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RESUMEN

Se estudiod la interaccion entre los aroiliminoditiocarbonatos de s,s-dietilo con 5-
amino-3-arilpirazoles como una ruta para la preparacion de nuevas 4,7-diaril-2-
tioetilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas.

Se encontré que la reaccion es altamente regioselectiva y mediante el andlisis
espectroscopico se ha propuesto el siguiente mecanismo: inicialmente, el carbono
iminico de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo es atacado por el grupo
amino en posicion cinco de los 5-amino-3-arilpirazoles (5-NH;), ocasionando la
eliminacién de etanotiol, para generar un intermedio no ciclado, el cual, después
de una ciclocondensacion intramolecular entre el grupo amino en posicion 1y el
grupo carbonilo, conduce a las nuevas pirazolotriazinas.

Por primera vez, la sintesis de estos sistemas pirazolotriazinicos se realizo
aplicando irradiacién con microondas. Los nuevos productos fueron obtenidos, en
una sola etapa, en tiempos cortos de reaccién (7-15 min) y con buenos
rendimientos (58 y 73%).

La estructura de los nuevos compuestos se establecid con las técnicas
espectroscopicas (RMN 'H y C, COSY 'H-'H, HSQC, HMBC, NOESY) vy
espectrometria de masas. adicionalmente, la obtencion de cristales de tres
compuestos de la serie, permitieron por analisis de difraccibn de rayos X,
corroborar sin ambigledad, la estructura propuesta.



ABSTRACT

Reaction of S,S-diethyl aroyliminodithiocarbonates with 5-amino-3-arylpirazole was
studied as a route for the preparation of novel 4,7-diaryl-2-ethylthiopyrazolo [1,5-a]-
1,3,5-triazines.

It was found that the reaction is highly regioselective and on basis of spectroscopic
data, the following mechanism has been proposed. Initially, the C=N double bond
of S,S-diethyl aroyliminodithiocarbonates suffers an addition from exocyclic
nitrogen of 5-amino-3-arylpirazoles (5-NH2), with the subsequent ethanethiol
elimination to give an acyclic intermediate, which after an intramolecular
cyclocondensation between endocyclic NH and carbonyl group, leads to new
pyrazolotriazines.

For first time, the synthesis of these systems was performed by applying
microwave irradiation. New products were obtained in one step, in a short reaction
time (7-15 min) and with good yields (58-73%).

The structures of new compounds were established by spectroscopic techniques
(NMR "H and **C, COSY 'H-"H, HSQC, HMBC, NOESY) and mass spectrometry.
Additionally, the isolation of single crystals of three compounds allowed us to
corroborate unambiguously the proposed structure, by X-ray diffraction analysis.



INTRODUCCION

Las pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas son compuestos de gran importancia dentro de
la Quimica Heterociclica, por lo cual, se han realizado estudios acerca de su
obtencién y propiedades. Muchos de sus derivados poseen una amplia variedad
de aplicaciones médicas. Por ejemplo, se utilizan como efectivos dilatadores
bronquiales, como analgésicos y antiinflamatorios. También, son empleados en el
tratamiento de algunos desordenes del sistema nervioso central como la psicosis,
la esquizofrenia, la depresién, el mal de Parkinson y el mal de Alzheimer. Otros
derivados de este sistema, son utiles en el tratamiento de desordenes alimenticios
como la obesidad y la bulimia, como también de desoérdenes cardiovasculares
como la hipertension.

Esta clase de compuestos, se han sintetizado por reacciéon de ciclacion de
diferentes 5-aminopirazoles con reactivos 1,3-bielectrofilicos, que permiten
construir el anillo 1,3,5-triazinico sobre el anillo pirazolico ya existente. En general,
estas reacciones se han realizado en solucion y no hay reportes de la obtencion
de pirazolotriazinas empleando metodologias libres de solvente, como la
irradiacion con microondas. La cual, se ha aplicado en la produccion de muchos
compuestos heterociclicos.

Las reacciones donde se emplea la irradiacion con microondas presentan
ventajas en comparacion con las que se realizan en solucion. Las primeras, se
llevan a cabo en pocos minutos, con alta regioselectividad y con buenos
rendimientos; convirtiéndose en un proceso practico y eficiente. Las segundas,
requieren de solventes organicos, que resultan muy contaminantes, y tiempos de
reaccion mas prolongados, lo cual, puede favorecer la formacién de subproductos.

Respecto a la regioselectividad, las reacciones via microondas, en general,
presentan un comportamiento similar a las reacciones en solucion. Sin embargo,
en algunos casos la regioselectividad puede ser modificada e incluso invertida.

Por estos motivos, en el presente trabajo de grado, se evalué la irradiaciéon con
microondas como una metodologia alterna a las condiciones clasicas en solucion,
que condujo a la sintesis regioselectiva de nuevas pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas
4,7-diarilsustituidas por interaccion de los 5-amino-3-arilpirazoles con los
aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo.



1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar las reacciones de ciclacion entre 5-amino-3-arilpirazoles vy

aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo, como una ruta alterna de una sola etapa
para la obtencion de nuevos derivados del sistema pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinico.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la utilizacibn de una nueva metodologia como la irradiacion con
microondas para la sintesis de las nuevas pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas.

- Establecer las condiciones 6ptimas de reaccion, como el tiempo y la potencia
del horno microondas.

- Evaluar la regioselectividad de la reaccion de ciclacion entre 5-amino—3—
arilpirazoles y aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo.

- Caracterizar los nuevos productos con la ayuda de Ilas técnicas
espectroscopicas: RMN 'H y 3C mono y bidimensional, espectrometria de masas
y difraccion de rayos X (DRX), en los casos donde sea posible obtener cristales.

- Proponer la posible ruta de ciclacibn con base en la informacion
espectroscopica de los productos finales y los posibles intermedios de reaccion.



2. ANTECEDENTES

Este capitulo contiene la revision bibliografica de los métodos de sintesis vy
ejemplos del comportamiento quimico de los materiales de partida asi como las
rutas sintéticas utilizadas para la obtencion de compuestos con el sistema
pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinico y una breve descripcion de la aplicacion de
irradiacion con microondas en la sintesis de compuestos heterociclicos.

2.1 MATERIALES DE PARTIDA

211 Aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo. Esta clase particular de
compuestos organicos poseen la estructura general mostrada en la figura 1, donde
R1y Rz pueden ser hidrégenos o cualquier sustituyente de caracter electrodonante
o electroatrayente.

Figura 1. Estructura de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo.

2.1.1.1 Métodos de obtencion de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dialquilo.
Existen tres métodos generales para la obtencion de estos compuestos, cada uno
de ellos se describe de acuerdo a la naturaleza de los precursores utilizados. El
primero de ellos, utiliza el isotiocianato de benzoilo como precursor, esta
metodologia fue iniciada por Dixon, modificada por Elmore y colaboradores? y
finalmente estandarizada por Nash y colaboradores.® La segunda ruta de
obtencion fue propuesta por Wheeler y Merriam* utilizando como precursores el
acido tiobenzoico y el tiocianato de metilo. El tercer método fue reportado por Sato
y su grupo® donde las amidas aromaticas son las precursoras en la obtencion de
los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dimetilo.

! Dixon, A. J. Chem. Soc. 1899, 75, 375.

2 Elmore, D. T.; Ogle, J. R.; Fletcher, W.; Toseland, P. A. J. Chem. Soc. 1956, 4458.

® Nash, B. W.; Newberry, R. A.; Pickles, R.; Warburton, W. K. J. Chem. Soc. (C), 1969, 2794.
* Wheeler, H. L.; Merriam, H. F. J. Am. Chem. Soc. 1901, 23, 283.

® Sato, M.; Fukada, N.: Kurauchi, M.; Takeshima, T. Synthesis 1981, 554.



Recientemente, el Grupo de Investigacion de Compuestos Heterociclicos de la
Universidad de Narifio® (GICH-UN), reporté en un trabajo de grado, la optimizacion
de una metodologia para la obtencion de aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo.
Esta metodologia se describira detalladamente en esta seccion debido a que es la
que se uso en el presente trabajo de investigacion.

El método propuesto por el GICH-UN consta de dos etapas. La primera, es la
preparacion de los aroiliminoditiocarbamatos de S-etilo (3a-e) y la segunda, es la
etilacion de los derivados 3a-e que conduce a los productos 4a-e, usados en la
presente investigacion (Esquema 1).

Esquema 1. Reaccion general de obtencion de los aroiliminoditiocarbonatos de
S,S-dietilo.

En todos
los casos R R, Ry O Ry O ~
a H H
b H CHs /©/H\CI KSCN N=C=S
c H Cl N
d cl cl acetonitrilo
e H No, | R 1a-e Rz 2a-e

EtSH/acetonitrilo >Primera
Etapa

Ry O SEt .

)\ Ry O S
=
N SEt NaH/DMF /@/&N)J\SB
H %

2 3a-e /
Y

Segunda Etapa

En la primera etapa, se sintetizan los aroiliminoditiocarbamatos de S-etilo (3a-e)
reproduciendo la metodologia original propuesta por Elmore,? que consistid en
hacer reaccionar cloruro de benzoilo (1a-€) con un exceso de tiocianato de potasio
(KSCN) disueltos en acetonitrilo seco obteniendo los productos 2a-e, los cuales se
hicieron reaccionar con un alcanotiol para obtener los aroiliminoditiocarbamatos
(3a-e). Sin embargo, las variaciones hechas en el proceso de extraccion y
purificacion de estos compuestos, marcaron la diferencia en cuanto al porcentaje
de rendimiento. La técnica propuesta por ElImore recomienda precipitar el producto
adicionando agua-hielo para su posterior filtracion, lavado y recristalizacién. La
modificacion propuesta consistié en realizar una extraccion usando acetato de etilo
en lugar de promover la precipitacion con agua; esto permitié aislar una mayor
parte de los compuestos deseados, incrementando significativamente el

® Checa, C.; Lagos, Y. Evaluaciéon de las interacciones del 5-amino-1-fenil-3-metilpirazol con los
isotiocianatos de aroilo y con los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo. San Juan de Pasto, 2005,
99 p. Trabajo de grado. Universidad de Narifio.



porcentaje de recuperacion de los mismos en un 40%. Los extractos organicos se
secaron usando sulfato de sodio anhidro (Na;SO,4) por 12 horas, se filtraron y se
evaporaron a sequedad hasta la obtencion de los compuestos 3a-e que se lavaron
con hexano para eliminar alguna impureza presente. Este ultimo proceso, evita la
recristalizacion de los compuestos favoreciendo aun mas el rendimiento.

En la tabla 1, se muestran las principales propiedades fisicas de los
aroiliminoditiocarbamatos de S-etilo (3a-e) obtenidos por este método. Cabe
mencionar que los compuestos 3a-e tienen un olor desagradable y son corrosivos
(en especial 3a,b).

Tabla 1. Propiedades fisicas de los aroiliminoditiocarbamatos de S-etilo (3a-e).

3 R, R> p.f. °C Rend % Apariencia | Tiempo de reaccion (h)
Color

a H H 81-83 89 amarillo cristales 24

b H Me 86-89 95 amarillo cristales 20

c H Cl 124-126 91 amarillo cristales 18

d Cl Cl 105-108 89 amarillo cristales 27

e H NO, 162-163 88 amarillo cristales 28

Fuente: Checa, C.; Lagos, Y. Evaluacion de las interacciones del 5-amino-1-fenil-3-metilpirazol con
los isotiocianatos de aroilo y con los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo. San Juan de Pasto,
2005, 99 p. Trabajo de grado. Universidad de Narifio.

La segunda etapa, consiste en la obtencion de los aroiliminoditiocarbonatos de
S,S-dietilo (4a-e) que son los precursores que se utilizaron en esta investigacion.
El Unico reporte de la sintesis de estos compuestos que se conocia, era el trabajo
de Nash y colaboradores,® quienes obtuvieron el benzoiliminoditiocarbonato de
S,S-dimetilo a partir de la reaccidn del benzoiliminoditiocarbamato de S-metilo con
yoduro de metilo (Mel) en presencia de sodio en etanol absoluto con agitacion
constante a temperatura ambiente por cuatro dias. Los autores reportaron que la
purificacion de este compuesto se hace por extraccion con acetato de etilo
seqguida de una redestilacion del aceite hasta Ila obtencién del
benzoiliminoditiocarbonato de S,S-dimetilo con un rendimiento del 65%.

Las condiciones de metilacidén descritas por Nash fueron optimizadas por el GICH-
UN; para ello, se tomé como base los estudios realizados por Kristian y
colaboradores,” quienes reportaron algunas reacciones de metilacién, usando una
base fuerte y yoduro de metilo (CHs-1) como agente metilante para la obtencion de
los productos deseados en corto tiempo, de facil purificacion y con buenos
rendimientos de reaccion.

" Kristian P.; Kutschy P.; Dzurilla M. Collection Czechosiov Chem. Commun. 1979, 44, 1324.



Para la obtencién de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo (4a-e) se usan
cantidades equimolares del aroiliminoditiocarbamato de S-etilo (3a-e), una
suspension de hidruro de sodio (NaH) al 60% como base fuerte y bromuro de etilo
(EtBr) como agente alquilante, DMF como solvente, agitacion magnética vy
temperatura ambiente, entre 1 y 2 horas.

El uso de NaH como base fuerte reduce significativamente el tiempo de reaccion.
Ademas, la presencia de DMF en el medio, favorece la separacién y posterior
purificacion de los compuestos solidos por precipitacion en agua. De la misma
manera, en esta metodologia, se incrementaron los porcentajes de rendimiento de
los productos obtenidos puesto que, la purificacion de éstos se hace por
recristalizacion de etanol para los compuestos solidos (4c,e), y cromatografia de
columna usando silica gel como fase estacionaria y una mezcla de hexano-acetato
de etilo como fase movil para los compuestos liquidos (4a,b,d).

En la tabla 2, se muestran las principales caracteristicas de los compuestos (4a-e)
obtenidos por el GICH-UN.®

Tabla 2. Propiedades fisicas de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo (4a-e).

4 R, R2 p.f. °C Rend % Color Apariencia Tiempo de reaccion (h)
a H H -- 92 amarillo aceite 2

b H Me -- 70 amarillo aceite 1.5

¢ H Cl 50-53 95 blanco cristales 1.5

d Cl Cl -- 87 amarillo aceite 2

e H NO, 77-79 92 amarillo cristales 1

Fuente: Checa, C.; Lagos, Y. Evaluacién de las interacciones del 5-amino-1-fenil-3-metilpirazol con
los isotiocianatos de aroilo y con los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo. San Juan de Pasto,
2005, 99 p. Trabajo de grado. Universidad de Narifio.

2.1.1.2 Comportamiento quimico y uso en la sintesis de compuestos organicos.
Wheeler y Johnson?® iniciaron el estudio sobre el comportamiento quimico de los
aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dimetilo; entre sus rasgos caracteristicos
encontraron que son hidrolizados en medio acido. Por ejemplo, el ditiocarbonato 5
se hidroliza en presencia de acido clorhidrico concentrado, produciendo el
tiocarbamato 6 (Esquema 2).

Esquema 2. Hidrdlisis acida del benzoiliminoditiocarbonato de S,S-dimetilo.

(0] Me (0] (0]

s
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5 6

 Wheeler, H. L.; Johnson, T. B. Am. Chem. J. 1901, 26, 185.



Igualmente, 5 reaccioné con fenilhidrazina® 7 para formar el correspondiente 1,5-
difenil-3-metiltiotriazol 8 y no el isomero posible, el 1,3-difenil-5-metiltiotriazol 9.
Esto evidencia que el grupo amino de la hidrazina reacciona primero con la
porcion iminoéster [-N=C(SMe),] de 5 y no con el grupo carbonilo amidico, como
generalmente ocurre con los derivados oxigenados, como el acetiluretano 10, cuya
reaccion con 7, conduce exclusivamente al isomero 11 (Esquema 3).

Esquema 3. Reacciones del benzoiliminoditiocarbonato de S,S-dimetilo y el
acetiluretano con fenilhidrazina.
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Las observaciones anteriores dieron origen a un estudio comparativo de la
reactividad de varios precursores frente a la fenilhidrazina' estableciendo el
siguiente orden de reactividad:

CS-alquilo > CS > CO > CO-alquilo

Este orden expresa la tendencia de ciertos grupos funcionales para reaccionar con
el grupo amino de la fenilhidrazina e indica que un tiol es eliminado con mayor
facilidad que el acido sulfhidrico y estos dos a su vez mas facilmente que agua y
alcohol.

Grupos salientes: MeSH > H,S > H,O > EtOH

El estudio anterior demuestra claramente que el ditiocarbonato 5 posee dos
centros electrofilicos; el carbono de la porcién iminoéster y el carbono del grupo
carbonilo, siendo el primero, mas susceptible que el segundo frente al ataque de
un agente nucleofilico (Figura 2).

°® Wheeler, H. L.; Beardsley, A. P. Am. Chem. J. 1902, 27, 257.
' Wheeler, H. L.; Beardsley, A. P. Am. Chem. J. 1903, 29, 73.



Figura 2. Centros electrofilicos del benzoiliminoditiocarbonato de S,S-dimetilo.

o™

centros electrofilicos

Mas adelante, se realizaron otras reacciones de adicion y cicloadicién con el
ditiocarbonato 5, que confirmaron la mayor reactividad del carbono iminico de los
ditiocarbonatos frente a diferentes agentes nucleofilicos. Parte de estos trabajos,
se describen a continuacién y fueron publicados por Agustin y colaboradores'’ en
un articulo donde se muestra la aplicabilidad de los aroiliminoditiocarbonatos de
S,S-dimetilo en la obtencion de diferentes compuestos organicos, entre los cuales,
se destaca la sintesis de compuestos heterociclicos.

El ditiocarbonato 5 se hizo reaccionar con el hidrato de hidrazina 12 en etanol a
reflujo, para producir los triazoles 13. Ademas, el compuesto 5 reacciond con la
guanidina 14a, la tiourea 14b, la S-metilisotiourea 14c y la benzamidina 14d
generando las triazinas 15a-d (Esquema 4).

Esquema 4. Reacciones de ciclacion del benzoiliminoditiocarbonatos de S,S-
dimetilo.
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/)\ HoN-NH,. H,O ) /)\
N SMe 12 @N SMe
5 Y3
i )R\ 14y 15
a R=NH
NH;~ “NH NI SN b R=SH
c R=8SMe
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Otros ditiocarbonatos con sustituyentes electrodonantes o electroatrayentes sobre
el anillo aromatico, presentan un comportamiento similar al descrito para el
ditiocarbonato 5.

2.1.2 5-Amino-3-arilpirazoles. Estructura y Nomenclatura. Los 5-amino-3-
arilpirazoles empleados en esta investigacion, poseen la estructura mostrada en la
figura 3 donde R3 sobre el anillo bencénico puede ser un hidrégeno o un

" Augustin, M.; Richter, M.; Salas, S. J. Prakt. Chem. 1980, 322, 55.



sustituyente electrodonante o electroatrayente. Estos compuestos se numeran
partiendo desde el nitrégeno enlazado al atomo de hidrégeno, continuando hacia
el otro atomo de nitrdgeno, de tal forma que el grupo arilo quede en la posicion 3 y
los grupos amino en las posiciones 1y 5.

Figura 3. Estructura de los 5-amino-3-arilpirazoles.
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21.21 Método de obtencidn de los 5-amino-3-arilpirazoles. Hartmann vy
Liebscher'*' reportaron un método de obtencion de los 5-amino-3-arilpirazoles
21a-d con rendimientos entre el 51% y el 84%. Este proceso se lleva a cabo en
dos etapas (Esquema 5).

Esquema 5. Reacciones implicadas en la obtencion de los 5-amino-3-arilpirazoles.
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En la primera etapa, se sintetizan los B-clorocinamonitrilos 19a-d por el método
reportado por Liebscher y colaboradores.” La dimetilformamida (DMF), y el
oxicloruro de fésforo forman un reactivo clorante que reacciona con la acetofenona
correspondiente 16a-d y con hidrocloruro de hidroxilamina 18. La reaccion implica
la formacién de sales intermedias de amonio 17a-d, que son equivalentes

'2 | iebscher, J; Hartmann, H: Neumann, B. J. Prakt. Chem. 1983, 325, 915.
® Hartmann, H; Liebscher, J. Synthesis, 1984, 276.



sintéticos versatiles en quimica organica, especialmente, en la sintesis de
compuestos heterociclicos.

La segunda etapa, implica la conversion de los nitrilocompuestos 19a-d en los 5-
amino-3-arilpirazoles 21a-d."® Este proceso es una heterociclacion simple de los
intermedios 19a-d, aplicando calentamiento a reflujo, con un exceso de hidrato de
hidracina (12) en solucién alcohdlica. El B-hidracinocinamonitrilo respectivo 20a-d
se presume que es el intermedio de la reaccién, ya que no hay reporte de su
aislamiento. Los 5-amino-3-arilpirazoles son compuestos sodlidos altamente
higroscopicos con puntos de fusion que oscilan entre 126 y 253°C.

Los puntos de fusion y los rendimientos de los compuestos 21a-d sintetizados por
el método de Hartmann y Liebscher son reportados en la tabla 3.

Tabla 3. Propiedades fisicas de los 5-amino-3-arilpirazoles (21a-d).

2 Rs Rend. % p.f.°C

a H 51 126-127
b CH;,3 74 147-150
C Cl 84 173-175
d NO, 62 248-253

Fuente: Hartmann, H; Liebscher, J. Synthesis, 1984, 276.

2.1.2.2 Propiedades quimicas de los 5-amino-3-arilpirazoles. Estas moléculas
presentan alta estabilidad y reactividad quimica debido a que pueden existir en
forma de los tautomeros |-V (Figura 4); siendo los tautomeros | y Il los que
predominan sobre los tautomeros Ill y IV. Igualmente, estos pirazoles pueden
reaccionar a través de sus tres centros nucleofilicos; el grupo amino en posicion 1,
el grupo amino en posicion 5 y el carbono 4.

En la siguiente seccion de productos objetivo se encontraran ejemplos especificos
donde se puede observar el comportamiento quimico de esta clase de
compuestos organicos.

Figura 4. Formas tautoméricas de los 5-amino-3-arilpirazoles.
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2.2 PRODUCTOS OBJETIVO

2.2.1 Pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas. Estructura y Nomenclatura. Son compuestos
que poseen la estructura mostrada en la figura 5. Su nombre se debe a que el
anillo del pirazol (1,2-diazol), heterociclico de cinco miembros se encuentra unido
a través de las posiciones 1y 5 a la cara "a” del anillo triazinico, heterociclico de
seis miembros con tres atomos de nitrégeno en posiciones 1,3 y 5 como se
observa en la figura 5a.

La numeracion del sistema biciclico, inicia en el nitrégeno triazinico adyacente al
anillo del pirazol y continua hacia el siguiente nitrégeno triazinico como se muestra
en la figura 5b. Esta numeracion sirve para asignar la posicion que ocupan los
diferentes sustituyentes dentro de la molécula.

Figura 5. (a) Estructura general y nomenclatura de las pirazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinas. (b) Numeracion del sistema pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinico.
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2.2.2 Importancia Farmacolégica. En los ultimos afos se han reportado
diferentes sustancias que contienen el sistema pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinico con
una amplia variedad de aplicaciones médicas; tal es el caso de la 4-amino-8-(4-
piridil)-pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazina  (figura 6a) reportada por Rooney vy
colaboradores™ como efectivo dilatador bronquial que inhibe la constriccién
inducida por la histamina. Otra aplicacion fue reportada por Kim y su grupo15 para
el derivado b (figura 6) en la prevencion y control de la ulcera péptica y son
especialmente utiles para las personas que deben consumir antiinflamatorios no
esteroides, ya que poseen también, propiedades analgésicas y antiinflamatorias
que permiten reducir la dosis de dichos medicamentos que en muchos casos son
los responsables de inducir este tipo de ulceras.

' Rooney, S. S.; Williams, H.W.R. Patente Estadounidense; 3,995,039; 1976.
'® Kim, S.H.; Moreau, J. P. Patente Estadounidense; 4,565,815; 1986.



Bos y su grupo'® reportaron, el uso de la pirazolotriazina ¢ (figura 6) en el
tratamiento de algunos desordenes del sistema nervioso central tales como la
psicosis, la esquizofrenia, la depresién, el mal de Parkinson y el mal de Alzheimer.

Una aplicacién novedosa fue reportada por Darrow vy colaboradores'’. La
pirazolotriazina d (figura 6) actuan como antagonistas no peptidicos de los
receptores del neuropéptido Y (NPY) cuya sobreexpresion en el organismo
ocasionan respuestas fisiologicas como el incremento del apetito, la acumulacion
de grasa, el aumento del nivel de azucar en la sangre y la presion arterial. Debido
a esto, se ha comprobado que estas pirazolotriazinas son sustancias utiles en el
tratamiento de desdrdenes alimenticios como la obesidad y la bulimia, o de
desordenes cardiovasculares como la hipertension.

En general, el interés en esta clase de sustancias se debe a su analogia
estructural con las bases purinicas que permite incluso la construccion de
analogos de los nucleotidos como el derivado e (figura 6) un antagonista selectivo
de los receptores de ATP sintetizado por Raboisson y colaboradores.™

Figura 6. Sustancias bioactivas que contienen el sistema pirazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinico.
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'° Bos, M.; Riemer, C.; Stadler, H. Patente Estadounidense; 6,194,410 B1; 2001

' Darrow, J. W.; De Lombaert, S.; Blum, C.; Tran, J.; Giangiordano, M.; Griffith, D. A.; Carpino, P.
A. Patente Estadounidense; 6,476,038 B1; 2002.

'8 Raboisson, P.; Schultz, D.: Lugnier, C.; Mathieu, R.; Bourguignon, J.J.; Tetrahedron Lett. 2003,
44, 703.



2.2.3 Métodos de obtencion de las pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas. El primer
derivado de este sistema; la 2,4-diamino-7-fenilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazina 23, fue
preparado por Checchi y Ridi,'® a partir de la ciclacién del 5-amino-3-fenilpirazol
21a con la cianoguanidina 22 (Esquema 6).

Desde entonces, se han sintetizado varios derivados de estos compuestos
siguiendo estrategias similares a la primera, es decir, por reaccion de diferentes 5-
aminopirazoles con reactivos bielectrofilicos, que permiten construir el anillo 1,3,5-
triazinico sobre el anillo pirazdlico ya existente.

Esquema 6. El primer derivado de las pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas preparado por
Checchi y Ridi.
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Estudios recientes acerca de la obtencién de pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas han
sido reportados por el GICH-UN. Inicialmente, se evalud la interaccion entre los
aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo 4a-c,e y el 5-amino-3-metilpirazol 24
obteniendo las 4-aril-7-metil-2-tioetilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas 26a-c,e,?’ donde
se demostro que la reaccidn es altamente regioselectiva, en una sola etapa, bajo
condiciones suaves y con rendimientos altos (50-93%). Se establecié la ruta de
ciclacion de esta reaccion, la cual, empieza con el ataque nucleofilico del grupo 5-
NH, del pirazol al carbono iminico de los ditiocarbonatos 4a-c,e ocasionando la
eliminacién del grupo tioetlo en forma de etanotiol y conduciendo al
correspondiente intermedio 25a-c,e, el cual, finalmente elimina una molécula de
agua para dar origen a las pirazolotriazinas 26a-c,e (Esquema 7).

'9 Checchi, S.; Ridi, M. Gazz. Chim. Ital. 1957; 87, 597.
? |nsuasty, H.; Estrada, M.; Cortes, E.; Quiroga, J.; Insuasty, B.; Abonia, R.; Nogueras, M.; Cobo,
J. Tetrahedron Lett. 2006, 47, 5441.



Esquema 7. Reaccion entre los aroiliminoditicarbonatos de S,S-dietilo y el 5-
amino-3-metilpirazol.
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Igualmente, el GICH-UN?' realiz6 un estudio de la interaccion de las 1-(p-
clorobenzoil)-2-etilisotioureas 3,3 disustituidas 27a-d con el 5-amino-3-metilpirazol
24 para la obtencién de las 4-(p-clorobenzoil)-7-metilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas
2-aminofuncionalizadas 29a,b. Esta interaccion produjo dos productos; el 4-(p-
clorobenzoil)-7-metilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas-2-aminofuncionalizadas  29a,b
como producto mayoritario, donde se da el ataque nucleofilico del grupo amino en
posicion 5 del pirazol 24 al carbono iminico de las isotioureas amino-
funcionalizadas 27a-d, ocasionando la eliminaciéon del grupo tioetilo en forma de
etanotiol y conduciendo a los intermedios 28a-d, de los cuales 28a,b sufren una
cicloadicion intramolecular entre el grupo amino endociclico y el grupo carbonilo
para dar origen a las pirazolotriazinas 29a,b. El producto minoritario 26¢ se forma
cuando el grupo amino en posicion 5 del pirazol 24 ataca nucleofilicamente al
carbono iminico de las isotioureas aminofuncionalizadas 27a-d ocasionando la
eliminacién de los fragmentos amino y conduciendo al intermedio 25c, el cual,
después de sufrir una ciclocondensacion intramolecular del grupo amino
endociclico y el grupo carbonilo da origen a la pirazolotriazina 26¢ (Esquema 8).

' Burbano, V.; Garcia, N. Sintesis de nuevas pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas amino-fusionalizadas,
por reaccion de con 5-amino-3-metilpirazol con las 1-(p-clorobenzoil)-2-etilisotiorureas 3,3
disustituidas., San Juan de Pasto, 2006, 74 p. Trabajo de grado. Universidad de Narifio.



Esquema 8. Ruta para la obtencion de las 4-(p-clorobenzoil)-7-metilpirazolo[1,5-
al-1,3,5-triazinas 2-aminofuncionalizadas.
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El GICH-UN? también encontré otra ruta alterna de dos etapas para la sintesis de
las 4-aril-7-metil-2-tioetilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas 26a-c,e (Esquema 9).

La primera etapa, consistio en la interaccidon de los isotiocianatos de aroilo 2a-c,e
con el 5-amino-3-metilpirazol 24 para formar las tioureas 30a-c,e. En la segunda
etapa los compuestos 30a-c,e, fueron S-etilados en presencia de bromuro de etilo
(EtBr), NaH y DMF como solvente, con agitacion magnética a temperatura
ambiente durante 1 hora, para generar los intermedios no aislados 25a-c,e, cuya
posterior ciclacion por calentamiento en DMF a reflujo durante 1 hora, condujo a
las pirazolotriazinas 26a-c,e.

Este estudio permitidé corroborar que en este tipo de reacciones el centro mas
nucleofilico del 5-amino-3-metilpirazol es el grupo amino en posicién 5 seguido del
grupo amino en posicion 1 y el centro mas electrofilico de los isotiocianatos de
aroilo es el carbono iminico del grupo isotiocianato seguido del grupo carbonilo.



Esquema 9. Ruta alterna para la obtencion de 4-aril-7-metil-2-tioetilpirazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazinas.
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La anterior conclusion esta acorde con otros trabajos de investigacion reportados
en 1971 por Capuano y Schrepfer®? y por Kobe y colaboradores en 1974.%
Capuano vy Schrepfer®? obtuvieron la N-carbetoxi-N’-(3-pirazolil)tiourea 33 por
reaccion entre el 5-aminopirazol 31 y el carbonilisotiocianato de etoxilo 32, cuya
ciclacion en piridina condujo a la 4-carbonil-2-tiocarbonilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazina 35, demostrando que el centro mas reactivo del 5-aminopirazol 31 es el
grupo amino en posicion 5 (Esquema 10).

Esta metodologia fue reproducida por Kobe y colaboradores,? quienes reportaron
que la reaccién entre 31 y 32 conduce a la formaciéon de un precipitado que se
separa por filtracién y se recristaliza de una mezcla de acetato de etilo/hexano
correspondiente a la tiourea 33; del filtrado resultante se separan mediante
cromatografia de columna dos fracciones principales, una correspondiente a la
tiourea 33 y otra correspondiente a la tiourea 34 con un rendimiento total del 59%
y 15%, respectivamente.

Cuando los productos 33 y 34 fueron tratados por separado con NaOH 2N a
temperatura ambiente, ambos condujeron a la pirazolotriazina 35 con un
rendimiento total del 54% (Esquema 10).

22 Capuano, L.; Schrepter, H. J. Chem. Ber. 1971,104, 3039.
2 Kobe, J.; Robins, R. K.; O'Brien, D. E. J. Heterocycl. Chem. 1974, 11, 199.



Esquema 10. Obtencion de pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas, por interaccion del 5-
aminopirazol y el carbonilisotiocianato de etoxilo.
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Por otra parte, Ried y Aboul-Fetouh,? sintetizaron en un solo paso, las
pirazolotriazinas 38a,b sometiendo los pirazoles 36a,b y al N-
cianoiminoditiocarbonato de S,S-dimetilo 37 a calentamiento en etanol a reflujo y
agitacion durante dos horas en presencia de trietilamina (Esquema 11).

El analisis de RMN "H y "C monodimensional de los productos ciclados les
permitid concluir que la reaccién empieza con el ataque nucleofilico del grupo
amino en posicion 5 (5-NH,) de 36 sobre el carbono iminico de 37 y termina con la
ciclacion entre el grupo amino en posicion 1 (1-NH) y el grupo ciano (C=N) de 37.

Esquema 11. Obtencion pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas, metodologia propuesta por
Ried y Aboul-Fetouh.
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24 Ried, W.; Aboul-Fetouh, S. Tetrahedron; 1988; 44, 7155.



Sin embargo, en otro estudio posterior realizado por Elgemeie y colaboradores,®
se concluy6 que la formacion de los productos 40a-d mediante reaccion entre el N-
cianoiminoditiocarbonato de S,S-dimetilo 37 y los 5-amino-3-arilpirazoles 21a-d en
etanol a reflujo y con cantidades cataliticas de piperidina, procede a través de los
intermedios no aislados 39a-d. La estructura de los productos finales 40a-d fue
establecida con la ayuda de las técnicas espectroscépicas de RMN 'H y '*C
monodimensional y los autores proponen que la reaccién inicia con el ataque
nucleofilico del nitrégeno endociclico (1-NH) del pirazol sobre el carbono de la
porcidn iminoéster de 37 y termina con la ciclacion entre el grupo amino en
posicién 5 y el grupo ciano (Esquema 12).

Esquema 12. Obtencion pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas, metodologia propuesta por

Elgemeie y colaboradores.
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Lo interesante de los dos trabajos propuestos por Ried y Aboul-Fetouh® y
Elgemeie y colaboradores,”® es que, a pesar de que ambos parten del N-
cianoiminoditiocarbonato de S,S-dimetilo 37 y de 5-aminopirazoles con
posibilidades de reaccionar por el grupo amino en posicion 5 y por el grupo amino
en posicion 1, la regioselectividad es totalmente opuesta; esto es facil de observar
si se compara la ubicacion de los grupos amino (-NHy) y tiometilo (-SCH3) entre los
productos 38a,b y los productos 40a-d.

% Elgemeie, G. H.; EI-Ezbawy, S. R.; El-Aziz, H. A. Synth. Commun. 2001, 31, 3453.



Es importante resaltar que en ninguno de los dos trabajos mencionados
anteriormente, se aislaron los intermedios de la reaccién, por lo tanto, las dos
propuestas mecanisticas son hasta ahora una hipétesis. Ademas, no emplearon
la técnica NOESY, ni la difraccion de rayos X, que en estos casos, es de gran
ayuda para establecer la disposicidén de los sustituyentes en la molécula.

Estas investigaciones, demuestran que aunque haya gran similitud estructural
entre los materiales de partida, la orientacién de la reaccion puede cambiar
dependiendo de las condiciones en que se realice la misma. De aqui también
surgio el interés en evaluar la interaccion de los 5-aminopirazoles 21a-c con los
ditiocarbonatos de  S,S-dietilo  4a-d, estructuralmente analogos, al
cianoditiocarbonato 37; ya que uno de los objetivos es establecer la orientacion de
esta nueva interaccion propuesta en el presente trabajo de grado.

2.3 SI'NTE,SIS DE COMPUESTOS HETEROCICLICOS ASISTIDA POR
IRRADIACION CON MICROONDAS

Esta seccidon fue incluida dentro del marco tedrico, debido a que los productos
objetivo del presente trabajo de investigacion fueron obtenidos por reacciones
asistidas por microondas y por lo tanto, es pertinente hacer una breve descripcion
de esta técnica y sus aplicaciones.

La sintesis organica asistida por microondas es conocida por las aceleraciones
significativas que se producen en muchas reacciones como consecuencia de la
velocidad del calentamiento que no puede ser reproducida por la calefaccién
clasica. Ademas, esta metodologia se ha aplicado extensivamente en la sintesis
de diferentes compuestos heterociclicos. Asi, algunas reacciones que no ocurren
en solucion o transcurren con muy bajos rendimientos pueden ser realizadas con
buenos rendimientos por irradiacion con microondas. También la quimio, regio y
esteroselectividad pueden ser modificadas e incluso invertidas. En la mayoria de
los casos la selectividad puede ser controlada por la potencia aplicada del equipo
a los materiales de partida de una reaccion. Algunos autores postulan la existencia
de un efecto especifico asociado al campo de microondas, conocido como el
"efecto microondas" %° y no debido a la calefaccion rapida.

La técnica se ha utilizado en reacciones de oxidacion, reduccion, esterificacion,
transesterificacion, proteccidon y desproteccién, cicloadiciéon, condensacion,
alquilacién, sustitucion aromatica y nucleofilica, N-acilacion y muchos otros
procesos utilizados en la quimica organica. 2" La irradiaciéon con microondas le ha
contribuido a los procesos quimicos caracteristicas tales como mayor selectividad,
rendimientos altos y la facilidad de la manipulacion.

% Langa, F.; De la Cruz, P.; De la Hoz, A.; Diaz-Ortiz, A.; Diez-Barra, E. Contemporary Org. Synth.,
1997, 373.
?" Blackwell, H. Org. Biomol. Chem., 2003, 1, 1251.



Segun Blackwell*” la irradiacién con microondas (MW) acelera las reacciones
organicas debido a que posee un campo oscilador eléctrico y magnético de alta
frecuencia. Las moléculas con un dipolo permanente que se sujetan a esta
oscilacion campo eléctrico y magnético intentaran alinearse con el campo. Por
tanto, las moléculas estan en constante alineacion y realineacion. Este movimiento
rapido produce una friccidn intermolecular y es la causa del calor interno intenso
que pueda aumentar hasta 10°C por segundo. Ademas la irradiacién con
microondas es un método mas homogéneo comparado a la calefaccién tradicional,
con la calefacciéon tradicional, el calor se transfiere a la mezcla de reacciéon a
través de la pared del recipiente, esto puede causar el recalentamiento localizado
en las paredes, dando por resultado la formacion de subproductos y/o la
descomposicion de productos, especialmente con la calefaccién prolongada. Sin
embargo, la radiacion del microondas se distribuye por todo el sistema, evitando el
recalentamiento local en las paredes del recipiente de la reaccion. Esto puede
eliminar la formacién de subproductos, facilitando su purificacién y la obtencion de
productos con buenos rendimientos.

En 1986, se conocio el primer reporte de reacciones organicas que se podian
acelerar con irradiacién con microondas empleando hornos domésticos.?® A pesar
de las dificultades, la quimica organica asistida por microondas ha experimentado
un crecimiento exponencial en los ultimos 20 afios y muchos grupos han
contribuido al estudio del “efecto microondas”. En la actualidad se encuentran
reportados varios trabajos aplicando esta metodologia en la sintesis organica. Por
ejemplo, Quiroga y Colaboradores® sintetizaron las cianopirazolopiridinas 45a-f
por reaccion del 5-aminopirazol 41 con los aldehidos 42a-f y el benzoilacetonitrilo
43. Demostrando que mediante irradiacion con microondas la reaccion se lleva a
cabo en cuestion de minutos (2-3 min) y en un solo paso, con alta
regioselectividad, versatilidad y buenos rendimientos (75-85%). En comparacién
con las condiciones clasicas, donde la misma reaccion se lleva a cabo en un
tiempo de 2-3 horas, en dos pasos, obteniendo primero el intermedio 44a-f y con
rendimientos entre 45-70% (Esquema 13).

3 Gedye, R.; Smith, F.; Westaway, K.; Ali, H.; Baldisera, L.; Laberge, L.; Rousell, J.; Tetrahedron
Lett. 1986, 27,279.
2 Quiroga, J.; Cruz, S.; Insuasty, B.; Abonia, R. Heterocyclic Commun., 2000,6, 275.



Esquema 13. Obtencién 5-cianopirazolo[3,4-b]piridin-4-onas mediante irradiacion

con microondas.
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En otra investigacion, Paul y su grupo,® reportaron la sintesis de las pirazolo[3,4-
blquinolinas 47a-f y los pirazolo[3,4-c]pirazoles 49a,b asistida por irradiacién con
microondas usando p-TsOH como catalizador. Los compuestos 47a-f y 49a,b se
sintetizaron a partir de la reaccion de ciclocondensacién de las 2-cloro-3-
formilquinolinas 46 6 las 5-cloro-3-metil-1-fenil-1H-pirazolo-4-carbaldehido 48 con
hidrazina 7a y felhidrazina 7b (Esquema 14). En esta sintesis las reacciones
suceden en tiempos cortos (1.5 - 2.5 min) y con altos rendimientos (78-69%).
Ademas, los autores mencionan que las reacciones organicas realizadas bajo
condiciones secas sin solvente reducen el uso de solventes toxicos, previniendo
asi la contaminacion en sintesis organica. Por lo tanto, las reacciones bajo
irradiacion con microondas son relativamente mas limpias, rapidas y menos
costosas.

Esquema 14. Obtencion de pirazolo[3,4-b]quinolinas y pirazolo[3,4-c]pirazoles
mediante irradiacion con microondas.
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* Paul, S.; Gupta, M.; Gupta, R.; Loupy, A. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 3827.



Otra aplicacion importante de la irradiacién con microondas fue reportada por Diaz
y Colaboradores,®' en la sintesis de pirazolo[3,4-b]piridinas 53-55 por reaccion de
cicloadiciéon del 2-azadieno 50 con nitroalquenos alifaticos 51 y otro diendfilo 52.
Todas las cicloadiciones fueron realizadas en ausencia de solvente, a presion
atmosférica en un reactor microondas, que permitié establecer de una forma mas
precisa las condiciones de reaccidon como la potencia, la temperatura y el tiempo.
Dichas condiciones para este estudio fueron: potencia de 180 W, temperatura
entre 100-130 °C y tiempos de reaccion de 5-10 min (Esquema 15).

Esquema 15. Reaccion de cicloadicion mediante irradiacion microondas.
Obtencidn de pirazolo[3,4-b]pirimidinas.
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Estudios recientes sobre la aplicacion de irradiacion con microondas siguen
confirmando las ventajas de esta metodologia frente a las condiciones clasicas de
reaccion, como lo demuestra Heravi y su grupo,®” en la sintesis de 4-amino-
pirazolo[3,4-d]pirimidinas (58a-e) por la interaccion de los 5-amino-4-
cianopirazoles 56a-e con formamida 57 utilizando heteropoliacidos sélidos como
catalizadores. Bajo condiciones clasicas los compuestos 58a-e se obtuvieron a
reflujo en acido acético de 5-8 horas de reaccidén con rendimientos entre el 26-
58%. Utilizando irradiacién con microondas (1000 W) la reaccion se produjo en
tiempos cortos (8-12 min) y con rendimientos entre 58% y 88% (Esquema 16).

! Diaz, A.; Carrillo, J.: Cossio, F.; Gomez, M.; De la Hoz, A.: Moreno, A.; Prieto, P. Tetrahedron
Lett. 2000, 56, 1569.
%2 Heravi, N.; Rajabzadeh, G.; Bamoharram, F.; Seifi, N. J. Mol. Catalysis, 2006, 256, 238.



Esquema 16. Sintesis de 4-aminopirazolo[3,4-d]pirimidinas utilizando irradiacién
con microondas.
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Todas las Investigaciones reportadas demuestran que cuando los procedimientos
convencionales requieren un tiempo de reaccion considerable, la irradiaciéon con
microondas puede sustituir estos métodos clasicos permitiendo el acceso facil y
rapido a los nuevos compuestos heterociclicos, reduciendo los tiempos de
reaccion de horas a minutos con mejores rendimientos.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente, se encuentra una descripcion sobre la optimizacion de las
condiciones de reaccion que permitieron sintetizar los productos objetivo.
Posteriormente, se ilustrara para uno de los compuestos sintetizados, la
contribucién de las técnicas RMN 'H y *C, COSY 'H-'H, HSQC, HMBC, NOESY,
espectrometria de masas y difraccion de rayos X (DRX), empleadas en la
determinacién de la estructura y la confirmacion de la orientacidn de la reaccion.
Adicionalmente, se describiran los resultados de la actividad bioldgica, probada a
ocho de los doce compuestos obtenidos en la presente investigacion.

4.1 OBTENCION DE LOS PRODUCTOS OBJETIVO

El interés fundamental de esta investigacion fue la obtencion de las nuevas
pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas (59a-1), por reaccién de los aroiliminoditiocarbonatos
de S,S-dietilo (4a-d) y los 5-amino-3-arilpirazoles (21a-c).

Los precursores se obtuvieron en el laboratorio de investigacion de la Universidad
de Narifo, debido a que son muy costos o no se encuentran disponibles
comercialmente. Los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo (4a-d) se obtuvieron
siguiendo la metodologia optimizada y reportada en otro trabajo de grado
realizado en el grupo de Investigacion de Compuestos Heterociclicos de la
Universidad de Narific® y los 5-amino-3-arilpirazoles (21a-c) se obtuvieron
siguiendo la metodologia reportada por Hartmann y Liebscher.'?"?

El estudio de la interaccion entre los materiales de partida se inici6 con el siguiente
ensayo: cantidades equimolares del benzoiliminoditiocarbonato de S,S-dietilo (4a)
y el 5-amino-3-(p-clorofenil)pirazol (21c) se sometieron a calentamiento a reflujo
en DMF. Durante el control de la reaccion por CCD se observaron tres senales,
dos de ellas, correspondientes a los precursores, que disminuian su intensidad a
medida que avanzaba la reaccion y al mismo tiempo se intensificaba la senal de
un compuesto nuevo con una caracteristica interesante, presentaba luminiscencia
(verde), cuando la placa se reveld bajo la luz ultravioleta de 365nm. Esta
propiedad se presenta en los compuestos pirazolotriazinicos y se ha observado en
estudios previos realizados por el GICH-UN,?>?' hecho que permitié predecir que
la sefal luminiscente del nuevo compuesto corresponderia al producto obijetivo.
Esta sefal se observd desde los 15 minutos de reaccion hasta el término de la
misma, a las 3 horas de calentamiento en DMF a reflujo. La CCD también reveld
que ademas del producto principal (sefal luminiscente) existen otros productos de
menor proporcion de acuerdo a la intensidad de las sefales en la placa
cromatografica (figura 9), hecho que dificulté la purificacion del compuesto
objetivo.



Figura 9. CCD de la reaccion entre 5-amino-3-(p-clorofenil)pirazol (21c) y
benzoiliminoditiocarbonato de S,S-dietilo (4a) realizada a reflujo en DMF.
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Con el fin de optimizar las condiciones para la interaccion entre 4a y 21c, se probo
otra metodologia sin disolvente, que consistio en irradiar los materiales de partida
en un horno microondas doméstico, variando la potencia del equipo y el tiempo de
reaccion.

Inicialmente, se realizaron ensayos variando la potencia del horno, entre 140 y
1400 W. El seguimiento por CCD de los diferentes ensayos demostré que la
maxima potencia (1400 W) es la mas adecuada, ya que a potencias menores la
reaccion se llevaba a cabo en periodos de tiempo mas largos, permitiendo la
formacion de subproductos.

Luego de establecer la potencia adecuada, se realizaron otros ensayos, pero en
esta ocasion, se vario el tiempo de reaccion, entre 1 y 15 min. Los ensayos se
realizaron a 1 min., 2 min., 3 min., etc., y se monitorearon por CCD. Desde los
primeros minutos se observo la formacion de un producto nuevo, senal
luminiscente revelada bajo luz ultravioleta de 365 nm, que se intensificaba a
medida que se incrementaba el tiempo de reaccién. Se determin6 que el tiempo
optimo de la reaccion fue de 15 minutos, al observar en la CCD que las sefnales
correspondientes a los precursores se consumieron en su totalidad. En el
seguimiento por CCD también se observé la formacién de un subproducto en muy
baja proporcion (Figura 10).

El producto mayoritario, que en este caso corresponde al compuesto 59i, se
purificd por cromatografia de columna empleando una mezcla de hexano:acetato
de etilo (95:05) como fase movil. Este producto se obtuvo con un rendimiento del
63%.

La irradiacion con microondas dio los resultados esperados; la reaccion se llevo a
cabo en pocos minutos, con un buen rendimiento, eliminando la utilizacion de
solventes.



Figura 10. CCD de la reaccidon entre 5-amino-3-(p-clorolfenil)pirazol (21c) y
benzoiliminoditiocarbonato de S,S-dietilo (4a) realizada por irradiacion con
microondas.
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Segun la CCD las dos metodologias aplicadas condujeron al mismo producto, ya
que la senal luminiscente en los dos casos, posee la misma relacién de flujo (Rf).
Pero, el tiempo de reaccion es considerablemente mayor en solucion (3 horas) en
comparacién con la metodologia via microondas (15 min). Ademas, es importante
mencionar que en la reaccion via microondas se redujo la presencia de
subproductos en comparacion con la reaccién en solucion, hecho que hizo mas
facil la purificacion, incrementando asi el porcentaje de recuperacion del producto
deseado después de la cromatografia de columna.

Lo anterior demostré que la irradiacidn con microondas es la mejor alternativa para
la obtenciéon de los productos de interés (59a-l). Por lo tanto, la sintesis de las
nuevas pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas se realiz6 sometiendo los materiales de
partida a irradiacion en un horno microondas domeéstico, a la maxima potencia
(1400 W), con tiempos de 7 a 15 minutos.

Los productos finales, son sélidos amarillos, solubles a temperatura ambiente en
THF, medianamente solubles (con un suave calentamiento) en AcOEt, DCM,
DMSO e insolubles en Hexano, ciclohexano y EtOH.

Las caracteristicas fisicas de los compuestos 59a-l, se resumen en la tabla 4.



Tabla 4. Caracteristicas fisicas de los productos (59a-l) obtenidos via MW (1400 W).

Comp. R4 R, R3 Color cristales p.f.°C re-glcecr;:’)%o(gqein) R(?)/:;j )
59a H H H Amarillo 140-141 15 67
59b H CH; H Amarillo palido | 112-116 10 72
59c¢ H Cl H Amarillo 126-128 10 62
59d Cl Cl H Blanco 156-160 7 58
59e H H CH3; | Amarillo palido | 120-124 12 60
59f H CH, CH; Amarillo 132-134 15 73
59¢g H Cl CH; Amarillo 116-117 10 61
59h Cl Cl CH3; | Amarillo palido | 169-172 10 61
59i H H Cl Amarillo 131-134 15 63
59j H CH; Cl Amarillo palido | 146-148 15 67
59k H Cl Cl Anaranjado 156-158 15 71
591 Cl Cl Cl Blanco 198-202 10 60

En general, los compuestos nuevos se obtuvieron en tiempos de reaccion cortos y
con buenos rendimientos, entre 58 y 73%. Ademas, la cromatografia de columna
garantizoé una alta pureza de los productos objetivo, ya que, la recristalizacion de
los mismos no funcioné adecuadamente porque la CCD mostré que el producto
principal seguia contaminado en baja proporcion con el subproducto de la
reaccion.

La caracterizacion de los productos sintetizados se realizé con las técnicas
espectroscopicas RMN 'H y RMN "C mono y bidimensionales (COSY 'H-'H,
HMBC, HSQC y NOESY) y espectrometria de masas de alta resolucién. Estos
experimentos fueron realizados en los laboratorios de espectroscopia de la
Universidad de Jaén—Espafia. Ademas tres compuestos de la serie (59e,i,k) fueron
caracterizados, adicionalmente, por difraccion de rayos X, en equipos de alta
resolucion de las Universidades de Abeerden y St Andrews-Escocia.

El analisis espectroscopico determiné que la estructura de estos compuestos
corresponde al sistema pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinico (Figura 11a) y no al sistema
pirazolo[3,4-a]pirimidinico (Figura 11b). Asimismo, permitié concluir que la
interaccion estudiada condujo regioselectivamente a la formacion de las
pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas 59a-l y no a sus regioisémeros 60a-I.

A continuacién, se presenta como ejemplo, el analisis espectroscépico del
compuesto 59i, uno de los sistemas pirazolotriazinicos sintetizados en esta
investigacion, que permitira ilustrar como se llegd a las anteriores conclusiones.



Figura 11. Estructura de los compuestos 59i y de su posible regioisomero 61i.

Las senales caracteristicas del compuesto 59i en el espectro de Resonancia
Magnética Nuclear Proténica (RMN "H) (Figura 12) son: un triplete a 1.41 ppm que
integra para tres hidrogenos y un cuartete a 3.21 ppm que integra para dos
hidrogenos, sefales correspondientes al grupo metilo y metileno del sustituyente
tioetilo. A campo bajo a 7.17 ppm, se observa un singulete que integra para un
proton, esta sefial es caracteristica del hidrogeno aromatico en posicion 8 (H8), lo
cual, confirmé que el sistema formado es el pirazolotriazinico y no el sistema
pirazolopirimidinico. La formacién del sistema pirazolopirimidinico, implicaria en el
espectro de RMN 'H, la presencia de un singulete entre 10-12 ppm
correspondiente al grupo NH en posicién 1 segun la estructura de los productos
61a-l, sefial que no se evidencia en el espectro.

Igualmente, a campo bajo entre 7.58 y 8.69 ppm, se observan las sefales tipicas
de los protones del grupo fenilo (anillo aromatico A) y del grupo p-clorofenilo (anillo
aromatico B), las cuales, estan compuestas por tres dobletes y dos tripletes, que
integran en total para 9 protones, correspondiendo con la estructura del
compuesto 59i, como se observa en la expansién del espectro de RMN 'H
(Figura 13).

Teniendo en cuenta la multiplicidad y el valor de la integral de cada sefial, se pudo
inferir que el triplete ubicado a 7.76 ppm que integra para un protén, corresponde
al hidrégeno en posicion para del grupo fenilo (anillo A) y que el triplete ubicado a
7.68 ppm que integra para dos protones, corresponde a los hidrogenos en
posicion meta del anillo aromatico A, porque estas sefales son las unicas en el
espectro, que cumplen apropiadamente con la multiplicidad y la integral esperadas
para los hidrogenos meta y para de este anillo aromatico A.

Con base en lo anterior y con ayuda del espectro COSY 'H-'H (figura 14) se pudo
establecer facilmente, cual de los tres dobletes correspondia a los hidrégenos en
posicion orto del anillo aromatico A. Esto se evidencio por la correlacion mostrada
en el espectro COSY "H-"H entre los hidrégenos meta y los hidrogenos orto del
anillo aromatico A.



El espectro COSY 'H-'H, también permiti6 establecer que los dos dobletes
restantes, presentan una correlacion entre si y corresponden a los hidrogenos de
las posiciones orto y meta del grupo p-clorofenilo (anillo aromatico B), aunque aun
no se pudo establecer especificamente, cual de ellos era Ho y cual Hm.

Los protones Ho y Hm del grupo p-clorofenilo (anillo B) se asignaron
correctamente con ayuda del espectro HMBC. En este experimento solo los
protones Ho del anillo B pueden presentar una correlacion a dos enlaces (3J) con
el carbono en posicion 7 (identificado por su correlacion adicional a tres enlaces
con el protdn ocho (H8)). Por lo tanto, se concluyé que el doblete a 8.09 ppm
corresponde a los Ho, y por ende, el otro doblete ubicado a 7.59 ppm corresponde
a los Hm del anillo aromatico B. Estas correlaciones se observaran mas adelante
en la Figura 18, en el analisis completo del espectro HMBC.

Los espectros de RMN 'H para los demas compuestos de la serie, presentan
caracteristicas similares y sus datos se resumen en la tabla 5.
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Figura 12. Espectro de RMN "H (400 MHz) del compuesto 59i.
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Figura 13. Espectro de RMN 'H del compuesto 59i, expansion de las sefiales aromaticas.

m
(0]

g ﬁ Ho(B)
3N "N~ 0
A (e )o
N\ = |
CH3CH,S™ N7 9 7y
Ho(A)
|
f.-—'— /r"'_
2.00 208
84 ag a7 8E 85 a4 g1

Hm(B)

Hm(A)

Hp(A)

H8

78 77 TH Th

74

7.0




Figura 14. Espectro de COSY del compuesto 59i.

Ho(B) ———==_

Ho(A) ——é;’

Ho(B) Hm (B)
Ho(A) (A)
M Hp(A)
|
CH5;CH,S :
ILLLLERRLER L) TTTITITTTr T TTTITTT T[T I T[T I T[T T T AT I I T I T T I o TrT T[T I I [ TIT T T T I I T T T T T ITT TTTT TTTT TITTTTIT T IT |||E
g8 ®F &7 a6 &5 &4 B3 82 &1 &0 78 78 T 1& 7& 74 73 T2 TA 10

ppm




Figura 15. Numeracion de los Productos Objetivo 59a-I.
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Tabla 5. Datos de RMN 'H (5 ppm) de los compuestos 59a-I. DMSO-dg, 400 MHz (TMS-estandar interno).

Grupo Tioetilo Anillo aromatico A Anillo aromatico B
Comp. R4 R, Rs 8-H (s)
CHjs(t) CHy(c) Ho (d) Hm Hp CHs Ho (d) Hm Hp CH;
59a H H H 1.43 3.25 6.96 8.73 7.64 7.71 8.02 7.46 7.49 -
59b H CH; H 1.42 3.21 6.95 8.66 7.44 2.45 8.03 7.47 7.50
59¢c Cl H 1.40 3.21 7.13 8.75 7.74 8.07 7.51 7.52
*59d Cl Cl H 1.41 3.20 7.21 (H3')7.93 | (H5')7.73 | (H6')7.94 7.95 7.45 7.49
5% H H CH,3 1.38 3.24 7.08 8.68 7.66 7.75 7.95 7.31 - 2.35
59f H CH; | CHs 1.40 3.19 7.02 8.64 7.45 245 7.94 7.31 - 2.37
599 H Cl CHs 1.40 3.18 7.04 8.72 7.71 7.93 7.30 - 2.37
*59h Cl Cl CHs 1.40 3.20 7.16 (H3') 7.92 | (H5") 7.73 | (H6')7.95 7.83 7.28 - 2.34
59i H H Cl 1.41 3.21 7.7 8.68 7.68 7.91 - 8.09 7.59 ---
59j CH; Cl 1.42 3.23 6.93 8.63 7.43 245 8.01 7.51
59k H Cl Cl 1.39 3.15 7.03 8.66 7.66 - 7.99 7.51
* 591 Cl Cl Cl 1.41 3.22 7.01 (H3') 7.79 | (H5')7.64 (H6') 7.79 7.89 7.47

s (singulete) d (doblete) t (triplete) c (cuartete)
* En estos compuestos el anillo A, se numera de una forma diferente cuando poseen el sustituyente 2,4 diclorofenilo.




Una vez asignadas las sefiales del espectro RMN 'H, se procedié a asignar las
sefiales del espectro RMN '3C.

El espectro RMN *C del compuestos 59i (figura 16a) presenta las 15 sefiales
esperadas para esta pirazolotriazina, distribuidas de la siguiente manera: siete
sefales para los carbonos cuaternarios (C2, C4, C7, C9, Cide A, Cide By Cp de
B), seis senales para los =CH aromaticos (Co, Cmy Cpde A, CoyCmde By el
carbono 8 del sistema pirazolotriazinico) y dos sefales en la region alifatica
correspondientes al grupo metilo (CH3) y metileno (CH>) del fragmento tioetilo.

Ademas, al comparar el espectro RMN '°C (figura 16a) con el espectro DEPT-135
(figura 16b) se pudo inferir que el sistema formado es el pirazolotriazinico por la
presencia a 91.6 ppm de un =CH aromatico adicional a los anillos A y B,
correspondiente al carbono en posicion ocho (C8) de este sistema. Si se hubiera
formado el sistema pirazolopirimidinico, en lugar del =CH aromatico (C8), se
observaria la sefal de un carbono cuaternario. Ademas, este experimento permitié
asignar las sefiales de los carbonos del grupo tioetilo, porque en la region alifatica
del espectro el grupo metilo aparece en fase positiva y el grupo metileno en fase
inversa.

Con base en el experimento HSQC, que permite observar la correlacion directa de
los carbonos con sus hidrogenos, se asignaron facilmente las sefales de los seis
=CH aromaticos y se corroboraron las del CH; y del CH3;, debido a que se habian
identificado plenamente los protones en el espectro RMN 'H y por lo tanto, fue
facil correlacionar estas senales con sus respectivos carbonos como se muestra
en el espectro HSQC del compuesto 59i (figura 17).

La asignacion de las sefales de los siete carbonos cuaternarios fue posible
gracias a la informacién suministrada por la técnica bidimensional HMBC (figura
18). Esta técnica permitio establecer las principales correlaciones carbono proton
a dos y a tres enlaces (3J y *J), con las cuales, se asignaron correctamente los
siguientes carbonos cuaternarios: C2, C4, C7 y C9 del sistema pirazolotriazinico,
el Ci del anillo aromatico A y los carbonos Ci y Cp del anillo aromatico B.

La asignacion de estos carbonos, se facilitd porque se conocian todos los
hidrogenos del compuesto, que sirvieron de referencia en la interpretacion del
espectro.

El carbono de la posicién dos (C2) fue asignado facilmente, en el espectro HMBC
porque es el unico que presenta una interacciéon a tres enlaces (BJ) con los
protones del grupo metileno del sustituyente tioetilo (pico cruzado a). El carbono
cuatro (C4), se asigné por su correlacion a tres enlaces (°J) con los hidrégenos
orto del grupo fenilo (pico cruzado b).



El carbono siete (C7), se asigné por sus dos correlaciones importantes. Una de
ellas, a dos enlaces (2J) con el hidrégeno en posicién 8 (pico cruzado c) y otra a
tres enlaces (°J) con los hidrégenos orto del grupo p-clorofenilo (pico cruzado d).
Ademas, esta ultima correlacion sirvié para diferenciar entre los carbonos siete y
nueve (C7 y C9), porque el C9 no tiene correlacién con los hidrogenos orto del
anillo B, pero si, una correlacién a dos enlaces (2J) con el protdn ocho (pico
cruzado e).

Finalmente, se asignaron las sefiales de los carbonos Ci de A, Ci de B y Cp de B.
El pico cruzado f, en el espectro bidimensional HMBC, indica la correlacion a tres
enlaces (*J) de los protones Hm de A con el carbono ipso (Ci) de A. Los carbonos
Ci de B y Cp de B no se pudieron asignar con la informacion espectroscépica
suministrada por el compuesto, sus desplazamientos quimicos se asignaron por
comparacién con la informacion espectroscopica suministrada por los demas
compuestos.

Los compuestos 59a-l presentan resultados similares y los datos de RMN Bc -
DEPT-135 se resumen en la tabla 6.



Figura 16. Espectro de RMN "*C-DEPT-135 del compuesto 59i.
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Figura 17. Espectro de HSQC del compuesto 59i.
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Figura 18. Espectro de HMBC del compuesto 59i.
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Tabla 6. Datos RMN "C (8 ppm) de los compuestos 59a-1, DMSO-dg, 400 MHz (TMS-estandar interno).

Compuesto
Carbono
59a 59b 59¢ *59d 59 50f 599 *59h 50i 59j 59k *50
Grupo CH, 13.4 13.6 14.1 14.1 14.2 14.2 14.2 14.1 14.2 13.3 14.0 13.2
Tioetilo CH, 243 24.4 24.8 24.9 24.8 24.8 24.8 24.9 24.9 24.3 24.9 24.4
c-2 165.0 165.0 165.2 165.5 165.2 165.1 165.0 165.4 1655 | 1652 | 1652 165.4
Sistorna c-4 151.7 151.7 151.1 152.0 152.2 151.8 150.9 151.9 1523 | 1516 | 150.8 151.4
pirazolotriazi | C-7 157.2 157.1 157.4 157.8 157.4 157.2 157.4 157.9 156.1 1558 | 156.0 156.4
nieo c8 90.7 90.7 915 92.1 91.2 91.0 91.2 91.8 91.6 90.7 915 91.4
c-9 150.9 151.1 151.4 150.0 151.4 151.3 151.3 150.0 1515 | 151.1 151.3 149.7
Ci 129.1 126.3 1283 | (C1)1286 | 129.6 126.6 1283 | (C1)1286 | 1295 | 1262 | 1283 | (C1)128.0
Co 130.3 130.5 132.8 | (C2)133.2 | 131.0 131.0 132.8 | (C2)1332 | 1310 | 1304 | 1327 | (C2)132.8
Cm 127.6 128.4 1285 | (C3)132.8 | 128.4 128.9 1285 | (C3)132.8 | 1284 | 1282 | 1284 | (C3)1320
. mﬁg{:go A | Cp 132.3 143.2 1384 | (C4)136.8 | 133.1 143.7 1384 | (C4)136.8 | 133.2 | 143.1 1382 | (C4')136.4
CH, 205 212 20.4
(C5) 127.7 — | (Y1277 | (C5) 126.9
(C6) 129.4 — | (CE) 1294 | (C6) 128.8
Ci 131.3 131.4 131.4 131.3 128.8 128.8 128.6 1285 1305 | 1302 | 130.2 129.9
Co 126.1 126.1 126.6 126.6 126.5 126.4 126.5 126.5 1283 | 1277 | 1281 127.7
aro’;ﬂ:gg 5 | ©m 128.1 128.2 128.8 128.9 129.5 129.4 129.4 129.4 1290 | 1283 | 1288 128.2
Cp 128.9 129.0 129.8 129.9 139.5 139.4 139.5 139.6 1345 | 1340 | 1345 134.1
CHs 21.0 20.9 21.0 20.9

* En estos compuestos el anillo A, se numera de una forma diferente cuando poseen el

sustituyente 2,4 diclorofenilo

. (Mirar figura 15).




Las técnicas empleadas anteriormente, permitieron identificar que los productos
obtenidos pertenecen al sistema pirazolotriazinico. Sin embargo, se debia
establecer la posicidn que ocupan en la molécula el grupo tioetilo y el grupo fenilo,
los cuales, pueden estar sobre los carbonos 2 y 4 de dos formas diferentes
(regioisémeros 59i y 60i, Figura 19) y presentarian espectros similares en RMN 'H
y RMN "C. Para cumplir este objetivo fue necesario apoyarse en el experimento
NOESY que indica la correlacion entre hidrégenos que estan cercanos,
espacialmente, en la molécula.

Figura 19. Posibles regioisomeros de las pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas.
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Las correlaciones esperadas en el experimento NOESY para el regioisomero 59i,
serian dos. Una de ellas, entre los hidrégenos en posicion orto del grupo fenilo
(anillo A) y los hidrogenos en posicidén orto del grupo p-clorofenilo (anillo B) y otra,
entre los hidroégenos del grupo tioetilo y el hidrégeno en posicion ocho (H8).

Por otra parte, para el regioisomero 60i se esperarian dos correlaciones
diferentes. Una, entre los hidrogenos orto del anillo A con el hidrogeno en posicion
ocho (H8) y otra, entre los hidrégenos del grupo tioetilo con los hidrégenos orto del
anillo B.

En el espectro NOESY (figura 20) se observa un pico cruzado entre los
hidrogenos orto del anillo aromatico A y los hidrégenos orto del anillo aromatico B,
correlacion de gran importancia, que permitié concluir que el grupo fenilo (anillo A)
se encuentra espacialmente cercano al grupo p-clorofenilo (anillo B), lo cual, solo
es posible en el regioisomero 59i, donde el grupo fenilo esta sobre el carbono
cuatro (C4) y el grupo tioetilo sobre el carbono dos (C2). Las otras correlaciones
esperadas tanto para 59i como para 60i no fueron observadas en el espectro
NOESY.



Figura 20. Espectro de NOESY del compuesto 59i.
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Ademas del analisis espectroscoépico, la estructura del compuesto 59i se confirm
por espectrometria de masas de alta resolucién. En el espectro de masas (figura
21), se observa el ion molecular a m/z = 366.07, el cual concuerda con el peso
molecular del compuesto.

Figura 21. Espectro de masas de alta resolucién del compuesto 59i.
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Cabe resaltar que durante este estudio fue posible obtener cristales del producto
59i aptos para la DRX (figura 22), que corrobord la asignacion de la estructura
establecida con las técnicas anteriormente mencionadas.

Figura 22. Estructura molecular del producto 59i determinada por DRX.




Una vez determinada la estructura de las nuevas pirazolotriazinas se propuso
aislar un intermedio no ciclado, que fuera estable, con el fin de caracterizarlo y asi
poseer evidencia experimental para postular la ruta de ciclaciéon que condujo a los
productos objetivo.

Para cumplir este fin, los materiales de partida se sometieron a diferentes
condiciones de reaccidén como la irradiacion con microondas, reduciendo la
potencia y los tiempos de reaccion. En este caso, la CCD, indicé que rapidamente
se forma el producto luminiscente correspondiente al producto ciclado. Ademas,
aparecen las sefales de los precursores que no han reaccionado y una sefal
adicional muy débil que puede ser la de un intermedio, pero, debido a su baja
proporcion no se procedio a su aislamiento.

Por otra parte, se probaron condiciones en solucion, tomando como precursores el
carbonato 4a y el 5-aminopirazol 21c. Inicialmente, una mezcla de cantidades
equimolares de estos compuestos se disolvieron en la minima cantidad de DMF y
se agitaron magnéticamente, a temperatura ambiente, durante 12 horas. La CCD
indicoé que los materiales de partida no reaccionaron.

Después, se realizaron otros ensayos usando acetonitrilo o etanol como solvente,
pero esta vez, calentando la mezcla a la temperatura de ebullicion del respectivo
solvente. En los dos ensayos, se observo la formacion de una sefal nueva en la
CCD, la cual, estda acompafada de otra de menor intensidad que corresponde al
producto ciclado y dos sefiales mas de los materiales de partida que no
reaccionaron. La mezcla de reaccion se calentd por treinta minutos, porque
durante un tiempo mas prolongado se intensificaba la sefial luminiscente (producto
ciclado) y disminuia la nueva sefial no luminiscente, que probablemente es el
intermedio de reaccion (Figura 23a).

El nuevo producto se aislé por cromatografia de columna (Figura 23b) que
corresponde a un sélido blanco, altamente reactivo porque en el transcurso de
pocas horas este compuesto se torné amarillo palido y la CCD indico que existen
dos sefales: la del supuesto intermedio y la del producto ciclado (Figura 23c),
hecho que sumado a su baja solubilidad en CHCI; dificultd la caracterizacién por
resonancia magnética nuclear.



Figura 23. CCD. Comportamiento de la reaccion y proceso de purificacion del
posible intermedio.
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A pesar, de no haber caracterizado los intermedios de reaccion se propone una
posible ruta de ciclacion que condujo a la formacion de las nuevas
pirazolotriazinas. Esta propuesta se realiz6 con base en la informacién
espectroscopica de los productos finales y por el comportamiento quimico de los
precursores reportado en otros trabajos de investigacion del GICH-UN.2%?’

El proceso de ciclacion inicia con el ataque nucleofilico del grupo amino en
posicion 5 de los pirazoles 21a-c sobre el carbono iminico de los carbonatos 4a-d,
ocasionando la eliminacién de uno de los grupos tioetilo, en forma de etanotiol,
para generar los intermedios 63a-l, y termina, con la ciclacion intramolecular entre
el grupo amino en posicion 1 y el carbono del grupo carbonilo, eliminando una
molécula de agua para dar origen a las nuevas pirazolotriazinas 59a-l (esquema
18).



Esquema 18. Posible ruta de ciclacion para la obtencion de las nuevas
pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas.
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La anterior aseveracion es la mas razonable si se parte del hecho de que el sitio
mas electrofilico de los carbonatos es el carbono iminico, lo cual, esta
ampliamente demostrado por nuestro grupo®?' (Esquemas 7 y 8) y por otros
autores® "' 2% % (Esquemas 3, 4, 11y 12).

Esto indica que los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo son atacados por los 5-
amino-3-arilpirazoles; inicialmente, a través del grupo amino en posicion 5 (5-NHy)
y continuando su ataque por el grupo amino en posicién 1 (1 —NH). Dando lugar a
la formacion de los productos 59a-l, con la estructura establecida por las diferentes
técnicas espectroscopicas y por DRX. En caso contrario, se formaria los productos
60a-l que fueron descartados durante el analisis espectroscopico.

4.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL Y CITOTOXICIDAD DE LOS
PRODUCTOS OBJETIVO

Cabe resaltar, que las pruebas de actividad bioldgica, no se habian propuesto
como uno de los objetivos del presente trabajo de grado. Pero, se incluyeron
porque complementan el trabajo sintético propuesto originalmente. Ademas, hacen
parte del continuo interés del Grupo de Investigacion de Compuestos
Heterociclicos de la Universidad de Narifio, en probar la bioactividad de los
compuestos sintetizados.



Se evalud la actividad antiviral y citotoxicidad de ocho de los compuestos
sintetizados (59c,e,f,h,i,j,k,l). Los cuales, se sometieron a ensayos in vitro con el
fin de evaluar sus propiedades anti-VIH. Estos ensayos se realizaron debido a que
muchos antivirales contienen anillos heterociclicos como la pirimidina y la purina,
analogos estructurales a las 1,3,5-triazinas y pirazolotriazinas (Figura 24).

Figura 24. Analogos estructurales. Las pirimidinas y purinas con las 1,3,5-triazinas
y pirazolotriazinas.
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Los analisis anti-VIH se realizaron en la Universidad de Kagoshima-Japon, en el
Center for Chronic Viral Diseases, dirigido por el Dr. Masanori Baba, y los
resultados se resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados de la actividad antiviral Anti-VIH y citotoxicidad.
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COMPUESTO R, R, Rs EC50 (uM) CC50 (uM)
Control 1 (d4T) - - - 0.0986 >10
Control 2 (Ed4T) - - --- 0.0354 >10
59¢c H Cl H >100 >100
59 H H CHs; >100 >100
59f H CH; | CHs; >100 >100
59h Cl Cl CH,; >100 >100
59i H H Cl >100 >100
59 H CH,; Cl >100 >100
59k H Cl Cl >100 >100
591 Cl Cl Cl >100 >100




En estas pruebas se evaluaron los parametros EC50 y CC50, utilizando células
MT4, una linea celular linfoblastica, altamente susceptible a las cepas de VIH.

El CC50, representa la concentracion del compuesto que resulta citotoxica para el
50% del numero de células no tratadas, luego de 24 h de incubacion a 37°C.

El EC50, representa la concentracion del compuesto que induce una respuesta
inhibitoria al 50%.

Un buen compuesto anti-VIH debe tener baja citotoxicidad y alta capacidad
inhibitoria, es decir, un CC50 alto y un EC50 bajo. Por ejemplo, los compuestos
d4T y Ed4T son buenos antivirales y por esta razéon se emplearon como control en
las pruebas. Sus valores de CC50 son mayores de 10 yM y de EC50 menores a
0.10 uM.

El compuesto d4T (2°,3'-didehidro-3’-deoxitimidina, Figura 25a), se emplea
actualmente en terapia antiviral de VIH-1, y el derivado de este compuesto, Ed4T
(27,3 -didehidro-3"-deoxi-4 -etiniltimidina, Figura 25b), que es mucho mas potente
estara en el mercado en poco tiempo (este ultimo, fue desarrollado en el Center
for Chronic Viral Diseases, dirigido por el Dr. Masanori Baba®®).

Figura 25. Estructura de los compuestos control. d4T y Ed4T.
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Las pirazolotriazinas probadas, mostraron un CC50 alto, mayor a 100 pM, por lo
cual, se puede inferir que estos compuestos no son téxicos para las células MT4 y
por lo tanto, cumplen con una de las caracteristicas de un buen antiviral.

Por otra parte, el valor de EC50 de las pirazolotriazinas es mayor a 100 uM. Este
resultado muestra una actividad inhibitoria muy baja con relacién a los compuestos
control d4T y Ed4T. Esto implicaria que es necesario administrar altas dosis del
compuesto en pacientes bajo terapia anti-VIH y lo que se busca es encontrar

% Haraguchi, K.; Takeda, S.; Tanaka, H.; Nitanda, T.; Baba, M.; Dutschman, G. E.; Cheng, Y.-C.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003,13, 3775.



compuestos donde se minimice la dosis a administrar pero con el mismo o mejor
efecto a los compuestos actualmente utilizados.

En conclusion, las pirazolotriazinas sintetizadas en el presente trabajo de
investigacion poseen una actividad anti-VIH muy baja.



5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1 GENERALIDADES

Los materiales de partida de esta investigacién, los aroiliminoditiocarbonatos de
S,S-dietilo y los 5-amino-3-arilpirazoles, fueron preparados en el laboratorio del
GICH-UN, siguiendo metodologias ya reportadas en la literatura. Los reactivos y
solventes necesarios para la obtencion de los precursores fueron adquiridos
comercialmente.

Las reacciones de los productos objetivo se llevaron a cabo fundiendo los
materiales de partida en un horno microondas doméstico ELECTROLUX EME281-
0-2SS con una potencia maxima del horno de 1400 W. El seguimiento de las
mezclas de reaccion se realizé mediante cromatografia de capa delgada (CCD)
con placas de silica gel con revelador UV-vis, empleando una lampara manual UV-
FISCHER con dos longitudes de onda, usando como fase movil mezclas de
acetato de etilo/hexano. Los productos finales son sdlidos y su purificacion se
efectud por cromatografia en columna usando silica gel como fase estacionaria y
mezclas de acetato de etilo/hexano como fase moévil. La concentracion de las
muestras se llevd a cabo en un equipo de evaporacion a presion reducida,
Rotaevaporador HEIDOLPH laborota 4001, y los puntos de fusion se determinaron
mediante el método del tubo capilar (método del tubo de Thiele).

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) y de carbono
trece (RMN '°C) se tomaron a 25°C, usando tetrametilsiiano (TMS) como
referencia interna y Dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente, en un equipo
BRUKER DPX operando a 400 MHz, del laboratorio de espectroscopia de la
Universidad de Jaén—Espafia.

Los espectros de masas se tomaron en un espectrometro HEWLETT PACKARD
HP ENGINE-5959 con introduccion directa de la muestra en la camara de
ionizacion; en los laboratorios de espectroscopia de la Universidad Jaén-Espaia.

La difraccion de rayos X se realiz6 en un difractbmetro Kappa—CCD, en los
laboratorios de espectroscopia de las Universidades de Aberdeen y St Andrews—
Escocia.

La pruebas de actividad biologica se realizaron en la Universidad de Kagoshima-
Japodn, en el Center for Chronic Viral Diseases, dirigido por el Dr. Masanori Baba.

Todos estos analisis fueron posibles por el convenio que tiene el Grupo de
Investigacion de Compuestos Heterociclicos de la Universidad de Narifio (GICH-
UN) con el Grupo de Investigacion de Compuestos Heterociclicos de la



Universidad del Valle (GICH-UV) y a través de ellos, con los Grupos
Internacionales.

5.2 OBTENCION DE LOS PRECURSORES.

5.2.2 Preparacion de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo.

4 a b ¢ d

Ry H H H cl
R, H CHyCl Cl

Los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo se prepararon en dos etapas,
siguiendo la metodologia estandarizada y reportada en otro trabajo de grado
realizado en el Grupo de Investigacion de Compuestos Heterociclicos de la
Universidad de Narifio.®

5.2.1.1 Etapa 1. Obtencion de los aroiliminoditiocarbamatos de S-etilo (3a-d). A
una solucion de tiocianato de potasio seco (3.5 g, 0.036 mol) en acetonitrilo, (75
mL) se agregd gota a gota el respectivo cloruro de aroilo (1a-d) (0.43 mol), se
calent6 a reflujo en atmosfera inerte de gas propano durante 15 minutos, se dejo
enfriar y se inyect6 etanotiol (35 mL, 29.4 g, 0.47 mol) disuelto en acetonitrilo (20
mL). La mezcla de reaccion se agitd magnéticamente a temperatura ambiente,
durante 27 horas, tiempo después del cual se adicionoé hielo triturado. El producto
se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 mL), se secd con Na,SO4 y el solvente se
evapor6 a sequedad para obtener un sélido amarillo, que finalmente, se
recristalizo de etanol. Este proceso se ilustra en la figura 26a.

5.2.1.2 Etapa 2. Obtencion de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo (4a-d).
A una solucién del correspondiente aroiliminoditiocarbamato de S-etilo (3a-d) (0.5
g, 2.2 x10° mol) en DMF (1 mL), se adiciond NaH (0.07 g, 2.9 x10™ mol) con
agitacion constante durante 45 min, se agregé gota a gota yoduro de etilo (0.35
mL, 0.68g, 4,4x10™ mol) y la mezcla se agitdé por 1-2 horas. Luego, se adicion
agua-hielo a la mezcla de reaccion y cada producto se extrajo con AcOEt (3 x 25
mL), se secd con Na,SO, y finalmente, el solvente se evapord a sequedad. Los
productos 4a,b,d se purificaron por cromatografia de columna, usando silica gel
como fase estacionaria y una mezcla de acetato de etilo-hexano (95:05) como
fase mévil. El compuesto 4c se aisl6 adicionando agua fria al final de la reaccion,
luego se filtré y se recristalizé de etanol-agua. La sintesis de 4a-d se ilustra en la
figura Figura 26b.



Figura 26. Representacion del proceso de preparacion de los
aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo (4a-d).
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5.2.3 Preparacion de los 5-amino-3-arilpirazoles.
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Los 5-amino-3-arilpirazoles se obtienen en dos etapas, siguiendo la metodologia
realizada por Hartmann y Liebscher.'*"?

5.2.2.1 Etapa 1. Obtenciéon de los B-clorocinamonitrilos (19a-c). A 50 mL (0.6
mol) de dimetilformamida se adicion6 gota a gota, con agitacion y enfriamiento
POCI; (20 mL, 0.2 mol), de tal manera que la temperatura de la mezcla no superé



los 25°C. Después de 30 minutos de reaccion, se adicioné la respectiva
acetofenona 16a-c (0.1 mol), manteniendo la temperatura entre 30-60°C. La
mezcla se agitdé por 30 minutos mas y se agrego el hidrocloruro de hidroxilamina
(3g, 0.04 mol). La mezcla se calent6 a 50°C y manteniendo constante esta
temperatura se adiciond, por porciones, mas hidrocloruro de hidroxilamina (28 g,
0.4 mol) y se agitoé durante una hora. Es importante mantener una buena agitacion
ya que en este punto la mezcla de reaccion es muy densa. La solucion resultante
se virtid sobre hielo triturado y los nitrilos sélidos se filtraron y se recristalizaron de
agua. La sintesis de 19a-c, se ilustra en la figura 27a.

5.2.2.2 Etapa 2. Obtencion de los 5-amino-3-arilpirazoles (21a-c). A una solucién
de hidrato de hidrazina (0.2 mol) se adicion6 una mezcla del apropiado -
clorocinamonitrilo (19a-c) (0.1 mol) y etanol (50 mL). La mezcla se calent6 a reflujo
durante 5 horas. Luego, se enfrid y diluyé con agua-hielo (200 mL). El precipitado
formado se filtré y se recristalizé6 de agua para los productos 21b,c. EI compuesto
21a se purifico por cromatografia de columna, utilizando silica gel como fase
estacionaria y una mezcla de acetato de etilo-hexano (60:40) como fase movil. La
sintesis de 21a-c, se ilustra en la figura 27b.

Figura 27. Representacion del proceso de preparacion de los 5-amino-3-
arilpirazoles (21a-c).
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5.3 OBTENCION DE LOS PRODUCTOS OBJETIVO

5.3.1 Obtencién de las pirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas (59a-I) mediante irradiacion
con microondas.
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EtS

Cantidades equimolares del correspondiente 5-amino-3-arilpirazol 21a-c (0.0015
mol) y el apropiado aroiliminoditiocarbonato de S,S-dietilo 4a-d (0.0015 mol), se
homogenizaron en un vial de vidrio pirex ¢ en un erlenmeyer de 25 mL y se
sometieron a reaccion entre 7-15 minutos, a la maxima potencia de un horno
microondas casero (1400 W). La reaccion se controlé por CCD utilizando como
fase movil una mezcla de Hexano-AcOEt (95:05). El producto de cada reaccion se
purificd por cromatografia de columna de la siguiente manera: primero, se disolvid
a temperatura ambiente en la minima cantidad de THF (3 mL), se adicion¢ silica
gel para formar una pasta, la cual se llevo a la columna cromatografica (figura 28).
La purificacion de cada producto requiri6 una fase movil diferente como se
describe en la tabla 8.

Tabla 8. Fases maviles, empleadas en purificacion de los productos 59a-I por CC.

Compuestos 59 Fase movil. hexano:acetato de etilo V/V
a,b,c,d.f.g,jl 95:05
e 90:10

h 75:25
i 80:20
k 70:30




Figura 28. Representacion del proceso de obtencion de las pirazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinas (59a-1) mediante irradiaciéon con microondas.
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5.4 PRUEBAS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

- Compuestos de control. EI compuesto d4T se adquiri6 comercialmente de
Comparnia SIGMA. El compuesto 4’-Ed4T fue sintetizado en la Universidad de
Kagoshima-Japén, en el Center for Chronic Viral Diseases.*> donde fueron
realizadas las pruebas actividad biolégica. Los pirazolotriazinas evaluadas, se
disolvieron en DMSO a una concentraciéon de 20 mM.

- Células y Virus. La linea celular MT-4 C8166 se mantuvo en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina G, y 100
ug/ml de estreptomicina. Las células empleadas en todos los experimentos se
encontraban en fase logaritmica de crecimiento. El virus VIH-1 (llIB) es una
cadena viral adaptada en el laboratorio y propagada en células MT-4.

- Procedimiento General para el ensayo de citotoxidad (Ensayo MTT). * El
ensayo MTT, es un procedimiento estandar empleado para determinar la
citotoxicidad de potenciales agentes medicinales y otros materiales toxicos.
Consiste en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, un compuesto amarillo) a formazan (un compuesto violeta),
por accion de la enzima succinato-deshidrogenasa mitocondrial, proceso que se
lleva a cabo en la mitocondria de las células vivas empleadas en el ensayo.

El ensayo MTT, permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas (con un compuesto de prueba), midiendo la supervivencia y proliferacion
celular. Por lo tanto, La cantidad de células vivas, es proporcional a la cantidad de
formazan producido, el cual, se determina de la siguiente forma. EIl producto
reducido se disuelve en DMSO (dimetilsulféxido) o en SDS (dodecil sulfato de
sodico), para formar una solucion coloreada, la cual, se lee en un
espectrofotometro, a una determinada longitud de onda (usualmente entre 500 y
600 nm).

Cuando la cantidad de formazan producido por las células tratadas con un
compuesto de prueba, es comparada con la cantidad de formazan producido en
células no tratadas (células de control), la efectividad del agente para causar
muerte celular se puede deducir, a través de la produccién de una curva de dosis-
respuesta.

- Procedimiento General para el ensayo antiviral. La actividad anti-VIH de las
pirazolotriazinas fue determinada por la inhibicién de la citopatogenicidad inducida
por el virus en las células MT4, siguiendo el método MTT. Las células MT4 (1 x
10° células/ml) fueron infectadas con VIH-1 a una multiplicidad de infeccién (MOI)
de 0.02 y fueron cultivadas en la presencia de varias concentraciones de los

¥ Pauwels, R.; Balzarini, J.; Baba, M.; Snoeck, R.; Schols, D.; Herdewijn, P.; Desmyter, J.; De
Clercq, E. J. Virol. Methods. 1988, 20, 309.



compuestos por duplicado (0, 0.16, 0.8, 4, 20 y 100 pyM). Después de 4 dias de
incubacion a 37°C, en atmésfera humeda al 5% de COg, el numero de células
viables (vivas) fue monitoreado por adicion de 20 ul del reactivo MTT (5 mg/ml en
PBS), y luego incubadas a 37°C por 1 h. Las placas fueron leidas en un
espectrofotometro a 595 nm/630 nm (A595/630). La citotoxicidad de los
compuestos fue evaluada en paralelo con la actividad antiviral, basada en la
viabilidad de células mock-infectadas. La concentracion citotoxica que causé la
reduccion de células viables al 50% (CC50) fue calculada de la curva de dosis-
respuesta.



6. CONCLUSIONES

1. La reaccion de ciclacion entre los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo y los
5-amino-3-arilpirazoles usando irradiacion con microondas, condujo a las nuevas
4,7-diaril-2-tioetilpirazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinas y no a sus posibles regioisomeros,
las pirazolotriazinas 2,7-diarilsustituidas 6 las pirazolo[3,4-d]pirimidinas.

2. Se demostro que la irradiacion con microondas es una metodologia eficiente,
practica y facil para la sintesis de los nuevos derivados de las pirazolotriazinas,
porque la interaccion de los materiales de partida se lleva a cabo en pocos
minutos, en un solo paso, con alta regioselectividad y con buenos rendimientos
(58-73%).

3. Se establecié que la maxima potencia del horno microondas doméstico (1400
W) y tiempos de reaccion de 7 a 15 minutos, son las condiciones éptimas de
reaccion para la obtencién de los sistemas pirazolotriazinicos.

4. El analisis espectroscépico permitid establecer que la ruta de ciclacién para la
obtencion de las nuevas pirazolotriazinas inicia con el ataque nucleofilico del
grupo amino en posicion 5 de los 5-amino-3-arilpirazoles sobre el carbono iminico
de los aroiliminoditiocarbonatos de S,S-dietilo, ocasionando la eliminacién de uno
de los grupos tioetilo, en forma de etanotiol, y termina, con la ciclacion
intramolecular entre el grupo amino en posicion 1y el carbono del grupo carbonilo,
eliminando una molécula de agua para dar origen a las nuevas pirazolotriazinas.

5. Con base en los valores de los parametros EC50 y CC50, obtenidos en la
pruebas anti-VIH de ocho pirazolotriazinas, se establecié que estos compuestos
poseen una baja actividad antiviral.

6. Se sintetizaron en total doce compuestos nuevos cuyas propiedades
fisicoquimicas y espectroscépicas se reportaran en un articulo que sera sometido
a publicacion en la revista internacional Tetrahedron Letters.

7. La difraccion de rayos X de tres compuestos de la serie, permitieron corroborar
la estructura asignada a las nuevas pirazolotriazinas y estas propiedades
cristalograficas originaron un manuscrito que fue aceptado para publicacion en la
Revista Internacional Acta Crystallographica, Seccién E.



7. RECOMENDACIONES

- Explorar la sintesis de otras pirazolotriazinas usando la metodologia via
microondas, por interaccion de ditiocarbonatos que contengan un anillo
heterociclico, en lugar de un anillo bencénico 6 grupo arilo con 5-aminopirazoles,

porque estos fragmentos pueden incrementar la bioactividad del sistema
pirazolotriazinico.

DMF
Il _t.ksON j\ NaH )O]\ j\Et
het Cl 2 EtsSH het N=C=S Etl het N SEt
het

- Aplicar este método para obtener otras 1,3,5-triazinas fusionadas a diferentes
anillos heterociclicos, reemplazando los 5-aminopirazoles por otras monoaminas
como la 4-amino-2,3-dihidropirimidina o el 3-amino-4H-1,2,4-triazol.
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- Explorar la sintesis de otros sistemas biciclicos, por reaccion de
aroiliminoditiocarbonatos con orto-diaminas heterociclicas, como el 4,5-
diaminopirazol 6 las 5,6 diaminopirimidinas.
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