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RESUMEN

El presente estudio pretende aportar nuevas metodologias para la sintesis de nucleos
pirazolopiridinicos, tetrahidropirazoloquinolinicos y tetrahidropirazoloisoquinolinicos, por
medio de estrategias multicomponentes que involucran 5-aminopirazoles, cetonas ciclicas y
olefinas ricas en electrones, empleando calentamiento convencional e inducido por microondas,
en donde la exploracion sintética condujo a una metodologia novedosa que permite la obtencion
regioselectiva de las estructuras isémericas estudiadas. Por otra parte, esta investigacion busca
aportar moléculas bioactivas que puedan emplearse para el tratamiento de algunos trastornos del
sistema nervioso central que involucran al receptor GABA-A, por lo tanto, se realizd una
evaluacion in silico de los prototipos propuestos que incluye una indagacion de las propiedades
farmacocinéticas, farmacodinamicas y afinidad por el receptor, exhibiendo un comportamiento

promisorio como potenciales moduladores alostéricos del receptor GABA-A.

Palabras claves: 5-aminopirazoles, pirazolopiridinas, olefinas ricas en electrones, reaccion

multicomponente mircroondas, receptor GABA-A.
ABSTRACT

The present study aims to provide new methodologies for the synthesis of pyrazolopyridine,
tetrahydropyrazoloquinoline and tetrahydropyrazoloisoquinoline nuclei, through multicomponent
strategies involving 5-aminopyrazoles, cyclic ketones and electron-rich olefins, using
conventional and microwave-induced heating, where synthetic exploration led to a novel
methodology that allows regioselective obtaining of the isomeric structures studied. On the other
hand, this research seeks to provide bioactive molecules that can be used for the treatment of
some disorders of the central nervous system that involve the GABA-A receptor, therefore, an in
silico evaluation of the proposed prototypes was carried out, which includes an investigation of
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties and affinity for the receptor, exhibiting

promising behavior as potential allosteric modulators of the GABA-A receptor.

Keywords: 5-aminopyrazoles, pyrazolopyridine, electron-rich olefins, multicomponent,

microwave reaction, GABA-A receptor.
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PREFACIO

En este documento se presentan los resultados del trabajo de investigacion de maestria en
Ciencias-quimica titulado EVALUACION IN SILICO Y SINTESIS ASISTIDA POR
MICROONDAS DE  COMPUESTOS  HETEROCICLICOS CON  NUCLEO
PIRAZOLOPIRIDINICO COMO POTENCIALES MODULADORES ALOSTERICOS DE
RECEPTORES GABA-A, desarrollado en el Grupo de Estudios en Sintesis y Aplicaciones de
Compuestos Heterociclicos (GESACH) de la Universidad Nacional de Colombia-sede Bogota,

bajo la direccion de la Dra. Paola Andrea Cuervo Prado.

La presente tesis inicia con una breve introduccion a los temas que se abordaron durante la
investigacion, los cuales involucran una seccién computacional orientada a la prediccion in
silico de las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas para nuevos prototipos moleculares
con nucleo pirazolopiridinico, asi como la prediccién de su potencial actividad sobre el sistema
nervioso central; en una segunda seccion se presenta la optimizacion de condiciones de reaccion
para la sintesis de estos compuestos y su caracterizacion. La elaboracién de esta tesis surgié del
interés personal de profundizar en los conocimientos tedricos y practicos de la quimica organica,
esto en un marco interdisciplinar, que involucra la quimica medicinal, especificamente el disefio
de farmacos encaminado a contribuir con el estudio de nuevos procesos sintéticos y en el
desarrollo de nuevas sustancias que puedan exhibir un mejor perfil farmacoldgico para el
tratamiento de trastornos del sistema nerviosos central. EI documento se divide en dos capitulos,
el primero hace referencia a los estudios computacionales, el segundo a la sintesis y
caracterizacion de los compuestos de interés. En cada capitulo se presenta un marco tedrico, asi
como algunos antecedentes, los resultados y su respectiva discusion, las conclusiones y

finalmente las perspectivas.
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INTRODUCCION

El requerimiento de nuevos farmacos que combatan las afecciones relacionadas con desérdenes
del sistema nervioso central, ha impulsado el desarrollo de estrategias sintéticas que permitan
obtener compuestos que modulen alostéricamente los receptores GABA-A y que a su vez
presenten una disminucion en los efectos indeseables relacionados a codependencia y adiccion;
asi, el uso de estrategias multicomponente e irradiacion microondas exhiben ventajas en cuanto a
disminucion de tiempos de reaccion y reduccion de costos, sin olvidar el aporte de estas
metodologias a la quimica verde. En esta tesis se presenta la sintesis multicomponente de
hibridos moleculares con el ndcleo pirazolopiridinico, propuestos de acuerdo con los modelos de
compuestos multifuncionales quiméricos y farmacos hibridos, enmarcados dentro de las
estrategias del disefio de farmacos asistido por computador DIFAC, con el fin de predecir
mediante una evaluacion in silico su biodisponibilidad, toxicidad y su capacidad como
moduladores alostéricos positivos de receptores GABA-A. El cribado virtual realizado incluyo
docking molecular y determinacion de propiedades ADMETox (adsorcién, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad), los resultados permitieron seleccionar los compuestos mas

promisorios, que en estudios posteriores pasaran a evaluacion de actividad biolégica in vivo.

La sintesis de los compuestos mencionados tuvo como precursores el 5-amino-1-aril-3-metil-1H-
pirazol (aminopirazol), cetonas ciclicas y olefinas ricas en electrones (terc-enamidas y éteres
vinilicos), permitiendo la  construccion  del nacleo  pirazolopiridinico vy
tetrahidropirazoloquinolinico/isoquinolinico mediante una estrategia tricomponente novedosa
que se ha desarrollado en el grupo de investigacion GESACH. La reaccion se estudio empleando
calentamiento convencional e induccién por microondas, logrando asi la obtencion de los
nacleos de interés. Los compuestos obtenidos se caracterizaron por técnicas instrumentales de
analisis, como resonancia magnetica nuclear, infrarrojo, espectrometria de masas y difraccion de

rayos X.
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JUSTIFICACION

Segln la organizacion mundial de la salud OMS, en la actualidad cerca de 1000 millones de
personas padecen un trastorno mental, en donde al menos 15% de la poblacién mayor de 60 afios
se ve afectada y uno de cada cinco nifios y adolescentes tiene o ha padecido un trastorno mental.
Adicionalmente, la emergencia ocasionada por el COVID 19 ha traido retos en materia de salud
publica, no solamente en lo inherente a la enfermedad, sino también desde la perspectiva de la
salud mental, esto se ha reflejado en un incremento en los casos de ansiedad, psicosis y
alteraciones del suefio, asi como en trastornos ocasionados por el confinamiento y por
dificultades en cuanto a los aspectos socioecondémicos, que resaltan implicaciones a corto y largo
plazo. En Colombia fue realizada una encuesta respecto a padecimientos de ansiedad y depresion
durante el periodo de confinamiento por la pandemia COVID 19, la consulta reveld que el 51%
de los colombianos encuestados presentaron un alto nivel de ansiedad durante la cuarentena
exigida para atender la crisis sanitaria generada por el COVID 19 en el afio 2020; en este sentido
y teniendo en cuenta la importancia del tema, el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos al
tratamiento de afecciones del sistema nervioso central es conveniente tanto a nivel local como
mundial. Los trastornos mencionados previamente se encuentran asociados a la actividad de
receptores GABA-A (mediadores en los procesos de transmision sinaptica en el cerebro); esto los
convierte en dianas moleculares de gran relevancia en el disefio de nuevas sustancias con
potencial farmacoldgico. Es importante mencionar que el uso de farmacos de tipo agonista poco
selectivos de los receptores GABA-A usados actualmente en terapéutica, han presentado efectos
indeseables ya conocidos, como la induccion a la codependencia o adiccion, sobredosis,
tolerancia y sobreestimulacién; igualmente, es pertinente orientar la sintesis organica al
desarrollo de nuevas identidades quimicas, que permitan ampliar el espacio quimico y que
exhiban mejores resultados en contraposicion a lo mencionado anteriormente. Asi, por medio de
modelos de hibridacién molecular y compuestos multifuncionales quiméricos, se ha propuesto la
sintesis de pirazolopiridinas y tetrahidropirazologuinolinas/isoquinolinas como potenciales
farmacos con actividad tranquilizante, utilizando estrategias multicomponente e irradiacion
microondas, teniendo en cuenta que esta Gltima aproximacion, permite disminuir tiempos de
reaccion y costos, a su vez, es consistente con los lineamientos de la quimica sostenible.

Finalmente, por sus caracteristicas quimicas, el uso de olefinas ricas en electrones en un proceso
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multicomponente constituye una estrategia novedosa para la obtencién de los compuestos de
interés. El estudio de este tipo de reacciones puede proporcionar conocimientos valiosos en

cuanto a la reactividad y versatilidad de estas sustancias.

El desarrollo de este trabajo de investigacion responde a las siguientes preguntas:

¢Durante la evaluacion in silico, los compuestos con nucleo pirazolopiridinico planteados
exhibiran mejores resultados de afinidad sobre el sitio de union comin de las benzodiazepinas,

en comparacion con los farmacos de referencia que se emplearan en el estudio?

¢Seré posible obtener los compuestos con ndcleo pirazolopiridinico de interés, con rendimientos
significativos, empleando estrategias multicomponente asistidas por microondas que involucren

5-amino-1-aril-3-metil -1H-pirazol, compuestos carbonilicos y olefinas ricas en electrones?
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Emplear las estrategias del disefio de fa&rmacos asistido por computador DiFAC en una serie de
compuestos heterociclicos con nucleo pirazolopiridinico y evaluar el uso de olefinas ricas en
electrones (terc-enamidas y eéteres vinilicos) en su obtencion, mediante reacciones

multicomponente e induccion microondas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar por medio de cribado virtual y evaluacion de las propiedades ADMETox los
prototipos moleculares con nicleo pirazolopiridinico que exhiban los mejores perfiles de
biodisponibilidad, baja toxicidad, buena afinidad e interacciones frente al receptor de
GABA-A.

e Evaluar la reactividad de 5-amino-1-aril-3-metil-1H-pirazol y compuestos carbonilicos,
frente a olefinas ricas en electrones (terc-enamidas o éteres vinilicos), empleando
estrategias multicomponente e irradiacion microondas.

e Optimizar las condiciones de reaccion para la obtencion de las pirazolopiridinas y
tetrahidropirazoloquinolinas/isoquinolinas de interés, empleando induccién microondas.

e Elucidar las estructuras de los productos finales por medio de técnicas espectroscépicas
como RMN e IR, espectrometria de masas y difraccion de rayos X en caso de obtener

monocristales.

22



EVALUACION IN SILICO DE LOS PROTOTIPOS MOLECULARES CON NUCLEO
PIRAZOLOPIRIDINICO
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1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1 ESTRUCTURA E IMPORTANCIA FARMACOLOGICA DE LOS RECEPTORES
GABA-A

Los receptores GABA son estructuras proteicas que constituyen canales i6nicos, estos a su vez
estan relacionados con el flujo intermembrana del ion cloruro, cuya activacion produce una
inhibicién en la neurona. Se han identificado dos tipos de receptores para el acido y-
aminobutirico GABA: GABA-A y GABA-B. Un tercer tipo de receptor (GABA-C) se considera
hoy dia un subtipo de receptor GABA-A.! Cuando a este receptor se une el 4cido y-
aminobutirico (GABA), que es el neurotransmisor inhibidor mas importante en el sistema
nervioso central, induce el ingreso de iones cloruro CI°, generando una hiperpolarizacion,
alejando la posibilidad de que la neurona genere nuevos potenciales de accion. El receptor
GABA-A esta conformado por 5 subunidades de proteinas, unidas por medio de interacciones no
covalentes, formando un pentamero en cuyo centro hay un canal idnico, este receptor posee un
dominio N-terminal extracelular y cuatro dominios transmembranales M1-4; cada una de las
subunidades aporta un dominio intracelular entre 200 y 250 aminoécidos, un haz transmembrana
a-helicoidal y un dominio intracelular M2-M4 entre 85 a 255 residuos. En M2 se puede formar la
pared del canal i6nico, en M3y M4 hay un lugar de regulacion del receptor y su conformacion
dependera de la longitud del bucle intracelular, estos receptores son los mediadores de la rapida

transmision sindptica inhibitoria en el cerebro humano (Figura 1).

Los receptores GABA-A son blancos farmacol6gicos de varios medicamentos de accion central,
como benzodiazepinas y analogos, moduladores como barbitdricos, neuroesteroides Yy
anestésicos; las diversas funciones que desempefian estos compuestos se deben a los diferentes
subtipos de receptores GABA-A presentes en el SNC, encontrdndose variacion de las
subunidades de tipo a (1-6), B (1-4), y (1-4), 8, €, =, p (1-3); como ejemplo de ello, se observa el
efecto terapéutico del diazepam y clordiazepdxido, que son utilizados en el tratamiento de la
ansiedad, mientras que otros derivados de las benzodiazepinas como el flurazepam, alprazolam,
triazolam y compuestos no benzodiazepinicos como zolpidem, son usados generalmente como
hipnoticos; los barbitaricos se emplean en la terapéutica de este tipo de desordenes, aunque

preferiblemente se administran benzodiazepinas y zolpidem por poseer un grado mayor de
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seguridad. Algunos barbitdricos, como el fenobarbital, y benzodiazepinas, como clorazepato y
clonazepam, son empleados en el tratamiento de crisis convulsivas. Varios estudios en donde se
involucran mutaciones y delecién de genes sobre subunidades de GABA-A, resaltan que dichos
cambios influyen en el umbral de crisis convulsivas, sugiriendo que son responsables de algunas

formas de epilepsia.?
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Figura 1. Estructura del receptor GABA-A. (A) Representacion del receptor visto paralelo al
plano de la membrana. Se indican el dominio extracelular (ECD) y el dominio transmembrana
(TMD) (B) Representacion de una de las subunidades. (C) Representacion esquemética de la

disposicion de subunidades, vista desde lado extracelular de la membrana.®

Muchos compuestos heterociclicos (ademas de las benzodiazepinas) han presentado actividad
frente a sistema nervioso central, involucrando diversas dianas moleculares, en el presente

trabajo de investigacion se empleard como diana molecular un tipo de receptor GABA-A.

1.2 TRASTORNOS RELACIONADOS A LOS RECEPTORES GABA-A

Como se menciond anteriormente, el receptor GABA-A es el principal receptor inhibitorio del

sistema nervioso central y en consecuencia es la principal diana farmacoldgica relacionada con la
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terapia de diversos trastornos, como la ansiedad y alteraciones del suefio, siendo importante

enfatizar en cada uno de ellos.

1.2.1 ANSIEDAD

La ansiedad se asocia a diversos fendmenos que se encuentran relacionados a una clase de
desordenes psiquiatricos de conducta, ligados a un estado emocional. EI manual de clasificacion
de trastornos psicologicos define la ansiedad como un trastorno de angustia resaltado,
generalmente ocasionado por la anticipacion de peligros futuros, indefinibles e impredecibles,
que comUnmente se asocian al miedo, pero este depende principalmente de una perturbacién del

estado del individuo por estimulos presentes.

Desde una perspectiva conductual la ansiedad es un estado emocional provocado por un estimulo
perturbador que no precede al estado, sino que se anticipa al mismo, o por un estimulo que
todavia no ocurre, pero puede indicarse como causa. La ansiedad se manifiesta como respuesta
fisiolégica, conductual o cognitiva, y clinicamente se define como una enfermedad que esta
acomparia de trastornos psiconeurdticos; donde se plantea que la presencia de ansiedad se debe a
la sobreactividad de los sistemas adrenérgicos o sistemas serotoninérgicos, o a una leve

atenuacion del sistema GABAérgico.*

1.2.2 DEPRESION

El término “depresion” nace a mediados del siglo XIX, para referirse a una alteracion primaria
de las emociones cuyos rasgos mas sobresalientes reflejaban quebranto, inhibicion y deterioro
funcional. La depresién es entendida como una entidad homogénea, donde debido a su
orientacion especialmente “sintomatica”, muchos aspectos psicopatologicos no son considerados.
Por lo anterior existen diversas formas clinicas cuya identificacion es relevante, como, por
ejemplo, la depresion melancélica, atipica y psicotica; la depresion bipolar; subtipos como la
depresion estacional o con predominio de sintomas somaticos, crisis de panico o sintomas
obsesivos; la depresion que acompafia a enfermedades fisicas, y por ultimo, la pseudodemencia
depresiva. De este modo, el diagnéstico estd acompafiado por un andlisis riguroso que permita

identificar el tipo de depresion que conduzca a un tratamiento efectivo.®

26



El origen de la depresion involucra varios factores entre ellos genéticos y ambientales. Su
heredabilidad se ha valorado en gemelos con una estimacion entre 31-42% y una contribucion
ambiental de 58-67%.° Se relaciona una larga serie de genes con la depresion, siendo uno de los
mas estudiados el que codifica para el transportador de serotonina.” Por otro lado, varios
estudios estan relacionados con las alteraciones del sistema glutamatérgico y del GABAérgico
con la depresion. La glutamina sintetasa, responsable del reciclaje del glutamato por su
transformacion en glutamina (que luego se reconvierte en glutamato o GABA), se encuentra
disminuida en varias areas prefrontales y parietales de suicidas con depresién mayor, pero no en
suicidas sin depresion mayor, lo que sugiere una desregulacion especifica en la depresion del
reciclaje del glutamato, probablemente llevando a una alteracion en la neurotransmision
glutamatérgica 0 GABAGérgica. Igualmente, la expresion de genes aumentada de la mayoria de
los receptores glutamatérgicos ionotrdpicos de las regiones cerebrales corticales y subcorticales
de tejido cerebral de pacientes deprimidos suicidas, refuerzan la idea de una alteracion
importante en la neurotransmision glutamatérgica en este grupo.2 Ademas, se ha observado que
experiencias traumaticas a temprana edad puede contribuir con la aparicion de depresion en la
adultez, especialmente en aquellos individuos méas vulnerables. Incluso se ha postulado la
existencia de subtipos neurobioldgicos de depresion dependiendo de la presencia o ausencia de

eventos tempranos adversos.®

1.3 DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

El proceso de disefio y desarrollo de farmacos posee tres etapas fundamentales y consecutivas:

1.3.1 DESCUBRIMIENTO
Es el proceso inicial se basa en la identificacion de nuevas sustancias denominadas hits o
prototipos activos, que manifiesten una actividad bioldgica determinada. Estos compuestos

pueden obtenerse por cribado sistematico de una gran cantidad de sustancias de origen sintético o

de fuentes naturales como plantas, animales o microorganismos.
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1.3.2 OPTIMIZACION

Esta etapa intenta mejorar la molécula cabeza de serie. El proceso de optimizacion se orienta
especialmente al aumento de la potencia y selectividad, y a la disminucion de la toxicidad del
compuesto. Es comuan en este paso, el desarrollo y anélisis de las relaciones entre la estructura
quimica y la actividad bioldgica (SAR, del inglés Structure Activity Relationships), las cuales
son la base de las modificaciones estructurales racionales que conduciran a la optimizacion de la

estructura.

1.3.3 DESARROLLO

Finalmente, al lograr satisfactoriamente el paso anterior, la nueva entidad molecular entra en un
extenso y costoso periodo que involucra el escalado de la produccién de la sustancia, lo que
incluye su método de obtencion hasta las pruebas y validaciones bioldgicas preclinicas y clinicas,
que finalmente le otorgaran al farmaco el caracter de medicamento con su correspondiente
garantia de seguridad y efectividad para el uso medicinal propuesto. En la figura 2 se ejemplifica

el proceso de desarrollo de nuevos medicamentos.

Descubrimientoy Ensayos

PREAET 2 Escalado
Optimizacion Preclinicos

Ensayos Clinicos

1
Especialidad
Medicinal
Aprobada

Q

5000-10000
Compuestos

Nimero de Voluntarios

<)
-
3
e
v
v
K.
—

Farmacovigilancia

Desarrollo e Investigacion

Aprobada para comercializar

Figura 2. Esquema general del proceso de descubrimiento y desarrollo de un farmaco. Tomado
de Gavernet, 2021.
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1.4 DISENO DE FARMACOS ASISTIDO POR COMPUTADOR (DiFAC)

El DIFAC es un conjunto de técnicas que tienen como objetivo el disefio, optimizacion y
seleccion de compuestos con actividad bioldgica.t* El DIiFAC integra varias areas de
conocimiento que incluyen a la bioinformatica, quimioinformatica, modelado molecular,
visualizacion de datos y quimica tedrica. Cada una de las areas comprende métodos basados en
la informacion experimental, caracteristicas de sistema y objetos especificos del proyecto.

A continuacion, se discuten dos métodos computacionales que se emplean con frecuencia en la

busqueda de hits o identificacion de compuestos lideres y su optimizacion.

1.4.1 ACOPLAMIENTO MOLECULAR

El acoplamiento molecular consiste en buscar la conformacion y ubicacion de una estructura
(como una molécula organica pequefa) dentro de una diana molecular (por ejemplo, un receptor,
enzimas, canales ionicos o receptores acoplados a proteinas G). El acoplamiento Molecular se
divide en dos componentes, el Docking o proceso de busqueda de la conformacion y orientacion
del ligando dentro de la diana molecular, y el Scoring o puntuacién, que consiste en asignar un

valor que mide la afinidad basandose en la energia de interaccion entre las dos moléculas.*?

1.4.1.1 METODOS DE BUSQUEDA DE LA CONFORMACION

El modo de unién del ligando con respecto a la diana molecular esta sujeto a la conformacion
adoptada por el ligando, su posicion y orientacion en el sitio activo. Un algoritmo de blsqueda
riguroso deberia muestrear todos los modos de unidon posibles entre las dos moléculas
involucradas en el acoplamiento. No obstante, esto no es practico en términos computacionales
debido al gran tamafio del espacio conformacional. En consecuencia, s6lo una pequefia parte del
espacio conformacional suele muestrearse, y esta exploracion debe realizarse con la suficiente
precisién como para identificar la conformacidn que mejor interacciona con el blanco molecular.
Los métodos de busqueda mas empleados modifican la conformacion del ligando y pueden

clasificarse como sistematicos o estocasticos.

Los métodos sistematicos se basan en la basqueda de conformaciones generadas mediante la

modificacion sistematica de sus angulos de torsion en un incremento fijo (por ejemplo, cada 10
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grados), lo que genera un gran nimero de conformaciones definidas por todas las combinaciones
posibles de valores de angulos de torsion. Otro método sistematico utilizado es la fragmentacion,
el cual consiste en “cortar” el ligando para generar fragmentos de su estructura, los cuales son
analizados en su interaccion dentro del sitio activo mediante la funcion de evaluacion del
acoplamiento molecular. Inicialmente, se realiza el docking con el fragmento de mayor tamafo o
con aquel que es rigido, y sobre la mejor conformacion generada se van afiadiendo los siguientes
fragmentos a la estructura, con el objetivo de ir construyendo paulatinamente el ligando
completo dentro del sitio de activo del blanco molecular. De otro lado, los métodos estocasticos
se basan en la generacion de cambios al azar en los grados de libertad del ligando partiendo de
una conformacion inicial, la nueva conformacion obtenida es evaluada con la funciéon de

evaluacion del docking que analiza la energia de interaccion en el complejo.

1.4.1.2 FUNCION DE EVALUACION

La funcion de evaluacion calcula la energia de union entre un ligando y una diana molecular de
manera simplificada. Para ello utiliza calculos basados en la mecanica molecular, los cuales
tienen como principal ventaja el reducido costo computacional respecto a los estudios mecano
cuénticos, por lo que son de gran ayuda en el estudio de sistemas donde intervienen
macromoléculas. Las funciones de evaluacion aplicadas generalmente se clasifican en tres
grupos: basadas en campos de fuerza (force field-based), empiricas y basadas en el

conocimiento.

1.4.2 MODELOS FARMACOFORICOS

Una parte esencial de la busqueda y disefio de nuevos farmacos es la prediccion del
acoplamiento e interaccion entre moléculas pequefias y macromoléculas blanco. Este
procedimiento puede realizarse mediante el uso del concepto de farmacéforo, el cual consiste en
un arreglo tridimensional que contiene las caracteristicas minimas, estéricas y electronicas que
aseguran una interaccién optima entre el ligando y la macromolécula, desencadenando una
respuesta biolégica.'® ElI modelo de farmaco6foro es un modelo abstracto que intenta ilustrar la

capacidad de interaccién comun de un grupo de moléculas dirigido a una diana farmacoldgica
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1.5 HIBRIDOS MOLECULARES

La hibridacion molecular es una estrategia empleada en el disefio racional de nuevos ligandos o
prototipos y estd basada en el reconocimiento de subunidades farmacofdricas en la estructura
molecular de dos 0 més derivados bioactivos conocidos. Por medio de la adecuada fusion de las
subunidades, se generan nuevos compuestos (hibridos) que conservan algunas caracteristicas
fisicoquimicas y farmacologicas de los compuestos precedentes. Asi, es posible el disefio de
extensas variedades de hibridos moleculares homdélogos, que acompariados del cribado virtual
otorgan conocimientos significativos relacionados con la interaccion ligando-proteina,

permitiendo asi el desarrollo de nuevos farmacos (Figura 3).*
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Figura 3. Representacion de hibridos moleculares 1 y 2, propuestos como potentes agentes
neuroprotectores contra la enfermedad de Alzheimer. (Rojo) pirazolopiridinas, nucleo
encontrado en los medicamentos empleados para el tratamiento del alzheimer (Etazolato).
(Verde) piperazina, nucleo encontrado en agentes neuroprotectores. (Azul) quinolina, nucleo

presente en agentes neuroprotectores.’®

1.6 NUCLEOS ESTRUCTURALES DE INTERES
1.6.1 PIRAZOLES

Los pirazoles son una clase de heterociclos formados por un anillo aromatico de tres atomos de
carbono y dos nitrogenos en posiciones adyacentes. Los derivados de pirazol exhiben un amplio

espectro de actividad bioldgica, ya sea como, antipaltdicos, antituberculosis, antimicrobianos,*®
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antitumorales, anticancerigenos y antifiingicos.!” Adicionalmente, han presentado actividad
bioldgica sobre sistema nervioso central, como antidepresivos, anticonvulsivantes vy
ansioliticos.’® En los Gltimos afios se han desarrollado diversos métodos sintéticos para su
generacion, en los cuales se han usado gran variedad de reactivos, ya sea aldehidos, nitrilos y
derivados de hidrazinas (esquema 1), empleando estrategias multicomponente, one-pot e
irradiacion microondas.’® No obstante, el método clasico para obtencion de pirazoles fue

implementado por Pechmann en 1898, utilizando acetileno y diazometano.

Cl

/
EtOH

Esquema 1. Sintesis de pirazoles a partir de hidrazinas. 3,5-dimetil-1H-pirazol 3. 3-metil-4-fenil
-1H-pirazol 4. 3,5-difenil-1H-pirazol 5. pentano-2,4-diona 6. 3-fenilhex-3-en-2,5-diona 7. 2-
cloro-1,3-difenilprop-2-en-1-ona 8. Hidrazina 9.
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1.6.2 QUINOLINAS E ISOQUINOLINAS

Las quinolinas e isoquinolinas (isomero estructural de posicion de la quinolina) son derivados de
la fusion entre un anillo de benceno y la piridina. Este tipo de compuestos se encuentran en gran
variedad de productos naturales y fueron extraidos por primera vez por destilacion del alquitran
de hulla. Para la obtencién de quinolinas e isoquinolinas se han usado varias estrategias de
sintesis implementas por Povarov, Doebner, Scraup y Bischler-Napieralski (en el caso de
isoquinolinas), entre otros (esquemas 2 y 3). Estos ndcleos presentan gran importancia por su
actividad bioldgica, exhibiendo propiedades farmacologicas clave en el tratamiento de diversas
patologias; asi, gran variedad de farmacos con estos nlcleos se han sintetizado presentando
maltiples usos, como antipalidicos, antivirales, antibacterianos, anestésicos locales,

antiasmaticos, anticancerigenos, antipsicoticos y cardiotonicos.?°
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Esquema 2. Métodos de sintesis para la obtencion del ndcleo quinolinico. Derivados del Acido
quinolina-4-carboxilico 10. Etil vinil éter 11. Acetaldehido 12. Derivados de quinolin-4-ol 13.
Acido 2-oxopropanoico 14. Glicerol 15. B-cetoésteres 16. Derivados de etilidenacetona 17. 2-

arilquinolina 18. Quinolina 19. Anilina 20.
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Esquema 3. Métodos sintéticos para la obtencion del nucleo isoquinolinico. 2-feniletanamina 21.
2-amino-1-feniletanol 22. Acetofenona 23. cloruro de acetilo 24. Acetaldehido 12. 1,3-dioxolan-

2-il)metanamina 25. 1-metilisoquinolina 26.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en el modelo de farmacos hibridos, se propusieron cinco series de compuestos con el
nacleo pirazolopiridinico en comun (figura 4). En total, 98 compuestos fueron sometidos a un
cribado virtual empleando las estrategias del disefio de farmacos asistido por computador
DiFAC. Posteriormente, se seleccionaron los compuestos con mejores propiedades

farmacocinéticas, baja toxicidad y mayor afinidad frente al receptor GABA-A.

Con el objetivo de etiquetar las diferentes moléculas evaluadas por medio de ensayos in silico, se
tomaron los nucleos principales y se abrevio cada uno de ellos, asi para el ndcleo
pirazolopiridinico se asignaron las letras pp, para el mismo nucleo fusionado con ciclopentano se
empled la abreviatura Ipp, para el nicleo tetrahidropirazoloquinolinico se usé la abreviatura tpg y
para las tetrahidropirazoloisoquinolinas se asigno la abreviatura tpi. Los codigos empleados para

los compuestos estudiados se relacionan en la tabla 1 y las series de compuestos se muestran en

la figura 4.
Cddigo Nombre Estructura
ppd 1-aril-3,4-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina /Af
N
| N
/" \
ppda 1-aril-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina /Ar
N
| N
2
pp 3-aril-1,5-dimetil-3,6,7,8- /Ar
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina N|/N
N
/7 \
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Ipp 1-aril-3,4-dimetil-1,5,6,7 /
tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridina n—N

tpi 3-aril-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-3H- /Ar
pirazolo[3,4-c]isoquinolina "
tpg 1-aril-3,4-dimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H- /%r
pirazolo[3,4-b]quinolina —N
5tpi 3-aril-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-tetrahidro-3H- h
N
pirazolo[3,4-c]isoquinolina |/

N

/" \
5pp 3-aril-5-butil-1-metil-3,6,7,8- /Af
/N

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina

Tabla 1. Codigos asignados para los compuestos que fueron evaluados in silico.




n: 1,2
Ar: p-FC¢Hy, p-CICc¢Hy, p-BrC¢Hy, p-MeCgHy, p-EtC¢H,, p-OEtCH,, p-OMeCcHy, C¢Hs

Figura 4. Series de los prototipos moleculares con ndcleo pirazolopiridinico empleados durante

la evaluacién in silico. A 1-aril-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina (ppda). B 1-aril-3,4-

dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina (ppd). C 5-butil-1-metil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina (5pp) y 3-aril-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-tetrahidro-
3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina (5tpi). D 3-aril-1,5-dimetil-3,6,7,8-

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina (pp) y 3-aril-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-
pirazolo[3,4-c]isoquinolina (tpi). E 1-aril-3,4-dimetil-1,5,6,7 tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-
e]piridina (Ipp) y 1-aril-3,4-dimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolina (tpq).

2.1.1 PROPIEDADES ADMETox DE 1-ARIL-3,6-DIMETIL-1H-PIRAZOLOI[3,4-
b]JPIRIDINA'Y 1-ARIL-3,4-DIMETIL-1H-PIRAZOLO[3,4-b]PIRIDINA (SERIES AY B).

En las tablas que se presentan a continuacion (tablas 2 y 3), se ilustran los resultados de los
diferentes parametros ADMET de las pirazolopiridinas correspondientes a las series Ay B
(figura 4) y de los tres farmacos empleados como referencia durante el cribado virtual:
alprazolam, clonazepam y diazepam. Las pirazolopiridinas evaluadas no presentaron violaciones
a la regla de Lipinski, lo que sugiere una permeabilidad y absorcion favorables, lo cual se puede

verificar por los valores adquiridos para el coeficiente de particion, en los que para cada una de

37



las pirazolopiridinas se observé un valor inferior a 5. Es bien conocido que la vida media de un
farmaco esta relacionada con los procesos metabolicos, en donde los citrocromos presentan un
protagonismo fundamental a la hora de la biotransformacion, lo que conlleva a la posterior
excrecion del xenobidtico. Teniendo en cuenta lo anterior, su vida media y biodisponibilidad esta
relacionada con la capacidad que poseen los diferentes compuestos para inhibir los citocromos
CYP2D6 y CYP3A5 (citocromos presentes en el sistema nervioso central)® y ser sustratos de
proteinas de flujo como la glicoproteina P; asi, al comparar los resultados obtenidos con los
farmacos de referencia, se observa que tanto clonazepam como diazepam serian expulsados del
sistema nervioso central por la glicoproteina P y a su vez solo causarian inhibicion en una o
ninguna de estas isoenzimas del citocromo p450; por el contrario, el diazepam inhibe esta dos
enzimas y no seria expulsado por la glicoproteina P. Por lo tanto, si se compara la vida media de
estos farmacos se puede afirmar que el diazepam presentaria una mayor vida media y en
consecuencia un mayor tiempo terapéutico que el clonazepam y el alprazolam. De este modo, las
pirazolopiridinas evaluadas, presentaron una mayor biodisponibilidad basandose en la capacidad
que posee el SNC para expulsar xenobio6ticos por medio de la glicoproteina P. No obstante, no
son inhibidores de las isoenzimas anteriormente nombradas por lo que bajo este criterio su
biodisponibilidad sera menor (exceptuando la molécula pp3 que presenta un perfil similar al
diazepam respecto a estos parametros). Bajo el radar de biodisponibilidad de swissADME, se
observo que las diferentes moléculas estudiadas poseen valores 6ptimos que sugieren que pueden
considerarse como sustancias con biodisponibilidad oral, esto basado en la similitud que
presentan dichas moléculas con los farmacos de referencia respecto a los parametros
fisicogquimicos evaluados, como lo son: la lipofilia, el tamafio, la polaridad, la solubilidad, su

flexibilidad y saturacion.?
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Molécula Ar Lipinski TPSA Log P BBB HIA CYP2D6 CYP3A5 PGP+  Alerta

(A2 Brenk
Alprazolam N/A 0 41,46 33,22 SI ALTO NO NO SI NO
Diazepam N/A 0 32,67 2,97 Sl ALTO Sl Sl NO NO
clonazepam N/A 0 32,67 2,97 Sl ALTO Sl Sl NO NO
ppdl p-FCsHa 0 30,71 3,33 SI ALTO NO NO NO NO
ppd2 p-ClCeH4 0 30,71 3,53 Sl ALTO NO NO NO NO
ppd3 p-OMeCsHa 0 39,94 2,97 Sl ALTO Sl Sl NO NO
ppd4 p-BrCeHa 0 30,71 3,61 SI ALTO NO NO NO NO
ppd5 p-NO2CeHa 0 76,53 2,23 Sl ALTO NO NO Sl Sl
ppd6 p-OHCsHa4 0 50,94 2,56 Sl ALTO NO NO NO NO
ppd7 p-MeCsH4 0 30,71 3,31 SI ALTO NO NO NO NO
ppd8 p-EtCsHa 0 30,71 3,61 SI ALTO Sl NO NO NO
ppd9 p-OEtCeH4 0 39.94 3,29 Sl ALTO Sl NO NO NO
ppd10 CsHs 0 30,71 2,98 Sl ALTO NO NO NO NO

Tabla 2. Valores obtenidos para las propiedades ADME de 1-aril-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]

piridina por medio del software en linea swisSADME.

Molécula Ar Lipinski  TPSA Log P BBB HIA CYP2D6 CYP3A5 PGP  Alerta

(A2 + Brenk
Alprazolam N/A 0 41,46 33,22 SI ALTO NO NO Sl NO
Diazepam N/A 0 32,67 2,97 Sl ALTO Sl Sl NO NO
Clonazepam N/A 0 32,67 2,97 Si ALTO SI SI NO NO
ppdal p-FCeHa 0 30,71 3,33 SI  ALTO NO NO NO NO
ppda2 p-CICsHa 0 30,71 3,56 SI  ALTO NO NO NO NO
ppda3 p-OMeCsH4 0 39,94 2,99 SI ALTO SI SI NO NO
ppdad p-BrCeHa 0 30,71 3,64 SI  ALTO NO NO NO NO
ppda5 p-NO2CsH4 0 76,53 2,25 SI  ALTO NO NO NO sl
ppda6 p-OHCeH4 0 50,94 2,59 SI ALTO NO NO NO NO
ppda7 p-MeCsHa 0 30,71 3,34 SI ALTO NO NO NO NO
ppda8 p-EtCeHa 0 30,71 3.65 SI  ALTO NO sl NO NO
ppda9 p-OEtCsH4 0 39,94 3,33 SI ALTO NO SI NO NO
ppdal0 CeHs 0 30,71 3,01 SI ALTO NO NO NO NO

Tabla 3. Valores obtenidos durante la prediccion de las propiedades ADME para 1-aril-3,4-
dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridinas por medio del software en linea swisSADME. Lipinski:
indica el nimero de violaciones de la regla de Lipinski. TPSA: indica el valor del area polar

superficial A2, Log P: indica el promedio de los coeficientes de particién. BBB: indica la
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penetracion de la barrera hematoencefalica. HIA: indica la adsorcion gastrointestinal. PGP+:
indica si la molécula sera expulsada del sistema nervioso central por medio de la glicoproteina P.
Alerta Brenk: indica la presencia de sustituyentes o porciones estructurales altamente toxicas,
metabdlicamente inestable o con propiedades responsables de una mala farmacocinética

De acuerdo con la representacion de huevo hervido (figura 5), que muestra de manera grafica la
capacidad de una molécula de penetrar la barrera hematoencefélica y estd basada en el
coeficiente de particion y en el &rea polar superficial A2; sugiere que las moléculas (puntos rojos)
que se ubican en la zona amarilla (yema) presentan la capacidad de penetrar la barrera
hematoencefalica. Por el contrario, si la molécula se encuentra fuera de la zona amarilla, pero
dentro de la zona blanca (clara), serd absorbida por el intestino. Asi, se determind que las
moléculas estudiadas presentaron una alta absorcidn gastrointestinal y a su vez la capacidad de

penetrar la barrera hematoencefalica, este hecho es fundamental ya que el blanco terapéutico se

o oao
oo
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encuentra en sistema nervioso central.
Figura 5. Modelo del huevo hervido que ilustra la capacidad de penetracion de la barrera
hematoencefalica y la absorcion gastrointestinal de 1-aril-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridinas
(izquierda) y 1-aril-3,4-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridinas (derecha). La zona blanca indica el
rango de absorcion gastrointestinal. La zona amarilla muestra el rango de penetrabilidad de la

barrera hematoencefalica. Puntos rojos: moléculas que no son expulsadas por la glicoproteina P.

Puntos azules: moléculas que son expulsadas por glicoproteinas P.
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Por medio del software admetSAR se identifico el perfil toxicologico de ambas series (tablas 4 y
5), en donde los compuestos con el grupo nitro (pp5 y ppab), presentaron mayor probabilidad de
generar mutaciones o cancer. Adicionalmente, se encontro una alerta estructural por el parametro
Brenk del software swissADME, que respalda lo anterior®. Las demas pirazolopiridinas,
presentaron valores éptimos en los diferentes parametros toxicologicos, mejores en algunos
casos que los encontrados para los farmacos de referencia, como es el caso de la hepatoxicidad,
ya que para los compuestos estudiados se predice un menor dafio hepatico en comparacion a
Diazepam y Clonazepam. En cuanto a la toxicidad oral, se encontr6 un nivel Il de toxicidad para
todos los compuestos evaluados, lo cual indica una toxicidad moderada, este resultado se
considera positivo al ser comparado con alprazolam y diazepam, para los cuales se predice una

toxicidad mayor.

Toxicidad
Toxicidad Aguda en peces
Molécula Ar oral (T. pyriformis) ~ Mutagénesis  Carcinogénesis Hepatoxicidad
C50 pg/L Ames
alprazolam N/A ] 1,400 0.896 0.668 0.675
Diazepam N/A 1l 0.959 0.970 0.732 0.800
clonazepam N/A 11 0.545 0.870 0.610 0.875
ppdl p-FCeH4 1l 0.325 0.680 0.518 0.775
ppd2 p-ClCsH4 11 0.442 0.550 0.886 0.725
ppd3 p-OMeCsHa 1l 0.491 0.630 0.957 0.700
ppd4 p-BrCeHa 1l 0.479 0.630 0.900 0.800
ppd5 p-NO2CsHa 1l 0.641 0.770 0.943 0.900
ppd6 p-OHCsHa4 11 0.479 0.5800 0.914 0.775
ppd7 p-MeCsHa 1l 0.508 0.630 0.900 0.775
ppd8 p-EtCeH4 1l 0.594 0.630 0.914 0.725
ppd9 p-OEtCsHa 1l 0.521 0.610 0.957 0.725
ppd10 CeHs 11 0.769 0.600 0.900 0.800

Tabla 4. Valores obtenidos para la toxicidad de 1-aril-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina por
medio del software en linea admetSAR. Toxicidad oral. Nivel de toxicidad aguda en ratas. Nivel
| extremadamente toxico, nivel Il altamente toxico, nivel 11l medianamente tdxico, Nivel IV

ligeramente toxico. Toxicidad aguda en peces: indica la dosis letal media en pg/L que provoca
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efectos nocivos en los organismos acuaticos. Mutagénesis AMES: indica el potencial mutagénico
de los compuestos, estd basado en la probabilidad de generar una mutacion por la presencia de
un sustituyente que puede reaccionar con el ADN. Carcinogénesis: indica la potencia
cancerigena expresada en TD50. Hepatoxicidad: indica el valor de probabilidad de generar un

dafo hepatico.

Toxicidad
Aguda en peces (T.
Molécula Ar Toxicidad pyriformis) pLC50  Mutagénesis  Carcinogénesis Hepatoxicidad
oral pg/L Ames

alprazolam N/A " 1,418 0.8957 0,6683 0,6750
Diazepam N/A I 0,959 0,9700 0,7316 0,8000
clonazepam N/A 11 0,545 0,87 0,6096 0,8750
ppdal p-FCesH4 1l 0,526 0.5600 0,5185 0,7250
ppda2 p-CICsHas I 0,770 0.5800 0,4817 0.7000
ppda3 p-OMeCsHa 1 0,755 0.6000 0.4655 0,6750
ppdad p-BrCeHa 1l 0.809 0.5200 0.5161 0.7750
ppda5 p-NO2CeH4 1 0.654 0.8600 0.6749 0.8500
ppdaé p-OHCsHa4 1 0,883 0.5200 0.3737 0.7500
ppda7 p-MeCsHa 1l 0,493 0.5500 0.6934 0.7250
ppda8 p-EtCeHa 11 0,771 0.5900 0.5570 0.7250
ppda9 p-OEtCsH4 11 0.699 0.5400 0.3654 0.6836
ppdal0 CsHs 1l 1.119 0.5900 0.6483 0,7967

Tabla 5. Valores obtenidos para la toxicidad de 1-aril-3,4-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina por

medio del software en linea admetSAR.

Bajo los parametros fisicoquimicos y farmacocinéticos obtenidos, los compuestos de la seria A 'y
B presentan valores optimos que los posicionan como candidatos para la evaluacion mediante
acoplamiento molecular frente al receptor 6DWO; sin embargo, los prototipos pp5 y ppda5 que
contienen le grupo p-nitrofenilo seran descartados por la alerta estructural presentada. No

obstante, se evaluara el acoplamiento molecular de estas dos moléculas frente al receptor
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mencionado, con el objetivo de visualizar la influencia del grupo nitro en la afinidad sobre la

diana molecular.

2.1.2 PROPIEDADES ADMETox DE LAS 5-BUTIL-1-METIL-3,6,7,8-
TETRAHIDROCICLOPENTA[d]PIRAZOLO[3,4-b]PIRIDINA Y 3-ARIL-1-METIL-5-
PENTIL-6,7,8,9-TETRAHIDRO-3H-PIRAZOLO[3,4-c]ISOQUINOLINA (SERIE C).

Las tablas 6 y 7 muestran los diferentes parametros ADME, obtenidos por medio del software
online swissSADME para los compuestos de la serie C. Las 5-butilpirazolopiridinas presentaron
violaciones a la regla de Lipinski, especificamente las moléculas cuyo valor de logP fue superior
a 5, estas corresponden aquellas que tienen grupos alquilo, alcoxilo y halégenos como
sustituyentes en el sistema bencenoide (tabla 6). No obstante, en el caso de las 5-
pentiltetrahidropirazoloisoquinolinas, por el aumento de la porcion hidrofobica, especificamente
en el tamafio de la porcion anular alifatica y la cadena alquilica, se increment6 el valor de logP y
consecuentemente los compuestos con sustituyentes polares resultaron afectados llegando a
violar una de las reglas de Lipinski; como fue el caso de compuestos con los grupos p-
metoxifenilo, p-cianofenilo e isobenzofuranilo. Es importante recordar que para las
pirazolopiridinas de las series A 'y B no se observaron valores de logP superiores a 5. Sin
embargo, se puede afirmar que los compuestos con sustituyentes hidrofilicos podrian presentar
mayor biodisponibilidad al ser suministrados via oral. En general, la prediccion in silico reveld
que los compuestos de la serie C podrian ser expulsados por interaccion con la glicoproteina P,
por lo que su biodisponibilidad en el SNC se vera afectada. Adicionalmente, estos compuestos en
su mayoria presentaron inhibicion por el CYP2D6, disminuyendo su susceptibilidad a ser
metabolizados y eliminados. Finalmente, las 5-butilpirazolopiridinas, presentaron alta absorcion
gastrointestinal y a su vez la capacidad de penetrar la barrera hematoencefalica, esto fue revelado
por el modelo de huevo hervido (figura 6). No obstante, los compuestos 5pp5, 5tpp2, 5tpp4 y
5tpp5 probablemente no logren penetrar la barrera hematoencefalica segun el modelo predictivo
empleado.
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Molécula Ar Lipinski TPSA Log BBB HIA CYP2D6  CYP3A5 PGP Alerta

(A2 P + Brenk

Alprazolam N/A 0 41,46 33,2 Sl ALTO NO NO Sl NO
Diazepam N/A 0 32,67 297 SI ALTO SI SI NO NO
Clonazepam N/A 0 32,67 297 SI ALTO SI SI NO NO
5ppl p-FCsHa 1 3071 501 SI  ALTO s NO sl NO
5pp2 p-ClICeHa 1 30,71 5,24 SI ALTO SI NO SI NO
5pp3 p-OMeCsH4 0 39,94 4,68 SI ALTO SI SI SI NO
5pp4 p-BrCeHa 1 3071 533 SI  ALTO s NO sl NO
5pp5 p-NO2CsH4 0 76,53 3,95 NO ALTO NO SI NO SI
5pp6 p-OHCsH4 0 50,94 4,28 SI ALTO SI NO NO NO
5pp7 p-MeCsHa 1 30,71 504 SI  ALTO Sl NO Sl NO
5pp8 p-EtCsHa 1 30,71 533 SI  ALTO Sl NO Sl NO
5pp9 p-OEtCeH4 1 39,94 5,01 Sl ALTO Sl Sl Sl NO
5ppl10 CeHs 0 30,71 4,68 Sl ALTO Sl Sl Sl NO
5ppil p-CNCgHs 0 5450 446  SI  ALTO Sl s Sl NO
5pp12 isobenzofuranilo 0 57,01 4,44 SI ALTO SI SI SI NO
5ppl3 benzoxodiazol 0 69,63 4,22 Sl ALTO NO Sl Si NO

Tabla 6. Valores obtenidos para las propiedades ADME de 5-butil-1-metil-3,6,7,8-

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina por medio del software en linea swissADME.

Molécula Ar Lipinski  TPSA  Log BBB HIA CYP2D6 CYP3A5 PGP+  Alerta

(A2 P Brenk
alprazolam N/A 0 41,46 3,22 Sl ALTO NO NO Sl NO
Diazepam N/A 0 32,67 2,97 Sl ALTO Sl Sl NO NO
clonazepam N/A 0 32,67 297 SI ALTO SI NO NO NO
5tpil p-FCsHa 1 30,71 5,68 SI ALTO SI NO Sl NO
5tpi2 p-ClCeH4 1 30,71 5,90 NO ALTO Sl NO Sl NO
5tpi3 p-OMeCe¢Ha 1 39,94 534 SI ALTO SI NO Sl NO
5tpi4 p-BrCeHa 1 30,71 5,99 NO ALTO SI NO Sl NO
5tpi5 p-NO2CsH4 0 76,53 4,57 NO ALTO NO SI NO SI
5tpi6 p-OHCeH4 0 50,94 4,93 SI ALTO SI NO SI NO
5tpi7 p-MeCsH4 0 30,71 5,72 SI ALTO SI NO SI NO
5tpi8 p-EtCsHa 1 30,71 6,00 Sl ALTO Sl NO Sl NO
5tpi9 p-OEtCsH4 1 39,94 5,66 SI ALTO SI NO SI NO
5tpil0 CeHs 1 30,71 5,39 SI ALTO SI NO SI NO
5tpill p-CNCsH4 1 54,5 5,12 Sl ALTO Sl NO Sl NO
5tpil2 isobenzofuranilo 1 57,01 5,12 SI ALTO SI SI SI NO
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5tpil3 benzoxodiazol 0 69,63 4,86 Sl ALTO Sl Sl Sl

NO

Tabla 7. Valores obtenidos para las propiedades ADME de 3-aril-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-
tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina por medio del software en linea swissADME

oom
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Figura 6. Modelo del huevo hervido que ilustra la capacidad de penetracion de la barrera
hematoencefalica y absorcién gastrointestinal de 5-butil-1-metil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina  (izquierda) y 3-aril-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-

tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina (derecha).

En general la mayoria de los compuestos de la serie C, presentaron un perfil toxicolégico 6ptimo
y propiedades farmacocinéticas aceptables que los perfilan como candidatos para ser evaluados
por medio de acoplamiento molecular; sin embargo, algunos de los prototipos propuestos no
cumplen con uno de los criterios fundamentales que es penetrar la barrera hematoencefalica,
hecho esencial debido a que la diana terapéutica se encuentra en el sistema nervioso central; por
lo tanto, las moléculas 5pp5, 5tpi2, 5tpi4 y 5tpi5 no fueron consideradas como posibles hits

computacionales.
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213 PROPIEDADES ADMETox DE LAS  3-ARIL-1,5-DIMETIL-3,6,7,8-
TETRAHIDROCICLOPENTA[d]JPIRAZOLO[3,4-b]PIRIDINAS Y 3-ARIL-1,5-
DIMETIL-6,7,8,9-TETRAHIDRO-3H-PIRAZOLO[3,4-c]ISOQUINOLINA (SERIE D).

Como se puede observar en las tablas 8 y 9, las tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridinas y
las tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolinas, exhibieron propiedades farmacocinéticas y
fisicoguimicas favorables; en donde no hay violaciones a la regla de Lipinski, lo que sugiere que
los prototipos disefiados poseen alta biodisponibilidad. Ademas, presentaron valores de TPSA
inferiores a 90 A2, parametro necesario para que las moléculas propuestas puedan atravesar la
barrera hematoencefalica y ejercer el efecto terapéutico deseado sobre el SNC. En cuanto al
grado de hidrofobicidad, todos los prototipos moleculares exhibieron un valor de log P inferior a
5, lo cual resulta conveniente para el paso de las moléculas a través de la barrera
hematoencefalica y para su absorcion gastrointestinal, esto se detalla el modelo de huevo hervido
ilustrado en la figura 7. En relacién con el metabolismo de las moléculas disefiadas, lo prototipos
ppl, pp2, pp4, pp5, pp7, ppl0, ppll, ppl2, tpil, tpi2, tpi3, tpi4, tpi5 no presentaron inhibicion
sobre la isoenzimas CYP2D y CYP3A5, comportamiento similar a alprazolam; no obstante, es
probable que los prototipos restantes de la serie sean inhibidores de las isoenzimas mencionas
anteriormente y posiblemente presentaran un comportamiento similar al diazepam y clonazepam

en este aspecto metabolico, lo que aparentemente sugeriria una vida media similar a estos dos

farmacos.
Molécula Ar Lipinski TPSA Log BBB HIA CYP2D6 CYP3A5 PGP Alerta
(A2 P +  Brenk
alprazolam N/A 0 4146 33,22 SI ALTO NO NO SI 0
diazepam N/A 0 32,67 2,97 SI ALTO SI SI NO 0
clonazepam N/A 0 32,67 2,97 SI ALTO SI SI NO 0
ppl p-FCsHa 0 30.71 4,05 SI ALTO NO NO SI 0
pp2 p-CICsHa 0 3071 428 SI  ALTO NO NO s 0
pp3 p-OMeCeH4 0 39.94 3,72 SI ALTO SI SI SI 0
pp4 p-BrCeHa 0 30.71 4,36 SI ALTO NO NO SI 0
pp5 p-NO2CsH4 0 7653 299 SI  ALTO NO NO NO 1
pp6 p-OHCsH4 0 50.94 3,32 SI ALTO SI SI SI 0
pp7 p-MeCsHa 0 30.71 4,06 SI ALTO NO NO SI 0
pp8 p-EtCsHa 0 3071 436 SI  ALTO sl NO sl 0
pp9 p-OEtCeH4 0 39.94 4,05 SI ALTO Sl Sl Sl 0
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ppl0
ppll
ppl2
ppl3

CeHs
p-CNCesHa
isobenzofuranilo
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benzoxodiazol

30.71
54.50
57.01
69.63

3,73
3,51
3,49
3,29

Sl
Sl
Sl
Sl

ALTO

ALTO

ALTO
Sl

NO
NO
NO
NO

NO
NO
NO
Sl

Sl
NO
Sl
NO

o O o o

Tabla 8. Valores obtenidos para las propiedades ADME de 3-aril-1,5-dimetil-3,6,7,8-

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina por medio del software en linea swissADME.

Molécula

Alprazolam
Diazepam
Clonazepam
tpil
tpi2
tpi3
tpi4
tpi5
tpi6
tpi7
tpi8
tpi9
tpil0
tpill
tpil2

tpil3

Ar Lipinski
N/A 0
N/A 0
N/A 0
p-FCsHa 0
p-CICeH4 0
p-OMeCsHa 0
p-BrCeHa 0
p-NO2CeHa 0
p-OHCeH4 0
p-MeCeHs 0
p-EtCsHa 0
p-OEtCsHa 0
CeHs 0
CN 0
isobenzofuranilo 0
benzoxodiazol 0

TPSA
(R?)
41,46

32,67
32,67
30,71
30,71
39,94
30,71
76.53
50,94
30,71
30,71
39,94
30,71
54,5
57,01

69,63

Log

3,22
2,97
2,97
4,36
4,58
4,03
4,67
3.30
3,63
4,37
4,68
4,34
4,04
3,82
3,8

3,6

BBB

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

HIA

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO

CYP2D6 CYP3A5 PGP Alerta

NO

Sl

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

NO

NO

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

+

Sl

NO

NO

Sl

Sl

NO

Sl

NO

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

NO

Sl

NO

Brenk
0

0

Tabla 9. Valores obtenidos para las propiedades ADME de 3-aril-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-

3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina por medio del software en linea swissADME.
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Figura 7. Modelo del huevo hervido que ilustra la capacidad de penetracion de la barrera
hematoencefalica y absorcion gastrointestinal de 3-aril-1,5-dimetil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina (izquierda) y 3-aril-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-

3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina (derecha).

Los compuestos de la serie D presentaron un perfil toxicologico Optimo y propiedades
farmacocinéticas favorables que permitieron proponerlos como candidatos para ser evaluados
por medio de acoplamiento molecular, aunque las moléculas pp5 y tpi5 fueron excluidas debido

a la alerta estructural encontrada.

214 PROPIEDADES ADMETox DE LAS 1-ARIL-3,4-DIMETIL-1,5,6,7
TETRAHIDROCICLOPENTAI[b]JPIRAZOLO[4,3-e]PIRIDINA Y 1-ARIL-3,4-DIMETIL-
5,6,7,8-TETRAHIDRO-1H-PIRAZOLOI[3,4-b]QUINOLINA (SERIE E)

Al igual que en las series anteriores, para los isémeros lineales como
tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridinas y tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolinas, se
evaluaron los parametros fisicoquimicos y farmacocinéticos ya especificados (tabla 10 y 11),
obteniendo como resultado valores Optimos en cuanto a biodisponibilidad, absorcion
gastrointestinal y penetracion de la barrera hematoencefalica. Los compuestos no presentaron
violaciones a la regla de Lipinski, exhibieron valores inferiores a 5 en relacion con el coeficiente
de particion y un valor de TPSA inferior a 90 A2. Se predice que las moléculas Ipp1, Ipp2, Ipp4,
Ipp7, lppl0, tpgl, tpg2, tpg3, tpg4 tpq7, tpg8, tpglO, tpgll, tpgl2, tpgl3, no inhibiran las
isoenzimas CYP2D6 CYP3AS5, y como se ha comentado en apartados anteriores, este resultado

es similar al que presenta alprazolam en cuanto al metabolismo ligado a estos dos citocromos, lo
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que supone que algunos parametros como la vida media podrian ser similares, asi como su

biodisponibilidad.

De este modo, los valores obtenidos para los isdbmeros de la serie E son similares, lo que permite
inferir que las diferencias estructurales basadas en la isomeria de este grupo de compuestos no
influye en la cuantificacion de las propiedades farmacocinéticas o incluso fisicoquimicas; no
obstante, como se mencionara en apartados posteriores la afinidad por el receptor GABA-A, no
solo dependera de la disposicion espacial, si no que la isomeria y el tamario estructural estaran

estrechamente relacionados con el valor de afinidad obtenido durante el acoplamiento molecular.

Molécula Ar Lipinski  TPSA  Log BBB HIA CYP2D6 CYP3A5 PGP+ Alerta

(%) P Brenk
Alprazolam N/A 0 41,46 3,22 Sl ALTO NO NO Sl 0
Diazepam N/A 0 32,67 2,97 Sl ALTO Sl Sl NO 0
Clonazepam N/A 0 3267 2,97 Sl ALTO Sl Sl NO 0
Ippl p-FCeHa 0 30.71 4.01 SI ALTO NO NO Sl 0
Ipp2 p-CICsH4 0 3071 4.24 SI ALTO NO NO Sl 0
Ipp3 p-OMeCesHa4 0 39.94 3.68 Sl ALTO Sl Sl Sl 0
Ipp4 p-BrCsHa 0 3071 434 SI ALTO NO NO NO 0
Ipp5 p-NO2CsH4 0 76.53 3.12 Sl ALTO NO Sl Sl 1
Ipp6 p-OHCsHa 0 50.94 3.28 Sl ALTO Sl Sl Sl 0
Ipp7 p-MeCsHa 0 30.71 4.02 SI ALTO NO NO Sl 0
Ipp8 p-EtCsHa 0 30.71 4.32 SI ALTO SI NO Sl 0
Ipp9 p-OEtCsH4 0 39.94 401 Sl ALTO Sl Sl Sl 0
Ipp10 CeHs 0 30.71  3.69 SI ALTO NO NO Sl 0
Ippll p-CNCeH4 0 5450 347 Sl ALTO NO Sl Sl 0
Ipp12 isobenzofuranil 0 57.01 3.46 Sl ALTO NO Sl Sl 0
Ipp13 benzoxodiazol 0 69.63 3.25 Sl ALTO NO Sl NO 0

Tabla 10. Valores obtenidos para las propiedades ADME de 1-aril-3,4-dimetil-1,5,6,7

tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridinas por medio del software en linea swissADME.

Molécula Ar Lipinski  TPSA  Log BBB HIA CYP2D6 CYP3A5 PGP Alerta
(A?) P + Brenk
Alprazolam N/A 0 41,46 3,22 Sl ALTO NO NO Sl 0
Diazepam N/A 0 32,67 2,97 SI ALTO SI SI NO 0
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Clonazepam N/A 0 32,67 2,97 SI ALTO SI SI NO 0
tpgl p-FCsH4 0 30.71 432 SI ALTO NO NO SI 0
tpg2 p-ClCsHa 0 3071 454 Sl ALTO NO NO Sl 0
tpg3 p-OMeCeH4 0 39.94 3.99 SI ALTO NO NO SI 0
tpg4d p-BrCsHa 0 30.71 4.63 SI ALTO NO NO SI 0
tpgs p-NO2CsH4 0 76.53  3.26 Sl ALTO NO NO NO 1
tpgb6 p-OHCsHa 0 50.94  3.59 SI ALTO SI NO SI 0
tpq7 p-MeCsHa 0 30.71 434 SI ALTO NO NO SI 0
tpg8 p-EtCsHa 0 3071 463 Sl ALTO NO NO Sl 0
tpg9 p-OEtCsH4 0 39.94 432 SI ALTO SI NO SI 0
tpgl0 CeHs 0 30.71  4.00 SI ALTO NO NO SI 0
tpgll p-CNCsHa 0 5450 3.79 SI  ALTO NO NO s 0
tpql2 isobenzofuranil 0 57.01 3.77 Sl ALTO NO NO Sl 0
tpgl3 benzoxodiazol 0 69.63  3.56 Sl ALTO NO NO Sl 0

Tabla 11. Valores obtenidos para las propiedades ADME de 1-aril-3,4-dimetil-5,6,7,8-

tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolinas por medio del software en linea swissADME.

En general, la mayoria de los compuestos de la serie E presentaron un perfil toxicoldgico y
farmacocinético favorable, lo que conllevé a evaluar estas moléculas por medio de acoplamiento
molecular frente al receptor 6DWO; sin embargo, por la alerta estructural encontrada para las
moléculas Ipp5 y tpgb, estas no fueron consideras para otros estudios in silico.

2.2 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS PROTOTIPOS CON NUCLEO
PIRAZOLOPIRIDINICO Y FARMACOS DE REFERENCIA FRENTE AL RECEPTOR
GABA-A

Luego de la determinacion de las propiedades ADMET de los prototipos disefiados, se mostraran
los resultados, analisis e interpretacion del acoplamiento molecular de los derivados
pirazolopiridinicos, tetrahidropirazoloquinolinicos/isoquinolinicos y farmacos de referencia.
Unicamente 88 de los 98 prototipos inicialmente propuestos pasaron la etapa de docking
molecular, esta decision fue tomada con base en los criterios de seleccion propuestos en la
evaluacion de las propiedades farmacocinéticas, toxicoldgicas y fisicoquimicas que fueron
expuestas en los numerales anteriores. No obstante, por su alta afinidad por el sitio de unién del

receptor 6DWO se mostraran los resultados de acoplamiento molecular de los compuestos que en
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su estructura contienen el grupo nitro. Es necesario aclarar que estos compuestos no fueron

considerados como posibles hits computacionales.

2.2.1 RESULTADOS DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS FARMACOS DE
REFERENCIA

En el sitio de unioén de las benzodiazepinas, ubicado entre la subunidad al y y2, se encuentran
involucrados una serie de aminoacidos responsables de la interaccion del farmaco con el sitio de
union, los cuales son HIS 101, TYR 159, TYR 161, GLY 200, THR 206, TYR 209 y VAL 211
para el caso de la subunidad a1; y en la subunidad y2 PHE 77, MET 131 y THR 14.%

El receptor utilizado se extrajo del Protein Data Bank (PDB), con cddigo 6DWO cuyo cristal fue
obtenido por medio de la técnica de crio-EM, con una resolucion de 3.80 A de estructura
trineteromérica, con valores de validacion (Clashscore, ramachandran outlier y sidechain

outlier) éptimos como se muestra en la figura 8.

Metric Percentile Ranks Value
Clashscore IS [I - 5
Ramachandran outliers [ 0
Sidechain outliers [N I N 0.7%
Worse Berter

I Percentile relative to all structures
D Percentile relative to all EM structures

Figura 8. Valores de validacion de la estructura cristalina correspondiente al receptor 6DWO,
obtenida por medio de crio-EM. Clashscore: numeros de pares de &tomos que estan
inusualmente cerca. Ramachandran outliers: porcentaje de angulos diedros inusualmente
torcidos presentes en los enlaces peptidicos de los aminoacidos del receptor. Sidechain outliers:
porcentaje de angulos de torsién anormales de la cadena lateral de los aminoacidos presenten en

la estructura cristalina. Imagen tomada de https://www.rcsh.org/structure/6DWO.

Con base a lo anterior se realizé el acoplamiento molecular de los farmacos de referencia con el
objetivo de visualizar las interacciones de estos con el sitio de union, y a su vez, tener pardmetros
comparativos que permitan relacionar las interacciones con los farmacos y con las moléculas
estudiadas (tabla 12).
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Energias de union Energias de union Energias de
(kCal/mol) (kCal/mol) unién(kCal/mol)
Molécula Autodock Autodock vina DOCK 6 Consenso
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE
Alprazolam | -7,15 0,33 -7,90 0,00 -49,25 1,00 0,44
Diazepam | -7,00 0,00 -9,00 1,00 -30,31 0,00 0,33
Clonazepam | -7,45 1,00 -8,30 0,36 -32,79 0,13 0,50

Tabla 12. Valores de afinidad de los farmacos de referencia frente al receptor GABA-A y
normalizacion estadistica basada en la unidad. PPAE: promedio de los valores de normalizacion

de cada farmaco de referencia. E: energia de union calculada por los programas empleados.

2211 RESULTADOS DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE EL
ALPRAZOLAM Y 6DWO

Los valores de energias de afinidad, posicion y orientacion se calcularon usando tres programas,
Autodock, Autodock vina y DOCK 6 como se muestra en la tabla 12. En cuanto al modo de
union calculado con Autodock se observaron interacciones hidrofobicas con la ALA 79, LEU
140, TYR 159 y TYR 58 (apilamiento pi), interacciones de van de Waals con PHE 77 y puente
de hidrégeno con SER 205. Por otro lado, el acoplamiento observado con el programa Autodock
vina muestra interacciones tipo apilamiento pi que involucran los aminoacidos TYR 58, PHE 77,
e interacciones pi-cation entre la nube electronica del sistema pi del triazol presente en el
farmaco y el cation imidazolio de la HIS 101 en el receptor. Por ultimo, el modelo de
acoplamiento calculado por DOCK 6 muestra interacciones n-m con la PHE 77, TYR 58 y HIS
101, e interacciones de van de Waals e hidrofobicas con VAL 202 Y VAL 211. Si bien los
modelos de acoplamiento del alprazolam presentan los mejores valores de puntuacion en cada
uno de los programas utilizados, la posicion en el sito activo varia, en donde la orientacion y
posicién coincide entre el modo de unién calculado con Autodock vina 'y DOCK 6, en contraste
con el modo de unién predicho por el programa Autodock que ubica al alprazolam en una

posicion central en el sitio activo (figura 9)
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Figura 9. Modelos de acoplamiento del alprazolam con el receptor GABA-A calculados por los
programas Autodock, Autodock vina y DOCK 6. Arriba izquierda: modelo de acoplamiento
obtenido por el programa Autodock, Arriba derecha: modelo de acoplamiento calculado por el
programa Autodock vina. Abajo izquierda: modelo de acoplamiento obtenido por el software
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DOCK 6. Abajo derecha: comparacion de las diversas orientaciones en el sitio de union de las

benzodiazepinas obtenidas por los tres programas utilizados.

2.2.1.2 RESULTADOS DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE DIAZEPAM Y
6DWO

Las energias de unién obtenidas para diazepam empleando los tres programas y la normalizacion
estadistica planteada, revelaron que este farmaco presenta la menor afinidad por el receptor
GABA-A, en comparacion con los otros farmacos de referencia. Para el caso del modo de union
calculado por Autodock, el diazepam presentd interacciones hidrofobicas con los aminoécidos
PHE 77, TYR 58 y ALA 79 e interacciones de van der Waals con TYR 209. Sin embargo, se
observa una repulsion entre el grupo 4-hidroxifenilo de la tirosina y el carbonilo de la diazepina.
Para el modo de union predicho por el sotware Autodock vina, el farmaco presenta una
disposicion espacial diferente a lo encontrado al usar el software Autodock. Adicionalmente, las
interacciones presentadas involucran los aminoécidos TYR 209, TYR 58, PHE 27 y SER 205
con los anillos de benceno por medio de apilamiento pi e interacciones de van de Waals, en
donde también se observan interacciones de este tipo entre el cloro con la TYR 159 y PHE 77.
Por ultimo, por medio del software DOCK 6 se predijo la orientacién y modo de union del
diazepam, donde se encuentran interacciones de van de Waals entre los aminoacidos VAL 211,
HIS 101, TYR 209, VAL 202 y VAL 211 con el grupo metilo, ademas se observaron
interacciones entre el anillo de benceno fusionado con la diazepina y los residuos aminoacidicos
de PHE 77 y TYR 58. En la figura 10 se muestran las representaciones bidimensionales del
acoplamiento entre el diazepam con el receptor GABA-A, y la comparacion de la posicion y
orientacion calculada por los tres softwares empleados, exhibiendo una orientacion diferente en
cada uno de los modos de unién los cuales presentaron los menores valores de afinidad en cada
uno de los softwares, exceptuando el valor de afinidad obtenido por medio del programa

Autodock vina (figura 10).
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Figura 10. Modelos de acoplamiento del diazepam con el receptor GABA-A calculados por los
softwares Autodock, Autodock vina y DOCK 6. Arriba izquierda: modelo de acoplamiento
obtenido por el programa Autodock, Arriba derecha: modelo de acoplamiento calculado por el
programa Autodock vina. Abajo izquierda: modelo de acoplamiento obtenido por el software

DOCK 6. Abajo derecho: comparacién de las diversas orientaciones en el sitio de union de las
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2.2.1.3 RESULTADOS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE CLONAZEPAM
Y 6DWO

El clonazepam presentd las energias de union consignadas en la tabla 12, exhibiendo la mejor
afinidad por el receptor, debido a que, en comparacion con los demés farmacos de referencia, la
presencia del grupo nitro permite la formacion de puentes de hidrégeno o incluso interacciones
electrostaticas entre cargas parciales que involucran al oxigeno del grupo nitro y la amina
cuaternaria de la cadena lateral de la LYS 184, e interacciones de Van der Waals. Donde por
medio del software Autodock, el farmaco mostré interacciones hidrofébicas con LEU 140, ALA
79 y puentes de hidrégeno con la LYS 184. En cuanto las interacciones obtenidas por Autodock
vina, se observaron interacciones de apilamiento pi entre PHE 77, y pi-sigma con el anillo de
benceno fusionado con la diazepina e interacciones de Van de Waals con LEU 140 Y ALA 79y
puentes de hidrégeno entre el grupo nitro y la THR 206. Finalmente, por medio del programa
DOCK 6 se observaron interacciones de Van de Waals entre el grupo nitro y la SER 204, e
interacciones pi-anion con TYR 54, apilamiento pi entre la ALA 79 con el anillo de benceno y
puente de hidrogeno entre la imina presente en la diazepina y la THR 206. Aunque la orientacion
espacial varia en cada uno de los modos de union, se encontraron interacciones con la mayoria
de los residuos aminoacidicos involucrados en la modulacion alostérica que exhiben las

benzodiazepinas al interactuar con el receptor GABA-A (figura 11).
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Figura 11. Modelos de acoplamiento del clonazepam con el receptor GABA-A calculados por
los softwares Autodock, Autodock vina y DOCK 6. Arriba izquierda: modelo de acoplamiento
obtenido por el programa Autodock, Arriba derecha: modelo de acoplamiento calculado por el
programa Autodock vina. Abajo izquierda: modelo de acoplamiento obtenido por el software
DOCK 6. Abajo derecha: comparacion de las diversas orientaciones en el sitio de union de las

benzodiazepinas obtenidas por los tres programas utilizados.

2.2.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR MEDIO DEL
ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE 1-ARIL-3,6-DIMETIL-1H-PIRAZOLO[3,4-b]
PIRIDINA Y 1-ARIL-3,4-DIMETIL-1H-PIRAZOLO[3,4-b]PIRIDINA CON GABA-A
(SERIEAY B)

Las tablas 13 y 14 ilustran los resultados obtenidos para los acoplamientos moleculares de las
diferentes pirazolopiridinas frente al receptor estudiado, las energias de union fueron comparadas
con las obtenidas para los farmacos de referencia alprazolam, clonazepam y diazepam, los cuales

son moduladores alostéricos de los receptores GABA-A.
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Energias de Energias de Energias de
unién(kCal/mol) unién(kCal/mol) unién(kCal/mol) Consens
Molécula Ar Autodock Autodock vina DOCK 6 0
E Normalizad E Normalizado E Normalizado PPAE
)
Alprazolam N/A -7,15 0,30 -7,90 0,00 -49,25 1,00 0,43
Diazepam N/A -7,00 0,21 -9,00 1,00 -30,31 0,00 0,40
Clonazepam N/A -7,45 0,46 -8,30 0,36 -32,79 0,13 0,32
ppdl p-FCeHa -6,62 0,00 -8,80 0,82 -33,68 0,18 0,33
ppd2 p-CICeH4 -6,90 0,16 -8,10 0,18 -34,37 0,21 0,18
ppd3 p-OMeCsHa -6,91 0,16 -8,10 0,18 -34,70 0,23 0,19
ppd4 p-BrCeHa -6,94 0,18 -8,10 0,18 -34,70 0,23 0,20
ppd5 p-NO2CeHs | -8,41 1,00 -8,40 0,45 -35,72 0,29 0,58
ppd6 p-OHCsHa4 -7,16 0,30 -8,50 0,55 -34,36 0,21 0,35
ppd7 p-MeCsHa -6,89 0,15 -8,40 0,45 -34,91 0,24 0,28
ppd8 p-EtCeH4 -7,27 0,36 -8,60 0,64 -35,11 0,25 0,42
ppd9 p-OEtCeH4 -6,82 0,11 -8,40 0,45 -36,05 0,30 0,29
ppd10 CsHs -6,73 0,06 -8,70 0,73 -31,53 0,06 0,28

Tabla 13. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular entre 6DWO y 1-aril-3,4-dimetil-
1H-pirazolo[3,4-b]piridina.

En general, 1-aril-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina. y 1-aril-3,4-dimetil-1H-pirazolo[3,4-
b]piridina no presentaron valores de afinidad superiores por el sitio de unién en comparacion con
los farmacos de referencia, aunque, las moléculas que ostentan el grupo p-nitrofenilo (ppd5 y
ppda5) como sustituyente presentaron mayor puntuacion, incluso, superior a los farmacos de
referencia. Esto se atribuye al puente de hidrégeno que involucra la LYS 184 y el grupo nitro,
similar a lo que ocurre con el clonazepam y su afinidad por el receptor GABA-A en comparacién
a los otros farmacos de referencia, es superior por la presencia del grupo nitro. Sin embargo,
como se comentO en apartados anteriores, la presencia de un grupo nitro establece una alerta
estructural relacionada con su capacidad de comportarse como mutagénico, por tanto, los
compuestos que presentan el grupo nitro es su estructura no seran tomados como candidatos para

pruebas experimentales. Adicionalmente, no se observd una variacion significativa en cuanto a
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las energias de unidn, si se relacionan dichos valores con la ubicacién del sustituyente metilo en

las posiciones 4 o0 6 de los dos regioisomeros. Si bien las pirazolopiridinas interaccionan con los

residuos presentes en las dos subunidades (a-y) (figura 12) involucrados en la modulacion que

ejercen las benzodiazepinas, su afinidad por el sitio de union es menor, y esto se relaciona con el

volumen expuesto por este tipo de moléculas, el cual es inferior a los farmacos de referencia, por

lo que la contribucion entropica en el sistema por efectos hidrofébicos es menor, lo que

constituye una menor energia libre de union.

Energias de Energias de Energias de
union(kCal/mol) union(kCal/mol) union(kCal/mol) Consenso
Molécula Ar AutodocK Autodock vina DOCK 6
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE
Alprazolam N/A -7,15 0,44 -7,90 0,00 -49,25 1,00 0,48
Diazepam N/A -7,00 0,34 -9,00 1,00 -30,31 0,00 0,45
Clonazepam N/A -7,45 0,64 -8,30 0,36 -32,79 0,13 0,38
ppdal p-FCeHa -6,49 0,00 -9,00 1,00 -32,87 0,14 0,38
ppda2 p-CIC¢Hs | -6,63 0,09 -8,60 0,64 -34,94 0,24 0,32
ppda3 p-OMeCsH4 | -6,82 0,22 -8,20 0,27 -35,11 0,25 0,25
ppdad p-BrCeHs | -6,83 0,23 -8,20 0,27 -35,52 0,27 0,26
ppda5 p-NO2CeH4 | -8,00 1,00 -8,60 0,64 -36,09 0,31 0,65
ppdaé p-OHCeHs | -6,66 0,11 -8,70 0,73 -35,07 0,25 0,36
ppda7 p-MeCeéHs | -6,75 0,17 -8,70 0,73 -35,24 0,26 0,39
ppda8 p-EtCeHa -6,98 0,32 -8,50 0,55 -36,41 0,32 0,40
ppda9 p-OEtCeHs | -7,15 0,44 -8,30 0,36 -37,62 0,39 0,40
ppdal0 CsHs -6,49 0,00 -8,90 0,91 -32,36 0,11 0,34

Tabla 14. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular entre 6DWO y 1-aril-3,6-dimetil-

1H-pirazolo[3,4-b]piridina.
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Figura 12. Resultados de acoplamiento molecular de los prototipos pp8 y ppda8 frente al
receptor GABA-A, superior: orientacion e interacciones de la molécula pp8 ilustrada de manera

bi y tridimensional. Inferior: orientacion e interacciones de la molécula ppda8.
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223 ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE EL
ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE 5-BUTIL-1-METIL-3,6,7,8-
TETRAHIDROCICLOPENTA[J]PIRAZOLO[3,4-b]PIRIDINA Y 3-ARIL-1-METIL-5-
PENTIL-6,7,8,9-TETRAHIDRO-3H-PIRAZOLO[3,4-C]ISOQUINOLINA CON GABA-A
(SERIE C)

Se evalu6 el acoplamiento molecular de diferentes 5-butilciclopentapirazolopiridinas y 5-
pentiltetrahidropirazoloisoquinolinas, frente al obtenido para los farmacos de referencia (tablas
15y 16). En general todas las moléculas evaluadas presentan mejor afinidad por el sitio de union
en contraste con los farmacos de referencia, en donde se resalta la afinidad de las moléculas
5ppd3 y 5pp6, 5Stppd6 y 5Stppd7. Los prototipos 5pp3 y 5pp6 (figura 13) presentaron
interacciones m-n que implican la participacion del nticleo pirazolopiridinico con los aminoacidos
TYR 209 y TYR 58. Igualmente, tanto la porcion alifatica lineal como la anular permitieron la
interaccion con la mayoria de los aminoécidos presentes en sitio activo, aumentando la afinidad
por el receptor. En cuanto a los prototipos 5tpi6 y 5tpi7 (figura 14), se observaron las mismas
interacciones entre el nucleo pirazolopiridinico con la TYR 58, e interacciones tipo puente de
hidrogeno (en el caso de la molécula 5tpi7) con la SER 204 y SER 205, esto ultimo sustenta la
mejor puntuacion que presentd el prototipo 5tpp7 en comparacion con la molécula 5tpi6, sin
olvidar las interacciones de van der Waals e hidrofébicas que involucran la porciéon anular y
alifatica, y el grupo p-tolilo que por medio del anillo aromatico y el grupo metilo interacciona
con TYR 209 Y PHE 99. Si bien el grupo hidroxilo presente en la molécula no interactia de
manera formal con alguno de los residuos, posiblemente la presencia de este grupo, por medio de
interacciones competitivas que favorecen los efectos hidrofobicos que comprometen en mayor
medida a la porcién alifatica lineal y angular excluyen a dicho grupo del sitio activo, partiendo
de la idea de que este grupo tiende a comportarse como un grupo hidrofilico, lo que conduce a la
molécula a posicionarse de tal manera que la conformacién y orientacion conlleve a la mejor
interaccion con el sitio catalitico, lo que explica al parecer la puntuacién favorable de los

prototipos que contienen el grupo hidroxilo (figura 15).

Energias de union Energias de union Energias de union
(kCal/mol) (kCal/mol) (kCal/mol) Consenso
Molécula Ar Autodock Autodock vina DOCK 6
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE
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Alprazolam N/A -7,15 0,06 -7,90 0,00 -49,25 1,00 0,35
Diazepam N/A -7,00 0,00 -9,00 0,39 -30,31 0,00 0,13
Clonazepam N/A -7,45 0,17 -8,30 0,14 -32,79 0,13 0,15
5ppl p-FCeHa -7,43 0,16 -9,40 0,54 -42,13 0,62 0,44
5pp2 p-ClICsH4 -7,36 0,13 -9,60 0,61 -41,31 0,58 0,44
5pp3 p-OMeCeH4 -7,76 0,28 -9,40 0,54 -42,62 0,65 0,49
S5pp4 p-BrCsHa -7,56 0,21 -9,60 0,61 -42,89 0,66 0,49
5pp5 p-NO2CsHa -9,67 1,00 -9,90 0,71 -44,21 0,73 0,82
5pp6 p-OHCsH4 -8,05 0,39 -9,30 0,50 -41,79 0,61 0,50
5pp7 p-MeCsHa -7,98 0,37 -8,40 0,18 -43,08 0,67 0,41
5pp8 p-EtCeHa4 -7,29 0,11 -9,60 0,61 -42,17 0,63 0,45
5pp9 p-OEtCeH4 -7,14 0,05 -9,00 0,39 -44,23 0,73 0,39
5pp10 CesHs -7,79 0,30 -9,40 0,54 -38,95 0,46 0,43
5ppll p-CNCeH4 -8,41 0,53 -10,00 0,75 -41,59 0,60 0,62
5ppl2 isobenzofuranil | -8,91 0,72 -10,70 1,00 -44.72 0,76 0,83
5ppl3 benzoxodiazol -9,28 0,85 -10,30 0,86 -44,01 0,72 0,81

Tabla 15. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular de 5-butil-1-metil-3,6,7,8-

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina versus 6DWO.

Energias de union Energias de union Energias de union
(kCal/mol) (kCal/mol) (kCal/mol) Consenso
Molécula Ar Autodock Autodock vina DOCK 6
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE
Alprazolam N/A -7,15 0,05 -7,90 0,00 -49,25 0,97 0,34
Diazepam N/A -7,00 0,00 -9,00 0,46 -30,31 0,00 0,15
Clonazepam N/A -7,45 0,15 -8,30 0,17 -32,79 0,13 0,15
5tpil p-FCsHa -7,44 0,15 -9,80 0,79 -46,52 0,83 0,59
5tpi2 p-ClICesH4 -7,33 0,11 -9,60 0,71 -47,95 0,91 0,58
5tpi3 p-OMeCsHa -7,55 0,19 -9,20 0,54 -47,34 0,88 0,54
5tpi4 p-BrCeHa -7,27 0,09 -9,60 0,71 -47,22 0,87 0,56
5tpi5 p-NO2CsH4 -9,92 1,00 -9,60 0,71 -48,86 0,95 0,89
5tpi6 p-OHCeH4 -8,85 0,63 -9,40 0,63 -46,30 0,82 0,69
5tpi7 p-MeCsH4 -8,83 0,63 -9,70 0,75 -47,05 0,86 0,75
5tpi8 p-EtCeH4 -7,50 0,17 -9,30 0,58 -47,36 0,88 0,54
5tpi9 p-OEtCeH4 -8,46 0,50 -9,10 0,50 -48,75 0,95 0,65
5tpil0 CeHs -7,33 0,11 -9,80 0,79 -45,64 0,79 0,56
5tpill p-CNCsH4 -8,26 0,43 -9,80 0,79 -47,28 0,87 0,70
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5tpil2 isobenzofuranil | -8,97 0,67 -10,30 1,00 -49,75 1,00 0,89

benzoxodiazol | -9,32 0,79 -10,20 0,96 -47,76 0,90 0,88

5tpil3

Tabla 16. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular de 3-aril-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-

tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina versus 6DWO.
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Figura 13. Modelo de acoplamiento de los prototipos 5pp3 y 5pp6 frente al receptor GABA-A,
superior: orientacion e interacciones de la molécula 5pp3 ilustrada de manera bi y tridimensional.

Inferior: orientacién e interacciones de la molécula 5pp6é.
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Figura 14. Modelo de acoplamiento de los prototipos 5tpi6 y 5pp7 frente al receptor GABA-A,
superior: orientacion e interacciones de la molécula 5tpi6 presentada de manera bi y

tridimensional. Inferior: orientacion e interacciones de la molécula 5tpi7.

Hydrophobicity

Figura 15. Comparacion de la orientacién de los prototipos moleculares 5pp6 y 5tpi6 basados en

las propiedades hidrofdbicas que presentes en el sitio de union de las benzodiazepinas.

Las moléculas con sustituyente nitro, en la mayor parte de los acoplamientos moleculares que
fueron realizados en esta investigacion, exhibieron las mejores energias de union en el sitio
alostérico de las benzodiacepinas; no obstante, debido a sus problemas toxicoldgicos predichos
por los programas utilizados, fue pertinente recurrir a estrategias de farmacomodulacion,
especificamente el bioisostérismo, asi, una investigacion de Merck®® sugiere los siguientes

bioisosteros para el nitrobenceno (figura 16).
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Figura 16. Porciones estructurales propuestas como cambios bioisostéricos de nitrobencenos.

De este modo, al evaluar el acoplamiento molecular de los bioisosteros propuestos se obtuvieron
energias de union superiores a las obtenidas para las demés 5-butilpirazolopiridinas y 5-
pentiltetrahidropirazoloisoquinolinas  (5ppll1, 5ppl2, 5ppl3, 5tppll, 5tppl2 y 5tppl3),
resaltando las moléculas que contiene el grupo isobenzofuranilo, el cual presentd las mejores

energias de union.

Figura 17.  Comparaciéon espacial de las moléculas ppll, ppl2 y ppl3 que presentan
bioisoteros del nitrobenceno y la molécula nitrogenada.

En cuanto a las interacciones, las moléculas 5ppl2 y 5ppl3 presentaron interacciones con la
LYS 184, al igual que la molécula 5pp5; sin embargo, la molécula 5ppll a pesar de tener una
orientacion similar no presentd interaccion con este aminoacido, lo que sugiere una menor
energia de unidn, adicionalmente se observaron interacciones m-n y m-¢ entre el nucleo
pirazolopiridinico y el anillo aromatico con ALA 79, TYR 58, PHE 77, TYR 159y enlaces de
hidrogeno con THR 206, aunque para el caso de las moléculas 5pp12 y 5ppl13 no se evidencid
interaccion con SER 205 (figura 18). Si bien, las moléculas que contienen las porciones
bioisostéricas del nitrobenceno exhibieron modos de unién y valores de puntuacion similares,
pero sin superar aquellas afinidades presentadas por los compuestos que contienen el grupo nitro,

algunas de ellas no fueron consideradas como posibles candidatos para pruebas experimentales.
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Arriba derecha 5pp5. Abajo izquierda 5pp12. Abajo derecha: 5pp13

2.2.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS PARA EL ACOPLAMIENTO
MOLECULAR DE 3-ARIL-1,5-DIMETIL-3,6,7,8-
TETRAHIDROCICLOPENTA[d]PIRAZOLO[3,4-b]PIRIDINA Y 3-ARIL-1,5-DIMETIL-

6,7,8,9-TETRAHIDRO-3H-PIRAZOLO[3,4-c]ISOQUINOLINA FRENTE A GABA-A
(SERIE D)

Las tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridinas y tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolinas

presentaron valores de puntuacion superiores a los encontrados para los farmacos de referencia

67



(tabla 17 y 18), donde sobresalen por su afinidad las moléculas pp7 y ppll, tpi8 y tpi9 que
presentaron interacciones que comprometen al nucleo pirazolopiridinico y al sistema anular
alifatico que se relaciona por medio de interacciones m-n con los residuos PHE 77, PHE 99, TYR
209, TYR 159, HIS 101, MET 130, y la porcion bencilica que interactia de manera similar con
la ALA 79 (figura 19), por otro lado, el sustituyente del grupo fenilo para el caso de la tetrahidro-
3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina tiene una participacion especial, el grupo etoxilo presenta
interacciones con la MET 57 por medio de puentes de hidrdgeno, o el grupo etilo presente en la
molécula tpi8, interactua igualmente con la ALA 79 lo que contribuye con la afinidad por sitio
de union (figura 20); igualmente los prototipos con mejor puntuacion comentados en esta seccion
se orientan de la misma manera en la cavidad con una conformacion similar, principalmente por
las interacciones hidrofébicas (exceptuando la molécula pp7 que varia levemente en su
conformacién y orientacion), lo que sugiere una conformacion y orientacion preferida que
asegura una interaccion dptima con los diversos residuos responsables de la modulacién sobre el
receptor GABA-A (figura 21).

Molécula Ar Energias de union Energias de union Energias de union Consenso
(kCal/mol) (kCal/mol) (kCal/mol)
Autodock Autodock vina DOCK 6
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE

Alprazolam N/A -7,15 0,08 -7,90 0,00 -49,25 0,52 0,20
Diazepam N/A -7,00 0,00 -9,00 0,44 -30,31 0,00 0,15
Clonazepam N/A -7,45 0,23 -8,30 0,16 -32,79 0,07 0,15
ppl p-FCeH4 -7,23 0,12 -8,90 0,40 -36,32 0,17 0,23
pp2 p-CICesH4 -8,39 0,70 -9,20 0,52 -37,79 0,21 0,47
pp3 p-OMeCsH4 -8,11 0,56 -9,00 0,44 -40,19 0,27 0,42
pp4 p-BrCeHa -7,50 0,25 -9,70 0,72 -38,57 0,23 0,40
pp5 p-NO2CgH4 -9,00 1,00 -9,90 0,80 -66,58 1,00 0,93
pp6 p-OHCsHa4 -7,58 0,29 -9,00 0,44 -39,36 0,25 0,33
pp7 p-MeCsH4 -8,23 0,62 -9,60 0,68 -38,51 0,23 0,51
pp8 p-EtCeHa -8,50 0,75 -9,10 0,48 -40,64 0,28 0,50
pp9 p-OEtCeH4 -8,05 0,53 -9,10 0,48 -41,26 0,30 0,44
ppl0 CeHs -7,79 0,40 -9,30 0,56 -37,36 0,19 0,38
ppll p-CNCsHa -8,43 0,72 -10,00 0,84 -39,96 0,27 0,61
ppl2 isobenzofuranil -8,77 0,89 -10,40 1,00 -40,67 0,29 0,72
ppl3 benzoxodiazol -8,80 0,90 -10,40 1,00 -41,30 0,30 0,73

68




Tabla 17. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular entre la 3-aril-1,5-dimetil-3,6,7,8-

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina y el receptor GABA-A.

Energias de unién Energias de unién Energias de union Consenso
(kCal/mol) (kCal/mol) (kCal/mol)
Molécula Ar Autodock Autodock vina DOCK 6
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE

Alprazolam N/A -7,15 0,05 -7,90 0,00 -49,25 1,00 0,35
Diazepam N/A -7,00 0,00 -9,00 0,37 -30,31 0,00 0,12
Clonazepam N/A -7,45 0,16 -8,30 0,13 -32,79 0,13 0,14
tpil p-FCsH4 -8,16 0,40 -9,90 0,67 -39,98 0,51 0,53
tpi2 p-ClCsHa -8,71 0,59 -9,70 0,60 -39,35 0,48 0,56
tpi3 p-OMeCsHa4 -8,43 0,49 -9,70 0,60 -41,86 0,61 0,57
tpid p-BrCsHa -8,88 0,65 -9,40 0,50 -41,63 0,60 0,58
tpi5 p-NO2CsHa -9,89 1,00 -9,40 0,50 -41,62 0,60 0,70
tpi6 p-OHCgsH4 -7,89 0,31 -9,60 0,57 -41,18 0,57 0,48
tpi7 p-MeCsH4 -8,52 0,53 -9,70 0,60 -41,01 0,57 0,56
tpi8 p-EtCeHa -8,73 0,60 -9,70 0,60 -42,77 0,66 0,62
tpi9 p-OEtCeH4 -8,61 0,56 -9,60 0,57 -43,05 0,67 0,60
tpil0 CeHs -8,22 0,42 -9,80 0,63 -38,18 0,42 0,49
tpill p-CNCeH4 -8,47 0,51 -9,80 0,63 -41,34 0,58 0,57
tpil2 isobenzofuranil | -8,40 0,48 -10,90 1,00 -43,59 0,70 0,73
tpil3 benzoxodiazol -9,33 0,81 -10,30 0,80 -41,42 0,59 0,73

Tabla 18. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular entre 3-aril-1,5-dimetil-6,7,8,9-

tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina y el receptor GABA-A.
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Figura 19. Modelo de acoplamiento de los prototipos pp7 y ppll. Superior: modo de unién de

la molécula pp7. Inferior: modo de union de la molécula pp11.
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Figura 20. Modelo de acoplamiento de los prototipos tpi8 y tpi9. Superior: modo de unién de la

molécula tpi8. Inferior: modo de unién de la molécula tpi9

Figura 21. Comparacion de la orientacion y conformacion de los prototipos pp7, ppll, tpi8, tp9
sobre el sitio catalitico y su orientacion basada en las interacciones hidrofébicas sobre la cavidad.
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2.25. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR MEDIO DEL
ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE 1-ARIL-3,4-DIMETIL-1,5,6,7
TETRAHIDROCICLOPENTA[b]PIRAZOLO[4,3-¢]PIRIDINA Y 1-ARIL-3,4-DIMETIL-
5,6,7,8-TETRAHIDRO-1H-PIRAZOLO[3,4-b]QUINOLINA CON EL RECEPTOR
GABA-A (SERIE E)

Las tablas 19 y 20 muestran los valores de energia de wunién de las
tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridina y tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolina. Las
moléculas Ipp8, Ippll, tpg8 y tpgll exhibieron los mejores valores de puntuacion, dichas
moléculas presentan la misma orientacion y ubicacion en el sitio alostérico, mostrando las
mismas interacciones con los residuos de interés, donde como se ha mencionado anteriormente el
nucleo pirazolopiridinico, asi como la porcion anular son relevantes en la construccion de
interacciones con los aminoacidos PHE 77, TYR 209, TYR 159 y MET 130. Por otra parte, los
grupos arilo interacttan con la ALA 79, sin olvidar las interacciones de van der Waals con los
demas aminoacidos (figuras 22 y 23). Por ultimo, los prototipos seleccionados en esta serie de

compuestos exhibieron la misma orientacion espacial como se muestra en la figura 24.

Energias de unién Energias de union Energias de unién
(kCal/mol) (kCal/mol) (kCal/mol) Consenso
Molécula Ar Autodock Autodock vina DOCK 6
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE
Alprazolam N/A -7,15 0,29 -7,90 0,00 -49,25 1,00 0,43
Diazepam N/A -7,00 0,24 -9,00 0,44 -30,31 0,00 0,23
Clonazepam N/A -7,45 0,40 -8,30 0,16 -32,79 0,13 0,23
Ippl p-FCesHa -7,62 0,46 -9,70 0,72 -36,98 0,35 0,51
Ipp2 p-ClICesH4 -7,80 0,52 -9,10 0,48 -40,20 0,52 0,51
Ipp3 p-OMeCeH4 -7,50 0,41 -9,00 0,44 -40,42 0,53 0,46
Ipp4 p-BrCeHa -8,19 0,66 -9,40 0,60 -39,86 0,50 0,59
Ipp5 p-NO2CsHa -9,15 1,00 -9,80 0,76 -40,54 0,54 0,77
Ipp6 p-OHCsHa4 -7,33 0,35 -9,00 0,44 -40,49 0,54 0,44
Ipp7 p-MeCsH4 -6,33 0,00 -9,20 0,52 -38,72 0,44 0,32
Ipp8 p-EtCeHa -8,10 0,63 -9,70 0,72 -40,95 0,56 0,64
Ipp9 p-OEtCeH4 -8,02 0,60 -9,00 0,44 -41,74 0,60 0,55
Ipp10 CesHs -7,73 0,50 -9,10 0,48 -36,64 0,33 0,44
Ipp11 p-CNCsH4 -8,08 0,62 -9,80 0,76 -40,41 0,53 0,64
Ipp12 isobenzofuranil | -8,64 0,82 -10,30 0,96 -41,69 0,60 0,79
Ipp13 benzoxodiazolil | -8,42 0,74 -10,40 1,00 -42,92 0,67 0,80
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Tabla 19. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular entre 1-aril-3,4-dimetil-1,5,6,7
tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridina y 6DWO.

Energias de unioén Energias de unién Energias de union
(kCal/mol) (kCal/mol) (kCal/mol) Consenso
Molécula Ar Autodock Autodock vina DOCK 6
E Normalizado E Normalizado E Normalizado PPAE

Alprazolam N/A -7,15 0,06 -7,90 0,00 -49,25 1,00 0,35
Diazepam N/A -7,00 0,00 -9,00 1,00 -30,31 0,00 0,33
Clonazepam N/A -7,45 0,18 -8,30 0,36 -32,79 0,13 0,23
tpgl p-FCeHa -7,89 0,36 -9,40 0,52 -42,11 0,62 0,50
tpg2 p-CICsHa -8,39 0,56 -9,80 0,66 -42,10 0,62 0,61
tpg3 p-OMeCsHa -8,14 0,46 -9,70 0,62 -43,41 0,69 0,59
tpg4 p-BrCeHa -8,62 0,66 -10,00 0,72 -43,09 0,67 0,68
tpg5 p-NO2CsHa -9,47 1,00 -10,30 0,83 -44,02 0,72 0,85
tpg6 p-OHCsHa4 -7,63 0,26 -10,00 0,72 -42,91 0,67 0,55
tpq7 p-MeCsHa -8,25 0,51 -10,00 0,72 -42,42 0,64 0,62
tpg8 p-EtCeHa -8,52 0,62 -9,90 0,69 -44,18 0,73 0,68
tpg9 p-OEtCeH4 -8,40 0,57 -9,60 0,59 -41,56 0,59 0,58
tpgl10 CeHs -7,94 0,38 -10,40 0,86 -41,42 0,59 0,61
tpgll p-CNCeH4 -8,54 0,62 -10,30 0,83 -42,20 0,63 0,69
tpgl2 isobenzofuranil | -9,02 0,82 -10,40 0,86 -46,11 0,83 0,84
tpql3 benzoxodiazolil | -8,94 0,79 -10,80 1,00 -42,26 0,63 0,81

Tabla 20. Resultados obtenidos del acoplamiento molecular entre 1-aril-3,4-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolina y 6DWO.
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Figura 22. Modelo de acoplamiento de los prototipos Ipp8 y Ippll. Superior: modo de unién de

la molécula Ipp8. Inferior: modo de unién de la molécula Ipp11.
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Figura 24. Comparacion de la disposicion espacial de las moléculas Ipp8, Ippl1, tpg 8 y tpgll, y
su relacion con las interacciones hidrofdbicas dentro del sitio activo.

2.3 PROTOTIPOS SELECCIONADOS COMO CANDIDATOS PARA SER
EVALUADOS IN VIVO

En las secciones anteriores se han expuesto los modos de unién y los valores de puntuacion
(energias de afinidad) para las diferentes series de compuestos estudiadas, por lo que fue
pertinente examinar cuales prototipos serian seleccionados para futuras pruebas experimentales,
para ello se tomaron las mejores moléculas de cada serie, y se comparé la energia de unién por
medio de la normalizacion estadistica basada en la unidad. De este modo y respecto a los datos
obtenidos como lo muestra la gréfica 1, las moléculas 5tpi7, 5tpi6, tpgll, tpg8 y tpi8, fueron las
que presentaron mayor afinidad por el sitio de unién, lo que sugiere varios aspectos importantes:
los farmacos de referencia muestran valores de energia de afinidad menores en comparacion con
las moléculas preseleccionadas; las tetrahidropirazologuinolinas e isoquinolinas, ostentan los
mejores valores de afinidad, por lo cual se considerd que la porcion anular alifatica de seis
miembros influye en la energia de unidon, en comparacion con las pirazolopiridinas con
ciclopentano fusionado; claro esta que la presencia de la porcion anular ya sea de 5 o seis
miembros aumenta significativamente la afinidad si se compara con las 3,4-dimetil-1H-
pirazolo[3,4-b]piridinas y 3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridinas. Por otro lado, la presencia de

los grupos etilo, metilo, etoxilo o nitrilo contribuyen en la afinidad por el sitio de union al
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receptor, principalmente por las interacciones con los residuos aminoacidicos del sitio alostérico,
y por los efectos e interacciones hidrofébicas que orientan las moléculas a una posicion
especifica que consolida una interaccion optima que compromete los aminoacidos responsables
de la modulacién. Por ultimo, los isdmeros con mejor afinidad de la serie D y E no exhiben una
variacion relevante en cuanto a las energias de unién y orientacion (figura 25) por lo que la

isomeria no es un criterio excluyente para la seleccién de los candidatos promisorios.

Valores de puntuacion de los prototipos preseleccionados

1,00
0,90
0,80
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Grafica 1. Valores de puntuacion promedio de los prototipos preseleccionados y los farmacos

de referencia
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Figura 25. Comparacion de la orientacién de los compuestos con mejor afinidad por el sitio de

unién de la serie Dy E.

Por lo tanto, luego de la interpretacion y analisis de los resultados obtenidos se propusieron los

siguientes hits computacionales para ensayos experimentales (figura 26).

OH

/
i /
N, N,
| tpq8 ‘ tpqll
X AN

Figura 26. Compuestos seleccionados como candidatos para pruebas experimentales

3. CONCLUSIONES

De acuerdo con la evaluacion in silico, los prototipos disefiados exhibieron un perfil toxicolégico
que muestra valores 6ptimos en relacion con los parametros de mutagenicidad, carcinogénesis y
hepatoxicidad. Adicionalmente, se logrd predecir que podrian presentar alta biodisponibilidad
oral al tener menos de dos violaciones a la regla de Lipinski. Para todos los prototipos se predice
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una alta absorcion gastrointestinal y permeacion de la barrera hematoencefalica, aspectos que
son claves durante el desarrollo de farmacos para el tratamiento de afecciones del sistema

nervioso central.

En general, los ligandos estudiados presentaron cualidades que permiten considerarlos como
posibles moduladores alostéricos positivos del receptor GABA-A. Lo anterior se afirma por la
informacion obtenida durante el cribado virtual de los prototipos propuestos. Los modos de
unién calculados por medio de los tres programas utilizados surgen de las interacciones que
incluyen los residuos aminoacidicos relevantes en la interaccion del ligando con el sitio activo de
las benzodiazepinas. Los ligandos propuestos, en su gran mayoria, exhibieron una mejor afinidad
de acuerdo con el score obtenido, en comparacion con los farmacos de referencia, como el
alprazolam, clonazepam y diazepam. Las moléculas que contienen los nucleos
tetrahidropirazoloquinolinico y tetrahidropirazoloisoquinolinico, ostentaron las mejores energias
de afinidad, por lo que los prototipos seleccionados para futuras pruebas experimentales poseen

este nucleo en comun.

4. PERSPECTIVAS

Uno de los propositos del presente estudio ha sido desarrollar nuevos prototipos moleculares que
sean de potencial utilidad para tratar trastornos del SNC relacionados con el receptor GABA-A,
con base a ello, se espera realizar en un futuro proximo la sintesis y la evaluacion in vivo de estos
hits computacionales seleccionados. Por tanto, se espera que la alianza y el trabajo conjunto entre
los grupos GESACH y FARMOL conduzcan a resultados favorables, encontrando asi moléculas
lideres que presenten propiedades tranquilizantes, y en el mejor de los casos que puedan a largo
plazo ser probados en fases clinicas. Por otro lado, por las dificultades en cuanto a accesibilidad
sintética no fue posible incluir algunos grupos bioisostéricos en el desarrollo experimental. Asi,
es pertinente explorar la sintesis de los compuestos que contengan los grupos previamente

mencionados debido a su alta afinidad con el receptor estudiado.
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SINTESIS DE PIRAZOLOPIRIDINAS, TETRAHIDROPIRAZOLOQUINOLINAS Y
TETRAHIDROPIRAZOLOISOQUINOLINAS MEDIANTE LA REACCION ENTRE
OLEFINAS RICAS EN ELECTRONES, 5-AMINO-1-ARIL-3-METILPIRAZOL Y
CETONAS CICLICAS
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5. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

5.1 REACCIONES MULTICOMPONENTE (RMC)

Las RMC se definen generalmente como reacciones en las que tres 0 mas compuestos se agregan
a un solo recipiente al mismo tiempo, permitiendo conducir a un producto final que contenga la
mayoria de los a&tomos de los reactivos de partida. Asi, estas reacciones involucran una secuencia
de mas de una transformacion quimica, sin la necesidad de cambiar los medios de reaccion. Por
lo tanto, las RMC entran en la categoria de reacciones one-pot, debido al uso de un unico reactor
requerido para la reaccidn, es preciso mencionar que en estos procesos pueden existir maltiples

transformaciones quimicas.?®

Por sus diversas ventajas, las RMC han permitido la obtencion de una amplia variedad de
sustancias organicas (Figura 27), con unos requerimientos menores en cuanto a tiempo y
esfuerzo en comparacion con los procedimientos paso a paso, siendo esto de gran importancia en
la industria farmacéutica, ya que ha permitido ampliar el espacio quimico con compuestos
potencialmente bioactivos, sin la necesidad de emplear diferentes medios de reaccién o recurrir

al desarrollo de procesos en varias etapas.?’

27 28 29 30

Figura 27. Ejemplos de algunos farmacos obtenidos por estrategias multicomponente.?’
Inhibidor del factor Xa 27, Praziquantel 28, agonistas del receptor farnesoide X 29 y (B) (-)-

oseltamivir 30.
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5.2 SINTESIS ORGANICA ASISTIDA POR MICROONDAS

El uso de la energia de microondas ha experimentado un aumento significativo en las Gltimas dos
décadas con nuevas e innovadoras aplicaciones en varias areas de la quimica, tales como: la
sintesis organica, de péeptidos, quimica de polimeros, ciencias de los materiales, nanotecnologia y
bioquimica.?® En general, el calentamiento por microondas presenta interesantes ventajas sobre
el calentamiento convencional, como por ejemplo, menores tiempos de reaccion y mayores
rendimientos. No obstante, se encuentran problemas tecnologicos al intentar escalar a cantidades
superiores, especialmente cuando se avanza hacia escalas de produccién, debido a la profundidad
de penetracion restringida de la radiacién de microondas en materiales absorbentes. Para superar
estos problemas, se han empleado reactores de flujo continuo o detenido de microondas, donde la

mezcla de reaccion pasa a través de una celda de microondas relativamente pequefia.?®

El calentamiendo inducido por microondas se basa en la eficiencia de las interacciones de las
moléculas con las ondas, por efectos de "calentamiento dieléctrico de microondas"; este
fenomeno depende de la capacidad de los materiales para absorber la radiacion MW y
convertirla en calor. Se demostro que el componente eléctrico del campo electromagnético es el
méas importante y da lugar a dos mecanismos principales: rotacion dipolar y conduccion
ionica.®° La rotacion dipolar se basa en la virtud de algunas sustancias para generar calor cuando
se irradian con microondas debido a su momento dipolar. Cuando se exponen a frecuencias de
microondas, los dipolos de la muestra se alinean en el campo eléctrico aplicado, como dicho
campo oscila, la molecula dipolar intenta realinearse con el campo eléctrico alterno, y en el
proceso la energia se pierde en forma de calor a través de la friccion molecular y pérdida
dieléctrica (Figura 28). La conduccion ionica consiste en la osilacion de particulas cargadas en
una muestra (generalmente iones) bajo la influencia del campo de microondas, estas particulas

chocan con sus moléculas o &tomos vecinos, creando calor.3?

82



) Lo ®) TE

Figura 28. a) Mecanismo de rotacion dipolar. b) Las moléculas dipolares intentan alinearse con

un campo eléctrico oscilante.3!

La comprension de las interacciones microondas-materia, las razones exactas del por qué y como
las microondas mejoran los procesos quimicos todavia no se comprenden completamente. Varios
grupos han especulado sobre la existencia de los llamados "efectos de microondas”’que permiten
dar explicacion a fenomenos observados en procesos quimicos y se clasifican en: efectos

térmicos (cinéticos), efectos especificos de microondas y efectos de microondas no térmicos.

En cuanto a los efectos térmicos, el empleo de microondas reduce significativamente el tiempo
de reaccion en comparacion con las sintesis convencionales, manteniendo las propiedades e
incluso muchas veces mejorandolas, Algunos autores aseguran que las reacciones se aceleran

entre 10 y 1000 veces cuando son asistidas por microondas.*?

Los efectos especificos de microonadas hacen referencia a todas aquellas trasformaciones
quimicas que no se pueden lograr o duplicar con el calentamiento convencional, pero
esencialmente siguen siendo efectos térmicos,® de este modo, las microondas se pueden
emplear para efectuar un calentamiento focalizado, en donde todos los sustratos absorbentes de
microondas 0 catalizadores se calientan selectivamente bajo condiciones de reaccién
heterogéneas que en condiciones de centamiento convencional serian imposibles;
adicionalmente, se puede efectuar un sobrecalentamiento de algunos solventes aumentando su
punto de ebullicion (a presion atmosférica) y en consecuencia la temperatura de la mezcla de
reaccion aumentaria, por tanto se tendria un ascenso de la velocidad de reaccion.®® Finalmente,
los efectos no térmicos deben clasificarse como aceleracién de transformaciones quimicas en un

campo de microondas que no se pueden entender en términos de efectos de microondas
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puramente térmicos /cinéticos o especificos. Principalmente, la mayoria de los efectos no
térmicos resultan de una interaccion directa del campo eléctrico con moléculas en el medio de
reaccion. Se ha discutido, por ejemplo, que la presencia de un campo eléctrico conduce a
cambios en la orientacion de moléculas dipolares conduciendo a un cambio del factor pre-
exponencial A o la energia de activacion en la ecuacion de Arrhenius.®* La disminucion de la
energia de activacion es principalmente el efecto a tener en cuenta; cuando se considera la
contribucion de la entalpia y la entropia al valor de energia libre se puede predecir que la
magnitud de —TAS aumentaria en una reaccion inducida por MW, en comparacién con el

calentamiento convencional como consecuencia de la rotacion dipolar.®

5.3 ISOQUINOLINAS /QUINOLINAS

Diferentes disefios sintéticos se han efectuado a lo largo de historia, orientados a la obtencion del
nucleo isoquinolinico, como por ejemplo, las reacciones de Bischler-Napieralski, Pomeranz-
Fritsch y Pictet-Gams; sin embargo, las condiciones de reaccidon severas (es decir, medios
fuertemente 4cidos, altas temperaturas, etc.), han conducido al desarrollo de nuevas
metodologias sintéticas que generalmente presentan alcances de productos mas amplios,

condiciones de reaccion mas suaves y mejores compatibilidades con grupos funcionales.3®

Al igual que sus isdbmeros, varios metodos sintéticos se han desarrollado con el objetivo de
obtener anillos quinolinicos, entre ellos encontramos las reacciones de Skraups, Doebner-Von
Miller, Combes y Pfitzinger, las cuales involucran dos componentes como materiales de
partida.®” Como se mencion6 anteriormente, las quinolinas han presentado una gran variedad de
actividades bioldgicas, entre ellas se encuentra su actividad en sistema nervioso central; un claro
ejemplo es el estudio realizado por Lager y colaboradores, quienes sintetizaron una serie de 3-
acil-1,4-dihidro-4-oxoquinolinas 37 (Esquema 4) Yy realizaron un estudio comparativo con alquil
1,4-dihidro-4-oxoquinolina-4-carboxilato 38 y N-aquil-1,4-dihidro-4-oxoquinolina-3-
carboxamida 39, estos compuestos exhibieron afinidad por el receptor GABA-A en sitios de
recepcion de benzodiazepinas (Figura 29).3®
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Esquema 4. Secuencia sintética para la obtencion de quinolonas 37. a) Reaccidn entre derivados
2-acil-3-etoxi acrilato 31y ortoformiato de trietilo 32, en presencia de anhidrido acético b)
reaccién entre (Z)-2-(etoximetileno)-3-oxopentanoato de alquilo 33 y derivados de anilina 34
para la obtencion de (E) enamina 35 c) ciclacién intramolecular del compuesto 35 en presencia
de difenil éter 36. %8
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Figura 29. Quinolonas con afinidad por el sitio de recepcion de benzodiazepinas.®
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5.4 APROXIMACIONES SINTETICAS EMPLEADAS PARA LA CONSTRUCCION
DEL NUCLEO PIRAZOLOPIRIDINICO

Las pirazolopiridinas son el resultado de la fusion entre el nacleo de pirazol y el piridinico, los
cuales poseen gran importancia en la industria farmacéutica, ya que sus derivados exhiben
propiedades bioldgicas importantes y actividades farmacologicas, tales como, ansioliticos,
inhibidores de xantina oxidasas, ademas se han usado para el tratamiento de enfermedades

gastrointestinales, la anorexia nerviosa y la infertilidad.*

Zhu Chen y colaboradores, desarrollaron un nuevo método para la sintesis de derivados de
pirazolopiridina, utilizando un proceso one-pot en el que se emplean como reactivos 5-amina-1-
aril-3-metil-1H-pirazol, aldehidos y cetonas ciclicas, en presencia C-SOzH, un material
carbonoso funcionalizado con grupos sulfonicos (Esquema 5), que presenta ventajas por su

disponibilidad, costo, reutilizabilidad, y exhibe propiedades como catalizador acido.

Pl
N—N
Ph 0
Ny —N 0]
N Z
A\ +)k+ C-S03H (10mg)
~ Ar H H,0 , 60°C S
H,N R

40 41 42

Esquema 5. Reaccion tricomponente para obtencion de pirazoloisoquinolinas y pirazolopiridinas
cicloalcano fusionadas 43 catalizado por C-SOsH, en presencia de agua.*® 5-amina-3-metil-1-

fenil-1H-pirazol 40, aldehido 41, cetonas ciclicas 42.

Este método sintético presento rendimientos superiores al 70%, incluso utilizando diferentes 5-
aminas-1-aril-3-metil-1H-pirazol. Adicionalmente, el producto se extrajo con acetato de etilo y el
catalizador se recuperd facilmente por filtracion. Por lo tanto, el método propuesto por estos
investigadores, demuestra grandes ventajas al obtener pirazoloquinolinas y pirazolopiridinas, no

solo en su rendimiento, sino ademas en la facilidad de purificacion.*°
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Por otra parte, otras estrategias multicomponente han permitido la obtencion de derivados de 3-
metil-1,4-disustituido-4,5-dihidro-1H-pirazolo[3,4-b]piridina-6(7H)-onas, por reaccién entre el
arilaldehido 20, 5-amina-3-metil-1-fenil-1H-pirazol 25 y acido de Meldrum 29 catalizado por L-

prolina, en presencia de etanol como solvente y por calentamiento convencional a reflujo

(Esquema 6).
Ph\N/N
0 Pha N 0 0 N
N AN W L-prolina S
* T » HN
0 0 o
= EtOH, 80°C
Ar Ho HoN < Ar
41 40 44 O 45

Esquema 6. Reaccion tricomponente en la obtencion de derivados de 3-metil-1,4-disustituido-
4,5-dihidro-1H-pirazolo[3,4-b]piridina-6(7H)-onas 45; por reaccion de aldehidos 41, 5-amina-3-
metil-1-fenil-1H-pirazol 40 y &cido de Meldrum 44 catalizado por L-prolina.

Este procedimiento sintético presentd rendimientos superiores al 80%, ademas el medio de

reaccion y la purificacion del producto se ajustaron a los lineamientos de la quimica verde.*

Shi y colaboradores, en el afio 2007 presentaron una metodologia sintética que consistio en una
reaccién en cascada y que dio lugar a derivados de pirazolo[3,4-b]piridina-6-ona a partir de 4-
arilideno-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona y  5-amina-3-metil-1-fenil-1H-pirazol, empleando
etilenglicol como solvente, acido acético como catalizador e irradiacion microondas (Esquema
7).

/>—Ph /Q\ghCOI/ACOH)OX\ \ /\N

AT 46 40 47 Ar
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Esquema 7. Reaccion en cascada para la obtencion de derivados de pirazolo[3,4-b]piridina-6-
ona 47 a partir de 4-arilideno-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona 46 y 5-amina-3-metil-1-fenil-1H-

pirazol 40.%°

Esta reaccion presentod rendimientos superiores al 75% y tiempos de reaccion cortos (4min).
Adicionalmente, el método de purificacion de los productos fue por filtracion y lavados con

agua, el cual es simple y amigable con el medio ambiente.®®

Igualmente se ha estudiado la reactividad de aminopirazoles con componentes bi-electrofilicos
como las chalconas 48 y con compuestos 1,3-dicarbonilicos 49 para formar
dihidropirazolopiridinas 52. Estos productos son estables y se pueden aromatizar mediante el
tratamiento con un agente oxidante. El uso de otros bi-electrofilos también ha sido reportado,
como por ejemplo a,B-dibromochalconas 50 y o,p-epoxichalconas 51 para la obtencién de

pirazolopiridinas 53 (esquema 8)

N— 52
h
WNHZ . 49 [o]
N

N
\
Ph
40

Esquema 8. Sintesis de pirazolopiridinas. 5-amino-1-fenil-3-metilpirazol 40; chalconas 48;
compuesto 1,3-dicarbonilico 49; dibromochalcona 50; epoxichalcona 51; dihidropirazolo[3,4-
b]piridina 52; pirazolo[3,4-b]piridina 53.

88



Por otro lado, S-dimetilaminopropiofenonas 54 (bases de Mannich) también llevan a la
formacion de dihidropirazolopiridinas 53 (Esquema 9). Cabe agregar que las p-
dimetilaminopropiofenonas son precursores de cetonas a,B-insaturadas, las cuales son

analogas de las chalconas.®

R

: 9

WNHz i H+/ — e O
N~y | Cl \ /
b R N| N
40 54 N 53
\
ph

Esquema 9. Sintesis de dihidropirazolo[3,4-b]piridina 53. 5-amino-1-fenil-3-metilpirazol 40;

S-dimetilaminopropiofenonas 54.

Por altimo, se han obtenido derivados de tipo 5-n-alquilcicloalcano[d]pirazolo[3,4-b]piridinas
mediante una reaccion de ciclocondensacion entre aminopirazoles y cetonas ciclicas, catalizada
por yodo, en condiciones libres de solvente e inducida por irradiacién microondas (Esquema 10),

mostrando buenos rendimientos, regioselectividad y metodologias que implican un solo paso de

reaccion.**
Ar 0]
/
N—N I _
| / NH; + MW, solvent free
)n
40 42 n:1,2

Esquema 10. Reaccion de ciclocondensacion de aminopirazoles 40, cetonas ciclicas 42 para la

obtencion de 5-n-alquilcicloalcano[d]pirazolo[3,4-b]piridinas 55.
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5.5 REACTIVIDAD DE OLEFINAS RICAS EN ELECTRONES

Las terc-enamidas son un tipo de amida terciara la cual presenta como sustituyente una porcion
olefinica. Usualmente este tipo de compuestos presentan una amplia aplicacion como nucledéfilos
en sintesis organica. Se conocen comunmente como olefinas ricas en electrones; sin embargo,
varias investigaciones han expuesto su caracter electrofilico en diversas alquilaciones de
compuestos heterociclicos®®, en donde, se realizaron alquilaciones de aminas aromaticas
empleando catalisis acida, protonando la terc-enamida, formando asi el correspondiente ion
iminio, que es altamente reactivo hacia nucle6filos*® (Esquema 11). Adicionalmente, las terc-
enamidas se han utilizado como diendfilos en la reaccion de Povarov para construir 1,2,3,4-
tetrahidroquinolinas (Esquema 12).4” Asi, este tipo de compuestos presentan una alta versatilidad
a la hora de obtener nicleos quinolinicos e isoquinolinicos, incluso isoindolquinolinicos,
exponiendo su utilidad en la construccion de diferentes hibridos moleculares con alto potencial

farmacoldgico.*®

Esquema 11. Mecanismo propuesto para la alquilacion de aminas aromaticas empleando terc-

enamidas.*®
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Esquema 12. Obtencion de bloques de 1,2,3,4-tetrahidroquinolina a partir de la reaccion de
Povarov. Base de schiff 55, terc-enamidas 56 y 57, derivados de 1,2,3,4-tetrahidroquinolina 58 y
59.

Las enamidas, como alguenos ricos en electrones, se han aplicado ampliamente como nucle6filos
en muchas transformaciones orgéanicas, como ejemplo se resalta la obtencién de 1,3-diaminas
usando enecarbamatos como nucledfilos* y la reaccion de alquilacion altamente enantioselectiva
de enamidas con alcoholes indolilicos. Su caracter electrofilico ha sido estudiado empleando
catalizadores como &cidos de Lewis 0 Brgnsted-Lowry en reacciones de alquilacion de Friedel-
Crafts,*°0 alquilacion de indoles 60 usando terc-enamidas 56 catalizada por NaHSO. en
condiciones acuosas; obteniendo rendimientos hasta del 99% (Esquema 13)*. Adicionalmente,
la sintesis de ditiocarbamatos 64 mediante la reaccion de adicion de Markovnikov one—pot,
empleando amina terciarias, disulfuro de carbono y alquilvinil éter o N-vinilpirrolidona 56, ha
sido estudiada usando polietilenglicol como solvente (PEG), condiciones suaves y ecoldgicas,

ofreciendo rendimientos altos (hasta 94%) y regioespecificidad (Esquema 14).°!

X o)
R2
N
o ., @RZ NaHSO, (1mol%) N
) N Hzo, r.t l )
n / n
R’ A
56 / 61

60 n: 1,2

R1

Esquema 13. Alquilacion de indoles 60 con terc-enamidas 56.4
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R

Esquema 14. Reaccion one-pot, tricomponente para la obtencion de ditiocarbamatos 64

empleando terc-enamidas 56, disulfuro de carbono 63 y aminas terciarias 62.°!
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Finalmente se ha estudiado la alquilacion de aminas aromaticas catalizada por &cido acético,
empleando n-hexano como solvente a temperatura ambiente, obteniendo altos rendimientos y
regioespecificidad; ademas, se aplicd con éxito en la alquilacion de farmacos comerciales como
sulfabenzamida 37 y sulfatiazol 38 (Esquema 15), con rendimientos de 79% y 89%

respectivamente. >

0 (0]
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Esquema 15. Alquilacion de sulfabenzamida 65 y sulfatiazol 66 para la obtencion de N-(4-(1-(2-
oxopirrolidin-1-il)etilamino)fenilsulfonil)benzamida 67 y N-(1-(2-Oxopirrolidin-1-il)etilamino)-

n-(tiazol-2-il)bencenosulfonamida 68%2.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se describen las condiciones que permitieron llevar a cabo la sintesis de los
compuestos de interés. Para la caracterizacion se tomd un compuesto representativo de cada
serie. Adicionalmente, se proponen algunas rutas mecanisticas que explican la formacion de los

compuestos con nucleo pirazolopiridinico.

Con el fin de dar continuidad a estudios realizados previamente en el grupo de investigacion
GESACH, inicialmente se explord la reaccion multicomponente entre 5-aminopirazoles,
olefinas ricas en electrones (1-vinilpirrolidin-2-ona NVP o 1-vinilcaprolactama NVC) y una

cetona ciclica (ciclohexanona o ciclopentanona), en cantidades equimolares, en presencia de

92



acido acético como solvente y catalizador, y empleando calentamiento convencional e induccion
por microondas, obteniendo productos con el nicleo pirazolopiridinico de interés (esquema 16).
Una vez realizada la caracterizacion, se encontré que los productos formados correspondian a
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridinas o tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolinas.
Estos productos se obtuvieron con rendimientos entre el 20 y el 30%, por esta razon se decidio
modificar las condiciones de reaccion, empleando otros catalizadores y solventes, con el objetivo
de mejorar los rendimientos. En primer lugar se evaluaron los siguientes catalizadores: &cido p-
toluensulfénico y P-0s/Si0O,.%% Al emplear P20s/SiO2 (28%mol) y N,N-dimetilformamida (DMF)
como solvente, durante 15 h de reaccidn por calentamiento convencional y a 25 minutos por
irradiaciéon por microondas, se obtuvo un incremento en el rendimiento; el mismo
comportamiento fue observado al usar acido p-toluensulfénico (Tabla 21). Adicionalmente, se
us6 yodo (5%mol) como catalizador y la mezcla de reaccion fue sometida a irradiacion
microondas, ésta fue una alternativa atractiva para la obtencion de los derivados
pirazolopiridinicos de interés,** ya que el yodo presenta caracteristicas benéficas en la sintesis
organica (baja toxicidad, alta estabilidad al ambiente y facil purificacion)® ademas, para el
proceso multicomponente planteado, result6 de utilidad para contar con una alta disponibilidad

de las posiciones nucleofilicas presentes en el aminopirazol de partida.

‘ AcOH
N + + >
N

n:1,2
R: H, F, CI, OMe
X: pirrolidona, caprolactama 69-70
Esquema 16. Obtencion de 3-aril-1,5-dimetil-3-aril-1,5-dimetil-3,6,7,8

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina 69 y 3-aril-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-
pirazolo[3,4-c]isoquinolina 70 . en presencia de acido acético por calentamiento convencional o

microondas.
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Catalizadores y solventes fueron evaluados usando calentamiento convencional e irradiacion
microondas. Cuando fueron usados como catalizadores yodo y P20s/SiO> en presencia de DMF
y bajo calentamiento convencional, se obtuvieron los mejores rendimientos. En general, el uso de

este tipo de calentamiento en cada uno de los ensayos realizados condujo a un mejor

rendimiento, en comparacion con lo obtenido por irradiacion microondas.

Tiempo y temperatura ) % de rendimiento
Ensayo _ _ Catalizador Solvente _ _
Convencional Microondas Convencional | Microondas
1 15h;90°C |30 min; 90 °C; 150 watts AcOH (5mL) AcOH 30 23
2 10h; 80° C 40 min; 80°C: 150 watts pTsOH (10%mol) | CHsCN 37,6 36
3 15h;80°C |25 min; 80 ° C; 150 watts | P,Os/SiO2 (28%mol) | DMF 39,8 31,2
4 15h;90°C |30 min; 70 °C; 150 watts I, (5%mol) DMF 40,2 30
5 16 h; 90° C | 30 min; 90 °C; 150 watts pTsOH (10%mol) DMF 27 25

Tabla 21. Optimizacién de las condiciones de reaccion. Los ensayos se efectuaron empleando 5-
amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol (1,0 mmol), ciclohexanona (1,0 mmol) y N-vinilcaprolactama
(2.0 mmol).

El alcance del proceso multicomponente fue evaluado acudiendo a otra olefina rica en electrones
como el n-butil vinil éter, el cual ofrecid6 un comportamiento similar al obtenido cuando se
usaron terc-enamidas, participando efectivamente en la formacion del nudcleo pirazolopiridinico

bajo calentamiento convencional y por irradiaciéon microondas, como se muestra la tabla 22.

Tiempo y temperatura ) % de rendimiento
Ensayo Catalizador Solvente
Convencional Microondas Convencional | Microondas
1 15h; 80°C |30 min; 70 °C; 150 watts 1> (5%mol) DMF 39,16 26,69
2 15h; 80° C 40 min; 70°C: 150 watts | pTsOH (10%mol) DMF 40,98 25,47
3 15h;80° C | 30min; 70° C; 150 watts | P,Os/SiO, (28%mol) | DMF 35,36 26,23

Tabla 22. Optimizacion de las condiciones de reaccion. Los ensayos se efectuaron empleando 5-

amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol (1,0 mmol), ciclopentanona (1,0 mmol) y n-butil vinil éter

(Immol).

94



Luego de la extraccion y purificacion se procedid a realizar la caracterizacion de las 3-aril-1,5-
dimetil-3,6,7,8-tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridinas 69 y de las 3-aril-1,5-dimetil-
6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolinas 70, haciendo uso de técnicas instrumentales
como espectroscopia de infrarrojo, resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas,
acompafiado de la descripcion, analisis e interpretacion de los resultados obtenidos. A

continuacion, se presentara la elucidacion estructural para los compuestos 69a y 70a.

En el espectro de IR del compuesto 69a (figura 30) se observaron bandas con intensidad media
correspondientes a tensiones simétricas y asimétricas de enlaces C-H alrededor de 2800 cm™, a
1500 cm*se observo una banda de intensidad fuerte de tensiones C-C aromaticas. La presencia
del grupo metoxilo puede estar relacionada con la banda intensa a 1200 cm™, caracteristica de
tensiones C-O. De igual manera se tomd el espectro de IR del compuesto 70a, el cual exhibe las
mismas bandas ya mencionadas, como se puede observar en la figura 31, por lo que los espectros
IR no muestra diferencias sustanciales entre los compuestos con nucleo pirazolopiridinico

fusionados con cicloalcanos, ya sea ciclopentano o ciclohexano.

Yo Transmittance

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Figura 30. Espectro IR del 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina 69a.
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Figura 31. Espectro IR del 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-

clisoquinolina 70a.

En el espectro de masas del compuesto 69a (figura 32) se observé el pico del ion
seudomolecular, que coincide con el pico base con m/z 294,1608, esta relacibn masa-carga
corresponde al peso molecular de la estructura propuesta. EIl pico con una m/z de 277,1343
corresponde a la pérdida de 16 unidades, que fueron asignados a la pérdida del metilo. El pico a
262,1106 m/z, se gener0 por la pérdida del grupo metoxilo. El patrén de fragmentacion sugiere,
ademas, la pérdida de 12, 24 y 36 unidades m/z que explica los picos a 250,1344, 238.1105 y
222,1155 respetivamente, que representan los cationes radicales formados por el
desprendimiento paulatino de grupos metilenos del ciclopentano. Finalmente, el pico a 210.11 es
el resultado de la pérdida del grupo metoxilo, la porcién anular y un metilo.
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Figura 32. Espectro de masas (LC-MS) de 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina 69a.

En el espectro de masas del compuesto 70a (figura 33) se observa el ion seudomolécular que
coincide con el pico base con m/z 308,1770, correspondiente al peso molecular de la estructura
propuesta. El pico a 291.1502 a m/z corresponde a la pérdida de 16 unidades, es decir, a la
perdida de metilo. El patron de fragmentacion sugiere la pérdida de 32, 44, 56 y 68 unidades m/z
con respecto al ion seudomolécular que explica los picos 276,1265, 265,1576, 252,1763 y
224,1315, y que representa el cation radical formado por el desprendimiento del grupo metoxilo
(en el caso del pico 276,1265) y la fragmentacion total del cicloalcano fusionado por la pérdida

progresiva de grupos metilenos (correspondiente a los picos restantes).
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Figura 33, Espectro de masas (LC-MS) (4-metoxifenil)-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-

pirazolo[3,4-c]isoquinolina 70a.

En el espectro de *H-RMN del compuesto 69a (figura 34), se observaron dobletes a 8,13 ppm y
7,14 ppm, cada doblete integra para dos y corresponden a los protones del grupo arilo; los
protones del grupo metoxilo, se encuentran como un singlete a un desplazamiento de 3,88 ppm.
Los protones de los grupos metileno se observan como tres sefiales a campo alto, dos tripletes a
3,30 ppm y 2,98 ppm; y un quinteto a y 2,27 ppm cada una de las sefiales integra para dos
protones. La diferencia en los desplazamientos quimicos de los protones metilenos a 3,30 ppm,
2,98 ppm, se fundamenta en las cargas parciales positivas que por medio de resonancia ostentan
los carbonos en la posicién 2y 4 de la piridina presente en la estructura, siendo asi, los protones
de la sefiales en 3,30 ppm muestran dicho desplazamiento debido al desapantallamiento causado
por la presencia de carga parcial positiva del carbono 8a directamente enlazado, lo cual no se
observa en los protones del metileno de la sefial a 2,98 ppm, que estd directamente unido al
carbono 6a de la piridina, el cual no exhibe una carga parcial positiva por medio de efectos
resonantes. Finalmente, los singletes a 2,68 ppm y 2,61 ppm corresponden a los protones de los

grupos metilo presentes en la molécula.
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Figura 34. Espectro 'H-RMN (CDCls, 400 MHz) de 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina 69a.

En el espectro de 3 C-RMN del compuesto 69a (figura 35), se observan 16 sefiales de las cuales
3 corresponden a 3 carbonos primarios (CHs), 3 carbonos secundarios (CH.), 4 carbonos
terciarios CH, representados en dos sefiales (114.25 ppm y 123,00 ppm) y por ultimo 7 carbonos
cuaternarios (C). Los metilos se ven representados por las sefiales a 15,87 ppm y 15,48 ppm,
ademas la porcion anular alifatica presenta sefiales con desplazamientos a 23,26 ppm (C-7),
23,45 ppm (C-8) y 34,93 ppm (C-6). La sefial con desplazamiento a 55,56 ppm corresponde al
grupo metoxilo, los metinos del sistema bencenoide se observan como dos sefiales intensas con
desplazamientos a 114.25 ppm y 123,00 ppm, asignados a los carbonos C-3’ y C-2’,
respectivamente. En cuanto a los carbonos cuaternarios se asignaron las sefiales de los carbonos
C-1, C-1’, C-3a, C-4’, C-5, C-5a, C-8a, C-8b a los desplazamientos a 137,19, 129,83, 151,33,
166,75, 157,41, 133,15, 141,61,114,82 ppm, respectivamente.
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Figura 35. Espectro *C-RMN (CDCl;, 100 MHz) de 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina 69a.

En cuanto a las tetrahidropirazoloisoquinolinas, se tomd como espectro representativo el
obtenido para la molécula 70a (figura 36), el cual exhibe dos dobletes a campo bajo que integran
para dos con J = 8.00 Hz, a un desplazamiento de 8,13 ppm y 7,03 ppm, pertenecientes a los
protones aromaticos. Los protones del grupo metoxilo se ubican con un desplazamiento a 3,87
ppm. Los metilenos de la porcion anular muestran tres sefiales: un triplete a 3,19ppm
correspondiente a los protones H-9 y que integra para dos, otro triplete a 2,72ppm que integra
para dos (sefial solapada por la sefial de un metilo) y un multiplete que integra para cuatro a un
desplazamiento de 1,91 ppm. En cuanto a los protones de los metilos se observan dos singletes,
uno a 2,73 ppm, que corresponde al sustituyente del pirazol y otro a 2,57 ppm perteneciente a la
piridina.
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Figura 36. Espectro *H-RMN (CDCls, 400 MHz) de 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-6,7,8,9-

tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 70a.

En el espectro de *C-RMN del compuesto 70a (figura 37), se observan 17 sefiales, las cuales
fueron asignadas a cada carbono, empleando los experimentos DEPT-135 (figura 37) y HSQC
(figura 38). Fueron asignadas tres sefiales que corresponden a carbonos primarios (CH3) con
desplazamientos a 15,81 ppm (C-1""), 21,72 ppm, (C-1""") y el grupo metoxilo a 55,58 ppm;
cuatro carbonos secundarios (CH2) a 21,98 ppm (C-8), 22, 94 ppm (C-7), 26,98 ppm (C-9) y
26,42 ppm (C-6). Dos sefales corresponden a los carbonos aromaticos del benceno con
desplazamientos a 114,29 ppm (C-3’) y 122,65 ppm (C-2’). Finalmente se encuentran 8 sefales
de carbono cuaternarios , C-1, C-1°, C-3a, C-4’, C-5, C-5a, C-9a, C-9b, que fueron designados
por medio del experimento HMBC (figura 39) a los desplazamientos 141,54, 133,48, 149,08,
157,34, 158,35, 140,86, 124,13 y 114,07 ppm respectivamente.

101



En relacidn con el andlisis del espectro del experimento HMBC (Figura 39 y 40), se observan
correlaciones de C-H a 2]y 3J del carbono C-5 con los protones H-6 y H-1"", se asigno la sefial
con un desplazamiento de 158,35 ppm al carbono aromético C-4’ que correlaciona con los
protones H-2’, H-3" y los protones del grupo metoxilo, el carbono C-1 a 141,54 ppm presento
correlacion a 2J con el proton H-1°"’, correspondiente al grupo metilo del pirazol. Para el
carbono con desplazamiento a 140.86 ppm (C-5a), se observan correlaciones con los protones H-
6 y H-9, protones metilenos del anillo de ciclohexano y el H-1"", metilo enlazado a la piridina. El
carbono del sistema bencenoide a 133.48 ppm presenta correlaciones a 2J y 3J con lo protones H-
2> y H-3’, la sefial perteneciente al carbono 9a de igual manera muestra correlaciones con los
protones H-8, H-9 y H-6 ubicados en la porcién anular alifatica. Finalmente se observa la sefial a
114,07 ppm del carbono C-9b que correlaciona con los protones del metilo del pirazol (H-1°"") y

los protones metilenos (C-9).
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Figura 37. Espectro 3C-RMN y DEPT 135 del compuesto 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-6,7,8,9-

tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 70a.
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Figura 39. Experimento HMBC del compuesto 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-

3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 70a
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Figura 40. Experimento HMBC (expansion) del compuesto 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-

6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 70a.

Con el propésito de incrementar los rendimientos y continuar explorando la formacion de las
tetrahidropirazoloisoquinolinas, se llevd a cabo la reaccion bicomponente entre 4-(cicloalcano-1-
en-1-il)-5-amina-1-aril-3-metil-1H-pirazol 71% y la terc-enamida 72 (esquema 17). Cabe
destacar que los crudos de reaccion obtenidos en los ensayos del 4 a 8 (tabla 23) se purificaron
empleando cromatografia de columna (se us6 como eluyente una mezcla de hexanos/acetato de
etilo 7:3). Al usar I, y DMF en la reaccion bicomponente se obtuvo un menor rendimiento en
comparacion con los obtenidos empleando las condiciones presentadas en los ensayos 1, 4y 5 de
la tabla 23; no obstante, el uso de I, y DMF facilita el proceso de purificacion, reduciendo el
gasto de solvente que generalmente es mayor al recurrir a la cromatografia en columna la cual
fue empleada en la purificacién de los ensayos del 4 a 8 como se menciona anteriormente, por lo

que la metodologia mostrada usando I, y DMF, cumple con los principios de la quimica verde al
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reducir el consumo de sustancias auxiliares, como solventes y a su vez el uso de microondas
limita el gasto energético. Particularmente al obtener pirazolopiridinas por medio de la reaccion
bicomponente se encuentra que los rendimientos de los productos son comparables al exponer
los reactivos a condiciones de calentamiento convencional o0 microondas, sin embargo, esto es
diferente en el proceso tricomponente donde los rendimientos son significativamente diferentes
en las dos formas de calentamiento. Esto sugiere que, bajo condiciones de microondas, la
formacion in situ de intermediarios, producto de la condensacion de cetonas ciclicas con el
carbono 4 del pirazol no permite la formacion de cantidades significativas del intermediario 71,
en el caso de la reaccion tricomponente, lo que conlleva a rendimientos menores en la obtencion
de las pirazolopiridinas en comparacién a los obtenidos por calentamiento convencional. Esto
puede demostrarse con los ensayos presentados en la tabla 24 donde el rendimiento del producto

de condensacion 71 es menor al emplear calentamiento por microondas (esquema 18).

Bt

catalizador

71 72 70
Esquema 17. Reaccién bicomponente entre 4-(cicloalcano-1-en-1-il)-5-amina-1-aril-3-metil-1H-
pirazol 71 y la terc-enamida 72 para la obtencion de 1,5-dimetil-3-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-
pirazolo[3,4-c]isoquinolina 70.

Ensayo Tiempo y temperatura Catalizador Solvente % de Rendimiento
1 Convencional; 10 h; 70°C AcOH AcOH (5mL) 39.6
2 Convencional 15 h; 90°C | P,0,/SiO, (28% mol) DMF (0.5mL) 36
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3 Convencional 15 h; 80° C 1, (5% mol) DMF (0.5mL) 38,2
4 25 min; 80 ° C;150 watts pTsOH (10%mol) CH,CN (2.5mL) 39,11
5 60 min; 70°C: 200watts AcOH (6 equ) Hex (1mL) 39,7
6 60 min; 70 °C; 100 watts pTsOH (10%mol) EtOH(1ml) 20
7 30 min; 90 °C; 150 watts HCI 3M HO(ImL) | .
8 60 min; 90 °C; 200 watts AcOH (6equ) Tol (ImL) 37,6
9 30 min; 80 °C; 200 watts l, DMF (0.5mL) 37
10 30 min;130 °C;300 watts l, DMF (5mL) 30

Tabla 23. Optimizacion de las condiciones de reaccion para el proceso bicomponente. Los

ensayos se efectuaron empleando 4-(ciclohex-1-en-1-il)-5-amina-3-metil-1-fenil-1H-pirazol (1,0

mmol) y la N-vinilcaprolactama (1,0mmol).

Catalizador

Y

Esquema 18. Reaccion bicomponente entre 5-amina-1-aril-3-metil-1H-pirazol y ciclohexanona

para la obtencion del compuesto 71

Ensayo Tiempo y temperatura

Catalizador

Solvente

% de Rendimiento

1 Convencional; 10 h; 90°C

p-TsOH (10%mol)

CH:CN (2.5 mL)

46,6
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2 Convencional 15 h; 90° C | P,0s/SiO; (28% mol) | DMF (0.5mL) 49,8

4 30 min; 80 ° C;150 watts p-TsOH (10%mol) [ CH3CN (2.5 mL) 33,3

6 30 min; 70 °C; 150 watts | P,0s/SiO; (28% mol) | DMF (0.5mL) 36

Tabla 24. Resultados obtenidos producto de la reaccion de condensacion de 5-aminopirazoles y
cetonas ciclicas. Los ensayos se efectuaron empleando 5-amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol (1,0

mmol) y la N-vinilcaprolactama (1,0 mmol).

Con base a los resultados obtenidos la formacion de pirazolopiridinas presenta un mayor
rendimiento en el proceso multicomponente al usar acido p-toluensulfénico o P20s/SiO2, como
catalizador en presencia de DMF como disolvente, esto si la reaccion se lleva cabo por medio de
calentamiento convencional. Ademas al involucrar acido p-toluensulfénico o P20s/SiO2 y DMF
facilita el proceso de purificacion (por medio de recristalizacion y filtracion al vacio) al evitar el
recurrir a cromatografia de columna que por sus caracteristicas necesita un mayor gasto de
disolvente, lo que minimiza tiempo, costos y es ecoamigable, esto es una ventaja que no se
encontrd en otros ensayos como en el que se empled acido acético, si bien, se obtuvo un
rendimiento comparable al obtenido usando acido p-toluensulfénico o P2Os/SiO2 en DMF, el
proceso de purificacién de la pirazolopiridinas obtenidas implica necesariamente el uso de
cromatografia de columna. Recurrir a usar P2Os/SiO. como catalizador se relaciona por su
capacidad higroscopica. Al absorber las moléculas de agua, varia la concentracién de estas en el
medio de reaccién, impulsando la formacion del producto de deshidratacidn, ademas in situ se da
la formacion de &cido fosférico que contribuye en la generacion de la especie reactiva

proveniente de la olefina rica en electrones.

Una plausible ruta mecanistica para la formacion de la tetrahidropirazoloisoquinolina (esquema
19), estd acompafiada principalmente por la obtencion del intermediario 71, producto de la
condensacion de 5-aminopirazoles con cetonas ciclicas, el cual posteriormente reacciona con la
olefina protonada, provocando la eliminacion de la lactama (cuando se usa una tert-enamida) o

butanol (cuando se usa butilviniléter), y posterior ciclacion intramolecular formandose el
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intermediario 72. Finalmente se produce la deshidrogenacion oxidativa que da lugar a la

tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridinas 69 o tetrahidropirazolo[3,4-c]isoquinolinas 70.

§'—| 3= |

X X:NVP NVC, OBu

-XH

-H*"

72

Esquema 19. Mecanismo propuesto para la obtencion de tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-

b]piridinas 69 y tetrahidropirazolo[3,4-c]isoquinolinas 70.

Continuando con el estudio de la reaccion tricomponente y con un analisis juicioso de las

evidencias experimentales, especialmente los resultados de *H-RMN, se logr6 determinar que en
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estos procesos se forman regioisomeros. Lo anterior se espera para una RMC, mas aun cuanto
uno de los reactivos presenta doble naturaleza nucleofilica, como es el caso de los 5-
aminopirazoles empleados. Esta sustancia tiene dos posiciones nucleofilicas, el grupo amino y el
carbono 4, de tal manera que se puede formar el regioisomero angular ya descrito (compuestos
69 y 70) o el regioisomero lineal 73-74 (Esquema 20). Al revisar todas las condiciones de
reaccion versus la evidencia espectroscdpica obtenida en cada caso, se logré determinar que la
regioselectividad en estas reacciones se puede atribuir al tipo de catalizador usado. Se encontrd
que, al emplear catalizadores &cidos de Lewis como el yodo, se obtuvo el regioisémero lineal;
por el contrario, al recurrir a catalizadores tipo acidos de Brgnsted, incluyendo P20s/SiO2, se
obtiene el producto angular. Esta regioselectividad se fundamenta en el comportamiento basico
del grupo amino del pirazol, el cual en medios &cidos sufre una protonacién que limita su
comportamiento nucleofilico, orientando la nucleofilia al C-4, permitiendo la reaccion con la
cetona ciclica y la posterior formacion del compuesto angular en presencia de olefinas ricas en
electrones. Por el contrario, la poca protonacion del grupo amino en presencia de yodo
molecular, facilita la formacion de la base de schiff, con la cetona ciclica, que da lugar a la
formacion del producto lineal (Esquema 21).

R
R
R
(0]
X
7
N N -— N +
N / N I, DMF H,N NN 1
\
Lo, \/
n:1,2
69-70
73-74 R: H, Cl, F, OMe, Me

Esquema 20. Regioisomeros encontrados en la RMC estudiada: lineales 73-74 y regioisomeros
angulares 69-70.
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A continuacion, se presenta la caracterizacion de los regioisomeros lineales, la cual fue realizada
mediante técnicas instrumentales de analisis como RMN, espectrometria de masas y difraccion

de rayos X.

El espectro de masas del compuesto 73a (figura 41) no presenta diferencia respecto a lo
observado para el compuesto 70a (regioisomero angular), en donde se visualiza el pico
correspondiente al ion seudomolécular que coincide con el pico base con m/z 308,1766,
correspondiente al peso molecular de la estructura propuesta. EI pico con relacién m/z de
291.1499 corresponde a la pérdida de 16 unidades, fragmento asignado a la pérdida del grupo
metilo. El patron de fragmentacion sugiere una peérdida similar a lo presentado por el
regioisdbmero angular, correspondiente de 32, 44, 56 y 68 unidades m/z con respecto al ion
seudomolécular que explica los picos 276,1262, 265,1574, 252,1261 y 224,1313 que representa
el cation radical formado por el  desprendimiento del grupo metoxilo (en el caso del pico
276,1265) y la fragmentacion total del anillo de ciclohexanona por la pérdida progresiva de

grupos metilenos (correspondiente a los picos restantes).
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Figura 41, Espectro de masas (LC-MS) del 1-(4-metoxifenil)-3,4-dimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-
pirazolo[3,4-b]quinolina 73a.
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En el espectro 'H-RMN de la molécula 73a, (figura 42) se observaron sefiales similares a las
presentadas en el espectro de las tetrahidropirazoloisoquinolinas; se observan dos dobletes con
desplazamientos a 8,13 ppm y 7,03 ppm, cada una de las sefiales integra para dos protones y
estos corresponden a los protones del sistema bencenoide. A 3,87 ppm se observa un singlete
correspondiente a los protones de grupo metoxilo, los protones metilénicos se encuentran en los
siguientes desplazamientos quimicos: 3,06 ppm (H-8), correspondiente a un triplete que integra
para dos protones, un triplete a 2,79 ppm (H-5) que integra igualmente para dos protones y un
multiplete a 1,91 ppm que integra para cuatro protones (H-6,7). Finalmente, se observan dos

singletes correspondientes a los protones de los grupos metilo con desplazamientos a 2,56 ppm y

2,58 ppm.
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Figura 42. Espectro *H-RMN (CDCls, 400 MHz) de 1-(4-metoxifenil)-3,4-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolina 73a.
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En el espectro de 3C-RMN, del compuesto 73a (figura 43), se observan 17 sefiales, de las cuales

cuatro corresponden a los carbonos de los grupos metilenos de la porcion anular alifatica con
unos desplazamientos quimicos de 34,43 ppm (C-5), 25,86 ppm (C-8), 23,35 ppm (C-6) y 22,84
ppm (C-7). Dos sefiales que se asignan a los grupos metilo con desplazamientos de 15,93 y 14,85

ppm. El grupo metoxilo se ubica a un desplazamiento de 55,56 ppm, los carbonos del benceno

presentan un desplazamiento de 114,18 ppm (C-3”) y 122,41 ppm (C-2’). Finalmente se observan
ocho sefiales de carbonos cuaternarios C-1° C-3, C-3a, C-4’C-4, C-4a, C-8a, C-9a, con
desplazamiento de 124,10, 140,62, 115,03, 157,91, 141,48, 133,35, 157,16, 149,12 ppm,

respectivamente.
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Figura 43. Espectro *C-RMN (CDCl;, 100 MHz) de 1-(4-metoxifenil)-3,4-dimetil-5,6,7,8-

tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolina 73a.
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La molécula 74a, presento sefiales similares a la molécula 73a en el espectro de *H-RMN (figura
44), el cual muestra dos dobletes a un desplazamiento de 8,03 ppm y 7,14 ppm correspondientes
a los protones en posicién orto y meta del anillos aromético con J = 8.00 Hz, un singlete a 3,87
ppm perteneciente a los protones del grupo metoxilo, e igualmente se observan las sefiales de la
porcion anular (ciclopentano fusionado) dos tripletes que integran para dos protones con
desplazamiento de 3,10 ppm y 2,95 ppm, correspondientes a los metilenos unidos directamente a
la piridina y un quinteto del metileno faltante, con un desplazamiento de 2,20 ppm que integra
para dos protones. Como se menciond anteriormente el desplazamiento de los metilenos esta
relacionado con las cargas parciales producto de las estructuras resonantes de la piridina, en
donde el triplete a 3,10 ppm muestra dicho desplazamiento debido a que se encuentra enlazado
con el carbono C-7a de la piridina, el cual presentaria una carga parcial positiva que induce una
desproteccidon de los protones del metileno. Igualmente se observan singletes correspondientes a
los metilos a 2,74 ppm y 2,60 ppm, correspondientes a los protones H-1” y H-1°"’,

respectivamente.
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Figura 44. Espectro 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-¢e]piridina 74a.

En el espectro de ¥C-RMN del compuesto 74a (figura 45), se observan sefiales con
desplazamiento similares a los encontrados para el regioisdémero angular, evidencidndose asi,16
sefales de las cuales dos corresponden a los grupos metilo, con desplazamientos a 13,85 ppm y
24,45 ppm; tres sefiales de los carbonos C-5, C-6, C-7 con desplazamientos a 34,93, 23,45 y
28,43 ppm respectivamente. El grupo metoxilo presenta una sefial a 55,56 ppm, las sefiales de los
carbonos aromaticos C-2’ y C-3” se ubican a 123,00 y 114,25 ppm respectivamente. Por tltimo,
los carbonos cuaternarios C-1° C-3, C-3a, C-4’C-4, C-4a, C-7a, C-8a, corresponden a los
desplazamientos de 129,83, 137,19, 114,82, 157,41, 141,61, 133,15, 166,75, 157,33 ppm,

respectivamente.
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Figura 45. Espectro *C-RMN (CDCls;, 100 MHz) de 3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-3,6,7,8-
tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridina. 74a.
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Los regioisomeros (angulares y lineales) fueron identificados gracias a las diferencias en los
desplazamientos quimicos, por ejemplo, la sefial correspondiente a los protones metilénicos de la
porcién anular de las tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridinas 74 (regioisdmeros lineales),
en cuyo caso se observé un deplazamiento a campo bajo a 3.05-3.12 ppm, en comparacion a las
tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridinas 69 (compuesto angular), exhibiendo un
desplazamiento a intervalo de 3.28-3.31 ppm, es decir que los metilos de los compuestos lineales
tienden a desplazarse a campo bajo. Esto también se observa en los derivados
tetrahidropirazolo[3,4-b]quinolinicos 73 y tetrahidropirazolo[3,4-c]isoquinolinicos 70, los cuales
presentan un comportamiento similar al observar una sefial a 3.04-3.06 ppm correspondiente al
metileno del compuesto lineal (desplazamiento a campo bajo), en contraste al desplazamiento del
metileno del compuesto angular, con una sefial a un intervalo 3.16-3.20 ppm. La estructura del
compuesto lineal fue corroborada mediante difraccion de rayos X (figura 46). El desplazamiento
presentado por los protones de los grupos metilenos de los isomeros lineales puede atribuirse a
efectos estéreo-electronicos, especificamente a hiperconjugacion entre el par libre del nitrégeno
de la piridina y la orbital sigma antienlace de uno de los hidrégenos del metileno adyacente,
proporcionando un apantallamiento de este lo que conduce a un desplazamiento de la sefial a

campo bajo.

Figure 46. Representacion de la estructura molecular de 3,4-dimetil-1-(p-tolil)-1,5,6,7-
tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-¢e]piridina, obtenida por analisis de difraccion de rayos X
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A continuacion se propone una secuencia de pasos para explicar la formacion del producto lineal
(esquema 21), En un primer paso, la cetona ciclica sufre un ataque nucleofilico por parte del
grupo amino del 5-aminopirazol, dando lugar al producto de condensacion, la enamina 75, la
cual se adiciona a la especie reactiva proveniente de la olefina rica en electrones.
Posteriormente, el intermedio resultante presenta una sustitucion nucleofilica intramolecular con
liberacion de una lactama o de butanol, segln el tipo de olefina empleada; de esta manera se
genera el compuesto 76. Finalmente, el intermedio sufre una deshidrogenacion oxidativa que da
lugar a las tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridinas o tetrahidropirazolo[3,4-b]quinolinas.
Cabe destacar que la formacién de las especies reactivas provenientes de las olefinas, esta

favorecida por la generacion de pequefias cantidades de HI en el medio de reaccion.*
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Esquema 21. Secuencia de pasos propuestos para explicar la formacion de

tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridinas y tetrahidropirazolo[3,4-b]quinolinas.
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De otro lado, durante la exploracion de la reaccion multicomponente, se logré determinar que la
proporcidn estequiométrica es de gran relevancia para la formacion de los productos de interés,
debido a que pueden formarse productos colaterales afectando el rendimiento de los productos
principales. Cuando se emplean temperaturas superiores a 100 °C y 2 equivales de la cetona
ciclica, se favorece la formacién de 5-n-alquil-cicloalcano[d]pirazolo[3,4-b] piridinas 77,
especialmente al usar yodo como catalizador. Este tipo de compuesto fue reportado previamente
por Galvez et al (2012), al exponer 5-aminopirazoles a 2 equivalentes de cetonas ciclicas en
presencia de yodo, irradiacion microondas y condiciones libre de solvente (esquema 22). Por tal
razon, el proceso multicomponente fue llevado a cabo a 90° C y con un control juicioso de la
estequiometria en el caso del calentamiento convencional. EI compuesto 77a se aisld vy
caracterizé (figura 47), y se corrobord con la evidencia espectroscépica encontrada en la
literatura. En cuanto al calentamiento inducido por microondas, principalmente al emplear yodo
como catalizador, es necesario exponer la reaccion a temperaturas cercanas a los 70° C y una
potencia de 150 watts, debido a que el producto 77 puede ser generado y a su vez se observa la
mezcla de los dos regioisomeros de interés. Este hecho puede atribuirse a velocidades
competitivas de reaccion (control cinético) en donde, la variacion de la temperatura de reaccion
sobre el recipiente como puntos calientes o sobrecalentamiento del solvente, puede ocasionar la

formacion de los dos regiosémeros de interés.

(0]
/Ar
N _—N solvent free
—_—
| / NH, 2 MW
)

n n:1,2

Esquema 22. Obtencion del compuesto 77 a partir de 5-aminopirazoles 40 y cetonas ciclicas.

El espectro de 'H-RMN del compuesto 77a (Figura 47), presenta dos sefiales de protones
aromaticos, cada una integrando para dos y con un desplazamiento quimico de 8,19 ppm y 7,01
ppm, con una constante de acoplamiento J de 8.00 Hz: La sefial a 3,82 ppm corresponde a los
protones del grupo metoxilo. Para el metilo directamente unido al pirazol, se observa un singlete

que integra para dos protones a 2,73 ppm Yy el metilo correspondiente a la cadena alifatica el cual
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pertenece a un triplete que integra para tres protones (H-5"") con un desplazamiento a 0,90 ppm.
Para los metilenos de la porcion anular se asignaron tres sefiales, un triplete que integra para dos
protones a un desplazamiento de 3,16 ppm (H-9), un triplete que integra para dos protones a 2,8
ppm (H-6) y un multiplete que integra para cuatro protones a 1,88 ppm (H-7 y H-8). Para los
metilenos de la cadena lineal se observaron cuatro sefiales, un triplete que integra para dos
protones a 2,80 ppm (H-1"), un multiple que integra para cuatro protones a 1,42ppm, (H-3"- H-
4”), un cuarteto (solapado por la senal a 1,87 ppm) que integra para dos protones con un

desplazamiento a 1,82 ppm (H-2”).
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Figura 47. Espectro *H-RMN (CDCls, 400 MHz) de 3-(4-metoxifenil)-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-
tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 77a.

En el espectro de *C-RMN del compuesto 77a, (figura 48) se observaron 21 sefiales de las
cuales por medio del experimento DEPT-135, se determinaron tres sefiales de carbonos

primarios (CHs), ocho de carbonos secundarios (CH2), dos de carbonos terciarios que

119



constituyen 2 carbonos cada una y ocho de carbonos cuaternarios, 1o que es consistente con la
estructura planteada. Con esta informacién y con la ayuda del experimento bidimensional HSQC
(figura 49) se lograron asignar las sefiales de los carbonos de los grupos metilo a 6 14.25, 15.87
correspondientes a los carbonos C-5" y C-1"’, respectivamente. Los grupos metilenos a 6 35.41,
32.03, 27,87, 27,13, 25,94, 23,04, 22,85, 22,01 ppm asignados a los carbonos C-1"’, C-3", C-
2, C-9, C-6, C-4”’, C-7, C-8, respectivamente. Los protones aromaticos C-3’ y C-2° con
desplazamientos a 114,16 y 122,06 ppm, respectivamente. El carbono del grupo metoxilo se
ubica a un desplazamiento de 55,65 ppm. Para asignar los carbonos cuaternarios de este
compuesto, se recurre al experimento HMBC (figura 50), donde se observan varias correlaciones
H-C a 2 y 3J; asi, para el carbono C-1 se asigné por correlacion a 3J con los protones metilenos
H-9; el carbono C-5 con & de 161.63 ppm, se designd por correlacion a 2J y 3] con H-1" y H-
2”, el carbono C-4’ se designd por correlacion 2J y 3J con H-2> y H-3’, el carbono C-5a con
desplazamiento de 123,72 ppm muestra cuatro correlaciones a 2J y 3J con los protones H-1"" H-
6, H-7 y H-9, el carbono C-1a 133,75 ppm también exhibe correlaciones 2J y 3J con los protones
H-2’ y H-3’, el carbono C-9b a 140,89 ppm presenta correlaciones 2J con los protones H-9, y el
carbono 9a con desplazamiento a 141.53 ppm presenta correlaciones a 2J y 3J con la sefiales de
los protones H-1""’, H-9, H-8 y H-6,. Finalmente, la sefial correspondiente a 149,14 ppm no
presenta ninguna correlacién, por lo que el Unico carbono que cumple con este requerimiento es
el C-3a.
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Figura 48. Espectros *C-RMN y DEPT-135 para el compuesto 3-(4-metoxifenil)-1-metil-5-

pentil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 77a.
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Figura 49. Experimento HSQC del compuesto 3-(4-metoxifenil)-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-

tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 77a.
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Figura 50. Experimento HMBC del compuesto 3-(4-metoxifenil)-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-

tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina 77a.

Adicionalmente, se explord la reaccion entre 5-aminopirazoles y 2 equivalentes de la olefina rica
en electrones, esto con el fin de aprovechar el rol de las olefinas como agentes de transferencia
de carbono, tal como fue evidenciado en el proceso multicomponente. La reaccion fue llevada a
cabo mediante calentamiento convencional e induccién microondas, en donde por cromatografia
de capa delgada se observd la formacion de dos productos luminiscentes (figura 45),
correspondientes a dos regioisomeros (esquema 23), que fueron aislados (por medio de
cromatografia de columna) y caracterizados obteniendo rendimientos alrededor de 20% para
cada uno de los isdémeros por medio de calentamiento convencional, empleando como catalizador
yodo, p-TsOH y P.Os/SiOs (tabla 25)..

N O
N + catalizador
NH R ———
>\/J/ |
40

Esquema 23. Formacion de 1-fenil-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina 78 y 1-fenil-3,4-

78 79

dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina 79, a partir de la reaccion entre 5-amina-1-(4-clorofenil)-3-
metil-1H-pirazol y dos equivalentes de NVP.

Ensayo Tiempo'y Catalizador | Solvente ¥ de Rerdimiento
temperatura Isémero 78 | lIsémero 79
. Ci@“ﬁ;”ggiréa'; (féng;) (o[.)sl\r/lnFL) 20,2 19.8
2| | mmo | osmy | |
o |G e | Gy [ 2 |
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Tabla 25. Optimizacion de las condiciones de reaccion. Los ensayos se efectuaron empleando 5-
amino-1-fenil-3-metil-1H-pirazol (1,0 mmol), y NVC (2,0 mmol).

El espectro de *H-RMN del compuesto 78 (figura 51) presenta 5 sefiales de protones aromaticos
correspondientes a los anillos de benceno y piridina, el triplete con un desplazamiento a 7,50
ppm que integra para dos protones corresponde a los protones H-3’, el triplete a 7,26 ppm que
integra para un proton hace referencia al proton H-4’ y el doblete a 7,90 ppm, que integra para
dos protones, corresponde a los protones H-2’. Para los protones del anillo de piridina se
observan dos sefiales con J= 8.00Hz, un doblete correspondiente al H-4 con un desplazamiento a
7,91ppm que integra para un proton y otro doblete que integra para un proton con
desplazamiento a 7,04 ppm, que corresponde al protén H-5. Finalmente se observa las sefiales de
los protones de los grupos metilo, un singlete a 2,71 representa los protones del grupo metilo del
pirazol y el singlete a 2,62 ppm que integra para tres protones corresponde a los protones del

metilo enlazado al anillo de piridina.
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En el espectro de *C-RMN del compuesto 78 (figura 52), se observan 12 sefiales de las cuales
dos corresponden a carbonos primarios de los grupos metilenos y se ubican con un
desplazamiento a 12,56 y 25.28 ppm, 5 sefiales de grupos metinos de los anillos aromaéticos de
los carbonos C-2°, C-3°, C-4’, C-4 y C-5 con desplazamientos a 120,89, 129,11, 125.39, 129,42,
y 117,39 ppm respectivamente. Finalmente 5 sefiales de carbonos cuaternarios con
desplazamientos a 115,03, 139,96, 142,56, 151,10 y 158,98 ppm se designaron para los carbonos
C-3% C-3, C-1’ C-7ay C-6 ppm, respectivamente.
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Figura 52. Espectro 'H-RMN para el compuesto 1-fenil-3,6-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina
79.
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El espectro de *H-RMN del compuesto 79 (figura 53), exhibe sefiales similares a lo expuesto por
el compuesto 57, en el cual se observa un triplete con un desplazamiento a 7,47 ppm que integra
para dos protones y corresponde al protén H-3°, un triplete a 7,24 ppm que integra para un
proton designado a H-4’ y el doblete a 7,90 ppm que integra para dos protones y corresponde al
proton H-2’. Para los protones del anillo piridinico se observan dos dobletes con J = 4.7 Hz, el
primero corresponde a H-4 con un desplazamiento a 7,91 ppm que integra para un proton vy el
otro doblete que integra para un proton con desplazamiento a 7,04 ppm, corresponde a H-5.
Finalmente, se observan las sefiales de los protones de los grupos metilos, el singlete a 2,74 ppm
representa los protones del grupo metilo del pirazol, y el singlete a 2,70 ppm que integra para

tres protones corresponde a los protones del metilo enlazado al anillo de piridina.

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

~274
~2.70

Dw@mo® NN NN NN N N NN

o
~

g I

T

2 7.0

o Jt20

T T T T
84 82 80 78 76 74
f1 (ppm)

I
-
Ei

0.94
001
16

120X

1.00-%

3.06~y

3.024

Figura 53. Espectro *H-RMN para el compuesto 1-fenil-3,4-dimetil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina
58.

En el espectro de **C-RMN del compuesto 79 (figura 54), se observaron 12 sefiales que mediante

el experimento DEPT-135 fue posible asignar de la siguiente manera: dos sefiales de carbonos

125



primarios (CHz), cinco sefiales de carbonos terciarios (CH) y cinco de carbonos cuaternarios, las
sefales de los grupos metinos de los anillos aromaticos de los carbonos C-2°, C-3’, C-4’, C-5y
C-6 fueron designadas con desplazamientos a 121,36, 129,17, 125.69, 129,42, 118,46 y 149,22
ppm, respectivamente. La ultima sefial (149.22ppm) fue concluyente en cuanto a que indicé que
efectivamente la estructura dilucidada corresponde al compuesto 79, ya que el desplazamiento de
este metino se justifica por efectos inductivos y resonantes que desprotegen de manera
significativa el carbono C-6, al ubicarse adyacente al nitrégeno de la piridina lo que explica su
desplazamiento a campo alto; lo anterior no se observa para el isdmero 78, en donde la sefial del

carbono C-6 si bien presenta un desplazamiento similar no corresponde a un grupo metino.

Se observan cinco sefiales de carbonos cuaternarios con desplazamientos a 116,79, 139,69,
142,71, 143,21 y 151,30 ppm que se designan para los carbonos C-3a, C-3, C-1’, C-4 y C-7a
ppm, respectivamente. Finalmente se observan las sefiales de los grupos metilos con

desplazamientos quimicos de 19,17 y 15,56 ppm.
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Figura 54. Espectros C-RMN y DEPT-135 para el compuesto 1-fenil-3,4-dimetil-1H-
pirazolo[3,4-b]piridina 79.

6. CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones de reaccién para la obtencion de diversos compuestos con el
nacleo pirazolopiridinico mediante un proceso multicomponente que involucré olefinas ricas en
electrones (terc-enamida y éteres vinilicos), cetonas ciclicas (ciclopentanona y ciclohexanona) y
5-aminopirazoles. Se determin0d, ademas, que el catalizador juega un papel relevante en la
regioselectividad, ya que al usar yodo como catalizador se favorece la formacion del
regioisdbmero lineal, mientras que el uso de acidos de Brgnsted condujo a la formacién de los
regioisdbmeros angulares. Para el proceso multicomponente en mencion, el uso de calentamiento
convencional bajo las condiciones establecidas condujo a mejores rendimientos en comparacion

con la induccion por microondas.

Se logro determinar que el 4-(cicloalcano-1-en-1-il)-5-amina-1-aril-3-metil-1H-pirazol es un
intermedio de la reaccion multicomponente y que conduce a los productos angulares. La
exploracion de la reaccién bicomponente entre dicho intermedio y las olefinas ricas en
electrones, bajo catalisis acida presentd rendimientos comparables a aquellos encontrados para la

reaccion multicomponente, lo cual refuerza la propuesta mecanistica planteada.

El uso de P.0s/SiO2 o yodo en presencia de DMF ofrecié varias ventajas incluyendo la
simplicidad, facil purificacion, baja toxicidad, selectividad y rendimientos aceptables.

Adicionalmente, el uso de éteres vinilicos como el butil vinil éter, también condujo a la
formacion del nucleo pirazolopiridinico, en esta reaccion multicomponente se obtiene butanol
como subproducto, el cual resulta amigable con el medio ambiente. Por tal razon, se puede

afirmar que el método sintético empleado cumple con los lineamientos de la quimica verde.
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7. PERSPECTIVAS Y COMENTARIOQOS

Los compuestos obtenidos a través de la metodologia sintética planteada permitieron generar los
nacleos pirazolopiridinicos de interés con alta regioselectividad; no obstante, los rendimientos
fueron inferiores al 50% por lo que es pertinente explorar nuevas condiciones que permitan
aumentar dichos rendimientos, especialmente si el calentamiento se lleva a cabo por microondas.
Adicionalmente es necesario examinar otros acidos Lewis como catalizadores de la reaccion, con
la finalidad de corroborar por medio de técnicas instrumentales como ‘H-RMN la tendencia que
tienen estos catalizadores para orientar la formacion de regioisdmeros lineales. Finalmente, las
condiciones estudiadas establecieron un comportamiento inusual al llevar a cabo la reaccion
tricomponente por medio de calentamiento inducido por microondas y empleando yodo como
catalizador, en donde a temperaturas superiores a 70 °C se da la mezcla de los dos isémeros, por
lo que la evolucion de la naturaleza del fendmeno contribuird al estudio de reacciones de este

tipo en presencia de irradiacion por microondas.

De otro lado, los resultados obtenidos en estudios anteriores desarrollados en el grupo de
investigacion GESACH vy los resultados mostrados en este documento, han sido plasmados en un
manuscrito que sera sometido préximamente a evaluacién para su publicacion en una revista
cientifica de circulacion internacional. El articulo lleva como titulo “Microwave-assisted
synthesis of cycloalkane-fused pyrazolo[3,4-b]pyridines through iodine catalyzed auto tandem

reaction using a perfluorinated solvent”

Una parte de los resultados obtenidos en la presente investigacion fueron socializados en el
Congreso Latinoamericano de Quimica (CLAQ2020) celebrado en la ciudad de Cartagena en el

mes de octubre del afio 2021.
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8. METODOLOGIA
8.1 DETALLES COMPUTACIONALES
8.1.1 DISENO DE LIGANDOS

Los 98 derivados pirazolopiridinicos propuestos para la evaluacién in silico fueron el resultado
de la aplicacion de los modelos de disefio mencionados en otras secciones del documento;
ademas, surgieron del uso de diversos sustituyentes en el grupo fenilo del pirazol y del tamafio
de la porcion anular alifatica unida al anillo piridinico. Posterior a ello se evaluaron las
propiedades ADMETox y se calcularon algunos descriptores fisicoquimicos, basdndose en dos
softwares en linea ADMETsar® y swisADME®®, esto fue usado como primer tamizaje para para

la seleccidn de los candidatos promisorios.

8.1.3 CALCULO DE PROPIEDADES MOLECULARES, FARMACOCINETICAS Y
TOXICOLOGICAS.

El célculo de las propiedades moleculares y farmacocinéticas se llevé a cabo por medio del
software en linea SwisADME®®8, donde se evaluaron algunos descriptores fisicoquimicos como el
coeficiente de particion (logP), el area polar superficial (PSA) y propiedades farmacocinéticas,
como absorcion gastrointestinal, penetrabilidad de la barrera hematoencefalica, (criterio
fundamental para prescindir de algunos prototipos), biotransformacion por medio de isoenzimas
del citocromo p450, su calidad de sustrato para la glicoproteina P y biodisponibilidad por medio
de la regla de Lipinski. En cuanto a la toxicidad aparente de los prototipos disefiados se examino
su viabilidad para comportarse como mutagénico por medio del test de ames, cancerigeno
(TD50), y su recurrencia para generar dafio hepatico, adicionalmente se evaludé su toxicidad
aguda en peces (T. pyriformis pIG50 ug/L), y toxicidad oral, todo ello por medio del software en
linea admetSAR. '

Los criterios establecidos para la discriminacién se basaron en la similitud de las propiedades
nombradas de los prototipos seleccionados con los farmacos de referencia. como criterio

fundamental para la seleccion de compuestos, se emplearon los resultados de penetrabilidad de la
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barrera hematoencefalica, violaciones no superiores a dos de la regla de Lipinski, un perfil
toxicolégico que no exhibiera alta probabilidad de dafio hepéatico (no superior a 0,8),

carcinogénesis (no superior a 0,7 ) y mutagénesis (valores no superiores a 0,7).

8.1.4 MINIMIZACION DE LIGANDOS

Para la busqueda del minimo global de cada una de las moléculas, inicialmente se dibujo la
estructura de cada ligando con el software Chemdraw profesional, empleando el formato
*.cdxml, después se realizé el célculo de optimizacion geométrica por medio del software
Avogadro usando el campo de fuerza GAFF (General AMBER Force Field) sugerido a menudo
para la optimizacién de farmacos, parametrizado especificamente para moléculas organicas

formadas por C, N, O, H, S, P, F, Cl, Br e | y como algoritmo gradiente conjugado.

8.1.5 DOCKING (ACOPLAMIENTO MOLECULAR)

El acoplamiento molecular de los prototipos disefiados y los farmacos de referencia (alprazolam
diazepam y clonazepam) fue evaluado por medio de tres softwares, Autodock tools 1.5.6% y
Autodock vina>® y DOCK 6%. En cuanto al procedimiento usando el software Autodock tools
1.5.6, el reconocimiento de los modos de unién entre los ligandos derivados del nucleo
pirazolopiridinico y el recetor GABA-A (6DWO), se llevo a cabo por Docking de ligando
Rigido, en el sitio de uni6 de la benzodiazepinas establecidas por las coordenadas mostradas en
la figura 55°%%. EI procedimiento general consistio en preparar archivos de entrada para AutoDock
a partir de las estructuras optimizadas, los cuales deben incluir la estructura de la macromolécula,
la estructura de los ligandos, los archivos de parametros y algunos archivos adicionales creados y
utilizados por el programa. La estructura que se usé para las simulaciones de Docking fue 6DWO0
obtenida del banco de datos de proteinas (PBD) y cuya estructura se refind suprimiendo las
subunidades no involucradas en la modulacion, moléculas de agua y ligandos ajenos, lo que
condujo a un menor consumo de maquina (tiempo de célculo), el refinamiento de la proteina se
llevd a cabo por medio del software Discovery estudio 2020. Luego de ello, se adicionaron los
atomos de hidrogeno, cargas parciales y parametros de solvatacion, utilizando el programa
Autodocktools 1.5.6. Con la finalidad de evaluar la contribucion electrostatica en el

130



reconocimiento, se calcularon las cargas parciales de Kollman. De igual manera, se determinaron
los atomos de hidrogeno polares, aquellos unidos a atomos electronegativos que pueden
participar en interacciones por puente de hidrégeno. Todos los &tomos de hidrégeno no polares
se eliminaron de la estructura. Los mapas de afinidad atdmica fueron generados con el archivo
*.PDBQT del receptor, utilizando el programa AutoGrid4, por el cual se obtuvo un mapa de
afinidad por cada tipo de atomo presente en los ligandos. Estos mapas fueron utilizados por el
programa AutoDock para determinar la afinidad de los ligandos por la enzima. Sobre la misma
interfaz de Autodock 1.5.6 se llevd a cabo el célculo del acoplamiento empleando el software
Autodock vina en cuyo caso se utilizaron los archivos considerados en el proceso anterior,

generando el archivo *txt, correspondiente.

)

File Center View Help
Current Total Grid Pts per map: 833247
number of points in x-dimension:

number of points in y-dimension:
(180T
number of points in z-dimension:
inaatLlai |
Spacing (angstrom): MITT 0375710
Center Grid Box: <offset>

x center. [132.722 I\l |-20.000] Iﬂ

y center: [164.481 I 4-861([[]

z center: |177.858 I [T5.694T] “

Figura 55. Parametros del GRID empleados para el acoplamiento molecular de los diferentes

prototipos planteados.

Para el calculo de acoplamiento molecular por medio del software DOCK 6, se acudio al
complejo ligando_receptor alprazolam-6DWO0 obtenido por medio del software Autodock tools
1.5.6, ya que como requerimiento para el reconocimiento del sito de union se necesita la
presencia del ligando. EI procedimiento general consistio en preparar archivos de entrada del
receptor y ligandos para DOCK 6 de las estructuras optimizadas en formatos *mol2, posterior a
esto, se procedié a generar archivos relacionados al grid, como el concerniente a las esferas del

sitio de union (*.sph), tamafio y posicion (*.nrg) y energia del grid (*.bmp). Finalmente se
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calcul6 el Docking de los ligandos. Para la visualizacion de los modos de union, se utilizé el

software Discovery estudio 2020.

8.1.6 NORMALIZACION ESTADISTICA DE LOS VALORES DE AFINIDAD POR EL
SITIO DE UNION.

Los resultados obtenidos de la funcion de puntuacion por los tres métodos empleados basados en
los célculos realizados por Autodock, Autodock vina y DOCK 6, sugiere establecer una escala
comun, que facilite la interpretacion de los resultados, pare ello se recurrié a la normalizacion
estadistica basada en la unidad (esquema 24), en donde la energia de union se muestra en valores
de 0 a 1. Si se acude especificamente a la formula general representada en el esquema 24, los
mejores valores de puntuacion estarian descritos por medio de valores cercanos a cero, por lo
tanto, para expresar un valor mas intuitivo que conlleve a demostrar la mejor afinidad con
respecto a numeros cercanos a 1, se toma el cociente de la diferencia entre el valor de
puntuacion de un ligando especifico y el mejor valor de puntuacion de una serie determinada y la
diferencia entre el menor valor de puntuacién y el mayor valor de puntuacién, como lo muestra
el esquema 25. Posteriormente se calculé el promedio de los valores de puntuacion normalizados

de cada ligando en los diferentes softwares empleados.

Esquema 24. Formula cominmente empleada para la obtencién del valor de normalizacion

basado en la unidad.

Esquema 25. Formula modificada para la obtencion del valor de normalizacién basada en la

unidad de los valores de energia de afinidad calculados para los ligandos evaluados.
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8.2 SECCION EXPERIMENTAL

8.2.1 PROCEDIMIENTO GENERAL

Las reacciones se llevaron a cabo en un reactor de microondas marca CEM modelo Discovery,
con detector IR para el control de la temperatura. El progreso de las reacciones fue monitoreado
por cromatografia de capa delgada (CCD) con cromat6folios de silica gel 60F 254 con espesor
de 0,2 mm, empleando como revelador una lampara manual de UV con dos longitudes de onda
(254 y 365nm). Como eluyente se emple6 una mezcla hexano/acetato de etilo (7:3). Los puntos
de fusion se midieron utilizando el método capilar abierto con un aparato electrotérmico SMP10.
Los experimentos de *H RMN y ¥C RMN se realizaron en un equipo Bruker avance de 400
MHz, usando CDCIz como solvente y TMS como estdndar interno. Tanto reactivos como
solventes se obtuvieron directamente de las casas comerciales o puntos autorizados. Los 5-

aminopirazoles fueron sintetizados de acuerdo a los métodos reportados.*

8.2.2 METODO GENERAL PARA LA OBTENCION DE 1-ARIL-3,4-DIMETIL-5,6,7,8-
TETRAHIDRO-1H-PIRAZOLO[3,4-b]JQUINOLINAS Y 1-ARIL-3,4-DIMETIL-1,5,6,7-
TETRAHIDROCICLOPENTA[b]JPIRAZOLO[4,3-e]PIRIDINAS EMPLEANDO
CALENTAMIENTO CONVENCIONAL (A) E INDUCIDO POR MICROONDAS (B).

(@ En un balon de fondo plano de 25mL, se adicion6 5-amina-1-aril-3-metil-1H-pirazol
(Immol), la cetona ciclica* (Immol) y la terc-enamida** (1mmol); 0,5 mL de DMF como
solvente y yodo (5%mol) como catalizador. La mezcla de reaccion se sometio a
calentamiento convencional a 90° C durante 15 h (se us6é una placa calefactora y sin
agitacion magnética). El crudo de reaccién obtenido se enfrio a temperatura ambiente,
posteriormente se adiciono 5mL de etanol para facilitar su precipitacion. El precipitado se

filtré al vacio y se lavd con etanol, el cual se secd, obteniendo un sélido puro.

(b) En un vial para microondas se adiciond 5-amina-1-aril-3-metil-1H-pirazol (1mmol), la
cetona ciclica (Immol) y la terc-enamida (Immol); 0,5 mL de DMF como solvente y yodo
(5%mol) como catalizador. Se expuso la mezcla de reaccion a una potencia de 150 watts, una
temperatura de 70° C y un tiempo de 30 min, sin agitacion. El crudo de reaccion obtenido se

enfrid a temperatura ambiente, posteriormente se adicion6 5mL de etanol para facilitar su
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precipitacion. El precipitado se filtré al vacio y se lavo con etanol, el cual se seco, obteniendo

un sélido puro.

* las cetonas ciclicas usadas fueron: ciclopentanona y ciclohexanona

** |as terc-enamidas usadas fueron: N-vinilpirrolidona y N-vinilcaprolactama

1-(4-metoxifenil)-3,4-dimetil-1,5,6,7-tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridina. Pf 153-
155 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) § 2.20 (quint, 2H), 2.60 (s, 3H), 2.74 (s, 3H), 2.95 (t, 2H, J
8.00 Hz), 3.10 (t, 2H, J 8.00 Hz), 3.85 (s, 3H), 7.02-.7.04 (d, 2H J 8.00 Hz), 8.03-8.05 (d, 2H
8.00 Hz); **C RMN (100 MHz, CDCls) & 15.48,15.87, 23.45, 28.43, 34.93, 55.56, 114.25,
123.00, 129.83, 133.15, 137.19, 141.61, 151.33, 157.41, 166.75.

3,4-dimetil-1-fenill-1,5,6,7-tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridina. Pf 162-164 °C. 'H
RMN (400 MHz, CDClz) 6 2,21 (quint, 2H), 2.60 (s, 3H), 2.62 (s, 3H), 2.96 (t, 2H, J 8.00 Hz),
3.12 (t, 2H, J 8.00 Hz), 7.25 (t, 1H J 8.00 Hz), 7.5 (t, 2H 8:00 Hz), 8.24 (d, 2H J 8.00 Hz ),8.23-
8.25 (d, 2H J 8.00Hz ); *C RMN (100 MHz, CDCls) & 15.56, 15.87, 23.45, 28.46, 30.49,34.96,
115.23, 120.67, 121.05, 125.17, 128.98, 130.09, 137.20, 139.84, 142.23, 151.63, 166.81.

3,4-dimetil-1-(p-tolil)-1,5,6,7-tetrahidrociclopenta[b]pirazolo[4,3-e]piridina. Pf 159-160 °C
IH RMN (400 MHz, CDCla): & 2.16 (quint, 2H), 2.36 (s, 3H), 2.56 (s, 3H), 2.70 (s, 3H), 2.91 (t,
2H,J 7.2 Hz), 3.06 (t, 2H, J 7.8 Hz), 7.26 (d, 2H, J 8.9 Hz), 8.03 (d, 2H, J 8.5 Hz); 3C RMN
(100 MHz, CDCls,): 6 15.64, 15.96, 21.13, 23.56, 28.55, 35.06, 115.11, 121.32, 129.61, 129.99,
134.99, 137.18, 137,48, 141.93, 151.64, 166.84.

1-(4-metoxifenil)-3,4-dimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-pyrazolo[3,4-b]quinolina. Pf 162-165 °C.
'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 1,90 (m, 4H), 2.57 (s, 3H), 2.76 (sa, 3H), 2.78 (m, 2H), 3.06 (t,
2H), 3.85 (s, 3H), 7.02-.7.04 (d, 2H J 8.00 Hz), 8.11-8.13 (d, 2H J 8.00 Hz); 15.28, 16.37, 23.27,
23.79, 26.30, 34.87, 56.00, 114.62, 115.47, 122.84, 124.54, 133.79, 141.05, 141.92, 149.56,
157.59, 158.34.
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1-(4-clorofenil)-3,4-dimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolina. Pf 172-175 °C H
RMN (400 MHz, CDCl3) & 1,93 (t, 4H), 2.60 (s, 3H), 2.75 (s, 3H), 2.79 (m, 2H), 3.06 (m, 2H),
7.18 (t, 2H J 8.00 Hz), 8.27 (dd, 2H J 4.00 Hz); *3C RMN (100 MHz, CDCls) & 14.84, 15.95,
22.81, 23.32, 25.86, 34.47, 115.26, 115.46, 115.68, 122.05, 122.13, 124.47, 136.17, 139.84,
140.68, 142.12, 149.36, 158.15.

8.2.3 METODO GENERAL PARA LA OBTENCION DE 3-ARIL-1,5-DIMETIL-6,7,8,9-
TETRAHIDRO-3H-PIRAZOLO[3,4-C]ISOQUINOLINA Y 3-ARIL-1,5-
DIMETILCICLOPENTA[D]PIRAZOLO[3,4-b]PIRIDINA EMPLEANDO
CALENTAMIENTO CONVENCIONAL (A) E INDUCIDO POR MICROONDAS (B).

(@) En un baldn de reaccion de 25mL de fondo plano, se adiciond 1-aril-3-metil-1H-pirazol-
5-amina (Lmmol), la cetona ciclica* (Immol) y la terc-enamida** (1Immol); 0,5 mL,de
DMF como solvente, &cido de Brensted (acOH, acido p-toluensulfénico) o P20s/SiO-
como catalizador. Se expuso la mezcla de reaccion a un rango de temperatura de 80-90°
C durante 10-15 horas (se us6 una placa calefactora y con agitacién magnética). El crudo
de reaccidn obtenido se enfrié a temperatura ambiente, posteriormente se adiciond 5mL
de etanol para facilitar su precipitacion. El precipitado se filtr6 al vacio y se lavd con

etanol, el cual fue secado, obteniendo un sélido puro.

(b) En un vial para microondas se adicion6 1-aril-3-metil-1H-pirazol-5-amina (Immol), la
cetona ciclica* (Immol) y la terc-enamida** (1mmol); 0,5 mL de DMF como solvente y
un &cido de Brgnsted (acOH , &cido p-toluensulfénico) o P20Os/SiO, como catalizador. Se
expuso la mezcla de reaccion a 150 watts y 70° C durante 30 min. El crudo de reaccion se
enfrié a temperatura ambiente, posteriormente se adiciond 5mL de etanol, el precipitado
se filtré al vacio y se lavd con etanol, luego del secado se obtuvo un sélido puro. Cuando

se usé P20s/SiOy, este fue recuperado por filtracion.

* las cetonas ciclicas usadas fueron: ciclopentanona y ciclohexanona

** |as terc-enamidas usadas fueron: N-vinilpirrolidona y N-vinilcaprolactama
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3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-3,6,7,8-tetrahidrociclopenta[d]pirazolo[3,4-b]piridina. Pf 133-
135 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) § 2.27 (m, 2H), 2.61 (s, 3H), 2.67 (s, 3H), 2.97 (t, 2H, J
8.00 Hz), 3.30 (t, 2H, J 8.00 Hz), 3.85 (s, 3H), 7.03-.7.05 (d, 2H J 8.00 Hz), 8.14-8.12 (d, 2H J
8:00 Hz); *C RMN (100 MHz, CDCls) & 13.85, 15.53, 15.88, 23.20, 23.20, 24.45, 30.47, 31.65,
55.57, 112.92, 114.20, 122.63, 123.04, 131.51, 133.47, 141.14, 144.56, 146.83, 154.56, 157.31,
166.74.

3-(4-metoxifenil)-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina. Pf 130-133
°C. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) § 1.90 (m, 4H), 2.56 (s, 3H), 2.72 (s, 3H), 2.97 (m, 2H), 3.19 (t,
2H), 3.87 (s, 3H), 7.02-.7.04 (d, 2H J 8.00 Hz), 8.10-8.12 (d, 2H J 8.00 Hz); *C RMN (100
MHz, CDCls) 6 15.81, 21.99, 22.95, 23.72, 26.42, 26.99, 55.68, 114.07, 114.29, 122.65, 124.13,
133.48, 140.86, 141.54, 149.08, 157.34, 158.35.

3-(4-fluorofenil)-1,5-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina. Pf 130-132
°C 'H RMN (400 MHz, CDCl3) § 1.92 (m, 4H), 2.57 (s, 3H), 2.72 (s, 3H), 2.74 (sa, 2H), 3.20
(m, 2H), 7.18 (t, 2H J .8.00 Hz), 8.26 (dd, 2H 4.00 Hz); *3C RMN (100 MHz, CDCls) & 15.82,
21.95, 22.89, 23.69, 26.41, 26.97, 114.38, 115.56, 115.79, 122.31, 122.39, 124.49, 136.30,
141.04, 142.20, 149.21, 158.51,161.50.

1,5-dimetil-3-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina. Pf 141-143 °C *H NMR
(400 MHz, CDCls) & 1.90 (m, 4H), 2.58 (s, 3H), 2.73 (s, 5H), 2.74 (sa, 2H), 3.20 (m, 2H), 7.25
(t, 1H J 8.00 Hz), 7.49 (t, 2H J 8.00 Hz); 8.31 (t, 2H J 8.00 Hz); 3C RMN (100 MHz, CDCls) §
15.76, 21.84, 22.78, 23.61, 26.29, 26.83, 34.48, 114.36, 120.45, 120.65, 124.27, 124.93, 128.89,
140.79, 142.05, 14.22, 158.25.

3-(4-metoxifenil)-1-metil-5-pentil-6,7,8,9-tetrahidro-3H-pirazolo[3,4-c]isoquinolina H
RMN (400 MHz, CDCl3) & 0.94 (t, 3H), 1.42 (m, 4H), 1.87 (m, 6H), 2.73 (s, 3H), 2.76 (t, 2H)
2.78 (t, 2H) 3.16 (sa, 2H), 3.85 (s, 3H), 7.00-7.02 (d, 2H J 8.00 Hz), 8.18-8.20 (d, 2H J 8.00
Hz); °C RMN (100 MHz, CDCls) & 14.25, 15.87, 22.00, 22.85, 23.04, 25.94, 27.12, 27.87,
32.03, 35.42, 55.67, 76.84, 77.16, 77.48, 113.85, 114.18, 122.10, 123.75, 133.75, 140.89, 141.53,
149.14, 157.07, 161.63.
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8.2.4 PREPARACION GENERAL DE 1-ARIL-4-(CICLOALCANO-1-EN-1-I1L)-5-AMINA
-3-METIL-1H-PIRAZOL

En un balon de reaccion se adiciond 5-amina-1-aril-3-metil-1H-pirazol (Immol) y la respectiva
cetona ciclica (Immol), 1 mL de DMF y P»>0s/SiO> (28% mol) como catalizador durante 10 h a
90° C, con agitacion constante. El producto obtenido fue purificado por medio de cromatografia
de columna en silica gel, usando una mezcla de hexano/acetato de etilo (7:3).

8.2.5 PREPARACION DEL P20s/SiO2

A una suspensién de 6,3 g de silica gel en cloroformo, contenida en un vaso de precipitados, se
afiadieron 3,7 g de P2Os. La suspension se mezclod durante 20 minutos, se filtro, se lavd con

cloroformo y se secé a temperatura ambiente.%?
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