waals. En acuerdo con esto,
la estabilidad de los complejos depende del tamafio de superficie de contacto, que a su
vez depende de la complementariedad entre el huésped y la cavidad del anfitrion™®.

BE. Vogtle, P. Neumann; Tetrahedron, 1970, 26, 5847.

“B. Volker, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1992, 34, 713.

d:} Botta, M. Cassani, |. D’Acquarica, D. Misiti, D. Subissati, G. D. Monache, Current Organic Chemistry,
2005, 9, 337.

K. Ariga, T. Kunitake. Supramolecular Chemistry, Fundamentals and Applications. Advanced
Textbook. Springer-Verlag Heidelberg., Alemania, 2006.

7.3) K. A. Connors, Chem. Rev. 1997,97,1325; b) J. Szejtli, Chem.Rev., 1998, 98, 1743.

18 a) M. V. Rekharsky, Y. Inoue, Chem.Rev. 1998, 98, 1875; b) A. Ueno, T. Kuwabara, A. Nakamura, F. Toda,
Nature, 1992, 356, 136.
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Figura 1 .Estructura general de las a,$,y-ciclodextrinas (CD)

2.1.3 Eteres corona

En los afios sesenta Charles J. Pedersen’ report6 la sintesis de una serie de
macrociclicos llamados éteres corona, que tienen la capacidad de funcionar como
ion6foros para cationes de metales alcalinos, siendo las primeras moléculas usadas como
receptores artificiales. Se denominan "éteres" porgue contienen los enlaces —C-O-C- y
"corona" porque los atomos se ubican entre si de una forma zigzagueante y pueden
asentarse sobre el ibn metalico como una corona sobre la cabeza del monarca. En la
inmensa mayoria, los éteres corona no se asientan sobre el iGn metalico, sino que este
ultimo queda incluido dentro de la cavidad bidimensional. Pedersen prepar6 mas de 60
compuestos para determinar el tamafio de ciclo y la disposicién constitucional 6ptima de
los diferentes atomos en los macrociclos de cara a la complejacion selectiva de un
elevado nimero de cationes. Los compuestos idéneos poseian entre cinco y diez &tomos
de oxigeno, cada uno separado de los vecinos por dos carbonos puente!. Su publicacién
en 1967 dio lugar al inicio de la quimica de los éteres corona y compuestos analogos.
Algunos ejemplos de los macrociclos sintetizados por Pedersen se muestran en la figura
2, los cuales tienen atomos de oxigeno con cargas parciales negativas, capaces de
realizar interacciones ion-dipolo con cationes metdlicos, y la periferia hidrofébica formada

por los grupos etilénicos™

La sustitucién de uno o mas atomos de oxigeno en el éter corona con atomos de
nitrdgeno (el receptor asi obtenido se llama aza-corona) modifica de manera importante

las propiedades quimicas del receptor. EI &tomo de nitrégeno, tal como el de oxigeno,

¥ C. J. Pedersen, H. K. Angew. Chem. Int. Ed. 1972, 11, 168.
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tiene un par de electrones no compartidos y alin mayor basicidad, pero mas importante es
el hecho de que a este atomo es posible afiadir un grupo donador adicional que permite
obtener dos nuevos grupos de receptores llamados éteres lariat®® y criptandos™.

(00 I e
AL Ci - L = 1)
L \)o Q o0 boy

g\o o/> g\oﬁ\ow
CEO 2 O@ ) 28 )
NI

Figura 2. Algunos ejemplos de éteres corona, sintetizados por Pedersen

A partir de la definicién aportada anteriormente, los compuestos corona se pueden
clasificar de forma sencilla de acuerdo con el tipo de anillo o cadena que conforman su
estructura en:

Coronandos: compuestos monociclicos como los éteres corona, aza y tio éteres
corona’’.

Criptandos: compuestos multiciclicos con atomos de nitrégeno como cabeza de
puente.

El reemplazamiento de los atomos de oxigeno en los éteres corona por atomos de
nitrégeno permite la obtencion de un nuevo grupo de receptores ciclicos, llamados
poliaminas macrociclicas®, su naturaleza es anéaloga a los éteres corona pero de una
mayor basicidad debido a la naturaleza del nitrégeno.

La protonacion de las aminas hace a estos receptores capaces de unirse a aniones,
por ejemplo, algunas poliaminas macrociclicas tienen formas elipticas, y son capaces de

reconocer eficientemente aniones lineales tales como el anion azida (N3). Poliaminas

G W. Gokel, J. E. Trafton, Chem. Soc. Rev. 1992, 21, 39.
S R. Cooper, Acc. Chem. Res. 1998, 21, 141.
M. W. Hossaini, J.-M. Lehn, L. Maggiora, K. B. Mertes, M. P. Mertes, J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 537.
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macrociclicas con cadenas alquilicas hidrofébicas pueden ser inmobilizadas en la
superficie de un eléctrodo para crear un dispositivo detector de aniones, mediante un
cambio de potencial de la superficie®®.

2.1.4 Criptandos

Basandose en los trabajos de Pedersen sobre éteres corona y en la sintesis de
diaminas macrobiciclicas de Simmons y Park, Jean Marie Lehn sintetizé los macrociclos
denominados criptandos™ que constan de oxigeno y nitrégeno como atomos donadores.
Sus anillos son mayores que los éteres corona, ademas de que son mas rigidos, debido a
la existencia de un ciclo adicional, véase figura 3. Estos ligandos tienen la capacidad de
encapsular cationes metalicos en huecos esféricos formando complejos muy estables,
ademas de ser solubles en la mayoria de los disolventes comunes y obtenerse mediante

una ruta de sintesis sencilla.

Figura 3. Estructura general de los criptandos

El criptando representado en la figura 3, varia su selectividad atendiendo a la
dimensién de la cavidad, esto es, a los valores de "n"y "m".
Param =0y n =1 es muy selectivo para el Li+.
Param =1y n =0 es muy selectivo para el Na+.
Param =1y n =1 es muy selectivo para el K+, con una mayor estabilidad que en los
éteres corona.

Estos ligandos tienen una excelente selectividad, ya que son capaces de discriminar

a los cationes que sean mas pequefios 0 mas grandes que su cavidad.

2 M. Carey, W. B. Riggan, Anal. Chem. 1994, 66, 3587.
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Los criptatos protonados® son obtenidos mediante la protonacion interna, la cavidad
oculta los protones muy eficientemente, tal como se muestra en las dos formas
protonadas (a) y (b) de un criptando pequefio con m y n=0; figura 4. Por otra parte los
criptandos se unen muy fuertemente a cationes alcalinotérreos, en especial el criptando
con my n=1, tiene una alta preferencia por los cationes Sr**, Ba** y Ca**,también se han
obtenido criptatos lantanicos® con propiedades fotofisicas.

SoNne

— Hemmmmn —H H—N
<N S N—H
o &
0O O
(a) (b)

Figura 4. Criptatos protonados, con m y n=0

A mediados de los afios 70 Donald J. Cram estudié la resolucion de mezclas
racémicas de alquilaminas primarias y aminoacidos a partir de éteres corona racémicos,
ampliando la sintesis innovadora de Pedersen, obteniendo éteres corona basicamente de
tres dimensiones que son capaces de reconocer y combinarse de forma selectiva con

otros compuestos debido a sus estructuras tridimensionales complementarias.

Los descubrimientos de Pedersen, Lehn y Cram dieron el enfoque quimico, hacia el
estudio de los enlaces débiles no covalentes tanto en medios biol6gicos como abidticos.
Supuso el inicio de la quimica anfitrion-huésped, reconocimiento molecular o Quimica
Supramolecular, de moléculas que podian mimetizar los procesos biolégicos, por lo que

fueron galardonados en 1987 con el premio Nobel de quimica?®.

24 a) J. Cheney, J. M. Lehn, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1972, 487; b) P. B. Smith, J. L. Dye, J. Cheney, J. M.

Lehn, J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 6044; c) H. J. Briigge, D. Carboo, K. von Deuten, A. Knéchel, J. Kopf, W.
Dreissing, J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 107.

25a) J. C. Bunzli, D. Wessner, Coord. Chem. Rev. 1984, 60, 191; b) J. C. Buinzli, in Handbook on the Physics and
Chemistry of Rare Earths, (Eds.:K. A. Gschneider, Jr., L. Eyring), Elsevier Amsterdam, 1987, 60, 321.

*® http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1987/index.html
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2.1.5 Ciclofanos

Los ciclofanos constituyen otra familia de receptores para moléculas organicas, son
macrociclos con fragmentos arométicos enlazados por lo menos por un puente alifatico de
n-miembros (n=0). De acuerdo a la nomenclatura Végtle y Neumann™® dos conjuntos de
nameros preceden al nombre que lleva como sufijo fano: el nUmero en corchetes en el
nombre indica la longitud o longitudes de los puentes, comenzando por el mas pequefio.
Cuando se encuentran sustituyentes en los anillos aromaticos, éstos se ponen entre
paréntesis. Para ciclos multiramificados, el nimero de puentes que sean iguales puede
ser indicado por un subindice que indica el nimero de atomos de carbono que estos
contienen?’ . Otra forma en la gue los ciclofanos han sido clasificados, es de acuerdo a la
ubicacién de las cadenas puente con respecto al anillo aromatico; asi tenemos a los p-
ciclofanos, m-ciclofanos y o-ciclofanos; véase figura 5. Debido a la alta polarizabilidad de
los fragmentos aromaticos estos anfitriones enlazan huéspedes principalmente mediante
interacciones de van der Waals con una contribucion de interacciones hidrofébicas en

medios acuosos.

(2P < U0

[1. 1.1]Jortociclofano [2.2]metaciclofano [11.1]paraciclofano

Figura 5. Estructuras de o-, m-, p- ciclofanos

Otro tipo de ciclofanos, son aquellos en los cuales el anillo aromético no esta
constituido en su totalidad por carbono e hidrégeno, sino que pueden tener uno 0 mas
heteroatbmos como el oxigeno, nitrégeno o azufre. Entre estos compuestos se pueden

mencionar a los tiofenanos ?® , purinofanos #* , flavinonanos * , piridinofanos ** ,

%’ F. Diederich, Cyclophanes, Monographs in Supramolecular Chemistry, Royal Society of Chemistry, 1991.
%8 1. Yoshihiko, M. Satoru, N. Masashi, S. Tadeo, J. Org. Chem. 1981, 46, 1043.
29 a) F. Hama, Y. Sayata, S. Misumi, M. Aida, C. Nagata, Tetrahedron Lett. 1982, 23, 3061; b) K.

Akahori, F. Hama, Y. Sakata, S. Misumi. Tetrahedron Lett. 1984, 25, 2379.

12| Pagina



ANTECEDENTES

porfirinofanos®, entre otros, ver figura 6. Por otra parte los ciclofanos policiclicos tienen
una semejanza aparente con criptandos y son conocidos como criptofanos o “envases”
moleculares. Estos receptores enlazan fuertemente moléculas y cationes organicos del

tamafio complementario formando clatratos moleculares.

HZC/ —/
HZC—N\/§N
H
N=/ //\NH
. Purinofano .
Tiofenano Flavinofano

HN N
/_\ N>/—3/4\l
(CH2)4 = /\

(CHy)4

HN N ‘)
/
(CHa)4 N>/—\§/N
JN

Purinofano

Piridinofano

Porfirinofano

Figura 6. Ejemplos de ciclofanos con heteroatomos

Los ciclofanos por su estructura formada de anillos arométicos unidos por carbonos
alifaticos, pertenecen a una clase de receptores moleculares, los cuales se obtienen de
manera sintética. Algunos ciclofanos pueden adoptar una arquitectura especial como una
cavidad o espacio interior donde se pueden hospedar moléculas de menor tamafio. Esta
familia, la cual presenta una cavidad en su estructura, es conocida como la de los

metaciclofanos o calixarenos.

30 a) M. F. Zipplies, C. Krieger, H. A. Staab. Tetrahedron Lett. 1983, 24, 1925; b) M. F. Zipplies, H. A. Staab.
Tetrahedron Lett. 1984, 25, 1053.

E, Rob, H. J. van Ramesdonk, W. van Gerresheim, P. Bosma, J. J. Schele, J. W. Verhoeven, J. Am. Chem. Soc.
1984, 106, 3826.

32a) J. E Baldwin, P. Perlmutter, Top. Curr. Chem. 1984, 121, 181; b) I. Sutherland, in "Cyclophanos", eds. P.
M. Keehn, S. M. Rosenfeld, Academic Press, New York, 1983, Vol. 2; c) M. F. Perutz, Ann. Rev. Biochem.
1979, 48, 327; d) M. Momenteau, Pure Appl. Chem. 1986, 58, 1493.
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2.1.6 Calixarenos

Los calixarenos son [1,] metaciclofanos que se obtienen de la condensacion de
fenoles y formaldehido en diferentes condiciones. Como tales, se conocen desde hace
mucho tiempo®® pero es en los afios setenta cuando se establecen firmemente sus
estructuras tanto en disolucion®* como en estado sélido® lo que aumenté su popularidad
en el &rea de quimica supramolecular. Adquirieron su nombre debido a la semejanza de la
conformacién del macrociclo a un céliz, término que fue introducido por Gutsche® y se
deriva del latin "calix" que significa "tazén o vaso", debido a la forma que asumen cuando
todos los anillos aromaticos se orientan en la misma direccion, figura 7. Esta
conformacion es llamada cono y es usualmente observada en el estado sélido. El nombre
fue elegido inicialmente para nombrar especificamente a los oligdmeros ciclicos derivados
del fenol, pero subsecuentemente ha tomado un aspecto mas genérico y se aplica ahora

a una gran variedad de compuestos estructuralmente relacionados.

Figura 7. Comparacién de la forma de un calixareno con una copa griega

33a)A. Zinke, E. Ziegler, Ber. 74B, 1941, 205; b)J. W. Conforth, P. Darcy, G. A. Nicholis, J. A. Stock, Brit. J.

Pharmacol, 1995, 10, 73; c)J. W. Conforth, E. D. Morgan, K. T. Potts, R. J. W. Reees, Tetrahedron, 1979, 29,
1659.

* c.D. Gutsche, R. Muthukrishan, J. Org. Chem. 1978, 43, 4905.

*G.D. Andreetti, R. Ungaro, A. Pochini, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1979, 1005.
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La familia de los calixarenos fue dividida en tres grandes grupos:

calixarenos de tipo 1: son todos aquellos 1,-metaciclofanos que contengan la formula
general descrita en la figura 8, en su estructura no contienen ningan grupo funcional®®.
calixarenos de tipo 2: este grupo de compuestos esta formado por los derivados
ciclooligomericos del fenol (calixarenos originales)®’.

calixarenos de tipo 3: este tipo comprende a los tetrameros derivados del resorcinol
(1,3-dihidroxibenceno), véase figura 8. Los cuales también reciben el nombre de
resorcinarenos *®, resorcarenos, resorcin[4]arenos, y calixresorc[4]arenos. Ya que los
resorcinarenos son objeto del presente trabajo de investigacion, se profundizara més

sobre esta familia de compuestos en la seccion 2.1.7.

[14]metaciclofano Calixarenos derivados Calixarenos derivados
del fenol del resorcinol

Figura 8. Estructuras de la familia de calixarenos

2.1.6a Nomenclatura de calixarenos

La nomenclatura original de los calixarenos incluia los grupos OH como parte del
nombre de la estructura, sin embargo a medida que el area ha proliferado, esta
presuncion no parece justificada, y el termino "calixareno" es aplicado solamente a las
estructuras basicas sin sustituyentes, como se ilustra en la figura 9 para el tetrdmero
ciclico, dihomo-oxatetramero, hexdmero ciclico y el octdmero ciclico derivado del fenol p-

sustituido y formaldehido, en donde la nomenclatura de los compuestos es expresada por

® Mandolini, R. Ungaro, Calixarenes in Action, Imperial Collage Press, London, 2000.

7D. 1. Cram, J. M. Cram, Container Molecules and their Guest in Monographs in Supramolecular Chemistry;
J. F. Stoddart, Royal Society of Chemistry: Cambridge; 1994.

#p. Timmerman, W. Verboom, D. N. Reinhoudt, Tetrahedron, 1996, 52, 2663.
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un ndmero entre corchetes que se encuentra entre las palabras calix y areno, el cual
indica el ndamero de anillos arométicos que forman el macrociclo. Aparte de la
nomenclatura hay dos principales diferencias entre los derivados ciclooligoméricos de
fenol y resorcinol, la primera esté relacionada a la sintesis y la segunda se relaciona con
la orientacion de los grupos OH con respecto al anillo del macrociclo. De hecho los
calix[n]arenos son obtenidos usualmente via catélisis basica de la condensacion de p-
alquil-fenoles y formaldehido y sus grupos OH estan dirigidos hacia el interior del anillo del
macrociclo (calixarenos endo-OH); mientras los resorcinarenos son preparados via
catalisis 4cida de la condensacion del resorcinol y aldehidos, y son calixarenos exo-OH ya
gue estan orientados lejos del anillo.

32 33 A | I 2
30 N
29 3 37 5
| F OH
NN HO =

2< OH

W N OH HO# 0
E OH C
; 21 )\ N

23
X

20 [ p 15 4
18 16

2
17

calix[6]aren-36,37,38,39,40,41,42-hexol

2,3-dihomo-3-oxacalix[4]aren-27,28,29,30,tetrol

calix[8]aren-49,50,51,52,53,54,55,56-octol

Figura 9. Nomenclatura de calixarenos
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Dos regiones pueden ser distinguidas en los calixarenos, véase figura 10. La region
de los grupos OH del fenol y la regién de los sustituyentes en posicion para del anillo
aromaético, los cuales son llamadas respectivamente "borde inferior" y "borde superior” del
caliz. En los calix[4]arenos los nlcleos adyacentes han sido nombrados "proximal” o (1,
2); mientras que los opuestos son hombrados "distal" o "diametral”, posiciones (1, 3). Los
calixarenos desprotonados son capaces de unirse a cationes de metales alcalinos en el
borde inferior, y pueden actuar como acarreadores, transportando ese sustrato u

hospedero a través de un sistema de membranas.

R

OH
OH
O "Borde inferior"

R

Figura 10. Los dos formas de calix[4]arenos

Los calix[4]arenos pueden adoptar cuatro conformaciones cono, cono parcial, 1,2-
alterno y 1,3-alterno, figura 11. La conformacion de cono es particularmente (til, debido a
que esta conformacion en forma de "cubo" es un atractivo soporte tridimensional del cual
se pueden unir diferentes sustratos. Los sustratos pueden ser unidos en el borde inferior

del anillo o en el borde superior, después de remover el grupo —R, del calixareno.

Por ejemplo, los grupos éster pueden ser unidos en el borde inferior del p-
terbutilcalix[4]areno 1, obteniéndose el tetraéster con conformacion de cono. Los datos
espectroscopicos de UV mostraron que éste es un receptor selectivo para cationes de
sodio, con respecto a sustratos cationicos del grupo I. El sodio se coordina con los ocho

atomos de oxigeno en el borde inferior del anillo del calixareno, figura 12a.
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R

OH

\

R R R
1,3-alternado 1,2-alternado

Figura 11. Conformacién adoptada por los calix[4]arenos

La cavidad aromatica de los calixarenos es también capaz de coordinarse a iones
metalicos, lo cual posiblemente se daba a las interacciones electrostaticas entre el cation
deficiente en electrones y el anillo aromatico rico en electrones®.Un ejemplo es el cation
incluido en la cavidad del p-terbutilcalix[4]areno 1, figura 12b en el que el catién de cesio

es mantenido en la cavidad por interacciones catién-n.

Figura 12. Estructura del p-terbutilcalix[4]areno 1; 12a. Coordinacién con Na*; 12b. Coordinacion

con Cs”

*p.D. Beer, P. A. Gale, D. K. Smith, Supramolecular Chemistry, Oxford Chemistry Primers, New York, 1999.
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2.1.6b Sintesis de calixarenos

Aunque con el transcurso de los afios se han desarrollado varios métodos de sintesis
para los calixarenos, el método general es realizado en un solo paso, por la condensacion
de fenoles para-sustituidos y formaldehido, en medio basico. Con algunas variaciones
este método ha dado buenos rendimientos para productos ciclicos pares (n= 4, 6, 8),
especialmente con fenoles que contienen en su estructura quimica sustituyentes

voluminosos, como el ter-butilo®, oxibencilo*, y adamantil*”

, en posicion para. En el caso
de calixarenos impares (n=5, 7, 9) pueden ser obtenidos también por condensacion
directa, pero los rendimientos son considerablemente bajos, una cuidadosa investigacion
involucra cambios en la base, temperatura de reaccion y proporcion de equivalentes. La
condensacion realizada en un solo paso, por el grupo de Gutsche entre el p-ter-butilfenol
y formaldehido ha resultado un procedimiento reproducible para la sintesis de p-ter-
butilcalix[4], [6] y [8]areno con buenos rendimientos. Este procedimiento sintético también
ha tenido la ventaja de remover facilmente los grupos ter-butilo; usando como catalizador
un acido de Lewis o Bronsted para dar un calix[n]areno no sustituido, véase esquema 1.

Lo que permite la introduccién de otros grupos funcionales en el anillo aromético.

+ HCHO HO" H
CH, CH,

OH OH OH

n=4-8

Esquema 1. Condensacion directa del p-ter-butilcalix[n]Jareno y remocién del grupo ter-butilo del

borde superior del anillo

40a) C. D. Gutsche, M. Igbal, Org. Synth., Coll. Vol. VilIl, 1993, 75; b) C. D. Gutsche, B. Dhawan, M. Leonis, D.
Stewart, Org. Synth., Coll. Vol. VIiI, 1993, 77; C) J. H. Munch, C. D. Gutsche, Org. Synth., Coll. Vol. VIiI, 1993,
80.

A Casnati, R. Ferdani, A. Pochini, R. Ungaro, J. Org. Chem. 1997, 62, 6236.

2 E. Lubitov, E. A. Shokova, V. V. Kovalev, Synlett, 1993, 647.
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El p-ter-butilcalix[6]areno es principalmente formado con una gran cantidad de base
(KOH o RbOH), mientras que a elevadas temperaturas se favorece la formacion del p-ter-
butilcalix[4]areno. El octamero y hexamero ciclicos pueden ser convertidos a altas
temperaturas bajo condiciones bésicas; al tetrdmero ciclico. Los calixarenos producidos
por la sintesis en un solo paso, tienen el mismo sustituyente en posicion para-, los
calixarenos con diferentes sustituyentes pueden ser obtenidos por la sintesis paso a paso,
descrita por Hayes y Hunter® y optimizada por Kimmerer, Happel y colaboradores* por la

sintesis convergente desarrollada por Bohmer y colaboradores®.

En el esquema 2, se describe la sintesis de un derivado de calix[4]areno a partir de
un trimero lineal que puede ser condensado con un derivado de fenol bisbromometilado 6
por un dimero lineal con un dimero bisbromometilado, con rendimientos del 10-25 % del
calix[4]areno, esta metodologia es usada de forma general para los derivados
calix[4]areno.

R4

Ticy,
BrH,C CH,Br M
OH OH OH  Teflyj,

OH
OH
R R, OH
A0 e G
{\uso
BrH,C CH,Br 00, ¥¢
OH OH OH OH Rs

Esguema 2. Sintesis convergente de calix[4]areno

*B. T. Kayes, R. F. Hunter, J. Appl. Chem. 1958, 8, 743.

44a) H. Kimmerer, G. Happel, F. Caesar, Makromol. Chem. 1972, 162, 179; b) H. Kdmmerer, G. Happel, W. B.
Mathiash, Makromol. Chem. 1981, 182, 1685.

45 a) V. Bohmer, P. Chhim, H. Kimmerer, Makromol. Chem. 1979, 180, 2503; b) V. Bohmer, F. Marschollek, L.
Zetta, J. Org. Chem. 1987, 52, 3200; c) V. Bohmer, L. Merkel, U. Kunz, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1987,
896.

20|Pagina



ANTECEDENTES

2.1.7 Resorcinarenos

En 1872 Adolf von Baeyer®® reportd6 en un estudio general la sintesis de tintas
fendlicas, en la que la adicién de acido sulfdrico concentrado a una mezcla de resorcinol y
benzaldehido dio un producto rojo el cual se torna violeta en solucién alcalina y, cuando la
mezcla fue calentada un compuesto cristalino fue obtenido en adicion a la resina rojiza,
que posteriormente resulté ser un isémero. Afios después Michael ¥ determind la
composicion elemental correcta de este compuesto poco soluble y con alto punto de
fusién, de esos datos el concluyé que el producto era formado por la combinacién de
nameros iguales de moléculas de resorcinol y benzaldehido y la pérdida de nimeros

iguales de moléculas de agua. En 1940, Niederl y Vogel®

estudiaron varios productos de
condensacién de la reaccion entre aldehidos alifaticos y resorcinol; de la determinacion de
los pesos moleculares ellos concluyeron gue la relacién entre el aldehido y el resorcinol
en el producto podria ser de 4:4. Ellos propusieron la estructura del tetramero ciclico, que
se muestra en la figura 13, (R;= alquilo, R,=H), que es andlogo al tetramero ciclico
frecuentemente encontrado en la naturaleza, por ejemplo en las porfirinas. Esta estructura
fue finalmente demostrada en 1968 por Erdtman y colaboradores por analisis de
difraccién de rayos X de monocristales®. El nombre oficial de la IUPAC para el compuesto
2 (R,= alquilo, R,=H), es 2,8,14,20-tetra-alquilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%!3 1"]octosa-
1(25),3,5,7(28),9,11,13(27),15,17,19(26),21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16, 18, 22,24-octol.

El nombre trivial para este tipo de compuestos, es el propuesto por Gutsche y
Bohmer, quienes intentaron clasificarlos como calixarenos, pero nombrandolos
calix[4]resorcinarenos™ o bien derivados de resorcinol calix[4]arenos™, existen otros

nombres reportados en la literatura como compuestos Hogber>* o simplemente octoles™.

46a) A. Baeyer, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1872, 5, 25; b) A. Baeyer, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1872, 5, 280.

* A. Michael, J. Am. Chem. Soc. 1883, 5, 338.

).B. Niederl, H. J. Vogel, J. Am. Chem. Soc. 1940, 62, 2512.

49 a) H. Erdtman, S. Hogberg, S. Abrahamsson, B. Nilsson, Tetrahedron Lett. 1968, 9, 1679; b) B. Nilsson, Acta
Chem. Scand. 1968, 22, 732.

*c.D. Gutsche, Calixarenes, Monographs in Supramolecular Chemistry; Stoddart, J. F., Ed.; Royal Society of
Chemistry: Cambridge, Vol. 1,1989.

), Vicens, V. Bohmer, Eds. Calixarenes: a Versatile Class of Macrocyclic Compounds; Kluwer Academic
Press: Dordrecht, 1991.

2R.J. M. Egberink, P. U. H. M. Cobben, W. Verboom, S. Harkema, D. N. Reinhoudst, J. Inclusion Phenom.
1992, 12, 151.
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Figura 13. Numeracioén de los resorcinarenos en general y estructura de rayos X del resorcinareno

sintetizado por Erdtman

2.1.7a Sintesis de resorcinarenos

Los resorcinarenos pueden ser preparados con rendimientos moderados, en un
procedimiento de un solo paso, sin la necesidad de técnicas de diluciébn o soportes.
Algunos casos involucran la catalisis acida de la condensacion entre el resorcinol y el
aldehido alifatico o aromatico>. Recientemente dos nuevos procedimientos para la
sintesis de resorcinarenos, con altos rendimientos han sido descritos, involucrando la
catalisis con acido de Lewis de la tetramerisacion del 2,4-dimetoxicinamato™ y el

tratamiento del alcohol 2,4-dimetoxibelcilo con acido trifluoro acético™.

3D, . Cram, S. Karbach, H. E. Kim, C. B. Knobler, E. F. Maverick, J. L. Ericson, R. C. Helgeson, J. Am. Chem.
Soc. 1988, 110, 2229.

>*a) L. M. Tunstad, J. A. Tucker, E. Dalcanale, J. Weiser, J. A. Bryant, J. C. Sherman, R. C. Helgeson,
C. B. Knobler, D. J. Cram. J. Org. Chem. 1989, 54, 1305; b) E. U. Thodeu van Velzen, J. F. J.
Engbersen, D. N. Reinhoudt, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 3597.

>, Botta, P. Lacomacci, C. Di Giovanni, G. Delle Monache, E. Gacs-Baitz, M. Botta, A. Taft, F. Corelli, D, J.
Misti, J. Org. Chem. 1992, 57, 3259; b) B. Botta, C. Di Giovanni, G. Delle Monache, M. C. De Rosa, E. Gacs-
Baitz, M. Botta, F. Corelli, A. Taft, A. Santini, E. Benedetti, C. Pedone, D. Misiti, J. Org. Chem. 1994, 59, 1532.
0. M. Falana, E. Al-Farhan, P. M. Keehn, R. Stevenson, Tetrahedron Lett. 1994, 35, 65.
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Condensacion resorcinol-aldehido

La reaccién de condensacion catalizada por acido entre el resorcinol y un aldehido,
se lleva a cabo generalmente por calentamiento de los componentes a reflujo en una
mezcla de etanol y HCI concentrado durante varias horas, dependiendo de la naturaleza
del aldehido. Por lo general el tetramero cristaliza de la mezcla de reaccion, pero en
algunos casos se debe agregar agua para aislar el producto®®* | la sintesis es
generalmente llevada a cabo con resorcinol sin sustituir (1,3-dihidroxibenceno) pero en
ciertos casos, por ejemplo en la reaccion con el formaldehido y el 2-metilresorcinol o
piragalol (1,2,3-trihidroxibenceno) produce cantidades aislables del producto tetramérico™.
Una variacién casi ilimitada en la estructura del aldehido alifatico o aromatico puede
llevarse a cabo, solamente en el caso de aldehidos impedidos estéricamente como el
2,4,6-trimetilbenzaldehido™ 6 aldehidos alifaticos con grupos funcionales cercanos al
centro de reaccion como el CICH,COH presentan limitaciones. Derivados del resorcinol
con sustituyentes electroatractores como el —NO,, o el —Br en la posicion 2 o cuando los
grupos hidroxilo son parcialmente alquilados no da el producto ciclico. A lo largo de los

60, 61

afos se han sintetizado una variedad de resorcinarenos , algunos de ellos son

mostrados en la tabla 1.

Weinelt y Schneider estudiaron el mecanismo de condensacion en medio acido (HCI)
de la reaccién entre el resorcinol y el acetaldehido en metanol®, esquema 3. Bajo esas
condiciones el electréfilo no deriva directamente de los aldehidos, sino que se forma
rapidamente el acetato de dimetilo 3. Siguiendo cuantitativamente la formacién de todos
los oligdbmeros y los productos ciclicos con respecto al tiempo mediante espectroscopia
de RMN 'H establecieron que, la formacién del ciclotetrAmero 7 procede via el
acoplamiento secuencial de 3, con unidades de resorcinol para formar los productos

intermediarios 4-6 6 oligbmeros superiores que contienen mas de cuatro monémeros.

>’ A. G. S. Htigberg, J. Org. Chem. 1980, 45, 4498.

58a) H. Konishi, Y. lwasaki, O. Morikawa, T. Okano, J. Kiji, Chem. Express. 1990, 5, 869; b) G. Cometti, E.
Dalcanale, A. Du Vosel, A. M. Levelut, Liquid Crystals. 1992, 11, 93.

*% F. Weinelt, H. J. Schneider, J. Org. Chem. 1991, 56, 5527.

60a) Y. Aoyama, Y. Tanaka, H. Toi, H. Ogoshi, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 634; b) Y. Aoyama, Y. Tanaka, S.
Sugahara, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 5397.

o1 a) K. Kobayashi, Y. Asakawa, Y. Kato, Y. Aoyama, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10307; b) T. Kijima, Y. Kato,
K. Ohe, M. Machida, Y. Matsushita, T. Matsui, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1994, 67, 2125; c) P. D. Beer, E. L. Tite, A.
Ibbotson, J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1991, 1691; d) P. D. Beer, E. L. Tite, Tetrahedron Lett. 1988, 29, 2349;
e) G. Cometti, E. Dalcanale, A. Du Vosel, A. M. Levelut, .J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1990, 163.

23| Pagina



ANTECEDENTES

Tabla 1. Tabla de rendimientos de derivados del resorcinareno 2, sintetizados a partir

de aldehidos alifaticos (funcionalizados) o benzaldehidos (substituidos) y resorcinoles (2-

sustituido).

Rien 2 R,en 2 Rendimiento % Referencia
CH ; H 73 40
CH3(CH,), H 77 41a
CH,(CH,) 10 H 70 47
(CH,3),CHCH , H 95 41a
Cs Hs(CH,), H 69 41a
NaOs; S(CH,), H 40 48a
HO(CH,) . H 80 41a
C1(CH.,)s H 67 41a
CH,=CH(CH.)s H 20 41b
Cs Hs H 83 41a
2-HOCgH, H 78 46
3-O,NCg H 4 H 72 46
3-H; CSCg Hy H 77 39
4-BrCg H, H 43 41a
4-(CH3 )3 CCgH, H 28 41a
4-Cg HsCgH, H 99 41a
4-NCCgH, H 52 41a
4-HO,C CgH4 H 79 41a
4-H,N CgHy H Valor no reportado 48b
4-AcHN CgH, H 52 41a
4-H;CO CgH, H 93 41a
4-(C Hs0) CoHa H 76 39
4-HO CgH, H 91 46
3,4-[(OCH,CH,),0] H 43 48c
CsH3 H 34 39
[(CH);S]C H 10 48d
(CsHs)'Fe'(CsHa) CH, 90 453
H OH 53 45b
H OH 72 48e

Esos oligbmeros superiores estan presentes en concentraciones de hasta el 45 % en
tiempos de reaccién intermedia, pero desaparecen en gran medida hacia el final de la
reaccion, ya que la reaccién de condensacion es reversible en las condiciones utilizadas.
Todos los productos intermediarios muestran el resorcinol y no las posiciones de
metoxietilo en las posiciones terminales que concuerda con las reacciones rapidas de
cada especie en condiciones acidas. El dimero 4 y el trimero 5 pueden ser aislados, pero
el tetrAmero 6 cicliza rdpidamente para acumular cantidades observables. La ciclizacion
rapida esta relacionada con su conformacion, de acuerdo a calculos realizados con
mecanica molecular, se pliega rapidamente, como consecuencia de la habilidad para
formar puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo del fenol con las unidades

adyacentes del resorcinol.
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YOY 0—CHs
5 S + 3CH0H <= Hac~< + 3HO /@ + 3
\( o—CH, HO
2

, /.

polimeros
superiores

Esgquema 3. Sintesis de resorcinarenos

La no planaridad de los resorcinarenos, significa que pueden existir en principio en
diferentes formas isoméricas. La estereoquimica es definida como una combinacién de

los siguientes tres elementos de la estereoquimica:

1. La conformacion del anillo macrociclico, que puede optar por cinco arreglos
simétricos: corona ( Ca), bote ( Cy), silla ( Can), diamante (Cs), y silla de montar (Dag),

véase figura 14.
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diamante (Cs)

silla de montar (Dag)

Figura 14. Estereoisémeros de los resorcinarenos

La conformacion tipo “bote” es frecuentemente reportada como tipo “corona”, esto se
debe a un intercambio rapido entre éstas dos conformaciones, dando en promedio la
estructura de “corona”’® Los resorcinarenos no-alquilados (R=H) con todos los R en
arreglos tipo —cis y sus puentes de metileno no-sustituidos dan otro ejemplo de una
movilidad conformacional rapida. Este movimiento ha sido descrito como inversién tipo
flip — flop®. Para evitar estos cambios conformacionales durante la sintesis, se emplean
aldehidos con un alto peso molecular lo que permite obtener solamente la conformacién

tipo corona.

2. La configuracion relativa de los sustituyentes en los puentes de metileno pueden
tener las siguientes configuraciones, todos cis (ccc), cis-cis-trans (cct), cis-trans-trans (ctt)

y trans-cis-trans (tct), figura 15.

62a) B. Botta, M. Cassani, |. D’Acquarica, D. Misiti, D. Subissati, G. Delle Monache, Curr. Org. Chem. 2005, 9,

337; b) Y. Matsuzawa Y., Colloids Surf. A, 2004, 247, 47; c) L. Abis, E. Dalcanale, A. Duvosel, S. Spera, J. Org.
Chem. 1988, 53, 5475.
. Thondorf, J. Brenn, V. Bbhmer, Tetrahedron, 1998, 54, 12823.
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R R R R R R
R R
R R R
cct

Cccce

ctt tct

Figura 15. Configuracion relativa de los sustituyentes en los puentes de metileno

3. La configuracion individual de los sustituyentes en los puentes de metileno, puede
ser axial o ecuatorial en los macrociclos con simetria C. La combinacién de estos
elementos de estereoquimica da lugar a un gran nimero de posibles estereoisémeros, sin

embargo, solamente cuatro de ellos han sido reportados experimentalmente.

En la actualidad se han encontrado las condiciones 6ptimas para sintetizar a uno solo
de los isémeros, al isbmero rccc (r=resorcinareno) en altos rendimientos, utilizando una
amplia variedad de aldehidos, sin embargo, esta conformacion se ve favorecida cuando

418 ferrocencarboxialdehido®, etc. El

se emplean aldehidos voluminosos®, tiofenos
isbmero rccc es el termodindmicamente méas estable, dado que con dicha conformacion
se pueden formar puentes de hidrégeno con los grupos —OH de las unidades de
resorcinol, ademas de la preferencia axial de los grupos R de los metilenos puente del

macrociclo.

2.1.7b Aplicaciones de resorcinarenos

Los resorcinarenos son tetrdmeros aromaticos con propiedades Unicas, su impacto
en disciplinas como reconocimiento molecular, quimica supramolecular y en el area de

materiales han encontrado aplicacion como tectones supramoleculares® y moléculas-

*F, Weinelt, H. J. Schneider. J. Org. Chem. 1991, 56, 5527.

®p. . Cram, S. Karbach, H. E. Kim, C. B. Knobler, E. F. Maverick, J. L. Ericson, R. C. Helgeson. J. Am. Chem.
Soc. 1988, 110, 2229.

M. . Mcllowie, M. Mocerino, B. W. Skelton, A. H. White. Org. Lett. 2000, 24, 3869.

67a) L. R. MacGillivray, J. L. Atwood, J. Solid State Chem. 2000, 152, 199; b) L. R. MacGillivray, P. R. Diamente,
J. L. Reid, J. A. Ripmeester, Chem. Commun. 2000, 359; c) R. G. Harrison, N. K. Dalley, A. Y. Nazarenko, Chem.

Commun. 2000, 1387.
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anfitrionas®, como componentes en cristales liquidos®, fotorresistores”, membranas
selectoras”*, agentes modificadores de superficie’?, fases estacionarias de HPLC”?,

canales mimicos i6nicos’y agentes extractores de metales”.

La facilidad de funcionalizacion de los resorcinarenos es debida a la presencia de los
grupos hidroxilo electrodonadores, los cuales son altamente activos para reacciones
electrofilicas aromaéticas, asi existen numerosos ejemplos reportados en la literatura de
reacciones de sustitucion en las cuatro posiciones de los grupos hidroxilo. Dentro de la
amplia variedad de compuestos que se pueden sintetizar a partir de los resorcinarenos, se
encuentra una nueva familia de compuestos, a los que se les dominé cavitandos. El
nombre cavitando fue dado por Cram’® en 1982 a todos aquellos compuestos que
contenian una cavidad céncava lo suficientemente grande como para alojar otras
moléculas o iones, véase figura 16. La superficie cdncava permite el posicionamiento de
diferentes grupos funcionales que convergen hacia la uniéon con el sustrato el cual
generalmente se encuentra dentro de la cavidad’’. Este tipo de cavitandos resultan
atractivos por que los sustituyentes R, pueden ser ampliamente modificados, ademas los
grupos R; puentes, pueden definir la forma de la cavidad y también manipular la
solubilidad del cavitando.

68a) G. M. Martinez, C. R. Teran, O. A. Tlapanco, A. Toscano, R. Cruz-Almanza, Fullerene Sci. Technol. 2000, 8,

475; b) F. C. Tucci, A. R. Renslo, D. M. Rudkevich, J. Rebek, Angew. Chem., Int. Ed. 2000, 39, 1076.

%K. Yonetake, T. Nakayama, M. Ueda, J. Mater. Chem. 2001, 11, 761.

70 a) H. Ito, T. Nakayama, M. Ueda, US Pat., US 6093517, 2000; b) O. Haba, K. Haga, M. Ueda, O. Morikawa,
H. Konishi , Chem. Mater. 1999, 11, 427; c) T. Nakayama , D. Takhashi, K. Takeshi, M. Ueda, J. Photopolym.
Sci. Technol. 1999, 12, 347.

71a) N. Tbeur, T. Rhlalou, M. Hlaibi, D. Langevin, M. Metayer, J.-F. Verchere, Carbohydr. Res. 2000, 329, 409;
b) O. Pietraszkiewicz, M. Kozbial, M. Pietraszkiewicz, Pol. J. Chem. 1998, 72, 886.

72 K. Ichimura, E. Kurita, M. Ueda, Eur. Pat., EP 671220, 1995.

0. Pietraszkiewicz, M. Pietraszkiewicz. J. Inclusion Phenom. Macrocycl. Chem. 1999, 35, 261.

" N. Yoshino, A. Satake, Y. Kobuke. Angew. Chem., Int. Ed. 2001, 40, 457.

7 a) E. Gaunert, H. Barnier, L. Nicod, A. Favre-Reguillon, J. Foos, A. Guy, C. Bardot, M. Lemaire. Sep. Sci.
Technol. 1997, 32, 2309; b) A. R. Mustafina, A. Y. Ziganshina, E. K. Kazakova, J. Inclusion. Phenom. Macrocycl.
Chem. 2001, 65.

’°J.R. Moran, S. Karbach, D. J. Cram. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 5826.

7L N. Markovsky, V. . Kalchenko, D. M. Rudkevich, A. N. Shivanyuk. Mendeleev Commun. 1992.

106.
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Figura 16. Estructura quimica de un cavitando

Debido a que los resorcinarenos al igual que los calixarenos, presentan una cavidad,
se han utilizado para la formacién de complejos con moléculas que pueden ser cationes o
moléculas organicas polares. Una de las aplicaciones de interés para nuestro grupo de
trabajo, es usar a los resorcinarenos para la formacion de resorcinaren-dendrimeros que
han encontrado aplicaciones en otras areas de la ciencia, por ejemplo en la obtencién de
materiales fotorresistentes, o como acarreadores de farmacos; sin embargo el tema

relacionado a resorcinaren-dendrimeros seré profundizado en la seccién 2.2.6.

2.2 DENDRIMEROS

2.2.1 Una breve perspectiva histérica

La arquitectura dendritica es quizds una de las topologias generalizadas mas
observada en nuestro planeta, innumerables ejemplos de este patrén pueden ser
encontrados en la naturaleza’®, por ejemplo en cristales de nieve, erosiones fractales,
arboles ramificados, raices, neuronas, etc., (figura 17). De acuerdo a estos ejemplos el
patrén dendritico se puede encontrar en diferentes escalas de medicion, ya sea en metros
(arboles), milimetros/centimetros (reino fungi) o micrémetros (neuronas). La razén por la
cual esta topologia se encuentra en varias escalas de longitud no es del todo claro, sin
embargo, se podria especular que se trata de arquitecturas evolutivas que han sido

optimizadas por millones de afios con la finalidad de proveer una maxima interfase para

8 D. Thompson, On Growth and Form, Cambridge University Press, London, 1987.
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extraccién/distribucion oOptima de energia, extraccion/distribucion de nutrientes vy

almacenaje y recuperacion de informacion”.

a) <)

Figura 17. Topologia dendritica, a) arbol ramificado en ramas y raices, b) neuronas y c) cristal de
nieve

En sintesis organica la creacién y el disefio de compuestos dendriticos es
un campo relativamente nuevo. El primer intento exitoso de crear y disefiar estructuras
ramificadas por sintesis organica se llevé a cabo por Vogtle y colaboradores® (University
of Bonn, Germany) en 1978; quien sintetiz6 aminas y diaminas de bajo peso molecular
"moléculas en cascada", mediante la unién de unidades espaciadoras de propilenamina,
cuyos atomos de nitrégeno sirven como punto de ramificacion 1—2 (ramificacion formal
de un enlace a dos nuevos enlaces) durante cada paso repetitivo®".

En el caso mas simple, una monoamina primaria reacciona mediante una doble
reaccion de Michael con acrilonitrilo (bis-cianoetilacién) obteniendo el dinitrilo, véase
figura 18. Una subsecuente reduccion de los nitrilos por hidrogenacién con borohidruro de
sodio en la presencia de cobalto (Il), permite la terminacién diamina. La repeticién de esta

secuencia sintética (iteracion) consiste en adiciones de Michael, seguidas de reduccion.

A, Mizrahi, E. Ben-Ner, M. J. Katz, K. Kedem, J. G. Glusman, F. Libersat, The Journal of Comparative
Neurology, 2000, 422, 415.

80 Buhleier, W. Wehner and F. Vogtle, Synthesis, 1978, 155.

81a) N. Feuerbacher, F. Vogtle, Top. Curr.Chem. 1998, 197, 2; b) Y. Zhao, R. R. Tykwinski, J. Am. Chem. Soc.
1999, 121, 458; c) P. A. Jacobi, H. Liu, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 1958; d) A. Boydston, Y. Yin, B. L.
Pagenkopf, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 10350.
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Figura 18. Primera sintesis de "moléculas cascada" (de acuerdo a Vogtle y colaboradores)

Sin embargo después de este primer informe, varios afios pasaron antes de que el
grupo de Tomalia® (Dow Chemical Company) reportara el primer articulo que involucrara
el término dendrimero (constituida a partir de dos palabras griegas, dendros: "arbol" o
"rama" y meros: "parte”) el cual describe a detalle la preparacién de dendrimeros de
poli(amidoamina), en 1985. La sintesis fue iniciada por una adicién de Michael a una
molécula de amoniaco (utilizada como centro), con tres moléculas de acrilato de metilo,
los esteres resultantes fueron convertidos en amidas por reaccién con etilendiamina,
véase figura 19.

La repeticién de la secuencia de reaccién (iteracién) por analogia con de la sintesis
en cascada, permite dendrimeros de hasta diez generaciones. El mismo afio se reporto
un comunicado de sintesis divergente de arboroles (derivados del latin arbor =arbol) por
Newkome® y colaboradores (Louisiana State University), con grupos hidroxilo terminales,

véase figura 20.

82a) D. A. Tomalia, J. R. Dewald, M. R. Hall, S. J. Martin, P.B. Smith, Preprints 1°' SPSJ Polym. Conf., Soc.
Polym. Sci. Jpn., Kyoto, 1984, 65; b) D. A. Tomalia, H. Baker, J. Dewald, M. Hall, G. Kallos, S. Martin, J. Roeck,
J. Ryder, P. Smith, Polym. J. 1985, 17, 117.

B G.R. Newkome, Z. Q. Yao, G. R. Baker, V. K. Gupta J. Org. Chem. 2003, 50, 1985.
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Figura 19. Sintesis de dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM, de acuerdo a Tomalia y

colaboradores)

Los dendrimeros son algunas veces denotados como "arboroles”, "polimeros
arborecentes" o de manera mas amplia "polimeros hiper-ramificados", a pesar de tener
una estructura bien definida, deben considerarse como un subgrupo de polimeros hiper-
ramificados. A pesar de tener una aceptacion dificil, cabe sefialar que a finales de 1990
cerca de dos docenas de publicaciones de dendrimeros habian aparecido en revistas de
arbitraje, a finales de 1991 la tasa de publicacion de articulos referentes a dendrimeros
habia comenzado a subir notablemente®, particularmente en la sintesis, disefio y uso de

los mismos en el area quimica y biologica®*°.

#D.A. Tomalia, J. R. Dewald, M. J. Hall, S. J. Martin, P. B. Smith, Preprints of the 1st SPSJ International
Polymer Conference, Soc. of Polym. Sci., Japan, Kyoto, 1984.

& a) F. Zeng, S. C. Zimmernan, Chem. Rev. 1997, 97, 1681; b) A. W. Bosman, H. M. Janssen, E. W. Meijer,
Chem. Rev. 1999, 99, 1665.
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a) 0. OEt
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Figura 20. Estructura quimica de un "arborol "(de acuerdo a Newkome y colaboradores)

2.2.2 Estructura de los dendrimeros

Hay dos tipos basicos de polimeros, que consisten en su totalidad de ramificaciones

de unidades repetitivas: dendrimeros y polimeros hiper-ramificados.

Los polimeros hiper-ramificados es un término que describe a una clase importante de
polimeros de estructura irregular®, que presenta una distribucion aleatoria en el tamarfio
de las moléculas y en su grado de ramificacion; en su mayoria alcanzada por una
polimerizacién de monémeros ABn (n 2 2), proveniente de una polimerizacion no iterativa
en un solo paso, quedando en la estructura algunos puntos de ramificacion sin
reaccionar®, véase figura 21. Las propiedades fisicoquimicas de los polimeros hiper-

ramificados son intermedios entre los dendrimeros y los polimeros lineales.

86a) G. M. Dykes, J. Chem. Technol. Biotechnol. 2001, 76, 903; b) K. Sadler, J. P. Tam, Rev. Mol. Biotechnol.
2002, 90, 195; c) M. J. Cloninger, Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 742; d) M. J. Cloninger, Curr. Opin. Chem.
Biol. 2002, 6, 742; e) U. Boas, P. M. H. Heegaard, Chem. Soc. Rev. 2004, 33, 43.

& a) Y. H. Kim, O. Webster. Plast. Eng. 1999, 53, 201; b) Y. H. Kim, O. Webster. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112,
4592; c) C. J. Hawker, R. Lee, J. M. J. Fréchet, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4583.

8 a) C. J. Hawker, Adv. Polym. Sci. 1999, 147, 113; b) J. M. J. Fréchet, I. Gitsov, J. W. Leon, J. Macromol. Sci.,
Pure Appl. Chem. 1996, A33, 1399.
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Figura 21. Evolucién de polimeros hacia estructuras dendriticas

Por otra parte los dendrimeros, son macromoléculas globulares (figura 21)
preparadas por una sintesis iterativa de varias etapas, son altamente ordenados
estructuralmente. Su estructura se divide en tres distintas regiones arquitecténicas i)
nucleo o centro de actividad, ii) capas de ramificacién de unidades repetidas que emanen
del centro vy iii) los grupos terminales que se encuentran en la ultima capa de unidades

repetidas, figura 22.

Dendron

Generaciones _

Centro

Figura 22. Estructura dendritica G4, con tres dendrones. En donde cada generacion estd marcada

con un circulo, y grupo terminal
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Los dendrimeros son diferenciados de los polimeros hiper-ramificados por su
perfeccion estructural, permitiendo un numero exacto de capas concéntricas o
generaciones. Al menos tres rasgos caracteristicos de los dendrimeros permiten un

contraste agudo con los tradicionales polimeros lineales®**

1. Un dendrimero puede ser aislado esencialmente como una capa monodispersa de
un simple compuesto, a diferencia de los polimeros lineales cuya sintesis ofrece una
gama de especies moleculares que difieren en peso molecular (PM). Monodispersidad de
tamafio resultado de un buen disefio de sintesis que permite conducir las reacciones paso
a paso, hasta completarla.

2. Conforme el peso molecular se incrementa, las propiedades de los dendrimeros
(ej. solubilidad, reactividad quimica, temperatura de transicion vitrea) estan determinados
por la naturaleza de los grupos terminales. A diferencia de los polimeros lineales que
tienen solamente dos grupos terminales, mientras que en el dendrimero el nimero de
grupos terminales se va incrementando exponencialmente conforme aumenta el nUmero
de generaciones, por lo que los grupos terminales se convierten en la interfase entre el
dendrimero y su entorno.

3. En contraste con el crecimiento de los polimeros lineales que teéricamente,
pueden continuar hasta el infinito, el crecimiento dendritico es matematicamente limitado.
Durante el crecimiento del dendrimero el nimero de unidades monoméricas incrementa
exponencialmente con la generacion, por lo que el volumen disponible para el
dendrimero, solamente crece proporcionalmente al cubo de su radio. Como consecuencia
de esta limitacion fisica, las moléculas dendriticas desarrollan una conformacion mas
globular conforme aumenta el nimero de generaciones. A determinada generacién el
impedimento estérico ya no permite un crecimiento regular, conocido como densidad de
empacamiento de Gennes®'. El crecimiento puede continuar mas alla de la densidad de
embalaje de Gennes pero esto conlleva a dendrimeros irregulares incorporando defectos

estructurales.

5. M. Grayson, J. M. J. Fréchet, Chem. Rev. 2001, 101, 3819.
0T, Emrick, J. M. J. Fréchet, Curr. Opin. Colloid. Interface Sci. 1999, 4, 15.
*'p.G.De Gennes, H. Hervet, J. Phys. Lett. 1983, 44, 351.
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2.2.3 Terminos y nomenclatura en dendrimeros

La quimica de los dendrimeros, como en otros campos de investigacion
especializados, tiene sus propios términos y abreviaturas. Por otra parte, una
nomenclatura estructural mas breve se aplica a describir los eventos quimicos diferentes
que se celebran en la superficie del dendrimero. En la siguiente seccién se describiran

una serie de términos y nomenclatura estructural en quimica de dendrimeros.

Dendron. Es el término que se utiliza para una cufia dendritica, sin un nucleo, véase
figura 21. El dendrimero puede ser preparado via sintesis convergente, por el
acoplamiento de dos 6 mas dendrones sobre un ndcleo, como se vera mas adelante. Una
clase de dendrones que esta disponible comercialmente y se ha aplicado con gran éxito al
ensamble covalente y no covalente de dendrimeros, son el tipo Fréchet®. Estos son
cufas dendriticas construidas por la estructura hiper-ramificada de polibencileter, que han
sido utiles en la construcciébn de numerosos dendrimeros con diferentes estructuras y

funciones.

Generacion. La estructura dendritica es caracterizada por "capas" entre cada punto focal
0 cascada (puntos de ramificacion) llamadas generaciones (mostradas como circulos en
la figura 22). El nimero exacto de generaciones ha sido sujeto de algunas confusiones®.
En este trabajo la generacion del dendrimero es definido como el nUmero de puntos
focales (puntos de ramificacion) que van del centro a la superficie, un dendrimero de
generacion 5 (G5) tiene cinco puntos focales entre el centro y la superficie.

La parte central del dendrimero es algunas veces denotada generacion "cero" (GO0),
sin puntos de ramificacion presente. Para un dendrimero de polipropilenimina (PPI)*, el
centro es 1,4-diaminobutano el cual no tiene puntos focales, para el dendrimero de
poliamidoamina (PAMAM) 'Starbust™" el centro es el amonio, también considerado GO, ya

que los hidrogenos no son considerados puntos focales. En los dendrimeros PAMAM, se

% a) C. Hawker, J. M. J. Fréchet, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1990, 1010; b) C. J. Hawker, J. M. J. Fréchet, J.

Am. Chem. Soc. 1990, 112, 7638; c) C. J. Hawker, K.L. Wooley, J. M. J. Fréchet, J. Chem. Soc. Perkin. Trans.
1993, 1, 1287.

Y Supattapone, H. O. B. Nguyen, F. E. Cohen, S. B. Prusiner, M. Scott, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1999, 96,
14529.

* E. M. M. Brabander-van den Berg, E. W. Meijer, Angew. Chem.,Int. Ed. 1993, 32, 1308.
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pueden obtener intermediarios que tienen grupos carbolixato en la superficie y son

denotados como medias-generaciones de dendrimeros, ej. G1.5 0 G2.5.

Cubierta o capa. La cubierta o capa del dendrimero es el segmento del espacio homo-
estructural entre los puntos focales y el "espacio de generacion". La capa o cubierta
exterior es considerado el espacio entre el ultimo punto focal externo y la superficie,
mientras que la capa o depdsito interior es el interior del dendrimero.

Grupo terminal. También se le conoce como grupo “final" o de "superficie", figura 22. El
termino de "superficie" es un poco impreciso ya que algunas veces las ramas del
dendrimero se pliegan hacia al interior. Los dendrimeros con grupos amino-terminal se

denominan "dendrimeros amino-terminados".

Nomenclatura "Bola negra": Debido a que la estructura molecular de un dendrimero es
demasiado grande y que la mayoria de las reacciones que se llevan a cabo, tienen lugar
en la superficie del dendrimero, puede ser dificil de describir y una manera de facilitar la
representacion de estas macromoléculas es mostrando el interior (el cual no se modifica)

con una bola negra unido al grupo terminal, ver figura 23.

HO OH o
0 o 04)
HO_+ §¥ OH
N 5’
HO_O N N 0, OH
o) © Oa} 0
3 NVNK\/\ ,\)LN/\,N'\_(O
HO H N‘_H‘N 0 fo) N H OH
H F)\ NH HOOC\_\
N~N —Hooc @ o N-@
HN‘(_/ \-\fNH 16 HOOC/ g
H RN O Oy
o N NN~ OH
C ° io 0:} 5 "%
HO% HN NH
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L } Ty OH
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Figura 23. Nomenclatura "bola-negra" de un dendrimero PAMAM G 2.5
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2.2.4 Sintesis quimica de dendrimeros

En general hay dos métodos complementarios para la sintesis de dendrimeros, el

divergente y el convergente™*.

2.2.4a Método divergente

El enfoque divergente, derivado del trabajo de Tomalia y Newkome, es el enfoque
sintético usado para los disefios principales de dendrimeros PPl y PAMAM. En donde la
construccion del dendrimero se lleva a cabo de manera gradual a partir del nacleo del
dendrimero y construyendo la molécula hacia el exterior mediante dos operaciones
basicas (1) acoplamiento del monémero y (2) activacion del monémero, que puede
involucrar la desproteccion o transformacién del grupo terminal del monémero para crear

una nueva superficie reactiva de acoplamiento a un nuevo mondémero, figura 24.

iy i

1) acoplamiento 2) activacion

Nl]c!eo ' monomero
Plurifuncional

dendrimero (G1)

monomero

1) acoplamiento 2) activacion

dendrimero (G2)

Figura 24. Sintesis Divergente, C=puntos de acoplamiento, F=grupo funcional activo
(desprotegido), P= grupo funcional inactivo (protegido). El centro del dendrimero es mostrado como
un punto negro. Los pasos de 1) acoplamiento y 2) activacion son repetitivos para la construcciéon
de las siguientes generaciones

G, R. Newkome, C. N. Moorefield, F. Vogtle, Dendritic Molecules:Concepts, Syntheses, Perspectives; VVCH:
Weinheim, Germany, 1996.

%) M. . Fréchet, C. J. Hawker, Comprehensive Polymer Science, 2nd Supplement; Pergamon: Oxford,
England, 1996.
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La reaccién del nucleo plurifuncional con el consecutivo acoplamiento de monémeros,
a través de un grupo funcional reactivo (F, funcional) presenta una nueva latente en cada
punto de ramificacién o lugar de acoplamiento (C), con un incremento de los grupos
funcionales (figura 24, acoplamiento), obteniendo asi un dendrimero de primera
generacion. Los grupos terminales (P, protegidos) en cada mondmero estan disefiados
para ser inertes entre si, lo que impide una polimerizacion incontrolada, hiper-ramificacion.
Después de conducir la primera reaccion de acoplamiento, los grupos terminales pueden
ser activados (C) para pegar una nueva capa de monémeros, capaces de realizar un
nuevo acoplamiento (figura 24, activacion), y obtener un dendrimero de segunda
generacion. La activacion de los grupos terminales puede involucrar la conversién a una
funcionalidad reactiva y acoplarse a una segunda molécula o bien la remociéon de un
grupo protector. Si esta secuencia iterativa de reacciones de activacion y acoplamiento,
es repetida sucesivamente, pueden llegar a sintetizarse dendrimeros de generaciones

mas grandes.

Sin embargo, la repeticién de los pasos de acoplamiento y activacion conduce a un
aumento exponencial de reacciones en la periferia, por lo tanto, un gran exceso de
reactivos es necesario para conducir al final ambas reacciones. Por otra parte la
diferencia de peso molecular en la molécula, hace posible la purificacion por destilacion
simple, precipitacion o ultrafiltracién. Teniendo en cuenta la eleccion adecuada de
reacciones de acoplamiento y activacion, reactivos y condiciones de reaccion; el enfoque

divergente es ideal para la producciéon de dendrimeros a gran escala.

Sin embargo, dado que el nimero de reacciones de acoplamiento va incrementando
exponencialmente con cada generacion, la posibilidad de funcionalizacion incompleta o
reacciones secundarias aumentan exponencialmente también. Aunque el retiro del
monomero puede ser sencillo, la formacion de moléculas resultantes de reacciones de
ciclacion o reacciones incompletas pueden no ser faciles de retirar debido a la similitud
estructural con el producto final. Ademas, si el agente activador es capaz de iniciar un
nuevo crecimiento, se deben tomar medidas rigurosas para asegurar su completa
extraccion a fin de evitar la formacion de pequefias impurezas dendriticas, debido a esto y
a la densidad de empacamiento de Gennes para dendrimeros de altas generaciones

producidos por el método divergente, en comparacién con los polimeros lineales, todavia

39| Pagina



ANTECEDENTES

contienen un apreciable numero de defectos estructurales. De las sintesis divergentes

estudiadas, algunas son especialmente notables, como los dendrimeros PAMAM"&7

90,98 79, 99

dendrimeros de poli(propilen imina)™, arboroles de Newkome y los dendrimeros a

base de fosforo de Majoral'®.

2.2.4b Método convergente

El método convergente fue primeramente reportado por Hawker y Fréchet en 1989-
1990%"°! " E| crecimiento procede en direccién opuesta, es decir de la periferia al centro.
Los dendrones (funcionalizados) son enlazados a los grupos terminales enlazados al
centro plurifuncional. El simbolismo CFP es usado nuevamente para ilustrar el principio de
la sintesis, figura 25. El crecimiento inicia de lo que eventualmente se convertira en el
exterior y avanza hacia el interior por acoplamiento del grupo funcional (F), activo (no
protegido) de cada rama del monémero, a dos o mas sitios de union (C) no protegidos de
una unidad de ramificacion, este acoplamiento de dos sitios activos (C), asi como un
grupo funcional (P) de forma inactiva (protegido), permite un dendron de primera
generacion (paso A). Después de llevar a cabo el acoplamiento, el Gnico grupo funcional
(P) situado en el centro de coordinacion del fragmento dendritico o dendron, se puede
activar (paso de activacién selectiva). El acoplamiento de este dendron activado con cada
uno de las funcionalidades complementarias de otra unidad mondémerica, genera un
dendron de segunda generacién. Para la obtencién de dendrimeros de mayores
generaciones los pasos pueden ser repetidos hasta que todos los dendrones del
segmento deseado hayan reaccionado. Finalmente después de la repeticion suficiente de
este proceso, estos dendrones se pueden conectar a un nucleo plurifuncional, a través de

su centro de coordinacion para generar el dendrimero.

D, A Tomalia, H. Baker, J. Dewald, M. Hall, G. Kallos, S. Martin, J. Roeck, J. Ryder, P. Smith,
Macromolecules, 1986, 19, 2466.

%8D. A. O’'Sullivan, Chem. Eng. News, 1993, 20.

9 a) G. R. Newkome, C. N. Moorefield, G. R. Baker, A. L. Johnson, R. K. Behera; Angew. Chem., Int. Ed. Engl.
1991, 30, 1176; b) G. R. Newkome, C. N. Moorefield, G. R. Baker, M. J. Saunders, S. H. Grossman, Angew.
Chem., Int. Ed. Engl. 1991, 30, 1178; c) G. R. Newkome, R. K. Behera, C. N. Moorefield, G. R. Baker,

J. Org. Chem. 1991, 56, 7162; d) G. R. Newkome, A. Nayak, R. K. Behera, C. N. Moorefield, G. R. Baker, J. Org.
Chem. 1992, 57, 358; e) G. R. Newkome, J. K. Young, G. R. Baker, R. L. Potter, L. Audoly, D. Cooper, C. D.
Weis, K. Morris, C. S. Johnson, Macromolecules, 1993, 26, 2394.

100 a) N. Launay, A. M. Caminade, R. Lahana, J. P. Majoral, Angew. Chem. 1994, 33, 1589; b) N. Launay, A. M.
Caminade, J. P. Majoral, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 3282; c) J. P. Majoral, A. M. Caminade, Top. Curr.
Chem. 1998, 197, 79.

ot e Hawker, J. M. J. Fréchet, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1990, 1010.
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Figura 25. Método convergente, C= puntos de acoplamiento, F=grupo funcional activo
(desprotegido), P= grupo funcional inactivo (protegido). El centro del dendrimero es mostrado como

un punto negro

Debido a que un pequefio niumero de terminales reactivas estan involucradas, este
tipo de sintesis tiene la ventaja de disminuir la presencia de defectos estructurales (por
ejemplo, falta de ramificaciones en generaciones mayores) a menudo observadas en la
sintesis divergente. Por otra parte los subproductos formados de las reacciones
incompletas de los dendrones voluminosos con las unidades de ramificacién, pueden ser
removidos facilmente después de cada paso, ya que difieren drasticamente en masa
molecular. El crecimiento del dendrimero esta sujeto al impedimento estérico de los
dendrones hacia la periferia. Esta es la razén por lo que esta estrategia sintética es usada

principalmente para la preparacion de dendrimeros de bajas generaciones'®.

La estrategia de sintesis convergente proporciona un mayor control estructural,
debido al nimero relativamente bajo de reacciones de acoplamiento en cada etapa de
crecimiento, lo que conlleva a la produccion de productos dendriticos de alta pureza y
versatilidad funcional, debido a la capacidad de colocar con precision grupos funcionales
en toda la estructura, y de manera selectiva modificar los dendrones en el punto focal y en

los extremos de la cadena y generar dendrimeros asimétricos.

102a) C. ). Hawker, K. L. Wooley, J. M. J. Fréchet, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1. 1993, 1287; b) J. M. J. Fréchet,

C. J. Hawker, K. L. Wooley, J. Macromol. Sci., Pure Appl. Chem. 1994, A31, 1627; c) J. S. Moore, Z. Xu,
Macromolecules, 1991, 24, 5893; d) Z. Xu, J. S. Moore, Angew. Chem. 1993, 105, 261.
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En los ultimos afios una variedad de sintesis convergentes se han desarrollado,
incorporando una amplia gama de funcionalidades; sin embargo, los mas reportados son
los de poli(aril éter) reportados por Fréchet y colaboradores®®°"'% |os de poli(aril alquino)

reportado por Moore y colaboradores'®, entre otros se encuentran los de poli(fenileno)*®,

106 107 108

poli(alquil ester)™, poli(aril alqueno)™’, y poli(alquil éter)™.

2.2.5 Recientes estrategias de sintesis

2.2.5a Sintesis ortogonal

En la sintesis ortogonal’® dos diferentes unidades de ramificacion con funciones
complementarias de acoplamiento son usadas alternativamente y un paso de activacion
es empleado'®’. Los reactantes seleccionados asi como el producto resultante deben ser
inertes al paso posterior de reaccion. El término ortogonal significa que las
funcionalidades son inicialmente inertes a las condiciones de acoplamiento, pero pueden
ser activadas in situ para la subsecuente reaccién o acoplamiento, figura 26. Si se cumple
esta condicién, el dendrimero puede ser construido divergentemente o convergentemente
en tan solo pocos pasos''.

Sin embargo, el método de acoplamiento ortogonal no ha sido del todo adoptado,
debido a que los bloques de construccion requieren de estrictas condiciones
estructurales', Spindler y Fréchet fueron los primeros en preparar un dendron G3 de

carbamato de polieter, iniciando del cloruro de bencil 3,5-diisocianato y el alcohol 3,5-

193 ). M. J. Fréchet, C. J. Hawker, A. E. Philippides, US Patent 5 041 516, 1991.

104 J'S. Moore, Acc. Chem. Res. 1997, 30, 402.

%1, M. Miller, T. X. Neenan, Chem. Mater. 1990, 2, 346; b) T. M. Miller, T. X. Neenan, R. Zayas, H. E. Bair, J.
Am. Chem. Soc. 1992, 114, 1018.

% H. Ihre, A. Hult, E. Sderlind, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 6388.

a) H. Meier, M. Lehmann, Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1998, 37,643; b) M. Lehmann, B. Schartel, M.
Hennecke, H. Meier, Tetrahedron, 1999, 55, 13377; c) H. Meier, M. Lehmann, U. Kolb; Chem. Eur. J. 2000, 6,
2462.

1083) M. Jayaraman, J. M. J. Fréchet, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 12996; b) S. M. Grayson, M. Jayaraman, J.
M. J. Fréchet, Chem. Commun. 1999, 1329.

1% 3) Newkome, C. N. Moorefield, F. Vogtle, Dendrimers and Dendrons: Concepts, Syntheses, Applications,
Wiley-VCH, Weinheim 2001; b) J. M. J. Fréchet, D. A. Tomalia, Dendrimers and Other Dendritic Polymers,
Wiley,New York 2002; c) I. In, S. Y. Kim, Macromolecules, 2005, 38, 9399.

Hop. Spindler, J. M. J. Fréchet, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1993, 913.

F. Zeng, S. C. Zimmerman, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 5326.

S. M. Grayson, J. M. J. Fréchet, Chem. Rev. 2001, 101, 3819.
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dihidroxibencilo, en una sintesis one-pot'°, Zimmerman''* y colaboradores reportaron la
primera aplicacion de acoplamiento ortogonal en la sintesis de dendrimeros de

generaciones altas.

Y A) Activacion in situ A) Activacion in situ
> >
D = QO p Qo
2 4 o P

P

Figura 26. Sintesis ortogonal, C= puntos de acoplamiento, P= grupo funcional inactivo (protegido).
En la activacidon in situ, P esta temporalmente transformado en F (grupo funcional activo,
desprotegido), que sufre una reaccidn espontanea

2.2.5b Método convergente, doble-etapa

Esta nueva variante es una combinaciéon del método divergente y el convergente. El
paso relevante consiste en el acoplamiento de un dendron pequefio con un grupo
funcional activo (F) en el punto focal, producido por la sintesis convergente a un
dendrimero multifuncional de baja generacion con sitios periféricos de acoplamiento(C),

donde el hipercentro es producido por el método divergente™****, figura 27.

Comparado con el método divergente convencional, el método de doble etapa
promete el acceso rapido a dendrimeros monodispersos de generaciones altas,
combinado con la diversidad de las funcionalidades terminales, ya que los grupos
funcionales de la superficie del centro plurifuncional estan sujetos a menor impedimento
estérico que en el caso de centros no dendriticos de la sintesis convergente. Por otra
parte este aprovechamiento permite la formacién de dendrimeros con diferentes unidades

de ramificacion interiores y exteriores (dendrimeros layer-block)**#**.

B K. L. Wooley, C. J. Hawker, J. M. J. Fréchet, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4252.

T. M. Miller, T. X. Neenan, R. Zayas, H. E. Bair, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 1018; b) Z. F. Xu, M. Kahr, K. L.
Walker, J. S. Moore, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 4537; c) H. lhre, A. Hult, J. M. J. Fréchet, |. Gitsov,
Macromolecules, 1998, 31, 4061.

My, Maraval, R. Laurent, B. Donnadieu, M. Mauzac, A. M. Caminade, J.P. Majoral; J.Am. Chem. Soc. 2000,
122, 2499.
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-6 FC

Hipercentro

Figura 27. Método convergente doble-etapa, C= puntos de acoplamiento, F= grupo funcional
activo (desprotegido)

2.2.5¢ Método doble exponencial

El método de doble exponencial puede ser considerado basicamente como una
estrategia de crecimiento convergente, de un dendron''®. Esto involucra la sintesis en dos
direcciones, hacia la periferia y hacia el punto focal. Iniciando de una unidad ramificada,
completamente protegida, (que consiste en dos sitios de acoplamiento protegidos (C), y
una funcionalidad (F, protegida)); la selectiva desproteccion es realizada de tal manera
que el grupo funcional (F) es activado en una de las unidades ramificadas y las otras dos
unidades de acoplamiento son activados en el otro. Si las dos unidades de ramificacién
con grupos activos (F, figura 28) ahora reaccionan con un grupo que tiene dos sitios de
acoplamiento (C), un dendron de segunda generacion es formado. La iteraciéon de la
secuencia sintética permite la obtenciéon de un dendron de cuarta generacion. El acceso a
dendrones de cuarta generacién tipo Fréchet, pueden realizarse en una sola etapa por
este método, pero a partir del dendron de segunda generacion, ya que hay una

duplicacién en el nimero de generaciones.

16 a) R. Klopsch, P. Franke, A. D. Schliter, Chem. Eur. J. 1996, 2, 1330; b) T. Kawaguchi, K. L. Walker, C. L.

Wilkins, J. S. Moore, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 2159.
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B
A) Desproteccién B) Reaccidn
selectiva C) Desproteccién

P =

G
R
B) Reaccidn

B
@fiﬁ@
(P
C) Desproteccion s
o3 %o .
(F

Figura 28. Método doble exponencial. C= puntos de acoplamiento, F=grupo funcional activo
(desprotegido), P= grupo funcional inactivo (protegido)

A) Desproteccion
selectiva

2.2.5d Método del hipermondmero

Comparando los monémeros convencionales FC, 6 FCs;, el nimero de grupos
terminales se incrementa rapidamente (ramificacion 1—4) con bloques de construccion
monoméricas FC,; (ejemplo, hipermondémeros). Sin embargo, el numero de pasos
sintéticos requeridos para la construccion de un dendrimero son iguales que los
requeridos por el método convencional. El curso de la sintesis puede ser descrito como
sigue (figura 29): Cuatro unidades ramificadas con un grupo funcional activo (F) se ponen
a reaccionar con los grupos de acoplamientos (C) activos del hipermonémero FC, donde
el grupo funcional (F) en el hipermonémero por si mismo es desactivado y por lo tanto se

le etiqueta como protegido (P)''"**%,

117

82.
118a) B. Forier, W. Dehaen, Tetrahedron, 1999, 55, 9829; b) G. Labbé, B. Forier, W. Dehaen, Chem. Commun.
1996, 2143.

K. L. Wooley, C. Hawker, J. M. J. Fréchet; Angew. Chem. 1994, 106, 123; Angew. Chem. Int. Ed. 1994, 33,
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Figura 29. Método Hipermonémero, C= puntos de acoplamiento, F= grupo funcional activo

(desprotegido), P= grupo funcional inactivo (protegido)
2.2.5e Click chemistry

En el 2001 Sharpless' propuso este método, en la que unidades pequefias se unen
a través del enlace con un heteroatomo (C-X-C; X=heterodtomo), como una ruta rapida de
sintesis. Las “reacciones click” tienen una amplia aplicabilidad en reacciones de quimica
organica, generando altos rendimientos, los reactivos de inicio son altamente accesibles,
los subproductos se pueden separar facilmente en caso de haberlos, y las condiciones de

reacciéon son directas, ademas de ser estereoespecifica.

La “click chemistry” en si no representa un nuevo tipo de sintesis, sino que
simplemente facilita el curso de la sintesis mediante la seleccion adecuada de los
parametros. Wooley y colaboradores'®® prepararon dendrimeros de segunda y tercera
generacion mediante una estrategia “click divergente”. Para este propésito la primera
generacion de azido-dendrimero fue transformada en una reaccién catalizada por Cu(l)
con el monémero alquilado a un triazol dendrimero con grupos hidroxilos terminales, que
en una segunda etapa se transformaron en grupos funcionales azida con la finalidad de

sufrir la reaccion repetitivamente con el monémero alquilado™'. Por otra parte los glicol

19 a) H. C. Kolb, M. G. Finn, B. Sharpless, Angew Chem. Int. Ed. 2001, 4011, 2004; b) R. A. Evans, Australian

Journal of Chemistry, 2007, 60, 384.

120p Wu, A. K. Feldman, A. K. Nugent, C. J. Hawker, A. Scheel, B. Voit, J. Pyun, J. M. J. Fréchet, K. B.
Sharpless, V. V. Fokin, M. J. Joralemon, R. K. O‘Reilly, J. B. Matson, A. K. Nugent, C. J. Hawker, K.L. Wooley,
Macromolecules, 2005, 38, 5436.

121 a) M. Malkoch, K. Schleicher, E. Drockenmuller, C. J. Hawker, T. P. Russell, P. Wu, V. V. Fokin,
Macromolecules, 2005, 38, 3663; b) P. Wu, A. K. Feldman, A. K. Nugent, C. J. Hawker, A. Scheel, B. Voit, J.
Pyun, J. M. J. Fréchet, K. B. Sharpless, V. V. Fokin, Angew. Chem. 2004, 116, 4018.
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dendrimeros no protegidos, asi como los péptido, y redox-dendrimeros pueden ser

sintetizados por esta via'*

2.2.6 Resorcinaren-dendrimeros

Yamakawa y colaboradores '

reportaron en 1998 la sintesis de resorcinaren-
dendrimeros, usando como nucleo los resorcinarenos con 12 o 16 grupos fenolicos 8 y 9,
figura 30. Los compuestos 8 y 9 fueron preparados en un solo paso, por la reaccién del
resorcinol con 3,5-dihidroxibenzaldehido y 4-hidroxibenzaldehido, respectivamente. La
reaccion fue llevada a cabo en medio acuoso, usando como catalizador acido clorhidrico.
Los tetrdmeros ciclicos fueron obtenidos selectivamente. Los isémeros con la

configuracion rccc y rctt fueron predominantes, de acuerdo a los resultados de RMN *H.

Figura 30. Resorcinarenos 8 y 9 con 12 y16 grupos hidroxilos respectivamente

El dendrimero de primera generacion 11 fue obtenido empleando el método
divergente, por medio de una O-alquilacién del resorcinareno 9 con el bromuro del 3,5-
bis(aliloxi) bencilico 10, esquema 4. El 3,5-dihidroxibencil éter fue seleccionado como
bloque de construccion de los dendrimeros, en donde los grupos hidroxilos fueron
protegidos con bromuro de alilo y carbonato de potasio en acetona. El compuesto 3,5-

dihidroxibenzoato = comercialmente disponible, fue convertido al metil 3,5-

122 a) E. Fernandez-Megia, J. Correa, |. Rodriguez-Meizoso, R. Riguera, Macromolecules, 2006, 39, 2113; b) K.

N. Lau, H. F.Chow, M. C. Chan, K. W. Wong; Angew. Chem. 2008, 120, 5606; Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47,
6912.

By, Yamakawa, M. Ueda, R. Nagahata, K. Takeuchi, M. Asai, J. Chem. Soc. Perkin. Trans. 1. 1998, 4135.
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bis(aliloxi)benzoato y reducido con hidruro de litio y aluminio al 3,5 bis(aliloxi)bencil
alcohol, que posteriormente fue bromado con tetrabromuro de carbono, para obtener el

compuesto 10.

La segunda generaciéon de los dendrimeros se inicié con la desproteccion del
dendrimero 11 por reduccién, con dicloruro de paladio bis(trifenilfosfina) y formiato de
amonio en THF. El dendrimero desprotegido 12 se hizo reaccionar con el dendrén 10,
bajo las mismas condiciones de reaccion de la sintesis del dendrimero 11, esquema 4.

Obteniendo el dendrimero de segunda generacion 13 con 52% de rendimiento.

Al mismo tiempo *** fue realizada la sintesis de dos generaciones de dendrimeros
a partir de poli(bencil éter)empleando al resorcinareno como molécula centro. Las dos
generaciones de dendrones fueron sintetizadas a partir del monémero base AB, y el
alcohol 3,5-dihidroxibencilico 14, la sintesis se realiz6 en dos pasos, usando el método
convergente, empleando los hiper-monémeros 15 y 16 silil protegidos, como se muestra
en el esquema 5. Los ocho dendrones fueron acoplados al resorcinareno 17 bajo
condiciones basicas, obteniéndose los dendrimeros 18 y 19 con una conformacién tipo

rccc Unicamente.

Los trabajos descritos con anterioridad, han dado la pauta para la construccién de
una gran cantidad dendrimeros que utilizan como centro los calixarenos y como unidades
de ramificacion una gran variabilidad de compuestos, tales como azobencenos *,

122 triaminometilamina’®, éteres

azUcares™®, péptidos™’, oxidos de carbamoilmetil-fosfina
corona™, y los propios calixarenos™*,

Los dendrimeros y calixarenos han encontrado aplicabilidad en diferentes areas de
investigacion, por lo que la unién de estos dos campos genera muchas perspectivas
atractivas, dado que ya se conoce la aplicacién de los calixarenos como maquinas

moleculares, agentes de transporte, reactores moleculares, sensores, etc.

4R, Kleppinger, H. Reynaers, K. Desmedt, B. Forier , W.Dehaen, M.Koch, P. Verhaert; Macromol. Rapid

Commun. 1998, 19, 111.

T, Nagasaki, S. Tamagaki, K. Ogino, Chem. Lett. 1997, 19, 717.

R. Roy, J. M. Kim, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 369.

H. Xu, G. R. Kinsel, J. Zhang, Tetrahedron, 2003, 59, 583.

P. Wang, M. Saadioui, C. Schmidt, Tetrahedron, 2004, 60, 2509.

122 N. Cheria, R. Abidi, J. Vicens, Tetrahedron Lett. 2004, 45, 7795.
3%) H. Bu, Q. Y. Zheng, C. F. Chen. Tetrahedron, 2005, 897.
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OR

OR

(PhzP),PdCl,

Br

RO’ OR

K»CO3

18-C-6

OR

R:CH,=CH-CHy-

Esquema 4. Sintesis de la segunda generacion de resorcinaren-dendrimero 18
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HO, OH

OH

14

Esquema 5. Sintesis de polibencil-éter resorcinaren-dendrimeros 18 y 19

2.2.7 Dendrimeros como liberadores de farmacos

La aplicacion de los dendrimeros en el area farmacéutica y quimica medicinal esta

131 tal es el

convirtiéndose rapidamente en una de las areas mas atractivas de aplicacion
caso del uso de dendrimeros en la transfeccion de genes®?, como agentes médicos de
imagen®** y méas especificamente la aplicacion de los dendrimeros como sistemas

liberadores de farmacos™*.

BLM. Liu, J. M. J. Fréchet, PSTT, 1999, 2, 10, 393.

a) J. Haensler, F. C. Szoka , Bioconjugate Chem. 1993, 4, 372; b) M. X. Tang, C. T. Redemann, F. C. Szoka,
Bioconjugate Chem. 1996, 7, 703.

1333) E. C. Wiener, Magn. Reson. Med. 1994, 31, 1; b) E. C. Wiener, Invest. Radiol. 1997, 32, 748; c) G. Adam.,
Magn. Reson. Med. 1994, 32, 622; d) G. Adam, J. Magn. Res. Imaging, 1994, 4, 462; e) M. W. Bourne, J.

Magn. Res. Imaging, 1996, 6, 305; f) H. C. Schwickert, Eur. J. Radiol. 1995, 20, 144.
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La estructura bien definida, compacta y globular, asi como el tamafo,
monodispersidad y grupos funcionales controlados en la superficie del dendrimero, los
hacen excelentes candidatos para ser evaluados como acarreadores de farmacos,
ademas de que los dendrimeros pueden penetrar las células por endocitosis, llevando
consigo el farmaco al interior de la misma. Otro aspecto importante es que muestran el
efecto de permeabilidad y retencion realzadas (EPR), que los hace atractivos para la
orientacién a células tumorales . La vasculatura tumoral tiene un aumento de la
permeabilidad y un limitado drenaje linfatico, lo que conlleva a la acumulacion de la

macromolécula en las células tumorales.

Los dendrimeros potencialmente pueden ser usados como liberadores de farmacos por

dos caminos:

1. Haciendo uso de la quimica huésped-anfitrion (Quimica supramolecular). El
farmaco (huésped), puede ser atrapado fisicamente en el interior de la estructura
dendritica (anfitridn), y ser liberado por cambios en el medio ambiente, tales como pH,
temperatura, o simplemente por difusion. La union anfitrion-huésped puede tener lugar en
el centro o nicleo del dendrimero (endo-receptor) o en la superficie polivalente o capa

exterior del dendrimero (exo-receptor).

2. El fArmaco puede ser unido covalentemente a la superficie del dendrimero,
formando el conjugado dendrimero-farmaco. En donde el farmaco es liberado por una
degradacion in vivo, requiriendo de enzimas especificas o de un medio ambiente capaz de

degradar el enlace covalente en cuestién

134a) U. Boas, J. B. Chirstensen, P. M. H. Heegaard, Dendrimers in Medicine and Biotechnology, New

Molecular Tools. Published by The Royal Society of Chemistry, Cambridge CB4 OWF, UK, 2006, 62; b) R.
Duncan, J. Kopecek, Adv. Polym. Sci. 1984, 57, 51.
BE R, Gillies, E. Dy, J. M. J. Frechet, F. C. Szoka, Mol. Pharm. 2005, 2, 129.
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2.2.8 Sistemas Huésped-Anfitrion

2.2.8a Cajas dendriticas

Las cajas dendriticas®***’

, son los primeros ejemplos de complejos huésped-anfitrion
basado en dendrimeros, donde las moléculas huésped estan fisicamente atrapadas en el
interior del dendrimero. Meijer y colaboradores™® reportaron que las moléculas huésped
como el Rosa bengal pueden ser fisicamente atrapadas en la cavidad interna de
dendrimeros de altas generaciones de PPI (poli(propilimina)), modificados en su ultima
capa por derivados de aminoacidos voluminosos, que aumentan la densidad y rigidez de
la ultima capa. Los dendrimeros G5-PPI pueden hospedar hasta 4 huéspedes de tamafio
grande como el rosa de bengal, o de 8-10 moléculas pequefias como el &cido p-
nitrobenzoico. Bajo una acidolisis selectiva la superficie es abierta y las moléculas
huésped son liberadas del dendrimero. En las cajas dendriticas las interacciones
huésped-anfitrion no son del todo especificas pero estan gobernadas por el tamafio
molecular de la molécula huésped y el tamafio fisico de las cavidades del hospedero. El
uso de blogues de construccién naturales, tales como aminodcidos o péptidos en la
superficie del dendrimero permitiria una abertura por degradacién enziméatica, pero el

empaguetamiento del huésped se debe realizar durante el proceso de sintesis.

2.2.8b Micelas unimoleculares

La administracibn de medicamentos por sistemas micelares, donde el farmaco se
encapsula dentro de la micela, es bien conocida. Pero cuando la concentracién de la
micela esta por debajo de la concentracion micelar critica (CMC) el sistema es
termodindmicamente inestable y libera el farmaco. Los dendrimeros con una estructura
interior no polar y una superficie polar, pueden ser vistos como micelas unimoleculares,

en que la parte hidrofilica e hidrofébica estan unidos covalentemente, y por lo tanto la

136 a) J. F.G. A. Jansen, E. M. M. de Brabander van den Berg, E. W. Meijer, Science, 1994, 266, 1226; b) J. F. G.

A. Jansen, E. W. Meijer, E. M. M. de Brabander van den Berg, Macromol. Symp. 1996, 102, 27; c) J. F. G. A.
Jansen, E.M.M. de Brabander van den Berg, E.W. Meijer, Abstr.Pap. Am. Chem. Soc. 1995, 210, 64; d)A. W.
Bosman, J. F. G. A. Jansen, R. A. J. Janssen, E.W. Meijer, Abstr. Pap.Am. Chem. Soc. 1995, 210, 181.

137 a) J. F. G. A. Jansen, E. M. M. de Brabander van den Berg, E.W. Meijer, Rec.Trav. Chim. Pays-Bas, 1995,
114, 225; b) J. F. G. A. Jansen, R. A. J. Janssen, E. M. M. de Brabander van den Berg, E.W. Meijer, Adv. Mat.,
1995, 7, 561; c) J. F. G. A. Jansen, E. W. Meijer, E. M. M. de Brabander van den Berg, J. Am. Chem. Soc. 1995,
117, 4417.

B8 F.G.A. Jansen, E. M. M. de Brabander-van den Berg, E. W. Meijer, Science, 1994, 266, 1226.
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estructura micelar es estatica, termodinamicamente son estables a diferentes

concentraciones y en una variedad de disolventes.

Los primeros trabajos reportados con este tipo de compuestos fueron los de
Newkome y colaboradores™ con los llamados &cidos micelanoicos, figura 31. Una
caracteristica especial de estos compuestos es que la estructura esta completamente
basada en enlaces de carbono-carbono, lo que los hace Unicos entre la familia de los
dendrimeros. En su superficie tienen &cidos carboxilicos, que tienen un caréacter hidrofilico
y garantizan su solubilidad en agua a pesar de su interior hidrofébico, lo que los hace

Utiles como hospedero de compuestos hidrofébicos.

Figura 31. Estructura de un &cido micelanoico, capaz de hospedar moléculas hidrofébicas como el

naftaleno y azul de fenol

139 a) G. R. Newkome, C. N. Moorefield, G. R. Baker, A. L. Johnson, R. K. Behera, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.

1991, 30, 1176; b) G.R. Newkome, C. N. Moorefield, G. R. Baker, M. J. Saunders, S. H. Grossman, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30, 1178; c) G. R. Newkome, X. F. Lin, C. Yaxiong, G. H. Escamilla, J. Org. Chem.
1993, 58, 3123; d) C. N. Moorefield, G. R. Newkome, Compt. Rend. Chim. 2003, 6, 715.
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140 también describieron una clase de micelas unimoleculares

Frechét y colaboradores
basadas en dendrimeros de polibencil etér, los cuales contienen en su superficie
carboxilatos. Estos dendrimeros son capaces de disolver huéspedes no polares en agua,
como por ejemplo el pireno, en donde la union hospedero-huésped es mediada por las

interacciones m-nt entre el aril-etér rico en electrones y el huésped aromético.

El uso de dendrimeros tipo PAMAM como acarreadores de farmacos
anticancerigenos, como el fluoracil han sido estudiados por Jain y colaboradores
quienes también investigan el efecto de la sustitucién de la periferia por polietilenglicol,
ellos encontraron una significativa diferencia entre dendrimeros con terminales amino y
terminales PEG, los cuales reducen la actividad hemolitica, aumentan la capacidad de
carga y reducen el grado de liberacion del farmaco en ensayos realizados en ratas'*. Por
otra parte se ha encontrado que los dendrimeros PAMAM con terminaciones hidroxi, son
solubles en agua y son capaces de unirse a antifungicos o antibacteriales de tipo

aromatico'*

, (figura 32), ademas de ser estudiados como vehiculos oftalmicos para liberar
compuestos como pilocarpina, tropicamida, fluoroceina, y demas farmacos usados

rutinariamente para el diagnostico'*.
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Figura 32. Dendrimero G2.5 PAMAM terminado en tris(hidroximetil)metilamida, con dos moléculas

huésped, (a) acido benzoico y (b) acido salicilico

0. J. Hawker, K.L. Wooley, J. M. J. Frechet, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1993, 12, 1287.

D. Bhadra, S. Bhadra, S. Jain, N. K. Jain, Int. J. Pharm. 2003, 257, 111.

N. Malik, R. Wiwattanapatapee, R. Klopsch, K. Lorenz, H. Frey, J. W. Weener, E. W. Meijer, W. Paulus, R.
Duncan, J. Cont. Rel. 2000, 65, 133.

WL Twyman, A. E. Beezer, R. Esfand, M. J. Hardy, J. C. Mitchell, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 1743.

T. F. Vandamme, L. Brobeck, J. Cont. Rel. 2005, 102, 23.
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2.2.8c Interacciones no covalentes

La estrategia de encapsular moléculas huésped en dendrimeros estd basada en
interacciones quimicas no covalentes, tales como puentes de hidrégeno, interacciones -
7, interacciones de tipo i6nico, etc. tanto en el nucleo del dendrimero como en su
superficie. Tal es el caso de los dendrimeros solubles en agua creados por Diederich y
colaboradores'*®, llamados "dendrofanos". Los dendrofanos tienen como centro moléculas
de ciclofanos, que pueden unirse a compuestos aromaticos, presumiblemente por
interacciones z-w, figura 33. Estas estructuras dendriticas han demostrado ser excelentes
acarreadores de esteroides y pueden ser potencialmente usados para la liberacion
controlada, ademéas de que la estabilidad de los complejos no es afectada por la

generacion de los dendrimeros.

Por otra parte la mayoria de los dendrimeros tienen grupos polares en su superficie,
tipicamente los grupos —NH, 6 —COOH; que dan la opcion de usar al dendrimero como
acido o base de la sal conjugada de un farmaco. Kannan y colaboradores**® demostraron
que la formacion de la sal daba lugar con un farmaco acido como el ibuprofeno y los
dendrimeros G3 6 G4-PAMAM, con grupos —NH, en la superficie. La liberacion in vitro,
fue mas lenta del complejo dendrimero- farmaco que la del ibuprofeno, y la entrada a las
células fue mucho mas rapida. Se ha estimado que aproximadamente 40 moléculas de
ibuprofeno interactian con un dendrimero G4-PAMAM a pH 105, causando un
considerable aumento de solubilidad del farmaco. Sin embargo el sistema polication-anién
no es especifico, en el sentido de que cualquier anién puede unirse independientemente

de su origen.

Los dendrimeros PPI tienen como grupos terminales bis- (3-aminopropil)amina, que
simulan pinzas en el exterior del dendrimero, la modificacion de estas terminales por
amidas, ureas o tioureas, permite al sistema la formacion de puentes de hidrégeno, en la
superficie del dendrimero. Lo que permite la union de diferentes tipos de moléculas
huésped, un ejemplo es la unién de oxoaniones a dendrimeros PPI modificados con urea,

reportado por Vogtle y colaboradores ', que muestran la uni6on con fosfatos

“p, Wallimann, P. Seiler, F. Diederich, Helv. Chim. Acta, 1996, 79, 779.

P. Kolhe, E. Misra, R. M. Kannan, S. Kannan , M. Lieh-Lai, Int. J. Pharm. 2003, 259, 143.
H. Stephan, H. Spies, B. Johannsen, L. Klein, F. Vogtle, Chem. Commun., 1999, 1875.
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biolégicamente importantes como el ADP, AMP y ATP. El modo exacto de unién no ha
sido investigado pero posiblemente se deba a las interacciones idnicas. Este sistema
también ha servido para la unién de pertecnetato, el cual es un importante compuesto

radioactivo utilizado en medicina nuclear®.
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Figura 33. Estructura de los dendrofanos, moléculas capaces de hospedar esteroides

2.2.9 Conjugados farméaco-dendrimero

La uniéon covalente a los grupos terminales del dendrimero a través de enlaces
hidrolizables o biodegradables ofrece la oportunidad de un gran control sobre la liberacion
del farmaco que el logrado por la formacion de complejos huésped-anfitrion. Varias
moléculas biolégicamente activas tales como anticuerpos *** y azlcares *° han sido
conjugados a las cadenas finales de los dendrimeros. En contraste muy pocos estudios
han sido reportados de la formacion de conjugados con farmacos. Debido a que su

superficie tiene mdltiple grupos funcionales una molécula de dendrimero puede acarrear

8. C. Sisson, Thyroid, 1997, 7, 295.

%%3) J. C. Roberts, Bioconjugate Chem. 1990, 1, 305; b) P. Singh, Clin. Chem. 1994, 10, 1845.
%3) A. D. Zanini, R. Roy, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 2088; b) P. R. Ashton, Chem. Eur. J. 1997, 3, 974; c) J.
D. Reuter, Bioconjugate Chem. 1999, 10, 271.
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multiples moléculas de farmacos dependiendo de la generacion del dendrimero o las
condiciones de acoplamiento.

Dendrimeros basados en un nucleo de 1,4,7,10-tetrazaciclododecano tienen aminas
primarias en su superficie, que pueden ser parcialmente modificadas por acilaciéon con 1-
bromoacetil-5-fluorouracilo para formar un enlace labil de imida. La unién al dendrimero
puede reducir la toxicidad del 5-fluorouracilo y permite una liberacion lenta, a través de la
hidrélisis en condiciones fisiologicas™*, figura 34.

Adicionalmente dendrimeros disponibles comercialmente como los PAMAM, han sido
usados como plataformas de unién covalente de farmacos, tal es el caso del trabajo
reportado por Yang y Lopina™ quienes conjugaron penicilina V con dendrimeros G2.5 y
G3 PAMAM, a través de un espaciador PEG, via enlaces amida y un enlace éster con el
farmaco, que provee un control en la liberacion a través de la hidrdlisis. La actividad
microbiana de la penicilina liberada por la hidrélisis del éster del conjugado PEG-PAMAM
G3 fue aproximadamente igual que el farmaco libre. Un segundo estudio por estos

autores **3

involucra el conjugado formado entre el antidepresivo venlafaxina y el
dendrimero anidnico G2.5 PAMAM, nuevamente por la formacién de un enlace éster. Este
trabajo se realiz6 con el fin de superar el problema del incumplimiento de la
administracién diaria del medicamento, ya que el conjugado completo tiene 32 sitios de
unién (grupos carboxilato) que se acoplan completamente con 32 moléculas del farmaco,
la formacién del conjugado fué caracterizado por RMN y MALDI-TOF. El estudio de
liberacion in vitro indic6 que se mantiene una liberacion sostenida del farmaco por un
periodo de 120 horas con aproximadamente 50% de liberacion en un periodo de 18 horas.
También se ha reportado la formacién de conjugados con otros farmacos tales como los

antinflamatorios propanolol™*, ibuprofeno®® anticancerigenos como el 5-fluorouracilo®®,

159.
=

doxorubicina®’, cisplatino™*®, y taxol'*; asi como el 4cido f6lico™®, y el metotrexato*®, etc.

IR, X. Zhuo, B. Du, Z. R. Lu, J. Cont. Rel., 1999, 57, 249.

H. Yang, S. T. Lopina, J. Biomater. Sci. Polym. Ed., 2003, 14, 1043.

H. Yang, S. T. Lopina, J. Biomed. Mater. Res. 2005, 72A, 107.

a) A. D’Emanuele, R. Jevprasesphant, J. Penny, D. Attwood, J. Control Release, 2004, 95, 447; b) R.
Jevprasesphant, J. Penny, D. Attwood, J. Control Release, 2004, 97, 259.

155a) 0. M. Milhem, H. Mobedi, N. Day, N. B. McKeown, D. Attwood, A. D’ Emanuele, Proct. Int. Symp.
Control Release Bioact. Mater, 2001, 28, 329; b) O. M. Milhem, H. Mobedi, N. Day, N. B. McKeown, D.
Attwood, A. D' Emanuele, Polym. Mater. Sci. Eng. 2001, 84, 721.

156 a) R. Abu-Rmailech, D. Attwood, A. D" Emanuele, Drug. Deliv. Syst. Sci. 2003, 3, 65; b) R. X. Zhuo, B. Du, Z.
R. Lu, J. Control Release, 1999, 57, 249.
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Figura 34. Dendrimero con nucleo de 1,4,7,10-tetraazaciclododecano conjugado al 5-fluorouracilo

La formacién de conjugados como acarreadores o liberadores de farmacos, resulto
de gran interés para la elaboracion de este trabajo, siendo uno de los objetivos la
formacion de conjugados dendrimero-1,4-benzodiazepinas, dado que estos farmacos
presentan una amplia gama de actividades biologicas, tal como se describe en el
siguiente apartado.

2.3 BENZODIAZEPINAS

Las benzodiazepinas estructuralmente estan constituidas por un anillo bencénico (A)
fusionado a un anillo heptagonal 1,4- diazepinico (B), figura 35. Entre las caracteristicas
gue aparecen en la mayoria de los compuestos, es la presencia de sustituyentes en la

posicion 7 (cloro, bromo, nitro), sustituyentes arilo en la posicion 5 (fenilo, fenilo sustituido,

7a) H. R. Ihre, O. L. Padilla De Jesus, F. C. Szoka Jr., J. M. J. Fréchet, Bioconjug. Chem. 2002, 13, 443; b) O. L.

Padilla De Jesus, H. R. Ihre, F. C. Szoka Jr., Bioconjug. Chem, 2002, 13, 453.

BEN. Malik, E. G. Evagorou, R. Duncan, Anti-Cancer Drugs, 1999, 10, 767.

I. J. Majoros, A. Myc, T. Thomas, C. B. Mehta, J. R. Baker, Biomacromolecules, 2006, 7, 572.

a) K. Kono, L. Minjung, J. M. J. Fréchet, Bioconjug. Chem. 1999, 10, 1115; b) J. Sudimack, R. J. Lee, Adv.
Drug. Deliv. Rev. 2000, 41, 147; c) A. Quintana, E. Raczka, L. Piehler, I. Lee, A. Myc., Pharm. Res. 2002, 19,
1310.
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piridilo), sustituyentes alquilo en la posicion 1, una funcién carbonilica en 2 y algunas otras

presentan anillos fusionados al sistema 1,4-benzodiazepinico™"**.

? 2
o 9a N\
B 3
7 N
6 S5a < 4

Figura 35. Estructura general de las 3H-1,4 benzodiazepinas.

2.3.1 Sintesis de benzodiazepinas

La primera sintesis de las benzodiazepinas se realiz6 en los 60’s cuando L. H

Sternbach prepar6 el clordiazep6xido™®

gue recibié el nombre comercial de Librium, el
cual resultdé ser una molécula con propiedades anticonvulsivas, ansioliticas e hipnéticos
sedantes™. La sintesis del clordiazepéxido 24 se inicia con la oxima de la 2-amino-5-
clorobenzofenona 20 y el cloruro de cloroacetilo 21 con la finalidad de obtener una 3-oxido
quinazolina 22, la cual reacciona con la metilamina 23 y sufre una ciclacion intramolecular
para obtener el anillo 1,4-diazepinico, esquema 6. A partir del éxito obtenido con la
sintesis del clordiazepdxido y de su actividad biolégica, se buscaron nuevas estrategias®
para la obtencion del anillo 1,4-benzodiazepinico, como el uso de derivados de la 2-
amino-5-clorobenzofenona 25 y el clorhidrato del éster de etilglicina 26 en piridina. Un
ejemplo de esta estrategia es la obtencién del Diazepam 27, con propiedades ansioliticas,

miorelajantes, anticonvulsivantes y sedantes, véase esquema 7.

161 o~ .y s . / . . . . . .
M. C. Avendano., Introduccion a la Quimica Farmacéutica, Editorial Interamericana McGraw-Hill, Madrid,

Espafia; 1993.

%2 H. Sternbach, L. O. Randall, R. Banzinger, H. Lehr, Medicinal Research Series, Vol.2, A. Burger, ED.,
Marcel Dekker, New York, N. Y., 1968, 237.

163 a) H. L. Sternbach, Journal of Medicinal Chemistry, 1979, 22, 1; b) L. H. Sternbach, Angew. Chem. 1971,
83, 70; c) L. H. Sternbach, E. Reeder, J. Org. Chem. 1961, 26, 4936.

1%43) L. 0. Randall, Dis. Nerv. Syst., Suppl., 1961, 22, 7; b) L. O. Randall, W. Schallek, G. A. Heise, E. F. Keith, R.
E. Bagdon, J. Pharmcol. Exp. Ther, 1960, 129, 163.

1% H. Sternbach, R. . Fryer, W. Metlesics, E. Reeder, G. Sach, G. Saucy, A. Stempel, J. Org. Chem. 1962, 27,
3788.
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Esquema 6. Sintesis del clordiazepo6xido 29.

Otra alternativa para la obtencion del anillo 1,4-benzodiazepinico involucra a los
derivados de 2-amino-5-nitrobenzofenonas 28, formando un intermediario amida con el
cloruro de bromoacetilo 29 en presencia de una base, seguida de una aminacién con
amoniaco, el cual sufre una ciclacion intramolecular, un ejemplo de esta ruta alternativa es
la obtencién del nitrazepam 30, el cual posee propiedades ansioliticas, anticonvulsivantes
y sedantes, esquema 8.

H O O O | O

SOIPE O oo, (S

PN
H;CO OCH
al ° 4 /\o)\ eHCl — » ¢ N — 2> ¢l =N
Piridina
NH,
o g g
25
27

Esquema 7. Sintesis del Diazepam 32.
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Esquema 8. Sintesis del Nitrazepam 35

Con base en estos métodos sintéticos se han se ha realizado la sintesis y trabajos
de investigacibn con el fin de mejorar la actividad biolégica asociada a las
benzodiazepinas a través de la modificacion de su estructura, creando asi una amplia
familia de compuestos con mejor o diferentes actividades biolégicas y con menores

efectos colaterales o secundarios, véase figura 36.
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Figura 36. Estructura quimica de algunos derivados de 1,4-benzodiazepinas.
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2.3.2. Aplicaciones de las benzodiazepinas y sus derivados

El éxito de las benzodiazepinas como agentes terapéuticos radica en su
mecanismo de accidn, mismo que se relaciona con un sitio de union especifico para las
benzodiazepinas que se encuentra presente en el receptor GABA,, véase figura 37. El
cual, regula numerosas funciones neurolégicas como los son: convulsiones, ansiedad,
suefio, memoria y procesos de aprendizaje. Por lo anteriormente mencionado, las
benzodiazepinas son empleadas en el tratamiento de enfermedades como: la ansiedad,
trastornos del suefio, epilepsias, en el sindrome de abstinencia al alcohol, como relajantes

musculares, como preanestésicos y anestésicos.

Barbiturates Benzodiazepines

Exterior Alcohol

%{y.), ool

f.

BUEIqUIBK

Intericr
Alcahal

Figura 37. Receptor GABA,

Sin embargo en afios recientes se han aplicado a las benzodiazepinas no solo en

|166

el tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central™, sino que

también, debido a las modificaciones estructurales también se les ha relacionado, en el
tratamiento de enfermedades que no estan relacionadas con el SNC, como el cancer,

lupus eritomatoso sistémico,agentes anti-VIH, anti arritmicos, etc'®” ',

1% M. Williams, J. Med. Chem. 1983, 26, 621.
¥ Mm.c Hsu, A. D. Schutt, M. Holly, L. W. Slice, M. I. Sherman, D.D. Richman, M. J. Potash, D. J. Volsky,

Science. 1991, 254, 1799.
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Con base en lo mencionado anteriormente sobre la capacidad de los
resorcinarenos de poseer ocho grupos hidroxilos colocados en posiciones que no sufren
impedimentos estéricos al momento de ser funcionalizados, la capacidad para formar
estructuras de alto peso molecular en una sola etapa de sintesis, asi como las
propiedades de los dendrimeros, los cuales permiten modificar sus propiedades fisico-
quimicas al cambiar cualquiera de sus componentes (centro, brazos dendriticos o la
periferia), y a la amplia gama de actividades biolégicas de las benzodiazepinas, es que en
el presente trabajo de investigacion, con el objetivo de contribuir al conocimiento cientifico
sobre el uso de los dendrimeros como acarradores o liberadores de farmacos, se realizo
la sintesis de conjugados a través de enlaces amida de resorcinaren-dendrimeros G 1.0 y

G 2.0 con 16 6 32 moléculas de 1,4-benzodizepin-2-onas.

% h.G. Selnick, N.J. Liverton, J. J. Baldwin, J W. Butcher, D. A. Claremon. J. M. Elliot, R. M. Freidinger, S. A.

King. B. E. Libby, C. J. McIntyre, D.A Pribush, D. C. Remy, G. R Smith, J. Med. Chem. 1997, 40, 3865.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar la sintesis de conjugados entre los derivados de 1,4-benzodiazepinas y los
resorcinaren-dendrimeros de primera y segunda generacion, mediante la formacion de

enlaces amida.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar la sintesis divergente de los resocinaren-dendrimeros de primera y segunda
generacion con poliamidoamidas en su estructura.

2. Sintetizar los derivados de 1,4-benzodiazepinas a partir de las 2-aminobenzofenonas.

3. Realizar la formacion de conjugados entre los derivados de 1,4-benzodiazepinas y los
resorcinaren-dendrimeros de primera y segunda generacion.

4. Caracterizar todos y cada uno de los compuestos obtenidos por técnicas
espectroscopicas RMN de 'H, 1BC, UV-vis, IR, espectrometria de masas y analisis
elemental.

5. Realizar pruebas de actividad bioldgica de los compuestos sintetizados
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EQUIPO Y REACTIVOS

4.1.EQUIPOS
Resonancia Magnética Nuclear
BRUCKER ADVANCE 300 MHz 'H y 75 MHz **C.
VARIAN UNITY 300 MHz 'Hy 75 MHz **C.
Referencia 'H Tetrametilsilano (Me,Si, 0.00 ppm).
Disolventes Cloroformo deuterado (CDCly)

Metanol deuterado (DsHCOD)

Espectrofotometria de UV-Vis
Espectrofotometro SHIMADZU UV 160 U.

Espectrofotometria de FT-IR
Espectrofotémetro FT-IR MAGNA.700

Espectrometria de Masas

Espectrémetro de masas JEOL JMS AX505 HA.

MALDI-TOF Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer 34000033
Deflector Spec. No. 3.

Analisis Elemental
GALBRAITH LABORATORIES, INC.

4.2. REACTIVOS Y DISOLVENTES

Reactivos.

Resorcinol 99% (Aldrich)
Hidrocinamaldehido 90 % (Aldrich)
Dodecanaldehido 92 % (Aldrich)
Acido Clorhidrico 99% (Aldrich)
Carbonato de Potasio, 99 % (Aldrich)
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Metil bromoacetato 97% (Aldrich)

Etilendiamina 99% (Aldrich)

Acrilato de metilo 99% (Aldrich)

Bromuro de bromoacetilo 98% (Aldrich)

Azida de sodio 99.5 % (Aldrich)

Trifenilfosfina 99% (Aldrich)

Piridina, 99% (Aldrich)

gel para cromatografia en columna MERK SILICA GEL 60 A (MALLA 70-230)

Disolventes
Acetato de Etilo
Acetona
Diclorometano
Hexano

Eter Etilico

Etanol

Metanol

Piridina, 99% (Aldrich)
Benzeno (Aldrich)
Tolueno (Aldrich)

El acetato de etilo, acetona, diclorometano y hexano, fueron purificados por medio de
destilacion simple empleando como agente desecante hidréxido de potasio (acetato de
etilo), cloruro de calcio (acetona y diclorometano) u 6xido de calcio (metanol y etanol). El
éter fue previamente destilado utilizando sodio como agente secante y benzofenona como

indicador*®®.

°p. p. Perrin, "Purification of Laboratory Chemicals", 3™ Edition, Pergamon Press, PLC., 1998.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental se dividié en tres etapas de sintesis:

5.1. Sintesis de los resorcinaren-dendrimeros de primera y segunda generacion.

5.2. Sintesis de los derivados de 1,4- benzodiazepin-2-onas a partir de la sintesis de las

2-aminobenzofenonas.

5.3. Formacién de conjugados con los resorcinaren-dendrimeros G1.0 y G2.0 y los

derivados 1,4-benzodiazepinicos.
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5.1. SINTESIS DE RESORCINAREN-DENDRIMEROS

5.1.1 Obtencion de resorcinarenos, centros dendriticos

3.2 x 102 mol de resorcinol 31 y 3.2 x 10 mol de hidrocinamaldehido 32, fueron
disueltos en etanol (80-90 mL) y calentados a reflujo. Se adicioné gota a gota 15 mL de
acido clorhidrico, la mezcla fue mantenida a reflujo y agitacién constante por 24 h. A la
mezcla de reaccion se le adicioné agua (50 mL), obteniéndose un precipitado de color
amarillo. El producto precipitado fue filtrado y lavado con agua tres veces hasta pH neutro.

Finalmente se sec6 a vacio, obteniéndose el compuestos 34. (La misma metodologia fue
123

empleada para la obtencion del compuesto 35)™°, esquema 9.
OH
HO OH HCI Ho

+ RCHO —_—
EtOH, A

R= -(CH2)2C6H5, 32 R

31 -(CH,)10CHs, 33 4
34,35

Esquema 9
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COMPUESTO 34

HO OH

Rendimiento: 95 % (7.0 g).
Aspecto fisico: Polvo café.
Punto de fusién: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 904, [M']

COMPUESTO 35

Rendimiento: 98 % (8.82 g).
Aspecto fisico: Polvo café.
Punto de fusion: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 1104.83, [M']

UV-vis: CHyClz, A (nm): 286, 232

IR: (KBr, cm™): 3310, 2397, 2863, 1613, 1499, 1446, 1292,
1164, 699.

RMN 'H: (200 MHz, CDCls), 84 (ppm): 2.41 (s, 8H, CHy),
2.52 (s, 8H, CHy), 4.33 (t, 4H, CH, J= 6.8 Hz), 6.25 (s, 4H,
Ar), 7.04 (s, 4H, Ar), 7.10-7.31 (m, 20H, Ar), 7.45 (sa, 8H, -
OH).

RMN **C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 34.4 (CHy), 35.5
(CHz), 37.7 (CH), 104.1 (Ar), 124.7 (Arpso), 125.3 (Ar),
126.7 (Ar), 129.3 (Ar), 129.5 (Ar), 143.6 (Arpso), 153.2 (Ar-
OH).

AE: Calculado para CeoHseOs: C, 79.62; H, 6.24 %.
Encontrado: C, 79.64; H, 6.22 %

UV-vis: CHxCl,, A (nm): 286, 234.

IR: (KB, cm'l):3336, 2924, 2853, 1616, 1505, 1461.

RMN *H: (200 MHz, CDCl3), 84 (ppm): 0.9 (sa, 12H, CHa),
1.28 (sa, 80H, CHy), 4.25 (t, 4H, CH, J= 7.0 Hz), 4.58 (s,
8H, OH), 6.20 (s, 4H, Ar), 7.17 (s, 4H, Ar).

RMN *°C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 14.6 (CHs), 23.8
(CHa), 29.3 (CHy), 30.6 (CHy), 30.9 (CH,), 33.2 (CHy), 34.6
(CH), 104.1 (Ar), 124.6 (Aripso), 125.5 (Ar), 153.2 (Ar-OH).
AE: Calculado para C72H1120s: C,78.21; H,10.21 %.
Encontrado: C,78.23; H 10.22 %.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1.2 Sintesis de resorcinaren-dendrimeros G 0.5

Se disolvieron 6.8 x 10 mol del resocinareno 34 6 35y 2.1 x 10 mol de carbonato
de potasio, en acetona anhidra. La mezcla de reacciébn se enfri6 a 10-12°C,
posteriormente se adiciond gota a gota 8.1 x 102 mol de metilbromoacetato 36. La
reaccién se mantuvo en agitacidon constante y a temperatura ambiente por 24 horas. La
mezcla de reaccion fue filtrada, y el exceso del metilboromoacetato y disolvente, fue
eliminado por evaporacion'’®. Obteniéndose el compuesto 37 o 38 como sélidos,
esquema 10.

HO OH o o) 0
+ Br/ﬁ( \ KZCOS
—»
o Acetona

R 4 R 4

36 37, 38

R= '(CH2)2C6H5, 34
-(CH5)10CHg, 35

Esquema 10

oy, Jun, GE Yun, Y. Chao-guo, Chem. Res. Chinese U. 2006, 22, 537.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

COMPUESTO 37

Rendimiento: 93% (9.35 g)
Aspecto fisico: Polvo naranja.
Punto de fusion: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 1480.56, [M']

COMPUESTO 38

Rendimiento: 95% (10.86 ).
Aspecto fisico: Polvo blanco
Punto de fusion: > 300 °C.
MS-MALDI: 1705 m/z, [M+Na]"

UV-vis: CHyCly, A (nm): 283, 234

IR:(KBr, cm™): 3494, 3025, 2951, 2858, 1761,1608, 1586,
1500, 1440, 1213, 1178, 1117, 1080, 817, 751, 701.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 81 (ppm): 2.20 (sa, 8H, CHy),
2.66 (sa, 8H, CHy), 3.75 (s, 24H, O-CH3), 4.28 (s, 16H,
CH,-0), 4.72 (t, 4H, CH, J= 7.0 Hz), 6.23 (s, 4H, Ar), 6,76
(s, 4H, Ar), 7.06-7.15 (m, 20H, Ar).

RMN C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 34.3 (CHy), 35.58
(CHy), 36.7 (CH), 51.9 (O-CHs3), 66.9 (CH,-0), 100.5 (Ar),
125.4 (Ar), 126.2 (Aripso), 128.0 (Ar), 128.1 (Ar), 128.3 (Ar),
142.5 (Afipso), 154.2 (Ar-0), 169.7 (C=0).

AE:Calculado para CgsHgs024:C,68.10; H,5.99 %.
Encontrado: C, 68.09; H, 5.97 %.

UV-vis: CHxCl,, A (nm): 282, 205

IR: (KBr, cm’l): 2923, 2852, 1763, 1734, 1505, 1443, 1202,
1125, 812

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 8x (ppm): 0.86 (t, 12H, CHz J=
6.8 Hz), 1.23 (s, 56H, CHy), 1.29 (s, 16H, CH,), 1.83 (m,
8H, CHy), 3.75 (s, 24H, O-CH3), 4.27 (s, 16H, CH,-0), 4.25
(t, 4H, CH, J= 7.5 Hz), 6.21 (s, 4H, Ar), 6.61 (s, 4H, Ar).
RMN **C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 14.0 (CHs), 22.6
(CHz), 28.0 (CHy), 29.3 (CHy), 29.6 (CHy), 29.7 (CHy), 29.8
(CHz), 29.9 (CHp), 31.9 (CHy), 34.5 (CH), 51.8 (CH3-O),
67.1 (CH2-0), 100.8 (Ar), 126.5 (Ar), 128.5 (Arpso), 154.4
(Ar-0), 169.7 (C=0).

AE: Calculado para CogsH144024: C, 68.54; H, 8.63%.
Encontrado: C, 68.53; H, 8.61%.
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5.1.3 Sintesis de resorcinaren-dendrimeros G 1.0

A una mezcla de metanol-tolueno 2:1 se adicionaron 2.4 x 10 mol del dendrimero G
0.5 (37 6 38), la mezcla de reaccidn se enfri6 a 0° C. y se adicionaron gota a gota 4.8 x
10 mol de etilendiamina 39. La mezcla se mantuvo a reflujo por 24 horas en atmosfera
de nitrégeno. Al término de la reaccion los disolventes y el exceso de etilendiamina fueron
removidos a presion reducida”*. El residuo se lavo varias veces con etanol, obteniéndose

sélidos de color beige, que corresponden a los compuesto 40y 41, esquema 11.

NH,  H2N

[ \ é ?
Q P HN NH
7 7 ¥
© ° NH Metanol 0o o
. HZN/\/ ’ etanol
X = [P0

R

R 4
R= -(CH,),CgHs, 37 40,41
-(CH3)10CH3z, 38
NH,  HoN NH, HN

Esquema 11

Y. Majoros, C. R. Williams, D. A. Tomalia, J. R. Baker Jr., Macromolecules, 2008, 41, 8372.
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COMPUESTO 40

Rendimiento: 93 % (3.80 g).
Aspecto fisico: Polvo beige
Punto de fusion: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 1704.90, [M"]

COMPUESTO 41

Rendimiento: 95 % (4.34 g).
Aspecto fisico: Polvo beige
Punto de fusion: > 300 °C.
MS-ESI: m/z.1906.34, [M']

UV-vis: CH3OH, A (nm): 281, 261, 206.

IR: (KBr, cm™): 3401, 3062, 3026, 2936, 2864, 1675, 1537,
1499, 1444, 1290, 1109, 1053, 700.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm): 1.96 (sa, 16H, CH2),
2.89 (s, 16H, CHy—NHy), 3.39 (sa, 16H, CH,-NH), 4.37 (sa,
16H, CH,-0), 4.47 (sa, 16H, NHy), 4.68 (t, 4H, CH, J= 7.0
Hz), 6.44 (s, 4H, Ar), 6,51 (s, 4H, Ar), 7.06-7.22 (m, 20H,
Ar).

RMN **C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 30.9 (CHy), 34.5
(CHy), 37.2 (CH), 40.5 (CH>—NH,), 41.2 (CH2 -NH), 68.5
(CH2-0), 101.2 (Ar), 125.7 (Ar), 127.2 (Aripso), 128.4 (Ar),
128.6 (Ar), 141.6 (Arpso), 147.9 (Ar-0), 162.3 (C=0).

AE: Calculado para Cg2H120N16016: C, 64.77; H, 7.09; N,
13.14 %.

Encontrado: C, 64.79; H, 7.11; N, 13.15 %.

UV-vis: CHCly, A (nm): 281, 206.

IR:(KBr, cm'l): 3401, 3062, 3026, 2936, 2864, 1675, 1537,
1499, 1290, 1109, 1053, 700.

RMN *H: (200 MHz, CDCls), 84 (ppm): 0.86 (t, 12H, CH3 J=
6.2 Hz), 1.21 (sa, 72H, CHy), 1.95 (sa, 8H, CH,), 2.9 (sa,
16H, CH2-NH>), 3.4 (s, 16H, CHo-NH), 4.58 (s, 16H, CHy-
0), 4.71 (t, 4H, CH, J= 7.0 Hz), 5.89 (sa, 4H, NHy), 6.49 (s,
4H, Ar), 7.25 (s, 4H, Ar).

RMN **C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 14.0 (CH3), 22.6
(CHa), 29.3 (CHy), 29.7 (CHy), 29.8 (CH3), 31.9 (CHy), 34.5
(CH), 37.3 (CH2-NHy), 41.2 (CH2-NH), 68.1 (CH-0), 99.0
(Ar), 126.8 (Ar), 129.5 (Aripso), 154.4 (Ar-O), 168.6 (C=0).
AE: Calculado para Ci04H176N16016: C, 65.51; H, 9.30; N,
11.75 %.

Encontrado: C, 65.53; H, 9.28; N, 11.76 %.
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5.1.4 Sintesis de resorcinaren-dendrimeros G 1.5

2.25 x 10 mol de cada una de las amidas 40 y 41 fueron disueltas en 15 mL de
metanol. La mezcla de reaccion fue enfriada a 0°C, a la cual se le adicioné 7.5 x 10 mol
de acrilato de metilo 42. La mezcla de reaccion fue mantenida en agitacion a temperatura
ambiente por 48 horas. El MeOH y el exceso de acrilato de metilo fueron evaporados a

34°C, con vacio de 2000-500 ym de mercurio. Obteniéndose los compuestos 43 y 44,

T A
! %
e U

R=-(CH,),CgHs, 40 43,44
«(CH2)10CH3, 41

esquema 12.

A

{ ! ) b _
ﬁg A Y UA

Esquema 12
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COMPUESTO 43

Rendimiento: 80 % (5.14 g).
Aspecto fisico: Polvo café claro
Punto de fusion: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 3082.49, [M']

COMPUESTO 44

Rendimiento: 85 % (5.84 g).

Aspecto fisico: Polvo café claro
Punto de fusién: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 3282.93, [M']

UV-vis: CHaClz, A (nm): 284, 260, 242.

IR: (KBr, cm™): 3501, 3025, 2952, 2858, 1760, 1608, 1499,
1439, 1303, 1214, 1118, 1081, 752, 701.

RMN 'H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm): 2.04 (s, 8H, CHy),
2.39 (sa,16H, CHx-N), 2.57 (s, 8H, CHy), 2.73 (s,16H,CHx—
NH), 3.10 (sa, 32H, CH,-C=0), 3.49 (sa,32H, N-CHy), 3.58
(s, 48H, -OCHa), 4.42 (sa, 16H, CH,-0), 4.46 (t, 4H, CH, J=
7.0 Hz), 5.12 (sa, 8H, NH), 6.54 (s, 4H, Ar), 6.67 (s, 4H, Ar),
6.9-7.22 (m, 20H, Ar).

RMN '°C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 32.1 (CHy), 32.5
(CHy), 32.8 (CH,-C=0), 34.2 (CH), 37.1(CH2-NH), 49.2 (N-
CHs-), 51.5 (O-CHs), 52.7 (CHz -N), 68.4 (CH»-0), 101.2
(Ar), 125.0 (Ar), 125.2 (Aripso), 128.3 (3-Ar), 141.8 (Aripso),
154.2 (Ar-0),167.9 (C=0, 1), 172.9 (C=0, 2).

AE: Calculado para CisgH216N1604s: C 60.77, H 7.06, N
7.27 %.

Encontrado: C, 60.78; H, 7.05; N, 7.25 %.

UV-vis: CHCl,, A (nm): 282, 258, 212.

IR: (KBr, cm'l): 3400, 2925, 2853, 1737, 1687, 1583, 1532,
1503, 1441, 1293, 1198, 1052, 836, 565.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm): 0.83 (t, 12 H, CHsa,
J= 7.2 Hz),1.20 (s,16H, CHy), 1.25 (s, 40H,CHy), 1.34 (s,
24H, CHy), 2.40 (sa, 32H, CH»-C=0), 2.60 (sa, 16H,CH.-
N), 2.75 (sa, 32H, N-CH,), 3.50 (sa, 16H, CH2-NH), 3.62 (s,
48H, -OCHs), 4.5 (sa, 16H,CH»-O), 4.69 (sa, 4H, CH),
6.97 (s, 4H, Ar), 7.18 (s, 4H, Ar).

RMN **C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 14.1 (CHs), 22.6
(CHz), 28.6 (CHy), 29.4 (CHy), 29.7 (CHy), 29.9 (CHy), 30.3
(CHy), 31.9 (CH»-C=0), 32.6 (CH.), 36.7 (CH2-NH), 37.2
(CH), 49.3 (N-CH,), 51.54 (-OCHs), 52.7 (CH.-N), 67.9
(CH2-0), 98.1 (Ar), 125.8 (Ar), 128.3 (Aripso), 155.4 (Ar-0),
169.7 (C=0, 1), 173.2 (C=0, 2).

AE: Calculado para Cies H272 N1s Osg: C, 61.44; H, 8.35; N,
6.82%. Encontrado: C, 61.45; H, 8.36; N, 6.81%.
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5.1.5 Sintesis de resorcinaren-dendrimero G 2.0

A partir de 1.73 x 10 mol de los dendrimeros G1.5 (43 6 44) y 9.6 x 10 mol de
etilendiamina 39, se siguid la metodologia empleada para la obtencion de los
dendrimeros G 1.0. Se obtuvieron los compuestos 45 y 46; esquema 13.

Metanol

R= '(CH2)2C6H5, 43 45’46
-(CH,)10CH3, 44

H,N

Esquema 13
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COMPUESTO 45

NH,

Rendimiento: 89 % (5.1 g)
Aspecto fisico: Polvo café claro
Punto de fusion: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 3521. 19, [M"]

COMPUESTO 46

Rendimiento: 90 % (5.4 g)

Aspecto fisico: Polvo café obscuro
Punto de fusién: > 300 °C.
MS-ESI: m/z 3745.63, [M"].

UV-vis: CHyCly, A (nm): 281, 261, 206

IR (KB, cm'l): 3396, 3057, 3026, 2934, 2849, 1663, 1628,
1537, 1499, 1444, 1302,1280, 1195,1102,1053, 761,705.
RMN *H: (300 MHz, CDCl3), &1 (ppm): 2.34 (sa, 8H, CHy),
2.59 (sa, 16H, CH,—N), 2.74 (sa, 8H, CHy), 2.97 (s, 32H,
CH2-NH2), 3.01 (s, 32H, CH2-NH), 3,1 (sa, 32H, N-CHy),
3,23 (sa, 32H, CH,-C=0), 3.46 (sa, 16H, CHy-NH), 4.44
(sa, 16H, CH»-0), 4.80 (t, 4H, CH, J= 7.0 Hz), 6.43 (s, 4H,
Ar), 6,50 (s, 4H, Ar), 7.06-7.22 (m, 20H, Ar).

RMN *°C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 32.23 (N-CHy), 33.9
(CH), 34.4 (CH.), 37.2 (CH), 40.9 (CHo-NH), 41.7(CHo—
NH,), 43.6 (CHx-NH), 45.6 (CH2-N), 52.2 (N-CH,), 67.2
(CH2-0), 101.2 (Ar), 125.9 (Ar), 126.7(Arpso), 127.4 (Ar),
128.4 (Ar), 141.8 (Arpso), 154.9 (Ar-O), 169.3 (C=0, 1),
173.6 (C=0, 2).

AE: Calculado para Ci71H2s2N4gO32: C, 58.21; H, 8.07; N,
19.09 %.

Encontrado: C, 58.19; H, 8.08; N 19.10 %.

UV-vis: CHxCly, A (nm): 281, 206.

IR: (KBr, cm'l): 3401, 3058, 3070, 2929, 2864, 1672, 1545,
1499, 1286, 1106,1055, 759.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 8y (ppm): 0.87 (s, 12H, CHs),
1.23 (s, 80H, CHy), 2.36 (sa, 16H, CH>-N), 2.77 (sa, 32H,
CH2-NH,), 3.02 (sa, 32H, CHx-NH), 3.27 (sa, 32H, CHy-
C=0), 3.36 (sa, 16H, CH>-NH), 4.57 (sa, 16H, CH»-0), 4.71
(t, 4H, CH, J= 7.0 Hz), 5.96 (sa, 32H, NHy), 6.37 (s, 4H, Ar),
7.25 (s, 4H, Ar).

RMN *°C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 14.1 (CHa), 22.7
(CHa), 29.5 (CH,), 29.8 (CH2), 29.9 (CH,), 31.2 (CHy), 34.0
(CH), 37.6 (CH2-NH), 41.1(CHy-NH,), 41.9 (CH2-NH), 50.4
(CH2-N), 52.5 (CH2-C=0), 68.9 (CH2-O), 96.4 (Ar), 124.4
(Ar), 127.1 (Aripso), 154.7 (Ar-0), 169.2 (C=0, 1), 173.7
(C=0, 2).

AE: Calculado para CigsHs3sN4gOs2: C, 59.30; H, 9.09; N,
17.94 %.

Encontrado: C, 59.31; H 9.11; N, 17.95 %.
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5.2 Sintesis de 1,4-benzodiazepin-2-onas

5.2.1a Sintesis de 2-amino-5-clorobenzofenonas

A 4.2 x 10 mol del cloruro de benzoilo 50-56, se le adicionaron 1.6 x 102 mol de p-
cloroanilina 48. La mezcla fue calentada alrededor de 180-200 °C, posteriormente se
adicionaron lentamente 2.0 x 10 mol de ZnCl, anhidro 47, se incrementd la temperatura
gradualmente hasta alcanzar 220-230 °C. La mezcla de reaccién fue mantenida a reflujo
por 3 h. Enseguida fue enfriada a 120 °C, adicionando agua caliente para remover el
acido benzoico, obteniendo un producto sélido café-verdoso.

Al producto obtenido se le adicioné la mezcla H,SO,, CH;COOH, y H,O (5.0: 3.5: 3.0
mL), dejando a reflujo por 40 min. Enseguida fueron adicionados de 20-25 mL de mezcla
hielo-agua, la mezcla de reaccién fue extraida con diclorometano. La fase organica fue
lavada con agua 3 veces y neutralizada con una solucién de hidroxido de amonio al 10%.
La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro y concentrada a vacio'’?. El
producto de reaccion se purificO por cromatografia en columna (SiO;) usando como
eluyente mezcla 2:1 de acetato de etilo: hexano, esquema 14.

NH, I6) NH, O NH, O NH, O
oy o e “ W W
K
cl X2
48 50= X, = -0-Cl

51=x,=-0-F

NH, O NH; O NH; O
52 = X, =-m-Cl
53=X,=-m-F O O
54 =X, = -p-Cl

55=X, = -p-F
56 = X, = -H

Esquema 14

172a) E. C. Cortés, R. F. Salazar, O. M. Garcia, J. Heterocyclic Chem. 2001, 38, 663; b) E. C. Cortés, I. M.

Ebromares, O. M. Garcia, J. Heterocyclic Chem. 2002, 39, 1189.
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COMPUESTO 57

NH, O ClI
Cl

Rendimiento: 75 % (3.18 g)
Aspecto fisico: Solido amarillo.
Punto de fusion: 87-89°C.

IE: m/z.265, [M"]

COMPUESTO 58

NH, O F
cl

Rendimiento: 78 % (3.10 g).
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusion: 63-65 °C.

IE: m/z 249, [M"]

COMPUESTO 59
NH, O

(JC

Cl

Cl

Rendimiento: 42 % (1.78 g)
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusion: 100-102°C.
IE: m/z 265, [M"]

UV-vis: EtOH, A (nm): 350, 235, 204.
IR: (KBr, cm™): 3437, 3327, 1618, 1591,1,534,1468, 1238, 1153, 943,
756.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm): 5.6 (sa, 2H, NHy), 6.71 (d, 1H,
Ar-3, J= 8.8 Hz), 7.11 (d, 1H, Ar-3’, J= 2.2 Hz), 7.25 (dd, 1H, Ar-4’, J=
2.6y 4.8 Hz), 7.30-7.34 (m, 1H, Ar-6’), 7.36-7.39 (m, 1H, Ar-5'), 7.40
(dd, 1H, Ar-4, J= 8.9y 2.0, Hz), 7.41-749 (m, 1H, Ar-6).

RMN *°C: (75 MHz, CDCl3), 8¢ (ppm): 118.2 (Ar-1), 118.6 (Ar-3),
120.3 (Ar-5), 126.8 (Ar-5), 128.3 (Ar-3’), 130.0 (Ar-6), 133.0 (Ar-2),
133.1(Ar-4"), 135.2 (Ar-4), 138.9 (Ar-2), 149 (C=0).

AE: Calculado para C13HyCI:NO: C, 58.67; H, 3.41; N, 5.26%.
Encontrado: C, 58.66; H, 3.40; N, 5.25%.

UV-vis: EtOH, A (nm): 235, 214, 205

IR: (KBr, cm’l): 3443, 3333, 1619, 1539, 1455, 1318, 1299, 1239,
1215, 1150, 947, 755.

RMN H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm): 5.9 (sa, 2H, NHy), 6.71 (d, 1H,
Ar-3, J= 9.0 Hz), 7.12 (d, 1H, Ar-3’, J= 0.8 Hz), 7.17 (t, 1H, Ar-5', J=
1.1 Hz), 7.22-7.29 (m, 1H, Ar-4"), 7.39 (dd, 1H, Ar-4, J= 8.1, 1.4 Hz),
7.44-7.49 (m, 1H, Ar-6), 7.51-7.56 (m, 1H, Ar-6").

RMN *°C: (75 MHz, CDCl3), 8¢ (ppm): 116.0, 116.4 (Ar-1), 118.7 (Ar-
3), 119.0, 120.6 (Ar-3'), 124.2, 124.3 (Ar-5'), 127.6, 127.9 (Ar-1),
129.4 (Ar-5), 129.6, 129.7 (Ar-6"), 132.1, 132.3 (Ar-6), 133.0 (Ar-4’),
135.0 (Ar-4), 148.8 (Ar-2’), 156.5 (Ar-2), 161.5 (Ar-2'), 194.3 (C=0).
AE: Calculado para C13H9CIFNO: C, 62.54; H, 3.63; N, 5.61 %.
Encontrado: C, 62.53; H, 3.63; N, 5.60 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 393, 232, 225, 215.

IR (KBr, Cm'l): 3441, 3332, 1729, 1653, 1594, 1524, 1466, 1397, 1100,
907, 825.

RMN H: (200 MHz, CDCls), 8x (ppm): 5.78 (sa, 2H, NH2), 6.61 (d, 1H,
Ar-3, J= 8.8 Hz), 7.11 (dd, 1H, Ar-4, J= 8.8 y 2.2 Hz), 7.41-749 (m, 1H,
Ar-6), 7.50-7.52 (m, 1H, Ar-5), 7.55-7.57 (m, 1H, Ar-4’), 7.68-7.71 (m,
1H, Ar-6), 7.83 (s, 1H, Ar-2).

RMN 3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 117.9 (Ar-1), 118.6 (Ar-3), 126.9
(Ar-6), 127.3 (Ar-5), 128.3 (Ar-6'), 129.9 (Ar-5'), 131.8 (Ar-2'),132.3 (Ar-
5), 132.8 (Ar-4’), 134.7 (Ar-3"), 139.8 (Ar-1"), 155.3 (Ar-2), 191.7 (C=0).
AE: Calculado para Ci3HoCI,NO: C 58.67; H,3.41; N, 5.26 %.
Encontrado: C, 58.68; H, 3.40; N, 5.25 %.
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COMPUESTO 60

NH, O

Cl

F

Rendimiento: 48 % (1.91 g)
Aspecto fisico: Solido amarillo
Punto de fusion: 106-108 °C.
IE: m/z 249, [M"]

COMPUESTO 61

| Cl

Rendimiento: 38 % (1.61 g).
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusion: 100-102 °C.
IE: m/z 265, [M"]

NH, O

Cl

COMPUESTO 62

NH, O

(JC

Cl

F

Rendimiento: 45 % (1.79 g).
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusion: 106-108°C.
IE: m/z 249, [M"]

UV-vis: EtOH, A (nm): 393, 239, 216, 204
IR: (KBr, cm™): 3462, 3348, 1630, 1580, 1540, 1471, 1436, 1243,
1162, 769, 523

RMN H: (300 MHz, CDCls), 31 (ppm): 6.00 (sa, 2H, NHy), 6.70 (d, 1H,
Ar-3, J= 8.8 Hz), 7.18 (t, 1H, Ar-5", J= 1.1 Hz), 7.26 (dd, 1H, Ar-4, J=
8.5y 1.4 Hz), 7.37-7.38 (m, 1H, Ar-6), 7.66 (d, 2H, Ar-6") 7.68 (d, 1H,
Ar-2)).

RMN **C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 115.1, 115,7 (Ar-2',4’), 118.5
(Ar-3), 120.0 (Ar-1), 121.6, 121.7 (Ar-6’), 122.8 (Ar-6), 123.0 (Ar-5),
132.5, 132.8 (Ar-5'), 134.2 (Ar-4) 135.4, 135.7 (Ar-1’), 154.2 (Ar-2),
163.1, 166.4 ( Ar-3’), 196.3 (C=0).

AE: Calculado para CisHeCIFNO: C, 62.54; H, 3.63; N, 5.61 %.
Encontrado: C, 62.53; H, 3.63; N, 5.60 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 394, 235, 204

IR: (KBr, cm'l): 3435, 3322, 1616, 1590, 1530, 1466, 1294, 1152, 940,
754, 633, 498

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 81 (ppm): 5.82 (sa, 2H, NH2), 6.77 (d, 1H,
Ar-3, J= 8.8 Hz), 7.26 (dd, 1H, Ar-4, J= 8.9 y 2.6 Hz), 7.41 (d, 1H, Ar-
6, J= 2.4 Hz), 7.45-7.48 (m, 1H, Ar-5), 7.52-5.55 (m, 1H, Ar-3'), 7.62
(d, 1H, Ar-2", J= 2.0 Hz), 7.63-7.67(m, 1H, Ar-6").

RMN °C: (75 MHz, CDCly), 3¢ (ppm): 112.6 (Ar-1), 117.2 (Ar-3),
126.4 (Ar-5), 127.7 (Ar-6), 128.7 (Ar-3',5"), 131.8 (Ar-2',6"), 136.9 (Ar-
1°), 137.7 (Ar-4), 138.7 (Ar-4’), 154.3 (Ar-2), 195.4 (C=0).

AE: Calculado para C13H9CI>:NO: C, 58.67; H, 3.41; N, 5.26 %.
Encontrado: C, 58.68; H, 3.41; N, 5.25 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 391, 237, 218, 205.

IR: (KBr, cm'l): 3426, 3321, 2924, 2854, 1624, 1598, 1538, 1469,
1240, 1154, 748, 527.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 81 (ppm): 6.00 (sa, 2H, NHy), 6.70 (d, 1H,
Ar-3, J= 9.0 Hz), 7.13-7.19 (m, 2H, Ar-3', 5'), 7.20-7.36 (m, 1H, Ar-6),
7.36 (dd, 1H, Ar-4, J= 8.8 y 2.4 Hz), 7.67-7.69 (m, 2H, Ar-2’, 6").

RMN **c: (75 MHz, CDCls), &¢c (ppm): 115.3 (Ar-3’), 115.6 (Ar-5’),
118.4 (Ar-3), 118.7 (Ar-5), 120.0 (Ar-1), 131.6 (Ar-2’, 6’), 132.8 (Ar-6),
134.2 (Ar-4) 135.4 (Ar-1"), 149.2 (Ar-2), 164.7 (Ar-4"), 196.3 (C=0).
AE:Calculado para Ci3Hy9CIFNO: C,62.54; H,3.63; N,5.61 %
Encontrado: C, 62.53; H, 3.63; N, 5.60 %.

83| Pagina



DESARROLLO EXPERIMENTAL

COMPUESTO 63
UV-vis: EtOH, A (nm): 390, 237, 217, 205.

NH, O IR (KBr,cm'l): 3420, 3314, 3059, 1617, 1583, 1536, 1319, 1238, 1150, 762,
519.
O O RMN *H: (300 MHz, CDCl3), 5 (ppm): 6.05 (sa, 2H, NHy), 6.74 (d, 1H, Ar-3,
J=8.8 Hz), 7.24 (dd, 1H, Ar-4, J=9.0 y 2.6 Hz), 7.41 (d,1H, Ar-6, J= 2.1 Hz),
Cl 7.4 (d, 1H, Ar-3'J= 1.6 Hz), 7.52 (dt, 1H, Ar-5’, J=1.6 Hz, J= 1.8 Hz), 7.55
(d, 1H, Ar-4’, J= 2.8 Hz), 7.63 (dt, 2H, Ar-2’,6’, J= 1.6 Hz, J= 1.8 Hz).
Rendimiento: 68 % (2.51 g). RMN C: (75 MHz, CDCls3), 6¢c (ppm): 118.8 (Ar-3), 119.2 (Ar-1’), 120.4 (Ar-
Aspecto fisico: Sélido amarillo 5), 128.2 (Ar- 3',5’), 129.1 (Ar-2,6"), 131.5 (Ar-6), 133.1 (Ar-4’), 134.1 (Ar-4),
Punto de fusion: 86-88 °C. 139.1 (Ar-1"), 148.5 (Ar-2), 197.8 (C=0).
IE: m/z 231, [M+] AE: Calculado para C13H10 CINO: C, 67.39; H, 4.35; N, 6.05 %.

Encontrado: C, 67.38; H, 4.34; N, 6.04 %.

5.2.1b Sintesis de 2-amino-5-nitrobenzofenonas

A 5.0 x 102 mol de cloruro de benzoilo 50-56, se le adicionaron 3.2 x 102 mol de
ZnCl, anhidro 47. La mezcla se calentd alrededor de 130-140 °C, al alcanzar la
temperatura se agregaron 3.2 x 102 mol de p-nitroanilina 49 en tres porciones, en un
lapso de 30 minutos; terminada la adicion se aumento la temperatura gradualmente hasta
alcanzar los 200-205 °C, y se mantuvo durante dos horas. Posteriormente se enfrié a 120°
C para lavar el sélido con agua hirviendo, obteniendo un sélido café-verdoso al cual se le
adicionaron 11 mL de &cido sulfarico al 75% (v/v), nuevamente se aumento la temperatura
a 140 °C durante 40 minutos. Transcurrido el tiempo se dejé enfriar y se neutralizo
parcialmente con hidréxido de amonio al 20% (v/v), obteniendo un sélido de color verde,
al cual se le agrega NaOH al 20% hasta alcanzar la neutralidad. Se coloc6 en agitacion
durante 3 h. El producto se filtré y lavé con agua 3-5 veces'’® Obteniendo un sélido de
color café, que se purificé por cromatografia en columna (SiO,) usando como eluyente

mezcla 8:2 de hexano: acetato de etilo, esquema 15.

L H. Sternbach, E. Reeder, O. Keller, W. Metlesics, J. Org. Chem., 1961, 26, 4488.
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NH, o
= | Cl
+ .
xz/
51 =x, = -0-F
49 52 = X, = -m-Cl
53 =X, = -m-F
56 = X, = -H

COMPUESTO 64

NH, O F
NO,

Rendimiento: 30 % (2.49 g).
Aspecto fisico: Sélido café claro
Punto de fusion: 86-88°C.

IE: m/z 260, [M"]

COMPUESTO 65

NH, O

Shos

NO,

Rendimiento: 18 % (1.58 g)
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusion: 128-130 °C.
IE: m/z 276, [M"]

. NH, O F NH, O
ZnCl, anhidro , 47
" # ‘ T

NO, NO,

64 65
NH, O NH; O

NO, NO,
66 67

Esquema 15

UV-vis: MeOH, A (nm): 321, 267, 228.

IR: (KBr,cm'l): 3483, 3370, 1705, 1629, 1595, 1501, 1306, 1110, 842, 754.
RMN *H: (300 MHz, CDCls), 8x (ppm): 5.85 (sa, 2H, NH,), 7.23 (d, 1H, Ar-3,
J= 8.2 Hz), 7.28 (d, 1H, Ar-3'), 7.37 (d, 1H, Ar-5), 7.56-7.62 (m, 1H, Ar-4’),
7.85 (d, 1H, Ar-6’), 8.17 (dd, 1H, Ar-4, J= 8.0 y 2.3 Hz), 8.23- 8.29 (m, 1H,
Ar-6), 8.79 (sa, 2H, NH>).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 113.1 (Ar-1), 117.3 (Ar-3), 118.9 (Ar-
3), 124.9 (Ar-5), 125.4 (Ar-6), 127.4 (Ar-1"), 129.1 (Ar-4), 129.8 (Ar-6’),
133.8 (Ar-4’), 143.8 (Ar-5), 158.7 (Ar-2), 159.5 (Ar-2’), 195.8 (C=0).

AE: Calculado para Cy3Hg FN2Os: C, 60.0; H, 3.49; N, 10.77 %.

Encontrado: C, 59.98; H, 3.47; N, 10.76 %.

UV-vis: MeOH, A (nm): 339, 279, 210.

IR(KBr,cm'l): 3499, 3342, 1701, 1619, 1593, 1508, 1482, 1337, 1252, 830.
RMN *H: (300 MHz, CDCls), 8n (ppm): 5.38 (sa, 2H, NHy), 6.77 (d, 1H, Ar-3,
J=9.0 Hz), 7.98 (dd, 1H, Ar-5’, J= 1.2 y 1.3 Hz), 8.01 (dd, 1H, Ar-4’, J=1.2y
1.3 Hz), 8.09 (dd, 1H, Ar-6’, J= 1.2 Hz, J= 1.3 Hz), 8.1 (d, 1H, Ar-2’, J= 1.2
Hz), 8.18 (d, 1H, Ar-6, J= 2.7 Hz), 8.42 (dd, 1H, Ar-4, J= 8.8y 2.7 Hz).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 115.4 (Ar-1), 116.9 (Ar-3), 127.0 (Ar-
6), 128.3 (Ar-6’), 129.8 (Ar-4), 130.2 (Ar-5"), 131.2 (Ar-2’), 133.8 (Ar-4’),
134.7 (Ar-3’), 140.1 (Ar-1"), 155.2 (Ar-5), 170.7 (Ar-2), 196.3 (C=0).

AE: Calculado para Cy3Hg CIN203: C, 56.43; H, 3.28; N,10.13 %.
Encontrado: C, 56.41; H, 3.28; N, 10.11 %.
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COMPUESTO 66

NH, O

NO,

F

Rendimiento: 24 % (1.99 g)
Aspecto fisico: Solido amarillo
Punto de fusion: 108-110°C.
IE: m/z 260, [M"]

COMPUESTO 67

NH, O

NO,

Rendimiento: 20 % (1.54 g).
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusion: 156-158°C.
IE: m/z 242, [M"]

UV-vis: EtOH, A (nm): 322, 267, 228.

IR(KBr,cm™): 3499, 3341, 1735, 1700, 1616, 1593, 1335, 1301, 1271, 1098,
919.

RMN 'H: (300 MHz, CDCls), 8x (ppm): 6.77 (d, 1H, Ar-3, J= 9.2 Hz), 6.90
(sa, 2H, NHy), 7.34 (d, 1H, Ar-5", J= 1.6 Hz), 7.38-1.42 (m, 1H, Ar-4), 7.64
(d, Ar-2’, J= 1.4 Hz), 7.84 (d, Ar-6", J= 9.2 Hz), 8.27 (d, 1H, Ar-6, J= 2.0 Hz),
8.45 (d, 1H, Ar-4, J= 3.2 Hz).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 113.5 (Ar-1), 116.8 (Ar-2’), 117.2 (Ar-
4’), 118.1 (Ar-3), 125.2 (Ar-6), 126.4 (Ar-6’), 129.3 (Ar-4), 131.2 (Ar-5),
137.4 (Ar-1’), 144.1 (Ar-5), 159.5 (Ar-2), 163.3 (Ar-3’), 191.3 (C=0).

AE: Calculado para Ci3HgFN2Oz: C, 60.00; H, 3.49; N, 10.77 %.
Encontrado: C, 59.99; H, 3.47; N,10.76 %

UV-vis: EtOH, A (nm): 392, 234, 223, 213

IR: (KBr,cm™):3452, 3335, 1613, 1478, 1307, 1251, 757, 536.

RMN 'H: (300 MHz, CDCls), 8x (ppm): 6.96 (d, 1H, Ar-3 J= 9.2Hz), 7.54 (d,
2H, Ar-1',6’, J= 8.2 Hz), 7.60 (s, 2H, NHy), 7.62 (d, 2H, Ar-3',5", J= 7.6 Hz),
7.64-7.7 (m, 1H, Ar-4), 8.12 (d, 1H, Ar-6, J= 2.8), 8.19 (dd, 1H, Ar-4, J=8.9
y 2.8 Hz).

RMN **C: (75 MHz, CDCl3), 8¢ (ppm): 114.6 (Ar-1), 117.0 (Ar-3), 128.5 (Ar-
2',6'), 128.7 (Ar- 3',5°,4), 131.1 (Ar-6), 131.8 (Ar-4’), 134.4 (Ar-1’), 138.5 (Ar-
5), 156.1 (Ar-2), 196.6 (C=0).

AE: Calculado para C13H10N2Os: C, 64.46; H, 4.16; N, 11.56 %.
Encontrado: C, 64.43; H, 4.17; N, 11.55 %.
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5.2.2 Sintesis de 2-bromoacetamidobenzofenonas

4.13 x 10 mol de 2-aminobenzofenona 57-67 fueron disueltos en éter anhidro, a una

temperatura de 10-12 ° C, posteriormente se agregé lentamente 5.3 x 10 mol de bromuro

de bromoacetilo 68. Se mantuvo la reaccion en agitacion por dos horas a esa misma

temperatura. De la mezcla de reaccién se obtuvieron dos fases que fueron separadas por

decantacién. El solido que se obtuvo se lavo 3 veces con una solucion de hidréxido de

amonio al 15 % (v/v), y 3 veces mas con agua, finalmente se seco a vacio'’*, esquema

16.

NH, O

X4

57= X,=
58= X,=
59= X,=
60= X,=
63= X;=

65= X1=
66= X,=
67= X;=

W

Xz

Cl, X,= -0-Cl
Cl, X,= -0-F
Cl, X,= -m-Cl
Cl, Xo= -m-F
Cl, X= -H
NOz, X2= -m-Cl
NOz, X2: -m-F
Cl, X,= -H

Br
Br/\[(

o)

68

éter

174

-

NH O Cl

69

Br

NHO

72

Br

NHO NHO

75

Esquema 16

P. Babin, G. Devaux, J. Chem. Educ., 1989, 66, 522.

Br

NHOF

WW

ol

NH

70

o}

Br

Br

NHO

WW

73

Br

76

74
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COMPUESTO 69

Br
(@]
NH O Cl
Cl

Rendimiento: 88 % (1.39 g).
Aspecto fisico: Cristales amarillos
Punto de fusion: 90-92 °C.

IE: m/z 385, [M"]

CoMPUESTO 70

Br
(0]
NH O F
Cl

Rendimiento: 90 % (1.37 g).
Aspecto fisico: Sélido blanco.
Punto de fusion: 74-76°C

IE: m/z 369, [M"]

COMPUESTO 71
Br

0]
NH O

T

Cl
Rendimiento: 82 % (1.30 g)
Aspecto fisico: Sélido blanco
Punto de fusién: 106-108°C.
IE: m/z 385, [M"]

Cl

UV-vis: EtOH, A (nm): 240, 224, 207.

IR; (KBr,cm'l): 1682, 1647, 1577, 1509, 1394,1285, 1236, 758.

RMN 'H: (200 MHz, CDCls), 84 (ppm): 4.07 (s,2H, CH), 7.34 (d,1H, Ar-, 3,
J=2.6 Hz), 7.37 (d,1H, Ar-4’ , J= 1.3 Hz), 7.40-7.46 (m,1H, Ar-6"), 7.42-7.50
(m,1H, Ar-5)), 7.51-7.52 (m,1H, Ar-6), 7.56 (d,1H, Ar-4, J= 2.6 Hz), 8.75
(d,1H, Ar-3, J= 7.2 Hz), 12.02 (sa, 1H, NH).

RMN *°C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.3 (CHy), 122.3 (Ar-3), 123.5 (Ar-
1),126.9 (Ar-5'), 128.4 (Ar-5), 128.8 (Ar-3"), 130.3( Ar-6), 131.0 ( Ar-1),
131.8 (Ar-6'), 133.5 ( Ar-4), 135.4( Ar-4’), 137.7 ( Ar-2 ), 139.1( Ar-2'), 165.4
(C=0 2), 198.0 ( C=0 1).

AE: Calculado para Ci5H10 BrCI;NO>: C,46.55; H,2.60; N,3.62 %.
Encontrado: C, 46.54; H, 2.61; N, 3.60 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 239, 217, 206.

IR: (KBr,cm™): 1672, 1646, 1578, 1512, 943, 827, 761.

RMN *H: (200 MHz, CDCls), 84 (ppm): 4.05 (s, 2H, CHy), 7.16 (d, 1H, Ar- 3,
J= 1.0 Hz), 7.21 (t, 1H, Ar-5’, J= 1.2 Hz), 7.25-7.28 (m, 1H, Ar-4’), 7.34
(d,1H, Ar-4, J= 1.0 Hz), 7.48-7.52 (m, 1H, Ar-6), 7.54-7.65 (m, 1H, Ar-6),
7.69 (d, 1H, Ar-3, J= 9.0 Hz), 11.81 (sa, 1H, NH).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.38 (CHy), 116.6 (Ar-3’), 122.4 (Ar-
3), 124.6 (Ar-5'), 126.5 (Ar-1), 128.5 (Ar-6’), 129.6 (Ar-5), 130.4 (Ar-6),
133.0 (Ar-4), 133.9 (Ar-1), 135.0 ( Ar-4’), 138.5 (Ar-2), 159.6 (Ar-2’), 165.2
(C=0 2),195.5 (C=0 1).

AE: Calculado para C15H10BrCIFNO;: C, 48.61; H,2.72; N,3.78 %.
Encontrado: C, 48.60; H, 2.71; N, 3.77 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 396, 233, 208.

IR:(KBr,cm'l): 3296, 3019, 2952, 1685, 1639, 1580, 1504, 1255, 1089,
1012, 773.

RMN H: (200 MHz, CDCls), dn (ppm): 4.01 (s, 2H, CHy), 7.50 (d, 2H, Ar-
3,5, J=8.1Hz), 7.55 (d, 1H, Ar-4, J= 2.4 Hz), 7.58 (d, 1H, Ar-6, J= 2.4 Hz),
7.69 (d, 2H, Ar-2',6’, J= 8.1 Hz), 8.56 (d, 1H, Ar-3, J= 9.0 Hz), 11.20 (sa, 2H,
NH).

RMN 3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.2 (CHy), 123.2 (Ar-3), 125.2 (Ar-
1), 128.5 (Ar-5), 128.9 (Ar-3',5’), 131.4 (Ar-2', 6"), 132.3 (Ar-6), 134.0 (Ar-4),
135.8 (Ar-1"), 137.9 (Ar-2), 139.8 (Ar-4’), 164.9 (C=0 2), 196.5 (C=0 1).

AE: Calculado para C15H10BrCI2NO;: C, 46.55; H, 2.60; N, 3.62 %
Encontrado: C, 46.54; H, 2.59; N, 3.61 %.
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COMPUESTO 72

Br

0]
NH O

(JC

Cl
Rendimiento: 80 % (1.21 g)
Aspecto fisico: Sélido blanco
Punto de fusién: 72-74 °C.
IE: m/z 369, [M"]

F

COMPUESTO 73

Br

O
NH O

¢

Cl
Rendimiento: 85 % (1.23 g).
Aspecto fisico: Sélido blanco
Punto de fusion: 92-93°C.
IE: m/z 351, [M"]

COMPUESTO 74
Br

NH O

NO,

Cl

Rendimiento: 68 % (1.11 g).
Aspecto fisico: Sélido beige
Punto de fusién: 110-112°C.
IE: m/z 396, [M"]

UV-vis: EtOH, A (nm): 235, 218, 205.

IR:(KBr,cm™): 2924, 2854, 1745, 1624, 1598, 1538, 1469, 1240, 1154, 748,
527.

RMN *H: (200 MHz, CDCls), dn (ppm): 4.1 (s, 2H, CHy), 7.13-7.19 (m, 2H,
Ar-3’, 5'), 7.20-7.36 (m, 1H, Ar-6), 7.36 (d, 1H, Ar-4, J= 2.4 Hz), 7.76-7.79
(m, 2H, Ar-2’, 6'), 8.3 (d, 1H, Ar-3, J= 9.0 Hz), 8.6 (sa, 1H, NH).

RMN **C: (75 MHz, CDCl3), 8¢ (ppm): 29.8 (CH.), 115.3 (Ar-3',5'), 118.4
(Ar-3), 118.7 (Ar-5), 120.0 (Ar-1), 131.6 (Ar-2’, 6), 132.8 (Ar-6), 134.2 (Ar-4)
135.4 (Ar-1’), 149.2 (Ar-2), 164.8 (Ar-4"), 163.5 (C=0, 2), 196.3 (C=0,1).
AE: Calculado para C1sH10BrCIFNO3: C, 48.61; H, 2.72; N, 3.78 %.
Encontrado: C, 48.60; H, 2.71; N, 3.79 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 239, 220, 208.

IR(KBr,cm'l): 1684, 1574, 1509, 1389, 1249, 704.

RMN 'H: (200 MHz, CDCl3), 84 (ppm): 4.02 (s,2H,CHy), 7.33-7.51 (m, 2H,
Ar-5', 3), 7.55 (d, 2H, Ar-4, 4, J= 4.1HZ), 7.60-7.69 (m,1H, Ar-6), 7.73 (d,
2H, Ar-6’, 2', J= 1.7 Hz), 8.57 (d,1H, Ar-3, J= 3.5 Hz), 11.32 (sa, 1H, NH).
RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.2 (CHz), 123.0 ( Ar-3), 125.4 ( Ar-
1), 128.4( Ar-2’), 128.6 ( Ar-6’), 129.6 (Ar-5), 129.9 ( Ar-5', 3'), 132.6 ( Ar-4’),
133.1 ( Ar-4), 133.8 ( Ar-6), 137.5 ( Ar-1’), 137.8 ( Ar-2 ),164.9 (C=0 2),
197.8 (C=0 1).

AE: Calculado para Cy5H11Br CINO,: C, 51.09; H,3.14; N,3.97 %.
Encontrado: C, 51.08 ; H, 3.15; N, 3.97 %

UV-vis: EtOH, A (nm): 338, 279, 208.

IR: (KBr,cm'l): 3253, 1695, 1647, 1613, 1579, 1536, 1508, 1413, 1343,
1250, 847.

RMN *H: (200 MHz, CDCls), 84 (ppm): 4.07 (s,2H,CHy), 7.52 (d,1H, Ar-5,
J= 7.2 Hz), 7.58 (d, 1H, Ar-4’, J=7.6 Hz), 7.64-7.69 (m, 1H, Ar-2’), 7.73 (dd,
1H, Ar-6’, J= 4.6, 6.6), 8.44 (t, 1H, Ar-6), 8.51 (dd, 1H, Ar-4, J= 2.4, 2.6),
8.89 (dd, 1H, Ar-3, J= 2.4, 3.2 Hz), 11.75 (sa, 1H, NH).

RMN "*C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.1 (CHy), 121.5 (Ar-3), 122.8 (Ar-1),
127.9 (Ar-6), 128.4 (Ar-4), 128.8 (Ar-6'), 129.9 (Ar-5'), 129.7 (Ar-2’), 133.3
(Ar-4), 135.4 (Ar-1'), 138.6 (Ar-3'), 142.0 (Ar-5), 144.8 (Ar-2), 165.5 (C=O
2), 197.5 (C=0 1).

AE: Calculado para C;5H10 BrCIN2O4: C,45.31 ; H,2.54 ; N,7.05 %.
Encontrado: C, 45.30; H, 2.53; N, 7.04 %.
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COMPUESTO 75

Br

@)
NH O

(JC

NO,

Rendimiento: 76 % (1.19 g)
Aspecto fisico: Sélido blanco
Punto de fusién: 135-138 °C.
IE: m/z 380, [M]

COMPUESTO 76

Br

o
NH O

(JC

NO,
Rendimiento: 88 % (1.31 g)
Aspecto fisico: Sélido beige
Punto de fusion: 152-154 °C.
IE: m/z 362, [M"]

UV-vis: EtOH, A (nm): 327, 270, 228.

IR: (KBr,cm™): 3495, 3341, 1735, 1700, 1645, 1616, 1593, 1335, 1301,
1271, 1098, 919, 735.

RMN *H: (200 MHz, CDCl3), 84 (ppm): 4.3 (s, 2H, CHy), 7.18 (d, 1H, Ar-5’,
J= 1.6 Hz), 7.38-1.42 (m, 1H, Ar-4), 7.64 (d, Ar-2’, J= 1.4 Hz), 7.84 (d, Ar-6’,
J= 9.2 Hz), 8.27 (d, 1H, Ar-6, J= 9.0 Hz), 8.38-8.42 (m, 1H, Ar-4), 8.57 (d,
1H, Ar-3, J= 9.0 Hz), 8.97 (sa, 1H, NH).

RMN °C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.8 (CHy), 116.8 (Ar-2), 117.1 (Ar-
4’), 117.9 (Ar-1), 118.1 (Ar-3), 125.7 (Ar-6), 126.4 (Ar-6’), 129.2 (Ar-4),
131.2 (Ar-5’), 136.9 (Ar-1’), 144.1 (Ar-5), 159.5 (Ar-2), 163.2 (Ar-3’), 164.2
(C=0, 2), 191.3 (C=0, 1).

AE: Calculado para CisH10 BrFN204: C,47.27; H, 2.64; N, 7.35 %.
Encontrado: C, 47.26; H, 2.65, N,7.34 %.

UV-vis: MeOH, A (nm): 263, 241, 207.

IR: (KBr,cm'l): 1696, 1641, 1579, 1535, 1503, 1443, 1337, 1272, 701.

RMN *H: (200 MHz, CDCls), 81 (ppm): 4.07 (s, 2H, CH,), 7.52-7.60 (m, 2H,
Ar-3', 5'), 7.65-7.67 (m, 1H, Ar-4’), 7.71-7-77 ( m, 2H, Ar-2', 6'), 8.42-8.48
(d, 1H, Ar-4, J= 2.8 Hz), 8.51 (d,1H, Ar-6, J= 2.6 Hz), 8.88 (d,1H, Ar-3, J=
9.2 Hz), 11,77 (sa, 1H, NH).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.1 (CHy), 121.5 (Ar-3), 123.3 (Ar-
1), 128.6 (Ar-6), 128.6 (Ar-1), 128.8 (Ar-3',5,), 129.9 ( Ar-2',6"), 133.6 (Ar-
4’),137.0 ( Ar-4), 142.0 (Ar-5), 144.8 (Ar-2), 165.5 (C=0 2), 197.5 ( C=0 1).
AE: Calculado para CisH11 BrN2O4: C,49.61; H, 3.05; N, 7.71 %.
Encontrado: C, 49.60; H, 3.04; N, 7.70 %. .
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5.2.3 Sintesis de 2-azidoacetamidobenzofenonas

Se disolvieron 2.5 x 10 mol de 2-bromoacetamido-benzofenona 69-76 en 15 mL de

etanol anhidro, posteriormente se adicionaron 3.15 x 10° mol de azida de sodio 77. Se

calentd a reflujo por 40 minutos. Se agregd 10 mL de acetona anhidra para disolver el

producto formado. La mezcla de reaccion se filtré en caliente para eliminar el exceso de

azida de sodio. La solucién se concentré6 a mitad de su volumen, y posteriormente fue

enfriada para obtener un precipitado que corresponde al derivado de 2-azidoacetamido-

benzofenona, esquema 17.

NH
7 NaN; 77
X —_—
| X EtOH
X4 X2

69= X,= Cl, Xp= -0-Cl
70= X,= Cl, X,= -0-F
73= X4= Cl, X,= -H

74= X;= NO,, X,= -m-Cl
76= X,= NO,, X,= -H

N3
O:Z
Cl NH O F NH O
(¢]]

Cl
78 79 80
N3 N3
Oi Oi
NH O NH O
CI

N02 N02

81 82

Esquema 17
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COMPUESTO 78

N3
(@]
NH O Cl
Cl

Rendimiento: 79 % (0.69 g)
Aspecto fisico: Sélido blanco
Punto de fusion: 72-75 °C.
IE: m/z 348, [M"]

COMPUESTO 79
N3

-
NH O F
Cl

Rendimiento: 81 % (0.67 g)
Aspecto fisico: Sélido blanco
Punto de fusion: 66-68°C.
IE: m/z 332, [M"]

CoMPUESTO 80

Cl
Rendimiento: 80 % (0.63 g).
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusién: 80-82 °C.
IE: m/z 314, [M"]

UV-vis: EtOH, A (nm): 266, 238, 223, 211.

IR: (KBr,cm'l): 2116, 1692, 1643, 1575, 1512, 1273, 1238, 735.

RMN *H: (200 MHz, CDCls), 51 (ppm): 4.19 (s, 2H, CHz), 7.34(d, 1H, Ar-, 3,
J= 2.6 Hz), 7.37 (d, 1H, Ar-4’ , J= 1.3 Hz), 7.40-7.46 (m,1H, Ar-6’), 7.49-
7.50 (m,1H, Ar-5'), 7.51-7.52 (m,1H, Ar-6), 7.56 (d,1H, Ar-4, J= 2.6 Hz), 8.79
(d, 1H, Ar-3, J= 9.0 Hz), 11.98 (sa, 1H, NH).

RMN **C: (75 MHz,CDCls), 8¢ (ppm): 53.5 (CHy), 122.3 (Ar-3), 123.5 (Ar-1),
126.9 ( Ar-5'), 128.3 ( Ar-5), 128.8 (Ar-3), 130.3 ( Ar-6), 131.0 (Ar-1’), 131.8
(Ar-6"), 133.5 (Ar-4),135.4 (Ar-4’), 137.7 (Ar-2), 138.8 (Ar-2'), 166.3 (C=0O
2), 198.0 (C=0 1).

AE: Calculado para CisHio Cl2N4O2: C, 51.60; H, 2.89; N, 16.05 %.
Encontrado: C, 51.61; H, 2.90; N, 16.03 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 239, 217, 204

IR: (KBr,cm™): 2108, 1693, 1606, 1511, 1287, 759

RMN *H: (200 MHz, CDCls), 84 (ppm): 4.17 (s, 2H, CH>), 7.16 (d,1H, Ar- 3,
J= 1.0 Hz), 7.21 (t, 1H, Ar-5", J= 1.2 Hz), 7.25-7.27 (m,1H, Ar-4’), 7.31
(d,1H, Ar-4, J= 1.0 Hz), 7.47-7.51 (m, 1H, Ar-6), 7.56-7.60 (m,1H, Ar-6’),
8.72 (d, 1H, Ar-3, J= 9.0 Hz), 11. 74 (sa, 1H, NH).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 30.3 (CH,), 116.9, (Ar-3’), 122.8 (Ar-
3), 125.3(Ar-5"), 126.9 (Ar-1), 129.2 (Ar-6), 129.6 (Ar-5), 131.0 (Ar-6), 133.2
(Ar-4), 134.1 (Ar-1'), 135.4 ( Ar-4), 138.9 (Ar-2), 157.8 (Ar-2'), 165.8 (C=0O
2), 195.3( C=0 1).

AE: Calculado para C15H10CIFN4O2: C, 54.15; H, 3.03; N, 16.84 %.
Encontrado: C, 5416; H, 3.02; N, 16.82 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 238, 219, 209.

IR: (KBr,cm'l): 2108, 1698, 1572, 1513, 1286, 1249, 699.

RMN 'H: (200 MHz, CDCls), dn (ppm): 4.14 (s, 2H, CHz), 7.49 (t,1H, Ar-4"),
7.51-7.53 (m, 1H, Ar-6), 7.55-7.58 (m, 1H, Ar-4), 7.61-7.66 (m, 2H, Ar-5', 3),
7.70-7.75 (m, 2H, Ar-6’, 2'), 8.62 (d, 1H, Ar-3, J= 4.8 Hz), 11.24 (sa, 1H,
NH).

RMN C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 53.4 (CHy), 123.0 (Ar-3), 125.3 (Ar-
5), 128.3 (Ar-1), 128.5 (Ar-3', 5’), 129.9 (Ar-6’, 2'), 132.7 ( Ar-6), 133.1 ( Ar-
4’), 133.8 (Ar-4), 137.6 (Ar-2), 165.8 (C=0 2), 198.0 (C=0 1).

AE: Calculado para C;5H11CIN4O2: C, 57.24; H, 3.52; N, 17.80 %.
Encontrado: C, 57.22; H, 3.52; N, 17.79 %.
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COMPUESTO 81

Cl

NO,

Rendimiento: 95 % (0.86g).
Aspecto fisico: Sélido café
Punto de fusién: 130-132°C.
IE: m/z.359, [M"]

COMPUESTO 82

N3

O
NH O

(JC

NO,
Rendimiento: 90 % (0.74 g)
Aspecto fisico: Sélido blanco
Punto de fusién: 139-140°C.
IE: m/z 325, [M"]

UV-vis: MeOH, A (nm): 341, 278, 211.

IR: (KBr,cm'l): 3299, 2119, 1709, 1651, 1582, 1537, 1512, 1345, 1260,
850.

RMN *H: (200 MHz, CDCls), 3y (ppm): 4.28 (s, 2H CHy), 7.54 (d,1H, Ar-5’,
J= 7.2 Hz), 7.58 (d, 1H, Ar-4’, J=7.6 Hz), 7.64-7.69 (m, 1H, Ar-2), 7.73 (dd,
1H, Ar-6’, J= 4.6, 6.6 Hz), 8.44 (t, 1H, Ar-6), 8.51 (dd, 1H, Ar-4, J=2.4, 2.6
Hz), 8.91 (dd, 1H, Ar-3, J= 2.4, 3.2 Hz), 11.77 (sa, 1H, NH).

RMN *C: (75 MHz, CDCl3), 8¢ (ppm): 53.6 (CHy), 123.5 (Ar-1), 124.3 (Ar-
3), 127.9 (Ar-6), 128.4 (Ar-4), 128.8 (Ar-6"), 129.9 (Ar-5’), 129.9 (Ar-2’),
133.3 (Ar-4’), 135.4 (Ar-1’), 138.9 (Ar-3’), 142.2 (Ar-5), 144.9 (Ar-2), 165.5
(C=0, 2), 196.8 (C=0, 1).

AE: Calculado para C15H10CINsO4: C, 50.08; H, 2.80; N, 19.47 %.
Encontrado: C, 50.09; H, 2.81; N, 19.46 %.

UV-vis: MeOH, A (nm): 264, 218, 213, 207.

IR: (KBr,cm'l): 3283, 2119, 1708, 1649, 1615, 1581, 1538, 1511, 1347,
1263, 876.

RMN 'H: (200 MHz, CDCl3), 84 (ppm): 4.22(s, 2H, CHy), 7.52-7.60 (m, 2H,
Ar-3', 5), 7.66-7.67 (m, 1H, Ar-4’), 7.71-7-77 (m, 2H, Ar-2’, 6’), 8.42-8.48 (d,
1H, Ar-4, J= 2.8 Hz), 8.51 (d,1H, Ar-6, J= 2.4 Hz), 8.92 (d,1H, Ar-3, J= 9.2
Hz), 11.7 (sa, 1H, NH).

RMN C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 53.4 (CH,), 121.6 (Ar-3), 123.3 (Ar-
1),128.6 (Ar-4), 128.8 (Ar-3',5'), 129.9 ( Ar-6',2’), 133.6 ( Ar-6), 137.1 ( Ar-
4%), 141.9 ( Ar-1"), 144.5 (Ar- 5), 147.9 (Ar-2), 166.4 (C=0, 2), 197.6 (C=0,
1).

AE: Calculado para CisH11Ns04: C, 55.39; H, 3.41; N, 21.53 %.

Encontrado: C, 55.38; H, 3.40; N, 21.52 %.
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5.2.4 Sintesis de 1,4-benzodiazepin-2-onas

Se disolvieron 1.7 x 10° mol de 2-azidoacetamido-benzofenona 78-82, y 2.1 x 107
mol de trifenilfosfina 83 en tolueno anhidro, a la mezcla de reaccion se le mantuvo en
agitacion y temperatura ambiente hasta la disolucion completa. Posteriormente la mezcla
se colocé a reflujo por una hora. Se eliminé el disolvente a presién reducida. El producto
puro se obtuvo por cromatografia en columna (SiO,) usando como eluyente mezcla 6:4
de hexano:acetato de etilo. Con esta metodologia se logré la obtencibn de los
compuestos 84-88, esquema 18.

N3
(0]
NH O
~ PPh; 83
X Tolueno
X1 X2

78 = X4=-Cl ; X, =-0-Cl
79 = X4=-Cl; x, = -0-F
80=X;=-Cl; X,=-H

81 =X4=-NO, ; X, =-m-Cl
82 = X4=-NO, ; X, =-H

Esquema 18
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COMPUESTO 84

Rendimiento: 62 % (0.329).
Aspecto fisico: Solido blanco.
Punto de fusion: 198-200°C.
IE: m/z.304, [M"]

COMPUESTO 85

Rendimiento: 75 % (0.37 g).
Aspecto fisico: Sélido blanco.
Punto de fusion: 79-81°C.

IE: m/z 288, [M"]

COMPUESTO 86

H O
N

Cl | =N

Rendimiento: 61 % (0.28 g)
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusién: 218-219°C.
IE: m/z 270. , [M']

UV-vis: MeOH, A (nm): 224, 216, 207.

IR: (KBr,cm'l): 1677, 1479,1438, 1390,1322,1188, 1119, 752, 723, 539.
RMN 'H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm): 4.39 (s, 2H, CHy), 7.04 (d,1H, Ar-6,
J= 2.4 Hz), 7.14 (d, 1H, Ar-9, J= 8.7 Hz), 7.36-7.39 (m, 1H, Ar-3’), 7.40-7.42
(m,1H, Ar-4), 7.43-7.45 (m,1H, Ar-5'), 7.50-7.52 (m,1H, Ar-8), 7.53-7.54
(m, 1H, Ar-6’), 9.70 (sa, 1H, NH).

RMN *C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 56.4 (CHy), 122.6 (Ar-9), 127.0 (Ar-
5'), 129.1 (Ar-5a), 129.2 (Ar-7), 129.3 (Ar-6), 130.2 (Ar-3'), 131.0 ( Ar-4’, Ar-
6'), 131.9 (Ar-8), 133.2 ( Ar-2), 136.6 (Ar-1'), 138.3 (Ar-9a), 169.4 (C=N),
171.3 (C=0).

AE: Calculado para CisHio Cl2N20: C, 59.04; H, 3.30; N, 9.18 %.
Encontrado: C, 59.03; H, 3. 31; N, 9.18 %.

UV-vis: MeOH, A (nm): 319, 229.

IR: (KBr,cm'l): 1686, 1612, 1481, 1361, 1326, 1218, 1014, 821, 748, 537.
RMN *H: (300 MHz, CDCls), 81 (ppm): 4.30 (s, 2H, CHy), 7.14 (d, 1H, Ar-3’,
J= 0.9 Hz), 7.18 (d, 1H, Ar-9, J= 1.2 Hz), 7.31 (d, 1H, Ar-5'), 7.34 (s, 1H, Ar-
6), 7.53-7.57 (m,1H, Ar-4), 7.57-7.62 (m, 1H, Ar-8), 7.62-7.66 (m, 1H, Ar-
6’), 9.64 (sa, 1H, NH).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 57.8 (CH,), 116.8 (Ar-3), 123.8 (Ar-
9), 125.3 (Ar-5'), 128.5 (Ar-1'), 128.7 (Ar-7), 129.3 (Ar-5a), 129.4 (Ar-6),
129.6 (Ar-8), 130.4 (Ar-6’), 132.4 (Ar-4’), 138,5 (Ar-9a), 162.9 (Ar-2') 166.4
(C=N), 170.5( C=0).

AE: Calculado para C1sH10CIFN2O: C, 62.40; H, 3.49; N, 9.70 %.
Encontrado: C, 62.41; H, 3.50; N, 9.68 %.

UV-vis: EtOH, A (nm): 228, 212, 207.

IR: (KBr,cm'l): 1682,1604,1478, 1357, 1232,1011, 817, 699, 536.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), dn (ppm): 4.27 (s, 2H, CHz), 7.29 (d, 1H, Ar-9,
J= 2.4 Hz), 7.37 (s,1H, Ar-6), 7.43-7.48 (m, 2H, Ar-6’,2’), 7.49-7.51 (m,1H,
Ar-4), 7.52-7.58 (m, 2H, Ar-5', 3), 7.61 (d, 1H, Ar-8, J= 2.7 Hz), 9.57 (sa,
1H, NH).

RMN 3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 57.7 (CHy), 123.8 (Ar-9), 128.2 (Ar-
7), 129.0 (Ar-5’, 3’), 129.3 (Ar-5a), 130.2 (Ar-6’, 2’), 130.9 (Ar-4’), 132.3 (
Ar-8), 139.7 (Ar-9a), 140.0 (Ar-1"), 169.6 (C=N), 171(C=0).

AE: Calculado para C15H11CIN2O: C, 66.55; H, 4.10; N, 10.35 %.
Encontrado: C, 66.53; H,4.11 ; N, 10.33 %.
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COMPUESTO 87

Rendimiento: 65 % (0.35 g)
Aspecto fisico: Solido amarillo
Punto de fusion: 208-210 °C.
IE: m/z 315, [M"]

COMPUESTO 88

H O
N

S
0

Rendimiento: 85 % (0.41 g)
Aspecto fisico: Sélido amarillo
Punto de fusion: 220-222°C.
IE: m/z 281, [M]

O,N

UV-vis: EtOH, A (nm): 254,242,206

IR: (KBr,cm'l): 3348, 1694, 1614, 1581, 1532, 1343, 1189, 1111, 887.

RMN *H: (200 MHz, CDCl3), 84 (ppm): 3.76, 4.91 (d, CHz, J=10.8 Hz), 7.38-
7.40 (m, 3H, Ar- 3,4'5'), 7.43 (d, 1H, Ar-9, J= 8.4 Hz), 7.61 (s, 1H, Ar-6),
8.19 (d, 1H, Ar- 6, J= 2.7 Hz), 8.41 (dd, 1H, Ar-8, J= 9.3 Hz, J= 3.0 Hz), 10.1
(sa, 1H, NH).

RMN *C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 57.2 (CHy), 122.2 (Ar-9), 126.2 (Ar-6),
127.4 (Ar-5a), 127.1 (Ar-8), 128.2 (Ar-5'), 128.9 (Ar-3), 130.6 (Ar-6', 4",
132.3 (Ar-2’), 138.4 (Ar-1'), 142.3 (Ar- 7), 144.2 (Ar-9a), 169.1 (C=N), 171.3
(C=0).

AE: Calculado para CisH10 CIN3O3: C, 57.06; H, 3.19; N, 13.31 %.
Encontrado: C, 57.05; H, 3.20; N,13.30 % .

UV-vis: EtOH, A (nm): 260, 244, 207.

IR: (KBr,cm'l):3350, 1692, 1612, 1533, 1483, 1337, 1187, 1118, 721, 696,
540.

RMN 'H: (200 MHz, CDCls), dn (ppm): 4.37 (s, CHy), 7.42-7.46 (m, 2H, Ar-
3, 5), 7.47-7.50 (m, 1H, Ar-4’), 7.51-7.54 (m, 2H, Ar-2’, 6’), 7.64 (d, 1H, Ar-
9, J= 1.5 Hz), 8.21 (d, 1H, Ar-6, J= 2.57 Hz), 8.32 (d,1H, Ar-8, J= 2.7 Hz),
10.15 (sa, 1H, NH).

RMN 3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 56.5 (CHy), 122.1 (Ar-9), 126.5 (Ar-
6), 127.4 (Ar-5a), 128.4 (Ar-3',5’), 128.5 (Ar-6’,2’), 128.6 (Ar-4’), 129.6 (Ar-
8), 138.0 (Ar-1'), 142.6 (Ar- 7), 144.0 (Ar-9a), 169.8 (C=N), 170.8 (C=0).
AE: Calculado para C15H11N303: C, 64.05; H, 3.94; N, 14.94 %.

Encontrado: C, 64.06; H, 3.93; N, 14.93 %.
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5.2.5 Sintesis de metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas]

Se disolvieron 7.9 x 10* mol de 1,4-benzodiazepin-2-ona 84-88 en metanol anhidro,
la mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion y temperatura ambiente hasta la disolucion
completa. Posteriormente se adicionaron 9.87 x 10 mol de metédxido de sodio 89 recién
preparado, manteniendo la reaccion bajo las mismas condiciones durante 30 minutos.
Transcurrido el tiempo se disminuy6 la temperatura a 10-12 °C para adicionar gota a gota
9.87 x 10® mol de metil bromoacetato 36, finalmente se mantuvo la reaccion a
temperatura ambiente por 4 horas. El producto puro se obtuvo por cromatografia en
columna (SiO,) usando como eluyente mezcla 6:4 de hexano: acetato de etilo. Con esta
metodologia se logré la obtencién de los compuestos 90-93, esquema 19.

Ne?® N
89, CH;0"Na* \ﬁ O
o » CH3
NN T ® i

MeOH o .
Q O g q
X 36

84= X,= -Cl ; X, = -0-Cl
85 = X;= -Cl; X, = -0-F
86= X;=-Cl; X,=-H o

Q
88 = X;=-NO, ; X, = -H O/ o/
E 0 E o

Esquema 19
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CoMPUESTO 90

O/
(0]
O

(k

N

Cl I =N

Rendimiento: 64 % (0.19 g).

Aspecto fisico: Soélido blanco
Punto de fusién: 113-114°C.
IE: m/z 376, [M"]

A

Cl

COMPUESTO 91

\

Rendimiento: 70 % (0.19 g)
Aspecto fisico: Sélido café claro
Punto de fusion: 114-115°C.

IE: m/z 360, [M"]

UV-vis: MeOH, A (nm): 222, 215, 208.

IR: (KBr,cm'l): 1748, 1677, 1479, 1438, 1390, 1322, 1188, 1119, 752, 723.
RMN 'H: (300 MHz, CDCls), 8x (ppm): 3.72 (s, 3H, -OCHz), 3.78,4.77 (d,
2H, CHa, J=11.5 Hz), 4.6 (s, 2H, CH>), 7.12 (d,1H, Ar-9, J= 8.7 Hz), 7.37 (d,
1H, Ar-6, J= 2.4 Hz), 7.42-7.45 (m, 1H, Ar-3’), 7.47-7.49 (m,1H, Ar-4’), 7.52-
7.53 (m,1H, Ar-5'), 7.55-7.58 (m,1H, Ar-8), 7.63-7.65 (m, 1H, Ar-6).

RMN *C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 50.1 (CHy), 52.5 (-OCHs), 56.8 (CHy),
122.8 (Ar-9), 127.0 (Ar-5'), 129.0 (Ar-5a), 129.2 (Ar-7), 129.3 (Ar-6), 130.2
(Ar-3"), 131.0 (Ar-4’, Ar-6’), 131.9 (Ar-8), 133.2 (Ar-2’), 136.6 (Ar-1’), 138.3
(Ar-9a), 169.4 (C=N), 171.3 (C=0, 1), 173.2 (C=0, 2).

AE: Calculado para C1gH14CI2N203: C, 57.31; H, 3.74; N, 7.43 %.
Encontrado: C, 57.30; H, 3.73; N, 7.44 %.

UV-vis: MeOH, A (nm): 323, 229, 209.

IR: (KBr,cm'l): 1751, 1689, 1614, 1483, 1359, 1326, 1218, 1014, 821, 745.
RMN 'H: (300 MHz, CDCl3), 84 (ppm): 3.76 (s, 3H, -OCHs), 3.89, 4.92 (d,
2H, CHy, J= 11.8 Hz), 4.53 (s, 2H, CHy), 7.05 (d, 1H, Ar-3’, J= 0.9 Hz), 7.18
(d, 1H, Ar-9, J= 2.4 Hz), 7.25 (d, 1H, Ar-5', J= 4.6 Hz), 7.43 (s, 1H, Ar-6),
7.45-7.48 (m,1H, Ar-4"), 7.67 (d, 1H, Ar-8, J= 1.8 Hz), 7.70 (d, 1H, Ar-6’, J=
1.8 Hz).

RMN 3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 49.7 (CH,), 52.6 (O-CHs), 56.5 (CHy),
116.4 (Ar-3’), 122.8 (Ar-9), 124.5 (Ar-5’), 126.6 (Ar-1’), 126.7 (Ar-5a), 130.4
(Ar-6), 131.3 (Ar-6’), 131.4 (Ar-7), 131.6 (Ar-8),132.4 (Ar-4’),140.2 (Ar-9a),
162.15 (Ar-2'), 166.0 (C=N), 168.7 (C=0, 1), 169.1 (C=0, 2).

AE: Calculado para C1gH14CIFN2O3: C, 59.93; H, 3.91; N, 7.76 %.
Encontrado: C, 59.91; H, 3.92; N, 7.75 %.
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COMPUESTO 92

Cl —N

Rendimiento: 58 % (0.16 g)
Aspecto fisico: Soélido blanco
Punto de fusién: 134-135°C.
IE: m/z 342, [M"]

COMPUESTO 93
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Rendimiento: 60 % (0.17 g)
Aspecto fisico: Sélido café claro
Punto de fusion: 120-121°C.

IE: m/z 353, [M]

UV-vis: MeOH, A (nm): 309, 227.

IR: (KBr,cm™): 1750, 1686, 1610, 1483, 1406, 1325, 1212, 822, 752,
698.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 81 (ppm): 3.71 (s, 3H, -OCHz), 3.87, 4.86
(dd, 2H, CHy, J= 10.8 Hz), 4.55 (s, 2H, CHy), 7.29 (d, 1H, Ar-9, J= 2.4
Hz), 7.43 (s,1H, Ar-6), 7.44-7.46 (m, 2H, Ar-6',2"), 7.48-7.50 (m,1H,
Ar-4’), 7.51-7.53 (m, 2H, Ar-5’, 3), 7.64 (d, 1H, Ar-8, J= 7.9 Hz).

RMN **C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 49.3 (CHy), 52.6 (O-CHa), 56.0
(CHy), 123.0 (Ar-9), 128.5 (Ar-5', 3), 129.1 (Ar-7), 129.7 (Ar-6’, 2,
130.1 (Ar-6), 130.5 (Ar-5a), 131.0 (Ar-4’), 131.9 (Ar-8), 137.7 (Ar-1),
141.3 (Ar-9a), 168.9 (C=N), 169.0 (C=0,1), 169.7 (C=0,2).

AE: Calculado para C1gH15CIN2O3: C, 63.07; H, 4.41; N, 8.17 %.
Encontrado: C, 63.06; H, 4.40; N, 8.15 %.

UV-vis: MeOH, A (nm): 263, 244, 207.

IR:(KBr,cm'l): 1749, 1698, 1615,1531, 1487, 1336, 1187, 1118, 721, 696,
540.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm): 3.75 (s, 3H, —OCHs), 4.22, 6.57 (d,
2H, CH, J= 9.4 Hz), 5.28 (s, 2H, CH2), 7.14 (d, 1H, Ar-9, J=2.2 Hz), 7.48-
7.50 (m, 2H, Ar-3, 5), 7.51-7.53 (m, 1H, Ar-4), 7.53-7.56 (m, 2H, Ar-2", 6),
8.10 (s, 1H, Ar-6), 8.14 (d,1H, Ar-8, J= 2.6 Hz).

RMN C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm):49.8 (CH,), 52.4 (-OCHa), 56.5 (CH.),
122.1 (Ar-9), 126.5 (Ar-6), 127.4 (Ar-5a), 128.4 (Ar-3',5'), 128.5 (Ar-6",2'),
128.6 (Ar-4’), 129.6 (Ar-8), 138.0 (Ar-1"), 142.6 (Ar- 7), 144.0 (Ar-9a), 169.8
(C=N), 170.8 (C=0, 1), 171.2 (C=0, 2).

AE: Calculado para C1gH15N30s: C, 61.19; H, 4.28; N, 11.89 %.

Encontrado: C, 61.17; H, 4.27; N, 11.87 %.
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5.3 CONJUGADOS DE RESORCINAREN-DENDRIMEROS
CON 1,4-BENZODIAZEPINAS

5.3.1 Conjugados de resorcinaren-dendrimeros G 1.0 con metilacetato [1,4-
benzodiazepin-2-onas]

Se disolvieron 9.2 x 10® mol de resorcinaren-dendrimero G 1.0 41 en una mezcla
metanol/benceno (4:1), se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente hasta su
disolucion completa, posteriormente se adicionaron 1.8 x 10* mol de metilacetato
1,4,benzodiazepin-2-ona 90 o 92 manteniendo la mezcla de reaccién a reflujo por 5 dias.
Terminada la reaccion se eliminé el exceso de disolvente, y el residuo se lavé con
metanol tres veces, finalmente el sélido fue secado a alto vacio por 24 hrs. Obteniendo los

compuestos 94 y 95, esquema 20.

/\U/ \/\
OWO
\/&O O\
/\T.\/%

MeOH/ Benceno
—N (6] O
X2 Q/
O R 44
R= -(CHy)10CH3, 41 90= X;= -Cl ; X, = -0-Cl 94= X;= -Cl ; X, = -0-Cl,R= -(CH)10CHs
92=X;=-Cl; Xz=-H 95= X;= -Cl ; Xp = -H, R= -(CH,)1oCHa,
Esquema 20
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COMPUESTO 94
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Rendimiento:84 %

Aspecto fisico:Solido blanco

Punto de fusién: > 300°C.
MS-MALDI: m/z 7411.55, [M]
UV-vis: MeOH, A (nm): 286, 218, 208.
IR:(KBr,cm™): 2926, 2865, 1749, 1675,
1542, 1480, 1390, 1108, 1055, 756.

COMPUESTO 95

Rendimiento: 85 %

Aspecto fisico: Solido blanco

RMN *H: (300 MHz, CDCls), &4 (ppm): 0.88 (t, 12H, CH3 J= 6.2
Hz), 1.25 (sa, 72H, CHy), 1.95 (an, 8H, CH), 3.02 (sa, 16H,
CHz-NH), 3.54 (s, 16H, CH,-N), 3.86, 4.80 (d, 32H, CH, Bz, J=
11.5 Hz), 4.35 (s, 16H, CH»-0), 4.63 (s, 32H, CH; Bz), 6.25 (s,
4H, Ar), 6.84 (s, 4H, Ar), 7.14 (d,16H, Ar-9 Bz, J= 8.7 Hz), 7.37
(d, 16H, Ar-6 Bz, J= 2.4 Hz), 7.45-7.49 (m, 16H, Ar-3' Bz),
7.52-7.56 (m, 16H, Ar-4 Bz), 7.57-7.59 (m,16H, Ar-5'Bz),
7.63-7.66 (m,16H, Ar-8 Bz), 7.70-7.72 (m, 16H, Ar-6'Bz).

RMN '3C:(75 MHz, CDCl), dc (ppm):14.1 (CHs), 22.7
(CH2), 29.4 (CHy), 29.7 (CH2), 29.8 (CH,), 31.9 (CH.), 34.5
(CH), 36.1 (CH2-NH), 40.9 (CH,-N), 52.3 (CH; Bz), 57.1 (CH2
Bz), 67.4 (CH,-0), 98.2 (Ar), 122.8 (Ar-9), 125.5 (Ar), 126.6
(Ar-5a), 127.0 (Ar-5'), 127.8 (Aripso), 129.2 (Ar-7), 129.4 (Ar-6),
130.1 (Ar-3), 131.0 (Ar-4’, Ar-6’), 131.4 (Ar-8), 133.2 ( Ar-2’),
137.4 (Ar-1'), 138.3 (Ar-9a), 156.4 (Ar-O), 167.2 (C=N, C=0
Bz), 168.3 (C=0, 2), 169.3 (C=0, 1).

AE: Calculado para Cz76H336Cl3N4g04g: C, 60.79; H,
4.56; N, 9.05 %.

Encontrado: C, 60.78; H, 4.55; N, 9.05 %.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), dn (ppm): 0.82 (s, 12H, CHs), 1.03
(s, 40H, CHy), 1.25 (s, 40H, CHy), 3.21 (sa, 16H, CH.>-NH),
3.38 (sa, 16H, CH,-N), 3.70 (s, 16H, CH»-0), 3.9, 4.8 (d, 32 H,
CH,, Bz, J=10.8 Hz), 4.6 (d, 32H, CH; Bz, J=4.8 Hz), 7.09 (an,
4H, Ar), 7.14 (sa, 4H, Ar), 7.26 (d, 16H, Ar-9 Bz, J= 2.4 Hz),
7.32-7.35 (m, Ar-2’, 6’ Bz), 7.41-7.45 (m, 16H, Ar-3’, 5 Bz),
7.49-7.51 (m, 16H, Ar-4' Bz), 7.53-7.56 (m. 16H, Ar-6 Bz),
7.58-7.60 (m, 16H, Ar-8 Bz).

RMN '*C: (75 MHz, CDCly), 8¢ (ppm):14.1 (CHs), 22.8
(CHa), 29.5 (CHy), 29.8 (CH,), 29.9 (CH.), 30.2 (CHy), 32.1
(CH2), 34.7 (CH), 37.2 (CH2-NH), 40.1 (CH2-N), 52.9 (CH. Bz),
56.6 (CH, Bz), 67.5 (CH2-O), 123.8 (Ar, Ar-9 Bz), 126.3 (Ar-
ipso, Ar-5a Bz), 128.4 (Ar-6 Bz), 128.6 (Ar-3', 5’ Bz), 128.7 (Ar-
2’6’ Bz), 128.9 (Ar-7 Bz), 130.6 (Ar-8 Bz), 131.3 (Ar-4’ Bz),
138.4 (Ar-1’), 141.6 (Ar-0O), 142.5 (Ar-9a Bz), 169.6 ( C=N, C=0
Bz), 169.8( C=0 Bz), 169.9 (C=0,1).
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Punto de fusion: > 300°C. AE: Calculado para Cz76H35,Cl16N4gO04g: C, 65.66; H,
MS-MALDI: m/z 6903.17, [M+Na]". 5.16; N.9.77 %.
UV-vis: MeOH, A (nm):281, 206. Encontrado: C, 65.68; H, 5.17; N,9.76 %.

IR:(KBr,cm™):2927, 2864, 1749, 1672, 1545,
1499, 1286, 1106, 1055, 759

5.3.2 Conjugados de resorcinaren-dendrimeros G2.0 con metilacetato [1,4
benzodiazepin-2-onas]

Se sigui6 la metodologia empleada para la obtencién de los conjugados con
dendrimeros de primera generacion, haciendo los calculos pertinentes para la formacion
de conjugados con dendrimeros de segunda generacién, unidos a 32 moléculas de
benzodiazepinas, esquema 21. En este caso se usaron los resorcinaren-dendrimeros G
2.0 45 y 46, con las derivados 1,4 benzodiazepinicos 90-92, se obtuvieron cuatro
conjugados, 96-99.

f
{

HoN NH O
NH
\NH 00 /J ‘\( Oi
- 1 O ° o
o
N
© N Nﬂo V( xr\lh& f N Y ‘\‘
S 8 o} N N/Wof o]
5 o iL o) MeOH/ Benceno HN NH
coy T = f
X{ eN 4
" bod
RI1a
R= -(CH,),CgHs, 45 90= X,= -Cl ; X, = -0-Cl
(CH10CHs, 46 sga% s -ccll; ot 96= X;= -Cl ; X, = -0-Cl, R= -(CHy)
=X1=-Cl; Xz =+ = X;=-Cl ; X5 = -0-Cl, R=-(CHy),0CHg

97 = X3=-Cl; X; = -0-F,R=-(CH,),CgHs,
98= X3= -Cl ; X; = -H,R=-(CH,),C¢Hs
99= X;=-Cl; X, =-0-Cl, R=-(CH,),CgHs,

Esquema 21
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COMPUESTO 96

Rendimiento: 87 %

Aspecto fisico: Sélido café claro
Punto de fusion: >300°C.
MS-ESI: m/z 13673.24, [M']

COMPUESTO 97
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Rendimiento: 92 %

Aspecto fisico: Sélido café claro

UV-vis: MeOH, A (hnm): 285, 227, 206.

IR: (KBr,cm‘l): 3100, 3070, 2864, 1705, 1673, 1686, 1545,
1483, 1408, 1286, 1106, 1055, 822, 759.

RMN *H:(300 MHz, CDCls), 8 (ppm):0.77 (s, 12H, CHs), 1.12
(s, 40H, CHy), 1.15 (s, 40H, CHy), 2.25 (sa, 16H, CH2-N), 2.77
(sa, 32H, CH»-C=0), 2.92 (sa, 32H, N-CHy), 3.29 (sa, 48H,
CHa-NH), 3.27 (sa, 32H, CH-N), 3.77, 4.72 (d, 64 H, CH, Bz,
J= 10.8 Hz), 4.49 (sa, 16H, CH»-O), 4.44 (d, 64H, CH,, Bz
J=3.3 Hz), 7.29-7.41 (m, 16H, Ar- 2, &', Bz), 7.18 (d, 32H, Ar-
9, Bz, J= 3.3 Hz), 7.48 (d, 32H, Ar-6 Bz, J= 1.8 Hz), 7.51 (s,
32H, Ar-8 Bz).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 14.3 (CHs), 22.8 (CHy),
29.5 (CHy), 29.8 (CHa), 29.9 (CHy), 30.2 (CH,), 32.1 (CH>),
34.0 (CH), 49.0 (CH2-C=0), 49.3(CH,-NH), 49.5 (CH), 49.8
(CH2-NH), 50.2 (CH2-N), 50.5 (CH2-N), 52.7 (N-CH,, CH,-Bz),
56.4 (CH2-Bz), 56.7 (CH2-O), 96.4 (Ar), 122.6 (Afipso), 123.0
(Ar, Ar-9 Bz), 128.6 (Ar-3',5’ Bz), 129.6 (Ar-6 Bz) 130.2 (Ar-
2',6' Bz), 130.4 (Ar-7 Bz), 131.0 (Ar-8 Bz), 131.9 (Ar-4’ Bz),
138.1 (Ar-1" Bz), 142.8 (Ar-9a Bz), 169.2 (C=N, C=0 Bz),
169.4 (C=0, 3, 2), 169.9 (C=0,1).

AE: Calculado para Cr28HsgsClz2N112096: C, 63.93; H, 5.07; N,
11.47 %.

Encontrado: C, 63.93; H, 5.06; N, 11.46 %.

UV-vis: MeOH, A (nm):322, 261, 229, 206.
IR:(KBr,cm™):3026, 2849, 1751, 1663, 1537, 1499, 1444,
1302, 1280, 1195, 1102, 1052, 764,705.

RMN 'H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm):2.30 (sa, 8H, CH.),
2.72 (sa,8H, CHy), 2.8 (sa, 16H, CH-N), 3.02 (s, 32H, CH.-
NH), 3.18 (s, 32H, CH,-N), 3.20 (sa, 32H, CHx-N), 3.32 (s,
32H, CH,-N), 3.92, 4.82 (d, 64H, CH Bz, J= 10.8 Hz), 4.56
(sa, 16H, CH»-0), 4.62 (s, 64H, CH»-Bz), 6.43 (s, 4H, Ar),
7.11 (s, 4H, Ar), 7.12-7.13 (m, 32H, Ar-3’ Bz), 7.15 (d, 32H,
Ar-9 Bz, J= 2.4 Hz), 7.17 (d, 8H, Ar-2,6), 7.28-7.32 (m, 4H, Ar-
4), 7.34 (m, 1H, Ar-5' Bz), 7.46(s, 4H, Ar), 7.51-7.55 (m, 32H,
Ar-4' Bz), 7.60 (d, 32H, Ar-6 Bz, J= 1.8 Hz), 7.62-7.64 (m,
32H, Ar-6’ Bz).

RMN "3C:(75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 29.4 (CHy), 31.6 (CH>),
40.6 (CH2-NH), 41.8 (CH2-NH), 45.4 (CH,-N), 51.7 (CHy, Bz),
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Punto de fusién: >300°C.
MS-ESI: m/z 14048. 506, [M']

COMPUESTO 98

©
o S5 N o
) kgv\i)&c e j_f % O;N o
BT B I,
COOINHoHNo ﬂ NF/YJ
<45 AL T
N“‘% ) ~ /\/\f“w“\nj(
WATY L ! i %N
Kxﬂ ) e oy
O~ °
. o' & SOt
f / . LIS
PolAS R
LU R
gnaT Y2 Lo
?:TO é“’ /,/ ol 3 \4 O{NLN
o R I ey
T H I
5%

Rendimiento: 89 %

Aspecto fisico: Sélido café claro

Punto de fusion: > 300°C.

MS-MALDI: m/z 13,472.80, [M"]

UV-vis: MeOH, A (nm): 227, 218, 207.

IR: (KBr,cm™):3397, 2953, 2928, 2854, 1750,
1685, 1609, 1483, 1406, 1324, 1211, 821, 752,
698.

52.4 (CH2-N), 56.0 (CH.-Bz), 56.3 (CH,-C=0), 67.2 (CH-0),
116.2 (Ar-3' Bz), 123.1 (Ar-9 Bz), 123.7 (Aripso), 124.5 (Ar),
126.0 (Ar-1" Bz), 126.2 (Ar-5a, Bz), 128.3 (Ar), 128.5 (Ar),
130.4 (Ar), 130.6 (Ar-6’ Bz), 130.9 (Ar-8 Bz), 132.6(Ar-4’),
139.9 (Aripso), 140.6 (Ar-9a Bz), 157.9 (Ar-O), 158.6, 169.5
(Ar-2° Bz), 166.9 (C=N, Bz),166.9 (C=0, Bz), 169.0 (C=0,
Bz), 169.2 (C=0, 1, 2).

AE: Calculado para C716Hs00Clz2F32N1120096:C,61.20; H,4.30;
N,11.16 %.

Encontrado: C, 61.19; H, 4.31; N, 11.17 %.

RMN *H: (300 MHz, CDCls), 84 (ppm):2.38 (sa, 8H, CHy),
2.61 (sa,8H, CHy), 2.8 (sa, 16H, CH>-N), 3.05 (s, 32H, CH,-
NH), 3.12 (s, 32H, CH2-NH), 3,20 (sa, 32H, CH»-C=0), 3.41
(sa, 32H, CH,-NH), 3.9, 4.77 (d, 64H, CH,, J= 10.8 Hz), 4.54
(sa, 16H, CH,-0), 4.60 (d, 64H, CH,-Bz, J= 4.8 Hz), 4.80 {(t,
4H, CH, J= 7.0 Hz), 6.43 (s, 4H, Ar), 6,50 (s, 4H, Ar), 7.10-
7.20 (m, 20H, Ar), 7.27 (d, 1H, Ar-9 Bz, J= 2.4 Hz), 7.33 (s,
2H, Ar-6’.2’ Bz), 7.36 (s,1H, Ar-5', 3’ Bz), 7.45-7.50 (m, 2H,
Ar-4’ Bz), 7.54 (d, 1H, Ar-6 Bz, J= 2.4 Hz), 7.60 (d, 1H, Ar-8
Bz, J= 6.9 Hz).

RMN *C: (75 MHz, CDCl3), 8¢ (ppm): 29.8 (CHy), 29.9 (CHy),
34.5 (CH), 37.8 (CH2-NH), 40.1(CH2-N), 52.8 (CH,-Bz, CH,-
N), 56.4 (CHz- C=0, CH,-Bz), 67.2 (CH,-0), 101.2 (Ar), 123.2
(Ar-9 Bz), 123.5 (Ar), 126.1 (Ar-5a, Bz), 128.5 (Ar), 128. 8,
(Ar), 129.8 (Ar-5', 3’ Bz), 130.4 (Ar-6’, 2', 4’ Bz), 130.8 (Ar-7-
Bz), 131.2 (Aripso), 131.3 (Ar-6 Bz), 132.4 (Ar-8 Bz), 138.3 (Ar.
1" Bz), 141.4 (Arpso), 142.3 (Ar-9a, Bz), 157.9 (Ar-O), 169.5
(C=0 Bz, C=N),169.7 (C=0, 2 Bz), 170.1 (C=0, 1).

AE: Calculado para Cr716He32Cl32N1120g6: C, 63.82; H, 4.73;
N,11.64.%

Encontrado: C, 63.81; H, 4.74; N, 11.65.%
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COMPUESTO 99
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Aspecto fisico: Sélido blanco

Punto de fusién: > 300°C.

MS-MALDI: m/z 14561.70, [M+Na"].

UV-vis: MeOH, A (nm): 281, 261, 220, 208.
IR: (KBr,cm'l):3026, 2934, 2849, 1748, 1677,
1628, 1535, 1476, 1390, 1188, 1119, 1056
752, 723.

RMN *H: (300 MHz, CDClg), d4 (ppm):2.38 (sa, 8H, CHy),
2.61 (sa, 8H, CHy), 2.25 (sa, 16H, CHx-N), 2.77 (sa, 32H,
CH»-C=0), 2.92 (sa, 32H, N-CHy), 3.29 (sa, 48H, CHx-NH),
3.27 (sa, 32H, CHx-N), 3.77 (d, 32H, CH; Bz, J= 10.8 Hz),
4.49 (sa, 16H, CH,-0), 4.44 (d, 32H, CH. Bz, J=3.3 Hz), 4.72
(d, 64 H, CHz Bz, J= 10.8 Hz), 6.43 (s, 4H, Ar), 6.50 (s, 4H,
Ar), 7.10-7.20 (m, 20H, Ar), 7.29-7.41 (m, 16H, Ar- 2', 6", Bz),
7.18 (d, 32H, Ar-9 Bz, J= 3.3 Hz), 7.48 (d, 32H, Ar-6 Bz, J=
1.8 Hz), 7.51 (s, 32H, Ar-8, Bz).

RMN *°C:(75 MHz, CDCls), 8¢ (ppm):14.3 (CHs), 22.8 (CH>),
29.5 (CHy), 29.8 (CH.), 29.9 (CHy), 30.2 (CHy), 32.1 (CH>),
34.0 (CH), 49.0 (CH,-C=0), 49.3 (CH2-NH), 49.5 (CH), 49.8
(CH2-NH), 50.2 (CH2-N), 50.5 (CH2-N), 52.7 (N-CH,, CH,-Bz),
56.4 (CH2-Bz), 56.7 (CH2-0), 96.4 (Ar), 122.6 (Aripso), 123.0
(Ar, Ar-9 Bz), 128.6 (Ar-3, 5’ Bz), 129.6 (Ar-6 Bz) 130.2 (Ar-
2', 6' Bz), 130.4 (Ar-7 Bz), 131.0 (Ar-8 Bz), 131.9 (Ar-4' Bz),
138.1 (Ar-1" Bz), 142.8 (Ar-9a Bz), 169.2 (C=N, C=0 Bz),
169.4 ( C=0, 3, 2), 169.9 (C=0,1).

AE: Calculado para Cr16Hs00ClsaN112NaOge: C, 58.90; H, 4.14;
N, 10.74 %.

Encontrado: C, 58.93; H, 4.18; N, 10.76 %.
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El disefio y sintesis de nuevos materiales con diversas aplicaciones en las diferentes
areas de la ciencia, se ve influenciado por las caracteristicas fisico-quimicas de
determinados grupos funcionales en la estructura quimica del compuesto sintetizado. En
particular, para la obtenciobn de dendrimeros con elevados pesos moleculares y una
estructura globular perfectamente bien definida, es necesario considerar los grupos
funcionales presentes en las ramificaciones los cuales les atribuyen ciertas propiedades
fisico-quimicas, asi como el uso de un centro o ndcleo multifuncional que permita la
sintesis de los dendrimeros sin que se presenten impedimentos estéricos. Para lograr
este objetivo en el presente trabajo se emple6 como nudcleo del dendrimero a los
resorcinarenos, macromoléculas ciclicas que permiten obtener dendrimeros libres de
impedimentos estéricos.

Cada uno de los compuestos obtenidos en las diferentes etapas de sintesis fueron
caracterizados y elucidados por las técnicas espectroscépicas de RMN de *H y *C, FTIR,
UV-vis, asi como por espectrometria de masas y analisis elemental, los datos
espectroscopicos se encuentran reportados en el capitulo 5. A continuaciéon solo se
describe el andlisis de resultados de cada una de las etapas de sintesis, con un ejemplo

detallado de alguno de los compuestos sintetizados.

6.1 OBTENCION DE RESORCINAREN-DENDRIMEROS

6.1.1 Obtencion del nucleo o centro dendritico

La sintesis de los dendrimeros se realizé a través del método divergente, por lo que
la sintesis se inici6 con la obtencion de los nucleos 6 centros dendriticos; los
resorcinarenos (compuestos 34 y 35). Los macrociclos se obtuvieron mediante una
reaccibn en una sola etapa a través de la reaccion del resorcinol 31 con
hidrocinamaldehido 32 o dodecanaldehido 33, en medio &cido, esquema 22.

La conformacién de los macrociclos en la sintesis de los resorcinarenos depende del
tamafio o volumen del aldehido y de las condiciones de reaccion como son la
temperatura, el disolvente empleado, etc. En este trabajo, se utilizaron aldehidos de
cadena larga para hacer la reaccidn estereoselectiva y asi obtener solamente el

estereoisdmero rccc.
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OH
HO OH HCI "o
. RCHO ——»
EtOH, A
R= ‘(CH2)2C6H5, 32 R
31 -(CH5)10CH3, 33 4

R= '(CH2)2C6H5, 34, 95 %
~(CH,);,CH, 35, 98 %

Esquema 22. Sintesis de los macrociclos 34 y 35

Los compuestos 34 y 35 fueron caracterizados inicialmente por resonancia magnética
nuclear y en la figura 38 se muestra el espectro de RMN *H del compuesto 34, en donde
se pueden observar una sefal ancha a 2.52 ppm asignados a los metilenos del grupo
etilo, un triplete a 4.33 ppm que corresponde al metino puente con una constante de
acoplamiento J= 6.8 Hz, dos singuletes a 6.25 y 7.04 ppm que corresponden a los
protones aromaticos del macrociclo, es decir al protdén orto a los grupos hidroxilo y el
protdén orto a los metinos puente, respectivamente. Un multiplete de 7.10-7.31 ppm que
fue asignado a los protones aromaticos del anillo bencénico que se encuentra en la parte
inferior del macrociclo, y finalmente a 7.45 ppm la sefial que corresponde a los grupos
hidroxilo del macrociclo.

,—7.118

—7.107
6.251
3.300

,—3.308
\_3.291

™-7.041

——7.311
\\

“/

/
| . )
___.._J\/J f wwq \WA‘M;J Sosicoa

T
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 38. Espectro de RMN *H del macrociclo 34
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Por otra parte en el espectro de RMN 'H del compuesto 35, se observaron dos
sefales anchas a 0.9 y 1.28 ppm asignadas a los metilos y metilenos de la cadena
alifatica; a 4.25 ppm un triplete asignado al metino puente con una constante de
acoplamiento J= 7.0 Hz, a 4.58 ppm un singulete correspondiente a los hidroxilos del
macrociclo y finalmente a 6.20 y 7.17 ppm dos singuletes asignados a los protones
arométicos del macrociclo, figura 39.

3.308
3.300
3.292

4.586

i

x:_:}
f-f

™~
-
°
o
3

7 § 5 4 3

Figura 39. Espectro de RMN 'H del macrociclo 35

De acuerdo a los resultados obtenidos en resonancia magnética nuclear RMN *H de
los compuestos 34 y 35 en donde se observo Unicamente la presencia de dos singuletes
para los protones de los anillos aromaticos y por otra parte un triplete asignado al proton
de los metinos puente del anillo macrociclico, es podemos llegar a la conclusién de que
los macrociclos presentan la conformacién de corona tipo rccc, misma que garantiza la

ausencia de impedimento estérico en la construccion de los dendrimeros.
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Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccién para la formacion del macrociclo, tal como lo sugieren
Weinelt y Schneider® involucra la formacién de oligémeros que desaparecen en gran
medida al final de la reaccion, ya que la reaccién de condensacion es reversible en las
condiciones utilizadas, esquema 23. La ciclacion répida esta relacionada con su
conformacion, de acuerdo a calculos realizados con mecénica molecular, se pliega
rapidamente, como consecuencia de la habilidad para formar puentes de hidrégeno entre
los grupos hidroxilo del fenol con las unidades adyacentes del resorcinol. De acuerdo a

reportes previos® al emplear aldehidos de alto peso molecular, el anillo del macrociclico

/@ + R-COH
HO

OH

adquiere la conformacion de corona.

R= -(CH,),CgHs, 32
<(CH3)10CH3, 33

polimeros
superiores

34,35

Esquema 23. Formacion de los resorcinarenos 34 y 35
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6.1.2 Obtencion de los resorcinaren-dendrimeros G 0.5

Se realiz6 la funcionalizacién de los ocho grupos hidroxilos de los compuestos 34 y
35, mediante una O-alquilacién con metil bromoacetato 36 en medio basico, dando como
resultado la formacion de ocho grupos ésteres en la parte superior de los macrociclos;

compuestos 37 y 38, esquema 24.

o/ O
o) %O
HO OH © o o
- /\[( ~ K,CO,
—_—
o) Acetona
R R 4

4

36
R= '(CH2)2C6H5, 34 R= ‘(CH2)2C6H5, 37, 93 %
-(CH4)1oCHa, 35 -(CH,)10CHj3, 38, 95 %

Esquema 24. Sintesis de los resorcinaren-dendrimeros de generacién 0.5

Los compuestos 37 y 38 fueron caracterizados inicialmente por espectroscopia de
infrarrojo. En la figura 40 se muestra el espectro de infrarrojo del compuesto 37, en donde
se observan a 2923 y 2852 cm™ las bandas caracteristicas a las vibraciones C-H de los
metilos y metilenos de las cadenas alifaticas unidas al metino puente del macrociclo,
ademas de las sefiales en 1443, 1377 y 719 cm™. Por otra parte en 1763 cm™ se observa
la sefial que corresponde al C=0 de los grupos esteres que se encuentran en la parte
superior del macrociclo, finalmente en 1588 y 680 cm™ las sefiales que corresponden a

C=C de los anillos aromaticos.

En el espectro de la figura 40 se puede observar la ausencia de sefiales anchas en
aproximadamente 3300-3500 cm™, caracteristicas de los grupos —OH libres de los anillos
fendlicos, confirmando de esta forma que se llevd a cabo la O-alquilacion en todos los

hidroxilos del macrociclo.

111 |Pagina



I ~NALiSIS DE RESULTADOS

o
o
VA N
| [
o
8 [ [ " AY
| Mol [ 1]
| M |
[ [
[ | | AN ) e
| | n VR
& |
° | RN | B
| | & | ©
| oo | LI | | & 2
| | | | ItV fo B ¢
| A | | v | ox o ©
= | | | | o oo 2 B
s R | || | ‘ “‘ | @ ~
) | v
3 I g 3 | | |8 8
8 P 9 e s o
g | ] [ g 8| (.1 g
8 | | ©o ||~ ‘\‘H
£E3 | 11 & || |
2 [ |} \[ | |
H | ‘ \ w ||l 5 “
£ [ | S
VI Il 818 i
Q ;‘\\ I\ = | 1] i
! | | 16 I (1
\\L [} '3 “ |
< NS
ks 3 RN
2 ([ ! % AR S EE
] IR 8 s el
e R = S Jigl+
Il g I~ - v"—’“"co“
& | e
= | v ,“_‘\"\
@ | | |
V % 2,
o
! o g
©o
8 2 §¢F
g o
&
i3
~N
T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Figura 40. Espectro de infrarrojo del resorcinaren-dendrimero 38

La obtenciébn del compuesto 38, fue confirmada por espectrometria de masas
mediante ionizacion por MALDI TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI),
time-of-flight (TOF)). En la figura 41 se muestra el espectro de masas, en el que se
observa el pico a 1705 m/z, correspondiente al ibn molecular mas 23 unidades de masa,

es decir el compuesto 43 se encuentra formando un aducto con un cation de sodio,

+
[M+Na]".
/ \
o o)
f() ()%
Matriz ac. indolacrilico % g
= -
= 800
- 1525.229
s
e —
|
|
600
|
|
|
400 [ N
1704 m/ z, [M+ Na]
1704.303
|
200 ; ‘
k ||
T ,L 1583.190 il
1453.244 . | i | 1777.204
i i i‘L { {
pedl i 't . sl . LR T :
e e oy Dol ST A s i K S metet e =
1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 m/z

Figura 41. Espectro de masas, ionizacién por MALDI-TOF del compuesto 38
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Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccién para la formacion de los compuestos 37 y 38, se describe
brevemente en el esquema 25, el cual se inicia con una reaccion acido-base de los
compuestos 34 o 35 con K,COs3, que origina la formacion de iones fendxido y bicarbonato
de potasio, el i6n fendxido realiza un ataque nucleofilico via Sy2 al halogenuro de alquilo
secundario con la respectiva eliminacién del ibn bromuro, obteniendo como productos de
reaccion el KBr y los compuestos 37 o 38 monoalquilados. Por otra parte el fenoxido libre
realiza el ataque nucleofilico a otra molecula de metil bromoacetato para obtener el anillo
aromatico dialquilado y el KBr, quedando en la periferia del macrociclo ocho grupos

HO OH +KO OK* +KO OW/_\ O
+ KO, ——» +  KHCO, — > + Bf‘)/\ﬂ/
0
4

esteres que pueden ser nuevamente funcionalizados.

R 4 R 4 R

34,35
KBr

\O 0 O/

Q
0 %O \()/U\/CB>r (go
Yoo
o 0 +KO.
] = [T
R 1y

R
4

37,38

Esquema 25. Mecanismo de reaccion para la formacién de los compuestos 37 y 38

6.1.3 Obtencidén de resorcinaren-dendrimeros G 1.0

Los resorcinaren-dendrimeros de generacién 0.5, se usaron como materia prima para
la obtencion de los resorcinaren-dendrimeros de primera generaciéon (G1.0), a través de
una amonolisis de los ésteres terminales con etilendiamina 39 en metanol, a reflujo. Con
esta reaccion se obtuvieron los compuestos 40 y 41, esquema 26. Los compuestos 40 y

41 se obtuvieron con rendimientos del 93 y 95 % respectivamente.
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NH, HzN

o) o HN NH
(@] 0} (@]
/\/NH2 Metanol 0
+ H,N >
39
R 4

R 4
R= -(CH,),CeHs, 37 R= -(CH,),CgHs, 40, 93 %
~(CHg)10CHg, 38 ~(CH2)10CHa, 41, 95 %

Esquema 26. Sintesis de los dendrimeros de generacion 1.0

Los compuestos 40, 41 fueron caracterizados inicialmente por espectroscopia de
infrarrojo (IR), en la figura 42 se muestra el espectro del compuesto 40, en donde ademas
de la sefal del grupo carbonilo amida, se observan las bandas de absorcion del grupo
NH, 6 NH alrededor de 3400 cm™, también las bandas de absorcién de C-H de los anillos
aromaéticos del macrociclo en 3062 y 2936 cm™, asi como la de C=C en 1499 y 1444 cm™,
finalmente las bandas de absorcion de los metilenos en 2864, 1189 y 700 cm™.

Mediante espectroscopia de infrarrojo se puede confirmar la formacién completa de
los grupos ésteres en amidas, ya que el grupo carbonilo de las amidas esta desplazado a
frecuencias bajas, por ejemplo la banda de absorcion del grupo carbonilo de amida de los
compuesto 40 y 41 aparece en 1675 cm™, mientras que el grupo carbonilo de los ésteres
en los compuestos 37 y 38 aparecen en 1761 y 1763 cm™, respectivamente lo que indica

gue todos los grupos ésteres fueron transformados en amidas.
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Figura 42. Espectro de Infrarrojo del compuesto 40

Por otra parte el compuesto 40 fue caracterizado por RMN *H, en el espectro figura
43 de se pueden observar tres sefiales anchas a 0.86, 1.21 y a 1.95 ppm asighadas a los
metilos y metilenos de la cadena alifatica; a 2.90 ppm una sefial ancha correspondiente a
los grupos CH,-NH,, a 3.40 ppm un singulete asignado a los protones de los grupos CH,-
NH, a 4.58 ppm un singulete correspondiente a los grupos CH,-O, 4.71 ppm un triplete
asignado al metino puente con una constante de acoplamiento J= 7.0 Hz., a 5.89 ppm una
sefal ancha correspondiente a los protones del grupo NH, y finalmente a 6.49 y 7.25 ppm

dos singuletes asignados a los protones aromaticos del macrociclo.

'ﬁ'1 | ‘
. IlulzI |\’| |I

Figura 43. Espectro de RMN de "H del compuesto 40 en CDCl,
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Mecanismo de reaccion

En el esquema 27 se describe brevemente el mecanismo de reaccién. La formacion

de la amida se lleva a cabo mediante una sustitucién nucleofilica en el grupo acilo de los

ésteres que se encuentran en los brazos dendriticos del macrociclo, el mecanismo se

inicia con el ataque nucleofilico de la amina primaria al carbono electrofilico del carbonilo,

gue genera la formacion de un intermediario tetraédrico, con carga negativa en el oxigeno

y carga positiva en el nitrégeno cuaternario, posteriormente el oxigeno del carbonilo cede

un par de electrones para formar la doble ligadura del carbonilo y generar la eliminacion

del grupo metoxilo, finalmente el grupo metoxilo

abstrae un protéon de la amina

cuaternaria, obteniendo los productos deseados 40-41 y metanol, véase esquema 27.

HoN
@ (OF; 39
\OJ/AR H’Lo/
H N/\/NHz o o HzN/\/H
2
R
3738 4
o
H  _NH,
N H
2
CH3OH + O™ P°
R
4041 4

T H
R
14
o
o Ao
"N
HN™ > 7DH P
H o} o) H
CH50© ©OCH,

4

Esquema 27. Mecanismo de reaccion para la formacion de los compuestos 40 y 41
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6.1.4 Obtencion de resorcinaren-dendrimeros G 1.5

La obtencién de los resorcinaren-dendrimeros de generacion 1.5 se llevé a cabo
mediante una reaccion tipo Michael, a través de la reaccion de los compuestos 40 y 41
con acrilato de metilo 42 en metanol, esquema 28. Los productos de reaccion 43 y 44,

fueron obtenidos en rendimientos del 80 y 85 % respectivamente.

z " ?ﬂf

o RSN
veoH j@%

/\ﬁ/g\/\
O\/n\
(@)
Q
N (@)
4
(@]

R 14 4
R=-(CH,),CgHs, 40 R= -(CH,),CgHs, 43, 80%
~-(CH3)10CH3, 41 -(CH,)1oCHs, 44, 85 %

Esquema 28. Sintesis de los resorcinaren dendrimeros de generacion 1.5

La obtencién del compuesto 43, se corroboré mediante resonancia magnética nuclear
'H y '3C. En el espectro de RMN de *C de la figura 44, en la region de 32.2 a 70.0 ppm
se observan las sefiales asignadas a los metilenos del brazo dendritico y de la cadena
alifatica unida a los metinos puentes del macrociclo; por ejemplo: a 37.1 ppm se observa
la sefal asignada a los grupos -CH»-NH, a 49.2 ppm la sefial correspondiente al grupo -
CH>-N, y a 68.4 ppm la sefial asignada a los grupos O-CH,-, en esta region también se
encuentran los metinos puente en 34.2 ppm y la sefal asignada a los metoxilos terminales
en 51.5 ppm. De la regiébn de 100-155 ppm las sefiales asignadas a los protones
aromaticos del macrociclo y de los anillos aromaticos de la parte inferior del dendrimero,
finalmente a campo bajo se encuentran las sefiales asignadas a los grupo C=0, a 167.9
ppm la correspondiente al carbonilo de la generacion 0.5, y a 172.9 ppm el carbonilo

terminal que corresponde a la generacion 1.5.
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Figura 44. Espectro de RMN 3¢ del resorcinaren-dendrimero G 1.5 compuesto 43

Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccion, para la formacion de los compuestos 43 y 44 inicia con la
adiciéon de la amina primaria al carbono B del compuesto carbonilico a,B-insaturado,
seguido de la abstraccion de un proton del disolvente por el carbono a del compuesto a,B-
insaturado, finalmente la base conjugada del disolvente abstrae un proton de la amina
cuaternaria, obteniendo como producto la amina mono-sustituida. Con la repeticion de los

pasos descritos anteriormente se obtienen las aminas di-sustituidas, esquema 29.
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Esquema 29. Mecanismo de reaccion para la obtencidon del resorcinaren-dendrimero de

generacion 1.5
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6.1.5 Obtencidn de resorcinaren-dendrimero G 2.0

Los dendrimeros de segunda generacion se obtuvieron empleando la metodologia
descrita para los dendrimeros de primera generacion; es decir mediante la reaccion de los

compuestos 43 0 44 con etilendiamina 39 a reflujo en metanol, esquema 30.

o e
P ?;ﬂ h? ?{ﬂo
g2 .

R Metanol R

NH,

NH,

R= -(CH,),C¢Hs, 43
<(CH3)10CH3, 44 R= -(CH,),CgHs, 45, 89 %
(CH,)10CH3, 46, 90 %

Esquema 30. Sintesis de los resorcinaren-dendrimeros G 2.0

Los compuestos 45 y 46 fueron caracterizados por las diferentes técnicas
espectroscopicas, a forma de ejemplo en la figura 45 se muestra el espectro de
resonancia magnética nuclear de carbono del compuesto 46. En el espectro se observa
una sefial asignhada a los metilos terminales de la cadena alifatica a 14.1 ppm, en la region
de 22.7 a 31.2 ppm se observan las sefiales asignadas a los metilenos de la cadena
alifatica unida al metino puente del macrociclo, a 34.0 ppm se encuentra la sefial asignada
al metino puente, de la regiéon de 37.0 a 69.0 ppm se observan las sefales asignadas a
los metilenos de los brazos dendriticos, el metileno unido a oxigeno se observa a 68.9
ppm, en la region de 96.0 a 156.0 ppm se encuentran las sefales asignadas a los
protones aromaticos del macrociclo y finalmente a 169.2 y 173.7 ppm las dos sefiales

correspondientes a los grupos carbonilicos de los brazos dendriticos.
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Figura 45. Espectro de RMN 3¢ del compuesto 46, resorcinaren-dendrimero G 2.0, en cloroformo-
metanol

La obtencién del compuesto 46, fue confirmada por espectrometria de masas
mediante ionizaciéon por MALDI-TOF. En la figura 46 se muestra el espectro de masas,
en el que se puede observar un pico a 3768.623 m/z, correspondiente al ibn molecular del
compuesto 46 mas 23 unidades de masa, que corresponde al aducto formado entre el

compuesto 46 y un catién de sodio, [M + Na]".
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Figura 47. Espectro de MS-MALDI del compuesto 46, resorcinaren-dendrimero G 2.0
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Con base en los resultados obtenidos mediante resonancia magnética nuclear de *H,
3C, FTIR, UV-vis, espectrometria de masas, asi como anélisis elemental, se concluye que
se obtuvieron satisfactoriamente los resorcinaren-dendrimeros con ramificaciones tipo
poliamidoamina de primera y segunda generacion y que los resorcinarenos usados como

nucleos o centros dendriticos conservan su conformacion de corona tipo rccc.

6.2 OBTENCION DE 1,4-BENZODIAZEPIN-2-ONAS

Entre las alternativas sintéticas para la obtencién de las 1,4-benzodiazepinas que han
sido reportadas en la literatura, es el uso de acidos 2-aminobenzoicos y sus derivados, 6
bien derivados de 2-aminobenzofenona'’® como precursores para la formacion del anillo
1,4-benzodiazepinico, tal como se muestra en el andlisis retrosintético del esquema 31.
Por otra parte, entre los métodos de preparacion'’® de 2-aminobenzofenonas se encuentra
la reaccién de reactivos de aril-Grignard con 2-nitro 0 2-aminobenzaldehidos, asi como la
reaccion de Friedel y Crafts de derivados del acido antranilico con compuestos arilo o bien
la acilacién de Friedel y Crafts para anilinas sustituidas, siendo esta Ultima la metodologia

empleada en el presente trabajo.

La sintesis de los derivados de 2-aminobenzofenona se llevd a cabo mediante la
reaccion de acilacién de Friedel y Crafts en fase heterogénea, usando como acido de
Lewis el cloruro de zinc anhidro 47, seccion 6.2.1. La seleccién de esta metodologia se
debe a que previamente se realizaron algunas pruebas en el proceso de sintesis, como el
uso de diferentes acidos de Lewis; tal como el cloruro de zinc 47, tricloruro de aluminio
100, y o6xido de zinc 101, cabe sefialar que para estos ensayos solo se usaron tres
cloruros de benzoilo (50, 55 y 56) y las dos p-nitroanilinas (48 y 49), tal como se muestra

en el esquema 32.

175a) N. Blazevic, F. Kajfez; J. Heterocycl. Chem. 1971, 8, 845; b) T. Sugasawa, M. Adachi, T. Toyoda; K.

Sasakura, J. Heterocycl. Chem. 1979, 16, 445; c) J. L. Castro, H. B. Broughton, M. G. N. Russell, D. Rathbone,
A. P. Watt, R. G. Ball, K. L. Chapman, S. Patel, A. J. Smith, G. R. Marshall, V. G. Matassa, J. Med. Chem. 1997,
40, 291; d) A. Nadin, J. M. Sanchez-Lépez, A. P. Owens, D. M. Howells, A. C. Talbot, T. Harrison, J. Org. Chem.
2003, 68, 4582; e) A. G. Griesbeck, W. Kramer, J. Lex, Synthesis, 2001, 1159.

7®D. A. Walsh, Synthesis, 1980, 677.
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Esquema 31. Andlisis retrosintético para la obtencion de 1,4-benzodiazepinas

En el esquema 32 se observa que el uso de AICl; 100 y ZnO 101 como &cidos de
Lewis, que conllevan a la produccién directa de la amida correspondiente con
rendimientos alrededor del 90 %. Otra alternativa que se planteo, fue proteger a la anilina
mediante la formacion de la amida con el cloruro de benzoilo correspondiente y
consecutivamente someterla al proceso de acilacion con el ZnCl, para obtener la 2-
aminobenzofenona, sin embargo la formacién de la amida no permitié que dicha acilacién
se llevara a cabo. Por lo que la Unica via que generé los compuestos deseados fue el uso
de ZnCl, anhidro como catalizador, haciendo énfasis en que dicho catalizador debe usarse
totalmente anhidro, ya que de no ser asi, la minima cantidad de humedad lleva a la

produccién directa de la amida correspondiente.

NH, O
A. ZnCl, anhidro, 47 | X
X
X2
X1
NH, o
NH, O
7 Cl B. AICI,, 100
+ b |
XN — —F— O 0
C.Zn0, 101
X1 A. ZnCl,, 47 X,
50 = X, = -0-Cll X
48=X,=-Cl B5-x s oF 103= X;= Cl, X,= -0-C, 90 % !
49=X,= -NO, 56=X, = -H 104= X4= Cl, X,= -p-F, 94 %

105= X;= Cl, X,= -H, 92%
106= X;= NOy, X,= -0-Cl, 93%
107= X;= NO, Xo= -p-F, 94 %
108= X;= NO, Xo= -H, 95 %

Esquema 32. Uso de diferentes catalizadores en la obtencion de 2-aminobenzofenonas
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Las amidas 103-108 obtenidas mediante las reacciones descritas en el esquema 32,
fueron caracterizadas mediante el uso de las diferentes técnicas espectroscopicas, para
confirmar su estructura quimica. Cabe resaltar que del compuesto 108 se lograron crecer
cristales en una disolucion de diclorometano-acetona, por lo que se confirmé la estructura
guimica mediante el estudio de difraccion de rayos X, figura 48.

En la figura 48 se puede observa el arreglo molecular del empaque cristalino y la
celda unitaria. En el empaque cristalino se observa la formacion de puentes de hidrégeno

intermoleculares entre el oxigeno del grupo nitro y el hidrogeno de la amida, con una

distancia de enlace de 2.238 A°.

Figura 48. a) Arreglo molecular y b) empaque cristalino y unidad de celda del compuesto 107.
Longitud de enlace (A°): CI(1)-C(2) 1.740(3), C(1)-C(7) 1.505(3), N(1)-C(7) 1.346(3), N(1)-C(8) 1.409(3),
N(2)-C(11) 1.457(3). Angulo de enlace (°): N(1)-C(7)-C(1) 113.6(2), C(7)-N(1)-C(8) 129.2(2), O(1)-C(7)-N(1)
125.0(2)

6.2.1 Obtencidn de 2-aminobenzofenonas

De acuerdo a lo descrito previamente, los derivados de 2-aminobenzofenona se
obtuvieron a través de una acilacién de Friedel y Crafts catalizada por cloruro de zinc
anhidro 47, en fase heterogénea de la p-cloroanilina 48 o p-nitroanilina 49 con los
cloruros de benzoilo sustituidos en las posiciones orto (50,51), meta (52,53) y para
(54,55), con cloro o flaor respectivamente, asi como con el cloruro de benzoilo sin sustituir
56, esquema 33. Mediante este metodologia se obtuvieron 11 derivados de 2-
aminobenzofenona con rendimientos que van del 18 al 78 %, siendo los compuestos
sustituidos en X;= NO, los que presentan los rendimientos mas bajos, en un rango del 18-
30 %.

124 | Pagina



I ~NALiSIS DE RESULTADOS

NH2 O NH2 O
ZnCl, , 47
= | Cl NN
+ X /\/
X3
X5
X4 X4
48 = X4=-Cl 50 = X, =-0-Cl 57= X4= Cl, Xo=-0-C, 75 %I
o 51=x, = -0F 58= X,= Cl, Xo= -0-F, 78 %
49 =X4=-NO, 52 = X, = -m-Cl 59= X,= Cl, X,= -m-Cl, 42%
53 = X, = -m-F 60= X,= Cl, Xo= -m-F, 48%
54 = X, = -p-Cl 61= X4= Cl, Xo= -p-Cl, 38%
55 =X, = -p-F 62= X4= Cl, Xo= -p-F, 45 %
56 = X, = -H 63= X,= Cl, Xo= -H, 68%

64= X;= NO,, X= -0-F, 30%
65= X4= NOy, Xo= -m-Cl, 18 %
66= X;= NOy, Xo= -m-F, 24 %
67= X4= NOy, Xo= -H, 20 %

Esquema 33 Sintesis de 2-aminobenzofenonas

Inicialmente las 2-aminobenzofenonas fueron caracterizadas por espectroscopia de
infrarrojo, ya que mediante esta técnica se puede diferenciar facilmente entre la
produccién de 2-aminobenzofenonas o las amidas correspondientes. Dado que las
aminas primarias presentan dos bandas de absorcion =3500 y 3400 cm™ mientras que las
amidas presentan una sola banda de absorcién en la region de 3500 y 3350 cm™ otra
peculiar diferencia entre este tipo de moléculas es la banda de absorcion del grupo C=0,
la banda de absorcién del carbonilo de amidas aparece = 1650 cm™ mientras que la
correspondiente a las cetonas se encuentran a frecuencias mas altas, en =1720 cm™. De
forma representativa en la figura 49 se muestra el espectro de infrarrojo del derivado de 2-
aminobenzofenona 61, en donde claramente se pueden observar las sefales
correspondientes a la amina primaria en 3426 y 3321 cm™, asi como la banda de
absorcion correspondiente al carbonilo de cetona en 1691 cm™.
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Figura 49. Espectro de infrarrojo del compuesto 61, derivado de 2-aminobenzofenona

Por otra parte en la figura 50 se muestra el espectro de masas que se obtuvo a través
de la ionizacion electrénica del compuesto 63. En dicho espectro de masas se pueden
observar como picos importantes: al ibn molecular [M]™ de 231 m/z (98%), el pico base
con 230 m/z (100%), que corresponde a la pérdida de [M-1]", el pico con 233 m/z (65%)
gue corresponde a [M+2]" referente a la contribucién isotépica del cloro, se observa
también el pico que corresponde a la ruptura alfa al carbonilo del anillo A con 154 m/z
(60%), y el pico correspondiente a la ruptura alfa al carbonilo del anillo B con 105 m/z
(58%), finalmente el pico correspondiente al cation tropilium con 77 m/z (59%), sefial
caracteristica de la presencia de aromaticos.
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Figura 50. Espectro de masas mediante ionizacion electrénica del compuesto 63, derivado de 2-

aminobenzofenona

Mecanismo de reaccion

El mecanismo reaccién de la acilaciéon de Friedel y Crafts se inicia con la formacion
de un complejo entre el cloruro de acilo y el cloruro de zinc, la pérdida del i6n tricloruro de
zinc origina la formacién del i6n acilio, este i6n acilio actia como electréfilo rapidamente
con la anilina sustituida en posicién —para, originando el producto de acilacion, seguida de
una desprotonacién que restablece la aromaticidad. El producto de la acilacién es una
cetona, en el que el grupo carbonilo tiene electrones no enlazantes que forman un
complejo con el ZnCl,, por lo que la adicién de agua hidroliza este complejo dando lugar a

la 2-aminobenzofenona libre, esquema 34.
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Esquema 34. Mecanismo de reaccién para la formacién de 2-aminobenzofenonas
6.2.2 Obtencion de 2-bromoacetamidobenzofenonas
Se realiz6 la formaciéon de amidas con las 2-aminobenzofenonas 57-67 y el bromuro

de bromoacetilo 68 en éter anhidro, de acuerdo al esquema 35, mediante esta reaccion se

obtuvieron 8 derivados de 2-bromoacetamidobenzofenonas 69-76, con rendimientos del

68 al 90%.
Br.
B (0]
r
NH, O Br/\"/ NH O
N o 68 X
X éter %

X4 2 X4 2
57= X4= Cl, Xo=-0-Cl 69= X,= Cl, Xo=-0-Cl, 68 %
68= X4= Cl, Xo= -0-F 70= X4= Cl, Xo=-0-F, 90 %
59= Xy= Cl, Xo=-m-Cl 71= X4= Cl, Xo=-m-Cl, 82 %
60= X4= Cl, Xo= -m-F 72= X4= Cl, Xo= -m-F, 80 %
63= X4= Cl, Xo= -H 73= X4= Cl, Xo= -H, 85 %
65= X;= NOj, Xp= -m-Cl 74= X1= NO,, X= -m-Cl, 68 %
66= X;= NOy, Xp= -m-F 75= X1=NOy, Xo=-m-F, 76 %
67= X1: NOZ, X2: -H 76= X1: NOz, X2: -H, 88 %

Esquema 35. Sintesis de las 2-bromoacetoamidobenzofenonas
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Todas las 2-bromoacetoamido-benzofenonas fueron caracterizadas los las técnicas
espectroscopicas 'H, *C, IR, UV-vis, espectrometria de masas y anélisis elemental, en el
caso del compuesto 69 se lograron crecer cristales de la calidad necesaria para realizar
estudios de difraccion de rayos-X. En la figura 51 se muestra el arreglo molecular y el
empagque cristalino, asi como la celda cristlina; en donde se puede observar la formacion
de puentes de hidrégeno intramoleculares entre N(1)-H(1)...0(1); 1.93(3) A y N(1)-
H(1)...Br(1); 2.48(3) A, ademas de un arreglo cristalino por la formacion de puentes de
hidrogeno N(1)-H(1)...O(1) y las interacciones Br(1)...Br(1). Por otra parte, los enlaces
formados entre el carbonilo y los anillos arométicos presentan una diferencia de enlace de
0.03 A, siendo el de mayor longitud de enlace el formado entre el (C7)-(C1’), esta
diferencia se puede atribuir a que el anillo B presenta una mayor torsion que el anillo A,
de acuerdo a los angulos formados entre (C7)-(C1')-(C6), 117.3 (3) y C(2)-C(1)-C(7)
122.4(3); a su vez los enlaces C-Cl presentan una diferencia de enlace de 0.012 A, siendo

el de mayor longitud el formado entre el (C5)-(ClI1) presente en el anillo A de la estructura.

Figura 51.a) Arreglo molecular del compuesto 69, b) Empaque cristalino y unidad de celda del
compuesto 69. Longitud de enlace (A): CI(1)-C(5) 1.741(3); CI(2)-C(2") 1.729(4); O(1)-C(7)
1.210(4); C(1)-C(7) 1.475(4); C(7)-C(1") 1.505(4); Br(1)-C(9) 1.920(3). Angulos de enlace (°):C(1)-
C(7)-C(1) 121.0(3); C(2)-C(1)-C(7) 122.4(3); C(6")-C(1)-C(7) 117.3(3), N(1)-C(8)-C(9) 116.8(3);
C(8)-C(9)-Br(1) 117.7(2)
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6.2.3 Obtencidn de 2-azidoecetamidobenzofenonas

A partir de los derivados de 2-bromoacetamidobenzofenona se realiz6 la sustitucion
del bromo por el grupo azida, esta sustitucién se realizé con la finalidad de adicionar el
nitrégeno faltante para la formacién del anillo 1,4-benzodiazepinico. La obtencion de los
derivados 2-azidoacetamidobenzofenona fue mediante el calentamiento a reflujo de los
derivados de 2-bromoacetamidobenzofenona en etanol anhidro y azida de sodio 77,
esquema 36. Con esta metodologia se obtuvieron los compuestos 78-82 con rendimientos
del 75 al 95%.

Br. N;
O o]
NH O NH O Cl
NaN;, 77
N > N
/\ EtOH \
X X2 X4 X2
69= X;= Cl, Xp= -0-Cl 78= X4= Cl, Xo= -0-Cl, 79 %
70= X4= Cl, Xo= -0-F 79= X4= Cl, Xo= -0-F, 81 %
73= X4= Cl, Xo= -H 80= X4= Cl, Xo= -H, 80 %
74= X4= NOy, Xo= -m-Cl 81= X4= NO,, Xo= -m-Cl, 95 %
76= X1= NOZ, X2= -H 82= X1= NOz, X2= -H, 90 %

Esquema 36. Sintesis de las 2-azidoecetamidobenzofenonas

Del compuesto 78, se lograron crecer cristales de la calidad necesaria para realizar
estudios de difraccién de rayos-X. En la figura 52 se muestran dos arreglos moleculares
a) y b). En ambos arreglos se puede observar la formacion de puentes de hidrégeno
intramoleculares entre el N(1)-H(1)...0(1), 1.965(19) A y el N(5)-H(5A)...0(3), 1.94(2) A
con una diferencia de 0.025 A de longitud de enlace, diferencia que se puede atribuir a la
diferencia que existe entre los angulos formados entre O(1)-C(7)-C(2), 122.3(2) y el O(3)-
C(17)-C(12), 122.8(2), por otra parte la orientacion del grupo azida en el arreglo molecular
b), permite la formacién de puentes de hidrégeno entre N(5)-H(5A)...N(6), 2.19(2) A
ademas de existir diferencias significativas entre los enlaces N(2)-N(3), 1.269(4) A y N(6)-
N(7) 1.216(4) A asi como en los enlaces N(3)-N(4) 1.090 A y N(7)-N(8) 1.122(5) A.
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Al realizar una comparacion entre los enlaces C-Cl del compuesto 69 y 78 se observa
que tienen mayor longitud de enlace los formados en el anillo A, para el compuestos 69 y
el arreglo molecular b), mientras que en el caso del arreglo molecular a) el de mayor
longitud es el formado en el anillo B. Finalmente en el empaque cristalino, solo el arreglo
molecular a), participa en la formacion de la unidad de celda, figura 53.

Figura 52. Arreglo molecular a y b del compuesto 78. Longitud de enlace (A): C(2)-C(7) 1.476(3);
C(12)-C(17) 1.472(3); N(1)-C(1) 1.400(3); N(5)-C(11) 1.398(3); N(2)-C(9) 1.456(4); N(6)-C(19)
1.458(4); N(2)-N(3) 1.269(4); N(6)-N(7) 1.216(4); N(3)-N(4) 1.090(4); N(7)-N(8) 1.122(5); CI(1)-C(4)
1.735(3), CI(3)-C(14) 1.747(3); Cl(2)-C(2") 1.742(2); Cl(4)-C(8") 1.726(3). Angulos de enlace
(°):C(6)-C(1")-C(7) 118.1(2); C(12")-C(7')-C(17) 118.4(3); O(1)-C(7)-C(2) 122.3(2); O(3)-C(17)-C(12)
122.8(2)

Figura 53. Empaque cristalino y unidad de celda del compuesto 78
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Ademés también se obtuvieron cristales del compuesto 82 en una disolucion acetona-
diclorometano, En la figura 54 se puede observar un solo arreglo molecular, en donde la
orientacion del gupo azida se encuentra contraria al grupo carbonilo, en este arreglo
también se observa la formacion de puentes de hidrogeno entre N(1)-H(1)...0(1), 1.93 (4)
Ay N(1)-H(1)...N(3), 2.35 (4) A. Las longitudes de los enlaces formados entre los anillos
aromaticos y el grupo carbonilo C(1)-C(7) 1.493 (5) Ay C(7)-C(8) 1.488 (5), con un
angulo entre C(8)-C(7)-C(1) de 120.5 (3) grados, finalmente en la unidad de celda solo se

observan la formacion de puentes de hidrogeno intramolecular.

Figura 54. a) Arreglo molecular y b) Empaque cristalino y unidad de celda del compuesto 82.
Longitud de enlace (A): C(1)-C(7) 1.493 (5); C(7)-C(8) 1.488 (5); N(2)-C(5) 1.463(5); N(1)-C(2)
1.405(4); N(3)-C(15) 1.531(6); N(3)-N(4) 0.967(4); N(4)-N(5) 1.149 (7). Angulo de enlace (°): C(8)-
C(7)-C(1) 120.5 (3); C(6)-C(5)-N(2) 119.0 (4); N(1)-C(2)-C(1) 118.5 (3); C(14)-C(15)-N(3) 116.5 (3)

A continuacién se describe brevemente el mecanismo de reaccién para la formacion

de las azidoacetamidobenzofenonas.
Mecanismo de reaccion
El mecanismo de reaccion procede via Sy2 en el que el i6n azida realiza el ataque

nucleofilico al halogenuro de alquilo secundario, generando la eliminacion del iobn bromuro

el cual forma inmediatamente una sal con el contra catién de la azida, esquema 37.
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Esquema 37. Mecanismo de reacciébn para la formacion de los derivados 2-

azidoacetamidobenzofenona

6.2.4 Obtencion de 1,4-benzodiazepin-2-onas

De acuerdo al andlisis retrosintético del esquema 31; el anillo 1,4-benzodiazepinco se
puede obtener a partir de la ciclacion directa entre un derivado de 2- aminobenzofenona y
glicina. Esta prueba se realizé con el clorhidrato del éster de glicina 109 y el derivado de
2-aminobenzofenona 67 en piridina anhidra a reflujo por 72 h. llevando a cabo
satisfactoriamente la formacion del anillo 1,4-benzodiazepinico con un rendimiento del
30%, esquema 38. En el esquema 38 también se describe el cierre del anillo a partir del
intermediario bromado 76 en una mezcla de NHs/ CH;OH 1:1 a temperatura ambiente por
72 h. con un rendimiento global del 16%, finalmente en el mismo esquema se muestra la
ruta sintética empleada en el presente trabajo, que involucra la formacion de dos
intermediarios antes de la cicliacién intramolecular tipo Wittig con trifenilfosfina en tolueno
anhidro, dicha ruta sintética da un rendimiento global del 48%. Esta ruta de sintesis fue
seleccionada por tener un rendimiento global superior al de las otras dos alternativas,
aunado a una eficiencia mayor en la obtencién del producto deseado y menor tiempo de

reaccion.
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Esquema 38. Alternativas sintéticas para la obtencién del anillo 1,4-benzodiazepinico

Por lo anterior es que los derivados 1,4-benzodiazepinicos se obtuvieron mediante la
ciclizacion intramolecular tipo aza-Wittig a partir de los derivados de 2-
azidoacetamidobenzofenonas vy trifenil fosfina 83, obteniendo satisfactoriamente cinco

derivados 1,4-benzodiazepinicos 84-88 con rendimientos del 62 al 85 %, esquema 39.

_ PPhy 83 Xi N
\ Tolueno Z

X2
78=X4=-Cl ; X, = -0-Cl 84 = X,=-Cl; X, =-0-Cl, 62 %
79 = X4=-ClI; x, = -0-F 85 = X4=-Cl; xo = -0-F, 75 %
80=X,=-Cl; X, =-H 86=X,=-Cl; X, =-H,61%
81 = X;=-NO, ; X, =-m-Cl 87 = X4=-NOy ; X, =-m-Cl, 65 %
82 = X;=-NOy ; X, =-H 88 =X;=-NOy; X, =-H, 85 %

Esquema 39

134 |Pagina



I ~NALiSIS DE RESULTADOS

Del compuesto 84, se lograron crecer cristales en una mezcla diclorometano-acetona
de la calidad necesaria para realizar estudios de difraccién de rayos-X. En la figura 55 se
puede observar la conformacion de bote del anillo 1,4-benzodiazepinico, Sin embargo en
el empaque cristalino figura 56, se observan dos diferentes arreglos a) y b); en el primero
se observa que existe la formacion de puentes de hidrégeno intermolecular entre N(1)-
H(1)...0(1), 2.002(11) A; por otra parte en el arreglo b) no existe la formacién de puentes
de hidrégeno, sino la interaccion CI---Cl, pero Unicamente con los cloros que se
encuentran enlazados al anillo A. En el arreglo molecular cabe mencionar que la
formacion del heptaciclo, modifica el &ngulo formado por los dos carbonos aromaticos y
el carbono del carbonilo proveniente de los arreglos moleculares a y b del compuesto 78,
con angulos de 119.7 y 120.1 respectivamente, al formar el enlace imina N(4)-C(5), el
angulo formado entre C(5A)-C(5)-C(1"), 117.4(2) en el compuesto 84 se ve disminuido
dicho angulo, también la longitud del enlace que se forma con el anillo C entre el C(5)-
C(1), 1.494(3) A, se ve disminuido.

Figura 55. Arreglo molecular del compuesto 84. Longitud de enlace (A): C(5)-C(5A) 1.484(3); C(5)-
C(1) 1.494(3); N(4)-C(5) 1.277(3); CI(1)-C(7) 1.736(3); CI(2)-C(2) 1.728(3); N(1)-C(9A) 1.408(3);
N(1)-C(2) 1.350(3). Angulos de enlace (°):C(5A)-C(5)-C(1) 117.4(2); N(4)-C(5)-C(5A) 126.3(2),
C(1)-C(2)-CI(2) 119.0(2), C(2)-N(1)-C(9A) 127.1(2).
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Figura 56. Empaque cristalino a) y b) del compuesto 84, con su respectiva unidad de celda.

Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccion para la ciclacion intramolecular se inicia con la union de la
trifenilfosfina al N1 de la azida que conlleva a la elimicacién de N,71 y la formacion del iluro
de fosforo, el cual puede realizar el ataque nucleofilico al carbono electrofilico del
carbonilo y llevar a la formacion de la doble ligadura C=N ademas de la eliminacion del

oxido de trifenilfosfina, esquema 40.

)K/ *®* KP/NQN@ )K/
O HN NN=NO O HN 0 HN N=R

2

w . HKQ
os0r, SO XPQ e
5 G0 @

Esquema 40. Mecanismo de reaccién de la ciclizacién intramolecular, para la obtencion del anillo
1,4-benzodiazepinico
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6.2.5 Obtencion de metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas]

Finalmente al N1 del anillo 1,4-benzodiazepinico se le realizé una reaccion de N-
alquilacion con metil bromoacetato 36, esto se logr6 al hacer reaccionar las
benzodiazepinas con metdxido de sodio 89, para abstraer el proton unido al N1
generando asi un nucledfilo mas fuerte que pudiese atacar al halogenuro de alquilo
secundario y de esta forma obtener el producto deseado, esquema 41. Mediante esta

metodologia se obtuvieron los compuestos 90-93, con rendimientos del 58 al 70%.

N
\i o 89, CH;0'Na" \i
N _—

X — N Br —N
. + MeOH X
=z | % z |
X 36 X\
X5 X,
84= X,=-Cl ; X, = -0-Cl 90= X;=-Cl ; X5, =-0-Cl, 64 %
85 = X;=-Cl; X, =-0-F 91 = X;=-Cl; X, =-0-F, 70%
86= X]_: -Cl ; X2 =-H 92= X1= -Cl ) X2 =-H, 58%
88 = X]_: 'N02 ) X2 =-H 93 = X1: 'N02 ) X2 = 'H, 60%

Esquema 41.

Del compuesto 92 se lograron crecer cristales en una disolucion de metanol-
benceno. En la figura 57a, se puede observar el arreglo molecular, en donde el anillo 1,4-
benzodiazepinico conserva la conformacion de bote, en donde los dngulos formados entre
C(11)-C(5)-C(12) es de 118.83(17) (°); y N(4)-C(5)-C(11) es de 124.53(17) (A) y el angulo
formado entre C(2)-N(1)-C(10) es de 123.91(16) grados. Con base en los datos de
difraccién de rayos-X del derivado de la 1,4-benzodiazepina 84, estos angulos se ven
disminuidos, posiblemente por la presencia del metilacetato en posicion axial en el N(1).
En la figura 57b se muestra al empaque cristalino en donde se observa que las moléculas
de benzodiazepina se encuentran de forma lineal con el anillo A orientado hacia arriba, sin

ningun tipo de interacciones.
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Figura 57. a. Arreglo molecular y. b. Empaque cristalino y unidad de celda del compuesto 97.
Longitud de enlace (A): N(1)-C(18) 1.458(3); N(1)-C(2) 1.367(3); N(4)-C(5) 1.272(2); C(5)-C(11)
1.486(3); C(5)-C(12) 1.499(3); CI(1)-C(7) 1.736(2) . Angulos de enlace (°): C(11)-C(5)-C(12)
118.83(17); N(4)-C(5)-C(11) 124.53(17); C(2)-N(1)-C(10) 123.91(16); C(2)-N(1)-C(18) 115.44(17).

Con base en los resultados obtenidos mediante resonancia magnética nuclear de *H,
1BC, FTIR, UV-vis, espectrometria de masas, analisis elemental y los estudios de
difraccién de rayos-X se puede concluir que se realizé de forma satisfactoria la sintesis de
los derivados 1,4-benzodiazepinicos a partir de los derivados de 2-aminobenzofenonas,
mediante una metodologia eficiente que genera buenos rendimientos de los productos
deseados.

Una vez obtenidos los resorcinaren-dendrimeros de primera y segunda generacion
asi como los derivados de las 1,4-benzodiazepinas se procedié a realizar el acoplamiento

para la obtencion de los conjugados.
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6.3 OBTENCION DE LOS CONJUGADOS DE RESORCINAREN-DENDRIMEROS
CON 1,4-BENZODIAZEPINAS

6.3.1 Conjugados de resorcinaren-dendrimeros G 1.0 con metilacetato [1,4-
benzodiazepin-2-onas]

La formacién de los conjugados con el resorcinaren-dendrimero de primera
generacién 41, con los derivados 1,4-benzodiazepinicos 90 y 92, se llevé a cabo mediante
la disolucion de los compuestos 41 y 90 6 92 en metanol:benceno 4:1, a reflujo por 5 dias,
esquema 42. Mediante esta metodologia se obtuvieron los conjugados 94 y 95, con

rendimientos del 84 y 85 % respectivamente.
& A7

? O Y

i O )

o TN} A Ao
3
.

ZOX

(
NH,  HoN \NY
g 8 O

N
O, / H
HN NH ?‘O
o o]
N
O K MeOH/ Benceno
(@) O + X1 —N
O X2 ﬁ%/

41=R= -(CH2)10CH3 90= X;=-Cl ; X5 = -0-Cl 94= X;= -Cl ; X, = -0-Cl,R= -(CH,)19CH3, 84 %
92=X;=-Cl; Xz=-H 95= X;=-Cl; X5 = -H, R= -(CH,),oCHg, 85%

o

4

Esquema 42. Sintesis de los conjugados de primera generacion 94 y 95

El compuesto 94, fue caracterizado inicialmente por resonancia magnética nuclear de
protdn, en la figura 58 se muestra el espectro correspondiente, en donde se observan a
campo alto las sefiales a 0.88, 1.25 y 1.95 ppm que corresponden a la cadena alifatica
unida al metino puente del macrociclo, seguida de las sefales asignadas a los metilenos
del brazo dendritico de la regiéon de 3.02 a 4.35 ppm, en la region de 3.86 y 4.80 ppm se
observan dos dobletes que corresponden al metileno del anillo 1,4-benzodiazepinico

ambos con una constante de acoplamiento de J= 10.9 Hz, en 4.63 ppm se observa otro
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doblete que corresponde al metileno unido al N1 del anillo 1,4-benzodiazepinico, con una
constante de acoplamiento de J= 4.8 Hz, en la region aromatica se encuentran las
sefiales de 6.25 y 6.84 ppm que corresponden a los protones aromaticos del macrociclo y
finalmente de la region de 7.14 a 7.72 ppm las sefales asignadas a los protones

arométicos de la benzodiazepina.

Figura 58. Espectro de RMN 'H, del compuesto 94.
La obtenciébn del compuesto 94 fue confirmado por espectrometria de masas,

mediante ionizacion por MALDI-TOF, en el espectro se observa el pico con 7411.25 m/z

gue corresponde al iobn molecular, figura 59.
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Figura 59. Espectro de masas-MALDI-TOF del compuesto 94

]

6.3.2 Conjugados de resorcinaren-dendrimeros G 2.0 con metilacetato [1,4-
benzodiazepin-2-onas]

Para la obtencion de los conjugados con dendrimeros de segunda generacion, se
siguio la metodologia empleada para los dendrimeros de primera generacién, esquema
43. En esta ocasion se realiz6 la formacion de conjugados con los dos diferentes tipos de
dendrimeros de segunda generacion 55 y 56; y el uso de tres diferentes derivados 1,4-
benzodiazepinicos 90-92. Mediante dicha metodologia se obtuvieron cuatro conjugados
96-99, con rendimientos del 87 al 92 %.
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O X1 O Xy
o S
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R1a4
R=-(CH,),C¢Hs, 45 90= X;=-Cl ; X, = -0-Cl
-(CH2)10CH3, 46 91 = X;= -Cl; X, = -0-F
92=X;=-Cl; X, =-H 96= X;= -Cl ; X3 = -0-Cl, R= -(CH2)10CH3, 87 %

97 = X;= -ClI; X, = -0-F,R= -(CH,),CgHs, 92%
98= X;= -Cl ; X5 = -H,R= -(CH,),CeHs 89 %
99= X;= -Cl ; X, = -0-Cl, R= -(CH,),CgHs, 87%

Esquema 43

De forma representativa en la figura 60 se muestra el espectro de RMN del
compuesto 97, conjugado formado con el resorcinaren-dendrimero 45 con el derivado
benzodiazepinico 91. En el espectro se puede observar a campo alto las sefiales a 2.30 y
2.72 ppm que corresponden a las sefales asignadas a los metilenos de las cadenas
alifaticas unidas a los metinos puentes del macrociclo, de la region de 2.8 a 3.32 ppm se
encuentran asignadas las sefiales de los metilenos de los brazos dendriticos unidos
principalmente a NH o N, mientras que a 4.56 ppm se encuentra la sefial asignada a los
metilenos unidos a oxigeno; a 3.92 y a 4.82 ppm se observan dos dobletes con
constantes de acoplamiento de J= 10.8 Hz que corresponden al metileno del anillo 1,4-
benzodiazepinico, a 4.62 ppm se encuentra la sefial asignada al metileno unido al N1 del
anillo 1,4-benzodiazepinico, en la regién aromatica se encuentran las sefiales asignadas a
los protones aromaticos del anillo macrociclico en 6.43 y 7.11 ppm vy finalmente de la
region de 7.12 a 7.64 ppm se encuentran las sefiales asignadas a los protones aromaticos

del anillo 1,4-benzodiazepinico y del anillo bencénico unido al metino puente.

142 |Pagina



ANALISIS DE RESULTADOS

40 23] = 4] 100 120 140 150
[T B |

20

o

T T
ppm

Figura 60. Espectro de RMN *

dedrimero 45 y la 1,4-benzodiazepina 91.

del compuesto 97, conjugado formado con el resorcinaren-

En la figura 61 se muestra el espectro de RMN **C del compuesto 97, a campo alto
se observan las sefiales a 29.4 y a 31.5 ppm que corresponden a los metilenos de la
cadena alifatica unida al metino puente del macrociclo, a 40.6 a 67.2 ppm se encuentran
las sefiales asignadas a los metilenos del brazo dendritico; asi como las que
corresponden al metileno del anillo 1,4-benzodiazepico y del metileno unido al N1 del
anillo 1,4 benzodiazepinico, siendo el metileno unido al oxigeno el mas desplazado a
campo bajo. En La regién de 116.2 a 157.9 ppm se encuentran las sefiales asignadas a
los protones aromaticos del anillo benzodiazepinico, del macrociclo y del anillo bencénico
unido al metino puente, por mencionar algunas sefales se encuentran a 123.1 y a 130.9
ppm las sefiales de los aromaticos benzodiazepinicos 9 y 8, a 128.3, 128.5, y a 130.4
ppm se encuentran las sefiales que corresponden al anillo bencénico unido al metino
puente; en campo bajo se encuentra a 166.9 ppm la sefial que corresponde al C=N del
anillo 1,4 benzodiazepinico, a 166.9 y a 169.0 ppm las sefiales asignadas a los
carbonilos benzodiazepinicos, y finalmente a 169.2 ppm, la sefial asignada a los

carbonilos del brazo dendritico.
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Figura 61. Espectro de RMN **C del compuesto 97

Con base en los resultados obtenidos de resonancia magnética nuclear de *H, **C,
FTIR, UV-vis, espectrometria de masas y analisis elemental de los compuestos
sintetizados en este apartado, se concluye que de forma satisfactoria se logré la sintesis
de los conjugados con resorcinaren-dendrimeros G 1.0 y G2.0 con 16 y 32 moléculas de

1,4-benzodiazepinas en la periferia respectivamente con buenos rendimientos globales.
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PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

En afos recientes las benzodiazepinas han encontrado aplicacion no solo en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central, debido a las
modificaciones estructurales que se les han realizado, se han aplicado al tratamiento de
otras enfermedades como el lupus eritomatoso sistémico, como agentes anti-VIH, agentes
anti-hepatitis, e inclusive en ensayos para el tratamiento de cancer. El uso de las
benzodiazepinas como agentes anti-cancerigenos resulté de gran interés, por lo que en el
presente trabajo se evalué la actividad anti-cancerigena de cuatro derivados 1,4
benzodiazepinicos, asi como la de los resorcinaren-dendrimeros y finalmente la de los

conjugados dendrimero-1,4-benzodiazepina.

7.1 Ensayos de citotoxicidad, Sulforodamina B (SRB)

El ensayo o test de la sulforodamina B (SRB) fue desarrollado en 1990, y es uno de
los métodos ampliamente usados en la determinacion y seleccion de compuestos con
altos niveles de citotoxicidad in vitro'””- El ensayo se basa en la habilidad de union de la
SRB a componentes proteinicos de la célula que han sido fijados a las placas de cultivo
tisular por &cido tricloroacético. La SRB es un colorante rosa brillante, el cual es un
aminoxantano con dos grupos sulfonicos que se unen a residuos de aminoacidos con
caracter basico en condiciones ligeramente &cidas, y que se disocian bajo condiciones
basicas. Como la unién de SRB es estequiométrica a la cantidad de colorante extraido de
las células tefiidas, es directamente proporcional a la masa celular. Este ensayo ha sido
ampliamente usado en pruebas de toxicidad de farmacos con lineas celulares cancerosas
y no cancerosas'’®. En el presente trabajo se realizo el estudio in vitro con seis lineas
celulares de cancer humano. K-562 (Leucemia mieloide crénica humana), SKLU-1
(Adenocarcinoma pulmonar humano), HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal humano), PC-
3 (Cancer de prostata humano), MCF-7 (Cancer de mama), U251 (Glia de sistema

nervioso central, SNC).

77 a) P. Skehan, J. Natl. Cancer Inst. 1990, 82, 1107; b) V. Vichai, K. Kirtikara, Nature protocols, 2006, 1,
1112.
78 A Monks, J. Natl. Cancer Inst. 1991, 83, 757.

146 |Pagina



PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

7.1.1. Metodologia para el ensayo de sulforodamina (SRB)

De un cultivo celular las células fueron tomadas y diluidas en medio fresco. Formando
una suspension en 100 uL que contienen entre 5000 y 10 000 células por pozo, los cuales
fueron colocados en los 96 pozos de las microplacas (Costar). El material fue incubado a
37° C por 24 h. en atmésfera de CO, al 5%. Subsecuentemente 100 pL de una solucién
de los compuestos a probar, obtenidos por diluciones Stock fueron adicionados en cada
pozo. Los cultivos celulares fueron expuestos por 48 h. a los compuestos, en un intervalo

de concentraciones de 10-100 uM.

Después del periodo de incubacién las células fueron fijadas a un sustrato plastico,
mediante la adicién de 50 pL de acido tricloroacético frio. Las placas fueron incubadas a
4°C por una hora, lavadas con agua, y secadas al aire. Las células fijadas con &cido
trifluoroacético fueron tefiidas por adicion de SRB al 0.4 %. El exceso de SRB fue
removido con lavados de una solucién acuosa de 4cido acético al 5 %. Las placas fueron
secadas al aire, y el colorante fijado fue solubilizado por adiciéon de Tris base (100 pL)10
Mm. Las placas fueron colocadas en agitacion durante 5 minutos y la absorcién fue
determinada a 515 nm, usando el lector para placas de ELISA (Bio-Tex Instruments).

7.1.2 Ensayo de citotoxicidad (SRB), en derivados de 2-aminobenzofenona

Los derivados de 2-aminobenzofenona 57-67 que se muestran en la figura 62, fueron

probados en un estudio preliminar de citotoxicidad en macréfagos a una concentracion de
50 UM a manera de seleccion (screening) para poder realizar las pruebas de actividad

anti-cancérigena y comprobar el grado de toxicidad en células normales. En dicho estudio
los compuestos 57, 58, 63 y 67 resultaron con una actividad citotoxica menor del 20 % e
inclusive nula, con base en los resultados obtenidos se considero realizar el ensayo de

actividad anti-cancerigenas a estos cuatro compuestos. Inicialmente se les realizo el
ensayo sulforodamina SRB en seis lineas celulares cancerigenas a una dosis de 50 puM,

para determinar si las lineas celulares eran suesceptibles al tratamiento con los

compuestos, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.
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Figura 61. Estructuras quimicas de los derivados de 2-aminobenzofenonas 57-67

Tabla 2. Inhibicibn de crecimiento (%) en seis lineas celulares tumorales de los

compuestos 57, 58, 63 y 67 a una concentracion 50 yM en DMSO.

| Linea Celular/ Inhibicién de crecimiento (%) |

Compuesto | U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
57 62.04 58.6 89.92 95.43 67.84 81.47
58 52.85 40.72 98.36 75.89 78.36 76.86
63 16.06 21.77 49.37 66.56 73.04 25.64
67 21.5 32.75 55.32 2361 | - | -

U-251 (Glia de sistema nervioso central, SNC), PC-3 (Céancer de préstata humano), K-562
(Leucemia mieloide crénica humana), HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal humano), MCF-7
(Cancer de mama), SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano).

De acuerdo a la tabla 2, el compuesto 57 que se encuentra sustituido por cloro en las
posiciones 2’, 5 en la 2-aminobenzofenona, result6é ser el mas activo en cuatro de las seis
lineas celulares (U-251, PC-3, HCT-15, SKLU-1), particularmente con la linea celular de

adenocarcinoma colorectal (HCT-15), inhibiendo el crecimiento celular en un 95.43%,
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mientras que en la linea celular de leucemia mieloide crénica (K-562) a pesar de no ser el
mas activo si presenta un porcentaje de inhibicion de crecimiento considerable del
89.92%, en general este compuesto resulta prometedor para el tratamiento de células
cancerigenas, aunque no de forma selectiva para un determinado tipo de linea celular. Al
comparar los resultados del compuesto 57 con los del compuesto 63 el cual no se
encuentra sustituido en el anillo B de la 2-aminobenzofenona, existe una diferencia
significativa en los porcentajes de inhibicion de crecimiento, lo cual probablemente se
deba a la presencia del atomo de cloro en el anillo B, el cual aumenta la actividad bildgica,
con excepcion de los resultados obtenidos en la linea celular de cancer de mama (MCF-
7).

El compuesto 58 que se encuentra sustituido por fluor en la posicion 2’ del anillo B,
resulté ser activo en la linea celular de leucemia mieloide crénica (K-562) con un
porcentaje de inhibicion del crecimiento del 98.36 %, mostrando selectividad hacia esta
linea celular, ademas de que en las lineas celulares de cancer de mama (MCF-7),
adenocarcinoma pulmonar (SKLU-1) y en adenocarcinona colorectal (HCT-15) presenta
actividad en un intervalo del 75-78 %, al igual que con el compuesto 57 existe una
marcada diferencia en la actividad bioldgica con respecto al compuesto 63, lo que sugiere
que la presencia de un sustituyente electroatractor en posicién -orto incrementa el
porcentaje de inhibiciébn de crecimiento en las lineas celulares que se sometieron al

ensayo.

Finalmente los compuestos 63 y 67 que se encuentran sin sustituir en el anillo B, son
los que muestran una menor actividad, e inclusive el compuesto 67 muestra actividad nula
en dos lineas celulares, estos resultados indican que la presencia del cloro en la posicion

5 del anillo A, es necesaria para la actividad anticancerigena.

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas preliminares de actividad
biologica, se decidié a realizar los estudios a la concentracion inhibitoria 50 (Clso, uM) de
los compuestos 57, 58 y 63 disueltos en DMSO, en tres de las lineas celulares K-562,
HCT-15 y SKLU-1 que resultaron en general mas susceptibles a dichos compuestos,
usando como farmaco de referencia al cis-platino, los resultados se muestran en la tabla
3.
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Tabla 3. Concentracion inhibitoria 50 (Cls, de los

compuestos 62, 63y 68 en DMSO.

uM),

| Linea Celular/ Clsq (UM) |

Compuesto [K-562 HCT-15 SKLU-1
57 25.48+ 2.3 18.87+0.75 15.59+0.24
58 40.86+1.6 32.62+1.9 32.64+1.0
63 58.54+4.6 45.43+2.5 59.71+2.3
Cis-platino |15.20+1.4 13.83+0.7 7.13+£0.2

K-562 (Leucemia mieloide crénica humana), HCT-15 (Adenocarcinoma
colorectal humano),SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano).

De acuerdo a los resultados de la tabla 3, el compuesto 57 presenta una Cls, cercana
al del cis-platino en las tres lineas celulares. Por otra parte el compuesto 63 es el que

presenta una menor actividad biolégica.

7.1.3 Ensayo de citotoxicidad (SRB) en las 1,4-benzodiacepinas

A los compuestos 1,4-benzodiazepinicos 84-88 (figura 62) que se obtuvieron a partir
de los derivados de 2-aminobenzofenona 57, 58, 63 y 67 se les realiz6 el ensayo
preliminar de citotoxicidad (SRB) bajo las condiciones descritas en el apartado 7.1.1, en
cinco lineas celulares de cancer humano, con la finalidad de observar si la formacion del
anillo benzodiazepinico modificaba la actividad biolégica, los resultados de esta prueba se

muestran en la tabla 4.

84 85 86 88

Figura 62. Estructura quimica de los compuestos 1,4-benzodiazepinicos 84, 85, 86 y 88
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De acuerdo a los resultados de la tabla 4, la formacion del anillo 1,4-benzodiapinico
afecta notablemente la actividad bioldgica en los derivados que tienen como sustituyente
el cloro en la posicion 7 del anillo benzodiazepinico, disminuyendo los porcentajes de
inhibicién de crecimiento en todas las lineas celulares, como es el caso del compuesto 84
el cual disminuye del 95.43 al 15.9 % con respecto a su precursor (compuesto 57), en la
linea celular de adenocarcinoma colorectal (HCT-15). Esta disminucion se puede deber al
impedimento estérico del anillo 1,4-benzodiazepinico o bien que se requiera la amina
primaria libre para el mecanismo de accién.

Por otra parte el compuesto 88 cuyo precursor presentaba la menor actividad
biolégica (compuesto 67), debido tal vez a la presencia del grupo nitro en posicién 7 del
anillo benzodiazepinico, aumenté notablemente el porcentaje de inhibicion del crecimiento
del 32.72 al 57.3 %, en la linea celular de cancer de préstata (PC-3), creando inclusive
una ligera afinidad hacia esta linea celular, ya que el precursor mostraba mayor actividad

biolégica en la linea celular de leucemia de mieloide crénica (HCT-15).

Tabla 4. Ensayo de citotoxicidad en cinco lineas celulares de céancer

humano, de los derivados 1,4-benzodiazepinicos 84, 85, 86, y 88.

Linea celular/ Inhibicién de crecimiento (%)

Compuesto |PC-3 K-562 HCT-15 |MCF-7 SKLU-1
84 25.1 32.8 15.9 22.9 31.8
85 23.0 2.4 17.0 16.0 64.5
86 13.4 16.0 19.7 12.0 19.2
88 57.3 22.3 20.6 35.2 40.2

PC-3 (Céancer de prdstata humano), K-562 (Leucemia mieloide crénica humana),
HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal humano), MCF-7 (Cancer de mama), SKLU-
1 (Adenocarcinoma pulmonar humano).

Una vez que se determinaron las lineas celulares en las cuales las benzodiazepinas
mostraron una mayor actividad anticancerigena de procedi6 a determinar la concentracion
inhibitoria 50 (Clsg, uM) de los compuestos 84, 85, 86 y 88 disueltos en DMSO, en tres de

las lineas celulares que en general resultaron ser mas susceptibles, K-562, HCT-15y
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SKLU-1, usando como farmaco de referencia al cis-platino, los resultados se muestran en
la tabla 5. En dicha tabla se puede observar que todos los valores de Cls, se encuentran
por debajo de los 60 uM. Sin embargo, al comparar los resultados de los derivados
1,4.benzodiazepinicos con el cis-platino, sélo el compuesto 84 tiene Clg, (25.48 = 2.3,
18.87 + 0.75 y 15.59 + 0.24 pyM) cercanas al farmaco de referencia. En general el
compuesto 84 resulté ser el mas potente de los compuestos 1,4-benzodiazepinicos
estudiados, exhibiendo la Cls, mas baja y cercana al farmaco de referencia. Finalmente al
comparar los resultados de los compuestos 84 y 85 ambos con un atomo electronegativo
en el anillo C de la benzodiazepina, cloro y fluor respectivamente, la presencia del cloro
en el anillo C de la benzodiazepina da mejores resultados en la inhibicion de crecimiento

celular en células cancerigenas humanas.

Tabla 5. Concentracion inhibitoria 50 (Clsg, pM), de los
compuestos 62, 63 y 68 en DMSO.

Linea celular/ Clso (UM)

Compuesto K-562 HCT-15 SKLU-1
84 25.48+2.3 18.87+0.75 15.59+0.24
85 30.86+1.6 23.62+1.9 22.64+1.0
86 58.54+4.6 45.43+2.5 59.71+2.3
88 40.86x1.6 33.62+1.9 32.64+1.0

Cis-platino 15.20+1.4 13.83%0.7 7.13+0.2

K-562 (Leucemia mieloide créonica humana), HCT-15 (Adenocarcinoma
colorectal humano),SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano).

Como es conocido el proceso inflamatorio es un indicativo de problemas celulares, el
cual al convertirse en crénico puede dar origen a cancer celular, es por esta razén que en
muchos estudios de actividad anti-cancerigena, se sugiere que se realicen pruebas de
actividad anti-inflamtoria como estudios complementarios, tal como se describe en el

siguiente apartado.
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7.1.4 Actividad anti-inflamatoria de 1,4-benzodiazepinas

Se evalud la actividad antiinflamatoria tépica de los derivados benzodiazepinicos 84,
85, 86 y 88 (Figura 62), utilizando el test del edema de oreja de ratdén inducido por 12-o0-
tetradecanoilforbol-13 acetato (TPA), descrito por Carlson y colaboradores®y como
complemento la medicion de la enzima mieloperoxidasa (MPO) realizado por De Young y
colaboradores'®*® como un marcador de la infiltracion de polimorfonucleares (PMN) en el

tejido inflamado.

El TPA induce la respuesta inflamatoria mediante la activacion de la proteinquinasa
C y la consecuente estimulacion de la fosfolipasa A2, hidrélisis del acido araquidénico y
biosintesis de prostaglandinas y leucotrienos. El edema de oreja inducido por TPA es un
modelo de inflamacién local o tépica que permite evaluar sustancias con actividad
antiinflamatoria y también agentes antipsoriasis. Por otra parte la acumulacion de
neutrofilos es una caracteristica de enfermedades inflamatorias tales como infecciones
piogénicas y dermatitis; por lo que la MPO ha sido usada para proveer una medida
cuantitativa de la infiltracién de neutréfilos en el tejido, en estos ensayos se uso como
farmaco de referencia a la indometacina, antiinflamatorio no esteroideo de uso comercial.

Para la prueba se utilizaron ratones Swiss machos con un peso entre 25-30g. Los
animales fueron mantenidos en ambiente climatizado de 22 + 1 °C y se mantuvieron en
ciclos de 12 h de luz y oscuridad. Los animales fueron asignados al azar a cada grupo (n=
5). Todos los experimentos fueron seguidos de acuerdo a las normas éticas para el uso y

cuidado de animales™.

Edema auricular inducido por TPA

La oreja derecha de cada ratdn recibi6 una aplicacién tépica de 2.5 ug de 12-O-
tetradecanoilforbol-13 acetato (TPA) a una concentracion de 0.125 pg/ul en acetona,

aplicandose 10 pl en cada lado de la oreja*®'®. Los compuestos a probar fueron disueltos

179 a) R. P. Carlson, L. O’ Neill-Davis, J. Chang, A. J. Lewis; Agents and Actions, 1985, 17, 197; b) J. M. Young,

B. M. Wagner, D.A. Spires, J. Invest. Dermatol. 1983, 81, 48.

80 M. De Young, J. B. Kheifets, S. J. Ballaron, J. M. Young; Agents and Actions, 1989, 26, 335.

E. D. Olfert, B. M. Cross, A. A Mc William. Canadian Council of animal care guide to the care and use of
experimental animals, vol 1, 1993, 2" ed.

B2pp Carlson, W, L. O’Neill-Davis, L Calhoun, D. J. Musser, A. Kreft , J. Chang, Agents Actions, 1989, 26,
319.
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en acetona, se aplicaron en forma topica en una dosis de 1 mg/oreja inmediatamente
después de la aplicacion de TPA. La oreja izquierda, utilizada como control, recibi6 el
vehiculo. La indometacina (0.5 mg/oreja) se utiliz6 como droga de referencia. Después de
4 h los animales se sacrificaron con una camara de bioxido de carbono. Posteriormente
se extrajeron de cada oreja discos con un diametro de 7 mm para determinar su peso. La
diferencia de peso entre las orejas derecha e izquierda se tom6é como expresion del
edema. Se calculd el porcentaje de inhibicion del edema en los animales tratados con
respecto al grupo control.

Ensayo de mieloperoxidasa (MPO)

A 6 mm de tejido de oreja de ratén se les colocaron en 0.75 mL de buffer de fosfato
de sodio 80 mM (pH 5.4) que contiene 0.5 % de bromuro hexadeciltrimetilamonio (BHTA).
La muestra fue enseguida congelada en hielo seco y almacenada a -20°C antes del
ensayo. Para el ensayo la mezcla fue descongelada a temperatura ambiente vy
homogenizada por 45 segundos a 0° C en un agitador mecéanico. El homogenado fue
decantado en un microtubo de centrifuga. Después se le adicion6 una segunda alicuota
de 0.75 mL de BHTA en amortiguador de fosfatos. La mezcla fue centrifugada a 12 000 x
g a 4 °C por 15 min. Para el ensayo, al sobrenadante se le adicion6 una mezcla que
contiene 100 pyL de amortiguador de fosfato salino, 85 pL de fosfato de sodio 0.22 My 15
mL de H,O, al 0.017 % en un microplato de 96 pozos. La reaccion se inicié con la adicion
de 20 pyL de clorhidrato de tetrametilbencidina a 18.4 uyM en 8% de dimetilformamida
acuosa (DMF). La mezcla fue incubada por tres minutos a 37° C y enseguida colocada en
hielo. La reaccién fue parada con 30 pL de acetato de sodio 1.46 M (pH 3.0). La actividad
enzimatica fue determinada colorimétricamente usando un lector de placa Dynatech, para
medir la absorbancia a 630 nm. La actividad es expresada como unidades de OD/min/ mL

de sobrenadante de enzima, tabla 6.

Bp L M. Young, J. B. Kheifets, S. J. Ballaron, J. M Young, Agents Actions, 1989, 26, 335.
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Tabla 6. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 84, 85, 86 y 88. Mediante la

medicion del edema de oreja en raton inducido por 12-o-tetradecanoilforbol-13 acetato

(TPA) y medicion de la enzima mieloperoxidasa (MPO).

TPA MPO
Compuesto Dosis Peso de la | Inhibicion | D.O.s0n/ | Inhibicién
(mol/oreja) | oreja (mg) del biopsia de
edema(%o) MPO(%0)
Control(TPA) 12.9+1.0 0.292+0.096
84 1 3.8+0.8** 70.5 0.111+0.010** 61.9
85 1 2.7+1.3** 79.0 0.111+0.041** 61.9
86 1 2.9+0.5** 775 0.069+0.012** 76.5
88 1 2.8+0.5** 78.3 0.093+0.023** 68.2
Indometacina 1 2.0£0.7** 84.5 0.054+0.026** 81.5

** p<0.01; Cada valor esta representado con su S.E.M para cinco animales

De acuerdo a los resultados de la tabla 6, los cuatro compuestos a prueba tienen un
porcentaje de inhibicion del edema entre el 70-79 % siendo el compuesto 85 sustituido por
o-fluoro en el segundo anillo el que presenta mayor inhibicion del edema, 79%. Sin
embargo, este valor se encuentra por debajo de la indometacina, o farmaco de referencia.
Al parecer la presencia del sustituyente en orto modifica la actividad antiinflamatoria de
acuerdo a la electronegatividad y tamafio del sustituyente, ya que el compuesto mas
activo se encuentra sustituido por el fluoro, altamente electronegativo pero de volumen
pequefio. En el caso de la actividad enzimatica de la MPO, la mayor actividad la presentd
el compuesto 86 que se encuentra libre se sustituyentes en el anillo C de la 1,4-
benzodiazepina, con 76 % de inhibicion, este valor esta por debajo de la indometacina
gue presenta un porcentaje de inhibicion del 81.5 %, al parecer la inhibicion de la MPO se
ve afectada por la presencia de un sustituyente electronegativo en la posicion orto del
anillo C de las 1.4-benzodiazepinas sometidas a la prueba, ya que estos presentan los

valores mas bajos.
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Una vez determinada la actividad anti-cancerigena y anti-inflamatoria de las 1,4-
benzodiazepinas se procedio a realizar las pruebas de actividad anti-cancerigena de las
metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas] de las benzodiacepinas obtenidas a partir de
estas benzodiacepinas con el objetivo de determinar si aumentaba o disminuia su

actividad.

7.1.5 Ensayo de citotoxicidad (SRB) en metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas]

Tal como se describid en la seccién 5.2.5 se realizé una N-alquilacion a los derivados
1,4 benzodiazepinicos 84, 85, 86 y 88 con la finalidad de poder unirlos a la periferia de los
resorcinarendendrimeros G1.0 y G 2.0 sin ningun impedimento estérico. Debido a esta
modificacion quimica, se decidio realizar el ensayo preliminar de citotoxicidad (SRB) a los
compuestos 90-93 (figura 63), para determinar si la modificacién en su estructura quimica,
modificaba la actividad bioldgica. El ensayo se determiné en seis lineas celulares de
cancer humano, de acuerdo a la metodologia descrita en la seccién 7.1.1. Los resultados

de esta prueba se muestran en la tabla 7.

O,

/
?—o
o}
B
N cl

90 91 92 93

Figura 63. Estructura quimica de los compuestos 1,4-benzodiazepinicos alquilados en N1, 90-93
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Tabla 7. Ensayo de citotoxicidad en seis lineas celulares de cancer humano, de

los derivados 1,4-benzodiazepinicos 90-93.

Linea celular/ Inhibicién de crecimiento (%)
Compuesto |U-251 |PC-3 K-562 |HCT-15 |MCF-7 SKLU-1
90 18.6 12.83 [15.92 12.9 11.8 12.50
91 20.72 2241  [27.23 26.0 24.5 19.8
92 11.72 12.30 [19.71 12.0 19.29 13.23
93 33.72 22.33  [30.62 25.2 22.2 27.5

U-251 (Glia de sistema nervioso central, SNC), PC-3 (Cancer de prostata humano), K-562
(Leucemia mieloide crénica humana), HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal humano),
MCF-7 (Cancer de mama), SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano).

De acuerdo a los resultados mostrados en las tablas 4 y 7, la N-alquilacién en los
compuestos 90, 92 y 93 disminuyé considerablemente el porcentaje de inhibicién de
crecimiento en las seis lineas celulares con respecto a sus precursores, como en el caso
del compuesto 93 que disminuyd del 57.3 al 22.3 % con respecto a su precursor el
compuesto 88 en la linea celular de cancer de préstata (PC-3), la disminucion de la
actividad bioldgica se puede atribuir al hecho de que se requiera una amina primaria libre,
en el sitio de unién del compuesto, ya que la actividad biolégica disminuyé en el siguiente
orden NH,> NH>N. Esta hip6tesis podria ser probada en investigaciones futuras en la

determinacion del mecanismo de accion.

7.1.6 Ensayo de citotoxicidad (SRB) de los resorcinarenos y los dendrimeros de
primeray sengunda generacion

Por otra parte, siguiendo la metodologia descrita en la seccién 7.1.1, también se
realizaron los ensayos de citotoxicidad a los nucleos o centros de los dendrimero 34-35,
asi como a los resorcinaren-dendrimeros G1.0 40-41 y G2.0 45-46, figura 64. Ya que
estos compuestos ademas de servir como acarreadores de los compuestos 1,4-
benzodiazepinicos, pueden tener actividad biologica "per se" que modifique de manera
sinérgica 0 antagonica la actividad biologica de los derivados 1,4-benzodiapinicos. Los
resultados obtenidos para los resorcinaren-dendrimeros G 0.0, G 1.0 y G 2.0 se muestran

en la tabla 8.
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Resorcinarenos, G 0.0

]

34= R=-(CH,),Ph
35= R=-(CH,)10CHs

Resorcinaren-dendrimeros G 1.0

NH, HN

40= R=-(CH,),Ph
41= R=-(CH3)10CH3

Resorcinaren-dendrimeros G 2.0

H,oN
RS

45=R= -(CH,),Ph
46=R= -(CH,);oCHs

Figura 64. Estructura quimica de resorcinaren-dendrimeros G 0.0, G 1.0, y G 2.0.

Tabla 8. Ensayo de citotoxicidad en seis lineas celulares de cancer humano, de

los resorcinaren-dendrimeros G 0.0, G 1.0,y G 2.0.

Linea celular/ Inhibicion de crecimiento celular (%)

Compuesto |U-251 [|PC-3 K-562 |HCT-15 [MCF-7 SKLU-1
34 47.57 5.4 60.78 14.73 21.46 14.85
35 11.80 1.78 11.67  |------ 8.54 6.01
40 (37.00 [28.96 [35.33 34.91 33.21 30.92
41  [18.05 |- 17.19  [3154  |-o- 16.24
/T J SN NN, WUNUNUN S WU _—
46 56.52 38.54 100 91.27 91.98 100

U-251 (Glia de sistema nervioso central, SNC), PC-3 (Cancer de prostata humano), K-

562 (Leucemia mieloide crénica humana), HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal humano),

MCF-7 (Cancer de mama), SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano)
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De acuerdo a los resultados de la tabla 8, en general los resorcinaren-dendrimeros de
G 0.0 y G 1.0 presentan una actividad biolégica baja. Sin embargo, en la linea celular de
leucemia mieloide crénica (K-562) se observa que para los resorcinaren-dendrimeros que
llevan unido el anillo aromatico al metino puente, la actividad biolégica disminuye
conforme se incrementa la generacion del resorcinaren-dendrimero: G 0.0 (34, 60,78 %) >
G 1.0 (40, 35.33 %) > G 2.0 (45, sin actividad bioldgica), que puede estar asociado con el
crecimiento de las ramificaciénes, en el dendrimero, disminuyendo asi el nimero de sitios
activos. Por otra parte en la misma linea celular los resorcinaren-dendrimeros que llevan
la cadena alifatica unida al metino puente presentan un efecto inverso en la actividad
biol6gica, es decir el incremento en el nUmero de generacion incrementa la actividad
biolégica: G 0.0 (35, 11.67 %) < G 1.0 (41, 17.19 %) < G 2.0 (46, 100 %); efecto que se
puede atribuir al caracter lipofilico de la cadena alifatica, favoreciendo la solubilidad en el
sitio de accion del compuesto. El compuesto 46 resulto ser sumamente activo en cuatro
lineas celulares (K-562, HCT-15, MCF-7, y SKLU-1), convirtiéndolo en un fuerte prototipo

para el tratamiento del cancer.

Finalmente una vez determinada la actividad anti-cancerigena de las 1,4-
benzodiazepinas, las metilacetato[1,4-benzodiazepinas], los resorcinarenos, asi como de
los resorcinaren-dendrimeros de primera y segunda generacion, se procedio a realizar las
pruebas de actividad anti-cancerigena de los conjugados formados con los resorcinaren-
dendrimeros y las metilacetato[1,4-benzodiazepinas], con el objetivo de determinar si la

formacion de estos conjugados aumenta o disminuye la actividad bioldgica.

7.1.7 Ensayo de citotoxicidad (SRB) de los conjugados de dendrimeros de primeray
sengunda generacion con 1,4-benzodiazepinas

Conjugados con dendrimeros de primera generacion

Se realizaron los ensayos de citotoxicidad (SRB) a los conjugados compuestos 94 y
95 respectivamente, figura 65. Dado que los derivados 1,4-benzodiazepinicos, asi como
los resorcinaren-dendrimeros tienen actividad biologica baja se esperaba que el
conjugado mantuviese al menos la actividad biolégica mas alta de los dos diferentes
compuestos. Sin embargo, de acuerdo a los resultados de la tabla 9, se observa que hay

un efecto sinérgico al unir estos dos diferentes compuestos con baja actividad biolégica.
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En el caso del conjugado 94 el porcentaje de inhibicibn de crecimiento se vio
favorecido en las lineas celulares de leucemia mieloide cronica (K-562) aumentando la
actividad hasta un 62.78%, y la linea celular de cancer de mama (MCF-7) con aumento
hasta del 51.46 %, generando un compuesto de actividad biolégica media y con
selectividad a dos lineas celulares de las seis analizadas tabla 9.

Para el conjugado 95 también se vio favorecida la actividad biolégica en dos lineas
celulares, la linea celular de leucemia mieloide crénica (K-562) con un 62.78 % de
inhibicion de crecimiento y la linea celular de glia de sistema nervio central (U-251) con un
47.53 % de inhibicion de crecimiento tabla 9.

En conclusion la formacion de los conjugados 94 y 95 aumentaron notablemente la
actividad bioldgica en tres lineas celulares mediante un efecto sinérgico de dos
compuestos con actividad biolégica baja. Siendo la linea celular de leucemia mieloide
critica (K-562) la mas susceptible al tratamiento con los conjugados de resorcinaren-

dendrimeros de primera generacion.

Conjugados con resorcinaren-dendrimeros G 1.0

58 g
0%4
oo\7

X2
o
N NH
O% (0]
0] (0]
R- 4

94= X]_: -Cl ) X2 = 'O'Cl,R: '(CHZ)lOCH31
95= X1= -Cl ) X2 =-H, R= -(CH2)10CH3,

Figura 65. Estructura quimica de los conjugados formados con 16 moléculas de 1,4-

benzodiazepinas y resorcinaren-dendrimeros G 1.0 (94,95).
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Conjugados con dendrimeros de sengunda generacion

Por otra parte también se estudiaron los conjugados con el resorcinaren-dendrimero
45 de segunda generacién compuestos 98 y 99 respectivamente, figura 66. En este caso
se formaron conjugados del compuesto que carece de actividad biol6gica como es el caso
del resorcinaren-dendrimero G 2.0 que tiene unido un anillo aromatico al metino puente
del macrociclo 45 y un compuesto de actividad biol6gica baja (compuestos 90 y 92,) para
observar si nuevamente se presentaba el efecto sinérgico. De acuerdo a los resultados de
la tabla 9, se observa un efecto sinérgico pero en menor grado que para los dendrimeros
de G 1.0, dicho efecto mejoré la actividad biol6gica en la linea celular de adenocarcinoma
pulmonar humano (SKLU-1) con un porcentaje de inhibicion del 60.02 % para el conjugado
99, asi como para la linea celular de Glia de sistema nervioso central (U-251) con el
tratamiento del conjugado 98 con un porcentaje de inhibicion de crecimiento del 41.80 %,

siendo de estos dos el conjugado 99 el mas prometedor para el tratamiento de cancer.

Conjugados con resorcinaren-dendrimeros G 2.0

O ><1 X1
A e T P
FoR e ‘el
N N (0]

98= X]_: -Cl ) X2 =-H,R= -(CH2)2C6H5
99= X]_: -Cl ; X2 = 'O-Cl,R= -(CH2)2C6H5

Figura 66. Estructura quimica de los conjugados formados con 32 moléculas de benzodiazepinas y

resorcinaren-dendrimeros G 2.0 (98,99).
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Tabla 9. Ensayo de citotoxicidad en seis lineas celulares de cancer humano de
los conjugados formados con resorcinaren-dendrimeros G 1.0 (94y 95)y G 2.0
(98 y 99).

Linea celular/ Inhibicion de crecimiento (%)

Compuesto|U-251 |PC-3 K-562 |HCT-15 MCF-7 SKLU-1
94 37.57 35.4 62.78 34.73 51.46 44.85
95 47.53 9.4 62.78 19.73 24.46 34.85
98 141.80 23.78  |27.67 22.57 12.54 26.01
99 37.00 28.96 45.33 14.91 33.21 60.92

U-251 (Glia de sistema nervioso central, SNC), PC-3 (Céncer de préstata humano),
K-562 (Leucemia mieloide crénica humana), HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal
humano), MCF-7 (Cancer de mama), SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano).

Como prueba final se determiné la concentracién inhibitoria 50 (Cls) a los conjugados
94, 95, 98 y 99, en tres lineas celulares PC-3, HCT-15 y SKLU-1. Utilizando como
farmaco de referencia al cis-platino. Los resultados de este estudio se muestran en la
tabla 10. De acuerdo a los datos de la tabla 10, el compuesto 94 tiene la Clsqg mas baja
(15.40 £ 2.3, 18.85 £ 0.75 y 15.69 + 0.24 yM), con valores cercanos a los obtenidos con el
cis-platino, (15.20 + 1.4, 13.83 + 0.7 y 7.13 £ 0.242 pM). Al parecer la presencia del
sustituyente cloro en el anillo C de la 1,4-benzodiazepina, permite mejores resultados en
el porcentaje de inhibicion de crecimiento asi como en los valores del ICsq (UM), para el

caso del conjugado formado con dendrimeros de primera generacion.
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Tabla 10. Concentracién inhibitoria 50 (Clso, uM), de los compuestos 94, 95, 98 y 99

en DMSO.
Linea celular / Clsg (M)

Compuesto PC-3 HCT-15 SKLU-1
94 15.40+2.3 18.85+0.75 15.69+0.24
95 38.54+4.6 35.43+2.5 39.71+2.3
98 20.86+1.6 23.62+1.9 22.64+1.0
99 40.84+1.6 33.52+1.9 32.44+1.0

Cis-platino 15.20£1.4 13.83£0.7 7.131£0.2

PC-3 (Céancer de prostata humano), HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal humano), SKLU-1
(Adenocarcinoma pulmonar humano).

Con base en los resultados descritos en los apartados anteriores para la prueba de
sulforodamina B, en el cual se determiné el porcentaje de inhibicion de crecimiento celular
in vitro en seis diferentes lineas celulares de cancer humano (K-562, SKLU-1, HCT-15,

PC-3, MCF-7, U251), se logré llegar a las siguientes conclusiones:

e Con respecto a los derivados de 2-aminobenzofena, el compuesto 57, 2-amino-2’,5-
dicloroaminobenzofenona resulté ser el mas activo en tres lineas celulares K-562
(Leucemia mieloide crénica humana), la HCT-15 (Adenocarcinoma colorectal humano) y
la SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano), lo que lo convierte en un excelente

prototipo en el tratamiento de cancer humano.

e La formacién del anillo 1,4-benzodiapinico modifica notablemente la actividad
bioldgica, de forma particular a los compuestos que tienen como sustituyente el cloro en
la posicién 7 del anillo 1,4-benzodiazepinico, disminuyendo los porcentajes de inhibicion

de crecimiento en todas las lineas celulares.

163 |Pagina



PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

e La N-alquilacion en las 1,4-benzodiazepinas disminuyd considerablemente el
porcentaje de inhibicion de crecimiento en las seis lineas celulares con respecto a las
1,4 benzodiazepinas libres, manteniéndose como la méas activa la que presenta dos

cloros en su estructura.

e El incremento de generacion y el sustituyente que se encuentra unido al metino
puente en los resorcinaren-dendrimeros repercuten notablemente en la actividad
biolégica, en el caso de los resorcinarendendrimeros que tienen unido al metino puente
un anillo aromético, el incremento de generacion disminuyd la actividad bidlogica G 0.0
> G1.0, G2.0; mientras que para los resorcinaren-dendrimeros que tienen unido al
metino puente la cadena alifatica el incremento de generacién favorecié la actividad
biolégica G 0.0, G 1.0, G 2.0

e La formacién de los conjugados de primera generacion 94 y 95 aumentaron
notablemente la actividad bioldgica en tres lineas celulares mediante un efecto sinérgico,
entre el resorcinaren-dendrimero y la 1,4-benzodiazepina; en donde nuevamente el
conjugado formado con la 1,4-benzodiazepina con dos cloros en su estructura resulto
ser el mas activo. Siendo la linea celular de leucemia mieloide cronica (K-562) la mas
susceptible al tratamiento con los conjugados de resorcinaren-dendrimeros de primera

generacion.

e Los conjugados de segunda generacién 98 y 99 a pesar de presentar una mayor
cantidad de benzodiazepinas (32 moléculas) en su periferia, no presentaron un aumento
considerable en la actividad biol6gica, aunque nuevamente se ve presente el efecto
sinérgico entre las moléculas de resorcineren-dendrimero y 1,4-benzodiazepina, siendo
el conjugado mas activo el formado con la benzodiazepina con dos cloros en su
estructura. Siendo la linea celular de adenocarcinoma pulmonar (SKLU-1) la mas

susceptible al tratamiento.
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Se logré satisfactoriamente la sintesis de dos resocinaren-dendrimeros de primera y
segunda generacion a través de una sintesis divergente, teniendo como nucleo o centro
dendritico moléculas de resorcinarenos unidos a ocho brazos dendriticos tipo

polidoamida, con aminas primarias terminales.

De acuerdo a los datos espectroscopicos de RMN 'H y de **C los resorcinarenos
usados como centros dendriticos, presentan la conformacion de corona tipo rccc, esta
conformacion se mantiene en la construccion de los dendrimeros. Lo que favorecio la

ausencia de impedimento estérico

Se realiz6 la sintesis de 11 derivados de 2-aminobenzofenona, mediante una acilacion
de Friedel y Crafts usando como acido de Lewis el ZnCl, anhidro. Y cuando se
emplearon otros acidos de Lewis como el AICl;, ZnO y el propio ZnCl, himedo, se

observé la formacién de amidas, esto se confirm6 mediante difraccién de rayos X.

Se obtuvieron satisfactoriamente las 1,4-benzodiazepin-2-onas a partir de los derivados
de 2-aminobenzofenonas, mediante una ciclizacion intramolecular tipo aza-Wittig.
Durante la sintesis de las 2-aminobenzofenonas, la estructura de por lo menos uno de

los intermediarios fue confirmada por el estudio de difraccion de rayos X.

Se sintetizaron derivados metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas] mediante una N-
alquilacion al N1 de las 1,4-benzodiazepin-2-onas. La estructura de uno de los
derivados metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas] se confirmé mediante el estudio de

difraccién de rayos X.

Se sintetizaron por primera vez los conjugados entre los resorcinaren-dendrimeros de
primera generacion y los derivados metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas], los cuales

presentan 16 moléculas de 1,4-benzodiazepin-2-onas en la periferia.
Se sintetizaron por primera vez conjugados entre los resorcinaren-dendrimeros de

segunda generacion y los derivados metilacetato[1,4-benzodiazepin-2-onas], los cuales

presentan 32 moléculas de 1,4-benzodiazepin-2-onas en la periferia.
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Todos y cada uno de los compuestos sintetizados fueron caracterizados por las técnicas
espectroscopicas de RMN de 'H y *C, FTIR, UV-vis, asi como por espectrometria de
masas y andlisis elemental. Con base en los datos de RMN de 'H y **C se concluyé que

los nacleos conservan su conformacion de corona tipo rccc.

Se realizaron estudios de citotoxicidad en macréfagos a las 2-aminobenzofenonas a
una concentracion de 50 uM, observdndose que presentan una actividad citotoxica

menor del 20 % e inclusive nula.

Se realizaron estudios de actividad anti-cancerigena a los derivados de 2-
aminobenzofenona, en seis diferentes lineas celulares de cancer humano,
observandose que la 2-amino-2’,5-dicloroaminobenzofenona fue activa en tres lineas
celulares; K-562 (Leucemia mieloide crénica humana), la HCT-15 (Adenocarcinoma
colorectal humano) y la SKLU-1 (Adenocarcinoma pulmonar humano), lo que lo

convierte en un excelente prototipo en el tratamiento de cancer humano.

Se realizaron estudios de actividad anti-cancerigena a las 1,4-benzodiazepin-2-onas
observandose que la formacién del anillo 1,4-benzodiapinico y la N-alquilacion al N1 del
anillo benzodiazepinico modifican notablemente la actividad biolégica, de forma
particular a los compuestos sustituidos por cloro en la posicion 7 del anillo 1,4-
benzodiazepinico, disminuyendo los porcentajes de inhibicion de crecimiento en todas

las lineas celulares.

Se realizaron estudios de actividad anti-cancerigena a los resorcinarenos y a los
resorcinaren-dendrimeros de primera y segunda generacion, observandose que en los
dendrimeros con el grupo etil-benceno en la parte inferior, el incremento de generacién
disminuyd la actividad biolégica G 0.0 > G1.0 > G2.0. Mientras que para los
resorcinaren-dendrimeros que tienen la cadena alifatica en la parte inferior, el

incremento de generacion favorecio la actividad biolégica G 0.0< G 1.0< G 2.0.

La formacién de los conjugados de primera generacion presentaron un efecto sinérgico,
entre los resorcinaren-dendrimeros y las 1,4-benzodiazepinas; en donde el conjugado

formado con la 1,4-benzodiazepina con dos cloros en su estructura resulto ser el mas
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activo. Siendo la linea celular de leucemia mieloide crénica (K-562) la mas susceptible al

tratamiento con los conjugados de resorcinaren-dendrimeros de primera generacion.

Los conjugados de segunda generacién a pesar de presentar 32 moléculas de 1,4-
benzodiazepinas en su periferia, no presentaron un aumento considerable en la
actividad biologica, como en el caso de los conjugados de primera generacion, aunque
si hubo un efecto sinérgico entre las moléculas de resorcineren-dendrimero y las 1,4-
benzodiazepinas, siendo el conjugado mas activo el formado con la benzodiazepina con
dos cloros en su estructura y la linea celular de adenocarcinoma pulmonar (SKLU-1)
resulto ser la mas susceptible al tratamiento.
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GRAPHICAL ABSTRACT
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Abstract A number of 2-aminobenzophenones have been synthesized by acylation of para-
chloroaniline with different 2-, 3-, 4-chloro- or fluorobenzoyl chloride in solid state via the
Friedel-Crafts reaction. Synthesized compounds were characterized by 'H and '>C NMR,
Fourier transform—infrared, ultraviolet—visible spectroscopy, mass spectrometry, and
elemental analysis. Evaluation of biological activity in vitro showed that the selected
compounds 9, 10, and 13 have potential anticancer activity. The presence of one chlorine
atom in the second aromatic ring of the benzophenone molecule makes it more active.

Keywords Aminobenzophenones; anticancer activity; benzodiazepine intermediates;
biological activity; Friedel-Crafts acylation

INTRODUCTION

The development of resistance to current antibiotics continues to be an
important problem in the treatment of various diseases.!'# Therefore, the synthesis
of new drugs is a high-priority area of biochemical research. Aminobenzophenones
are a new class of biologically active compounds. A great variety of aminobenzophe-
nones and their derivatives have been synthesized. These compounds showed differ-
ent types of biological activity such as antitumoral and anticonvulsive activities
and activity against the hepatitis C RNA virus.l) Some aminobenzophenones
showed high activity against a panel of human cancer cell lines including multidrug-
resistant ones.”'") In addition, aminobenzophenones are intermediates in the
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synthesis of benzodiazepine derivatives,” more than 10,000 of which were found to
have pharmacological properties. Several of them are commercially applied.
Recently, it has been shown that aminobenzophenones with an amino group in
the ortho position of the benzophenone ring show interesting biological activity char-
acteristics.'*" In the present work, we report the synthesis of a series of 2-amino-5-
chloro-benzophenones, chloro- or fluoro-substituted in ortho-, meta-, or para-positions,
and results of their biological activity against six human cancer cell lines.

RESULTS AND DISCUSSION
Synthesis and Characterization of Aminobenzophenones

The synthesis of 2-aminobenzophenones 9-15 was achieved starting from para-
chloroaniline and substituted benzoyl chlorides (Scheme 1) using freshly dried ZnCl,
as a catalyst.l'>!? The 2-aminobenzophenones were obtained in good yields (from 40
to 50%).

The structures of 2-aminobenzophenones 9-15 were determined by 'H and
3C NMR, Fourier transform-infrared (FTIR), ultraviolet-visible (UV-vis) spec-
troscopy, mass spectrometry, and elemental analysis.

When the same reaction was carried out using ZnCl, that had not been dried
previously, only the amide products were obtained in most cases (Scheme 2). For
example, the reaction between para-chloroaniline and 4-fluorobenzoyl chloride in
the presence of untreated ZnCl, catalyst resulted in N-(4-chlorophenyl)-4-fluoroben-
zamide with 80% yield.

The structure of compound 16 was determined by 'H and '*C NMR, FTIR,
UV-vis spectroscopy, mass spectrometry, and elemental analysis and was confirmed
by x-ray diffraction analysis of a single crystal prepared by crystallization from
CH,Cl,. The general view of the crystal structure of compound 16 is shown in Fig. 1.

Cytotoxic Activity

The cytotoxic activity of the synthesized 2-aminobenzophenones 9-15 was
tested in macrophages, and three compounds [free benzophenone 9 and benzophe-
nones with chloro- or fluoro-substituents in ortho-position (compounds 10 and 13,
respectively)] were chosen for the evaluation of their biological activity against

NH2

o NH, O

‘ol = ‘ ZnCl, Z
220-230 °C |
\\ \\R
Cl R
Cl

1 R=H(2) R=H(9)

R= Cl (ortho 3, meta 4, para 5) R= Cl (ortho 10, meta 11, para 12)

R=F (ortho 6, meta 7, para 8) R=F (ortho 13, meta 14, para 15)

Scheme 1. Synthesis of 2-amino-5-chlorobenzophenone derivatives 9-15.
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N
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Cl
8
1 16 F

Scheme 2. Synthesis of N-(4-chlorophenyl)benzamide derivative 16.

cancer. The rest of the compounds were discarded because of lower activity. The
selected compounds 9, 10, and 13 were screened in vitro against six human cancer
cell lines. K-562 (human chronic myelogenous leukemia), SKLU-1 (human lung
adenocarcinoma), and HCT-15 (human colorectal adenocarcinoma) cell lines were
supplied by the National Cancer Institute (NCI, USA). The human tumor cytotoxi-
city was determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in
microculture assay to measure cell growth, as described in the protocols established
by the NCL!' The cell lines were cultured in RPMI-1640 medium supplemented
with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 10000 units/ml penicillin G sodium,

Figure 1. Crystal structure and crystal packing of 16. Selected bond lengths (A): N(1)-C(1")=1.422(2),
N(1)-C(7)=1.343(2), O(1)-C(7)=1.226(2), F(1)-C(4)=1.366(2), CI(1)-C(4')=1.739(2). Selected bond
angles (°): C(7)-N(1)-C(1")=126.39(16), C(7)-N(1)-H(1)=120.7(12), C(1")-N(1)-H(1)=112.8(12),
O(1)-C(7)-N(1)=122.24(19), O(1)-C(7)-C(1) =120.99(17), N(1)-C(7)-C(1) = 116.76(17).
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Table 1. Inhibition on the growth (%) of human tumor cell lines for 9, 10, and 13 at 50 uM in DMSO

Cell line
Compound U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCEF-7 SKLU
9 16.06 21.77 49.37 66.56 73.04 25.64
10 62.04 58.6 89.92 95.43 67.84 81.47
13 52.85 40.72 98.36 75.89 78.36 76.86

Table 2. Inhibitory concentration (ICsy) (uM) values obtained in K-562,
HCT-15, and SKLU-1 cell lines for compounds 9, 10, and 13 in DMSO

Compounds K-562 HCT-15 SKLU-1
9 58.54+4.6 4543+2.5 59.71+2.3
10 2548 +2.3 18.87+0.75 15.59+0.24
13 40.86 £ 1.6 33.62+1.9 32.64+1.0
Cis-platin 1520+1.4 13.83+£0.7 7.13+£0.2

10000 pg/ml streptomycin sulfate, 25 ug/ml amphotericin B (Gibco), and 1% non-
essential amino acids (Gibco). They were maintained at 37 °C in a humidified atmos-
phere with 5% CO,. The viability of the cells used in the experiments exceeds 95% as
determined with trypan blue. The initially obtained cytotoxic screening data (Table 1)
show that the selected compounds have good activities, especially halogen-substituted
ones, and that the activity depends on the nature of the halogen substituent.

The inhibitory concentration (ICsg) values were only determined for those lines
(K-562, HCT-15, and SKLU-1), for which almost all of the 1Cs, values were lower
than 60 pM, and were compared to the results obtained with the cis-platin cytotoxic
agent (Table 2). For the three cell lines, compound 10 was found to be the most potent
among all 2-aminobenzophenones studied, exhibiting the lowest inhibitory concen-
trations (25.48 £2.3, 18.87+0.75 and 15.59 +0.24 uM, Table 2). The comparison
of the activity of chloro-derivative (compound 10) with that of the corresponding
fluoro-derivative (compound 13) indicates that the presence of a chlorine atom in
the second ring of the benzophenone gives better results for cancer inhibition.

In conclusion, in the present work it was observed that 2-aminobenzophenones
with chloro- or fluoro-substituents in the second ring can be obtained in good yields
from para-chloroaniline and benzoyl chloride using freshly dried ZnCl, as a catalyst.
When untreated ZnCl, catalyst is used, only amide compounds are obtained from the
same reactants. Biological activity tests showed that the synthesized 2-aminobenzo-
phenones compounds have potential activity against cancer, which was enhanced in
the presence of a chloro-substituent in the second ring of the 2-aminobenzophenones.

EXPERIMENTAL
Materials and Equipment

Solvents and chemicals were purchased from Aldrich as reagent grade and
used without further purification. Column chromatography was performed on silica
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gel 60 A, Merck (70-230 mesh). '"H and '*C NMR spectra were recorded on a
Varian-Unity 300-MHz instrument with tetramethylsilane (TMS) as an internal
reference. Infrared (IR) spectra were measured on a Nicolet FT-SSX spectro-
photometer. Elemental analyses were performed by Galbraith Laboratories, Inc.,
Knoxville. Electron impact (EI) mass spectra were taken on a Jeol JMS AXS505
HA instrument.

Cytotoxicity Assay

The cells were removed from the tissue culture flasks and diluted with fresh
media. Of these cell suspensions, 100 pl (containing 5000 or 10,000 cell per well) were
pipetted into 96-well microtiter plates (Costar), and the material was incubated at
37°C for 24 h in a 5% CO, atmosphere. Subsequently, 100 ul of a solution of the test
compounds, obtained by diluting the stocks, were added to each well. The cultures
were exposed for 48 h to the drug at concentrations ranging from 10 to 100 uM.

After the incubation period, cells were fixed to the plastic substratum by the
addition of 50 pl of cold 50% aqueous trichloroacetic acid. The plates were incubated
at 4°C for 1 h, washed with tap H,O, and air dried. The trichloroacetic-acid-fixed
cells were stained by the addition of 0.4% SRB. Free SRB solution was removed
by washing with 1% aqueous acetic acid. The plates were air dried, and the bound
dye was solubilized by addition of 10 mM unbuffered Tris base (100 ul). The plates
were placed on a shaker for 5 min, and the absorption was determined at 515 nm using
an ELISA plates reader (Bio-Tex Instruments).

General Procedure for the Preparation of 2-Aminobenzophenones

To 21.0 mmol of the corresponding benzoyl chloride, 8.4 mmol of p-chloroaniline
were added. Then the mixture was heated to about 180-200°C, 10.08 mmol of anhy-
drous ZnCl, were added slowly, and the temperature was gradually increased to
220-230°C. The reaction mixture was maintained at reflux for 3 h. Then it was cooled
to 120°C, and hot water was added to remove the benzoic acid, giving a green-brown
product. The obtained green-brown product was added to a mixture of H,SOy,
CH;COOH, and H,O (5.0:3.5:3.0mL) and refluxed for 40 min. Then, about 20-25mL
of ice-water mixture was added, and the reaction mixture was subsequently extracted
using dichloromethane. The organic phase was washed three times using water and a
solution of 10% ammonium hydroxide to neutralize it. The organic phase was dried
with anhydrous sodium sulfate. Its vacuum evaporation yielded a brown-yellow solid,
which was purified by column chromatography (SiO,, 1:2 ethylacetate/hexanes
mixture as eluent).

Select Data
(2-Aminophenyl)-phenyl-methanone 9. Known compound, mp 86-88 °C.['*]

(2-Amino-5-chlorophenyl)(2-chlorophenyl)methanone 10. Known com-
pound, mp 87-89°C.['3]
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(2-Amino-5-chlorophenyl)(3-chlorophenyl)methanone 11. Yellow solid,
mp: 100-102°C; UV-vis (CH>Cl,, A nm): 394, 235, 204; FTIR (KBr, cm™'): 3435,
3322, 1616, 1590, 1530, 1466, 1294, 1152, 940, 754, 633, 498; '"H NMR (CDCIs):
6.75 (d, 1H, Ar-3, J=8.8Hz), 7.26 (dd, 1H, Ar-4, J=2.4Hz), 7.41 (d, 1H, Ar-6,
J=2.4Hz), 7.45-7.48 (m, 1H, Ar-5'), 7.52-5.55 (m, 1H, Ar-4’), 7.56 (br, 2H, NH,),
7.62 (d, 1H, Ar-2', J=2.0Hz), 7.63-7.67 (m, 1H, Ar-6');'3C NMR (CDCl5): 112.6
(Ar-1), 117.2 (Ar-3), 126.4 (Ar-5), 127.9 (Ar-6), 128.7 (Ar-3',5), 131.8 (Ar-2,6'),
136.9 (Ar-1'), 137.7 (Ar-4), 138.7 (Ar-4'), 154.3 (Ar-2), 195.4 (C=0); MS m/z:
266. Anal. caled. for C;3Hy CI,NO: C, 58.67; H, 3.41; N, 5.26. Found: C, 58.68;
H, 3.41; N, 5.25.

(2-Amino-5-chlorophenyl)(4-chlorophenyl)methanone 12. Yellow solid,
mp: 100-102°C; UV-vis (CH,Cl,, A nm): 394, 235, 204; FTIR (KBr, cm'): 3435,
3322, 1616, 1590, 1530, 1466, 1294, 1152, 940, 754, 633, 498; '"H NMR (CDCl):
6.77 (d, 1H, Ar-3, J=8.8Hz), 7.26 (dd, 1H, Ar-4, J=2.6Hz), 7.41 (d, 1H, Ar-6,
J=24Hz), 7.45-7.48 (m, 1H, Ar-5), 7.52-5.55 (m, 1H, Ar-3’), 7.56 (br, 2H,
NH,), 7.62 (d, 1H, Ar-2', J=2.0Hz), 7.63-7.67(m, 1H, Ar-6'); *C NMR (CDCl,):
112.6 (Ar-1), 117.2 (Ar-3), 126.4 (Ar-5), 127.7 (Ar-6), 128.7 (Ar-3.5), 131.8
(Ar-2,6"), 136.9 (Ar-1"), 137.7 (Ar-4), 138.7 (Ar-4'), 154.3 (Ar-2), 195.4 (C=0);
MS m/z: 266. Anal. caled. for Ci3Hy CILNO: C, 58.67; H, 3.41; N, 5.26. Found:
C, 58.68; H, 3.41; N, 5.25.

(2-Amino-5-chlorophenyl)(2-fluorophenyl)methanone 13. Yellow solid,
mp: 63-65°C; UV-vis (CH,Cl,, A nm): 392, 235, 205; FTIR (KBr, cmfl): 3443,
3333, 1619, 1539, 1455, 1318, 1299, 1239, 1215, 1150, 947, 755, 645; '"H NMR
(CDCly): 6.71 (d, 1H, Ar-3, J=9.0Hz), 7.12 (d, 1H, Ar-3’, J=0.8 Hz), 7.17 (t, 1H,
Ar-5, J=1.1Hz), 7.22-7.29 (m, 1H, Ar-4'), 7.39 (dd, 1H, Ar-4, J=2.0, 1.4 Hz),
7.44-7.49 (m, 1H, Ar-6); 7.51-7.56 (m, 1H, Ar-6'); >°C NMR (CDCls): 116.0, 116.4
(Ar-1), 118.7 (Ar-3), 119.0, 120.6 (Ar-3'), 124.2, 124.3 (Ar-5'), 127.6, 127.9 (Ar-1'),
129.4 (Ar-5), 129.6, 129.7 (Ar-6'), 132.1, 132.3 (Ar-6), 133.0 (Ar-4'), 135.0 (Ar-4),
148.8 (Ar-2'), 156.5 (Ar-2), 161.5 (Ar-2'), 194.3 (C=0); MS m/z: 249. Anal. calcd.
for C;3HoCIFNO: C, 62.54; H, 3.63; N, 5.61. Found: C, 62.53; H, 3.63; N, 5.60.

(2-Amino-5-chlorophenyl)(3-fluorophenyl)methanone 14. Yellow solid,
mp: 106-108°C; UV-vis (CH,Cl,, A nm): 392, 235, 204; FTIR (KBr, cm™): 3462,
3348, 1630, 1580, 1540, 1471, 1436, 1243, 1162, 769, 523; 'H NMR (CDCls): 6.00
(br, 2H, NH,), 6.70 (d, 1H, Ar-3, J=8.8Hz), 7.12 (d, 1H, Ar-3/, J=0.8 Hz), 7.18
(t, 1H, Ar-5, J=1.1Hz), 7.26 (dd, 1H, Ar-4, J=2.0, 1.4Hz), 7.37 (d, 1H, Ar-6),
7.66 (d, 2H, Ar-6'), 7.68 (d, 1H, Ar-2'); '*C NMR (CDCly): 115.1, 115.7 (Ar-2',4"),
118.5 (Ar-3), 120.0 (Ar-1), 121.6, 121.7 (Ar-6'), 122.8 (Ar-6), 123.0 (Ar-5), 132.5,
132.8 (Ar-5'), 134.2 (Ar-4), 135.4, 135.7 (Ar-1'), 154.2 (Ar-2), 163.1, 166.4 (Ar-3'),
196.3 (C=0); MS m/z: 249. anal. caled. for C;3HyCIFNO: C, 62.54; H, 3.63; N,
5.61. Found: C, 62.53; H, 3.63; N, 5.60.

(2-Amino-5-chlorophenyl)(4-fluorophenyl)methanone 15. Yellow solid,
mp: 106-108 °C; UV-vis (CH,Cl,, A nm): 392, 235, 204; FTIR (KBr, cmfl): 3462,
3348, 1630, 1580, 1540, 1471, 1436, 1243, 1162, 769, 523; '"H NMR (CDCls): 5.98
(br, 2H, NH,), 6.70 (d, 1H, Ar-3, J=9.0Hz), 7.16 (m, 1H, Ar-3), 7.13-7.19 (m,
2H, Ar-3',5'), 7.20-7.36 (m, 1H, Ar-6), 7.36 (d, 1H, Ar-4, J=2.4Hz), 7.67 (dd, 2H,
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Ar-2,6'); 3C NMR (CDCl5): 115.3, 115.6 (Ar-3',5'), 118.4 (Ar-3), 118.7 (Ar-5), 120.0
(Ar-1), 131.6, 131.7 (Ar-2',6'), 132.8 (Ar-6), 134.2 (Ar-4), 135.4 (Ar-1), 149.2 (Ar-2),
163.1, 166.4 (Ar-4'), 196.3 (C=0); MS m/z: 249. Anal. caled. for C;3HoCIFNO: C,
62.54; H, 3.63; N, 5.61. Found: C, 62.53; H, 3.63; N, 5.60.

Crystal Structure Determination

A suitable crystal of compound 16 (obtained by crystallization from CH,Cl, at
room temperature) was rolled in epoxy resin and mounted on a glass fiber. Bruker
Apex AXS CCD area detector x-ray diffractometer was the instrument used for deter-
mination. The data were first reduced and corrected for absorption using psi scans
and then solved using the program SHELL-XS. All nonhydrogen atoms were refined
using the anisotropic thermal parameters, and the hydrogen atoms were refined at
calculated positions by applying thermal parameters constrained to the carbon atom
on which they were attached. A summary of the key crystallographic information is
given in Table 3. CCDC 778732 contains the supplementary crystallographic data for
this article. These data can be obtained free of charge via www.ccdc.cam.ac.uk/
conts/retrieving.html (or from the CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ,
UK fax: +44 1223 336033; e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk.

Table 3. Crystal data and structure refinement

Parameter

Value

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

V4

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size/shape/color
Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta =
Absorption correction
Refinement method
Data/restraints/parameters
Goodness of fit on F?

Final R indices [I > 2sigma(])]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

Ci3HyCIFN O

249.66

298(2) K

0.71073 A

Monoclinic

P21/c

a=12.081Q2) A, 0 =90°
b=9.7923(16) A, B=93.514(3)°
c=9.9142(16) A, y=90°
1170.6(3) A®

4

1.417 Mg/m?

0.320mm™"

512

0.40 x 0.10 x 0.10 mm/prism/colorless
1.69 to 25.30°
—l4<=h<=14, -1ll<=k<=11, —-ll<=1<=11
9420

2135 [R(int) = 0.0622]

25.30° 100.0%

None

Full-matrix least-squares on F?
2135/1/157

0.869

R1=0.0386, wR2=0.0773
R1=0.0679, wR2=0.0859
0.201 and —0.144 ¢ A3
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1. Introduction

Dendrimers' are synthetic, nanometer-sized macromolecules
that can be modified to suit a specific application with unique archi-
tecture, given that they have well-defined, compartmentalized
structure and narrow polydispersity. They have been extensively
investigated as drug delivery carriers®~’ due to the presence of nano-
compartments that can encapsulate guest molecules.®-1° Dendri-
mers are commercially available, being PAMAM dendrimers the
most extensively studied for biological applications.!!~!> They have
a unique architecture based on B-alanine subunits with primary
amine groups on the surface that are available for the attachment
of several types of biological materials.'® Their aqueous solubility
and biocompatibility are well suited to carry ligands, fluorochromes,
and drugs for targeting, imaging,!” and drug delivery.'®1.19-20
Benzodiazepines represent a large and still expanding group of
synthetic heterocyclic derivatives, which have attracted much
attention in the field of drugs and pharmaceuticals in the last
30 years. The biological relevance of the benzodiazepine family
explains our interest in exploring the anticancer activities of the
dendrimers with benzodiazepines. In the present paper, we describe
the synthesis of 5-aryl-1,4-benzodiazepines derivatives attached to
resorcinaren-PAMAM dendrimers and their anticancer activity.

* Corresponding author. Tel.: +52 5622 4451; fax: +52 5616 22032.
E-mail address: margar@servidor.unam.mx (M. Martinez-Garcia).

0968-0896/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bmc.2011.10.070

2. Synthesis

It has been established that the introduction of activated ester
groups on the upper rim of resorcinarenes provides an excellent pos-
sibility for further chemical modification of resorcinarenes. The es-
ter group of resorcinarenes can be ammonolysized by diamine to
obtain amide derivatives with terminal amino groups. Resorcina-
rene-core amine dendrimers reacting with esters will introduce a
benzodiazepine at the periphery of resorcinarenes. The synthetic
routes for the preparation of the first and second generations of den-
dritic resorcinaren-polyamidoamine and Schiff bases are shown in
Scheme 1.

The dendritic core resorcinarenes 1 and 2 were prepared by the
reaction of resorcinol with dodecanaldehyde or hydrocinnamalde-
hyde,?! they have eight functionalized phenolic hydroxyl groups,
which were primarily full alkylated with methyl bromoacetate in
a K,COs/acetone system to afford active ester derivatives 3, 4. Com-
pounds 3 and 4 were used as the starting building blocks for con-
structing high-generation dendrimers. Refluxing compounds 3 and
4 with a large excess of 1,2-diaminoethane in a mixture of metha-
nol and benzene 1:1 for 24 h gave the corresponding first genera-
tion amide dendrimers 5 and 6 containing free terminal amino
groups in excellent yields (90% and 88%) (Scheme 1).

Generation 1.5 was obtained from a mixture of methyl acrylate
in MeOH cooled to 0 °C, this was added to compounds 5 or 6 in
MeOH cooled to 0°C. The MeOH and excess of methyl acrylate,
as volatiles, were evaporated on a rotary evaporator at 34 °C, and

Please cite this article in press as: Cortez-Maya, S.; et al. Bioorg. Med. Chem. (2011), doi:10.1016/j.bmc.2011.10.070




BAH/O\ 0%/

o OH K2 o, O
;@L‘/ Acetone m/
R 1y
1=(CH,)-Ph 3—(CH2)-Ph
2=(CH,)-CHj3 4=(CH,)-CH3
|
b o p
0
~ O/

S. Cortez-Maya et al./Bioorg. Med. Chem. xxx (2011) xxX-Xxx

NH, HoN
HN NH
O O
/\/
Methanol
Benzene

@

5= (CHQ) Ph
6=(CH,)-CH,

H,N. NH,

LN \\\ /)
\\\ NH NH,
NH
NH 0O H
HN

N
NH
/\[(0\ S ( HNT g
o HN NH Methanol NH
Benzene

7=(CH,)-Ph
8=(CH,)-CHj

9=(CH,)-Ph
10=(CH,)-CH;
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Scheme 2. Synthesis of the benzodiazepine derivatives.

G-1.5 was dried in vacuum obtaining compounds 7 and 8. Finally
the compounds 7 and 8 were reacted with an excess of 1,2-diami-
noethane in a mixture of methanol and benzene 1:1 for 24 h result-
ing in the corresponding second generation amide dendrimers 9
and 10 (Scheme 1).

It should be pointed out that compounds 5, 6, 9 and 10 have
good solubility in most organic solvents. In the IR spectra of amides
5 and 6 the absorption band of C=0 appears at 1675 cm', while
the absorption band of C=0 in the ester derivatives 3 and 4 ap-
pears at 1750 cm ', which indicates that all the ethyl ester groups
were transformed into amide groups.

The 5-aryl-1,4-benzodiazepines (11-14) were synthesized in
agreement with the literature procedure®? and modified in N1 with
MeO~ Na" and methyl bromoacetate (Scheme 2).

The structure of compound (11) was confirmed by X-ray diffrac-
tion analysis of a single crystal prepared by crystallization
from chloroform. The general view of compound (11) is shown in
Figure 1.

Finally the benzodiazepine derivatives were attached to the res-
orcinaren-PAMAM dendrimers in methanol/benzene 1:1 at reflux
for 3 days, the compounds 19-34 were washed with acetone and
methanol to remove the excess of benzodiazepine (Scheme 3).
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Figure 1. Crystal structure and crystal packing of compound 11. Selected bond lengths (A): C(1)-C(7) 1.736(2); N(1)-C(18) 1.458(3); N(1)-C(18) 1.458(3); N(1)-C(2)
1.367(3); C(5)-C(11) 1.486(3); C(5)-C(12) 1.499(3); CI(1)-C(7) 1.736(2). Selected bond angles (°): C(11)-C(5)-C(12) 118.83(17); N(4)-C(5)-C(11) 124.53(17);
C(2)-N(1)-C(10) 123.91(16); C(2)-N(1)-C(18) 115.44(17).
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Scheme 3. Synthesis of resorcinaren-PAMAM with benzodiazepine derivatives in the periphery.
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Table 1
Inhibition on the growth (%) of human tumor cell lines for (1, 2, 5, 6, 9, 10-18) at
50 pM in DMSO

Cell line U251 PC-3 K256 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
Compound
1 47.57 5.4 60.78 14.73 21.46 14.85
2 11.80 1.78 17.67 - 8.54 6.01
5 37.00 28.96 35.33 34.91 33.21 30.92
6 18.05 — 11.19 31.54 — 16.24
9 — _ — — _ —
10 56.52 38.54 100 91.27 91.98 100
11 11.72 12.30 19.71 12.0 19.29 13.23
12 18.6 12.83 15.92 12.9 11.8 12.50
13 20.72 22.41 27.23 26.0 24.5 19.8
14 33.72 22.33 30.62 25.2 22.2 275
Table 2

Inhibitory concentration (ICso) (M) values obtained in PC-3, HCT-15 and SKLU-1 cell
lines for compounds (15-18) in DMSO

Dendrimers PC-3 HCT-15 SKLU-1

15 38.54 £4.60 35.43+2.50 39.71+£2.30
16 15.40+2.30 18.85+£0.75 15.69+0.24
17 20.86 + 1.60 23.62+1.90 22.64+1.00
18 40.84 £ 1.60 33.52+1.90 32.44 +1.00
cis-Platin 15.20+1.40 13.83 £0.70 7.13+0.20

2.1. Cytotoxic activity

From the series of synthesized compounds, resorcinarenes 1
and 2, as well as the resorcinaren-dendrimers of first and second
generation 5, 6, 9, 10, were tested for anticancer activity and were
screened in vitro against five human cancer cell lines. U251 (hu-
man glyoblastoma), PC-3 (human prostatic adenocarcinoma),
K562 (human chronic myelogenous leukemia cells), HCT-15 (hu-
man colorectal adenocarcinoma), MCF-7 (human mammary ade-
nocarcinoma) and SKLU-1 (human lung adenocarcinoma). Cell
lines were supplied by the National Cancer Institute (USA). The hu-
man tumor cytotoxicity was determined using the protein-binding
dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure cell
growth, as described in the protocols established by the NCI
(Monks et al., 1991).2% The cell lines were cultured in RPMI-1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-gluta-
mine, 10,000 units/ml penicillin G sodium, 10,000 pg/ml strepto-
mycin sulfate and 25 pg/ml amphotericin B (Gibco) and 1% non-
essential amino acids (Gibco). They were maintained at 37 °C in a
humidified atmosphere with 5% CO,. The viability of the cells used
in the experiments exceeds 95% as determined with trypan blue.
The initially obtained cytotoxic screening data (Table 1) shows that
they have significant anticancer activities, especially compounds 6,
9, 11 and 12, and that their activity depends on the nature of the
human cancer cell line.

The inhibitory concentration (ICso) values were only determined
for those lines (PC-3, HCT-15 and SKLU-1), for four resorcinaren-PA-
MAM with benzodizepine derivatives samples, and were compared
to the results obtained with the cis-platin cytotoxic agent (Table 2).
For the three selected cell lines, the first generation dendrimer 6
and the second generation dendrimer 9 showed good activity and
in the case of the benzodiazepine derivatives 11, 12 showed promis-
ing activity as well. The first generation dendrimer with the benzodi-
azepine attached (16) was found to be the most potent among the
benzodiazepines studied, exhibiting the lowest inhibitory concentra-
tions (15.40+2.3, 18.85+0.75 and 15.69 + 0.24 uM, Table 2). The
comparison of the activity of chloro-derivative (dendrimer 16) with
that of the corresponding hydrogen-derivative (dendrimer 15) indi-
cates that the presence of chloro in the second ring of the benzodiaze-
pines leads to better results in inhibition of cancer cell proliferation.

In the case of the second generation dendrimers 17 and 18, the den-
drimer 18 was the most active.

The results of the present experiments clearly indicate that com-
pounds 15-18 inhibit, in all cell lines, the proliferation of cancer
cells. The rank order of potency was: 16 > 17 > 18 > 15, at the con-
centration assayed. Dendrimers 16 and 18 emerged as the most
promising PC-3, HCT-15 and SKLU-1 inhibitors. In summary, these
results reveal that this class of resorcinaren-PAMAM with benzodi-
azepine derivatives in the periphery gives rise to an inhibitory
growth of cancerous cells, although further investigation is war-
ranted to establish the mechanism of inhibitory activity.

3. Conclusions

In the present work it was observed that resorcinaren-PAMAM
with benzodiazepine derivatives in the periphery can be obtained
in good yields. Biological activity tests showed that the synthesized
resorcinaren-PAMAM with benzodiazepine derivatives compounds
have potential activity against cancer. Inhibition of cancer cell pro-
liferation was enhanced in the presence of a chloro-substituent in
the second ring of the 5-aryl 1,4-benzodiazepines.

4. Experimental section
4.1. Materials and equipments

Solvents and reagents were purchased as reagent grade and used
without further purification. Ether and toluene were distilled from
sodium and benzophenone, acetone was distilled over calcium chlo-
ride, and methanol was distilled over calcium oxide powder. Column
chromatography was performed on Merck Silica Gel 60 A (70-
230 mesh). 'H and '>C NMR spectra were recorded on a Varian
Unity-300 MHz with tetramethylsilane (TMS) as an internal refer-
ence. Infrared (IR) spectra were measured on a Nicolet FT-SSX spec-
trophotometer. Elemental analysis was determined by Galbraith
Laboratories, INC Knoxville.

4.2. General procedure for preparation of dendrimers,
generation 0.5

A mixture of the methyl bromoacetate (1 mmol), potassium car-
bonate (3 mmol) in dry acetone (50 mL) was heated to reflux and
stirred vigorously under an N, atmosphere for 20 min. The com-
pounds 1 or 2 (0.2 mmol) dissolved in dry acetone (40 mL) were
added drop wise and the reaction was continued for 7 days. The
mixture was cooled and the precipitate filtered. The filtrate was
evaporated to dryness under pressure. The residue dissolved in
diethyl ether was washed with an aqueous solution of 5% Na,CO3;
(three times). The organic layer was dried and evaporated to obtain
the esters 3 and 4.

4.2.1. Compound 3

Yield: 93%. Brown solid. mp: >300 °C. 'H NMR (300 MHz, CDCl5)
du: 2.20 (br, 8H, CH,), 2.66 (br, 8H, CH,), 3.75 (s, 24H, O-CH3), 4.28
(s, 16H, CH,-0), 4.72 (t, 4H, CH, ] = 7.0 Hz), 6.23 (s, 4H, Ar), 6,76 (s,
4H, Ar), 7.06-7.15 (m, 20H, Ar); '3C NMR (75 MHz, CDCl;) ¢: 34.3
(CH,), 35.58 (CH,), 36.7 (CH), 51.9 (O-CH3), 66.9 (CH,-0), 100.5
(Ar), 125.4 (Ar), 126.2 (Arjs), 128.0 (Ar), 128.1 (Ar), 128.3 (Ar),
142.5 (Arips), 154.2 (Ar-0), 169.7 (C=0). MS (MALDI-TOF) m/z:
1480 (M"). Anal. Calcd for Cg4Hgg0O24: C, 68.10; H, 5.99. Found: C,
68.10; H, 5.97.

4.2.2. Compound 4
Yield: 95%. Brown solid. mp: >300°C. 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) 6y: 0.86 (t,12H, CH3, J = 6.8 Hz), 1.23 (s, 56H, CHy), 1.29 (s,
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16H, CH,), 1.83 (m, 8H, CH,), 3.75 (s, 24H, O-CHs), 4.27 (s, 16H,
CH,-0), 4.25 (t, 4H, CH, J=7.5 Hz), 6.21 (s, 4H, Ar), 6.61 (s, 4H,
Ar); 3C NMR (75 MHz, CDCls) o¢: 14.0 (CH3), 22.6 (CH,), 28.0
(CH,), 29.3 (CH,), 29.6 (CH,), 29.7 (CH,), 29.8 (CH,), 29.9 (CH,),
31.9 (CH,), 345 (CH), 51.8 (CH3-0), 67.1 (CH»-0), 100.8 (Ar),
1265 (Ar), 1285 (Arps), 1544 (Ar-0), 169.7 (C=0). MS
(MALDI-TOF) m/z: 1681 (M"). Anal. Calcd for CogHi44024: C,
68.54; H, 8.63. Found: C, 68.52; H, 8.60.

4.3. General procedure for preparation of dendrimers,
Generation 1.0 and 2.0

A mixture of ester-containing derivatives 3, 4, 7 and 8
(1.0 mmol) and 1,2-diaminoethane (15.0 mL) in ethanol (15 mL)
and toluene (15 mL) were refluxed for 24 h in an atmosphere of
nitrogen. The organic solvent and the excess 1,2-diaminoethane
were removed in vacuo. The residue was washed several times
with alcohol to obtain the amide products 5, 6, 9 and 10.

4.3.1. Compound 5

Yield: 90%. Brown solid. mp: >300 °C. 'H NMR (300 MHz, CDCl5)
du: 1.96 (br, 16H, CH,), 2.89 (s,16H,CH,-NH,), 3.39 br, 16H, CH,-
NH), 4.37 (br, 16H, CH,-0), 4.47 (br, 16H, NH,), 4.68 (t, 4H, CH,
J=7.0Hz), 6.44 (s, 4H, Ar), 6,51 (s, 4H, Ar), 7.06-7.22 (m, 20H,
Ar); 3C NMR (75 MHz, CDCls) é¢c: 30.9 (CH,), 34.5 (CH,), 37.2
(CH), 40.5 (CH,-NH,), 41.2 (CH»-NH), 68.5 (CH,-0), 101.2 (Ar),
125.7 (Ar), 127.2 (Arjps), 128.4 (Ar), 128.6 (Ar), 141.6 (Aripso),
147.9 (Ar-0), 162.3 (C=0). MS (MALDI-TOF) m/z: 1704 (M*). Anal.
Calcd for CooH129N16016: C64.77,H 7.09; N, 13.14. Found: C, 64.74;
H, 7.11; N, 13.12.

4.3.2. Compound 6

Yield: 88%. Brown solid. mp: >300 °C. 'TH NMR (200 MHz, CDCl5)
dy: 0.86 (t, 12H, CHs, J=6.2 Hz), 1.21 (br, 72H, CH,), 1.95 (br, 8H,
CH,), 2.9 (br, 16H, CH,-NH,), 3.4 (s, 16H, CH,-NH), 4.58 (s, 16H,
CH,-0), 4.71 (t, 4H, CH, J=7.0 Hz), 5.89 (br, 4H, NH,), 6.49 (s,
4H, Ar), 7.25 (s, 4H, Ar); '*C NMR: (75 MHz, CDCl3) dc: 14.0
(CHs3), 22.6 (CHy), 29.3 (CH,), 29.7 (CH3), 29.8 (CH>), 31.9 (CH,),
34.5 (CH), 37.3 (CH,-NH,), 41.2 (CH,-NH), 68.1 (CH,-0), 99.0
(Ar), 126.8 (Ar), 129.5 (Arjps), 154.4 (Ar-0), 168.6 (C=0). MS (MAL-
DI—TOF) m/Z: 1905 (M+) Anal. Calcd for C]04H176N16016: C, 65.51;
H, 9.30; N, 11.75. Found: C, 65.49; H, 9.32; N, 11.72.

4.3.3. Compound 9

Yield: 89%. Brown solid. mp: >300 °C: "H NMR (300 MHz, CDCl5)
du: 2.34 (br, 8H, CH,), 2.59 (br, 16H, CH,-N), 2.74 (br, 8H, CH,),
2.97 (s, 32H, CH,-NH,), 3.01 (s, 32H, CH,-NH), 3.10 (br, 32H, N-
CH,), 3.23 (br, 32H, CH,-C=0), 3.46 (br, 16H, CH,-NH), 4.44 (br,
16H, CH,-0), 4.80 (t, 4H, CH, J=7.0 Hz), 6.43 (s, 4H, Ar), 6.50 (s,
4H, Ar), 7.06-7.22 (m, 20H, Ar); 3C NMR (75 MHz, CDCls) éc:
32.2 (N-CHy), 33.9 (CH,), 34.4 (CH,), 37.2 (CH), 40.9 (CH,-NH),
41.7 (CH,-NH;), 43.6 (CH,-NH), 45.6 (CH,-N), 52.2 (N-CH,),
67.2 (CH,-0), 101.2 (Ar), 125.9 (Ar), 126.7(Arips), 127.4 (Ar),
128.4 (Ar), 141.8 (Arjps), 154.9 (Ar-0), 169.3 (C=0), 173.6 (C=0).
MS (MALDI—TOF) m/z: 3530 (M+) Anal. Calcd for C172H280N45035:
C, 58.48; H, 7.99; N, 19.03. Found: C, 58.44; H, 7.95; N, 19.92.

4.3.4. Compound 10

Yield: 89%. Brown solid. mp: >300°C: 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) 6y: 0.87 (s, 12H, CH3), 1.23 (s, 80H, CH,), 2.36 (br, 16H,
CH,-N), 2.77 (br, 32H, CH,-NH,), 3.02 (br, 32H, CH,-NH), 3.27
(br, 32H, CH,-C=0), 3.36 (br, 16H, CH,-NH), 4.57 (br, 16H,
CH,-0), 4.71 (t, 4H, CH, J=7.0 Hz), 5.96 (br, 32H, NH,), 6.37 (s,
4H, Ar), 7.25 (s, 4H, Ar); '3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6¢: 14.1 (CHs),
22.7 (CH,), 29.5 (CH,), 29.8 (CH,), 29.9 (CH,), 31.2 (CH,), 34.0
(CH), 37.6 (CH,-NH), 41.1(CH,-NH,), 419 (CH,-NH), 50.4

(CH,-N), 52.5 (CH,-C=0), 68.9 (CH,-0), 96.4 (Ar), 124.4 (Ar),
127.1 (Arjps), 154.7 (Ar-0), 169.2 (C=0), 173.7 (C=0). MS (MAL-
DI-TOF) m/z: 3730 (M*). Anal. Calcd for Cyg4H336N4g035: C, 59.20;
H, 9.07; N, 18.01. Found: C, 59.23; H 9.10; N, 18.01.

4.4. General procedure for preparation of dendrimers,
generation 1.5

A mixture of each of the amides 5 and 6 (0.5 mmol) and methyl
acrylate (15 mL) in methanol (15 mL) was stirred in an atmosphere
of nitrogen at 45-50 °C for 5 d. Methanol and excessive methyl
acrylate were removed in vacuo. The residue was crystallized from
alcohol/ether to obtain the ester compounds 7 and 8.

4.4.1. Compound 7

Yield: 78%. Brown solid. mp: >300°C: '"H NMR: (300 MHz,
CDCl3) doy: 2.04 (s, 8H, CH,), 2.39 (br, 16H, CH,-N), 2.57 (s, 8H,
CH,), 2.73 (s,16H,CH,-NH), 3.10 (br, 32H, CH,-C=0), 3.49 (br,
32H, N-CHy), 3.58 (s, 48H, -OCHj3), 4.42 (br, 16H, CH,-0), 4.46 (t,
4H, CH, J=7.0 Hz), 5.12 (br, 8H, NH), 6.54 (s, 4H, Ar), 6.67 (s, 4H,
Ar), 6.9-7.22 (m, 20H, Ar); '>C NMR (75 MHz, CDCl;) d¢c: 32.1
(CH3), 32.5 (CH,y), 32.8 (CH,-C=0), 34.2 (CH), 37.1 (CH-NH),
49.2 (N-CH,-), 51.5 (O-CH3s), 52.7 (CH,-N), 68.4 (CH,-0), 101.2
(Ar), 125.0 (Ar), 125.2 (Arjpso), 128.3 (3-Ar), 141.8 (Arjpso), 154.2
(Ar-0),167.9 (C=0, 1), 1729 (C=0, 2). MS (MALDI-TOF) m/z:
3081 (M+) Anal. Calcd for C155H215N16048: C, 6077, H, 706, N,
7.27. Found: C, 60.78; H, 7.05; N, 7.25.

4.4.2. Compound 8

Yield: 75%. Brown solid. mp: >300°C: 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) 6y: 0.83 (t, 12 H, CH3, J=7.2 Hz), 1.20 (s, 16H, CH,), 1.25
(s, 40H, CH,), 1.34 (s, 24H, CH,), 2.40 (br, 32H, CH,-C=0), 2.60
(br, 16H, CH,-N), 2.75 (br, 32H, N-CH,), 3.50 (br, 16H, CH,-NH),
3.62 (s, 48H, -OCH3), 4.5 (br, 16H, CH,-0), 4.69 (br, 4H, CH), 6.97
(s, 4H, Ar), 7.18 (s, 4H, Ar); 3C NMR (75 MHz, CDCl;) é¢: 14.1
(CH3), 22.6 (CH>), 28.6 (CH3), 29.4 (CH,), 29.7 (CHy), 29.9 (CHy),
30.3 (CHy), 31.9 (CH,-C=0), 32.6 (CH,), 36.7 (CH,-NH), 37.2
(CH), 49.3 (N-CHy), 51.54 (-OCH3), 52.7 (CH2-N), 67.9 (CH,-0),
98.1 (Ar), 125.8 (Ar), 128.3 (Arjps), 155.4 (Ar-0), 169.7 (C=0, 1),
173.2 (C=0, 2). MS (MALDI-TOF) m/z: 3281 (M"). Anal. Calcd for
Cies Ha72Nq6 O4g: C, 61.44; H, 8.35; N, 6.82. Found: C, 61.41; H,
8.37; N, 6.84.

4.5. General procedure for preparation of benzodiazepine
derivatives

To a solution of 1,4-benzodiazepines 11-14 (7.9 mmol) in
50 mL of anhydrous methanol, NaMeOH (9.8 mmol) was added,
the mixture was stirred for 30 min. Afterwards, was cooled at
10°C and methyl bromoacetate (9.8 mmol) was added, the
reaction was stirred for 4 h. The solvent was evaporated under
vacuum and the product was chromatographed in a mixture of
hexanes/ethyl acetate 6:4.

4.5.1. Methyl-2-(7-chloro-2-o0xo-5-phenyl-2,3-dihydro-1
H-benzo[e][1,4]diazepin-1-yl) acetate 11

Yield: 58%. White solid. mp: 134-135°C. 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) dy: 3.71 (s, 3H, 0-CH3), 3.87 (d, 1H, CH,, J = 10.8 Hz), 4.55
(s, 2H, CH;), 4.86 (d, 1H, CH,, J=10.8 Hz), 7.29 (d, 1H, Ar-9,
J=2.4Hz), 7.43 (s, 1H, Ar-6), 7.44-7.46 (m, 2H, Ar-6', 2'), 7.48-
7.50 (m, 1H, Ar-4), 7.51-7.53 (m, 2H, Ar-5, 3’), 7.64 (d, 1H, Ar-8,
J=7.9Hz); 3C NMR (75 MHz, CDCl3) dc: 49.3 (CH,), 52.6 (O-
CH3), 56.0 (CHy), 123.0 (Ar-9), 128.5 (Ar-5, 3'), 129.1 (Ar-7),
129.7 (Ar-6/, 2’), 130.1 (Ar-6), 130.5 (Ar-5a), 131.0 (Ar-4'), 131.9
(Ar-8), 137.7 (Ar-1’), 141.3 (Ar-9a), 168.9 (C=N), 169.0 (C=0),
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169.7 (C=0). MS (IE) m/z: 342 (M*). Anal. Calcd for C;gH;5CIN,Os:
C, 63.07; H, 4.41; N, 8.17. Found: C, 63.06; H, 4.40; N, 8.15.

4.5.2. Methyl-2-(7-chloro-5-(2-chlorophenyl)-2-0xo0-2,
3-dihydro-1H-benzo|e][1,4] diazepin-1-yl)acetate 12

Yield: 64%. White solid. mp: 113-114 °C. 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) éy: 3.72 (s, 3H, 0-CH3), 4.22 (d, 2H, CH,, J=11.5Hz), 4.6
(s, 2H, CH,), 7.12 (d,1H, Ar-9, J=8.7Hz), 7.37 (d, 1H, Ar-6,
J=2.4Hz), 742-7.45 (m, 1H, Ar-3'), 7.47-7.49 (m, 1H, Ar-4’),
7.52-7.53 (m, 1H, Ar-5'), 7.55-7.58 (m, 1H, Ar-8), 7.63-7.65 (m,
1H, Ar-6'); '3C NMR (75 MHz, CDCl3) é¢c: 50.1 (CH,), 52.5 (-
OCH3), 56.8 (CH,), 122.8 (Ar-9), 127.0 (Ar-5'), 129.0 (Ar-5a),
129.2 (Ar-7), 129.3 (Ar-6), 130.2 (Ar-3'), 131.0 (Ar-4, Ar-6'),
131.9 (Ar-8), 133.2 (Ar-2'), 136.6 (Ar-1’), 138.3 (Ar-9a), 169.4
(C=N), 171.3 (C=0), 173.2 (C=0). MS (IE) m/z: 376 (M"). Anal.
Calcd for CigH14CILN,05: C, 57.31; H, 3.74; N, 7.43. Found: C,
57.30; H, 3.73; N, 7.44.

4.5.3. Methyl-2-(7-chloro-5-(2-fluorophenyl)-2-oxo0-2,
3-dihydro-1H-benzo[e][1,4] diazepin-1-yl)acetate 13

Yield: 70%. Brown solid. mp: 114-115°C. 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) dy: 3.76 (s, 3H, O-CH3), 3.89 (dd, 1H, CH,, J=11.8 Hz),
4.53 (s, 2H, CH,), 4.92 (d, 1H, CH,, J = 11.8 Hz), 7.05 (d, 1H, Ar-3’,
J=09Hz), 718 (d, 1H, Ar-9, J=2.4Hz), 7.25 (d, 1H, Ar-5,
J=4.6Hz), 743 (s, 1H, Ar-6), 7.45-7.48 (m, 1H, Ar-4'), 7.67 (d,
1H, Ar-8, J=1.8Hz), 7.70 (d, 1H, Ar-6/, J=1.8 Hz); '>C NMR
(75 MHz, CDCl3) d¢c: 49.7 (CH,), 52.6 (O-CH3), 56.5 (CH,), 116.4
(Ar-3'), 122.8 (Ar-9), 124.5 (Ar-5'), 126.6 (Ar-1"), 126.7 (Ar-5a),
130.4 (Ar-6), 131.3 (Ar-6'), 131.4 (Ar-7), 131.6 (Ar-8),132.4 (Ar-
4’), 140.2 (Ar-9a), 162.15 (Ar-2’), 166.0 (C=N), 168.7 (C=0),
169.1 (C=0). MS (IE) m/z: 360 (M"). Anal. Calcd for C;gH;4CIFN;05:
C, 59.93; H, 3.91; N, 7.76. Found: C, 59.91; H, 3.92; N, 7.75.

4.5.4. Methyl-2-(7-nitro-2-oxo-5-phenyl-2,3-dihydro-1
H-benzo[e][1,4]diazepin-1-yl) acetate 14

Yield: 70%. Brown solid. mp: 120-121 °C. 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) dy: 3.75 (s, 3H. 0-CH3), 4.22 (d, 1H, CH,, J = 9.4 Hz), 5.28 (s,
2H, CH,), 6.57 (d, 1H, CH,, J = 9.4 Hz), 7.14 (d, 1H, Ar-9, J = 2.2 Hz),
7.48-7.50 (m, 2H, Ar-3’, 5'), 7.51-7.53 (m, 1H, Ar-4'), 7.53-7.56
(m, 2H, Ar-2', 6'), 8.10 (s, 1H, Ar-6), 8.14 (d, 1H, Ar-8, J = 2.6 Hz);
13C NMR (75 MHz, CDCls) d¢: 49.7 (CH,), 52.6 (0-CH3), 56.5 (CH,),
116.4 (Ar-3'), 122.8 (Ar-9), 124.5 (Ar-5'), 126.6 (Ar-1'), 126.7 (Ar-
5a), 130.4 (Ar-6), 131.3 (Ar-6'), 131.4 (Ar-7), 131.6 (Ar-8), 132.4
(Ar-4'), 140.2 (Ar-9a), 162.15 (Ar-2’), 166.0 (C=N), 168.7 (C=0),
169.1 (C=0). MS (IE) m/z: 353 (M"). Anal. Calcd for C;gH;5N30s: C,
61.19; H, 4.28; N, 11.89. Found: C, 61.17; H, 4.27; N, 11.87.

4.6. Dendrimers with benzodiazepines in the periphery

To a solution of dendrimers 5, 6, 9 and 10 (0.5 mmol) in meth-
anol (15 mL), the benzodiazepine ester 11-14 (0.5 mmol) in meth-
anol (15mL) were added, the mixture was stirred in an
atmosphere of nitrogen at 45-50 °C for 5 d. The methanol was re-
moved in vacuo. The residue was washed several times with meth-
anol, after with CH,Cl, to obtain desired products 15-18.

4.6.1. First generation

4.6.1.1. Dendrimer 15. Yield: 84%. White solid. mp: >300 °C. 'H
NMR: (300 MHz, CDCl5) &y: 0.82 (s, 12H, CHs), 1.03 (s, 40H, CH,),
1.25 (s, 40H, CH,), 3.21 (br, 16H, CH,-NH), 3.38 (br, 16H, CH,-N),
3.70 (s, 16H, CH»-0), 3.9 (d, 16H, CH,, Bz, J=10.8 Hz), 4.6 (d,
32H, CH,, Bz, J=4.8 Hz), 4.8 (d, 16H, CH,, Bz, J=10.8 Hz), 7.09
(br, 4H, Ar), 7.14 (br, 4H, Ar), 7.26 (d, 16H, Ar-9 Bz, | = 2.4 Hz),
7.32-7.35 (m, Ar-2',6' Bz), 7.41-7.45 (m, 16H, Ar-3',5' Bz), 7.49-
7.51 (m, 16H, Ar-4’ Bz), 7.53-7.56 (m, 16H, Ar-6 Bz), 7.58-7.60
(m, 16H, Ar-8 Bz); '3C NMR (75 MHz, CDCl3) éc: 14.1 (CH3), 22.8

(CHy), 29.5 (CH,), 29.8 (CH,), 29.9 (CH,), 30.2 (CH,), 32.1 (CHy),
34.7 (CH), 37.2 (CHo-NH), 40.1 (CH,-N), 52.9 (CH, Bz), 56.6 (CH,
Bz), 67.5 (CH,-0), 123.8 (Ar, Ar-9 Bz), 126.3 (Ar-ipso, Ar-5a Bz),
128.4 (Ar-6 Bz), 128.6 (Ar-3',5' Bz), 128.7 (Ar-2',6' Bz), 128.9 (Ar-
7 Bz), 130.6 (Ar-8 Bz), 131.3 (Ar-4’ Bz), 138.4 (Ar-1'), 141.6 (Ar-
0), 142.5 (Ar-9a Bz), 169.6 (C=N, C=0 Bz), 169.8(C=0 Bz), 169.9
(C=0). MS (MALDI-TOF) m/z: 6903.17 (M+Na). Anal. Calcd for
C375H352CI1GN48048: C, 65.66; H, 5.16; N.9.77. Found: C, 60.68; H,
5.17; N, 9.76.

4.6.1.2. Dendrimer 16. Yield: 84%. White solid. mp: >300 °C. 'H
NMR: (300 MHz, CDCl3) 3y: 0.88 (t, 12H, CHs, J = 6.2 Hz), 1.25 (br,
72H, CH,), 1.95 (br, 8H, CH,), 3.02 (br, 16H, CH,-NH), 3.54 (s,
16H, CH»-N), 3.86 (d, 16H, CH, Bz, J=10.9 Hz), 4.35 (s, 16H,
CH,-0), 4.63 (s, 32H, CH, Bz), 4.80 (d, 16H, CH, Bz, ] = 10.9 Hz),
6.25 (s, 4H, Ar), 6.84 (s, 4H, Ar), 7.14 (d, 16H, Ar-9 Bz, ] = 8.7 Hz),
7.37 (d, 16H, Ar-6 Bz, J=2.4Hz), 7.45-7.49 (m, 16H, Ar-3' Bz),
7.52-7.56 (m,16H, Ar-4’ Bz), 7.57-7.59 (m, 16H, Ar-5' Bz), 7.63-
7.66 (m, 16H, Ar-8 Bz), 7.70-7.72 (m, 16H, Ar-6' Bz); '3C NMR
(75 MHz, CDCl3) d¢: 14.1 (CHs), 22.7 (CH>), 29.4 (CH>), 29.7 (CH,),
29.8 (CHy), 31.9 (CHy), 34.5 (CH), 36.1 (CH,-NH), 40.9 (CH,-N),
52.3 (CH, Bz), 57.1 (CH, Bz), 67.4 (CH,-0), 98.2 (Ar), 122.8 (Ar-
9), 125.5 (Ar), 126.6 (Ar-5a), 127.0 (Ar-5'), 127.8 (Arjp), 129.2
(Ar-7), 129.4 (Ar-6), 130.1 (Ar-3), 131.0 (Ar-4', Ar-6'), 131.4 (Ar-
8), 133.2 (Ar-2'), 137.4 (Ar-1'), 138.3 (Ar-9a), 156.4 (Ar-0), 167.2
(C=N, C=0 Bz), 168.3 (C=0), 169.3 (C=0). MS (MALDI-TOF) m/z:
7411.55 (M+) Anal. Calcd for C376H336Cl32N4304g: C, 60.79; H,
4.56; N, 9.05. Found: C, 60.78; H, 4.55; N, 9.05.

4.6.2. Second generation

4.6.2.1. Dendrimer 17. Yield: 89%. Brown solid. mp: >300 °C. 'H
NMR: (300 MHz, CDCl5) 6y: 2.38 (br, 8H, CH,), 2.61 (br, 8H, CH,),
2.8 (br, 16H, CH,-N), 3.05 (s, 32H, CH,-NH), 3.12 (s, 32H, CH,-
NH), 3.20 (br, 32H, CH,-C=0), 3.41 (br, 32H, CH,-NH), 3.9 (d, 32H,
CH,, J=10.8 Hz), 4.54 (br, 16H, CH,-0), 4.60 (d, 64H, CH,-Bz,
J=4.8Hz), 4.77 (d, 32H, CH,, J=10.8Hz), 4.80 (t, 4H, CH,
J=7.0Hz), 6.43 (s, 4H, Ar), 6.50 (s, 4H, Ar), 7.10-7.20 (m, 20H, Ar),
7.27 (d, 1H, Ar-9 Bz, J = 2.4 Hz), 7.33 (s, 2H, Ar-6',2’ Bz), 7.36 (s, 1H,
Ar-5'3' Bz), 7.45-7.50 (m, 2H, Ar-4' Bz), 7.54 (d, 1H, Ar-6 Bz,
J=2.4Hz),7.60(d, 1H, Ar-8 Bz,] = 6.9 Hz); '3C NMR (75 MHz, CDCl5)
dc: 29.8 (CHy), 29.9 (CH,), 34.5 (CH), 37.8 (CH,-NH), 40.1 (CH,-N),
52.8 (CH,-Bz, CH,-N), 56.4 (CH,-C=0, CH,-Bz), 67.2 (CH,-0),
101.2 (Ar), 123.2 (Ar-9 Bz), 123.5 (Ar), 126.1 (Ar-5a, Bz), 128.5 (Ar),
128.8 (Ar), 129.8 (Ar-5',3'-Bz), 130.4 (Ar-6/,2',4'-Bz), 130.8 (Ar-7-
Bz), 131.2 (Arjps), 131.3 (Ar-6 Bz), 132.4 (Ar-8 Bz), 138.3 (Ar-1' Bz),
141.4 (Aripso), 142.3 (Ar-9a, Bz), 157.9 (Ar-0), 169.5 (C=0, Bz,
C=N),169.7 (C=0, 2, Bz), 170.1 (C=0, 1). MS (MALDI-TOF) m/z:
13,442.95 (M"’) Anal. Calcd for C716H632Cl32N112N3096: C, 63.71;
H, 4.72; N, 11.62. Found: C, 63.68; H, 4.69; N, 11.59.

4.6.2.2. Dendrimer 18. Yield: 87%. White solid. mp: >300 °C. 'H
NMR: (300 MHz, CDCl5) 8y: 2.38 (br, 8H, CH,), 2.61 (br, 8H, CH,),
2.25 (br, 16H, CH,-N), 2.77 (br, 32H, CH,-C=0), 2.92 (br, 32H, N-
CH>), 3.29 (br, 48H, CH,-NH), 3.27 (br, 32H, CH,-N), 3.77 (d, 32H,
CH, Bz, J=10.8 Hz), 4.49 (br, 16H, CH,-0), 4.44 (d, 32H, CH,, Bz
J=3.3Hz), 4.72 (d, 64 H, CH, Bz, ] = 10.8 Hz), 6.43 (s, 4H, Ar), 6.50
(s, 4H, Ar), 7.10-7.20 (m, 20H, Ar), 7.29-7.41 (m, 16H, Ar-2', Ar-6/,
Bz), 7.18 (d, 32H, Ar-9, Bz, J=3.3 Hz), 7.48 (d, 32H, Ar-6, Bz,
J=1.8Hz), 7.51 (s, 32H, Ar-8, Bz); '>C NMR (75 MHz, CDCl3) éc:
14.3 (CHs), 22.8 (CH,), 29.5 (CH,), 29.8 (CH,), 29.9 (CH,), 30.2
(CH,), 32.1 (CH,), 34.0 (CH), 49.0 (CH,-C=0), 49.3 (CH,-NH), 49.5
(CH), 49.8 (CH,-NH), 50.2 (CH,-N), 50.5 (CH,-N), 52.7 (N-CH,,
CH,-Bz), 56.4 (CH,-Bz), 56.7 (CH-0), 96.4 (Ar), 122.6 (Arips),
123.0 (Ar, Ar-9 Bz), 128.6 (Ar-3,5' Bz), 129.6 (Ar-6 Bz) 130.2(Ar-
2'.6' Bz), 130.4(Ar-7 Bz), 131.0 (Ar-8 Bz), 131.9 (Ar-4’ Bz), 138.1
(Ar-1’ Bz), 142.8 (Ar-9a Bz), 169.2 (C=N, C=0 Bz), 169.4 (C=0, 3,
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2), 169.9 (C=0, 1). MS (ES) m/z: 14561.70 (Na+). Anal. Calcd for
C716H600C154N112N3096: C, 58.90; H, 4.14; N, 10.74. Found: C,
58.93; H, 4.18; N, 10.76.

4.7. Crystal structure determination

A suitable crystal of compound 11 (obtained by crystallization
from CHCl; at room temperature) was rolled in epoxy resin and
mounted on a glass fiber. Bruker Apex AXS CCD area detector
X-ray diffractometer was the instrument used for determination.
The data were first reduced and corrected for absorption using
psi-scans, and then solved using the program sHeii-xs. All non-
hydrogen atoms were refined using the anisotropic thermal
parameters and the hydrogen atoms were refined at calculated
positions applying thermal parameters constrained to the carbon
atom on which they were attached. CCDC 848697 contains the sup-
plementary crystallographic data for this paper. These data can be
obtained free of charge via www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retriev-
ing.html (or from the CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ,
UK; fax: +44 1223 336033; (e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk)
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