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Introduccion y objetivos

Nuestro grupo de investigacion forma parte desde el afio 2007 de la Red de
investigaciones de enfermedades renales (REDINREN, www.redinren.eu),
financiada por el Instituto de Salud Carlos Ill. Nuestro grupo fue seleccionado como
grupo de sintesis quimica para abordar el disefio y desarrollo de nuevas moléculas
bioactivas frente a dianas implicadas en la enfermedad renal. Esta investigacién se
realiza en colaboracion con otros grupos de investigacion basica o clinica de
REDINREN, que desarrollan investigaciones punteras en la identificacion de dichas
dianas o en el estudio de aquellas identificadas como relevantes en el desarrollo de
patologias renales.

Las enfermedades o trastornos que afectan al rifidn constituyen un conjunto
numeroso de patologias (nefropatias) que se engloban genéricamente bajo la
denominacién de enfermedad renal. La aparicion y evolucion de estos trastornos
nefrologicos puede acabar alterando la funcién renal normal y adoptar la forma clinica
de Enfermedad Renal Crénica (ERC) o Fracaso Renal Agudo (FRA). Entre las causas
mas frecuentes que se asocian a la aparicion de estas patologias se encuentran:

e Diabetes mellitus: es la causa mas frecuente de ERC en los paises
desarrollados. Se suele producir afectacién renal a partir de los 10 afios de
evolucion de la diabetes, aunque se manifiesta clinicamente a los 20 afos. Influye
en la evolucion el control de la diabetes y la aparicion de patologias
acompafantes.

e Hipertension arterial: produce una sobrecarga de presion en todo el
sistema vascular. En el rifiébn se produce un engrosamiento de la pared de los
vasos con disminucion de su calibre, dando lugar a isquemia renal y, ademas, se
produce una hiperpresién glomerular que somete a un excesivo trabajo al
glomérulo. El proceso se agrava con la edad.

e Glomerulonefritis: consiste en una afectacién glomerular acompafada
de afectacion vascular e intersticial renal en algunos casos. De origen
inmunolégico, mediada por anticuerpos contra antigenos renales o de depésito de
anticuerpos unidos a antigenos procedentes de otros 6rganos o sistemas.

o Nefritis tubulointersticiales: procesos que afectan de forma
predominante al intersticio -una de las zonas del rifién- con destruccion de tubulos
y vasos, lo cual da lugar a una isquemia y atrofia renal. Las causas son muy
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diversas, aunque predominan las toxicas por abuso de farmacos (sobre todo
analgésicos), que producen dafio tubular y fibrosis intersticial.

e Procesos renales hereditarios: representados en practicamente su
totalidad por la poliquistosis renal. Es un proceso hereditario que se transmite de
forma autosdmica dominante. Se trata de un defecto en la formacién de los
tubulos renales, que degeneran en quistes que crecen progresivamente y
destruyen el parénquima renal sano.

Nuestro grupo ha abordado una investigacion que tiene como objetivo varias
dianas terapéuticas de interés para el plan estratégico de REDInREN:

a) Angiotensina ll/dafio oxidativo.
b) Calpaina (una familia de tiolproteasas).

c) Proteinas que se unen a los &cidos grasos (Fatty acid binding proteins,
FABPs).

d) Fosfatasa 1B (Protein Tyrosine Phosphatase 1B, PTP1B).

Estas dianas estan implicadas en patologias como hipertension, dafio vascular,
diabetes Tipo 2 y obesidad, todas ellas relacionadas con la aparicion de la enfermedad
renal, fundamentalmente bajo la forma de enfermedad renal cronica (ERC), como ya
se ha indicado anteriormente.

El proyecto de Tesis Doctoral presentado en esta memoria, tiene como objetivo a
las calpainas, una familia de enzimas dependientes de calcio que pertenecen al grupo
de las cistein proteasas neutras, también llamadas tiolproteasas. Las calpainas son
responsables de la protedlisis neutra calcio-dependiente, en virtud de un dominio de
unién al calcio. La regulaciéon de esta enzima estda implicada en numerosas
enfermedades; mas concretamente algunas de sus isoformas, las calpainas 10 y 5,
han adquirido gran interés por su posible implicacién en la aparicion de la diabetes
mellitus Tipo 2 y sindrome metabdlico, respectivamente. De ahi la importancia del
desarrollo de inhibidores de calpaina para el posible tratamiento de estas
enfermedades, en las que la calpaina juega un papel relevante.
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A lo largo de estos afios se han descrito un gran nimero de inhibidores de
calpainas, tanto reversibles como irreversibles, de caracter peptidico (o péptido
miméticos) o no peptidico. Aunque se ha llegado a conseguir compuestos con
potentes actividades inhibitorias, existen diversas limitaciones que restringen su uso
en terapéutica, entre las que cabe destacar su falta de selectividad frente a calpaina,
relativa a otras tiolproteasas y un perfil famacocinético poco adecuado (mala
absorcion, baja solubilidad en agua, inestabilidad quimica... etc.)

Dentro de este contexto, esta Tesis tiene como objetivo principal la sintesis y
evaluacibn de la actividad biolégica de nuevos inhibidores de calpaina. El
planteamiento inicial para lograr este objetivo se centraba en la sintesis de hibridos
péptido-heterociclo, como los representados en la Figura 1.1 en los que el sistema
heterociclico esta constituido por distintos derivados del sistema de azolopirimidina
cuya sintesis se habia llevado a cabo anteriormente en nuestro grupo.

Figura 1.1

En el curso de la sintesis de estos sistemas se produjo una reaccion inesperada
gue produjo la apertura del sistema de pirrolopirimidina generando los derivados de
azaindol representado en el Esquema 1.1. El derivado 14a (R= CH,CH,OMe) mostr6
poseer una importante actividad como inhibidor de calpaina y fue considerado como
cabeza de serie (hit) para llevar a cabo sobre él un estudio de relacion estructura-
actividad (SAR) y obtener un candidato (lead) con actividad mejorada.
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2a X: N 13 X: N
3 X:C 15 X: CH

Esquema 1.1

La memoria de esta tesis detalla la sintesis de un importante nimero de
anélogos obtenidos al introducir diversidad estructural en los tres dominios detallados
en la Figura 1.2 para el cabeza de serie. Asimismo, incluye estudios bésicos de
modelado molecular sobre 14a, estudios estructurales y de rayos X para la
caracterizacion de los compuestos obtenidos, propuestas de mecanismos de
formacion y la evaluacién biolégica de todos los compuestos sintetizados como

inhibidores de calpaina.

Dominio 2

Z = H, N-alquil, N-aril, N-bencil, N-heteroaril

Dominio 1 e

@ ﬂ Dominio 3
S O

R = H, alquil, aril, bencil, heteroaril

Figura 1.2
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2.1. CALPAINAS
2.1.1. Introduccioén

La historia de las calpainas se remonta a mediados de los afios 60, cuando
Guroff' describe por primera vez una proteasa neutra dependiente de calcio en una
fraccion soluble del cerebro de rata, que finalmente fue purificada a homogeneidad
como una enzima por Ishiura y col. en 1978.2 Esta proteasa se denominé ‘calpaina’.®
Este nombre deriva de sus similitudes con dos proteinas conocidas en ese momento:
la calmodulina, que es la proteina reguladora en la transduccién de la sefial de calcio

en la célula, y la papaina, una cistein proteasa presente en la papaya.

Las calpainas constituyen una familia de enzimas dependientes de calcio para
su actividad. Pertenecen al grupo de las cistein proteasas neutras e incluyen una gran
variedad de isoformas, las cuales, pueden expresarse de forma ubicua como la m-
calpaina, p-calpaina, calpaina 4, calpaina 5... etc o en tejidos especificos como en el
musculo (calpaina 3), en el estémago (calpaina 8), en la retina... etc.*

Las calpainas estan involucradas en una gran variedad de procesos celulares
regulados por calcio, tales como la modulacion de la sefial de transduccién de
proteinas, proliferacion celular y diferenciacién, apoptosis, activacion de plaquetas,
fusion de membranas...etc.*®> Aunque hasta hace poco las calpainas eran
consideradas enzimas citoplasmaticas, estudios recientes han demostrado que
alguna de las isoformas se pueden encontrar en las mitocondrias® ( m-calpaina, p-
calpaina y la calpaina 10), por lo que se le atribuye un papel muy importante en
procesos de necrosis y apoptosis celular, como ya se ha indicado anteriormente.

! Guroff, G. J. Biol.Chem. 1964, 239, 149-155

2 Ishiura, S; Murofushi, H; Suzuki, K; Imahori, K. J. Biochem. 1978, 84, 225-230.

% Murachi, T.; Tanaka, K.; Hatanaka, M.; Murakami, T. Advances in Enzyme Regulation 1981, 407-424.

* Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.

5 Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.

6 Kar, P; Samanta, K; Shaikh, S; Chowdhury, A; Chakraborti, T; Chakraborti, S. Arch. Biochem.
Biophys. 2010, 495, 1-7.
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La participacion de las calpainas en esta gran variedad de funciones fisiolégicas,
determina el relevante papel que parecen jugar en distintas enfermedades
humanas,**"®° como desérdenes neuroldgicos, isquemia, cancer, distrofia muscular,
Parkinson, cataratas y diabetes, entre otras.

2.1.2. Generalidades: Estructuray clasificacién

Los miembros de las calpainas humanas se caracterizan por poseer como
elemento estructural y funcional un dominio™® proteolitico: el dominio Il, que posee una
triada catalitica (Cys-His-Arg, en la mayor parte de los casos). La localizacion de estos
aminoéacidos determina que, en presencia de Ca®*, se conforme un ‘bolsillo catalitico
activo’.

Debido al descubrimiento de nuevas proteinas de esta familia, no existe una
clasificacion claramente definida. Hasta el momento se han dividido en dos grupos
diferentes’*! segin la estructura de la proteina y la presencia o ausencia de
subunidades reguladoras independientes.

Calpainas tipicas o clasicas: (1-3, 8, 9, 11, 12 y 14) todas ellas estan
constituidas por una unidad formada por cuatro dominios (I-1V) que puede o no, estar
asociada a otra subunidad pequefia constituida por los dominios V y VI. Las calpainas
tipicas se caracterizan por poseer cinco manos-EF'° en los dominios IV y VI.

Calpainas atipicas: (5-7, 10, 13 y 15) los miembros de esta subfamilia resultan
bastante dispares poseyendo, al igual que en las calpainas tipicas, un dominio Il pero
carecen de manos-EF y frecuentemente poseen otros dominios funcionales.

“Goll, D. E; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.

° Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.

! Saez, M. E.; Ramirez-Lorca, R; Moron, F. J.; Ruiz, A. Drug Discov.Today 2006, 11, 917-923.

8 Branca, D. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004, 322, 1098-1104.

o Huang, Y.; Wang, K. K. W. Trends Mol. Med. 2001, 7, 355-362.

1 bominio: segmento proteico que forma una unidad compacta, estructuralmente independiente, el cual
posee una funcion especifica (por ejemplo la unién a un ién o molécula pequefia).

Manos-EF: es un dominio estructural de proteinas del tipo hélice-bucle-hélice, que se encuentra en un
gran numero de proteinas que se unen al calcio. Consta de dos hélices a (hélice E y hélice F) unidas por
una region corta de aproximadamente doce aminoacidos, formando la zona de union al ca®. El motivo
toma su nombre de la nomenclatura tradicional de proteinas. Las manor-EF aparecen también en cada
dominio estructural de la calmodulina. Mckee T.; Mckee J.R. Bioquimica, McGraw Hill Interamericana,
2003, 32 Ed,133-134.

" Nemova, N. N.; Lysenko, L. A.; Kantserova, N. P. Ontogenez 2010, 41, 381-389.
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En la Tabla 2.1 se muestra un resumen de las calpainas encontradas hasta el
momento, su ubicacion en humanos, las estructuras cristalinas publicadas en su caso
y su clasificacion.

Tabla 2.1. La familia de calpainas.

Calpainas Ubicacién isr?gtj;ﬁ%;a Tipical/Atipica
Calpaina 1 Ubicua (:Da;giit?(i:% Tipica
Calpaina 2 Ubicua Completa Tipica
Calpaina 3 Musculo, retina - Tipica
Calpaina 4 Ubicua Dominio VI Atipica
Calpaina 5 Ubicua - Atipica
Calpaina 6 Placenta - Atipica
Calpaina 7 Ubicua - Atipica
Calpaina 8 Estébmago - Tipica
Calpaina 9 Tracto digestivo c%?griit?é% Tipica
Calpaina 10 teji dlébeiggzgiﬁco - Atipica
Calpaina 11 Testiculos - Tipica
Calpaina 12 Ubicua - Tipica
Calpaina 13 Tesglﬁgons y - Atipica
Calpaina 14 Ubicua - Tipica
Calpaina 15 Ubicua Dominio VI Atipica
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En la Figura 2.1 se muestra un esquema resumen de la estructura de todas las
calpainas que hasta el momento se conocen en humanos.

Calpainas tipicas

Gen que codifica

CAPN1 o e w1
CAPN2 ey o {ITIMUD
CAPN3 ({7 [ is T s TV

CAPN8 ’ -_Illllmlll
CAPNS C o (]I
CAPN11 O e o (ML
CAPN12 - —— -

CAPN14 [ MK
oarnst (v [JO¥I0caense (v [JOCRAOD

Calpainas atipicas

S G s oo N
cAPNts ([T soLH 0
(s s ST O 98
CAPN6 I 10
CAPN10 g - C 10

Drug Discovery Today

l

Figura 2.1. Estructura de las diferentes calpainas (adaptada de ref.7).

" Saez, M. E.; Ramirez-Lorca, R; Moron, F. J.; Ruiz, A. Drug Discov.Today 2006, 11, 917-923.
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2.1.3. Estructura de las calpainas

Los miembros mas conocidos de la familia de las calpainas son las calpainas
clasicas p-calpaina o calpaina 1 y la m-calpaina o calpaina 2. Los prefijos p- y m-,
derivan de las concentraciones de ion Ca?* requeridas para su activacién (=5 uM y =
0.3-0.5 mM respectivamente).*** Ambas son heterodimeros compuestos por una
subunidad grande de 80 KDa asociada a una subunidad pequefia de 30 KDa. A su vez
la subunidad grande est4 compuesta por cuatro dominios (I-1V) y la pequefia por dos
(V y VI) (Figura 2.2)."* Como ya se ha comentado anteriormente, el dominio II
contiene la triada catalitica Cys-His-Arg y es el dominio proteolitico, mientras que los
dominios IV y VI contienen las cinco manos-EF por donde puede unirse a Ca**.

%—I rI‘ II I III ,I v i
EF-Hand
Structures
Large
Subunit

(uCL, mCL, WwmCL)

Small Subunit (30K)

Figura 2.2. Estructura de las subunidades grande y pequefias de la p- y m-calpainas
(tomado de ref.13)

Aunque las subunidades de 80 KDa de la py- y la m-calpaina son diferentes
comparten entre un 55-65% de la secuencia de amino4cidos. Estructuras
cristalograficas recientes de la m-calpaina muestran en realidad la presencia, no de
cuatro sino de seis dominios****® en la subunidad grande, aunque dos de estos
dominios contienen sélo 17 y 18 aminoacidos, por lo que no son considerados como
dominios tipicos, en la terminologia normalmente usada.

4 Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.

12 Friedrich, Peter. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004, 323, 1131-1133.

18 Ono, Y; Sorimachi, H; Suzuki, K. Biochem. Biophys. Res. Commu. 1998, 245, 289-294.

14 Strobl, S; Fernandez-Catalan, C; Braun, Marianne; Huber, R; Masumoto, H; Nakagawa, K; Irie, A;
Sorimachi, H; Bourenkow, G; Bartunik, H. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000, 97, 588-592.

5 Hosfield, C. M.; Elce, J. S.; Davies, P. L.; Jia, Z. EMBO J. 1999, 18, 6880-6889.




Antecedentes

Domain
{2 111

Domain VI Ry -

Domain IV

Figura 2.3. Estructura cristalina de la m-calpaina en ausencia de ca* (tomado de ref.16).

Mientras que la estructura cristalografica de m-calpaina esta perfectamente
descrita,*’ (Figura 2.3) no ocurre lo mismo con la p-calpaina, existiendo Gnicamente la
estructura cristalografica descrita para el dominio catalitico (ver tabla Tabla 2.1). Sin
embargo, si se conoce la secuencia de aminoacidos que forman los dominios de
ambas calpainas, exponiéndose a continuacién sus caracteristicas mas relevantes.

e Dominio I: es el dominio -NH, terminal. Hasta el momento no se conoce
ningln otro polipéptido con una secuencia similar. Coincide con el
dominio | de otras especies entre 72-86%.

16 Suzuki, K; Hata, S; Kawabata, Y; Sorimachi, H. Diabetes 2004, 53, S12-S18.
o Reverter, D; Sorimachi, H; Bode, W. Trends Cardiovasc. Med. 2001, 11, 222-229.

14



Antecedentes

o Dominio Il: este dominio contiene la triada catalitica caracteristica de las
cistein proteasas como la papaina o la captesinas B, L, o S. Esta
constituido por dos subdominios: subdominio Ila y subdominio Ilb. Es de
sefialar que mientras la Cys-105 que constituye parte de la triada
catalitica, se encuentra en el subdominio lla, His-262 y Asn-286, la parte
restante de la triada catalitica, se encuentra en el subdominio llb en la
estructura cristalografica de m-calpaina. De acuerdo con los datos
cristalograficos existe una separacion entre los dos subdominios de 1.05
nm. Sin embargo, la unién con Ca** induce una alteracién conformacional
del tamano total de la molécula, reduciéndose la distancia entre los
residuos de la triada hasta 0.37 nm lo que va a proporcionar una
interaccion efectiva.

e Dominio lll: para este dominio tampoco se conoce, hasta el momento,
una secuencia similar en otro polipéptido. Ademas de estar unido al
dominio catalitico (dominio Il) y al dominio responsable de la unién con el
Ca?* (dominio 1V), puede estar implicado en la unién con fosfolipidos®® y
en la regulacién de la actividad de la calpaina debido a su participacion
en interacciones electrostaticas,™ que resultan criticas en estos casos.

e Dominio IV: al igual que el dominio VI, la secuencia de este dominio es
homologa a la de la calmodulina conteniendo cinco grupos de manos-EF.
Todos los grupos de manos-EF presentes en este dominio pueden unirse
al Ca**, salvo la quinta, que constituye el extremo -COOH terminal y que
esta involucrada en la dimerizacién con la subunidad pequefia de 30
KDa.

En cuanto a la subunidad de 30 KDa, es idéntica en la p- y en la m-calpaina. El
dominio V, que es la regién -NH, terminal de la subunidad, es rico en glicina y se
considera un dominio hidréfobo al que se pueden unir fosfolipidos. Este dominio nunca
se ha podido caracterizar en una estructura cristalina.**°

® Tompa, P; Emori, Y; Sorimachi, H; Suzuki, K; Friedrich, P. Biochem. Biophys. Res.

Commun. 2001, 280, 1333-1339.

% strobl, S; Fernandez-Catalan, C; Braun, Marianne; Huber, R; Masumoto, H; Nakagawa, K; Irie, A;
Sorimachi, H; Bourenkow, G; Bartunik, H. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000, 97, 588-592.

“Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.

8 Suzuki, K; Hata, S; Kawabata, Y; Sorimachi, H. Diabetes 2004, 53, S12-S18.
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El dominio VI, que constituye el extremo -COOH terminal de la subunidad, es
considerado como un dominio semejante a la calmodulina. Aunque los estudios
iniciales sugerian la presencia de cuatro manos-EF (como en la calmodulina), sin
embargo la posterior estructura cristalina reveld la presencia de cinco manos-EF.*

Con respecto a las otras calpainas, como ya hemos dicho anteriormente, las
calpainas 3, 8, 9, 11 y 12"® poseen los cuatro dominios encontrados en las calpainas
1y 2y por eso son llamadas calpainas tipicas. Las calpainas 1, 2 y 9 son las mas
parecidas entre si e interaccionan con la subunidad de 30 KDa para conseguir su
conformacion funcional. Sin embargo, las calpainas 3, 8, 11 y 12 aparentemente no
interaccionan con ninguna subunidad de 30 KDa a pesar de poseer un dominio IV
importante en la asociacion con la subunidad de 30 KDa, semejante a los de las
calpainas 1,2y 9.°

Las calpainas 5, 6, 7, 10, 13y 15,”® se denominan calpainas atipicas. En ellas
ciertos dominios han sido, bien suprimidos o bien reemplazados por otros. Todas ellas
carecen del dominio IV, con sus grupos de manos-EF por lo que no pueden formar
dimeros con la subunidad de 30 KDa.

Las calpainas 7 y 15 son los términos méas divergentes de la familia y su
homologia con las calpainas clasicas esta restringida al dominio Il. La calpaina 7 se
caracteriza por un dominio -NH, grande y un dominio -COOH terminal, que reemplaza
a los dominios Ill y IV de las calpainas clasicas, muy diferentes a los demas términos
de la serie, y denominado Pal B-homélogo (PBH). Su nombre alude a la semejanza
con una proteasa caracterizada en el género Aspergillus y que se denomina
Aspergillus nidulans Pal B proteasa.™

La calpaina 15, a menudo denominada SOL H* (Small optic lobe homology) por
semejanza a la secuencia peptidica encontrada en una proteina codificada por el gen
de Drosophila melanogaster ‘small optic lobes’, se caracteriza por poseer la secuencia

SOL y en el extremo -COOH terminal motivos de ‘dedo de cinc’.*®

4 Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.

" Saez, M. E.; Ramirez-Lorca, R; Moron, F. J.; Ruiz, A. Drug Discov. Today 2006, 11, 917-923.

'® Suzuki, K; Hata, S; Kawabata, Y; Sorimachi, H. Diabetes 2004, 53, S12-S18.

5 Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.

18 Franz, T; Vingron, M; Boehm, T; Dear, T. N. Mamm Genome. 1999, 10, 318-321.

20 Kamei, M; Webb, G. C.; Young, I. G.; Campbell, H. D. Genomics 1998, 51, 197-206.

 Dedo de cinc: es un dominio estructural de proteinas que se encuentra habitualmente en proteinas que
interaccionan con el ADN. Los residuos de Cys que poseen estos motivos proporcionan los lugares de
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Las calpainas 5, 6 y 10, poseen ademas del dominio II, el dominio Ill semejante
a las calpainas tipicas, pero éste se encuentra unido a un dominio T,** una secuencia
peptidica semejante a la encontrada en la proteina del nematodo Caernorhabditis
elegans TRA-3. De las calpainas atipicas, quizas la calpaina 10 sea la mas estudiada,
demostrandose por Weedon y col.?? la asociacion de la calpaina 10 con la diabetes
mellitus tipo 2.

En la Figura 2.1 (pag. 12) se mostraba un esquema resumen de las calpainas
gue hasta el momento se conocen en humanos.

2.1.4. Mecanismo de activacion y de regulacién de la calpaina*>***

Habitualmente la calpaina se encuentra en el citosol como una enzima inactiva,
gue se desplaza hacia la membrana en respuesta a un incremento de los niveles de
Ca’" celulares. En la membrana, la calpaina se activa en presencia de Ca®" vy
fosfolipidos. Durante la activacion se produce la hidrélisis autocatalitica del dominio | y
como consecuencia, las subunidades de 80 y 30 KDa*® se disocian. Una vez que la
calpaina estéa en la forma activada hidroliza los sustratos proteicos en la membrana, o
bien en el citosol, después de abandonar la membrana.

En ausencia de Ca*, los subdominios que constituyen el dominio catalitico lla y
IIb, se encuentran separados debidos a restricciones conformacionales impuestas por
los aminoéacidos que conforman la proteina. La presencia de Ca®" induce cambios
estructurales y facilita la formacién de un sitio catalitico y funcional.**** Recientes
estructuras de Rayos X han revelado que la unién al Ca®* provoca un mecanismo de
activacion a nivel molecular.®* Para la m-calpaina se pueden encontrar al menos tres
sitios de union al Ca* diferentes: a los dominios tipo calmodulina (IV y VI), a un bucle
acido presente en el dominio Il y al dominio proteolitico (dominio II).

union de los dedos de cinc. Mckee, T.; Mckee, J.R. Bioquimica, McGraw Hill Interamericana, 2003, 32
Ed,133-134.

A Dear, N; Matena, K; Vingron, M; Boehm, T. Genomics 1997, 45, 175-184.

22 \Wweedon, M.N. et al. Am. J. Hum. Genet. 2003, 73, 1208-1212.

*Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.

5 Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.

il Nemova, N. N.; Lysenko, L. A.; Kantserova, N. P. Ontogenez 2010, 41, 381-389.

® Suzuki, K; Hata, S; Kawabata, Y; Sorimachi, H. Diabetes 2004, 53, S12-S18.

= Suzuki, K; Sorimachi, H; Yoshizawa, T; Kinbara, K; Ishiura, S. Biol. Chem. 1995, 376, 523-529.
2 Moldoveanu, T; Hosfield, C. M.; Lim, D; Elce, J. S.; Jia, Z; Davies, P. L. Cell 2002, 108, 649-660.
= Nakagawa, K; Masumoto, H; Sorimachi, H; Suzuki, K. J. Biochem. 2001, 130, 605-611.
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El mecanismo propuesto para la regulacion de la actividad de la m-calpaina
comprende dos etapas.’*®* La primera es la liberacion de las restricciones
conformacionales impuestas por las interacciones de los dominios. La union del Ca** a
los dominios IV, VI y Ill, rompe la unién del dominio | con VI 'y del dominio Il con Il lo
que conlleva una disociacién de la subunidad de 30 de la de 80 KDa. La segunda
etapa consiste en una reorganizacion del sitio activo en el dominio Il como
consecuencia de la unién de dos atomos de Ca?* al mismo (uno al subdominio lla y
otro al llb).

Este mecanismo de activacion en dos etapas se considera un mecanismo
general de activacion aplicable a las calpainas que no interaccionan con la subunidad
de 30 KDa o a las calpainas atipicas, debido a que en todos los casos el dominio
proteolitico estd siempre constituido por los subdominio lla y llb y los residuos que
interaccionan con las dos unidades de Ca* en lla y Ilb se conservan en todas las
calpainas. En el caso de las calpainas no asociadas con subunidad pequefia de 30
KDa o en aquellas que carecen de dominios Il o IV, la primera etapa de activacion
puede ser obviada y se activan mediante la segunda etapa.

Figura 2.4. Activacion de la calpaina.

En la Figura 2.4 se encuentra representado un esquema del mecanismo de
activacion de la calpaina. En éste, tras la activacion de la calpaina por Ca* y
fosfolipidos, se produce un acercamiento de los dos subdominios lla y llb,
produciéndose la disociacion de la subunidad de 30 KDa de la de 80 KDa.

2 Moldoveanu, T; Hosfield, C. M.; Lim, D; Elce, J. S.; Jia, Z; Davies, P. L. Cell 2002, 108, 649-660.
% Nakagawa, K; Masumoto, H; Sorimachi, H; Suzuki, K. J. Biochem. 2001, 130, 605-611.
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La actividad de la calpaina esta regulada principalmente por la presencia de
Ca?*, tanto temporal como espacialmente, pero se ha visto que la fosforilacién de la
calpaina puede ser otro mecanismo importante para la regulacion de su actividad. Asi,
Glading y col.?**" han demostrado que factores del crecimiento tales como Epidermal
growth factor (EGF) son capaces de activar a la calpaina 2 mediante la fosforilacion
mediada por la kinasa Extracelular signal-regulated kinase (ERN) tanto in vivo como in
vitro y que esa activacion puede ocurrir incluso en ausencia de un flujo de calcio en el
citosol. Por otro lado la fosforilacion de la calpaina en Ser-369 del dominio Il por la
proteina kinasa A, restringe el movimiento del dominio y ‘congela’ a la calpaina en su
estado inactivo.?®

La union de calpaina a moléculas tanto exdégenas como enddgenas, de
estructura proteica o0 no, puede regular también su actividad proteolitica. Asi,
isovalerocarnitina (IVC), un producto que proviene del metabolismo de L-leucina, es un
potente activador de calpaina 2. La activacion por parte de IVC tiene un efecto doble:
por un lado incrementa la afinidad de calpaina por Ca** y por otro incrementa la Viax
respecto a los valores observados,”® trabajando la enzima en una disolucion
saturada de Ca®".

La proteina acil-co A-protein (Acyl-CoA protein) es un homodimero que ejerce
multidud de funciones. También es un potente activador de calpainas, disminuyendo la
concentracion de Ca** requerida para la activacion de la m-calpaina.®

La calpastatina, el inhibidor endégeno natural de la calpaina, también esta
implicada en su regulacién. Los cuatro dominios inhibidores de la calpastatina pueden
inhibir cuatro moléculas de calpaina al mismo tiempo. Por otra parte la modulacion del
balance de los niveles de calpaina relacionados con la calpastatina puede también
regular su actividad. La degradacién de la calpastatina mediada por la calpaina esta
relacionada con la activacion de la misma in vivo.**

% Glading, A; Lauffenburger, D. A.; Wells, A. Trends Cell Biol. 2002, 12, 46-54.

z Glading, A.; Bodnar, R. J.; Reynolds, I. J.; Shiraha, H.; Satish, L.; Potter, D. A.; Blair, H. C.; Wells, A. Mol. Cell. Biol.
2004, 24, 2499-2512.

8 Shiraha, H; Glading, A; Chou, J; Jia, Z; Wells, A. Mol. Cell. Biol. 2002, 22, 2716-2727.

% pontremoli, S.; Melloni, E.; Michetti, M.; Sparatore, B.; Salamino, F.; Siliprandi, N.; Horecker, B. L. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 1987, 148, 1189-1195.

% pontremoli, S.; Melloni, E.; Viotti, P. L.; Michetti, M.; Di Lisa, F.; Siliprandi, N. Biochem. Biophys. Res. Commun.
1990, 167, 373-380.

%1 Melloni, E; Averna, M; Salamino, F; Sparatore, B; Minafra, R; Pontremoli, S. J. Biol. Chem. 2000, 275, 82-86.

% sorimachi, Y; Harada, K; Saido, T; Ono, T;Kawashima, S; Yoshida, K. J. Biochem. 1997, 122, 743-748.
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En la Figura 2.5 se muestra el mecanismo de regulacién de la calpaina que se
ha detallado anteriormente en este apartado.

Ca® EGF

3 - C. calpastatin /
.IP*N“_ ~ degradation /
) ’
| ’
enhanced calpain £
activity Ca?*

7’

ERK/MAPK
ACTIVATION

Co-activators?

Integrin

phospholipids

= (alpain activation

—— Calpain inhibition

Figura 2.5. Mecanismo de regulaciéon de la calpaina (tomado de la ref.5).

2.1.5. Funcion fisiol6gica de la calpaina®

Aunque la funcién fisiolégica de la calpaina no esta totalmente establecida, la
identificacibn de substratos fisioldgicos junto con estudios moleculares vy
farmacologicos han proporcionado ciertos indicios de la funcién celular de la calpaina.

Se ha identificado un gran grupo de proteinas diferentes como substratos de
calpaina. Entre ellas podemos encontrar proteinas citoesqueléticas, receptores de
membrana, kinasas y factores de transcripcion. Un rasgo caracteristico de las

% Blomgren, K; Hallin, U; Andersson, A; Puka-Sundvall, M; Bahr, B. A.; McRae, A; Saido, T. C.;
Kawashima, S; Hagberg, H. J. Biol. Chem. 1999, 274, 14046-14052.
° Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.
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calpainas es que actian preferentemente mediante una escision proteolitica de ciertos
substratos en fragmentos estables mas que por digestion completa de proteinas. Asi,
por ejemplo, en diferentes estadios de enfermedad tales como la arterosclorosis, se
observa la aparicion de fragmentos de colageno degradado. Estos fragmentos de
colageno degradado, a su vez, promueven el rapido desensamblaje de adhesiones
focales del musculo liso, o que se correlaciona con la protedlisis, por parte de
calpainas 1y 2 de una kinasa denominada pp125FAK.** En moléculas de sefializacion
pueden generar fragmentos negativos dominantes * o proteinas activas con funciones
definidas, ademéas pueden alterar la distribucion de proteinas®®®’ y aumentar la
estabilidad de substratos por la eliminacion de aquellas regiones que dirigen la
proteina hacia la destruccién en otros pasos proteoliticos.*

Cabe destacar la influencia de la actividad de la calpaina en importantes
procesos fisiolégicos tales como: activacion de plaquetas (en la agregacion y en la
disgregacion del coagulo),* en la migracién y la proliferacién celular, en la apoptosis®
(cuyo papel especifico dependera del tipo de célula y de la naturaleza del estimulo
apoptotico) y en la transduccion de la sefial.*®

% Cooray, P,; Yuan, Y.; Schoenwaelder ,S.M.; Mitchell, C.A.; Salem, H.H.;Jackson, S.P. Biochem. J.
1996, 318, 41-47.

% Kulkarni, S; Goll, D. E.; Fox, Joan E. B. J. Biol. Chem. 2002, 277, 24435-24441.

36 Carragher, N. O.; Levkau, B; Ross, R; Raines, E. W. J. Cell. Biol. 1999, 147, 619-629.

3 a) Frangioni, John V.; Oda, Atsushi; Smith, Marianne; Salzman, Edwin W.; Neel, Benjamin G. EMBO
J. 1993, 12, 4843-4856. b) Cooray, P; Yuan, Y; Schoenwaelder, S. M.; Mitchell, C. A.; Salem, H. H,;
Jackson, S. P. Biochem. J. 1996, 318, 41-47. c) Oda, A; Druker, B. J.; Ariyoshi, H; Smith, M; Salzman, E.
E. J. Biol. Chem. 1993, 268, 12603-12608.

38 Welm, A. L.; Timchenko, N. A.; Ono, Y; Sorimachi, H; Radomska, H. S.; Tenen, D. G.; Lekstrom-Himes,
J; Darlington, G. J. J. Biol. Chem. 2002, 277, 33848-33856.

%9 a) Kuchay, S. M.; Chishti, A. H. Curr. Opinion in Hematology 2007, 14, 249-254. b) Brown, C. S.; Dean,
W. L. Platelets 2007, 18, 207-211. c) Bachelot-Loza, C.; Badol, P.; Brohard-Bohn, B.; Fraiz, N.; Cano, E.;
Rendu, F. British Journal of Hematology 2006, 133, 419-426. d) Rutledge, T. W.; Whiteheart, S. W. J.
Biol. Chem. 2002, 277, 37009-37015. e) Gilligan, D. M.; Sarid, R.; Weese, J. Blood 2002, 99, 2418-2426.
a0 a) Crespo-Biel, N.; Canudas, A. M.; Camins, A.; Pallas, M. Apoptosis 2010, 73-86. b) Ciarimboli, G. Am.
J. Phys. 2007, 293, C837-C838. c) Raynaud, F.; Marcilhac, A. FEBS J. 2006, 273, 3437-3443. d) Wang,
Y.; Gu, Z.; Qin, Z. Neurosci. Bull. 2005, 21, 224-229. e) Sedarous, M.; Keramaris, E.; O'Hare, M.; Melloni,
E.; Slack, R. S.; Elce, J. S.; Greer, P. A.; Park, D. S. J. Biol. Chem. 2003, 278, 26031-26038. f) Mathiasen,
I. S.; Sergeev, |.N.; Bastholm, L.; Elling, F.; Norman, A. W.; Jaattela, M. J. Biol Chem. 2002, 277, 30738-
30745. g) McCollum, A. T.; Nasr, P.; Estus, S. J. Neurochem. 2002, 82, 1208-1220. h) Mandic, A
Viktorsson, K.; Strandberg, L.; Heiden, T.; Hansson, J.; Linder, S.; Shoshan, M. C. Mol. Cell.
Biol. 2002, 22, 3003-3013.

4 Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.

5 Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.
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2.1.6. Implicacion de la calpaina en enfermedades humanas

La actividad de la calpaina esta implicada en distintas patologias en humanos.
Muchos estudios recientes indican que existe una relacién entre calpaina y cancer.
Estudios iniciales ya demostraron que la actividad calpaina esta significativamente
aumentada en el cancer de los tejidos del pecho, en comparacion con los tejidos de un
pecho sano. Se ha encontrado que la afinidad de la calpaina esta incrementada en
tumores que poseen una sobreexpresion de receptores de estrogeno (ER positivo, los
receptores de estrogeno ER estan sobrexpresados en aproximadamente el 70% de los
canceres de pecho), con respecto a los tumores ER negativos. Asi, el tratamiento de
células cancerosas de pecho con el inhibidor de calpaina calpeptina, inhibe el
crecimiento de las células cancerosas ER positivas pero no tiene ningun efecto sobre
el crecimiento de células cancerosas ER negativas.®

La activacion de calpainas se ha identificado como un elemento comdn en una
gran variedad de desoérdenes neuroldgicos. Se cree que las calpainas ‘clasicas’
intervienen en los eventos moleculares que desembocan en la ‘hiperfosforilacién de
tau,"* que es la proteina principal encontrada en el cerebro del los enfermos de
Alzheimer.*

Otro desorden neurolégico asociado a la actividad de la calpaina es la
enfermedad de Huntington. Las calpainas, aunque también el proteosomas y
caspasas, han demostrado que pueden escindir a la proteina HTT (Huntington protein,
una proteina no enteramente conocida que juega un papel importante en las células
nerviosas) por multitud de lugares, generando fragmentos proteicos toxicos, lo que
finalmente conllevan una pérdida neuronal.*®

° Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.

4 Hoy en dia el Unico diagndstico que permite confirmar que un paciente presenta definitivamente la
enfermedad de Alzheimer es el diagndstico neuropatoldgico post-morten que evidencia la presencia de
placas neuriticas y ovillos neurofibrilares en determinadas &areas del cerebro. Estos ovillos o
acumulaciones neurofibrilares estan formadas intraneuronalmente a partir de diversas proteinas, entre
las que se encuentra la proteina tau en su forma hiperfosforilada. Flérez, J. Farmacologia Humana.
Elsevier Masson, 2008, 52 edicion, 691.

42 a) Garg, S.; Timm, T.; Mandelkow, E.; Mandelkow, E.; Wang, Y. Neurobiology of Aging 2011, 32, 1-14.
b) Zhang, J.; Peng, C.; Shi, H.; Wang, S.; Wang, Q.; Wang, J. Journal of Alzheimer's
Disease 2009, 16, 39-47. c) Higuchi, M.; lwata, N.; Saido, T. C. Biochim. Biophys. Acta 2005, 1751, 60-67.
a3 a) Southwell, A. L.; Bugg, C. W.; Kaltenbach, L. S.; Dunn, D.; Butland, S.; Weiss, A.; Paganetti, P.; Lo,
D. C.; Patterson, P. H. PLoS One. 2011, 6,e16676. b) Wang, Y.; Gu, Z.; Qin, Z. Neurosci.
Bull. 2005, 21, 224-229. c¢) Gafni, J.; Ellerby, L. M. J. Neurosci. 2002, 22, 4842-4849.
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En la enfermedad de Parkinson,” se ha observado que la a-sinucleina® (una
proteina que constituye el mayor componente de las inclusiones fibrilares neuronales
denominadas Cuerpos de Lewy y que son estructuras eosinofilicas localizadas en el
citoplasma de la neurona de los enfermos de Parkinson) son también substratos
tipicos de calpainas. Ademas se ha observado una sobreexpresion de la m-calpaina
en el cerebro de enfermos de Parkinson.*® El papel de la actividad de la calpaina en
enfermedades desmelinizantes esta relacionado con la protedlisis de mielina y otras
proteinas citoesqueléticas. Estos mecanismos proteoliticos son mecanismos
importantes en la patologia de enfermedades del cerebro y médula espinal.*’

Se ha detectado una disminucién de la actividad calpaina en las enfermedades
de distrofia muscular de Duchenne y Becker, dos enfermedades musculares
relacionadas con la ausencia de distrofina (una proteina citoplasmatica que es parte
importante de complejo proteico que conecta el citoesqueleto de una fibra muscular
con la matriz extracelular, a través de la membrana celular).*

En cuanto a otras patologias no neuronales en las que intervienen calpainas
clasicas, por ejemplo, la accion proteolitica de la calpaina 2 en las proteinas del lente
cristalino produce cataratas en humanos. Aunque se ha logrado identificar en el
cristalino humano varios tipos de calpainas como la calpaina 10, parece ser que la
falta de regulacién de la calpaina 2 es la causa principal del aumento de la opacidad
en las estructuras oculares. Como se ha sefalado, en distintos tipos de cancer de
pecho, ovarios, prostata, piel o de célon se ha observado una alteracion de la actividad
de la calpaina, en especial de las calpainas 1y 2.

* a) Samantaray, S.; Ray, S. K.; Banik, N. L. Drug Targets 2008, 7, 305-312. b) Alvira, D.; Ferrer, 1.;
Gutierrez-Cuesta, J.; Garcia-Castro, B.; Pallas, M.; Camins, A. Parkinsonism & related
disorders 2008, 14, 309-313.

5 Dufty, B. M.; Warner, L. R.; Hou, S. T.; Jiang, S. X.; Gomez-Isla, T.; Leenhouts, K. M.; Oxford, J. T.;
Feany, M. B.; Masliah, E.; Rohn, T. T. American Journal of Pathology 2007, 170, 1725-1738.

5 Mouatt-Prigent, A.; Karlsson, J. O.; Agid, Y.; Hirsch, E. C. Neuroscience 1996, 73, 979-987.
*" a) Ray, S. K.; Hogan, E. L.; Banik, N. L. Brain Res. Rev. 2003, 42, 169-185. b) Biswas, S.; Harris, F.;

Dennison, S.; Singh, J. P.; Phoenix, D. Med. Sci. Monit. 2005, 11, RA301-RA310. c) Hall, E. D.
Comprehensive Med. Chem. Il, 2006, 6, 253-277.

“Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.
8 storr, S. J.; Carragher, N. O.; Frame, M. C.; Parr, T.; Martin, S. G. Nat. Rev. Cancer 2011, 11, 364-374.
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En cuanto a la calpaina 3 parece estar implicada en la distrofia muscular limb-
guidle de tipo 2, un desorden neuromuscular caracterizado por una atrofia simétrica
progresiva y una debilidad de las extremidades proximales.* La calapaina 9 se ha
detectado en cancer de estémago y enfermedades de rifion y de corazon.*

Una de las calpainas que ultimamente ha despertado mas interés y por lo tanto
ha sido mas estudiada por su posible implicacion en la diabetes de tipo 2, es la
calpaina 10, ademas también estd implicada en enfermedades cardiovasculares y en
niveles elevados de colesterol.

En la Tabla 2.2 se resumen las enfermedades asociadas a cada tipo de
calpaina.

Tabla 2.2. Las calpainas en distintas enfermedades humanas.

Calpainas Nombre del gen Enfermedades

Enfermedad de Huntington, cataratas, distrofia muscular,
dafios cerebrales, dafios en la médula espinal,

Calpaina 1 CAPN1 Alzheimer, cancer, esclerosis multiple, enfermedad de
Lou Gehrig, osteopenia, isquemia
Cataratas, distrofia  muscular, isquemia, dafios

Calpaina 2 CAPN2 cerel_arales, danos_ en la medula esplnql, AIzh?w_ner,
Parkinson,  arterioesclerosis,  esclerosis  mdltiple,
enfermedad de Lou Gehrig, cancer, psoriasis.

Calpaina 3 CAPN3 Distrofia muscular Limb-girdle de tipo 2A, cataratas

Calpaina 5 CAPN5 E}nfermedad dg _ Huntington, ovarios poliquisticos,
sindrome metabdlico

Calpaina 7 CAPN7 Enfermedad de Huntington

Calpaina 9 CAPN9 Céncer de estbmago

Calpaina 10 CAPN10 Enfermedad de Huntington, diabetes mellitus,

aterosclerosis, sindrome metabdlico.

49 Richard, I.; Broux, O.; Allamand, V.; Fougerousse, F.; Chiannilkulchai, N.; Bourg, N.; Brenguier, L.;
Devaud, C.; Pasturaud, P.; et al. Cell 1995, 81, 27-40.

% Markmann, A.; Schaefer, S.; Linz, W.; Loehn, M.; Busch, A.; Wohlfart, P. Cell. Physiol.

Biochem. 2005, 15, 109-116.

51 Horikawa, Y.; Oda, N.; Cox, N. J.; Li, X.; Orho-Melander, M.; Hara, M.; Hinokio, Y.; Lindner, T. H.;
Mashima, H.; Schwarz, P. E. H.; et al. Nat. Genet. 2000, 26, 163-175.
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2.1.6.1. Calpainas implicadas en la enfermedad renal

Calpaina 10 y la diabetes tipo 2%

La calpaina 10, como ya se ha descrito anteriormente, es una calpaina atipica
gue conserva el dominio Il y en la que el dominio IV de las calpainas tipicas ha sido
sustituido por un dominio parecido al dominio Il (dominio T). Aunque la secuencia de
los residuos del sitio activo (triada catalitica en el dominio Il) se conserva para todos
los miembros de la familia de calpainas, la calpaina 10 se diferencia de otras
calpainas en el resto de la secuencia de aminoacidos. Asi, los residuos en el dominio
I, importantes para su unién con Ca* y comudn para las calpainas tipicas, no se
conserva. Los bucles &cidos y basicos en el dominio Ill, importantes para la unién con
el Ca?" y fosfolipidos, no se encuentran ni en el dominio Ill ni en el dominio T de la
calpaina 10.*** Como consecuencia, probablemente, calpaina 10 no posee los sitios
de interaccion con Ca?* en los dominios Il y IIl identificados en las calpainas tipicas, y
la regulacion de la actividad de la calpaina 10 por Ca?" sera diferente que en las
calpainas tipicas. Ademas, hay que sefialar que todavia no ha sido detectada su
actividad como proteasa.

Esta calpaina se expresa de forma ubicua en tejidos humanos y animales.> El
nivel del mensaje varia con el tejido, pero es muy alto en el corazén seguido por el
cerebro, higado, rifion y pancreas.>® Se han identificado al menos ocho variaciones de
calpaina 10, tres de ellas carecen por completo del dominio Il y por tanto de la
actividad como proteasa.> La distribucion subcelular de esta calpaina atipica todavia
no esta definida. Una fraccién de la calpaina 10 se encontr6 en la fraccion insoluble en
agua de los tejidos de ratas. Ademas, estudios de inmunotincidon han revelado una
localizacion preferente en la membrana plasmatica, en el cristalino de ratones y en el
musculo esquelético. Mas recientemente, la calpaina 10 se ha identificado como la
calpaina mitocondrial predominante.® La sobreexpresién de esta calpaina causa

8 Suzuki, K; Hata, S; Kawabata, Y; Sorimachi, H. Diabetes 2004, 53, S12-S18.

°2 Branca, D. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004, 322, 1098-1104.

4 Moldoveanu, T; Hosfield, C. M.; Lim, D; Elce, J. S.; Jia, Z; Davies, P. L. Cell 2002, 108, 649-660.

%3 Sorimachi, H; Suzuki, K. J. Biochem. 2001, 129, 653-664.

54 Ma, H; Fukiage, C; Kim, Yung H; Duncan, M. K.; Reed, N. A.; Shih, M.; Azuma, M; Shearer, T. R. J.
Biol. Chem. 2001, 276, 28525-28531.

55 Horikawa, Y; Oda, N; Cox, N. J.; Li, X; Orho-Melander, M; Hara, M; Hinokio, Y; Lindner, T. H.; Mashima,
H; Schwarz, P. E. H. Nat. Genet. 2000, 26, 163-175.

6 Kar, P; Samanta, K; Shaikh, S; Chowdhury, A; Chakraborti, T; Chakraborti, S. Arch. Biochem.
Biophys. 2010, 495, 1-7.
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disfunciones mitocondriales mientras que la disminucion de la calpaina 10 causa la
muerte de las células epiteliales.

De las calpainas atipicas, la calpaina 10 es quizads la més estudiada ya que se
ha identificado que variantes genéticas del gen CAPN10, el gen que codifica para la
calpaina 10 (ver Tabla 2.2) estan asociados con niveles elevados de acidos grasos,
resistencia a la insulina y puede relacionarse con la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) o
diabetes senil, también denominada diabetes mellitus no dependiente de insulina
(NIDDM). Es el tipo de diabetes mas comun y depende de factores genéticos y
medioambientales. Afecta al 4% de la poblacién adulta del mundo, generalmente con
edades comprendidas entre 40 y 60 afios, aunque a veces se han observado casos en
adolescentes obesos. Los pacientes de este tipo de diabetes son propensos a la
obesidad ademas de presentar otros rasgos caracteristicos como resistencia a la
insulina, hipertensién e hipertrigliceridemia.

Aunque varios estudios recientes han probado la relacion entre la calpaina 10 y
la diabetes de tipo 2,° hay muchos aspectos que todavia no se han aclarado. De ahi
la importancia del desarrollo de nuevas investigaciones sobre este tipo de calpaina y
sus posibles inhibidores.

Calpaina 5y el sindrome metabdlico

La calpaina 5, al igual que la calpaina 10, pertenece al grupo de calpainas
atipicas, caracterizadas por poseer un dominio-T homologo a la proteina TRA-3 de los
C.elegans.”’*®

Diversos estudios han demostrado la relacion que existe entre la calpaina 5y el
sindrome metabdlico. Este tipo de enfermedad es una conjuncién de varios factores de
riesgo en un mismo individuo que aumentan la probabilidad de padecer una
enfermedad cardiovascular.

* a) Bodhini, D.; Radha, V.; Ghosh, S.; Sanapala, K. R.; Majumder, P. P.; Rao, M. R. S.; Mohan, V.
Metabolism, Clinical and Experimental 2011, 60, 681-688. b) Ezzidi, I.; Mtiraoui, N.; Nemr, R.; Kacem, M.;
Al-Khateeb, G. M.; Mahjoub, T.; Almawi, W. Y. Diabetes & Metabolism. 2010, 36, 357-362. ¢) Zhou, X;
Wang, Y.; Zhang, Y.; Gao, P.; Zhu, D. Clinica Chimica Acta, 2010, 411, 1126-1131.

>’ Barnes, T. M.; Hodgkin, J. EMBO J.,1996, 15, 4477-4484.
58 Dear, N.; Matena, K.; Vingron, M.; Boehm, T. Genomics 1997, 45, 175-184.
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Se ha relacionado al gen CAPN5, que es el gen que codifica para la calpaina 5,
con la hipertension y otros componentes del sindrome metabdlico. Los resultados
sugieren que los alelos de CAPN5 pueden modular la presion arterial diastélica y los
niveles de colesterol.”® Ademas, el halotipo de CAPN5 caracteristico de individuos
obesos, esta también asociado al grupo de factores de riesgo cardiovasculares tipicos
del sindrome metabdlico.

2.2. INHIBIDORES DE CALPAINA

La importancia de la actividad de la calpaina en las fisiopatologias de muchas
enfermedades humanas, ha aumentado el interés por el desarrollo de inhibidores de
calpaina.

2.2.1. Inhibidor natural: calpastatina®®®

El inhibidor endégeno de la calpaina es la calpastatina, cuyo nombre fue
propuesto por Takashi Murachi en 1979. La calpastatina posee una alta selectividad
frente a la calpaina,® siendo totalmente inactiva frente a otras cistein proteasas como
la papaina, catepsina B, bromelina, etc. e incluso frente a otras familias de proteasas
como por ejemplo la tripsina, plasmina, pepsina, trombina, etc.

La calpastatina se puede dividir en cinco dominios. El dominio -NH, terminal que
corresponde al dominio L va seguido por cuatro dominios inhibidores repetitivos
(dominios I-IV), cada uno de los cuales posee alrededor de 140 aminoacidos y cada
uno de estos dominios es capaz de unirse a una molécula de calpaina.*®

El dominio L no posee ninguna actividad inhibidora directa hacia la calpaina, sin
embargo desempefia un papel importante en la regulacién de la calpastatina. Muchos
estudios indican que el dominio L interviene en la localizacion subcelular de la
calpastatina en las membranas biol6gicas.

%9 Saez, M. E.; Martinez-Larrad, M. T.; Ramirez-Lorca, R.; Gonzalez-Sanchez, J. L.; Zabena, C.; Martinez-
Calatrava, M. J.; Gonzalez, A.; Moron, F. J.; Ruiz, A.; Serrano-Rios, M. BMC Med. Genet. 2007, 8,1.
% pietsch, M.; Chua, K. C. H.; Abell, A. D. Curr. Top. Med. Chem. 2010, 10, 270-293.
21Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.
Crawford, C.; Brown, N. R.; Willis, A. C. Biochem. J. 1993, 296, 135-142.
“Goll, D. E; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801
62 Hanna, R. A.; Garcia-Diaz, B. E.; Davies, P. L. FEBS Lett. 2007, 581, 2894-2898.
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La distribucion intracelular de la calpastatina depende de la concentracién de
iones Ca?* libres. A concentraciones bajas de Ca?" la calpastatina se agrega en dos
granulos cercanos al ndcleo celular. Sin embargo, un aumento de los niveles
intracelulares de Ca®* libre conlleva la solubilizacion de la calpastatina y su
redistribucién en el citosol.®® Estos procesos de formacién de agregados y de
solubilizacion son mediados por la kinasa A (PKA) que fosforila a la calpastatina en el
dominio L formando agregados y por fosfoproteinfosfatasas, que desfosforilan a la
proteina y la redistribuyen en su forma soluble.®

Los cuatro dominios repetitivos de calpastatina (I-IV) son los dominios activos y
por lo tanto los responsables de la inhibicién de la calpaina. El orden de inhibicion de
los dominio, de mayor a menor efectividad, es dominio | > dominio IV > dominio Il >
dominio Il. Estos dominios estan divididos en tres subdominios cada uno (A, By C). El
subdominio A se une al dominio IV de la calpaina, el B se une al dominio Il y el C se
une al dominio VI. La inhibicién 6ptima de la calpaina por la calpastatina requiere los
tres subdominios, y la unién simultanea de los mismos para una inhibicién eficaz.®

Recientemente, se ha descrito la estructura cristalina de un mutante inactivo de
la calpaina 2 (C105S)® y el dominio IV de la calpastatina. En la Figura 2.6 la
estructura cristalina del dominio IV enlaza con C105C en presencia de Ca®". El
dominio IV (de calpastatina) forma tres a-hélices en el complejo. Las hélices del
subdominio A y C interaccionan con los subdominios IV y VI,%>°" respectivamente de la
calpaina, mientras que el subdominio B esta enlazado con el nlcleo de la enzima.

& pe Tullio, R.; Passalacqua, M.; Averna, M.; Salamino, F.; Melloni, E.; Pontremoli, S. Biochem.
J. 1999, 343, 467-472.

64 a)Melloni, E.; Averna, M.; Stifanese, R.; De Tullio, R.; Defranchi, E.; Salamino, F.; Pontremoli, S. J. Biol.
Chem. 2006, 281, 24945-24954. b) Averna, M.; De Tullio, R.; Passalacqua, M.; Salamino, F.; Pontremoli,
S.; Melloni, E. Biochem. J. 2001, 354, 25-30.

® Todd, B.; Moore, D.; Deivanayagam, C. C. S.; Lin, G.; Chattopadhyay, D.; Maki, M.; Wang, K. K. W.;
Narayana, S. V. L. J. Mol. Biol. 2003, 328, 131-146

66 Elce, J. S., Hegadorn, C., Gauthier, S., Vince, J. W. & Davies, P. L. Protein Eng. 1995, 8, 843-848.

67 Hanna, R. A.; Campbell, R. L.; Davies, P. L. Nature 2008, 456, 409-412.
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Figura 2.6. Asociacion de la calpaina con la calpastatina (tomada de ref.67).
2.2.2. Inhibidores sintéticos

La bibliografia recoge un gran numero de inhibidores sintéticos de calpaina,
tanto reversibles como irreversibles, que se pueden dividir en dos grupos: inhibidores
peptidicos e inhibidores no peptidicos.

2.2.2.1. Inhibidores peptidicos>®°

La mayor parte de los inhibidores de calpaina que se han descrito son péptidos o
péptidomiméticos, los cuales pueden clasificarse en tres clases, segun el grupo
funcional que se une al sitio activo de la cisteina en la calpaina.

Peptidil epéxidos

Los peptidil epoxidos son inhibidores de calpaina no selectivos que actian por
alquilacion irreversible del grupo tiol de la cisteina en el sitio activo. En la Figura 2.7 se
muestra la estructura de los inhibidores mas importantes de este grupo.

&7 Hanna, R. A.; Campbell, R. L.; Davies, P. L. Nature 2008, 456, 409-412.

° Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.
% pietsch, M.; Chua, K. C. H.; Abell, A. D. Curr. Top. Med. Chem. 2010, 10, 270-293.
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Figura 2.7. Inhibidores de calpaina con estructura de peptidil epoxidos.

El trans-epoxisuccinil-L-leucilamido-4-guanidino-butano (E-64) es un miembro
caracteristico de esta clase de inhibidores, aislado originalmente de Aspergillus
japonicus.®®®® El inconveniente de E-64 es que no atraviesa la membrana celular
debido a la presencia de los grupos de guanidinio y carboxilato (a pHs fisiol6gicos).
Cuando se produce la esterificacion del grupo carboxilato y se sustituye el grupo
guanidinio por un grupo alquilo, se obtiene E-64d, que presenta una mejor
permeabilidad en la célula. In vivo E-64d se convierte en su forma mas activa (E-
64c)’ por hidrolisis del éster.

68

Hanada, K.; Tamai, Chem.

1978, 42, 523-528.
& Hanada, K.; Tamai, M.; Ohmura, S.; Sawada, J.; Seki, T.; Tanaka, I. Agric. Biol. Chem. 1978, 42, 529-

536.
n Claveau, D.; Riendeau, D.; Mancini, J. A. Biochem. Pharmacol. 2000, 60, 759-769

M.; Yamagishi, M.; Ohmura, S.; Sawada, J.; Tanaka, |. Agric. Biol.
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La administracion in vivo de E-64c y E-64d, proporciona una neuroproteccion
importante en dafios en la médula 6sea y en isquemia cerebral.”* El inhibidor E-64d
ademés reduce la degeneracion y la distrofia muscular en ratones y hamsters. Los
inhibidores E-64, E-64c y E-64d reducen también la opacidad nuclear y la protedlisis
de cristalinos, implicadas en cataratas. El derivado Ep-460 (Figura 2.7) es mas
potente que el analogo E-64, pero no muestra mejor especificidad sobre otras cistein
proteasas.’?

La mejora de especificidad y de potencia de esta clase de inhibidores se ha
logrado mediante la optimizacién de grupos unidos a P,-P,,”® junto con la utilizacién
de los epoxidos (S,S) o (R,R). El compuesto WRH (R,R) es el inhibidor mas especifico
de calpaina que inactiva irreversiblemente a calpainas 1 y 2, mientras que es un
inhibidor reversible débil de varias catepsinas.”

Peptidil aldehidos

Constituyen el grupo mas numeroso de inhibidores de calpaina. Son inhibidores
gue forman enlaces covalentes (hemitioacetalicos) reversibles con el grupo tiol de la
cisteina en el sitio activo.””® La estructura de los ejemplos méas representativos se
muestra a continuacioén en la Figura 2.8.

" Tsubokawa, T.; Yamaguchi-Okada, M.; Calvert, J. W.; Solaroglu, I.; Shimamura, N.; Yata, K.; Zhang, J. H. J.
Neurosci. Res. 2006, 84, 832-840.
2 pfizer, J. M.; Assfalg-Machleidt, I.; Machleidt, W.; Moroder, L.; Schaschke, N. Int. J. Pept. Res.

Ther. 2007, 13, 93-104.

3 Las estructuras cristalinas conjuntas de Ca?-modelos de calpaina-inhibidores reversibles o irreversibles,
muestran que el inhibidor adquiere en esos complejos una estructura extendida o practicamente extendida, para
el esqueleto principal. Esta conformacion viene definido por tres enlaces de hidrogeno entre el modelo de
calpaina y diferentes fragmentos del inhibidor, que se suelen nombrar con la terminologia P1-P3, de acuerdo
con los trabajos de Schechter y Berger. Schechter, |.; Berger, A. Biochem. Biophy. Res. Comm. 1967, 27, 157-
162.
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™ Cuerrier, D.; Moldoveanu, T.; Campbell, R. L.; Kelly, J.; Yoruk, B.; Verhelst, S. H. L.; Greenbaum, D.; Bogyo,
M.; Davies, P. L. J. Biol. Chem. 2007, 282, 9600-9611.

’® Moldoveanu, T.; Campbell, R. L.; Cuerrier, D.; Davies, P. L. J. Mol. Biol. 2004, 343, 1313-1326.
5 Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.
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39

H

Me



Antecedentes

La leupeptina, un ejemplo representativo de esta clase de inhibidores, fue
aislada en varias especies de Streptomyces’® y presenta una potente actividad
inhibitoria frente a calpaina 1 y 2.”” La administracion intramuscular de leupeptina
inhibe la degeneracién muscular en ratones,’® también se ha observado que aumenta
la supervivencia neuronal en jerbos tras una isquemia transitoria e incluso puede
reducir el dafio axonal en enfermedades de médula espinal en experimentos in vivo.
Sin embargo, debido a la presencia del grupo guanidino (que debe estar protonado a
pH fisiol6gico), la leupeptina posee una baja permeabilidad, por lo que las
modificaciones en su estructura han originado la aparicion de una segunda generacion
de este tipo de inhibidores, con un aumento significativo en cuanto a permeabilidad
celular, clasificAndose, a su vez, en derivados dipeptidicos y tripeptidicos.

Uno de los primeros compuestos, obtenido de la eliminacion del grupo guanidino
de la leupeptina, es la calpeptina con el grupo guanidino sutituido por un grupo alquilo.
Puede considerarse como un dipeptidil aldehido, apareciendo en este caso un resto de
carbamato en su estructura. La calpeptina es un inhibidor efectivo tanto de calpaina 1
como de calpaina 2. La inhibicibn que ocasiona la calpeptina es capaz de evitar la
muerte celular en ensayos, tanto in vivo como in vitro sobre modelos de dafios en
médula espinal y modelos de isquemia cerebral.”

Los compuestos MDL-28170 y SJA-6017 también pertenecen al grupo de
dipeptidil aldehidos y, como en el caso de la calpeptina, inhiben la calpaina 1y 2. La
administracion de MDL-28170 en modelos de isquemia cerebral en ratas®® y en
modelos de enfermedad de Parkinson,® reduce el dafio neuronal. En cuanto a SJA-
6017 resulta efectivo en la prevencion de cataratas corticales dependientes del calcio,

6 Kondo, S.; Kawamura, K.; lwanaga, J.; Hamada, M.; Aoyagi, T.; Maeda, K.; Takeuchi, T.; Umezawa, H.
Chem. Pharm. Bull. 1969, 17, 1896-901.

" saito, K.; Nixon, R. A. Neurochem. Res. 1993, 18, 231-233.

78 a) Kieran, D.; Greensmith, L. Neuroscience 2004, 125, 427-439. b) Badalamente, M. A.; Stracher, A.
Muscle Nerve, 2000, 23, 106-111.

& a) Peng, S.; Kuang, Z.; Zhang, Y.; Xu, H.; Cheng, Q. Mol. Biol. Rep. 2011, 38, 905-912. b) Ray, S. K.;
Karmakar, S.; Nowak, M. W.; Banik, N. L. Neuroscience 2006, 139, 577-595. c) Das, A.; Garner, D. P.; Del
Re, A. M.; Woodward, J. J.; Kumar, D. M.; Agarwal, N.; Banik, N. L.; Ray, S. K. Brain
Res. 2006, 1084, 146-157. d) Das, A.; Sribnick, E. A.; Wingrave, J. M.; Del Re, A. M.; Woodward, J. J.;
Appel, S. H.; Banik, N. L.; Ray, S. K. J. Neurosci. Res. 2005, 81, 551-562.

8 Kawamura, M.; Nakajima, W.; Ishida, A.; Ohmura, A.; Miura, S.; Takada, G. Brain Res. 2005, 1037, 59-
69.

81 Crocker, S. J.; Smith, P. D.; Jackson-Lewis, V.; Lamba, W. R.; Hayley, S. P.; Grimm, E.; Callaghan, S.
M.; Slack, R. S.; Melloni, E.; Przedborski, S.; et al. J. Neurosci. 2003, 23, 4081-4091.
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ademas de proporcionar neuroproteccion como ocurre con otros inhibidores de esta
subfamilia.®?

En el grupo de tripéptidos podemos encontrar ALLN y ALLM. Estos inhibidores
son capaces de disminuir la expansién de células tumorales y de aumentar la
apoptosis de dichas células y, por ello, se han investigado como potenciales
antitumorales.®

La mayoria de los inhibidores de calpainas descritos poseen L-leucina o L-valina
en posicién P, (el segundo aminoacido o aminoacido mimético desde el centro reactivo
que interacciona con el centro activo de la enzima, aldehido, en estos casos) pero
estudios recientes han demostrado que la introduccion de restricciones
conformacionales en la posicién P, como: N-arilsulfonil-D-prolinas (la),®* N-arilsulfonil-
D-tiaprolinas (Ib),85 1,2-benzotiazinas 1,1-dioxido (lla), 1,2,4-benzotiadiazina (llb),
junto con la adicion de sistemas ciclicos (11)%®’ y la introduccién de macrociclos (V)
que unen los residuos P; a P3 en tripeptidil aldehidos, proporcionan una mejora en
cuanto a la permeabilidad celular, una mejora de estabilidad en cuanto a degradacion
proteolitica y mejoras en la selectividad. En la Figura 2.9 se muestra la estructura de
algunos de estos inhibidores.

% Biswas, S.; Harris, F.; Singh, J.; Phoenix, D. A. Mol. Cell. Biochem. 2004, 261, 169-173.

8 Zhu, H.; Zhang, L.; Huang, X.; Davis, J. J.; Jacob, D. A.; Teraishi, F.; Chiao, P.; Fang, B. Mol.
Ther. 2004, 9, 666-673.

8 Donkor, I. O.; Korukonda, R.; Huang, T. L.; LeCour, L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 783-784.

8 Korukonda, R.; Guan, N.; Dalton, J. T.; Liu, J.; Donkor, I. O. J. Med. Chem. 2006, 49, 5282-5290.

% Jones, M. A.; Morton, J. D.; Coxon, J. M.; McNabb, S. B.; Lee, H. Y.-Y.; Aitken, S. G.; Mehrtens, J. M.;
Robertson, L. J. G.; Neffe, A. T.; Miyamoto, S.; et al. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 6911-6923.

8 Jones, S. A.; Jones, M. A.; McNabb, S. B.; Aitken, S. G.; Coxon, J. M.; Abell, A. D. Protein & Peptide
Letters 2009, 16, 1466-1472

88 Abell, A. D.; Jones, M. A.; Coxon, J. M.; Morton, J. D.; Aitken, S. G.; McNabb, St. B.; Lee, H. Y.-Y.;
Mehrtens, J. M.; Alexander, N. A.; Stuart, B. G.; et al. Angew. Chem. Inter. Ed. 2009, 48, 1455-1458.
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Figura 2.9

Algunos peptidil aldehidos, como SJA-6017 (Figura 2.8), son inhibidores
potentes pero muestran poca biodisponibilidad, debido a su baja permeabilidad celular,
baja estabilidad metabdlica y baja solubilidad en agua. Ademas, el grupo aldehido es
muy reactivo frente a nucledfilos, como grupos amino y tioles de moléculas bioldgicas.
Por ello, la formacién de hemiacetales ciclicos derivados de los peptidil aldehidos, ha
resultado ser una opcibn muy positiva para la mejora de las caracteristicas
farmacocinéticas (Figura 2.10).
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Figura 2.10

El hemiacetal V muestra una mejor permeabilidad de la membrana (0.39 vs.
0.051 pg/mLh) y mejor solubilidad en agua (1.5 vs. 0.10 mg/mL), comparado con SNJ-
6017 (Figura 2.8); sin embargo, presenta menor potencia frente a la calpaina 1 y 2. El
compuesto SNJ-1715 tiene una solubilidad en agua similar, pero mejor potencia y
permeabilidad celular (1.7 pg/mLh). Tanto V como SNJ-1715 son mas estables
metabdlicamente que SNJ-6017. Ademas, SNJ-1715 muestra una absorcion rapida,
excelente biodisponibilidad oral y una semivida prolongada, lo que le proporciona una
gran eficacia contra las cataratas inducidas por calcio.?

° Shirasaki, Y.; Nakamura, M.; Yamaguchi, M.; Miyashita, H.; Sakai, O.; Inoue, J. J. Med.
Chem. 2006, 49, 3926-3932.
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En cuanto a los hemiacetales VI y VII (Figura 2.10), sintetizados como
inhibidores de calpaina y de la peroxidacion de lipidos,* son potentes inhibidores de la
calpaina 1 destacando por su actividad los derivados de Vllay Vlib.

Peptidil a-cetocarbonil derivados

Estos inhibidores reversibles de calpaina se unen en el sitio activo, presentan
una mejor permeabilidad en la membrana y no poseen tanta inestabilidad metabdlica
in vivo como los aldehidos. La potencia inhibitoria de los peptidil a-cetocarbonil
derivados frente a las calpaina 1 y 2 sigue el siguiente orden a-cetoacidos > a-
cetoamidas > a-cetoésteres. Un ejemplo de ésto se puede observar en la Figura 2.11,
en el que los a-cetoacidos representados presentan un constante de disociacion del
complejo enzima-inhibidor (K;) menor, lo que implica una mayor potencia de inhibicion.

Me Me Me
Me O Me O Me O
Cbz. N Cbz. N Cbz. N
H H CO,H H H CONHEt H H CO,Et
(0] (6] (6]

K;= 0.0085 uM (calpaina 1) K;=0.20 uM (calpaina 1) K;= 1.8 uM (calpaina 1)
K;=0.0057 puM (calpaina 2) K;=0.039 pM (calpaina 2) K;= 0.40 uM (calpaina 2)
Figura 2.11

A pesar de ello, algunas a-cetoamidas presentan mayor efectividad para
calpainas intracelulares que los a-cetoacidos debido a su gran permeabilidad en la
membrana® y mayor estabilidad metabdlica. En la Figura 2.12 se presentan algunos
ejemplos de inhibidores de este tipo.

% Auvin, S.; Pignol, B.; Navet, E.; Troadec, M.; Carre, D.; Camara, J.; Bigg, D.; Chabrier, P.-E. Bioorg.
Med, Chem, Lett. 2006, 16, 1586-1589.

o Lescop, C.; Herzner, H.; Siendt, H.; Bolliger, R.; Henneboehle, M.; Weyermann, P.; Briguet, A.;
Courdier-Fruh, I.; Erb, M.; Foster, M.; et al. Bioorg, Med. Chem. Lett. 2005, 15, 5176-5181.
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SNJ-1945

IC;,=0.14 yM (calpaina 1)
IC5,= 0.041 uM (calpaina 2)

Me Me
Me O
Me O (0]
Cbz. N NHEt H Q
N H b N N ~N
H ] O cbz H
0] O
Me Me
AK-275 AK-295
K= 0.25 uM (calpaina 1) K;=0.150 uM (calpaina 1)
K,= 0.21 uM (calpaina 2) K;=0.041 uM (calpaina 2)
Figura 2.12

Los inhibidores SNJ-1945% AK-275% y AK-295" muestran efectos
neuroprotectores frente a dafios cerebrales en modelos de isquemia en animales de
experimentacion. El compuesto SNJ-1945 presenta buena biodisponibilidad oral y
buena penetracion retinal.”® El derivado AK-295 inhibe el desarrollo de cataratas in
vitro®® y muestra efectos neuroprotectores en modelos in vitro.*’

92 Shirasaki, Y.; Miyashita, H.; Yamaguchi, M.; Inoue, J.; Nakamura, M. Bioorg. Med. Chem.

2005, 13, 4473-4484.

9 Li, Z.; Patil, G. S.; Golubski, Z. E.; Hori, H.; Tehrani, K.; Foreman, J. E.; Eveleth, D. D.; Bartus, R. T;
Powers, J. C. J. Med. Chem. 1993, 36, 3472-80.

% i, Z; Ortega-Vilain, A.; Patil, G. S.; Chu, D.; Foreman, J. E.; Eveleth, D. D.; Powers, J. C. J. Med.
Chem. 1996, 39, 4089-4098.

% Oka, T.; Nakajima, T.; Tamada, Y.; Shearer, T. R.; Azuma, M. Exp. Neurol. 2007, 204, 39-48.

% Mathur, P.; Peshenko, 1. V.; Shichi, H. J. Ocul. Pharmacolo. Ther. 2003, 19, 483-492.

o7 Caba, E.; Brown, Q. B.; Kawasaki, B.; Bahr, B. A. J. Neurosci. Res. 2002, 67, 787-794.
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Con el fin de mejorar las caracteristicas de este tipo de inhibidores, se han
realizado modificaciones en su estructura. Asi, con la incorporacion de grupos
funcionales polares en la posicion P, (Figura 2.13), se obtiene VIII,®® un potente
inhibidor de calpaina 1. La incorporacion en el compuesto 1X de grupos aromaticos y
un grupo amino béasico en P,-Ps;, mejora la solubilidad en agua y la permeabilidad en
la membrana, presentando una alta estabilidad metabdlica, una disponibilidad oral
excelente y unas propiedades farmacocinéticas® muy mejoradas. Estudios in vivo® %
e in vitro'®* de este inhibidor demuestran propiedades cardioprotectoras asociadas con
la inhibicion de la calpaina y no de la catepsina B o L.

A e IR f
o N H>YT N ~ [© O
o3 o H
D g
N(Et);
VIl IX
K;= 0.0047 uM (calpaina 1) K;= 0.027 uM (calpaina 1)

Figura 2.13

Un caso parecido ocurre cuando se incorporan heterociclos en la posicién P,-P3
(Figura 2.14). Los compuestos X y X, muestran alta selectividad por calpaina en
relacién con otras cistein proteasas.'® El inhibidor XI es capaz de penetrar en el
cerebro cuando se administra sistémicamente y, ademas, presenta propiedades
anticonvulsivantes potentes (EDso= 1 mg/kg).

% Donkor, I. O.; Han, J.; Zheng, X. J. Med. Chem. 2004, 47, 72-79.

% Neuhof, C.; Fabiunke, V.; Deibele, K. Speth, M.; Moeller, A.; Lubisch, W.; Fritz, H.; Tillmanns, H.;
Neuhof, H. Biol. Chem. 2004, 385, 1077-1082.

190 Neuhof, C; Goette, O.; Trumbeckaite, S.; Attenberger, M.; Kuzkaya, N.; Gellerich, F.; Moeller, A.;
Lubisch, W.; Speth, M.; Tillmanns, H.; et al. Biol. Chem. 2003, 384, 1597-1603.

101 Khalil, P. N.; Neuhof, C.; Huss, R.; Pollhammer, M.; Khalil, M. N.; Neuhof, H.; Fritz, H.; Siebeck, M. Eur.
J. Pharmacol. 2005, 528, 124-131.

102 Lee, K. S.; Seo, S. H.; Lee, Y. H.; Kim, H. D.; Son, M. H.; Chung, B. Y.; Lee, J. Y.; Jin, C.; Lee, Y.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 2857-2860.
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Figura 2.14

Cuando al inhibidor AK-295 se le sustituye el grupo de morfolina por la base
adenina para generar el derivado Xl (Figura 2.15), se consigue una mejora en la
potencia inhibidora con respecto a la calpaina 1, pero no ocurre lo mismo con la
calpaina 2. Resultados semejantes pueden observarse en los derivados XIlI-XV, en
los que se ha introducido en la molécula un resto de adenina metoxilada (XIIl y XV) y/o
restos aroméaticos adicionales (XIV y XV) (Figura 2.15).

193 Qvat, A.; Li, Z. Z.; Hampton, C. Y.; Asress, S. A.; Fernandez, F. M.; Glass, J. D.; Powers, J. C. J. Med.

Chem. 2010, 53, 6326-6336.
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Figura 2.15

Inhibidores peptidicos sin un grupo funcional clasico

Un ejemplo de este grupo lo constituyen los hibridos bifenil-péptidos
representados en la Figura 2.16. Los compuestos XVI y XVII son inhibidores de
calpaina potentes y selectivos.'® El compuesto XVII, mas concretamente, es muy
activo frente la calpaina 1 e inactivo frente la papaina o la tripsina. Ninguno de estos
compuestos presenta citotoxicidad y ambos muestran actividad citoprotectora en
experimentos sobre cultivos de células. Estudios de espectrometria de masas y
espectroscopia de 'H-RMN han revelado que estos compuestos interaccionan con
Ca?* para modular indirectamente la actividad de la calpaina.'® La secuencia de
aminoacidos o aminoacidos miméticos parece importante para la union con la
enzima.'®® El derivado ciclico XVIII (Figura 2.16) fue disefiado y sintetizado con el

104 Montero, A.; Mann, E.; Chana, A.; Herradon, B. Chem. Biodivers. 2004, 1, 442-457.
195 Montero, A.; Alonso, M.; Benito, E.; Chana, A.; Mann, E.; Navas, J. M.; Herradon, B. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2004, 14, 2753-2757.
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objetivo de mejorar las actividades biol6gicas de estos hibridos bifenil-péptido, sin
embargo la actividad frente calpaina 1 es moderada.*®
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Figura 2.16

Una gran variedad de derivados de isoquinolina (genéricamente denominados
hibridos péptido-heterociclo), se han preparado y evaluado como inhibidores de
calpaina.'®’ Para que estos compuestos presenten actividad es necesario la presencia
de una cadena peptidica, de cuya longitud dependera su actividad biolégica. Asi, como
se puede observar en la Figura 2.17, el derivado sencillo de la isoquinolina no
presenta actividad inhibitoria, mientras que los derivados con una cadena peptidica
presentan cierta actividad.

106 Montero, A.; Albericio, F.; Royo, M.; Herradon, B. Eur. J. Org. Chem. 2007, 1301-1308.
97 Mann, E.; Chana, A.; Sanchez-Sancho, F.; Puerta, C.; Garcia-Merino, A.; Herradon, B. Adv. Synth.
Catal. 2002, 344, 855-867.
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Figura 2.17

Sin embargo, estudios posteriores demostraron que cuando el sustituyente en
posicion C3 del anillo de isoquinolina era un grupo sec-butilo la actividad inhibitoria de
la calpaina aumentaba de manera considerable,'® demostrandose que la presencia de
cadenas peptidicas no era totalmente necesaria para lograr actividad, lo que
incrementa su potencial utilidad terapéutica como inhibidores enzimaticos. Algunos de
estos ejemplos se muestran en la Figura 2.18.

108 Herradon, B.; Chicharro, R.; Aran, V. J.; Alonso, M. PCT Int. Appl., 2006, WO 2006064075 Al
20060622.
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ICs,= 159 nM (calpaina 1) ICg,= 447 NM (calpaina 1)

Figura 2.18
2.2.2.2. Inhibidores no peptidicos

Como ya se ha descrito anteriormente, la mayor parte de inhibidores de calpaina
gque se han desarrollado tienen un caracter peptidico y su mayor limitacién para su uso
en terapéutica es su falta de selectividad frente a calpainas, relativa a otras
tiolproteasas. Ademas, su estructura polar, caracteristica de una estructura peptidica,
presenta un perfil farmacocinético poco adecuado. Con el fin de mejorar todas estas
limitaciones se han sintetizado un nuevo tipo de inhibidores de caracter no peptidico.

Los inhibidores no peptidicos poseen mayor especificidad frente a diversas
calpainas. Son inhibidores reversibles, que parecen no interaccionar con el centro
catalitico de las calpainas sino que se unen a una region alostérica que induce
alteraciones o restricciones en la estructura de la calpaina, lo que afecta a la
disposicién conformacional requerida para la activacion de la calpaina.®

° Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.
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Uno de los ejemplos mas representativos de este grupo son los acidos
a-mercaptoacrilicos PD-150606 y PD-151746. (Figura 2.19).
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Ny OH N
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K;=0.21 uM (calpaina 1) K= 0.26 uM (calpaina 1)
K= 0.37 uM (calpaina 2) K,=5.3 pM (calpaina 2)
Figura 2.19

Estos inhibidores presentan buena permeabilidad celular y una gran selectividad
frente a calpainas, especialmente frente a p-calpaina (calpaina 1). Los compuestos
PD-150606 y PD-151746 tienen potencial terapéutico en el tratamiento de dafios
celulares. El inhibidor PD-150606 posee efectos neuroprotectores como la disminucion
de dafios excitotéxicos en modelos de animales in vitro,}*® ademas de reducir la
disfuncién y el dafio renal** facilitando la recuperacion del tejido. Hay que afiadir que
tanto PD-150606 como PD-151746 disminuyen la apoptosis dependiente de calpaina
en varios cultivos celulares utilizados como modelos.***

Otras estructuras no péptidicas con una reconocida accion inhibitoria de
calpaina se muestras en la Figura 2.20.

199 Farkas, B.; Tantos, A.; Schlett, K.; Vilagi, I.; Friedrich, P. Brain Res. 2004, 1024, 150-158.

119 Chatterjee, P. K.; Todorovic, Z.; Sivarajah, A.; Mota-Filipe, H.; Brown, P. A. J.; Stewart, K. N.; Mazzon,
E.; Cuzzocrea, S.; Thiemermann, C. Biochem. Pharmacol. 2005, 69, 1121-1131.

"lyerdaguer, E.; Alvira, D.; Jimenez, A., Rimbau, V., Camins, A. Pallas, M. J.
Pharmacol. 2005, 145, 1103-1111.
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Figura 2.20

El acido aurintricarboxilico (ATA), es un colorante de estructura quinoide que
presenta una inhibicion débil (ICs, = 22 uM) y poca selectividad frente a las
calpainas.*?

Algunos productos naturales, que carecen de funcionalidad electrofilica han
demostrado su actividad como inhibidores de calpaina. Este es el caso de la penicilida
(Figura 2.20), aislada de Penicillium sp, que es capaz de inhibir la calpaina 2 (IC50=7.1
uM)**2 mostrando selectividad frente a papaina. Otro ejemplo es (-)-epicatecina-6-
galato (XIX), aislado de la planta Orostachys japonicus A, que es un inhibidor de la
calpaina 1.

12 Posner, A., Raser, K. J., Hajimohammadreza, I., Yuen, P. W., Wang K. K. Biochem. Mol. Biol. Int. 1995,

36, 291-299.
13 Chung, M.; Lee, H.; Chun, H.; Kho, Y. J. Microbiol. Biotechnol. 1998, 8, 188-190.
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En cuanto a las 4-quinolonas XX'*y XXI** (Figura 2.21) han sido identificadas
como potentes inhibidores de calpaina 1 (con un valor de ICs, en un rango
micromolar). Ademas, presentan entre moderada y buena selectividad frente a otras
cistein proteasas como la captepsina B y L. Mientras que el compuesto XX no se
comporta como un inhibidor competitivo,"** el compuesto XXI es capaz de unirse al
sitio activo de la calpaina.'®

O O Me O O
| NH, | NH,
[ N N" "NH
N~ of Cl Br
xx ©OH xxi B
ICs5= 0.50 UM (calpaina 1) ICy,= 0.28 UM (calpaina 1)
Figura 2.21

Aunqgue han sido muchos los inhibidores de calpaina que se han descrito a lo
largo de estos Ultimos afios, todavia quedan muchos aspectos por resolver, como la
especificidad o las propiedades farmaconcinéticas, de ahi la importancia de la sintesis
de nuevos inhibidores de calpaina que presenten un mejor perfil farmacoldgico.

14 Graybill, T. L.; Dolle, R. E.; Osifo, I. K.; Schmidt, S. J.; Gregory, J. S.; Harris, A. L.; Miller, M. S. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 1995, 5, 387-392.
15 Kang, D.; Jun, K.; Lee, J. P.; Pak, C. S.; Na, Y.; Kwon, Y. J. Med. Chem. 2009, 52, 3093-3097.
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3.1. INTRODUCCION

Como se ha indicado anteriormente, la presente Tesis se enmarca en un
proyecto en Quimica Médica cuya diana terapéutica objetivo es la calpaina. En este
proyecto se pretende desarrollar nuevos inhibidores de calpaina, debido a la
importante implicacién de ésta en diversas enfermedades que afectan a la funcion
renal, tal y como se ha descrito en los antecedentes de esta memoria.

En la bibliografia, se han descrito un buen ndmero de inhibidores de calpaina,
entre ellos, inhibidores del tipo péptido-heterociclo,’®"*% con los que se han obtenido
resultados de actividad muy positivos frente a la calpaina. Se caracterizan por poseer
una cadena peptidica unida a un sistema heterociclico siendo éste un derivado de
isoquinolina y la estructura general del hibrido resultante es la que se muestra en la
Figura 3.1.

NH

R
NH-péptido
o

Figura 3.1. Inhibidor de calpaina del tipo hibridos péptido-heterociclo.

El primer objetivo que se propuso para esta Tesis fue la sintesis de inhibidores
del tipo péptido-heterociclo, utilizando como heterociclo derivados de azolodiazinas,
cuya quimica se habia desarrollado anteriormente en nuestro grupo (Figura 3.2).

107 Mann, E.; Chana, A.; Sanchez-Sancho, F.; Puerta, C.; Garcia-Merino, A.; Herradon, B. Adv. Synth.

Catal. 2002, 344, 855-867.
108 Herradon, B.; Chicharro, R.; Aran, V. J.; Alonso, M. PCT Int. Appl., 2006, WO 2006064075 Al
20060622.
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Figura 3.2. Azolopirimidinas utilizadas en hibridos péptido-heterociclo como
potenciales inhibidores de calpaina.

Las pirrolodiazinas, también llamadas azaindolizinas, representan una clase de
este tipo de heterociclos y comprenden cuatro sistemas heterociclicos en funcion de la
posicion que ocupe el segundo nitrégeno de la diazina.

/ / / /
QN % [I\}j N\
) ! Ny .

Pirrolo[1,2-a]pirimidina  Pirrolo[1,2-a]pirazina  Pirrolo[1,2-c]pirimidina  Pirrolo[1,2-b]piridazina

Figura 3.3. Estructura de los distintos sistemas de pirrolodiazinas
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Las azaindolizinas, a diferencia de la indolizinas,**® han sido poco estudiadas
tanto en lo que respecta a sus métodos de sintesis como a su reactividad general. No
obstante, una gran parte de la sintesis y reactividad de este tipo de compuestos ha
sido recogida en varias revisiones generales.™’'® En ellas se muestra que, aunque
es posible la obtencion de pirrolodiazinas sustituidas con buenos rendimientos, la
sintesis de los heterociclos sin sustituyentes resulta mas complicada y se describe con
rendimientos inferiores al 15%. Por ello, uno de los proyectos de nuestro grupo de
investigacion ha tenido como objetivo prioritario el desarrollo de nuevos métodos de
sintesis de este tipo de sistemas, fundamentalmente de pirrolo[1,2-a]pirazina™® y
pirrolo[1,2-c]pirimidina'*® (Figura 3.3). Este 0(ltimo sistema presenta un interés
adicional ya que es el Unico de los sistemas de pirrolodiazinas que se encuentra
presente en varios productos naturales, concretamente en la estructura de la familia de
alcaloides variolinas (Figura 3.4)"° y del alcaloide hinckdentina A,**' todos ellos
productos naturales de origen marino.

1e a) Flitschy, W. Comprehensive Heterocyclic Chemistry Katritzky, A. R.; Rees, C. W.; Eds. 1994, 4, 443.

b) Vaquero, J. J; Alvarez-Builla, J; Barluenga, J. Heterocycles Containing a Ring-Junction Nitrogen in
Modern Heterocyclic Chemistry. Eds. Wiley, 2011, vol. 4, pag 1989-2070.

7 a) Kuhla, D. E.; Lombardino, J. G. Adv. Heterocycl. Chem. 1997, 21, 1. b) Terenin, V. |.; Kabanova,
E.V.; Feoktistova, E. S. Khim. Geterotskl. Soedin 1991, 10, 1299-1311. c) Maury, G. Chem. Heterocycl.
Compd. 1977, 30, 179-244. d) Blewitt, H. L. Chem. Heterocycl. Compd. 1977, 30, 117-178. e)
Amarnath,V.; Madhav, R. Synthesis 1974, 873-859.

118 a) Minguez, J. M.; Castellote, M. 1.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.; Castafio, O.;
Andrés, J. L. Tetrahedron 1997, 53, 9341-9356. b) Minguez, J. M.; Castellote, M. I.; Vaquero, J. J,;
Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.; Castafio, O.; Andrés, J. L. J. Org. Chem. 1996, 61, 4655-4665. c)
De Pablo, M. S.; Gandasegui, T.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J. Tetrahedron 1992,
48, 8793-8800. d) Matia, M. P.; Ezquerra, J.; Sanchez-Ferrado, F.; Garcia-Navio, J. L.; Vaquero, J.J,;
Alvarez.Builla, J. Tetrahedron 1991, 47, 7329-7342.

119 a) Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.; Castafio, O.; Andrés, J. L. J.
Org. Chem. 1999, 64, 7788-7801. b) Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.
Tetrahedron Lett. 1996, 37, 4263-4266.

120 3) Trimurtulu, G.; Faulkner, D. J.; Perry, N. B.; Ettouati, L.; Litaudon, M.; Blunt, J. W. ; Munro, M. H.G.;
Jameson, G. B. Tetrahedron 1994, 50, 3993-4000. b) Perry, N. B.; Ettouati, L.; Litaudon, M.; Blunt,J. W. ;
Munro, M. H. G.; Parkin, S.; Hope, H. Tetrahedron 1994, 50, 3987-3992.

121 Blackman, A. J.; Hambley, T. W.; Picker, R.; Taylor, W. C.; Thirasasana, N. Tetrahedron Lett. 1987, 28,

5561-5562.
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2
)\ CH
NN 3 )\/\N
SE(O) R= !
)\) \N)\NHZ
o
Variolina A Variolina B
LI
R= B o
Variolina N NH, R=CO,Me Variolina D
CH

3

N (3")-Metiltetrahidrovariolina B

Figura 3.4. Estructura de los alcaloides variolinas.

Hinckdentina A

Figura 3.5. Estructura del alcaloide hinckdentina A.

Algunos de los proyectos concretos que se desarrollaron en nuestro grupo de
investigacion en este campo fueron, una nueva estrategia de preparacion del nacleo
de pirrolo[1,2-c]pirimidina y la aplicacién de dicha estrategia a la sintesis total de la
variolina B.
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3.1.1. Sintesis de pirrolo[1,2-c]pirimidina

La sintesis de pirrolo[1,2-c]pirimidina 31 (Esquema 3.1), fue mejorada por
nuestro grupo (42% de rendimiento global) con respecto a la sintesis precedente,'? en
la que se abtenia con un rendimiento global del 5%. Para ello se llevé a cabo una
nueva estrategia de heterociclacion para construir el sistema de pirimidina.'*® El paso
clave de esta sintesis es la condensacion de pirrol-2-carboxaldehido e isocianoacetato
de etilo que conduce a pirrolo[1,2-c]pirimidin-3-carboxilato de etilo (1) con un
rendimiento del 71% (Esquema 3.1). Sin embargo, los intentos de descarboxilacion
del acido resultante de la hidrolisis del éster 32 se saldaron con rendimientos de sélo
el 5% en el mejor de los casos (reflujo de Ph,0).

/ \
CNCH,CO,Et I\\I\ \ Ph,0/
~ 2
DBU/THF N" COR 506 J
0,
(1)
32;R2=H /\
BN a N
N~ ~CHO l
H
‘ CNCH,Ts /N\ Na/Hg T
DBUTHE K\N \ 1s  Na,HPO,/THF-MeOH
0, 0,
82% 23 50%

Esquema 3.1

122\nong, J. L.; Brown, M. S.; Rapoport, H. J. Org. Chem. 1965, 30, 2398-2402.

119 a) Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.; Castafio, O.; Andrés, J. L. J.
Org. Chem. 1999, 64, 7788-7801. b) Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla,J.
Tetrahedron Lett. 1996, 37, 4263-4266.
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A la vista de estos resultados, se ensay0 la condensacion con tosilmetilisonitrilo
(TosMIC)**® asumiendo que la sulfona resultante seria mas facil de eliminar que el
grupo é&cido. La reaccion de heterociclacion con TosMIC y el pirrolcarbaldehido en
presencia de 1,8-diazabiciclo[5.4.0lundec-7-eno (DBU) proporcioné el producto
esperado 33 con buen rendimiento (82%).

La eliminacién de la sulfona se logré con el tratamiento de amalgama Na/Hg/
Na,HPO, en THF-MeOH, obteniéndose la pirrolo[1,2-c]pirimidina 31 en dos pasos y
con un rendimiento global del 40%. Aplicando esta metodologia, toda una serie de
pirrolo[1,2-c]pirimidinas fueron sintetizadas con rendimientos moderados-altos. La
Unica limitacion fue la compatibilidad del sustituyente en las condiciones de
desulfonilacion.

3.1.2. Sintesis total de la variolina B

En 1994, Munro y Blunt describieron el aislamiento y la estructura de las
variolinas, una familia de alcaloides aisladas de la esponja Kirtpatrickia varialosa'®
gque se encuentra en la Antartida. Las variolinas presentan actividad antiproliferativa
frente a P388 y a través de screening in vitro se ha demostrado la alta actividad como
agente antiviral de la variolina B (Herpes simplex Tipo |, polio Tipo 1).

Figura 3.6. Estructura de la variolina B.

123 a) Saikachi, H.; Kitigawa, T.; Sasaki, H.; van Leusen, A. M. Chem. Pharm. Bull. 1982, 30, 4199-4204.
b) Saikachi, H.; Kitigawa, T.; Sasaki, H.; van Leusen, A. M. Chem. Pharm. Bull. 1979, 27, 793-796.

120 3) Trimurtulu, G.; Faulkner, D. J.; Perry, N. B.; Ettouati, L.; Litaudon, M.; Blunt, J. W. ; Munro, M. H.G.;
Jameson, G. B. Tetrahedron 1994, 50, 3993-4000. b) Perry, N. B.; Ettouati, L.; Litaudon, M.; Blunt,J. W. ;
Munro, M. H. G.; Parkin, S.; Hope, H. Tetrahedron 1994, 50, 3987-3992.
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Debido a que la variolina B es la que presenta mejor perfil de actividad bioldgica,
nuestro grupo y otros (Morris,*** Molina'®® y Alvarez'®) abordaron su sintesis total.
Nuestro grupo ha publicado recientemente una nueva sintesis total de la variolina B y
de la desoxivariolina B.**’ Esta nueva estrategia sintética no es sélo Gtil para la sintesis
de la variolina B sino que ademas, permite realizar modificaciones estructurales del
producto natural a través de reacciones de acoplamiento C-N, C-C, y C-O catalizadas
por Pd, con la incorporacibn de sustituyentes en el sistema ftriciclico de
pirido[3’,2":4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidina, que es el intermedio heterociclico clave (Figura
3.7).

Enlace C-O

Enlace C-C

Enlace C-N

Figura 3.7

La estrategia inicial consistio en la sintesis de 5-bromopirido[3’,2":4,5] pirrolo[1,2-
c]pirimidin-7-carboxilato de metilo (2a). Para ello, la metodologia que se desarroll6*?®
se basa en hacer reaccionar 3-bromo-2-bromometilpirrolo[2,3-b]piridina-1-carboxilato
de metilo (34a) con tosilmetil isonitrilo (TosMIC) en condiciones de catélisis de
transferencia de fase (PTC), (TBAI, NaOH, CH,CIl,) (Esquema 3.2). Esta reaccién

proporciona la formacién del compuesto 2a con un 65% de rendimiento.

124 a) Anderson, R. J.; Morris, J. C. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 8697-8699; b) Anderson, R. J.; Hill, J. B;
Morris, J. C. J. Org.Chem. 2005, 70, 6204-6212; c) Walker, S. R.; Carter, E. J.; Huff, B. C.; Morris, J. C.
Chem. Rev. 2009, 109, 3080-3098.

125 a) Molina, P.; Fresneda, P. M.; Delgado, S.; Bleda, J. A. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 1005-1007; b)
Molina, P. Fresneda, P. M.; Delgado, S. J. Org. Chem. 2003, 68, 489-499.

126 3) Ahaidar, A.; Fernandez, D.; Danelon, G.; Cuevas, C.; Manzanares, |.; Albericio, F.; Joule, J. A.;
Alvarez, M. J. Org. Chem. 2003, 68, 10020-10029; b) Ahaidar, A.; Fernandez, D.; Perez, O.; Danelon, G.;
Cuevas, C.; Manzanares, |.; Albericio, F.; Joule, J. A.; Alvarez, M. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 6191-6194.
127 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-
5618.

128 a) Mendiola, J.; Minguez, J. M.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Org. Lett. 2000, 2, 3253-3256. b)

Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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Br
7N CNCH,Ts
— \ Br o
N
N TBAI, NaOH
COMe  CH,CI,
34a

Esquema 3.2

La transformacion del compuesto 2a en la desoxivariolina B requeria la
eliminacion del grupo éster en C7 y la funcionalizacién del sistema en C5 y C9.
Aungue tanto la eliminacién del grupo éster como la introduccién de la pirimidina en
C5, se lograron llevar a cabo, la introduccion del sustituyente amino en C9 no pudo
resolverse.

En este punto, se plante6 un cambio de estrategia con el fin de buscar una
sintesis que permitiera acceder al sistema triciclico de la variolina B con alguna
funcionalizacién en C9 y que posteriormente pudiera transformase en el grupo amino.
Para ello, en el proceso de heterociclacion, en vez de usar el TosMIC se utilizd6 un
equivalente sintético del mismo, N-tosilmetil dicloroformimida’*’(Esquema 3.3).

Cl
Br =
7N\ Ts/\N)\CI
N/ Br —>
l}l TBAI, LiOH
CO,Me CH,CI,
34a: R=H 35a: R=H (58%)
34b: R=ClI 35b: R=CI (58%)
34c: R= OMe 35c: R= OMe (31%)

Esquema 3.3

29 olijnsma, T.; Engberts, J. B. F. N. Synthetic Comm. 1973, 3, 1-8.
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La obtencién del compuesto 35, funcionalizado en la posicién C9 con un cloro,
permitié la introduccion del grupo amino en esa posicion a través de reacciones de
acoplamiento de paladio C-N, resolviendo de esta manera el problema que presentaba
la anterior estrategia propuesta y pudiéndose realizar la sintesis total de la variolina B,
que se recoge en el Esquema 3.4.

La sintesis parte del producto comercial 7-azaindol (36a) que se transforma en
4-cloro-7-azaindol (36b), segun las condiciones descritas en la bibliografia.”*® La
posterior proteccion del compuesto 36b con un grupo sulfona seguido de su metilacion
en posicibn C2 conduce a la obtencién de 37b con buenos rendimientos. El grupo
sulfona no permite la reaccion de heterociclacion con el TosMIC y derivados, por lo
gue el siguiente paso consistié en la desproteccion del grupo sulfona en condiciones
basicas y su posterior proteccién como carbamato (38b), grupo imprescindible para las
reacciones de heterociclaciéon. La bromacién del compuesto 38b se consiguié con dos
equivalentes de N-bromosuccinimida (NBS), resultando asi el compuesto 34b con un
75% de rendimiento.

El siguiente paso fue la reaccion de heterociclacién del compuesto 34b con
N-tosilmetildicloroformimida en condiciones de catélisis de transferencia de fase (TBAI,
LiOH, CH,Cl,) consiguiéndose a la formacion del sistema triciclico 35b. A continuacion
se procedi6 a la funcionalizacion del sistema triciclico a través de reacciones de
acoplamiento catalizada por paladio. La introduccion del grupo amino se llevé a cabo
usando ftrifenilsililamina (PhsSiNH,), un equivalente sintético del amoniaco, en
presencia de bis(trimetilsilillamiduro de litio (LIHMDS), 2 mol% de Pd,(dba); y 4 mol%
de (2-bifenil)di-tert-butilfosfina. Dicho grupo amino era necesario proteger para realizar
el resto de las reacciones, usando anhidrido acético a reflujo.

El posterior acoplamiento con el estannano, preparado de acuerdo al
procedimiento descrito por Alvarez,'?*® en la posicién C5 requiere la presencia de yodo
en vez de bromo, lo cual se consigue reduciendo el compuesto 39 con condiciones
radicalarias y posterior yodacion con N-yodosuccinimida (NIS). Una vez obtenido el
compuesto 40 se realizdé un acoplamiento de paladio C-C (41) y otro C-O (42) para
introducir un grupo tert-butoxido en C4 que, por posterior tratamiento con MeOH/ HClI,
condujo a la variolina B.

130 Clark, B. A. J.; Patrick, J. J. Chem. Soc.; Perkin Trans. |. 1974, 2270-2274.
126a a) Ahaidar, A.; Fernandez, D.; Danelon, G.; Cuevas, C.; Manzanares, |.; Albericio, F.; Joule, J. A,;
Alvarez, M. J. Org. Chem. 2003, 68, 10020-10029.
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1) TEBA-CI/ NaOH
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~ § 2) LDA(2eq)/THF
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NN NN 3. Mel/-30°C N
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36a 36b 37b 2
cl
cl cl
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T Yme .
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N~ N TBAI, LiOH
Co,Me co Me CH,CI
38b 34b 2
SnBu,
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dioxano
Me H 40 2) MeOH/ HCl
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Esquema 3.4. Sintesis total de variolina
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1) K,CO,/
MeOH/H,0

—>

2) CICO,Me
LIHDMS/THF

-78°C

1) Pd,(dba)3(5%)/
THF

Fosfina (10 %)
LiIHMDS/
Ph,SiNH,
_—

2) Ac,0O

Variolina B

121 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-

5618.
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3.2. HIBRIDOS PEPTIDO-HETEROCICLO

Basandonos en estos precedentes, se iniciaron los trabajos sintéticos para la
preparacion de los hibridos péptido-heterociclo. En primer lugar se abordo la sintesis
de los heterociclos, los cuales se unirian a los péptidos seleccionados para generar los
correspondientes hibridos.

3.2.1. Sintesis de heterociclos

Los primeros heterociclos utilizados para la preparacion de los inhibidores de
calpaina del tipo péptido-heterociclo fueron, como ya se ha indicado anteriormente,
derivados de pirrolopirimidina. Los compuestos que inicialmente se seleccionaron para
esta finalidad se muestran en la Figura 3.8.

Figura 3.8

Este tipo de sistemas heterociclicos en los que la posicion C1 del compuesto 1y
3 y C9 del compuesto 2a tienen caracter electréfilo, podrian cumplir algunos de los
rasgos caracteristicos de los inhibidores de calpaina y, ademas, tras la hidrélisis de los
grupos éster, se les podrian acoplar diferentes péptidos formando asi los hibridos
péptido-heterociclo que se buscaban.

La introduccion de un grupo carbonilo en posicién C1 (1 y 3) y C9 (2a), podria
ser una opcidn interesante para la sintesis de otro tipo de heterociclos, ya que estos
derivados presentan una mayor similitud con los derivados isoquinolinicos previamente
descritos en la bibliografia (Figura 3.9).
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/\ \
X 1]
o” N CO,Me o”™N CO,Me
4 5
Figura 3.9

La sintesis del compuesto 5 se habia descrito anteriormente en la literatura,™**
asi que se aprovechd la misma metodologia para sintetizar el compuesto 4, como se
detallard mas adelante. Al igual que con los compuestos anteriores, una vez que se
realizara la hidrélisis del grupo éster al correspondiente &cido, se podria acoplar con
los péptidos. En la Figura 3.10, se muestra un resumen de los diferentes hibridos que
se pretendian preparar como primer objetivo sintético.

Figura 3.10

181 Carlier, P. R.; Lam, P. C. H.; Wong, D. M. J. Org. Chem. 2002, 67, 6256-6259.
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La sintesis del compuesto 1 y su posterior hidrolisis queda recogida en el
Esquema 3.5. Se utilizo la metodologia desarrollada en nuestro grupo™*® partiendo del
pirrol-2-carboxaldehido y haciéndolo reaccionar con isocianoacetato de etilo en
presencia de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno, (DBU). Para la hidrélisis del producto
de ciclacion 1 se utilizaron condiciones convencionales, obteniéndose el
correspondiente clorhidrato, el cual, con tratamiento basico condujo al acido buscado
(32) con un rendimiento cuantitativo.

1) HCI/ reflujo /
o e
CHO + cN™ "CO,Et THFta N 2)pH 4-5

77% N COEL  100%

1 32

Esquema 3.5

El sistema de pirido[3",2":4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidina (2a) se sintetiz6 siguiendo la
ruta representada en el Esquema 3.6. Esta sintesis se realizé a partir del 7-azaindol
36a en una secuencia sintética de varias etapas. Utilizando la metodologia que fue
descrita por Desabre y col.™** la 1-fenilsulfonil- 2-metil-pirrolo[2,3-b]piridina (37a) se
sintetizo a través de un proceso de proteccion y metilacion empleando bases litiadas.
Se realiz6 la proteccién con cloruro de fenilsulfonilo en condiciones de transferencia de
fase. La metilacién se efectud utilizando dos equivalentes de diisopropilamiduro de litio
(LDA) y como electréfilo yoduro de metilo.

La desproteccion de la sulfona en medio basico proporcionaria 43a y su
posterior proteccién con cloroformiato de metilo proporcioné el derivado 38a con un
98% de rendimiento. Las reacciones de bromacién se realizaron en un solo paso,
empleando dos equivalentes de NBS, en CH)Cl,, a temperatura ambiente para
proporcionar el derivado dibromado 34a. Por Ultimo, se efectu6 la reaccion de
heterociclacién con TosMIC, en condiciones de transferencia de fase, obteniéndose el
derivado 2a.**®

119 3) Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.; Castafio, O.; Andrés, J. L. J. Org. Chem.

1999, 64, 7788-7801. b) Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla,J. Tetrahedron Lett. 1996,
37, 4263-4266.

'*2 Desabre, E.; Coudret, S.; Meheust, C.; Mérour, J-Y. Tetrahedron 1997, 53, 3637-3648.

% a3) Mendiola, J.; Minguez, J. M.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Org. Lett. 2000, 2, 3253-3256.b) Mendiola, J.;
Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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El mecanismo propuesto para esta reaccion conlleva una sustitucién nucledfila
del anion del TosMIC sobre 34a, seguido de una transferencia intramolecular de grupo
protector; posteriormente se produce el ataque del nitrdgeno del azaindol sobre el
grupo isonitrilo produciéndose la ciclacion y posterior eliminacion del grupo tosilo,
formandose asi el compuesto 2a.'*® La hidrélisis de 2a se llevo a cabo en condiciones
béasicas convencionales. Una vez terminada la reaccion se acidifico precipitando en el
medio el compuesto 44, como un soélido amarillo y con elevado rendimiento (95%).

1) TEBA-Cl/ NaOH /= 1)LIHMDS/ THF =
= CH,CL/CISO,Ph/0°C & /) _KiCOy e
» /' \\ 2 LpAQReqyTHF N Me N
NT>y -)o °oC (e N MeOH H,0 2)CICO Me N" Me
H SOPh reflujo 28% CO,Me
36a 3. Mel/-30°C 37a 43a 38a
96% 80%
_— Br
nss 2eq) A W _er _TosMC KCOs
—_—
CH,CI, L oMo TBAI (5%) MeOH, H,0
. 2 NaOH (15%) co,Me  refluo
80% CH,Cl, pH= 4-5
34a 2a 95% 44a

65%

Esquema 3.6

La preparacion de los sistemas triciclicos 2b y 2c¢ se llevé a cabo siguiendo una
ruta semejante. Partiendo de nuevo del 7-azaindol comercial 36a, a través del N-6xido
45 y preparando los azaindoles 4-sustituidos correspondientes 36b y 36¢
(Esquema 3.7). El resto de pasos, semejantes a los ya descritos, se recogen en el
Esquema 3.7.

128 a) Mendiola, J.; Minguez, J. M.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Org. Lett. 2000, 2, 3253-3256.b)
Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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_ 1) MCPBA (1.4 eq) OMe
) 1,2-DME % POCI, NaOH/MeOH
- N — = [
NTSN7 2) K,CO4H,0 NN reflu10 autoclave /AR
83% o H 90% 150 °C/12h NN
36a 45 36b i 84% a6c H
R
R 1) TEBA-CI/NaOH
_ CH,CL,/CISO,Ph/0°C 1)LIHMDS/ THF
N\ / \ K, CO -78°C
« T\ 2LDAReq)THF NP e
-30°C
NTN $o.ph MeOH, H,0 2cicoMe
H o 2 reflujo
3. Mel/-30°C \
R=Cl, 36b 06% R= Cl, 37b (86%) R= Cl, 43b (92%)
R= OMe, 36¢c R= OMe, 37c (99%) R= OMe, 43c (99%)
R R
— _ Br
W [\ TosMIC
NBS (2 eq) N Br
N [\lj Me chcl > N N —_—
CO_Me 2-72 ; TBAI (5%)
2 COMe  NaoH (15%)
CH,Cl,

R= Cl, 34b (75%)
R= OMe, 34c (77%)

R= Cl, 38b (96%)

R=Cl, 2b (27%
R= OMe, 38c (84%) Cl, 2b (27%)

R= OMe, 2¢ (79%)
Esquema 3.7

Para la sintesis del 5-bromopirimido[1,6-a]indol-3-carboxilato de metilo (3) se
siguié un esquema sintético muy similar al anterior (Esquema 3.8). La reaccién de
proteccion del producto comercial 2-metilindol empleando metoxicarbonilo como grupo
protector, fue efectuada siguiendo la metodologia descrita en la bibliografia,"** con
bis(trimetilsilil) amiduro de litio (LIHMDS) como base, a baja temperatura y posterior
tratamiento con cloroformiato de metilo para suministrar 46. Una vez sintetizado el
bromometilindol 47 por tratamiento de 46 con dos equivalentes de NBS, se procedi6é a
realizar la heterociclacion en presencia de TosMIC en condiciones de transferencia de
fase'®® para obtener el derivado triciclico 3. La posterior hidrélisis, al igual que en el

183 Nagarathnam D. Synthesis 1992, 743-745.
a) Mendiola, J.; Minguez, J. M.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Org. Lett. 2000, 2, 3253-3256. b)

Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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caso anterior, se realiz6 en condiciones basicas conduciendo al acido tras
acidificacion, y obteniéndose 48 con un rendimiento casi cuantitativo.

Br
1)LIHMDS/ THF Qj\
Qj\ -780 e NBS (2eq) %\/Br TosMIC
N -

2)CICO Me co Me CH Cl Cl:OzM o TBAI (102/0)
. NaOH (15%)
99% 7% CH,Cl,
47
89%
K Co,
MeOH H,O
reflujo
oM pH= 4-5
3 95% 48

Esquema 3.8

En cuanto a la sintesis de los compuestos 4 y 5, se utilizaron condiciones ya
descritas en la bibliografia para la preparacién de 5.**' El primer paso de esta sintesis
fue una reacciéon de Wittig entre los correspondientes aldehidos y la fosforilglicina
sustituida 49 en presencia de 1,1,3,3-tetrametilguanidina (TMG) siguiendo las
condiciones descritas por Schmidt.*** Posteriormente, el nitrégeno indélico o pirrélico
reacciond con el grupo carbonilo del grupo carbamato en los intermedios 50 y 51,
produciéndose la ciclacién intramolecular con eliminacion de alcohol bencilico y la
consiguiente formacion de los compuestos 4 y 5. Las condiciones de hidrélisis fueron
semejantes a las utilizadas en los ejemplos anteriores, obteniéndose buenos
rendimientos en ambos casos de los acidos 52 y 53.

181 Carlier, P. R.; Lam, P. C. H.; Wong, D. M. J. Org. Chem. 2002, 67, 6256-6259.

134 Schmidt, U.; Griesser, H.; Leitenberger, V.; Lieberknecht, A.;Mangold, R.; Meyer, R. Synthesis 1992,
487-490.
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Esquema 3.9

Por dltimo, el compuesto 6 se prepard siguiendo el procedimiento general

descrito en nuestro grupo*?®

y que se detalla en el Esquema 3.10, partiendo del

derivado comercial 54, por proteccion (55), bromacion (56) y heterociclacion en

presencia de TosMIC (6).

128b

Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.

6/




Discusion de resultados
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96% 94% CH,Cl,

54 55 56 44% 6

Esquema 3.10
3.2.2. Sintesis de péptidos.

La eleccién del péptido que formaria parte del los hibridos, se llevdé a cabo
teniendo en cuenta los antecedentes descritos en la bibliografia.>***** En base a que
la L-leucina y L-valina se presentaban como los aminoécidos mas utilizados, se
decidié el uso de la L-leucina para la formacion del péptido. Como inicialmente se
desconocia el nivel de actividad que se podria conseguir con estos hibridos (en el
supuesto de que resultasen activos), se decidié no sintetizar mas péptidos hasta la
obtencion de los primeros datos de actividad.

La ruta de sintesis del péptido se muestra a continuacién en el Esquema 3.11.
Los primeros pasos que se realizaron fueron reacciones para proteger tanto el grupo
amino, con el grupo Boc (57), como el grupo acido, en forma de éster (58), de la L-
leucina. El posterior acoplamiento de estos aminoacidos se llevé a cabo empleando la
siguiente combinacion de reactivos de acoplamiento: 1-hidroxibenzotriazol (HOBT),
diciclohexilcarbodiimida (DCC), trietilamina y 4-(dimetilamino)piridina (DMAP). A
continuacién, usando &cido trifluoroacético se produjo la desproteccion del grupo
amino, formandose el péptido 59 con buenos rendimientos.

5 Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 615-638.

135 Neffe, Axel T.; Abell, Andrew D. Curr. Opin. Drug. Discov. Devel. 2005, 8, 684-700.
138 Donkor, I. O. Curr. Med. Chem. 2000, 7, 1171-1188.
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57 58 72% CF,CO;
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Esquema 3.11
3.2.3. Sintesis de hibridos péptido-heterociclo 7-11.

En primer lugar se realizé el acoplamiento de los distintos heterociclos con el
aminodcido protegido en forma de éster 58 asi como con el péptido 59. De esta
manera se pensoé que seria interesante poder comprobar la influencia de la longitud de
la cadena sobre la actividad inhibitoria de estos compuestos.

Las condiciones usadas para el acoplamiento fueron muy similares a la
empleada en la sintesis del péptido. En este caso, se usaron como reactivos
1-hidroxibenzotriazol (HOBT), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC),
trietilamina y 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) para los acoplamientos del aminoacido
protegido 58.
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. X
/A
N
‘*N CO,H
Me 1) HOBT, Et,N
- EDC, DMAP
cl J\)\Me DMF
+ : /
H,N~ ~CO,Me N
2) TFA, CH,C, N
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Esquema 3.12

Los resultados obtenidos de la reaccion de acoplamiento se recogen en la Tabla
3.1. Los rendimientos conseguidos estan entre medios y buenos, pudiendo acceder de
una manera facil a los compuestos que se buscaban.
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Tabla 3.1. Reaccién de acoplamiento de los acidos 32, 44, 48, 52 y 53 con 58.

Entrada Heterociclo Tiempo Hibrido Rdto (%)
/ \ I\
N N
1 \\\N CO,H 2 dias \\\N L-leu-OMe 36
O
32 Ta
_— Br
SR
NN }
2 l \ 1 dia 98
SN7 TCO,H
|
44 8a
Br Br
%1 \
3 N 2 dias " e 69
\%N CoH \\\N \ L-leu-OMe
48 9a o
/ \ I\
N . N
4 O)\N CO,H 2 dias O//\\N L-leu-OMe 67
H H
52 10a
\ \
5 1] 2 dias 1] 53
O)\N CO,H O//\\N L-leu-OMe
H H
53 1la
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En cuanto a la reaccién de acoplamiento con el péptido 59, se utilizaron las
mismas condiciones que en el caso anterior (Esquema 3.12).

Me
B 1) HOBT, Et,N
Cl Me .
. EDC, DMAP | -~~~
NH _CO.Me DMF ! ;
H;N [ \/ 2 / \
O X _Me 2)TFA CH.CI N
59 Y LR \ ;
Me /)\N COH '
o” N .

Esquema 3.13

En la Tabla 3.2 se encuentran recogidos los resultados obtenidos en la reaccién
de acoplamiento de los distintos heterociclos con el péptido 59.
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Tabla 3.2. Reaccién de acoplamiento de los acidos 32, 48, 52 y 53 con el péptido 59.

Entrada Heterociclo Tiempo Hibrido Rdto (%)
/ \ / \
\ \ \ \ L-leu-L-leu-OMe
1 \y"“con | 2dias e 83
0
32 7b
Br Br
\ \
2 '\\l\\N \ COH 4 dias N\\\N \ L-leu-Ldeu-OMe 43
48 9b 0
/ \ /\
" . N
3 o)\N COH 2 dias o)\N L-leu-L4eu-OMe 30
H H
52 10b
) @31
N \ , N |
4 O//\\H CO,H 2 dias o)\” L-eu-L-leu-OMe 39
53 11b

La potencial actividad inhibitoria que pudiera presentar esta primera serie de
hibridos péptido-heterociclo, permitiria hacer una primera seleccién del heterociclo
mas apropiado para el desarrollo de series posteriores, mediante el acoplamiento con
una variedad de péptidos.
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3.2.4. Reaccion de pirrolopirimidinas con 2-metoxietilamina.

La reaccion con aminas de los derivados de pirrolopirimidinas utilizados para
formar los hibridos, llevaria a la formacién de las amidas correspondientes de este tipo
de heterociclos. Estas amidas presentan estructuras mas sencillas que podrian
proporcionar informacion en este estudio de relacion estructura-actividad.

La primera de las aminas ensayadas fue una amina primaria, la
2-metoxietilamina, que se hizo reaccionar con el carboxilato de etilo de la 3-pirrolo
[1,2-c]pirimidina (1) para suministrar la amida 12 (Esquema 3.14).

OMe
/N\ HNT 7\
| e LK
N~ CO,Et Reflujo SN N >ome
63% 0
1 12

Esquema 3.14

Cuando se calenté a reflujo el compuesto 1 usando como disolvente la propia
amina, se obtuvo la correspondiente amida 12, con un rendimiento moderado. Sin
embargo, no ocurrié lo mismo cuando se realizé esta misma reaccién, en las mismas
condiciones, con los sistemas triciclicos 2a 'y 3.

En su lugar, sorprendentemente, se obtuvieron dos nuevos tipos de compuestos,
ambos procedentes de la apertura del sistema triciclico y posterior formacién de una
imidazolona. En los compuestos 13a y 15a el nicleo de imidazolona lleva incorporada
en la posicién C2 la amina empleada mientras que en los compuestos 14a y 16a la
amina se encuentra en el doble enlace exociclico que une la imidazolona y el indol o el
azaindol. Ademas, en ambos tipos de compuestos se ha incorporado una segunda
molécula de amina al nucleo de imidazolona y en ambos se ha producido la pérdida
del bromo presente en los sistemas triciclicos de partida.
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OMe
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Esquema 3.15

La determinacion estructural de estos compuestos se llevd a cabo por el Dr.
Antonio Salgado (Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas) y el Dr. Mijail
Galakhov (Universidad de Alcald). Dicha determinacion se realiz6 a través de estudios
de Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de Masas tomando como
modelos para los estudios los compuestos 15a 'y 16a.

Los desplazamientos quimicos de *H, **C y **N del compuesto 15a (Figura 3.11)
se determinaron mediante espectros de RMN mono- y bidimensionales. Igualmente se
realizaron espectros 1D ROESY para complementar la determinacién estructural.
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§ 13C (ppm) 69.4
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3.26 /O O\ 3.34
58.0 15a 58.1

Figura 3.11. Desplazamientos quimicos (5, ppm) *H, **C y *N de 15a.

El espectro de '"H RMN (DMSO-ds, 700 MHz) mostré un sistemas de spin,
constituido por cuatro sefiales que aparecian a 7.51 (d), 7.46 (d), 7.11 (t) y 6.98 ppm
(t), y que junto a las sefiales a 6.54 y 11.01 ppm sugerian la presencia de un anillo de
indol. Ademés el valor de desplazamiento quimico de **N (132.6 ppm) que
correlacionaba a un enlace con la resonancia de proton a 10.01 ppm, también
apoyaba esta teorfa. Con el desplazamiento quimico de *C (103.9 ppm)
correspondiente a las sefales de 6.54 ppm, se pudo determinar que el indol estaba
sustituido en C2.

El experimento *H-"N HMBC permitié distinguir otras tres sefiales de nitrogenos.
La sefial de N a 77.2 ppm (correlacionada a un enlace con las resonancias de 'H a
7.75 ppm) concordaba con una amina pseudoanilinica. Las sefiales a 173.1 y 142.5
ppm correspondian con un nitrégeno aromatico (173.1 ppm) y con una amida
(lactama) muy conjugada (142.5 ppm). Esto, junto a la resonancia de *C a 168.6 ppm,
indicarian la presencia de un residuo de 1H-imidazol-5-ona en el compuesto.
Adicionalmente, correlaciones heteronucleares (**C y N con 'H) a larga distancia
entre las sefales alifaticas justifica que las posiciones N1 y C2 de los anillos de 1H-
imidazol-5-ona estan alquiladas.
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Para asignar la configuracion del doble enlace exociclico se realizaron
experimentos 1D ROESY. Fue posible distinguir los distintos grupos metileno alifaticos
unidos a las posiciones N1 y C2 de la imidazolona. La irradiacion selectiva a 3.78 ppm
(CH,CH,OMe unido al nitrégeno lactamico N1) dio interaccion NOE con el NH de la
otra cadena alifatica (7.75 pm) y, mas intensamente, con el protén H3 inddlico (6.54
ppm). Dado que la sefal a 3.78 ppm corresponde inequivocamente al CH, unido al
nitrégeno lactdmico de la imidazolona (N1), entonces el NOE observado, solo es
compatible con el isomero E. (Figura 3.12)

<> NOE

| Espectro '"H RMN

Co aal M J ) .

1D ROESY (irr. 3.79 ppm, NCH,CH,OMe)

NOE con NHCH,CH,OMe
(distinta cadena)

/ [ NOE con H-3 indstico |
n /
3 L I
) a5 38 B a4

T T T T T T T T T T
L ¥.] HE ] T Ta F o [ [ (=) [ (¥ )

T T
»E pE-]

Figura 3.12Espectros 1D ROESY, DMSO-dg, 700 MHz, 25°C para el derivado 15a.
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Por otra parte con un experimento MS/MS, se obtuvo un espectro complejo
correspondiente a la fragmentacion del i6n pseudomolecular [M+H']" a m/z 343.3
como se puede ver en el espectro representado en la siguiente figura.

#1038 |+ES| Product lon [8.545-9.191 min, 15 Scans) Frag=150.0v CID@30.0 [343.1779[z=1] -» ™) FraccionPicod_voll.Srated_080611_MSMS30V.d

157.0754 i6n pseudomolecular
4.5 (M+H*)*

4 I
155.0599 3431749
+

25]
2104012 | 21817
2 3111431
| | 5!253.1073 |
151 T, T 24012 l 3851335 I
1 226.0863

DZ_ b e 1115?855 l BT II....I..viwl,.l....H._.l .|IJ||. W R N R T .h.L.‘

10 1o 120 130 140 150 160 1v0 180 190 200 20 20 20 240 250 260 20 260 290 300 30 a0 330 340 30
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)

Figura 3.13

Los iones secundarios a m/z 311.1491 y m/z 285.1335 coincidian
respectivamente con la pérdida de metanol y de metilviniléter, este dltimo por una -
eliminacion del ié6n principal (m/z 343.1749). El ibn a m/z 253.1073 resultaria de la
pérdida de MeOH (32 Da) del i6n a m/z 285.1335, y el ibn a m/z 210.1012 por
(hipotética) pérdida de vinilamina (43 Da). Este ion de m/z 210.1012, todavia con el
anillo de imidazolona intacto, podria perder secuencialmente CO y HCN para resultar
en un ién a m/z 155.0599, ya con la pérdida de la imidazolona. A continuacién se
muestra un esquema con las posibles fragmentaciones.
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-25 Da
= CgHgN*
- Masa exacta: 130.0651
NH Encontrado: m/z 130.0646
Figura 3.14

Todos estos datos apoyaban la estructura propuesta para este compuesto.
Aunque el caracter aceitoso de los mismos no permitié la obtencién de cristales aptos
para estudios de difraccion de rayos X, para confirmar mediante esta técnica la
estructura.
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Para la determinacion estructural del compuesto 16a se siguié el mismo
procedimiento. Al igual que en el caso anterior, se determinaron los desplazamientos
quimicos de *H, *C y >N mediante espectros de RMN mono- y bidimensionales y se
realizaron espectros 1D ROESY para complementar la determinacion estructural.

3.31
58.2

9.74 3.57 /
70.8

97.0

121.2 7.13 H_/_O
1069 1082 N a7

8 H (ppm) 3.54
8 13C (ppm) 69.9 \
8 N (ppm) 16a 3.26

57.9
Figura 3.15. Desplazamientos quimicos (6, ppm) *H, *C y N de 16a.

El espectro de "H RMN (DMSO-ds, 700 MHz) presentaba ocho sefiales entre 7.0
y 12.0 ppm, cada una de ellas integraba por 1H. Un singlete a 11.87 ppm, dos
dobletes a 7.66 y 7.58 ppm, dos tripletes a 7.24 y 7.08 ppm, y un doblete a 7.13 ppm,
sugerian la presencia de un anillo de indol. Este punto se confirmé con un experimento
'H-"N HMBC, en el que se detecté una correlacion a un enlace entre la sefial a 11.87
ppm con una resonancia de *°N a 138 ppm, propia de un nitrégeno inddlico. Por otra
parte, el singlete a 7.47 ppm que en el experimento *H-">°N HMBC correlacionaba con
dos sefiales de N a 161.6 y 239.8 ppm y que en un experimento *H-*C HMBC con
una sefial de *C a 166.1 ppm, confirmaban la presencia de un residuo de imidazolona.

El experimento *H-**N HMBC permitié distinguir un cuarto nitrégeno (**N 97 ppm,
correlacionado a un enlace con un pseudotriplete de 'H a 9.74 ppm), lo que era
conforme con una amina pseudobencilica. Mediante experimentos 1D TOCSY, se
determiné un sistema de spin constituido por dicha sefial a 9.74 ppm con otras dos a
3.57 y 3.80 ppm cada una de los cuales integra por 2H, conformes con una cadena de
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2-metoxietilamina. Un segundo sustituyente 2-metoxietilo estd unido al nitrégeno
lactdmico de la imidazolona, en base a correlaciones a larga distancia con sefiales de
13C (166.1 ppm) y °N (161.6 y 239.8 ppm).

Referencia interna 'H (DMSQ, 2.50 ppm)
Referencia externa "N (lig NH3, 0.00 ppm)

I \ ul i U»

a5110610_01/6

cg 25110610_01 [
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= 700MHz, 298K
pulprog hmbcgpndgf. 3ass 60
pl 713 us (-3 dB)
p3 41.5 us (-3 dB) ts0
crst2 90 Hz, cnst13 8 Hz, d1 1s
= 97 ppm El 100
120
_— m i] 138 ppm Lo
P =
— 161.8 ppm [# Vb me g
- 180 =
<
é F200
~ 220
% [+ ] 239.8 ppm b
-V;J 260
Cuatro distintos tipos de atomo de nitrégeno 280
(uno tipo amina aromatica, otro de tipo indélico,
y dos aromaticos) 200
=320
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 125 120 M5 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 S5 S0 45 40 35 30
f2 (ppen)

Figura 3.16. Espectro *H-">°N HMBC, DMSO-ds, 700 MHz, 25°C para 16a.

La configuracién del doble enlace (E) se confirmé mediante experimentos
1D ROESY, observandose interaccion NOE entre las sefiales a 7.13 ppm (indol H-3) y
9.76 ppm (NHCH,CH,OMe) es solo compatible con el isbmero E.
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Figura 3.17. Espectros 1D ROESY, DMSO-dg, 700 MHz, 25°C para 16a.Por otra parte,
en un experimento MS/MS, la fragmentacion del i6n pseudomolecular [M+H']" a m/z
343.2 produce el siguiente espectro.
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Figura 3.18
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La fragmentacion di6 lugar a dos iones secundarios a m/z 311.1451 y 268.1036,
gue resultan de la pérdida secuencial de MeOH (32 Da) y vinilamina (43 Da),
respectivamente. A través de una fragmentacion distinta, el i6bn a m/z 226.1134
resultaria de la pérdida de indol (117 Da) directamente del i6n pseudomolecular (m/z
343.2). Este i6n secundario, a su vez, perderia metilviniléter (58 Da) o HCN (27 Da)
para dar lugar, respectivamente, a los iones a m/z 168.0728 y m/z 201.0979.

N i/ .
\ O -MeOH O - CH,=CHNH, %
H N N. -32Da \/N T mpa NG
%
\\\OMe OMe OMe
(318H23N4()3+ C17H19N402 C15H14N302

Masa exacta: 343.17647
Encontrado: m/z 343.1705

Masa exacta: 311.15025
Encontrado: m/z 311.1451

Masa exacta: 268.1081
Encontrado: m/z 268.1036

- indol
-117 Da
+
N HN //N\/\OMe //N\/\OMG
2
¢ %%NH 7 - HCN *
N . N — > H,N
— % — o -27Da o
MeO /J H
MeO M
eO MeO
- MeOCH=CH, C1oH16N305" CoH7NO5"
- 58 Da Masa exacta: 226.1186 Masa exacta: 201.1234
Encontrado: m/z 226.1134 Encontrado: m/z 201.0979
MeO
C7HlON302+

Masa exacta: 168.0768
Encontrado: m/z 168.0728

Figura 3.19
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Estas fragmentaciones estaban de acuerdo con la estructura propuesta.
Ademas, para el caso del compuesto 14a, derivado del azaindol, se obtuvieron
cristales aptos para el estudio de difraccion de rayos X realizado por la Dra. Marta
Elena Gonzalez Mosquera (Departamento Quimica Inorganica, Universidad de Alcald),
con lo que se confirmaron las estructuras propuestas para estos compuestos.

Figura 3.20. Estructura de rayos X de 14a. Elipsoides dibujados a un nivel del 30% de
probabilidad ORTEP

En la Tabla 3.3 se muestran algunas distancias y angulos de enlace, donde se
puede destacar que la distancia C(8)-C(4) es 1.478(6) A, més corta que el valor medio
para un enlace sencillo C-C (1.54 A), mientras que la distancia C(4)-C(3) es 1.401(6)
A, ligeramente méas larga que el valor medio para un enlace doble C=C (1.34 A),
sugiriendo que existe una deslocalizacion electronica de los electrones 11 del doble
enlace exociclico que une el azaindol con la imidazolona.
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Tabla 3.3. Distancias de enlace (A) y angulos de enlace (°) para 14a.

Distancias de enlace (A)

Angulos de enlace (°)

N(1)-C(2) 1.321(6)
N(1)-C(3) 1.430(5)
N(5)-C(12)  1.339(6)
N(G)-C(11)  1.359(6)
N(2)-C(2) 1.374(6)
N(2)-C(1) 1.410(5)
N(2)-C(15)  1.468(5)
N(4)-C(11)  1.365(6)

N(4)-C(8) 1.401(5)
C(8)-C(9) 1.387(6)
C(8)-C(4) 1.478(6)
N(3)-C(4) 1.368(5)
N(3)-C(5) 1.456(6)
C(4)-C(3) 1.401(6)
C(3)-C(1) 1.427(6)
C(5)-C(6) 1.527(6)

C(9)-C(10)  1.432(6)

C(2)-N(1)-C(3) 104.6(3)
C(6)-0(3)-C(7) 111.3(4)
C(16)-0(2)-C(17)  112.5(3)
C(2)-N(2)-C(1) 107.6(3)

C(1)-N(2)-C(15) 125.5(3)
C(11)-N(4)-C(8) 108.9(4)

C(9)-C(8)-N(4) 109.0(4)
C(9)-C(8)-C(4) 133.3(4)
N(4)-C(8)-C(4) 117.7(4)
C(4)-N(3)-C(5) 129.9(4)
N(3)-C(4)-C(3) 117.0(4)
N(3)-C(4)-C(8) 121.0(4)
C(3)-C(4)-C(8) 122.0(3)
C(4)-C(3)-N(1) 126.1(4)
C(4)-C(3)-C(1) 123.9(4)
N(1)-C(3)-C(1) 109.8(4)
O(1)-C(1)-N(2) 124.5(4)
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Ademas, cabe sefialar que el esqueleto central y los anillos presentes en la
molécula son practicamente coplanares (Figura 3.21). Asi pues, el angulo diedro entre
la imidazolona y el esqueleto central es 5.91°, el angulo entre dicho esqueleto y el
azaindol es 3.95°, y entre la imidazolona y el azaindol es 8.96°. Los sustituyentes en
los nitrdgenos N2 y N3 se disponen perpendicularmente al plano formado por los
anillos y el esqueleto central, en direcciones opuestas.

~ i} ~
Pl T W .g e b-—-—("‘ i }""—’.\ -
E ug \\,@ WAy TP

Figura 3. 21
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En dicha estructura se pueden observar la presencia de dos enlaces de
hidrégeno intramoleculares, N(4)-H"N(1) y N(3)-H~O(1). Las distancias y los angulos

de los dos enlaces de hidrégeno se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.4. Distancias de enlace (A) y angulos de enlace (°) de los enlaces de

hidrogeno en 14a

N-H""X d(N-H"X) | d(N~X) | Angulo (N-H-X)
N(4)-HN 1.71(4) A | 2.667(6) A 145(4)°
N@E)-HO | 1.885)A | 2.762(5)A 145(4)°

En la Figura 3.22 se muestra la disposicion de las moléculas en la celdilla
unidad, donde se empaquetan mediante interacciones débiles C-HO y C-HC.

Figura 3.22. Disposicion de las moléculas de 14a en la celdilla unidad
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3.2.5. Ensayos de inhibicion de calpaina

En este punto, y con todos los compuestos que se habian sintetizado hasta el
momento, se realizaron ensayos de inhibicion frente a la calpaina. Estos estudios se
llevaron a cabo en el departamento de Fisiologia de la Universidad de Alcal4 bajo la
direccion de los Dres. Manuel Rodriguez Puyol y Diego Rodriguez Puyol.

Para evaluar la actividad de los distintos inhibidores, se realizé un ensayo de lisis
de un sustrato fluorescente conteniendo dos puentes disulfuro, Suc-Leu-Tyr-AMC
(Calpain Substrate Il, fluorogenic, Calbiochem, Ref: 208731, Darmstad, Alemania), de
forma que la actividad enzimatica es proporcional a la sefial fluorescente. El ensayo se
realiz6 de la siguiente manera:

e Obtencion de un extracto proteico a partir de células de musculo liso
vascular de rata en cultivo. Siempre se trabajé con el extracto recién obtenido, en
condiciones adecuadas para mantener la actividad enzimética.

¢ Incubacion de 100 pg de proteinas, con 80 UM de Suc-Leu-Tyr-AMC y
50 uM de los distintos inhibidores de calpaina. En todos los casos se utilizé un control
con la calpeptina, un inhibidor peptidico de la calpaina (50 pM de calpeptin,
Calbiochem, Ref: 03-34-0051).

Figura 3.23. Calpeptina.
e Lectura de la fluorescencia (Excitacion: 380 nm. Emision: 460 nm).

El porcentaje de inhibicién de la actividad se expresa en comparacion con el de
la calpeptina, considerando ésta como el 100 %. Este ensayo se utilizd6 para realizar
una evaluacién rapida de todos los compuestos sintetizados con la finalidad de
detectar una potencial actividad inhibitoria de los mismos.
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Tabla 3.5. Porcentajes de inhibicion de calpaina de los hibridos sintetizados.

10a

11b

Hibrido Inh. (%) Hibrido Inh. (%)
Me
o Me O \
crotdpde e | o
o = o H L-eu-OMe
Calpeptina \L 11a
I\ 7\
N\\\ \ L-leu-OMe ’\\l\\ \ L-eu-L-leu-OMe
N 0 N 0
(e} (e}
7a 7b
Br
\
L-leu-OMe 5.7 '\\l\\ \ L-leu-L-euOMe 17.4
N
9b ©
Br
{ /N\ \
N\\\ \ L-eu-OMe 0.14 o//\”\u L-leu-L-leu-OMe 0
N
9% o 10b
3 1
by 0 ' 0
o7 TN LeuOMe o)\N L-leu-L-leu-OMe
H

Los resultados de actividad que se obtuvieron en la primera serie de hibridos
evaluados mostraron que éstos o bien eran completamente inactivos 0 mostraban una
baja actividad inhibitoria cuando se comparaban con calpeptina, siendo el compuesto
9b el que mostraba un mejor porcentaje de inhibiciéon que, en todo caso, result6 muy

bajo (17.4 %).
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Los compuestos resultantes de la reacciéon de 1, 2a y 3 con 2-metoxietilamina
también fueron evaluados, obteniéndose los resultados que se detallan en la

Tabla 3.6.

15ay 16a.

Tabla 3.6. Porcentajes de inhibicion de calpaina para los compuestos 12, 13a, 14a,
Compuesto Inh. (%) Compuesto Inh. (%)
Me \
o Me O N
oMy | 100 o< [ 0
H o \L HN NH
Calpeptina Me MeO
15a MeO
/\
SN ome 0 99.4
(6]
12
0 73.7

Como se puede observar, mientras que la amida 12 y los derivados de azaindol
e indol 13a y 15a resultaron inactivos, los compuestos 14a y 16a mostraron una
actividad inhibitoria significativa, especialmente el primero de estos que resulto ser tan
activo como la propia calpeptina. Consecuentemente, dado que los hibridos péptido-
heterociclo sintetizados no presentaban actividad y teniendo en cuenta los buenos
resultados obtenidos para el compuesto 14a como inhibidor de calpaina, este
compuesto se tomé como cabeza de serie (hit) para la realizacién de un estudio de

relacién estructura actividad (SAR).
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Para ello, se establecieron en 14a tres dominios de posible variacién estructural
que permitieran la generacion de analogos y derivados con vistas a la optimizacién de
la actividad inhibitoria de calpaina.

Dominio 2

Z = H, N-alquil, N-aril, N-bencil, N-heteroaril

Dominio 1

o O[O

@ ﬂ Dominio 3
S O

R = H, alquil, aril, bencil, heteroaril

Figura 3.24

La introduccion de diferentes sistemas arilicos y heteroarilicos (pirrol, fenilo,
tiofeno, furano...etc.) en el dominio 1, diferentes aminas (alquilicas o arilicas) en el
dominio 2 y la modificacion de la imidazolona en el dominio 3, generaria un amplio
namero de compuestos entre los que se podrian identificar inhibidores méas potentes
gue el cabeza de serie (14a), para realizar sobre éstos o algunos de ellos (lead)
estudios complementarios posteriores.

Antes de abordar la sintesis de nuevos compuestos, se procedié a realizar
estudios de modelado molecular con el compuesto 14a con la finalidad de disponer de
un posible modelo de interacciéon entre 14a y la calpaina que orientara la blusqueda de
analogos de dicho compuesto y facilitara el descubrimiento de analogos con actividad
mejorada.
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3.3. MODELIZACION COMPUTACIONAL

Los estudios de modelado molecular que se describen a continuacién se llevaron
a cabo por el grupo del Dr. Bernardo Herradon (Instituto de Quimica Organica General,
CSIC, Madrid).

3.3.1. Obtencién de la conformacion de minima energia

En primer lugar, se optimiz6 la geometria obtenida mediante difraccion de rayos
X, caracterizandose mediante un calculo de frecuencias a un nivel de teoria B3LYP/6-
31G(d). La ausencia de frecuencias imaginarias confirmé que la estructura es un
minimo de la superficie de energia potencial. La geometria de minima energia
correspondié a la conformacion en la que los tres anillos aromaticos se encuentran
practicamente en el mismo plano, formando un &ngulo diedro de 13.6°. Las distancias
de enlace indicaron que, existe una deslocalizacion electréonica de los electrones © a lo
largo de la molécula. Con el fin de evaluar la aromaticidad de los anillos individuales,
se calcularon el HOMA vy los indices NICS en el centro del anillo a 1 A por encima y
por debajo del plano molecular. Los tensores NICS se han calculado con el método
GIAO//B3LYP/6-31++G(d,p). Ademas, se determind la componente fuera del plano del
tensor NICS(+1). Para ello se orient6 el eje z perpendicular al plano que forma cada
uno de los anillos. Los valores de los indices de aromaticidad se muestran en la
siguiente figura.
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HOMA = 0.779

NICS = -12.28

NICS(L) = -10.08 HOMA = 0.556
HOMA = 0.894 NICS(-1) =-9.7194 NICS = -6.69
NICS = -7.89 NICS,,(1) = - 26.83 NICS(1) = -5.26
NICS(1) =-9.97 NICS,,(-1) = -25.91 NICS(-1) = -4.98
NICS(-1) = -9.89 NICS,,(1) = -11.81

NICS,(1) = -26.42
NICS, (1) = -26.31

NICS,,(-1) = -10.41

Figura 3.25. Conformacion de minima energia del compuesto 14a optimizada con la
base 6-31G(d).

Esta conformacion se encontraba estabilizada por la formacién de dos enlaces
de hidrégeno (EHs) intramoleculares: un EH se forma entre el NH del anillo de
7-azaindol y el N del anillo de imidazolona y el otro se forma entre el NH de la cadena
alifatica y el O carbonilico del anillo de imidazolona.

Las distancias y los angulos de los dos EHs se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 3. 7. Distancias y angulos de los enlaces de hidrégeno.

N-HX d(N-H-X) | d(NX) | Angulo (N-H-X)
N-HN 1.956 A 2.716 A 128.9°
N-HO 1.933 A 2.794 A 139.6°

3.3.2. Célculo de las propiedades electrénicas

Discusion de resultados

Para el calculo de los indices de reactividad, los coeficientes de los orbitales
HOMO y LUMO vy el potencial electrostatico molecular se empleé un nivel de teoria
B3LYP/6-31++G(d,p). EI momento dipolar obtenido para 14a con este nivel de teoria

es 3.58 Debyes.

Los datos obtenidos para 14a se compararon con los de PD150606, un inhibidor
de caracter no peptidico que se ha mencionado anteriormente en el capitulo de
antecedentes de esta Tesis y que presenta algunas caracteristicas estructurales
también reconocibles en el inhibidor 14a.

X

0]

SH

OH

Figura 3.26. Estructura del inhibidor PD150606.

Los datos obtenidos se presentan a continuacion.

Tabla 3.8. Descriptores de la reactividad calculados al nivel de teoria B3LYP/6-

31++G(d,p).*

Compuesto | gymo | &omo | AEnomo-Lumo A | H n @
PD150606 -2.32 | -6.10 3.79 0.655 | 7.711 | -4.183 | 3.528 | 2.480
38a -2.01 | -5.97 3.96 0.663 | 6.787 | -3.725 | 3.062 | 2.266

*ghomos ELumos AEnomo-Lumos A, I, i, 'y w estan expresadas en eV.
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En esta tabla se han recogido datos de: la energia de los orbitales HOMO y
LUMO (enomo and € umo), la diferencia de energias de los orbitales frontera (AEnowmo.
Lumo), los indices de reactividad (potencial quimico, y; dureza quimica, n; indice de
electrofilicidad, w), afinidad electrénica (A) y el potencial de ionizacion (1).

Un mecanismo comun para la inhibicion de las cistein proteasas como la
calpaina, se produce a través de la reaccion del grupo SH del residuo de cisteina
situado en el dominio catalitico, con una funcionalidad electrofilica del inhibidor, por lo
gue la capacidad inhibitoria, en el caso de que siga este mecanismo de reaccion, esta
relacionada con la afinidad electronica (A); cuanto mas elevado sea este valor, mejor
debe ser la actividad inhibitoria. Como puede observarse en la Tabla 3.8, el valor de
14a result6 ser ligeramente superior al obtenido para PD150606.

Una representacion de los orbitales HOMO y LUMO de 14a se muestran a
continuacion en la Figura 3.27. Los mayores coeficientes de los orbitales se localizan
sobre el doble enlace exociclico y el anillo de imidazolona. Al igual que en el
PD150606, el mayor coeficiente se sitlia sobre el carbono del doble enlace exociclico
gque actla de puente entre los anillos de indol e imidazolona. La magnitud de este
coeficiente es ademas muy similar en los dos inhibidores: 0.296 (PD150606) y 0.290
(14a). Esto sugiere que, de producirse un ataque nucledfilo durante el proceso de
inhibicién, éste posiblemente se produciria sobre el doble enlace exociclico.

\ \

\ \

HOMO LUMO

Figura 3.27
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Figura 3.28. Coeficientes del orbital LUMO para 14a.

3.3.3. Célculo de superficies de energia potencial.

Para el calculo de las superficies de energia potencial se utiliz6 una gradilla de
80 puntos por lado generado con la opcién cubegen.

Los resultados fueron los siguientes:

Cara mas impedida C=C (14a) Cara menos impedida C=C (14a)
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. v

y \\
LA

Cara mas impedida C=C (PD150606)  Cara menos impedida C=C (PD150606)
Figura 3.29. Superficies de energia potencial de PD150606 y 14a.
Los descriptores de Politzer de los inhibidores se recogen en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Descriptores de Politzer obtenidos del analisis estadistico del MEP de los
inhibidores de calpaina.*

Compuesto | Vsmax | Vesmn | Vs | V3 Vs mn o? o? ol v
PD150606 | 70.23 35_10 2511284 | -7.01 | 10.11 | 48.6 | 122.7 | 171.3 | 0.203
38a 27.60 44_44 1.86 | 13.09 | -13.43 | 13.01 | 125.0 | 33.4 | 158.4 | 0.167

* Vs max Vs.mins Vs.anilor Vs, V§, Vs y ITestan expresados en kcal-mol™; 62, 0.2y 0y €n
(kcal-mol™)?; v es adimensional.

En la estructura cristalina del inhibidor PD150606 con el dominio VI de la
calpaina se observd que esta molécula se unia al bolsillo hidrofébico, presente en el
mismo, creado por la superficie de tres hélices (E1, F1 y F2E3). Los mapas de
diferencia de densidad, descritos en la bibliografia,®® mostraron la localizacién del
inhibidor PD150606 con el atomo de yodo inmerso en el bolsillo hidrofébico. (Figura
3.30)

& Todd, B.; Moore, D.; Deivanayagam, C. C. S.; Lin, G.; Chattopadhyay, D.; Maki, M.; Wang, K. K. W.;
Narayana, S. V. L. J. Mol. Biol. 2003, 328, 131-146.
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Figura 3.30

Estas superficies se calcularon con la ayuda del programa Ribbons;™’ las
regiones hidrobdficas estan representadas en verde, las polares en magenta, las
regiones cargadas negativamente en rojo y las regiones positivas en azul.

137 carson, M. Methods in Enzymology 1997, 277, 493-505.
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En primer lugar, en la Figura 3.30, estd representada la regién hidrofdbica,
formada por tres hélices localizadas en el dominio VI de la calpaina y, en segundo
lugar, se encuentra representada la unién del inhibidor PD150606 a esa region
hidrofébica. Cuando el inhibidor se unia a esta region se producia una expansion de la
misma adaptandose al tamafio de la molécula.

Las Unicas interacciones que se observaron en la estructura de Rayos X del
PD150606 y el dominio VI fue una interaccién de EH entre el grupo SH y el N de la
cadena lateral de un residuo de lysina (LYS170) y una posible interaccion
electrostatica entre el carboxilato y el residuo de HIS117.

En cuanto al compuesto 14a, analizando los resultados obtenidos con los
MEPSs se puede considerar que cumple los requerimientos electrostaticos para unirse
al anillo hidrofébico. Sin embargo, al ser una molécula de mayor tamafio que
PD150606 tendria mas dificultad para cumplir los requisitos estéricos para unirse al
bolsillo hidrofébico del dominio VI, aunque como se ha indicado anteriormente, éste
tiende a expandirse para adaptarse al tamarfio del inhibidor.

3.4. REACCION DE LAS AZOLOPIRIMIDINAS 2a'Y 3 CON AMINAS.

Tras el estudio de modelado molecular y con el fin de conseguir la primera serie
explorativa se procedi6é a seleccionar una serie de aminas para hacerlas reaccionar
con los sustratos 2a y 3. Inicialmente y debido a la mayor facilidad de sintesis de 3
frente a 2a (tres pasos para 3 frente a seis pasos para 2a) el primero de éstos fue
elegido para probar la generalidad de la reaccion y, al mismo tiempo, determinar cual
de las aminas ensayadas era la que proporcionaba una mejor actividad.

La reaccion se realizé en las mismas condiciones empleadas para la formacion
de 15a y 16a utilizando la propia amina como disolvente y calentando a reflujo. Las
aminas primarias empleadas y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.10.
En la mayoria de los casos se observé la desaparicion total del sustrato de partida en
unos tiempos de reaccidn que varian entre 1-3 horas, con rendimientos para la mezcla
15/16 que oscilan entre 41-86%. Como resultado méas destacable, cuando se utilizé
anilina no se observa reaccion, recuperandose el producto de partida inalterado
(entrada 6). Este resultado puede atribuirse a la menor nucleofilia de esta amina que
impediria la formacion de la amida correspondiente, incluso después de 24 horas a
reflujo.
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En la reaccién con la isopropilamina (entrada 2) se observé la formacion, junto a
los derivados 15b y 16b, de la amida 17b. Asumiendo que las correspondientes
amidas 17 son los productos iniciales del proceso y que evolucionarian a los otros
derivados (15/16), probablemente al tener la amina un punto de ebulliciébn bajo, la
reaccion de apertura del sistema triciclico es mas lenta pudiéndose aislar la amida
inicial 17. No ocurrié lo mismo con las otras aminas ensayadas.

Finalmente, de la reaccion con la 2-etanolamina (entrada 7) solo se aislo la
imidazolona 15g, no observandose la formacién de 16g.

Br

\
\ H,N—R N T \
NT —_ H N
Reflujo o) N | H
Sy co,Me /NJ(N Sy Mg
R R/ @)
3 15a-g 17

Tabla 3.10. Reaccion de 3 con aminas primarias.

. : Rdto | Rdto | Rdto

Entrada Amina Tiempo | Compuesto 15 (%) | 16 (%) | 17(%)
1 N M 1 a 45 4

x
2 2h b 24 17 29
H,N"  Me

3 H,N" “Ph 1h c 34 42
4 HZN@ 1lh d 33 34
5 HN ""Me | 3h e 22 52
6 H,N-Ph 1 dia f
7 N> O 1h 9 20
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Aungue a la vista de las estructuras obtenidas, parecia l6gico pensar que este
proceso podria Unicamente producirse con aminas primarias, se pensé en realizar
alguna prueba con aminas secundarias para observar su comportamiento frente al
mismo sustrato en similares condiciones de reaccion.

Los ensayos se realizaron con dos aminas ciclicas, piperidina y morfolina. A
pesar de la similitud de ambas aminas, los resultados obtenidos fueron sensiblemente
diferentes. De la reaccién con piperidina se aislé como producto mayoritario (65%) la
amida esperada 17h, junto a un compuesto minoritario (35%) que se identific6 como el
derivado disustituido de pirimido[1,6-ajindol 18. En el caso de la morfolina sélo se
aisld, con un rendimiento moderado el derivado 19.

)

Reflujo
Br
\ N
o
k\N CO,Me
HN O (\O
3 __/ N
Reflujo k\ ©

N
N
19 (67%) [oj

Esquema 3.16

La determinacion estructural del compuestos 18 se confirmé a través de estudios
de resonancia magnética nuclear que incluian *H-RMN, **C-RMN, ROESY, **N-RMN,
tocsy, cosy, gHMBC, gHSQC, y espectrometria de masas (EM).
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H9 833 1326 C4

135.2

O

245 N
3.1 e
8 H (ppm) 47.3
8 13C (ppm) 156
8 15N (ppm) 1.48 25.3

1.63
24.0

18

Figura 3.31. Desplazamientos quimicos (5, ppm) *H, *C y **N de 18.

Este tipo de amidas mantienen la estructura triciclica a la que se incorpora una
segunda molécula de la amina en posicion C4. La posibilidad de que la amina se
hubiese incorporado en la posicibn C1 del sistema triciclico quedd totalmente
descartada con un experimento 1D ROESY ya que irradiando a 8.33 ppm (H9) se
produce interaccion NOE con el singlete a 9.41 ppm, pero no con las sefales propias
de la piperidina alifatica (3.14, 1.67 y 1.56 ppm).
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Espectro 'H RMN

I

. JJ.JULw

1D ROESY (irr. 8.33 ppm, H-9)
NOE con H-1 NOE con H-8 y H-7
4.5 LY ] L5 (X1 15 f EM;-. (2] LT 4“9 b1 i I 2% 20 LE LE.]

Figura 3.32. Espectro 1D ROESY, DMSO-ds, 700 MHz, 25°C.

Los resultados obtenidos en la reaccion de la pirrolopirimidina 2a con aminas
primarias se detallan en la Tabla 3.11. Los resultados obtenidos con 2-metoxietilamina
e isopropilamina (entradas 1 y 2) son similares a los obtenidos con 3, aunque en este
caso la reaccion con isopropilamina generase mejor rendimiento de la mezcla 13/14.
En el caso de la bencilamina y ciclohexilamina (entradas 3 y 4) la reaccién conduce en
ambos casos a la formacion como producto casi exclusivo de los derivados de
azaindol 14c,d.
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=

N
!
R

2a 13a,b

Tabla 3.11. Reaccién de 2a con aminas primarias.

Entrada Amina Tiempo | Compuesto 1%(2;3) ﬁo(lg/f))) ZFE)%/S)
1 HNT OMe 1h a 57 34
Me
2 HZNJ\MG 2h b 19 | 49 | 21
3 H,N~ >Ph | 2h30min c 42
4 H,N 2 h 30 min d Trazas | 67

3.4.1. Reaccién de otras azolopirimidinas con 2-metoxietilamina.

Con la finalidad de generar analogos de 14 y 16 y, al mismo tiempo, comprobar
gue la reaccion de apertura del sistema heterociclo con aminas se podia extender a
otros sistemas de azolopirimidinas, se ensayo la reaccién de la 2-metoxietilamina con
otros sistemas heterociclicos como 1, 2b,c y 6.

Para ver el efecto de los sustituyentes en la reactividad y en la actividad de los
productos de la reaccién, se ensay0 la reaccion con los sistemas triciclicos 2b y 2c
(para su preparacion, consultar el Esquema 3.7, pag.65). La reaccion de estos
compuestos con la 2-metoxietilamina proporcion6 resultados bastantes dispares. Asi,
el sistema 2b con un grupo electroatractor en el nicleo de piridina reaccion6 con la
amina aislandose Unicamente la imidazolona 14e con un rendimiento moderado (41%).
Sin embargo en el caso del sustrato 2c, de su reaccién con la amina se generd una
mezcla de azaindoles en proporcién aproximada 7:3 con un rendimiento total del 97%,
siendo la imidazolona 14f el producto mayoritario de esta reaccion.
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OMe

2c 13f (27%) MeO 14f (70%)

Esquema 3.17

Para completar esta serie de derivados inddlicos y azaindélicos se procedio a las
bromacién del compuesto 14a para comparar su actividad con el propio compuesto
14a.

1l4a \L

Esquema 3.18

En el caso del éster de pirrolopirimidina 1, como ya se ha indicado, la reaccién
condujo exclusivamente a la formacion de la correspondiente amida 12 con un 63% de
rendimiento (Esquema 3.14).
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/ OMe
\ \ HN /\
N~ ~CO,Et Reflujo k\N N >ome
63% (e)
1 12

Esquema 3.14.

Finalmente, la reaccion de la pirazolopirimidina 6 (Esquema 3.10, pag. 68)
condujo del mismo modo a la formacién de la amida sencilla 21 con un rendimiento del
53%.

Me Br Me

Br
G
N N >OMe 7y
'\L\ | — N ]y
N~ “Co,Me  Reflujo k\N N"ome
53% o)
6 21

Esquema 3.19

3.4.2. Ensayos de inhibicion de calpaina de los compuestos 13-16, 18 y 19

Para la determinacién de la actividad inhibitoria se utiliz6 el mismo método
empleado con los compuestos ensayados anteriormente. Con los resultados obtenidos
gue se muestran en la Tabla 3.12 se comprob6 que los compuestos que procedian de
la reaccion con la 2-metoxietilamina eran los que presentaban mejores resultados de
actividad inhibitoria de calpaina, manteniéndose 14a como el compuesto mas activo
de la serie.
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Tabla 3.12. Porcentajes de inhibicion de calpaina de los compuestos 14 y 16.

Compuesto Inh. (%) Compuesto Inh. (%)
Me
O Me O
@”o*w M| 100
H :
"
Calpeptina Me
H /N H
\ N-""OMe %Om
\ N
e 73.7 e 99.4
N N
XOMe \OMe
16a l4a
Me-_Me B\ Me\(Me
V. NH =L NNk
I 57.8 N R 37.2
N\\/N Me N\\/N Me
16b Me 14b Me
28.2 11.7
9 4.5
14 54.2
A\ Br
/N~ N\ N ~ome
45.8 no o 87.7

149
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En la Figura 3.33 se muestra un grafico en el que se comparan las actividades
de los compuestos preparados derivados del indol y azaindol pertenecientes a la serie
gue resulté activa. Como se puede observar, los compuestos generados en la reaccion
con 2-metoxietilamina resultaron ser los mas activos tanto en la serie del indol como
en la de azaindol. El otro resultado significativo se produce al comparar la actividad del
indol y azaindol, ya que los primeros resultaron ser mas activos que sus
correspondientes derivados de azaindol cuando incorporan isopropilamina,
bencilamina y ciclohexilamina, pero la situacion se invierte en el caso de la
2-metoxietilamina que generan un derivado de azaindol (14a) significativamente mas
activo que su homaélogo inddlico (16a).

120 -
a 2-metoxietilamina
100 A - b isopropilamina
¢ bencilamina
d ciclohexilamina
- 80 1
e
o
2 60 -
e
£
S 40 A [
20 T
| ma
0 T T T 1
a b c d
m (D) I
N “ N
H Nl
Figura 3.33

En el grafico de la Figura 3.34 se representa la actividad del derivado 14a y los
generados al introducir sustituyentes en el anillo de piridina y de pirrol. Como puede
comprobarse el derivado 14a sigue siendo el mas activo de los obtenidos. El
compuesto bromado en C3 (14g) no mejora el porcentaje de inhibicién (87.7%) cuando
se compara con 14a (99.4%), sin embargo, comparado con los compuestos 14e (4-
cloro) y 14f (4-metoxi) presenta mejor actividad inhibitoria.
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Figura 3.34

Si bien los compuestos 13 y 15 que se habian analizado anteriormente no
presentaron actividad, se decidi6 determinar la actividad de todos los compuestos
sintetizados, incluyendo los compuestos también triciclicos obtenidos en la reaccion
con las aminas secundarias. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 3.13.

Como se puede observar en la tabla los derivados de indol y azaindol obtenidos
son inactivos en la mayoria de los casos, siendo Unicamente activos el derivado de
indol 15g obtenido en la reaccién con 2-aminoetanol y el derivado formado en la
reaccion con ciclohexilamina (15d), aunque en ambos casos el porcentaje de
inhibicion es bajo (27.5% y 7.6% respectivamente). Sin embargo los dos derivados
triciclicos 18 y 19 son ambos activos siendo el derivado 18, obtenido en la reaccion
con piperidina, el mas activo de los dos con un porcentaje de inhibicion del 40.7 %.
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Porcentajes de inhibicién de calpaina de los compuestos 13, 15, 18 y 19.
Compuesto Inh. (%)]|| Compuesto | Inh. (%)
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3.4.3. Estudio de la reaccion de derivados de pirrolopirimidinas con
2-metoxietilamina: optimizacién y mecanismo

La reaccibn de apertura de 5-bromo-pirido[3’,2":4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidin-7-
carboxilato de metilo (2a) y 5-bromo-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxilato de metilo (3)
empleando aminas primarias resultd de gran interés tanto desde el punto de vista de
los objetivos de la Tesis -busqueda de nuevos inhibidores no peptidicos de calpaina-
como desde el punto de vista de la reactividad de estas azolopirimidinas ya que se
trata de una reaccion no descrita previamente que genera derivados novedosos tanto
de indol como de azaindol. Por ello, nos planteamos un estudio de esta reaccion en
profundidad para conocer como se veia afectada por las condiciones de reaccién vy, al
mismo tiempo, intentar el aislamiento de posibles intermedios que avalasen una
propuesta mecanistica para la reaccidn de apertura del sistema triciclico, la formacién
de la imidazolona y la pérdida de bromo.

3.4.3.1. Optimizacion de la reaccion

El estudio se centré en la modificacion de los tiempos de reaccion, del nimero
de equivalentes necesarios de la amina y del tipo de calentamiento (convencional y
por microondas). Con estos cambios también se pretendia comprobar si se podia
favorecer la formacion de la imidazolona activa (0 mas activa).

Para este objetivo, se usé como referente el sistema triciclico 3 y su reaccion con
2-metoxietilamina. Lo primero que se hizo fue rebajar el nimero de equivalentes de la
amina, utilizando el mismo tiempo de reacciéon (1 hora). Con el fin de mantener la
concentracion de la mezcla de reaccién, se utiliz6 como disolvente tolueno, ya que
tiene un punto de ebullicion muy parecido a la 2-metoxietilamina. Los resultados
obtenidos se muestran en la siguiente gréafica. Los resultados de este experimento
muestran que a medida que se disminuye el nimero de equivalentes de la amina,
aumenta el porcentaje del producto de partida que sélo se consume con el empleo
minimo de 50 equivalentes.

En los tres ensayos en los que se produce la desaparicion del producto de
partida (50, 100 y 233 eq) la presencia de la amida triciclica 17a se ve favorecida por
la disminucion del nimero de equivalentes empleados y, en los tres casos, la
imidazolona disustituida (15a) es el producto mayoritario cuando se compara con la
imidazolona monosustituida (16a).
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Figura 3.35. Reaccion de 3 con distintos equivalentes de 2-metoxietilamina (1 h de
reaccion).

A continuacion se ensay6 la reaccion empleando 20 equivalentes de la amina
prolongando los tiempos de reaccién hasta un maximo de cinco dias a la temperatura
de reflujo. Los resultados que se detallan en la Figura 3.36 muestran que a las 5 horas
desaparecio el producto de partida, siendo el compuesto 17a el producto mayoritario,
lo que nos permitid aislarlo y caracterizarlo. EI aumento del tiempo de reaccién no
produce una variacién significativa de los rendimientos del resto de los compuestos. El
compuesto 15a parece sufrir una pequefia descomposicion a los 5 dias de reaccion.
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Figura 3.36. Reaccion de 3 con 20 equivalentes de 2-metoxietilamina en tolueno.

Para comprobar la influencia del disolvente se llevé a cabo un ensayo
empleando un disolvente prético y polar como el propanol que, al igual que el tolueno,
presenta un punto de ebullicibn similar a la 2-metoxietilamina. En este caso la
formacion del éster 60 como consecuencia de un proceso de transesterificacion con el
disolvente complica la mezcla de reaccion obtenida, aunque se observé un ligero
aumento en el rendimiento de los compuestos 15a y 16a, sugiriendo que el uso de un
disolvente polar podria servir para mejorar el porcentaje de los isomeros 15a y 16a.
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Figura 3.37. Reaccion de 3 con 20 equivalentes de 2-metoxietilamina en propanol.

Por ello se decidié emplear como disolvente la dimetilformamida (DMF), ya que
tiene la ventaja de tener un punto de ebullicion elevado, caracter polar y se evita la
reaccion de transesterificacion. En este disolvente la desaparicion del compuesto 3 se
produce al cabo de unas horas, observdndose un aumento considerable en los
rendimientos de 15a con respecto a los obtenidos con los otros disolventes. En cuanto
a 16a, aunque mejord su rendimiento con respecto a los obtenidos en propanol y
tolueno, éste resultd inferior al obtenido en las condiciones iniciales (amina como
disolvente).
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Figura 3.38. Reaccion de 3 con 20 equivalentes de 2-metoxietilamina en DMF.

A la vista de estos resultados se decidi6 realizar un estudio a distintas
temperaturas, usando un microondas focalizado Biotage® para efectuar la reaccion. El
tiempo que se eligi6 fue de 10 minutos y las temperaturas que se emplearon
estuvieron comprendidas entre 40 °C y 160 °C. Al modificar la temperatura de la
reacciéon se observd la formacion de dos nuevos compuestos que no se habian
observado al efectuar la reaccion con calefaccibn convencional, a tiempos de

retencién 13.100 min (61) y 14.531 min (62). (Figura 3.39).
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Figura 3.39. Espectro de HPLC de la reaccion obtenida a 50 °C, 10 min, MW.

De los cinco compuestos formados, cuatro poseian el mismo peso molecular y
misma composicion elemental, por lo que se trataban de isGmeros estructurales. Se
intentaron aislar para poder proceder a su caracterizacion, pero no se encontrd
ninguna mezcla de eluyentes que permitiera separar el compuesto 61. Debido al
interés que podian presentar estos nuevos productos, ya que podia tratarse de
intermedios de reaccién que pudieran ser Utiles para establecer el mecanismo de
reaccion, se procedi6 a realizar la separacion de los mismos por HPLC preparativo.

Para conseguir el aislamiento de los cuatro compuestos se procedié a la
optimizacion de las condiciones experimentales del método de HPLC a escala
analitica para su posterior transferencia a un método de HPLC preparativo. El estudio
y optimizaciéon de las condiciones se realizé por la Dra. Leonor Nozal en la Unidad
Analitica de la Planta Piloto de Quimica Fina de la Universidad de Alcala. La principal
dificultad consistié6 en conseguir una resolucién elevada entre los picos, ya que en el
HPLC preparativo un factor limitante de la separacion es la sobrecarga de los picos,
gque pueden dar lugar al ensanchamiento de los mismos y consiguientes
solapamientos entre ellos. Por este motivo, se optimizd la resolucién mas alla de la
requerida para un sistema de HPLC analitico. Las condiciones utilizadas se muestran
en la siguiente tabla.
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Tabla 3.14. Condiciones cromatograficas para la reaccion de 3 con 2-metoxietilamina
en MW.

Columna analitica KROMAPHASE C18 de 250 mm x 4.6 mm x 5 pym
Gradiente de elucion:
t (min) A (%) B (%)
Modo de elucién 0 50 50
20 30 70
20.5 50 50
30 50 50
Fase movil A: 0.1% acido formico en H,O
B: 0.1% &acido férmico en MeOH
Flujo de fase mavil 1.6 mL/min
V.olumeh,de 20 L
inyeccion
VTSI 1 Temperatura ambiente
columna
Deteccion UV 254 nm

Se estudid la posibilidad de cambiar el disolvente de la fase mévil, en lugar de
emplear metanol sustituirlo por acetonitrilo, con el cual se podrian reducir los tiempos
de andlisis. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que a
pesar de reducirse el tiempo de retencion de los compuestos, la resolucion entre ellos
era menor que empleando metanol. Finalmente, se adapt6 el gradiente de elucién y el
flujo de la fase movil.

Para adaptar a escala preparativa el método desarrollado, se tuvo que aumentar
el flujo de la fase moévil y el volumen de inyeccion, ya que la columna preparativa (250
mm x 20 mm x 10 um) tiene unas dimensiones mucho mayores que la columna
analitica (250 mm x 4.6 mm x 5 ym). Las condiciones del método preparativo (las
mismas de la Tabla 3.14) permitieron recoger por separado las fracciones
correspondientes a cada uno de los productos de reaccion.
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Una de las principales estrategias para la identificacion de compuestos
desconocidos es la utilizacion de un sistema de espectrometria de masas con
suficiente resolucion espectral para poder medir “masas exactas”, dada la importancia
de disponer de una masa exacta para centrar la blusqueda de compuestos
desconocidos. En este caso al tratarse de isdmeros estructurales, todos ellos tienen la
misma masa molecular y por ello, se emple6 un sistema de LC-MS/MS con un
analizador QTOF.

Una vez realizada la optimizacion de parametros instrumentales del sistema
MS/IMS, se obtuvo el siguiente cromatograma del ion extraido (EIC) correspondiente al
ion precursor (343.2 m/z) de la disolucion de la muestra que contenia los cuatro
isomeros de interés con las nuevas condiciones del método de LC-MS/MS.
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Counts vs. Acquisition Time (min]

Figura 3.40

Para cada una de las fracciones independientes de los cuatro productos se
obtuvieron los correspondientes cromatogramas y espectros de masas de los iones
productos obtenidos de la fragmentacion del i6n precursor m/z 343.2. Entre éstos
cabia destacar la presencia de dos picos en las fracciones de los productos 61 y 15a,
como se puede observar en las siguientes figuras, cuando se esperaba la presencia
de un Unico pico para cada una de las fracciones.
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Figura 3.41
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Figura 3.42

Se pudo observar que los picos de cada fraccién tenian los mismos tiempos de
retencién. La relacion de areas entre el primer y segundo pico de los dos
cromatogramas era practicamente la misma (2:1). Ademas, los espectros de iones
producto en masa exacta de cada uno de los picos eran idénticos entre si.
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Figura 3.43
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Figura 3.44

La conclusién que parecia extraerse de estos resultados era que los isomeros 61
y 15a se interconvertian entre si en disolucién hasta alcanzar un equilibrio, en el cual
el producto 61 era el mayoritario en una relacién de 2:1 frente a 15a.

Para confirmarlo, se realizaron estudios de RMN que permitieron comparar los
espectros monodimensionales de H y *C de las muestras 61 y 15a pudiéndose
confirmar que ambas muestras eran la misma sustancia, ya que los desplazamientos
quimicos de todas las sefiales de *H y *C de ambas muestras coincidian. Ademas, un
experimento DOSY 2D mostr6 que las dos sustancias tenian igual coeficiente de
difusion, lo que avalaria que las dos sustancias en cuestion son isémeras entre siy de
estructura muy similar.
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Figura 3.45. Espectro DOSY 2D, DMSO-ds, 700 MHz, 25°C, proyeccién Bayesiana.

Finalmente, se determinaron los desplazamientos quimicos de H, *C y N
mediante espectros de RMN mono- y bidimensionales, y de esta forma se pudo
determinar que el compuesto desconocido y mayoritario (61) se correspondia con el
isébmero Z.
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Figura 3.46. Desplazamiento quimico (5, ppm) *H, **C y **N de 61.
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Figura 3.47

se hicieron estudios de Resonancia Magnética

Nuclear y Espectrometria de Masas para determinar la estructura. Se determinaron los
desplazamientos quimicos de 'H, *C y '°N mediante espectros de RMN mono- y

bidimensionales.
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Figura 3.48. Desplazamiento quimico (5, ppm) *H, **C y **N de 62.

El espectro de 'H RMN presentd un sistema de spin constituido por cuatro
sefales a 7.60 ppm (d, 1H), 7.49 ppm (d, 1H), 7.16 ppm (t, 1H) y 7.04 ppm (t, 1H)
ademas de dos singletes a 6.83 ppm y 12.88 ppm que corroboraron la presencia de un
anillo indol. La magnitud de los desplazamientos quimicos de *H y *C del singlete a
6.85 ppm (**C 101.8 ppm) indic6 que este indol estaba sustituido en la posicién C2. La
presencia de un indol también se vio avalada por el desplazamiento de N1 (**N 138.6
ppm), consistente con el nitrégeno de un indol.

El experimento 'H-N HMBC permiti¢ distinguir dos sefiales de nitrogenos
aromaticos a 173.9 y 255.7 ppm, que fueron compatibles con los dos nitrégenos de un
anillo de imidazol. La correlacion a larga distancia de la sefial de *°N a 173.9 ppm con
las sefiales de 'H a 4.44 y 3.66 ppm (una cadena de CH,CH,OMe) indicaron que dicho
atomo de nitrégeno estaba alquilado. Por ultimo, el experimento *H->N HMBC también
permitié distinguir una cuarta sefial de **N a 108.0 ppm que se corresponde con un
nitrégeno amidico alifatico. La presencia de dicha amida se corrobora por las sefiales
de 'H a 8.31 ppm (NH) y de *C a 163.2 ppm (CO).
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Figura 3.49. Espectro *H-">N HMBC, DMSO-dg, 700 MHz, 25°C para 62.

Los experimentos 1D ROESY permitieron concluir la posiciéon relativa del
imidazol y de los sustituyentes en el mismo. La irradiacion a 6.83 pp (H3 indol) dio
lugar a una interaccion NOE particularmente intensa con la sefial a 4.44 ppm
(CH,CH,OMe en imidazol N1) y, en menor medida, con la de 3.66 ppm (CH,CH,OMe
en imidazol N1). Esto indicé la proximidad entre H3 del indol y dicha cadena alifatica,
confirmando la alquilacion en N1 del imidazol. En otro experimento, la irradiacion a
7.90 ppm (H2 imidazol) dio un NOE con la anterior cadena alifatica en N1 del imidazol
(3.66 y 4.44 ppm), pero no con las sefiales debidas al sustituyente
2-metoxietilcarbamido (la otra cadena alifatica), lo que indicaria que la amida alifatica
estaria en la posicion C4 del imidazol.
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Irradiacién 6.83 ppm
< NOE

Irra

diacion 7.90 ppm

<= NOE

Figura 3.50. Interacciones nOe relevantes para 62.

El espectro de Ms/Ms que se obtuvo se muestra a continuacion.
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Figura 3.51
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Respecto a las fragmentaciones observadas en el espectro de MS/MS, la
fragmentacion del ion pseudomolecular (m/z 343.1764) dio lugar a un i6n secundario a
m/z 268.1, que se correspondié con un ion resultante de la pérdida de H,NH,CH,OMe.
Se tuvo en cuenta que este tipo de fragmentacion de enlaces peptidicos (amidas) es
muy comun en protedmica (iones de la serie b). Este resultado apoya la presencia de
una amida alifatica. El resto de sefales en el espectro MS/MS (m/z 210.0, 181.9 y
155.0) respectivamente, resultarian de la posterior pérdida de metilviniléter (por (-
eliminacion), de monoxido de carbono y de HCN (Figura 3.52).

O /
(@]
2 - CH,=CHOMe
N~ - MeOCH,CH,NH, \_ B-eliminacion \ H
s = e h
H -75Da N N - 58 Da N
(@) H _ =
H N/\/O o™+ 0™+
C18H23N403+ C15H14N302+ (:12H8N3O+
Masa Exactas:343.1764 Masa Exactas:268.1080 Masa Exactas:210.0662
Encontrado: m/z 343.3 (M+H*)* Encontrado: m/z 268.1087 Encontrado: m/z 210.0672
H NH
-CO A N\” - HCN A
N \ N N +
-28 Da H + -27 Da H I
C11HBN3+ C10H7N2+
Masa Exactas:182.0712 Masa Exactas:155.0603
Encontrado: m/z 182.0725 Encontrado: m/z 155.0610

Figura 3.52

De este modo quedaron totalmente caracterizados todos los compuestos
obtenidos de esta reaccion.

El porcentaje por HPLC que se obtuvo para cada uno de ellos, a distintas
temperaturas, bajo irradiacién de microondas se detalla en la Figura 3.53. El producto
de partida desaparecio a 50 °C y para el compuesto 16a practicamente se mantenian
los mismos porcentajes a todas las temperaturas. La formacion del compuesto 15a (el
isémero E) estaba favorecido a altas temperaturas, sin embargo, el caso contrario se
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producia con el compuesto 61 (el isémero Z) en el que a altas temperaturas apenas se
observaba su formacién, obteniéndose los mayores porcentajes entre 50 °C y 70 °C.
La formacion del compuesto 62 fue muy minoritaria, el maximo porcentaje alcanzado
(HPLC) fue de un 14%.

Br
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\ HZN/\/OME \ \
—_— > H \ N | H
Nk | DMF, MW, 10 min o) /'E + k\N AN
SN co,Me NN o
3 R I
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\ \ N
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Nl o N r\/1>
N\ H
>/N\R N0
R-N R
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< 35 —_—
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"é 25 -
= 20 1 16a
S 15 - —17a
nd 10 — ]
5 h —62
0
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Figura 3.53. Reaccion de 3 con 20 equivalentes de 2-metoxietilamina en DMF, MW,
10 min.
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En el estudio realizado no llegaron a encontrarse unas condiciones que
mejoraran el rendimiento de 16a pero se pudieron aislar productos que no se habian
detectado en las condiciones iniciales de esta reaccion, lo que suministro informacion
adicional para la propuesta mecanistica de este proceso.

3.4.3.2. Mecanismo de la reaccion

Como se indic6 anteriormente, los estudios llevados a cabo sobre la reaccion del
compuesto 3 con aminas iban, en parte, orientados a conseguir toda la informacién
posible para avalar una propuesta mecanistica para la reaccion de apertura del
sistema triciclico y formacién de la imidazolona.

Los mecanismos propuestos para los distintos compuestos originados en la
reaccion de apertura de 3 con la 2-metoxietilamina se detallan a continuacién. Para
cada uno de los compuestos formados (15a, 16a, 61 y 62) el primer paso de la
reaccion supondria la formacion de la amida 17a seguido de un ataque de la amina en
la posicion C1 para generar el intermedio | que, en el caso de la formacion de 16a,
evolucionaria al intermedio Ila procedente de la apertura del anillo pirimidinico. Sobre
Ila de produciria una reaccién tipo Michael implicando un segundo ataque nucledfilo de
la amina sobre el carbono deficitario (C6 en el sistema triciclico) de la enamida para
generar el intermedio IV. La rearomatizacion del indol a través del desplazamiento
electrénico indicado conllevaria la eliminacion de bromo y la formacion del intermedio
V, el cual, evolucionaria a la formaciébn de 16a en un proceso intramolecular de
transamidacion que implica el ataque nucle6filo del nitrdgeno amidinico sobre el
carbono formamidinico y la consiguiente eliminacion de una molécula de amina para
generar la imidazolona-2-ona.

La formacion de 15a y 61 implica la formacion del intermedio Ilb, el cual, en este
caso evolucionaria hacia la formacién de la imidazolona por ataque del nitrégeno
amidico o de su correspondiente forma desprotonada sobre el carbono formamidinico.
Este intermedio, Ill, evolucionaria hacia 15a y 16 por eliminacion de bromuro y la
consiguiente rearomatizacion del sistema inddlico.

La formacién del compuesto 62 se explicaria a través del intermedio llc, a partir
del cual se formaria el anillo de imidazol por reaccién de Michael intramolecular del
nitrégeno formamidinico y el carbono deficitario de la enamida, formandose el
intermedio VI, a partir del cual se produciria 62 via aromatizacion del indol y
eliminacion del bromo como en los casos anteriores.
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El mecanismo de reaccion que se propone para explicar los productos de
reaccion obtenidos con aminas secundarias se detalla en el Esquema 3.21 para la
reaccion con piperidina. La reaccion transcurre a través de los mismos intermedios
propuestos para la reaccion con aminas primarias hasta generar el intermedio inddlico
X, similar al intermedio V precursor del compuesto 16a. A partir de este compuesto se
regeneraria en este caso el sistema triciclico por ataque del nitrégeno indélico sobre el
carbono iminico y eliminacién de una molécula de piperidina.

Br

Esquema 3.21
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Seguidamente se quiso comprobar el papel del bromo en la reaccion, ya que en
la formacién de los derivados de indol y azaindol se producia la eliminacion del mismo.
Con el fin de conocer si la presencia del bromo en C5 era imprescindible para que se
produjera la reaccion, se procedio a bloquear esa posicién con un fenilo a través de
una reaccion de acoplamiento de paladio del tipo Suzuki-Miyaura'*® (Esquema 3.22).

Br Ph
\ PhB(OH),/K,CO, \
’\\l\\ | Tolueno-MeOH (20:1)/ A N
N” COMe  Pd(PPhy), 'Sy CoMe
85%
8 63

Esquema 3.22

Una vez sintetizado el compuesto 63 se ensayd la reaccion con la
2-metoxietilamina (Esquema 3.23). En este caso, junto a la formacion de los
productos minoritarios 15j y 17j, similares a los obtenidos en la reaccién con el
compuesto 3, se aislaron dos nuevos compuestos que se identificaron como 64
(minoritario, 14%) y 65 (mayoritario, 60%).
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H N/\/ e

N \ Reflujo
\QN CO,Me
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Ph
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N
N oMo o+ N
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>N N
Meo‘/—,N ZOMe MeOIN>/ ZOM

e

15j (6%) 65(60%)

Esquema 3.23

138 Mendiola, J.; Castellote, I.; Alvarez-Builla, J.; Fernandez-Gadea, J.; Gomez, A.; Vaquero, J. J. J. Org.
Chem. 2006, 71, 1254-1257.
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Como en los casos anteriores se hicieron estudios de Resonancia Magnética
Nuclear y Espectrometria de Masas para determinar la estructura de los nuevos
compuestos 64 y 65. Los desplazamientos quimicos de *H y *C del compuesto 64 se
determinaron mediante espectros de RMN mono- y bidimensionales.

7.41
127.3

7.50
1114 1375
3.85

3.44 /()\/4< /k\

3.63
71.2

3.43
o1 371 N EEEN N N\/\O/ g1
703 H 1687 3485
720 O 39.9
8 H (ppm)
8 C(ppm) 64

Figura 3.54. Desplazamiento quimico (5, ppm) *H, **C y **N de 64.

El espectro de *H (700 MHz, acetona-ds, 25°C) muestra un singlete a 11.40 ppm,
posiblemente debido a un NH amidico, y sefiales que integran por 11H entre 6.6 y 7.6
ppm. Entre estas sefiales, un singlete ancho a 7.20 ppm, que correlaciona con un
multiplete a 3.85 ppm y se atribuye a un NH aminico. El resto de las mencionadas
sefiales se identifican en base a experimentos 1D TOCSY. Cuatro sefales a 7.66 ppm
(d, 1H), 7.50 ppm (d, 1H), 7.22 ppm (t, 1H) y 7.09 ppm (t, 1H) forman un sistema de
spin y se atribuyen a los cuatro hidrogenos de un benceno fusionado. Otras tres
seflales a 7.61 ppm (d, 2H), 7.57 ppm (t, 2H) y 7.41 ppm (t, 1H) constituyen otro
sistema de spin, y se atribuyen respectivamente a los protones orto, meta y para de un
grupo fenilo. Por ultimo, un singlete a 6.76 ppm (1H) constituye un sistema de spin en
si mismo. En la zona alifatica, un multiplete a 3.85 ppm (4H), que correlaciona con
sendas sefiales de 13C a 39.9 y 41.2 ppm se asocia a dos grupos CH, unidos a
sendos atomos de nitrégeno. Dos tripletes a 3.71 y 3.63 ppm (cada uno 2H), que
correlacionan con sefiales de 13C a 70.3 y 71.2 ppm, se asignan a grupos CH, unidos
a atomos de oxigeno. Finalmente, dos singletes agudos a 3.43 y 3.44 ppm (cada uno
3H) se consideran originados por dos grupos metoxi. Las sefiales de *H en la zona
alifatica indican que realmente se han incorporado dos equivalentes de 2-metoxietil
amina.
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El resto de sefiales de 'H y **C, junto con experimentos 1D NOESY, en el que
una radiacion selectiva a 6.76 ppm presentd una interaccion NOE con los protones del
fenilo situado en C5 (Figura 3.55) corroboraban esta estructura.

NOE

||
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(*H 2.05 ppm)

Espectro *H RMN

., T
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Figura 3.55. Espectros 1D NOESY, Acetona-ds, 700 MHz, 25°C de 64.

Para la determinacion estructural del compuesto 65 se siguid el mismo
procedimiento. Los desplazamientos quimicos de *H y **C quedan recogidos en la
siguiente figura.
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Figura 3.56. Desplazamiento quimico (5, ppm) *H, **C y **N de 65.

El espectro de *H RMN (700 MHz, acetona-dgs, 25°C) presenta sefiales propias
de dos restos de 2-metoxietilamina, aunque se observa también un singlete ancho a
10.40 ppm, que correlaciona con una sefial de N a 133 ppm, lo que indicaria la
presencia de un NH de un anillo de 1H-indol. Experimentos 1D TOCSY permitieron
identificar dos sistemas de spin, uno constituido por sefiales a 7.45 (d, 1H), 7.13 (t,
1H), 7.04 (t, 1H) y 7.59 ppm (d, 1H) y a 7.63 (d, 2H), 7.49 (t, 2H) y 7.32 ppm (t, 1H),
gue se corresponden respectivamente con los cuatro protones del anillo de benceno
de un indol y con un sustituyente fenilo.

El aspecto mas destacable de esta muestra es otro sistema de spin constituido
por un multiplete a 4.30 ppm (1H), y dos dobles dobletes a 3.04 y 3.40 ppm (ambos
1H). El experimento HSQCED (700 MHz, acetona-de, 25°C) demostré que las sefiales
a 3.04 y 3.40 ppm se debian a dos hidrégenos geminales unidos a un mismo atomo de
carbono a 29.0 ppm, y que la sefial a 4.30 se debia a un CH terciario y simétrico
(CHCH,). Experimentos 1D NOESY permitieron concluir que el CH, estaba unido a la
posicion C2 del anillo de 1H-indol.
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No obstante, el experimento HSQCED a 25°C no dio correlacién alguna con la
sefial a 4.30 ppm. Por otra parte, el espectro de **C (acetona-ds, 75 MHz, 25°C) daba
algunas sefiales particularmente anchas. De hecho, algunas sefiales de **C que cabria
esperar (en la zona alifatica y en la zona carbonilica) no se veian.

Con la hipotesis de que la excesiva anchura de estas sefiales se podia deber a
una relajacién excesivamente rapida de algunos nicleos de **C, se repitieron los
experimentos HSQCED, HMBC y C a -20°C para de este modo ralentizar la
relajacion y conseguir sefiales de *C mas estrechas. El espectro HSQCED a -20°C
(acetona-ds, 300 MHz) permitid correlacionar la sefial de 1H a 4.30 ppm con una
resonancia de *C a 65.4 ppm. Igualmente, el espectro HMBC (acetona-ds, 300 MHz,
-20°C) permiti6 ver claramente dos correlaciones a tres enlaces entre la sefial de
protén a 3.65 ppm (NCH,CH,OMe) con dos sefiales de *C a 157.8 y 181.5 ppm. Estas
dos resonancias de carbono se asignaron respectivamente a los atomos C2 y C5 de
un anillo de 3,5-dihidroimidazol-4-ona. Esta hipétesis se veia apoyada por dos sefiales
de *N a 147.8 y 171.8 ppm, atribuidas a N3y N1 de la 3,5-dihidroimidazo-4-ona.

Referencia interna acetona \ ‘
(*H 2.05 ppm, *C 29.8 ppm)

-
.
8
f1 (ppm)

7 6
f2 Gppm)

Figura 3.57. Espectro HSQCED, Acetona-ds, 300 MHz, -20°C de 65.
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Junto a todo esto se realizaron experimentos 1D NOESY que corroboraron la
estructura.
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Figura 3.58. Espectros 1D NOESY, Acetona-ds, 700 MHz, 25°C de 65.

La propuesta mecanistica para la formacion de estos compuestos se muestra en
el Esquema 3.24. Al igual que ocurria en los casos anteriores, el primer paso supone
la formacion de la amida 17) seguido de un ataque de la amina en posicion C1. La
formacion de 15j implica la formacion del intermedio Ilb, el cual evolucionaria hacia la
formacion de la imidazolona por ataque del nitrégeno amidico sobre el carbono
formamidinico y proporcionaria la formacion del compuesto 15j. El hidrégeno generado
en la formacion de este compuesto y de 64, reduciria el doble enlace exociclico de
15j** dando lugar a la formacién del compuesto 65.

9 Kidwai, A. R.; Devasia, G. M. J. Org. Chem. 1962, 27, 4527-31.
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Por otro lado se observd la formacion del sistema triciclico 64, como
consecuencia del ataque del nitrogeno inddlico sobre el carbono iminico (1V) y
posterior rearomatizacion.
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Esquema 3.24

De la reaccién del sistema triciclico 63 (con un sustituyente fenilo en C5 en lugar
de bromo) con la 2-metoxietilamina se podria concluir que la presencia de bromo
podria ser un requisito indispensable para que se produzca la reaccion tipo Michael,
tanto por un ataque nucledfilo intermolecular de la amina (formacién del compuesto
16a) como por el ataque intramolecular del nitrdgeno formamidinico (formacién del
compuesto 62). Ademas, la ausencia de bromo, conllevaria en este caso a la
formacion de hidrogeno en el medio, el cual actuaria como reductor del doble enlace
exociclico y daria lugar a 65. Por ultimo, destacar que en este caso se produce la
formacion del sistema triciclico 64 el cual no se habia observado en los ejemplos
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anteriores. La formacion de este compuesto prueba el ataque nucledfilo de la amina
sobre la posicion C1 como paso previo a la apertura del anillo de pirimidina.

3.5. BUSQUEDA DE RUTAS SINTETICAS ALTERNATIVAS

Como ya se ha indicado, el derivado de azaindol 14a resulté ser el compuesto
mas activo de todos los sintetizados por lo que éste se tom6 como cabeza de serie
(hit) sobre el que realizar el estudio de relacién estructura actividad (SAR). La
limitacion de la reaccion de azolopirimidinas con aminas y su restriccion a los
derivados triciclicos de indolopirimidina y piridopirrolopirimidina, unido al hecho de que
los productos activos de la reaccion aparecen acompafados de compuestos inactivos
con la consiguiente limitacion del rendimiento, nos llevé a estudiar una ruta sintética
alternativa para 14a que, ademas, pudiese ser aplicable para generar la diversidad
estructural que exigia el SAR. Los posibles dominios de modificacion sobre 14a que se
propusieron fueron los que se indican en la Figura 3.59.

Dominio 2

Dominio 1

Dominio 3

Figura 3.59

En la busqueda bibliografica, se encontr6 que los cromoéforos de la proteina
verde fluorescente (GFP),'*° tenfan rasgos estructurales similares al compuesto 14a ya
gue ambos comparten un sistema de imidazolona a través de un puente metilénico. En
realidad estos croméforos son mas similares a los compuestos 15a/61 aunque estos
resultaron inactivos.

140 a) Dong, J.; Solntsev, K. M.; Tolbert, L. M. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 662-670. b) Wei-Ti, C,;
Cheng-Chi, H.; Chin-Hung, L.; Cheng-Hsuan, L.; Chun-Wei, S.; Kew-Yu, C.; Wen-Yi, H.; Yu-Hsiang, H.; Pi-
Tai, C. J. Org. Chem. 2011, 76, 8189-8202.
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Figura 3.60. Cromoforos de la proteina verde fluorescente.

Estos cromoforos estan descritos en la bibliografia empleando una ruta
sintética'** cuya retrosintesis se indica en el Esquema 3.25. La sintesis es sencilla e
implica la condensaciéon de un aldehido aromatico con un aminoéacido sustituido para
formar una oxazolona que, por reaccién con una amina primaria, sufre un proceso de
apertura y reciclacion para formar la imidazolona.

R 0
o —» o * RZJ\H/\H/OH
N>/N f o
R
23 22

Esquema 3.25

Tomando como modelo esta sintesis, se inicié el estudio sintético de 14a y sus
analogos comenzando por el sistema mas sencillo que consistia en reemplazar en 14a
el anillo de azaindol por un benceno y obtener los derivados 66. En el Esquema 3.26
se detallan las posibles retrosintesis de dicho compuesto.

41 a) Barros, T. G.; Pinheiro, S.; Williamson, J. S.; Tanuri, A.; Gomes, M., Jr.; Pereira, H. S.; Brindeiro, R.
M.; Neto, J. B. A.; Antunes, O. A. C.; Muri, E. M. F. Amino Acids 2010, 38, 701-709. b) Bailly, F.;
Queffelec, C.; Mbemba, G.; Mouscadet, J.-F.; Pommery, N.; Pommery, J.; Henichart, J.-P.; Cotelle, P. Eur.
J. Med. Chem. 2008, 43, 1222-1229.

138



Discusion de resultados

N 1 N _N<g1

H 1
H N-R
o)
SMe (0]
N / >
N< N N0 N, | HN cl
Y \Rl RZ R Rl
66 g2

(0] OH 0
Ruta d m R Q P RL R CO,Et
L ONT R N~ N N H,N
R ~v U] —> N N = [N

H N= H N= NH2 COZEt

HO~N/ o |:> OMe

OMe

Esquema 3.26. Rutas sintéticas alternativas para la preparacion de las imidazolonas 66.
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3.5.1. Ruta a

En esta primera ruta sintética se aprovecharia la metodologia descrita para los
compuestos 22 y 23.'*! Se ensayarian reacciones aza-Michael sobre los compuestos
23a,c y una posterior transformacion generaria el tipo de compuestos que se estaban
buscando. La ruta retrosintética que se ensayo6, fue la que se muestra en la Esquema
3.27.

% Q@ﬁj;o @% - O~y
YN\R N

e
23b,d-f R

R 22; X=0
23a,c; X= NH
0

4
Br\/U\OEt + RZJ\JTNHz - (lk

o
X
= + @—CHO

X= NH R?

) @x:o
PPN

N
H

R CO,H

Esquema 3.27

141 3) Barros, T. G.; Pinheiro, S.; Williamson, J. S.; Tanuri, A.; Gomes, M., Jr.; Pereira, H. S.; Brindeiro, R.
M.; Neto, J. B. A.; Antunes, O. A. C.; Muri, E. M. F. Amino Acids 2010, 38, 701-709. b) Bailly, F.;
Queffelec, C.; Mbemba, G.; Mouscadet, J.-F.; Pommery, N.; Pommery, J.; Henichart, J.-P.; Cotelle, P. Eur.
J. Med. Chem. 2008, 43, 1222-1229.
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3.5.1.1. Sintesis de bencilidenoxazolonas 22

Para la sintesis de estas bencilidenoxazolonas 22, se emplearon las mismas
condiciones descritas en la bibliografia,**' basadas en la reaccién de acetilglicina 67
(R=CHs) o &cido hiparico 67 (R?*=Ph) con diferentes aldehidos aromaticos en
presencia de acetato de sodio y anhidrido acético. Los resultados que se obtuvieron se
muestran en la siguiente tabla. Se realizaron ensayos con acetilglicina (entrada 1 y 2)
y benzaldehido (entrada 1 y 3) o 4-hidroxibenzaldehido (entrada 2), obteniéndose los
derivados 22a-c con rendimientos moderados. Sin embargo, los intentos de reaccion
con formilglicina (67, R>=H) no suministraron el correspondiente derivado 22d en
ninguno de los casos ensayados (Tabla 3.15, entrada 4) debido a que la oxazolona
intermedia resulté ser inestable.

R
j\ NaOAc, Ac,0 T Yo
R N"coH ——————> (lLo + RL@’CHO _ =N
H z Reflujo, 1 h N={ Y0
R’ R’
67 (R2= H, CH,, Ph) 22a-d
Tabla 3.15. Sintesis de bencilidenoxazolonas 22a-d.
Entrada | Compuesto R R? | Rdto (%)
1 22a H Me 55
2 22b CH;COO0-? Me 40
3 22¢c H Ph 40
4 22d H H

& Se produce acilacién en el curso de la reaccion

141 a) Barros, T. G.; Pinheiro, S.; Williamson, J. S.; Tanuri, A.; Gomes, M., Jr.; Pereira, H. S.; Brindeiro, R.
M.; Neto, J. B. A.; Antunes, O. A. C.; Muri, E. M. F. Amino Acids 2010, 38, 701-709. b) Bailly, F.;
Queffelec, C.; Mbemba, G.; Mouscadet, J.-F.; Pommery, N.; Pommery, J.; Henichart, J.-P.; Cotelle, P. Eur.
J. Med. Chem. 2008, 43, 1222-1229.
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3.5.1.2. Sintesis de bencilidenimidazolonas 23

Esta sintesis se fundamenta en una reaccién multicomponente de bromoacetato
de etilo con distintas amidinas y benzaldehido en presencia de bicarbonato de sodio.
En el esquema siguiente se describe la sintesis de los compuestos 23a y 23b en
presencia de acetamidina. Aunque en el ejemplo encontrado en la bibliografia se
utilizaba n-propanol*** como disolvente, cuando se repitieron esas condiciones se
obtuvieron algunos productos secundarios, resultantes de la reaccién con el
disolvente, y por ello se reemplaz6 n-propanol por tolueno. La formacién de 23b no se
pudo evitar y se produce por reaccién de la imidazolona 23a con otra molécula de
bromoacetato de etilo, o bien por reaccion de la acetamidina con dos equivalentes de
bromoacetato de etilo.

0 0
CHO NH 0 NaHCO, ©/\(QNH N
+ HCI + . + N
©/ MeJ\NHZ Br\/U\OEt Tolueno, reflujo N:< Nt( ’>»0Et
Me Me O

23a (30%) 23b (40%)
Esquema 3.28

En el Esquema 3.29 se muestra la reacciébn del benzaldehido con la
benzaminida.'*® En este caso se adiciona yoduro potasico para producir un
intercambio del bromo por yodo en el bromoacetato de etilo y asi hacerlo méas reactivo.
En estas condiciones no se observo la formacion del producto resultante de la adicién
de otra molécula de bromoacetato de etilo. Al igual que en el caso de las oxazolonas,
todos los intentos que se hicieron con la formaminida resultaron infructuosos.

42 balla Croce, P.: La Rosa, C. J. Chem. Research. 1985, 11, 360-361.
143 Shafi, P. M. Current Science. 1985, 54, 1231-1232.
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NH
CHO . o
+ NH, .-HCl " g + Kl
©/ ©/U\ ’ r\/U\OEt

Esquema 3.29

\ (0]
NaHCO,
- N _NH
Isobutanol, 108°C
26%
23c

3.5.1.3. Reaccién de oxazolonas 22 e imidazolona 23a con aminas

Para la obtencidn de los compuestos 23d-f se hicieron reaccionar las oxazolonas
22a,b con diferentes aminas.* La reaccién de 22a,b con metilamina condujo a las
imidazolonas 23d,e, aunque con bajos rendimientos (Esquema 3.30).

R \ 0 K,COj,, MeNH,
B —————
N EtOH, reflujo, 4 h
¥ °
Me
22a: R1=H

22b: R'=0COMe

Esquema 3.30

\ (@]
N
~ N\Me

Me

23d: R1=H (13%)
23e: R'=OH (32%)

Sin embargo, los intentos para obtener 23f partiendo de la oxazolona 22a y
utilizando 2-metoxietilamina no suministraron buenos resultados, ni en las condiciones
gue las que se obtienen 23d,e (K,CO3, EtOH) ni ensayando otro tipo de disolventes
tales como el agua, en que el producto 23f se obtiene Unicamente con un 9% de
rendimiento, aislandose adicionalmente el derivado 68 con un 38% de rendimiento

(Esquema 3.31)

%4 He, X.; Bell, A. F.; Tonge, P. J. Org. Lett. 2002, 4, 1523-1526.
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7 OMe o o}
/\/
wo H,N WN——\’ . ©/\(‘(N/\/0Me
- _ N
N\< H,O, t.a., 30 min N\< OMe 5 NH
Me Me <Me

22a 23f (9%) 68 (38%)

Esquema 3.31

Como alternativa se partioé del acido a-acetamidocinAmico comercial (69), al que
se le acoplé la amina usando como reactivos 1-hidroxibenzotriazol (HOBT), 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC), trietilamina y 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP), en DMF a 50 °C. A la mezcla de reaccion obtenida [una mezcla 23f/68 (1:3)]
se le afiadi6 tamiz molecular y se calenté durante 8 horas a 150 °C, lo que permitio la
ciclacion de 68 y la formacion de 23f con buen rendimiento (73%).

O

o
~_-OMe

Ny €0 HN N Ny OMe
N + H

HN\n/Me EDC, HOBT, NEt,, DMAP N=( \—ome '*’\‘7]/,\,,e

o) DMF, 50°C, 16 h Me A
69
23f (18%) 68 (56%)

150°C ?
S N
Tamiz molecular, 8 h N>< /\’OMe
Me

23f (73%)
Esquema 3.32

También se ensay0 la reaccion de la bencilidenimidazolona 23a con
2-metoxietilamina en tubo cerrado a 100 °C. La reaccién generé 23f, aunque con un
bajo rendimiento (18%) (Esquema 3.33).



3.5.1.4. Reacciones de aza-Michael

OMe
H,NT >
—_——
100 °C
Tubo sellado

18%

Esquema 3.33

0
N
N
NS T\ ome
Me
23f
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El siguiente paso era ensayar que las bencilidenimidazolonas 23 se podian
comportar como sustratos de Michael frente aminas primarias. En las primeras
pruebas que se realizaron se ensay0 la reaccion de 23d,f con la 2-metoxietilamina a
reflujo, pero no se obtuvo el derivado esperado en ninguno de los casos ensayados

(Tabla 3.16).

M

23d: R3=Me
CH,CH,0OCH,

23f: R%=

Me

N/\/OMe Q\S\;/\OM(E

Tabla 3.16. Reaccién de bencilidenimidazolonas 23d y 23f con 2-metoxietilamina.

Entrada | Compuesto R® Temperatura Disolvente Catalizador

1 23d Me reflujo
reflujo/

2 23d Me tubo sellado

3 23d Me reflujo NH,CI

4 23f CH,CH,0OCH3 reflujo
reflujo/

5 23f CH.CH0CHs |4 b0 sellado

6 23f CH,CH,OCHj4 reflujo NH,CI

7 23f CH,CH,OCHj,4 ta agua C16HasN"Mes.Br
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3.5.2. Rutab

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al ensayar la ruta a, se abord6 una
sintesis en la que el intermedio clave era un tiobencimidato de metilo (70) que deberia
reaccionar con la correspondiente oxazolona o imidazolona 71 o 72 generadas in situ
para proporcionar el intermedio precursor del compuesto buscado.

N_ 2
+
H
N-R'
o) o)
B S T O U S WY o
N X / Cl
Y 70 N, HN HN
1 R' R'
R R
X=0, NH +
Q NH o

Esquema 3.34
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La sintesis del tiobencimidato 70 se llevé a cabo segln se muestra en el
esquema siguiente y se consiguié con rendimientos moderados partiendo del cloruro
de benzoilo, al que se le afiadi6 lentamente la 2-metoxietilamina para formar la amida
73 con rendimientos casi cuantitativos. Seguidamente, el tratamiento de 73 con el
reactivo de Lawesson condujo a la tioamida 74 con un rendimiento del 52%. Cuando
ésta se traté con hidruro sddico y yoduro de metilo, se obtuvo 70 con un rendimiento
del 51%. EIl paso siguiente, la reaccion de 70 en presencia bien de acetilglicina o bien
de clorhidrato de acetamidina y bromoacetato de etilo en las condicione descritas, no
generd en ningun caso la oxazolona o la imidazolona esperada, aislandose el producto
de partida 70 inalterado.

o o Reactivo de S
N OMe Lawesson
cl 2 N/\/OMe N/\/OMe
CH,CI, , Et;N H tolueno H
ta, 1h reflujo, 4 h
99% 73 52% 74
X
~
Me”™ “N” “CO.H H_/~OMe
\ O
NaOAc, Ac,O N o
NaH, Mel SMe reflujo MZ/
B —— ~
N/\/OMe
THF, ta, 2h
0 NH (@)
o B IRTN e {_/~owme
70 Me NH, OEt 1
(0]
NaHCO, N7\/NH
tolueno, reflujo Me

Esquema 3.35
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3.5.3. Rutac

Esta ruta se inspira en una patente coreana reciente'* que describe la sintesis

del hidroxiimidazol 75a a partir de formamidina y de aminomalonamida 76a, facilmente
accesible a partir del aminomalonato de etilo (77). Este compuesto parecia de interés
para nuestro objetivo puesto que se trata de un precursor del sistema de imidazolona
y, ademas, posibilitaba la preparacion del anillo de imidazolona sin sustituyentes en
C2, una posibilidad més complicada en las alternativas a 'y b.

0 0 oH
OEt  NH,ac NH, NH EtOH Q
H,N — > HN + — %
2 2 H™ O NH i H,N NH
OEt 45°C NH, > reflujo ) N={
98% o ACOH  70% H
77 76a 75a

Esquema 3.36

Ademas, también se habia descrito anteriormente*® la formacion de la tioamida
78a a partir de la amida 75a en presencia de P;S1o y su posterior transformacion en la
correspondiente tiobencimidato (79a) con metdéxido sodico y yoduro de metilo como se
muestra en el Esquema 3.37.

Me
OH OH
3\8\ P,Sio p\ Mel S/ OH
7 NH - Ay —————— y
NH
N \=/" dioxanoreflio N =/ NaOMemeoH  HNT
75a 78a 79a

Esquema 3.37

Con estos antecedentes se planted el siguiente esquema retrosintético, en el
que la introduccioén del fenilo o de un sistema heterociclico tendria lugar en el ultimo
paso.

15 Kim, J. W.; Park, H. H.; Cha, Y. G.; Seo, I. T.; Jeon, T. H.; Jang, J. S.; Kim, S. H.; Yoo, H. C. Repub.
Korean Kongkae Taeho Kongbo 2009, KR 2009085445 A 20090807.

16 Bakulev, V. A.; Mokrushin, V. S.; Grishakov, A. N.; Pushkareva, Z. V. Khimiya Geterotsiklicheskikh
Soedinenii 1982, 957-962.
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OH

H
N-R
%O SMe 0 3 " 1 N 1
1 1 R 1 -R
R~ MN :> NW\ :> NW\
Ny N N Ho N Ho N
79 78 75

1
o 0 /R
OEt NH
H,N <):| HzN‘ﬁ;
OEt NH
o} O R

77 76

Esquema 3.38

La ruta se inicié adaptando el procedimiento descrito para la sintesis de 75a para
preparar con buen rendimiento el imidazol 75b a partir de la 2-metoxietilamina y el
aminomalonato de dietilo (77). Asi, la reaccién de 77 con 2-metoxietilamina a 45 °C
proporcioné el derivado 76b con un rendimiento del 98%. Su reaccién con acetato de
formamidina proporcion6 el hidroxiimidazol deseado 75b con un rendimiento del 81%,
por calentamiento en etanol a reflujo. Sin embargo, el tratamiento de 75b con el
reactivo de Lawesson proporciond 78b con rendimientos muy bajos (17% en el mejor
de los casos ensayados), siendo el principal problema de la reaccién la poca
reproducibilidad de la misma. Aunqgue el siguiente paso si se consiguio, aislandose 80,
las dificultades en la reaccién anterior nos llevaron a abandonar esta estrategia y
abordar la estrategia que se detalla en el Esquema 3.40.
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OMe
(0]
OMe
CO,Me HZN/\/ NH NH EtOH (M\H
H,N ——— > HN + — z
2 CO,Me 45 °C 2 NH H NH, Reflujo MeO\/\H NHN/\/OME
98% o \—\ AcOH  81%
77 OMe
76a 75b
Reactivo de S OH sme @

Lawesson W\ )\(m
> 72 NaH, Mel
MGO\/\H NTove t Meo\/\H N N—_/N/\/OMe
= a

tolueno, reflujo =
17%
78b 80
Esquema 3.39

3.5.4. Rutad

La retrosintesis de esta ruta se muestra en el siguiente esquema. Esta ruta se
basa en la facil accesibilidad al compuesto 81, un derivado que puede obtenerse a
partir de la oxima 82 a su vez facilmente accesible a partir del derivado comercial
benzoilacetato de etilo. La transformacién de 81 en 83 y su ciclaciébn podria
proporcionar el derivado buscado.

\Rl

H

o o OEt
NN, = O« _NH = O _NH = HO-N/ 0= ©M
l/z 1 1’2 HN 1/2 OEt OFt

83 81 82

Esquema 3.40
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La sintesis de 82 se llevd a cabo con buenos rendimientos,**’ adicionando

lentamente una disolucion de nitrito sbédico en agua sobre una disolucién de
benzoilacetato de etilo en 4cido acético. La reduccion de la oxima y su acilacion se
realizd con cinc en presencia de anhidrido acético y acido acético obteniéndose de
esta manera 81 con un rendimiento del 82%.

o)
o o
Q 0 NaNO,, AcOH, H,0 Zn oRt
OFt OBt ——————=
5-10°C N ACOH, Ac,0, H,0 HN\[//O
OH
91% 82 82% g1 Me

Esquema 3.41

En el paso siguiente se hizo reaccionar el derivado 81 con la 2-metoxietilamina a
reflujo. Sin embargo, la reaccién no transcurre como se esperaba sobre la cetona para
generar la imina, sino que se forma como producto mayoritario en diferentes
condiciones la amida 73, procedente del ataque de la amina al grupo carbonilo y
eliminacion del resto de acetilaminoacetato de etilo.

o) o) (e} O
o e N OMe o - OMe
t /\/ e N
HN__O Reﬂu;o 2h HN
Y =0
Me Me
81 73 (71%) 84

trazas
Esquema 3.42

A la vista de este resultado se intent6 variar las condiciones para evitar la
formacion de la amida 73. Inicialmente, se rebajé el nimero de equivalentes de la
amina y la temperatura, pero los resultados fueron los mismos y, ademas, se
recuperaba una mayor cantidad del producto de partida. Por ello, se penso introducir la
amina en el paso anterior. La reaccion de la oxima 82 con 2-metoxietilamina
proporciond la imina 85 con un rendimiento excelente (Esquema 3.43).

147 Fell, S. C. M.: Pearson, M. J.. Burton, G.; Elder, J. S. J. Chem. Soc., Perkin Transactions 1

1995, 12, 1483-93.
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OMe
(@) (@]
H N/\/OMe J/
OBt 2 Nl o
> OMe
N\OH Reflujo, 2 h | H/\/
83% N\OH
82 85

Esquema 3.43

Sin embargo la reduccion selectiva de la oxima 85 resulté imposible en presencia
de la imina, por lo que la preparacion de 83 no pudo completarse y esta ruta también
resultd fallida para acceder al objetivo sintético buscado, el cual, como ya se ha
explicado tampoco resulté accesible por las estrategias a-c.

En este estadio se decidi6 proceder a determinar la actividad inhibitoria de
calpaina de los intermedios obtenidos al ensayar las estrategias a-d comentadas.

3.5.5. Ensayos de inhibicién de calpaina para los compuestos 22, 23y 68

Los ensayos se realizaron en las mismas condiciones que en los casos
anteriores. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.17 en la que puede
observarse que las oxazolonas 22 y las imidazolonas 23 resultaron activas a pesar de
que dichos compuestos presentan una estructura mucho mas sencilla que el cabeza
de serie 14a. Merece destacar la actividad encontrada para los compuestos 23d y 23f
los cuales presentan en los tres casos analizados un porcentaje de inhibicion superior
al 82%. Ademas, se vuelve a probar que la 2-metoxietilamina produce una mejora de
la actividad cuando se compara con otras aminas (23d vs 23f)
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Tabla 3.17. Porcentajes de inhibicién de calpaina de los compuestos 22, 23y 68.

Compuesto Inh. (%) Compuesto Inh. (%)
Me
i J:;Me (0]
@”o N M 100 99.4
I
Calpeptina \LMe
o) o)
T o N
N=( 17 N=( 66.7
22a Me 23a Me
0 o)
o N o X B
- 69.2 NMe 89.4
Me (e} N\< HO N\<
22b Me 23e Me
o) 0
AN AN
N 16.8 N=( 0
2¢ " 23c o
o) o}
[
A NN
L #N—Me 82.4 N<( “\ome = 86.8
23d Me 23f Me
o] o)
Y ©/\KKN’\’
N=( ’>»0Et 28.7 NH H OMe 0
Me O O%
Me

Estos buenos resultados de actividad reorientaron la basqueda hacia analogos
de la serie 23, planteandonos en primer lugar la modificacién del sistema arilico en la
serie 23 por otros heterociclos, principalmente indol y azaindol.
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3.6. OBTENCION DE POSIBLES INHIBIDORES DE CALPAINA POR RUTAS
ALTERNATIVAS

3.6.1. Derivados de indol
3.6.1.1. Sintesis de indolmetilenoxazolonas

Al igual que para la sintesis de los derivados 22, el indol-2-carboxaldehido se
hizo reaccionar con la acetilglicina y &acido hipuarico (67) para obtener los derivados

24a,b.
%\ i NaOAc, Ac,0 A
+ 2 N _— N \ (0]
yCHO RN COH N

Reflujo, 1 h
67a: R=Me 2
67b: R2=Ph

24a: R>=Me (77%)
24b: R?=Ph (54%)

Esquema 3.44

3.6.1.2 Sintesis de indolmetilenimidazolonas

Las primeras pruebas que se realizaron para la sintesis de estos compuestos
empleaban las mismas condiciones utilizadas para los derivados 23. Asi se obtuvo una
mezcla de los compuestos 25a y 25b el primero de los cuales se obtenia con buen
rendimiento (70%) y el segundo aparecia como un producto secundario con un 8% de
rendimiento.

N
NH NaHCO N o)
mwm . hat 7 /. %O +%
N Me” “NH Br H H
H 2 OEt Tolueno, 108°C N _NH N N
T T j/\
Me Me J7>0Et
25a (70%) 25b (8%)

Esquema 3.45
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Sin embargo la reaccion era poco reproducible y no se podia escalar a mas de
un milimol del producto de partida. Se realizaron diversas pruebas para conseguir
unas condiciones mejores (Tabla 3.18) ensayando distintos tiempos, temperaturas y
disolventes. Al utilizar dioxano como disolvente fue cuando se consiguieron unas
condiciones mas reproducibles, aunque el rendimiento de 25a era mas bajo.

Tabla 3.18. Reaccién de indol-2-carbaldehido con acetaminida y bromoacetato de
etilo.

: , Rdto (%) | Rdto (%
Entrada | Disolvente | Temperatura | Tiempo 2565 ) 25b( )
1 Tolueno 115°C 1lh 45 8
2 Tolueno 115°C 4 h 30 7
3 Tolueno 115°C 8 h 10 7
4 Tolueno 120 °C 1lh 15 15
5 Tolueno 108 °C 1lh 70 8
6 DMSO 108 °C 1lh 10 8
7 DMF 108 °C 1lh
8 Dioxano 108 °C 1lh 51 23

La reaccioén con el clorhidrato de la benzaminida con el correspondiente aldehido
y bromoacetato de etilo, utilizando yoduro potasico e isobutanol como disolvente,
condujo a la obtencién del compuesto 25¢ con un 68% de rendimiento.

EANZ
=
o

pd

+ NH, .HCI + Kl s NH

Isobutanol, 108°C
68%

25¢c
Esquema 3.46
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3.6.1.3. Reaccion de indolmetilenimidazolonas con 2-metoxietilamina

La reaccion de 25a con 2-metoxietilamina se intent6 con el objetivo de preparar
la imidazolona 25d, un anélogo del derivado 23f, el cual, como ya se ha mostrado
presenta una elevada actividad inhibitoria (86.8% de inhibicion). El derivado 25d se
obtuvo aunque con bajo rendimiento (16%), aislandose como producto mayoritario la
amida triciclica 86a.

mHo HNT O
NN
H

NY NH Reflujo

Me
25a 25d (16%) 86a (61%)

Esquema 3.47

Mientras que la formacién de 25d se explica a través del mecanismo habitual de
apertura del anillo de imidazolona y reciclacién con pérdida de amoniaco, la formacion
de 86a implicaria un mecanismo como el detallado en el Esquema 3.48. En éste el
ataque del nitr6geno inddlico sobre el carbono del resto acetamidinico en el intermedio
| generaria el anillo de pirimidina previa eliminacién de una molécula de amoniaco.
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23a NH, OMe

LK
c1 N N™ome \
° M N’) |
a e
=0

Esquema 3.48

La amida triciclica 86a presenta una estructura muy similar a la amida 17a, con
la diferencia que en esta Ultima la posicién C1 no esta sustituida y presenta, ademas,
un bromo en la posicién C5.

Como la amida 17a es el compuesto precursor de los derivados indélicos 16,
entre los que se encuentran los compuestos mas activos de todos los sintetizados,
parecia evidente estudiar la formacion de la amida triciclica sustituida con bromo en
C5 a partir de la correspondiente imidazolona 25a o del 3-bromo-2-indolcarbaldehido
(87).
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Primeramente se brom6 con NBS el indol-2-carboxaldehido en C3 para obtener
87 y a continuacion se intentd la reaccion con la acetamidina y el bromoacetato de
etilo. Sin embargo, en estas condiciones, no se obtuvo el producto que se buscaba
(25e), formandose el compuesto 25f con un 20% de rendimiento.

A\
o]
V2R ;
NG NH
oo Y
HCl Me
\ \BS Br Me” “NH, Br\)LOEt 25¢
mwo—’ %CHO
H CH,CI, ta. H NaHCO, Br
%
80% g7 Tolueno, 108°C N o
SN
NYNB\

25t (20%) M€ 57 oEt
Esquema 3.49

Ademas, en la reaccién se formaban otros productos secundarios por lo que se
opté por bromar directamente 25a con NBS, lograndose asi la sintesis de 25e con
buen rendimiento (89%).

Br

N

A 0 NBS N
N \ (@]
NN N

Y CH,CL,,DMF, ta NYNH

Me 0%
25a 89% 25¢  Me

Esquema 3.50

La reaccion de 25e con 2-metoxietilamina transcurre de forma rapida,
desapareciendo el producto de partida en apenas 1 hora de reaccién. En la reaccion
se formaron tres productos mayoritarios que se aislaron e identificaron como la amida
triciclica esperada 86b y las imidazolonas 16k y 26a. La formacion de estas dos
Ultimas, resulté de gran interés porque implicaba la incorporacion en ambas de una
molécula de la amina en el carbono metilénico puente entre el indol y la imidazolona.
Comparando los resultados obtenidos en las reacciones con 23a y 25e, la presencia
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del bromo es esta Gltima seria el requisito necesario para la incorporacion de la amina
en el carbono exociclico y la formacion de los compuestos 26a y 16k. Ademas, estos
compuestos son muy interesantes desde el punto de vista del SAR ya que 16k es el
analogo metilado de 16a en la posicion C2 de la imidazolona y 26a es analogo de 16k
(NH de la imidazolona sin sustituyente). Ninguno de estos dos compuestos habia
resultado asequible por las rutas sintéticas exploradas para el SAR de 14a.

OMe
_/_ H_/_OMe
% + %
Me o OMe Me
'V'e OMe
25e 26a (58%) 16k (6%)

86b (15%)

Esquema 3.51

En la Tabla 3.19 se muestra cémo afecta a la distribucion de los productos de
reaccion el tiempo de reaccion, utilizando tanto calefaccibn convencional como
irradiacion por microondas a 100 °C y 150 °C. En el caso de la calefaccion
convencional puede observarse que el aumento del tiempo de reaccion de 1 hora a 8
horas produce un aumento del rendimiento de 16k, que pasa de 6% al 16%
produciéndose una disminucion similar de 86b que pasa del 15% al 6%. El compuesto
26a sigue siendo el producto mayoritario aunque el rendimiento disminuye desde el
58% al 50% (entradas 1y 2).
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Tabla 3.19. Reaccion de 25e con 2-metoxietilamina.

. . Rdto Rdto Rdto

Entrada | Calentamiento | Tiempo | T2 (°C) 86b (%) | 26a (%) | 16k (%)

1 Convencional 1h 100 15 58 6

2 Convencional 8h 100 6 50 16

3 MW 10 min 100 30* 49* 10*

4 MW 30 min 100 41* 36* 10*

5 MW 10 min 150 54* 24* 12*

6 MW 30 min 150 42* 23* 15*
* 05 HPLC.

Al irradiar con microondas tanto a 100 °C como 150 °C el rendimiento de 16k
apenas varia, situdndose en torno al 10% cuando se calienta a 100 °C a 10 y 30
minutos y llegando al 12% y 15% respectivamente cuando se irradia la reaccién a 150
°C. Sin embargo la proporcion de 86b/26a se modifica notablemente en funcion de la
temperatura y el tiempo de reaccion. En general, la irradiacibn con microondas
favorece de forma apreciable la formacion de 86b (entradas 4-6) que es el producto
mayoritario al irradiar a 150 °C tanto a los 10 como a los 30 minutos de reaccion. A
100 °C su formacion también se encuentra favorecida, aunque en el caso de
irradiacion durante 10 minutos 26a es el producto mayoritario (30% vs 49%, entrada
3), mientras a 30 minutos lo es 86b (41% vs 36%, entrada 4).

El compuesto de mayor interés, 16k, sigue siendo un producto minoritario de la
reaccion, formandose con un rendimiento maximo del 16% al calentar durante 8 horas
con calefaccién convencional.

En un experimento adicional, se hicieron reaccionar los compuestos 26a y 86b
por separado con la 2-metoxietilamina en las mismas condiciones (Esquema 3.52).
Esta reaccién prob6 que 16k tiene como precursor la amida triciclica 86b y que 16k no
se formaba a partir de la metilimidazolona 26a.
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H N/\/OME
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Esquema 3.52

En el esquema siguiente se muestra el mecanismo propuesto para la formacion
de los compuestos 86b y 16k, que es similar al que se propuso anteriormente para la
formacion del compuesto 16a (Esquema 3.20). En este caso el primer ataque de la
amina produciria la apertura de la imidazolona formandose el sistema triciclico 86b. Un
segundo ataque de la amina en C1 daria la apertura del anillo pirimidinico y
posteriormente se produciria una reaccion tipo Michael implicando un tercer ataque
nucleofilo de la amina sobre el carbono deficitario de la enamida. La rearomatizacion
del indol con pérdida de bromo y la posterior transamidacion generaria 16Kk.
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OMe
HZN/\/
Br
\ (
N )P
H — =M
NW\/N?\
Me
25e

N
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N

HoN

)\V/\NH\R YN\L

N
R 16k  Me OMe

Esquema 3.53

Para la formacion del compuesto 26a, el mecanismo propuesto es diferente
puesto que el sistema triciclico 86b no es un precursor como ya se ha demostrado. La
adicién de la amina en el doble enlace exociclico y la posterior rearomatizacion del

indol con pérdida de bromo podrian explicar la formacion de 26a.

162




Discusion de resultados

OMe OMe
H, N/\/
N
NN \’1 / -
H N
256 Me Me Me
OMe H(Br H OMe
N N
Y o-
NG NH
Me Me
26a

Esquema 3.54

La fenilimidazolona 25c también se bromé con NBS en C3 con excelentes
rendimientos (95%).

Br
\

A\ NBS N
N\ O]

H _— N
Ny NH  DMF, ta o N NH

95%
25¢ 259

Esquema 3.55

Al igual que en el ejemplo anterior se hizo reaccionar 25g con la
2-metoxietilamina aislandose en este caso sélo dos productos, 86¢ y 16l. Cuando se
calenté a reflujo s6lo se obtuvo un 7% de rendimiento del compuesto 16l. Sin
embargo, cuando el calentamiento se realizé en un tubo sellado se alcanz6 el méximo
rendimiento de 16l (32%) sin llegar a conseguirse una conversion total de 86¢ (12%).
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Br OMe
H
H N/\/OMe N—/_
N 2 N
N\ o \_°
H Reflujo + H
N NH tubo sellado NG N\\\
OMe
259 86c (12%) 161 (32%)

Esquema 3.56

3.6.1.4. Ensayos de inhibicion de calpaina para los compuestos 16, 24, 25y 26a.

La nueva serie de derivados inddlicos obtenidos se someti6 al ensayo de
inhibiciébn de calpaina con los resultados que se muestran en la Tabla 3.20. Como
puede observarse todos los compuestos de esta serie son activos, destacando tres de
éstos que superan el 90% de inhibicién. De estos compuestos dos de ellos presentan
una estructura de imidazolona (25b y 16k) y el otro se trata de la oxazolona 24b. El
anico que puede compararse con éste Ultimo es 24a y como puede observarse el
cambio de metilo por fenilo incrementa de forma muy importante la actividad
inhibitoria.
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Tabla 3.20. Porcentajes de inhibicién de calpaina de los compuestos 16, 24, 25, 26a.

Compuesto Inh. (%) Compuesto Inh. (%)
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N 45 N 61
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N o | 945 LS| AT
Me Y
25b 25f Me
N HIOMe
0 A\
N 433 %o 80.4
H N N\/\o/ ' H N._NH '
25d Me 26a Me

VR ~ome N\
Hol o N >o®
73.7 H 93

OMe OMe
16a 16k
Br HIOME
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Comparando los derivados con anillo de oxazolona con aquellos con anillo
imidazolona (Figura 3.61) puede observarse una disminucién dréstica de la actividad
al comparar 24b con 25c¢ (93.3% vs 10.2%), ambos con un sustituyente fenilico en la
posicion equivalente del anillo mientras que se produce un aumento apreciable de la
actividad al comparar 24a con 25a (45% vs 61%), ambos con un sustituyente metilo en
sus respectivos anillos.

La sustitucion del NH imidazolonico por un grupo estoxicarbonilmetil genera el
compuesto mas activo de esta serie (25b), con una actividad notablemente mejor que
el analogo 25d, sustituido por el grupo metoxietilo. Sin embargo la introducciéon de un
bromo en C3 del indol en 25b practicamente transforma a éste en inactivo (25b vs 25f)

Asimismo, la comparacién entre 25a, 25b y 25d apunta a que la sustitucion en el
nitrégeno imidazoldnico es un factor relevante, ya que la actividad se ve notablemente
mejorada por el sustituyente etoxicarbonilmetilo y significativamente disminuida por el
grupo metoxietilo.
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Figura 3.61
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La presencia del sustituyente aminico en el carbono exociclico aumenta
significativamente la actividad en la serie de la 2-metilimidazolona como se hace
evidente al comparar 25a con 26a (61% vs 80.4%) y 25d con 16k (43.3% vs 93%)
(Figura 3.62). Sin embargo, en la serie de la 2-fenilimidazolona la sustitucion por el
resto aminico en el carbono exociclico sélo tiene una modesta influencia en la
actividad (161 (21.5 %) vs 25c (10.2%)).

OMe
H_/_ H_/—OMe A A\ o
h 0 N \ 0 N\
N \ A\ \ O N H Ne N
H > H > H > Y

NN s NH \\\
g \\\ Ny NH T Me OMe
Me 7/ Me
OMe Me
16k (93%) 26a (80.4%) 25a (61%) 25d (43.3%)
Figura 3.62

Estos porcentajes de inhibicion nos permitieron llegar a una conclusion relevante
al disponer de los datos de actividad de los compuestos 16a, 16k y 16l y poder
establecer que el orden de preferencia para la actividad en la posicion C2 del anillo de
imidazolona es Me>H>Ph (Figura 3.63).
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Figura 3.63
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3.6.2. Derivados de otros heterociclos

A la vista de los resultados de actividad obtenidos con las ultimas series de
derivados de indol se pretendié sintetizar analogos estudiando otro tipo de
heterociclos. El estudio se inici6 con el azaindol para el cual se prepard el
azaindolcarboxaldehido 88 siguiendo el procedimiento descrito en la bibliografia®? a
partir del azaindol 36a (Esquema 3.57) que incluye proteccién del nitrégeno pirrolico,
formilacién en C7 y desproteccion. La etapa de desproteccidn resulté mas complicada
de lo esperado debido a la inestabilidad del producto final con la temperatura. Se llevo
a cabo una busqueda de otras condiciones diferentes a las que se habian utilizado con
los anteriores ejemplos y finalmente se pudo realizar esta reaccién con fluoruro de
tetrabutilamonio (TBAF) a temperatura ambiente, obteniéndose el compuesto 88 con

un 31% de rendimiento global.

1) LDA (2 eq) AN
mTEBA Cl, C-SO;Ph m” THF, 30°C mCHO
g CH,Cl, NaOH, ta N~ N %) NTOH
) N-CHO
36a 87% 88 (65%)
3) TBAF
THF ta.

Iz

Esquema 3.57

La primera reaccion ensayada de 88 fue para generar la correspondiente
imidazolona (Esquema 3.58) en las mismas condiciones empleadas con el indol. Sin
embargo en este caso la reaccion no tuvo lugar y aunque se observo la desaparicion
del producto de partida no llegé a formarse el producto buscado.

X
N NH o NaHCO, | A\
| CHO™* Hel © // = \__°
: > N
” MeJ\NH Bf\)J\OEt 7/ N©H N

N
2 Dioxano, 108°C YNH

Iz

88 Me

Esquema 3.58

132 Desabre, E.; Coudret, S.; Meheust, C.: Mérour, J-Y. Tetrahedron 1997, 53, 3637-3648.
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Este resultado se atribuy6 a la inestabilidad de 88 en medio basico y por ello se
procedié a ensayar la reaccion con el azaindol protegido 62, pero en este caso se
recupero el producto de partida inalterado.

X
N\ NH o NaHCO, | A\
CHO* * = ©
m MeJ\NHZ e B’\/U\oa Ve N :
\ i 0
50,Ph Dioxano, 108°C PhO,S YNH

Me

Esquema 3.59

Cuando se ensayaron otros formilheterociclos como pirrol, furano, tiofeno y
benzotiofeno se obtuvieron las mezclas de las imidazolonas 27-30 con los
rendimientos que se indican en la Tabla 3.21. Sin embargo la reaccion con el
2-piridincarboxaldehido tampoco tiene lugar, observdndose un comportamiento muy
similar al obtenido con el azaindol. En el caso del benzo[b]tiofeno-2-carboxaldehido
s6lo se producia la reaccibn cuando se usaba como disolvente dioxano. Los
rendimientos obtenidos son, en general, moderados para la mezcla de los compuestos
27a-30a (imidazolona monosustituida) y los compuestos 27b-30b (imidazolona
disustituida). En la mayoria de los casos las imidazolonas monosustituidas son el
producto principal de la reaccion mientras que los etoxicarbonilmetilderivados se aislan
como producto secundarios con rendimientos que oscilan entre el 9-29%, salvo para el
caso del furancarboxaldehido que se obtiene 30b con un rendimiento ligeramente
superior a 30a.
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Tabla 3.21. Reaccion de distintos 2-heteroarilcarbaldehidos con metilimidazolona.

] , Rdto(%) @ Rdto(%)
Entrada Aldehido Disolvente | Compuesto 272-30a | 27b-30b
\ .
1 @?cm Dioxano 27 50 29
2 @—CHO Tolueno 28 32 9
A
3 Q‘CHC Tolueno 29 32 15
H
4 QCHO Tolueno 30 17 21
5 | = Tolueno/
NZ >CHO Dioxano

3.6.2.1. Ensayos de inhibicion de calpaina.

Los resultados de la actividad inhibitoria de calpaina para las imidazolonas 27a-
30a y 27b-30b se detallan en la Tabla 3.22. Como puede observarse todos los
compuestos sintetizados son activos frente a calpaina, destacando cuatro de los
compuestos obtenidos que presentan un porcentaje de inhibicién superior al 90%. Mas
concretamente, los dos derivados de tiofeno y especialmente 28a que, con un
porcentaje de inhibicién del 122%, es un compuesto significativamente mas activo que
la calpeptina tomada como compuesto de referencia.
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Tabla 3.22. Porcentajes de inhibicién de los compuestos 27-30.

Compuesto Inh. (%) Compuesto Inh. (%)
Me
i Ji;Me (0]
@o N HﬁH 100 99.4
o
Calpeptina \LMe
AN A\
S V" 34.8 A 27.6
NYNH ) NW\/N\)S\OEt '
27a
Me 27b  Me
‘ N \ O ‘ S\ A\ o o
S
. 122 N\YNJKOH 96.2
28a Me 2812/Ie
AN A\
QMO N %o
H NYNH 90.2 H NYN\)LOEt 26
29a Me 20p Me
AN A\
%O 78 ) g 90.4
NYNH NYN\)LOEt '
30a Me 30b Me

En la siguiente figura se muestra una grafica comparando la actividad de esta
serie de compuestos. Como puede comprobarse, la sustitucion del nitrégeno
imidazol6énico disminuye la actividad cuando se compara con el derivado sin sustituir

excepto para los casos del furano y el indol.




Discusién de resultados

140 ~

120 ~

100

60 -

% Inhibicién

40 A

20 A

Ar(He = o Ar (Het) Mo o
] \Nz:iH . MU\OEt
Me

Figura 3.64

El orden decreciente de actividad para la serie de imidazolonas con el NH libre
en funcién del resto arilideno o heteroarilideno se indica en la Figura 3.65.

NY > Y > NY > NY NYNH NYNH
Me Me Me Me Me Me
28a 30a 29a 23a 25a 27a
Figura 3.65
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En la Figura 3.66 se detalla la variaciobn para la serie que presenta la
imidazolona sustituida por el grupo etoxicarbonilmetilo.

S o] \ o o) | o)
N o> " °0 > N > N OO 0
\ N \_ N \ N ]
Me>/ \/Moa >N Me>/ \/Z(oa Me>, s \/4051
Me OEt
28b 25b 30b 23b 27b 29b
Figura 3.66

Los buenos resultados obtenidos con el sistema de tiofeno avalaban la obtencion
de analogos del compuesto 28a introduciendo cierta diversidad estructural tanto en el
anillo de tiofeno como en la imidazolona. En primer lugar y aprovechando que el
3-bromotiofeno-2-carboxaldedido es comercial, se ensayé la reaccién con la
acetamidina aislandose de la reaccion el compuesto 28c con bajo rendimiento (31%) y
no se observo la formacién del compuesto con la imidazolona disustituida.

Br
Br

NH o NaHCO, B o

[\&cw 0wt Bl B S

S Me” “NH Br .
2 OEt Dioxano, 108°C NYNH
31% Me
28¢c

Esquema 3.60

Seguidamente, se prepar6 con muy buen rendimiento (98%) el compuesto 28d
resultante de la reaccién del tiofeno-2-carboxaldehido y la bezamidina (Esquema
3.61).
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NH s N\_0°
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Esquema 3.61
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Por ultimo, se sintetizo el metilderivado 28e con un rendimiento moderado,
obtenido al calentar a reflujp 28a usando como disolvente la 2-metoxietilamina
(Esquema 3.62).

IS\\ o HNTOMe ls\\ 0
N NH Reflujo NN ~0OMe
Y 54% Y

Me Me
28e

Esquema 3.62

Para estos nuevos compuestos obtenidos se determind la actividad como
inhibidores de calpaina, con los resultados que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.23. Porcentajes de inhibicion para los compuestos 28c-e.

Entrada Compuesto Inhibicién (%)
Me
§ed!
N
1 @”O N OHé H 100
Calpeptina W\Me
D
2 NYNH 122
28a Me
Br
‘ A\
3 s ° 24.9
~_NH
28c D/I/e
AN
4 Nﬁ/NH 92.6
28d Ph
NS
5 NN 43.7
Y
Zgle \\\OMe
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Como puede observarse todos ellos resultaron menos activos que el compuesto
28a, produciéndose una significativa pérdida de actividad al introducir el bromo en el
anillo tiofénico (28c vs 28a) y al introducir el resto de metoxietilo en el anillo de
imidazolona (28e vs 28a). El cambio del metilo en la posicién C2 de la imidazolona por
un fenilo también conduce a una disminucién de la actividad, aunque el analogo 28d
continla manteniendo una buena actividad con un porcentaje de inhibicién superior al
90%. En la Figura 3.67 se muestra el grafico comparativo de los resultados de
actividad para esta serie.
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Figura 3.67

En este estadio del proyecto se habian preparado un gran numero de
compuestos a través de las reacciones y rutas que se han ido detallando y se habian
explorado los tres dominios que contemplaba el SAR sobre el compuesto 14a, tomado
inicialmente como cabeza de serie. Este estudio nos ha permitido identificar un total de
8 analogos que presentan un porcentaje de inhibicion de calpaina superior al 90% v,
ademds, encontrar un analogo (28a) cuya actividad inhibitoria es significativamente
superior a la de 14a y de la propia calpeptina empleada como compuesto de
referencia. Los inhibidores de calpaina que se sintetizaron y que muestran un
porcentaje de inhibicion superior al 90%, se presentan en la siguiente grafica.
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Figura 3.68

Sobre este grupo de inhibidores que presentan el mejor porcentaje de inhibicién
se realiz6 un ensayo adicional de actividad utilizando un kit especifico para la medida
de la actividad calpaina comercializado por BioVision (Calpain Assay Kit, Ref. K240-
100, Mountain View, CA, E.U.A). Con este kit se determinaron las inhibiciones a siete
concentraciones diferentes, comprendidas entre 10° y 10", de los compuestos
sintetizados en relacién con el 100% de actividad proporcionado por el ensayo
comercial.

A partir de los porcentajes de inhibicion obtenidos a estas distintas
concentraciones se calculd el I1Cs, de los compuestos recogidos en la figura Figura
3.68. Los datos de ICsy y los porcentajes de inhibicion se recogen en la Figura 3.69.
En ésta puede observarse que cinco de los compuestos obtenidos presentan valores
de ICso notablemente mejores que la propia calpeptina (IC50=0.252 nM) siendo los
compuestos 16k y 28c los mas activos de todos los sintetizados con un valor de ICs
en un rango picomolar, seguidos de los compuestos 28a y 24b que son
aproximadamente 200 veces mas activo que calpeptina y de 25b que es siete veces
mas activo que ésta. Los derivados 29a, 14ay 28b son los menos activos de la serie.

176




Discusion de resultados

A\
N
H

o

OMe
N
\
N

16k

% Inh= 93
IC4,= < 0.001 nM

N
ve Loy

e

s NH

28c

% Inh= 92.6
IC4,= < 0.001 M

% Inh= 122
IC4,= 0.0012 M

OMe

1l4a

% Inh= 99.4
ICy,= 0.673 NM

A\
(0]
N
N O
24b
% Inh=93.3

IC4,= 0.0016 NM

A\
0
NS
NYN\)LOEI | N
o)
M
o5h O %
% Inh= 94.5 Ny NH
ICg,= 0.039 NM El/
29a €
% Inh=90.2
IC4,= 0.408 NM
Figura 3.69

| \ \ O

S (@]

NYN\)LOEt
Me

28b

% Inh=96.2

IC.y= 0.819 nM




Discusion de resultados

A modo de conclusion de este trabajo orientado a la bldsqueda de nuevos
inhibidores no peptidicos de calpaina, se puede destacar el hallazgo del derivado
azainddlico 14a, cuyo SAR ha conducido a identificar:

e Un andlogo inddlico, 16k, al menos 600 veces mas activo que 14a.
¢ Un analogo inddlico de estructura simplificada, 25b, unas veinte veces
mas activo que 14a.
e Un andlogo inddlico que incorpora una feniloxazolona, 24a, unas 400
veces mas activo que 14a.
¢ Dos anélogos tiofénicos con estructura simplificada, 28c y 28a, que al
menos resultaron 500 veces mas activos que 14a.
Los nuevos inhibidores sintetizados se han protegido en una patente* y sobre
los cinco mejores inhibidores se han comenzado a realizar ensayos complementarios
sobre selectividad frente a las calpainas 1, 2, 5 y 10, sobre permeabilidad celular y
propiedades farmacocinéticas.

148 Moroén, M.; Burgos, C.; Vaquero, J.J.; Griera, M.; Diez, M.L.; Rodriguez, M.; Rodriguez, D. 2011,
P201131263
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Los reactivos utilizados se han adquirido en las casas comerciales Aldrich, Acros
y Strem y se utilizaron sin ningln tratamiento posterior.

Las reacciones que exigieron condiciones anhidras se llevaron a cabo en
atmosferas de argén desoxigenado y seco. Los disolventes anhidros utilizados en
estas reacciones se secaron por destilacion sobre un agente desecante adecuado, en
atmaosfera de argén, inmediatamente antes de su uso.

Las adiciones de disolventes y disoluciones en condiciones anhidras se
realizaron via jeringa o canula.

Para las reacciones a baja temperatura se utilizé una sonda de refrigeracion
Haake EK 101.

Los puntos de fusidn se determinaron en tubos capilares abiertos en un aparato
Electrothermal IA 6304.

Para la cromatografia en columna se ha empleado gel de silice Merck (230-400
mesh). El eluyente empleado se indica en cada caso y las proporciones se dan en
volumen/volumen. Para la cromatografia analitica en capa fina se emplearon los
cromatofolios de gel de silice Merk 60 F.,. En todos los casos el revelado de las
placas se realiz6 con vapores de I,, KMnO,4 al 15% en agua con 5% de NaOH y 10%
de K,COs3, disolucion de ninhidrina al 0.3% en etanol o n-butanol con 3% de AcOH o
visor de luz UV.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H y de **C se han registrado
en los siguientes aparatos: Varian UNITY-300, Varian-Mercury-VX-300 (300 MHz para
'H y 75 MHz para **C) , en algunos casos Varian Gemini 200 (200 MHz para '*H y 50
MHz para *C) y Varian UNITY""*-500 (500 MHz para *H y 125 MHz para **C), Bruker
AVANCE 700, provisto con una sonda QXI 700 MHz S4 (700 MHz para ‘H, 175 MHz
para *C y 70 MHz para *°N) y Bruker AVANCE Il 300( 300 MHz para 'H y 75 MHz
para °C). Para los espectros de RMN se emplearon disolventes deuterados CDCls,
CD;0D, acetona-ds y DMSO-ds de la casa SDS, Los valores de los desplazamientos
quimicos se expresan en unidades & (ppm), utilizando como referencia interna la sefial
residual del disolvente y las constantes de acoplamiento en Hz.
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Los espectros de infrarrojo (IR) se registraron en espectrofotometro Perkin-Elmer
modelo FTIR 1725X en las condiciones indicadas en cada compuesto (pastilla de KBr
o ventanas de NaCl) y las frecuencias de los maximos de absorcion se expresan en
cm™.

Para las medidas de rotacion 6ptica se utilizé un polarimetro Perkin-Elmer
modelo 341, con lampara de Mercurio a la longitud de onda indicada en cada caso.

Los espectros de masas de alta resolucion se realizaron en un Agilent 6210
Time-of-flight LC/MS. Los datos se expresan en unidades de masa (m/e) y los valores
entre paréntesis corresponden a las intensidades relativas, respecto del pico base.

Los equipos de HPLC utilizados fueron HPLC preparativo Dynamax de Varian y
HPLC modelo 1100 acoplado a sistema QTOF modelo 6530 de Agilent Technologies.

El microondas modelo Initiator 2.5 de Biotage se ha utilizado para las reacciones
por calentamiento de microondas.
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4.1. SINTESIS DE PIRROLOJ[1,2-c]PIRIMIDINAS
3-Pirrolo[1,2-c]pirimidina carboxilato de etilo (1)

Se disuelve isocianoacetato de etilo (3.3 mL, 30 mmol) en 60 mL de THF anhidro
bajo atmosfera de argon. A esta disolucion se le afiade DBU (4.6 mL, 30 mmol) y una
disolucion de pirrol-2-carboxaldehido (3.0 g, 30 mmol) en 50 mL de THF anhidro. La
mezcla se agita a temperatura ambiente durante 5 horas. Pasado este tiempo se
neutraliza con &cido acético al 10%. El disolvente se elimina a presion reducida y se
lleva a cabo una extracciébn con AcOEt. La fase organica se seca sobre Na,SO,
anhidro. El residuo se filtra, se concentra y se purifica por cromatografia flash en gel
de silice utilizando como eluyente hexano: AcOEt (3:7). Se obtienen 4.4 g de 1 (77%)
como un solido marron claro.

Rendimiento: 77% ]\
Pf: 68-70 °C. N \
Lit."% (69-71 °C). \\\N CO,Et

'H-RMN (300 MHz, CDCl3), 8(ppm):

1.42 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 4.44 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 6.75 (dd, J = 4.0, 1.1 Hz, 1H),
6.99 (dd, J = 4.0, 2.5 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 2.5, 1.1 Hz, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.83 (s,
1H).

119 Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.; Castafio, O.; Andrés, J. L. J. Org.

Chem. 1999, 64, 7788-7801.
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4.2. SINTESIS DE DERIVADOS DE PIRROLO[2,3-b]PIRIDINA.
m-Clorobenzoato de 7-hidroxipirrolo[2,3-b]piridinio

A 10 g de pirrolo[2,3-b]piridina 36a (84.7 mmol) disueltos en 250 mL de 1,2-
dimetoxietano (DME), se adicionan 25 g de &cido m-cloroperbenzoico 80% w/w (116
mmol). La solucién amarilla se agita a temperatura ambiente durante 2.5 horas, tiempo
durante el cual aparece un precipitado amarillo. La suspension se enfria en agua/hielo,
se filtra el solido y se lava con Et,O para proporcionar 23.2 g de m-clorobenzoato de 7-
hidroxipirrolo[2,3-b]piridinio (94%) como un sélido amarillo claro.

Rendimiento: 94% | '\T ©/
Pf: 140-142 °C + N N

Lit.'*® (145-145.5 °C)

IH-RMN (200 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

6.58 (M, 1H), 7.06 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 7.50 (m, 2H), 7.66 (m, 2H), 7.87 (m, 2H),
8.13 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 12.50 (sa, 1H).

Pirrolo[2,3-b]piridina-7-6xido (45)

Una suspension de 23.2 g de m-clorobenzoato de 7-hidroxipirrolo[2,3-b]piridinio
(80 mmol) en 140 mL de H,O se basifica con K,CO3; hasta pH = 9. La fase acuosa se
extrae en continuo con CH,Cl, durante 12 horas. El extracto organico se concentra a
presion reducida proporcionando 10.4 g de 45 (97%) como un sélido blanco.

149 Scheneller, S. W.; Luo, J-Y. J. Org. Chem. 1980, 45, 4045-4048
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Rendimiento: 97% m
Pf: 134-136 °C Z~N
H

Lit.1*° (138-139 °C) -

IH-RMN (200 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

6.56 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 8.0, 6.0 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 3.0 Hz, 1H),
7.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H,), 8.12 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 12.50 (sa, 1H).

4-Cloropirrolo[2,3-b]piridina (36b)

Sobre 100 mL de oxicloruro de fosforo enfriado a 0-4 °C en un bafio de hielo se
adiciona, en pequefias porciones, 10.0 g de 45 (74.6 mmol). Cuando la adicién ha
concluido, la mezcla de reaccion se calienta hasta temperatura de reflujo, y ésta se
mantiene durante 12 horas. El oxicloruro de fésforo se elimina mediante destilacion a
presion reducida y sobre el residuo previamente enfriado se adicionan 100 mL de
agua-hielo. La solucién se basifica con Na,CO; y se extrae con AcOEt. El extracto
organico se seca sobre Na,SO, anhidro. Después de eliminar el agente desecante y el
disolvente a presién reducida, el aceite asi obtenido se purifica por cromatografia flash
en gel desilice utilizando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 10.9 g de
36b (96%) como un sdlido blanco.

Cl
Rendimiento: 96% N\
Pf: 170-172 °C - N
Lit.’s! (175-176 °C) N W

150 Antonini, H.; Claudi, F.; Cristalli, G.; Franchetti, P.; Grifatini, M.; Martelli, S. J. Med. Chem. 1982, 25,
1258-1261.
151 Clark, B. A. J.; Partick, J. J. Chem. Soc.; Perkin Trans. | 1974, 2270-2274.
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'H-RMN (300 MHz,CDCl3), 8(ppm):

6.63 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 8.21
(d, J = 5.2 Hz, 1H), 10.66 (sa, 1H).

4-Metoxipirrolo[2,3-b]piridina (36¢)

Una suspension de 1.0 g de 36b (6.56 mmol) en una disolucién de hidroxido
sédico en metanol (0.88 g, 22 mmol en 20 mL) se calienta en un autoclave a 150 °C
durante 12 horas. Después de enfriar, se filtra sobre celita lavando con metanol. Los
liguidos de filtrado se concentran a sequedad y el residuo obtenido se tritura con agua,
obteniéndose un sélido en suspension. La suspensién se extrae con AcOEt y se seca
sobre Na,SO, anhidro. La fase organica se filtra y se concentra a sequedad por
destilacion a presién reducida. El residuo se purifica por cromatografia flash en gel de
silice utilizando como eluyente CH,Cl,:acetona (8:2). Se obtienen 820 mg de 36¢
(84%) como un sélido blanco.

Rendimiento: 84% OMe
Pf: 178-179 °C m
Lit."™ (180-182 °C) \ N

1H-RMN (300 MHz,CDCl3), 8(ppm):

4.00 (s, 3H), 6.49 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 3.5
Hz, 1H), 8.05 (d, J = 5.7 Hz, 1H).

%2 Girgis, N.S.; Larson, S. B.; Robin, R. K.; Cottan, H. B. J. Heterocyclic Chem. 1989, 26, 317-325.
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4.3. SINTESIS DE 1-(BENCENOSULFONIL)PIRIDO[2,3-b]PIRIDINAS.
Procedimiento general

A una disolucién constituida por la correspondiente pirrolo[2,3-b]piridina (50.85
mmol) y cloruro de benciltrietilamonio (TEBACI, 300 mg, 1.32 mmol) disueltos en
CH_Cl, (100 mL), se adiciona NaOH pulverizado (6.32 g, 158 mmol). A continuacion se
afiade lentamente a 0 °C y con agitacion, cloruro de bencenosulfonilo (8.4 mL, 66
mmol) recién destilado. Una vez concluida la adicion, la agitacion continda durante 15
minutos a esa temperatura, posteriormente se deja a la mezcla alcanzar la
temperatura ambiente continuando la agitacién el tiempo indicado en cada caso.
Transcurrido el tiempo de reaccion, la suspension resultante se filtra sobre celita,
lavando el sélido filtrado con CH,Cl,. El conjunto de liquidos se evaporan a presion
reducida. El residuo asi obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice,
utilizando el eluyente indicado en cada caso para proporcionar el correspondiente 1-
fenilsulfonil derivado.

1-Bencenosulfonilpirrolo[2,3-b]piridina

A partir de 6.00 g de 36ay siguiendo el método general, el tiempo de reaccion es
de 2.5 horas. Tras la elaboracién se purifica por cromatografia flash en gel de silice
empleando como eluyente hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 11.41 g de 1-
fenilsulfonilpirrolo[2,3-b]piridina (87%) como un sdlido blanco.

Rendimiento: 87%

Pf: 130-132 °C | TN
Lit.*** (129-131 °C) N N
SO,Ph

'H-RMN (200 MHz, CDCl;), 8(ppm):

6.60 (d, J = 4.0 Hz), 7.17 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz), 7.47 (m, 2H), 7.57 (m, 1H), 7.73
(d, J = 4.0 Hz), 7.84 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz), 8.19 (m, 2H), 8.43 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz).

132 besabre, E.; Coudret, S.: Meheust, C.; Mérour, J-Y. Tetrahedron 1997, 53, 3637-3648.
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1-Bencenosulfonil-4-cloropirrolo[2,3-b]piridina

A partir de 7.75 g de 36b y siguiendo el método general, el tiempo de reaccion
es de 6 horas. Tras la elaboracion se purifica por cromatografia flash en gel de silice
empleando como eluyente hexano:AcOEt (9:1). Se obtienen 14.12 g de 1-
bencenosulfonil-4-cloropirrolo[2,3-b]pirimidina (95%) como un sélido amarillo claro.

Cl
Rendimiento: 95% N
Pf: 118-120 °C | N
Lit.’%® (117-118 °C) N N

'H-RMN (300 MHz, CDCls), (ppm):

6.69 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 7.51 (m, 3H), 7.76 (d, J = 3.9
Hz, 1H), 8.17 (m, 2H), 8.30 (d, J = 5.4 Hz, 1H).

1-Bencenosulfonil-4-metoxipirrolo[2,3-b]piridina

A partir de 7.52 g de 36¢ y siguiendo el método general, el tiempo de reaccion es
de 4 horas. Tras la elaboracion se purifica por cromatografia flash en gel de silice
empleando como eluyente hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 115 g de 1-
bencenosulfonil-4-metoxipirrolo[2,3-b]piridina (79%) como un sélido blanco.

OMe
Rendimiento: 79%
N
Pf: 149-151 °C -
Lit."*" (149-151 °C) N~ N
SO,Ph

133 | ayek, M.; Gajare, V.; Kalita, D.; Islam, A.; Mukkanti, K.; Pal, M.. Tetrahedron 2009, 65, 4814-4819.
121 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-
5618.
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1H-RMN (300 MHz,CDCIls), &8(ppm):

3.91 (s, 3H), 6.59 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.45 (m, 3H), 7.54
(d, J = 3.8 Hz, 1H), 8.14 (m, 2H), 8.28 (d, J = 5.6 Hz, 1H).

4.4, SINTESIS DE 1-(BENCENOSULFONIL) PIRROLO[2,3-b] PIRIDINAS 2-
SUSTITUIDAS.

Procedimiento general:

A una disolucién de THF anhidro (290 mL) conteniendo los bencenosulfonil
derivados (27.13 mmol) enfriada a -30 °C y en atmosfera de argdn, se adicionan 27.1
mL de diisopropilamiduro de litio (LDA, solucion 2M en THF, 54.2 mmol). Después de
40 minutos a -30 °C se adiciona yoduro de metilo (10.1 mL, 162 mmol). Transcurrido el
tiempo de reaccion indicado en cada caso, la reaccion se deja evolucionar a
temperatura ambiente y se hidroliza con una disolucion acuosa saturada de NH,4Cl. La
mezcla de reaccidon se extrae con CH,Cl,, se seca sobre Na,SO, anhidro y el
disolvente se elimina por destilacién a presion reducida. El residuo se purifica por
cromatografia flash en gel de silice con el eluyente indicado en cada caso.

1-Bencenosulfonil-2-metilpirrolo[2,3-b]piridina (37a)

A partir de 7.00 g de 1-fenilsulfonilpirrolo[2,3-b]piridina y siguiendo el método
general, el tiempo de reaccion fue de 3 horas. Tras la elaboracion el residuo se purifica
por cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente hexano:AcOEt (9:1).
Se obtienen 7.08 g de 37a (96%) como un sélido amarillo claro.

Rendimiento: 96% | TN e
Pf: 103-105 °C. NT N
Lit.**? (100-102 °C). SO,Ph

132 besabre, E.; Coudret, S.: Meheust, C.; Mérour, J-Y. Tetrahedron 1997, 53, 3637-3648.
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'H-RMN (200 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.71 (s, 3H), 6.26 (s, 1H), 7.10 (dd, J = 7.8, 4.8 Hz, 1H), 7.48 (m, 3H), 7.66 (d, J
= 7.8 Hz, 1H), 8.12 (m, 2H), 8.33 (d, J = 4.8 Hz, 1H).

1-Bencenosulfonil-4-cloro-2-metilpirrolo[2,3-b]piridina (37b)

A partir de 7.94 g de 4-cloro-1-fenilsulfonilpirrolo[2,3-b]pirimidina y siguiendo el
método general, el tiempo de reaccion fue de 16 horas. Tras la elaboracion el residuo
se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente
hexano:AcOEt (9:1). Se obtienen 7.15 g de 37b (86%) como un sdlido amarillo claro.

Rendimiento: 86% Cl
Pf: 78-79 °C XN
. 128b | A\ Me
Lit. (75-76 °C). _
N N

'H-RMN (200 MHz, CDCls), 8(ppm): ———

2.74 (s, 3H), 6.40 (s, 1H), 7.14 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 7.52 (m, 3H), 8.13 (m, 2H),
8.24 (d, J = 5.3 Hz, 1H).

1-Bencenosulfonil-2-metil-4-metoxipirrolo[2,3-b]piridina (37¢c)

A partir de 7.81 g de 1-fenilsulfonil-4-metoxipirrolo[2,3-b]piridina y siguiendo el
método general, el tiempo de reaccion fue de 6 horas. Tras la elaboracion el residuo
se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente
hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 8.10 g de 37¢ (99%) como un sélido amarillo claro.

128 \endiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.

190



Parte experimental

Rendimiento: 99% OMe

Pf: 99-101 °C SN

. 127 o | Me
Lit.™" (99-101 °C). N/ N

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.69 (d, J = 0.9 Hz, 3H), 3.91 (s, 3H), 6.36 (g, J = 0.9 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 5.7
Hz, 1H), 7.59 (m, 3H), 8.11 (m, 2H), 8.25 (d, J = 5.7 Hz, 1H).

1-Bencenosulfonilpirrolo[2,3-b]piridina-2-carbaldehido (89)

A una disolucién de 1-fenilsulfonilpirrolo[2,3-b]piridina (258 mg, 1 mmol) en THF
anhidro (10 mL) enfriada a -30 °C y en atmésfera de argdén, se adiciona
diisopropilamiduro de litio (LDA, 1 mL, solucién 2M en THF, 2 mmol). Después de 40
minutos a -30 °C se adiciona N-formilpiperidina (63 pL, 3 mmol). Después de 12 horas,
la reaccion se lleva a temperatura ambiente y se hidroliza con una disoluciéon acuosa
saturada de NH,CI. La mezcla de reaccion se extrae con CH,Cl,, se seca sobre
Na,SO, anhidro y el disolvente se elimina por destilacion a presién reducida. El
residuo se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente
hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 154 mg de 89 (54%) como un sélido amarillo claro.

Rendimiento: 54% AN A
Pf: 149-150 °C. » CHO
N N

£ 132 \
Lit.'%? (140-145 °C). 50,ph

'H-RMN (300 MHz, CDCl3), 8(ppm):

7.25 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.47 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.57 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H), 8.14 (m, 2H), 8.60 (dd, J = 4.8, 1.5
Hz, 1H), 10.61 (s, 1H).

127 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-

5618.
132 Desabre, E.; Coudret, S.; Meheust, C.; Mérour, J-Y. Tetrahedron 1997, 53, 3637-3648.
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4.5. SINTESIS DE PIRROLO[2,3-b]PIRIDINAS 2-SUSTITUIDAS.
Procedimiento general:

A una disolucion del bencenosulfonil derivado 37 (10 mmol) en 130 mL metanol y
43 mL de agua, se adiciona 6.91 g de K,CO; s6lido (50 mmol) y la correspondiente
suspension se calienta a reflujo durante el tiempo indicado en cada caso. Transcurrido
ese tiempo el metanol se elimina en el rotavapor y se afiaden otros 20 mL adicionales
de agua, extrayendo la disolucion con AcOEt. Después de secar sobre Na,SO,
anhidro, eliminar el desecante y concentrar, el residuo se purifica por cromatografia
flash en gel de silice utilizando el eluyente indicado en cada caso.

2-Metilpirrolo[2,3-b]piridina (43a)

Partiendo de 2.72 g de 37a la reaccion transcurre durante 20 horas. Después de
la elaboracién, se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como
eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 1.05 g de 43a (80%) como un sélido blanco.

Rendimento: 80%

Pf: 131-133 °C. m“ﬂe
Lit.1 (136 °C). Ay
H

N

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.52 (s, 3H), 6.16 (s, 1H), 7.01 (dd, J = 7.5, 4.8 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 1H),
8.19 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 11.00 (sa, 1H).

154 Clemo, G. R.: Swan, G. A. J. Chem. Soc. 1945, 603-607.
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4-Cloro-2-metilpirrolo[2,3-b]piridina (43b)

Partiendo de 3.10 g de 37b la reaccion transcurre durante 16 horas. Después de
la elaboracién, se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como
eluyente hexano:AcOEt (8:2). Se obtienen 1.53 g de 43b (92%) como un sélido blanco.

Rendimiento: 92%

Pf: 134-136 °C N N\

Lit. %5 (134-136 °C > Me
it.” (134- ). H

N

'H-RMN (200 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.51 (s, 3H), 6.27 (s, 1H), 7.03 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 10.36
(sa, 1H).

2-Metil-4-metoxipirrolo[2,3-b]piridina (43c)

Partiendo de 3.00 g de 37c la reaccidn transcurre durante 16 horas. Después de
la elaboracion se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como
eluyente CH,Cl,:acetona (9:1). Se obtienen 1.6 g de 43c (99%) como un solido blanco.

OMe
Rendimiento: 99% X
Pf: 208-210 °C m'\ﬂe
Lit.?" (207-209 °C) NT N

'H-RMN (200 MHz,CDCls), 8(ppm):

2.38 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 6.15 (s, 1H), 6.57 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 5.6
Hz, 1H).

1% Baeza, A. Tesis Doctoral, Universidad de Alcala, 2007, 148.
127 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-

5618.
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Pirrolo[2,3-b]piridina-2-carbaldehido (89)

A una disolucion de 89 (286 mg, 1 mmol) en THF anhidro (30 mL) en atmésfera
de argdn, se adiciona floruro de tetrabutilamonio (TBAF, 5 mL, solucion 1M en THF, 5
mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion se
extrae con CH,Cl,, se seca sobre Na,SO, anhidro y el disolvente se elimina por
destilacion a presiéon reducida. El residuo se purifica por cromatografia flash en gel de
silice empleando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 95 mg de 88 (65%)
como un so6lido amarillo claro.

Rendimento: 65% m
| CHO
Pf: 163-165 °C. AN
H

N

IR (NaCl), Vmax (cm™):
3409, 2757, 1673, 1448, 1112.
'H-RMN (200 MHz, CDCl3), 8(ppm):

7.24 (dd, J = 8.1, 4.7 Hz, 1H), 7.41 (s, 1H), 8.24 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H), 8.63
(dd, J = 4.7, 1.7 Hz, 1H), 9.97 (s, 1H), 12.44 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDClI3), 8(ppm):
111.9,117.1, 120.0, 132.4, 136.5, 148.2, 149.6, 182.6.
HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CgH;N,O3[M+H]": 147.0553

encontrado: 147.0543.
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4.6. SINTESIS DE N-METOXICARBONIL-2-METILAZOLES.
Procedimiento general

Se disuelven 7.62 mmol de producto de partida en 25 mL de THF anhidro bajo
atmosfera de argén. La disoluciébn se enfria a -78 °C. Se adiciona 8.4 mL de
hexametildisilazano de litio (LIHMDS, solucion 1M en THF, 8.4 mmol) y se deja
agitando a esa temperatura durante 20 minutos. Posteriormente se deja evolucionar a
temperatura ambiente durante 2 horas hasta la apariciébn de una coloracién rojiza. La
disolucion se enfria de nuevo a -78 °C y se adicionan 0.7 mL de cloroformiato de
metilo (8.4 mmol), manteniéndose a esa temperatura durante 1 hora. A continuacion la
reaccion se deja evolucionar a temperatura ambiente durante el tiempo indicado en
cada caso hasta la desaparicién del sustrato de partida (seguida por TLC). Finalmente,
la reaccion se hidroliza con una disolucion saturada de NH,CI, se extrae con AcOEt y
se lava con una disoluciéon saturada de NaCl. Se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra 'y
se elimina el disolvente a presion reducida. El residuo resultante se purifica por
cromatografia flash en gel de silice empleando el eluyente indicado en cada caso.

2-Metilpirrolo[2,3-b]piridina-1-carboxilato de metilo (38a)

A partir de 1.00 g de 43a y siguiendo el método general la reaccion finaliza
después de 6 horas. Tras la elaboracién, se obtiene un residuo que se purifica por
cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente CH,Cl,:acetona (9:1).
Se obtienen 1.42 g de 38a (98%) como un aceite amarillo.

- N
Rendimiento: 98% | B Me
155 N

Aceite

'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

2.61 (sa, 3H), 4.09 (s, 3H), 6.28 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 7.13 (dd, J = 7.5, 4.8 Hz,
1H), 7.73 (dd, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 4.8 Hz, 1H).

1% Baeza, A. Tesis Doctoral, Universidad de Alcala, 2007, 148.
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4-Cloro-2-metilpirrolo[2,3-b]piridin-1-carboxilato de metilo (38b)

A partir de 1.26 g de 43b y siguiendo el método general la reaccion finaliza
después de 5 horas. Tras la elaboracién, se obtiene un residuo que se purifica por
cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente CH,Cl,:acetona (9:1).
Se obtienen 1.47 g de 38b (86%) como un sélido blanco.

Rendimiento: 86%
A
Pf: 100-101 °C | N—Me
=
N N

Lit.1% (97-98 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.63 (s, 3H), 4.09 (s, 3H), 6.41 (s, 1H), 7.16 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.25 (d, 5.3 Hz,
1H)

2-Metil-4-metoxipirrolo[2,3-b]pirimidina-1-carboxilato de metilo (38c)

A partir de 1.23 g de 43c y siguiendo el método general, la reaccion finaliza
después de 12 horas. Tras la elaboracion, se obtiene un residuo que se purifica por
cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente AcCOEt. Se obtienen
1.40 g de 38c (84%) como un sélido blanco.

Rendimiento: 84% m,\ﬂe

Pf: 88-89 °C N” N

Lit.**” (88-90 °C) J~oMe
@]

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm): ———

2.51 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 4.00 (s, 3H), 6.28 (s, 1H), 6.55 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 8.20
(d, J = 5.8 Hz, 1H)

156 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Tetrahedron Lett. 2008, 49, 4073-
4077.

121 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-
5618.
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2-Metilindol-1-carboxilato de metilo (46)

A partir de 1.10 g de 2-metilindol y siguiendo el método general, la reaccién
finaliza tras 2 horas. Tras la elaboracién, se obtiene un residuo que se purifica por
cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente hexano:AcOEt (8:2). Se
obtienen 1.43 g de 46 (99%) como un aceite marrén claro.

Rendimiento: 99% mMe
157

Aceite N
O>\0Me

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 5(ppm):

2.60 (s, 3H), 4.04 (s, 3H), 6.34 (s, 1H), 7.22 (m, 2H), 7.36 (d, J = 8.0 Hz, 1H)
8.01 (d, J=8.0 Hz, 1H).

4-Bromo-3,5-dimetilpirazol-1-carboxilato de metilo (55)

A una disolucién constituida por 322 mg de 4-bromo-3,5-dimetilpirazol (54, 1.84
mmol), 21 mg cloruro de benciltrietilamonio (TEBACI, 0.09 mmol) y 220 mg de NaOH
(5.5 mmol) finamente pulverizado en CH,Cl, (10 mL), se adiciona lentamente y a 0 °C
0.17 mL de cloroformiato de metilo (2.20 mmol). Concluida la adicién se agita a esa
temperatura durante 15 minutos y posteriormente se deja evolucionar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. La suspension asi obtenida se filtra sobre celita, lavando
con CH,CI, y los liquidos de filtrado se evaporan a presion reducida. El residuo se
purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente
CH,Cl,:acetona (9:1). Se obtienen 412 mg de 55 (96%) como un sélido blanco.

Rendimiento: 96%
Pf: 102-104 °C
Lit.*% (102-104 °C)

157 Nagarathnam, D. Synthesis 1992, 743-745.
1285 Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.




Parte experimental

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):
2.24 (s, 3H), 2.50 (s, 3H), 4.00 (s, 3H).

4.7. REACIONES DE HALOGENACION DE AZOLES
4.7.1. Reaccion de dibromacién.
Procedimiento general

Sobre una disolucion del correspondiente metilazol derivado (20 mmol) en 200
mL de CH,Cl,, se adiciona N-bromosuccinimida (NBS, 7.12 g, 40 mmol). La
suspension obtenida se mantiene con agitacibn a temperatura ambiente durante el
tiempo indicado en cada caso. La reaccion se concentra a sequedad y el residuo se
purifica mediante cromatografia flash en gel de silice.

3-Bromo-2-bromometilpirrolo[2,3-b]piridina-1-carboxilato de metilo (34a)

Partiendo de 3.8 g de 38a y tras 72 horas de reaccion, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en CH,Cl,:acetona (9:1). Se obtienen 5.56 g de 34a
(80%) como un sélido amarillo claro.

f Br \
Rendimiento: 80% X N\
Pf: 148-149. | 2N B
Lit.128 (147-148 °C). N '
( ) O%OMG
\_ J

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

4.05 (s, 3H), 4.97 (s, 2H), 7.20 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz,
1H), 8.45 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H).

128 \endiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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3-Bromo-2-bromometil-4-cloropirrolo[2,3-b]piridina-1-carboxilato de metilo (34b)

Partiendo de 4.49 g de 38b y tras 72 horas de reaccion, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en CH,Cl,:acetona (9:1). Se obtienen 5.73 g de 34b
(75%) como un sélido blanco.

an . )
Rendimiento: 75% | N\
Pf: 158-160 °C. N/ N Br
Lit."?® (160-162 °C). J~OMe
\__° J

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

4.17 (s, 3H), 5.06 (s, 2H), 7.26 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.37 (d, J = 5.3 Hz, 1H).

3-Bromo-2-bromometil-4-metoxipirrolo[2,3-b]piridina-1-carboxilato de metilo
(34c)

Partiendo de 4.40 g de 38c y tras 48 horas de reaccidn, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en CH,Cl,:acetona (98:2). Se obtienen 5.82 g de 34c
(77%) como un sdlido amarillo claro.

[ OMe Br \
Rendimiento: 75% | N
Pf: 173-175 °C. N N Br
Lit.**" (169-170 °C). J~OMe
o)

N J

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.99 (s, 3H), 4.14 (s, 3H), 5.04 (s, 2H), 6.70 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 8.39 (d, J = 5.7
Hz, 1H).

1285 Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
127 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-
5618.
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3-Bromo-2-bromometilindol-1-carboxilato de metilo (47)

Partiendo de 3.78 g de 46 y tras 48 horas de reaccion, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente
hexano:AcOEt (9:1). Se obtienen 5.96 g de 47 (86%) como un sélido amarillo claro.

4 g )

Rendimento: 86% ©\/\g_\

Pf: 119-120 °C.

Lit. 128 (118-119 °C). h}/\ o
o OMe

\_ J

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

4.11 (s, 3H), 5.05 (s, 2H), 7.32 (m, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.52 (m, 1H), 8.10 (m, 1H).
4.7.2. Reacciones de monobromacion radicélica
4-Bromo-5-bromometil-pirazol-1-carboxilato de metilo

Una disolucion constituida por 2.33 g de 4-bromo-3,5-dimetilpirazol-1-carboxilato
de metilo (10 mmol) en CCl, (100 mL), se calienta a reflujo y se le adicionan 20 mg de
peréxido de benzoilo (0.15 mmol) y 1.78 g de NBS (10 mmol). La mezcla de reaccién
se calienta durante 17 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la
suspension obtenida se filtra sobre celita y los liquidos del filtrado se concentran a
sequedad. El residuo asi obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente CH,Cl,. Se obtienen 2.93 g de 56 (94%) como un sdlido
blanco.

Rendimiento: 94% Me Br
Pf: 77-78 °C. >/—§\/Br
Lit.*?®(75-76 °C).

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm): \ )

2.28 (s, 3H), 4.10 (s, 3H), 4.79 (s, 2H).

128 \endiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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4.8. REACCIONES DE HETEROCICLACION CON TosMIC.
Procedimiento general

Sobre una mezcla del bromometilazol (3.28 mmol), TosMIC (703 mg, 3.6 mmol)
y yoduro de tetrabutilamonio (TBAI, 240 mg, 0.65 mmol) en CH,CIl, (20 mL) se
adicionan 20 mL de una disolucién acuosa de NaOH de la concentracion que se indica
y se agita vigorosamente a la temperatura adecuada. Finalizada la reaccion, la mezcla
se vierte sobre agua y se extrae con CH,Cl,. La fase organica se lava con una
solucion acuosa saturada de NaCl y se seca sobre Na,SO, anhidro. Después de filtrar
el desecante y concentrar a presion reducida, se obtiene un producto crudo que se
purifica por cromatografia flash en gel de silice, en los casos indicados.

5-Bromo-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[1, 2-c]pirimidin-7-carboxilato de metilo (2a)

A partir de 1.14 g de 34a y tras 1 hora a -10 °C, utilizando una disolucién acuosa
de NaOH (15%), el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente CH,Cl,:acetona (95:5). Se obtienen 652 mg de 2a (65%)
como un solido amarillo intenso.

Rendimiento: 65%
Pf: 198-199 °C
Lit.*?® (208-209 °C).

'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

4.04 (s, 3H), 7.57 (dd, J = 8.1, 4.6 Hz, 1H), 8.15 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz, 1H) 8.26 (d,
J=1.2 Hz, 1H), 8.61 (dd, J = 4.6, 1.4 Hz, 1H), 9.55 (d, J = 1.2Hz, 1H).

1285 Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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5-Bromo-4-cloro-pirido[3’,2:4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidin-7-carboxilato de metilo
(2b)

A partir de 1.25 g de 34b y tras 2 horas de reaccion a 0 °C, utilizando una
disolucién acuosa de NaOH al 15%, el residuo obtenido se purifica por cromatografia
flash en gel de silice en hexano: AcOEt (8:2). Se obtienen 302 mg de 2b (27%) como
un solido amarillo intenso.

Rendimiento: 27%
Pf: 197-199 °C
Lit.**® (195-196 °C).

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

4.06 (s, 3H), 7.55 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 8.33 (s, 1H), 8.47 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 9.56
(s, 1H).

5-Bromo-4-metoxi- pirido[3’, 2’: 4,5]pirrolo[1, 2- c]pirimidin-7-carboxilato de
metilo (2¢)

A partir de 1.24 g de 34c y tras 17 horas de reaccién a -10 °C, utilizando una
disolucién acuosa de NaOH al 15%, se obtiene un residuo que se tritura con acetona 'y
se filtra aislando 0.82 g de 2c¢ (79%) como un sélido amarillo intenso.

Rendimiento: 79%
Pf: 256-258 °C
Lit."*" (256-257 °C).

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

4.01 (s, 3H), 4.07 (s, 3H), 6.86 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 8.23 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.42
(d, J = 5.5 Hz, 1H), 9.44 (d, J = 1.5 Hz, 1H).

121 Baeza, A.; Mendiola, J.; Burgos, C.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. Eur. J. Org. Chem. 2010, 5607-
5618.
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5-Bromo-pirimido[1, 6-a]indol-3-carboxilato de metilo (3)

A partir de 1.14 g de 47 y tras 4 horas de reaccion a temperatura ambiente,
utilizando una disolucion acuosa de NaOH (30%), se obtiene un residuo que se
purifica por cromatografia flash en gel de silice, empleando como eluyente
hexano:AcOEt (8:2). Se obtienen 780 mg de 3 (89%) como un sélido amarillo intenso.

Rendimiento: 89% Br
Pf: 255-256 °C. \
Lit.*?®® (260-261 °C). ’f\ \
SN~ T Co,Me

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

4.02 (s, 3H), 7.56 (m, 2H), 7.82 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.25
(s, 1H), 9.14 (s, 1H).

3-Bromo-2-metil-pirazolo[2,3-c]pirimidina-5-carboxilato de metilo (6)

A partir de 1.02 g de 56 y tras 20 minutos de reaccion a —10 °C, utilizando una
disolucion acuosa de NaOH (30%), se obtiene un residuo que se purifica por
cromatografia flash en gel de silice, empleando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se
obtienen 390 mg de 6 (44%) como un sdlido blanco.

Rendimiento: 44%
Pf: 183-185 °C
Lit.*?8 180-181 °C.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.48 (s, 3H), 3.99 (s, 3H), 8.17 (s, 1H), 9.08 (s, 1H).

1285 Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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4.9. REACCION DE SUZUKI- MIYAURA.
5-Fenilpirimido[1,6-a]indol-3-carboxilato de metilo (63)

Sobre una suspension de 5-Bromo-pirimido[1, 6-ajindol-3-carboxilato de metilo
(3) (305 mg, 1 mmoal), acido fenilborénico (134 mg, 1.1 mmol) y K,CO3; (193 mg, 1.4
mmol) en tolueno/ MeOH (20/1, 25 mL) bajo argdn, se adiciona Pd(PPhjs), (57 mg,
0.049 mmol) y se calienta a reflujo durante 10 horas. Posteriormente se deja enfriar y
el precipitado formado se filtra y se lava con tolueno y AcOEt. El sélido se disuelve en
CH,CI, y se lava con agua. Se seca sobre Na,SO, anhidro y después de eliminar el
desecante la fase organica resultante, se vuelve a filtrar sobre celita, lavando con
CH,CI,, finalmente se elimina el disolvente a vacio. Se obtienen 256 mg de 63 (85%)
como un sélido naranja.

Rendimiento: 85%
Pf: 202-203 °C
Lit. %8 (208-209 °C).

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.98 (s, 3H), 7.41 (at, J = 7.3 Hz, 1H), 7.55 (m, 3H), 7.65 (m, 2H), 8.06 (m, 2H),
8.39 (s, 1H), 9.23 (s, 1H).

4.10. SINTESIS DE PIRROLOPIRIMIDONAS
Procedimiento general

Se disuelve (2-benciloxicarbonilamino-2-dimetoxifosfonil) acetato de metilo (1.44
g, 6 mmol) en 5 mL de THF anhidro bajo atmésfera de argdn. La disolucién se enfria a
-78 °C. Posteriormente se adiciona 1,1,3,3-tetrametilguanidina (TMG, 0.75 mL, 6
mmol) y se deja agitando a esa temperatura durante 5 minutos, seguidamente se
adicionan 4 mmol del aldehido correspondiente. La mezcla de reaccion se agita a -78
°C durante 1 hora, a continuacion la reaccion se deja evolucionar a temperatura

138 Mendiola, J.; Castellote, I.; Alvarez-Builla, J.; Fernandez-Gadea, J.; Gomez, A.; Vaquero, J. J. J. Org.

Chem. 2006, 71, 1254-1257.
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ambiente durante el tiempo indicado en cada caso, hasta la desaparicion del producto
de partida (seguida por TLC). Finalmente, se le afiaden 10 mL de agua y se extrae con
AcOEt, la fase organica se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se elimina el
disolvente a presion reducida. El residuo resultante se purifica por cromatografia flash
en gel de silice empleando el eluyente indicado en cada caso.

1-Oxo0-1,2-dihidro-pirrolo[1,2-c]pirimidina-3-carboxilato de metilo (4)

Partiendo de 381 mg de pirrol-2-carboxaldehido y tras 4 dias de reaccion, el
residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como
eluyente hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 315 mg de 4 (41%) como un sélido marrén
claro.

Rendimiento: 41%
Pf: 145-147 °C. /N

N
IR (KBT), Vimax (cm™): H

3206, 2955, 1688, 1432, 1381, 1328, 1283.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 5(ppm):

3.93 (s, 3H), 6.64 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.70 (at, J = 3.3 Hz, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.74
(m, 1H), 8.34 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):
53.0, 105.5, 110.5, 115.9, 117.7,121.1, 129.6, 145.5, 162.2.
HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CoHgN,O5 [M+H]": 193.0613
encontrado: 193.0606
1-Ox0-1,2-dihidro-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxilato de metilo (5)

Partiendo de 580 mg de indol-2-carboxaldehido y tras 3 dias de reaccion, el
residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como
eluyente hexano:AcOEt (8:2). Se obtienen 543 mg de 5 (56%) como un sélido amarillo
claro.
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Rendimiento: 56%
Pf: 218-220 °C. N\
Lit.*3! (220-221 °C). A \

N~ CO,Me
" 2

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.95 (s, 3H), 6.86 (s, 1H), 7.28 (d, J = 1.9 Hz, 2 H), 7.40 (m, 1H), 7.69 (dd, J =
7.6, 1.9 Hz, 1H), 8.23 (sa, 1H), 8.66 (d, J = 8.3 Hz, 1H).

4.11. REACCIONES DE HIDROLISIS
Acido 3-pirrolo[1,2-c]pirimidin carboxilico (32)

Una disolucién del compuesto 1 (4.30 g, 23 mmol) en 140 mL de HCI 6N se
calienta a reflujo durante 24 horas. Se elimina el &acido a presion reducida
obteniéndose el clorohidrato de 32 como un sélido verde oscuro que se lava con éter.
Para liberarlo, se disuelve en agua y se basifica hasta pH 4-5 con una disolucion
saturada de NaHCOs. A continuacién se extrae con CH,Cl,, utilizando para ello, debido
a la complicada emulsion que se forma, un sistema de extraccion en continuo. Es
importante que durante el proceso se controle la subida de pH que se produce al ir
retirandose el acido de la fase acuosa, manteniéndose el pH entorno a 4-5 afiadiendo
mas base. La fase organica se seca sobre sulfato sédico anhidro y se elimina el
disolvente. Se obtienen 3.70 g de 32 (100 %) como un soélido verde.

Rendimiento: 85%
Pf: 246-248 °C. ]\
Lit.'%* (246-248 °C). N
\\\N CO,H

'H-RMN (300 MHz, CDCl,), 8(ppm):

6.84 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.05 (at, J = 3.4 Hz, 1H), 7.58 (m, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.80
(s, 1H).

181 Carlier, P. R.; Lam, P. C. H.; Wong, D. M. J. Org. Chem. 2002, 67, 6256-6259.
19 Minguez, J. M.; Vaquero, J. J.; Garcia-Navio, J. L.; Alvarez-Builla, J.; Castafio, O.; Andrés, J. L. J.Org.
Chem. 1999, 64, 7788-7801.
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Procedimiento general

Sobre una suspension de 1.0 mmol del éster de partida en 10 mL de una mezcla
MeOH:H,O (3:1), se adiciona 442 mg de K,CO; (3.2 mmol) y se calienta a la
temperatura de reflujo de la mezcla de disolventes durante el tiempo indicado en cada
caso. Finalizada la reaccion se concentra el MeOH, se adiciona més agua y se lleva a
pH=4-5 con HCI (1N). Se obtiene un solido que se filtra a vacio, y se lava
sucesivamente con agua, hexano y Et,0.

Acido 5-bromopirido[3,2":4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidin-7-carboxilico (44)

A partir de 306 mg de 2a y tras 4 horas de reaccién, se obtienen 260 mg de 44
(85%) como un sélido amarillo.

Br
- B
Rendimiento: 85% N=
Pf: >250 °C (Desc.) “\‘\ \
Lit.}2® (>250 °C (Desc.)). SNT TCO,H

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d), 8(ppm):

7.69 (dd, J = 8.2, 4.6 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 8.25 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz,
1H), 8.66 (dd, J = 4.6, 1.5 Hz, 1H), 9.63 (sa, 1H), 13.50 (sa, 1H).

Acido 5-bromopirimido[1,6-aJindol-3-carboxilico (48)

Partiendo de 305 mg de 3 y tras 4 horas de reaccién se obtienen 272 mg de 48
(89%) como un sélido amarillo.

Rendimiento: 89% NT Y
Pf: >300 °C (Desc.) w
Lit.*8 (>300 °C (Desc.))

1285 Mendiola, J.; Baeza, A.; Alvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J. J. Org. Chem. 2004, 69, 4974-4983.
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) &(ppm)

7.57 (m, 2H), 7.74 (m, 1H), 8.00 (s, 1H), 8.51 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 9.76 (s, 1H).

Acido 1-oxo0-1,2-dihidro-pirrolo[1,2-c]pirimidin-3-carboxilico (52)

A partir de 192 mg de 4 y tras 2 horas de reaccién, se obtienen 144 mg de 52
(81 %) como un sélido blanco.

Rendimiento: 81% [\
Pf: >300 °C (Desc.). N

IR (KBT), Vmax (cm™):
3274, 3107, 1701, 1649, 1621, 1379.
H-RMN (300 MHz, DMSO-ds), &(ppm):

6.36 (dd, J = 3.5, 1.6 Hz, 1H), 6.60 (at, J = 3.5 Hz, 1H), 6.79 (s, 1H), 7.46 (m,
1H).

BC-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):
98.0, 102.8, 105.0, 113.9, 115.0, 132.5, 140.7, 145.9.
HRMS (ESI -TOF) m/z Calculado para CgH;N,O3 [M+H]": 179.0460.

encontrado: 179.0460.

208



Parte experimental

Acido 1-ox0-1,2-dihidro-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxilico (53)

A partir de 242 mg de 5y tras 4 h de reaccion, se obtienen 228 mg de 53 (100
%) como un sélido blanco.

Rendimiento: 100%
Pf: >300 °C (Desc.).

IR (KBT), Vimax (cm™):

3207,1644, 1453, 1377, 1223.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds), 8(ppm):

6.66 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 7.22 (m, 2H), 7.63 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8.2
Hz, 1H).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):
96.3,97.2, 114.6, 119.0, 121.1, 122.7, 129.9, 131.6, 135.0, 136.1, 146.7, 161.1.
HRMS (APCI -TOF) m/z Calculado para C;,HgN,O3[M+H]":229.0613

encontrado: 229.0619.

4.12. SINTESIS DE PEPTIDOS
4.12.1. Reaccidn de esterificacion de aminoacidos
Clorhidrato del éster metilico de L-leucina (57)

Sobre una suspension de L-leucina (8.77 g, 67 mmol) en MeOH (100 mL) a 0 °C
se afiade gota a gota cloruro de tionilo (7.33 mL, 100.5 mmol). A continuacién la
mezcla se deja alcanzar temperatura ambiente y se mantiene con agitacion a la misma
temperatura durante toda la noche. Una vez eliminado el disolvente a vacio se obtiene
el producto crudo, que se purifica por recristalizacion de MeOH/Et,O. Se obtienen
11.97 g de 57 (95 %) como un sdlido blanco.
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Rendimiento: 95% Me

Pf: 151-153 °C. .

Lit.1% (149-151 °C). cl +rMe
H,N" > COo,Me

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

0.89 (M, 6H), 1.65 (M, 2H), 1.82 (m, 1H), 3.78 (s, 3H), 4.10 (t, 1H).

4.12.2. Reaccion de proteccidon con el grupo Boc
N-(t-Butoxicarbonil)-L-leucina (58a)

Sobre una suspensién de L-leucina (11.19 g, 85.4 mmol) en una mezcla
dioxano/H,O 1/1 (100 mL) a 0 °C se afiade EtzN (17 mL, 122.2 mmol) y dicarbonato de
di-terc-butilo (16.4 g, 75 mmol). Concluida la adicién se deja que la mezcla de reaccion
evolucione hasta temperatura ambiente, y se agita a la misma temperatura durante
toda la noche. Se elimina el dioxano a vacio, se acidifica con HCI 5% hasta pH =2y la
fase acuosa se extrae con AcOEt. Las fases organicas se lavan con salmuera y se
secan sobre MgS0O,. Una vez eliminado a vacio el disolvente se obtiene el producto
puro. Se obtienen 18.86 g de 58 (96 %) de un aceite incoloro.

Me

Rendimiento: 96%
Aceite™® Me O Me
Me7|\ J\

mMe” 07 "N” COM

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

0.93 (m, 6H), 1.38 (s, 9H), 1.55(m, 3H), 4.25 (m, 1H), 4.90 (sa, 1H).

8 Zhou, Z. ; Guo, Y. Synthetic Comm. 2008, 38, 684-696.
159 Candelon, N.; Shinkaruk, S.; Bennetau, B.; Bennetau-Pelissero, C.; Dumartin, M-L; Degueil, M.; Babin,
P. Tetrahedron, 2010, 66, 2463-2469.
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4. 12.3. Reaccidn de acoplamiento peptidico
Ester metilico de N-(t-butoxicarbonil)-L-leucil-L-leucina (58b).

Sobre una suspension de 57 (3.89 g, 21.4 mmol) en CH,Cl, anhidro (100 mL)
bajo atmésfera de argdn, se afiaden secuencialmente 58a (6.95 g, 30.0 mmol), 1-
hidroxibenzotriazol (HOBT, 3.3 g, 244 mmol), EtzN (4.6 mL, 33.0 mmol),
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 5.3 g, 25.7 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, 2.8
g, 23.0 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante una noche.
Posteriormente se filtra sobre celita, el disolvente se elimina a vacio y el producto
crudo se purifica por cromatografia flash en gel de silice, utilizando como eluyente
AcOEt. Se obtienen 5.90 g de 58b (77%) como un sélido blanco.

4 ve )

Rendimiento: 77% Me O Me
Pf: 140-141 °C. ve AL N _come
-+ 160 Mme O N H
Lit.”™ (139-140 °C). :

o \(Me
- e

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

0.91 (m, 12H), 1.41 (s, 9H), 1.72 (m, 6H), 3.70 (s, 3H), 4.09 (m, 1H), 4.58 (m,
1H), 4.83 (sa, 1H), 6.42 (d, J = 7.9 Hz, 1H).

4.12.4. Reaccion de desproteccién del grupo Boc
Trifluoroacetato del éster metilico de N-L-leucil-L-leucina (59)

Sobre una disolucién de 58b (7.34 g, 20.5 mmol) en CH,CI, anhidro (100 mL) se
afiade gota a gota acido trifluoroacético (50 mL). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 2.5 horas. Posteriormente, el disolvente organico se elimina a vacio
y el sélido formado se tritura con hexano. Se obtienen 5.46 g de 59 (72 %).

1% pavis, M. R.; Styers, T. J.; Rodriguez, R. A.; Pan, Po-Shen; Vasko, R. C.; McAlpine, Shelli R. Org. Lett.
2008, 10, 177-180.
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( me )

Rendimiento: 72%
Pf: 189-190 °C Me
+
M N~ -CO,Me
IR (KBI), Vimnax (cm™): o \(Me
Me -
3353, 2961, 1727, 1667, 1524, 1139. \_ CF;CO, J

'"H-RMN (500 MHz, CDCl3), 8(ppm):

0.94 (m, 6H), 0.96 (m, 6H), 1.63 (M, 3H), 1.73 (M, 3H), 3.70 (s, 3H), 4.13 (M, 1H),
4.45 (m, 1H), 7.46 (d, J = 7.1 Hz, 1H).

13C-RMN (125 MHz, CDCl3), 8(ppm):
21.6,22.1, 22.2, 22.5, 24.3, 24.7, 40.4, 40.6, 51.7, 52.4, 52.6, 169.3, 172.8

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Cy3Hy,7N,O3; [M+H]" :259.2016.
encontrado: 259.2026.

4.13. SINTESIS DE HIBRIDOS PEPTIDO-HETEROCICLO

4.13.1. Reaccion de acoplamiento de los heterociclos con el clorhidrato de L-
leucina carboxilato de metilo

Procedimiento general:

A una disolucion del &cido correspondiente (1 mmol) en DMF anhidra (3.5 mL)
bajo atmoésfera de argdén, se afiade secuencialmente 58 (0.22 gr, 1.2 mmol), 1-
hidroxibenzotriazol (HOBT, 162 mg, 1.2 mmol), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (EDC, 212 pL, 1.2 mmol), Et;N (418 pL, 3 mmol) y 4-
(dimetilamino)piridina (DMAP, 12 mg, 0.1 mmol). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante el tiempo indicado en cada caso. Posteriormente se elimina el
disolvente a vacio y el producto crudo se purifica por cromatografia flash en gel de
silice.
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Ester metilico de N-(pirrolo[1,2-c]pirimidin-3-il-carbonil)]-L-leucina (7a)

A partir de 162 mg de 32y tras 2 dias de reaccion, el residuo obtenido se purifica
por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente CH,Cl,:acetona
(98:2). Se obtienen 104 mg de 7a (36 %)como un aceite marron.

Rendimiento: 36%
Aceite
[a]*°s65= - 42 ° (c = 0.1, CHCls)

IR (NaCl), Vimax (cm™):
3387, 2956, 1743, 1660, 1348.
'H-RMN (300 MHz, Acetone-dg), 8(ppm):

0.96 (m, 6H), 1.71 (m, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.81 (m, 1H), 6.68 (d, J = 3.2 Hz, 1H),
6.94 (m, 1H), 7.47 (s, 1H), 8.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H), 8.70 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

21.9, 22.9, 249, 41.7, 50.8, 52.3, 104.5, 112.9, 114.3, 117.7, 131.2, 132.4,
137.0, 164.1, 173.4.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CisHigN3O; [M+H]" :290.1505.
encontrado: 290.1499.
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Ester

metilico de N-(5-bromo-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidina-3-il-

carbonil)-L-leucina (8a)

Partiendo de 292 mg de 44 y tras 1 dia de reaccién, el residuo obtenido se

purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente

CH,C

I,:acetona (98:2). Se obtienen 411 mg de 8a (98 %) como un sélido amarillo.

Rendimiento: 98%
Pf: 152-153 °C
[a]?°436= -24 © (c = 0.1, CHCly)

IR (KBT), Vimax (cm™):
3403, 2957, 1746, 1684, 1434, 1210.
'H-RMN (300 MHz, Acetone- dg), 8(ppm):

0.98 (d, J = 5.0 Hz, 6H), 1.78 (m, 2H), 1.90 (m, 1H), 3.74 (s, 3H), 4.79 (m, 1H),
7.68 (dd, J = 8.1, 4.4 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.21 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz,
1H), 8.44 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 4.4, 1.5 Hz, 1H), 9.55 (d, J = 1.5 Hz,
1H).

3C-RMN (75 MHz, CDClI3), 8(ppm):

21.9, 23.0, 24.9, 41.7, 51.0, 52.4, 84.3, 112.2, 121.6, 122.1, 128.1, 131.0, 137.2,
138.1, 139.9, 144.6, 163.0, 173.1.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigHxo°BrN,Os; [M+H]*: 419.0719.
encontrado: 419.0701.
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Ester metilico de N-(5-bromo-pirimido[1, 6-a]indol-3-il-carbonil)-L-leucina (9a)

Partiendo de 291 mg de 48 y tras 2 dias de reaccion, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
CH.Cl,:acetona (98:2). Se obtienen 289 mg de 9a (69 %) como un sélido amarillo.

Rendimiento: 69%
Pf: 140-142 °C
[a]?°436= -19 © (¢ = 0.1, CHCl5)

IR (NaCl), Vimay (cm™):
3389, 2956, 1747, 1667, 1547, 1363.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

0.94 (m, 6H), 1.75 (m, 3H), 3.76 (s, 3H), 4.86 (m, 1H), 7.52 (m, 2H), 7.79 (d, J =
7.6 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H), 9.05
(s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCls,), 8(ppm):

21.9, 22.9, 24.9, 41.7, 50.9, 52.3, 83.9, 110.6, 112.3, 119.7, 123.7, 125.7, 128.1,
129.2, 131.1, 136.5, 137.4, 163.2, 173.24.

HRMS (APCI) m/z Calculado para CigHpo°BrN3Os; [M+H]® : 418.0766.
encontrado : 418.0776.
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Ester

metilico de N-(1-oxo-1,2-dihidro-pirrolo[1,2-c]pirimidina-3-il-carbonil)-L-

leucina (10a)

Partiendo de 178 mg de 52 y tras 2 dias de reaccion, el residuo obtenido se

purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente
hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 204 mg de 10a (67%) como un aceite verde oscuro.

Rendimiento: 67%
Aceite
[a]?°365= -35 © (c = 0.1, CHCly)

IR (KBT), Vmax (cm™):
3304, 2958, 1743, 1619, 1547, 1204, 724.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), (ppm):

0.94 (d, J = 5.5 Hz, 6H), 1.75 (m, 3H), 3.77 (s, 3H), 4.80 (m, 1H), 6.53 (dd, J =
3.5, 1.3 Hz, 1H), 6.67 (t, J = 3.5 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H),
7.66 (m, 1H), 8.83 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCl3), 8(ppm):

21.9, 22.8, 24.9, 41.5, 31.3, 52.7, 100.3, 109.1, 115.7, 116.8, 123.7, 129.2,
145.6, 160.8, 173.5.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CisHigN3;O, [M+H]® : 306.1454.
encontrado: 306.1459.
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Ester metilico de N-(1-oxo-1,2-dihidro-pirimido[1,6-a]indol-3-il-carbonil)-L-leucina
(11a)

A partir de 228 mg de 53 y tras dos dias de reaccion, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente
hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 188 mg de 11a (53%) como un sélido amarillo claro.

Rendimiento: 53%
Pf: >230 °C (Desc.).
[a]%°365= -46 © (¢ = 0.1, CHCI,)

IR (KBT), Vmax (cm™):
3311, 2956, 1748, 1687, 1656, 1629, 1543, 1442, 781, 751.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

0.96 (m, 6H), 1.76 (m, 3H), 3.71 (s, 3H), 4.69 (m, 1H), 6.87 (s, 1H), 7.67 (m, 3H),
7.70 (m, 1H), 8.24 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.61 (m, 1H), 9.16 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCls,), 8(ppm):

22.0, 22.7, 24.9, 41.8, 51.4, 52.7, 99.1, 103.8, 116.2, 120.3, 124.1, 124.2, 127.2,
130.3, 133.2, 133.6, 147.0, 160.5, 173.1.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH»;N3O, [M+H]" : 356.1610.
encontrado: 356.1600.

4.13.2. Reacci6én de acoplamiento de los heterociclos con trifluoroacetato del
éster metilico de N-L-leucil-L-leucina.

Procedimiento general:

A una disolucion del &cido correspondiente (1 mmol) en DMF anhidra (3.5 mL)
bajo argén , se afiade secuencialmente 59 (0.446 g, 1.2 mmol), 1-hidroxibenzotriazol
(HOBT, 162 mg, 1.2 mmol), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC, 212 pL,
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1.2 mmol), Et3N (417 pL, 3 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, 12 mg, 0.1 mmol).
La mezcla se agita a temperatura ambiente durante el tiempo indicado en cada caso.
Posteriormente se elimina el disolvente a vacio y el producto crudo se purifica por
cromatografia flash en gel de silice.

Ester metilico de N-(pirrolo[1,2-c]pirimidina-3-il-carbonil)]-L-leucil-L-leucina (7b)

A partir de 162 mg de 32 y tras 2 dias de reaccion, el residuo obtenido se purifica

por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente CH,Cl,:acetona
(98:2). Se obtienen 334 mg de 7b (83%) como un sélido marron.

( Me \
Rendlmle(r:to: 83% A 5 Ve
Pf: 70-72 °C N \ H\/U\H
[0]*°365= -28 © (¢ = 0.1, CHCly) \\\N N-~“~N7~co,Me
0 ‘\(Me
K Me j

IR (KBT), Vmax (cm™):
3294, 2957, 1747, 1649, 1347.
'"H-RMN (300 MHz, CDCls3), 8(ppm):

0.83 (d, J = 5.3 Hz, 6H), 0.94 (m, J = 5.7 Hz, 6H), 1.56 (m, 3H), 1.69 (m, 2H),
1.80 (m, 1H), 3.70 (s, 3H), 4.56 (m, 1H), 4.67 (m, 1H), 6.69 (d, J = 3.3 Hz, 1H),
6.77 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.94 (t, J = 3.3 Hz, 1H), 7.47 (m, 1H), 8.05 (d, J = 8.6
Hz, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.69 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

21.9, 22.1, 22.7, 23.0, 24.8, 40.5, 41.4, 50.8, 51.6, 52.3, 103.3, 104.6, 112.9,
114.3, 117.7, 131.2, 132.3, 137.1, 164.5, 171.6, 173.2.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para C;H3oN4O, [M+H]" : 403.2345.
encontrado: 403.2341.
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Ester metilico de N-(5-bromo-pirimido[1, 6-a]indol-3-il-carbonil)-L-leucil-L-leucina
(9b)

A partir de 291 mg de 48 y tras 4 dias de reaccion, el residuo obtenido se purifica
por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente CH,Cl,:acetona
(98:2). Se obtienen 228.3 mg de 9b (43%) como un sdlido naranja.

Rendimiento: 43%
Pf: 89-92 °C.
[a]?°365= -34 © (¢ = 0.1, CHCl,)

IR (KBr), Vnax (cm™):
3308, 2957, 1747, 1654, 13578, 743.
'H-RMN (500 MHz, CDCls), 8(ppm):

0.81 (M, J = 6.2 Hz, 6H), 0.96 (M, J = 6.2 Hz, 6H), 1.60 (m, 3H), 1.72 (m, 2H),
1.80 (m, 1H), 3.72 (s, 3H), 4.59 (m, 1H), 4.70 (m, 1H), 6.70 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
7.49 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.99 (d,
J=8.5Hz, 1H), 8.18 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.21 (s, 1H), 9.05 (s, 1H).

3C-RMN (50 MHz, CDCls), 8(ppm):

21.9, 22.1, 22.7, 23.0, 24.8 (2C), 40.8, 41.3, 50.9, 51.8, 52.3, 87.2, 110.6, 112.4,
119.8, 123.9, 125.7, 128.2, 129.3, 131.0, 136.3, 137.5, 163.6, 171.5, 173.1.

HRMS (APCI -TOF) m/z Calculado para CasHa;°BrN4O, [M+H]" : 531.1607.
encontrado: 531.1617.
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Ester metilico de N-(1-oxo-1,2-dihidro-pirrolo[1,2-c]pirimidina-3-il-carbonil)-L-
leucil-L-leucina (10b)

Partiendo de 178 mg de 52 y tras 2 dias de reaccion , el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente
hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 126 mg (30%) de 10b como un aceite verde oscuro.

Rendimiento: 30% [ Me \
Aceite. 7\ o Me
[a]?°365= -37 © (¢ = 0.1, CHCl) N H
365 3 //\\ \ N\)‘\H COZMe
o} H X : Me

IR (NaCl), Vmax (cm™):
3288, 2957, 2382, 2349, 1748, 1643.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), (ppm):

0.84 (m, 6H), 0.95 (m, 6H), 1.60 (M, 3H), 1.70 (m, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.57 (M, 1H),
4.77 (m, 1H), 6.54 (dd, J = 3.3, 1.3 Hz, 1H), 6.68 (t, J = 3.3 Hz, 1H), 6.76 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 2.9,
0.1 Hz, 1H), 9.20 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCl;), 5(ppm):

21.7, 22.2, 22.6, 22.7, 24.8 (2C), 41.1, 41.5, 50.9, 52.2, 52.4, 100.4, 109.1,
115.7, 116.8, 123.9, 129.3, 145.8, 161.1, 171.8, 172.9.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para C,HzN4Os [M+H]" : 419.2289.
encontrado: 419.2285.
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Parte experimental

Ester metilico de N-{1-oxo-1,2-dihidropirimido[1,6-a]indol}-3-il-carbonil-N-L-
leucil-L-leucina (11b)

Partiendo de 228 mg de 53 y tras 2 dias de reaccion, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente
hexano:AcOEt (6:4). Se obtienen 183 mg (39%) de 11b como un sélido amarillo claro.

Rendimiento: 39%
Pf: 237-238 °C.
[a]%°365= -45 © (¢ = 0.1, CHCl,)

IR (KBT), Vmax (cm™):
3300, 2958, 1741, 1650, 1538, 1339.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

0.74 (m, 6H), 0.97 (m, 6H), 1.56 (M, 3H), 1.73 (M, 3H), 3.74 (s, 3H), 4.58 (M, 1H),
4.91 (m, 1H), 6.76 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 7.28 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.37 (m, 3H),
7.65 (m, 1H), 8.64 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 9.54 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

21.7,22.4,22.6,22.7, 24.8 (2C), 41.2, 41.6, 51.0, 52.3, 52.4, 99.7, 102.8, 116.2;,
120.4, 124.0, 124.2, 127.5, 130.4, 133.3, 133.5, 147.5, 160.8, 171.6, 172.9.

HRMS (APCI -TOF) m/z Calculado para CysHsN,Os [M+H]" @ 469.2451.
encontrado: 469.2442.
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Parte experimental

4.14. REACCION DE PIRROLOPIRIMIDINAS CON AMINAS
Procedimento general

Una disolucién de la pirrolopirimidina en la correspondiente amina o bien en la
amina y los disolventes indicados en cada caso, se calienta a reflujo o mediante MW
focalizado, bajo las condiciones que se indican. Concluida la reaccién se elimina el
disolvente. Una vez eliminado a vacio el disolvente se obtiene el producto crudo, el
cual se purifica por cromatografia en gel de silice en los casos indicados.

4.14.1. Reaccion de 3-pirrolo[1,2-c]pirimidina carboxilato de etilo (1) con 2-
metoxietilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 190 mg (1 mmol) de 1 en 20.3 mL
(233 mmol) de 2-metoxietilamina y tras 7 horas de reaccion a reflujo, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (3:7). Se obtienen 138 mg de 12 (63 %) como un sélido marrén.

N-(2-Metoxietil)-pirrolo[1,2-c]pirimidina)-3-carboxamida (12)

Rendimiento: 63 %
. - (o]
Pf: 90-92 °C / \
N

S

H
1 N-—"oMe
IR (NaCl), Vmax (cm™): N

O
3321, 2929, 1645, 1196.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.36 (s, 3H), 3.53 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 3.62 (m, 2H), 6.64 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.9
(dd, J = 2.5, 3.7 Hz, 1H), 7.44 (m, 1H), 8.02 (sa, 1H), 8.14 (s, 1H), 8.67 (s, 1H).

3C-RMN (50 MHz, CDCls), 8(ppm):
39.2,58.9, 71.3,104.1,112.6, 113.8, 117.5, 131.3, 132.9, 136.9, 164.3.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para C;;Hi3N3;O, [M+H]" : 220.1086.
encontrado: 220.1091.
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Parte experimental

4.14.2. Reaccion de 5-bromo-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxilato de metilo (3) con
distintas aminas bajo diferentes condiciones.

Reaccion con 2-metoxietilamina utilizando la propia amina como disolvente

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 20.3 mL
(233 mmol) de 2-metoxietilamina y tras 1 hora de reaccion a reflujo, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (3:7). Se obtienen 154 mg de 15a (45%) como un aceite naranja y
140.2 mg de 16a (41%) como un sélido naranja.

5-[(1H-indol-2-il)-metilen]-3-(2-metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (15a)

Rendimiento: 45% \
Aceite N
O N
-4
IR (NaCl), Vimax (cm™): ~—/ NH
MeO
3330, 2929, 1716, 1651, 1589.

MeO j

3.26 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.48 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.74
(m, 2H), 3.78 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 6.51 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.98 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 7.10 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
7.75 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 11.01 (s, 1H).

'H-RMN (700 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

3C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

40.9, 41.0, 58.1, 58.1, 69.4, 70.3, 103.9, 105.5, 111.5, 119.4, 120.2, 122.3,
128.2, 135.2, 136.9, 138.8, 157.4, 168.6.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigHzsN4Os [M+H]" @ 343.1770.
encontrado: 343.1780.
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5-[(1H-Indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-3-(2-metoxietil)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (16a)

Rendimiento: 41% \ H
Pf: 72-74 °C. N ~"0Me
H 0
N
\\—N

IR (KBr), Vimax (cm™): \ OMe j

3213, 2932, 1632, 1467, 1112.

IH-RMN (700 MHz, DMSO-d¢), &(ppm):

3.26 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.54 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.57 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.79
(m, 4H), 7.08 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.24 (m, 1H), 7.47 (s,
1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 9.74 (t, J = 5.4 Hz, 1H),
11.87 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢), 3(ppm):

40.1, 45.0, 57.9, 58.2, 69.9, 70.9, 108.2, 112.3, 114.1, 119.9, 121.2, 123.8,
126.9, 127.4, 136.8, 138.4, 148.9, 166.1.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH»sN4Os; [M+H]" : 343.1770.
encontrado: 343.1760.

Reaccion con 2-metoxietilamina utilizando tolueno como disolvente

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3, utilizando
1.7 mL (20 mmol) de 2-metoxietilamina y 18 mL de tolueno, tras 4 horas de reaccion a
reflujo, el residuo obtenido se purifica por cromatografia en gel de silice utilizando
como eluyente hexano:AcOEt (3:7). Se obtienen 68.5 mg de 15a (20%), 12 mg de 16a
(4%) y 191.4 mg de 17a (55%) como un solido amarillo
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5-[(1H-indol-2-il)-metilen]-3-(2-metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (15a)

Rendimiento: 20% N\
Aceite Ho |
© N
/
N
p— NH
MeO g
-1y.
IR (NaCl), Vmax (cm™): \ MeG )

3330, 2929, 1716, 1651, 1589.
IH-RMN (700 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

3.26 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.48 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.74
(m, 2H), 3.78 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 6.51 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.98 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 7.10 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
7.75 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 11.01 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

40.9, 41.0, 58.1, 58.1, 69.4, 70.3, 103.9, 105.5, 111.5, 119.4, 120.2, 122.3,
128.2, 135.2, 136.9, 138.8, 157.4, 168.6.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH.3N,Os [M+H]" : 343.1770.
encontrado: 343.1780.
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5-[(1H-Indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-3-(2-metoxietil)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (16a)

Rendimiento: 4% / \
Pf: 72-74 °C. VR
N Nome
H . o
\\_NZ

IR (KBT), Vmax (cm™):

OoM

3213, 2932, 1632, 1467, 1112. \ ° /
'H-RMN (500 MHz, CDCls), (ppm):

'H-RMN (700 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

3.26 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.54 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.57 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.79
(m, 4H), 7.08 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.24 (m, 1H), 7.47 (s,
1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 9.74 (t, J = 5.4 Hz, 1H),
11.87 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

40.1, 45.0, 57.9, 58.2, 69.9, 70.9, 108.2, 112.3, 114.1, 119.9, 121.2, 123.8,
126.9, 127.4, 136.8, 138.4, 148.9, 166.1.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH,3N,Os [M+H]" : 343.1770.
encontrado: 343.1760.
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N-(2-Metoxietil)-5-bromo-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (17a)

[ Br \
Rendimiento: 55%
Pf: 180-182 °C. \
N \ H
\\\N N"0Me
O
\_ _J

IR (NaCl), Vimax (cm™):
3405, 2359, 1666, 1505.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.41 (s, 3H), 3.58 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.68 (g, J = 4.4 Hz, 2H), 7.48 (at, J = 8.2
Hz, 1H), 7.56 (at, J = 7.2 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 8.2, 0.1 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.2,
0.1 Hz, 1H), 8.13 (sa, 1H), 8.23 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 9.04 (d, J = 1.3 Hz, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl3, 5(ppm):

39.3, 58.9, 71.2, 86.7, 110.5, 112.0, 119.8, 123.6, 125.6, 128.1, 129.3, 131.3,
137.1, 137.3, 163.5.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CisHis °BrNsO, [M+H]* : 348.0348.
encontrado :
348.0348.

Reaccidon con 2-metoxietilamina utilizando n-propanol como disolvente

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3, utilizando
1.7 mL (20 mmol) de 2-metoxietilamina y 18 mL de n-propanol, tras 3 horas de
reaccion a reflujo, el residuo obtenido se purifica por cromatografia en gel de silice
utilizando como eluyente hexano:AcOEt (3:7). Se obtienen 106.2 mg de 15a (20%)
como un aceite naranja, 24 mg de 16a (8%) como un sélido naranja, 97.4 mg de 17a
(28%) como un solido naranja'y 67 mg de 60 (20%) como un aceite naranja.
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5-[(1H-indol-2-il)-metilen]-3-(2-metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (15a)

298

Rendimiento: 20% \
Aceite N
o N
.
~—/ NH
MeO
IR (NaCl), Vmax (cm™):
K Meoj

3330, 2929, 1716, 1651, 1589.
IH-RMN (700 MHz, DMSO-d¢), &(ppm):

3.26 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.48 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.74
(m, 2H), 3.78 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 6.51 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.98 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 7.10 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
7.75 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 11.01 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢), 3(ppm):

40.9, 41.0, 58.1, 58.1, 69.4, 70.3, 103.9, 105.5, 111.5, 119.4, 120.2, 122.3,
128.2, 135.2, 136.9, 138.8, 157.4, 168.6.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH»sN4Os; [M+H]" : 343.1770.
encontrado: 343.1780.



Parte experimental

5-[(1H-Indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-3-(2-metoxietil)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (16a)

Rendimiento: 8% ( \ H \
Pf: 72-74 °C, N ~""oMe
H N o
Yy

IR (KBI), Vimax (cm™): \ OMe j

3213, 2932, 1632, 1467, 1112.

IH-RMN (700 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

3.26 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.54 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.57 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.79
(m, 4H), 7.08 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.24 (m, 1H), 7.47 (s,
1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 9.74 (t, J = 5.4 Hz, 1H),
11.87 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

40.1, 45.0, 57.9, 58.2, 69.9, 70.9, 108.2, 112.3, 114.1, 119.9, 121.2, 123.8,
126.9, 127.4, 136.8, 138.4, 148.9, 166.1.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH.3N,Os [M+H]" : 343.1770.
encontrado: 343.1760.
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N-(2-Metoxietil)-5-bromo-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (17a)

Rendimiento: 28%

Pf: 180-182 °C.

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3405, 2359, 1666, 1505.
'H-RMN (300 MHz, CDCl5), 8(ppm):

3.41 (s, 3H), 3.58 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.68 (q, J = 4.4 Hz, 2H), 7.48 (ta, J = 8.2
Hz, 1H), 7.56 (ta, J = 7.2 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 8.2, 0.1 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.2,
0.1 Hz, 1H), 8.13 (sa, 1H), 8.23 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 9.04 (d, J = 1.3 Hz, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCl;, 5(ppm):

39.3, 58.9, 71.2, 86.7, 110.5, 112.0, 119.8, 123.6, 125.6, 128.1, 129.3, 131.3,
137.1, 137.3, 163.5.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CisHis°BrN;O, [M+H]® : 348.0348.
encontrado: 348.0348.

5-Bromo-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxilato de propilo (60)

230

Rendimiento: 20%
Aceite \

IR (NaCl), Vimax (cm™): o

3340, 2968, 1728, 1372, 1220.



Parte experimental

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.86 (hex, J = 7.0 Hz, 2H), 4.37 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 7.52
(at, J = 8.2 Hz, 1H), 7.58 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.03 (d, J
= 7.9 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H), 9.16 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 5(ppm):

10.4, 22.1, 67.5, 87.5, 110.8, 116.0, 119.9, 124.2, 125.8, 128.2, 129.2, 130.6,
135.1, 138.3, 164.6.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para C1sH14"°BrN,O, [M+H]" : 333.0239.
encontrado: 333.0245.

Reaccion con 2-metoxietilamina utilizando DMF como disolvente v bajo
irradiacion de MW

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 153 mg (0.5 mmol) de 3,
utilizando 85 pL (10 mmol) de 2-metoxietilamina y 9 mL de DMF, tras 10 minutos de
reaccion por calentamiento por MW a 50 °C, el residuo obtenido se purifica por HPLC
preparativo (Dynamax de Varian, fase movil: A: 0.1% éacido féormico en H,O y B: 0.1%
acido férmico en MeOH). Se obtienen 31 mg de 15a (18%) como un aceite naranja, 41
mg de 16a (24%) como un soélido naranja, 60 mg de 61 (35%) como un aceite naranja
y 24 mg de 62 (14%) como un sélido amarillo.

5-[(1H-indol-2-il)-metilen]-3-(2-metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (15a)

\
Rendimiento: 18% N
Aceite g | N
N
IR (NaCl), Vomax (cm™): el QH
3330, 2929, 1716, 1651, 1589. \
i) ) i) ) Meoj
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Parte experimental

'H-RMN (700 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

3.26 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.48 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.74
(m, 2H), 3.78 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 6.51 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.98 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 7.10 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
7.75 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 11.01 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

40.9, 41.0, 58.1, 58.1, 69.4, 70.3, 103.9, 105.5, 111.5, 119.4, 120.2, 122.3,
128.2, 135.2, 136.9, 138.8, 157.4, 168.6.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH,3N4Os [M+H]" : 343.1770.
encontrado : 343.1780.

5-[(1H-Indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-3-(2-metoxietil)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (16a)

9239

Rendimiento: 24% / H \
Pf: 72-74°C. %we
N 0
Ly
Z

IR (KBF), Vimay (cm™):

K OMe J
3213, 2932, 1632, 1467, 1112.

'H-RMN (700 MHz, DMSO-ds), &(ppm):

3.26 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.54 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.57 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.79
(m, 4H), 7.08 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.24 (m, 1H), 7.47 (s,
1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 9.74 (t, J = 5.4 Hz, 1H),
11.87 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

40.1, 45.0, 57.9, 58.2, 69.9, 70.9, 108.2, 112.3, 114.1, 119.9, 121.2, 123.8,
126.9, 127.4, 136.8, 138.4, 148.9, 166.1.



Parte experimental

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH,3N4Os [M+H]" : 343.1770.
encontrado: 343.1760.

5-[(1H-indol-2-il)-metilen]-3-(2-metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-3,5-dihidro-
imidazol-4-ona (61)

Rendimiento: 35%
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3334, 2930, 2359, 1717, 1654.
IH-RMN (700 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

3.27 (s, 3H), 3.28 (s, 3H), 3.52 (m, 4H), 3.85 (m, 4H), 6.78 (s, 1H), 6.80 (s, 1H),
6.99 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.14 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.52 (d,
J=7.4 Hz, 1H), 7.53 (m, 1H), 12.11 (s, 1H),

3C-RMN (175 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

38.52, 58.04, 58.16, 69.24, 70.14, 107.41, 111.44, 113.75, 119.64, 120.18,
123.10, 128.11, 134.59, 136.72, 138.43, 155.12, 168.52.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigH,sN,O; [M+H]" @ 343.1770.
encontrado: 343.1756.
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Parte experimental

N-(2-Metoxietil)-5-(1H-indol-2-il)-1-(metoxietil)-imidazol-4-carboxamida (62).

Rendimiento: 14% ( MeO \
Pf: 110-112 °C.
N
A\ Q \”
N N
H (@]
NH
IR (NaCl), Vmax (cm™): g
MeO
3399, 2891, 2360, 1643, 1533. \ /

IH-RMN (700 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

3.22 (s, 3H), 3.27 (s, 3H), 3.46 (m, 4H), 3.66 (m, 2H), 4.44 (m, 2H), 6.83 (s, 1H),
7.04 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 7.15 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.59 (d,
J=7.4Hz, 1H), 7.89 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 12.88 (s, 1H).

¥C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

38.2, 46.0, 57.9, 58.2, 69.9, 70.4, 101.8, 111.6, 119.5, 120.3, 122.3, 125.9,
127.0, 128.0, 131.9, 135.6, 139.1, 163.2.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHsN,Os; [M+H]® : 343.1770.
encontrado: 343.1765.

Reaccion con isopropilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 20.0 mL
(233 mmol) de isopropilamina y tras 2 horas de reaccion a reflujo, el residuo obtenido
se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 74 mg de 15b (24%) como un aceite naranja, 523 mg
de 16b (17%) como un aceite naranjay 96 mg de 17b (29%) como un sélido amarillo.
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Parte experimental

5-[(1H-indol-2-il)-metilen]-3-isopropil-2-(isopropilamino)-3,5-dihidroimidazol-4-
ona (15b)

Rendimiento: 24% \
Aceite

IR (NaCl), Vmax (cm™): \ Me /

3352, 2973, 1698, 1645, 1576, 1367.

'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

1.36 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.46 (d, J = 6.9 Hz, 6H), 4.25 (M, 1H), 4.48 (M, 1H), 6.50
(sa, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.69 (s, 1H), 6.98 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.10 (at, J = 8.2 Hz,
1H), 7.38 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 11.05 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

19.9, 22.6, 45.1, 45.1, 104.5, 106.0, 111.8, 120.1, 121.0, 123.2, 129.3, 136.9,
138.2, 139.9, 157.2, 169.6.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH,sN,O [M+H]" @ 311.1872.
encontrado: 311.1862.

5-[(1H-indol-2-il)-isopropilamino-metilen]-3-isopropil-3,5-dihidroimidazol-4-ona
(16b)

Rendimiento: 17%
Aceite

935




Parte experimental

IR (NaCl), Vmayx (cm™):
3273, 2973, 1623, 1532, 1469.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

1.40 (d, J = 6.9 Hz, 12H), 4.34 (m, 1H), 4.54 (m, 1H), 7.10 (ta, J = 7.9 Hz, 1H),
7.27 (m, 2H), 7.55 (s, 1H), 7.59 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
10.00 (sa, 1H), 12.26 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

22.2, 24.3, 44.2, 47.6, 109.2, 112.9, 115.8, 121.1, 122.4, 125.3, 128.5, 129.5,
135.7, 138.0, 148.2, 166.9.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CygHsN,O [M+H]" : 311.1872.
encontrado: 311.1862.

N-lIsopropil-5-bromo-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (17b)

Rendimiento: 29%
Pf: 198-199 °C.

IR (KBF), Vimay (cm™):

3381, 2965, 1665, 1217, 739.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.29 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 4.28 (m, 1H), 7.48 (at, J = 8.1 Hz, 1H), 7.56 (at, J = 8.1
Hz, 1H), 7.65 (sa, 1H), 7.80 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.99 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.24 (s,
1H), 9.03 (s, 1H).

BC-RMN (75 MHz, Acetona-dg, 8(ppm):

22,7, 42.1, 85.4, 110.8, 112.9, 119.5, 124.3, 126.5, 128.9, 129.7, 132.2, 139.3,
140.0, 162.6.
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Parte experimental

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CisH15"°BrN;O [M+H]" : 332.0398.
encontrado : 332.0408.

Reaccion con bencilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 25.4 mL
(233 mmol) de bencilamina y tras 1 hora de reaccién a reflujo, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente
hexano:AcOEt (3:7). Se obtienen 138 mg de 15c (34%) como un aceite naranja y 170
mg de 16c¢ (42%) como un sélido amarillo.

3-Bencil-2-bencilamino-5-(1H-indol-2-ilmetilen)-3,5-dihidroimidazol-4-ona (15c)

4 )

Rendimiento: 34% \
i N
Aceite H |
O N
N
O
IR (NaCl), Vimax (cm™):
3328, 2920, 1646, 1581. \_ -/ /

'H-RMN (300 MHz, Acetone-dg), 8(ppm):

4.80 (s, 2H), 4.96 (s, 2H), 6.68 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 6.98 (at, J = 7.5 Hz, 1H),
7.11 (at, J = 7.1 Hz, 1H), 7.33 (m, 12H), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 11.04 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, Acetone-dg), 8(ppm):

42.8, 46.0, 106.4, 106.9, 112.0, 120.3, 121.3, 123.6, 127.6, 127.9, 128.3, 128.4,
129.2, 129.3, 129.5, 136.7, 137.3, 138.5, 139.4, 139.9, 157.9, 169.4.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CysHsN4,O [M+H]" : 407.1872.
encontrado: 407.1862.
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Parte experimental

3-Bencil-5-[bencilamino-(1H-indol-2-il)-metilen]-3,5-dihidroimidazol-4-ona (16¢)

Rendimiento: 42% ) H\/@
Pf: 184-186 °C. N

IR (KBF), Vimax (cm™):
3188, 2919, 1607, 1272, 701. \ /

'H-RMN (300 MHz, CDCl5), 8(ppm):

4.88 (s, 2H), 5.02 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 7.11 (ta, J = 7.9 Hz, 1H), 7.15 (s, 1H), 7.20
(s, 1H), 7.38 (m, 12H), 7.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 10.34 (sa, 1H), 12.19 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCls;), 8(ppm):

44.7, 50.3, 110.0, 112.2, 114.2, 120.6, 121.9, 125.2, 127.2, 127.3, 127.6, 127.8,
127.9, 128.4, 128.9, 129.1, 135.9, 136.5, 137.1, 137.3, 148.9, 166.2.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para C,sHxN,O [M+H]" : 407.1872.
encontrado: 407.1863.

Reaccidn con ciclohexilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 26.6 mL
(233 mmol) de ciclohexilamina y tras 1 hora de reaccién a reflujo, el residuo obtenido
se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente CH,Cl,. Se
obtienen 129 mg de 15d (33%) como un aceite naranja y 152 mg de 16d (39%) como
un sdlido naranja.
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Parte experimental

3-Ciclohexil-2-ciclohexilamino-5-(1H-indol-2-il-metilen)-3,5-dihidroimidazol-4-ona
(15d)

Rendimiento: 33% \
- N
Aceite H |
o N
1/

N%N’O
- O J

IR (NaCl), Vimax (cm™):
3334, 2930, 2854, 1645, 1575.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 5(ppm):

1.25, (m, 4H), 1.42, (m, 4H), 1.58 (m, 2H), 1.73 (m, 2H), 1.83 (m, 4H), 2.17 (m,
2H), 2.29 (m, 2H), 3.83 (m, 1H), 4.12 (m, 1H), 6.52 (s, 1H), 6.58 (d, J = 6.9 Hz,
1H), 6.70 (s, 1H), 6.98 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.11 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.36 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 11.11 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

25.7, 26.0, 26.4, 26.5, 33.6, 52.5, 52.6, 53.1, 104.5, 106.0, 111.8, 120.3, 121.2,
123.3, 129.4, 137.2, 138.2, 140.1, 157.3, 169.6.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para C,4HsN,O [M+H]" : 391.2498.
encontrado: 391.2497.
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Parte experimental

3-Ciclohexil-5-[ciclohexilamino-(1H-indol-2-il)-metilen]-3,5-dihidroimidazol-4-ona

(16d)
\

Rendimiento: 39%

Pf: 167-168 °C. \ NH
(4
H

N\\/N\O
IR (NaCl), Vmax (cm™): \_ J

3242, 2931, 2854, 1625, 1533, 1467.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

1.26 (m, 2H), 1.43 (m, 8H), 1.67 (m, 4H), 1.95 (m, 6H), 3.95 (m, 1H), 4.26 (m,
1H), 7.09 (at, J = 8.4 Hz, 1H), 7.26 (m, 2H), 7.52 (s, 1H), 7.59 (dd, J = 8.4 Hz,
1H), 7.69 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 10.15 (sa, 1H), 12.26 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCl3), 8(ppm):

24.3, 25.3, 25.4, 25.7, 33.1, 33.8, 50.8, 53.6, 108.7, 112.2, 114.2, 120.5, 121.7,
124.9, 127.4, 128.5, 133.2, 137.0, 148.0, 165.5.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CyHuN,O [M+H]" @ 391.2498.
encontrado: 391.2498.

Reaccidn con butilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 23 mL
(233 mmol) de butilamina y tras 3 horas de reaccion a reflujo, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utlizando como eluyente
hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 74 mg de 15e (22%) como un sélido naranja y 176
mg de 16e (52% rto) como un soélido amarillo.
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Parte experimental

3-Butil-2-butilamino-5-(1H-indol-2-il-metilen)-3,5-dihidroimidazol-4-ona (15e€)

Rendimiento: 22%

Pf: 151-153°C. |
N
/

)
N
H
B
N
MeJ_/ §H

IR (NaCl), Viax (cM™): \_ Me /

3332, 2958, 2931, 1648, 1588.

'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

0.91 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.00 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.33 (m, 2H), 1.49 (m, 2H), 1.61
(m, 2H), 1.74 (m, 2H), 3.65 (m, 4H), 6.58 (s, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.94 (sa, 1H),6.98
(at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.10 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.53 (d, J
= 7.9 Hz, 1H), 11.11 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

13.1, 13.3, 19.6, 19.8, 30.7, 31.5, 38.5, 41.3, 104.2, 105.4, 111.0, 119.5, 120.4,
122.6, 128.6, 136.3, 137.5, 139.2, 157.5, 168.5.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para C,H»N,O [M+H]" : 339.2185.
encontrado: 339.2185.
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Parte experimental

3-Butil-5-[butilamino-(1H-indol-2-il)-metilen]-3,5-dihidroimidazol-4-ona (16e)

Rendimiento: 52% f \

Pf: 72-73 °C.

IR (KBI), Vimnax (cm™): \ Me /

3228, 2956, 1622, 1463, 1274.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5), 8(ppm):

0.96 (m, 6H), 1.37 (m, 2H), 1.55 (m, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.79 (m, 2H), 3.70 (t, J =
7.2 Hz, 2H), 3.81 (m, 2H), 7.10 (at, J = 7.7 Hz, 1H), 7.15 (s, 1H), 7.21 (s, 1H),
7.29 (at, J =8.2 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 10.09
(sa, 1H), 12.38 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCl3), 8(ppm):

13.6, 13.8, 20.0, 20.1, 31.8, 32.0, 41.1, 46.3, 109.9, 112.2, 113.6, 120.5, 121.8,
125.1, 127.3, 128.7, 135.2, 137.2, 148.9, 165.8.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para C,oH,/N,O [M+H]" : 339.2185.
encontrado: 339.2185.

Reaccion con etanolamina

A partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 14 mL (2333 mmol) de etanolamina y tras 1
hora de reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de
silice utilizando como eluyente AcOEt:EtOH (9:1). Se obtienen 63 mg de 15g (20%)
COMoO un aceite naranja.
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Parte experimental

3-Hidroxi-etil-2-hidroxi-etilamino-5-(1H-indol-2-il-metilen)-3,5-dihidroimidazol-4-
ona (15 g).

Rendimiento: 20% \
Aceite N
Ho
O N
J

/—/N%NH
HO

)

IR (NaCl), Viax (cm™): \_ " J

3384, 2917, 2849, 1652, 1260.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.70 (m, 2H), 3.78 (m, 2H), 3.81 (m, 2H), 3.89 (m, 2H), 6.69 (s, 1H), 6.76 (s, 1H),
7.04 (at, J = 7.6 Hz, 1H), 7.17 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.56
(d, J = 7.6 Hz, 1H), 10.50 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

42.2, 44.3, 61.9, 62.4, 107.5, 107.9, 111.1, 119.9, 120.9, 123.4, 128.2, 135.2,
137.3, 137.6, 158.2, 169.0.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigHioN4O; [M+H]" : 315.1457.
encontrado: 315.1448.

Reaccion con piperidina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 23 mL
(233 mmol) de piperidina y tras 3 horas de reaccion a reflujo, el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (3:7). Se obtienen 233 mg de 17h (65% rto) como un solido amarillo y
127 mg de 18 (35%) como un aceite marron.
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Parte experimental

(5-Bromo-pirimido[1,6-aJindol-3-il)-piperidin-1-il-metanona (17h)

Rendimiento: 65%
Pf: 182-184 °C.

IR (NaCl), Vimax (cm™):
3416, 2935, 2855, 1626, 1457.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 5(ppm):

1.67 (m, 6H), 3.63 (m, 4H), 7.53 (at, J = 8.0 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 1.5 Hz, 1H),
7.61 (at, J = 7.7 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.41 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 9.58
(d, J = 1.5 Hz, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

25.3, 26.4, 27.3, 43.6, 48.7, 83.5, 111.5, 112.8, 119.2, 123.8, 126.4, 129.2,
129.6, 132.1, 139.8, 144.1, 166.5.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Ci;Hi;°BrN;O [M+H]* : 358.0555.
encontrado: 358.0545.

Piperidin-1-il-(4-piperidin-1-il-pirimido[1,6-a]indol-3-il)-metanona (18)

044

Rendimiento: 35%
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3446, 2934, 2852, 1628, 1471. K Q j




Parte experimental

'H-RMN (700 MHz, DMSO- dg), 8(ppm):

1.48 (m, 2H), 1.56 (m, 4H), 1.63 (m, 2H), 1.67 (m, 4H), 3.14 (m, 4H), 3.31 (m,
2H), 3.61 (m, 2H), 6.78 (s, 1H), 7.35 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 7.5 Hz, 1H),
7.81 (d, J=8.0 Hz, 1H), 8.33 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 9.41 (s, 1H).

13C-RMN (175 MHz, DMSO- dg), 8(ppm):

24.01, 24.03, 25.3, 25.7, 26.3, 41.6, 47.3, 50.7, 93.5, 112.0, 120.4, 121.4, 124.3,
128.8, 129.2, 130.7, 132.6, 134.5, 135.2, 166.5.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para C,H»N,O [M+H]" : 363.2176.
encontrado: 363.2166.

Reaccion con morfolina

A partir de 305 mg (1 mmol) de 3 en 20.5 mL (233 mmol) de morfolina y tras 2.5
horas de reaccién a reflujo, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en
gel de silice utilizando como eluyente hexano:AcOEt (3:7). Se obtienen 245 mg de 19
(67%) como un aceite marron.

Morfolin-4-il-(4-morfolin-4-il-pirimido[1,6-a]indol-3-il)-metanona (19)

Rendimiento: 67%
Aceite

IR (NaCl), Viax (cm™):

3480, 2962, 2916, 2852, 1644, 1531.

'H-RMN (300 MHz, CDCls;), 8(ppm):

3.29 (m, 4H), 3.46 (m, 2H), 3.67 (m, 2H), 3.80 (m, 4H), 3.87 (m, 4H), 6.77 (s, 1H),
7.40 (m, 2H), 7.78 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.91 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl3), 8(ppm):

42.2, 47.5, 50.5, 66.7, 66.8, 67.6, 94.9, 110.7, 121.1, 122.3, 124.9, 129.0, 129.9,
130.1, 132.5, 133.8, 135.8, 167.4.
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Parte experimental

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CyoH»N4O; [M+H]" : 367.1770.
encontrado: 367.1769.

4.14.3. Reaccién de 5-bromo-pirido[3’,2°:4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidin-7-carboxilato
de metilo (2a) con distintas aminas

Reaccion con 2-metoxietilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 306 mg (1 mmol) de 2a en 20.3
mL (233 mmol) de 2-metoxietilamina y tras 1 hora de reaccién a reflujo, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como
AcOEt:EtOH (9:1). Se obtienen 195 mg de 13a (57%) como un aceite naranja y 117
mg de 14a (34%) como un sélido naranja.

3-(2-Metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-5-[(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)metilen]-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (13a)

Rendimiento: 57%
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3302, 2927, 1717, 1652.

'H-RMN (300 MHz, Acetona-ds), 8(ppm):

3.39 (s, 6H), 3.60 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.78 (t, J = 5.0 Hz,
2H), 3.83 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 6.59 (s, 1H), 6.70 (s, 1H), 7.03 (dd, J = 7.9, 4.6 Hz,
1H), 7.27 (sa, 1H), 7.96 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.21 (dd, J = 4.6, 1.3Hz, 1H), 11.19
(sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

40.7, 42.2, 58.8, 59.0, 71.3, 72.1, 104.3, 104.6, 116.9, 121.6, 128.7, 137.1,
141.1, 144.6, 150.0, 159.6, 169.0.
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Parte experimental

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigH»N4O; [M+H]": 344.1723.
encontrado: 344.1710.

3-(2-Metoxietil)-5-[(2-metoxietilamino)-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-metilen]-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (14a)

Rendimiento: 34%
Pf: 80-83 °C.

IR (KBT), Vimax (cm™):

3127, 2931, 2886, 1639, 1274, 1117.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 5(ppm):

3.33 (s,3H), 3.48 (s, 3H), 3.56 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.84 (t,
J =5.1 Hz, 2H), 3.90 (q, J = 5.3 Hz, 2H), 7.07 (dd, J = 7.9, 4.6 Hz, 1H), 7.11 (s,
1H), 7.32 (s, 1H), 7.96 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 1H), 8.40 (dd, J = 4.6, 1.3 Hz, 1H),
9.91 (sa, 1H), 12.24 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

40.5, 45.9, 57.9, 58.2, 70.4, 71.1, 107.7, 114.6, 116.8, 119.6, 129.3, 129.8,
138.6, 146.5, 147.2, 148.7, 166.5.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Ci7H»NsO3 [M+H]": 344.1723.
encontrado: 344.1732.

Reaccion con isopropilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 306 mg (1 mmol) de 2a en 20 mL
(233 mmol) de isopropilamina y tras 2 horas de reaccion a reflujo, el residuo obtenido
se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 59 mg de 13b (19%) como un aceite naranja, 152 mg
de 14b (49%) como un so6lido amarillo y 65 mg de 20b (20%) como un sélido amarillo.
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Parte experimental

3-Isopropil-2-isopropilamino-5-[(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)metilen]-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (13b).

Rendimiento: 19%
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3334, 2973, 1646, 1575, 1337.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.38 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 4.28 (hept, J = 6.6 Hz, 1H),
4.48 (m, 1H), 6.51 (s, 1H), 6.69 (m, 2H), 7.28 (s, 1H), 7.03 (dd, J = 7.9, 4.6 Hz,
1H), 7.89 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 8.20 (dd, J = 4.6, 1.6 Hz, 1H), 11.20 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 5(ppm):

20.6, 23.1, 43.8, 44.6, 104.4, 105.9, 116.2, 120.9, 128.4, 136.1, 139.1, 144.1,
149.3, 155.9, 168.8.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Cy;H,NsO [M+H]": 312.1824.
encontrado: 312.1822.

3-Isopropil-5-[isopropilamino-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-metilen]-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (14b)

4 e )
Rendimiento: 49% Me_<NH
Pf: 194-195 °C. | NN
_ \ O
NN
N N Me
IR (KBT), Vimax (cm™): SN
Me
3127, 2970, 1622, 1281. \ j
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Parte experimental

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.40 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 1.43 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 4.39 (hept, J = 6.6 Hz, 1H),
4.46 (m, 1H), 7.07 (s, 1H), 7.10 (dd, J = 8.1, 4.6 Hz, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.98 (dd, J
=8.1, 1.4 Hz, 1H), 8.43 (dd, J = 4.6, 1.4 Hz, 1H), 9.94 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 12.52
(sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

22.3, 24.1, 435, 47.2, 106.9, 115.2, 116.8, 119.7, 129.0, 130.0, 133.9, 146.7,
147.1, 148.5, 166.1.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci;H»NsO [M+H]:  312.1824.
encontrado: 312.1824.

N-Isopropil-5-bromo-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidin-7-carboxamida (20b)

Rendimiento: 20%
Pf: 166-167 °C.

IR (NaCl), Vimax (cm™):
3402, 2918, 1671, 1541, 836 .
'H-RMN (300 MHz,), 5(ppm):

1.30 (d, J = 6.4 Hz, 6H), 4.29 (m, 1H), 7.53 (dd, J = 8.1, 4.7 Hz, 1H), 7.70 (sa,
1H), 8.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.55 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 9.42 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 8(ppm):

22.8, 41.6, 83.9, 111.6, 121.5, 122.1, 128.0, 131.2, 136.9, 138.8, 139.9, 144.3,
162.2.
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Parte experimental

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para C14H14"°BrN,O [M+H]": 333.0351.
encontrado: 333.0353.

Reaccion con bencilamina

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 306 mg (1 mmol) de 2a en 25.4 mL

(233 mmol) de bencilamina y tras 2.5 horas de reaccion a reflujo, el residuo obtenido
se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (3:7). Se obtiene 171 mg de 14c (42%) como un sélido amarillo.

3-Bencil-5-[bencilamino-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-metilen]-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (14c)
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Rendimiento: 42% Hp
N
Pf: 155-157 °C. | SN
_ \ 0O
NN

IR (NaCl), Vmax (cm™):

3280, 3030, 2923, 1615, 1595, 1538. \ /

'H-RMN (500 MHz, CDCls), 8(ppm):

4.86 (s, 2H), 4.99 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 7.05 (s, 1H), 7.08 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz, 1H),
7.21 (s, 1H), 7.28 (m, 3H), 7.33 (m, 3H), 7.41 (m, 4H), 7.94 (dd, J = 7.9, 1.4 Hz,
1H), 8.42 (dd, J = 4.8, 1.4 Hz, 1H), 10.20 (sa, 1H), 12.49 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCl;), 5(ppm):

44.7, 50.2, 107.9, 115.0, 116.9, 119.6, 127.0, 127.7, 127.9, 128.0, 128.8, 128.9,
129.1, 130.3, 136.4, 136.8, 137.1, 146.9, 148.0, 148.6, 166.6.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CusH;NsO [M+H]™: 408.1824.
encontrado: 408.1814.



Parte experimental

Reaccion con ciclohexilamina

3-Ciclohexil-5-[ciclohexilamino-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-metilen]-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (14d)

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 306 mg (1 mmol) de 2a en 26.6
mL (233 mmol) de ciclohexilamina y tras 2.5 horas de reaccion a reflujo, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano: AcOEt (1:1). Se obtiene 262 mg de 14d (67%) como un sélido naranja.

~

Rendimiento: 67% /
Pf: 170-171 °C.

IR (NaCl), Vimax (cm™): \

3247, 2930, 2854, 1622, 1467, 1280.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

1.23 (m, 2H), 1.55 (m, 12H), 1.86 (m, 4H), 2.02 (m, 2H), 3.99 (m, 1H), 4.12 (m,
1H), 7.01 (s, 1H), 7.10 (dd, J = 7.9, 4.6 Hz, 1H), 7.27 (s, 1H), 7.99 (dd, J = 7.9,
1.3 Hz, 1H), 8.43 (dd, J = 4.6, 1.3 Hz, 1H), 10.10 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 12.52 (sa,
1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

24.2, 25.3, 25.4, 25.6, 33.0, 33.9, 50.8, 53.6, 106.7, 115.1, 116.8, 119.6, 129.1,
129.9, 134.2, 146.7, 147.1, 148.5, 166.0.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CyHzoNsO [M+H]": 392.2450.
encontrado: 392.2454.
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Parte experimental

4.14.4. Reaccion de 5-bromo-4-cloro-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidin-7-
carboxilato de metilo (2b) con 2-metoxietilamina

5-[(4-Cloro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-(2-metoxietilamino)-metileno]-3-(2-
metoxietil)-3,5-dihidroimidazol-4-ona (14e)

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 340 mg (1 mmol) de 2b en 20.3 mL
(233 mmol) de 2-metoxietilamina y tras 3 horas de reaccion a reflujo, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
AcOEt: EtOH (9:1). Se obtiene 155 mg de 14e (41%) como un sdélido naranja.

Rendimiento: 41 %
Pf: 83-85 °C.

IR (NaCl), Vmax (cm™):

2926, 1635, 1470, 1277, 1119.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

3.32 (s, 3H), 3.42 (s, 3H), 3.60 (t, J = 5.35 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.86
(t, J = 5.3 Hz, 2H), 4.00 (g, J = 5.0 Hz, 2H), 7.25(d, J = 5.1 Hz, 1H), 7.30 (s, 1H),
7.50 (s, 1H), 8.22 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 9.95 (sa, 1H),12.70 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

41.3, 46.6, 58.7, 58.9, 71.2, 71.9, 105.8, 115.9, 117.4, 119.6, 130.9, 137.0,
139.9, 140.9, 147.5, 149.9, 167 .4.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para C;7;H,;CINsO; [M+H]": 378.1327.
encontrado: 378.1317.
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Parte experimental

4.14.5. Reaccion de 5-bromo-4-metoxi-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[1,2-c]pirimidin-7-
carboxilato de metilo (2c) con 2 metoxietilamina.

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 336 mg de 2c en 20.3 mL de 2-
metoxietilamina y tras 1 horas de reaccién, el residuo obtenido se purifica por
cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente AcOEt: EtOH (9:1). Se
obtienen 101 mg de 13f (27 %) como un aceite naranja y 261 mg de 14f (70 %) como
un sélido naranja.

3-(2-Metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-5-[ (4-metoxi-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-
illmetilen]-3,5-dihidroimidazol-4-ona (13f)

Rendimiento: 27%
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3300, 2923, 2361, 1721, 1656, 1338.

'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

3.39 (s, 6H), 3.59 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.76 (t, J = 5.0 Hz,
2H), 3.82 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.99 (s, 3H), 6.58 (s, 1H), 6.61 (d, J = 5.6 Hz, 1H),
7.03 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.21 (sa, 1H), 8.14 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 11.15 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

40.7, 42.3, 55.8, 58.7, 59.0, 71.3, 72.1, 98.9, 102.0, 105.1, 111.9, 135.0, 140.3,
146.8, 151.8, 159.3, 160.3, 168.9.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHuNsO, [M+H]": 374.1823.
encontrado: 374.1785.
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Parte experimental

3-(2-Metoxietil)-5-[(2-metoxietilamino)-(4-metoxi-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-
metilen]-3,5-dihidroimidazol-4-ona (14f)

Rendimiento: 70 %
Pf: 117-119 °C.

IR (NaCl), Vmax (cm™):

3538, 3407, 2963, 1625,1514, 1261.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 5(ppm):

3.32 (s, 3H), 3.42 (s, 3H), 3.60(t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.75 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.85 (1,
J =5.3 Hz, 2H), 4.00 (g, J = 5.3 Hz,25 2H), 4.04 (s, 3H), 6.70 (d, J = 5.6 Hz, 1H),
7.27 (s, 1H), 7.47 (s, 1H), 8.27 (d, J = 5.6Hz, 1H), 10.08 (sa, 1H), 12.60 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

41.3,46.7, 56.1, 58.7, 58.9, 71.2, 71.8, 99.0. 106.0, 111.3, 115.0, 127.9, 138.9,
148.0, 149.6, 151.3, 161.5, 167.1.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CigHuNsO, [M+H]™: 374.1823.
encontrado: 378.1814.
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Parte experimental

4.14.6. Reaccion de 3-bromo-2-metil-pirazolo[1,5-a]pirimidina-5-carboxilato de
metilo (6) con 2-metoxietilamina.

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 270 mg (1 mmol) de 6 en 20.3 mL
(233 mmol) de 2-metoxietilamina y tras 2 horas de reaccién a reflujo, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 138 mg de 21 (53 %) como un sélido blanco.

N-(2-Metoxietil)-3-bromo-2-metil-pirazolo[1,5-c]pirimidina-5-carboxamida (21)

Rendimiento: 53 %
Pf: 193-194 °C

IR (NaCl), Vinax (cm™):

3295, 2918, 2358, 1661, 1548.
'H-RMN (200 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.49 (s, 3H), 3.36 (s, 3H), 3.56 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.67 (q, J = 4.9 Hz, 2H), 8.12
(sa, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.99 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCls,), 8(ppm):
12.7,39.4, 58.9, 71.1, 89.4, 110.7, 139.28, 139.33, 139.4, 154.9, 162.8.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Ci;His°BrN4O, [M+H]" : 313.0295.
encontrado : 313.0280.
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Parte experimental

4.14.7. Reaccion de 5-fenil-3-metoxicarbonilpirimido[1,6-a]indol (63) con 2-
metoxietilamina.

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 302 mg (1 mmol) de 63 en 20.3
mL (233 mmol) de 2-metoxietilamina y tras 4 horas de reaccién a reflujo, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
ciclohexano:AcOEt (8:2). Se obtienen 110 mg de 15j (6 %) como un aceite naranja, 55
mg de 17j (26 %) como un sélido naranja, 58 mg de 64 (14 %) como un solido amarillo
y 252 mg de 65 (60 %) como un aceite naranja.

3-(2-Metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-5-[(3-fenil-1H-indol-2-il)-metilen]-3,5-
dihidro-imidazol-4-one (15j)

Rendimiento: 6%
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3281, 2924, 2360, 1735, 1655.
'H-RMN (700 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

3.35 (s, 3H), 3.37 (s, 3H), 3.51 (m, 1H), 3.56 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.62 (m, 3H),
3.76 m, 2H), 6.50 (s, 1H), 7.08 (m,1H), 7.10 (m, 1H), 7.19 (m, 1H), 7.26 (m, 3H),
7.44 (m, 3H).
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Parte experimental

N-(2-Metoxietil)-5-fenil-pirimido[1,6-a]Jindol-3-carboxamida (17j)

Rendimiento: 16%
Pf: 197-198 °C.

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3413, 2932, 2359, 1663, 1369.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.15 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.58 (ta, J = 4.9 Hz, 1H), 3.67 (c, J = 4.9 Hz, 1H), 7.37
(ta, J = 7.3 Hz, 1H), 7.50 (m, 3H), 7.66 (m, 2H), 8.03 (m, 2H), 8.16 (sa, 1H),
8.38 (s, 1H), 9.13 (s, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

30.9, 39.3, 58.9, 71.2, 110.6, 112.2, 113.0, 120.4, 123.2, 125.3, 127.1, 128.8,
129.1, 129.2, 130.4, 132.9, 136.7, 137.7, 163.8.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CyHxN3O, [M+H]: 346.1556.
encontrado: 346.1561.

N-(2-Metoxietil)-5-fenil-1-metoxietilamino-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (64)

Rendimiento: 14%
Pf: 193-194°C.

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3303, 2926, 2360, 1715, 1647, 1587.




Parte experimental

'H-RMN (700 MHz, Acetona-dg), 5(ppm):

3.40 (s, 3H), 3.42 (s, 3H), 3.60 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.82
(m, 4H), 6.74 (s, 1H), 7.07 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.20 (t, J = 7.6 Hz,
1H), 7.38 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
7.58 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 11.38 (s, 1H),

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

39.9, 41.2, 58.1, 70.3, 71.2, 102.7, 111.4, 118.9, 119.2, 120.1, 122.7, 127.3,
127.6, 129.6, 130.7, 133.4, 137.5, 159.1, 168.7.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CyHN,Os3 [M+H]": 419.2083.
encontrado: 419.2086.

3-(2-Metoxietil)-2-(2-metoxietilamino)-5-(3-fenil-1H-indol-2-ilmetil)-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (65)

Rendimiento: 60% O |
Aceite \

N

H

@ N

N2
- NH
MeO g

IR (NaCl), Vmax (cm™):

3321, 2929, 1732, 1645, 1196.
'H-RMN (700 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

3.04 (m, 1H), 3.27 (s, 3H), 3.35 (s, 3H), 3.41 (m, 2H), 3.47 (m, 2H), 3.66 (m, 4H),
4.29 (m, 1H), 7.04 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.13 (t, J = 7.6 Hz,1H), 7.32 (t, J = 7.4 Hz,
1H), 7.45 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.49 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 7.9 Hz,1H),
7.63 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 10.40 (s, 1H).
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Parte experimental

13C-RMN (125 MHz, CDCls), 8(ppm):

28.9, 40.5, 41.3, 58.5, 59.0, 66.2, 71.0, 72.1, 110.8, 115.2, 119.1, 119.6, 121.5,
125.9, 127.3, 128.5, 129.8, 132.7, 135.2, 135.4, 157.2, 181.9.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para C,4HxN4Os [M+H]" : 421.2240.
encontrado: 421.2240.

4.15. SINTESIS DE OXAZOLONAS
4.15.1. Obtencion de oxazolonas 2-metil sustituidas.
Procedimiento general

A una disolucién del aldehido correspondiente (1.15 mmol) en anhidrido acético
(0.78 mL), se le afiade acetato sédico (NaOAc, 90.2 mg, 1.1 mmol) y N-acetilglicina
(117 mg, 1 mmol). La mezcla de reaccién se calienta a reflujo durante 30 minutos,
seguidamente se adiciona agua (5 mL) y se agita a temperatura ambiente durante 30
minutos adicionales. Finalmente precipita un sdlido que se filtra y se lava con EtOH. El
producto crudo obtenido, en ciertos casos no requiere mayor purificacion. En los casos
sefialados se purifica por cromatografia flash en gel de silice en las condiciones
indicadas.

4-Benciliden-2-metil-4H-oxazol-5-ona (22a)

Partiendo de 0.12 mL benzaldehido y siguiendo el procedimiento general, se
obtienen, 103 mg de 22a (55%) como un s6lido marrdn claro.

O
Rendimiento: 55% N
Pf: 163-165 °C. N o
Lit."**? (158 °C). %Me

Barros, T. G.; Pinheiro, S.; Williamson, J. S.; Tanuri, A.; Gomes, M., Jr.; Pereira, H. S.; Brindeiro, R.
M.; Neto, J. B. A.; Antunes, O. A. C.; Muri, E. M. F. Amino Acids 2010, 38, 701-709.

141a
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Parte experimental

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):
2.39 (s, 3H), 7.13 (s, 1H), 7.42 (m, 3H), 8.05 (m, 2H).
Acetato de 4-(2-metil-5-0x0-oxazol-4-ilidenmetil)-fenilo (22b)

Partiendo de 140 mg 4-hidroxibenzaldehido y siguiendo el procedimiento
general, se obtienen 98 mg de 22b (40%) como un sélido amarillo.

(0]
Rendimiento: 40% N
Pf: 134-135 °C. j\ 0
Lit. 24 (134-136 °C). Me” ~O N%M
e

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.33 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 7.18 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.25 (s, 1H), 8.21 (d, J = 8.9
Hz, 2H).

4-(1H-Indol-2-ilmetilen)-2-metil-4H-oxazol-5-ona (24a)

Partiendo de 145 mg indol-2-carboxaldehido y siguiendo el procedimiento
general, el residuo obtenido se purifica por cromatografia en gel de silice usando como
eluyente hexano: AcOEt (8:2). Se abtienen 174.0 mg de 24a (77%) como un sélido
naranja.

(" )
Rendimiento: 77% %O
Pf: 180-182°C. H N\\fo

. Me J

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3390, 2390, 1773, 1654, 1112.

1410 Bailly, F.; Queffelec, C.; Mbemba, G.; Mouscadet, J.-F.; Pommery, N.; Pommery, J.; Henichart, J.-P.;

Cotelle, P. Eur. J. Med. Chem. 2008, 43, 1222-1229.

260



Parte experimental

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.42 (s, 3H), 7.01 (s, 1H), 7.16 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.34 (m, 2H), 7.48 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 7.69 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 10.38 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 8(ppm):

15.6, 111.6, 113.3, 120.7, 120.9, 122.1, 125.9, 127.8, 129.6, 132.9, 139.1, 164.5,
166.7.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Cy3Hy;iN,O, [M+H]": 227.0821.
encontrado: 227.0819.

4.15.2. Obtencion de oxazolonas 2-fenil sustituidas.
4-Benciliden-2-fenil-4H-oxazol-5-ona (22c¢)

A una disolucion de benzaldehido (0.12 mL, 1.15 mmol) en anhidrido acético
(0.78 mL), se le afiade acetato sédico (NaOAc, 90 mg, 1.1 mmol) y acido hipuarico (179
mg, 1 mmol). La mezcla de reaccién se calienta a reflujo durante 2 horas, se echa
agua y se agita a temperatura ambiente durante 30 minutos adicionales, precipitando
un sélido que se filtra y se lava con EtOH. Se obtienen 99.6 mg de 22c (40%) como un
solido naranja.

4 o )
Rendimiento: 40% A o
Pf: 165-167 °C. N=
Lit.**'? (169-170 °C).

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

7.25 (s, 1H), 7.46 (m, 3H), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.64 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 8.18
(m, 2H), 8.21 (m, 2H).

14la Barros, T. G.; Pinheiro, S.; Williamson, J. S.; Tanuri, A.; Gomes, M., Jr.; Pereira, H. S.; Brindeiro, R.
M.; Neto, J. B. A.; Antunes, O. A. C.; Muri, E. M. F. Amino Acids 2010, 38, 701-709.
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Parte experimental

4-(1H-Indol-2-ilmetilen)-2-fenil-4H-oxazol-5-ona (24b)

A una disolucion de indol-2-carboxaldehido (145 mg, 1.15 mmol) en anhidrido

acético (0.78 mL), se le afade acetato sddico (NaOAc, 90 mg, 1.1 mmol) y acido
hiparico (179 mg, 1 mmol). La mezcla de reaccion se calienta a reflujo durante 1 hora,
Una vez terminada la reaccion se aflade una disolucién saturada de NaHCO; y se
extrae con AcOEt. Las fases organicas se lavan repetidas veces con una disolucién
saturada de NaHCO; y se secan sobre Na,SO,4. Después de eliminar el disolvente a
vacio se obtienen 155 mg de 24b (54%) como un sdlido naranja.
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\

Rendimiento: 54%
Pf: 186-188 °C.

1?\

z
4
©)

IR (KBT), Vmax (cm™):

3384, 2344, 1791, 1652, 1325, 1116. \_ )

'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

7.09 (at, J = 7.6 Hz, 1H), 7.30 (m, 2H), 7.39 (s, 1H), 7.64 (m, 5H), 8.25 (d, J = 7.3
Hz, 2H), 11.05 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDClI3), 8(ppm):

113.2, 114.5, 116.3, 121.4, 121.6, 122.7, 126.5, 127.2, 128.2, 128.9, 129.9,
133.6, 134.1, 140.8, 162.9, 166.9.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHi3N,O, [M+H]: 289.0977.
encontrado: 289.0980.



Parte experimental

4.16. SINTESIS DE IMIDAZOLONAS
4.16.1. Obtencion de imidazolonas 2-metil sustituidas.
Procedimiento general

A una disolucién del aldehido correspondiente (1 mmol) en tolueno (1.5 mL), se
le afiaden sucesivamente NaHCO; (420.0 mg, 5 mmol), clorhidrato de acetamidina
(146 mg, 1.54 mmol) y bromoacetato de etilo (0.27 mL, 2.4 mmol). La mezcla se
calienta a 108 °C durante el tiempo indicado en cada caso. El sélido formado se filtra y
se lava con AcOEt, los liquidos del filtrado se concentran a sequedad y el residuo
obtenido se purifica por cromatografia en gel de silice.

Derivados de fenilo

Partiendo de 0.1 mL de benzaldehido y tras 1 hora de reaccién, el residuo
obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 56 mg de 23a (30%) como un sdlido amarillo y 109
mg 23b (40%) como aceite naranja.

5- Benciliden-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (23a)

Rendimiento: 30% o

Pf: 178-179 °C. N WH

Lit.'®* (178-180 °C). N=(
Me

'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 5(ppm):

2.37 (s, 3H), 7.06 (s, 1H), 7.40 (m, 3H), 8.11 (dd, J = 7.9, 1.3 Hz, 2H), 9.07 (sa,
1H).

81 Gong, X.; Yang, H.; Liu, H.; Jiang, Y.; Zhao, Y.; Fu, H. Org. Lett. 2010, 12, 3128-3131.
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Parte experimental

(4- Benciliden-2 metil-5-0x0-4,5-dihidroimidazol-il)-acetato de etilo (23b)

Rendimiento: 40% 0

Pf: 129-130 °C. X
N

Lit. %2 (134 °C). M okt
Me O

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.28 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.32 (s, 3H), 1.28 (g, J = 7.2 Hz, 2H), 4.36 (s, 2H), 7.13
(s, 1H), 7.38 (m, 3H), 8.12 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H).

Derivados de indol

A partir de 145 mg de indol-2-carboxaldehido y tras 1 hora de reaccion, el
residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como
eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 157 mg de 25a (70%) como un sélido
naranjay 31 mg 25b (10%) como un sélido naranja.

5-(1H-Indol-2-ilmetilen)-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (25a)

Rendimiento: 70% A
Pf: 249-250 °C. \_°
N
N\\rNH
IR (NaCl), Vmax (cm™): Me

3322, 3146, 2375, 1717, 1633, 1226.
'"H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

2.40 (s, 3H), 6.97 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 7.04 (at, J = 8.2 Hz, 1H), 7.21 (at, J=7.5
Hz, 1H), 7.52 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 10.27 (sa, 1H), 11.28
(sa, 1H)

162 Granacher, Ch.; Mahler, M. Helv. Chim. Acta 1927, 10, 246-262.
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13C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

16.2, 111.0, 112.4, 114.9, 120.6, 121.9, 125.0, 128.9, 135.1, 139.1, 139.5, 162.0,
170.7.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Cy3HiN;O  [M+H]™:  226.0980.
encontrado: 226.0979.

[4-(1H-Indol-2-ilmetilen)-2-metil-5-0x0-4,5-dihidroimidazol-1-il]-acetato de etilo
(25b)

4 )
Rendimiento: 10% b A 0
Pf: 124-126 °C. N
NN
ve
Me 7>oEt
\ J

IR (NaCl), Vimax (cm™):
3354, 2983, 2343, 1748, 1711, 1641, 1214.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 2.38 (s, 3H), 4.21 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.50 (s, 2H), 7.05
(m, 2H), 7.11 (s, 1H), 7.22 (at, J = 8.2 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.62 (d, J
= 8.2 Hz, 1H), 11.08 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

14.3, 15.4, 41.9, 62.3, 112.1, 112.7, 116.8, 120.9, 122.3, 125.5, 129.0, 135.0,
137.4, 139.9, 162.2, 168.8, 169.2.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Ci7HigN3;O3; [M+H]": 312.1348.
encontrado: 312.1345.
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Parte experimental

[4-(3-Bromo-1H-indol-2-ilmetilen)-2-metil-5-0x0-4,5-dihidroimidazol-1-il]-acetato
de etilo (25f)

Partiendo de 224 mg de 3-bromoindol-2-carboxaldehido y tras 1 hora de
reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 78 mg de 25f (20%) como

un sélido ocre.
s )

Rendimiento: 20% N
Pf: 170-171°C. N

IR (NaCl), Vmax (cm™):
3339, 2926, 2344, 1748, 1714, 1640, 1212.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 2.41 (s, 3H), 4.22 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 4.53 (s, 2H), 7.09
(m, 2H), 7.18 (at, J = 7.6 Hz, 1H), 7.32 (at, J = 7.6 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 11.37 (sa, 1H).

3C-RMN (50 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

14.3, 15.6, 42.0, 62.3, 100.0, 112.6, 113.3, 120.2, 121.9, 126.7, 127.9, 129.5,
131.9, 132.5, 138.6, 163.7, 168.6.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci;Hi7°Br N3O; [M+H]": 390.0453.
encontrado: 390.0443.
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Parte experimental

Derivados de benzotiofeno

Partiendo de 162 mg de benzo[b]tiofeno-2-carboxaldehido y tras 2.5 horas de
reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 121 mg de 27a (50%) como
un sélido amarillo y 95 mg 27b (29%) como un sélido anaranjado.

5-Benzo[b]tiofen-2-ilmetilen-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (27a)

Rendimiento: 50%
Pf: 224-225 °C.

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3415, 2916, 2304, 1707, 1646.

'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

2.33 (s, 3H), 7.24 (s, 1H), 7.39 (m, 2H), 7.91 (m, 3H), 10.25 (sa, 1H).
13C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

15.7, 117.5, 122.1, 123.9, 124.3, 125.5, 130.4, 137.6, 137.9, 139.2, 142.7, 162.8,
170.3.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci3H;3N,OS  [M+H]:  243.0592.
encontrado: 243.0590.
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Parte experimental

(4-Benzo[b]tiofen-2-ilmetilen-2-metil-5-0x0-4,5-dihidroimidazol-1-il)-acetato de

etilo (27b)
Rendimiento: 29% \
Pf: 132-133°C. S
N>\/N
W )
o)
IR (NaCl), Vinax (cm™): \ OFt

2982,1713, 1643, 1412, 1210.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

1.26 (t, J=7.0 Hz, 3H), 2.40 (s, 3H), 4.22 (g, J=7.0 Hz, 2H), 4.50 (s, 2H), 7.40 (m,
3H), 7.92 (m, 3H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

15.4, 29.2, 41.9, 62.2, 120.5, 123.1, 125.3, 125.4, 126.8, 132.0, 139.0, 139.1,
139.6, 144.8, 163.2, 168.7, 169.4.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci7Hi7N,O3S [M+H]": 329.0960.
encontrado: 329.0964.

Derivados de tiofeno

Partiendo de 112 mg de tiofeno-2-carboxaldehido y tras 7 horas de reaccién, el
residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como
eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 159 mg de 28a (32%) como un sélido
amarillo y 26 mg 28b (9%) como un soélido ocre.
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2-Metil-5-tiofen-2-ilmetileno-3,5-dihidroimidazol-4-ona (28a)

Rendimiento: 32% /s\
Pf: 230 °C (descomp.). \ o
N
>\/NH
IR (KBF), Vmax (Cm_l): \ Me /

3450, 3089, 2344, 1710, 1640, 1410.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

2.28 (s, 3H), 7.13 (m, 2H), 7.61 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 4.9 Hz, 1H),
10.13 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):
15.6, 117.3, 127.0, 133.1, 133.6, 137.0, 137.2, 161.6, 170.4.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CgHgN,OS [M+H]": 193.0436.
encontrado: 193.0438.

(2-Metil-5-ox0-4-tiofen-2-ilmetilen-4,5-dihidroimidazol-1-il)-acetato de etilo (28b)

Rendimiento: 9% [/ \ \
Pf: 129-130 °C. Sl
0
N
1 >\/N
IR (NaCl), vmax (cm™): " l
e
0]
2982, 1717, 1645, 1415, 1207. K OEtj
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'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.26 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 2.31 (s, 3H), 4.21 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 4.34 (s, 2H), 7.08
(dd, J = 5.1, 3.7 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.50 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 5.1
Hz, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 5(ppm):

14.1, 15.6, 41.4, 62.0, 121.5, 127.5, 133.6, 134.4, 135.7, 137.5, 160.2, 167.5,
169.2.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci3HisN,OsS [M+H]": 279.0803.
encontrado :
279.0808.

Derivados de pirrol

A partir de 95 mg de pirrol-2-carboxaldehido y tras 5 horas de reaccion, el

residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice utilizando como
eluyente AcOEt. Se obtienen 56 mg de 29a (32%) como un sélido amarillo y 39 mg
29b (15%) como un sélido ocre.

2-Metil-5-(1H-pirrol-2-ilmetilen)-3,5-dihidroimidazol-4-ona (29a)

270

Rendimiento: 32% ]\
Pf: 199-200 °C. N \
H o}
N
\— NH

IR (KBT), Vimax (cm™): Me

3084, 2345, 1689, 1626, 1111.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.33 (s, 3H), 6.28 (m, 1H), 6.65 (s, 1H), 7.00 (s, 1H), 7.11 (s, 1H), 10.30 (sa, 1H),
11.04 (sa, 1H).



Parte experimental

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 8(ppm):
16.2,111.1, 117.8, 119.0, 125.5, 129.2, 134.1, 156.9, 172.3.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CgHioN;O [M+H]": 176.0824.
encontrado: 176.0824.

[2-Metil-5-0x0-4-(1H-pirrol-2-ilmetilen)-4,5-dihidroimidazol-1-il]-acetato de etilo

(29b)
o [\

Rendimiento: 15% N~ )
Pf: 113-114°C. H 0

N

NN
Me
Y

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3342, 2918, 2367, 1731, 1339.
'H-RMN (300 MHz, Acetona- dg), 5(ppm):

1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 2.25 (s, 3H), 4.21 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 4.54 (s, 2H), 6.34
(m, 1H), 6.78 (m, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 12.92 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

14.4, 14.8, 42.3, 62.2, 112.3, 121.1, 125.9, 126.7, 129.8, 133.4, 155.5, 168.8,
169.4.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Ci3HigN3Os [M+H]": 262.1192.
encontrado: 262.1192.
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Derivados de furano

Partiendo de 96 mg (0.08 mL) de furano-2-carboxaldehido y tras 1.5 horas de
reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 30 mg de 30a (17%) como
un sélido ocre y 55 mg 30b (21%) como un sélido ocre.

5-Furan-2-ilmetilen-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (30a)

4 )
Rendimiento: 17% ]\
Pf: >145 °C (Desc.). o
o)
N
>\/NH
\__ M J

IR (NaCl), Vinax (cm™):
3264, 2665, 1960, 1719, 1642, 1259.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

2.28 (s, 3H), 6.64 (m, 1H), 6.72 (m, 1H), 7.40 (m, 1H), 7.84 (s, 1H), 10.18 (sa,
1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCl3), 8(ppm):
16.6, 110.6, 113.1, 119.0, 142.8, 146.3, 150.6, 160.8, 172.3.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CgHgN,O, [M+H]": 177.0664.
encontrado: 177.0664.
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(4-Furan-2-ilmetilen-2-metil-5-0x0-4,5-dihidroimidazol-1-il)-acetato de etilo (30b)

4 )

Rendimiento: 21% ]\
Pf: 115-116°C. o
o
N>\/N
Me j\
o
IR (NaCl), Viax (cm™): \ OEtj

3415, 2982, 1747, 1647, 1563, 1469.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 2.31 (s, 3H), 4.20 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 4.33 (s, 2H), 6.53
(s, 1H), 6.99 (s, 1H), 7.20 (m, 1H), 7.62 (s, 1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 8(ppm):

14.1, 15.6, 41.4, 62.1, 113.1, 114.9, 119.1, 135.1, 146.3, 150.7, 160.9, 167.4,
169.5

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci3HisN,O4 [M+H]": 263.1032.
encontrado: 263.1031.

4.16.2. Obtencion de imidazolonas-2-fenil sustituidas.
Procedimiento general

Una disolucién de yoduro potéasico (399 mg, 2.4 mmol) y bromoacetato de etilo
(0.27 mL, 2.4 mmol) en isobutanol (0.5 mL) se calienta a reflujo durante 1 hora,
seguidamente se deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente y posteriormente se le
afade sucesivamente el aldehido correspondiente (1 mmol), NaHCO; (420.0 mg, 5
mmol), clorhidrato de benzamidina (241.0 mg, 1.54 mmol) y isobutanol (1.5 mL). La
mezcla de reaccion se calienta a reflujo durante 1 hora, posteriormente el precipitado
formado se filtra y lava con H,O y EtOH.
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Parte experimental

5-Bencilideno-2-fenil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (23c)

Partiendo de 106 mg (0.1 mL) de benzaldehido y siguiendo el procedimiento
general, se obtienen 69 mg de 23c (26%) como un sélido amarillo.

4 o )
Rendimiento: 26% N \H
Pf: 270-272 °C. N=
Lit.*®* (270-273 °C).

\_ J

IH-RMN (300 MHz, DMSO-ds), 8(ppm):

7.02 (s, 1H), 7.46 (m, 3H), 7.60 (M, 3H), 8.18 (m, 2H), 8.30 (m, 2H).

5-(1H-Indol-2-ilmetilen)-2-fenil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (25c)

Partiendo de 145 mg de indol-2-carboxaldehido y siguiendo el procedimiento
general, se obtienen 195 mg de 25c¢ (68%) como un sélido naranja.

Rendimiento: 68% AN o
Pf: > 300 °C. NN
H
N _NH
IR (KBF), Vimay (cm™):
3358, 3059, 2364, 1696, 1632, 1239. \_ )

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds), &(ppm):

7.04 (at, J = 7.6 Hz, 1H), 7.10 (s, 1H), 7.22 (m, 2H), 7.62 (m, 5H), 8.34 (dd, J =
7.6, 1.6 Hz, 2H), 11.22 (sa, 1H), 12.27 (sa, 1H).

1 Gong, X.; Yang, H.; Liu, H.; Jiang, Y.; Zhao, Y.; Fu, H. Org. Lett. 2010, 12, 3128-3131.
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13C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

110.9, 111.9, 115.1, 119.6, 120.7, 123.9, 126.0, 127.2, 127.4, 128.4, 131.9,
133.3, 138.0, 138.4, 158.7, 170.6.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHiuNsO [M+H]™: 288.1137.
encontrado: 288.1139.

2-Fenil-5-tiofen-2-ilmetilen-3,5-dihidroimidazol-4-ona (28c)

A partir de 112 mg (0.09 mL) de tiofeno-2-carboxaldehido y siguiendo el
procedimiento general, se obtienen 250.0 mg de 28c (98%) como un solido amarillo.

Rendimiento: 98% [/ \ h
Pf: > 300 °C. s

IR (KBT), Vimax (cm™):

3425, 2986, 2344, 1698, 1635, 1420.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds), &(ppm):

7.18 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.59 (m, 3H), 7.72 (d, J = 3.6 Hz,
1H), 7.91 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 8.14 (dd, J = 7.6, 1.3 Hz, 2H), 12.06 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

119.0, 126.7, 127.2, 127.4, 128.5, 131.9, 134.2, 134.4, 137.4, 137.5, 158.6,
170.6.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Cy4H;iN,OS [M+H]": 255.0592.
encontrado: 255.0590.
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4.17. REACCION DE BROMACION DE IMIDAZOLONAS
5-(3-Bromo-1H-indol-2-ilmetilen)-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (25e)

A una disolucion de 25a (225 mg, 1 mmol) en DMF (7 mL) y CH,Cl, (14 mL) se le
aflade N-bromosuccinimida (NBS, 196.0 mg, 1.1 mmol). La mezcla se agita a
temperatura ambiente durante 8 h. Una vez terminada la reaccion, el precipitado
formado se filtra y se lava sucesivamente con CH,Cl, y agua, obteniéndose 270.0 mg
de 25e (89%) como sélido naranja.

4 B )
Rendimiento: 89% N\
Pf: >245 °C (Desc.). NN\ °
H
Ny NH
\§ Me J

IR (NaCl), Vinax (cm™):
3338, 3059, 1710, 1634, 1215.
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d), 8(ppm):

2.36 (s, 3H), 6.98 (s, 1H), 7.17 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.30 (at, J = 8.2 Hz, 1H), 7.51
(d, J=7.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 10.39 (sa, 1H), 11.35 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), 8(ppm):

15.7, 97.7, 109.1, 112.7, 118.3, 120.4, 124.9, 129.9, 130.5, 137.1, 138.8, 163.2,
170.0.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CisHi°Br N3O [M+H]": 304.0085.
encontrado: 304.0089.
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5-(3-Bromo-1H-indol-2-ilmetilen)-2-fenil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (259)

A una disolucion de 25c (287 mg, 1 mmol) en DMF (13.5 mL) se le afiade N-
bromosuccinimida (NBS, 196.0 mg, 1.1 mmol), la mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 5 h. Una vez terminada la reaccion se adiciona n-hexano y el
precipitado formado se filtra y se lava con abundante agua, obteniéndose 348.0 mg de
25¢g (95%) como un solido naranja.

O )

Rendimiento: 95%
Pf: >246 °C (Desc.).

Iz __
Z. =
(@)

~_NH

IR (KBT), Vmax (cm™):
\_ J

3346, 3060, 1705, 1633, 1219, 925.

IH-RMN (300 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

6.98 (s, 1H), 7.18 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.34 (at, J = 8.2 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 7.9
Hz, 1H), 7.65 (m, 3H), 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.42 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 11.41
(sa, 1H), 12.27 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢), 8(ppm):

100.0, 111.3, 113.8, 119.5, 121.6, 126.2, 127.3, 128.4, 128.6, 129.4, 131.8,
133.2, 138.7, 140.5, 161.1, 171.4.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para para CisHis"°Br N3O [M+H]": 366.0242.
encontrado: 366.0242.
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5-[(3-Bromo-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-3-(2-
metoxietil)-3,5-dihidroimidazol-4-ona (14Q)

A una disolucion de 14a (343 mg, 1 mmol) en CH,CI, (13.8 mL) se le afiade N-
bromosuccinimida (NBS, 356 mg, 2 mmol), la mezcla se agita a temperatura ambiente
durante 24 horas. Una vez terminada la reaccion se elimina el disolvente a vacio y el
residuo se purifica por cromatografia en gel de silice utilizando como eluyente
AcOEt:EtOH (9:1). Se obtienen 169 mg de 14g (40%) como un aceite naranja.

Rendimiento: 40%
Aceite

IR (KBT), Vimax (cm™):

3382, 2922, 1746, 1412, 1117.
'H-RMN (300 MHz, CDCl5), 8(ppm):

3.34 (s, 3H), 3.40 (s, 3H), 3.54 (m, 4H), 3.58 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.83 (t, J = 4.9
Hz, 2H), 7.13 (dd, J = 7.8, 4.3 Hz, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.91 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.26
(d, J = 4.3 Hz, 1H), 9.35 (sa, 1H), 11.43 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

41.0, 45.4, 58.9, 59.3, 70.8, 71.8, 93.6, 116.2, 117.2, 120.5, 125.7, 128.7, 140.4,
145.9, 147.4, 148.3, 166.8.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Ci7H,;°BrNsO; [M+H]": 422.0828.
encontrado: 422.0818.
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4.18. REACCION DE METILAMINA Y 2-METOXIETILAMINA CON OXAZOLONAS E
IMIDAZOLONAS.

4.18.1. Reaccion de metilamina y 2-metoxietilamina con oxazolonas

Reaccién de la oxazolona (22a) con metilamina: Preparacién de 5-bencilideno-
2,3-dimetil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (23d)

A una disolucién de 187 mg de 22a (1 mmol) en EtOH (3.7 mL), se le afiade
K,CO3 (359.3 mg, 2.6 mmol) y metilamina (0.5 mL, 15 mmol). La mezcla de reaccién
se calienta a reflujo durante 4 horas. Posteriormente se elimina el disolvente a vacio y
el residuo se purifica por cromatografia en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 26 mg de 23d (13%) como un sdlido marrén claro.

.. (@]
Rendimiento: 13%
Pf: 101-103 °C. N N-Me
Lit.1%%(107-108 °C). N=(
Me

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 5(ppm):

2.35 (s, 3H), 3.16 (s, 3H), 7.08 (s, 1H), 7.37 (m, 3H), 8.10 (d, J = 7.6 Hz, 2H).

Reaccién de la oxazolona (22b) con metilamina: Preparacion de 5-(4-Hidroxi-
benciliden)-2,3-dimetil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (23e)

A una disolucion de 245 mg de 22b (1 mmol) en EtOH (3.7 mL), se le afade
K,CO; (359.3 mg, 2.6 mmol) y metilamina (0.5 mL, 15 mmol). La mezcla de reaccién
se calienta a reflujo durante 4 horas. Posteriormente se elimina el disolvente a vacio y
el residuo se purifica por cromatografia en gel de silice utilizando como eluyente
hexano:AcOEt (7:3). Se obtienen 97.6 mg de 23e (40%) como un sélido amarillo.

183 stafforst, T.; Diederichsen, U. Eur. J. Org.Chem. 2007, 899-911.
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Rendimiento: 40%

0
Pf: 218 °C (descomp.).
Lit.*®? \N\ N-Me
HO %M
e

'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.35 (s, 3H), 3.16 (s, 3H), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.05 (s, 1H), 8.03 (d, J = 8.5
Hz, 2H)

Reaccion de la oxazolona (22a) con metilamina: Preparacién N-(2-metoxietil)-2-
acetilamino-3-fenil-acrilamida (68) y 5-benciliden-3-(2-metoxietil)-2-metil-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (23f)

METODO A

A una disolucion de 187 mg de 22a (1 mmol) en H,O (2.1 mL), se le afiade 2-
metoxietilamina (1 mL, 1.1 mmol). La mezcla de reaccidon se agita a temperatura
ambiente durante 3 horas. Posteriormente se elimina el disolvente a vacio y el residuo
se purifica por cromatografia en gel de silice utilizando como eluyente AcOEt. Se
obtienen 99.6 mg de 68 (38%) como un solido blanco y 12 mg de 23f (5%) como
solido marrén claro.

N-(2-Metoxietil)-2-acetilamino-3-fenil-acrilamida (68)

o]
Rendimiento: 38% N N OMe
Pf: 135-137 °C. H
HN
W/Me
O

IR (KBF), Vimay (cm™):

3350, 3203, 2914, 1677, 1620, 1550
'"H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2,13 (s, 3H), 3.40 (s, 3H), 3.52 (m, 4H), 7.19 (s, 1H), 7.39 (m, 3H), 7.53 (d, J =
7.6 Hz, 2H),

163 Stafforst, T.; Diederichsen, U. Eur. J. Org.Chem. 2007, 899-911.
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13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 8(ppm):
22.6, 40.6, 58.9, 71.9, 129.7, 130.0, 130.3, 130.4, 130.6, 135.3, 168.1, 173.2.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci4sHigN,Os [M+H]": 263.1396.
encontrado: 263.1388.

5-Benciliden-3-(2-metoxietil)-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (23f)

Ademéas del método descrito anteriormente, también se preparé por otro
procedimiento que se describe a continuacion.

METODO B

A una disolucion del acido a-acetamidocinamico en DMF anhidra (3.5 mL) bajo
atmaosfera de argon, se le afiade secuencialmente 2-metoxietilamina (90 mg, 0.06 mL,
1.2 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (HOBT, 162 mg, 1.2 mmol), 1-(3-dimetilaminopropil)-
3-etilcarbodiimida (EDC, 186 mg, 0.2 mL, 1.2 mmol), EtsN (303 mg, 0.41 mL, 3 mmol)
y 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, 12.0 mg, 0.1 mmol). La mezcla de reaccion se
calienta a 50 °C durante una noche. Posteriormente, se afiade tamiz molecular y se
calienta la mezcla a 150 °C durante 8 horas. Una vez terminada la reaccion se filtra el
tamiz molecular y se elimina el disolvente a vacio, el producto crudo se purifica por
cromatografia en gel de silice usando como eluyente AcCOEt. Se obtienen 178 mg de
23f (73%) como un sélido ocre.

0
Rendimiento: 73% N
T N
Pf: 45-47 °C. N=( _oMe
Me

IR (NaCl), Vimay (cm™):

3408, 2893, 1713, 1645, 1576.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

2.39 (s, 3H), 3.28 (s, 3H), 3.50 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 7.06
(s, 1H), 7.36 (m, 3H), 8.10 (d, J = 7.6 Hz, 2H).
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3C-RMN (75 MHz, CDCls;), 8(ppm):
15.9, 40.9, 59.0, 70.5, 127.0, 128.6, 129.9, 132.0, 134.1, 138.5, 163.3, 170.6

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CisHi7N,0, [M+H]": 245.1290.
encontrado: 245.1280.

4.18.2. Reaccién de 2-metoxietilamina con 2-metil o 2-fenil imidazolonas
Procedimiento general

Una disolucién de la correspondiente imidazolona (1 mmol) en 2-metoxietilamina
(20.1 mL) se calienta a 100 °C durante el tiempo indicado en cada caso,
posteriormente se elimina el disolvente a vacio y el crudo de reaccion se purifica por
cromatografia en gel de silice.

Reaccion_con_5-(1H-indol-2-ilmetilen)-2-metil-3,5-dihidro-imidazol-4-ona_con_2-
metoxietilamina: Preparacion de 5-(1H-indol-2-ilmetilen)-3-(2-metoxietil)-2-metil-
3,5-dihidroimidazol-4-ona (25d) y N-(2-metoxietil)-1-metil-pirimido[1,6-a]indol-3-
carboxamida (86a).

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 225 mg de 25a y tras 6 horas de
reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 45.3 mg de 25d (16%)
como un aceite ocre y 172.6 mg 86a (61%) como un solido amarillo.

5-[(1H-indol-2-il)-metilen]-2-metil-3-(2-metoxietil)-3,5-dihidroimidazol-4-ona (25d)

Rendimiento: 16% N\
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™): ;/Ire \L

3364, 2925, 2360, 1707, 1635.
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'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.45 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.54 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.78 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 6.90
(s, 1H), 7.07 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.25 (at, J = 8.2 Hz, 1H), 7.42 (d, J
= 7.9 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 10.79 (sa, 1H).

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHigN3sO, [M+H]: 284.1399.
encontrado: 284.1378.

N-(2-Metoxietil)-1-metil-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (86a)

Rendimiento: 61%
Pf: 135-137 °C.

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3360, 2926, 1664, 1385.

'H-RMN (300 MHz, CDCls;), 8(ppm):

3.14 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.59 (at, J = 4.9 Hz, 2H), 3.68 (g, J = 4.9 Hz, 2H), 6.94
(s, 1H), 7.39 (at, J = 8.5 Hz, 1H), 7.45 (at, J = 7.5 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 7.5 Hz,
1H), 8.13 (m, 2H), 8.22 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

25.2, 39.2, 58.9, 71.4, 98.2, 111.8, 115.2, 121.1, 122.2, 124.1, 130.3, 131.1,
135.3, 135.8, 149.3, 164.2.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHigN3O, [M+H]": 284.1399.
encontrado : 284.1389.
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Reaccion _con__2-metil-5-tiofen-2-ilmetilen-3,5-dihidro-imidazol-4-ona__con__ 2-
metoxietilamina: Preparacion de 3-(2-metoxietil)-2-metil-5-tiofen-2-ilmetilen-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (28e)

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 192 mg de 28a y tras 9 horas de
reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 135 mg de 28e (54%) como
un aceite naranja.

2-Metil-3-(2-metoxietil)-5-tiofen-2-il-metilen-3,5-dihidroimidazol-4-ona (28e)

Rendimiento: 54% /\

Aceite S\ o
N>\/N
W

IR (NaCl), Viax (cm™): \ OM‘)

3397, 2979, 1705, 1640, 1404.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.40 (s, 3H), 3.28 (s, 3H), 3.50 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 7.07
(dd, J = 4.9, 3.6 Hz, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.48 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 4.9
Hz, 1H).

C-RMN (75 MHz, CDClI3), 8(ppm):
16.0, 41.0, 59.0, 70.5, 120.5, 127.5, 133.2, 134.0, 136.3, 137.7, 162.3, 169.9.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para Ci,HisN,O,S [M+H]": 251.0854.
encontrado: 251.0857.
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4.18.3. Reaccion de 2-metoxietilamina con bromoheteroarilimidazolonas
Procedimiento general

A una disolucién de la correspondiente bromoheteroarilimidazolonas (1 mmol) en
2-metoxietliamina (20 mL) se calienta a reflujo durante el tiempo indicado en cada
caso. Posteriormente se elimina el disolvente a vacio y se obtiene el producto crudo, el
cual se purifica por cromatografia en gel de silice.

Reaccion con 5-(3-bromo-1H-indol-2-ilmetilene)-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona
con_2-metoxietilamina: Preparacion de 5-[(1H-indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-
metileno]-3-(2-metoxietil)-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (16k), 5-[(1H-indol-2-
il)-(2-metoxietilamino)-metileno]-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (26a) y N-(2-
metoxietil)-5-bromo-1-metil-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (86b)

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 304 mg de 25e y tras 3 horas de
reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente AcOEt. Se obtienen 21 mg de 16k (6%) como un sélido
naranja, 173 mg de 26a (58%) como un sélido naranja, y 54 mg de 86b (15%) como
un solido amarillo.

5-[(1H-Indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-3-(2-metoxietil)-2-metil-3,5-

dihidroimidazol-4-ona (16k)
( OMe
H
N—/_
Rendimiento: 6% N { o
Pf: 116-118 °C. N

NN\L

N\
Me OMe

~

2

IR (NaCl), Vimax (cm™):

\_

3279, 2925, 1626, 1469, 1121.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 5(ppm):

2.36 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 3.47 (s, 3H), 3.57 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.72 (t, J = 5.4
Hz, 2H), 3.85 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.94 (q, J = 5.4 Hz, 2H), 7.11 (m, 2H), 7.27 (ta, J
= 8.2 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 9.71 (sa, 1H),
12.19 (sa, 1H).
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13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 5(ppm):

15.0, 40.7, 46.1, 59.0, 59.3, 71.0, 71.3, 109.2, 112.2, 114.0, 120.4, 121.7, 124.7,
127.5, 129.3, 137.0, 145.7, 146.9, 167.4.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CioHzsN,O3 [M+H]:357.1927.
encontrado: 357.1930.

5-[(1H-Indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-2-metil-3,5-dihidroimidazol-4-ona

(26a)

286

( OMe\
Rendimiento: 58% H—/_
Pf: 233-235 °C. %0
H N;\AKNH
e
I\ J

IR (NaCl), Vinax (cm™):
3342, 2917, 2368, 1651, 1599, 1259.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.34 (s, 3H), 3.47 (s, 3H), 3.72 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.94 (g, J = 5.3 Hz, 2H), 7.10
(ta, J = 7.6 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.28 (ta, J = 7.2 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 9.71 (sa, 1H), 10.41 (sa, 1H), 12.16 (sa, 1H).

C-RMN (75 MHz, CDClI3), 8(ppm):

15.4,46.1, 59.2, 71.2,109.3, 112.2, 114.3, 120.4, 121.6, 124.8, 127.4, 128.8,
137.0, 143.5, 147.6, 168.9

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHigN4O, [M+H]":299.1508.
encontrado: 299.1508.
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N-(2-Metoxietil)-5-bromo-1-metil-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (86b)

Rendimiento: 15%
Pf: 134-136 °C.

IR (KBr), Vmax (cm™):

3354, 3160, 1697, 1193.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

3.14 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.59 (at, J =45.3 Hz, 2H), 3.68 (q, J = 45.3 Hz, 2H),
7.45 (at, J = 8.3 Hz, 1H), 7.55 (at, J = 7.7 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.13
(d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.20 (s, 2H).

3C-RMN (50 MHz, CDCls), 8(ppm):

25.1, 39.4, 58.9, 71.3, 87.7, 110.1, 115.2, 119.5, 123.3, 124.9, 129.7, 130.0,
133.4, 136.3, 149.3, 163.7.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CigHi7°BrN;O, [M+H]": 362.0504.
encontrado: 362.0512.

Reaccién _con 5-(3-bromo-1H-indol-2-ilmetilen)-2-fenil-3,5-dihidro-imidazol-4-ona
con__2-metoxietilamina: Preparacion de 5-[(1H-indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-
metilen]-3-(2-metoxietil)-2-fenil-3,5-dihidroimidazol-4-ona (16l) y N-(2-metoxietil)-
5-bromo-1-fenil-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (86c¢)

Siguiendo el procedimiento general, a partir de 366 mg de 289 y tras 8 horas de
reaccion, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en gel de silice
utilizando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 125.4 mg de 16l (30%)
como un solido naranja 'y 63.6 mg de 86¢ (15%) como un sélido naranja.
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5-[(1H-Indol-2-il)-(2-metoxietilamino)-metilen]-3-(2-metoxietil)-2-fenil-3,5-
dihidroimidazol-4-ona (16l)

T

H
Rendimiento: 30% N\ N
Pf: 109-111°C. N Pl
HoN

N

é \\\OMe
IR (KBr), Vmax (cM™): \ /

3258, 2964, 2344, 1627, 1261.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), (ppm):

3.26 (s, 3H), 3.49 (s, 3H), 3.65 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.77 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 4.03
(m, 4H), 7.11 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.21 (s, 1H), 7.27 (at, J = 6.9 Hz, 1H), 7.57 (m,
4H), 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 10.10 (sa, 1H), 12.41 (sa,
1H).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;), 5(ppm):

41.4, 46.2, 58.8, 59.2, 70.4, 71.1, 109.6, 112.2, 114.8, 120.4, 121.7, 124.9,
127.4,128.6 (2C), 129.0, 129.3, 130.8, 137.0, 146.2, 148.1, 167.9.

HRMS (APCI-TOF) m/z Calculado para CuH,7N,Os; [M+H]: 419.2083.
encontrado: 419.2073.

N-(2-Metoxietil)-5-bromo-1-fenil-pirimido[1,6-a]indol-3-carboxamida (86¢)

288

Rendimiento: 15%
Pf: >248 °C (Desc.).
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IR (KBr), Vmax (cm™):
3346, 2850, 1705, 1634, 1333.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):

3.29 (s, 3H), 3.52 (at, J = 5.3 Hz, 2H), 3.61 (q, J = 5.3 Hz, 2H), 6.57 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 7.13 (at, J = 8.2 Hz, 1H), 7.50 (at, J = 7.9 Hz, 1H), 7.75 (m, 6H), 8.10 (s,
1H), 8.32 (sa, 1H).

13C-RMN (75 MHz, Acetona-g), 8(ppm):

41.3, 60.1, 73.2, 88.7, 111.7, 117.7, 121.1, 125.1, 127.6, 130.7, 131.8, 132.0,
133.3, 136.4, 137.7, 140.4, 152.8, 165.3.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para C,iHis"°BrN;O, [M+H]": 424.0661.
encontrado: 424.0651.

4.19. INTERMEDIOS OBTENIDOS MEDIANTE LA RUTA B.
N-(2-Metoxietil)-benzamida (73)

A una disolucion de cloruro de benzoilo (1.16 mL, 10 mmol) en CH,Cl, anhidro
(20 mL) en atmosfera de argon, se adicionan 2-metoxietilamina (0.82 mg, 0.96 mL, 11
mmol) y trietilamina (1.52 mL, 10 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente
durante 2 horas. Una vez terminada la reaccién se evapora el disolvente y se obtiene
un producto crudo que se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando
como eluyente AcOEt. Se obtienen 1.80 g de 73 (99%) como un aceite marron.

Rendimiento: 99%
OMe
164 N~

184 pelletier, G.: Bechara, W. S.; Charette, A. B. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 12817-12819.
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'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.34 (s, 3H), 3.51 (m, 2H), 3.60 (M, 2H), 6.64 (sa, 1H), 7.41 (m, 3H), 7.75 (dd, J =
7.6, 1.3 Hz, 2H).

N-(2-Metoxietil)-tiobenzamida (74)

A una disolucién de 73 (1.79 g, 10 mmol) en tolueno anhidro (43 mL) en
atmaosfera de argon, se adiciona el reactivo de Lawesson (4.45 g, 11 mmol). La mezcla
se calienta a reflujo durante 4 horas. Una vez terminada la reaccion se evapora el
disovente y se obtiene un producto crudo que se purifica por cromatografia flash en gel
de silice empleando como eluyente hexano:AcOEt (8:2). Se obtienen 1.01 g de 74
(52%) como un aceite amarillo.

Rendimiento: 52% N OMe
Aceite H

IR (NaCl), Vmax (cm™):

3260, 2929, 2361, 1523, 1120.
'H-RMN (300 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

3.32 (s, 3H), 3.69 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.99 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 7.42 (m, 3H), 7.75
(dd, J = 7.9, 0.7 Hz, 2H), 9.33 (sa, 1H).

3C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 8(ppm):
46.9, 58.6, 69.8, 127.8, 128.7, 131.3, 142.6, 199.5.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CyoHi4,NOS [M+H]": 196.0796.
encontrado: 196.0790.
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N-(2-Metoxi-etil)-tiobenzimidato de metilo (70)

A una disolucion de 74 (195 mg, 1 mmol) en THF anhidro (2 mL) enfriada a 0 °C
y en atmosfera de argon, se adiciona NaH al 60% (80 mg, 2 mmol). Después de 30
min a 0 °C se adiciona yoduro de metilo (0.12 mL, 2 mmol). Después la reaccion se
agita a temperatura ambiente durante 2 horas y se hidroliza con una disolucion acuosa
saturada de NH,Cl. La mezcla de reaccion se extrae con CH,Cl,, se seca sobre
Na,SO, anhidro y el disolvente se elimina por destilacibn a presion reducida. El
residuo se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente
hexano:AcOEt (8:2). Se obtienen 107 mg de 70 (mezcla de isomeros Z/E) (51%) como
un aceite incoloro.

SMe
Rendimiento: 51% \N/\/OMe
Aceite

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3059, 2923, 1621, 1444, 1125.
'H-RMN (300 MHz, CDCls;), 8(ppm):

2.10 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.44 (s, 3H), 3.69 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.99
(t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.78 (m, 4H), 7.29 (m, 2H), 7.40 (m, 6H), 7.47 (m, 2H).

13C-RMN (75 MHz, CDCls), 8(ppm):

13.3, 16.1, 52.9, 53.5, 58.7, 58.8, 72.5, 72.9, 127.1, 128.0, 128.2, 129.0, 129.1,
136.5, 137.8, 166.4, 167.1.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci;HigNOS [M+H]": 210.0953.
encontrado: 210.0943.
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4.20. INTERMEDIOS OBTENIDOS MEDIANTE LA RUTA C.
N,N'-Bis-(2-metoxietil)-2-aminomalonamida (78b)

Una disolucién de aminomalonato de dietilo (1.75 g, 10 mmol) en 18 mL de 2-
metoxietilamina se calienta a 45 °C durante 1 dia. Posteriormente se elimina el
disolvente a vacio y obteniéndose 2.28 g de 78b (98%) como un solido amarillo.

O O
Rendimiento: 98%
MeO OMe
Pf: 50-51 °C. \/\NMN/\/
H .y H

2

IR (NaCl), Vinax (cm™):

3322, 3099, 2890, 2359, 1652, 1126.

'H-RMN (300 MHz, CDCls), (ppm):

2.19 (sa, 2H), 3.29 (s, 6H), 3.39 (m, 8H), 3.96 (s, 1H), 7.98 (sa, 2H).
13C-RMN (50 MHz, CDCl;), 8(ppm):

39.3, 56.7, 58.7, 70.7, 169.5.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CgHyNsOs [M+H]: 234.1454.
encontrado: 234.1460.

N-(2-Metoxietil)-5-hidroxi-1-(2-metoxietil)-1H-imidazol-4-carboxamida (75b)

Una disolucién de 76b (1.16 g, 5 mmol) y acetato de formamidina (0.63 g, 6.05
mmol) en EtOH (17 mL) se calienta a reflujo durante 1 hora. Finalizada la reaccién se
evapora el disolvente a vacio y se afiade CH,Cl,, formandose un precipitado que se
filtra y se desecha. Las aguas madres se evaporan a vacio de nuevo, repitiéndose
esta Ultima operacién varias veces hasta que no se observe la formacién de ningun
precipitado, de esta forma, se obtienen 1.96 g de 75b (81%) como un aceite verde.
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. . 210
Rendimiento: 81% o OH

Aceite »\(k
MeO-_""N " "NT\_OMe

IR (NaCl), Vimax (cm™):
3522, 2830, 2359, 1684, 1456, 1117.
'H-RMN (300 MHz, CDCl;), 8(ppm):

3.32 (s, 3H), 3.35 (s, 3H), 3.49 (m, 2H), 3.57 (m, 4H), 3.99 (t, J = 4.7 Hz, 2H),
7.53 (s, 1H), 8.12 (sa, 1H).

3C-RMN (50 MHz, CDCls), 8(ppm):
38.4,41.7,58.8, 58.9, 70.2, 71.4, 125.1, 139.8, 155.7, 162.2.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CioHigN3sO4 [M+H]": 244.1297.
encontrado: 244.1300.

N-(2-Metoxietil)-5-hidroxi-1-(2-metoxietil)-1H-imidazol-4-tiocarboxamida (78b)

A una disolucion de 75b (242 mg, 1 mmol) en tolueno anhidro (9 mL) en
atmésfera de argon, se adiciona el reactivo de Lawesson (445 mg, 1.1 mmol). La
mezcla se calienta a reflujo durante 2 horas. Una vez terminada la reaccién se evapora
el disovente y se obtiene un producto crudo que se purifica por cromatografia flash en
gel de silice empleando como eluyente AcCOEt:EtOH (9:1). Se obtienen 44 mg de 78b
(17%) como un aceite verde oscuro.

S OH

Rendimiento: 17% W\
Aceite MeO-_~"N Z"NT\_OMe
H N=/

IR (NaCl), Vimax (cm™):

3509, 2829, 1628, 1555, 1120.
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'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

3.23 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 3.55 (m, 4H), 3.93 (m, 4H), 7.69 (s, 1H), 9.64 (sa, 1H).
3C-RMN (50 MHz, CDClIs), 8(ppm):

42.0, 43.5, 58.6, 58.7, 69.8, 70.4, 107.2, 126.9, 152.3, 181.0.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CioHigN3OsS [M+H]": 260.1069.
encontrado: 260.1082.

N-(2-Metoxietil)-5-hidroxi-1-metoxietil-1H-imidazol-4-carboxitioimidato de etilo
(80)

A una disolucién de 78b (273 mg, 1 mmol) en THF anhidro (2 mL) enfriada a 0
°C y en atmdsfera de argon, se adiciona NaH al 60% (80 mg, 2 mmol). Después de 30
min a 0 °C se adiciona yoduro de metilo (0.12 mL, 2 mmol). La reaccién se agita a
temperatura ambiente durante 2 horas y se hidroliza con una disolucion acuosa
saturada de NH,CIl. La mezcla de reacciéon se extrae con CH,Cl,, se seca sobre
Na,SO, anhidro y el disolvente se elimina por destilacion a presién reducida. El
residuo se purifica por cromatografia flash en gel de silice empleando como eluyente
AcOELt:EtOH (9:1). Se obtienen 142 mg de 80 (52%) como un aceite amarillo.

Mes O

Rendimiento: 52% /)\(l

IR (NaCl), Vmax (cm™):
3531, 2928, 2830, 1728, 1444.
'H-RMN (300 MHz, CDCls), 8(ppm):

2.86 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.38 (s, 3H), 3.54 (m, 4H), 3.70 (m, 2H), 3.79 (t, J=5.1
Hz, 2H), 7.22 (s, 1H), 9.92 (sa, 1H).
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13C-RMN (50 MHz, CDCl;), 8(ppm):
17.9, 40.9, 44.5, 58.9, 59.1, 70.9, 110.5, 136.6, 162.5, 164.4.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para Ci;H3oN3OsS [M+H]": 274.1225.
encontrado: 274.1222.

4.21. INTERMEDIOS OBTENIDOS MEDIANTE LA RUTA D.
2-Hidroxiimino-benzoilacetato de etilo (82)

Una disolucién de benzoilacetato de etilo (192 mg, 1 mmol) en acido acético (1
mL) se enfria a 5 °C. Posteriormente se le adiciona gota a gota una disolucion de
NaNO, (80 mg, 1.16 mmol) en H,O (0.2 mL). Una vez terminada la adicion se agita la
mezcla a temperatura ambiente durante 30 min. Seguidamente se le afiade H,O y se
agita vigorosamente durante 1 hora. El precipitado formado se filtra y se lava varias
veces con H,0O. Se obtienen 201 mg de 82 (91%) como un sélido blanco.

O O
Rendimiento: 91%
OEt
Pf: 132-133 °C. ,\}
Lit. 47 "OH

'H-RMN (300 MHz, CDCl3), 8(ppm):

1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.29 (¢, J = 7.1 Hz, 2H), 7.50 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 7.62 (t,
J=6.7 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 6.7 Hz, 2H).

147 Fell, S. C. M.: Pearson, M. J.: Burton, G.; Elder, J. S. J. Chem. Soc., Perkin Transactions 1
1995, 12, 1483-93.
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2-Acetamido-benzoilacetato de etilo (81)

A una disolucién de 82 (221 mg, 1 mmol) en H,O (0.5 mL) se le afiade &cido
acético (0.08 mL) y anhidrido acético (0.3 mL) y se enfria a 0 °C. Posteriormente se le
adiciona poco a poco cinc en polvo (131 mg, 2 mmol). Una vez terminada la adicion se
agita durate 3 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se extrae con
éter, las fases organicas se lavan con una disolucion de NaHCO; y se secan sobre
Na,SO, anhidro. Seguidamente se elimina el disolvente por destilacion a presion
reducida obteniéndose 204 mg de 81 (82%) como un sélido marrén claro, que se
utilizé en el siguiente paso de reaccion sin mas purificacion.

Rendimiento: 82% OEt
Pf: 78-82 °C. HN\n/Me

Lit.*®® (75-80 °C).

'H-RMN (200 MHz, CDCls), 8(ppm):

1.13 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 2.09 (s, 3H), 4.15 (c, J = 7.0 Hz, 2H), 6.18 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 6.77 (sa, 1H), 7.48 (m, 2H), 7.62 (m, 21), 8.10 (d, J = 8.1 Hz, 2H).

N-(2-Metoxietil)-2-acetamido-benzoilacetato de etilo (84)

Una disolucién de 81 (130 mg, 0.5 mmol) en 2-metoxietilamina (5 mL) se calienta
durante 10 minutos a 100 °C, usando un microondas focalizado. Una vez terminada la
reaccion se elimina la amina a vacio y el producto crudo se purifica por cromatografia
flash en gel de silice empleando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 20
mg de 84 (14%) como un sdlido blanco.

Rendimiento: 14% H/\/OMe
Pf: 157-159 °C. HN\n/Me

185 Bolhofer, W. A. J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 5459-5461.
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IR (NaCl), Vimax (cm™):
3288, 2923, 2421, 1694, 1633.
'H-RMN (200 MHz, CDCl3), 8(ppm):

2.09 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 3.37 (m, 4H), 5.90 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 6.92 (sa, 1H),
7.12 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 7.46 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.58 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 8.01 (d,
J=7.2 Hz, 2H).

3C-RMN (50 MHz, CDCls), 8(ppm):
23.0, 39.5, 58.8, 59.7, 70.6, 128.8, 128.9, 134.2, 134.4, 166.3, 170.4, 192.6.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CuHioN,O4 [M+H]: 279.1345.
encontrado: 279.1353.

N-(2-Metoxietil)-2-hidroxiimino-3-(2-metoxietilimino)-3-fenil-propionamida (85)

Una disolucion de 82 (221 mg, 1 mmol) en 2-metoxietilamina (0.6 mL) se calienta
durante 10 minutos a 100 °C, usando un microondas focalizado. Una vez terminada la
reaccion se elimina la amina a vacio y el crudo se purifica por cromatografia flash en
gel de silice empleando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 255 mg de
85 (83%) como un aceite marron.

Rendimiento: 83% \L\
Aceite | Q
/\/OME
I
IR (NaCl), Vinax (cm™): no'
3408, 2849, 1686, 1535, 1449. \ j

'H-RMN (300 MHz, CD Cls), 8(ppm):

3.32 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.45 (m, 4H), 3.55 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.72 (ta, J = 6.2
Hz, 2H), 7.34 (m, 2H), 7.42 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.82
(dd, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H).
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13C-RMN (75 MHz, Acetona-dg), 3(ppm):

39.5, 54.5, 58.6, 58.7, 71.2, 72.9, 127.6, 129.0, 131.0, 136.9, 149.9, 161.7,
162.1.

HRMS (ESI-TOF) m/z Calculado para CisHzN3O4 [M+H]:308.1610.
encontrado: 308.1611.

4.22. DATOS DE RAYOS X

En la siguiente tabla aparecen recogidos los datos cristalograficos de la
estructura cristalina de 14a.

Tabla 4.1. Datos cristalograficos del compuesto 14a.
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Compuesto 14a
Férmula Molecular Cy7 Hy1 N5 Og
Peso Molecular 343.39
Temperatura (K) 200(2)
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2,/c
a(A) 11.542(10)
b (A) 14.112(11)
c (A 10.758(11)
a(®) 90
B (°) 94.60(11)
y () 90
Volumen (A%) 1747(3)
Z 4
F(000) 728
D calc. (mg/m°) 1.306
Coef. de absorcion p (mm™) 0.093
Dimensiones del cristal (mm) 0.45x0.35x0.20
O (9 3.39 a 25.39
Reflexiones medidas / Unicas [Rl(?rft?i /0311121 4]
GOF 1.038
indices R finales R1=0.0776
[l >20()]* wR2 =0.1853
R1=0.1448
R todos los datos WR2 = 0.2330




Conclusiones

¢ Se han preparado cinco series de compuestos del tipo hibrido péptido-heterociclo,
en los que el sistema heterociclico esta constituido por diferentes azolopirimidinas.
Este tipo de hibridos péptido-heterociclo resultaron ser inactivos, en la mayoria de
los casos, como inhibidores de calpaina.

e Se han obtenido dos series de imidazolonilmetilenindoles y azaindoles, como
resultado de la reaccion de apertura de los derivados de azolopirimidina 2a y 3
con diferentes aminas. Ademas de lo novedoso de esta reaccion, el compuesto
1l4a (R= CH,CH,OMe, X=N) formado en la misma, presentd una significativa
actividad como inhibidor de calpaina.

Br

f A\
[N R—NH,
X
N S
\Q COM ; + N
N M€ Reflujo NN
R
2a X: N 14a X:N R: CH,CH,OMe
3 X:CH

16 X:CH

Esquema 5.1

e Se ha realizado un estudio de la reaccion de apertura del sistema de
azolopirimidina comprobandose que ésta sOlo se produce con los sistemas
triciclicos 2a, 3 y derivados de los mismos. Los intentos de optimizacion del
proceso han permitido aislar e identificar varios intermedios y, en base a ellos y
los productos finales, proponer un mecanismo para la reaccion de apertura y
formacion de la imidazolona.

e Se ha realizado un estudio de modelado molecular del compuesto 14a,
estableciéndose que este derivado cumpliria con los requerimientos estéricos y
electronicos para su union con calpaina y exhibir actividad inhibitoria de la misma.

e Se ha realizado un estudio de relacion estructura-actividad (SAR) sobre el

compuesto 14a, obteniéndose alrededor de 60 analogos. Seis de estos resultaron
mas activos que el cabeza de serie, destacando:
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Conclusiones

» Un anélogo inddlico, 16k, al menos 600 veces mas activo que 14a.
» A un analogo inddlico de estructura simplificada, 25b, unas veinte veces

mas activo que 14a.
» Un analogo inddlico que incorpora una feniloxazolona, 24a, unas 400

veces mas activo que 14a.
» Dos analogos tiofénicos con estructura simplificada, 28c y 28a, que al
menos resultaron 500 veces més activos que 14a.

mo %o
N { Ny NH
H

NE;N\\\

OMe
16k IC4,: < 0.001 NM 28d IC,,: < 0.001 nM
H A\
\ N—""OMe NP
‘ A\ (@] H
S Ny O
NYNH N
Me OMe
28a IC4,: 0.0012 nM
1l4a I1C,y: 0.673 nM 24b ICg,: 0.0016 NM
A\
A | 0
N\ O N A
N o) Ho N N
NS
NYN\)LOEt T
Me
Me
25b 1C4,: 0.039 NM 29a IC,,: 0.408 nM

Figura 5.1
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Summary

The calpain family is a group of cysteine proteases unique in their dependency
on calcium to attain functionally active forms. Calpains are involved in a wide range of
cellular calcium-regulated functions, including signal transduction, cell proliferation and
differentiation, and apoptosis. Their physiological roles have been extensively studied
over many years. An elevation in calpain activity has been implicate in the pathology of
a number of human diseases*>"®? like Alzheimer's, Parkinson’s, Huntington’s
diseases, diabetes Type Il ... etc.

For this reason the importance to develop new calpain inhibitor to avoid the
increase of calpain activity, which is tightly regulated in vivo by the ubiquitous,
endogenous inhibitor, calpastatin®* and by intracellular concentratios of free Ca*".

A large number of synthetic calpain inhibitors are been described in the last
years.?® The majority of them are based on peptides, with some non-peptide examples
having recently been identified. Most of these inhibitors are classified according to the
functional group (warhead) that reacts with the active site cysteine of calpains. The
main classes include the epoxysuccinate derivatives, aldehydes, aldehydes prodrugs
(hemiacetals) and a-ketocarbonil compounds. A number of inhibitors lacking such
warhead are also known and some of them are called peptide-heterocycle hybrids.*®’

In this context, this Thesis has focused on the design and synthesis of new
calpain inhibitors, as the main purpose. Firstly, we envisaged the
pyrido[3',2":4,5]pyrrolo[1,2-c]pyrimidine system and other related azolopyrimidines
could be of interest as new heterocyclic templates in the development of new calpain
inhibitors (Figure 6.1). However, several series of new azolopyrimidine-peptide hibrids
prepared were inactive as calpain inhibitors.

4 Goll, D. E.; Thompson, V. F.; Li, H; Wei, W; Cong, J. Physiol. Rev. 2003, 83, 731-801.
° Carragher, N. O. Curr. Pharm. Des, 2006, 12, 615-638.
’ Saez, M. E.; Ramirez-Lorca, R; Moron, F. J.; Ruiz, A. Drug Discovery Today 2006, 11, 917-923.

® Branca, D. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004, 322, 1098-1104.
o Huang, Y.; Wang, K. K. W. Trends Mol. Med. 2001, 7, 355-362.

% pietsch, M.; Chua, K. C. H.; Abell, A. D. Curr. Top. Med. Chem. 2010, 10, 270-293.
97 Mann, E.; Chana, A.; Sanchez-Sancho, F.; Puerta, C.; Garcia-Merino, A.; Herradon, B. Adv. Synth.
Catal.,2002, 344, 855-867.
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Summary

Figure 6.1

In the course of this work, the reaction of methyl-5-bromo-pyrido[3’,2":
4,5]pyrrolo[1, 2-c]pyrimidine-7-carboxilate with of 2-methoxyethylamine did not afford
the expected amide derivative but the unexpected azaindole derivatives 13 and 14 as
shown in Scheme 6.1.

N
=LY
—/— LIk
L\N N R= CH,CH,OMe
o)
20

heat

Scheme 6.1
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Summary

The two compounds were separated by chromatography and their structure was
established by their analytical and spectral data, and X-ray diffraction (14a, R=
CH,CH,OMe). This azaindole derivative (14a) showed good activity as calpain inhibitor
(99.8% inhibition). Consequently we focused this project on a structure-activity
relationship (SAR) study on compound 14a.

Dominio 2

Z = H, N-alquil, N-aril, N-bencil, N-heteroaril

Dominio 1

o O[O

0
N
H
@ U Dominio 3
S (@)

R = H, alquil, aril, bencil, heteroaril

Njkfo N | o
\

)0 R/\LH

Figure 6.2

In order to illustrate the versatility and synthetic potential of this unexpected ring-
opening reaction for the preparation of these unusual azole derivatives, we studied the
reaction with various representative primary and secondary amines and with different
azolopyrimidine substrates

Scheme 6.2
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Summary

As we found some limitations of this reaction to prepare some of the desired
analogues, we studied some synthetic alternative routes. On the course of these
studies we were able to synthesize a great number of oxazolones and imidazolones
derivatives which were tested as calpain inhibitors. In Figure 6.3 are shown the most

active compounds.

OMe
N/ B
N\ s \_°
\ O
H N NH
NYN\\\
Me OMe
16k ICq,: < 0.001 nM 28d IC,,: <0.001 M

H
‘ N\ N—""0OMe
%o
N _NH
Y

Me

OMe
28a ICg,: 0.0012 nM

Iz

24b 1C,,: 0.0016 NM

N 0
N 0
NYN\)LOE‘[

Me

=

25b ICq,: 0.039 M

Figure 6.3
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Anexo

Como parte de mi formacién predoctoral, en el verano del 2008 realicé una
estancia de tres meses en el centro de investigacion The Scripps Research Institute en
La Jolla (San Diego, Estados Unidos), bajo la direccion del Profesor Phil Baran.

El trabajo del grupo del Profesor Phil Baran se enmarca principalmente dentro de
la sintesis total de productos naturales. Para conseguir su objetivo, y de manera
paralela, desarrollan distintas metodologias para diferentes tipos de procesos de
interés en Sintesis Orgénica.

Unos de los proyectos que se estaba abordando en el grupo, en el periodo en
gue realicé mi estancia alli, era la sintesis total de terpenos del eudesmano tales como
los recogidos en el Esquema 7.1, por oxidacién selectiva de enlaces C-H no
activados, siendo éste el proyecto en el que trabajé durante mi estancia.

Me Me

Me € " ho Me HO HO  Me
Producto CidaCiéna Mem 4-epiajanol idihidroxieusdesmano
comercial HO Me

T Me Me

dihidrojuneol Me Me Me oH

HO™ U Ho mMe  HO 1 e OH

pigmol eudesmantetraol
Esquema 7.1

La sintesis comprende dos etapas claves: la de ciclacion, para la formacion del
dihidrojuneol, y la de oxidacion C-H para la sintesis de los distintos terpenos. La
sintesis del dihidrojuneol*®® (Esquema 7.2) conlleva una secuencia de nueve pasos,
cinco de ellos para generar enlaces C-C y cuatro para establecer los centros
estereogénicos. La reaccién intramolecular enantioselectiva de 3-metilbutirato y
metilvinil cetona, catalizada por prolina y seguida de tratamiento con base, conduce a
la formacion del producto natural criptona (1), la cual, posteriormente se transformé en
la yodoenona 2 con un rendimiento casi cuantitativo. La introduccion de la cadena
mediante la adicién del reactivo de Grignard y la posterior transposiciéon 1,3-carbonilica
producen la formacién de 3 con un 74% de rendimiento. La ciclaciébn se producjo

188 Chen, K.: Ishihara, Y.; Moron Galan, M.: Baran, P. S. Tetrahedron 2010, 66, 4738-4744.
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mediante una reaccion intramolecular de Heck bajo condiciones estandar para dar el
compuesto 4 que, tras una adicion 1,4 regio- y esteroselectiva e isomerizacion en
tAndem condujo a la formacion de la enona 5. La reduccion en dos pasos permitié
establecer los tres esterocentros del dihidrojuneol en un 87% de rendimiento y con un
unico diasteromero. El rendimiento global de la sintesis es del 21%.

1) Q*Ph o 1 - N
M gBr
Q O Me Hveo Ph R NN |
_——

2) LiOH 2) PCC o 3
63% 74%
9 pasos ° Me Me Me Me
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Esquema 7.2

Para la fase de oxidacion del dihidrojuneol, se estaba desarrollando en el grupo
una metodologia para las reacciones de oxidacién C-H. Ese tipo de reacciones
representaban un reto debido a que no se habia logrado conseguir un control quimio-,
regio-, y estereoselectivo de las mismas. El grupo habia publicado un ejemplo de
oxidacion C-H aplicado a la obtencién de 1,3-dioles'®’ que se muestra en el Esquema
7.3.

87 Chen, K.: Richter, J. M.: Baran, P. S. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 7247-7249.
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A pesar de la utilidad de esta reaccion, ensayada tanto a escala de laboratorio
como a gran escala, ésta presentaba ciertas limitaciones ya que la oxidacion solo se
producia sobre carbonos terciarios o bencilicos, y no era compatible con la presencia
de grupos funcionales tales como olefinas, acidos carboxilicos, aminas, amidas,
alcoholes y azidas.

Por ello se ensayaron otras condiciones que permitieran mejorar el proceso,
(Esquema 7.4). Aunque el producto mayoritario procedia de la oxidacion del carbono
terciario, también se pudo aislar un producto que provenia de la oxidacion de un
carbono primario. En estas nuevas condiciones ademas se disminuian los tiempos de
reaccion, se mejoraban los rendimientos y se abarataba el coste de la reaccion.
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Anexo

Mientras que la formacién de 8 se explicaba por el mecanismo detallado en el
Esquema 7.3, la formacién del compuesto 9 por oxidacién de un metilo no habia sido
previamente descrito. Teniendo en cuenta que en el proceso de obtencién de 8 se
habian aislado como posibles intermedios 10 y 11, la formacién de este ultimo se
postulaba que debia tener lugar a partir del alqueno 12.

oo @ @@ =

Me/CT)E/OH Me 0 Fo Me
Br Br
9 10 1 12

Esquema 7.5

Por ello se procedié a la sintesis de 12 y se hizo reaccionar con el agente
bromante (AcOBYr). En estas condiciones se aislo el compuesto 11, demostrandose asi
la intervencion del alqueno 12 como intermedio de reaccion.
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Me
Me Me O SnCI CF,CH,NCO o AcOBr
\ —_—
Me J\ A~ 70
: 0 N CR : )\\ PN
A H Mej\o N CF,
Me Me
50% 12 Br
80% 11

Esquema 7.6

La sintesis total de terpenos de eudesmano por oxidacion selectiva de enlaces
C-H se consiguié en el afio 2009 y el trabajo fue publicado en la revista Nature.*®®

88 chen, Ke; Baran, Phil S. Nature 2009, 459, 824-828.
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