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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades mas extendidas y unas de las mayores
causas de mortalidad en el mundo. Esta patologia consiste en una proliferacién
descontrolada de células,’ la cual puede ser debida a mutaciones en los genes
gue codifican proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular, proliferacion,
diferenciacion y maotilidad. Estas mutaciones pueden dar lugar a la sobreactivacion
de oncoproteinas, o a la pérdida de actividad de proteinas denominadas
supresoras de tumores.

1.1. Las proteinas CAAX

Entre las proteinas que se encuentran a menudo implicadas en el desarrollo
del cancer estan los miembros de la familia de proteinas CAAX,? las cuales
controlan la regulacion de numerosos procesos del ciclo celular en células
eucariotas como el crecimiento, proliferacion, diferenciacién y morfologia. Estas
proteinas se caracterizan por la presencia en su extremo carboxilo terminal del
tetrapéptido CAAX, en el que C representa el aminoacido cisteina, A, aminoacidos
alifaticos y X, cualquier aminoacido. La presencia de la secuencia CAAX es
caracteristica de un procesado post-traduccional que consta de tres etapas (Figura
1):°

(i) En primer lugar, un residuo de naturaleza isoprenoide (farnesilo o
geranilgeranilo) se une mediante un enlace tioéter a la cisteina de la secuencia
CAAX." Esta reaccion esta catalizada por la enzima farnesiltransferasa (FTasa) o
por la enzima geranilgeraniltransferasa de tipo | (GGTasa 1). Generalmente
cuando en la secuencia CAAX, X es el aminoacido metionina, serina, glutamina o
alanina, la reaccién es llevada a cabo por la FTasa, mientras que si X es leucina,
es catalizada por la GGTasa |, si bien la prediccién del tipo de prenilacion basada
en el aminodcido X de la secuencia CAAX, necesita ser confirmada
experimentalmente.”’ En ocasiones algunas proteinas CAAX pueden ser
procesadas por ambas enzimas indistintamente, como K-Ras, RhoB y RhoH.
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(if) En una segunda etapa, la proteina CAAX prenilada se transloca desde el
citosol hasta el reticulo endoplasmatico donde se asocia a la membrana de éste
insertando la cadena lipofilica isoprenoide en la bicapa de fosfolipidos. Aqui es
reconocida por la endoproteasa Ras converting enzyme 1 (Rcel), una proteina
integral de la membrana del reticulo endoplasmatico con el centro activo orientado
hacia el citosol®® que produce la protedlisis de los Cltimos tres aminoacidos del
extremo carboxilo terminal (-AAX) contiguos al residuo de cisteina.™

(iii) Finalmente, el extremo carboxilo terminal libre de dicha cisteina es
metilado en una reaccion de esterificacion catalizada por la enzima
isoprenilcisteina carboximetiltransferasa (ICMT), que al igual que la Rcel, es una
proteina de membrana localizada en el reticulo endoplasmatico.'* A diferencia de
las dos anteriores reacciones de isoprenilacion y protedlisis, la reaccion de
metilesterificacion es potencialmente reversible, pero no se ha identificado aln
una metilesterasa especifica que catalice este proceso.lz’13

La secuencia de modificaciones post-traduccionales produce un aumento en
la hidrofobicidad de la proteina que propicia su traslocacion a la membrana celular
(Figura 1), dando lugar a numerosas interacciones proteina-proteina. Aunque esta
secuencia de reacciones es la mas conocida, ain quedan aspectos por esclarecer
en cuanto a las modificaciones post-traduccionales de las proteinas CAAX, ya que
no todas ellas son reconocidas por las enzimas implicadas en la primera etapa de
prenilacién, FTasa y GGTasa |,"* lo que indica la existencia de otras enzimas
implicadas en el procesamiento post-traduccional de algunas proteinas de la
familia CAAX.
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Figura 1. Procesamiento post-traduccional de las proteinas Ras.
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1.2. La superfamilia de proteinas Ras

Entre las proteinas CAAX implicadas en el desarrollo del cancer en humanos
mejor estudiadas y caracterizadas se encuentran los miembros de la superfamilia
Ras.?™ Esta se divide, basandose en similitudes de secuencia y funcién, en cinco
subgrupos mayoritarios: Ras, Rho, Rab, Ran y Arf.*

Todas ellas son GTPasas de peso molecular relativamente bajo (20-35 kDa)
gue actan como interruptores moleculares que alternan entre dos estados: un
estado inactivo en el que la proteina Ras forma un complejo con guanosina 5'-
difosfato (GDP) y un estado activo en el que forma un complejo con guanosina 5'-
trifosfato (GTP).16 El equilibrio entre estos dos estados es regulado por dos
proteinas: el factor de intercambio de nucleétidos de guanina (guanine nucleotide
exchange factor, GEF) que promueve la activacion liberando GDP y favoreciendo
la unién de GTP, y la proteina activadora de la actividad GTPasa (GTPase
activating protein, GAP) que promueve la inactivacion acelerando la actividad
GTPasa intrinseca de las proteinas Ras (Figura 2)."’

Cuando estan unidas a GTP, las proteinas Ras activan un gran ndmero de
efectores celulares, regulando la proliferacién, migracién y apoptosis celular.*>*®
Una de las rutas de transduccion de sefiales activadas por las proteinas Ras
especialmente importante es la de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(mitogen activated protein kinases, MAPKSs), las cuales a su vez activan en
cascada a otras proteinas quinasas asi como la transcripcion de proteinas a través
de una secuencia de fosforilaciones.*

Activacion

Forma inactiva

@GED

Inactivacion

Forma activa

O

Efectores celulares

Figura 2. Ciclo de activacion-inactivacion de la proteina Ras.
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Las mutaciones en los genes que codifican las proteinas Ras frecuentemente
implican una pérdida de la actividad intrinseca GTPasa y una insensibilidad a la
accion de las proteinas GAPs sobre ella,® dando lugar a una activacion
descontrolada de todas estas vias de sefializacion celular que desembocan en
procesos oncogénicos.

1.3. Enzimas implicadas en las modificaciones post-traduccionales de las
proteinas Ras como dianas terapéuticas para el tratamiento del cancer

Aproximadamente un 30% de los tumores presentan mutaciones en las
proteinas Ras, siendo esta tasa especialmente elevada en los tumores de
pancreas, de colon, de pulmén y hematol6gicos.'*?***** En estos tumores, la
sobreactivacion de Ras contribuye en gran medida a diversos aspectos del
fenotipo oncoldgico, como la desregulacion del ciclo de crecimiento celular,
angiogénesis, apoptosis y metastasis.”* Considerando el importante papel que
tienen las proteinas Ras en el desarrollo de tumores, se han llevado a cabo
muchos esfuerzos dirigidos a la inhibicion de estas proteinas como estrategias
contra el cancer.”* Sin embargo, la inactivacién directa de la proteina Ras con el
fin de bloquear su actividad ha demostrado ser un objetivo poco factible.?” Asi, en
los ultimos afios, el interés se ha centrado en estrategias alternativas para inhibir
la actividad de la proteina Ras, como el bloqueo de las enzimas implicadas en las
modificaciones del tetrapéptido carboxilo terminal CAAX,"* es decir, en el
desarrollo de inhibidores de las enzimas responsables de las tres etapas del
procesado post-traduccional de Ras.

1.3.1. Inhibidores del proceso de prenilacién

De las enzimas implicadas en el procesamiento post-traduccional de las
proteinas Ras, las enzimas encargadas de unir el resto de isoprenilo (farnesilo o
geranilgeranilo) a la cisteina del tetrapéptido CAAX han sido las més estudiadas.
Esto es debido a que ambas enzimas, FTasa y GGTasa |, son solubles, lo que ha
facilitado su purificaciéon y estudio. Ambas enzimas se aislaron y purificaron del
citosol de células provenientes de tejido cerebral, bien de rata (FTasa)® o de
bovino (GGTasa ). Las dos enzimas son proteinas heterodiméricas con una
subunidad a comun y una subunidad B especifica de cada una de ellas.*® Ademas,
en ambos casos, se trata de metaloenzimas que requieren la presencia de zinc
para su actividad. La enzima FTasa ademaés, requiere la presencia de magnesio.*
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1.3.1.1. Inhibidores de FTasa

La enzima FTasa ha sido la mas estudiada de cara a su posible intervencion
farmacoldgica, debido a que la reaccién de farnesilacion que cataliza es un paso
limitante en el procesamiento post-traduccional de las proteinas CAAX. Esta
enzima actla sobre un menor nimero de sustratos en comparacion con las
enzimas Rcel e ICMT, lo que podria traducirse en una menor toxicidad o efectos
colaterales derivados del uso de inhibidores de esta enzima.®> Ademas, las tres
principales proteinas Ras implicadas en oncogénesis, H-, K- y N-Ras, son
sustratos de la FTasa.

Durante las pasadas décadas se han desarrollado varios inhibidores de la
enzima FTasa® y algunos de ellos han sido estudiados en ensayos clinicos,
destacando los farmacos lonafarnib y tipifarnib.

Cl
Cl
O
Br
N~
N NH,
_ O
N
Y/
Br

Lonafarnib Tipifarnib

Sin embargo, los prometedores resultados obtenidos en estos estudios no
han tenido una respuesta comparable en pacientes,** especialmente frente a
tumores soélidos. Esto es debido posiblemente a que en ausencia de actividad de
la enzima FTasa, las isoformas mas cominmente implicadas en procesos
oncolégicos humanos, N-Ras y K-Ras, son sustratos de la enzima GGTasa |,
manteniendo las proteinas Ras geranilgeraniladas su actividad biolégica.””* No
obstante, los inhibidores de FTasa han mostrado en ensayos clinicos cierto
potencial contra ciertos tipos de canceres hematolégicos,***” y hay evidencias de
que pueden tener eficacia para el tratamiento de otras enfermedades.?*****

1.3.1.2. Inhibidores de GGTasa |

Los resultados negativos obtenidos en ensayos clinicos con inhibidores de
FTasa y el hecho de que otras proteinas Ras geranilgeraniladas también son
importantes en procesos oncogénicos,* estimulé el desarrollo de inhibidores de la
enzima GGTasa |.*** Entre ellos cabe destacar los compuestos GGTI-DU40 (Ki =
0.8 nM)® y GGTI-2418 (Clso = 9.5 nM),*® identificados mediante técnicas de
cribado de alto rendimiento (high-throughput screening, HTS).
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Los inhibidores de la enzima GGTasa | han mostrado eficacia en ensayos in
vitro induciendo la apoptosis en cultivos de células tumorales, pero algunos
estudios sugieren que también presentan toxicidad en modelos de raton.*”*° Sin
embargo, otros resultados en modelos animales muestran que la inactivacion del
gen que codifica la subunidad B de la GGTasa | reduce el crecimiento tumoral y
aumenta la supervivencia sin afectar a células no tumorales.® Estos resultados
contradictorios y el hecho de que la mayoria de las proteinas Rho sean
modificadas por la enzima FTasa y no por la GGTasa |,” sugieren que los
inhibidores de la enzima GGTasa | podrian usarse en combinacién con otros
agentes antitumorales con el fin de maximizar sus efectos farmacoldgicos.

1.3.2. Enzimas Rcel e ICMT

Debido a los limitados resultados obtenidos en estudios in vivo con
inhibidores de la enzima FTasa y a la posible toxicidad debida a la inhibicion de la
enzima GGTasa |, las dos enzimas implicadas en los pasos siguientes de
protedlisis (Rcel) y carboximetilacion (ICMT) se han planteado recientemente
como dos posibles dianas dotadas de gran potencial terapéutico en la lucha contra
el cancer.”

El hecho de que casi todas las proteinas CAAX preniladas sean procesadas
por las enzimas Rcel e ICMT, independientemente del tipo de prenilacién que
hayan sufrido, podria suponer en principio un punto de partida favorable en el
desarrollo de inhibidores de estas dos enzimas, dado que actlan sobre un nimero
de sustratos mayor que las enzimas FTasa y GGTasa |. Aunque la inactivacion
completa de los genes que codifican ambas enzimas, Rcel®™ e ICMT>, ha
resultado letal en embriones de ratén, también se ha comprobado que las
proteinas Ras que no han sufrido los dos Ultimos pasos del procesamiento post-
traduccional (catalizados por Rcel e ICMT), mantienen parcialmente su
localizacion y funcién.®*** Este resultado, unido a las evidencias de que la
disminucion de la actividad de las proteinas CAAX podria suponer una
aproximacion terapéutica selectiva,>*® convierte a las enzimas Rcel e ICMT en
dos dianas terapéuticas potencialmente mas eficaces que las enzimas FTasa y
GGTasa | en la lucha contra el cancer.
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1.3.2.1. Inhibidores de Rcel

Los inhibidores de Rcel descritos hasta el momento se pueden clasificar en
tres grandes grupos: inhibidores generales de proteasas, analogos de sustrato y
otras estructuras identificadas a partir de librerias de compuestos.

Dentro de los inhibidores generales de proteasas, son bien conocidas las
clorometilcetonas,” entre las que destaca el compuesto TPCK (Ng-tosil-L-
fenilalanil clorometil cetona, Figura 3A, Clsp = 35 uM), y ciertos compuestos
organomercuricos.®

Respecto a los analogos de sustrato, éstos tienen en comun la incorporacion
del grupo farnesilo bien en estructuras peptidicas (Figura 3B, Cls, = 58 nM),59 o]
bien en clorometilcetonas (Figura 3C) mostrando un alto porcentaje de inhibicién a
concentraciones micromolares.®

Por dltimo, mediante HTS se han identificado compuestos de origen tanto
natural®*®® como sintético®® con capacidad de inhibir la enzima Rcel. Dentro de los
compuestos de origen sintético, el inhibidor mas potente de Rcel (NSC67485,
Figura 3D, Clso = 13 pM) forma agregados coloidales, caracteristica observada
normalmente en inhibidores no selectivos,® lo que podria interferir en su actividad
como inhibidor de Rcel.

A B X X X
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Figura 3. A-D. Inhibidores representativos de la enzima Rcel.
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1.3.2.2. Inhibidores de ICMT

Hasta estos momentos, se han descrito diversos tipos de inhibidores de ICMT
y se pueden clasificar en funcién de su estructura y mecanismo de accion.

(i) Analogos de producto

Los andlogos de producto estén tipificados por la S-adenosilhomocisteina
(SAH) y compuestos que aumentan los niveles intracelulares de SAH.®>% La
enzima ICMT cataliza la transferencia de un grupo metilo desde el cosustrato
endégeno S-adenosilmetionina (SAM) a la proteina Ras. En ese proceso, la
molécula SAM se convierte en SAH (Figura 4), la cual tiene actividad como
inhibidor de ICMT al tratarse de uno de los productos de la reaccion que cataliza.®’

En este sentido, se ha descubierto que el metotrexato, un antifolato usado
habitualmente en el tratamiento de ciertos tipos de cancer por su capacidad de
inhibir la biosintesis de nucleétidos, inhibe la enzima ICMT con una Clsy de 7.5
uM.%® Su accién es debida a que bloquea la biosintesis del aminoacido metionina a
partir de homaocisteina, por lo que ésta se acumula y reacciona con la adenosina
presente en las células produciendo un aumento en las concentraciones de SAH,
el cual, a su vez, inhibe la enzima ICMT (Figura 4).

Dado que los derivados SAM y SAH son el cosustrato y producto comun,
respectivamente, de gran nimero de metiltransferasas, los analogos de producto
no tienen en principio un elevado interés terapéutico como inhibidores de ICMT
debido a su baja selectividad, ya que podrian interferir en general con todas las
metiltransferasas celulares.”>*

10
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Figura 4. Estructuras de S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina
(SAH) y relacion entre ambos metabolitos.

(ii) Analogos de sustrato

El minimo elemento estructural necesario para actuar como sustrato de la
enzima ICMT es el aminoécido cisteina modificado con un grupo prenilo. Asi, los
compuestos N-acetil-S-farnesil-L-cisteina (AFC) o N-acetil-S-geranilgeranil-L-
cisteina (AGGC) actGian como inhibidores competitivos de ICMT (Figura 5A)." En
este sentido, se han sintetizado un gran nimero de derivados del compuesto AFC
con valores de Cls, comprendidos entre 0.8 y 8.8 puM (Figura 5B).”"* Sin
embargo, se ha comprobado que este tipo de moléculas inducen efectos
pleiotrépicos, lo que limita enormemente su posible aplicacién como farmacos.”

11
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Figura 5. Analogos de sustrato de la enzima ICMT.

(iii) Inhibidores de origen natural

Recientemente, empleando HTS, se han identificado los primeros inhibidores
de la enzima ICMT de origen natural (Figura 6). Entre ellos destacan dos
compuestos procedentes de una esponja marina del género Pseudoceratina sp.,
denominados spermatinamine (Clso = 1.9 pM)™® y aplysamine 6 (Clso = 14 pM).”
Asimismo, a partir de un extracto de la planta Hovea parvicalyx se han aislado dos
nuevos derivados (mono- y diprenilado) de B-hidroxichalcona (con Clsode 30y 17

UM, respectivamente) y la flavanona (S)-glabrol (Clso= 25 pM)."®

Si bien estos compuestos aln no han sido evaluados en ensayos in vivo, sus
estructuras podrian servir como punto de partida para el desarrollo de nuevos

inhibidores de la enzima ICMT.
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(0] Br
Bi (0]
I | H/\/\N o
0 Ho N | Br NN Br
| N H NH
Br Br - 0 2
e HOL, !
[ Aplysamine 6
NH
Br
(6]

R=H, 2~~~ (S)-Glabrol

Figura 6. Inhibidores de la enzima ICMT de origen natural.

(iv) Inhibidores de origen sintético

El primer inhibidor de origen sintético estructuralmente distinto a los
inhibidores de ICMT descritos hasta el momento es el denominado cysmethynil
(Figura 7A, Clsg = 2.4 uM), identificado en 2005 mediante HTS a partir de una
libreria de méas de 10.000 compuestos.’*?° Este indol se ha caracterizado como un
inhibidor competitivo respecto al sustrato y no competitivo respecto al cosustrato
SAM.®* Asimismo, se ha demostrado que su mecanismo de inhibicion es
dependiente del tiempo, implicando una rapida asociacion inicial con la enzima
seguida de una lenta isomerizacién que da lugar al complejo enzima-inhibidor.®*

En células tumorales, el tratamiento con cysmethynil produce alteraciones en
la localizacién subcelular de Ras, deficiencias en la sefializacidn de los factores de
crecimiento e inhibicion de la proliferacién celular.” Estudios posteriores han
demostrado la actividad citotoxica del cysmethynil en células tumorales de
préstata PC3, asi como su capacidad para controlar el crecimiento tumoral en un
modelo de cancer de préstata.®

Estos interesantes resultados han impulsado el desarrollo de estudios de
relacion estructura-actividad (structure-activity relationship, SAR) en los cuales se
ha estudiado la influencia de diversas modificaciones estructurales en la molécula
de cysmethynil sobre su capacidad para inhibir la actividad ICMT.
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Entre los analogos obtenidos, la sustitucién del grupo carboxamida por un
grupo amina ha permitido mejorar ligeramente la capacidad inhibitoria del
cysmethynil (Figura 7B, Clso = 0.7 pm).%%

Mas recientemente, el empleo de métodos de HTS junto con procesos de
optimizaciéon ha permitido identificar una serie de tetrahidropiranos con una
elevada capacidad para inhibir la actividad ICMT in vitro (Figura 7C, Clsp = 1.3 nM)
aunque con moderados efectos citotdxicos en un panel de diversas lineas
tumorales, con valores de inhibicidon de crecimiento celular (Glsg) comprendidos
entre 0.3y 100 uM.*

NH,
NH,
o 0
N N

Cysmethynil

C.

N i ~0”

Figura 7. A-C. Inhibidores representativos de la enzima ICMT de origen sintético.

1.4. Laenzima ICMT como diana terapéutica

De todo lo expuesto anteriormente se deduce que de las cuatro enzimas
implicadas en el procesado post-traduccional de las proteinas CAAX: FTasa,
GGTasa |, Rcel e ICMT, son estas dos ultimas las que en estos momentos estan
recibiendo una mayor atencion en cuanto a su potencial como dianas terapéuticas
para el tratamiento del cancer. Sin embargo, la aparicién de cardiopatias en
ratones knockout de la proteasa Rce1l®®® junto con el hecho de que los
inhibidores de la enzima ICMT parecen inducir mayores efectos antitumorales que
los inhibidores de la proteasa Rcel,?®® hacen de la enzima ICMT una diana
terapéutica mas atractiva.

14



Introduccion

A pesar de este interés, el desarrollo de inhibidores de esta enzima se ha
visto dificultado por la falta de homologia de la enzima ICMT con otras
metiltransferasas de mamiferos®® asi como por la ausencia de modelos
estructurales. De hecho, s6lo muy recientemente, se ha descrito la primera
estructura tridimensional (3D) de la ICMT procariota, cristalizada en complejo con
el cosustrato SAM.”* Por tanto, el desarrollo de inhibidores potentes, selectivos y
con buen perfil farmacocinético es un aspecto clave para la validacion del
potencial terapéutico de la enzima ICMT como diana en el desarrollo de nuevos
agentes antitumorales, siendo éste el objetivo principal del presente trabajo de
investigacion.
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2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

La enzima ICMT se ha propuesto recientemente como una posible diana
terapéutica para el tratamiento de procesos oncolégicos. Se trata de una de las
enzimas implicadas en el procesamiento post-traduccional de la proteina Ras, la
cual se encuentra sobreexpresada en diversos tipos de cancer. Sin embargo, su
validacion se ha visto limitada hasta el momento debido a la escasez de
inhibidores y a la falta de estudios sistematicos sobre los elementos estructurales
necesarios para inhibir la actividad ICMT.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, este trabajo de investigaciéon se
dirige a la identificacion de nuevos compuestos como inhibidores de la enzima
ICMT. Este objetivo se abordara mediante las siguientes etapas llevadas a cabo
de forma iterativa:

1. Disefio de inhibidores: elaboracién de un modelo de farmacoforo para la
enzima ICMT vy disefio basado en la estructura del inhibidor sintético
cysmethynil.

2. Sintesis de los compuestos disefiados y determinacion de su capacidad
para inhibir la actividad de la enzima ICMT.

3. Proceso hit to lead.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al inicio de este proyecto, la informacién sobre la enzima ICMT era escasa:
apenas se tenian datos acerca de su estructura tridimensional y se habian descrito
muy pocos inhibidores potentes y selectivos, en su mayoria basados en la
estructura del sustrato endégeno (S-farnesilcisteina) o bien provenientes de HTS.
Por tanto, tampoco se habian llevado a cabo estudios SAR sisteméaticos. En este
contexto, decidimos abordar el disefio de nuevas estructuras mediante dos
aproximaciones: (i) construccién de un modelo de farmacéforo y (ii) disefio basado
en la estructura del inhibidor mas representativo y estudiado hasta la fecha,
cysmethynil.

3.1. Disefio de inhibidores basado en un modelo de farmacéforo
3.1.1. Elaboracién de un modelo de farmacéforo

Con el fin de esclarecer los requisitos estructurales minimos necesarios para
la inhibicion de la enzima ICMT, se ha construido un modelo de farmacéforo 3D
empleando el software Accelrys Discovery Studio 2.5.%” Para ello, en primer lugar
se seleccionaron de la bibliografia 52 inhibidores de la enzima ICMT
pertenecientes a las tres principales clases estructurales identificadas hasta el
momento y con un amplio intervalo de actividades (Tabla S1, paginas S3-S9). Los
inhibidores mas potentes representativos de dichas clases estructurales se
muestran en la Figura 8.
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Derivados de isoprenilcisteina
(18 analogos)

0 o
) Q.
O N NH o~
N

Derivados de tetrahidropirano
(4 analogos)

Derivados de Cysmethynil
(30 analogos)

Figura 8. Inhibidores de la enzima ICMT representativos de las distintas clases
estructurales.

La mejor hipétesis (Figura 9) consta de tres regiones hidrofébicas
(hydrophobic region, HYD), un anillo aromatico (aromatic ring, AR) y un grupo
aceptor de enlace de hidrogeno (H-bonding acceptor, HBA), y presenta buenos
parametros estadisticos con costes fijo, nulo y total de 125.9, 272.4 y 163.5 bits,
respectivamente, siendo el coste de configuraciéon de 17.2, los cuales indican una
probabilidad mayor del 90% de representar una hipotesis predictiva. La bondad del
modelo obtenido se evalué empleando el método Fisher. Para ello, se han
permutado aleatoriamente los valores de inhibicion, generando asi nuevas
hipétesis. Ninguna de estas hip6tesis presenta un coste total inferior a la hipétesis
seleccionada como modelo de farmacoéforo, 10 que corrobora que existe un 95%
de probabilidad de representar una correlacién real con los datos obtenidos. En la
Figura 10 se muestra la superposicién de algunos inhibidores representativos en el
modelo de farmacéforo postulado.
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Figura 9. Modelo 3D de farmacoforo para inhibidores de la enzima ICMT. Los
elementos estructurales son tres regiones hidrofébicas (HYD, en azul), un anillo
aromatico (AR, en amarillo) y un grupo aceptor de enlace de hidrégeno (HBA, en
rojo) situados a las distancias interatémicas (en A) mostradas.

Cysmethynil
: &
0

HN
O

Figura 10. A-C. Inhibidores representativos superpuestos en el modelo de
farmacéforo propuesto.

\

25



Resultados y discusién

3.1.2. Validacién del modelo de farmacéforo

Los requisitos farmacoféricos se introdujeron en la base de datos NCI2000%
con el fin de identificar moléculas que cumplieran con la hip6tesis de farmacoforo
propuesta. El andlisis de las moléculas resultantes de dicha busqueda puso de
manifiesto la existencia de similitudes estructurales, incluyendo la presencia de un
HBA, un anillo aromatico, un espaciador alifatico y un grupo hidrofobico, siendo
este Ultimo en ocasiones un segundo anillo aromatico.

Por otro lado, la superposicion de los elementos farmacoféricos en el modelo
3D de la enzima (Figura 11B), construido a partir de la estructura cristalogréfica
descrita para el ortélogo procariota de la enzima ICMT (Methanosarcina
acetivorans ICMT, Ma-ICMT, Figura 11A),°* pone de manifiesto que la tercera
zona hidrofébica (HYD3) queda fuera de la estructura de la proteina formando un
tinel hidrofobico que se extiende a través de la membrana y da acceso al centro
activo.

Lipid
access =

Figura 11. A. Estructura cristalogréfica del complejo formado por la enzima Ma-
ICMT vy los sustratos N-acetil-S-farnesil-L-cisteina (AFC) y S-adenosilmetionina
(SAM).”* B. Superposicién del modelo de farmacéforo y el modelo 3D de la enzima
ICMT humana.
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Esta consideracion, junto con el hecho de que las zonas HYD2 e HYD3 no se
encuentran ocupadas en algunos de los inhibidores descritos (véase, por ejemplo,
Figura 10C) nos llevo, en el disefio inicial, a prescindir de dichas zonas.
Adicionalmente, en el caso de que la ocupacién de las regiones HYD2/3 no sea
realmente un requisito imprescindible, supondria una menor lipofilia del
compuesto, representada por el peso molecular (PM) y el logaritmo de coeficiente
de particion octanol/agua (LogP), siendo deseables en general valores de LogP
inferiores a 5, lo que implica una adecuada solubilidad en medios acuosos,
repercutiendo en una buena biodisponibilidad.94 Ademas, el parametro LogP
permite estimar posibles efectos hepato- y cardiotoxicos debidos a interacciones
con el citocromo P450 y el canal de potasio hERG (human ether-a-go-go-related
gene), respectivamente. Por tanto, en general valores altos de LogP correlacionan
con efectos secundarios indeseables.”

Teniendo en cuenta estas consideraciones, junto con la novedad estructural y
la asequibilidad sintética, se disefié el compuesto 1 como posible inhibidor de la
enzima ICMT (Figura 12).

Modelo

de |
farmacoforo

Base de datos
NCI2000 =

Figura 12. Superposicion del compuesto disefiado 1 en el modelo de farmacdéforo.

La superposicion del compuesto disefiado 1 en el modelo de farmacéforo
muestra que éste se orienta de forma que el anillo bencénico ocupa la region AR;
el grupo carboxi terminal la zona HBA, y el espaciador hidrofébico, la regién
HYD1, no llegando a ocupar las regiones hidrofébicas HYD2 e HYD3 (Figura 12).
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Con el fin de obtener una estimacion in silico de las propiedades ADME
(Absorcidn, Distribucion, Metabolismo y Excrecién), se han determinado los
valores de LogP calculado (cLogP) y del area topoldgica polar superficial (tPSA),
la cual se puede definir como la suma de las contribuciones superficiales de los
atomos polares de la molécula (usualmente &tomos de oxigeno, nitrégeno y los
hidrégenos unidos a ellos) y cuyos valores correlacionan bien con las propiedades
de transporte relacionadas con la absorcion intestinal y la penetracion en la
barrera hematoenceféalica. En general, se consideran éptimos valores de 50-100
AZ para obtener una buena absorcién intestinal, posibilitando asi la administracion
oral del compuesto.®®

En la Tabla 1 se recogen los valores obtenidos para el inhibidor de referencia
cysmethynil y el compuesto disefiado 1, mostrando éste una disminucion
significativa en el caracter lipofilico.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos calculados.?

Comp. Estructura PM (g/mol) cLogP tPSA(AZ)
e
Cysmethynil O \ 376.5 7.00 46.3
N
))7
(] (o]
1 @ _ 264.3 3.09 52.6
O s O

& Valores obtenidos con el programa ChemBioDraw 11.0.

El compuesto 1 fue sintetizado (Esquema 1, pagina 30) y se determiné su
capacidad para inhibir la enzima ICMT, resultando un porcentaje de inhibicién del
30% a una concentracion de compuesto de 50 uM (Tabla 2, pagina 31). El
resultado obtenido indica que, en efecto, el compuesto 1 es capaz de inhibir la
actividad ICMT aunque con moderada potencia, lo que nos llevé a plantear una
ampliacién del campo estructural con el fin de realizar un estudio SAR sistematico
enfocado a la mejora de la capacidad inhibitoria.
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3.1.3. Exploracion del campo estructural y estudio SAR

En el desarrollo del estudio SAR se plantearon modificaciones en los
elementos farmacoféricos presentes en el compuesto 1. Asi, se llevé a cabo la
ampliacién del campo estructural en la regién aromatica (AR), el espaciador
lipofilico (HYD1) y la zona aceptora de enlace de hidrégeno (HBA) (Figura 12,
pagina 27).

(i) Modificaciones en la region aromatica (AR).

1 R= CH3©/ O/(:O

En primer lugar se determiné la necesidad del sistema aromatico mediante la
sustitucion del grupo fenilo presente en el compuesto 1 por un grupo metilo o
ciclohexilo. A continuacién, se analizé el efecto de las sustituciones en el anillo de
benceno mediante la introduccién de diversos grupos (nitro, amino, metoxi y fenilo)
en las posiciones orto, meta y para. Puesto que los mejores resultados se
obtuvieron para los derivados sustituidos en posicién para, se estudio la influencia
de los efectos electrénicos mediante la introduccion de distintos sustituyentes en
dicha posicion. Por Gltimo, también se analizd el efecto de la sustitucion del anillo
bencénico por un grupo naftilo.

Los compuestos 1 y 3-25 (Tabla 2, pagina 31) se sintetizaron siguiendo la
ruta mostrada en el Esquema 1, siendo el compuesto 2 (R = CHz) comercial.
Mediante reaccion de condensacién entre el monoéster metilico del acido subérico
(octanodioico) con los alcoholes correspondientes empleando N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) se obtuvieron los
diésteres 1, 4-6, 10-17 y 19-25. En el caso del derivado de ciclohexilo 3, no fue
posible aislar el producto del crudo de reaccién y por ello la esterificacién del
monoéster metilico del &cido subérico con ciclohexanol se llevé a cabo empleando
cloruro de benzoilo, trietilamina y DMAP. La posterior reduccion de los
nitroderivados 4-6 mediante hidrogenacion catalitica, usando Pd/C al 10% en un
reactor de flujo continuo, dio lugar a las anilinas 7-9 con rendimientos
cuantitativos. Por ultimo, la sintesis del benzoilamino derivado 18, se llevé a cabo
mediante condensacién entre la anilina 9 y acido benzoico en presencia de los
agentes de acoplamiento 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y 1-
hidroxibenzotriazol (HOBY).
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o O

o O
J\(\/))k _ @o (b R -
HO 5 O - ) s O

1, 3-6, 10-17, 19-25

;
N Y2
r= (TR CO
R'= H, NO,, OCHj, Ph, OH, NHAc,
CF3, CN, PhCO, CH,CO, F, Et

O O

3
7-9

QM Q@M/

Reactivos y condiciones: (a) ROH, DCC, DMAP, CHCl,, ta, 24-96%; (b) ROH, PhCOCI,
EtsN, DMAP, THF, ta, 65%; (c) Hz, Pd/C 10%, CH3OH, 40 °C, cuantitativo; (d) PhCOOH,
EDC, HOBt, CH2Cl, ta, 56%.

Esquema 1l

La determinacion de la capacidad de los compuestos 1-25 para inhibir la
actividad ICMT se realizé empleando como fuente de enzima membranas
procedentes de células Sf9 que sobreexpresan ICMT, y como sustratos biotinil-S-
farnesilcisteina (BFC) y S-adenosilmetionina marcada con tritio ([*H]SAM). La
incubacion de la enzima con los sustratos en presencia del compuesto objeto de
estudio, permite cuantificar el porcentaje de inhibicibn de la reaccion de
metilesterificacion, en la cual el grupo metilo tritiado de SAM es transferido al
sustrato BFC, midiéndose la radioactividad incorporada mediante espectrometria
de centelleo liquido. El analisis de los datos obtenidos permite cuantificar la
capacidad inhibitoria de los compuestos (Tabla 2).
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Tabla 2. Capacidad de los compuestos 1-25 para inhibir la enzima ICMT.

R
oo

Inhibicion de Inhibicion de
Comp. R ICMT (%)a,b Comp. R ICMT (%)a,b
1 @; 30 14 Q) 0 48
: .
2 CHs 0 15 A@(j 6
HO
3 O; 0 16 Og 32
NO, N
4 @[ 45 17 j@ 2
S o N
H
5 @ 27 18 N 14
o T @5
6 OQN\@ 50 19 O 18
S W
NH, NC
7 L 4 20 T 14
S S
o
8 HZN@;\ 0 21 ; 8
H,N o
9 Of 45 22 )‘\CL 19
i :
10 \OQ«f\ 6 23 \Q;\ 5
_O
11 \©; 18 24 \ 0
12 12 25 20
£
£
13 f\ 0 Cysmethynil 90

& Los valores corresponden al valor medio de dos experimentos independientes realizados por
triplicado con un error asociado menor del 10% en todos los casos. ° Los valores de inhibicion de
ICMT se determinaron a una concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.
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Los datos obtenidos ponen de manifiesto la necesidad del sistema aromaético,
como indican los valores de inhibicion mostrados por los compuestos 2 y 3, los
cuales resultaron ser completamente inactivos. Con respecto a la introduccion de
sustituyentes en distintas posiciones del anillo bencénico (compuestos 4-14), la
posicién para es claramente la que permitio obtener los mejores valores de
inhibicion, como se observa al comparar los compuestos 4, 5y 6 (45, 27 y 50% de
inhibicion, respectivamente); 7, 8 y 9 (4, 0 y 45%, respectivamente); 10y 11 (6 y
18%, respectivamente); y 12, 13y 14 (12, 0y 48%, respectivamente).

Por tanto, se selecciond dicha posicién para seguir estudiando la influencia de
una mayor variedad de sustituyentes (compuestos 15-23) en la capacidad
inhibitoria de los nuevos derivados. Los resultados obtenidos indican que no existe
una correlaciéon clara entre la actividad y el caracter electroatractor o
electrodonador de los sustituyentes, sin mejorar, ninguna de las modificaciones, el
50% de inhibicion del compuesto 6. También se ha estudiado la sustitucion del
anillo aromatico de fenilo por un grupo naftilo (compuestos 24 y 25), mostrando
una disminucion significativa en la capacidad inhibitoria. Por tanto, los compuestos
con mejores propiedades inhibitorias de esta primera serie son los derivados 4, 6,
9y 14, con porcentajes de inhibicién en torno al 50% a una concentracién de 50
UM,

(if) Modificaciones en el espaciador (HYD1) y en la zona aceptora de enlaces
de hidrégeno (HBA).

A continuacién, se llevaron a cabo modificaciones en la longitud del
espaciador asi como en la zona HBA. Para evaluar si el acortamiento (n = 4) o
alargamiento (n = 8) del espaciador darian lugar a una mejora en la capacidad
inhibitoria, se sintetizaron los compuestos 26 y 27 manteniendo como sustituyente
en el anillo bencénico el grupo nitro en posicion para presente en el derivado 6,
con un porcentaje de inhibicion del 50%, siendo el mejor compuesto obtenido
hasta el momento.
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Dichos compuestos se prepararon a partir de p-nitrofenol y el monoéster
metilico del acido adipico (hexanodioico) o sebacico (decanodioico),
respectivamente, mediante un procedimiento analogo al descrito anteriormente. El
acortamiento del espaciador produce una clara disminucién en la capacidad
inhibitoria (el compuesto 26 inhibe el 35% de la actividad). Sin embargo, un
aumento en la longitud del espaciador, no produjo mejoras significativas en la
actividad, mostrando el compuesto 27 una inhibicién del 52%, muy similar a la
mostrada por el compuesto 6 (Tabla 3).

Tabla 3. Influencia de la longitud del espaciador en la capacidad para inhibir la
enzima ICMT.

O,N
OMO/

Inhibicion de

Comp. n ICMT (%)a,b
6 6 50
26 4 35
27 8 52

? Los valores corresponden al valor medio de dos experimentos independientes realizados por
triplicado con un error asociado menor del 10% en todos los casos. ° Los valores de inhibicion de
ICMT se determinaron a una concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.

Respecto a las modificaciones en la zona HBA, se ha estudiado el efecto de
la sustitucion del grupo metilo del compuesto 1 por un anillo bencénico
(compuesto 28), la sustitucion de un enlace éster por el grupo amida (compuesto
29), o de ambos enlaces éster por amidas (compuestos 30 y 31). Estas
modificaciones estructurales han sido planteadas pensando no sélo en explorar la
region HBA, sino en hacerlo manteniendo unas buenas propiedades ADME como
indican los pardmetros cLogP y tPSA (Tabla 4).

La sintesis de estos compuestos se llevé a cabo bien por esterificacion de
Fischer, en el caso del diéster 28, o bien mediante condensaciones sucesivas
empleando condiciones optimizadas para los derivados 29 y 30. Por dltimo, la
diamida 31 se obtuvo mediante calefaccién a reflujo del 4cido subérico y anilina en
presencia de fosfito de trifenilo® (Esquema 2).
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Tabla 4. Parametros fisico-quimicos calculados.?

Comp. Estructura PM (g/mol) cLogP tPSA (A%

NH
Cysmethynil O \ ’ 376.5 7.00 46.3

))7
(o] (o]
1 . _ 264.3 3.09 52.6
O e O
28 @ i @ 326.4 4.40 52.6
O%O . . .
a8 2
29 OM&” 325.4 4.07 55.4

o O
30 QH%H/ 262.3 1.50 58.2
A, 22, L
31 H%H 324.4 3.74 58.2

& Valores obtenidos con el programa ChemBioDraw 11.0.

NS Ne
VN @ MOQ
oo o AL,

6

32

X @M/
SEENe

Reactivos y condiciones: (a) PhOH, H,SO4, tolueno, reflujo, 42%; (b) i) (CH3CO),0, reflujo;
ii) PhANH,, THF, ta, 86%; (c) PhOH, DCC, DMAP, CH,Cl5, ta, 75%; (d) CHsNH,, EDC, HOB,
CHClIy, ta, 57%; (e) PhNH2, P(OPh)s, piridina, reflujo, 38%.

Esquema 2
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Desafortunadamente, ninguno de estos cambios produjo un aumento
significativo en la capacidad inhibitoria de los compuestos, mostrando solamente
el derivado 31 un porcentaje de inhibicién del 31%, similar al del compuesto 1
(Tabla 5).

Tabla 5. Capacidad de los compuestos 28-31 para inhibir la enzima ICMT.

Inhibicién de

Comp. X Y R ICMT (%)a,b

1 0] O CHs; 30

28 0 0 @ 22
b

29 0 NH @ 22
b

30 NH NH CHs 26

31 NH NH @ 31
5

? Los valores corresponden al valor medio de dos experimentos independientes realizados por
triplicado con un error asociado menor del 10% en todos los casos. ° Los valores de inhibicion de
ICMT se determinaron a una concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.

En conjunto, todos los datos obtenidos hasta el momento en esta serie de
derivados, ponen de manifiesto la imposibilidad de lograr valores de inhibicién
superiores al 50% con las modificaciones estructurales realizadas. Este hecho
indica que posiblemente la ocupacion de la zona farmacoférica HYD2/3, la cual no
fue considerada en un principio (Figura 12, pagina 27) es necesaria para la
afinidad por la enzima ICMT. Con el fin de ocupar este tunel hidrofébico cercano al
centro activo, se diseiidé una nueva serie de compuestos basandonos en la
estructura del compuesto 31.
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Dicho derivado se selecciond teniendo en cuenta no sélo la capacidad
inhibitoria (comparable al compuesto 1) sino también las propiedades de lipofilia y
estabilidad. Asi, la introduccién de un grupo hidrofébico implica un aumento en el
valor de cLogP y de los resultados recogidos en la Tabla 4 se deduce como la
sustitucion del grupo éster por amida conlleva, a igualdad del resto de factores,
una disminucién del valor de cLogP. Ademas, los ésteres en general y sobre todo
los fendlicos presentan una mayor tendencia a la hidrélisis que las amidas
correspondientes. Todo ello, en conjunto, nos llevé a considerar una nueva serie
de amidas en las cuales se modificé el espaciador presente en el compuesto 31
mediante la introduccion de un atomo de nitrégeno susceptible de alquilacién por
cadenas que pudieran ocupar el tinel hidrofébico presente en la enzima.

Qﬁmﬁﬁj —> @Hbm\)ﬂu@
31 R

La sintesis de las diamidas simétricas disefiadas 33-36 se plante6 partiendo
de cloruro de acriloilo, que mediante reaccion con anilina en presencia de piridina
como base, da lugar a N-fenilacrilamida (37). La posterior adicion aza-Michael de
la amina correspondiente sobre el intermedio 37 en presencia de 1,8-
diazabicicloundec-7-eno (DBU), permite acceder a las diamidas simétricas
disefiadas 34-36 con muy buenos rendimientos. Sin embargo, la adicion de
amoniaco sobre la acrilamida 37 condujo a una mezcla compleja en la que no se
observé la formacién de 33, por lo que su sintesis se llevé a cabo mediante
sustitucion nucledfila de 3-bromo-N-fenilpropanamida (38) con amoniaco. El
bromoderivado 38 se sintetiz6 a partir de cloruro de 3-bromopropanoilo y anilina
de forma analoga al procedimiento seguido para la amida 37 (Esquema 3).

36



Resultados y discusion

oo QL8 » Q28 g
CI)J\/ — NJ\/ — NJ\AN/\)J\N
H H é H

37 34:R=CH,
35:R= CH3(CH2)5
%(b) 36:R= CH3(CH2)7

SRV
33

(0] o (0] (0]
0. QL 0. QL Q
Cl)J\/\Br  — HJK/\BF e — ”k/\u/\)k”
38 33

Reactivos y condiciones: (a) PhNH,, piridina, CH.Cl,, 0 °C a ta, 92%; (b) RNH,, DBU,
acetonitrilo, 60 °C, 76-95%; (c) NH3, CH,Cl,, ta, 15%.

Esquema 3

Tras determinar la capacidad de las diamidas 33-36 para inhibir la actividad
ICMT (Tabla 6), los resultados obtenidos ponen de manifiesto la necesidad de la
presencia de una cadena hidrofébica larga unida al atomo de nitrdgeno, como se
demuestra en los valores de inhibicién de los derivados 33-36, los cuales oscilan
entre la completa inactividad (0% de inhibicibn para el compuesto 34) y el
excelente 93% de inhibicién a una concentracién de 50 uM del compuesto 36. Sin
embargo, el aumento de la longitud de la cadena produce también un importante
aumento en la lipofilia de los compuestos como se observa en los valores de
cLogP para estos compuestos (Tabla 6).
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Tabla 6. Influencia de la cadena hidrofébica en los pardmetros fisico-quimicos y la
inhibicion de la enzima ICMT.

SES Yo

Comp. R (gllan,:/lol) cLogP? t(PAL’;I)é ITE:\%-CE?/S&G
33 H 311.4 2.32 70.2 30
34 CH3; 3254 2.97 61.4 0
35 NN 395.5 5.61 61.4 9
36 N N 423.6 6.67 61.4 93

2 valores obtenidos con el programa ChemBioDraw 11.0. ° Los valores corresponden al valor
medio de dos experimentos independientes realizados por triplicado con un error asociado menor
del 10% en todos los casos. ¢ Los valores de inhibicion de ICMT se determinaron a una
concentracion de los compuestos ensayados de 50 puM.

A continuacién, una vez optimizada en el compuesto 36 la cadena alquilica
introducida en el espaciador, se vario la longitud de éste modificando el nimero de
unidades metilénicas que separan el nitrégeno terciario de los grupos carbonilo.

@N%/\i,\,@ — @\Nm);ﬂji@
H . H H

"N
36

La sintesis de la diamida simétrica 39 (m = n = 1) se llev6 a cabo a partir de
cloruro de bromoacetiio mediante condensacién con anilina, seguido de la
sustitucién nucledfila de la amida obtenida 41 con octilamina en presencia de N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) como base y calefaccion a 60 °C. De forma anéaloga,
cuando la N-alquilacién se llevé a cabo con exceso de octilamina, a temperatura
ambiente y en ausencia de base, se obtuvo el producto de monoalquilacién 42,
gue mediante reaccion con el bromoderivado 38, permitié acceder a la diamida no
simétrica 40 (m =1, n = 2) (Esquema 4).
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Siguiendo este mismo procedimiento, se intentaron sintetizar las diamidas
con una separacion de tres unidades metilénicas entre el nitrdgeno presente en el
espaciador y los carbonos carbonilicos de los enlaces amida (m, n = 3). Asi,
partiendo de cloruro de 4-bromobutanoilo y anilina se obtuvo el bromoderivado 43
(Esquema 4). Sin embargo, la reaccion de 43 con octilamina en las condiciones
anteriormente comentadas, no permitié obtener los productos deseados de mono-
o dialquilaciéon debido a que dichos productos resultaron ser inestables y
mostraron una elevada tendencia a descomponer con desprendimiento de anilina.
Este resultado, junto con la consideracién de que aumentar la longitud del
espaciador conlleva valores de cLogP aln mayores nos llevé a descartar la
sintesis de los derivados con m, n = 3.

Aow o QLA o QL2 O
41
l(c)
L, )@” o, QLI
nas

o (@) @ Q (b)o (<) @ 4
C|)J\/\/Br —_— N)J\/\/Br )J\/\/
H

43 = (CH2)3CONHPh oH

Reactivos y condiciones: (a) PhNH, piridina, CHCl;, 0 °C a ta, 91-97%,; (b) CHs(CH.)7NH_,
DIPEA, acetonitrilo, 60 °C, 93%; (c) CH3(CH2)7NHz, CHCly, ta, 40%; (d) 38, DIPEA, CHCl,,
reflujo, 25%.

Esquema 4

El andlisis de los datos de inhibicién obtenidos para los compuestos 39 y 40
(Tabla 7), con valores de inhibicion del 62 y 68%, respectivamente, muestra
claramente que el acortamiento del espaciador conlleva una disminuciéon
significativa en la actividad de los compuestos.
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Tabla 7. Capacidad de los compuestos 39 y 40 para inhibir la enzima ICMT.

SENINe

n

Comp. n ITQ:\%.C?(?/SSG
36 2 2 93
39 1 1 62
40 1 2 68

% Los valores corresponden al valor medio de dos experimentos independientes realizados por
triplicado con un error asociado menor del 10% en todos los casos. ° Los valores de inhibicion de
ICMT se determinaron a una concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.

Por tanto, en conjunto, de entre todos los compuestos sintetizados hasta el
momento destaca especialmente el derivado 36, un inhibidor estructuralmente
nuevo de la enzima ICMT capaz de bloquear casi completamente su actividad a
una concentracion de 50 uM (93% de inhibicion).

La Figura 13 muestra la superposicion del inhibidor 36 en el modelo de
farmacoforo construido (Figura 13A) asi como el modelo de interaccidn entre éste
y la enzima ICMT (Figura 13B), observandose que uno de los grupos carbonilo del
ligando (HBA) interacciona mediante enlaces de hidrégeno con la arginina 247
(R247), mientras que la cadena alquilica de ocho eslabones que ocupa las
regiones HYD2/3, lo hace mediante interacciones hidrofébicas con las cadenas
laterales de las leucinas 125y 126 (L125 y L126). El otro grupo carboxamida de la
molécula, interacciona como aceptor y dador de enlace de hidrégeno con el grupo
indol del triptéfano 216 (W216) y con la serina 99 (S99), respectivamente. Por
Gltimo, uno de los anillos aroméaticos del ligando (AR) forma interacciones
aromaéticas con los triptéfanos W95 y W216.
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Figura 13. A. Superposicion del compuesto 36 en el modelo de farmacoéforo. B.
Modelo computacional del complejo formado entre el compuesto 36 y la enzima
ICMT.

3.1.4. Perfil farmacocinético in vitro del compuesto 36

Finalmente, para caracterizar experimentalmente el perfil farmacocinético del
compuesto 36, se estudié su estabilidad in vitro tanto en suero como frente al
metabolismo hepético empleando microsomas como modelo de éste. En ambos
casos, los ensayos se realizaron con muestras humanas y de raton.

Asi, para determinar la estabilidad en suero, tras incubar el compuesto a
estudiar en el suero seleccionado a diferentes tiempos, las proteinas se separaron
por centrifugacion y se analizé el sobrenadante obtenido mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucibn acoplada a espectrometria de masas (high-
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry, HPLC-MS)
obteniéndose asi el tiempo de vida medio (ty2). Analogamente, la determinacion
del ty, en microsomas se realiz6 mediante incubacion a diferentes tiempos del
compuesto a estudiar en presencia de la fraccion microsomal seleccionada y del
cosustrato fosfato del dinucleétido de nicotinamida y adenina (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate, NADPH). El posterior tratamiento de las
muestras, de forma analoga a la descrita para el caso del suero, y su andlisis
mediante HPLC-MS permitié obtener el ty,, (Tabla 8).
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Tabla 8. Estabilidad en suero y en microsomas del compuesto 36.

Estabilidad en suero (ty,, min)? Estabilidad en microsomas (ty,, min)®
Humano Raton Humano Raton
8+3 27+8 49+0.6 63

& Los valores corresponden a la mediazSEM de dos experimentos independientes realizados por
duplicado.

Los datos obtenidos indican que el compuesto 36 presenta una baja
estabilidad en suero, siendo méas acusado este hecho en el caso del suero
humano. Sin embargo, en el caso de la estabilidad frente a microsomas, se
obtienen unos t;;»; que pueden considerarse moderados (encontrandose en el
mismo rango que los presentados, en condiciones similares a las ensayadas, por
compuestos empleados en estudios in vivo) y semejantes en ambas especies.

En conjunto, la capacidad inhibitoria y sus propiedades farmacocinéticas
hacen de este compuesto un prometedor lead de cara a una futura optimizacion
en el proceso del desarrollo de nuevos inhibidores para la enzima ICMT.%%°
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3.2. Disefio de nuevos inhibidores basados en la estructura del cysmethynil
3.2.1. Basqueda de nuevos hits

Paralelamente a la elaboracién del modelo de farmacéforo, se ha abordado el
disefio de nuevos inhibidores de la enzima ICMT tomando como punto de partida
la estructura del cysmethynil, el inhibidor sintético mas potente y mejor
caracterizado hasta el momento. Para ello se plantearon las desconexiones
indicadas en la Figura 14, las cuales llevaron a la identificacion de tres elementos
estructurales (A-C). Asi, inicialmente se mantuvieron el anillo de benceno y la
cadena alquilica de ocho eslabones (A y B), conectandose mediante un
espaciador de tipo amida, teniendo en cuenta la asequibilidad sintética. El grupo
acetamida (C) se mimetizd mediante un anillo heterociclico de oxazol. Estas
modificaciones condujeron al disefio del nuevo compuesto 44 (Figura 14), el cual
verifica el modelo de farmacoéforo propuesto (Figura 15).

Asimismo, se determinaron in silico los pardmetros fisico-quimicos cLogP y
tPSA. Los valores obtenidos (cLogP = 3.98 y tPSA =71.0 AZ) son compatibles con
una buena biodisponibilidad de cara a posibles aplicaciones in vivo. De hecho, el
compuesto 44 mejora de forma significativa los parametros mostrados por el
cysmethynil, inhibidor en el que se ha basado el disefio (cLogP = 7.00 y tPSA =
46.3 A?).

Figura 14. Disefio de inhibidores basados en la estructura del cysmethynil.
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O (o]
Cft
44

Figura 15. Superposicién del compuesto disefiado 44 en el modelo de
farmacdéforo.

La sintesis del compuesto 44 se llevé a cabo mediante monoalquilaciéon de
octilamina con el bromoderivado 38, previamente sintetizado, seguido del posterior
acoplamiento de la amina secundaria obtenida 45, con acido 1,3-oxazol-5-
carboxilico en presencia de EDC y HOBt (Esquema 5).

N)K/\Br NJ\/\NH Nk/\N 0
H H ) H ) | 7
7 7 N

38 45 44

Reactivos y condiciones: (a) CHs(CH2)7NH,, CH.Cl,, ta, 65%; (b) Acido 1,3-oxazol-5-
carboxilico, EDC, HOBt, CH,Cl,, ta, 94%.

Esquema5

La determinacion de la capacidad para inhibir la actividad ICMT del
compuesto 44 permitié obtener un valor de 56% de inhibicién a una concentracion
de 50 uM. Este dato, junto con los buenos valores de los parametros fisico-
guimicos convierten al derivado 44 en un nuevo hit susceptible de desarrollo
dentro del proceso denominado hit to lead.
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3.2.2. Proceso hit to lead

Asi, el siguiente paso ha consistido en plantear una ampliacion del campo
estructural del compuesto 44. Partiendo de éste se han modificado,
secuencialmente, (i) la subunidad heterociclica de oxazol, (ii) el grupo amida del
espaciador, (iii) la cadena alquilica de ocho eslabones y (iv) los grupos carbonilo.

,’)’O\‘;

ol .
NI S
' / \
H ' ) i )
N ) ,
- \ 7N e

44

(i) Modificaciones en la subunidad heterociclica.
O d, = CLI]
H)J\/\N)J[/\/’EO;;\\: :> ”)J\/\N)J\R
/d)7 NN /d)7
44

En primer lugar se sustituy6 el anillo de oxazol por otros heterociclos con el
fin de optimizar esta zona de la molécula. Previamente a la sintesis de estos
compuestos se calcularon los parametros PM, cLogP y tPSA para asegurar que
las modificaciones propuestas mantienen los buenos valores de los parametros
fisico-quimicos del compuesto 44 (Tabla 9).
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Tabla 9. Parametros fisico-quimicos calculados.?

@\ o) o
NJ\/\NJ\R
H My,
R PM (g/mol) cLogP tPSA (A%
Cysmethynil 376.5 7.00 46.3
~_0
;[N/> 44 371.5 3.98 71.0
~ N
A ) 3715 3.91 86.2
N~NH
H

eﬂN\/> 370.5 4.16 73.8
H

~5 N

;@ 369.5 4.92 61.4
|

EN/) 383.5 5.16 52.6

¥

| 373.5 5.23 61.4
‘;Q 370.5 5.08 58.6
R

0 374.5 4.93 58.6
‘;Q 386.6 5.68 49.4
é | :N 381.5 4.80 61.8

H
~$_N
419.6 6.30 61.4

B
\s’(@ 420.5 6.46 58.6
O

& Valores obtenidos con el programa ChemBioDraw 11.0.
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La sintesis de los derivados heterociclicos 46-60 se llevo a cabo mediante el
acoplamiento de la amina 45 con los acidos carboxilicos adecuados empleando
las condiciones optimizadas en funcion de cada sustrato (Esquema 6).

En general, la utilizacion del par EDC/HOBt condujo a los productos de
interés con rendimientos de moderados a buenos. Sin embargo, en el caso de los
acidos 1H-pirrol-2- 6 3-carboxilico, el empleo de estas condiciones dio lugar a una
mezcla compleja en la que no se observé la presencia de las amidas deseadas 48
y 49, las cuales se obtuvieron modificando los agentes de acoplamiento (DCC y
DMAP). Es de destacar que en el caso de los heterociclos aromaticos que
presentan un grupo NH libre en su estructura no se llevé a cabo la activacion
previa de los acidos carboxilicos con los agentes de acoplamiento
correspondientes, sino que se adicioné la amina 45 al mismo tiempo con el fin de
minimizar las reacciones colaterales de autocondensacién. Sin embargo, en el
caso de la prolina estas condiciones de reaccién no funcionaron, por lo que se
protegio previamente el grupo amino libre de ésta (Esquema 6).

Para confirmar la necesidad de la presencia de la subunidad heterociclica, se
sintetizaron los compuestos 61-63 (Tabla 10, pagina 49) en los que se sustituyé
ésta por un anillo aromatico no heterociclico (derivado 61), por un carbociclo no
aromatico (62) y por un grupo metilo (63). Estas amidas se prepararon mediante
un procedimiento analogo empleando EDC y HOBt excepto en el caso del
compuesto 63, en el que la acetilacién de la amina 45 se realiz6 mediante
reaccion con cloruro de acetilo en presencia de trietilamina como base (Esquema
6).

Q @), (0) 0 (c) @ Q Q
QNMNH _@ b I
H /(J)7 H /(J)7

45 46-50, 52-64

Reactivos y condiciones: (a) RCOOH, EDC, HOBt, CHClI,, ta, 36-92%; (b) RCOOH, DCC,
DMAP, CH.Cly, ta, 54-76%; (c) CH3COCI, EtsN, CH,Cl,, ta, 68%; (d) TFA, CH.Cl,, ta, 70%.

Esquema 6
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A continuacion se determiné la capacidad de los compuestos 46-63 para
inhibir la enzima ICMT (Tabla 10). Los mejores resultados se obtienen en el caso
de los compuestos 48, 49 y 53 (79, 81 y 86% de inhibicion, respectivamente), que
presentan sistemas de 1H-pirrol y 3-furilo. Por otra parte, la introduccion de un
anillo bencénico condensado en los compuestos 59 y 60, analogos a los derivados
48 y 53, disminuye claramente la actividad (15 y 47% de inhibicién, frente a 79 y
86%, respectivamente).

Por dltimo, la sustitucion de la subunidad heterociclica por un carbociclo
(derivados 61 y 62) o un grupo metilo (compuesto 63) conlleva una pérdida
significativa de la actividad bioldgica, lo que confirma la necesidad de una
subunidad heteroaromatica que mimetice el grupo amida del cysmethynil en esta
parte de la molécula identificandose el 3-furano (derivado 53) y el pirrol
(compuestos 48 y 49) como anillos 6ptimos.
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Tabla 10. Influencia de la subunidad heterociclica (R) en la inhibicién de la enzima

ICMT.
@\ o) o)
N)J\/\N)J\R
H My
Inhibicién de Inhibicién de
Comp. R ICMT (%)a,b Comp. R ICMT (%)a,b
\;é 0 \;
44 [N/> 56 55 Q 49
~¢ N ~¢ N
46 A S 0 56 j@ 63
N-NH %
H \fs AN
47 VN 4 57 N
w3 o
H \(j N
~5 N
48 5@ 79 58 BN 30
H
~ ~$ _N
49 fm 81 59 15

57

W
/
~ N ~
50 i 75 60 5@ 47
¥ \e‘s\©
51 62 61
|
52 \5@ 49 62 \50 66

53 ”é@ 86 63 CH, 12
\;; .

54 41 Cysmethynil 90
0 —

& Los valores corresponden al valor medio de dos experimentos independientes realizados por
triplicado con un error asociado menor del 10% en todos los casos. ° Los valores de inhibicion de
ICMT se determinaron a una concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.
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(i) Sustitucion del grupo amida del espaciador.

el o o} o]
©\/NJ,’{/\NJ\R —> ©\O)J\/\NJ\R
He /(J)7 /(J)'/

Con el fin comprobar la influencia en la actividad biolégica del grupo amida
presente en el espaciador, se llevo a cabo su sustitucion por un éster. El efecto de
esta modificacion se estudié en dos de los compuestos con mejores valores de
inhibicion de la actividad ICMT, los derivados 48 y 53 (79 y 86% de inhibicién a

una concentracién de 50 pM, respectivamente), los cuales contienen en su
estructura los grupos heteroaromaticos 1H-pirrol-2-ilo y 3-furilo, respectivamente.

Puesto que esta modificacion implica la presencia de un éster fendlico en los
compuestos disefiados, su sintesis no se llevé a cabo a partir de 3-
bromopropanoato de fenilo como en el caso de las amidas correspondientes, sino
gue se planteé una estrategia alternativa para evitar la posible inestabilidad de
dicho grupo éster en las condiciones de reaccion utilizadas. Asi, los compuestos
65 y 66 se sintetizaron a partir de 3-bromopropanoato de metilo (Esquema 7), el
cual, por reaccién con octilamina en exceso dio lugar a la amina secundaria 67,
gque por acoplamiento con los 4&cidos carboxilicos heteroaromaticos
correspondientes permiti6 acceder a los amidoésteres intermedios 68 y 69. Por
ultimo, la hidrdlisis de los ésteres metilicos con hidroxido de litio en una mezcla de
agua Yy tetrahidrofurano (THF), y el posterior acoplamiento con fenol en presencia
de EDC y HOBt permitié acceder a los compuestos 65 y 66.
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~o Br —~ o NH —— o N” R
/d)7 /d)7

67 68, 69

RSN J(‘”
65, 68, 70: R =
wQ

O, o I
OJ\/\N R ~—— HO)K/\N R
/(J)7 /d)7

65, 66 70,71

H
~_N
66, 69, 71:R=5U

Reactivos y condiciones: (a) CH3(CHz)7NHz, CH:Cl>, ta, 59%; (b) Acido 3-furoico, EDC,
HOBt, CH.Cl,, ta, cuantitativo; (c) Acido 1H-pirrol-2-carboxilico, DCC, DMAP, CH,Cl,, ta,
76%,; (d) LiOH, agua/THF, ta, cuantitativo; (e) PhOH, EDC, HOBt, CH>Cl,, ta, 53-56%.

Esquema 7

Tras evaluar la actividad biolégica de los derivados 65 y 66, se observa que la
sustitucion del grupo amida por un enlace éster produce una pérdida muy acusada
en la capacidad inhibitoria (Tabla 11). Puesto que el derivado 53, con un anillo de
3-furano como subunidad heterociclica, sigue siendo el compuesto mas potente
obtenido hasta el momento, se selecciond para continuar el estudio SAR.

Tabla 11. Influencia del grupo amida del espaciador en la inhibicién de la enzima

ICMT.
SUSN
XJ\/\NJ\R
)
Inhibicién de
Comp. R X ICMT (%)a,b
53 YA NH 86
65 Q O 60
48 N NH 79
66 ) o 13

& Los valores corresponden al valor medio de dos experimentos independientes realizados por
triplicado con un error asociado menor del 10% en todos los casos. ° Los valores de inhibicion de
ICMT se determinaron a una concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.

51



Resultados y discusion

(iii) Influencia de la cadena alquilica.
Oy = O]
NJ\/\N)K@ —> NJ\/\N%
: M g : R d
53"

A continuacion se evalué la importancia de la longitud de la cadena alquilica,
sobre todo con el fin de comprobar si es posible disminuir la lipofilia de los
compuestos mediante el acortamiento de la misma.

La sintesis de los derivados 72-75 se llevé a cabo empleando un proceso
andlogo al descrito anteriormente para la sintesis del compuesto 53. Asi, la
sustitucion nucledfila del bromoderivado 38 con la amina apropiada, dio lugar a los
derivados monoalquilados 76-79, que por acoplamiento con acido 3-furoico en
presencia de ECD y HOBt permitieron obtener los compuestos deseados 72 y 73.
En el caso de los derivados 74 y 75, el acoplamiento s6lo se pudo llevar a cabo
haciendo reaccionar el cloruro del acido 3-furoico, formado previamente, con las
aminas 78 y 79, respectivamente (Esquema 8).

o o) o o
(@) @\ (b)o (o) @
©\Nk/\8r NMNH Nk/\N A\
H H ) H ) |
o
38 76-79 72-75

72,76: R = 2~~~
73, 77: R = 2~
74,78: R=CHj4
75,79:R=H

Reactivos y condiciones: (a) RNH,, CH,Cly, ta, 28-60%; (b) Acido 3-furoico, EDC, HOB,
CHCly, ta, 65-90%; (c) Cloruro de 3-furoilo, EtsN, CH.Cl,, ta, 63-71%.

Esquema 8
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Comparando la capacidad para inhibir la actividad ICMT de los nuevos
derivados 72-75 con la del compuesto 53 (Tabla 12), resulta evidente que una
disminucion en la longitud de la cadena alquilica, pese a la mejora significativa que
produce en los valores de cLogP, repercute directamente en la capacidad
inhibitoria de los compuestos, disminuyendo ésta con la longitud de la cadena, de
forma andloga a lo observado en los compuestos 33-36 disefiados a partir del
modelo de farmacéforo (Tabla 6, pagina 38).

Tabla 12. Influencia de la cadena alquilica en los parametros fisico-quimicos y la
inhibicion de la enzima ICMT.

sE0
H & \o

PM tPSA Inhibicién de

Comp. R i) cLogP? (R%)° ICMT (%)°°
53 BN N N 370.5 5.08 58.6 86
72 2NN 342.4 4.02 58.6 45
73 NN 314.4 2.96 58.6 27
74 CHs 272.3 1.38 58.6 0
75 H 258.3 1.37 67.4 2

2 valores obtenidos con el programa ChemBioDraw 11.0. ° Los valores corresponden al valor
medio de dos experimentos independientes realizados por triplicado con un error asociado menor
del 10% en todos los casos. ¢ Los valores de inhibicion de ICMT se determinaron a una
concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.
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(iv) Modificacién de los grupos carbonilo.

Por Gltimo, se estudio la influencia de los grupos amida seleccionando el
compuesto 53 como estructura base sobre la que realizar estas modificaciones.
Para ello, se disefiaron los compuestos 80 y 81 en los que se reemplazé cada uno
de los grupos carbonilo por un grupo metileno (A y B). Por otra parte se mimetizé
la anilida presente en la estructura de 53 por un grupo benzoxazol (C) como
isOstero, en el derivado 82. (Figura 16).

Figura 16. Disefio de los derivados 80-82.

La sintesis del derivado 80 se realizé mediante el acoplamiento de octilamina
con &cido 3-furoico para formar la amida 83, seguido de la reduccion con LiAIH,; a
la amina correspondiente y la posterior alquilacién de ésta con el bromoderivado
38 usando DIPEA como base. El compuesto 81 se prepard mediante reduccién de
la anilida 45 con LiAlH,, seguido del acoplamiento de la diamina obtenida 85 con
acido 3-furoico en presencia de EDC y HOBt. En esta Ultima reaccién de
amidacion, a pesar de que se utiliz6 un equivalente de acido 3-furoico respecto a
la diamina 85, se obtuvo, junto con el compuesto deseado 81 (35%), la diamida 86
con un rendimiento del 25%. Ambos compuestos se separaron mediante
cromatografia en columna (Esquema 9).
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0 o}
NH ﬁ, HN% ﬂ, HN A ﬂ, ©\N)K/\N A
/1J)72 /iJ)7 \ o /JJ;;\\WI::;> H /JJ;;A\\“::;>
83 84

80

i g
Q\HJ\ANH ﬂ, N> NH

My, H My,

45 85

l(a)
QN U ¢
oy Ly c@/% A L

81 86

Reactivos y condiciones: (a) Acido 3-furoico, EDC, HOBt, CH.Cl,, ta, cuantitativo (83), 35 y
25% (81 y 86, respectivamente); (b) LiAlH4, THF, reflujo, 46-57%; (c) PhNHCOCH,CH,Br
(38), DIPEA, CHxCly, reflujo, 20%.

Esquema 9

Por ultimo, la sintesis del compuesto 82 se llevd a cabo a partir del cloruro de
3-bromopropanoilo segun se recoge en el Esquema 10. La condensacion de éste
con 2-iodoanilina dio lugar al bromoderivado 87, que mediante sustitucion
nucledfila con octilamina seguida de reaccién con acido 3-furoico dio lugar a la 2-
iodoanilida 89. La ciclacion de ésta, en un reactor de microondas (MW) empleando
Cul y 1,10-fenantrolina como catalizadores, y Cs,CO3; como base permitié acceder
al benzoxazol de interés 82.
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[N SO S A
cl Br N Br NH
H N Jy

87 88

l(C)
Qv)k@ Kl @Jv 0

/(J7

82 89

Reactivos y condiciones: (a) 2-lodoanilina, piridina, CHCl,, 0 °C a ta, 90%; (b)
CH3(CHz)7NH2, CH.Cl, ta, 73%; (c) Acido 3-furoico, EDC, HOBt, CH,Cl,, ta, 91%; (d)
Cs2COg3, Cul, 1,10-fenantrolina, acetonitrilo, MW, 100 °C, 33%.

Esquema 10

Los datos de inhibicidn de la enzima ICMT obtenidos para los compuestos 80-
82 y 86 (Tabla 13) ponen de manifiesto la importancia de uno de los dos grupos
carbonilo de la molécula, como indican los compuestos 80 y 81. Asi, mientras que
la eliminacion del grupo carbonilo de la zona heteroaromatica (compuesto 80)
apenas afecta a la actividad (los compuestos 53 y 80 inhiben de forma comparable
la actividad enzimatica), la sustitucién del otro grupo carbonilo de la molécula por
una unidad metilénica (derivado 81) conlleva una disminucién considerable en la
capacidad inhibitoria respecto al compuesto 53 (51% frente al 86%). La
importancia del grupo amida se pone de manifiesto por la recuperacion completa
de actividad inhibitoria derivada de la introduccion de un grupo 3-furoilo en dicho
nitrégeno, como muestra el derivado 86, el cual inhibe practicamente por completo
la actividad ICMT a una concentracion de 50 uM (92% de inhibicién).

Por otra parte, la sustitucion del grupo anilida del compuesto 53 por un
benzoxazol (derivado 82) no so6lo es favorable para la actividad (89% de
inhibicién), sino que también mejora el valor de cLogP respecto al compuesto 53
[cLogP (82) = 4.63y cLogP (53) = 5.08].
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Tabla 13. Influencia de la modificacién en los enlaces amida sobre la inhibicion de

la enzima ICMT.

Comp.

Inhibiciéon de
Estructura ICMT (%)a,b

53

80

81

82

86

@ J~y )KO 86
@NJ\/};\Q 85
@NMN% 51
s s o
@\N/\/\Nj\@ 92

# Los valores corresponden al valor medio de dos experimentos |ndepend|entes realizados por
triplicado con un error asociado menor del 10% en todos los casos. ° Los valores de inhibicion de
ICMT se determinaron a una concentracion de los compuestos ensayados de 50 pM.
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3.2.3. Perfil farmacocinético in vitro de los compuestos seleccionados

Por ultimo, para completar el perfil farmacocinético de los mejores
compuestos obtenidos en esta serie (derivados 48, 49, 53, 80, 82 y 86), se estudid
su estabilidad in vitro tanto en suero como frente al metabolismo hepatico
(microsomas), realizando en ambos casos los ensayos con muestras humanas y
de ratdn. Los t;, obtenidos en cada caso se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Estabilidad en suero y microsomas de los compuestos seleccionados.

Estabilidad en Estabilidad en
Comp. Estructura suero (ty, min)* | microsomas (tyz, min)®
Humano Ratén Humano Ratén
48 @JJ\A)KD >90 54+19 | 54+05 32+4
H /(J)7

49 )KO > 90 21+9 6+3 4.0+0.2
53 )KO > 90 6+3 13+01  62+03
)7

80 ©\J\/\/\O > 90 6+2 20+06  84+07
H /(J)7

82 :\< )\A )go > 90 > 90 1.7+0.1 29+0.2
)7

A
QWP
86 NW}))K@ >90  >90 11+3 8706
7 (0]
o ] °

& Los valores corresponden a la mediazSEM de dos experimentos independientes realizados por
duplicado.
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Del andlisis de los datos obtenidos se deduce que esta nueva serie de
compuestos presenta en general unos excelentes valores de estabilidad en suero
con ty» mayores en suero humano que de raton. Entre los compuestos analizados
destacan especialmente los derivados 82 y 86 con ty, superiores a 90 minutos.

En el caso de la estabilidad frente a microsomas, no se observan en general
diferencias significativas en los valores obtenidos con microsomas humanos y de
raton, obteniéndose t;;; del mismo orden, excepto en el caso del compuesto 48,
que presenta un excelente valor de 32 minutos frente a microsomas de ratén.
Anélogamente a los datos obtenidos en suero de ratdn, la transformacion de la
amida secundaria del compuesto 53 en una amida terciaria produce un aumento
en el ty,, haciendo del derivado 86 el compuesto mas potente, capaz de bloquear
mas del 90% de la actividad ICMT a una concentracién de 50 uM, y ademas el
mas estable, con un ty;; superior a 90 minutos en suero y de aproximadamente 10
minutos en el caso de microsomas.*®*%

En resumen, el empleo de dos aproximaciones paralelas de disefio indirecto
de nuevos inhibidores de la enzima ICMT (elaboracion de un modelo de
farmacdéforo y disefio basado en la estructura del inhibidor cysmethynil) ha
posibilitado la identificacion de dos hits iniciales (1 y 44) cuyas modificaciones
estructurales han permitido caracterizar un total de siete inhibidores de la enzima
ICMT estructuralmente novedosos (36, 48, 49, 53, 80, 82 y 86) con elevada
potencia (79-93% de inhibicibn a una concentracion de 50 pM) y ademas con
buenos perfiles farmacocinéticos, lo que les convierte en leads que podran ser
utilizados en modelos de eficacia celular y/o animal, asi como ser objeto del
proceso de optimizacion, actualmente en curso en nuestro grupo de investigacion.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Elaboracién del modelo de farmacé6foro

Las estructuras de los compuestos seleccionados se han construido de novo
utilizando el programa Catalyst implementado en el software Accelrys Discovery
Studio 2.5 (Accelrys, San Diego, CA).” Para la generacion de hipétesis con el
modulo HypoGen, se han utilizado los descriptores quimicos de la propia libreria
del programa (fijados de 0 a 5): grupos ionizables, grupos aceptores y dadores de
enlace de hidrégeno, regiones hidrofobicas y anillos aromaticos, asi como los
siguientes valores: extension inactiva (inactive spread) 1.60, incertidumbre en la
actividad (activity uncertainy) 1.43, tamafio de volumen de exclusion (excluded
volume size) 60 y el resto de parametros por defecto.*

4.2. Sintesis

Los puntos de fusién (Pf) se han determinado en un aparato electrotérmico
Stuart-Scientific en capilares abiertos y no se han corregido. Aquellos compuestos
cuyos Pf no se indican se obtuvieron como aceites. Los espectros de infrarrojo (IR)
se han registrado en un espectrofotometro Bruker Tensor 27 equipado con un
accesorio ATR Specac con un rango de transmisién de 5200-650 cm™ para la
medida de la reflectancia total atenuada (ATR) y las frecuencias (v) se expresan
en cm™. Los espectros de 'H- y *C-RMN se han obtenido en el Centro de
Asistencia a la Investigacion (CAl) de RMN de la Universidad Complutense de
Madrid (UCM) y se han registrado a temperatura ambiente en el espectrémetro
Bruker Avance 300-AM (*H, 300 MHz; °C, 75 MHz). Los desplazamientos
quimicos (8) se expresan en partes por millén (ppm) utilizando tetrametilsilano
como referencia interna, y las constantes de acoplamiento (J) se expresan en
hertzios (Hz). En la descripcion de las sefiales de RMN se han empleado las
siguientes abreviaturas: s (singlete), d (doblete), t (triplete), g (cuadruplete), qt
(quintuplete), sx (sextuplete), m (multiplete), ap (aparente) y a (ancho).
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Para la asignacion de protones y carbonos de las nuevas estructuras se han
llevado a cabo experimentos de RMN bidimensional (HMQC y HMBC) en
compuestos representativos. La espectrometria de masas de alta resolucion
(HRMS) se ha llevado a cabo en un espectrémetro FTMS Bruker APEX Q IV
utiizando la técnica de ionizacion por electrospray (ESI) en el CAl de
Espectrometria de Masas de la UCM. Las sefiales correspondientes al ién
molecular mas 1 unidad o mas 23 unidades se indican como [(M+H)"] o [(M+Na)"],
respectivamente. Para todos los compuestos finales la pureza se determiné bien
mediante andlisis elemental (Tabla 15, pagina 120) o HPLC-MS (Tabla 16, pagina
121). Los andlisis elementales cuantitativos (Anal. C, H, N) se han obtenido en un
instrumento LECO CHNS-932 en el CAl de Microanalisis Elemental de la UCM y
se encuentran en un intervalo de +0.5% de los valores teéricos, confirmando una
pureza de al menos el 95% para todos los compuestos analizados. En el caso de
HPLC-MS, todos los cromatogramas obtenidos mostraron una pureza mayor del
95%. El andlisis de HPLC-MS se ha llevado a cabo en un espectrometro Agilent
1200LC-MSD VL. La separacion se ha realizado con una columna Eclipse XDB-
C18 (5 pm, 4.6 mm x 150 mm) junto con una precolumna (5 pm, 4.6 mm x 12.5
mm). La fase movil empleada consiste en un gradiente de disoluciones A
(agua:metanol 95:5) y B (agua:metanol 5:95) con un 0.1% de hidroxido aménico y
0.1% de acido férmico como aditivos. En todos los casos se ha usado un flujo
constante de 0.5 mL/min, un tiempo total de 30 minutos y el siguiente gradiente: O-
5 min, 100% A; 15 min, 90% B; 22 min, 100% B; 22-26 min, 100% B; 26-30 min,
100% A. La espectrometria de masas (EM) se ha llevado a cabo utilizando la
técnica de ionizaciéon ESI en modo de ionizacién positivo de 100 a 1000 m/z. El
voltaje del capilar fue de 3.0 kV y el voltaje del fragmentador de 70 eV. La
temperatura del gas secante fue de 350 °C, el flujo de 10 L/min y la presion del
nebulizador de 20 psi. Los cromatogramas se han registrado a cuatro longitudes
de onda diferentes (210, 230, 254 y 280 nm). La cromatografia en capa fina (CCF)
se ha llevado a cabo en cromatofolios de gel de silice de Merck (Kieselgel 60F-
254) y deteccidn con luz UV, disolucion etandlica al 5% de ninhidrina o disolucion
etandlica al 10% de acido fosfomolibdico. Para la cromatografia en columna se
utilizé un equipo de cromatrografia flash Varian 971-FP con cartuchos de gel de
silice (Varian, tamafio de particula 50 um). Como fase moévil se ha empleado un
gradiente que comienza con el disolvente mas apolar y termina con la mezcla de
disolventes que se especifica en cada caso. Las reacciones de hidrogenacion se
han realizado empleando un reactor de flujo continuo con catalizadores
soportados comerciales (Thales Nanotechnology, Inc.). Todos los compuestos de
partida, reactivos y disolventes se han adquirido con alto grado de pureza en
Sigma-Aldrich, ABCR, Acros, Scharlab y Panreac. El diclorometano y el THF
anhidros se utilizaron recién destilados sobre NaH y Na, respectivamente. El
octanodioato de dimetilo (2) se adquirié con una pureza >99% de Sigma Aldrich.
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4.2.1. Sintesis de los diésteres 1-27

e Diésteres 1, 4-6, 10-17, 19-27. Procedimiento general.

A una disolucion del monometiléster del acido subérico, adipico o sebécico (1
equiv.) en diclorometano anhidro (10 mL/mmol), se afiaden, bajo atmdésfera de
argoén y a temperatura ambiente, DCC (1.2 equiv.) y DMAP (0.2 equiv.). La mezcla
de reaccion se agita durante 30 minutos. A continuacion, se afiade una disolucién
del alcohol correspondiente (1.2 equiv.) en diclorometano anhidro (5 mL/mmol) y
se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. El crudo de reaccion se
filtra y se lava con disoluciones acuosas saturadas de NaHCO; y NacCl,
consecutivamente. Los extractos organicos se secan sobre Na,SO, y el disolvente
se elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia en columna,
obteniéndose los diésteres correspondientes.

Octanodioato de fenilo y metilo (1).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y fenol (1.0
mmol) con un rendimiento del 72%.

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7.5:2.5.

Rf: 0.50 (hexano/acetato de etilo, 6:4).

IR (ATR, cm™): 1758, 1738 (C=0), 1594, 1493, 1435 (Ar).

'H-RMN _(CDCls, 3): 1.39-1.43 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.59-1.84 (m, 4H,
2CH,CH,CO0), 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO), 2.56 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO),
3.67 (s, 3H, CHg), 7.05-7.09 (m, 2H, 2CHy,), 7.22-7.26 (m, 1H, CHp), 7.34-7.42 (m,
2H, 2CHp).

*C-RMN (CDCls, 8): 24.7 (2CH,), 28.8 (2CH,), 34.0, 34.3 (2CH,CO), 51.5 (CHs),
121.6 (2CHp,), 125.7 (CHa;), 129.4 (2CHy,), 150.7 (Ca), 172.2, 174.1 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CisH.0O,Na [(M+Na)']: 287.1254. Encontrada:
287.1250.

Octanodioato de metilo y 2-nitrofenilo (4).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 2-nitrofenol
(1.0 mmol) con un rendimiento del 76%.

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 8:2.
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Rf: 0.52 (hexano/acetato de etilo, 8:2).

IR (ATR, cm™): 1771, 1736 (C=0), 1601, 1531 (Ar), 1352 (NO,).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.33-1.51 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.67 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.78 (qt, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CO), 2.64 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO), 3.67 (s, 3H, CH3), 7.22 (dd, J = 8.1, 1.2
Hz, 1H, CHap), 7.39 (id, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, CHp,), 7.65 (td, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,
CHay), 8.08 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H, CHa).

C-RMN (CDCls, 8): 24.3, 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 33.9, 34.0 (2CH,CO), 51.5
(CHs3), 125.3, 125.8, 126.5, 134.7 (4CHar), 141.9, 144.2 (2Cp), 171.3, 174.1 (2CO).
HRMS (ESI): Calculada para CisHigNOgNa [(M+Na)']: 332.1105. Encontrada:
332.1090.

Octanodioato de metilo y 3-nitrofenilo (5).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (1.3 mmol) y 3-nitrofenol
(2.6 mmol) con un rendimiento del 79%.

Cromatografia: diclorometano.

Rf: 0.36 (diclorometano).

Pf: 99-102 °C.

IR (ATR, cm™): 1765, 1736 (C=0), 1531, 1441 (Ar), 1352 (NO,).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.34-1.51 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.67 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.77 (qt, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.60 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.67 (s, 3H, CHs), 7.44 (dd, J = 8.2, 2.2
Hz, 1H, CHpy), 7.56 (t, J = 8.2 Hz, 1H, CHy,), 7.98 (t, J = 2.2 Hz, 1H, CHy,), 8.10
(dd, J = 8.1, 2.1 Hz, 1H, CHp).

C-RMN (CDCls, 8): 24.5, 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 33.9, 34.1 (2CH,CO), 51.5
(CHa), 117.4, 120.7, 128.1, 130.0 (4CH,,), 148.8, 151.1 (2C,)), 171.4, 174.1 (2CO).
EM (ESI): 332.1 [(M+H)].

Anal.: (C15H1NOg) C, H, N.

Octanodioato de metilo y 4-nitrofenilo (6).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (1.3 mmol) y 4-nitrofenol
(1.6 mmol) con un rendimiento del 96%.

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 8:2.
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Rf: 0.62 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 73-75 °C.

IR (ATR, cm™): 1756, 1737 (C=0), 1518, 1488, 1471 (Ar), 1350 (NO,).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.38-1.48 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.68 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.78 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.62 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.69 (s, 3H, CH3), 7.26-7.31 (m, 2H,
2CHap), 8.29 (d, J = 7.0 Hz, 2H, 2CHp)).

C-RMN (CDCls, 8): 24.5, 24.7, 28.6, 28.7 (4CH,), 33.9, 34.2 (2CH,CO), 51.5
(CH3), 122.4 (2CHa), 125.2 (2CH,), 145.3, 155.5 (2Cy), 171.1, 174.1 (2CO).

EM (ESI): 332.1 [(M+H)].
Anal.: (C1sH1sNOg) C, H, N.

Octanodioato de metilo y 3-metoxifenilo (10).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 3-
metoxifenol (1.0 mmol) con un rendimiento del 57%.

Cromatografia: hexano/diclorometano, 3:7.

Rf: 0.27 (hexano/diclorometano, 3:7).

IR (ATR, cm™): 1738 (C=0), 1507, 1442 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.34-1.49 (m, 4H, 2CH,(CH,),C0), 1.66 (qt, J = 7.1 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.75 (qt, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.32 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
CH,CO), 2.53 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.67 (s, 3H, COOCHj3), 3.80 (s, 3H,
ArOCHzs), 6.85-6.90 (M, 2H, 2CHy,), 6.96-7.01 (m, 2H, 2CHa,).

*C-RMN (CDCls, 3): 24.8 (2CH,), 28.7, 28.8 (2CH,), 34.0, 34.2 (2CH,CO), 51.5
(COOCHs), 55.6 (ArOCHj), 114.5, 118.7, 122.3, 126.5 (4CH,), 148.5, 161.4
(2Ca), 169.7, 175.3 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CisH.,0OsNa [(M+Na)']: 317.1359. Encontrada:
317.1345.

Octanodioato de metilo y 4-metoxifenilo (11).
Obtenido a partir del monometiléster del 4cido subérico (1.3 mmol) y 4-metoxifenol
(1.6 mmol) con un rendimiento del 69%.

Cromatografia: hexano/diclorometano, 4:6.
Rf: 0.10 (hexano/diclorometano, 2:8).
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IR (ATR, cm™): 1738 (C=0), 1506, 1464 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.39-1.42 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.59-1.83 (m, 4H,
2CH,CH,CO), 2.33 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH,CO), 2.54 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO),
3.67 (s, 3H, COOCH;), 3.80 (s, 3H, ArOCHs), 6.86-7.01 (m, 4H, 4CHp)).

®C-RMN (CDCls, 8): 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 34.0, 34.2 (2CH,CO), 51.5
(COOCHs), 55.6 (ArOCHs), 114.4 (2CHa), 122.3 (2CH,,), 144.2, 157.2 (2Ca),
172.5, 174.1 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CisH,,0sNa [(M+Na)']: 317.1359. Encontrada:
317.1321.

Octanodioato de 1,1’-bifenil-2-ilo y metilo (12).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (1.5 mmol) y 2-fenilfenol
(2.8 mmol) con un rendimiento del 78%.

Cromatografia: hexano/diclorometano, 7:3.

Rf: 0.45 (hexano/diclorometano, 1:1).

IR (ATR, cm™): 1738 (C=0), 1504, 1476 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.13-1.31 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.51 (qt, J = 7.6 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.57 (qt, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.28 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CO), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.67 (s, 3H, CHs), 7.12 (d, J = 8.9 Hz,
1H, CHg), 7.27-7.41 (m, 8H, 8CHp).

C-RMN (CDCls, 8): 24.5, 24.7, 28.5, 28.7 (4CH,), 34.0, 34.1 (2CH,CO), 51.5
(CHs), 122.8, 126.3, 127.4 (3CHp), 128.2 (2CHy), 128.5 (CHy), 129.0 (2CHy),
130.9 (CHap), 135.1, 137.7, 147.9 (3Cy), 172.0, 174.1 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,H.,O.Na [(M+Na)']: 363.1567. Encontrada:
363.1547.

Octanodioato de 1,1’-bifenil-3-ilo y metilo (13).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.56 mmoal) y 3-fenilfenol
(0.67 mmol) con un rendimiento del 70%.

Cromatografia: hexano/ diclorometano, 3:7.
Rf: 0.25 (hexano/diclorometano, 2:8).
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Parte experimental

IR (ATR, cm™): 1740 (C=0), 1599, 1474 (Ar).

'"H-RMN (CDClg, 6): 1.36-1.53 (m, 4H, 2CH»(CH,),CO), 1.69 (qt, J = 7.5 Hz, 2H,
CH.CH,CO), 1.80 (qt, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CO), 2.60 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO), 3.68 (s, 3H, CH3), 7.07 (dt, J = 6.3, 2.6
Hz, 1H, CHp), 7.31-7.40 (m, 2H, 2CHy,), 7.42-7.47 (m, 4H, 4CHp,), 7.57-7.62 (m,
2H, 2CHa)).

3C-RMN (CDClg, 8): 24.8 (2CH,), 28.8 (2CH,), 34.0, 34.3 (2CH,CO), 51.5 (CHy),
120.4 (2CHg), 124.6 (CHp), 127.2 (2CHap), 127.7 (CHp), 128.8 (2CHaf), 129.7
(CHap), 140.2, 142.9, 151.1 (3Cyp), 172.2, 174.2 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CyH.,O,Na [(M+Na)']: 363.1567. Encontrada:
363.1570.

Octanodioato de 1,1’-bifenil-4-ilo y metilo (14).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.56 mmol) y 4-fenilfenol
(0.67 mmol) con un rendimiento del 63%.

Cromatografia: hexano/diclorometano, 1:9.

Rf: 0.30 (hexano/diclorometano, 2:8).

Pf: 54-57 °C.

IR (ATR, cm™): 1741 (C=0), 1602, 1515, 1486 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.35-1.52 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.68 (qt, 2H, J = 7.4 Hz,
2H, CH,CH,CO), 1.79 (qt, 2H, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CO), 2.59 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO), 3.69 (s, 3H, CH3), 7.16 (d, J = 8.7 Hz,
2H, 2CHp), 7.36 (tt, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, CHp), 7.45 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2CH,),
7.55-7.62 (m, 4H, 4CHp,).

*C-RMN (CDCls, 3): 24.8 (2CH,), 28.8 (2CH,), 34.0, 34.3 (2CH,CO), 51.5 (CHs),
121.9 (2CHa), 127.1 (2CHa), 127.3 (CHap), 128.2 (2CHa,), 128.8 (2CHa,), 138.9,
140.4, 150.1 (3Ca), 172.3, 174.2 (2CO).

EM (ESI): 363.0 [(M+Na)"].
Anal.: (C21H2404) C, H, N.

Octanodioato de 4-etilfenilo y metilo (15).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 4-etilfenol
(1.0 mmol) con un rendimiento del 71%.
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Cromatografia: hexano/diclorometano, 1:9.

Rf: 0.32 (hexano/diclorometano, 1:9).

IR (ATR, cm™): 1740 (C=0), 1509, 1440 (Ar).

'"H-RMN (CDClz, 8): 1.23 (t, J = 7.6 Hz, 3H, CHsCHy), 1.33-1.49 (m, 4H,
2CH»(CH,),CO0O), 1.66 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 1.75 (qt, J = 7.2 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 2.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 2.53 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO),
2.63 (g, J = 7.6 Hz, 2H, CH,CHj3), 3.66 (s, 3H, OCHj3), 6.97 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
2CHp), 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2CHayy).

¥C-RMN (CDCl3, 8): 15.6 (CH3CH,), 24.8 (2CH,), 28.3, 28.7, 28.8 (3CHy), 34.0,
34.3 (2CH,CO), 51.5 (OCHg), 121.3 (2CHar), 128.7 (2CHp), 141.6, 148.7 (2Ca),
172.3, 174.1 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para C;7H.,O;Na [(M+Na)']: 315.1567. Encontrada:
315.1555.

Octanodioato de 4-hidroxifenilo y metilo (16).
Obtenido a partir del monometiléster del &acido subérico (0.84 mmol) e
hidroguinona (1.0 mmol) con un rendimiento del 42%.

HO
O
o)J\/\/\/\[(O\
(o]

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.29 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 3410 (OH), 1735 (C=0), 1602, 1508, 1444 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.31-1.48 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.65 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.74 (qt, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.53 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.67 (s, 3H, CH3), 6.75 (d, J = 8.8 Hz,
2H, 2CH,,), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2CHa,), 7.07 (s, 1H, OH).

C-RMN (CDCls, 8): 25.1 (2CH,), 29.1 (2CH,), 34.4, 34.6 (2CH,CO), 52.0 (CHs),
116.4 (2CHp,), 122.8 (2CHp,), 144.4, 154.0 (2Cya), 173.4, 174.9 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CisH,0OsNa [(M+Na)']: 303.1203. Encontrada:
303.1194.

Octanodiato de 4-(acetilamino)fenilo y metilo (17).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 4-
acetilaminofenol (1.0 mmol) con un rendimiento del 78%.

TN\QO)OK/\/\/WO\
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 2:8.

Rf: 0.41 (hexano/acetato de etilo, 2:8).

Pf: 91-93 °C.

IR (ATR, cm™): 3292 (NH), 1733, 1658 (C=0), 1613, 1555, 1507 (Ar).

'H-RMN (CDClg, 6): 1.32-1.48 (m, 4H, 2CH»(CH,),CO), 1.65 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH.CH,CO), 1.74 (qt, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.12 (s, 3H, CH3;CO), 2.32 (t, J
= 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 2.53 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.66 (s, 3H, OCHz3), 6.99
(d, J=8.9 Hz, 2H, 2CHp), 7.46 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 2CHp,,), 7.59 (s a, 1H, NH).
BC-RMN (CDClz, 8): 24.4 (CHsCO), 24.7 (2CHp), 28.7 (2CHp), 34.0, 34.2
(2CH,CO), 51.5 (OCHg), 120.9 (2CHa,), 121.9 (2CHa), 135.7, 146.8 (2Cu), 168.4,
172.4, 174.2 (3CO).

EM (ESI): 322.1 [(M+H)'].
Anal.: (C17HxsNOs) C, H, N.

Octanodioato de metilo y 4-(trifluorometil)fenilo (19).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (1.3 mmol) y 4-
(trifluorometil)fenol (1.6 mmol) con un rendimiento del 68%.

F
OJ\/\/\/\H/O\
(o]

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.59 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 1739 (C=0), 1611, 1512 (Ar), 1326 (CF).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.33-1.49 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.66 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.76 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.57 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.66 (s, 3H, CHj3), 7.20 (d, J = 8.5 Hz,
2H, 2CHp,), 7.64 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2CHa)).

*C-RMN (CDCls, 3): 24.6, 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 34.0, 34.2 (2CH,CO), 51.5
(CH3), 122.1 (2CHp), 123.8 (q, J = 270 Hz, CF3), 126.7 (g, J = 4 Hz, 2CH,CCF3),
128.0 (q, J = 33 Hz, CACF3), 153.2 (Car), 171.6, 174.1 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CigHisFsOsNa [(M+Na)]: 355.1128. Encontrada:
355.1118.

Octanodioato de 4-cianofenilo y metilo (20).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 4-cianofenol
(1.0 mmol) con un rendimiento del 72%.
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Cromatografia: diclorometano.

Rf: 0.66 (diclorometano).

Pf: 63-65 °C.

IR (ATR, cm'l): 2230 (CN), 1763, 1735 (C=0), 1602, 1504, 1464 (Ar).

'H-RMN (CDClg, 8): 1.35-1.49 (m, 4H, 2CHy(CH,),CO), 1.65 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH.CH,CO), 1.75 (qt, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.32 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
CH,CO), 2.57 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.66 (s, 3H, CHs), 7.22 (d, J = 8.7 Hz,
2H, 2CHp,), 7.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2CHy)).

3C-RMN (CDClg, 8): 24.5, 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 33.9, 34.2 (2CH,CO), 51.5
(CH3), 109.7 (Car), 118.3 (CN), 122.7 (2CHp), 133.7 (2CHar), 154.0 (Cap), 171.2,
174.1 (2CO).

EM (ESI): 290.1 [(M+H)].
Anal.: (C15H1sNO,) C, H, N.

Octanodioato de 4-benzoilfenilo y metilo (21).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 4-
benzoilfenol (1.0 mmol) con un rendimiento del 94%.

Cromatografia: diclorometano/etanol, 95:5.

Rf: 0.74 (diclorometano/etanol, 95:5).

Pf: 56-59 °C.

IR (ATR, cm™): 1760, 1737, 1659 (C=0), 1598 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.31-1.52 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.68 (qt, J = 7.3 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.79 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.60 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.68 (s, 3H, CHs), 7.21 (d, J = 8.7 Hz,
2H, 2CHg,), 7.49 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 2CH,,), 7.60 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHp,), 7.78-7.82
(m, 2H, 2CHy,,), 7.86 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2CHa)).

C-RMN (CDCls, 5): 24.6, 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 34.0, 34.3 (2CH,CO), 51.5
(CHg), 121.5 (2CHap), 128.3 (2CHay), 130.0 (2CHpay), 131.7 (2CHp), 132.5 (CHap),
135.0, 137.6, 154.0 (3Cy,), 171.6, 174.1, 195.5 (3CO).

EM (ESI): 369.1 [(M+H)].

Anal.: (C,H240s) C, H, N.

Octanodioato de 4-acetilfenilo y metilo (22).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 4-acetilfenol
(2.0 mmol) con un rendimiento del 79%.
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.45 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 126-128 °C.

IR (ATR, cm™): 1759, 1737, 1685 (C=0), 1597 (A).

'"H-RMN (CDClg, 8): 1.33-1.50 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.66 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH.CH,CO), 1.76 (qt, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.55-2.60 (m, 5H, CH,CO, CH3CO), 3.67 (s, 3H, OCH3), 7.18 (d, J = 8.7
Hz, 2H, 2CHa,), 7.99 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2CHa).

BC-RMN (CDClg, 8): 24.6, 24.7 (2CH,), 26.6 (CH3;CO), 28.7 (2CHy), 34.0, 34.3
(2CH,CO), 51.5 (OCHg), 121.8 (2CHa,), 129.9 (2CHa), 134.7, 154.5 (2Cy), 171.6,
174.1, 196.8 (3CO).

EM (ESI): 307.1 [(M+H)].
Anal.: (C17H2205) C, H, N.

Octanodioato de 4-fluorofenilo y metilo (23).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (1.3 mmol) y 4-fluorofenol
(2.6 mmol) con un rendimiento del 24%.

Cromatografia: hexano/diclorometano, 1:1.

Rf: 0.13 (hexano/diclorometano, 1:1).

IR (ATR, cm™): 1759, 1737 (C=0), 1504, 1437 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.39-1.45 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.67 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.76 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.56 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.68 (s, 3H, CH3), 7.01-7.10 (m, 4H,
4CHp,).

C-RMN (CDCls, d): 24.7, 24.8, 28.7, 28.8 (4CH,), 34.0, 34.2 (2CH,CO), 51.6
(CH3), 116.1 (d, J = 23.3 Hz, 2CHy;), 123.0 (d, J = 8.4 Hz, 2CHy,), 146.0 (Cp),
160.2 (d, J = 245.3 Hz, CF), 172.2, 174.2 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CisHisFO4Na [(M+Na)']: 305.1159. Encontrada:
305.1150.

Octanodioato de metilo y 1-naftilo (24).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (0.84 mmol) y 1-naftol (1.0
mmol) con un rendimiento del 72%.
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.54 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 1736 (C=0), 1589, 1440 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 1.38-1.57 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.70 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH.CH,CO), 1.88 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.74 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.69 (s, 3H, CHs), 7.24 (d, J = 8.4 Hz,
1H, CHap), 7.45 (d, J = 8.1 Hz, 1H, CHay,), 7.48-7.54 (m, 2H, 2CHp,), 7.74 (d, J= 7.8
Hz, 1H, CHy,), 7.84-7.89 (m, 2H, 2CHa,).

¥C-RMN (CDClg, 8): 24.8, 24.9, 28.8, 28.9 (4CHy), 34.0, 34.3 (2CH,CO), 51.5
(CHs), 118.1, 121.1, 125.4, 125.9 (4CHy), 126.4 (2CHar), 126.9 (Car), 128.1 (CHa),
134.7, 146.7 (2Cy), 172.1, 174.1 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CigH,,0;Na [(M+Na)']: 337.1518. Encontrada:
337.1395.

Octanodioato de metilo y 2-naftilo (25).
Obtenido a partir del monometiléster del acido subérico (1.3 mmol) y 2-naftol (1.6
mmol) con un rendimiento del 59%.

Cromatografia: hexano/diclorometano, 2:8.

Rf: 0.14 (hexano/diclorometano, 2:8).

Pf: 48-50 °C.

IR (ATR, cm™): 1756, 1737 (C=0), 1600, 1511, 1464 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.38-1.54 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.70 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.82 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.36 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
CH,CO), 2.63 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.69 (s, 3H, CH3), 7.23 (dd, J = 8.9, 2.3
Hz, 1H, CHap), 7.44-7.53 (m, 2H, 2CHy,), 7.56 (d, J = 2.2 Hz, 1H, CHa,,), 7.80-7.88
(m, 3H, 3CHa,).

C-RMN (CDCls, 3): 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 34.0, 34.4 (2CH,CO), 51.5 (CHs),
118.5, 121.2, 125.6, 126.5, 127.6, 127.8, 129.4 (7CH,,), 130.8, 133.1, 148.5 (3Ca),
169.7, 175.3 (2CO).

EM (ESI): 337.2 [(M+H)].

Anal.: (C19H2,04) C, H, N.
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Hexanodioato de metilo y 4-nitrofenilo (26).
Obtenido a partir del monometiléster del acido adipico (1.3 mmol) y 4-nitrofenol
(2.6 mmol) con un rendimiento del 83%.

O,N
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 8:2.

Rf: 0.58 (hexano/acetato de etilo, 6:4).

Pf: 74-76 °C.

IR (ATR, cm™): 1761, 1740 (C=0), 1516, 1491, 1470 (Ar), 1331 (NO,).

'"H-RMN (CDClg, 8): 1.75-1.82 (m, 4H, 2CH,CH,CO), 2.40 (t, J = 6.9 Hz, 2H,
CH,CO), 2.64 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,CO), 3.69 (s, 3H, CHj3), 7.28 (d, J = 8.8 Hz,
2H, 2CHpy), 8.27 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2CHay).

BC-RMN (CDClg, 8): 24.1, 24.2 (2CH,), 33.5, 33.9 (2CH,CO), 51.6 (CHs3), 122.4
(2CHar), 125.2 (2CHy,), 145.3, 155.4 (2Car), 170.8, 173.6 (CO).

EM (ESI): 304.1 [(M+Na)'].
Anal.: (C1sH1sNOg) C, H, N.

Decanodioato de metilo y 4-nitrofenilo (27).
Obtenido a partir del monometiléster del acido sebacico (1.4 mmol) y 4-nitrofenol
(2.7 mmol) con un rendimiento del 90%.

Cromatografia: hexano/diclorometano, 7:3.

Rf: 0.36 (hexano/diclorometano, 1:9).

Pf: 84-85 °C.

IR (ATR, cm™): 1760, 1736 (C=0), 1593, 1520, 1466 (Ar), 1352 (NO,).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.26-1.44 (m, 8H, 2(CH,)»(CH,),CO), 1.63 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.76 (qt, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.31 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.59 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.67 (s, 3H, CHs), 7.27 (d, J = 8.7 Hz,
2H, 2CHp,,), 8.26 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2CHa)).

®C-RMN (CDCls, 8): 24.7, 24.9 (2CH,), 29.0 (4CH,), 34.1, 34.3 (2CH,CO), 51.5
(CHs), 122.4 (2CHpy), 125.2 (2CHp), 145.3, 155.5 (2C,), 171.3, 174.3 (2CO).

EM (ESI): 338.2 [(M+H)].

Anal.: (C17H23NOg) C, H, N.
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o Diésteres 7-9. Procedimiento general.
Una disolucion del correspondiente nitroderivado (4, 5 6 6) en metanol (0.3
mg/mL) se hidrogena en un reactor de flujo continuo H-Cube con caudal de 1.0
mL/minuto, a presion total de hidrogeno, temperatura de 40 °C y usando un
cartucho de Pd/C al 10% CatCart™. El disolvente se elimina a presién reducida y
el residuo se purifica por cromatografia en columna, obteniéndose los compuestos
correspondientes.

Octanodioato de 2-aminofenilo y metilo (7).
Obtenido a partir del compuesto 4 (0.16 mmol) con un rendimiento cuantitativo.

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.28 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 62-63 °C

IR (ATR, cm™): 3295 (NH), 1733 (C=0), 1600, 1531, 1453 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.25-1.40 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.60 (qt, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.70 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.40 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.66 (s, 3H, CHs), 6.83 (td, J = 8.0, 1.4
Hz, 1H, CH,,), 6.97 (dd, J = 8.1, 1.3 Hz, 1H, CH,,), 7.08 (td, J = 7.4, 1.4 Hz, 1H,
CHap), 7.14 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, CHa), 8.12 (s a, 1H, NH), 8.96 (s a, 1H, NH).
C-RMN (CDCls, 3): 24.6, 25.5 (2CH,), 28.6 (2CH,), 33.9, 36.6 (2CH,CO), 51.6
(CHs), 119.3, 120.4, 122.2 (3CHa,), 125.9 (Ca), 126.8 (CHa,), 148.4 (Ca), 173.6,
174.6 (2CO).

EM (ESI): 380.2 [(M+H)].

Anal.: (C15H2:NO,) C, H, N.

Octanodioato de 3-aminofenilo y metilo (8).
Obtenido a partir del compuesto 5 (0.16 mmol) con un rendimiento cuantitativo.

IO
HoN OMO\
(0]

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.
Rf: 0.21 (hexano/acetato de etilo, 7:3).
IR (ATR, cm’l): 3468, 3377 (NH), 1735 (C=0), 1614, 1492, 1460 (Ar).
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'H-RMN (CDCls, 8): 1.31-1.47 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.65 (qt, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.73 (qt, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.32 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CO), 2.51 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.66 (m, 5H, CH3, NH,), 6.38 (t, J = 2.1
Hz, 1H, CHp), 6.44 (dd, J = 8.0, 2.1 Hz, 1H, CH,,), 6.51 (dd, J = 8.0, 2.1 Hz, 1H,
CHa), 7.11 (t, J = 8.0 Hz, 1H, CHa)).

C-RMN (CDCls, 8): 24.6, 25.5 (2CH,), 28.6 (2CH,), 33.9, 36.7 (2CH,CO), 51.6
(CHs), 119.3, 120.4, 122.2 (3CHa), 125.9 (Cp), 126.8 (CHa), 148.4 (Cy,), 173.6,
174.6 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CisH»NO, [(M+H)']: 280.1543. Encontrada:
280.1540.

Octanodioato de 4-aminofenilo y metilo (9).
Obtenido a partir del compuesto 6 (0.20 mmol) con un rendimiento cuantitativo.

H,oN
RGOS
O)WWO\
()

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.34 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 3442, 3373 (NH), 1736 (C=0), 1628, 1510, 1440 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.31-1.47 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.65 (qt, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.73 (qt, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.32 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
CH,CO), 2.50 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.49 (s a, 2H, NH,), 3.66 (s, 3H, CHy),
6.64 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2CH,,), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2CHy,).

*C-RMN (CDCls, 3): 24.8 (2CH,), 28.7, 28.8 (2CH,), 34.0, 34.2 (2CH,CO), 51.5
(CHs), 115.6 (2CHa,), 122.1 (2CHay), 142.9, 144.1 (2Cp), 172.8, 174.2 (2CO).
HRMS (ESI): Calculada para CisH»NO, [(M+H)']: 280.1543. Encontrada:
280.1536.

e Octanodioato de ciclohexilo y metilo (3).

A una disolucion del monometiléster del acido subérico (83 mg, 0.44 mmol),
cloruro de benzoilo (51 uL, 0.44 mmol) y ciclohexanol (46 uL, 0.44 mmol) en THF
anhidro (4.5 mL), se afiaden, bajo atmdésfera de argdon y a temperatura ambiente,
trietilamina (122 pL, 0.88 mmol) y DMAP (12 mg, 0.11 mmol). La mezcla de
reaccién se agita durante toda la noche. A continuacion, se afiade una disolucion
acuosa de HCI al 10% (15 mL) y el crudo de reaccion se extrae con acetato de
etilo y se lava con disolucion acuosa saturada de NaHCOs;. Los extractos
organicos se secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presién reducida. El
residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 9:1),
obteniéndose el compuesto 3 con un rendimiento del 65%.
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Rf: 0.52 (hexano/acetato de etilo, 9:1).

IR (ATR, cm™): 1735 (C=0).

'H-RMN (CDCls, 8): 1.19-1.46 (m, 10H, 2CH,(CH,),CO, 3CH icio), 1.51-1.86 (m,
8H, 2CH,CH,CO, 2CHj ¢jci0), 2.27 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO), 2.30 (t, J = 7.5 Hz,
2H, CH,CO), 3.66 (s, 3H, CH3), 4.73 (qt, J = 4.4 Hz, 1H, CHcco).

®C-RMN (CDCl3, 8): 23.8 (2CHj3 cicio), 24.8, 24.9, 25.4 (2CH;, CH; cicio), 28.7, 28.8
(2CHy), 31.7 (2CHj; ¢icio), 34.0, 34.7 (2CH,CO), 51.5 (CHy3), 72.4 (CH), 173.2, 174.2
(2C0O).

HRMS (ESI): Calculada para CisH,cOs;Na [(M+Na)']: 293.1723. Encontrada:
293.1727.

e Octanodioato de 4-(benzoilamino)fenilo y metilo (18).

A una disolucién de acido benzoico (37 mg, 0.30 mmol) en diclorometano anhidro
(1.2 mL), se afiaden, bajo atmoésfera de argén y a temperatura ambiente, EDC (58
mg, 0.30 mmol) y HOBt (41 mg, 0.30 mmol). La mezcla de reaccion se agita
durante una hora. A continuacion, se afiade una disolucion de la anilina 9 (42 mg,
0.15 mmol) en diclorometano anhidro (0.3 mL) y se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche. El crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas
saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los extractos organicos se
secan sobre Na,S0O, y el disolvente se elimina a presién reducida. El residuo se
purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 8:2), obteniéndose
el compuesto 18 con un rendimiento del 56%.

©T3(H\©\oi/\/\/\m0\

Rf: 0.31 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 66-67 °C.

IR (ATR, cm™): 3324 (NH), 1748, 1651 (C=0), 1521 (Ar).

'H-RMN_(CDCls, 5): 1.33-1.49 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.66-1.80 (m, 4H,
2CH,CH,C0), 2.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 2.54 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO),
3.67 (s, 3H, CHs), 7.06 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2CHp,), 7.45-7.57 (m, 3H, 3CHp,,), 7.64
(d, J=8.8 Hz, 2H, 2CHy,), 7.86 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 2CH,,), 7.95 (s a, 1H, NH).
C-RMN (CDCls, 8): 24.7, 24.8, 28.7, 28.8 (4CH,), 34.0, 34.3 (2CH,CO), 51.5
(CH3), 121.2 (2CHa,), 122.1 (2CHa,), 127.1 (2CHa), 128.8 (2CHa,), 131.9 (CHa),
134.9, 135.6, 147.1 (3Cp,), 165.7, 172.3, 174.2 (3CO).
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EM (ESI): 384.2 [(M+H)'].
Anal.: (C22H25NO5) C, H, N.

4.2.2. Sintesis de los ésteres y amidas 28-31

e Octanodioato de difenilo (28).

A una disolucién de &cido subérico (300 mg, 1.7 mmol) en tolueno (20 mL), se
afaden fenol (405 mg, 4.3 mmol) y H,SO, concentrado en cantidades cataliticas.
La mezcla de reaccion se calienta a reflujo con destilacion azeotrépica mediante
un aparato Dean-Stark durante 24 horas. A continuacion, se elimina parte del
tolueno por destilacién a presién atmosférica y la disolucién resultante se enfria a
temperatura ambiente y se vierte lentamente sobre una disolucién acuosa
saturada de NaHCOs;. La fase acuosa se extrae con éter dietilico y los extractos
organicos se secan sobre Na,SO,. El disolvente se elimina a presion reducida y el
residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/diclorometano, 1:1),
obteniéndose el diéster 28 con un rendimiento del 42%.

QOLWTO\Q

Rf: 0.37 (hexano/diclorometano, 1:1).

Pf: 71-74 °C.

IR (ATR, cm™): 1757 (C=0), 1593, 1490, 1481 (Ar).

'H-RMN (CDCls, &): 1.50 (qt, J = 3.4 Hz, 4H, 2CH,(CH,),CO0), 1.80 (qt, J = 7.5 Hz,
4H, 2CH,CH,CO0), 2.51 (t, J = 7.5 Hz, 4H, 2CH,CO), 7.06-7.10 (m, 4H, 4CHp),
7.19-7.25 (m, 2H, 2CHp,), 7.34-7.41 (M, 4H, 4CHy)).

C-RMN (CDCls, 8): 24.7 (2CH,), 28.7 (2CH,), 34.3 (2CH,CO), 121.6 (4CHy),
125.8 (2CHa;), 129.4 (4CHp), 150.8 (2C4), 172.1 (2CO).

EM (ESI): 327.1 [(M+H)].

Anal.: (CxH2,04) C, H, N.

e Acido 8-anilino-8-oxooctanoico (32).

Una disolucion de acido subérico (5.00 g, 28 mmol) en anhidrido acético (10 mL)
se calienta a reflujo durante una hora. Una vez alcanzada la temperatura
ambiente, el disolvente se elimina a presion reducida, y el residuo se redisuelve,
bajo atmésfera de argén, en THF anhidro (45 mL). A continuacion, se afiade
anilina (2.6 mL, 28 mmol) y la mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Se afiade agua (450 mL), se filtra el crudo de reaccién vy el
sélido obtenido se recristaliza de agua, obteniéndose el compuesto 32 con un
rendimiento del 86%.
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Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.'®

S SUU

O

Rf: 0.18 (acetato de etilo).

Pf: 119-120 °C (Lit."** 114-116 °C).

'H-RMN (CDsOD, &): 1.39 (qt, J = 3.6 Hz, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.62 (qt, J = 7.3 Hz,
2H, CH,CH,CO), 1.70 (qt, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.29 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
CH,CO), 2.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CO), 7.07 (d, J = 7.4 Hz, 1H, CHa,), 7.29 (t, J
= 8.0 Hz, 2H, 2CHy,), 7.54 (dd, J = 8.7, 1.1 Hz, 2H, 2CHa)).

¢ 8-Anilino-8-oxooctanoato de fenilo (29).

A una disolucion del acido 32 (300 mg, 1.8 mmol) en diclorometano anhidro (18
mL), se afiaden, bajo atmdésfera de argdon y a temperatura ambiente, DCC (453
mg, 2.2 mmol) y DMAP (40 mg, 0.36 mmol). La mezcla de reaccion se agita
durante 30 minutos. A continuacion, se afiade una disolucion de fenol (210 mg, 2.2
mmol) en diclorometano anhidro (11 mL) y se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche. El crudo de reaccion se filtra y se lava con disoluciones
acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los extractos
organicos se secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presion reducida. El
residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 8:2),
obteniéndose el compuesto 29 con un rendimiento del 75%.

Oy

Rf: 0.42 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 118-120 °C.

IR (ATR, cm™): 3342 (NH), 1757, 1739 (C=0), 1665, 1599, 1501, 1468 (Ar).
'H-RMN (CDCls, 8): 1.47-1.49 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.79 (qt, J = 7.3 Hz, 4H,
2CH,CH,CO), 2.38 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CO), 2.58 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CO),
7.06-7.14 (m, 3H, 3CHa), 7.16 (s a, 1H, NH), 7.21-7.26 (m, 1H, CHp,), 7.28-7.42
(m, 4H, 4CHy,,), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHa)).

C-RMN (CDCls, 8): 24.7, 25.3, 28.7, 28.8 (4CH,), 34.2, 37.6 (2CH,CO), 119.7
(2CHp), 121.6 (2CHay), 124.2, 125.8 (2CHa,), 129.0 (2CH,,), 129.4 (2CH,,), 138.0,
150.7 (2Cpy), 171.2, 172.3 (2CO).

EM (ESI): 348.1 [(M+Na)'].
Anal.: (C20H23NO3) C, H, N.
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e N-Fenil-N'-metiloctanodiamida (30).

A una disolucién del acido 32 (300 mg, 1.1 mmol) en diclorometano anhidro (5
mL), se afiaden, bajo atmoésfera de argon y a temperatura ambiente, EDC (440
mg, 2.3 mmol) y HOBt (310 mg, 2.3 mmol). La mezcla de reaccion se agita durante
una hora. A continuacion, se afiade una disolucion de metilamina 2 M en THF (3.5
mL, 7.0 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. Se afiade
agua (25 mL), se filtra el crudo de reaccioén y el sélido obtenido se recristaliza de
acetonitrilo, obteniéndose el compuesto 30 con un rendimiento del 57%.

L g §
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Rf: 0.30 (acetato de etilo/metanol, 95:5).

Pf: 154-155 °C.

IR (KBr, cm™): 3351, 3295 (NH), 1649 (C=0), 1603, 1553 (Ar).

'H-RMN (CD;0OD, 8): 1.32-1.46 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.62 (qt, J = 7.1 Hz, 2H,
CH,CH,CO), 1.70 (qt, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.17 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CO), 2.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 2.69 (s, 3H, CHa3), 7.07 (t, J = 7.4 Hz,
1H, CHp), 7.29 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 2CHg,), 7.53 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 2CHp,).
®C-RMN (CD;0OD, &): 26.7 (CH3), 27.1, 27.2 (2CH,), 30.4 (2CH,), 37.3, 38.3
(2CH,CO), 121.6 (2CHa,), 125.5 (CHa,), 130.2 (2CH,,), 140.3 (Ca), 175.0, 177.2
(2CO).

EM (ESI): 263.2 [(M+H)].

Anal.: (C15H22N>O;) C, H, N.

e N,N’-Difeniloctanodiamida (31).
Este compuesto se ha sintetizado siguiendo el procedimiento previamente descrito
por Rajput et al.®’
A una disolucion de &cido subérico (200 mg, 1.1 mmol) en piridina anhidra (20
mL), se afiade anilina (210 pL, 2.3 mmol), bajo atmésfera de argbn y a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agita durante 15 minutos. A
continuacién, se afiade fosfito de trifenilo (0.6 mL, 2.3 mmol) y se calienta a reflujo
durante 5 horas. Se elimina parte de la piridina por destilacién a presién reducida y
la disolucion resultante se enfria a temperatura ambiente. Se filtra el crudo de
reaccién y el solido obtenido se lava con acetato de etilo, obteniéndose el
compuesto 31 con un rendimiento del 38%.
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Rf: 0.45 (acetato de etilo/metanol, 8:2).

Pf: 189-192 °C (Lit.%” 180-184 °C).

IR (KBr, cm™): 3433, 3310 (NH), 1658 (C=0), 1599, 1533, 1498, 1473 (Ar).
'H-RMN (DMSO-dg, 8): 1.30-1.35 (m, 4H, 2CH,(CH,),CO), 1.57-1.61 (m, 4H,
2CH,CH,CO), 2.29 (t, J = 7.3 Hz, 4H, 2CH,CO), 7.00 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2CHa,),
7.27 (t, 3 = 7.6 Hz, 4H, 4CH,,), 7.57 (d, J = 7.7 Hz, 4H, 4CHy,), 9.84 (s a, 2H,
2NH).

C-RMN (DMSO-dg, 8): 25.0 (2CH,), 28.5 (2CH,), 36.4 (2CH,CO), 119.0 (4CHy),
122.9 (2CHa,), 128.6 (4CHpy), 139.3 (2C4), 171.2 (2CO).

EM (ESI): 325.2 [(M+H)'].
Anal.: (C20H24N202) C, H, N.

4.2.3. Sintesis de las diamidas 33-36, 39 y 40

e Anilidas 37, 38, 41y 43. Procedimiento general.

A una disolucién de anilina (1 equiv.) en diclorometano anhidro (5 mL/mmol), se
afiaden, bajo atmosfera de argén y a 0 °C, el cloruro de acido correspondiente (1.1
equiv.) y piridina (1.1 equiv.), consecutivamente. A continuacion, la mezcla de
reaccion se agita durante una hora a temperatura ambiente, se lava el crudo de
reaccion secuencialmente con disolucidon acuosa saturada de NaHCOs;, agua y
disolucion acuosa saturada de NaCl. La fase organica se seca sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presion reducida, obteniéndose las anilidas
correspondientes.

N-Fenilacrilamida (37).

Obtenido a partir de anilina (34 mmol) y cloruro de acriloilo (37 mmol) con un
rendimiento del 94%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos. %

O

Rf: 0.57 (diclorometano/metanol, 95:5).

Pf: 107-108 °C. (Lit.'>® 105-106 °C)

'H-RMN (CDCls, &): 5.71 (dd, J = 9.6, 2.0 Hz, 1H, %CH, ), 6.31 (dd, J = 16.9, 9.7
Hz, 1H, CHCO), 6.42 (dd, J = 16.9, 1.9 Hz, 1H, %CH, ;), 7.10 (t, J = 7.4 Hz, 1H,
CHa), 7.30 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHp,), 7.60 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHp,), 8.16 (s a,
1H, NH).
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3-Bromo-N-fenilpropanamida (38).

Obtenido a partir de anilina (45 mmol) y cloruro de 3-bromopropanoilo (50 mmol)
con un rendimiento del 92%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.™*

Qi

Rf: 0.56 (diclorometano/etanol, 95:5).

Pf: 118-122 °C (Lit."** 123-124 °C).

'H-RMN (CDCls, 8): 2.96 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,CO), 3.65 (t, J = 6.5 Hz, 2H,
CH,Br), 7.10 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHy,), 7.27 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHg,), 7.55 (d, J =
7.8 Hz, 2H, 2CHp), 8.63 (s a, 1H, NH).

2-Bromo-N-fenilacetamida (41).

Obtenido a partir de anilina (22 mmol) y cloruro de 2-bromoacetilo (24 mmol) con
un rendimiento del 97%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.'®

L e

Rf: 0.70 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 127-128 °C (Lit."* 129-131 °C).

'H-RMN (CDCl,, 3) (Mezcla de rotdmeros A:B, 2:1): 4.02 (s, 2H, CH,, rotamero A),
4.19 (s, 2H, CH,, rotdmero B), 7.16 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHya), 7.35 (t, J = 7.9 Hz,
2H, 2CHp), 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CH,;), 8.16 (s a, 1H, NH, rotdmero A), 8.24 (s
a, 1H, NH, rotdmero B).

4-Bromo-N-fenilbutanamida (43).

Obtenido a partir de anilina (8.2 mmol) y cloruro de 4-bromobutanoilo (9.0 mmol)
con un rendimiento del 91%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.'®

<j\mj\/\/Br

Rf: 0.61 (hexano/acetato de etilo, 6:4).
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'H-RMN (CDCls, 8): 2.26 (qt, J = 6.0 Hz, 2H, CH,CH,CO), 2.56 (t, J = 7.0 Hz, 2H,
CH,CO), 3.53 (t, J = 6.2 Hz, 2H, CH,Br), 7.10 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHp), 7.31 (t, J =
7.8 Hz, 2H, 2CHa,), 7.51 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHa,), 8.63 (s a, 1H, NH).

e N'-Fenil-N*octilglicinamida (42).
A una disolucion de octilamina (3.4 mL, 21 mmol) en diclorometano anhidro (20
mL), se afiade, gota a gota y bajo atmosfera de argon, una disolucion del
bromoderivado 41 (2.22 g, 10 mmol) en diclorometano anhidro (10 mL). La mezcla
de reaccion se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. A
continuacion, el crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas saturadas de
NaHCO; y NaCl, consecutivamente. La fase organica se seca sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia
en columna (hexano/acetato de etilo, 1:1), obteniéndose la amina secundaria 42

con un rendimiento del 40%.
@\ (0] \ﬁ)7
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.24 (acetato de etilo).

IR (ATR, cm™): 3349 (NH), 1713 (C=0), 1598, 1444 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHs), 1.28-1.38 (m, 10H, (CH,)sCHs),
1.51 (qt, J = 6.9 Hz, 2H, CH,(CH.)sCHs), 1.74 (s a, 1H, NH), 2.66 (t, J = 6.9 Hz, 2H,
NCH,CH,), 3.36 (s, 2H, NCH,CO), 7.09 (it, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H, CHy,), 7.32 (t ap, J
= 7.9 Hz, 2H, 2CH,,), 7.58 (dd, J = 8.7, 1.1 Hz, 2H, 2CH,,), 9.38 (s a, 1H, NH).
C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.7, 27.2, 29.3, 29.5, 30.1, 31.8 ((CH,)sCHs),
50.3, 53.1 (2CH,N), 119.4 (2CHa,), 124.1 (CHa,), 129.0 (2CH,,), 137.8 (Ca), 170.0
(CO).

EM (ESI): 263.2 [(M+H)].

e N°(3-Anilino-3-oxopropil)-N'-fenil-B-alaninamida (33).

A una disoluciéon del bromoderivado 38 (500 mg, 2.2 mmol) en diclorometano
anhidro (4 mL), se afiade una disolucion de amoniaco 2 M en metanol (1.1 mL, 2.2
mmol) y la mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante toda la
noche. A continuacién, se elimina el disolvente a presion reducida y el residuo se
redisuelve en diclorometano. El crudo de reaccién se lava con disoluciones
acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. La fase organica se
seca sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se
purifica por cromatografia en columna (acetato de etilo/metanol, 95:5),
obteniéndose el compuesto 33 con un rendimiento del 15%.
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SN §e

Rf: 0.18 (diclorometano/metanol, 95:5).

IR (ATR, cm™): 3285 (NH), 1733 (C=0), 1668, 1602 (Ar).

'H-RMN (CDs0D, 5): 2.59 (t, J = 6.3 Hz, 4H, 2CH,CO), 2.89 (t, J = 6.3 Hz, 4H,
2CH3N), 6.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2CHp,), 7.10 (t, J = 7.7 Hz, 4H, 4CH,,), 7.37 (d, J =
7.7 Hz, 4H, 4CHy,).

*C-RMN (CD50D, &): 35.6 (2CH,CO), 50.9 (2CH,N), 121.5 (4CHp,), 125.0 (2CHa,),
129.7 (4CHy), 139.5 (2C,), 173.3 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CigH»N3O, [(M+H)']: 312.1706. Encontrada:
312.1706.

e Diamidas 34-36. Procedimiento general.
A una disolucion de N-fenilacrilamida (37, 3 equiv.) y la amina correspondiente (1
equiv.) en acetonitrilo seco (0.5 mL/mmol de amina), se afiade DBU (1 equiv.) y la
mezcla de reaccién se calienta a 60 °C durante toda la noche. A continuacion, se
elimina el disolvente a presién reducida y el residuo se purifica por cromatografia
en columna, obteniéndose las diamidas correspondientes.

N>-(3-Anilino-3-oxopropil)-N"-fenil-N*-metil-B-alaninamida (34).
Obtenido a partir de 37 (3.4 mmol) y metilamina (disolucién 2 M en THF, 1.1 mmol)
con un rendimiento del 95%.

sE IS e

Cromatografia: diclorometano/metanol, 95:5.

Rf: 0.13 (diclorometano/metanol, 95:5).

IR (ATR, cm™): 3298 (NH), 1660 (C=0), 1600, 1547, 1497, 1443 (Ar).

'H-RMN (CDCls, &): 2.30 (s, 3H, CHj), 2.52 (t, J = 5.9 Hz, 4H, 2CH,CO), 2.75 (t, J
= 5.9 Hz, 4H, 2CH,N), 7.01 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 2CH,), 7.17 (t, J = 7.6 Hz, 4H,
4CHp,), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 4H, 4CHa,), 9.36 (s a, 2H, 2NH).

*C-RMN (CDCls, 5): 34.3 (2CH,CO), 41.3 (CHsN), 53.0 (2CH,N), 120.1 (4CHa,),
124.0 (2CHp,), 128.8 (4CHp), 138.2 (2Ca), 170.5 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CigHxuN3O, [(M+H)']: 326.1863. Encontrada:
326.1866.
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N3-(3-Anilino-3-oxopropil)-N*-fenil-N*-hexil-B-alaninamida (35).
Obtenido a partir de 37 (3.4 mmol) y hexilamina (1.1 mmol) con un rendimiento del

76%.
SRS N

H i H

Cromatografia: acetato de etilo/metanol, 9:1.

Rf: 0.21 (acetato de etilo/metanol, 9:1).

IR (ATR, cm™): 3298 (NH), 1660 (C=0), 1601, 1547, 1498, 1443 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.82 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHs), 1.20-1.28 (m, 6H, (CH,)sCHs),
1.50-54 (m, 2H, CH,(CH,)3;CHj3), 2.52 (t, J = 6.2 Hz, 6H, 2CH,CO, NCH,(CH,),),
2.83 (t, J = 6.2 Hz, 4H, 2NCH,CH,CO), 7.02 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2CHp,), 7.19 (t, J =
7.8 Hz, 4H, 4CHp,), 7.44 (d, J = 7.9 Hz, 4H, 4CHy,), 9.08 (s a, 2H, 2NH).

3C-RMN (CDClz, 8): 14.4 (CHs3), 23.0, 27.1, 27.7, 32.1 ((CH.),CHs;), 34.7
(2CH,CO), 50.1 (2CH3N), 54.0 (CH,N), 120.2 (4CHa), 124.4 (2CH,), 129.3
(4CHpy), 138.5 (2Cy), 170.9 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,sHauNsO, [(M+H)']: 396.2646. Encontrada:
369.2648.

N>-(3-Anilino-3-oxopropil)-N*-fenil-N*-octil-B-alaninamida (36).
Obtenido a partir de 37 (3.4 mmol) y octilamina (1.1 mmol) con un rendimiento del

83%.
SN PWSNe

H y H

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.45 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

IR (ATR. cm™): 3294 (NH), 1659 (C=0), 1601, 1546, 1497 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHs), 1.08 (m, 2H, CH,CHs), 1.19-1.25
(m, 8H, (Cﬂ2)4CH2CH3), 1.52 (m, 2H, Cﬂz(CHz)sCH3), 2.53 (t, J = 6.3 Hz, 6H,
2CH,CO, NCH»(CHy)s), 2.85 (t, J = 6.2 Hz, 4H, 2NCH,CH,CO), 7.02 (t, J = 7.3 Hz,
2H, 2CHy,), 7.20 (t, J = 7.8 Hz, 4H, 4CHp,), 7.43 (d, J = 7.8 Hz, 4H, 4CH,,), 8.90 (s
a, 2H, 2NH).

C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CHs), 22.6, 26.8, 27.7, 29.3, 29.5, 31.8 ((CH,)sCHs),
34.5 (2CH,CO), 49.9 (2CH,N), 53.7 (CH,N), 119.9 (4CHp,), 124.0 (2CH,,), 128.9
(4CHpy), 138.1 (2Cp), 170.4 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CigHzsNsO, [(M+H)']: 424.2959. Encontrada:
424.2959.
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e N’(2-Anilino-2-oxoetil)-N'-fenil-N*-octilglicinamida (39).
A una disolucién del bromoderivado 41 (575 mg, 2.7 mmol) y octilamina (0.20 mL,
1.2 mmol) en acetonitrilo seco (12 mL), se afiade DIPEA (0.6 mL, 3.5 mmol) y la
mezcla de reaccion se calienta a 60 °C durante toda la noche. A continuacion, se
elimina el disolvente a presién reducida y el residuo se purifica por cromatografia
en columna (hexano/acetato de etilo, 1:1), obteniéndose la diamida 39 con un

rendimiento del 93%.
01,0
@LNJVN¢LN

H H

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.75 (acetato de etilo).

IR (ATR. cm™): 3274 (NH), 1666 (C=0), 1601, 1542, 1444 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.23-1.28 (m, 10H, (CH.)sCHs),
1.44-1.51 (m, 2H, CH,(CH,)sCH3), 2.66 (t, J = 7.4 Hz, 2H, NCH,CHy), 3.36 (s, 4H,
2NCH,CO), 7.10 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2CHp), 7.32 (tap, J = 7.9 Hz, 4H, 4CH,,), 7.62
(d,J=7.7 Hz, 4H, 4CHa,), 9.07 (s &, 2H, 2NH).

®C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 27.2, 27.6, 29.3, 29.4, 31.8 ((CH.)sCHs),
56.4 (NCH,CH,), 59.8 (2NCH,CO), 119.9 (4CHp,), 124.4 (2CHy,), 129.0 (4CHy),
137.7 (2Cay), 169.4 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,sH33N;O,Na [(M+Na)']: 418.2465. Encontrada:
418.2449.

e N°-(2-Anilino-2-oxoetil)-N*-fenil-N*-octil-B-alaninamida (40).

A una suspension de la amina 42 (195 mg, 0.74 mmol) y el bromoderivado 38 (340
mg, 1.5 mmol) en diclorometano anhidro (1.5 mL), se afiade DIPEA (0.40 mL, 2.4
mmol) bajo atmésfera de argdn. La reaccion se calienta a reflujo durante toda la
noche. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, el crudo de reaccién se lava
con disoluciones acuosas saturadas de NaHCO3; y NaCl, consecutivamente. La
fase organica se seca sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presién reducida.
El residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 1:1),
obteniéndose el compuesto 40 con un rendimiento del 25%.

AL

Rf: 0.16 (hexano/acetato de etilo, 6:4).
IR (ATR, cm™): 3274 (NH), 1664 (C=0), 1601, 1540, 1444 (Ar).
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'H-RMN (CDCl3, 8): 0.83 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHg), 1.18-1.23 (m, 10H, (CH)sCHz),
1.40-1.49 (m, 2H, CH»(CHy)sCHz3), 2.47-2.54 (m, 4H, NCH»(CH,)s, COCH,CH;N),
291 (t, J = 6.3 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 3.15 (s, 2H, NCH,CO), 7.00-7.08 (m, 2H,
2CHp), 7.18 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHp), 7.24 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHy,), 7.48 (d, J =
7.6 Hz, 2H, 2CHp), 7.53 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 2CH,), 8.87 (s a, 1H, NH), 9.44 (s a,
1H, NH).

¥C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CHs), 22.6, 27.2, 27.5, 29.3, 29.5, 31.8 ((CH,)sCHs),
35.0 (COCH,CH:N), 51.1, 55.7 (2NCH,CHy), 58.9 (NCH,CO), 119.7 (2CHa), 119.9
(2CHa), 124.1, 124.2 (2CHar), 128.8 (2CHar), 128.9 (2CHy), 137.5, 138.3 (2Cu),
170.4 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CysHssNsO,Na [(M+Na)']: 432.2622. Encontrada:
432.2615.

4.2.4. Sintesis de las diamidas 44, 46-63

e N'-Fenil-N*-octil-B-alaninamida (45).

A una disolucién de octilamina (1.9 mL, 8.8 mmol) en diclorometano anhidro (9
mL), se afiade, gota a gota y bajo atmosfera de argén, una disolucion del
bromoderivado 38 (1.00 g, 4.4 mmol) en diclorometano anhidro (4 mL). La mezcla
de reaccion se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. A
continuacion, el crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas saturadas de
NaHCO; y NaCl, consecutivamente. La fase organica se seca sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia
en columna (hexano/acetato de etilo, 1:1), obteniéndose la amina secundaria 45
con un rendimiento del 65%.

LI,
Hoo

Rf: 0.12 (acetato de etilo).

IR (ATR, cm™): 3297 (NH), 1667 (C=0), 1601, 1551, 1497, 1444 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 3): 0.86-0.88 (m, 3H, CHs), 1.29 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.54-1.58
(m, 2H, CH,(CH,)sCHa), 2.48 (t, J = 5.2 Hz, 2H, CH,CO), 2.69 (t, J = 6.8 Hz, 2H,
NCH,(CH,)e), 2.97 (t, J = 5.4 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 3.48 (s a, 1H, NH), 7.06 (t, J =
7.3 Hz, 1H, CHa), 7.29 (t, J = 7.7 Hz, 2H, 2CH,,), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHa,).
C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.7, 27.5, 29.3, 29.5, 30.1, 31.8 ((CH,)sCHs),
36.1 (CH,CO), 45.5, 49.3 (2CH,N), 119.7 (2CHa,), 123.6 (CHa), 128.9 (2CHa,),
138.8 (Ca), 171.1 (CO).

EM (ESI): 277.2 [(M+H)].
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Parte experimental

e Acido benzofuran-3-carboxilico.
Este compuesto se ha sintetizado siguiendo el procedimiento previamente descrito
por Lu et al.*”’
A una disolucién del &cido benzofuran-2,3-dicarboxilico (206 mg, 1.0 mmol) en
DMSO (2 mL), se afiaden Ag,CO3z (28 mg, 0.10 mmol) y acido acético (3 pL, 0.05
mmol). La mezcla de reaccidon se calienta a 140 °C durante 16 horas. A
continuacién, se deja enfriar el crudo de reaccion a temperatura ambiente, se
acidifica con HCI 2 M hasta pH = 2 y se extrae con acetato de etilo. Los extractos
organicos se lavan con disolucién acuosa saturada de NaCl, se secan sobre
Na,SO, y el disolvente se elimina a presion reducida, obteniéndose el acido
benzofuran-3-carboxilico con un rendimiento del 73%.
Los datos espectroscopicos corresponden con los previamente descritos.*®

o]
HOJ\EQ
o]

Rf: 0.22 (acetato de etilo).

Pf: 160-161 °C (Lit."*® 163-164 °C).

'H-RMN (DMSO-dg, 8): 7.32-7.41 (M, 2H, 2CHyea), 7.53-7.58 (M, 1H, CHueia),
8.02-8.05 (M, 1H, CHyetar), 8.40 (S, 1H, CHyerar)-

e Acido 1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico.

A una disolucién de prolina (500 mg, 4.3 mmol) en una disolucién acuosa saturada
de NaHCO; (6 mL), se afiade, gota a gota y a 0 °C, una disolucién de dicarbonato
de di-terc-butilo (1.04 g, 4.7 mmol) en THF (2.5 mL) y la mezcla de reaccion se
agita a temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacion, se elimina el
THF a presion reducida, el crudo de reaccién se acidifica con HCI 2 M hasta pH =
2 y se extrae con acetato de etilo. Los extractos organicos se secan sobre Na,SO,
y el disolvente se elimina a presién reducida, obteniéndose el acido 1-(terc-
butoxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico con un rendimiento cuantitativo.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.'®

Rf: 0.38 (diclorometano/metanol, 9:1).

'"H-RMN (CDCl3, 6) (Mezcla de rotameros A:B, 2:1): 1.42 (s, 9H, C(CHs)s, rotamero
B), 1.48 (s, 9H, C(CHs)s, rotamero A), 1.90-2.10 (m, 3H, 2CH,CH, CH,CH,N),
2.23-2.35 (m, 1H, ¥2CH,CH), 3.31-3.54 (m, 2H, CH2N), 4.23-4.36 (m, 1H, CH), 8.78
(s a, 1H, COOH).
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e Amidas 44, 46, 47, 50-62. Procedimiento general.
A una disolucién del acido carboxilico correspondiente (2 equiv.) en diclorometano
anhidro (4 mL/mmol), se afiaden, bajo atmdsfera de argén, EDC (2 equiv.) y HOBt
(2 equiv.). La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante una
hora. A continuacion, se afiade una disolucion de la amina secundaria 45 (1
equiv.) en diclorometano anhidro (2 mL/mmol) y se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche.* El crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas
saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los extractos organicos se
secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se
purifica por cromatografia en columna, obteniéndose las amidas correspondientes.

* Los &cidos 1H-1,2,4-triazol-3-carboxilico, 1H-imidazol-2-carboxilico y 1H-indol-2-
carboxilico no se dejan activando con los agentes de condensacion durante una
hora, sino que la amina 45 se adiciona inmediatamente después del acido
carboxilico.

Nl-FeniI-N3-octiI-N3-(1,3-oxazol-5-iIcarboniI)-B-alaninamida (44).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.93 mmol) y acido 1,3-oxazol-5-carboxilico (1.9
mmol) con un rendimiento del 95%.

O (0]
Gt

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.21 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

IR (ATR, cm™): 3312 (NH), 1684 (C=0), 1623, 1546, 1495, 1442 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHs), 1.27 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.66
(m, 2H, Cﬂz(CH2)5CH3), 2.79 (m, 2H, CH2CO), 3.59 (m, 2H, NCHz(CHz)B), 3.85 (m,
2H, NCH,CH,CO), 7.08 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHy,), 7.28 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 2CH,),
7.54-7.56 (m, 3H, 2CHa;, CHuear), 7.91 (M, 1H, CHuewa), 8.52 y 8.94 (s a, 1H
combinado, NH).

C-RMN (CDCls, 8): 13.0 (CHs), 21.6, 25.6, 28.1, 28.2, 28.4, 30.7 ((CH,)sCHs),
34.8 (CH,CO), 43.3 (NCH,CH,CO), 48.7 (NCH,(CH,)s), 118.9 (2CH,,), 123.2
(CHap), 127.9 (2CHap), 130.4 (CHyetar), 137.2 (Car), 144.2 (Chetar), 150.7 (CHuetar),
157.6 (CON), 168.3 (CONH).

HRMS (ESI): Calculada para C,H,gNzOsNa [(M+Na)']: 394.2101. Encontrada:
394.2908.

N-Fenil-N3-octil-N>-(1H-1,2,4-triazol-3-ilcarbonil)-B-alaninamida (46).
Obtenido a partir de la amina 45 (1.4 mmol) y acido 1H-1,2,4-triazol-3-carboxilico
(2.8 mmol) con un rendimiento del 45%.
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@\ )OJ\/\N)OJ\(/N\NH
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Cromatografia: acetato de etilo.

Rf: 0.25 (acetato de etilo).

Pf: 110-111 °C.

IR (ATR, cm™): 3281 (NH), 1623 (C=0), 1547 (Ar).

'"H-RMN (CDClg, 8) (Mezcla de rotdmeros A:B, 3:2): 0.84-0.89 (m, 3H, CHj3), 1.25-
1.29 (m, 10H, (CH)sCHg), 1.61-1.78 (m, 2H, CH»(CH,)sCHs), 2.81-2.87 (m, 2H,
CH,CO), 3.55 (t, J = 7.6 Hz, 2H, NCH,(CH,)s, rotamero B), 3.92 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
NCH,CH,CO, rotamero A), 4.08-4.15 (m, 2H, NCH»(CH)s, rotamero A), 4.27 (t, J =
7.7 Hz, 2H, NCH,CH,CO, rotamero B), 7.05-7.12 (m, 1H, CHp,), 7.31 (t, J = 8.1 Hz,
2H, 2CHp,), 7.54-7.58 (m, 2H, 2CH,), 8.13 (s, 1H, CHyetar, rotdmero A), 8.22 (m,
1H, CHyetar, rotamero B), 8.96 (s a, 1H, NH), 13.94 (s a, 1H, NH).

3C-RMN (CDClg, 8): 14.1 (CHg), 22.6, 26.6, 27.0, 27.6, 29.2 (2C), 29.3, 31.8
((CH,)6CHg3, rotameros A y B), 35.7, 38.9 (CH,CO, rotameros A y B), 45.6, 46.1
(NCH,CH,CO, rotameros Ay B), 48.1, 50.2 (NCH,(CH,)e, rotameros Ay B), 119.7,
120.0 (2CHa,, rotdameros A 'y B), 124.3 (CHyp), 128.9, 129.0 (2CHp,,, rotameros A 'y
B), 138.1, 138.2 (Cy,, rotameros A y B), 150.8 (CHuetar), 158.8 (Cpetar), 168.7, 169.0
(CO, rotameros Ay B), 171.2 (CO).

EM (ESI): 372.2 [(M+H)'].
Anal.: (CaoH2sNsO5) C, H, N.

N'-Fenil-N>-(1H-imidazol-2-ilcarbonil)-N*-octil-B-alaninamida (47).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.33 mmol) y acido 1H-imidazol-2-carboxilico
(0.66 mmol) con un rendimiento del 60%.

(@] (o]
@LNJ\ANHH
H /(J)7 N\/)
Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.
Rf: 0.12 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 96-97 °C.
IR (ATR, cm™): 3201 (NH), 1668 (C=0), 1604, 1546, 1483, 1443 (Ar).
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'H-RMN (CDCl3, 8) (Mezcla de rotdmeros A:B, 6:1): 0.81 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHy),
1.20-1.26 (m, 10H, (CH,)sCHj3), 1.60 (m, 2H, CH,(CH;)sCH3), 2.71 (m, 2H, CH,CO,
rotamero B), 2.82 (t, J = 8.1 Hz, 2H, CH,CO, rotamero A), 3.47 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
NCH2(CHy)s, rotamero A), 3.81 (m, 2H, NCH,CH,CO, rotdmero B), 4.21 (m, 2H,
NCH2(CHy)s, rotamero B), 4.30 (t, J = 8.0 Hz, 2H, NCH,CH,CO, rotdmero A), 7.03
(t, J=7.4 Hz, 1H, CHy,), 7.16 (m, 1H, CHyetar), 7.19 (s, 1H, CHyetar), 7.25-7.30 (m,
2H, 2CHp), 7.45-7.55 (m, 2H, 2CHa,), 8.29 (s a, 1H, NH, rotdmero B), 9.98 (s a,
1H, NH, rotdmero A), 10.94 (s a, 1H, NH, rotdmero B), 11.52 (s a, 1H, NH,
rotdmero A).

3C-RMN (CDCl3, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 27.1, 27.8, 29.2, 29.4, 31.8 ((CH,)sCHs),
39.7 (CH,CO), 46.8 (NCH,CH,CO), 48.3 (NCH2(CH,)s), 118.8 (CHpetar), 119.6
(2CHar), 123.9 (CHpy), 129.1 (2CHy), 129.8 (CHuetar), 138.6 (Car), 141.5 (Chetar),
158.3 (CON), 169.1 (CONH).

EM (ESI): 371.2 [(M+H)'].
Anal.: (C21H30N402) C, H, N.

N'-Fenil-N®-[(1-metil-1H-pirrol-2-il)carbonil]-N*-octil-B-alaninamida (50).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.59 mmol) y acido 1-metil-1H-pirrol-2-carboxilico
(2.2 mmol) con un rendimiento del 49%.

Dot

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.44 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 3277 (NH), 1684 (C=0), 1602, 1543, 1473, 1439 (Ar).

'H-RMN (CDCls, ): 0.87 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHsCH,), 1.23-1.30 (m, 10H,
(Cﬂ2)5CH3), 1.58-1.65 (m, 2H, Cﬂz(CHz)sCH3), 2.73 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CHch),
3.54 (t, J = 7.6 Hz, 2H, NCH,(CH,)e), 3.67 (s, 3H, CH;sN), 3.80 (t, J = 6.8 Hz, 2H,
NCH,CH,CO), 6.06 (dd, J = 3.7, 2.7 Hz, 1H, CHyear), 6.30 (dd, J = 3.7, 1.4 Hz, 1H,
CHuetar), 6.66 (t, J = 2.9 Hz, 1H, CHyetar), 7.07 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHp), 7.28 (t, J =
7.8 Hz, 2H, 2CHp,), 7.55 (d, J = 8.1 Hz, 2H, 2CH,,), 9.11 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 8): 14.5 (CHsCH,), 23.0, 26.9, 29.2, 29.6 (2C), 32.1 ((CH,)sCHs),
35.9 (CHsN), 36.8 (CH,CO), 43.5 (NCH,CH,CO), 50.6 (NCH,(CH,)¢), 107.5, 112.5
(2CHpetar), 120.2 (2CHpp), 124.4 (CHpap), 125.7 (Chetar), 126.6 (CHpetar), 129.2
(2CHa/), 138.8 (Ca), 165.6 (CON), 170.1 (CONH).

HRMS (ESI): Calculada para C,3HauNsO, [(M+H)']: 384.2646. Encontrada:
384.2655.
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Parte experimental

N*-Fenil-N*-octil-N*-(pirrolidin-2-ilcarbonil)-B-alaninamida (51).

A partir de la amina 45 (0.26 mmol) y el &cido 1-(terc-butoxicarbonil)pirrolidin-2-
carboxilico (0.51 mmol) se obtiene N'-fenil-N*-octil-N3-{[(1-(terc-butoxicarbonil)]-
pirrolidin-2-ilcarbonil-B-alaninamida (64) con un rendimiento del 64%.

o) o) o\\f/o

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.27 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

IR (ATR. cm™): 3312 (NH), 1685, 1667 (C=0), 1604, 1546, 1441 (Ar).

'"H-RMN (CDCl3, 8) (Mezcla de rotameros A:B, 2:1): 0.80-0.88 (m, 3H, CH3CH,),
1.17-1.28 (m, 10H, (CH»)sCHj3), 1.44-1.67 (m, 11H, CH,(CH,)sCH3, C(CHy)s), 1.74-
1.95 (m, 2H, CH,CH,CH), 2.06-2.19 (m, 2H, CH,CH), 2.31-2.51 (m, 2H, CH,CO),
2.60-2.79 (m, 2H, CH,NBoc, rotamero A), 3.00-3.32 (m, 2H, NCH,(CH,)s), 3.52-
3.65 (m, 2H, NCH,CH,CO), 3.67-3.87 (m, 2H, CH,NBoc, rotamero B), 4.41-4.57
(m, 1H, CH), 7.01 (t, 3 = 7.3 Hz, 1H, CHa,), 7.26 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CH,), 7.52-
7.57 (M, 1H, CHap), 7.74 (d, J = 7.7 Hz, 1H, CHy), 9.13 (s a, 1H, NH, rotdmero A),
9.34 (s a, 1H, NH, rotamero B).

®C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CHsCH,), 22.6 (2C), 24.4, 24.7, 26.7, 27.7 (4CH,,
rotameros A y B), 28.5, 28.6 (C(CHa)s, rotdmeros A y B), 29.1, 29.3, 30.0, 30.1,
30.2, 31.7 (2C) (4CH,, rotameros A y B), 37.1, 37.9 (CH,CO, rotameros A y B),
44,9, 46.0, 47.2, 47.3, 47.9, 50.0 (3CH,N, rotameros A y B), 56.1, 56.5 (CH,
rotameros A y B), 80.0, 80.1 (C(CHs)s, rotAmeros A y B), 120.1, 120.2 (2CHa,,
rotameros A y B), 123.8, 124.0 (CHp,,, rotameros A y B), 128.7 (2CH,,), 138.5,
139.0 (Ca, rotameros Ay B), 154.7, 154.9 (NCOO, rotAmeros Ay B), 169.6, 171.2,
172.5, 173.1 (2CO, rotameros A 'y B).

EM (ESI): 474.3 [(M+H)].

A una disolucién de la N-Boc pirrolidina 64 (63 mg, 0.13 mmol) en diclorometano
anhidro (0.5 mL) se afiade TFA (200 pL, 2.7 mmol) bajo atmésfera de argén. La
mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente durante una hora. A
continuacion, el crudo de reaccién se basifica con una disolucion acuosa saturada
de NaHCO; hasta pH = 8 y se extrae con diclorometano. La fase organica se lava
con una disolucion acuosa saturada de NaCl, se seca sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presion reducida, obteniéndose el compuesto 51 con un
rendimiento del 70%.

@M*Q
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Parte experimental

Rf: 0.19 (acetato de etilo).

IR (ATR, cm™): 3269 (NH), 1644 (C=0), 1605, 1548, 1494, 1444 (Ar).

'H-RMN (CDCl3, ) (Mezcla de rotdmeros A:B, 2:1): 0.83-0.88 (m, 3H, CHj3), 1.21-
1.24 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.45-2.30 (m, 6H, CH»(CH,)sCHs, (CH,).CH), 2.56-3.05
(m, 4H, CH,CO, CH,NH), 3.15-3.34 (m, 2H, NCHy(CH,)), 3.55-3.76 (m, 2H,
NCH,CH,CO), 3.91 (t, J = 7.5 Hz, 1H, CH, rotamero A), 4.37 (t, J = 7.5 Hz, 1H,
CH, rotamero B), 5.10 (s a, 1H, NH), 7.05 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CH,,), 7.23-7.30 (m,
2H, 2CHp), 7.56 (d, J = 7.7 Hz, 2H, 2CHj,, rotamero A), 7.61 (d, J = 7.7 Hz, 2H,
2CHp,, rotdmero B), 8.97 (s a, 1H, NH, rotamero A), 9.58 (s a, 1H, NH, rotamero
B).

®C-RMN (CDCl3, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 25.8, 26.3, 26.8, 27.6, 29.1, 29.2 (2C), 29.3
(2C), 29.7, 30.6, 31.1, 31.7 ((CH,)sCHs, (CH,),CH, rotdmeros A y B), 36.3, 37.2
(CH,CO, rotameros Ay B), 43.2, 44.0 (NCH,CH,CO, rotameros A y B), 46.8, 46.9,
47.4, 48.3 (NCH,(CH,)s, CH,NH, rotameros A y B), 57.8, 58.2 (CH, rotdmeros A y
B), 119.9 (2CHa,), 124.1 (CHp), 128.8, 128.9 (2CHg,), 138.4 (Car), 168.7, 169.5,
171.4, 173.9 (2CO, rotdmeros Ay B).

HRMS (ESI): Calculada para CiHssNsO, [(M+H)']: 374.2796. Encontrada:
374.2802.

N*-Fenil-N°-(2-furoil)-N*-octil-B-alaninamida (52).
Obtenido a partir de la amina 45 (1.4 mmol) y acido 2-furoico (2.8 mmol) con un
rendimiento del 95%.

Cdyhes

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.40 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 90-93 °C.

IR (ATR, cm™): 3315 (NH), 1668 (C=0), 1605 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 0.87 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CHs), 1.25 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.65
(m, 2H, CHx(CH2)sCHs), 2.75 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,CO), 3.61 (m, 2H,
NCHz(CHz)G), 3.83 (m, 2H, NCﬂchch), 6.43 (m, 1H, CHHetAr)v 6.95 (m, 1H,
CHuetar), 7.06 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHy,), 7.27 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHp,), 7.41 (m, 1H,
CHuetar), 7.49-7.60 (m, 2H, 2CHp,), 9.29 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.8, 29.2, 29.3, 29.7, 31.8 ((CH,)sCHs),
36.2 (CH,CO), 44.3 (NCH,CH,CO), 49.6 (NCH2(CH,)e), 111.4, 116.5 (2CHuear),
119.9 (2CHap), 123.9 (CHa), 128.8 (2CHar), 138.5 (Car), 144.0 (CHpetar), 147.9
(Chetar), 160.5 (CON), 169.6 (CONH).

EM (ESI): 371.2 [(M+H)].

Anal.: (C,H30N>O3) C, H, N.
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Parte experimental

N'-Fenil-N®-3-furoil-N*-octil-B-alaninamida (53).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.70 mmol) y &cido 3-furoico (1.4 mmol) con un
rendimiento cuantitativo.

(o]
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.14 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 68-69 °C.

IR (ATR, cm™): 3281 (NH), 1685 (C=0), 1605, 1547, 1501, 1441 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.25 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.61
(m, 2H, CHy(CH,)sCHz), 2.76 (m, 2H, CH,CO), 3.44 (t, J = 7.9 Hz, 2H,
NCH,(CH,)s), 3.82 (t, J = 6.6 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 6.55 (m, 1H, CHyetar), 7.08 (t,
J = 7.4 Hz, 1H, CH,), 7.29 (t, J = 8.3 Hz, 2H, 2CH,,), 7.41 (t, J = 1.7 Hz, 1H,
CHueta), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHy,), 7.68 (M, 1H, CHyeta).

®C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.6, 29.2 (3C), 31.7 ((CH.)sCHs), 36.5
(CH,CO), 43.2 (NCH,CH,CO), 50.1 (NCH,(CH,)s), 110.1 (CHyeta), 119.8 (2CHa,),
121.3 (Chewr), 124.1 (CHa,), 128.9 (2CH,,), 138.3 (Ca), 143.1, 143.2 (2CHuein),
165.6 (CON), 169.4 (CONH).

EM (ESI): 371.2 [(M+H)'].
Anal.: (C»HgoN,03) C, H, N.

N'-Fenil-N>-octil-N>-(tetrahidrofuran-3-ilcarbonil)-B-alaninamida (54).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.36 mmol) y acido tetrahidrofuran-3-carboxilico
(0.72 mmol) con un rendimiento del 84%.

©\ o o
/(J)7

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.13 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 68-70 °C.

IR (ATR, cm™): 3309 (NH), 1684 (C=0), 1624, 1545, 1494, 1442 (Ar).

'H-RMN (CDCl3, 8): 0.89 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHg), 1.28-1.30 (m, 10H, (CH)sCHz),

1.56-1.61 (m, 2H, CH,(CH,)sCH,), 2.01-2.23 (m, 2H, CH,CH,0), 2.69 (t, J = 6.6

Hz, 2H, CH,CO), 3.22 (qt, J = 7.6 Hz, 1H, CH), 3.34 (t, J = 6.8 Hz, 2H,

NCH»(CH,)s), 3.70 (t, J = 6.6 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 3.81-4.02 (m, 4H, 2CH,0),

7.09 (t, J=7.4 Hz, 1H, CHp), 7.31 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CH,), 7.54 (d, J = 7.9 Hz,

2H, 2CHp,,), 8.47 (s a, 1H, NH).
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Parte experimental

C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CH3), 22.6, 26.8, 29.2, 29.3, 29.5 ((CH,)sCHs), 30.8
(CH,CH,0), 31.7 (CH»(CH,)s), 36.8 (CH,CO), 41.2 (CH), 43.2 (NCH,CH,CO), 49.0
(NCH,(CH,)s), 68.6, 71.2 (2CH,0), 119.8 (2CHp,), 124.1 (CHp), 128.9 (2CHa),
138.2 (Ca), 168.4, 174.1 (2CO).

EM (ESI): 375.2 [(M+H)'].
Anal.: (C22H34N203) C, H, N.

N'-Fenil-N*-octil-N*-(tien-3-ilcarbonil)-B-alaninamida (55).
Obtenido a partir de la amina 45 (1.4 mmol) y &cido tiofeno-3-carboxilico (2.8
mmol) con un rendimiento del 85%.

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.11 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 3311 (NH), 1685 (C=0), 1605, 1546, 1440 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHj), 1.21-1.30 (m, 10H, (CH.)sCHs),
1.58 (M, 2H, CHy(CH,)sCHs), 2.77 (m, 2H, CH,CO), 3.37 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
NCH.(CH.)s), 3.82 (t, J = 6.6 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 7.08 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHa,),
7.14 (d, J = 4.1 Hz, 1H, CHyear), 7.29-7.34 (m, 3H, 2CHp;, CHyear), 7.45 (d, J = 1.8
Hz, 1H, CHyew), 7.54 (d, J = 7.7 Hz, 2H, 2CH,,), 8.82 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 5): 14.1 (CHs), 22.6, 26.6, 28.8 (2C), 29.1, 31.7 ((CH,)sCHs),
36.4 (CH,CO), 42.8 (NCH,CH,CO), 50.5 (NCH,(CH,)s), 119.8 (2CH,,), 124.0
(CHap), 125.6, 126.2, 126.7 (3CHpetar), 128.9 (2CHp), 136.7 (Chetar), 138.4 (Cap),
168.1, 169.6 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para CxHzN,0,SNa [(M+Na)]: 409.1920. Encontrada:
409.1923.

N*-Fenil-N>-octil-N>-(piridin-2-ilcarbonil)-B-alaninamida (56).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.54 mmol) y &cido piridin-2-carboxilico (1.1
mmol) con un rendimiento del 92%.

Sl

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 2:8.
Rf: 0.30 (hexano/acetato de etilo, 3:7).
IR (ATR, cm’l): 3309 (NH), 1685 (C=0), 1615, 1547, 1495, 1443 (Ar).
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Parte experimental

'"H-RMN (CDClg, 8) (Mezcla de rotdmeros A:B, 2:1): 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHy),
1.11-1.25 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.57 (m, 2H, CH,(CH,)sCHs), 2.81 (t, J = 6.4 Hz,
2H, CH,CO), 3.37 (t, J = 7.4 Hz, 2H, NCH»(CH)s, rotamero A), 3.46-3.47 (m, 2H,
NCH2(CHy)s, rotdmero B), 3.69-3.75 (m, 2H, NCH,CH,CO, rotamero B), 3.87 (t, J =
6.3 Hz, 2H, NCH,CH,CO, rotdmero A), 7.05 (t, J = 7.1 Hz, 1H, CHp), 7.24-7.32 (m,
3H, 2CHp, CHyetar), 7.54-7.56 (M, 3H, 2CHpa;, CHyetar), 7.71-7.76 (m, 1H, CHyeiar),
8.55 (d, J = 4.4 Hz, 1H, CHyear), 8.64 (s a, 1H, NH, rotdmero B), 8.92 (s a, 1H, NH,
rotamero A).

3C-RMN (CDClg, 8): 14.0 (CH3), 22.6, 26.5, 28.8, 29.0 (2C), 31.7 ((CH)sCHy),
36.5 (CH,CO), 43.2 (NCH,CH,CO), 50.0 (NCH2(CH)s), 119.9 (2CHa,), 123.1,
123.9, 124.4 (CHp;, 2CHpetar), 128.8 (2CHp ), 137.0 (CHyetar), 138.4 (Ca), 148.5
(CHpetar), 154.5 (Chetar), 169.5, 169.7 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,sHs;N3O,Na [(M+Na)']: 404.2308. Encontrada:
404.2276.

N'-Fenil-N*-octil-N*-(piridin-3-ilcarbonil)-B-alaninamida (57).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.36 mmol) y acido piridin-3-carboxilico (0.72
mmol) con un rendimiento del 36%.

A e

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 2:8.

Rf: 0.28 (acetato de etilo).

IR (ATR, cm™): 3312 (NH), 1685 (C=0), 1612, 1546, 1495, 1440 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8) (Mezcla de rotameros A:B, 6:1): 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHy),
1.13-1.18 (m, 10H, (Cﬂz)sCH3), 1.53 (m, 2H, CH2(0H2)5CH3), 2.50 (m, 2H, CH2CO,
rotamero B), 2.79 (t, J = 5.7 Hz, 2H, CH,CO, rotamero A), 3.28 (t, J = 7.0 Hz, 2H,
NCH,(CHy)e, rotamero A), 3.49 (m, 2H, NCH,(CH,)s, rotdmero B), 3.64 (m, 2H,
NCH,CH,CO, rotamero B), 3.86 (m, 2H, NCH,CH,CO, rotamero A), 7.07 (t, J= 7.3
Hz, 1H, CHa), 7.24-7.32 (m, 3H, 2CHa;, CHyetar), 7.53 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 2CHa,),
7.67 (d, J = 7.7 Hz, 1H, CHyewa), 8.64 (d, J = 1.4 Hz, 2H, 2CHpewar), 9.27 (s a, 1H,
NH).

®C-RMN (CDCls, 3): 14.0 (CHs), 22.5, 26.4, 28.9, 29.0 (2C), 31.6 ((CH,)sCHs),
35.8 (CH,CO), 42.7 (NCH,CH,CO), 50.7 (NCH,(CH,)e), 119.9 (2CH,,), 123.4
(CHuetar), 124.1 (CHp), 128.8 (2CHap), 132.4 (Chetar), 134.2 (CHyerar), 138.3 (Ca),
147.3, 150.6 (2CHyetar), 169.5, 169.8 (2C0O).

HRMS (ESI): Calculada para C,3Hs:N;O,Na [(M+Na)']: 404.2309. Encontrada:
404.2302.
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Parte experimental

N'-Fenil-N*-octil-N*-(piridin-4-ilcarbonil)-B-alaninamida (58).
Obtenido a partir de la amina 45 (1.4 mmol) y 4cido piridin-4-carboxilico (2.8 mmol)

con un rendimiento del 41%.
SR
N)J\/\N A
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 2:8.

Rf: 0.19 (acetato de etilo).

IR (ATR, cm™): 3310 (NH), 1624 (C=0), 1547 (Ar).

'"H-RMN (CDCl3, 8) (Mezcla de rotdmeros A:B, 4:1): 0.76 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHy),
1.02-1.07 (m, 10H, (CH)sCHs), 1.41 (qt, J = 6.9 Hz, 2H, CH,(CH,)sCHs), 2.40 (m,
2H, CH,CO, rotamero B), 2.70 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,CO, rotamero A), 3.12 (t, J =
7.6 Hz, 2H, NCH,(CH,)s, rotamero A), 3.41 (m, 2H, NCH»(CHy)s, rotamero B), 3.50
(m, 2H, NCH,CH,CO, rotamero B), 3.74 (t, J = 6.5 Hz, 2H, NCH,CH,CO, rotamero
A), 7.00 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHy,), 7.11 (d, J = 5.8 Hz, 2H, 2CHyetar), 7.16-7.21 (m,
2H, 2CHy,), 7.41 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CH,,), 8.55 (d, J = 5.7 Hz, 2H, 2CHyieiar), 8.78
(s a, 1H, NH).

®C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CHs), 22.5, 26.4, 28.8, 29.0 (2C), 31.6 ((CH.)sCHs),
35.9 (CH,CO), 42.4 (NCH,CH,CO), 50.4 (NCH,(CHy)s), 119.8 (2CH,,), 120.8
(2CHuetar), 124.2 (CHa,), 128.9 (2CHp,), 138.2 (Ca,), 144.1 (Chetar), 150.3 (2CHeir),
169.2, 169.9 (CO, rotdmeros Ay B), 171.1 (CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,sHs;:N;O,Na [(M+Na)']: 404.2308. Encontrada:
404.2311.

N'-Fenil-N>-(1H-indol-2-ilcarbonil)-N*-octil-B-alaninamida (59).
Obtenido a partir de la amina 45 (1.4 mmol) y acido 1H-indol-2-carboxilico (2.8
mmol) con un rendimiento del 73%.

H y |

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.47 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 142-144 °C.

IR (ATR. cm™): 3284 (NH), 1666 (C=0), 1600, 1533, 1442 (Ar).
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Parte experimental

'H-RMN (CDCls, 8): 0.79 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH), 1.16 (m, 10H, (CH2)sCHs), 1.59
(M, 2H, CHy(CH,)sCHs), 2.62 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,CO), 3.50 (m, 2H,
NCH,(CH,)e), 3.80 (m, 2H, NCH,CH,CO), 6.63 (M, 1H, CHyear), 6.92-7.03 (m, 2H,
CHar, CHuerar), 7.09-7.16 (M, 3H, 2CHar, CHiear), 7.26 (d, J = 8.2 Hz, 1H, CHyeear),
7.40 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHy), 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CHyen,), 8.53 (s a, 1H,
NH), 9.82 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCl;, 3): 14.1 (CHs), 22.7, 26.8, 28.8, 29.2, 29.3, 31.8 ((CH,)sCHs),
36.3 (CH,CO), 44.5 (NCH,CH,CO), 49.9 (NCH,(CH,)e), 105.2, 111.8 (2CH4eiar),
120.0 (2CHa,), 120.6, 122.1 (2CHyear), 124.3 (CHpy), 124.6 (CHuerar), 127.9 (Crieta),
128.9 (2CHa,), 129.2, 135.7 (2Cienr), 138.1 (Cay), 163.4 (CON), 169.5 (CONH).

EM (ESI): 420.4 [(M+H)'].
Anal.: (C26H33N302) C, H, N.

N3-(1-Benzofu ran-3-i|carboniI)-Nl-feniI-N3-octiI-B-aIaninamida (60).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.36 mmol) y el acido benzofuran-3-carboxilico
(0.72 mmol) con un rendimiento del 57%.

O

Cromatografia: diclorometano/etanol, 95:5.

Rf: 0.38 (diclorometano/etanol, 95:5).

IR (ATR, cm™): 3313 (NH), 1683 (C=0), 1609, 1548, 1492, 1443 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 0.84 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHs), 1.14-1.26 (m, 10H, (CH,)sCHs),
1.54 (m, 2H, CH,(CH,)sCHs), 2.76 (m, 2H, CH,CO), 3.45 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
NCH,(CH,)s), 3.85 (t, J = 6.5 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 7.06 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHa,),
7.15 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHyewa), 7.22-7.33 (M, 3H, 2CHa;, CHyetar), 7.46-7.61 (m,
4H, 2CHp;, 2CHuear), 7.74 (S, 1H, CHpear), 9.15 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CHs), 22.5, 26.5, 29.1 (3C), 31.7 ((CH,)sCHs), 36.2
(CH,CO), 43.0 (NCH,CH,CO), 50.4 (NCH»(CH,)s), 111.7 (CHpetar), 117.2 (Crietar),
119.9 (2CHg,), 120.9, 123.7, 124.1, 125.3 (CHpa;, 3CHuetar), 125.4 (Chetar), 128.8
(2CHa), 138.4 (Ca), 143.9 (CHpear), 154.6 (Chetar), 165.4 (CON), 169.6 (CONH).
HRMS (ESI): Calculada para CysHs,N,OsNa [(M+Na)']: 443.2305. Encontrada:
443.2319.

N*-Benzoil-N'-fenil-N>-octil-B-alaninamida (61).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.54 mmol) y acido benzoico (1.1 mmol) con un
rendimiento del 91%.

e
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Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 9:1.

Rf: 0.28 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 65-67 °C.

IR (ATR, cm'l): 3307 (NH), 1686 (C=0), 1607, 1546, 1498, 1439 (Ar).

'H-RMN (CDCl3, 8): 0.85 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHg), 1.09-1.15 (m, 10H, (CH_)sCHz),
1.50 (m, 2H, CH,(CHy)sCHz3), 2.75 (m, 2H, CH,CO), 3.25 (m, 2H, NCH>(CH,)e),
3.81 (m, 2H, NCH,CH,CO), 7.04 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHy), 7.21-7.27 (m, 2H,
2CHp,), 7.32-7.40 (m, 5H, 5CHy,), 7.51 (d, J = 7.7 Hz, 2H, 2CH,,), 9.35 (s a, 1H,
NH).

3C-RMN (CDCl3, 8): 14.0 (CH3), 22.6, 26.4, 28.8, 29.0 (2C), 31.7 ((CH)6CHy),
36.2 (CH,CO), 42.6 (NCH,CH,CO), 50.6 (NCH,(CHy)s), 119.9 (2CH,,), 123.9
(CHap), 126.4 (2CHp,), 128.5 (2CHpp), 128.8 (2CHar), 129.5 (CHp), 136.4, 138.6
(2Car), 169.8, 172.7 (2CO).

EM (ESI): 381.2 [(M+H)'].
Anal.: (C24H32N202) C, H, N.

N3-(CiclopentilcarboniI)-Nl-feniI-N3-octiI-B-alaninamida (62).
Obtenido a partir de la amina 45 (0.54 mmol) y &acido ciclopentanocarboxilico (1.1
mmol) con un rendimiento del 69%.

Ctyin

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 9:1.

Rf: 0.22 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 67-70 °C.

IR (ATR, cm™): 3281 (NH), 1682 (C=0), 1611, 1547, 1494, 1442 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8) (Mezcla de rotameros A:B, 7:1): 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHy),
1.29 (m, 10H, (CH2)sCHs), 1.57 (m, 4H, 2CH; ciciopentio), 1.76-1.79 (m, 6H,
CH3(CH,)sCHs, 2CH; ciciopentio), 2.61 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,CO, rotamero B), 2.69 (t,
J = 6.5 Hz, 2H, CH,CO, rotdmero A), 2.86 (qt, J = 7.7 Hz, 1H, CH), 3.33 (t, J=7.8
Hz, 2H, NCH,(CHy,)e), 3.69 (t, J = 6.5 Hz, 2H, NCH,CH,CO, rotamero A), 3.75 (t, J
= 6.5 Hz, 2H, NCH,CH,CO, rotdmero B), 7.06 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHy,), 7.29 (t, J =
7.8 Hz, 2H, 2CHy), 7.50 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2CH,,, rotamero B), 7.58 (d, J = 7.8
Hz, 2H, 2CH,,, rotamero A), 8.02 (s a, 1H, NH, rotdmero B), 8.96 (s a, 1H, NH,
rotamero A).
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3C-RMN (CDClg, 6): 14.0 (CHg), 22.6, 25.9, 26.2, 26.9, 27.0, 27.7, 29.2 (2C), 29.3,
29.4, 29.5, 30.2, 30.7, 30.8, 31.7 ((CH2)sCHs, 4CH; ciciopentio, rotameros A 'y B),
36.7, 37.2 (CH,CO, rotameros A y B), 41.0 (CH), 43.0, 43.7 (NCH,CH,CO,
rotameros A y B), 46.0, 48.8 (CH,(CH,)e, rotameros A y B), 119.9, 120.0 (2CHa,
rotameros A y B), 123.9, 124.3 (CH,, rotameros A y B), 128.8, 128.9 (2CHa,
rotameros A y B), 138.1, 138.6 (Ca, rotameros A y B), 169.1, 169.6 (CO,
rotdmeros Ay B), 176.4, 177.4 (CO, rotdmeros A y B).

EM (ESI): 373.2 [(M+H)'].
Anal.: (C23H36N202) C, H, N.

e Amidas 48y 49. Procedimiento general.

A una disolucién del acido 1H-pirrol-2- 6 3-carboxilico (2 equiv.) en diclorometano
anhidro (4 mL/mmoal), se afiaden, bajo atmosfera de argon, DCC (2.2 equiv.) y
DMAP (0.4 equiv.). A continuacion, se afiade una disolucién de la amina
secundaria 45 (1 equiv.) en diclorometano anhidro (2 mL/mmol de amina) y la
mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. El
crudo de reaccion filtra y se lava con disoluciones acuosas saturadas de NaHCO;
y NaCl, consecutivamente. Los extractos organicos se secan sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia
en columna, obteniéndose las amidas correspondientes.

N*-Fenil-N*-octil-N°-(1H-pirrol-2-ilcarbonil)-B-alaninamida (48).
Obtenido a partir de la amina 45 (1.5 mmol) y &cido 1H-pirrol-2-carboxilico (3.0
mmol) con un rendimiento del 76%.

@)vk@

H })7 |/

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.40 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 105-107 °C.

IR (ATR, cm™): 3264 (NH), 1666 (C=0), 1599, 1548, 1483, 1445 (Ar).

'"H-RMN (CDCl3, 8): 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHg), 1.28-1.31 (m, 10H, (CH;)sCHz),
1.71 (m, 2H, CH,(CH,)sCHa3), 2.74 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,CO), 3.58 (m, 2H,
NCﬂz(CHz)G), 3.87 (m, 2H, NCﬂ2CH2CO), 6.25-6.28 (m, 1H, CHHetAr)y 6.54 (m, 1H,
CHpetar), 6.90 (m, 1H, CHygtar), 7.07 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHy,), 7.28 (t, J = 7.8 Hz,
2H, 2CHa), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHp,), 8.84 (s a, 1H, NH), 9.84 (s a, 1H, NH).
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3C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.8, 28.6, 29.2, 29.4, 31.8 ((CH,)sCHs),
36.7 (CH,CO), 44.3 (NCH,CH,CO), 49.3 (NCH»(CH,)s), 110.3, 112.2 (2CHseir),
119.9 (2CHp), 121.3 (CHyen), 124.1 (CHp), 124.4 (Ciewn), 128.9 (2CHp), 138.3
(Ca), 162.5 (CON), 169.4 (CONH).

EM (ESI): 370.2 [(M+H)'].
Anal.: (C22H31N302) C, H, N.

Nl-FeniI-N3-octiI-N3-(1H-pirrol-3-ilcarboniI)-B-aIaninamida (49).
Obtenido a partir de la amina 45 (1.2 mmol) y &cido 1H-pirrol-3-carboxilico (2.4
mmol) con un rendimiento del 54%.

Q\HJ\/:(TjKQNH

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 3:7.

Rf: 0.25 (acetato de etilo).

Pf: 99-101 °C.

IR (ATR, cm™): 3250 (NH), 1598 (C=0), 1548 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.79 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.16 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.54
(m, 2H, CHy(CH)sCHz), 2.61 (m, 2H, CH,CO), 3.41 (t, J = 7.2 Hz, 2H,
NCH.(CH.)s), 3.74 (t, J = 6.6 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 6.26 (m, 1H, CHyetar), 6.56 (m,
1H, CHyetar), 6.92 (M, 1H, CHyetar), 6.97 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHy), 7.18 (t, J = 7.8
Hz, 2H, 2CHy,), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHa), 9.37 (s a, 2H, 2NH).

C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.7, 28.9, 29.2, 29.3, 31.8 ((CH,)sCHs),
36.6 (CH,CO), 43.4 (NCH,CH,CO), 49.8 (NCH>(CH,)es), 108.6, 118.3 (2CHuetar),
118.4 (Chetar), 120.0 (2CHay), 121.1 (CHpetar), 123.9 (CHp), 128.8 (2CHy), 138.5
(Can), 168.4, 170.0 (2CO).

EM (ESI): 370.2 [(M+H)].

Anal.: (C,H31N30;) C, H, N.

e N°-Acetil-N*-fenil-N*-octil-B-alaninamida (63).

A una disolucién de la amina secundaria 45 (165 mg, 0.60 mmol) en diclorometano
anhidro (3 mL), se afiaden, bajo atmdsfera de argén, cloruro de acetilo (85 L, 1.2
mmol) y trietilamina (250 pyL, 1.8 mmol). La mezcla de reacciéon se agita a
temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacién, el crudo de reaccion
se lava con disoluciones acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl,
consecutivamente. La fase organica se seca sobre Na,SO, y el disolvente se
elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia en columna
(hexano/acetato de etilo, 1:1), obteniéndose el compuesto 63 con un rendimiento
del 68%.
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GNP
H My,

Rf: 0.41 (acetato de etilo).

IR (ATR, cm™): 3274 (NH), 1623 (C=0), 1548, 1493, 1441 (Ar).

'"H-RMN (CDClg, 8) (Mezcla de rotdmeros A:B, 5:1): 0.85 (t, J = 6.6 Hz, 3H,
CH3CH,), 1.19-1.24 (m, 10H, (CH.)sCHs), 1.54 (m, 2H, CHy(CH,)sCHs), 2.06 (s,
3H, CH3CO, rotdmero A), 2.09 (s, 3H, CH3;CO, rotdmero B), 2.60 (t, J = 7.0 Hz, 2H,
CH,CO, rotamero B), 2.65 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,CO, rotamero A), 3.26 (t, J = 7.7
Hz, 2H, NCH,(CH,)s), 3.64 (t, J = 6.6 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 7.03 (t, J = 7.3 Hz,
1H, CHap), 7.25 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHy,), 7.52 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2CHa,, rotdmero
B), 7.58 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2CHp,, rotamero A), 9.17 (s a, 1H, NH, rotdmero B),
9.45 (s a, 1H, NH, rotamero A).

®C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CHsCH,), 21.4, 21.6 (CH5CO, rotameros A y B), 22.6,
26.8, 27.0, 27.7, 29.0, 29.2 (2C), 29.4, 29.6, 31.7, 31.8 ((CH,)sCHs, rotimeros A y
B), 36.4, 36.7 (CH,CO, rotameros A y B), 42.9, 44.9 (NCH,CH,CO, rotameros A y
B), 45.8, 50.0 (NCH,(CH,)s, rotameros A y B), 119.8, 120.0 (2CH,,, rotameros A y
B), 123.8, 124.2 (CHp,, rotdmeros A y B), 128.8, 128.9 (2CH,,, rotdmeros A y B),
138.3, 138.7 (Ca, rotameros Ay B), 169.1, 169.8, 170.6, 171.2 (2CO, rotameros A
y B).

HRMS (ESI): Calculada para CisHsoN,O,Na [(M+Na)']: 341.2110. Encontrada:
341.2199.

4.2.5. Sintesis de los amidoésteres 65y 66

e N-Octil-B-alaninato de metilo (67).

A una disolucién de octilamina (1.7 mL, 10.2 mmol) en diclorometano anhidro (10
mL), se aflade gota a gota una disolucién de 3-bromopropanoato de metilo (0.56
mL, 5.1 mmol) en diclorometano anhidro (5 mL). La mezcla de reaccidén se agita
bajo atmésfera de argdn a temperatura ambiente durante toda la noche. Pasado
este tiempo, se lava el crudo de reaccion con disoluciones acuosas saturadas de
NaHCO;3; y NaCl, consecutivamente. La fase organica se seca sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia
en columna (hexano/acetato de etilo, 2:8), obteniéndose la amina secundaria 67
con un rendimiento del 59%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.*

~oP
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Rf: 0.37 (hexano/acetato de etilo, 2:8).

'H-RMN (CDCl3, 8): 0.84 (t, J = 6.5 Hz, 3H, CH3CH_), 1.24 (m, 10H, (CH;)sCHa),
1.41-1.43 (m, 2H, CH»(CHy)sCH3), 2.47 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,CO), 2.56 (t, J= 7.1
Hz, 2H, NCH,(CH,)e), 2.84 (t, J = 6.5 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 3.64 (s, 3H, OCHjy).

e Esteres metilicos 68y 69. Procedimiento general.

A una disolucién del acido carboxilico correspondiente (2 equiv.) en diclorometano
anhidro (4 mL/mmol de acido carboxilico), se afiaden, bajo atmdsfera de argén,
EDC (2 equiv.) y HOBt (2 equiv.) para el compuesto 68, o DCC (2.2 equiv.) y
DMAP (0.4 equiv.) para 69. La mezcla de reaccion se agita a temperatura
ambiente durante una hora. A continuacion, se afiade una disolucién de la amina
secundaria 67 (1 equiv.) en diclorometano anhidro (2 mL/mmol) y se agita a
temperatura ambiente durante toda la noche.* El crudo de reaccion se lava con
disoluciones acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los
extractos organicos se secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presion
reducida. El residuo se purifica por cromatografia en columna, obteniéndose las
amidas correspondientes.

* El acido 1H-pirrol-2-carboxilico no se deja activando con los agentes de
condensacion durante una hora, sino que la amina 67 se adiciona inmediatamente
después del acido carboxilico.

N-3-Furoil-N-octil-B-alaninato de metilo (68).
Obtenido a partir de la amina 67 (0.70 mmol) y acido 3-furoico (1.4 mmol) con un

rendimiento cuantitativo.
(@] (@]
\O)J\/\N)K@O
/(J =

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.27 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 1736 (C=0), 1626, 1507, 1435 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.81 (t, J = 6.5 Hz, 3H, CHsCH,), 1.19 (m, 10H, (CH,)sCHs),
1.53 (m, 2H, CH,(CH,)sCHz), 2.63 (m, 2H, CH,CO), 3.35 (t, J = 7.8 Hz, 2H,
NCH,(CHy)g), 3.62 (s, 3H, OCHg), 3.65 (t, J = 7.3 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 6.51 (m,
1H, CHyetar), 7.36 (t, 3 = 1.7 Hz, 1H, CHyetar), 7.64 (M, 1H, CHuetar).

C-RMN _(CDCls, 8): 14.0 (CHsCH,), 22.6, 26.6, 29.1 (2C), 29.2, 31.7, 32.4
((CH3)sCH3, CH,CO), 42.3 (NCH,CH,CO), 49.7 (NCH2(CH,)e), 51.8 (OCH3), 110.2
(CHhetar), 121.5 (Criear), 142.9, 143.0 (2CHuewr), 164.7, 172.4 (2CO).

EM (ESI): 310.2 [(M+H)].
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N-Octil-N-(1H-pirrol-2-ilcarbonil)-B-alaninato de metilo (69).
Obtenido a partir de la amina 67 (1.5 mmol) y &cido 1H-pirrol-2-carboxilico (3.0
mmol) con un rendimiento del 76%.

O O H
/(J)7 L/

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 9:1.

Rf: 0.33 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 3263 (NH), 1738 (C=0), 1593, 1438 (Ar).

'"H-RMN (CDCI;, d): 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHsCH,), 1.28-1.33 (m, 10H,
(CH2)sCH3), 1.69 (m, 2H, CH,(CH,)sCHa), 2.73 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.56 (t,
J = 7.5 Hz, 2H, NCH,(CH,)¢), 3.70 (s, 3H, OCHj3), 3.82 (m, 2H, NCH,CH,CO), 6.26
(dt, J = 3.7, 2.7 Hz, 1H, CHygtar), 6.52 (M, 1H, CHyear), 6.92 (td, J = 2.7, 1.2 Hz,
1H, CHyetar), 9.77 (s a, 1H, NH).

BC-RMN (CDClg, 8): 14.1 (CHsCHp), 22.6, 26.9, 28.6, 29.2, 29.4, 31.8, 33.1
((CH,)¢CH3;, CH,CO), 44.0 (NCH,CH,CO), 48.9 (NCH,(CH,)e), 51.8 (OCHj3), 110.1,
111.6, 120.9 (3CHpetar), 124.8 (Chetar), 161.8, 172.3 (2CO).

EM (ESI): 309.2 [(M+H)].

e Acidos carboxilicos 70y 71. Procedimiento general.

A una disoluciéon de LiIOH-H,O (2 equiv.) en agua (2.5 mL/mmol), se afade el éster
correspondiente (68 6 69, 1 equiv.) disuelto en THF (2.5 mL/mmol). La mezcla de
reaccién se agita a temperatura ambiente durante 4 horas. A continuacion, se
elimina el THF a presién reducida, el residuo se acidifica con una disolucién
acuosa de HCI 2 M y se extrae con acetato de etilo. Los extractos organicos se
lavan con una disolucion acuosa saturada de NaCl, se secan sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presién reducida, obteniéndose los acidos carboxilicos
correspondientes, que se emplean en la siguiente etapa sin purificar.

N-3-Furoil-N-octil-B-alanina (70).
Obtenido a partir del éster metilico 68 (0.68 mmol) con un rendimiento cuantitativo.

o o}

HOJ\/:(Tj\QO

Rf: 0.21 (hexano/acetato de etilo, 7:3).
Pf: 77-80 °C.
IR (ATR, cm™): 3132 (OH), 1727 (C=0), 1595, 1436 (Ar).
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'H-RMN (CDCls, &): 0.84 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 1.23 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.57
(M, 2H, CH,(CH,)sCHs), 2.68 (m, 2H, CH,CO), 3.41 (t, J = 7.8 Hz, 2H,
NCH,(CHy)s), 3.70 (t, J = 7.2 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 6.53 (m, 1H, CHyewar), 7.38 (t,
J =1.7 Hz, 1H, CHuen), 7.70 (M, 1H, CHyeear), 11.31 (s &, 1H, OH).
BC-RMN_(CDCls, 3): 14.0 (CHg), 22.6, 26.6, 29.1 (2C), 29.2, 31.7, 32.6
((CH2)sCH3, CH,CO), 42.5 (NCH.CH,CO), 49.9 (NCH»(CH)e), 110.0 (CHpetar),
120.9 (Chewar), 143.0, 143.5 (2CHperar), 165.6 (CON), 175.9 (COO).

EM (ESI): 296.2 [(M+H)'].

N-Octil-N-(1H-pirrol-2-ilcarbonil)-B-alanina (71).
Obtenido a partir del éster metilico 69 (0.65 mmol) con un rendimiento cuantitativo.

(0] (@] H
HO)J\/\N N
A,*@

Rf: 0.20 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 72-73°C.

IR (ATR, cm™): 3258 (NH, OH), 1710 (C=0), 1574, 1444 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.28-1.33 (m, 10H, (CH.)sCHs),
1.71 (m, 2H, CHx(CH,)sCHs), 2.73 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CO), 3.58 (m, 2H,
NCH.(CH.)g), 3.83 (m, 2H, NCH,CH,CO), 6.23-6.26 (m, 1H, CHyerar), 6.55 (M, 1H,
CHuetar), 6.93 (M, 1H, CHyerar), 10.42 (s @, 1H, NH).

®C-RMN_(CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.9, 28.5, 29.2, 29.4, 31.8, 33.3
((CH,)6CHa, CH,CO), 44.0 (NCH,CH,CO), 49.1 (NCH,(CH,)s), 110.0, 112.4, 121.7
(3CHheiar), 124.1 (Criear), 162.6 (CON), 175.7 (COO).

EM (ESI): 295.2 [(M+H)].

e Esteres 65y 66. Procedimiento general.

Una suspension de EDC (1 equiv.), HOBt (1 equiv.) y el acido carboxilico
correspondiente (70 6 71, 1 equiv.) en diclorometano anhidro (4 mL/mmol), se
agita bajo atmdsfera de argén durante una hora a temperatura ambiente. A
continuacién, se aflade una disolucion de fenol (1.5 equiv.) en diclorometano
anhidro (2 mL/mmol).* La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche. A continuacion, el crudo de reaccion se lava con
disoluciones acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los
extractos organicos se secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presién
reducida. El residuo se purifica por cromatografia en columna, obteniéndose los
ésteres correspondientes.
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* El acido carboxilico 71 no se deja activando con los agentes de condensacion
durante una hora, sino que la adicion del fenol se realiza inmediatamente después
del acido carboxilico.

N-3-Furoil-N-octil-B-alaninato de fenilo (65).
Obtenido a partir del &cido 70 (0.21 mmol) y fenol (0.32 mmol) con un rendimiento
del 53%.

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 9:1.

Rf: 0.49 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR. cm™): 1758 (C=0), 1627, 1496, 1428 (Ar).

'"H-RMN (CDClIg, 6): 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 1.26 (m, 10H, (CH,)sCHjs), 1.63
(m, 2H, CH,(CH,)sCHs), 2.94 (m, 2H, CH,CO), 3.48 (t, J = 7.8 Hz, 2H,
NCH»(CH>)s), 3.84 (t, J = 7.0 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 6.59 (d, J = 0.9 Hz, 1H,
CHuetar), 7.09 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 2CHp), 7.23 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHpy), 7.37 (t, J =
7.8 Hz, 2H, 2CHp)), 7.42 (t, J = 1.7 Hz, 1H, CHygtar), 7.72 (s, 1H, CHyetar).

BC-RMN (CDClIz, 8): 13.0 (CHj), 21.6, 25.7, 28.1, 28.2, 28.7, 30.7, 32.0
((CH2)sCH3, CH,CO), 41.4 (NCH.CH,CO), 48.8 (NCH,(CH)e), 109.1 (CHpetar),
120.4 (2CHy,), 120.5 (Cpetar), 124.9 (CHap), 128.4 (2CHp,), 141.9, 142.1 (2CHpetar),
149.5 (Cp;), 163.9 (CON), 169.4 (COO).

HRMS (ESI): Calculada para CyH,gsNO,Na [(M+Na)']: 394.1989. Encontrada:
394.1973.

N-Octil-N-(1H-pirrol-2-ilcarbonil)-B-alaninato de fenilo (66).
Obtenido a partir del acido 71 (0.20 mmol) y fenol (0.30 mmol) con un rendimiento
del 56%.

i

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 7:3.

Rf: 0.49 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR. cm™): 3261 (NH), 1757 (C=0), 1592, 1484, 1441 (Ar).

'H-RMN (CDClg, 8): 0.89 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHg), 1.29-1.36 (m, 10H, (CH)sCHz),
1.75 (m, 2H, CH»(CH,)sCHs), 3.00 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CO), 3.65 (t, J = 7.8 Hz,
2H, NCH»(CH,)¢), 3.93 (m, 2H, NCH,CH,CO), 6.26-6.29 (m, 1H, CHyea), 6.57 (M,
1H, CHpyear), 6.95 (td, J = 2.6, 1.1 Hz, 1H, CHpyear), 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2CHy,),
7.23 (t, J=7.5Hz, 1H, CHp), 7.38 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHy,), 10.01 (s a, 1H, NH).
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¥C-RMN (CDCl;, 8): 14.1 (CHj), 22.6, 26.9, 28.7, 29.3, 29.4, 31.8, 334
((CHy)6CH3, CH,CO), 43.9 (NCH,CH,CO), 49.2 (NCH>(CH,)e), 110.1, 111.8, 121.1
(B3CHpetar), 121.5 (2CHar), 124.7 (Chetar), 126.0 (CHpy), 129.5 (2CHp), 150.6 (Ca),
162.1 (CON), 170.5 (COOQ).

HRMS (ESI): Calculada para CxH3N,OsNa [(M+Na)']: 393.2149. Encontrada:
393.2132.

4.2.6. Sintesis de las diamidas 72-75

e Aminas 76-79. Procedimiento general.

A una disolucién de hexilamina o butilamina (2 equiv.) en diclorometano anhidro (1
mL) para los compuestos 76 y 77, o bien disoluciones comerciales 2 M de
metilamina en THF o de amoniaco en metanol para los compuestos 78 y 79, se
afade gota a gota y bajo atmdsfera de argon, una disolucion del bromoderivado
38 (1 equiv.) en diclorometano anhidro (1 mL/mmol). La mezcla de reaccion se
agita a temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacion, para las
aminas 78 y 79, se elimina el disolvente a presion reducida y el residuo se
redisuelve en diclorometano. En todos los casos, el crudo de reaccion en
diclorometano se lava con disoluciones acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl,
consecutivamente. La fase organica se seca sobre Na,SO, y el disolvente se
elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia en columna
obteniéndose las aminas secundarias correspondientes.

N'-Fenil-N>-hexil-B-alaninamida (76).
Obtenido a partir del bromoderivado 38 (1.1 mmol) y hexilamina (2.2 mmol) con un

rendimiento del 40%.
Ak
N)J\/\NH
H /(J )s

Cromatografia: acetato de etilo/metanol, 9:1.

Rf: 0.12 (acetato de etilo/metanol, 9:1).

IR (ATR, cm™): 3300 (NH), 1665 (C=0), 1600, 1550, 1497, 1444 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 1.29-1.44 (m, 6H, (CH,)sCHs),
1.51-1.60 (m, 2H, CH»(CH,)3CHs), 2.48 (t, J = 5.7 Hz, 2H, CH,CO), 2.69 (t, J = 7.0,
2H, NCH,(CH,),), 2.97 (t, J = 5.7 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 7.05 (t, J = 7.4 Hz, 1H,
CHay), 7.29 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CH,,), 7.53 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 2CH,,), 10.73 (s a,
1H, NH).

C-RMN (CDCls, 5): 14.5 (CHs3), 23.0, 27.5, 30.4, 32.1 ((CH,)4sCHs), 36.4 (CH,CO),
45.8, 49.6 (2CH,N), 120.1 (2CHa,), 124.0 (CHp,), 129.3 (2CHa,), 139.1 (Ca), 171.6
(CO).
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EM (ESI): 249.2 [(M+H)'].

N3-Butil-N"-fenil-B-alaninamida (77).
Obtenido a partir del bromoderivado 38 (1.1 mmol) y butilamina (2.2 mmol) con un
rendimiento del 60%.

LI,
Hoo dy

Cromatografia: diclorometano/metanol, 9:1.

Rf: 0.19 (diclorometano/metanol, 85:15).

IR (ATR. cm™): 3298 (NH), 1665 (C=0), 1600, 1549, 1497, 1443 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.42 (qt, J = 7.3 Hz, 2H,
CH,CH,), 1.57 (sx, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CH,CHs), 1.77 (s a, 1H, NH), 2.53 (t, J =
6.1 Hz, 2H, CH,CO), 2.72 (t, J = 7.1 Hz, 2H, NCH,(CH,)), 2.99 (t, J = 5.8 Hz, 2H,
NCH,CH,CO), 7.06 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHyy), 7.30 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHy,), 7.53
(d, J = 7.5 Hz, 2H, 2CH,,), 10.64 (s a, 1H, NH).

*C-RMN (CDCls, 8): 13.9 (CHj), 20.4, 31.9 ((CH,),CHs), 35.8 (CH,CO), 45.4, 48.9
(2CH2N), 119.7 (2CHy), 123.7 (CHar), 128.9 (2CHy), 138.7 (Ca), 171.0 (CO).

EM (ESI): 221.2 [(M+H)"].

N*-Fenil- N>-metil-B-alaninamida (78).

Obtenido a partir del bromoderivado 38 (2.2 mmol) y metilamina (2 M en THF, 4.4
mmol) con un rendimiento del 43%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.™™*

< 3

Cromatografia: diclorometano/metanol, 9:1.

Rf: 0.27 (diclorometano/metanol, 9:1).

'"H-RMN (CD30D 6): 2.76 (s, 3H, CH3), 2.88 (t, J = 6.2 Hz, 2H, CH,CO), 3.35 (t, J =
6.2 Hz, 2H, CH,N), 7.10 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CHy,), 7.31 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHa,),
7.58 (d, J =7.7 Hz, 2H, 2CHy,).

N'-Fenil-B-alaninamida (79).

Obtenido a partir del bromoderivado 38 (2.2 mmol) y amoniaco (2 M en metanol,
1.4 mmol) con un rendimiento del 28%.

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos.**?
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(@]
QHMNHZ

Cromatografia: diclorometano/metanol, 85:15.

Rf: 0.21 (diclorometano/metanol, 8:2).

'H-RMN (CDCls, 8): 2.52 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH,CO), 3.48 (t, J = 6.1 Hz, 2H,
CH2N), 4.09 (s a, 1H, NH), 5.48 (s a, 1H, NH), 5.67 (s a, 1H, NH), 6.65 (d, J = 7.7
Hz, 2H, 2CHy,), 6.73 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHp,), 7.19 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHa,).

e Diamidas 72y 73. Procedimiento general.

A una disolucién de acido 3-furoico (2 equiv.) en diclorometano anhidro (4
mL/mmol), se afiaden, a temperatura ambiente y bajo atmésfera de argén, EDC (2
equiv.) y HOBt (2 equiv.). La mezcla de reaccion se agita durante una hora. A
continuacion, se afiade una disolucién de la amina secundaria 76 ¢ 77 (1 equiv.)
en diclorometano anhidro (2 mL/mmol) y se agita a temperatura ambiente durante
toda la noche. El crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas saturadas
de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los extractos organicos se secan sobre
Na,SO, y el disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se purifica por
cromatografia en columna, obteniéndose las diamidas correspondientes.

N*-Fenil-N°-3-furoil-N*-hexil-B-alaninamida (72).
Obtenido a partir de la amina 76 (0.12 mmol) y acido 3-furoico (0.24 mmol) con un
rendimiento del 90%.

(@]
“o
)s =

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.28 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 80-82 °C.

IR (ATR, cm™): 3308, 3276 (NH), 1685 (C=0), 1605, 1547, 1501, 1441 (Ar).
'H-RMN (CDCl3, 8): 0.86 (t, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 1.23-1.30 (m, 6H, (CH)3sCHs),
1.60 (m, 2H, CH,(CH,)sCHz), 2.72 (m, 2H, CH,CO), 3.43 (t, J = 8.0 Hz, 2H,
NCHz(CH2)4), 3.79 (t, J=6.7 Hz, 2H, NCH2CH2CO), 6.54 (m, 1H, CHHetAr)y 7.06 (t,
J =7.3Hz, 1H, CHp), 7.28 (t, J = 7.8, 2H, 2CHy,), 7.40 (M, 1H, CHyewar), 7.55 (d, J
= 7.7 Hz, 2H, 2CHp,), 7.67 (M, 1H, CHyear), 9.09 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 5): 13.9 (CHs), 22.5, 26.3, 29.2, 31.4 ((CH,)4sCHs), 36.4 (CH,CO),
43.5 (NCH,CH,CO), 50.1 (NCH,(CH,)s), 110.1 (CHuewar), 119.9 (2CH,), 121.3
(Chetar), 124.1 (CHp,), 128.9 (2CHg,), 138.4 (Cap), 143.1, 143.2 (2CHuetar), 165.6
(CON), 169.5 (CONH).
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EM (ESI): 343.2 [(M+H)'].
Anal.: (C20H26N203) C, H, N.

N3-Butil-N*-fenil-N*-3-furoil-B-alaninamida (73).
Obtenido a partir de la amina 77 (0.45 mmol) y &cido 3-furoico (0.90 mmol) con un
rendimiento del 65%.

ol

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.29 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 94-97 °C.

IR (ATR, cm™): 3303 (NH), 1683 (C=0), 1604, 1547, 1502, 1441 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.29 (sx, J = 7.4 Hz, 2H,
CH,CHj), 1.61 (qt, J = 7.7 Hz, 2H, CH,CH,CHjz), 2.77 (m, 2H, CH,CO), 3.47 (t, J =
7.8 Hz, 2H, NCH,(CH,),), 3.83 (t, J = 6.7 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 6.55 (m, 1H,
CHuyetar), 7.08 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHy), 7.29 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHy), 7.41 (t, J =
1.7 Hz, 1H, CHye), 7.57 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHy,), 7.68 (M, 1H, CHyear), 9.21 (s
a, 1H, NH).

®C-RMN (CDCl;, 8): 13.7 (CHs), 19.8, 31.3 ((CH.),CH3), 36.2 (CH,CO), 43.3
(NCH,CH,CO), 49.9 (NCH(CH,)2), 110.1 (CHyetar), 119.9 (2CHa), 121.3 (Cheia),
124.0 (CHag), 128.8 (2CHpg), 138.4 (Cp), 143.1 (2CHpeta), 165.6 (CON), 169.7
(CONH).

EM (ESI): 315.1 [(M+H)].

Anal.: (C1gH22N>03) C, H, N.

e Diamidas 74y 75. Procedimiento general.

A una disolucién de éacido 3-furoico (2 equiv.) en diclorometano anhidro (5
mL/mmol), se afiaden, a temperatura ambiente y bajo atmésfera de argon, cloruro
de oxalilo (3 equiv.) y DMF en cantidades cataliticas. La mezcla de reaccién se
agita durante una hora. A continuacién, se elimina el disolvente a presion
reducida, y el residuo se redisuelve en diclorometano anhidro (1 mL/mmol) y se
adiciona, bajo atmésfera de argén y a temperatura ambiente, a una disolucion de
la amina secundaria 78 6 79 (1 equiv.) en diclorometano anhidro (4 mL/mmol). Se
afiade trietilamina (3 equiv.) y se agita a temperatura ambiente durante toda la
noche. El crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas saturadas de
NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los extractos organicos se secan sobre
Na,SO, y el disolvente se elimina a presién reducida. El residuo se purifica por
cromatografia en columna, obteniéndose las diamidas correspondientes.
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N*-Fenil-N®-3-furoil-N*>-metil-B-alaninamida (74).
Obtenido a partir de la amina 78 (0.50 mmol) y &cido 3-furoico (1.0 mmol) con un
rendimiento del 63%.

@Mlk@

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.11 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

Pf: 130-132 °C.

IR (ATR, cm™): 3304 (NH), 1674 (C=0), 1605, 1547, 1502, 1443 (Ar).

'H-RMN (CDClg, 8): 2.73 (m, 2H, CH,CO), 3.20 (m, 3H, CHs), 3.85 (t, J = 6.6 Hz,
2H, CH,N), 6.59 (d, J = 1.1 Hz, 1H, CHyear), 7.07 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CH,,), 7.28 (t,
J = 7.9 Hz, 2H, 2CHy), 7.39 (t, J = 1.6 Hz, 1H, CHygear), 7.55 (d, J = 7.7 Hz, 2H,
2CHp), 7.71 (m, 1H, CHyetar), 9.13 (s a, 1H, NH).

13C-RMN (CDClg, 8): 35.8 (CH,CO), 38.1 (CH3), 45.5 (CH;N), 110.4 (CHpyetar),
120.0 (2CHay), 121.2 (Cretar), 124.1 (CHay), 128.9 (2CHa,), 138.4 (Ca), 143.0, 144.0
(2CHpetar), 165.3 (CON), 169.5 (CONH).

EM (ESI): 273.2 [(M+H)'].
Anal.: (C1sH1sN,03) C, H, N.

N*-Fenil-N°-3-furoil-B-alaninamida (75).
Obtenido a partir de la amina 79 (0.61 mmol) y acido 3-furoico (1.2 mmol) con un
rendimiento del 71%.

Oy
Nk/\N)K@O
H Ho

Cromatografia: hexano/acetato de etilo, 1:1.

Rf: 0.53 (acetato de etilo).

Pf: 150 °C.

IR (ATR, cm™): 3290 (NH), 1657, 1631 (C=0), 1598, 1541, 1500,1441 (Ar).
'H-RMN (CDCls, 8): 2.70 (t, J = 5.4 Hz, 2H, CH,CO), 3.75-3.77 (m, 2H, CH,N),
6.61 (M, 1H, CHyewar), 6.76 (S @, 1H, NH), 7.12 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHp), 7.32 (t, J =
7.7 Hz, 2H, 2CHp,), 7.41 (m, 1H, CHyewr), 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 2H, 2CHp), 7.80 (s
a, 1H, NH), 7.92 (m, 1H, CHyetar).

C-RMN (CDCls, 8): 35.4, 36.7 (CH,CO, CH,N), 108.3 (CHyetar), 120.0 (2CHy),
122.4 (Chetar), 124.6 (CHpr), 129.1 (2CHp,), 134.0 (Ca), 143.8, 144.9 (2CHuear),
167.5, 172.4 (2CO).

EM (ESI): 259.0 [(M+H)].

An_a.l.: (C14H14N203) C, H, N.
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4.2.7. Sintesis de los compuestos 80, 81y 86

e N-Octilfuran-3-carboxamida (83).

A una disolucion de &cido 3-furoico (1.50 g, 13 mmol) en diclorometano anhidro
(60 mL), se afiaden, bajo atmdsfera de argon, EDC (2.56 g, 13 mmol) y HOBt
(1.81 g, 13 mmol). La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante
una hora. A continuacion, se afiade una disolucion de octilamina (1.1 mL, 6.7
mmol) en diclorometano anhidro (15 mL) y se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche. El crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas
saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los extractos organicos se
secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se
purifica por cromatografia en columna (diclorometano), obteniéndose la amida 83
con un rendimiento cuantitativo.

Rf: 0.28 (diclorometano).

Pf: 71-72 °C.

IR (ATR, cm™): 3304 (NH), 1636 (C=0), 1583, 1541 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.87 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.27-1.32 (m, 10H, (CH,)sCHs),
1.58 (qt, J = 7.2 Hz, 2H, CH»(CH,)sCHs), 3.39 (g, J = 7.1 Hz, 2H, CH,N), 5.75 (s a,
1H, NH), 6.59 (dd, J = 1.0, 0.8 Hz, 1H, CHyewa), 7.42 (t, J = 1.7 Hz, 1H, CHyea),
7.91 (m, 1H, CHHetAr)-

C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 27.0, 29.2, 29.3, 29.7, 31.8 ((CH,)sCHs),
39.6 (CH,N), 108.2 (CHuetar), 122.8 (Cretar), 143.7, 144.5 (2CHyear), 162.6 (CO).

EM (ESI): 224.2 [(M+H)].

e N-(3-Furilmetil)-N-octilamina (84).

A una suspensién de LiAIH; (120 mg, 3.0 mmol) en THF anhidro (3.5 mL), se
afiade, gota a gota y bajo atmésfera de argdn, una disolucién de la amida 83 (220
mg, 1.5 mmol) en THF anhidro (2 mL). La mezcla de reaccién se calienta a reflujo
durante toda la noche. A continuacion, se afiade agua (4 mL) gota a gotay a 0 °C.
El crudo de reaccion se filtra y se extrae con acetato de etilo. Los extractos
organicos se secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presién reducida. El
residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 7:3),
obteniéndose la amina 84 con un rendimiento del 57%.
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Rf: 0.24 (hexano/acetato de etilo, 6:4).

IR (ATR, cm™): 3109 (NH), 1629, 1508, 1461 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.87 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHs), 1.27 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.47-
1.51 (m, 2H, CH,(CH,)sCHa), 2.62 (t, J = 7.2 Hz, 2H, NCH,(CH,)e), 3.64 (s, 2H,
NCH,HetAr), 6.38 (m, 1H, CHyetar), 7.34-7.37 (M, 2H, 2CHyetar)-

C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHg), 22.7, 27.4, 29.3, 29.5, 30.0, 31.8 ((CH,)sCHs),
44.4, 49.5 (2CH;N), 110.5 (CHpetar), 124.1 (Chetar), 139.8 (CHuetar), 143.0 (CHyetar)-

EM (ESI): 210.2 [(M+H)'].

e N3-(3-Furilmetil)-N*-octil-N*-fenil-B-alaninamida (80).

A una suspension de la amina 84 (19 mg, 0.09 mmol) y el bromoderivado 38 (42
mg, 0.18 mmol) en diclorometano anhidro (1 mL) se afiade DIPEA (46 pL, 0.27
mmol) bajo atmdsfera de argon. La reaccidn se calienta a reflujo durante toda la
noche. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, el crudo de reaccién se lava
con disoluciones acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. La
fase organica se seca sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presién reducida.
El residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 7:3),
obteniéndose la amina 80 con un rendimiento del 20%.

Qu“ﬁm

Rf: 0.34 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

IR (ATR, cm™): 3268 (NH), 1676 (C=0), 1601, 1549, 1444 (Ar).

'"H-RMN (CDCl3, 6): 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHs), 1.23-1.28 (m, 10H, (CH,)sCHs),
1.57-1.62 (m, 2H, Cﬂz(CHz)sCHg), 2.54-2.61 (m, 4H, CH,CO, NCHz(CHz)B), 2.84 (t,
J = 5.6 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 3.63 (s, 2H, NCH,HetAr), 6.35 (s, 1H, CHyea,), 7.08
(t, J = 7.4 Hz, 2H, CHp), 7.31 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 2CHp), 7.39-7.40 (m, 2H,
2CHuear), 7.52 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2CHp), 10.71 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 8): 14.0 (CHs), 22.6, 26.4, 27.5, 29.2, 29.4, 31.8 ((CH,)sCHs),
33.4 (CH,CO), 47.2, 49.8, 53.0 (3CH,N), 111.2 (CHyetar), 119.8 (2CHyp), 123.8
(CHa), 128.9 (2CHap), 138.6 (Car), 141.3 (Cetar), 141.4, 143.7 (2CHuetar), 165.0
(CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,Hs,N,O,Na [(M+Na)']: 379.2356. Encontrada:
379.2343.
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e N°-Fenilpropan-N*-octil-1,3-diamina (85).

A una suspension de LiAlH, (128 mg, 3.2 mmol) en THF anhidro (4 mL), se afiade,
gota a gota y bajo atmdsfera de argén, una disolucién de la amida 45 (300 mg, 1.1
mmol) en THF anhidro (2 mL). La mezcla de reaccion se calienta a reflujo durante
toda la noche. A continuacion, se afiade agua (4 mL) gota a gota'y a 0 °C. El crudo
de reaccion se filtra y se extrae con acetato de etilo. Los extractos organicos se
secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se
purifica por cromatografia en columna (acetato de etilo/metanol, 8:2),
obteniéndose la diamina 85 con un rendimiento del 46%.

A,

H /(J)7

Rf: 0.36 (acetato de etilo/metanol, 1:1).

IR (ATR, cm™): 3303 (NH), 1603, 1507, 1465 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.26-1.30 (m, 10H, (CH.)sCHs),
1.45-1.52 (m, 2H, CH,(CH,)sCHs), 1.81 (qt, J = 6.6 Hz, 2H, CH,(CH,N),), 2.60 (t, J
= 7.1 Hz, 2H, NCH,(CH,)e), 2.75 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,N), 3.19 (t, J = 6.6 Hz, 2H,
CH;N), 6.61 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 2CH,,), 6.69 (t, J = 8.3 Hz, 1H, CHp), 7.17 (t, J =
10.1 Hz, 2H, 2CHa).

®C-RMN (CDCl;, 8): 14.1 (CHg), 22.7, 27.4, 29.3, 29.5, 29.6, 30.1, 31.9
((CH,)6CHa, CH,(CH.N),), 43.0, 48.4, 50.1 (3CH,N), 112.8 (2CH,,), 117.1 (CHa),
129.2 (2CHay), 148.7 (Ca).

EM (ESI): 263.3 [(M+H)].

e N-(3-Anilinopropil)-N-octil-3-furamida (81) y N-fenil-N-{3-[3-
furoil(octil)amino]propil}-3-furamida (86).

A una disolucion de &cido 3-furoico (21 mg, 0.19 mmol) en diclorometano anhidro
(1 mL), se afiaden, bajo atmoésfera de argén, EDC (36 mg, 0.19 mmol) y HOBt (25
mg, 0.19 mmol). La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante
una hora. A continuacién, se adiciona una disolucién de la diamina 85 (50 mg,
0.19 mmol) en diclorometano anhidro (0.5 mL) y se agita a temperatura ambiente
durante toda la noche. El crudo de reaccion se lava con disoluciones acuosas
saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los extractos organicos se
secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presién reducida. El residuo se
purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 7:3), obteniéndose
la amida 81 con un rendimiento del 35%, y la diamida 86 con un rendimiento del
25%.
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N-(3-Anilinopropil)-N-octil-3-furamida (81).

SUUS N

H Ay \o

Rf: 0.42 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR, cm™): 3356 (NH), 1726 (C=0), 1610, 1507, 1463 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.26 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.59
(m, 2H, CH»(CH,)sCH3), 1.91 (qt, J = 6.8 Hz, 2H, CH,(CH,N),), 3.16 (m, 2H,
CH;N), 3.39 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,N), 3.57 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,N), 4.21 (s a,
1H, NH), 6.56 (d, J = 1.0 Hz, 1H, CHyear), 6.62 (d, J = 6.5 Hz, 2H, 2CHy,), 6.69 (t, J
= 7.3 Hz, 1H, CHy), 7.17 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2CHy,), 7.42 (s, 1H, CHyear), 7.68 (S,
1H1 CHHetAr)-

BC-RMN (CDCls;, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.8, 27.0, 29.2, 29.3, 29.4, 31.8
((CH3)sCHa, CH>(CH,N)y), 41.0, 43.1, 49.1 (3CH2N), 110.2 (CHpetar), 112.9 (2CHa),
117.3 (CHap), 121.7 (Cretar), 129.3 (2CHar), 142.9 (2CHpetar), 148.2 (Car), 164.9
(CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,HssN,O, [(M+H)']: 357.2537. Encontrada:
357.2538.

N-Fenil-N-{3-[3-furoil(octil)amino]propil}-3-furamida (86).

Rf: 0.16 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

IR (ATR. cm™): 1630 (C=0, Ar), 1568, 1502, 1432 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.87 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHs), 1.25 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.54-
1.59 (m, 2H, Cﬂz(CHz)sCHg), 1.94 (m, 2H, Cﬂz(CHzN)z), 3.38 (t, J = 7.8 Hz, 2H,
NCH.(CH.)g), 3.51 (t, J = 7.9 Hz, 2H, CH,N), 3.86 (m, 2H, CH,N), 6.10 (m, 1H,
CHuetar), 6.54 (M, 1H, CHyewr), 6.78 (S, 1H, CHyewa), 7.13 (t, J = 1.7 Hz, 1H,
CHHetAr)a 7.26 (m, 2H, CHa,, CHHetAr): 7.38-7.42 (m, 4H, 4CHA|-), 7.66 (S, 1H,
CHHetAr)-

C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.8 (2C), 29.2, 29.3 (2C), 31.8 ((CH,)sCHs,
CH,(CH,N),), 43.6, 47.8, 47.9 (3CH,N), 110.2, 111.1 (2CHuew), 121.7, 121.9
(2Chetar), 128.4 (2CHa,), 128.7 (CHp), 129.8 (2CHp), 142.0 (CHyear), 142.4 (Cuy),
142.8 (2Chetar), 145.8 (3CHpetar), 163.1, 164.7 (2CO).

HRMS (ESI): Calculada para C,7HssN,O,Na [(M+Na)']: 473.2411. Encontrada:
473.2398.
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4.2.8. Sintesis del benzoxazol 82

e 3-Bromo-N-(2-iodofenil)propanamida (87).

A una disolucién de 2-iodoanilina (1.97 g, 9.0 mmol) en diclorometano anhidro (45
mL), se afladen, bajo atmdésfera de argén y a 0 °C, cloruro de 3-bromopropanoilo
(2.0 mL, 9.9 mmol) y piridina anhidra (0.80 mL, 9.9 mmol), consecutivamente. A
continuacién, la mezcla de reaccién se agita durante una hora a temperatura
ambiente, el crudo de reaccion se lava secuencialmente con una disolucién
acuosa saturada de NaHCO3;, agua y una disolucion acuosa saturada de NaCl. La
fase organica se seca sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presién reducida,
obteniéndose el bromoderivado 87 con un rendimiento del 90%.

L,

Rf: 0.49 (hexano/acetato de etilo, 7:3).

Pf: 88-90 °C.

IR (ATR, cm™): 3246 (NH), 1664 (C=0), 1576, 1531, 1465 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 3.01 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH,CO), 3.71 (t, J = 7.2 Hz, 2H,
CH.Br), 6.87 (td, J = 7.7, 1.2 Hz, 1H, CH,,), 7.35 (td, J = 7.7, 1.3 Hz, 1H, CHa),
7.49 (s a, 1H, NH), 7.79 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, CHa,), 8.19 (d, J = 7.6 Hz, 1H,
CHay).

BC-RMN (CDCl3, 8): 26.5 (CH,CO), 40.9 (CH,Br), 90.2 (Ca/l), 122.4, 126.4, 129.3
(3CHay), 137.9 (CaN), 138.9 (CHay), 167.9 (CO).

EM (ESI): 353.9/355.9 [(M["°Br/®'Br]+H)"].

e N'-(2-lodofenil)-N*-octil-B-alaninamida (88).
A una disolucion de octilamina (1.4 mL, 8.5 mmol) en diclorometano anhidro (8
mL), se afiade gota a gota y bajo atmdsfera de argén, una disolucién del
bromoderivado 87 (1.50 g, 4.2 mmol) en diclorometano anhidro (4 mL). La mezcla
de reaccion se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. A
continuacion, el crudo de reaccién se lava con disoluciones acuosas saturadas de
NaHCO; y NaCl, consecutivamente. La fase organica se seca sobre Na,SO, y el
disolvente se elimina a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia
en columna (hexano/acetato de etilo, 1:1), obteniéndose la amina secundaria 88

con un rendimiento del 73%.
|
QLS
H)J\/\NH
/d)7
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Rf: 0.67 (diclorometano/metanol, 9:1).

IR (ATR, cm™): 3289 (NH), 1679 (C=0), 1578, 1528, 1464 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 8): 0.87 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHj), 1.25-1.36 (m, 10H, (CH,)sCHs),
1.65 (qt, J = 7.2 Hz, 2H, CH»(CH,)sCHj3), 2.72-2.81 (m, 4H, NCH,(CH,)s, CH,CO),
3.11 (t, J = 6.0 Hz, 2H, NCH,CH,CO), 3.85 (s a, 1H, NH), 6.84 (td, J = 7.6, 1.5 Hz,
1H, CHa), 7.32 (td, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H, CHa,), 7.79 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H, CHa,),
7.99 (d, J=8.0 Hz, 1H, CHa,), 9.80 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 27.2, 28.8, 29.2, 29.4, 31.8 ((CH,)sCHs),
35.3 (CH,CO), 44.8, 49.3 (2CH;N), 83.9 (Cal), 124.1, 126.3, 128.9 (3CH,), 130.0
(CaN), 139.1 (CHa,), 170.8 (CO).

EM (ESI): 403.1 [(M+H)"].

e N3-3-Furoil-N'-2-iodofenil-N*-octil-B-alaninamida (89).

A una disolucion de acido 3-furoico (168 mg, 1.5 mmol) en diclorometano anhidro
(6 mL), se afiaden, bajo atmésfera de argon, EDC (288 mg, 1.5 mmol) y HOBt
(203 mg, 1.5 mmol). La mezcla de reaccidon se agita a temperatura ambiente
durante una hora. A continuacion, se afiade una disolucién de la amina secundaria
88 (300 mg, 0.75 mmol) en diclorometano anhidro (1.5 mL) y se agita a
temperatura ambiente durante toda la noche. El crudo de reaccién se lava con
disoluciones acuosas saturadas de NaHCO; y NaCl, consecutivamente. Los
extractos organicos se secan sobre Na,SO, y el disolvente se elimina a presion
reducida. El residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de
etilo, 7:3), obteniéndose la diamida 89 con un rendimiento del 91%.

Lt

Rf: 0.50 (hexano/acetato de etilo, 1:1).

IR (ATR, cm™): 3298 (NH), 1654 (C=0), 1609, 1557, 1494, 1443 (Ar).

'H-RMN (CDCls, 5): 0.83 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CHs), 1.21 (m, 10H, (CH,)sCHs), 1.57
(M, 2H, CHy(CH,)sCHs), 2.77 (m, 2H, CH,CO), 3.41 (t, J = 7.7 Hz, 2H,
NCHz(CHz)G), 3.78 (t, J=6.9 Hz, 2H, NCﬂchch), 6.54 (S, 1H, CHHetAr)y 6.81 (t, J
= 7.8 Hz, 1H, CHa), 7.28 (t, J = 7.8 Hz, 1H, CHa,), 7.36 (t, J = 1.5 Hz, 1H, CHyear),
7.67 (M, 1H, CHyear), 7.73 (d, J = 7.9 Hz, 1H, CHy,), 7.93 (d, J = 8.6 Hz, 1H, CHa,),
7.98 (s a, 1H, NH).

C-RMN (CDCls, 5): 14.1 (CHs), 22.6, 26.6, 29.1, 29.2 (2C), 31.7 ((CH,)sCHs),
36.1 (CH,CO), 43.4 (NCH,CH,CO), 50.2 (NCH,(CHy)g), 91.6 (Cal), 110.2 (CHyetar),
121.4 (Chetar), 123.6, 126.6, 129.1 (3CHp,), 138.3 (CaN), 139.0 (CH,), 143.0,
143.3 (2CHpetar), 165.2, 169.7 (2CO).

EM (ESI): 497.1 [(M+H)"].
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e N-[2-(1,3-Benzoxazol-2-il)etil]-N-octil-3-furamida (82).

A una disolucién de la 2-iodoanilida 89 (151 mg, 0.30 mmol) y 1,10-fenantrolina
(11 mg, 0.06 mmol) en acetonitrilo seco (3 mL), se afiade Cul (5 mg, 0.03 mmol) y
Cs,CO3 (298 mg, 0.90 mmol). La mezcla de reaccion se agita en un reactor de
microondas a 100 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo, el crudo de
reaccion se filtra sobre gel de silice y se elimina el disolvente a presion reducida.
El residuo se purifica por cromatografia en columna (hexano/acetato de etilo, 8:2),
obteniéndose el benzoxazol 82 con un rendimiento del 33%.

Rf: 0.14 (hexano/acetato de etilo, 6:4).

IR (ATR, cm'1): 1621 (C=0), 1571, 1506, 1455 (Ar).

'"H-RMN (CDCls, 8): 0.86 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 1.22-1.27 (m, 10H, (CH,)sCHa),
1.57 (m, 2H, CH»(CH,)sCHj3), 3.29 (m, 2H, CH,benzoxazol), 3.40 (t, J = 7.7 Hz, 2H,
NCH,(CHy)e), 3.96 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,NCO), 6.55 (m, 1H, CHyyrano), 7.27-7.33
(m, 2H, 2CHypenzoxazo); 7-40 (t, J = 1.7 Hz, 1H, CHyyano), 7.45-7.51 (m, 1H,
CHbenzoxazol)a 7.63-7.68 (m1 2H, CHfuranm CHbenzoxazol)-

BC-RMN (CDCl;, 8): 14.1 (CHs), 22.6, 26.7, 27.4, 29.1, 29.2 (2C), 31.7
((CH2)éCHs, CH,benzoxazol), 44.1 (NCH,CH,benzoxazol), 49.5 (NCH,(CHy)s),
110.2, 110.4 (CHiyrano, CHbenzoxazol)s 119.7 (CHpenzoxazo), 121.5 (Ciurano), 124.3, 124.9
(ZCHbenzoxazol): 1411 (Cbenzoxazol)a 142-9, 143.1 (ZCHfurano)v 150.8 (Cbenzoxazol)v 164.9
(CO, NCbenzoxazol)-

HRMS (ESI): Calculada para C,HsN,OsNa [(M+Na)]: 391.1992. Encontrada:
391.2081.
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Tabla 15. Andlisis elemental de los compuestos finales sélidos.

Férmula Calculado Encontrado
cermp. molecular C H N C H N

5 C15H19NOg 58.25 6.19 4.50 58.24 6.06 4.70
6 C15H19NOg 58.25 6.19 4.50 58.12 6.20 4.54
7 C15H21NO, 64.50 7.58 5.01 64.76 7.22 5.11
14 C,1H5,0,4 74.09 7.11 74.01 7.07

17 C17H23NOg 63.54 7.21 4.36 63.50 7.02 4.47
18 C2H25NOs 68.91 6.57 3.65 67.00 6.37 3.59
20 C16H19NOy4 66.42 6.62 4.84 66.37 6.46 491
21 CyoH5405 71.72 6.57 71.63 6.44

22 C17H,,05 66.65 7.24 66.58 7.05

25 C1oH2,0,4 72.59 7.05 72.66 7.07

26 C13H15NOg 55.51 5.38 4.98 55.72 5.74 4.85
27 C17H23NOg 60.52 6.87 4.15 60.91 6.75 4.32
28 CyoH2,04 79.60 6.79 79.59 6.80

29 CooH23NO3 73.82 7.12 4.30 73.45 7.09 4.35
30 Cis5H2,N,0, 68.67 8.45 10.68 68.63 8.06 10.47
31 CyoH24N-0, 74.04 7.46 8.64 73.20 7.40 8.65
46 C2oH29N50, 64.66 7.87 18.85 64.49 7.66 18.39
47 C,1H30N40O5 68.08 8.16 15.12 68.42 8.49 15.18
48 C2H31N30, 71.51 8.46 11.37 71.29 8.01 11.35
49 C2H31N30, 71.51 8.46 11.37 71.40 8.22 11.18
52 C2H30N,04 71.32 8.16 7.56 71.35 8.03 7.30
53 C2oH30N,03 71.32 8.16 7.56 71.15 7.91 7.61
54 C,H34N,04 70.55 9.15 7.48 70.83 8.67 7.50
59 C,6H33N30, 74.43 7.93 10.02 74.19 7.83 10.00
61 C,4H3oN>05 75.75 8.48 7.36 75.45 8.21 7.41
62 Cx3H36N>05 74.15 9.74 7.52 74.44 9.21 7.43
72 C,oH26N-04 70.15 7.65 8.18 70.06 7.30 7.78
73 C1gH2N,04 68.77 7.05 8.91 68.88 6.68 8.50
74 C15H16N,04 66.16 5.92 10.29 66.58 5.80 10.20
75 C14H14N,04 65.11 5.46 10.85 65.96 5.30 10.30
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Tabla 16. Andlisis de pureza mediante HPLC-MS.

Comp. Férmula Tiempo de MS (+ESI)
molecular retencién (min) ([M+H]", m/z)
1 C15H2004 22.3 265.1
3 C15H2604 25.2 271.2
4 Ci15H19NOg 17.0 310.1
8 Ci15H1NOy4 19.8 280.1
9 C1sH21NO, 18.5 280.1
10 C16H2,05 22.3 295.1
11 C16H2,05 22.3 295.1
12 C21H2404 24.2 341.2
13 Co1H2404 25.2 341.2
15 C17H2404 24.9 293.2
16 C15H2005 20.4 281.1
19 C16H19F304 18.3 333.1
23 CisH19FO4 22.4 283.1
24 C19H20,4 24.4 315.2
33 C18H21N30, 17.4 312.1
34 C19H23N30; 17.4 326.2
35 C24H33N30; 19.6 396.3
36 CasH37N30; 21.6 424.3
39 Co4H33N305 29.1 396.2
40 CosH35N305 25.4 410.3
44 Co1H2gN303 23.0 372.2
50 Ca3H33N30, 27.7 384.2
51 C2oH35N30, 23.0 374.3
55 CooH30N-0,S 26.5 387.2
56 C23H31N305 23.8 382.2
57 C23H31N305 23.2 382.2
58 C23H31N305 23.5 382.2
60 C6H32N203 28.7 421.2
63 Ci9H30N20, 24.6 319.2
65 CooHagNO, 24.9 372.2
66 C2oH30N»03 26.2 371.2
80 C2H3:N»05 20.3 357.2
81 C2H3:N»05 25.5 357.2
82 C2oH2sN>O3 25.1 369.2
86 Co7H34N50, 24.8 451.2
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4.3. Ensayos de inhibicion de la enzima ICMT

La determinacién de la capacidad de los compuestos sintetizados para inhibir la
actividad ICMT se realiz6 empleando como fuente de enzima membranas
procedentes de células Sf9 (ovario de Spodoptera frugiperda) que sobreexpresan
ICMT, y como sustratos biotinil-S-farnesilcisteina (BFC) y S-adenosilmetionina
marcada con tritio (*H]SAM). Tras preincubar la enzima con el compuesto objeto
de estudio durante 20 minutos a 37 °C, se afiaden los sustratos BFC y [*H]SAM
siendo las concentraciones finales 1 y 0.5 puM, respectivamente. La mezcla se
incuba durante durante 20 minutos a 37 °C. Pasado este tiempo, la reaccion se
termina con la adicion de Tween 20 y mediante el posterior enriquecimiento con
estreptavidina unida a un soporte sélido, se cuantifica la radiactividad por medio
de espectrometria de centelleo liquido. El andlisis de los datos obtenidos respecto
al control positivo de ICMT obtenido en ausencia de inhibidor (100% de actividad)
permite determinar la capacidad inhibitoria de los compuestos.***%

4.4, Ensayos de estabilidad

e Estabilidad en suero.

A 900 pL de suero humano (Sigma, S7023) o de raton (Europa Bioproducts,
EQSM-0100) previamente termostatizado a 37 °C se afladen 300 pL de una
disolucion 2 mM del compuesto objeto de estudio en tampoén fosfato (phosphate
buffered saline, PBS) y la mezcla se incuba a 37 °C durante el tiempo de interés.
Una vez transcurrido éste, 200 pL de la mezcla se afiaden sobre 200 uL de
acetonitrilo frio, se agita y se incuba durante 10 minutos en hielo para precipitar las
proteinas. El sobrenadante se separa del precipitado por centrifugacién a 390009
durante 10 minutos y se hace pasar a través de un filtro de teflén de tamafio de
poro de 0.22 um (Albet Labscience). A continuacién, 50 pL del sobrenadante
filtrado se analizan mediante HPLC-MS en un espectrometro Agilent 1200LC-MSD
VL, empleando una columna Eclipse XDB-C18 (5 um, 4.6 mm x 150 mm) junto con
una precolumna (5 um, 4.6 mm x 12.5 mm). La fase mévil empleada consiste en
un gradiente de disoluciones A (agua:metanol 95:5) y B (agua:metanol 5:95) con
un 0.1% de hidréxido amonico y 0.1% de &cido férmico como aditivos. En todos
los casos se ha usado un flujo constante de 0.5 mL/min, un tiempo total de 15
minutos y el siguiente gradiente: 0 min, 60% A; 1 min, 100% B; 1-14 min, 100% B;
15 min, 60% A. El andlisis de EM se ha llevado a cabo utilizando la técnica de
ionizaciébn ESI en modo positivo SIM. El voltaje del capilar fue de 3.0 kV y el
voltaje del fragmentador de 70 eV. La temperatura del gas secante fue de 350 °C,
el flujo de 10 L/miny la presion del nebulizador de 20 psi.
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e Estabilidad en microsomas.

A 1185 pL de PBS termostatizado a 37 °C, se afiaden 150 pL de una disolucion 10
mM de NADPH (Aldrich, N7505) en PBS y 15 pL de una disolucion 1 mM del
compuesto objeto de estudio en PBS y la mezcla se incuba durante cinco minutos
a 37 °C. A continuacion se afiaden 150 puL de una suspension de microsomas
humanos (Aldrich, M0567) o de ratén (Aldrich, M9441) a una concentracion de 5
mg/mL y se incuba a 37 °C durante el tiempo de interés, siendo las
concentraciones finales de compuesto, NADPH y microsomas en la mezcla de 10
pM, 1 mM y 0.5 mg/mL, respectivamente. Una vez transcurrido éste, 250 uL de la
mezcla se afiaden sobre 250 uL de acetonitrilo frio, se agita y se incuba durante
10 minutos en hielo para precipitar las proteinas. El sobrenadante se separa del
precipitado por centrifugacion a 10000g durante 5 minutos y se hace pasar a
través de un filtro de teflon de tamafio de poro de 0.22 um (Albet Labscience). A
continuacion, 50 pL del sobrenadante filtrado se analizan mediante HPLC-MS de
forma analoga a la descrita para el caso de ensayos de estabilidad en suero.
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5. CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo se han disefiado y sintetizado nuevos inhibidores de la
enzima ICMT partiendo de dos aproximaciones paralelas: construccion de un
modelo de farmacoforo y disefio basado en la estructura del inhibidor
cysmethynil.

2. Se ha determinado la capacidad de todos los compuestos sintetizados para
inhibir la actividad ICMT.

3. Para los compuestos O6ptimos obtenidos, se ha caracterizado
experimentalmente su perfil farmacocinético mediante estudios in vitro de
estabilidad en suero y frente a metabolismo hepético.

4. De todos los compuestos sintetizados, merecen especial atencion los
derivados 36, 53, 80, 82 y 86, los cuales muestran buenos parametros
farmacocinéticos e inhiben més de un 85% de la actividad ICMT a una
concentracion de 50 uM. Por tanto, representan nuevos leads susceptibles de
optimizacién, proceso que se encuentra actualmente en curso en nuestro
laboratorio.
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1. INTRODUCTION

Ras protein is a central component in many signal transduction pathways.
Proper control of its activation/deactivation is critical for the regulation of the cell
cycle,! and activating mutations in Ras have been found in almost 30% of all
cancers.’

Its carboxyl terminal region contains the CAAX box motif, where C is cysteine,
A is an aliphatic residue and X is one of several different amino acids. Its post-
translational modification involves attachment of a farnesyl or geranylgeranyl group
to the CAAX cysteine by either farnesyltransferase (FTase) or
geranylgeranyltransferase type | (GGTase 1), respectively. This prenylation step is
followed by proteolytic removal of the AAX residues by the endoprotease Ras
converting enzyme 1 (Rcel) and final methylation of the newly exposed
prenylcysteine by the enzyme isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase
(ICMT).2

It has been demonstrated that in absence of any of its post-translational
modifications Ras losses its ability to induce tumor transformation. For this reason,
the enzymes involved in the post-translational modification of Ras have received
considerable attention as targets in drug discovery programs.*

Thus, although FTase has been the focus of several pharma projects, its
inhibitors failed to demonstrate convincing activity in clinical trials, probably due to
the alternative prenylation by GGTase I.° Therefore, more recent efforts have been
focused on targeting the post-prenylation enzymes such as Rcel and ICMT.®

! Coleman, M. L. et al. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2004, 5, 355.

2 schubbert, S. et al. Nat. Rev. Cancer 2007, 7, 295.

% Wright, L. P. et al. J. Lipid Res. 2006, 47, 883.

* (@) Winter-Vann, A. M. et al. Nat. Rev. Cancer 2005, 5, 405. (b) Konstantinopoulos, P. et al
Nat. Rev. Drug Discov. 2007, 6, 541.

° Whyte, D. B. et al. J. Biol. Chem. 1997, 272, 14459.

6 Winter-Vann, A. M. et al. Nat. Rev. Cancer 2005, 5, 405.
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In the search of ICMT inhibitors, early studies already identified substrate
analogues like prenylcysteine or product analogues such as S-
adenosylhomocysteine. However, none of these compounds is suitable for use as
a drug due to their pleiotropic actions. Therefore, the characterization of the first
ICMT synthetic inhibitor structurally new, named cysmethynil, represented a
significant step forward in the validation of ICMT.”

These findings provide a compelling rationale for the development of ICMT
inhibitors as a promising approach to anticancer drug development. However, the
homology of ICMT with other known methyltransferases is quite low and only very
recently the tridimensional structure of a prokaryotic ICMT ortholog has been
disclosed.®

2. OBJECTIVES

The main objective of this work is to identify inhibitors of the ICMT enzyme
that enable its validation as a valuable therapeutic target for the treatment of
several types of cancer.

The achievement of this goal involves the following steps:

1. Design of new inhibitors: elaboration of a pharmacophore model and design
based on the structure of cysmethynil.

2. Synthesis of the designed compounds and determination of their ability to
inhibit ICMT activity.

3. Hitto lead process.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Design of inhibitors based on a pharmacophore model

To unravel the structural requirements involved in the inhibition of the ICMT
enzyme we have built a 3D pharmacophore model using the Catalyst software and
a set of 52 structurally diverse described ICMT inhibitors (Table S1, page S3).

The best output hypothesis (Figure 1), with three hydrophobic regions (HYD),
an aromatic-ring hydrophobic site (AR) and a hydrogen bond acceptor group
(HBA), presents good statistical values that indicate >90% chance of obtaining a
predictive hypothesis. The pharmacophore hypothesis was used as a 3D query to
search the chemical database NCI2000 and new compounds with predicted
pharmacophoric features were retrieved from the database.

7 Winter-Vann, A. M. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005, 102, 4336.
8 Yang, J. et al. Mol. Cell 2011, 44, 997.
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On the basis of these results and a model of the human ICMT (Figure 1)
generated from the recently released crystal structure of a prokaryotic ICMT
ortholog,8 compound 1 was designed. Taking into account that hydrophobic region
HYD3 is located outside the protein (see Figure 1) and that the HYD2/3 zones are
not occupied in some of the previously reported inhibitors, we decided not to
consider the HYD2/3 zones in our initial design. In addition, in the case that the
occupancy of the HYD2/3 regions is not strictly required for ICMT inhibition, the
resulting compounds could have a lower lipophilicity (quantified by the calculated
partition coefficient for n-octanol/water, cLogP) and, accordingly, better
pharmacokinetic properties.

Pharmacophore 3D model of the
model human ICMT

B o HBAm,  NCI2000
U “"3%¢ ) database ','!BA

SHYDE ©\ o9
& Pt &

152, 76% {93

Figure 1. Design of compound 1.

Compound 1 was synthesized (Scheme 1) and screened for its capacity to
inhibit ICMT activity. The obtained results indicated that this compound was indeed
able to block ICMT activity, albeit with moderate potency (30% inhibition of the
ICMT activity at 50 puM). Therefore, it was selected for carrying out an in-depth
structure-activity relationship (SAR) study in which the aromatic (AR), spacer
(HYD1) and HBA regions were systematically modified (compound 2-31, Schemes
1 and 2).

o o o o A v
A ror e M oo REN OO neaee
HO™ Th O DCC, DMAP o t™h O R'=H, NO,, NH, OCHs Ph, OH, NHAc,
1-27 NHCOPh, CFs, CN, PhCO, CH4CO, F, Et

Scheme 1. General synthesis of compounds 1-27.
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OJ\(")QU\O

FP':SOCZ/ 28 PhOH @\ @
DCC, DMAP 5 O

o O

i) (CHsC0),0 @ 29
HOJ\(\’)EU\OH J\M/U\

ii) PhNH,

32
PhNH, CHy NH
P(OPh)3\ EDC HOBt )]\(\){U\
53
N
H " ° H

Scheme 2. Synthesis of compounds 28-31.

Unfortunately, none of these modifications led to significant improvements of
the inhibitory potency of the compounds.

These findings suggested that this type of scaffold was very difficult to
optimize. Therefore, we decided to modify the initial designed structure so that it
was possible to incorporate another hydrophobic group that led to a better fit with
the pharmacophore model at HYD2/3 regions, which has not been considered in
the initial design of the compounds. With this idea in mind, amide 31 was selected
as base structure leading to the design of a new series of compounds in which a
nitrogen atom suitable for alkylation was introduced in the spacer (Scheme 3).

. QHMHQ —> Q\Hj\AN/\)OLH@
31 §

B.
Q PhNH @\ NH @\ Q Q /@
gy ——- )J\/\ 2 NN
Pyrldme H H H
% PhNH2 @\ RNH2 @\ /@
c Pyr|d|ne )K/ DB )J\/\ /\)J\

37 34:R = cH3
35: R = CHy(CHyp)s
36:R = CH3(CH2)7

Scheme 3. Design (A) and synthesis (B) of compounds 33-36.
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The obtained results regarding the capacity of amides 33-36 to inhibit ICMT
activity clearly underscore the need of a long hydrophobic chain attached to the
nitrogen atom, as indicate the 0% inhibition shown by derivative 34 and the
excellent 93% inhibition at 50 uM concentration exhibited by compound 36.

Next, we varied the length of the spacer in the optimum compound 36
shortening the number of methylenic units between the tertiary nitrogen and the
carbonyl groups in compounds 39 and 40 (Scheme 4). This modification brought
about a significant decrease in activity, with inhibition values of 62% and 68%,
respectively.

: @Nb,ﬂ/\ji”@ E— Qﬁm);’;kﬁg

O PhNHz ©\ J\/ Octylamine ©\ \q /@
C|

Pyr|d|ne DIPEA

Octylamine l @\ )J\/\

@N M e 8) @ i H
H DIPEA \©

Scheme 4. Design (A) and synthesis (B) of compounds 39 and 40.

39

Considering that derivative 36 is able to block almost completely the ICMT
activity at 50 uM, we studied its pharmacokinetic profile carrying out in vitro serum
and microsomal stability assays from human and mouse samples. The obtained
half-lives (ty,) showed that compound 36 has moderate stability in serum and
microsomes with t;;, values between 5 and 27 minutes.

Taken together, these data indicate that derivative 36 deserves special
attention as a structurally new inhibitor of the ICMT enzyme.>*°

Lopez Rodriguez, M. L. et al. P201330129, 2013.
1% Balabasquer, M. et al. J. Med. Chem., in preparation.
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3.2. Design of new inhibitors based on the structure of cysmethynil

In parallel, the design of new inhibitors of the ICMT enzyme was addressed
using the structure of the synthetic inhibitor cysmethynil as the starting point.

Accordingly, we designed compound 44 wherein the benzene ring and the
alkyl chain were kept (A and B moieties) and connected by an amide spacer. The
acetamide moiety (C) was mimicked by an oxazole ring (Figure 2).

Figure 2. Design of compound 44.

Compound 44 was synthesized (Scheme 5B) and measured for its ability to
block the 56% of the ICMT activity at 50 uM. This fact, along with its improved
cLogP value compared to cysmethynil (3.98 vs 7.00, respectively), makes it a new
hit susceptible of optimization.

Firstly, the oxazole ring was replaced by different heterocyclic subunits
(compounds 46-60) with the objective of optimizing this moiety of the molecule.
Previously to the synthesis, it was confirmed that these new derivatives kept their
cLogP values in the same range that compound 44.

To establish the requirement of a heterocyclic subunit, the oxazole ring was
replaced by a phenyl, cyclopentyl or methyl moieties in the compounds 61-63,
respectively.
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o) o @\ o o
@LNJ\ANL{@\: — LI,
4 /d)7 NN H /(J)7
4 CH.
R= H
L RCRCReR iah T sh ot

B.
O ; O (6] (0]
Octylamine @\ RCOOH @\
©\N)J\/\Br H)J\/\NH N)K/\N)]\R

EDC, HOBt
H /(J )7 or H /(J )7
DCC, DMAP

38 45 44, 46-63

Scheme 5. Design of compounds 46-63 (A) and general synthesis of compounds
44 and 46-63 (B).

The determination of the ability of these compounds to inhibit ICMT activity
indicated that the optimal heterocyclic rings were 1H-pyrrole (derivatives 48 and
49, with 79% and 81% inhibition, respectively) and 3-furyl (compound 53, 86%)
moieties.

Finally, the replacement of the heterocyclic group for a phenyl, cyclopentyl or
methyl moieties resulted in a loss of activity, result that suggests the need of the
heterocyclic moiety.

Next, we assessed the influence of the amide group of the spacer by replacing
it for an ester in compounds 83 (86% inhibition) and 48 (79%). The resulting
analogues 65 and 66 (Scheme 6), respectively, showed a high decrease in their
capacity to inhibit ICMT, with values of 60% and 13%, respectively.
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A. @\(5' o) ©\ 0 0
,'IN)/,’K/\NJ\R —> OJ\/\NJ\R
R /(J)7 /d)7
B.
(e} O (o] (0]
Octylamine RCOOH
\O)J\ABr \O)J\/\NH m \O)J\/\N)]\R
or /d)?
DCC, DMAP
67 68, 69

l LiOH

65, 68, 70:R=’j®
° A
O N

(0] o
) LR N

EDC, HOBt
~ H ))7 /(J )7
66,69, 71: R = j
,69,71:R=" ) 65, 66 70, 71

Scheme 6. Design (A) and synthesis (B) of compounds 65 and 66.

To evaluate the importance of the length of the alkyl chain, as well as to check
whether it was possible to reduce the lipophilicity of the compounds, we shortened
the octyl chain present in the potent compound 53. Derivatives 72-75 (Scheme 7)
clearly showed that this modification negatively affects to the capacity to inhibit

ICMT, with inhibition values below 45% in all cases.

o o) ©\ o o)
4 /d v o 4 R g
53 7

o

B. HOJ\@
o
SR UL G U N W P
N Br ” NH N N
R

or |
H o H &

38 76-79 C.% 7275
[¢]

EtsN

73, 77: R = 2~
74,78: R=CHj;
75,79:R=H

Scheme 7. Design (A) and synthesis (B) of compounds 72-75.
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Finally, the influence of the amide groups was studied selecting compound 53
as the base structure. To assess the importance of the carbonyl groups,
derivatives 80 and 81, in which each carbonyl group was replaced by a methylene
unit (A and B), were designed. Besides, the anilide of compound 53 was mimicked
by a benzoxazole group (C) in derivative 82 (Figure 3).

4 o ) 0
53 C 81
o 9
N/)\AN N
Ay \ o
82

Figure 3. Design of derivatives 80-82.

Compounds 80-82 were synthesized as detailed in Schemes 8 and 9. It is
noteworthy to indicate that in the synthesis of derivative 81, the diamide 86
(Scheme 8B) was also obtained.

(6]
A. % ©\Nk/\ Br
HO A\ 0 H @\ 0
| )
NH, o HN)KE\} LiAIH, HNm 38 ”MNm
Ay epc, Host My o My, o DIPEA My, d
83 84 80

O
a3 SIS B
LiAIH
N/u\/i;TH 1A, H/\\//\NH o

N —_ +

)7 /(J)7 EDC, HOBt ©\ o
45 85
N/\/\N)J\E\}
~ o My Lo

= 86

o

Scheme 8. Synthesis of compounds 80 (A) and 81, 86 (B).
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al Br /U\ABr J\ANH

Pyridine H

87 88

Q\ )\/\ )ko Cs,CO;, Cul N)OJ\AN

1,10-Phenanthroline N O 1

Scheme 9. Synthesis of compound 82.

The determination of the activity of compounds 80-82 and 86 indicated the
importance of the carbonyl group of the spacer (derivative 80 inhibits 86% of ICMT
activity, whereas 81 shows a low 51%). Besides, compounds 82 and 86 showed a
remarkable inhibitory capacity, with excellent values of 89% and 92% inhibition,
respectively.

Finally, for the best compounds obtained in this series (with inhibition values
up to 80%), their pharmacokinetic profile was determined through in vitro serum
and microsomal stability assays from human and mouse samples.

The obtained ty,, indicated that this series of compounds has a high stability in
serum. In particular, derivatives 82 and 86 with t;, up to 90 minutes, stand out. In
the case of microsomal stability, compound 86 stands out with t;;, of 11 and 8.7
minutes in human and mouse microsomes, respectively.®**

' Balabasquer, M. et al. J. Med. Chem., in preparation.
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4. CONCLUSIONS

In the present work we have designed and synthesized new ICMT inhibitors
through two different approaches: elaboration of a pharmacophore model and
design based on the structure of the compound cysmethynil.

All the synthesized compounds have been assessed for their ability to inhibit
ICMT activity.

For the optimal obtained compounds, we have studied their pharmacokinetic
profile through in vitro serum and microsomal stability assays.

Among all the synthesized compounds, derivatives 36, 53, 80, 82, and 86
deserve special attention. They show good pharmacokinetic parameters and
block more than the 85% of the ICMT activity at 50 uM. Therefore, they
represent promising lead compounds for further optimization, research that it is
ongoing in our laboratory.

af_ 20 QO Jry
H /(J» i %
36, ICMT Inh.: 93% 53, ICMT Inh.: 86%
0 s Oy
Quwf@ )\A :% . }%

80, ICMT Inh.: 85% 82, ICMT Inh.: 89% 86, ICMT Inh.: 92%
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INFORMACION SUPLEMENTARIA

Tabla S1. Inhibidores de la enzima ICMT empleados en la elaboracion del modelo
de farmacdforo.

Comp. Estructura Clsp (UM) Ref.?
S
s1 S LY YT
(AFC) )J\H/EWOH 30 1

(o]
o) S\/Y\/Y\/Y
S2 AN%O\ >250 1
H

(e}
O o S AN X X
s3 L’(W 12.1 2
OH
N
SRR
LI
sS4 @/U\N/Q(OH 18.8 2
H (@]
LI
S5 @LN%W 12.4 2
H (o]

A
s6 %OH 4.3 2
N
H
©\NH 0 s X X N
s7 /rYOH 7.1 2
N
H o}
cl lo) S\/W\/\(
s8 NLNOH 5.3 2
H o
B X

0o SW/\(
NS /Q(OH

S9 5.7 2

Iz

HO

(0]
S10 \O’OQL” 22.9 2

S3



Tabla S1. (Continuacion)

Comp. Estructura Clso (M) Ref.?
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Tabla S1. (Continuacion)
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(0]
NH,
S20 O A 9.1 4
R
\_<]
(@]
NH,
S21 O O D 7.4 4
NL\_L
(0]
NH,
S22 O O N
(Cysmethynil) NL\_\_L 21 4
(@]
NH,
S23 () T 3.7 4
F N\_<
(o]
NH,
S24 O A 14.8 4
F O N\_<]
(@]
NH,
S25 O O b 13.9 4
F N¥\_\;
O
NH,
(D=
S26 P 24 4

S5



Tabla S1. (Continuacion)
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Tabla S1. (Continuacion)

Ref.?
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Tabla S1. (Continuacion)
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Tabla S1. (Continuacion)
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