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La ciencia seria superflua si la
apariencia de las cosas coincidiese

exactamente con su esencia.

Karl Marx

La ciencia es algo maravilloso si uno no

tiene que vivir de ella.

Albert Einstein
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cafas. Siempre estds dispuesta a echarnos una mano con todo aquello que podamos
necesitar, y cuantos work-up o tardes aburridas me habrds amenizado con tus charlas
de muy diversa indole (entre las que destacan las quejas compartidas por el
funcionamiento de la universidad). Nieves, a ti me gustaria agradecerte el trato directo,
sincero y, sobre todo, humano, siempre preocupada por nuestras necesidades y por
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seguir aprendiendo de tu fantdstica personalidad.
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las innumerables conversaciones sobre el sentido de la vida (sélo cuando no hay nadie
delante, y habitualmente interrumpidas por una parida enorme), viajes, noches
palaciegas, y otro sinfin de experiencias que hemos compartido, puedo decir que de este
periodo me llevo un verdadero amigo, compafiero y experto oceandgrafo por herencia

familiar, y que asi sea por mucho tiempo.

Marta, fuiste una de las personas sin las que no se podria entender este periodo de
doctorado. Por un lado te agradezco tu faceta laboral, siempre dispuesta a echar una
mano de forma entusiasta cuando me veias en medio de un embrollo insoluble. Por otra
parte, si hay que agradecer a alguien lo bien que lo hemos pasado estos afios es a ti,
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vivamos.



iEGUN ON PITXINNNNN! Cris, tu personalidad buenrollera y brutalmente directa me
enamord desde el principio. Aunque no hayas querido volver conmigo a la planta -5 del
aparcamiento, quiero decirte que guardo con mucho carifio todos los momentos que
hemos compartido, la sonrisa que me sacas todas las mafianas al llegar al trabajo, la
naturalidad con la que me has abierto tus distintas casas y, especialmente, la atmdsfera
alegre que creas a tu alrededor. Encima, haciendo honor a tus eusko-origenes, eres un
ejemplo maravilloso de bondad y tenacidad, espero haber aprendido algo de ti en todo

este tiempo. Ah, por cierto, se van a pelear...

Es dificil, Olmo, describir en unas lineas todo lo que hemos vivido juntos. Cuando
empecé la tesis rodeado de otros novatos como yo, apenas podia imaginar que acababa
de conocer a un chaval que me cambiaria la vida en muchos sentidos. La experiencia de
irme a compartir piso contigo ha sido de las cosas mds bonitas que me han sucedido
nunca, un antes y un después en la vida. La infinidad de conversaciones que hemos
tenido, en todo tipo de estados de dnimo y sobre todo tipo de temas, una fuente
inagotable de fuerza y aprendizaje, pues no podria ser de otra manera con una persona
como tu. Por no hablar de la complicidad fraternal que hemos desarrollado, los viajes,
los “viajes”, el temible tdndem que hacemos cuando se encienden las farolas y abren los
garitos... Una pasada, tio. Si esto se ha forjado en sélo cinco afos, no quiero pensar en
lo que vendra. Encima, en el laboratorio eres un excelente compafiero, inteligentisimo
y siempre inquieto por aprender cosas nuevas y meterte en los fregados mas cenagosos.

Ojala tengas la suerte que sin duda mereces como el que mas.

Jorge, qué hubiéramos hecho sin el sargento de hierro empefiado en convertir un saco
de despojos en verdaderos hombres y mujeres preparados para la batalla. Gracias por
tus entrenamientos, tu humor absurdo y por permitirme presenciar tus primeros pasos
en el alcoholismo y la aplicacidn de las mds depuradas técnicas de ligoteo. Al final hemos

pasado buenos momentos juntos, incluso una peregrinacién jacobea.

Miguelito, qué placer ha sido trabajar contigo durante mds de dos afios, y cuanto se te
echa de menos en el laboratorio. No sélo es que todo sea muy facil contigo porque eres
un pedazo de pan, es que encima eres una persona bastante divertida y curiosa, lastima
gue casi nunca te lo creas. Ademas, has demostrado tener una gran valentia a la hora

de tomar ciertas decisiones, por lo que creo que nadie se merece tanto como tu que las



cosas acaben bien y tengas oportunidad de envenenarnos desde algun servicio de

farmacia hospitalaria.

Gracias al covid, que alargé imprevisiblemente mi periodo de doctorado, pude llegar a
conocer a la nueva hornada de jovenes muchachos y muchachas que, inocentes ellos,
han emprendido también este camino. En primer lugar quiero agradecer a Manolito,
llegado de allende los mares para traernos toneladas de dobles sentidos, buenisimos
platos mexicanos y un nada despreciable caudal de licores sospechosos. Eres un tio muy
inteligente, y tu sensibilidad denota lo buena persona que eres. No sélo eres un
magnifico compafiero de laboratorio, sino que ademas estoy contento de que nos haya
tocado trabajar en el mismo proyecto, pues creo que puedo aprender mucho de tu
habilidad y tus conocimientos. Noelia, cuantos buenos ratos nos dan tu sinceridad sin
cortapisas y tu cardcter. Tienes una capacidad de sacrificio y trabajo enorme de la que
todos deberiamos aprender, y ahora que ya eres capaz de gestionar los malos
momentos te vas a convertir en una fuera de serie. Como ademas te estamos desviando
hacia la mala vida, te estas revelando como una divertida compafiera de correrias
nocturnas. En fin, que creo que el futuro nos seguird deparando muchos buenos
momentos. Alvaro, cada vez que hablo contigo me doy mds cuenta de que eres todo un
descubrimiento. Detrds de una personalidad suave y amable se esconde una inteligencia
extraordinaria que sélo esta a la par de tu ironia y tu gusto por el humor politicamente
incorrecto. Es un verdadero placer hablar contigo de cualquier tema por la enorme
profundidad y cultura que manifiestas, por lo que me alegra mucho saber que vamos a
tener afos para seguir teniendo conversaciones increiblemente enriquecedoras de las
que espero aprender mucho. Ademads, también compartir laboratorio contigo es un
gusto por lo solidario que eres. Si Alvaro es la tranquilidad, Josemi es el torbellino. Creo
que eres el tipo de persona que hace falta en cualquier grupo humano, divertido y con
un dinamismo desbordante que muchas veces es necesario para abstraernos de la gris
rutina. Espero que quieras compartir conmigo algo de esa faceta tuya. Pero que esto no
esconda lo inteligente, valido y trabajador que eres, el mérito que tiene lo que estas
haciendo vy la atencién que siempre muestras por las personas que te rodean. Eres un

grande.



Hay otras personas que he tenido oportunidad de conocer a través del laboratorio,
aunque luego esto haya sido lo de menos. En primer lugar, por supuesto, la reina del
drama Cris Sayago. Bendita la casualidad que nos hizo conocernos, pues con poca gente
he encontrado una afinidad tan brutal en muchos aspectos de mi personalidad. Hemos
compartido infinidad de inseguridades, temores y momentos de zozobra con la enorme
confianza de quien se siente escuchado y comprendido, si; pero lo mejor de todo es que
se quedan pequefios al lado de lo bien que nos lo pasamos juntos y la enorme cantidad
de situaciones disparatadas que suceden cuando andamos por ahi sin control. Eres de
esa gente cuya presencia necesito en mi dia a dia, y me alegra saber que vamos en el
mismo barco en esta espiral de imprevisible decadencia. Sheila, eres otro de esos
torbellinos que con su imparable dinamismo ha dejado huella en mi periodo de
doctorado. Tu fuerza increible ante todo tipo de problemas y adversidades (que no te
han sido escasos) son un ejemplo para tirar adelante sin lamentarse, y tu capacidad para
mover gente y organizar saraos crean situaciones que hagan que la vida merezca la pena.
Por no hablar de cdmo nos has abierto las puertas de tu casa, para descubrir que tu
personalidad se explica en el contexto de una familia realmente maravillosa. Por ultimo,
quiero acordarme de la gracia murciana de Isa, tozuda, divertida y bonachona donde las
haya. Me has demostrado mucho cuando he tenido algiin mal momento en tu presencia,
dandome un apoyo del que no me olvido, incluso si previamente no teniamos la mayor
de las confianzas. Me alegro mucho de haber conocido a una persona tan fuerte,

divertida y atenta con las personas de su entorno.

Durante estos cinco afnos han pasado innumerables estudiantes de muy distinta
condicidn por el departamento. El master del departamento nos obsequia cada afo con
cinco nuevos cachorros dispuestos a zambullirse en las procelosas aguas de la quimica
farmacéutica: gracias a todos ellos por la compaiiia y la sangre nueva que traen cada
ano al laboratorio, y especialmente a Montafia por ser una excelente compafiera y una
no menos valerosa peregrina; a Carmen, por los buenos ratos y las fiestas compartidas
dentro y fuera del laboratorio; y a Laura, por su colaboracién en las primeras tomas de
contacto con la mecanoquimica. También quisiera agradecer a los distintos estudiantes
de grado que han colaborado conmigo a lo largo de estos afios: Alejandro, Javi (espero

gue te esté yendo mejor que a Ciudadanos), Sandra y Javier Gdmez-Martinho.



No sdlo de espaiioles se nutre el grupo, sino que también Italia tiene a bien obsequiarnos
con lo mejor de su cosecha anual para convertir el laboratorio en una piccola Italia.
Gracias a Claudia por tus habilidades culinarias y las fiestas compartidas, a Elvis por ser
un auténtico maquina (Ferrari, no Fiat) y por tus esfuerzos para salir en las fotos
nocturnas, a llaria Agostinelli por haber sido una divertidisima compafiera en nuestro
decadente estilo de vida, y a tantos otros: Vincenzo, Rosita, Giulia Teseo, Ester, Sara,
Chiara, Francesco, Tahra, Francesca, Giuliano, Riccardo...por su compaiiia en el
laboratorio, los didlogos en itafiol y las ganas de hacer planes que nos habéis transmitido
durante vuestro periodo de Erasmus. Gracias también a Benedetta, tanto en tu periodo
de Erasmus como tras tu vuelta a Espafia hemos tenido la oportunidad de compartir
momentos fantasticos, y he descubierto a una persona muy sensible e inteligente,
imucha suerte con el doctorado! Me dejo para el final a las tres personas con quien el
vinculo establecido durante nuestro periodo al laboratorio no sélo no ha desaparecido,
sino que se ha afianzado como una verdadera amistad. Gracias Alessandro por tu
personalidad inimitable, tus HOOOOOLMES y DIBUEEEEEESCO son ya parte de la historia
y la tradicion oral del departamento. Aunque de primeras parezcas un ser
absolutamente insufrible (esto es muy divertido cuando la victima no es uno mismo)
eres un tio estupendo y entrafiable, y aunque no nos podamos ver con frecuencia me
hace mucha ilusién que sigamos en contacto. Alessandra, tu caso es curioso, cuando
estuviste en Madrid no llegamos a hacer una amistad muy profunda (supongo que eras
una gazza de vida libre), después nuestros caminos se volvieron a cruzar en Bologna en
un periodo extraio y ahi si, descubri que eres una persona muy divertida y con muy
buen corazén, todo un descubrimiento que merece muchisimo la pena. No me olvido de
gue practicamente todo lo bueno que me llevo de Bologna fue de un modo u otro gracias
a ti: me diste casa, bicicleta, gente a la que conocer y, lo mejor de todo, me ensefiaste
el Poco ma buono, toda una institucion de Bologna donde ahogar en alcohol las penas
del laboratorio y el coronavirus. Silvia, a ti casi ni se me ocurre qué decirte. Después de
tu llegada, no hizo falta mucho tiempo para darme cuenta de que tenia delante a una
persona increiblemente curiosa y que encerraba muchas cosas valiosas dentro de una
apariencia un poco timida, y madre mia si tenia razon. Hemos compartido un afio
inolvidable en Madrid, lleno de experiencias (a veces un poco limite), momentos festivos

y tristes en los que hemos forjado una relacién muy especial. Si con ello no hubiera sido



suficiente, volvimos a encontrarnos en Bologna, donde nuestros paseos desafiando el
frio y nuestras reuniones clandestinas en tu pisazo se elevaron a la categoria de religion.
Silvi, eres una de las personas mas importantes en mi vida y espero que esto no cambie
jamas.

Hay otros trabajadores de la Facultad que con su simpatia y buen hacer nos han hecho
el dia a dia mas llevadero. Hablo de Lupe, Raul, Ayid y la tropa de la cafeteria: Jose, Javi,
Sara y Perla. Muchas gracias a todos ellos (y a los trabajadores de la cafeteria, les deseo

la merecida suerte que les han negado unos miserables).

El trabajo que llevamos a cabo en nuestro grupo no seria posible sin el concurso de los
CAl de RMN, microanalisis elemental y espectrometria de masas de la Universidad
Complutense, por lo que aprovecho la ocasién para agradecerles su colaboraciéon y su

disponibilidad ante cualquier necesidad.

La Tesis Doctoral me ha llevado dos veces fuera de los dominios de la Facultad de
Farmacia, habiéndome brindado la oportunidad de tomar contacto con el fascinante y
desesperante mundo de la biologia y de conocer gente estupenda para la que quisiera
también tener unas palabras. En primer lugar, me gustaria dar las gracias a Rafael Ledn
por haberme hecho un hueco en su laboratorio sin poner la mds minima pega, ademas
de por los consejos sobre un mundo que yo apenas conocia y la colaboracidn directa en
los experimentos cuando mis manos carecian de la fiabilidad requerida. Gracias a Kike y
Pablo por la simpatia con que me habéis recibido desde el primer dia y vuestra
disponibilidad a la hora de ayudarme en un laboratorio en el que estaba un poco
perdido, sin olvidar las clases de asturiania basadas en el Recluta Cachopo. Me gustaria
darte las gracias especialmente, Paloma, porque si ha habido una persona que se comié
el “marrén” de ayudar al novato fuiste tu, y no sélo lo hiciste de buen grado y con la
maxima profesionalidad, sino que encima me he terminado llevando una amiga. Eres
una profesional como la copa de un pino, un talento tuyo que sélo es equiparable al de
encontrarte famosas por la calle. Espero al menos haberte devuelto parte de tu ayuda

ensefiandote el Madrid “peligroso”.

Vorreiringraziare a Barbara Monti per la accoglienza nel suo laboratorio della Universita
di Bologna, anche se sapevi che non avevo nessuna esperienza nel mondo della biologia

mi hai ammesso nel tuo gruppo e mi hai fatto imparare molto grazie ai tuoi consigli.



Anche voglio avere qualche parole per Francesca: grazie per la tua gentilezza, anche se
hai dovuto lavorare in piu per insegnarmi e per tirare avanti il lavoro sempre |’hai fatto
con un sorriso, e devo dire che ho imparato tantissimo da te. Sono contento di aver
preso i miei primi passi nel mondo della farmacologia sotto la tua supervisione. lliana, é
stato un onore lavorare con te, abbiamo dovuto imparare insieme e questo periodo é
stato piu divertente grazie alle tue occorrenze e la tua vitalita. Fuori dal laboratorio ho
condiviso il mio tempo un gruppo di gente incredibile, che mi ha reso molto felice nun
periodo strano e, purtroppo, bruttissimo. Ernesto, da tempo che non avevo una
conessione subita cosi forte con una persona, ci siamo capiti bene dal primo momento.
Abbiamo fatto una amicizia che & di un valore inestimabile per me, e dobbiamo
continuare a ritrovarci sia in Puglia che a Madrid, abbiamo tante cose da vivere insieme
(se uno non muore, questo stilo di vita é un po” tosto). Eleonora, in realta vorrei oddiarti
ma non posso, tante conversazioni sul senso della vita (mai trovato), tante ironie e tanto
disagio condiviso ci hanno fatto diventare amici (purtroppo). Scherzo, ti voglio bene Ele,
sei una persona molto intelligente e curiosa, un vero tesoro da scoprire, € sono
contentissimo di averti conosciuto. Dobbiamo anche continuare a fare cassini dove ci
troviamo (prossimo, a Madrid). Virginia, mi manca tanto il tuo caractere gioioso, sempre
pronta con un sorriso a renderci piu felice la giornata. Hai un cuore d’oro, sempre atenta
a quello che gli altri possiamo aver bisogno. Devo dire che tante volte ho aprezzato la
tua puntualita, visto che non & un talento molto frequente in Italia. Ti spero anche a
Madrid, posso essere sicuro che almeno tu verrai! Ovviamente anche qua devo
menzionare a Silvia e Alessandra: tutto quello che vi volevo dire lo ho gia scrito prima,
ma anche qua ho una bella oportunita per dirvi che siete stati fondamentali per il mio

periodo a Bologna, e che vi voglio bene!!!

Voy a ir remontdndome hacia atras en la vida, para acordarme de la gente que me
acomparfia desde antes de iniciar el doctorado. En primer lugar, me querria acordar de
mis amigos del periodo Erasmus en Estrasburgo. Gracias a Gabri, Fernan, Javi, Dani y
Salva por un periodo que fue inolvidable, que marco un antes y un después en mi viday
gue no podria entender sin el extrafio coctel de filosofia, aventurerismo y alcoholismo
extremo que se originaba en vuestra compaiiia. En segundo lugar, cémo no, mis amigos
de la universidad. A ti Pablo qué decirte, no nos decimos muchas cosas bonitas pero

sentarme al lado tuyo el primer dia de la facultad es una de las coincidencias mas



geniales que me han ocurrido nunca. Llevas mas de diez afios siendo una de las personas
fundamentales de mi vida, un manantial inagotable de risas y momentos absurdos pero
también de inteligencia y de conversaciones que me han ido modulando como persona.
Espero que podamos seguir haciendo el ridiculo por la vida juntos durante muchos mas
afos. Alberto, cuantas cosas hemos vivido también contigo, gracias por todos esos
momentos y por permitirme pintar tu casa a mi estilo. Aunque ahora nos has
abandonado en el macarrismo y te has convertido en un padrazo como pocos hay, me
llena de alegria ver que has conseguido formar una familia tal y como querias, y mds aun
poder de vez en cuando ir a Salamanca y secuestrarte un rato para revivir todo aquello
que nos convirtié en buenos amigos. Marian, muchas gracias por todos los momentos y
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RESUMEN DE LA TESIS

Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas, debido a su caracter inequivocamente asociado
a la edad, se estan convirtiendo en uno de los problemas mas acuciantes para los
sistemas publicos de salud a medida que las sociedades actuales envejecen. Los enigmas
gue aun rodean al funcionamiento del sistema nervioso central, unidos a la compleja
etiologia multifactorial que estd detras de estas patologias, han provocado que el
diagndstico de estas enfermedades sea demasiado tardio, mientras que los
tratamientos disponibles se limitan a un efecto paliativo sin ser capaces de actuar sobre
las causas verdaderas del proceso patoldgico. Es por ello esencial que el incipiente
conocimiento sobre los verdaderos origenes de la neurodegeneracion sea trasladado al
disefio de farmacos orientados hacia esas nuevas dianas, asi como deben ensayarse
nuevas estrategias terapéuticas mas adecuadas para el tratamiento de enfermedades

de etiologia multifactorial, como podria ser el empleo de farmacos multidiana.

La reaccion de Povarov constituye un procedimiento sencillo y versatil para la sintesis
de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas, un esqueleto con una amplia presencia en diversos
productos naturales y sintéticos de interés farmacéutico, organico e industrial. La
versidn aza-viniloga desarrollada hace unos afios por nuestro grupo de investigacion
resulta particularmente interesante, pues el patrén de funcionalizacion de los productos
resultantes permite su transformacién en otros compuestos cuyo acceso resulta mas
complejo a través de los métodos convencionales, como pueden ser los derivados de 2-
acilquinolina o de 2,6-metanobenzole][1,4]diazocina. Una vez estudiada
pormenorizadamente la nueva reaccidén de Povarov aza-viniloga, se hacia necesario
valorar su potencial para contribuir a algunos de los desafios de la quimica moderna,
como puede ser el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas en el dmbito
de la quimica médica, o el desarrollo de procesos mas seguros y sostenibles desde el

punto de vista medioambiental, en el campo de la quimica organica convencional.
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Objetivos

1.

Adaptacion de la reaccién de Povarov aza-viniloga a las condiciones de sintesis
mecanoquimica.

Estudio de la versatilidad y el mecanismo de la oxidacion de 2-aril/2-
aciltetrahidroquinolinas con la transposicién concomitante Cs-C3 del grupo
dimetilhidrazonometilo, mediante el tratamiento con DDQ.

Aplicacién de los derivados de 2-acil-3-dimetilhidrazonometilquinolina a la
sintesis de pirrolo[3,4-b]quinolinas.

Sintesis y evaluaciéon farmacoldgica de una familia de derivados de 2,6-
metanobenzo[e][1,4]diazocina, andlogos estructurales de la citisina, con una
potencial actividad antioxidante y neuroprotectora.

Disefio, sintesis y evaluacién farmacoldgica de tres nuevas familias de ligandos
multidiana, en las que un fragmento analogo de la citisina se combina con
distintos productos naturales, como nuevos agentes neuroprotectores para el

tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas.

Resultados y discusidn

Se consiguié poner a punto la sintesis de 2-acil-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas en

condiciones de mecanoquimica mediante la reaccién de Povarov aza-viniloga, en un

protocolo one-pot que prevé inicialmente la sintesis de las a-cetoiminas que

desempeiian el papel de dieno en la cicloadicidn, y después la reaccién de Povarov

en si misma tras la adicidn del diendfilo y el catalizador acido. Aunque con ciertas

diferencias, la eficacia global del proceso es comparable a la del procedimiento

convencional en disolucidn. En cambio, este éxito no se pudo trasladar a la sintesis

mecanoquimica de 2-aril-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas.

N

-Z

_N

z
R Rs/g Re, o5
Z“NH, Na,SO, anh z z NS
, Na,SO, anh. R@ p-TsOH (0,1 eq) R X
B — 1 — > 1
Z R R.
o HSVM, 20 Hz & N/Y 2 HSVM, 20 Hz Z N 2
)\/OH 75 min o 60 min H o
Ry 21 ejemplos
OH 41-99%

dr: 55:45 a 86:14

Se sintetizd una quimioteca de 14 productos de oxidacidn/transposicion C4-Cs

mediante el tratamiento de los productos de la reaccion de Povarov aza-viniloga con

DDQ a temperatura ambiente, siendo un procedimiento vélido tanto para 2-aril
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como para 2-aciltetrahidroquinolinas. No obstante, se comprobd que el anillo de la
tetrahidroquinolina debe presentar sustituyentes con un fuerte caracter
electrodonador para que dicha transformacién sea viable. El estudio tedrico-
experimental parece indicar que el mecanismo de la reaccidn transcurre mediante
un proceso de deshidrogenacién/transposicion/deshidrogenacion, catalizado por
DDQ a temperatura ambiente en el caso de los compuestos sintetizados en este
capitulo. Los derivados de 2-acil-3-dimetilhidrazonometilquinolina pudieron ser
transformados en pirrolo[3,4-b]lquinolinas mediante una ciclacién reductora
intramolecular mediada por NaCNBHs3, o bien en pirrolo[3,4-b]quinolin-1-onas

cuando fueron tratados con InCls a temperatura ambiente.

R
NaCNBH; (4,5 eq) 2
HCI/MeOH, pH=5 SN ;
t.a., 90 min Ry | N-N 4 ejemplos
[ N A 85-99%
RZ
Ry, A ,N\ 'L / e
X N DDA (2 eq) 5 0 2 S
R Tomerote. RT D (s6lo si Ry= COAr)
— H Ry o ut:nl:), .a. Z N R,
14 ejemplos \ i o
Ry= OCHj, (CH3), 35-75% .
InCl; (0,1eq) g, NN 4 ejemplos
MeOH, 3 h N/ \ 34-46%
t.a. Ar

La reaccion de Povarov aza-viniloga aplicada a la obtencion de 2-
aciltetrahidroquinolinas supuso también un punto de partida idéneo para la
preparacién de una familia de 2,6-metanobenzo[e][1,4]diazocinas mediante una
ruta sintética sencilla y versatil. Los compuestos obtenidos demostraron tener una
cierta actividad antioxidante intrinseca, asi como una notable actividad
neuroprotectora en distintos modelos de neurotoxicidad por estrés oxidativo y
hiperfosforilacion. Este efecto neuroprotector podria radicar en su capacidad para
inducir el factor de transcripcién Nrf2, una actividad que a su vez podria estar
relacionada con la modulacién de determinados subtipos de receptores nicotinicos

de acetilcolina.
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La experiencia acumulada con los analogos de citisina descritos anteriormente se
aprovechd para disefar y sintetizar tres nuevas familias de ligandos multidiana, que
combinan un fragmento analogo de citisina con productos naturales, entre los que
se encuentran triptaminas, acidos cindmicos y el acido lipoico. También se
introdujeron algunas variantes en la estructura del esqueleto analogo de citisina, a
fin de estudiar su influencia en la actividad global de los nuevos ligandos multidiana.
Los ensayos farmacolégicos avalaron su potente actividad antioxidante intrinseca,
asi como un prometedor perfil neuroprotector y antiinflamatorio para la mayoria de
los compuestos ensayados. Los experimentos encaminados a conocer su mecanismo
de accion revelaron que la mayoria de ellos exhiben una potente actividad inductora
del factor de transcripcién Nrf2, y que podrian modular algunos subtipos de
receptores nicotinicos como el asP.y el az, aunque se requieren mas ensayos para

consolidar y concretar estos hallazgos.

R1\&\{/\
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R4
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Conclusiones

En esta Tesis Doctoral se han explorado las posibilidades que ofrece la nueva
reaccién de Povarov aza-viniloga, habiéndose demostrado su adaptabilidad a las
condiciones de mecanoquimica, su utilidad para la sintesis de nuevos derivados de
quinolina dificilmente accesibles por los métodos convencionales y su aplicabilidad
a la obtencién de nuevos compuestos sencillos o multidiana con un prometedor

perfil neuroprotector y antioxidante.
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SUMMARY OF THE THESIS

Introduction

Neurodegenerative diseases, which have a strong connection with aging, are becoming
one of the most important challenges for national health services, as societies are
getting older. We are still far from fully understanding the details of the way in which
central nervous system works and furthermore neurodegenerative diseases have a
complex multifactorial origin, and so their diagnosis often comes too late to reverse the
pathological process. Available drugs are only useful to relieve symptoms, since they do
not target the real origin of the neurodegeneration. In this context, it is necessary to
apply the current knowledge about the onset of neurodegeneration to the design of
drugs directed to emerging targets, and to consider new therapeutic strategies able to

better deal with this kind of diseases, such as the use of multitarget directed ligands.

The Povarov reaction is a simple and versatile procedure for the synthesis of 1,2,3,4-
tetrahydroquinolines, a scaffold that can be found in many natural and synthetic
molecules with applications in the area of synthetic methodology or in industry. The aza-
vinylogous version, developed some years ago by our research group, is very interesting
due to the functionalization pattern shown by the products, which makes them suitable
for further transformations in order to obtain bridged structures, such as 2-acylquinoline
of 2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocine derivatives, not readily available by conventional
methods. Once the new aza-vinylogous Povarov reaction has been studied in depth, it
remains to establish its potential to contribute to some current topics of the modern
chemistry, such as the synthesis of new antineurodegenerative drugs, or the
development of safer and greener synthetic procedures.
Objectives
1. Adaptation of the aza-vinylogous Povarov reaction to mechanochemical
conditions.
2. Study of the scope and the mechanism of the oxidation of 2-aryl/2-
acyltetrahydroquinolines with a concomitant Cs-C; rearrangement of the

dimethylhydrazonomethyl group, in the presence of DDQ.
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3. Exploration of new methods to synthesise new pyrrolo[3,4-b]quinoline
derivatives from 2-acyl-3-dimethylhydrazonomethylquinolines.

4. Synthesis and biological evaluation of a new library of cytisine-like 2,6-
methanobenzole][1,4]diazocine derivatives, with potential antioxidant and
neuroprotective activities.

5. Design, synthesis and pharmacological evaluation of three new families of
multitarget directed ligands that combine a cytisine-like framework with various
natural products, as new potential neuroprotective agents against

neurodegenerative diseases.
Results and discussion

The mechanochemical synthesis of 2-acyl-1,2,3,4-tetrahydroquiolines by the aza-
vinylogous Povarov reaction was successfully achieved through a one-pot procedure
involving two steps: an initial condensation to obtain the a-ketimines that play the
role of dienes in the cycloaddition, followed by the Povarov reaction once the the
dienophile and the acid catalyst are added to the reaction mixture. Despite some
differences, the global efficiency of the process is quite similar to that observed for
the conventional reaction in solution. However, this success could not be extended

to the mechanochemical synthesis of 2-aryltetrahydroquinolines.

N

N
|

_N

2. L
rd L
_ z _O_N
NH, DryNa,SOy {j\ _pTsOH (0.1 eq) _ _bbQ(2eq) S
1 _ R.
o HSVM, 20 Hz Z N/\n/ 2 HSVM, 20 Hz HSVM, 20 Hz N7
OH 75 min o 60 min 60 min o
Ry 21 examples 1 example
OH 41-99% Quantitative yield

dr: 55:45 to 86:14

Starting from the products of the aza-vinylogous Povarov reaction, a 14-compound
library was synthesised by an oxidation/Cs-Cs rearrangement process catalysed by
DDQ at room temperature, which worked well for both 2-aryl and 2-
acyltetrahydroquinolines. Nevertheless, only compounds with strong electron-
donating substituents on the tetrahydroquinoline ring were suitable substrates for
this new procedure. A theorical/experimental study allowed proposing a three-step

dehydrogenation/rearrangement/dehydrogenation mechanism for this reaction.

The resulting 2-acyl-3-dimethylhydrazonomethylquinolines could be transformed

into pyrrolo[3,4-b]quinoline derivatives through a NaCNBHsz-mediated domino
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intramolecular reductive cyclization, while a treatment with InCls at room

temperature furnished pyrrolo[3,4-b]quinolin-1-one derivatives.

R
NaCNBH; (4.5 eq) 2
HCl/MeOH, pH=5 X /
r.t., 90 min R4 N-N 4 examples

| R N A 85-99%
N 2 \ / Ar

Ry, A -
N N> ppQ(2eq) AN SN
Ry Toluene rt> R4 P (only when R;= COAr)
& Rs » 14 N7 R,

N 1h
14 examples \ fe 0
= OCH3; (CH;) 35-75%
1 3, (CH3),
InCl; (0.1 eq) R, NN 4 examples
MeOH, 3 h N/ \ 34-46%
r.t. Ar

The aza-vinylogous Povarov reaction was also a suitable starting point to prepare a
library of 2,6-methanobenzo(e][1,4]diazocines by a simple and versatile synthetic
route. The pharmacological study of these compounds revealed some intrinsic
antioxidant activity, as well as a powerful neuroprotective ability in some models of
neurotoxicity evoked by oxidative stress or hyperphosphorylation. This protective
effect could be a consequence of their capacity to induce the Nrf2 transcription
factor, an activity that could be, in turn, related to the modulation of certain

subtypes of nicotinic acetylcholine receptors.
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R4 — > Ry R R, P 2
N/Y 2 CH;CN, rt. 2 2) NH4AcO N> R, HCIIMeOH
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1 oxidative stress and OA
- Induction of Nrf2 transcription
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receptors
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Due to the promising pharmacological results displayed by the cytisine analogues,
three new families of multitarget directed ligands were designed and synthesised,
by combining a cytisine-like framework with various natural products: tryptamines,
cinnamic acids and lipoic acid. Some structural modifications were also performed
on the cytisine-like moiety, in order to study their influence on the global activity of
the new chemical entities. Most compounds showed a potent intrinsic antioxidant
activity, as well as a promising neuroprotective and anti-inflammatory profile. A

deeper study of their mechanism of action confirmed that most ligands induced
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strongly the Nrf2 transcription factor and they could also modulate asB; and ay
nicotinic acetylcholine receptors. Further experiments will be carried out to

consolidate these findings.
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- BBB permeability (PAMPA) i
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Conclusions

In this Doctoral Thesis we have explored new possibilities provided by the aza-
vinylogous Povarov reaction. Firstly, we have successfully adapted this procedure to
mechanochemical conditions. In addition, we have applied this variation of the
Povarov reaction to the preparation of various quinoline derivatives that were hardly
achievable by the conventional methods. Finally, we have used this reaction as a
basis to obtain new simple or multitarget compounds with promising

neuroprotective and antioxidant profiles.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Enfermedades neurodegenerativas

1.1.1 Definicion y clasificacion

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo muy heterogéneo de patologias
que cursan con la degeneracion del tejido nervioso, ya sea del sistema nervioso central
o del sistema nervioso periférico. Hoy en dia se conocen decenas de enfermedades que
se pueden acoger a esta definicion, pero dada la bisofiez que aln caracteriza a este

campo de investigacidn no se descarta que su nimero pueda ser mucho mayor.

Aunque la neurodegeneracion se expresa de formas muy diversas, se pueden extraer
una serie de caracteristicas comunes mas alld de las manifestaciones propias de cada
entidad clinica. La primera de ellas reside en su origen multifactorial, siendo su etiologia
tan compleja que muchos de los mecanismos subyacentes aun eluden el conocimiento
cientifico. No obstante, si que se conocen dos cosas: pueden ser tanto de origen familiar
como adquirido, y estan fuertemente relacionadas con el envejecimiento. Aunque todas
las dreas centrales, medulares o periféricas se pueden ver afectadas por la
neurodegeneracion, cada patologia se caracteriza por afectar tipicamente a uno o varios
grupos especificos de neuronas. También comparten un progreso clinico inexorable,

aunque pueda ser variable en su velocidad incluso dentro de una misma patologia®.

En vista de su diversidad, es irrefrenable la tentativa de establecer una clasificacion de
las enfermedades neurodegenerativas, que pueda arrojar una visiéon de conjunto mas
clara del tema y permita sistematizar su estudio. El problema es, ¢qué criterio utilizar?
Principalmente, se han propuesto dos criterios para clasificar las enfermedades
neurodegenerativas: sobre la base de sus manifestaciones clinicas o atendiendo a la
proteinopatia subyacente?. Hay que aceptar la premisa de que ninguno de los criterios
expuestos consigue ajustarse plenamente a la realidad, tanto por la falta de un
conocimiento completo sobre muchas de las patologias estudiadas, como por la
complejidad de las circunstancias en las que se suelen presentar, siendo frecuentes los
casos de pacientes en los que se solapan sintomatologias o hallazgos histopatolégicos

de varias enfermedades diferentes. Considerando que lo que aqui se expone es una tesis

! Przedborski, S., Vila, M., Jackson-Lewis, V. J. Clin. Investig. 2013, 111, 3.
2 Kovacs, G. G. Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 189.
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de quimica farmacéutica, el segundo es quiza el criterio mas adecuado, toda vez que
dichas proteinas representan también en muchos casos posibles dianas terapéuticas

sobre las que se pueden disefiar nuevos farmacos®3.

Sin dnimo de hacer una clasificacidon exhaustiva, estos serian los principales tipos de
enfermedades neurodegenerativas, citandose en cada epigrafe los ejemplos mas

destacados por su prevalencia o relevancia clinica:

e B-Amiloidosis: el ejemplo mas relevante es la enfermedad de Alzheimer.

e Taupatias: en este grupo se engloban numerosas enfermedades como la
encefalopatia traumatica crénica, la enfermedad de Pick, el sindrome de
degeneracion corticobasal, la taupatia primaria relacionada con la edad o el
sindrome de paralisis supranuclear progresiva. Ademads, la enfermedad de
Alzheimer también se podria considerar una taupatia secundaria.

e Enfermedades pridnicas: destaca, entre otras, la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob.

e a-Sinucleinopatias: ademds de la enfermedad de Parkinson, otra enfermedad
relevante de este tipo es la atrofia multisistémica.

e Enfermedades relacionadas con TDP-43: la patologia mas prevalente de este
grupo es la esclerosis lateral amiotroéfica, destacando asimismo el sindrome de
degeneracion lobular frontotemporal.

e Otros: en este cajén de sastre podriamos citar enfermedades relacionadas con
defectos genéticos que conllevan el depdsito andmalo de proteinas, como
sucede con la hungtintina en la enfermedad de Hungtington; o afectaciones mas
raras como es el caso de la proteina FUS, una proteina de union a RNA cuyo
procesamiento anormal estd detras de ciertos casos de esclerosis lateral

amiotrdéfica o demencias frontotemporales de indole familiar.

Mas adelante se detallard el papel que tienen la agregacion o el plegamiento andmalo
de estas proteinas en la etiopatologia de la neurodegeneracion. Como se puede

observar, hay enfermedades que se pueden englobar en varios apartados y otras que

3 Dugger, B. N., Dickson, D. W. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2017, 9.
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no se ajustan bien a ninguno en concreto; con todo, esta sistematizacion sirve para

proporcionar una visién global sobre el tema que nos ocupa.

1.1.2 Epidemiologia

En este apartado reside sin lugar a duda la razén que justifica la investigacion en este
campo de la medicina, y la realizacién de esta tesis doctoral como humilde aportacién
al mismo. El espectacular avance de la medicina y de las condiciones de vida en el ultimo
siglo, que no tiene precedente en la historia de la Humanidad, han motivado un
notabilisimo incremento de la esperanza de vida a nivel mundial, si bien
desgraciadamente este aumento no se ha manifestado con la misma magnitud en todos
los territorios. La OMS estimo, en el afio 2016, una esperanza de vida media de 72 afios
a nivel mundial, a pesar de las resefiables variaciones geograficas ilustradas por la
diferencia entre Africa, con 61,2 afios (a pesar de que ese dato habia repuntado mas de
10 afios en lo que va de siglo), y Europa, que alcanzaba los 77,5 afios. Estos valores
duplican generosamente las estimaciones realizadas para el afio 1900, donde un recién
nacido debia esperar vivir poco mas de 30 afios de media a nivel mundial, si bien las

diferencias entre territorios no eran probablemente tan marcadas como hoy en dia.

Este prolongamiento de la vida que podemos disfrutar hoy en dia tiene, no obstante, un
lado no tan positivo. Como es légico, el hecho de que el ser humano alcance cada vez
edades mas avanzadas tiene como contrapartida el incremento de la prevalencia de
todas aquellas enfermedades que, de una u otra manera, estan relacionadas con el
envejecimiento. Por este motivo, las enfermedades cardiovasculares y el cancer se han
convertido hoy en dia en las primeras causas de muerte, especialmente en los paises
con un nivel de vida mas alto. Ademads, la prevalencia de las enfermedades
neurodegenerativas también ha experimentado un fuerte incremento en las ultimas
décadas, el cual se agudizara si, como senalan las predicciones, la esperanza de vida
continda aumentando en las préximas décadas, especialmente en los paises menos

desarrollados donde todavia existe un amplio margen de mejora.

Para ilustrar el alcance del problema, es mejor ofrecer algunos datos. Por ejemplo, la
asociaciéon Alzheimer’s Disease International seialaba que de los 20 millones de casos

de demencia que se estimaban en 1990, se habria pasado a unos 50 millones en el afio
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2019, y se prevé que en el afio 2050 puedan rondar los 150 millones de casos 4. Teniendo
en cuenta que la enfermedad de Alzheimer afecta a entre un 60 y un 80 % de los
pacientes con demencia®, estos datos sefialan con crudeza la gravedad del problema.
Debido a que son los paises en desarrollo donde mds se incrementara la esperanza de
vida, especialmente India, China y el sudeste asiatico, serdn estos territorios con menor
nivel de vida los que acaparen un 68 % del total mundial de enfermos de demencia. El
mismo informe estimaba, a su vez, que en el afio 2018 los gastos sanitarios derivados
de la demencia sdélo en los Estados Unidos rondarian el billén de délares, e incluso a
modo de ejemplo ilustrativo sefialaba que el coste global de la demencia seria la
decimoctava economia mundial si ésta fuese un pais. Es por tanto facil imaginar la
gravedad del problema que pueden llegar a suponer las demencias si las previsiones se

cumplen y no se encuentra un tratamiento eficaz.

En el caso de la enfermedad de Parkinson, la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas prevalente, la situacién es similar. Un informe publicado en 2018 alerta de que la
prevalencia mundial ha pasado de 2,5 millones de casos en 1990 a 6,1 millones en 2016,
y una estimaciéon mas bien conservadora prevé unos 12 millones de enfermos de

Parkinson en 2050°.

Envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas
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Figura 1.1. Variacién en la incidencia de las principales enfermedades neurodegenerativas y envejecimiento de la
poblacion en el periodo 1990-2050.

4 World Health Organization. Risk Reduction of Cognitive Decline and Dementia: WHO Guidelines.; 2019.
5 Alzheimer's Association. Alzheimer's Dement. 2020, 16, 391.
6 Rocca, W. A. Lancet Neurol. 2018, 17, 928.
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La incidencia de la esclerosis lateral amiotréfica es bastante menor que la de los
ejemplos mencionados anteriormente, pero la gravedad de la enfermedad, que ademas
afecta a individuos mucho mds jovenes por término medio, merece que también se
mencione su situacién epidemiolégica. Actualmente se estima que la incidencia mundial
de esta patologia ronda los 1,9 casos por cada 100.000 habitantes, aunque con una
distribucion un tanto heterogénea’, mientras que la edad media de diagndstico rondaria
los 55 afios, con una importante variabilidad geografica también. En 2040 el numero de
casos podria aumentar hasta un 70 %, siendo también en este caso los paises con un

menor nivel de riqueza los que sufririan el mayor aumento de la incidencia.

En definitiva, la sociedad debe buscar no sélo vivir mas, sino también que esos afos de
vida suplementarios transcurran con la mejor calidad de vida posible. Ademas, tampoco
hay que soslayar la amenaza que puede suponer para el sistema sanitario mundial el
gasto derivado de la atencidon a los pacientes de estas patologias si se cumplen los
prondsticos, especialmente en los paises con mas dificultades econémicas. Ambos
motivos obligan, cada vez con mas urgencia, a afrontar el formidable deber de encontrar
técnicas diagnodsticas fiables y tratamientos eficaces para las enfermedades

neurodegenerativas.

1.1.3 Etiologia

Como ya se ha mencionado anteriormente, las enfermedades neurodegenerativas son
patologias de origen multifactorial, esto es, son el resultado de la interaccidon entre
diversos factores de riesgo y mecanismos fisiopatolégicos que se entrecruzan formando
una red muy compleja. Aunque se avanza a una velocidad impresionante en el
conocimiento de todos estos elementos y, lo mas importante, de las relaciones entre los
mismos, lo cierto es que hoy en dia aln estamos lejos de conocer perfectamente cémo
funciona el sistema nervioso, tanto en un estado sano como patoldgico, y por tanto
muchos de los mecanismos que subyacen a la neurodegeneracidon no estan bien
identificados y caracterizados. Este hecho es el principal obstaculo que impide que la
inmensa mayoria de las enfermedades neurodegenerativas tengan un diagndstico y un

tratamiento adecuados.

7 Arthur, K. C., Calvo, A., Price, T. R., Geiger, J. T., Chio, A., Traynor, B. J. Nat. commun. 2016, 7, 1.
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Existe un consenso generalizado sobre el principal factor de riesgo de estas patologias,
que no es otro que el envejecimiento 8. Realmente, se podria decir que la
neurodegeneracidn es una consecuencia inevitable del envejecimiento, y otros factores
de riesgo genéticos o ambientales determinarian si se llega a alcanzar un nivel de

degeneracidn neuronal patolégico, y cudndo y cémo se manifiesta el mismo.

En realidad, el proceso de envejecimiento celular a nivel del sistema nervioso no reviste
grandes diferencias con aquél observado para el organismo en general. No obstante,
hay que tener en cuenta que las células del sistema nervioso son en su gran mayoria
células postmitéticas (no proliferan), por lo que el tejido nervioso es mucho mas sensible
al declive funcional y todas las alteraciones relacionadas con el envejecimiento. Se
suelen establecer dos fases del envejecimiento celular, que sirven perfectamente para

tener una vision global de la neurodegeneracion:

e Primero, el envejecimiento conlleva una serie de alteraciones genéticas vy
proteicas. Entre las primeras podemos destacar la inestabilidad gendmica y el
creciente daio reactivo o mutagénico del ADN, el acortamiento telomérico y las
alteraciones epigenéticas. Por otro lado, se observa una progresiva pérdida de la
proteostasis celular.

e A continuacidon, se manifiestan una serie de respuestas fisioldgicas a las
alteraciones mencionadas anteriormente: perturbaciones en la funcidn
mitocondrial, la mitofagia y la autofagia; sobreactivacién de procesos de
senescencia celular, y alteraciones del metabolismo y la sensibilidad a

nutrientes.

El dafo provocado por la combinacidn de todos los procesos expuestos anteriormente
conduce al deterioro funcional del organismo (y por supuesto, del sistema nervioso),
qgue se traduce en el agotamiento de las células madre y la degeneraciéon de la

comunicacidn intercelular, incluida la respuesta inmunitaria.

La relacion entre el envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas se puede
observar claramente en el siguiente gréfico, que recoge la prevalencia de algunas

enfermedades neurodegenerativas por grupos de edad:

8 Hou, Y., Dan, X., Babbar, M., Wei, Y., Hasselbalch, S. G., Croteau, D. L., Bohr, V. A. Nat. Rev. Neurol. 2019,
15, 565.
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Figura 1.2. Prevalencia de la enfermedad de Alzheimer en Europa (azul), de la enfermedad de Parkinson en el mundo
(verde) e incidencia de ELA en Europa (rojo) ° desagregada por grupos de edad.

Dentro de los factores de riesgo que pueden precipitar la neurodegeneracién asociada
a la edad cabe destacar la herencia genética. El componente genético varia mucho de
una patologia a otra: mientras que son muy minoritarios los casos de enfermedad de
Alzheimer o esclerosis lateral amiotréfica imputables directamente a un defecto
genético hereditario'®, la enfermedad de Huntington es generalmente una enfermedad
autosdmica dominante causada por la mutacion del gen que codifica para la proteina
huntingtina, y sélo en aproximadamente un 10 % de los casos diagnosticados la
mutacion parece ser espontanea y no de indole hereditaria'l. No obstante, en términos
generales la mayoria de las patologias de este grupo, incluyendo las mas prevalentes,
presentan porcentajes de casos esporadicos superiores al 85 6 90 por ciento.
Habitualmente, los cuadros clinicos de los pacientes cuya enfermedad es de origen
genético suelen debutar varios afos antes, en promedio, respecto a los casos

esporadicos.

% a) Alzheimer Europe. Dementia in Europe Yearbook. Estimating the Prevalence of Dementia in Europe.
Alzheimer Eur. 2019, 108. b) Hirsch, L., Jette, N., Frolkis, A., Steeves, T., Pringsheim,
T. Neuroepidemiology, 2016, 46, 292. c) Logroscino, G., Traynor, B. J., Hardiman, O., Chio, A., Mitchell, D.,
Swingler, R. J., Millul, A., Benn, E., Beghi, E. J. Neurol. Neurosur. Ps. 2010, 81, 385.

10 Relja, M. J. Int. Fed. Clin. Chem. 2004, 15, 97.

11 payalu, P., Albin, R. L. Neurol. Clin. 2015, 33, 101.
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Enfermedad Esporadicos (%) | Genéticos (%) N!utacmnes Proteina
mas comunes afectada
. APP, PSEN1,
Alzheimer 98 2 PSEN2 APP
. LRRK-2, SNCA, | LhRe2 0
Parkinson 95 5 PRKN. PINK-1 sinucleina,
! parkina, PINK-1
SOD1, TARDBP,
ELA 90 10 FUS, COORF72, SOEL'JIS' 2?:;43’
DJ-1, ALS-2 !
Huntington 10 90 HTT Huntingtina
Enf. pridnicas 85-90 10-15 PRNP PrP
DFT 60-75 25-40 MAPT Tau

Tabla 1.1. Origen de las enfermedades neurodegenerativas mds comunes. Afectaciones mds comunes a nivel
proteico y genético. Tabla realizada con datos de 9101213,

Hay que aclarar que el componente genético de una enfermedad neurodegenerativa no
siempre reside en un defecto hereditario. El ejemplo mejor establecido de esta
casuistica es la relacion entre los polimorfismos del gen APOE que codifica para la
apolipoproteina E y la enfermedad de Alzheimer: |la presencia en un individuo del alelo
€4 se comporta como un factor de riesgo que triplica el riesgo de desarrollar la
enfermedad, mientras que parece que la presencia del alelo €2 podria ser un factor de

proteccion!4,

Sin animo de ser exhaustivos, dado que el tema da de si para escribir paginas y paginas,
pasaremos a describir brevemente los principales factores de riesgo ambientales para
el desarrollo de patologias neurodegenerativas. Hay que tener presente que los
resultados obtenidos en los diversos estudios realizados no son muy consistentes, e
incluso a menudo son contradictorios. Este hecho esta motivado, fundamentalmente,
por los largos periodos de latencia de estas patologias, las dificultades diagndsticas y la
complejidad de los casos clinicos, en los que muchas veces no es facil discernir si los
cuadros clinicos son resultado de una sola enfermedad o de la concomitancia de varias.
En estas circunstancias, el poder de los estudios disminuye y se incrementa
notablemente el riesgo de introduccidn de sesgos y factores de confusion, que restan

valor a las conclusiones que de los mismos se pudieren extraer!®. A pesar de todo ello,

12 Erkkinen, M. G., Kim, M. 0., Geschwind, M. D. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2018, 10.
13 Santiago J. A., Bottero V. and Potashkin J. A. Front. Aging Neurosci. 2017, 9, 166.

14 Bertram, L., Tanzi, R. E. J. Clin. Investig. 2005, 115, 1449,

5 Brown, R. C., Lockwood, A. H., Sonawane, B. R. Environ. Health Perspect. 2005, 113, 1250.
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algunos factores de riesgo relacionados frecuentemente con las enfermedades

neurodegenerativas son:

Metales pesados: en general, aunque los mecanismos neurotdxicos de muchos
metales pesados estan bien establecidos y apoyados en una sélida evidencia
experimental, los estudios que han tratado de relacionar la exposiciéon a metales
pesados con el desarrollo de estas enfermedades han arrojado resultados muy
poco consistentes, y a menudo contrapuestos. No obstante, la aparicidon de
enfermedades como la ELA, el Parkinson o el Alzheimer ha sido relacionada con
la exposicion a diversos metales: plomo, mercurio, arsénico, cadmio, aluminio,
manganeso y hierro?®.

Pesticidas, herbicidas e insecticidas: la exposicién a este tipo de compuestos,
especialmente organofosforados, organoclorados, carbamatos y piretroides, se
han relacionado con efectos neurotéxicos y un posible aumento de la incidencia
de algunas enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o el Alzheimer,
si bien estos estudios clinicos también adolecen de los mismos defectos
expuestos anteriormente, por lo que los resultados no son muy concluyentes.
Disolventes y productos quimicos: la exposicidn profesional en ciertos sectores
laborales a disolventes organicos como el metanol, el tolueno, el tricloroetileno
o el n-hexano ha sido senalada por varios estudios como posible factor de riesgo
para el desarrollo de las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, y la ELA;
siempre con correlaciones débiles y poco definitivas!’. Respecto a los productos
quimicos, merece la pena destacar el sindrome parkinsoniano observado en
consumidores habituales de la droga desmetilprodina, un opioide cuya sintesis
genera también un producto secundario, el MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina), que produce un sindrome muy similar al Parkinson. Esta
contaminacién llega al consumidor, obviamente, si el proceso de sintesis y
purificacién no se lleva a cabo adecuadamente, como sucede a menudo en la

fabricacion casera de estupefacientes.

16 Chin-Chan, M., Navarro-Yepes, J., Quintanilla-Vega, B. Front Cell. Neurosci. 2015, 9, 124.
7 Lock, E. A., Zhang, J., Checkoway, H. Toxicol. Appl. Pharmacol. 2013, 266, 345.

11



Capitulo 1. Introduccidn

Medio ambiente: se ha conseguido establecer una relacién relativamente sélida
entre la presencia de determinados contaminantes en el aire como los 6xidos de
nitrégeno, las particulas sélidas de 2,5 y 10 micras, el ozono y el mondxido de
carbono con las demencias y la enfermedad de Alzheimer. Por el contrario, no
se ha conseguido una evidencia similar para la enfermedad de Parkinson o la ELA,
aunque si se ha demostrado que los contaminantes pueden contribuir
potencialmente a su desarrollo a nivel fisiopatoldgico!®. Por otra parte, también
hay algunos estudios que relacionan la exposicion prolongada a campos
electromagnéticos de frecuencia extremadamente baja con la ELA, si bien la
evidencia no es completa y no se ha conseguido extender a otras enfermedades
neurodegenerativas. Es mas, incluso se baraja la hipdtesis de que puedan
suponer una herramienta terapéutica en el caso de la enfermedad de
Parkinson??.

Estilo de vida: nuevamente, los resultados sobre cémo el estilo de vida
incrementa el riesgo de padecer una patologia neurodegenerativa son bastante
inconsistentes y variables de una enfermedad a otra. Por ejemplo, parece que el
habito de fumar es un factor de riesgo para la ELA y la enfermedad de Alzheimer,
pero de proteccidén para la enfermedad de Parkinson. Lo mismo ocurre con el
ejercicio fisico: realizado moderadamente se suele considerar un factor de
proteccion, pero una rutina de ejercicio intenso podria incrementar el riesgo de
enfermedades como la ELA. En general, los estudios muestran una tendencia a
sefialar la dieta mediterranea como un factor de proteccién, observandose lo
contrario para dietas ricas en grasas o poco equilibradas; en el caso del alcohol,
hay cierta evidencia de que un consumo moderado podria ser protector frente a
estas enfermedades'®. Por ultimo, también una mayor formacién académica y
actividad intelectual se han correlacionado con un menor riesgo de desarrollar

demencia.

18 Costa, L. G. Traffic-Related Air Pollution and Neurodegenerative Diseases: Epidemiological and
Experimental Evidence, and Potential Underlying Mechanisms. In Environmental Factors in
Neurodegenerative Diseases; Aschner M., Costa L. G., 1st ed.; Elsevier Inc., 2017; Vol. 1.

% Riancho, J., de la Torre, J. R. S., Paz-Fajardo, L., Limia, C., Santurtun, A., Cifra, M., Kourtidis, K., Fdez-
Arroyabe, P. Int. J. Biometeorol. 2020, 1.
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e Sexo: el ejemplo mejor establecido es el de la enfermedad de Parkinson, para la
gue el sexo masculino supone un factor de riesgo frente al femenino. También
se sugiere que el sexo podria ser otro factor a tener en cuenta en la enfermedad
de Alzheimer, pero en sentido contrario: el riesgo de desarrollar la enfermedad
y de presentar una progresion mas veloz podria ser mayor en las mujeres. No se
han encontrado relaciones claras de otras patologias neurodegenerativas con el
sexo de los pacientes 202122,

e Patologias previas: en cuanto a las enfermedades metabdlicas, una vez mas, los
resultados de los estudios carecen de la consistencia deseable. No obstante, en
lo que respecta a las demencias y la enfermedad de Alzheimer hay mayor
evidencia del papel de la obesidad, |la diabetes mellitus tipo Il y las enfermedades
cardiovasculares (sobre todo hipertension) como factores de riesgo. Por otra
parte, numerosos estudios epidemioldgicos relacionan los antecedentes de
traumatismos o lesiones craneoencefdlicas con un mayor riesgo para el
desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas mas comunes. También el
insomnio crénico, ciertas enfermedades infecciosas viricas y bacterianas, y
algunas patologias autoinmunes se han identificado como factores de riesgo
para ciertas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de

Alzheimer o la ELA, entre otras 192324,

No se puede finalizar este apartado sin destacar que, una vez mas, el factor
socioecondmico esta inequivocamente presente en el riesgo de desarrollar una
enfermedad neurodegenerativa. Por ejemplo, de lo anteriormente expuesto se
desprende que hay ciertas profesiones, como las ligadas al mundo rural o industrial,
donde la exposicion a algunos factores de riesgo es mucho mayor. Asimismo, el nivel
educativo o la contaminacidn del entorno en el que se vive también pueden desempeiiar

un papel importante, por lo que en general se puede concluir que las clases

20 Mayeux, R., Stern, Y. Cold Spring Harb. Perspect. Med. 2012, 2, 1.

21 Talbott, E. O.; Malek, A. M.; Lacomis, D. The Epidemiology of Amyotrophic Lateral Sclerosis, 1st ed.;
Elsevier B.V., 2016; Vol. 138.

22 Kalia L. V., Land A. E. Lancet. 2015, 386, 896.

2 Zubair Alam, M., Alam, Q., Amjad Kamal, M., Ahmad Jiman-Fatani, A., | Azhar, E., Azhar Khan, M., Haque,
A. Curr. Top. Med. Chem. 2017, 17, 1390.

24 Riancho, J., Bosque-Varela, P., Perez-Pereda, S., Povedano, M., de Munain, A. L., Santurtun, A. (2018).
Int. J. Biometeorol. 2018, 62, 1361.
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econdmicamente mas desfavorecidas también son las mas vulnerables en el tema que

Nnos ocupa.

En definitiva, las enfermedades neurodegenerativas estan asociadas a la edad, pero hay
un importante nimero de factores de riesgo genéticos y ambientales que son decisivos
para que la neurodegeneracién natural se presente antes o con mds severidad en
determinados individuos. Ahora, es momento de estudiar los principales eventos
patoldgicos caracteristicos de la neurodegeneracion, como aparecen y coémo se
relacionan entre si. En este campo, todavia repleto de incégnitas, esta la clave para

avanzar hacia la prevencion y el control de estas patologias.

1.1.4 Patogenia

Agregacion anémala de proteinas

Una de las caracteristicas fundamentales de las enfermedades neurodegenerativas es la
formacién de agregados proteicos insolubles intracelulares o extracelulares, que
resultan neurotéxicos. En la tabla 1.2 se recogen algunos ejemplos de proteinas cuya

alteracidn esta detras del desarrollo de una o varias patologias®°:

Proteina alterada Enfermedad
B-amiloide Enf. de Alzheimer
Enf. de Alzheimer, paralisis supranuclear
Tau progresiva, degeneracion corticobasal,
enfermedad de Pick
a-sinucleina Enf. de Parkinson, atrofia multisistémica
SOD-1 ELA
TDP-43 ELA, demencia lobal frontotemporal
PrP Encefalopatias espongiformes
Huntingtina Enf. de Huntington

Tabla 1.2. Proteinas involucradas en las principales patologias neurodegenerativas.

La base de este proceso neurotdxico es la siguiente?®: en un contexto en el que los
sistemas celulares de procesamiento y aclaramiento de proteinas comienzan a perder
eficacia, se comienza a observar el plegamiento anormal de una determinada proteina,
la cual adopta una estructura secundaria rica en regiones con una conformacion en
[dmina beta. Esta proteina plegada de forma andmala no puede ejercer su funcién

correctamente, pero tampoco puede ser procesada y degradada como deberia por la

2> Soto, C., Pritzkow, S. Nat. Neurosci. 2018, 21, 1332.
26 Davis, A. A, Leyns, C. E., Holtzman, D. M. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2018, 34, 545.
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misma razon, de modo que comienza a formar acumulos insolubles. Estos depdsitos
estan formados por distintas proteinas, segln cada enfermedad, y también las regiones
del sistema nervioso donde se originan son especificas de cada patologia. Segun se
desarrolla la enfermedad, se suele observar que la presencia de estas acumulaciones,
gue a la postre resultan neurotodxicas, se va extendiendo progresivamente a otras areas
del cerebro, preferentemente hacia aquéllas conectadas anatémicamente con el foco
original de la proteinopatia. Este ultimo hecho es importante, pues como se explicara
mas tarde, ha dado pie a la hipdtesis de que los agregados proteicos son capaces de
extenderse a través de un mecanismo similar al pridnico. Esto quiere decir que una
proteina plegada anormalmente seria capaz de inducir esta condicién en otras proteinas
similares de las células de alrededor, contribuyendo a la afectacidén de una regién tisular

cada vez mas extensa.

Como ya se sefald anteriormente, una de las caracteristicas fundamentales del
envejecimiento celular es la disfuncion progresiva de los mecanismos que mantienen la
proteostasis celular. La proteostasis 228 comprende todos aquellos procesos que
regulan globalmente la transcripcién, traduccidn, trafico, procesamiento, ensamblaje,
localizacion y degradaciéon de las proteinas. Grosso modo, el mantenimiento de la
proteostasis consta de dos procesos clave: por un lado, la sintesis y plegamiento
correctos de las proteinas; por otro lado, los sistemas de respuesta frente a situaciones

de estrés o dafio proteico.

Durante la sintesis ribosémica de una proteina, la traduccién del ARN mensajero da
como resultado la formacién de una larga cadena polipeptidica. Esta debe plegarse
luego correctamente para dar lugar a la proteina funcional deseada, proceso que ocurre
en dos pasos: primero, la proteina adopta una estructura globular simplemente
orientando sus residuos hidréfobos hacia dentro, permitiendo que los residuos
hidréfilos queden en contacto con el medio acuoso intracelular. Luego, diversas
interacciones entre aminoacidos permiten que se componga la estructura secundaria
definitiva de la proteina (a-hélices, laminas-B, etc.) En este proceso, es habitual que las

proteinas sean asistidas por otras proteinas llamadas chaperonas, que permiten

27 Diaz-Villanueva, J. F., Diaz-Molina, R., Garcia-Gonzalez, V. Int. J. Mol. Sci. 2015, 16, 17193.
28 Triana-Martinez, F., Gdmez-Quiroz, L. E., Fainstein, M. K. Rev. Ed. Biog. 2012, 31, 136.
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estabilizar la cadena polipeptidica primigenia mientras deba permanecer tal cual fue
sintetizada, y orientarla después en su plegamiento, impidiendo que interacciones con
otras biomoléculas u otros factores externos tengan como resultado un fracaso del

proceso.

Por otro lado, las células también poseen un complejo sistema de respuesta frente a las
situaciones que amenazan la proteostasis celular: ademas de condiciones de estrés o
dafio proteico, hay que tener en cuenta que la maquinaria de sintesis de proteinas no
es perfecta, y se estima que entre un 5 y un 30 por ciento adolecen de defectos “de
fabrica” que obligan a su eliminacién. La respuesta primaria consiste en la activacién de
diversos factores de transcripcion que promueven el aumento de la expresion de
chaperonas. Estas son capaces de detectar las posibles alteraciones en las estructuras
proteicas, uniéndose a las mismas para permitir su estabilizacidn y reparacién, de modo
gue promueven la recuperacion de la proteina dafiada en su estado funcional. Si este
sistema no es capaz de restaurar la proteostasis, el reticulo endoplasmico (RE)
desencadena una respuesta al mal-plegamiento de proteinas conocida como UPR (del
inglés Unfolded Protein Response), consistente en dos acciones: un aumento del
reclutamiento de chaperonas para aumentar la capacidad de reparacion, y la activaciéon
de cascadas de sefializacidon conducentes a una disminucion de la traduccién del ARN
mensajero, para reducir la carga de trabajo del reticulo endopldsmico. Esta respuesta
permite aumentar las opciones de supervivencia de la célula bajo condiciones de estrés
o dafo proteico, pero su activacion prolongada determina la activacién de seiales
proapoptéticas.

Como se puede observar, la respuesta preferente de una célula ante la alteracién de una
proteina es siempre de caracter reparativo, y no destructivo. No obstante, sila amenaza
a la proteostasis no puede ser abordada mediante dicha respuesta primaria, la célula
posee dos mecanismos principales para la eliminacidn de las proteinas dafadas: el

sistema ubiquitina-proteasoma y la autofagia.

El primer sistema consiste en el marcaje de la proteina que la célula debe eliminar con
una cadena de poliubiquitina. Para ello, la proteina es reconocida primero por una
enzima ubiquitin ligasa, que actua como mediadora entre el elemento a degradar y otra

enzima conjugadora de ubiquitina, encargada del marcaje propiamente dicho. La
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proteina ubiquitinada es reconocida e internalizada por el complejo proteasoma 26S,
cuya actividad endoproteasa permite la eliminacion de la proteina alterada o mal

plegada.

Por otro lado, la autofagia permite a la célula enfrentarse a entidades mas grandes,
como agregados proteicos u organulos afuncionales, que no son abordables por el
sistema ubiquitina-proteasoma debido a su tamafio. Este sistema no es sélo muy
importante para el mantenimiento de la proteostasis, sino que también permite a la
célula mantener la produccion de ATP y de biomacromoléculas en otras situaciones de
desarrollo o cuando su supervivencia se halla criticamente amenazada, participando en
lo que se conoce como procesos de “autodigestion” celular. El fundamento es simple: la
célula rodea aquello que debe eliminar mediante una vesicula de doble membrana
denominada autofagosoma, que posteriormente es integrada con un lisosoma para

permitir la digestion acida del elemento dafiado, deletéreo o innecesario.
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Figura 1.3. Esquema general del sistema de proteostasis celular en estado fisiolégico y patoldgico.

Por ultimo, queda por mencionar una respuesta intermedia entre la reparativa y la
destructiva, que pasa por la formacion de cuerpos de inclusién en los que la célula
confina las proteinas dafiadas o agregadas para evitar sus efectos citotéxicos. Hay dos

tipos principales: los JUNQ (del inglés Juxta Nuclear Quality control compartment),
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donde se aislan principalmente proteinas mal plegadas marcadas con ubiquitina; y los
IPOD (del inglés Insoluble Protein Deposit compartment), donde la célula almacena
agregados proteicos de tipo fibrilla insolubles y no marcados con ubiquitina. Estos
cuerpos de inclusién aparecen en numerosas enfermedades neurodegenerativas, como
los cuerpos de Lewy caracteristicos de la demencia con cuerpos de Lewy y de la
enfermedad de Parkinson. El envejecimiento celular compromete el funcionamiento
general de la proteostasis?®: aunque se ponen en marcha mecanismos que regulan a la
baja la sintesis de proteinas para disminuir la probabilidad de que se saturen los sistemas
de plegamiento y procesamiento, los fallos también van en aumento y se produce una
acumulacién progresiva de proteinas mal plegadas o con errores en su estructura. Este
hecho se ve agravado por el aumento concomitante de otros factores deletéreos como
el estrés oxidativo, que conllevan asimismo el aumento de proteinas celulares dafadas.
Por otro lado, la expresién de chaperonas dependientes de ATP también disminuye a
edades avanzadas, del mismo modo que se observa un declive progresivo en la eficacia
del aclaramiento de proteinas mediado por el sistema ubiquitina-proteasoma vy la
autofagia. En resumen, se generan mas proteinas alteradas y los métodos de reparacién
y eliminacién ven reducida su capacidad para afrontar esta situacién. La acumulacién
potencialmente téxica de proteinas alteradas se hace mas patente, como es légico, en
las células postmitéticas, por lo que el sistema nervioso es especialmente vulnerable a
las consecuencias del envejecimiento y el fracaso de los mecanismos celulares de
proteostasis. Ya centrandonos en el proceso de neurodegeneracion, estas son las

alteraciones de la proteostasis mas caracteristicas3C:

e Formacién de agregados toxicos: la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas se pueden calificar como proteinopatias, por ser la
presencia de acumulos intracelulares o extracelulares de proteinas alteradas una
de las principales caracteristicas de estas patologias. Es importante establecer
qgue, al contrario de otras proteinopatias debidas sobre todo a la pérdida de
funcién de una proteina alterada, en este caso la condicidon patoldgica esta

también intimamente asociada a la toxicidad generada por estos agregados. Un

2 Hipp, M. S., Kasturi, P., Hartl, F. U. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2019, 20, 421.
30 Kurtishi, A., Rosen, B., Patil, K. S., Alves, G. W., Mgller, S. G. Mol. Neurobiol. 2019, 56, 3676.
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ejemplo de ello serian los casos de ELA motivados por la mutacion del gen que
codifica para la enzima superéxido dismutasa-1 (SOD-1), que conlleva la pérdida

de su funcion antioxidante y su disposicidon en agregados neurotdxicos.

Los mecanismos de neurotoxicidad mediados por estos depdsitos de proteinas
no han sido aun bien dilucidados: por ejemplo, existe la hipdtesis que defiende
gue su generacion es un mecanismo de defensa de la neurona contra la
presencia ubicua de mondmeros u oligdmeros alterados que pueden
interaccionar con otros elementos agravando el dafio infligido. Esta idea enlaza
con otra, basada en el hecho de que el proceso de formacién de un agregado
proteico insoluble pasa por varios estadios intermedios consistentes en
estructuras oligoméricas mas solubles, que aun exponen sus regiones
hidrofébicas hacia fuera incrementando de este modo su potencial toxico a
través de la interaccidon con otras biomoléculas. Por tanto, se propone que un
componente importante de la neurotoxicidad provendria de estos oligémeros
intermedios, y no de los agregados finales donde los segmentos hidrofébicos

estan empaquetados hacia el interior.

Los efectos deletéreos de estos agregados proteicos se manifiestan, por una
parte, en la alteraciéon y/o ruptura de las membranas lipidicas celulares y de los
organulos. Los oligdmeros son capaces de interaccionar con las bicapas lipidicas
formando estructuras similares a poros, mientras que los grandes depdsitos
proteicos son capaces de deformarlas o incluso romperlas. Por otro lado, el dafio
también estd causado por las interacciones entre biomoléculas de diversa
naturaleza y funcién con las proteinas alteradas, principalmente con los
oligdmeros por la razén que se ha detallado anteriormente, pero también con
los acumulos insolubles de mayor tamafio. Por este mecanismo también los
agregados son capaces de secuestrar chaperonas, lo que contribuye a un mayor
deterioro funcional de todo el sistema de proteostasis, desde la sintesis a la
eliminacién de proteinas mal plegadas, pasando por su reparacién. Este es un
ejemplo claro de retroalimentacién positiva de la neurotoxicidad, un fendmeno
que se repite a menudo en Ila patogenia de Ilas enfermedades

neurodegenerativas. A modo de ejemplo, los cuerpos de Lewy caracteristicos de
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algunas demencias y de la enfermedad de Parkinson no sdélo contienen a-
sinucleina, su componente fundamental y “fundacional”, sino también otras
proteinas involucradas en procesos de autofagia y mitofagia como la parkina o
la PINK-1.

Estrés del reticulo endoplasmatico: como ya se menciond antes, el reticulo
endoplasmatico desencadena una respuesta ante el aumento de proteinas mal
plegadas consistente en el aumento de la expresién de chaperonas, para agilizar
los procesos de reparacion y eliminacion, y en la regulacion a la baja de la sintesis
proteica en general para aliviar la sobrecarga funcional del sistema de control.
En el caso de las enfermedades neurodegenerativas, se ha observado que se
produce una situacion prolongada de estrés reticular, que lleva al
desencadenamiento de respuestas proapoptdticas. En la enfermedad de
Alzheimer la respuesta prolongada reticular podria ser perjudicial ademas
debido a que estimula diversos factores de procesamiento de la PPA (Proteina
Precursora Amiloidea), lo que incrementaria la generacion de mas péptido B-
amiloide que, en un circulo vicioso, agravaria a su vez el nivel de estrés reticular.
Ademas, algunas de las proteinas alteradas en estas patologias son capaces de
inhibir ciertas vias de sefializacién relacionadas con la respuesta reticular, como
es el caso de la a-sinucleina en la enfermedad de Parkinson, tornandola mas
inefectiva.

Autofagia y mitofagia: aunque audn falta mucho para conocer con exactitud la
relacion entre estos procesos y las enfermedades neurodegenerativas, en
general se piensa que su activacién tiene un papel positivo, permitiendo eliminar
los agregados proteicos y las mitocondrias disfuncionales que amenazan la
supervivencia celular. De hecho, es habitual observar una induccion de la
autofagia en los primeros estadios de la enfermedad. En muchos casos, los casos
patolégicos de origen genético estan directamente relacionados con la
disfuncidn de estos mecanismos: las mutaciones en la a-sinucleina, la parkina o
la PINK-1 estan relacionadas con el bloqueo de la autofagia y la mitofagia en la
enfermedad de Parkinson; en la enfermedad de Alzheimer se han comprobado
gue determinadas mutaciones en la presenilina-1 y en la ATPasa vacuolar

acarrearian el mismo efecto. Esto se suma a los eventos patoldgicos
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anteriormente explicados que, como ultima consecuencia, también reducen la
eficacia de la autofagia y la mitofagia. Todos los pasos de estos procesos se
pueden ver afectados en la neurodegeneracion, segln la causa de la alteracién:
la formacién del autofagosoma, el reconocimiento del contenido, el transporte,
y la fusidon con el lisosoma o su acidificacidn. El fracaso de la autofagia conlleva
la activacion de cascadas de sefializacion proapoptéticas.

e Modificaciones postraduccionales: este concepto incluye todas aquellas
modificaciones realizadas sobre una proteina tras su biosintesis (fosforilaciones,
acetilaciones, ubiquitinaciones, etc.), y que suelen ser clave para que la proteina
pueda desempefiar su funcidon adecuadamente. Estos procesos también se ven
severamente afectados en un contexto de neurodegeneracion. Quiza el ejemplo
mas icénico sea la hiperfosforilacion de la proteina Tau en la enfermedad de
Alzheimer, que conduce a su disposicién en ovillos neurofibrilares que suponen
uno de los hallazgos histopatoldgicos mas caracteristicos de la enfermedad junto
con las placas de péptido B-amiloide. Ademas, la proteina Tau pierde su funcidn
estabilizadora de los microtubulos del citoesqueleto celular, induciendo su
desorganizacidn y, finalmente, la apoptosis neuronal. También en la enfermedad
de Parkinson se han descrito otras alteraciones con efectos neurotdxicos como
la hiperfosforilacién en Ser129 de la a-sinucleina o la alteracién del sistema PINK-
1/parkina, que provoca disfunciones del sistema ubiquitina-proteasoma. En el
caso de la ELA, se han descubierto diversas alteraciones en la modificacion
postraduccional de la SOD-1, el transportador de glutamato EAAT2 o la proteina

FUS de union a ARN.

Actualmente se encuentra bastante aceptada la hipdtesis que defiende que las
alteraciones estructurales de las proteinas podrian propagarse mediante un mecanismo
similar al pridnico en el proceso de la neurodegeneraciéon3!. Esto quiere decir que
cuando una proteina adopta una conformacién errénea, es capaz de actuar como un
“molde” para inducir la misma alteracién estructural en otras proteinas vecinas de la
misma clase. Ademads, se ha observado que estas proteinas alteradas pueden

transmitirse entre células interconectadas, de modo que la proteinopatia se puede ir

31 Frost, B., Diamond, M. . Nat. Rev. Neurosci. 2009, 11, 155.
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extendiendo desde la primera célula afectada hacia areas vecinas, y de ahi ir viajando
hacia dreas del cerebro mds lejanas, pero vinculadas con la lesidn inicial. Esta hipdtesis
explicaria por qué las enfermedades neurodegenerativas suelen presentar patrones
anatdmicos caracteristicos de afectacién y lesiones histoldgicas, compartidos por
diversas dreas del cerebro que no tienen por qué tener una relacidn espacial inmediata,
pero que si presentan interconexiones anatdmicas y funcionales. No se ha dilucidado
con exactitud el modo en que una proteina alterada puede transmitirse de una célula a
otra, pero se proponen lugares de intima conexién celular como las sinapsis, asi como

otros medios de transporte como exosomas o nanotubos de membrana.

Estrés oxidativo

Cuando se intenta explorar la extensa red de caminos que conducen al proceso de la
neurodegeneracidn, se hace patente que el estrés oxidativo a nivel del tejido nervioso
es uno de los grandes “nudos viarios” del mapa. Hay unanimidad entre los estudiosos
del tema sobre el papel crucial que desempefia el estrés oxidativo en el dafio
mitocondrial, celular y sobre el ADN que aceleran el envejecimiento y la degeneracién
del sistema nervioso. Las células poseen una serie de mecanismos de defensa
antioxidante que permiten mantener bajo control la concentracidn de especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno, de manera que éstas no superen los umbrales de nocividad que
comprometen la supervivencia celular. La ruptura de este equilibrio, es decir, la
situacion que se da cuando los mecanismos antioxidantes no consiguen su objetivo, da

paso a la disfuncién conocida como estrés oxidativo.

En primer lugar, resulta conveniente conocer quiénes son los actores de este delicado
equilibrio. A la denominaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive
Oxygen Species) se acogen diversas moléculas formadas como subproductos del
metabolismo normal del oxigeno3?. Son en general especies de vida corta y muy
reactivas, e incluyen moléculas radicalarias y también otras que no lo son, pero que
generan facilmente especies radicalarias. En la mayoria de los casos, se generan por la
reduccion incompleta del oxigeno molecular a agua. La transferencia de un solo electrén

a la molécula de oxigeno resulta en la formacion del anién radical superdxido (027), que

32 Kim, G. H., Kim, J. E., Rhie, S. J., Yoon, S. Exp Neurobiol. 2015, 24, 325.
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es tremendamente reactivo y precursor del resto de ROS. El anidon radical superoéxido
puede ser convertido en perdxido de hidrégeno (H;02) por la enzima superdxido
dismutasa (SOD), o bien puede captar un protén para formar el radical HO». A su vez, el
H.0; puede ser metabolizado por diversas peroxidasas como la catalasa o la glutation
peroxidasa para generar agua y oxigeno, pero también puede descomponerse en
presencia de cationes metalicos como el i6n ferroso (Fe?*), dando lugar a la formacion
de anién hidroxilo (HO") y radical hidroxilo (HO-) en un proceso conocido como reaccién
de Fenton. El radical hidroxilo es una de las ROS mas reactivas, y por tanto una de las
mayores responsables de sus efectos citotdxicos. Por su parte, la conversion de arginina
en citrulina por la enzima éxido nitrico sintasa genera éxido nitrico (NO-), cuya reaccién
espontanea con el anién radical superdxido da lugar a la formacién del anién
peroxinitrito (ONOO"). De estas dos especies deriva a su vez otra familia conocida como
especies reactivas de nitrogeno (RNS, del inglés Reactive Nitrogen Species)*3, entre las
que destacan, ademas de las dos ya mencionadas, otras como el anién nitrito (NOy), el
didxido de nitrégeno (NOy'), el anidn nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO;’) o los cationes

nitrosonio y nitronio (NO*y NOy*).

0,
NADPH
NADPH
oxidasa e H,0
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NADP*+ H*
_ Catalasa/GPX
0,
H+
H+
SOD
0,
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Figura 1.4. Formacion de las principales especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

ONOO

33 Martinez, M. C., Andriantsitohaina, R. Antioxid. Redox Signal. 2009, 11, 669.
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Las ROS pueden ser generadas por causas enddégenas o exdgenas. Las causas exdgenas

incluyen radiaciones ultravioleta e ionizantes, y compuestos quimicos o toxinas cuyo

mecanismo de accidon o metabolismo en el organismo suponga la formacion de especies

radicalarias. La generaciéon enddgena de ROS sucede fundamentalmente en tres

organulos celulares3?:

Mitocondria: en la inmensa mayoria de células, es el principal organulo
generador de ROS. Se estima que el 2% del oxigeno empleado por una célula se
consume en la produccién de estas especies reactivas, que en su mayoria se
forman como resultado de la actividad de la cadena de transporte electrénico
mitocondrial. Los complejos | y Il de dicha cadena son los maximos
contribuyentes a la produccidn de anién radical superdxido, aunque parece que
el complejo | es el principal responsable en el cerebro y en situaciones
patoldgicas, asi como durante el envejecimiento. Respecto a los catalizadores de
este proceso, destacan las enzimas NADPH oxidasa y la xantina oxidasa. Por su
importancia en las enfermedades neurodegenerativas, también son dignas de
mencion las monoaminoxidasas (MAO-A Y MAO-B), cuyo mecanismo catabdlico
de monoaminas conlleva la generacién de ROS.

Reticulo endoplasmatico: la oxidorreductasa 1 del reticulo endoplasmatico (ERO-
1) y la protein-disulfuro isomerasa (PDI) catalizan la formacién de los puentes
disulfuro necesarios para el plegamiento correcto de muchas proteinas,
generando ROS en ese proceso al transferir electrones desde los grupos tiol de
las proteinas al oxigeno molecular. Ademas, cuando se producen plegamientos
erréneos por la formacidn indebida de puentes disulfuro, el glutatién se encarga
de reoxidarlos para su posterior correcciéon por estas enzimas. Si se produce un
aumento de este tipo de errores, los niveles de glutation disminuyen vy la
actividad reparadora de la ERO-1 y la PDI aumenta, circunstancias ambas que
aumentan la concentracion de ROS.

Peroxisomas: su actividad metabdlica conlleva una importante generacién de
perdoxido de hidrégeno. Por este motivo, estos organulos cuentan con una

elevada expresién de catalasas, pero cualquier condicion patolédgica que motive
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un descenso de su actividad convierte a los peroxisomas en una importante

fuente de anién radical superdxido y otros ROS.

Légicamente, las células han desarrollado un eficaz sistema de defensas antioxidantes

para enfrentarse a la inevitable formacidn de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,

intrinseca a su actividad metabdlica. Este sistema se compone de enzimas y moléculas

pequenas:

Enzimas: la superdxido dismutasa, de la que existen tres isoformas de distinta
localizacion intracelular, cataliza la transformacién del anién radical superdxido
en peréxido de hidrégeno. Este a su vez se descompone en agua y oxigeno
molecular por accién de la catalasa. Las distintas glutation peroxidasas también
son capaces de catalizar la reduccién del perdxido de hidrégeno vy los lipidos
peroxidados a agua, utilizando el glutation disulfuro como la especie reductora.
Las peroxirredoxinas, que son responsables de la reduccién de mas de un 90%
del H,0, mitocondrial y citosdlico, y de las que se han identificado seis isoformas,
catalizan la reduccidn del perdxido de hidrégeno y otros perdxidos organicos, asi
como de los peroxinitritos.

Moléculas pequefias: en este apartado merece especial mencién el glutation, un
tripéptido compuesto por glutamato, cisteina y glicina. Actia de dos maneras:
reaccionando directamente en su forma reducida con las especies radicalarias
de oxigeno como el superdxido o el radical hidroxilo, o como donador de
electrones para la accién de la enzima glutatién peroxidasa. El glutation queda
en ambos casos en su forma oxidada, formando un puente disulfuro que se
encarga de romper la glutation reductasa, de modo que regenera el glutation en
su forma antioxidante. Otras moléculas pequenas de especial relevancia por su

accién antioxidante son la tiorredoxina y las vitaminas A, Cy E.

Aunque se podria pensar que las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno sélo causan

efectos deletéreos en el organismo, lo cierto es que cumplen una serie de funciones

fisioldgicas cuando se encuentran en las concentraciones adecuadas®. Por ejemplo, los

fagocitos emplean la liberacion de radicales libres como arma para enfrentarse a los

patdgenos. Ademas, se ha comprobado su funcidn reguladora de algunos procesos de

34 Chen, X., Guo, C., Kong, J. Neural Regen. Res. 2012, 7, 376.
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proliferaciéon y supervivencia celulares: pueden activar la mitosis, median sefiales
procrecimiento celular a través de ciertos tipos de receptores tirosina quinasa, y
también pueden participar en la modulacién de la produccién de ATP. Tampoco se
pueden soslayar las importantisimas funciones que cumple el éxido nitrico, tanto en la
mediacién de la respuesta inflamatoria como su cometido como segundo mensajero en
la regulacidn de diversas funciones fisioldgicas, entre las que esta el tono vascular. EI NO
también interviene en la plasticidad sindptica, e incluso se debate la existencia de una
verdadera neurotransmision nitrérgica, puesto que el éxido nitrico cumple muchos de

los requisitos para ser considerado un neurotransmisor.

Por otra parte, las propias especies reactivas son capaces de modularse a si mismas
mediante la activacién de determinadas respuestas antioxidantes3> como es el caso de
la mediada por el factor de transcripcion Nrf2 (del inglés Nuclear factor erythroid 2-
Related Factor), que supone uno de los mecanismos de defensa antioxidante mas
importantes de las células eucariotas. Su activacion, mediada por especies oxidantes o
electréfilas, conduce al aumento de la expresién de diversas proteinas y enzimas de
funciéon citoprotectora como la hemoxigenasa 1 (HO-1), la superdxido dismutasa, la
glutation peroxidasa, etcétera. Se explicara de manera mucho mds detallada el

funcionamiento del factor de transcripcidén Nrf2 en el capitulo 5.

Por tanto, no se puede calificar a las ROS y las RNS como un enemigo per se sin
profundizar mas en el asunto. La situacidn patoldgica sélo acontece cuando bien por el
declive funcional de los sistemas de defensa antioxidante, o bien por un aumento
andmalo de la produccién de estas especies reactivas, la concentracidon de éstas Ultimas
rebasa notablemente sus niveles fisioldgicos habituales. Es en este momento cuando
hablamos de estrés oxidativo. La presencia de elevadas concentraciones no controladas
de este tipo de especies reactivas acarrea graves dafos oxidativos sobre una gran
variedad de biomoléculas3>: sobre el ADN, generando mutaciones; sobre diversas
proteinas y enzimas, causando la pérdida de sus funciones y alteraciones en su
conformacidn estructural; sobre los lipidos, generando ademads reacciones en cadena
gue conducen a la desorganizacién de las membranas celulares y de los organulos; y por

ultimo sobre los carbohidratos. Por su relevancia en la neurodegeneracién, es

35 Andersen, J. K. Nat. Med. 2004, 10, 18.
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especialmente importante la disfuncion mitocondrial que produce el exceso de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, ya que afecta a todos los complejos participantes en
la cadena de transporte electrénico. El dafio mitocondrial por estrés oxidativo produce

la liberacion del citocromo c, disparandose los mecanismos de apoptosis celular.

Para estudiar la relacién entre el estrés oxidativo y la neurodegeneracién, hay que

comprender por qué el tejido nervioso es especialmente vulnerable a sus efectos3®:

e A pesar de suponer un 5% del peso corporal, el cerebro consume un 20% del
oxigeno total consumido por el organismo. Esto es, el tejido nervioso esta
expuesto a unas concentraciones de oxigeno hasta diez veces superiores que
otros tejidos, y por ende de especies reactivas, ya que alrededor del 2% del
oxigeno es transformado en ROS. Este elevado consumo de oxigeno se debe
principalmente a la elevada dependencia de la fosforilacion oxidativa por parte
del metabolismo neuronal.

e Las neuronas son células que no se dividen, por lo que el daiio que sobre ellas se
produzca es acumulativo e irreversible.

e El cerebro contiene concentraciones especialmente altas de iones metalicos
como cobre o hierro, que pueden catalizar la formacion de especies reactivas de
oxigeno como se explicé anteriormente.

e También las membranas celulares del tejido nervioso contienen una mayor
proporcién de 4acidos grasos poliinsaturados, mds vulnerables frente a la
oxidacion.

e Los niveles cerebrales de defensas antioxidantes son menores que los de otros
tejidos, especialmente de glutation.

e El 6xido nitrico es especialmente abundante en el cerebro por sus funciones
fisioldgicas habituales, lo que incrementa el riesgo de elevadas concentraciones

de especies reactivas de nitrégeno.

36 Gandhi, S., Abramov, A. Y. Oxid. Med. Cell. Long. 2012, articulo 428010.
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Figura 1.5. Control del estrés oxidativo. Consecuencias de las especies reactivas en funcion de la situacion fisioldgica.

La relacidon entre el estrés oxidativo y las enfermedades neurodegenerativas esta bien
establecida, a través de los hallazgos realizados en el tejido cerebral de los pacientes. En
el caso de la peroxidacién lipidica, se observa en el cerebro de los enfermos un aumento
de productos de oxidacién y degradacién como el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), acroleina
o los F2-isoprostanos. Las dos primeras moléculas son aldehidos a,B-insaturados, y por
tanto susceptibles de ser aceptores de Michael para gran cantidad de biomoléculas con
funciones nucledfilas, derivando en una elevada citotoxicidad a través de la afectacion
de multiples sistemas. La carbonilacién y nitracién oxidativa de proteinas es otro
marcador muy comun observado en la neurodegeneracién, lo que conlleva a menudo la
pérdida de su estructura y funcion fisioldgicas. Respecto a los acidos nucleicos, la
presencia de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina y la 8-hidroxiguanosina revelan el dafio
oxidativo del ADN y el ARN, que puede manifestarse en forma de hidroxilaciones,
carbonilaciones y nitraciones. Por Ultimo, la oxidacidn de los carbohidratos conduce a la
aparicion de especies reactivas cuya reaccion con proteinas da lugar a la formacién de
los productos finales de glicacidon avanzada (AGE, del inglés Advanced glycation end-
products), a los que cada vez se presta mas atencidn en el contexto de las enfermedades

neurodegenerativas y otras patologias crénicas.
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El desequilibrio encuentra sus causas en ambos lados de la balanza: por un lado, el
envejecimiento supone una pérdida de eficacia del metabolismo mitocondrial, por lo
gue se verifica un aumento en la produccién de ROS y RNS. Ademas, también se observa
una progresiva acumulacién de iones metalicos como Cu* y Fe?* a nivel cerebral, que
catalizan la formacién de un mayor volumen de especies reactivas. También hay
evidencias de la menor eficacia de las defensas antioxidantes durante el proceso de
degeneracidn neuronal: por ejemplo, se ha observado un menor contenido en glutatiéon

en el cerebro de pacientes con neurodegeneracion respecto del de individuos sanos 3’.

No obstante, hay una gran controversia en la relacién causa-consecuencia del estrés
oxidativo con la neurodegeneracién, aunque realmente esta pregunta se repite con
todos los mecanismos fisiopatoldgicos presentes en las enfermedades
neurodegenerativas. Sin dnimo ni capacidad de resolver esta incégnita, lo que si se
puede hacer es una sucinta descripcién de los principales efectos neurotdxicos en los

que se ha demostrado la participacidn del estrés oxidativo®:

e La agregacion patoldgica de proteinas tiene una relacion muy estrecha con el
estrés oxidativo, aunque nuevamente la relacién entre causa y efecto vuelve a
ser muy difusa. Esta claro que la oxidacidn de proteinas por efecto de las especies
reactivas conduce a su mal plegamiento y potencialmente lleva a su agregacioén,
afadida a la pérdida de su funcidn fisioldgica. Pero las consecuencias deletéreas
van mas alld: el estrés oxidativo es capaz de desorganizar la unidad 26S del
proteasoma e infligir modificaciones postraduccionales directamente (por
ejemplo, a través de aductos con el 4-hidroxi-2-nonenal) que provocan el fallo
del sistema ubiquitina-proteasoma, amplificando de este modo el fracaso de la

proteostasis neuronal38.

El hecho de que las proteinas alteradas sean capaces de quelar iones cuproso o
ferroso acelera la generacidn de mas radicales libres, efecto que se ha observado
por ejemplo en el caso del péptido B-amiloide o la a-sinucleina. Un caso muy
paradigmatico que ilustra este circulo vicioso lo encontramos en la enfermedad

de Parkinson: el estrés oxidativo generado por la alteracion del metabolismo de

37 Aoyama, K., Nakaki, T. Int. J. Mol. Sci. 2013, 14, 21021.
38 Ajken, C. T., Kaake, R. M., Wang, X., Huang, L. Mol. Cell. Proteom. 2011, 10.
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la dopamina provoca la oxidacidon y agregacién de la a-sinucleina. A su vez, ésta
provoca la disfuncidn del sistema de almacenaje vesicular de la dopamina, por lo
gue aumenta su disponibilidad citosdlica promoviendo una mayor generacion de
especies reactivas. Por si esto no fuera poco, tanto la a-sinucleina como la
dopamina son capaces de quelar iones metalicos, y la a-sinucleina oxidada no es
reconocida por el sistema ubiquitina-proteasoma. Como se puede observar, se

genera la tormenta perfecta para la disrupcion de la homeostasis neuronal.

e El estrés oxidativo tiene un impacto muy severo en la funcién mitocondrial,
circunstancia que puede disparar los mecanismos de muerte celular si se
prolonga en el tiempo. En primer lugar, el daifo oxidativo del ADN mitocondrial
causa directamente fallos en la sintesis de proteinas que participan en procesos
clave de la mitocondria como la cadena de transporte electrénico. La alteracién
de las proteinas participantes en dicha cadena también puede ser originada por
la accidn directa de los radicales libres mediante procesos de oxidacién, nitracion
o inactivacién de los centros Fe-S de los complejos respiratorios. Ademas, el
fenédmeno de peroxidacién de fosfolipidos y proteinas de las membranas
mitocondriales conlleva la alteracién de su permeabilidad, e incluso la formacién
del poro de transiciéon de permeabilidad mitocondrial (PTPm) que permite la
salida al citoplasma del citocromo ¢, lo que a su vez pone en marcha la apoptosis
mediada por caspasas. También un elevado estrés oxidativo mitocondrial
incrementa los niveles de calcio en este organulo, lo que redunda en un mayor
perjuicio a la funcidén de la cadena de transporte electrénico y a la permeabilidad
de las membranas, contribuyendo asimismo a la apertura del PTPm. La
disfuncién mitocondrial causada por los radicales libres se agrava a si misma,
debido a que el intento por parte de la mitocondria de mantener la produccién
de ATP mediante una maquinaria deteriorada se traduce en una generacion
creciente de radicales libres, que amplifica el dafio funcional3®:4°,

e El dafio tisular generado por el estrés oxidativo provoca la activacién de una

respuesta inflamatoria mediada por la microglia y los astrocitos. Como ya se

3 Guo, C,, Sun, L., Chen, X., Zhang, D. Neural Regen. Res. 2013, 8, 2003.
40 Cenini, G., Lloret, A., Cascella, R. Oxid. Med. Cell. Long. 2019, 2019.
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explicard en el apartado de neuroinflamacion, la dilatacién en el tiempo de esta
situacidon acaba por resultar perjudicial entre otros motivos por la liberacidn
prolongada de especies reactivas como el H,O,y el NO, éste ultimo generado por
la activacion de la enzima éxido nitrico sintasa inducible (iNOS).

e Si bien unas concentraciones moderadamente altas de especies reactivas
conducen a la activacién de determinadas vias de sefializacidén citoprotectoras,
como la via Nrf2/ARE, si los niveles de estrés oxidativo son muy elevados y se
prolongan demasiado acaban por disparar los procesos de muerte celular,
principalmente via apoptosis. Un ejemplo muy arquetipico de esta circunstancia
es la relacién de la proteina supresora de tumores p53 con los radicales libres:
bajo unos niveles moderados de ROS, p53 estimula una respuesta reparadora,
pero si las concentraciones de radicales libres sobrepasan un umbral
determinado, p53 promueve la entrada de la célula en apoptosis. Los ROS y los
RNS pueden causar la entrada en una muerte celular programada a través de
otras muchas vias: causando alteraciones de la funcién y permeabilidad
mitocondriales, por una activacidn excesiva de la respuesta de estrés del reticulo
endoplasmico, provocando la activacién inflamatoria de receptores de muerte,

etcéteral.

En resumen, el estrés oxidativo desempefia un papel fundamental en la aparicién de la
mayoria de los eventos patolégicos que precipitan la neurodegeneracién, operando a
través de mecanismos que generalmente se retroalimentan, ya que tienen como

consecuencia un nuevo incremento de la produccidn de radicales libres.

Neuroinflamacion

La neuroinflamacién es otra de las patas del banco de la neurodegeneracion, si bien
quiza no se le pueda atribuir una causalidad tan directa como en el caso de la agregacién
de proteinas o el estrés oxidativo. Mientras que estos dos factores parecen estar entre
aquéllos que inician la cascada de efectos deletéreos para el tejido nervioso, todo
apunta a que la neuroinflamacién podria participar de forma un poco mas tardia en el

proceso, iniciandose como consecuencia de las alteraciones mencionadas

41 Redza-Dutordoir, M., Averill-Bates, D. A. Biochim. Biophys. Acta Mol. Cell Res. 2016, 1863, 2977.
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anteriormente, pero siendo a su vez causa de las mismas, en un circuito de dafio

neuronal que se retroalimenta sin fin.

La inmunidad del sistema nervioso central posee ciertas particularidades respecto a la
del organismo en general. Durante mucho tiempo se considerd que era un sistema mas
bien aislado del resto del organismo desde el punto de vista inmunolégico gracias a la
barrera hematoencefalica, y sin apenas capacidad intrinseca de respuesta inmune. Hoy
en dia se ha refutado esta teoria, si bien todavia se considera al sistema nervioso central
como un entorno inmunoldgicamente privilegiado, separado del resto del organismo
por la barrera hematoencefilica y el liquido cefalorraquideo®?. El sistema linfatico no
existe como tal en el sistema nervioso central (SNC), sino que existe un sistema llamado
glinfatico con funciones similares en el que el liquido cefalorraquideo hace las veces de
linfa%. Por otra parte, la otra caracteristica especifica de la inmunidad del SNC reside en
gue éste posee su propio sistema inmune, formado por la microglia y los astrocitos, si
bien bajo determinadas condiciones se pueden observar otras células inmunes como

macrofagos o linfocitos T en los dominios del SNC.

Las células microgliales se podrian definir como los macréfagos residentes del sistema
nervioso central. Sobre estas células, que suponen un 10% del total de la poblaciéon del
SNC, recae buena parte del peso de la respuesta inmune ante cualquier agresiéon interna
o externa que afecte a este territorio. Son ademas células de vida prolongada cuya tasa
de recambio parece ser mas bien reducida, lo que las hace mas vulnerables al

envejecimiento u otros fendémenos patolégicos.

El funcionamiento de la microglia sigue siendo un tema de rabiosa actualidad en Ia
investigacidn, puesto que las incégnitas por resolver son aln demasiado numerosas.
Hasta hace pocos afios, se defendia que la microglia se encuentra en un estado de
reposo Mo que, bajo la presencia de estimulos inflamatorios, de dafio celular o
infecciosos, podia seguir dos rutas de activacién. En primer lugar, una via “clasica” que
daria lugar al fenotipo Mj, el cual se podria calificar como proinflamatorio ya que se
caracteriza por su capacidad para reclutar otras células inmunes, secretar citoquinas

proinflamatorias e incluso segregar directamente sustancias tdxicas como las especies

42 Carson, M. J., Doose, J. M., Melchior, B., Schmid, C. D., Ploix, C. C. Immunol. Rev. 2006, 213, 48.
43 Jessen, N. A., Munk, A. S. F., Lundgaard, |., Nedergaard, M. Neurochem. Res. 2015, 40, 2583.
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reactivas de oxigeno. Por otro lado, la activacion se podria verificar por una via
“alternativa” hacia un fenotipo M, de perfil antiinflamatorio, que produciria
preferentemente citoquinas antiinflamatorias y factores promotores de la reparacién
tisular. Esta hipdtesis sugeria una linea temporal coherente: ante cualquier agresion
enddgena o exégena, la microglia se activaria a un estadio M1 para eliminar la amenaza
lo mas rapido posible, para después pasar a un fenotipo Mz que permitiese la reparacién
de los dafios causados®*. Sin embargo, hoy en dia cobran fuerza las voces que sefialan
que esta clasificacidén no es vdlida, ya que intenta aplicar a la microglia un enfoque que
en realidad corresponde al estudio de los macréfagos del sistema inmune en general.
Estos autores sefalan que los estudios in vivo refutan la dualidad M1/M; en la microglia
y rechazan que la microglia se encuentre en un estado de reposo fuera de los periodos
de activacién inmune®. El desacuerdo acerca de esta cuestion anima a dejar que sean

los andlisis gendmicos y protedmicos los que arrojen luz sobre el asunto en el futuro.

La microglia ejerce un efecto neuroprotector fundamental, especialmente en el
desarrollo del sistema nervioso central pero también en la edad adulta. Son varias las
funciones esenciales que desempefa en este sentido: podas sinapticas, promocion de
la supervivencia neuronal a través de la secrecién de factores como el BDNF (del inglés
Brain Derived Neurotrophic Factor), modulacion de la sobreactivacién neuronal, apoyo
para la formacién de sinapsis durante los procesos de aprendizaje, eliminacion de
neuronas muertas y productos de desecho, etcétera*®. Ademas, la microglia posee un
complejo sistema de sensores que le permiten registrar cualquier cambio que acontece
en su entorno. Profundizando en el aspecto inmunoldgico, la microglia presenta todos
los tipos de receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés Pattern
Recognition Receptors) propios de la inmunidad innata, siendo especialmente
importantes en la neurodegeneracién los receptores tipo Toll (TLR, Toll-Like Receptors)
y los inflamasomas (también conocidos como Nod-like receptors, NLR). Los PRR son
capaces de reconocer los patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMP,
Pathogen-Associated Molecular Patterns), entre los que destaca el lipopolisacarido

(LPS), y los patrones moleculares asociados a dafio (DAMP, Damage-Associated

4 Tang, Y., Le, W. (2016). Mol. Neurobiol. 2016, 53, 1181.
4> Ransohoff, R. M. Nat. Neurosci. 2016, 19, 987.
46 DiSabato, D. J., Quan, N., Godbout, J. P. J. Neurochem. 2016, 139, 136.
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Molecular Patterns), que son sefial de dafio y muerte celular: ADN mitocondrial,
proteinas de choque térmico, etcétera. La activacion de los receptores tipo Toll por parte
de los PAMP o los DAMP conduce a la activacidn de varias vias de sefializacion
proinflamatorias como la mediada por el factor de transcripciéon NF-kB, y otras
relacionadas con la produccién de interferones. Los inflamasomas, siendo NRLP3 el que
estd mejor caracterizado, permiten la activacion proteolitica de las citoquinas
proinflamatorias IL-1B e IL-18 a través de la accidn de la caspasa 1. Todo ello compone
una rotunda respuesta inflamatoria, a través de la produccion de citoquinas
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), las interleucinas 1B y 6 o
los interferones; y la produccidn de especies reactivas como el peréxido de hidrégeno o
el oxido nitrico, éste ultimo mediante la activacién de la enzima éxido nitrico sintasa
inducible®”8, También la microglia desarrolla la capacidad de comportarse como una
célula presentadora de antigenos, tiene capacidad fagocitica, activa a los astrocitos para
gue se incorporen a la respuesta inflamatoria, y junto con éstos uUltimos recluta células
inmunes del resto del organismo, como macréfagos vy linfocitos T. Ademas, es bien
conocido que la microglia es capaz de secretar citoquinas antiinflamatorias, como las
interleucinas 4, 10 y 13, o el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B,
Transforming Growth Factor B); y factores de crecimiento y neurotréficos, como el
factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1, Insulin-like Growth Factor 1) o el BDNF*°. Como
ya se ha mencionado antes, hay una clara dualidad en las funciones que desempeiia la
microglia, entre su capacidad de desencadenar una respuesta inmunitaria y de, a su vez,
limitarlay promover la reparacion del dafo inflamatorio. No obstante, no se conoce bien
la manera en la que la microglia concilia estas acciones, ya que los estudios in vivo
parecen mostrar que una misma célula de la microglia puede presentar perfiles de
expresion proteica atribuibles a ambos patrones de comportamiento al mismo tiempo.
Se estan proponiendo patrones de clasificacién alternativos de la microglia, como podria
sugerir la identificacion de la microglia asociada a enfermedad (DAM, del inglés Disease-

Associated Microglia) que se ha observado en torno a las zonas afectadas por una lesion,

47Yin, J., Valin, K. L., Dixon, M. L., Leavenworth, J. W. J. Immunol. Res. 2017, 2017.

48 Labzin, L. I., Heneka, M. T., & Latz, E. Annu. Rev. Med. 2018, 69, 437.

4 Smolders, S. M. T., Kessels, S., Vangansewinkel, T., Rigo, J. M., Legendre, P., Brone, B. Prog. Neurobiol.
2019, 178, 101612.
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y a la que se le atribuye un efecto protector y reparador®®. No obstante, no merece la

pena detenerse mas en un asunto que sigue lejos de resolverse.

El otro componente principal del sistema inmune residente en el SNC son los astrocitos.
Son el tipo celular mas abundante en el SNC (60-70% del total de células) y revisten una
morfologia muy heterogénea, aunque su forma mas comun es de estrella, de lo que
procede el nombre de este tipo celular. Ademds de mediadores inmunes, los astrocitos
ejercen multiples funciones relacionadas con la asistencia a la sinapsis neuronal y el
soporte nutricional y metabdlico de las neuronas. Cuando se produce un dafo en el
tejido nervioso, los astrocitos pueden ser activados por la microglia, pero también
expresan PRR como los receptores tipo-Toll que les permiten reconocer por si mismos
un dafo celular cercano y desencadenar una respuesta inflamatoria propia,
principalmente a través del factor de transcripcion NF-kB. Como la microglia, tienen
capacidad fagocitica, y de hecho se ha visto que son capaces de colaborar en la
fagocitosis de proteinas mal plegadas como el péptido B-amiloide. Ademas, el hecho de
que los astrocitos formen parte de la barrera hemato-encefdlica les permite regular su
permeabilidad, posibilitando el paso de células inmunes extrafas al SNC en caso de que
sea necesario para asistir el proceso inflamatorio. Todavia hay numerosas incdgnitas
acerca de los mecanismos que influyen en la naturaleza beneficiosa o deletérea de la

activacion astrocitica, como en el caso de la microglia®?.

Todas las dudas que se han expresado anteriormente entroncan con la misma gran
cuestién: éla neuroinflamacion es perjudicial o beneficiosa? Como ya se afirmé al tratar
el papel del estrés oxidativo, una vez mas la cuestidn parece ser de indole cuantitativa.
Unos niveles bajos o moderados de produccién de ciertas citoquinas inflamatorias,
como las interleucinas 1 y 4, permiten el mantenimiento de una inmunidad basal
preparada para hacer frente a cualquier amenaza, promueven el desarrollo cerebral y
de algunas funciones como el aprendizaje o la memoria, y son claves para los procesos

de plasticidad, remodelado y reparacion neuronal. Por el contrario, cuando la

50 Keren-Shaul, H., Spinrad, A., Weiner, A., Matcovitch-Natan, O., Dvir-Szternfeld, R., Ulland, T. K., David,
E., Baruch, K., Lara-Astaiso, D., Toth, B., Itzkovitz, S., Colonna, M., Schwartz, M., Amit, |. Cell, 2017, 169,
1276.

51 Morales, 1., Farfas, G. A., Cortes, N., Maccioni, R. B. Update on Dementia. IntechOpen, 2016.
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inflamacién alcanza unos niveles anormalmente elevados durante un tiempo

prolongado, el beneficio se troca en nocividad.
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Figura 1.6. Teoria cldsica de activacion de la microglia hacia los fenotipos M1 y M2, en funcion de los estimulos
presentes en el medio extracelular253,

Hay un término inglés, “inflamm-aging”>*, que con la practicidad que caracteriza a este
idioma describe perfectamente la relacién entre el envejecimiento y el estatus
inflamatorio. El organismo, a medida que envejece, adopta una respuesta persistente a
estrés de perfil bajo, que le permite compensar con una mayor preparacion basal el
declive funcional general que le hace mas vulnerable frente a las distintas amenazas
enddgenas y exdgenas que van surgiendo y acumulandose. El sistema inmunoldgico es
una de las piezas clave en esta respuesta, observdndose una activacién basal crénica y

gue crece paulatinamente en la fase final de la vida. En general, esta respuesta inmune

52 Jiang, C. T., Wu, W. F., Deng, Y. H., Ge, J. W. Mol. Med. Rep. 2020, 21, 2006.
3 Yang, J., Wise, L., Fukuchi, K. I. Front. Immunol. 2020, 11, 724.

54 Franceschi, C., Bonafé, M., Valensin, S., Olivieri, F., De Luca, M., Ottaviani, E., De Benedictis, G. Ann. N.
Y. Acad. Sci. 2000, 908, 244.
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cronica es de bajo perfil y asintomdatica, pero en determinadas situaciones esta
activacion puede ser totalmente contraproducente, contribuyendo a la aparicién de
diversas patologias autoinmunes o relacionadas con la edad. En lineas generales, tanto
la inmunidad innata como la adaptativa muestran una notable desregulacién e incluso
en ocasiones una pérdida numérica de efectivos, pero a cambio manifiestan una
reactividad mayor ante los estimulos. En lo que respecta a la microglia, se observa un
aumento en su capacidad proliferativa y de produccidn de citoquinas proinflamatorias,
mientras que la quimiotaxis, la capacidad fagocitica de proteinas mal plegadas y la
tendencia a adoptar un perfil antiinflamatorio se reducen. Ademas, la microglia
senescente también sufre cambios morfolédgicos, fendmenos de agregacion proteica y
mutaciones en el ADN mitocondrial, que derivan en una producciéon descontrolada de

ROS.

En la neurodegeneracion, la neuroinflamacién aparece como un factor clave en la
aceleracién y extensién del proceso®®. La muerte neuronal causada por el creciente
estrés oxidativo y la agregacién de proteinas producen la liberacion de gran cantidad de
DAMP al entorno, que son detectados por la microglia y los astrocitos gracias a sus
receptores tipo-Toll o NLR, entre otros. En primer lugar, la respuesta trata de ser de tipo
reparador: se activa la produccidn de citoquinas proinflamatorias para instaurar lo que
se conoce como una “gliosis” (activacion de la glia) local, la microglia y los astrocitos
tratan de fagocitar los péptidos mal plegados y los restos celulares, y ademas los
astrocitos tratan de favorecer la supervivencia de las neuronas que se encuentran en la
zona lesionada. El problema es que, como se ha explicado antes, la situacién basal de
las células inmunes residentes del SNC se caracteriza por su mayor inmunorreactividad
y su menor eficacia. Esto se traduce en una respuesta inflamatoria exagerada, de modo
qgue la intensa liberacion de citoquinas proinflamatorias y radicales libres acaba por
extender el dano neuronal, lo que a su vez agrava la inflamacién. Por otro lado, el perfil
antiinflamatorio y neurotréfico que podrian tener la microglia y los astrocitos se ve
totalmente eclipsado por la respuesta citotoxica, y la menor eficacia de la fagocitosis
impide una eliminacidn eficaz de los depdsitos proteicos tdxicos. La activacién de la

microglia se ha relacionado con otros efectos que agravan adn mas la lesidon neuronal:

55 Costantini, E., D’Angelo, C., Reale, M. Mediators Inflamm. 2018, 2018.
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estimula en su entorno la activacion de rutas como la mediada por la quinasa Jun N-
terminal (JNK), implicada en la hiperfosforilacion de la proteina Tau’®; y también tiende
a liberar hierro a su entorno (los depdsitos de Fe aumentan en la microglia senescente),
promoviendo la generacidon de un estrés oxidativo mayor. Si el estatus inflamatorio
avanza lo suficiente, los astrocitos son capaces de modificar la permeabilidad de la
barrera hemato-encefalica, por lo que linfocitos T y B, macréfagos y neutréfilos
procedentes del resto del organismo se infiltran en las zonas lesionadas del SNC,
extendiendo e intensificando el dafio inflamatorio. Por si esto fuera poco, las zonas
afectadas comienzan a desarrollar insuficiencia vascular y aterosclerosis a causa de la
propia reaccién inflamatoria, lo que conduce a una disminucién del aporte de oxigenoy
por tanto a la necrosis del tejido con la consecuente intensificacion de la respuesta
inmune local. La neuroinflamacidon es, en definitiva, un pequeno fuego capaz de
alimentarse a si mismo que acaba por arrasar las regiones tisulares donde se desata,
constituyendo una eminente contribucion al deterioro funcional asociado a la

neurodegeneracion®’.

Calcio y excitotoxicidad

El calcio (Ca2+) es uno de los segundos mensajeros mds importantes en las células

eucariotas, participando en un sinfin de procesos relacionados con la diferenciacién,
proliferacién, crecimiento, excitabilidad, supervivencia y apoptosis celular. En el caso de
las neuronas, el papel que desempefia es absolutamente crucial, ya que permite acoplar
la despolarizacion de la membrana con la actividad metabdlica y funcional de la
neurona, siendo asimismo fundamental para la liberacién de neurotransmisores y la
actividad sinaptica, que a la postre son los procesos funcionales que definen a las
neuronas®®. El calcio también desempefia un papel fundamental en otros procesos
funcionales del tejido nervioso, como el aprendizaje y la memoria>®. Las neuronas
requieren un control exhaustivo de las concentraciones de calcio citosdlicas para ejercer
su funcion correctamente, por lo que disponen de un complejo sistema de canales,

bombas e intercambiadores que permiten mantener los niveles de calcio neuronales en

56 Metcalfe, M. J., Figueiredo-Pereira, M. E. Mt. Sinai J. Med. 2010, 77, 50.

57 Chen, W. W., Zhang, X. I. A., Huang, W. J. Mol. Med. Rep. 2016, 13, 3391.
58 pchitskaya, E., Popugaeva, E., Bezprozvanny, |. Cell Calcium. 2018, 70, 87.
59 Brini, M., Cali, T., Ottolini, D., Carafoli, E. Cell. Mol. Life Sci. 2014, 71, 2787.
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los niveles necesarios, del mismo modo que otra extensa red de proteinas dependientes
de calcio permiten traducir las variaciones de los niveles de calcio en las acciones

fisioldgicas adecuadas.

En primer lugar, hay diversos canales implicados en el intercambio de calcio entre los
medios extracelular e intracelular. La ATPasa de calcio de la membrana plasmatica
(PMCA, Plasma Membrane Calcium Pump) y el intercambiador de sodio y calcio de la
membrana plasmatica (NCX) se ocupan de expulsar calcio al medio extracelular,
mientras que la entrada se produce a través de canales mediados por voltaje, ligando o
almacenaje (VOC, ROC y SOC, del inglés Voltage, Receptor o Stockage-Operated
Channels, respectivamente). Por su importancia en la patogenia de las enfermedades
neurodegenerativas, merece la pena destacar dentro de los ROC los canales de calcio

asociados a receptores glutamatérgicos y purinérgicos.

El L-glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso, siendo
reconocido por receptores ionotrépicos y metabotrdpicos. Dentro de los primeros hay
dos tipos principales, los AMPA (receptores sensibles a acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazolpropidnico), que permiten el paso de sodio, potasio y calcio; y los NMDA
(receptores sensibles a N-metil-D-aspartato), permeables a sodio y calcio. El papel de los
receptores NMDA merece especial atencidn, debido a su participacion clave en la
plasticidad sinaptica a largo plazo, la memoria y el aprendizaje. Ambos tipos de
receptores precisan un estimulo despolarizante simultaneo al reconocimiento del

ligando, debido a que un idn Mg?* los mantiene bloqueados en reposo.

Por otra parte, los receptores purinérgicos ionotropicos (P2X) son la principal via
postsindptica de entrada de calcio en reposo (es decir, cuando los receptores
glutamatérgicos permanecen bloqueados), y estdn implicados en procesos como la

plasticidad sindptica o la neuroinflamacion.

El control de la concentracion plasmatica de calcio no sélo se ejerce via intercambios
con el medio extracelular, sino que la célula utiliza el reticulo endoplasmatico y la
mitocondria como almacenes internos de calcio para adaptarse a las necesidades de
cada momento. El reticulo endoplasmatico puede liberar calcio al citosol a través de los
receptores de rianodina (RyR) y de trifosfato de inositol (I3PR), o captarlo a través de la

bomba de tipo ATPasa SERCA. Por su parte, la mitocondria almacena calcio mediante el
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canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC, Voltage-Dependent Anion Channel), que
permite el paso del calcio a través de la membrana mitocondrial externa, y el
uniportador mitocondrial de calcio (MCU, Mitochondrial Calcium Uniporter), que
permite el acceso del calcio a la matriz. A su vez, el intercambiador sodio/calcio
mitocondrial (mNCX) y la apertura transitoria del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial funcionan como vias de liberacién de calcio desde la matriz de dicho

organulo.

NCX s0C nAchR
oeveneneeenraney P000000, AMPA/NMDA
un.nouno“ $00404q,

Figura 1.7. Mecanismos de regulacion de los niveles de calcio intracelular y su fracaso en el proceso de
neurodegeneracion.

El deterioro funcional de las neuronas, causado por el envejecimiento y el incremento
del estrés oxidativo, también ejerce un notable impacto sobre los sistemas de regulaciéon
del calcio®®. Se produce una progresiva desregulaciéon de los sistemas de transporte y
almacenamiento de calcio, que se ven aun mas comprometidos por la paulatina
disfuncién mitocondrial, debido a que la escasez de ATP pone en riesgo la accion de las

ATPasas asociadas a los canales y bombas que permiten el mantenimiento de los

6 Alvarez, J., Alvarez-lllera, P., Garcia-Casas, P., Fonteriz, R. |., Montero, M. Cells. 2020, 9, 204.
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potenciales de membrana y de los flujos de calcio a través de membranas. Las
alteraciones citosdlicas producidas por el incremento de la concentraciéon de calcio
observado bajo estas circunstancias se extienden a otros orgdnulos, provocando una

disfuncién celular general que la aboca a un proceso de muerte programada.

Por otro lado, antes de explicar los efectos negativos de la sobrecarga neuronal de calcio,
es importante explicar brevemente el concepto de excitotoxicidad. Este hace referencia
al efecto neurotéxico de una excesiva activacién de los receptores glutamatérgicos
ionotrdpicos por parte de los aminoacidos excitatorios, especialmente el L-glutamato®?.
Aunque los mecanismos de aparicién de la excitotoxicidad son diferentes para cada
enfermedad, en general se pueden establecer algunas caracteristicas comunes: el estrés
oxidativo y los depdsitos andmalos de proteinas producen algunas alteraciones como el
aumento de la expresién o la sensibilidad de los receptores AMPA y NMDA, y el descenso
de la actividad de los transportadores de glutamato EAAT (del inglés Excitatory Amino
Acid Transporter) mediante los cuales la microglia y los astrocitos captan el glutamato
en exceso presente en la hendidura sindptica. Las consecuencias de la excesiva
neurotransmision excitatoria se deben achacar principalmente al exagerado aumento
de las concentraciones de calcio que producen en las neuronas postsinapticas, pero
también hay otros mecanismos adicionales: por ejemplo, se ha demostrado que la
estimulacion de los receptores NMDA causa de forma directa la activacion de la enzima
oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS), lo que supone una fuente adicional de estrés

oxidativo y neuroinflamacion®2.

La acumulacién de calcio en el citosol neuronal se explica por el aumento de su entrada
desde el medio extracelular, y por la alteracién de los mecanismos de control de su
concentracion plasmatica. Asi, el flujo anormal de calcio al interior celular puede
deberse, entre otros motivos, a la excesiva estimulacién glutamatérgica
(excitotoxicidad) y a la formacidn de poros transmembrana por parte de los depdsitos
de proteinas mal plegadas, como ocurre en el caso del péptido B-amiloide. En un
contexto de elevado estrés oxidativo y escasez de ATP debida a la disfuncién

mitocondrial, los intercambiadores y ATPasas encargados de contrarrestar el aumento

61 Lau, A., Tymianski, M. Pfliigers Arch. 2010, 460, 525.
62 Lewerenz, J., Maher, P. Front. Neurosci. 2015, 9, 469.
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del calcio intracelular mediante su expulsion o almacenamiento en el reticulo
endoplasmico y la mitocondria no son capaces de realizar correctamente su funcién, de
modo que la célula entra en una situacién de sobrecarga de calcio. Esta tiene efectos
directos en el citoplasma, siendo uno de los mas destacados el aumento de la actividad
de algunas enzimas dependientes de calcio como, por ejemplo, calpainas,
lipooxigenasas o DNasas. Las calpainas estan involucradas en la degradacion de una gran
variedad de proteinas, entre las que se incluyen proteinas de la cadena de transporte
electronico mitocondrial y los transportadores de calcio NCX y VDAC; es decir, su
activacion perjudica aun mas la funcién mitocondrial y la homeostasis del calcio. Las
lipooxigenasas, por su parte, estdn implicadas en procesos de inflamacién y apoptosis

celular®364,

La accién del reticulo endoplasmico como almacén de calcio estda severamente
comprometida en esta situacion, ya que lo que se observa en los tejidos afectados por
la neurodegeneracion es una fuerte tendencia a liberarlo. Este hecho acaece tanto por
la disfuncion de la bomba ATPasa SERCA que deberia captar calcio hacia el RE, como por
la estimulacién de los sistemas de expulsiéon de calcio del RE. Merece especial atencidn
la alteracion de las membranas del reticulo endopldsmico asociadas a las mitocondrias
(MAM, Mitochondria-Associated Membranes), que tiene como consecuencia que las
mitocondrias asuman buena parte del calcio liberado por el reticulo endoplasmico, con
el consecuente perjuicio de la funcién mitocondrial. Se ha observado que la a-sinucleina,
el péptido B-amiloide y otros péptidos mal plegados participan en la alteracién de estas
MAM, y también otras proteinas mutantes como las presenilinas 1y 2 en el caso de la
enfermedad de Alzheimer. Este efecto también se observa en las comunicaciones del RE
con otros organulos a través de membranas, como los lisosomas, de modo que la
autofagia también se ve afectada por la excesiva liberacién de calcio del RE. La
funcionalidad del RE también se ve afectada por el agotamiento de sus reservas de calcio
por otros motivos: numerosas proteinas encargadas de mantener la estructura del

organulo dependen del calcio para hacer su funcién, lo mismo que algunas de las

63 Cerella, C., Diederich, M., Ghibelli, L. Int. J. Cell Biol. 2010, 2010.
64 Gleichmann, M., Mattson, M. P. Antioxid. Redox Signal. 2011, 14, 1261.
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chaperonas que participan en la respuesta al estrés del reticulo, lo que desemboca en el

fracaso de dicha respuesta y la entrada en apoptosis de la neurona®.

El calcio es un elemento imprescindible para el funcionamiento normal de la
mitocondria. Como ya se detalld anteriormente, promueve la accidon de las enzimas
deshidrogenasas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, asegura el suministro de sustratos
oxidables para el funcionamiento de la cadena de transporte de electrones, y participa
en la activacién de la ATP sintasa. Todos estos procesos quedan afectados cuando se
produce una sobrecarga mitocondrial de calcio, que se puede deber al intento de
almacenar el exceso de calcio citosélico o procedente del reticulo endoplasmico, por
una disfuncidn del intercambiador de sodio y calcio mitocondrial o por una alteracién
de la capacidad de almacenaje de calcio por parte de la matriz mitocondrial. No hay que
soslayar otros mecanismos adicionales que pueden conducir a esta situacién de
sobrecarga: por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer se ha visto que los depésitos
de péptido B-amiloide pueden perforar las membranas mitocondriales, formando
improvisados canales por donde el calcio entra a la mitocondria. Los efectos de una
sobrecarga de calcio son devastadores para la funcion mitocondrial, principalmente
debido a la inhibicidon de la sintesis de ATP por la pérdida del gradiente electroquimico
necesario para el funcionamiento de la cadena de transporte electréonico y la ATP
sintasa, ademads de a la degradacién de algunos de los componentes del sistema por la
activacion de las calpainas, entre otros motivos. Ademas, el exceso de calcio puede
llegar a producir la apertura del PTP mitocondrial a través de la accidn de la ciclofilina D,
precipitando la apoptosis celular. La disfuncién mitocondrial resultante produce un
aumento del estrés oxidativo debido a la ineficacia de la cadena de transporte
electrénico, y el descenso de la producciéon de ATP compromete mds aun el
funcionamiento de las bombas de calcio dependientes de ATP y el mantenimiento del
potencial de membrana neuronal. Hay que recordar que las calpainas activadas por
calcio también degradan el intercambiador NCX mitocondrial, agravando la disfuncién

del organulo®®.

8 Mekabhli, D., Bultynck, G., Parys, J. B., De Smedt, H., Missiaen, L. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2011,
3,4317.
% Britti, E., Delaspre, F., Tamarit, J., Ros, J. Neuronal Signal. 2018, 2.
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Por ultimo, hay que destacar que el calcio también actia como factor de transcripciéon
génica en el nucleo celular®’, por lo que la alteracién en sus concentraciones puede

implicar la afectacién de numerosas funciones y vias de sefializacion de las neuronas.

1.1.5 Evolucidon, diagnodstico y tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, no se puede achacar la
neurodegeneraciéon a un solo factor, ni establecer una relacion temporal entre las
distintas causas que concurren en la aparicién de estas enfermedades. Los cambios en
el plegamiento de proteinas, el equilibrio oxidativo celular, el estatus inflamatorio y los
sistemas de sefalizacion mediados por calcio se superponen y retroalimentan
conduciendo a las neuronas a un estado donde fallan la funcién mitocondrial, el
transporte axonal y su capacidad de dar una respuesta correcta ante los cambios de su
entorno y su interior, de modo que el tejido neuronal acaba por perder su funcionalidad

y su integridad por la muerte de muchas de sus células.

Las enfermedades neurodegenerativas se han estudiado tradicionalmente a través del
desarrollo de modelos in vitro e in vivo que tratan de mimetizar, mediante métodos de
modificacion genética o administracion de determinadas sustancias, el estatus
patoldgico que presentan los pacientes. A pesar de que esta metodologia de trabajo ha
permitido enormes avances en la comprensién de lo que ocurre en estas enfermedades,
los intentos de traslacién de estrategias terapéuticas exitosas en estos modelos al
paciente humano han fracasado sistematicamente, lo que es un claro signo de que el
problema no se esta abordando de una manera del todo correcta. Por este motivo, se
redoblan los esfuerzos para encontrar una serie de biomarcadores que podrian permitir,
en primer lugar, establecer mejor cdmo y cuando aparece la neurodegeneracién, y por
ende, elegir las dianas terapéuticas con mas probabilidades de éxito ajustando el inicio
temporal del tratamiento a la aparicidn del dafio neuronal, y no a la aparicién de la

sintomatologia como viene sucediendo hasta ahora®8.

7 Hardingham, G. E., Chawla, S., Johnson, C. M., Bading, H. Nature 1997, 385, 260.
68 Beach, T. G. Neurol. Ther. 2017, 6, 5.
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Hasta hace poco, lo que se manejaba principalmente para predecir la posibilidad de
padecer una enfermedad neurodegenerativa era la busqueda de mutaciones cuya
relacion con una patologia en concreto estd bien establecida, tema que ya se revisé en
el apartado de etiologia. Resulta evidente que este proceder no es el mas adecuado por
dejar fuera los casos de origen esporddico, mayoritarios en las principales enfermedades
neurodegenerativas, por lo que se estudian nuevos marcadores genéticos y bioquimicos
que permitan una fotografia de la realidad mds ajustada. Estos Gltimos parecen los mds
interesantes, debido a su mayor valor para predecir y monitorizar la progresion de la

enfermedad®°.

En el caso de la enfermedad de Alzheimer, los niveles de proteina Tau, Tau fosforilada 'y
péptido ABa42 en liquido cefalorraquideo (LCR) han demostrado una buena correlacién
con la presencia de dicha patologia en términos de especificidad y selectividad, mientras
que la ratio APa42/p-Tau.ofrece ademas un buen valor predictivo para la evolucion desde
un estado sin deterioro cognitivo o deterioro leve hacia el desarrollo de la enfermedad.
Por otro lado, la deteccion mediante tomografia de emisién de positrones (PET, Positron
Emission Tomography) de los depdsitos de péptido B-amiloide gracias al uso de distintos
radioligandos también ha demostrado su valor diagndstico en pacientes y predictivo en
individuos en la fase previa a la enfermedad. Otro marcador interesante detectable
mediante PET es la 8F-fluorodeoxiglucosa (FDG), cuya captacion reducida en el cerebro
es un signo de hipometabolismo detectable tanto en individuos que padecen la
enfermedad como en futuros enfermos con un nulo o leve deterioro cognitivo. El
diagndstico se puede apoyar también otras técnicas de imagen como la resonancia

magnética de imagen para detectar la atrofia de determinadas areas cerebrales.

El biomarcador mas sdlido para el diagndstico de la enfermedad de Parkinson es la ratio
a-sinucleina oligomérica/a-sinucleina total en el liquido cefalorraquideo, aunque hay
otros marcadores como el BDNF sérico que contribuyen al diagnéstico de la enfermedad

y permiten valorar su progresién. Sin embargo, aun no se han conseguido encontrar

% (a) Jeromin, A., Bowser, R. Biomarkers in Neurodegenerative Diseases. In Neurodegenerative Diseases.
Pathology, Mechanisms, and Potential Therapeutic Targets; Beart, P., Robinson, M., Rattray, M.,
Maragakis N. (Eds.), Springer; Cham, New York, 2017. (b) Jeromin, A., Bowser, R. Adv. Neurobiol. 2017, 15,
491.
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biomarcadores que permitan predecir con la fiabilidad suficiente la aparicion de la

enfermedad en individuos asintomaticos.

Los niveles de la proteina ligera de los neurofilamentos (NFL, NeuroFilament Light
polypeptide) y la proteina de cadena pesada de los neurofilamentos fosforilada (p-NFH,
NeuroFilament Heavy polypeptide) en liquido cefalorraquideo han sido propuestos por
varios estudios como biomarcadores adecuados para el diagndstico de la ELA, mientras
que se ha estudiado el uso de marcadores inflamatorios como la IL-8 sérica o en LCR
para evaluar la progresion de la enfermedad. En lo que respecta a técnicas de imagen,
la PET de '8F-fluorodeoxiglucosa permite relacionar el hipometabolismo con la
enfermedad, y otras técnicas como la morfometria basada en superficies (SBM, Surface-
Based Morphometry) o la resonancia magnética de imagen multimodal (RMIM), que
combina una resonancia magnética nuclear de protdn con un tensor de difusion, se han

explorado para el diagndstico in vivo de la ELA.

Para revisar brevemente la evolucién temporal de los biomarcadores patolégicos es
preferible tomar como modelo la enfermedad de Alzheimer, por ser la patologia mas
estudiada en este sentido’®’%72_ En los dltimos afios se ha redefinido la enfermedad
desde una perspectiva puramente clinica hacia un enfoque mas fisiopatolégico,
basdndose en el hecho de que las alteraciones de determinados biomarcadores
preceden en periodos de cinco a diez afios, o incluso mas en ocasiones, a la aparicion de
la sintomatologia cognitiva. Se ha podido observar que los niveles del péptido AB4.y la
ratio ABa2/p-Tau en liquido cefalorraquideo, junto con la deteccion mediante PET de
depdsitos cerebrales de ABa42, serian los primeros signos de alteracidn, seguidos unos
afios mas tarde por una progresiva disfuncién sindptica y neuronal revelada por pruebas
como la FDG-PET o la resonancia magnética de imagen funcional en determinadas areas
cerebrales. Poco después se observa la alteracion de los niveles de la proteina Tau en
liquido cefalorraquideo, considerada un signo algo mas inespecifico de dafio neuronal.
Tras otro lapso que puede durar algunos afios, la disfuncién cerebral es ya detectable

mediante resonancia magnética de imagen volumétrica en las areas cerebrales

0 Young, A. L., Oxtoby, N. P., Ourselin, S., Schott, J. M., Alexander, D. C. Med. Image Anal. 2015, 26, 47.
"L Khoury, R., Ghossoub, E. Biomark. Neuropsych. 2019, 100005.

72 Archetti, D., Ingala, S., Venkatraghavan, V., Wottschel, V., Young, A. L., Bellio, M., Bron, E. E., Klein, S.,
Barkhofb, F., Alexander, D. C., Oxtoby, N. P., Frisoni, G. B., Redolfi, A. Neurolmage Clin. 2019, 24, 101954.
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afectadas y mediante pruebas que miden la funcidén cognitiva, siendo éste el periodo de
deterioro cognitivo leve que precederia a la instauracion de la sintomatologia de
demencia propia de la enfermedad de Alzheimer. Se considera, como se puede ver en
la figura 1.8, que los pardmetros alterados no siguen un modelo lineal, sino mas bien
una funcion sigmoidal con unas pendientes diferentes para cada uno de ellos. La
duracién de las distintas etapas estd sujeta a una notable variabilidad individual que
depende de los factores genéticos y ambientales que ya se mencionaron en el apartado
de etiopatogenia, e incluso se han observado variaciones en el orden de aparicién de los
cambios bioquimicos: los marcadores de disfuncion sinaptica pueden ser detectados
incluso antes que los signos de deposicidn del péptido ABaz en el caso de los portadores

del alelo €4 del gen APOE”3,

== Acumulacién B-amiloide (CSF/PET)

=== Disfuncién sinaptica
Evolucion de la EA (FDG-PET/IMRY)
Dafio neuronal mediado por Tau (CSF)

== Estructura cerebral (MRI volumétrico)

1
1
1
1
: ----------- Deterioro cognitivo
1

1

----------- Deterioro clinico

Disfuncién

{(@ Estadio preclinico DGL Demencia
eo\ [T
Progresién de la enfermedad

Figura 1.8. Progresion temporal de los marcadores fisiopatoldgicos y bioquimicos de la EA en relacion con la
situacion clinica. Adaptado de 73.

Aunque, como se puede ver, se ha avanzado mucho en el estudio de diversos
marcadores predictivos y/o diagndsticos para las enfermedades neurodegenerativas, la
realidad es que hoy en dia el diagndstico sigue apoyandose fundamentalmente en la
sintomatologia que presenta el paciente, que puede ser confirmada mediante estudios

histopatoldgicos post mortem del cerebro de los pacientes. La invasividad, alto coste y

3 Sperling, R. A., Aisen, P. S., Beckett, L. A., Bennett, D. A., Craft, S., Fagan, A. M., Iwatsubog, T., Jack C. R.
Jr., Kaye, J., Montine, T. J., Park, D. C., Reiman, E. M., Rowe, C. C., Siemers, E., Stern, Y., Yaffe, K., Carrillo,
M. C., Thies, B. Morrison-Bogorad, M., Wagster, M. V., Phelps, C. H. Alzheimer's Dement. 2011, 7, 280.
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falta de fiabilidad que caracterizan a los métodos en desarrollo emplazan a la busqueda
de nuevos procedimientos que permitan diagnosticar antes y de forma mas eficiente

este tipo de patologias, ampliando el margen temporal de actuacion terapéutica.

El tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas se realiza hoy en dia mediante
un enfoque eminentemente paliativo, que permite en el mejor de los casos un cierto
retraso en el avance del deterioro funcional, pero no consigue detener ni mucho menos

revertir el proceso patoldgico.

Enfermedad Mecanismo de accién Farmacos
_ L Rivastigmina, galantamina,
Inhibidores de la acetilcolinesterasa & & .
donepezilo
Alzheimer Antagonista del receptor NMDA Memantina
Eliminador de depdsitos amiloides Aducanumab™
Precursor de dopamina* Levodopa
Bromocriptina, lisurida,
Agonistas dopaminérgicos cabergolina, pramipexol,
ropirinol, rotigotina
Inhibidores de la L-aminodacido aromatico . .
. s Carbidopa, benserazida
descarboxilasa periférica
Inhibidores de la monoaminoxidasa B Rasagilina, selegilina
Inhibidores de la catecol O-metil
) Entacapona, tolcapona
Parkinson transferasa
Benzatropina, biperideno,
Antagonistas muscarinicos prociclidina, trihexifenidilo,
benzatropina
Estimulador de la liberacién de dopamina Amantadina
Antagonista del receptor A;4 de adenosina Istradefilina™
A Modulador glutamatérgico Riluzol
E
Captador de radicales libres Edaravona”™
Deplecionadores de monoaminas Tetrabenazina™”, reserpina
) Antagonistas dopaminérgicos Haloperidol, pimozida,
Huntington postsinapticos tiaprida, perfenazina
Agonistas dopaminérgicos presinapticos Bromocriptina, apomorfina

Tabla 1.3. Fdrmacos actualmente disponibles para el
neurodegenerativas.
Se administran conjuntamente.

*

tratamiento de

** No aprobado atin por la Agencia Europea del Medicamento (si por FDA y/o Japdn).
*** (Jnico aprobado especificamente para el corea de Hungtington.

las principales enfermedades

En la tabla 1.3 se recogen los tratamientos actualmente disponibles para las

enfermedades neurodegenerativas mas comunes, junto con su mecanismo de accién’4,

74 Mediavilla, A., Armijo, J. A., Flérez, J. Farmacologia humana, 62 ed., Elsevier-Masson, 2013.
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El principal problema al que se enfrenta el abordaje terapéutico de estas enfermedades
es la deteccidn tardia y la falta de un conocimiento detallado sobre los mecanismos
fisiopatoldgicos que conducen a la neurodegeneracion. Algunas estrategias propuestas
hace décadas, como es el caso de las terapias de reemplazo colinérgico o dopaminérgico
en las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, siguen plenamente vigentes. El caso de
la primera de estas enfermedades es especialmente representativo: el ultimo farmaco
aprobado hasta el recentisimo visto bueno del aducanumab habia sido la memantina en
el aflo 2003, y se calcula que cerca de 300 moléculas habian fracasado en su intento de
superar las fases de desarrollo clinico en las ultimas décadas’®. El aducanumab, un
anticuerpo monoclonal disefiado para reconocer especificamente los depdsitos de
péptido B-amiloide e inducir su eliminacidn, es de facto el primer farmaco aprobado que
se puede considerar una terapia modificadora de la enfermedad, pero su llegada se ha
visto envuelta de una fuerte polémica ya que muchos expertos ponen en duda la solidez
de los ensayos clinicos y la eficacia real del nuevo compuesto. Aunque sobre este
farmaco, aprobado de momento sdlo por la FDA (Food and Drug Administration, de los
EE. UU.), planea una duda mas que razonable, resulta esperanzador que el cambio de
paradigma en el abordaje de las enfermedades neurodegenerativas haya arrojado su
primer fruto, que esperemos se vea acompainado en un futuro préximo por otras nuevas

moléculas.

Muchas estrategias terapéuticas que parecen prometedoras en los ensayos preclinicos
se estrellan en el salto a los ensayos clinicos, lo que se ha dado en calificar como un
“valle de la muerte” terapéutico. Esto probablemente se debe a que actian demasiado
tarde, cuando la pérdida de masa neuronal estd demasiado avanzada, o porque tratan
de modular dianas que no estan realmente entre las causas primarias de la enfermedad.
Hoy en dia, hay una gran variedad de aproximaciones terapéuticas en desarrollo para
este tipo de enfermedades, siendo predominantes las anteriormente mencionadas
“terapias modificadoras de la enfermedad”, que pretenden retrasar, detener e incluso
revertir el curso de la misma’®. Con este objetivo se explora la modulacién de una gran

diversidad de dianas mediante entidades de diferente naturaleza como moléculas

7> Oxford, A. E., Stewart, E. S., Rohn, T. T. Int. J. Alzheimer’s Dis. 2020, 2020.
76 Cummings, J. Transl. Neurodegener. 2017, 6, 25.
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pequefas, anticuerpos monoclonales o terapia génica, entre otras. Una estrategia en
boga es el uso de ligandos multidiana, moléculas capaces de modular simultdneamente
varias dianas relacionadas con una enfermedad. Esta aproximacién se detallard en el

capitulo 6 de esta tesis doctoral.

1.2 La reaccion de Povarov

1.2.1 Importancia de los derivados de 1,2,3,4-tetrahidroquinolina

Los heterociclos nitrogenados suponen uno de los tipos de compuestos orgdnicos mas
importantes en la quimica organica, en general, y en la quimica farmacéutica en
particular. Baste mencionar que aproximadamente el 60 por ciento del total de
moléculas pequefias aprobadas para su uso terapéutico son heterociclos que contienen
uno o mas dtomos de nitrégeno’’. Dentro de este grupo, muy heterogéneo en cuanto a
su diversidad estructural, se encuentra el esqueleto de 1,2,3,4-tetrahidroquinolina, cuya
presencia en numerosas moléculas de origen natural o sintético con todo tipo de
utilidades le otorga una notable relevancia. Los alcaloides aislados de la corteza del arbol
Galipea officinalis, llamados (-)-angustureina, (-)-galipeina, (-)-galipinina y (-)-
cuspareina, son ejemplos de compuestos naturales que contienen el esqueleto de
1,2,3,4-tetrahidroquinolina y presentan, entre otras, una actividad antimaldrica
interesante’®. Las benzastatinas C y D, aisladas de bacterias del género Streptomyces,
han mostrado una notable actividad antiviral y captadora de radicales libres. También
encontramos ejemplos en la naturaleza de alcaloides con una estructura mas compleja
derivada del nucleo de 1,2,3,4-tetrahidroquinolina, como es el caso de la martinelina 'y
el dcido martinélico, dos pirroloquinolinas aislables de la raiz de la planta tropical
Martinella iquitosensis capaces de actuar sobre diversos receptores acoplados a

proteinas G.

7 Vitaku, E., Smith, D. T., Njardarson, J. T. J. Med. Chem. 2014, 57, 10257.
78 Mufioz, G. D., Dudley, G. B. Org. Prep. Proced. Int., 2015, 47, 179.
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CQ'”A(I?

(-)-galipinina

(o]
(o]
. Lo L,
O 1_NH
oy N
H T \/ﬁ/ Oxamniquina ij/\j\
NH

(-)-acido martinélico
Argatroban

Figura 1.9. Algunas tetrahidroquinolinas naturales y sintéticas de interés farmacéutico.

La quimica farmacéutica también ha explorado la sintesis de este tipo de compuestos
buscando actividades farmacoldgicas muy diferentes: antibacterianos, antivirales,
anticancerigenos, inhibidores enzimaticos, moduladores de receptores metabotrépicos,
ionotrdpicos y nucleares, etcétera. Por ejemplo, el torcetrapib es un inhibidor de la
proteina de transferencia de ésteres de colesterol que alcanzé la fase Ill de ensayos
clinicos para el tratamiento de la dislipemia, aunque fracasé por motivos de seguridad.
El argatroban es un inhibidor directo de la trombina aprobado por la FDA para la
profilaxis y tratamiento de la trombosis en pacientes con trombocitopenia tratados con
heparina, mientras que la oxamniquina es una tetrahidroquinolina con actividad
antihelmintica de uso comun para el tratamiento de la infeccién por Schistosoma
mansonii. También se encuentran algunos ejemplos de compuestos
tetrahidroquinolinicos con actividad antineurodegenerativa como 4BP-TQS, un
modulador alostérico de los receptores nicotinicos a7, el compuesto neurotroéfico |, el

inhibidor de la nNOS Il o el inhibidor de la y-secretasa 1117°:80,

Figura 1.10. Tetrahidroquinolinas sintéticas con actividad antineurodegenerativa

7 Muthukrishnan, 1., Sridharan, V., Menéndez, J. C. Chem. Rev. 2019, 119, 5057.
80 Ghashghaei, 0., Masdeu, C., Alonso, C., Palacios, F., Lavilla, R. Drug Discov. Today Technol. 2019, 29, 71.
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Algunos compuestos derivados de 1,2,3,4-tetrahidroquinolina han encontrado otras
posibles aplicaciones fuera de la medicina como ligandos de coordinacién para
reacciones convencionales o de sintesis asimétrica, colorantes, cristales moleculares,

pesticidas, etcétera.

A la vista de la importancia de este esqueleto en diferentes ramas de la quimica, no
resulta sorprendente el esfuerzo que se ha dedicado al desarrollo de diferentes
estrategias para la sintesis de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas, de modo que hoy en dia hay
una gran accesibilidad a este tipo de compuestos partiendo de sustratos muy diferentes
y con una diversidad estructural muy notable en lo que a los productos se refiere. Esta
tesis se centrard en uno de los métodos mas en boga en los Ultimos tiempos debido a su

versatilidad y simplicidad, basado en la reacciéon conocida como de Povarov.

1.2.2 Definicion y reseiia historica

La reaccidn de Povarov se puede definir como una reaccion de cicloadicion formal [4+2]
de tipo aza Diels-Alder entre N-ariliminas y olefinas de alta densidad electrénica, que se
caracteriza por ser un proceso de demanda electrénica inversa y requiere catalisis
acida®l. La reaccion recibié el nombre de su descubridor, el quimico ruso L. S. Povarov,
quien en 1963 publicé la obtencidn de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas mediante la reaccién
de N-ariliminas con vinil éteres aciclicos en presencia de BFs-Et,0. Sorprendentemente,
este procedimiento novedoso apenas fue explorado en los siguientes treinta afios, quiza
debido a los problemas de estabilidad de los compuestos de partida utilizados, la
necesidad de cantidades estequiométricas del catalizador y los rendimientos que
procuraba esta via, generalmente no demasiado brillantes. En 1995, Kobayashi et al.
utilizaron con éxito los triflatos de lantdnidos como catalizadores para la reaccién de
Povarov, tanto en la versién convencional como en la versidén multicomponente, que
habia sido aplicada por primera vez a este tipo de cicloadicion dos afios antes por
Narasaka et al. De este modo, la eficiencia y utilidad de la reaccién de Povarov se vieron
notablemente mejoradas, lo que propicié un enorme interés y un gran caudal de
publicaciones sobre este tema en las siguientes décadas. Gracias al trabajo de muchos

grupos de investigacion, se ha demostrado que una gran variedad de N-ariliminas e

81 Kouznetsov, V. V. Tetrahedron 2009, 65, 2721.
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incluso N-aciliminas de diferentes densidades electrdnicas pueden participar con éxito
en esta reaccion como dienos de partida, de igual modo que a los vinil éteres aciclicos
originales se han afadido otros muchos tipos de diendéfilos como vinil éteres ciclicos,
tioéteres, enaminas, enamidas, alquinos, etcétera. Por su parte, muchas especies
diferentes han demostrado su utilidad para catalizar esta cicloadicion: acidos de Lewis,
acidos de Bronsted, sales metalicas, resinas y liquidos idnicos son algunos ejemplos de

los catalizadores mas usados.

La descripcidn de la reaccion puede parecer un poco compleja, por lo que merece una
explicacion. La reaccion de Povarov se describe como una cicloadicién formal debido a
gue ocurre a través de la formacién de un intermedio, aunque como se explicard mas
adelante hay un intenso debate acerca del mecanismo de este proceso. Ademads, se
describe como una reaccién de demanda electrénica inversa debido a que el diendfilo
es la especie de elevada densidad electrénica que ataca al dieno, en contraposicién a
una reaccion de Diels-Alder clasica o de demanda electrénica normal, en la que el dieno
actua como nucledfilo en su reaccién con el dienéfilo. Dentro de las reacciones de Diels-
Alder que contienen un heterodtomo en el dieno o el diendfilo, se pueden distinguir las
de tipo oxa-Diels-Alder y las de tipo aza-Diels-Alder, perteneciendo la reaccién de

Povarov a este ultimo grupo.

1.2.3 Diversidad de la reaccion de Povarov

Debido al enorme aumento del numero de trabajos consagrados a la reaccion de
Povarov en los ultimos 25 afios, cualquier intento de clasificacidn se topa con la variedad
de sustratos y catalizadores empleados, asi como de las variaciones que se han
introducido respecto del concepto original. Se intentard por tanto dar una visién
temporal de la evolucién en este campo, prestando atencion a los ejemplos mas
representativos e innovadores, pero sin animo de ofrecer una revisién exhaustiva de
todo el trabajo realizado en el dmbito, algo que excederia con mucho el objeto de esta

introduccion.

Como no puede ser de otra manera, hay que empezar mencionando el trabajo original.
En 1963, el grupo de L. S. Povarov publicd dos trabajos en los que describia una variante
de la reacciéon de Diels-Alder que involucraba la cicloadicién [4+2] entre las N-

arilaldiminas | y distintos diendfilos ciclicos o aciclicos. El nuevo protocolo, asistido por
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BF3-Et,0 como catalizador estequiométrico, permitia la formacion de las 1,2,3,4-
tetrahidroquinolinas Il con rendimientos moderados®?83, En estos articulos también se
describe la conversién de los productos en las quinolinas correspondientes IV a través
de un tratamiento con acido p-toluenosulfénico. El propio grupo de Povarov dedicd sus
esfuerzos en los afios siguientes a la exploracidn de la versatilidad de la nueva reaccién
descubierta, asi como a estudiar los posibles mecanismos que la rigen®*. A partir de ahi,
encontramos en este campo un vacio de casi treinta afos sélo salpicado por algun
trabajo esporadico, como el de Joh y Hagihara en 1967, en el que utilizaron el
octacarbonilo de dicobalto como catalizador de la reaccion obteniendo mezclas de

tetrahidroquinolinas y quinolinas®.

XR

N BF3-Et,0 N ' oxidacion
R+ > R+ >

= Né\@ Benceno/AcOEt
n

Esquema 1.1. Resumen de los trabajos inaugurales del grupo de Povarov en la sintesis de tetrahidroquinolinas y
quinolinas a través de la reaccion a la que dio nombre.

\
Iz

En 1993, Narasaka et al. publicaron el que se considera el primer ejemplo de reaccidn
de Povarov multicomponente®, aunque anteriormente Grieco et al. habian publicado
la ciclocondensacion multicomponente del ciclopentadieno con derivados de anilina y
aldehidos aromaticos en medio dcido mediante un proceso que, aunque se ha dado en

llamar reaccion de Grieco, se puede considerar una variante de la reaccién de Povarov®’.

82 povarov, L. S.; Mikhailov, B. M. Izv. Akad. Nauk SSSR, Ser. Khim. 1963, 955.

8 povarov, L. S., Grigos, V. I., Mikhailov, B. M. Bull. Acad. Sci. USSR, Div. Chem. Sci. 1963, 12, 1878.

84 por ejemplo: a) Mikhailov, B. M.; Povarov, L. S.; Grigos, V, |.; Karakhanov, R. A. Izv. Akad. Nauk SSSR, Ser.
Khim. 1964, 9, 1693. b) Povarov, L. S.; Grigos, V. |.; Karakhanov, R. A.; Mikhailov, B. M. Izv. Akad. Nauk
SSSR, Ser. Khim. 1965, 2, 365. c) Povarov, L. S. Izv. Akad. Nauk SSSR, Ser. Khim. 1966, 2, 337.

8 Joh, T., Hagihara, N. Tetrahedron Lett., 1967, 8, 4199.

8 Narasaka, K., Shibata, T. Heterocycles. 1993, 35, 1039.

87 Grieco, P. A., Bahsas, A. Tetrahedron Lett. 1988, 29, 5855.
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JL mn

R;” “SEt 3

I RN NP I B g W
NH, H™ "R, N>R N R, >= H, SiMe;

tolueno, 0 °C 1 CH,CI, t.a.
1 Il v

4 ejemplos

o 0 y 70-87%
- F
N o& H
i H
b) RO\P«H ¢ F J\© - - R@i? R= COOH, NO, CI
| B : CHLCN, ta. N ©
@ v

4 ejemplos
mn 82-98%

Esquema 1.2. Variantes multicomponente de Narasaka (a) y de Grieco (b)

En 1995 llegé el trabajo de Kobayashi que dio un espaldarazo definitivo a las opciones
de esta reaccidn de convertirse en una estrategia sintética realmente util, al demostrar
que los triflatos de lantanidos podian, en cantidades cataliticas, facilitar la reaccidon de
Povarov entre aldiminas y diversos vinil éteres o tioéteres aciclicos tanto en su versién
cldsica, como en la versidn multicomponente. EI mismo grupo de investigacion
desarrollé el afio siguiente la primera reaccidén de Povarov enantioselectiva, aunque este

tema se tratard mas tarde de forma separada®:.

JLII

R. R.
- 2 3 Ry Rs
Ry Yb(OTf); (0,1 eq) R O R;=H, OMe, CI
A~ - . 1 R,= H, Ph
N [ 2= H,
/\@ CH;CN, 0 °C 6 t.a. H O Ry= OEt, SPh, OSiMe,
1 11l
7 ejemplos
70-99%
rSPh rOEt
| ‘ OMe
& Ji
m Me;SiO
XR

o Yb(OTf); (0,05-0,2 eq) g _
)+ X : r S
NH, H R CH,CN, ta. NTR, » CO;

1 L} v

12 ejemplos
56-99%

Esquema 1.3. Reaccion de Povarov cldsica y multicomponente estudiadas por Kobayashi et al.
Otro ejemplo del uso de diendfilos aciclicos viene recogido en una publicacién de
nuestro grupo de investigacion del afio 2008, en la que se describe la sintesis

multicomponente de las cis 2-aril-4-alcoxi-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas IV a partir de

8 Kobayashi, S., Ishitani, H., Nagayama, S. Synthesis, 1995, 9, 1195.
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vinil éteres, aldehidos aromaticos y derivados de anilina, catalizada por nitrato cérico

amonico®.
R, o
H
NH, CAN (0,05eq) Rt Rq=H, F, CI, Me, OMe
R, R,=H, CI, Me
| I CH;CN, t.a. N R;= Et, Bu
OR; H
ﬁ v R

m 10 ejemplos
67-77%
dr (cis:trans): 92:8-97:3

Esquema 1.4. Sintesis multicomponente de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas por Sridharan et al.

La reaccién de Povarov ha demostrado admitir una gran variedad de diendfilos. Una
opcién empleada de forma muy frecuente es el uso de éteres ciclicos, que permiten el
acceso a tetrahidroquinolinas fusionadas. Un ejemplo de esta aproximacién se puede
encontrar en el trabajo de Crousse et al., en el que el triflato de iterbio y el BFs-Et,0
catalizan la reaccién entre ariliminas preformadas y vinil éteres aciclicos, dihidrofurano
o dihidropirano, obteniendo en el caso de los diendfilos ciclicos la correspondiente
hexahidrofuroquinolina Ill o hexahidropiranoquinolina IV con buenos rendimientos y
moderadas diastereoselectividades. Los sustituyentes de los carbonos 3 y 4 (los de la
cara de fusién) se encuentran en una disposicién cis, mientras que la diastereoselecciéon
entre los sustituyentes de las posiciones 2 y 4 oscila entre 1,8:1 y 9:1 (cis:trans). Mas
tarde se razonard el mecanismo de diastereoseleccidn en la reaccién de Povarov®.

o
o MeO Método a): 84%, dr=9:1 (cis:trans)
E} Método b): 74%, dr=2,3:1
o) BFELO (011 eq) N~ CF,

—

MeO Tolueno, -78 °C ] H
g, o2 | oy
N CF, @ o

Yb(OTf)3 . )
1 b) (0,05eq) L~ . MeO Método a): 86%, dr=1,8:1 (cis:trans)
CH3CN, t.a. Método b): 87%, dr=2,3:1
N CF
H 3
\%

Esquema 1.5. Empleo de diendfilos ciclicos en la reaccion de Povarov por Crousse et al.

También se ha investigado ampliamente el uso de diversas enamidas como diendfilos
activados en la reacciéon de Povarov. Por ejemplo, Astudillo et al. emplearon la N-
vinilpirrolidona para llevar a cabo una versién multicomponente de la reaccién

catalizada por BiCls bajo irradiacion de microondas y sin necesidad de disolvente, lo que

8 Sridharan, V., Avendafio, C., Menéndez, J. C. Synthesis, 2008, 7, 1039.
% Crousse, B., Bégué, J. P., Bonnet-Delpon, D. J. Org. Chem. 2000, 65, 5009.
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supone ademas un ejemplo de aplicacion de los preceptos de la quimica verde a esta
reaccion®!. Vicente-Garcia et al. fueron un paso mas alld al conseguir obtener un
derivado de espirotetrahidroquinolina mediante el uso de una N-alquilpirrolidona con
un doble enlace exociclico, en un trabajo en el que también exploraron el uso de

diferentes lactamas insaturadas®?.

(o]
o,
OEt
NH, o
| n

Bn CH4CN, 80 °C, MW

Sc(0Tf); (0,2 eq)

m 60%, dr (cis:trans): 1:1

Esquema 1.6. Sintesis multicomponente de una espirotetrahidroquinolina por Vicente-Garcia et al.

En lo que respecta al uso de enaminas, nuestro grupo publicé una variante de la reaccion
de Povarov en la que se usaban N-alquil-1,4-dihidropiridinas como diendfilo y triflato de
iterbio como acido de Lewis para facilitar la reaccién, obteniéndose las resultantes

hexahidrobenzonaftiridinas con buenos rendimientos, pero baja diastereoseleccion®3.

R; OEt
Ry | N | Yb(OTf); (0,1eq) R R= Me, OMe
—_— R,=H, Me
~__OEt * OEt Et o2 "
N/\n/ CH,4CN, t.a. R;= alil, n-Bu
R, o] o
| 1]
6 ejemplos
61-75%
dr 2:1

Esquema 1.7. Sintesis de derivados de hexahidrobenzo[h][1,6]naftiridina a través de una reaccién de Povarov por
Maiti et al.

El empleo de alquenos simples, cicliclos y aciclicos, también estd ampliamente
documentado. Por ejemplo, Bohdrquez et al. prepararon los ariliminios Il partiendo de
anilinas N-sustituidas y formaldehido, y los hicieron reaccionar con los fenilpropenos
trans-anetol y trans-eugenol en presencia de BFs-Et,0, accediendo asi a una serie de
derivados de trans-3-metil-4-aril-1,2,3,4-tetrahidroquinolina °* . La reaccion
multicomponente de 4-aminoacetofenona con diversos aldehidos aromaticos vy

ciclopentadieno permitié la sintesis de una quimioteca de compuestos agonistas del

9 Astudillo, L. S., Gutiérrez, M.; Gaete, H., Kouznetsov, V. V., Meléndez, C. M., Palenzuela, J. A.; Vallejos,
G. Lett. Org. Chem. 2009, 6, 208.

92 Vicente-Garecia, E., Catti, F., Ramdn, R., Lavilla, R. Org. Lett. 2010, 12, 860.

9 Maiti, S., Sridharan, V., Menéndez, J. C. J. Comb. Chem. 2010, 12, 713.

% Bohérquez, A. R. R., Kouznetsov, V. V. Synlett. 2010, 6, 970.
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receptor de estrégenos acoplado a proteinas G GPR-30, en un proceso catalizado por

triflato de escandio®.

OR.
R, 2 R
Rzo\@\/\ ©/ |
8 ejemplos
35% )
CH,0- F : 49-77%

a) F meoH Ri BF;-Et,0 (1,1 eq) R1\©\/j/ dr2:1
_ — = 5 R,= H, Me, OMe, Cl
N 0° ﬁ/\© CH4CN, reflujo N R,=H, Me
Rs= H, OMe
i U

o o]
0 [
b) L Sc(0Tf); (0,1 eq) O
H™ A -
NH, d CHCN, ta. N” Ar
H
1
0 y
14 ejemplos

i 70-98%
dr1,7-24:1

Esquema 1.8. Empleo de alquenos como diendfilos por Bohdrquez et al. (a) y Burai et al. (b)

Los alquinos también han demostrado su capacidad para sufrir una cicloadicion [4+2]
con N-ariliminas para dar lugar a los productos de Povarov. Resulta interesante el
trabajo de Chen et al. en el que los o-propargil-benzaldehidos Il se hicieron reaccionar
con diversas anilinas en presencia sélo de tamices moleculares de 4 A para obtener una
quimioteca de indeno[1,2-b]quinolinas. El procedimiento destaca no sélo por la
ausencia de un catalizador y por el uso de un alquino, sino ademads porque la cicloadiciéon

consiste en un proceso intramolecular que sucede tras la formacién de la imina de

[o] R,
H R 4 AMS BN Ry= H, hal()g_er'lo,
R, + 2 ————> Ry alquil, alcoxi, éster,
NH, = DCE, 80° N7 Q benzo-fusionado
OR R,= aril, heteroaril,
I L]

| alquil

partida®®.

21 ejemplos
46-92%

Esquema 1.9. Cicloadicion intramolecular de tipo Povarov utilizando un alquino como funcion diendfila por Chen et al.
La reaccién de Povarov viniloga involucra el uso de un dieno o un diendfilo con una
funcién insaturada extendida. En el caso de que dicha funcién se encuentre en el
diendfilo, se habla de una reaccidon de Povarov viniloga de tipo |. Nuestro grupo de
investigacidn tiene una larga tradicidon de trabajo en este tipo de procesos utilizando

N,N-dimetilhidrazonas o,B-insaturadas como funcion diendfila y tricloruro de indio

% Burai, R., Ramesh, C., Shorty, M., Curpan, R., Bologa, C., Sklar, L. A., Oprea, T., Prossnitz, E. R., Arterburn,
J. B. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 2252.
% Chen, M., Sun, N., Liu, Y. Org. Lett. 2013, 15, 5574.
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como catalizador®’, proyecto del que también emana esta tesis. En cuanto a la reaccion
de Povarov viniloga de tipo I, en la que la funcidn insaturada extendida se encuentra en
el dieno, nuestro grupo sentd precedente con la reaccién multicomponente, catalizada
por nitrato cérico amaénico, entre las anilinas |, los vinil éteres Il y los derivados del
cinamaldehido lll. Las 2-estiriltetrahidroquinolinas resultantes IV se pueden convertir

en las quinolinas correspondientes mediante su oxidacién con DDQ o CAN%,

R4=H, Me, OMe

R,=H, Me, OMe

R;= H, Me, OMe,
Cl, Br

/N InCI3 (0,1 eq)
/\@\ /g CH4CN, ta.

R;

12 ejemplos

70-93%
dr 1:0

OR - 19 ejemplos, 40-85%

V' dr (ét. ciclicos): 1-1.5:1

CAN (0 05-0,15 eq) | dr (ét. aciclicos): 1:0
NH, R
CHscN ta.

R,
v
.. R;{=H, Me, OMe,
m F, Cl, Br
Ry= H, NO, DDQ/CAN

Esquema 1.10. Reacciones de Povarov vinologas desarrolladas por Sridharan et al.: de tipo I (a) y de tipo Il (b)

Como se puede observar, este Ultimo ejemplo comporta la variacién del azadieno de
partida. Otra variante admitida en el dieno consiste en el empleo de a-cetoaldehidos
para la sintesis de la N-arilimina de partida, lo que permite el acceso a estructuras del
tipo 2-aciltetrahidroquinolina. Bunescu et al. publicaron un ejemplo de este tipo de
aproximacion, llevando a cabo una reaccién multicomponente catalizada por Yb(TfO)s
entre alquenos (ciclicos o aciclicos), anilinas y glioxales aromaticos o alifaticos,
obteniendo una quimioteca de 2-aciltetrahidroquinolinas simples o fusionadas con una
notable variedad estructural®®. También nuestro grupo de investigacién amplid la
reaccidon de Povarov viniloga de tipo | anteriormente sefialada al uso de glioxales con el

mismo fin, destacando ademas la posibilidad de usar derivados de la isatina en la sintesis

9 Sridharan, V., Perumal, P. T., Avendafio, C., Menéndez, J. C. Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 1351.
%8 Sridharan, V., Avendafio, C., Menéndez, J. C. Tetrahedron. 2009, 65, 2087.
% Bunescu, A., Wang, Q., Zhu, J. Org. Lett. 2014, 16, 1756.
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de las iminas de partida para la obtencion de compuestos espiranicos en forma de un

solo diastereoisémerol®.

OH SN N—
|
HO R N v 13 ejemplos
o 50-95%
T P Re Ry R, dr (cis:trans): 1:1-1:0
/E( Rs
R, = Na,SO, anh. m InCl, (0,1 eq) \
17 _
Z“NH, CH,Cl, ta. CH,CN, ta. _ N—
) / .
1

0 _0 2 .
L = N<R O 2 ejemplos
o N7 3 N 44-51%
0o H —N dr (cis:trans): 1:0
o R;=H, Me, OMe (o] R
N il R,= aril, heteroaril, OEt 3
Vi

\ Ry=H, Bn
vi 5= H,

Rs R,=H, Me, Et

Rs= H, Et

Esquema 1.11. Sintesis de 2-aciltetrahidroquinolinas por Bianchini et al.

Como ya se ha sefalado, los acidos de Lewis son los catalizadores mas populares para
esta reaccion, habiéndose utilizado una enorme variedad de ellos. Las caracteristicas del
mecanismo de la reaccién, que se discutirdn posteriormente, han animado a ensayar
otros tipos de catalisis en el proceso, como la mediada por acidos de Bronsted, resinas,
liquidos idnicos, etcétera. Un ejemplo interesante fue desarrollado por Zhu et al., que
describieron la sintesis de los curiosos derivados de tetrahidroquinolina Ill con un anillo
espiranico de ciclopropano en la posicion 3 a partir de N-aciliminas y
metilenciclopropanos, que puede ser catalizada tanto por acido triflico como por la
montmorillonita K-10, una arcilla de caracter acido'°l. Mert-Balci et al., en cambio,
publicaron un estudio sobre la capacidad de diversos liquidos idnicos como sales de
guanidinio y de imidazolio para catalizar la reaccién multicomponente entre anilina,
benzaldehido y diversos diendfilos a diversas temperaturas y bajo irradiacion por
microondas!®. Un udltimo ejemplo, que refleja la pauta general que intenta imbricar
cada vez mas la quimica con la biologia, viene de la mano de Li et al., quienes en 2015
dieron a conocer una versién multicomponente de la reaccién de Povarov partiendo de
distintos aldehidos aromaticos, vinil éteres ciclicos y anilinas catalizada por una

preparacion de a-quimotripsina de pancreas bovino, con excelentes resultados en

100 gjanchini, G., Ribelles, P., Becerra, D., Ramos, M. T., Menéndez, J. C. Org. Chem. Front. 2016, 3, 412.
101 7hu, Z. B., Shao, L. X., Shi, M. Eur. J. Org. Chem. 2009, 15, 2576.
102 Mert-Balci, F., Imrich, H. G., Conrad, J., Beifuss, U. Helv. Chim. Acta. 2013, 96, 1681.
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términos de rendimiento y diastereoselectividad de las tetrahidroquinolinas
obtenidas®3,
Ry R,= H, Me, OMe, CI
R R,= F, Cl, Me, OMe, NO,
3

R, a) TFOH (0,1 eq) R;= H, Me, 4-F/CliMe/OMe-

R N //| DCE, 5 °C ] CeH,
1
NN OE X Re ————= ™ OEt
N/\ﬂ/ b) mont. K-10 N
o DCE, t.a. o]

1 ] 1]
13 ejemplos
68-99%

Esquema 1.12. Sintesis de 3-espirotetrahidroquinolinas catalizada por dcido triflico o montmorillonita K-10 por Zhu et
al.

Una vez se han descrito numerosos ejemplos de reacciones de Povarov de dos y tres
componentes, es necesario sefialar que se pueden encontrar algunos ejemplos en la
literatura de una version tetracomponente. Por ejemplo, Rong et al. describieron una
reaccion del tipo AA’BB” a partir de anilinas y aldehidos alifaticos que conducia a la
formacién de los productos polisustituidos Ill, con la particularidad de que la
transformacién no requirié el uso de ningln catalizador. Para explicar el proceso se
propuso que, a la condensacién de la anilina con el aldehido, le sucedia la formacién de
un equilibrio tautomérico entre la imina y la enamina correspondiente, adquiriendo esta
ultima el papel de diendfilo para dar lugar a la cicloadicion. Este protocolo reviste
especial interés gracias a su utilidad para la sintesis total de los alcaloides martinelina 'y
acido martinélico®,

£
NH

"R,
~EL, JV e L T
THF, 60 °C N~ 2

H

L]
12 ejemplos
24-98%
R;= Me, MeO, Br, NHBoc, OTBS
R,= aril, alquil

E jxf&\/Rz R4 R
o N 1
A N NH

R1_: + R —
2
= NH, H)J\/

& ~ I%Rz R,
—A “, R 1 ., R
@N Rz H -2 N 1, N2

Esquema 1.13. Reaccion de Povarov tetracomponente por Rong et al. Mecanismo propuesto para la reaccion a
través de una tautomeria imina-enamina.

—_—

103 j, L. P., Cai, X., Xiang, Y., Zhang, Y., Song, J., Yang, D. C., Guan, Z., He, Y. H. Green Chem. 2015, 17, 3148.
104 Rong, Z., Li, Q., Lin, W., Jia, Y. Tetrahedron Lett. 2013, 54, 4432,
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Nuestro grupo de investigacion también ha trabajado en el desarrollo de reacciones
multicomponente del tipo AA"BC catalizadas por nitrato cérico amonico, usando etil vinil
éter como diendfilo. Las repulsiones estéricas presentes en el intermedio de la
cicloadicion entre el grupo alcoxilo del diendfilo y el sustitutente en el carbono 3 de la
anilina explican que, en lugar de la reaccién de Friedel-Crafts intramolecular que deberia
tener lugar, se produzca el ataque de una segunda molécula de anilina, rindiendo el
producto AA’'BC. El protocolo se llevé un paso mas alla para conseguir productos del tipo

ABCD, mediante el empleo de dos anilinas de partida diferentes®>,

o
H
)K©>R1 CAN (0,1 eq)
Ittt
n Rz@ CH4CN, ta.
| NH, roﬂ NH

R,

2
v

8 ejemplos R4=H, Me, OMe, CI, Br
L 72-88% R,=Cl, Cl, Br

{ OEt
ﬁ Y ce(lv) EtO
/ —_ \@/Ar — A N Ar
l::lé\Ar Ce(lV) H
Ce(IV)
Rz©\ Ix EtOH
NH,
Ar
M Ce(IV) EtO
N\
\Q/Ar — A N Ar
Ce(IV) H

aprox. endo desfavorecida
Ce(lV)
A N A
r—m r

\
N NH {
)\r Ar

aprox. exo favorecida

-z

Esquema 1.14. Reaccidon de Povarov multicomponente del tipo ABCD por Ribelles et al. Justificacion mecanistica para
la formacion de las estructuras V en su forma trans.

Otra variante muy util para el acceso a estructuras policiclicas mas complejas consiste
en el uso de aldehidos o anilinas de partida que presentan un grupo funcional
susceptible de funcionar como dienéfilo, de manera que la N-arilimina resultante puede
sufrir un proceso de cicloadicion intramolecular. Muthukrishnan et al., por ejemplo,

desarrollaron un proceso para la obtencidon de dihidrodibenzo[b,h][1,6]naftiridinas

105 Ribelles, P., Sridharan, V., Villacampa, M., Ramos, M. T., Menéndez, J. C. Org. Biomol. Chem. 2013, 11,
569.
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catalizado por CuBr; mediante el empleo de 2-(N-propargilamino)benzaldehidos en los
que la funcién alquino, tras la formacién del azadieno por la condensacidn entre el grupo
aldehido y la anilina correspondiente, hace las veces de diendfilo para dar lugar a la
cicloadicion de Povarov. La reaccidon genera las dihidroquinolinas, que se oxidan al aire

para dar lugar a las quinolinas 111,

Ts R;
J Pz
=
N/ CuBr, (0,1 eq) [0]
R4 + R, H
NH, Tolueno, t.a.
(o]
1 [}

R4=H, Me, OMe, F, CI, Br, (-CH-),

R,=H, OMe, Br

R;=H, Ph 24 ejemplos
73-89%

Esquema  1.15. Reaccion de Povarov intramolecular conducente a la  formacion de 5,6-
dihidrodibenzo[b,h][1,6]naftiridinas por Muthukrishnan et al.

En los ultimos afios se han publicado varios ejemplos de lo que se conoce como reaccion
de Povarov oxidativa, en la que la cicloadicion ocurre mediante procesos de
transferencia de electrones catalizados por el aire o diversos oxidantes,
fotocatalizadores, etcétera. Una aplicacion muy curiosa de esta aproximacion corrid a
cargo de Gao et al., quienes lograron la cicloadicion [4+2] de diversas N, N-dimetilanilinas
con fulereno C-60 empleando CuCl, como catalizador y O, del aire como oxidante,
obteniendo los productos de Povarov con rendimientos modestos, si bien Ia
particularidad de los productos obtenidos compensa sin duda este inconveniente
(esquema 1.16). Se propuso un mecanismo de reaccién que comenzaria con la
transferencia de un electréon de la N,N-dimetilanilina al complejo de cobre, seguido por
la pérdida de un protdn para originar la especie radicalaria b. Posteriormente, se
produce la adicién radicalaria electrofilica del fulereno y la subsiguiente ciclacién que
origina el radical ciclohexadienil d, el cual recupera la aromaticidad para generar el
derivado de fulereno final mediante una segunda transferencia de un electréon y la

eliminacién de un protén mediadas por el Cu(ll) y el 021%7.

Si en vez de una anilina se emplea como producto de partida un derivado de piridina, la
reaccion de Povarov permite la obtencidon de derivados de naftiridina, que también

cuentan con numerosas aplicaciones bioldgicas y de otra indole. Alonso et al.

106 Muthukrishnan, 1., Vinoth, P., Vivekanand, T., Nagarajan, S., Maheswari, C. U., Menéndez, J. C.,
Sridharan, V. J. Org. Chem. 2016, 81, 1116.
197 Gao, W., lin, B, Peng, R., Yu, Y., Shan, D., Chu, S. Ind. Eng. Chem. Res. 2016, 55, 10507.
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describieron la sintesis por pasos y multicomponente de wuna serie de
indeno[1,5]naftiridinas a partir de 4-aminopiridina, diferentes benzaldehidos e indeno

como diendfilo, catalizada por BF3-Et20 (esquema 1.17)%,

7 ejemplos
19-44%
R4=H, alquil, alcoxi, haluro

I H', &
cu(llyio,

CuCl, (0,05 eq)

B ——
PhCI/CH3CN (10:2)
60 °C, aire

Esquema 1.16. Version oxidativa de la reaccion de Povarov desarrollada por Gao et al. Mecanismo de adicion del

fulereno Ceo sobre la dimetilanilina.
v
7 ejemplos
’ \ 67-91%
o I )\ R4=H,F,F, CF;3 NO,
NTX BF3-Et,0 (2eq) N“TX N X=C,N
| * H A |
Z NH, | x CHCl5 60°C Z>N @
= H
1 *1 MS 4 A/ Vv _X
Ry
cHel, soec™ N7

|
MS 4 A ZSNOR,

|

v

g

BF;-Et,0 (2 eq)

Esquema 1.17. Sintesis por pasos o multicomponente de tetrahidroindeno[1,5]naftiridinas por Alonso et al.

Se ha dejado deliberadamente aparte la versidén asimétrica de la reaccidon de Povarov,
cuyo desarrollo centré el interés de numerosos grupos de investigacion desde el
momento en que se demostrd el potencial de esta reaccién para la obtencién de
compuestos interesantes cuyo acceso sintético resultaba muy complicado con las
metodologias anteriormente disponibles. Hay que remontarse a 1996 para encontrar el
primer trabajo de este tipo, realizado por el grupo de Kobayashi e Ishitani, procediendo
por tanto de los mismos investigadores que revolucionaron el panorama de la reaccion

de Povarov convencional. Aprovechandose de su experiencia en el uso de triflatos de

108 Alonso, C., Fuertes, M., Gonzalez, M., Rubiales, G., Tesauro, C., Knudsen, B. R., Palacios, F. Eur. J. Med.
Chem. 2016, 115, 179.

64



Capitulo 1. Introduccidn

lantanidos para catalizar la reaccion, idearon un complejo de triflato de iterbio con DBU
y (R)-BINOL que fue capaz no sélo de catalizar la reaccidn, sino de hacerlo de manera
gue sélo se formase un enantiomero. Como materiales de partida, este método empled
N-arilmetiliden-2-hidroxianilinas y diversos vinil éteres o ciclopentadieno. Como se
puede ver en el esquema 1.18, la enantioselectividad se basa en la formaciéon de un
complejo bidentado entre el catalizador quiral y la imina de partida, siendo esencial la

presencia de un grupo hidroxilo en la anilina debido a su capacidad para formar un

enlace de hidrégeno con el derivado de piridina utilizado como aditivo en el proceso®?,
Complejo quiral Yb (0,1-0,2 eq) Ry
=\ DPP/DTPB/DTPMB (1 eq) R,
NR * Rz R >
Hoo 1 I CH,Cl,, -15 6 -45 °C N R,
° MS 4 A o Hm
R4= Ph, a-naftil, c-C¢Hqy 11 ejemplos
R,R;= (H, OEt), (H, OBu), 52-90%
(-CH=CHCH,-), (-OCH,CH,-) dr: 66:34-99:1 (cis:trans)

ee: 61-91%

Esquema 1.18. Primer ejemplo de reaccion de Povarov enantioselectiva, por Ishitani y Kobayashi. Estado de transicion
propuesto para la induccion de la enantioselectividad.

Los primeros ejemplos de reaccion de Povarov enantioselectiva fueron catalizados por
diversos complejos quirales de acidos de Lewis, pero las limitaciones estructurales en
los compuestos de partida que imponia a menudo este tipo de aproximacién animaron
a explorar otras alternativas. De este modo surgid la catalisis mediante acidos fosféricos
quirales que protonan directamente la imina para facilitar la primera adicién “tipo
Mannich” del proceso, que acabd por convertirse en el método mads popular. Esta
estrategia requiere, generalmente, la presencia de un grupo acido en uno de los
sustratos de la reaccién para poder establecer la coordinacién adecuada con la unidad
quiral. El primer precedente lo sentaron Akiyama et al. en 2006 catalizando con un acido
fosférico derivado del (R)-BINOL la reaccion entre diferentes aldiminas derivadas de la
2-hidroxianilina y vinil éteres ciclicos o aciclicos. La configuracidon absoluta de los

productos se explica por la coordinacion del catalizador con el azadieno de partida, en

109 |shitani, H., Kobayashi, S. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 7357.
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la que el grupo fendlico sigue desempefiando un papel fundamental y que determina

que el ataque se realice por la cara Re?10,

OR,
NN [
—R R
OH |© ! 1] ?

R;=H, CH;_ Cl, Br, 2-naftil
Ry, Ry= (Et, H),(n-Bu, H), (Bn, H),

(R)-IV (0,1 eq)

Tolueno, 0 6 -10 °C

]
12 ejemplos
59-95%
dr: 96:4-99:1 (cis:trans)
ee: 87-97%

(-CH,CH,-)(-CH,CH,CH,-)
9-Antril

WH
99 o oo
A
/P\ @
0 "0-Hu,y
o, om
9-Antril Ar” ~H [

(R)-V R,

Esquema 1.19. Reaccidn de Povarov asimétrica catalizada por un dcido fosférico derivado del (R)-BINOL, por Akiyama
et al. Estructura del complejo entre el catalizador y el dieno de partida.

Al igual que en la versidon convencional, la variedad de sustratos empleados en la
reacciéon de Povarov enantioselectiva catalizada por acidos fosféricos quirales ha
experimentado una notable expansion. Los N-vinilcarbamatos son uno de los diendfilos
mas populares, existiendo numerosos ejemplos de su aplicacion a este tipo de sintesis.
Destaca el trabajo de Liu et al. publicado en el afio 2009, ya que ademas de ser pionero
en el empleo de estos carbamatos, también es la primera reaccién ulticomponente
publicada en este campo, y también el primer ejemplo en el que se utilizaron aldehidos
alifaticos. El procedimiento involucra el uso de aldehidos alifaticos o aromaticos, anilinas
de distintas densidades electrénicas, el N-vinilcarbamato de bencilo como diendfilo de
referencia, y un acido fosforico derivado del (R)-BINOL como catalizador. Animados por
la robustez demostrada por el método, lo aplicaron con éxito a la sintesis del
hipolipemiante torcetrapib. En este caso, el grupo NH del carbamato es el encargado de
establecer, junto con el nitrégeno iminico, las interacciones necesarias para garantizar
la enantioselectividad de la cicloadicion, y esta diferencia explica el hecho de que el
ataque del diendfilo se produzca por la cara Si, al contrario que en el procedimiento
descrito por Akiyama!!l., Caruana et al. describieron la primera reacciéon de Povarov
asimétrica viniloga, haciendo reaccionar distintas N-ariliminas con 1-N-acilamino-1,3-

butadienos en presencia, una vez mas, de un acido fosférico derivado del (R)-BINOL2,

110 Akiyama, T., Morita, H., Fuchibe, K. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 13070.
11 Lju, H., Dagousset, G., Masson, G., Retailleau, P., Zhu, J. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 4598.
112 caruana, L., Fochi, M., Ranieri, S., Mazzanti, A., Bernardi, L. ChemComm. 2013, 49, 880.
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NHCbz
i W NHCbz 17 ejemplos
Vlla (0,1 eq) 57-90%
R4 dr: >95:5
N CH,Cl, 06 -30 °C N“YR, ee:>91%
Rig s v P
NH, L NHR,
o = Vv N 17 ejemplos
)L Vilb (0,1 eq) 57-93%
Ry H ———————— R, dr:7:1-20:1
I CH,Cl, -30 °C NTR, ee: 75-98%
=Bn. |
Ry=H, MeO, CF; Cl, CO,Et, n- R3=Bn, 'Bu, (CF;),Ph vi
Bu, Br, |
Ry=aril, heteroaril, alquil
0 Br,
NHCbz
NHCb
E.C * Fy 1) Hy, PAIC F,C
3 CICO,Et 2) CICOzMe
— >
N Pir, CH,Cl, N Pir, '‘BuOH
H
O~ "OEt OEt OEt
Vg VIil, 88% 1X, 81%
’ e torcetrapib, 79%
5,0
Ry
Ry N7,
( ””Hio‘P’ -
Ataque favorecido l g o—
por la cara Si N—Hw
|
Cbz NHGP
NHGP =
N ‘ IVa (0,025 eq)
Ri = 2N ’ Ry
N "R, ‘ Tolueno, t.a N" R,
| 1} H
Ry=H, OCHj, GP: Cbz n
(OCH,), Br, c Boc, 20 ejemplos
Ry= aril, Alloc R 25.94%
:qutﬁ:loarll, ‘O dr: 1:0 (cis:trans)
. ! 0
o o ee: 87-99%

Sl
R

IVa: (Hg), R=9-antril
IVb: R= 2,4,6('Pr);C¢H,

—
/\© IVb

N CH,CI, ta.

(0,1 eq)

91%, 96:4 dr, 99% ee

Esquema 1.20. a) Empleo de N-vinilcarbamatos como diendfilos en la reaccion de Povarov asimétrica por Liu et al.
Mecanismo de induccion de la enantioselectividad y aplicacion del método a la sintesis del hipolipemiante torcetrapib.
b) Primera reaccion de Povarov viniloga por Caruana et al.

Los vinilarenos son otro tipo de diendfilos aplicados a esta metodologia, siendo notable

la diversidad estructural de los mismos: derivados del estireno, vinilindoles, etcétera. Un

ejemplo destacable fue desarrollado por Jarrige et al., consistente en una cicloadiciéon

enantioselectiva intramolecular que parte del uso de 2-hidroxianilinas y los derivados

del aldehido salicilico ll, en los que el alqueno funciona como funcidn diendfila después
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de la formacidn de la imina. El procedimiento, catalizado por un acido fosférico derivado
del (R)-BINOL, permite la obtencién de derivados de trans,trans-tetrahidrocromeno[4,3-
b]quinolin-6-ona y tetrahidrodibenzo[1,6]naftiridin-6-ona con buenos rendimientos y

enantioselectividades!3.

OH
R
R 2\ A 22 ejemplos
v (o 01 eq) 73-99 %
NHZ dr: >99:1
12DCE ta. @ ee: 8198 %
I/ P
R, OH
COY L, e
O OH R2 H, F, CI, Br, Me, OMe

N R;= H, OMe, CI

oy, e
R

IV R=2,4,6-(Pr);C,Hg

Esquema 1.21. Reaccion de Povarov asimétrica desarrollada por Jarrige et al.

No sdlo el diendfilo es susceptible de variaciones estructurales, sino que también se ha
investigado el uso de cetonas para la obtencién de las N-ariliminas de partida, en lugar
de aldehidos. Shi et al. publicaron en el afio 2013 una sintesis enantioselectiva de
espirolindolin-3,2"-quinolinas] mediante la reaccién multicomponente entre anilinas de
alta densidad electrénica, derivados de isatina y a-alquil-o-hidroxiestirenos, utilizando
también un &cido fosférico derivado de BINOL como catalizador!*4. El mismo grupo fue
capaz de adaptar mas tarde el método al empleo de 3-vinilindol como especie
diendfila'’®. Por su parte, Luo y Huang utilizaron cetonas enolizables, concretamente
ésteres de piruvato, en un protocolo tetracomponente del tipo AA'BB” en el que la
formacién de la imina da lugar a un equilibrio tautomérico con la enamina
correspondiente, teniendo lugar la cicloadicidon entre ambas especies. Un acido fosforico
derivado del Hg-BINOL, con sustituyentes muy voluminosos, se encarga de catalizar la
reaccion y dirigir su enantioselectividad. Se observod la posibilidad de obtener productos

del tipo AA'BC si se empleaban dos anilinas o dos aldehidos distintos?!?®.

113 Jarrige, L., Blanchard, F., Masson, G. Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56, 10573.

14shi, F., Xing, G. )., Zhu, R. Y., Tan, W., Tu, S. Org. Lett. 2013, 15, 128.

115 7Zhang, H. H., Sun, X. X,, Liang, J., Wang, Y. M., Zhao, C. C., Shi, F. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 9539.
118 Luo, C., Huang, Y. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 8193.
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OH

L
Rs
NH V (0,1 eq)

2 o w o o—
| N R, Tolueno, -20 °C
R+ o MS 5 A

P R

- 9¢ )
R,= OMe, OEt, OPh, F O\P//O 24 ejemplos

R,= H, F, F,, Cl, Br, Me, CF, 44-99 %

s\
) O OH dr: >99:1
= t : N
R3= Ph, Bn, p-‘BuCgH,CH, C¢FsCH, 'Pr OO ce: 78-97 %
R4=H, Me, OMe R

Rs= Me, Et .
V R=2,4,6-(Pr);C,H;

Esquema 1.22. Sintesis enantioselectiva de espiro[indolin-3,2"-quinolinas] por Shi et al.

También es posible la generacion in situ simultanea del dieno y el diendfilo desde
sustratos no convencionales. Es el caso del trabajo de Yu et al., en el que se describe una
reaccion de hidroaminacion/Povarov asimétrica en cascada catalizada por una sal de
plata de un 4&cido fosférico derivado del SPINOL que rinde los derivados de
octahidrodipirroloquinolina Il. El mecanismo de la reaccion resulta muy elegante: se
parte de las 3-butinilanilinas I, que sufren un proceso de hidroaminacién intramolecular
catalizado por plata para generar los derivados de 2,3-dihidropirrol. En presencia del
acido fosforico, se produce la tautomeria entre esta forma de enamina y la imina
correspondiente, produciéndose la cicloadiciéon enantioselectiva entre ambas especies.
El método fue aprovechado para la obtencidon en un solo paso de un epimero de la
aglicona de la incargranina B, un alcaloide relacionado con efectos citotdxicos. También
se estudidé pormenorizadamente el mecanismo de la reacciéon, comprobandose que la
plata sélo interviene en el paso inicial de hidroaminacién, y que la cicloadicion se
produce mediante una aproximacién endo gracias a la interaccién doble del sustrato con
el catalizador quiral a través del nitrégeno iminico y de uno de los hidréogenos aromaticos

de la anilinal?’.

17vyy, X. L., Kuang, L., Chen, S., Zhu, X. L., Li, Z. L., Tan, B., Liu, X. Y. ACS Catal. 2016, 6, 6182.
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X :
R A (R)-111 (0,02 eq) 25 ejemplos
T R, — = Ry 80-99 %
N ciclohexano, 60/80 °C N~

H R “, d.r.:>17:1
I I Rz%J ee: 83-99 %
) R
R;= H, F, Cl, I, Me, Me,_ Et, OMe, CH,CO,Me, Pr, 2
(-CH,CH,CHy-), (Me, F), (Me, CI), (e, Br)
R,= H, CO,Me, CO,Et, CO,'Pr, CO,Bn
(R)-lll R= 2,4,6-(Pr);C,H,
HO
e
N ) N
I\©\/j 1) PrMgBr, THF, 0 °C |, R /\
? )
o' "
; v

epimero de la incargranina
B aglicona
77%, >99% ee

Lo j"g )
- O:IP\/' B \ O\P
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R B — e B —
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/
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Esquema 1.23. Protocolo de hidroaminacién/Povarov asimétrica desarrollado por Yu et al. Mecanismo de la reaccién
y aplicacion a la sintesis del epimero de la incargranina B aglicona.

En 2010, el grupo de Jacobsen aplicdé un nuevo sistema catalitico, muy novedoso,
consistente en la combinacidon de un acido de Bronsted aquiral, cuya capacidad para
protonar la imina de partida permite que se dé inicio a la cicloadicién, y una molécula
pequefia con capacidad donadora en la formacion de enlaces de hidrégeno como
auxiliar quiral. Tras una optimizacion exhaustiva, escogieron la combinacidn de acido o-
nitrobencenosulfénico y la (R,R,R)-sulfamido urea VIl en proporcién 1:2 (para evitar la
formacién de producto catalizada sélo por el 4cido de Bronsted) para dirigir la reaccién

entre diferentes N-ariliminas y diendfilos, observandose que la estereoquimica de los
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productos dependia de los reactivos de partida aunque mayoritariamente se generaban
los aductos trans. Asimismo, se reforzé la utilidad del método al constatarse que permite
la obtencion de andlogos del alcaloide martinelina. Para apoyar esta nueva
aproximacion, se realizd un pormenorizado estudio mecanistico para explicar el
funcionamiento de este sistema catalitico. En primer lugar, el acido de Bronsted protona
el nitrégeno iminico, formandose un complejo entre ambas especies que muestra una
baja solubilidad en el medio de reaccién. Este problema se soluciona cuando la urea
quiral se coordina, mediante enlaces de hidrégeno, con el complejo imina-acido. La
observacion de que la reaccidn de cicloadicién se producia mucho mas rapidamente
desde el complejo binario que desde el complejo ternario (con la urea) planteaba la
siguiente cuestién: écdmo era posible que la reaccion transcurriese de forma
enantioselectiva? La respuesta residia en la constante de asociacion de la urea con el
complejo imina-acido (9000 + 2000 M), lo suficientemente alta para garantizar la
rapida formacion del complejo ternario y suprimir la via de reaccién alternativa. El
estudio experimental y computacional propone asimismo un mecanismo de cicloadicién
concertado pero altamente asincrénico, estableciéndose las interacciones entre los
sustratos y los catalizadores que se reflejan en el esquema 1.24: el nitrégeno iminico
protonado interacciona con el grupo anidnico sulfamida del auxiliar quiral, mientras que
el protén CH=N forma un enlace de hidrégeno con el oxigeno anidnico del acido de
Bronsted desprotonado. Dos enlaces de hidrégeno entre los otros oxigenos del acido y
los hidrogenos de la urea aseguran una mayor estabilidad del complejo. También parece
influir en la enantioselectividad una interaccidn del tipo ni-it entre los anillos aromaticos
del acido y la anilina. Este modelo propone los productos (R)/exo como los mas
probables, hecho que se ve apoyado por las observaciones experimentales, aunque con
ciertas excepciones. El hecho de que no sea necesario que los productos de partida
presenten un protén acido que se pueda coordinar con el sistema catalitico quiral
supone una ventaja adicional'!®. Nuestro grupo de investigaciéon ha adaptado, en un
trabajo en vias de publicacidn, este protocolo a la sintesis de 2-aciltetrahidroquinolinas
mediante una reaccién de Povarov viniloga de tipo | que ya previamente se habia

optimizado en su versidn racémica, partiendo de a-cetoiminas preformadas y N,N-

118 Xu, H., Zuend, S. J., Woll, M. G., Tao, Y., Jacobsen, E. N. Science. 2010, 327, 986.
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dimetilhidrazonas (esquema 1.25). En este caso, se empled como auxiliar quiral la urea
lll y el 4cido de Bronsted que dio mejores resultados fue el acido (+)-canforsulfénico.
Este nuevo procedimiento supone varios avances: amplia la aplicacién de la estrategia
de Jacobsen a diendfilos aciclicos que ademas presentan un nitrégeno basico susceptible
de competir con el del dieno a la hora de su protonacién, y genera 2-
aciltetrahidroquinolinas con un carbono cuaternario en la posicién 4 y un patrén de
sustitucion en las posiciones 2 y 4 que permite llevar a cabo otras transformaciones
posteriores. Los mecanismos de reaccion y de induccion de la quiralidad son similares a
los propuestos por Jacobsen, siendo una asignatura pendiente la confirmacién de la

configuracion absoluta de los productos!®®.

Hay otros ejemplos de la reaccién de Povarov enantioselectiva que emplean
mecanismos cataliticos alternativos, como moléculas que incorporan en la misma
entidad quimica una funcién acida y otra de urea o tiourea donadora de enlaces de

hidrégeno'?°, aminas quirales!?!

o incluso procesos en los que la propia disposicion
espacial de los reactivos propicia la induccion de la quiralidad sin la necesidad de un
auxiliar. Esta ultima via fue abierta por el trabajo de Dickmeiss et al., que comprendia la
sintesis de octahidroacridonas mediante una reaccion de Mannich/Povarov
intramolecular en cascada. Este proceso se inicia con la adicion de Mannich
estereoselectiva de los derivados del estirilmalononitrilo Il a los aldehidos a,B-
insaturados I, asistida por la pirrolidina quiral VI (esquema 1.26). Tras la adicién de la
anilina correspondiente y acido trifluoroacético, se genera in situ el azadieno que sufre
la posterior cicloadicion del grupo estirilo. La disposicion de los sustratos, en la que los
anillos aromaticos del estirilo y la anilina establecen una interaccion del tipo ni-i, dirige

una aproximacién endo y la formacién del producto en forma de un Unico

enantiomero®?2.

119 Tesis doctoral de Giulia Bianchini, Universidad Complutense (2016). Trabajo pendiente de publicacion.
120 Mmin, C., Mittal, N., Sun, D. X., Seidel, D. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 14084.

121 Huang, J. X., Hou, K. Q., Hu, Q. L., Chen, X. P., Li, J., Chan, A. S., Xiong, X. F. Org. Lett. 2020, 22, 1858.
122 pickmeiss, G., Jensen, K. L., Worgull, D., Franke, P. T., Jgrgensen, K. A. Angew. Chem.Int. Ed. 2011, 50,
1580.
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Esquema 1.24. Reaccion de Povarov enantioselectiva desarrollada por Xu et al. Estudio computacional y aplicacion a

la sintesis del alcaloide martinelina.
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R{= MeO, Me
R,= OEt, aril, heteroaril
R;= Me, Et

Esquema 1.25. Adaptacion de la metodologia de Jacobsen para la sintesis asimétrica de 2-aciltetrahidroquinolinas

(tesis doctoral de Giulia Bianchini).
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Estado de transicion endo y estereoquimica resultante
Esquema 1.26. Reaccidn secuencial de Mannich/Povarov intramolecular asimétrica desarrollada por Dickmeiss et al.

1.2.4 Mecanismo y estereoquimica de la reaccion de Povarov

Mecanismo de la reaccion: consensos y controversias

El mecanismo de la reaccién de Povarov involucra tres procesos consecutivos: primero,

una adicién de tipo Mannich del diendfilo sobre el azadieno activado por la especie

catalitica; luego tiene lugar una reaccién de Friedel-Crafts intramolecular que supone el

cierre del anillo de tetrahidroquinolina; finalmente, se produce una rearomatizacién que

da lugar al producto final de la reaccidon. El consenso en este asunto termina aqui,

porque la manera en la que este proceso se desarrolla en el tiempo esta sujeta a un

acalorado debate. Por un lado, algunos defienden que la cicloadicién ocurre de manera

concertada, aunque con un grado variable de asincronicidad entre la adicion del

diendfilo y el paso de cierre del anillo. La otra hipdtesis apuesta por un mecanismo por

pasos, pasando por un intermedio zwitteridnico que se puede detectar e incluso atrapar.

¢Cual es la respuesta correcta? Como se podrd observar a continuacidn, quiza ésta
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dependa de la idiosincrasia de cada proceso y sea un esfuerzo futil tratar de encontrar

una explicacidon que cubra todos los supuestos.

Este complicado asunto ya fue abordado por el propio Povarov, en una de las
publicaciones en las que desarrollé el trabajo original de 1963. En primer lugar, describié
el papel crucial del acido de Lewis para aumentar la electrofilia del azadieno permitiendo
la consecucion de la reaccidon de aza Diels-Alder con demanda electrénica inversa,
sefialando ademas que el pobre cardcter bdsico de la tetrahidroquinolina formada
permite el reciclaje continuo del catalizador mediante su cesién a una nueva unidad de
N-arilimina de partida. Respecto al desarrollo temporal del proceso, se decanté por un
mecanismo concertado en el que se produce el movimiento simultdneo de tres pares de
electrones, que resulta en el cierre del anillo de tetrahidroquinolina®?3.

No obstante, numerosos estudios sobre la reaccion de Povarov han aportado evidencias
tedricas, computacionales o experimentales para defender el mecanismo por pasos!?*.
Nuestro grupo de investigacion también demostré el mecanismo por pasos de la
reacciéon de Povarov multicomponente entre anilinas, aldehidos aromaticos y vinil
éteres aciclicos catalizada por nitrato cérico aménico, mediante la captura del
intermedio catidnico | a través del uso del etanol como especie nucledfila,
consiguiéndose aislar el acetal Il como prueba de la existencia del intermedio de

reaccion®.

©\ OEt
o .
OFt N
©\ H CAN (0,05 eq) H
NH; ©\N !

EtOH EtOH +
OEt H

W OEt
I

Esquema 1.27. Captura del intermedio de reaccion cationico en el proceso multicomponente desarrollado por
Sridharan et al.

123 Grigos, V. I., Povarov, L. S., Mikhailov, B. M. Bull. Acad. Sci. USSR, Div. Chem. Sci. 1965, 14, 2129.

124 por ejemplo, a) Hermitage, S., Jay, D. A., Whiting, A. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 9633. b) Alves, M. .,
Azoia, N. G., Fortes, A. G. Tetrahedron. 2007, 63, 727. c) Pérez-Ruiz, R., Domingo, L. R., Jiménez, M. C.,
Miranda, M. A. Org. Lett. 2011, 13, 5116.
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Domingo et al. han llevado a cabo varios estudios en los ultimos afos, sobre todo
basados en la teoria del funcional de la densidad (DFT, del inglés Density-Functional
Theory), sobre el mecanismo de la reaccidn catalizada por acidos de Lewis y de Bronsted.
En estos trabajos se propone que la reaccidon de Povarov se puede considerar una
transformacion de tipo domind que comprende dos procesos fundamentales: una
cicloadicion [4+2] entre un azadieno y un diendfilo mediada por catalisis acida, y una
tautomeria 1,3 de un dtomo de hidrégeno que permite la rearomatizacién del producto
de reaccidn. A su vez, la cicloadicidn tiene lugar en dos pasos: una adicién de Mannich
del diendfilo sobre la imina activada por el acido de Lewis o Bronsted, que seria el
proceso limitante, y una reaccidn intramolecular de Friedel-Crafts para cerrar el anillo
de tetrahidroquinolina, existiendo entre ambos pasos una especie zwitteridnica lo
suficientemente estable como para considerarla un intermedio de reaccion. Por otro
lado, también se defiende que en la tautomeria 1,3 del dtomo de hidrégeno puede
intervenir una especie bdsica presente en el medio de reaccién, como la propia
tetrahidroquinolina en formacién, gracias al caracter acido de dicho protén. Un
mecanismo de migracidon directa intramolecular se descarta al estar enormemente
desfavorecida desde el punto de vista termodindmico, debido a la necesidad de que se

forme un estado de transicidn tetraciclico muy tensionado!®.

@\ CM-I
-6,6 kcal/mol
+/)\ ET-l @;j — ETIl ——> @
BF3

-3,3 kcal/mol -9,3 kcal/mol ‘

1 Il
IN-I m

0,0 kcal/mol
-19,0 kcal/mol -23,0 kcal/mol
75,1 kcal/mol
ET-IV
- .

o_ 0 S o
+ — > ETH ——> ]+ @ — @

16,3 kcal/mol N N, N

\JH VH H

1] v IN-1I Vi
0,0 kcal/mol 8,2 kcal/mol -30,6 kcal/mol

Esquema 1.28. Estudio DFT del mecanismo de la reaccion de Povarov por Domingo et al.

125 3) Domingo, L. R., Aurell, M. J,, Sdez, J. A., Mekelleche, S. M. RSC Adv. 2014, 4, 25268. b) Rios-Gutiérrez,
M., Layeb, H., Domingo, L. R. Tetrahedron. 2015, 71, 9339. c) Mahi, M. A., Mekelleche, S. M., Benchouk,
W., Aurell, M. J., Domingo, L. R. RSC Adv. 2016, 15759.
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Como se ha visto, la presencia de un intermedio cationico estable en la cicloadicién
permite su captura mediante el empleo de un nucleéfilo mas reactivo que el anillo
aromatico de la anilina, de modo que su adicidén se produzca mas rapidamente que la
reaccidon de Friedel-Crafts intramolecular. Este hecho ha sido aprovechado en algunos
casos para, mediante la presencia de un grupo nucledfilo adecuado en el azadieno de
partida, llevar a cabo un atrapamiento intramolecular del intermedio que da lugar a la
obtencién de otras estructuras diferentes a los aductos de Povarov habituales. Un
ejemplo es el trabajo de Isambert et al., en el que se observd que la reaccién
multicomponente de las anilinas |, los enol ésteres ciclicos lll y glioxilato de etilo
catalizada por Sc(TfO)s no rendia las tetrahidroquinolinas esperadas sino las N-aril
lactamas IV (esquema 1.29). Este resultado se explicd porque, tras la formacion del
intermedio de Mannich, la lactamizacién intramolecular a cargo del grupo amino de la

anilina sucede mds rapido que el proceso de cierre de anillo esperado??®.
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Esquema 1.29. Aprovechamiento sintético de la interrupcion de la reaccion de Povarov por Isambert et al. (a) y Zhang
etal. (b)

126 Isambert, N., Cruz, M., Arévalo, M. J., Gomez, E., Lavilla, R. Org. Lett. 2007, 9, 4199.
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En la versidon enantioselectiva de la reaccion, no ha sido infrecuente el empleo de
azadienos de partida que presentan un grupo nucledfilo con el mismo propésito, siendo
los mds comunes los derivados del aldehido salicilico. Zhang et al. consiguieron
optimizar mediante esta estrategia una sintesis enantioselectiva de cis-4-
anilinobenzopiranos a partir de diferentes salicilaldiminas y 2,3-dihidrofurano o 3,4-
dihidropirano, empleando como catalizadores quirales unos N,N’-didxidos derivados de
L-prolina y L-acido pipecdlico'?’ (esquema 1.29).

Aunque el mecanismo por pasos sea el que suscite un mayor consenso en este
momento, algunos trabajos se mantienen en la defensa de la reaccion concertada. Es el
caso de la sintesis de tetrahidro-1,5-naftiridinas publicada por Palacios et al. a partir de
N-(3-piridil)aldiminas y diversos diendfilos, en la que un estudio computacional y
experimental de la reaccién apunta a un mecanismo concertado asincrono!?®. Como ya
se menciond anteriormente, el estudio de la sintesis enantioselectiva de
tetrahidroquinolinas de Xu et al. catalizada por un 4cido de Bronsted aquiral y una urea
quiral también propone un proceso concertado altamente asincrono como el
mecanismo de reaccion mdas probable!!®12°, En este debate, un caso particular esta
representado por el trabajo de Smith et al., referente a una reaccion de Povarov
multicomponente a partir de anilinas, aldehidos aromaticos y derivados del norborneno,
un sistema de biciclohepteno moderadamente tensionado. Se pudo observar que,
generalmente, el producto mayoritario de la reaccidn correspondia al aducto exo-exo,
pero en los casos en que la anilina de partida presentaba una sustitucidén en orto o meta
se obtenian preferentemente los productos exo-endo. Un estudio detallado de los
estados de transicidn que debian mediar la formacién de cada uno de los productos les
llevd a proponer que el impedimento estérico motivado por estos patrones de
sustitucion podia influir en el mecanismo de la reaccién, de modo que los productos exo-
exo procederian de una cicloadicién concertada asincrona, mientras que en el caso de
los derivados exo-endo la asincronicidad del proceso seria mucho mayor y se podria

hablar de un mecanismo por pasos. En definitiva, en este curioso ejemplo las ratios de

127 7hang, Y., Dong, S., Liu, X., Xie, M., Zhu, Y., Lin, L., Feng, X. Chem. Eur. J. 2011, 17, 13684.

128 palacios, F., Alonso, C., Arrieta, A., Cossio, F. P., Ezpeleta, J. M., Fuertes, M., Rubiales, G. Eur. J. Org.
Chem. 2010, 11, 2091.

129 Otros ejemplos de mecanismo concertado: a) Beifuss, U., Ledderhose, S., Ondrus, V. Arkivoc 2005,
147, 173. b) Stevenson, P. J., Nieuwenhuyzen, M., Osborne, D. Arkivoc 2007, 11, 129.
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diastereoseleccion observadas en los productos de la cicloadicidn serian el resultado de

la competicidn entre ambas posibilidades de aproximacion®=°,

Por tanto, esta polémica no parece tener una solucién definitiva, y probablemente el
mecanismo pueda depender en ultima instancia de la naturaleza de los reactivos de
partida empleados y de la polaridad del medio de la reaccién, que podria influir
decisivamente en el grado de estabilizacién del estado de transicidn zwitteridnico y por

ende determinar el mecanismo de la cicloadicion.

Estereoquimica de la reaccion de Povarov

La reaccion de Povarov genera como productos, con caracter general, derivados de
1,2,3,4-tetrahidroquinolina sustituidos en las posiciones 2 y 4, por lo que hay que
considerar la formacion de dos posibles diasterecisomeros atendiendo a la
configuracion relativa de estas dos posiciones. En las reacciones de tipo Diels-Alder en
general, y la reaccion de Povarov no es una excepcion, los productos pueden derivar de
dos aproximaciones diferentes de los reactivos de partida, llamadas endo y exo. Una

explicacion sencilla se puede observar en el esquema 1.30:

. Aproximacién endo: producto cis
RaY__

) R1 ﬁ?‘j A R,
OH— O — = O
A A H
| 11l
)
O — O —-L O=CQ
A Ra - Ry H N R,
1 v

& !

{
= i—'gu
B

Aproximacion exo: producto trans

Esquema 1.30. Aproximaciones endo y exo en la reaccion de Povarov.

La aproximacién endo da lugar a los productos que presentan una disposicién cis de sus
sustituyentes en las posiciones 2 y 4, mientras que los productos con estereoquimica
trans proceden de la aproximacion exo. Una revisidn de la literatura publicada sobre la
reaccion de Povarov revela una tendencia general de este proceso a rendir el
diastereoisémero cis como el producto mayoritario, si bien es frecuente la obtencién de
mezclas de ambas especies en proporcion variable, e incluso hay un buen nimero de

ejemplos donde el resultado es el inverso. La explicacidn mas repetida para este

130 Smith, C. D., Gavrilyuk, J. I., Lough, A. J., Batey, R. A. J. Org. Chem. 2010, 75, 702.
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fendmeno reside en el establecimiento de interacciones secundarias entre orbitales
atémicos del dieno y el diendfilo paralelas a la formacién de los orbitales moleculares
gue dan lugar a los nuevos enlaces, cuya presencia soélo seria viable en el caso de la
aproximacion endo debido a factores estéricos. La formacién de estos solapamientos
secundarios permitiria una mayor estabilizacién y una menor energia de activacién de
este estado de transicién frente a la aproximacién exo, y por tanto una ratio de
formacién del producto cis mucho mas alta. No obstante, en el esquema anterior se
puede observar que la aproximacion endo supone un grado de tensién estérica mucho
mayor que su contraparte, de lo que se desprende que desde este punto de vista los
productos trans son mas estables. Una de las explicaciones que se han sugerido para
abordar esta aparente contradiccién es que uno de los aductos seria el producto cinético
de la reaccidn, mientras que el otro seria el producto termodinamico. En funcion de las
condiciones en las que se lleve a cabo la reaccién, uno u otro tenderian a ser el producto
mayoritario!!®. Las condiciones de reaccion y las caracteristicas de los reactivos de
partida tendrian por tanto una influencia decisiva en la diastereoselectividad del
proceso®®l. Tampoco esta hipdtesis cuenta con un consenso generalizado, ya que hay
autores que niegan la influencia e incluso la existencia de dichas interacciones
secundarias entre orbitales, y apuestan por otros factores estéricos e interacciones de
diferentes clases (electrostaticas, de Van der Waals, etcétera) para explicar la

132 Probablemente la solucion mas

estereoquimica de este tipo de reacciones
aproximada a la verdad sea una combinacién de ambas teorias, y todos los factores
anteriormente mencionados desempenen un papel mas o menos importante en la

selectividad de la reaccion.

Una explicacion mas simplificada, aunque interesante por su caracter intuitivo, se puede
razonar a través de la conformacién de los posibles intermedios de la cicloadicién
(esquema 1.30). Cuando se produce el ataque del diendfilo sobre la imina activada se
pueden generar los intermedios | y Il, con el anillo de tetrahidroquinolina dispuesto en

una conformacidn de tipo silla. La forma | presenta los sustituyentes de las posiciones 2

131 Como ejemplo de articulos que tratan este tema: a) Damon, D. B., Dugger, R. W., Magnus-Aryitey, G.,
Ruggeri, R. B., Wester, R. T., Tu, M., Abramov, Y. Org. Process Res. Dev. 2006, 10, 464. b) Domingo, L. R.,
Rios-Gutiérrez, M., Emamian, S. RSC Adv. 2016, 6, 17064.

132 Garcia, J. I., Mayoral, J. A., Salvatella, L. Eur. J. Org. Chem. 2005, 1, 85.

80



Capitulo 1. Introduccidn

y 4 en disposicion ecuatorial, lo que reduce el impedimento estérico comparativamente
frente al intermedio Il. Por este motivo, se encuentra favorecida la formacion de la cis-

tetrahidroquinolina y no del producto trans mas impedido®°.

1.2.5 Aplicacion de la reaccion de Povarov a la sintesis de compuestos con
actividad antineurodegenerativa.

Después de haber explicado con detalle las bases tedricas generales sobre las que se
apoya esta tesis doctoral, es de justicia finalizar esta introduccién mencionando algunos
antecedentes en los que la reaccion de Povarov ha permitido la obtencién de
compuestos con actividades farmacoldgicas interesantes en el ambito de la

neurodegeneracion.

En primer lugar, hay que mencionar algunos trabajos encaminados a la investigacion de
productos de la reaccidon de Povarov para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
El grupo de Munoz-Torrero disefid una sintesis multicomponente de derivados de
pirano[3,2-c]quinolina para, mediante una cadena diaminica, conectarlos con la 6-
clorotacrina, generando una quimioteca de ligandos multidiana. Aunque el perfil
farmacoldgico fue algo irregular y las actividades exhibidas no fueron en general
demasiado brillantes, algunos de estos compuestos fueron capaces de inhibir la
acetilcolinesterasa (AChE), la butirilcolinesterasa (BChE), la agregacion del péptido AB1-
42 espontdnea o inducida por la AChE, y la B-secretasa'33. Utilizando este trabajo como
base, se observo que el reemplazo bioisostérico del oxigeno del diendfilo empleado por
un nitrégeno conducia a un aumento muy ostensible de la actividad inhibitoria de la
AChE y la BChE'?4. Una nueva familia de ligandos hibridos de 6-clorotacrina, esta vez
conectados con los derivados optimizados de tetrahidro[h][1,6]naftiridina, mostré un
perfil farmacolégico notablemente mejorado en comparacion con los resultados de la
primera familia de ligandos multidiana en cuanto a la inhibicién de la AchE y la BUChk,

asi como de la agregacién del péptido AB1-42y la proteina Tau®3>.

133 Camps, P., Formosa, X., Galdeano, C., Munoz-Torrero, D., Ramirez, L., Gémez, E., Isambert, N., Lavilla,
R., Badia, A., Clos, M. V., Bartolini, M., Mancini, F., Andrisano, V., Arce, M., Rodriguez-Franco, M. .,
Huertas, O., Dafni, T., Luque, F. J. J. Med. Chem. 2009, 52, 5365.

134 Di Pietro, 0., Viayna, E., Vicente-Garcia, E., Bartolini, M., Ramon, R., Judrez-liménez, J., Clos, M. V.,
Pérez, B., Andrisano, V., Luque, F J., Lavilla, R., Mufioz-Torrero, D. Eur. J. Med. Chem. 2014, 73, 141.

135 Dj Pietro, O., Pérez-Areales, F. J., Judrez-liménez, J., Espargard, A., Clos, M. V., Pérez, B., Lavilla, R.,
Sabaté, R., Luque, F. J., Mufoz-Torrero, D. Eur. J. Med. Chem. 2014, 84, 107.
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Esquema 1.31. Resumen de los trabajos de sintesis de nuevos inhibidores de la AchE y BuChE a través de la reaccion
de Povarov.

Una aproximacién mas enfocada a la inhibicion de la agregacién del péptido AB1-a2 se
encuentra en un trabajo de nuestro grupo®, en el que se describe la interesante
actividad terandstica por parte del derivado de 2-estirilquinolina I sintetizado a través
de una version viniloga de la reaccion de Povarov que ya se ha mencionado
anteriormente. Este compuesto no sélo fue capaz de interactuar con el péptido AB1-42,
sino que su estructura quimica le conferia la propiedad de emitir fluorescencia en el
infrarrojo cercano, de modo que hacia detectables los depdsitos amiloides mediante
técnicas de imagen a la vez que podia limitar su agregacion. Ademas, también mostré
su capacidad para inhibir la agregacién y propagacion de la proteina pridnica, ampliando
su interés en el contexto de la neurodegeneracion'®®. Singh et al. describieron una
version multicomponente de la reaccién de Povarov que utilizaba 6-amino-2-piridonas
biciclicas en lugar de anilinas como producto de partida, permitiendo la obtencién de
una serie de 2-piridonas triciclicas fusionadas con piridina. El ensayo farmacoldgico de
estos compuestos reveld que algunos de los derivados eran capaces de unirse a fibrillas
amiloides y de a-sinucleina, sugiriendo su posible utilidad como agentes diagnésticos y

terapéuticos para las enfermedades de Alzheimer y Parkinson®3”.

Otros derivados de tetrahidroquinolina sintetizados a través de la reaccién de Povarov
han demostrado su capacidad para captar radicales libres, lo que les otorga interés como
potenciales moléculas neuroprotectoras. Es el caso de la quimioteca sintetizada por

Kouznetsov et al.,, en la que se comprobd que el patréon de sustitucion de la

136 Staderini, M., Auli¢, S., Bartolini, M., Tran, H. N. A., Gonzalez-Ruiz, V., Pérez, D. |., Cabezas, N., Martinez,
A., Martin, M. A., Andrisano, V., Legname, G., Menéndez, J. C., Bolognesi, M L. ACS Med. Chem. Lett. 2013,
4, 225.

137 Singh, P., Adolfsson, D. E., Adén, J., Cairns, A. G., Bartens, C., Brannstrém, K., Olofsson, A., Almqvist, F.
J. Org. Chem. 2019, 84, 3887.
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tetrahidroquinolina puede ser decisivo para la actividad antioxidante: ésta era elevada
para productos provenientes de anilinas con sustituyentes donadores de electrones, y
muy baja cuando la anilina de partida presentaba sustituyentes electrén-aceptores!3®

(esquema 1.33).
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Esquema 1.32. a) Derivado de 2-estirilquinolina con potencial actividad terandstica en la enfermedad de Alzheimer
descrito por Staderini et al. b) 2-piridonas fusionadas con capacidad de union a las fibras amiloides, obtenidas por
Singh et al.
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Esquema 1.33. Diversos ejemplos de reaccion de Povarov conducentes a la sintesis de productos neuroprotectores: a)
Kouznetsov et al., b) Xi et al., c) Nufez et al.

138 Kouznetsov, V. V., Gdmez, C. M. M., Parada, L. K. L., Bermudez, J. H., Méndez, L. Y. V., Acevedo, A. M.
Mol. Divers. 2011, 15, 1007.
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Las curiosas 6-ferrocenilpirano[3,2-g]-2-quinolonas de Xi et al. *°, y las N-
propargiltetrahidroquinolinas obtenidas por Nufez et al. a través de una reaccion de
Povarov catidnica % también demostraron una interesante y potente actividad
captadora de radicales libres y de proteccion del ADN frente al dafio oxidativo (esquema

1.33).

Otros productos de la reaccién de Povarov se han sugerido como posibles agentes
neuroprotectores debido a actividades como la inhibicion de la prolil oligopeptidasa#?,
la inhibicion de la rho-quinasa (ROCK)*?, el estimulo de factores de crecimiento y
neurotréficos como el BDNF y el NGF#3, y finalmente la actividad agonista o de
modulacién alostérica sobre los receptores nicotinicos de acetilcolina a7***. Este ultimo

ejemplo serd examinado mas profundamente en el capitulo 5 de esta tesis doctoral,

debido a su relacidn con la hipdtesis del proyecto que se ha desarrollado.

B(OH),

II, inhibidor de la ROCK

1ll, agente neurotrofico IV, agonista/PAM
de los receptores
nicotinicos oy

Figura 1.11. Otros productos de la reaccion de Povarov con actividad neuroprotectora.

139 Xi, G. L., Liu, Z. Q. Eur. J. Med. Chem. 2015, 95, 416.

140 Nuafiez, Y. A. R., Norambuena, M., Bohérquez, A. R. R., Morales-Bayuelo, A., Gutiérrez, M.
Heliyon, 2019, 5, 351.

141 Tarrago, T., Masdeu, C., Gomez, E., Isambert, N., Lavilla, R., Giralt, E. ChemMedChem. 2008, 3, 1558.
142 payal, N., Mikek, C. G., Hernandez, D., Naclerio, G. A., Chu, E. F. Y., Carter-Cooper, B. A., Lapidus, R. G.,
Sintim, H. O. Eur. J. Med. Chem. 2019, 180, 449.

143 Goli, N., Mainkar, P. S., Kotapalli, S. S., Tejaswini, K., Ummanni, R., Chandrasekhar, S. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2017, 27, 1714.

144 Thakur, G. A., Kulkarni, A. R., Deschamps, J. R., Papke, R. L. J. Med. Chem. 2013, 56, 8943.
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1. En un contexto general en el que se prima el desarrollo de procesos quimicos

que conjuguen la eficiencia con la seguridad y la sostenibilidad, se decidio
investigar la adaptacién de la reaccion de Povarov aza-viniloga desarrollada en
nuestro grupo de investigacion a las condiciones de mecanoquimica. El objetivo
radicaba en desarrollar un nuevo protocolo que, manteniendo la versatilidad y
eficiencia de la reaccidon en disolucién, permitiese acortar los tiempos de
reaccion, simplificar el procedimiento experimental y reducir el uso de
disolventes. Ademas, se quiso explorar la transformacién de los derivados de
tetrahidroquinolina resultantes en otros compuestos de interés mediante
procesos “one-pot” de ciclacién reductora u oxidacién, siempre bajo condiciones

de activacion mecanica.

~NT |
— '1‘ Rz, N’N\
R4
R /g | R,
3 R3,, X /N\ N R;
N Cat N H |
R, 4a> R X X /N\
> _ R, 1 R, R N
N/\nfr HSVM/PBM N HSVM/PBM R; Ri J_ R,
o o \ N
o
R A &,
N
o

En un trabajo anterior realizado en nuestro grupo de investigacién, se habia
observado que los productos de la reaccidon de Povarov aza-viniloga se podian
transformar en derivados de 2-aril/2-acilquinolina mediante un tratamiento con
DDQ a temperatura ambiente, en un proceso que no sdélo entrafiaba la oxidacién
del producto de partida sino también Ila transposicién del grupo
dimetilhidrazonometilo de la posicidn 4 a la posicidn 3 del anillo. Para ampliar el
trabajo ya realizado, se hacia necesario estudiar la versatilidad del nuevo proceso
reactivo, ampliar la quimioteca disponible y llevar a cabo un estudio
computacional y experimental que permitiese formular una propuesta

mecanistica para esta transformacion.

R, |

|
Ry, X, N
27/, N~ DDQ \ \N/N\
R4 > R4 _
N R; N R
H

3

Asimismo, la obtencidn de los derivados de 2-acilquinolina relacionados con el
objetivo anterior supuso una nueva oportunidad para investigar su

transformacién en estructuras del tipo pirrolo[3,4-b]quinolina, interesantes no
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solo desde un punto de vista sintético sino también desde una perspectiva
practica, dado su parentesco estructural con algunos compuestos interesantes

en el campo de la quimica farmacéutica.

R, | R,
@{ﬁ;\ I Q@Q
N
o Ar

Otra via de trabajo ya abierta con anterioridad a esta Tesis Doctoral se basaba en
el aprovechamiento de los derivados de 2-aciltetrahidroquinolina obtenibles
mediante la reaccién de Povarov aza-viniloga para la obtencién de nuevas
familias de compuestos con una estructura diazabiciclica. Estos productos
exhiben una notable semejanza estructural con la citisina, un alcaloide con
actividad sobre los receptores nicotinicos de acetilcolina, y ademas tienen
propiedades neuroprotectoras. Para continuar con el desarrollo del proyecto,
era necesario completar la quimioteca preexistente y profundizar en el estudio
farmacoldgico de los compuestos. Ademas, se decidié explorar las posibilidades
sintéticas que ofrecia uno de los intermedios de la ruta sintética empleada, ya
gue su naturaleza de imina altamente reactiva lo convertia en un sustrato

interesante para ensayar otras transformaciones alternativas.

R;.,,

Reaccion con
nucledfilos,
cicloadiciones, etc.

5. Los ligandos multidiana parecen una estrategia muy prometedora para el

tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, teniendo en cuenta su
caracter multifactorial. Por ello, se decidié disefiar tres nuevas familias de
ligandos multidiana que incorporasen estructuras andlogas a la citisina,
accesibles mediante la reaccion de Povarov aza-viniloga, y otros productos
naturales con una contrastada actividad neuroprotectora. Se proyecté la sintesis
de los compuestos, con una diversidad estructural suficiente para permitir

extraer algunas conclusiones preliminares sobre la relacidn estructura-actividad,
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y la evaluacién farmacoldgica de toda la quimioteca, para comprobar la validez

del disefio planteado.
o
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1 HN)K/HN

Ry i\
_NH H Familia B
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Familia C

Familia A
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Capitulo 3. Adaptacion de la reaccién de Povarov aza-viniloga a condiciones de mecanoquimica

3.1 Introduccion

3.1.1 Mecanoquimica: concepto y evolucidn.

La Unidén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés)
define las reacciones mecanoquimicas como aquéllas inducidas por la absorcidn directa
de energia mecénical®. Si se quiere definir de una manera un poco mas préctica, la
mecanoquimica consiste en el empleo de diversos procedimientos mecanicos
(compresidn, friccion, agitacion, cizalladura, etcétera) para inducir transformaciones

guimicas.

Aunqgue la mecanoquimica ha experimentado un notable auge en los ultimos afos al
calor de la busqueda de nuevos procedimientos sintéticos menos contaminantes, en
realidad se trata de una herramienta conocida hace mas tiempo del que parece: ya en
el siglo IV antes de Cristo Teofrasto de Ereso describid la obtencién de mercurio a través
de la molienda de cinabrio mezclado con vinagre utilizando un mortero y un pistilo de
cobre!¥®, En el siglo XIX se retomd el estudio de la trituracion y la molienda como
métodos para la obtencion de algunos materiales, siempre en el campo de la quimica
inorgdnica, y de estos estudios emand la idea de que era la energia mecanica, y no el
calentamiento local generado por la friccidn, la responsable de las transformaciones
observadas. En 1891 Ostwald define por primera vez la mecanoquimica como la rama
de la quimica que estudia los cambios quimicos o fisicoquimicos de las sustancias en
cualquier estado debido a la influencia de la energia mecénica, una definicién que haido
evolucionando a lo largo del tiempo hasta llegar a la mencionada al inicio del capitulo®#’.
A pesar de estos avances, los quimicos organicos del siglo XIX y buena parte del siglo XX
se interesaron mas bien poco en explorar las posibilidades de este nuevo campo de la
guimica, una situacion que sufrié un vuelco drastico a partir de los afios sesenta del siglo
pasado. Este cambio de tendencia se ha mantenido hasta la actualidad, siendo la
mecanoquimica uno de los campos con mayor proyeccion dentro de la sintesis orgdnica

gracias al interés en el hallazgo de nuevos métodos sintéticos menos contaminantes y/o

145 Book, G. Compendium of chemical terminology. IUPAC, 2014.
146 Takacs, L. JOM. 2000, 52, 12.
147 Ostwald, W. Lehrbuch der Allgemeinen Chemie; Engelmann, Leipzig, 1891.
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capaces de promover nuevos procesos reactivos inaccesibles mediante los

procedimientos tradicionales#®,

El concepto de quimica verde, desarrollado a partir de los afios 90 del siglo pasado,
refleja la busqueda de nuevas metodologias que permitan reducir la generacién de
residuos téxicos o contaminantes, de modo que la quimica se convierta en una disciplina
mas segura para los operadores y el medio ambiente, tanto en el ambito académico e
investigador como a nivel industrial. En 1998, Anastas y Warner enunciaron los doce

principios de la quimica verde, recogidos en la siguiente figura4°:

Economia Procedimientos

atémica

menos peligrosos

Prevencion de
residuos

Productos mds

sSeguros
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O o o o
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o [o] o] O
° \ o
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p o o o o
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materiales
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Productos
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Evitar
derivatizaciones
innecesarias

Uso de
catalizadores

Figura 3.1. Los doce principios de la quimica verde.

La mecanoquimica contribuye al desarrollo de procesos que cumplen con algunos de
estos parametros. En primer lugar, prescindir del disolvente como medio de reaccién
significa reducir en gran medida el volumen de residuos contaminantes generados en el
proceso, ademds de suponer procedimientos mds econémicos y seguros para el
operador, habida cuenta que muchos de los disolventes empleados cominmente son
tdéxicos o inflamables. Ademas, hay que tener en cuenta que la mecanoquimica prevé

reacciones a temperatura ambiente, lo que redunda nuevamente en procesos mas

148 Takacs, L. Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 7649.

149 Anastas, P.T.; Warner, J.C. Green Chemistry: Theory and Practice; Oxford University Press, Oxford,
1998.
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eficientes energéticamente, econdmicos y seguros. Hay que insistir en las ventajas en
términos de eficiencia y coste, puesto que desgraciadamente la aplicacién de nuevas
tecnologias o procesos, sobre todo a nivel industrial, se ve supeditada a la satisfaccion

de estos requisitos.

Si bien las preocupaciones ecoldgicas han sido el principal motor del despegue de la
mecanoquimica, no hay que desdefiar las motivaciones puramente sintéticas. Este tipo
de reacciones, como ya se explicarad detalladamente mas adelante, transcurren gracias
a un mecanismo de activacién y en unas condiciones muy diferentes a las de la quimica
en disolucion, lo que légicamente se traduce en la posibilidad de que el resultado de
ambas metodologias sea diferente®°. Asi, hay casos en los que esta nueva aproximacion
ha posibilitado reacciones que no eran viables en disolucion®!, mientras que en otros
casos la activacién mecénica genera productos distintos'>? o cambios en la selectividad
del proceso®>? que pueden ser muy interesantes desde los puntos de vista tedrico y

practico.

3.1.2 Aspectos técnicos de la mecanoquimica. Ventajas e inconvenientes.

Uno de los aspectos cruciales para la evolucion de la mecanoquimica ha sido el
desarrollo de equipos especializados para llevar a cabo este tipo de reacciones. En los
albores de este campo la molienda de los reactivos se llevaba a cabo en un mortero,
para desgracia del sufrido operador. Aunque este modo de proceder dio lugar a muchos
descubrimientos interesantes, dejé de resultar aceptable cuando la mecanoquimica se
consolidé como una nueva alternativa sintética. El hecho de que la activacién mecénica
dependiese de la fuerza del operador comprometia seriamente la reproducibilidad de
los resultados obtenidos, sin obviar que la fuerza humana podia no ser suficiente en
muchos casos para activar las reacciones; también resulta evidente la incomodidad que
suponia trabajar de esta manera. Hoy en dia este proceso se encuentra mecanizado
(aunque ocasionalmente se siga recurriendo al método tradicional), existiendo

fundamentalmente tres tipos de equipos®*:

150 Hernandez, J. G., Bolm, C. J. Org. Chem. 2017, 82, 4007.

151 Tan, D., Mottillo, C., Katsenis, A. D., Strukil, V., Fri¢i¢, T. Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 9321.
152 Jia, K. Y., Yu, J. B, Jiang, Z. J., Su, W. K. J. Org. Chem. 2016, 81, 6049.

153 Belenguer, A. M., Fris¢i¢, T., Day, G. M., Sanders, J. K. Chem. Sci. 2011, 2, 696.

154 Howard, J. L., Cao, Q., Browne, D. L. Chem. Sci. 2018, 9, 3080.
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e Molinos vibratorios: los reactivos se introducen en unos reactores especiales,
gue pueden ser de diversos materiales, junto con una o varias bolas del mismo
material que el reactor. Una vez fijado el reactor al equipo en posicién horizontal,
éste se encarga de agitarlo a la frecuencia elegida, de modo que los impactos de
las bolas en el interior del reactor trituran los reactivos, los mezclan y generan la
energia mecanica necesaria para que se dé la trasformacién pretendida.

e Molinos planetarios: se diferencian de los anteriores en el tipo de movimiento al
que es sometido el reactor, colocado en este caso en el equipo en posicion
vertical. Los reactores se fijan a un soporte especial que les permite rotar sobre
si mismos al tiempo que giran en torno a un eje central en sentido contrario,
trazando un movimiento orbital que recuerda al que realizan los planetas
alrededor del sol, y cuya velocidad también se puede ajustar. En este sistema,
son las fuerzas de corte y cizalla las principales fuentes de energia mecanica que
posibilitan las reacciones observadas.

e Extrusores de doble tornillo: este tipo de equipos han permitido llevar a cabo
guimica de flujo en condiciones mecanoquimicas, por lo que han suscitado un
creciente interés en el ambito industrial. El equipo permite introducir un flujo
constante de los reactivos de partida en la interfaz de dos tornillos acoplados co-
rotatorios, donde se produce la molienda y transformacién de los reactivos en

los productos deseados, que son recuperados por el otro extremo del sistema.

b)

e e i L O W O W . °
c) 0900 00®  ———— 0. 0.0 .0 »

v e i L W R e » e

Figura 3.2. Representacion esquemdtica de los distintos tipos de dispositivos mecanoquimicos: a) molino vibratorio,
b) molino planetario, c) extrusor de doble tornillo.
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Centrandonos en los dos primeros tipos, que son los utilizados habitualmente en el
ambito de la investigacidn, hay distintas variables que es necesario tener en cuenta a la
hora de ensayar u optimizar una reaccion®>*. En primer lugar, el ajuste de la frecuencia
de agitacion o la velocidad de giro de los reactores es fundamental para controlar la
cantidad de energia mecdanica transferida a los materiales de partida, teniendo en
cuenta el nivel necesario para que la reaccién tenga lugar, pero sin generar un exceso
gue comprometa la estabilidad de los reactivos o los productos. Obviamente, el tipo de
molino utilizado es decisivo para controlar este aspecto, lo que implica decidir cual
conviene mas para la transformaciéon planeada. También es critica la eleccién del
material de los reactores y las bolas, existiendo una notable variedad disponible: acero
inoxidable, dgata, 6xido de zirconio, carburo de tungsteno, teflén, etcétera. Los
recipientes de acero inoxidable son los mds baratos, pero tienden a contaminar
progresivamente los crudos de reaccidon por su menor resistencia al desgaste; este
inconveniente se puede soslayar utilizando reactores de materiales mas inertes como el
oxido de zirconio o el dgata, que son mucho mas costosos. La interaccion del material
de los reactores y las bolas con los reactivos puede ser un fenédmeno provechoso, como
demuestran algunos trabajos que describen reacciones catalizadas por cobre o plata
utilizando recipientes de molienda revestidos con estos metales, prescindiendo de un
catalizador convencional®>>1°¢, E| tamafio y nimero de bolas también determina la
cantidad de energia mecdnica generada en los impactos, ademdas de condicionar el
porcentaje del recipiente que se llena para llevar a cabo la reaccién, otro parametro que
debe ser ajustado para elegir el tamano de reactor adecuado teniendo en cuenta la
cantidad de materiales de partida que se desea hacer reaccionar. Por ejemplo, un
recipiente demasiado lleno podria comprometer la trituracidon y mezcla adecuadas de
los reactivos. Por ultimo, no hay que olvidar los aspectos que hay que optimizar en toda
reaccidon quimica, como la estequiometria o el tiempo de reaccion. La temperatura, en
cambio, no se puede controlar de forma directa por la propia naturaleza de la
mecanoquimica, si bien se puede modular de manera indirecta a través del nivel de

energia mecanica generada e incluso se ha intentado disefiar modelos que permitan la

155 Cook, T. L., Walker, J. A., Mack, J. Green Chem. 2013, 15, 617.
156 Chen, L., Bovee, M. O., Lemma, B. E., Keithley, K. S., Pilson, S. L., Coleman, M. G., Mack, J. Angew.
Chem. 2015, 127, 11236.
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refrigeracion de los reactores®’

. En definitiva, la optimizacion de una reacciéon en
condiciones de mecanoquimica dista mucho de ser trivial, y requiere un minucioso
cribado de condiciones de reaccién acompafiado de un analisis razonado de los

resultados obtenidos.

Asimismo, a la idea basica de la mecanoquimica consistente en la molturacién de los
reactivos para generar una transformacién se han ido sumando algunas variantes, con

el objetivo de aumentar la reactividad. Estas son las principales!®8:

e Adicién de un auxiliar de molienda: si uno o varios de los materiales de partida
y/o los productos son liquidos, es habitual que se genere una mezcla pegajosa
en el reactor que puede obstaculizar el progreso de la reaccién o dificultar su
manejo posterior. Este problema se puede evitar mediante la adicién de un
sélido inerte que funciona como adsorbente o auxiliar de molienda, sin interferir
en la reaccién que se pretende llevar a cabo. Algunas sustancias empleadas con
este fin son la silica, la alimina, sales inorgdnicas, arena, etcétera.

e Molienda asistida por liquido (LAG, en inglés): cuando la molienda convencional
de los reactivos no conduce al producto deseado, la solucion a veces reside en la
adicién de una pequeiia cantidad de un liquido para facilitar la reactividad, no
mas de 1 uL por miligramo de reactivos. Trabajando en este rango de cantidades,
se asegura que el aditivo puede contribuir a la transformacién deseada sin
importar la solubilidad de los materiales de partida en el liquido empleado.
Recientemente, también se han explorado otras variantes en la que la molienda
es asistida por liquidos iénicos (IL-AG) o por iones y liquido (ILAG). En esta ultima,
se explota el efecto conjunto de la adicion de un liquido y una pequeiia cantidad
de una sal (menos de 5 mol%).

e Molienda asistida por polimero (POLAG): en este caso, una pequefia cantidad de
un polimero sélido o liquido contribuye a la transformacién en condiciones
mecanogquimicas. El polietilengicol es uno de los polimeros mas utilizados con

este propdsito.

157 Kumar, N., Biswas, K. Rev. Sci. Instrum. 2015, 86, 083903.
158 Frigci¢, T., Mottillo, C., Titi, H. M. Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59, 1018.
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e Fotomecanoquimica: se ha explorado con éxito la posibilidad de llevar a cabo
reacciones de fotocatdlisis en las que los materiales de partida se someten al
mismo tiempo a un tratamiento mecanico que favorece el proceso. Para ello, se
han disefiado dispositivos en los que los reactores, fabricados en un material
transparente como el polimetilmetacrilato, estan rodeados por diodos LED que

emiten luz con la longitud de onda requerida®>®.

Una vez se ha repasado el concepto de mecanoquimica y se han revisado brevemente
sus principales aspectos técnicos, toca hablar de su caracter practico: édénde puede
ayudarnos y dénde no? La mecanoquimica relne numerosas ventajas, la mayoria gracias
a que permite trabajar sin disolventes: es mas ecoldgica, econdmica, segura y facilita el
uso de determinados reactivos que sufren problemas de insolubilidad o solvdlisis
cuando se trabaja con ellos en solucidn. Ademas, en muchos casos resulta una
alternativa mas eficiente desde el punto de vista energético ya que, al trabajar a
temperatura ambiente, permite evitar el aporte prolongado de energia que requiere
frecuentemente la quimica en disolucién. Por ultimo, como ya se explicé anteriormente,
el modo particular en que se activan los reactivos en condiciones mecanicas permite
realizar con éxito determinadas transformaciones inviables en disolucion, acceder a
productos distintos mediante cambios en el mecanismo o la selectividad de la reaccién,
o simplemente mejorar la eficiencia de la transformacién en términos de tiempo y/o

rendimiento de los productos!>#1€0,

No obstante, la mecanoquimica también presenta algunas limitaciones'®®, Una de las
mas evidentes es que no permite un correcto control de la temperatura: aunque la
reaccion se lleve a cabo supuestamente a temperatura ambiente, en realidad la energia
mecanica generada produce microcalentamientos de la muestra dificiles de caracterizar
y cuantificar, lo que puede suponer un problema en el caso de que se estén manejando
reactivos o productos termolabiles. Asimismo, la aplicaciéon de estas condiciones a
reacciones sensibles al oxigeno o la humedad se ve limitada por la dificultad para
asegurar el cumplimiento de estos requisitos, debiéndose realizar la carga del reactor

en una cdmara inerte. Este problema se ve agravado por la necesidad de abrir el

159 Hernandez, J. G. Beilstein J. Org. Chem. 2017, 13, 1463.
160 Opst, M., Kénig, B. Eur. J. Org. Chem. 2018, 31, 4213.
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recipiente de molienda cuando se quiere monitorizar la reaccion, algo que es critico para
ese tipo de reacciones pero que en general también supone una limitacién, ya que la
necesidad de parar la reaccidn y abrir el reactor puede terminar afectando al proceso y
constituye un obstaculo para entender el mecanismo de la transformacioén. El escalado
suele suponer otro problema, especialmente a nivel de laboratorio, ya que los molinos
que se emplean habitualmente no permiten trabajar con cantidades mas alla de unas
decenas o cientos de gramos. A nivel industrial se estd explorando el uso del extrusor
de doble tornillo para sortear este obstaculo. Por ultimo, hay que senalar que el
beneficio de la mecanoquimica en términos de uso de disolventes y generacién de
residuos sélo es realmente significativo si la reaccién es mds o menos limpia y la

purificacion del producto es sencilla, premisas que no siempre se cumplen.

3.1.3 Aspectos mecanisticos

Uno de los retos mas dificiles en el campo de la mecanoquimica ha sido el estudio del
mecanismo de activacion y de reaccion bajo este tipo de condiciones. Dado que no habia
manera de controlar lo que sucedia exactamente dentro del reactor, inicialmente sélo
se contaba con aproximaciones ex situ: apertura del reactor a determinados tiempos, y
analisis de una muestra de la mezcla de reaccidn con diversas técnicas de analisis en el
estado sélido. Recientemente, se ha ido implementando el uso de técnicas como la
difraccion de rayos X en polvo y la espectroscopia de Raman para el analisis in situ de las
reacciones mecanoquimicas, obviamente utilizando reactores de materiales como el
polimetilmetacrilato que son transparentes a este tipo de radiaciones. Los estudios
publicados hasta el momento, mayoritariamente realizados sobre redes metalorganicas
y polimeros, revelan que estas reacciones suelen darse por pasos y estar gobernadas
por cinéticas de primer orden que recuerdan a sus homoélogas en disolucidn,
transcurriendo probablemente a través de la formaciéon de estados pseudofluidos bajo

las condiciones de molienda y cizalla6%162,

La influencia de la temperatura es otra de las incégnitas de la ecuacién®®. Las dos teorias

clasicas que trataban de explicar la activacién mecanica de las reacciones quimicas le

161 Do, J. L., Fris¢ié, T. ACS Cent. Sci. 2017, 3, 13.
162 Yzarevi¢, K., Halasz, I., Fris¢i¢, T. J. Phys. Chem. Lett. 2015, 6, 4129.
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asignaban un papel clave: la teoria del magma-plasma y la teoria de los “hot spots” o
puntos calientes. La primera de ellas defiende que, bajo las condiciones de molienda, la
deformacion de los sélidos genera acumulaciones locales de energia, conduciendo a la
formacioén de plasmas de alto contenido energético con temperaturas superiores a los
10.000 grados centigrados donde los compuestos alcanzan grados de alta excitacidn,
con el consiguiente aumento de reactividad. Por su parte, el modelo de puntos calientes
sugiere que estas zonas con temperaturas muy elevadas aparecen como consecuencia
de los fendmenos de friccidon entre sélidos. Ambas teorias han sido cuestionadas por
algunos trabajos que sefialan la gran influencia de la temperatura en las reacciones
mecanoquimicas, ademds de que existen dudas sobre si ese calor generado en
determinados puntos no se deberia disipar rapidamente hacia las zonas circundantes.
Probablemente, estas teorias puedan servir para explicar en parte lo que ocurre en una
reaccidn activada por energia mecanica, pero la falta de control sobre lo que sucede
dentro de un reactor y la diversidad de propiedades mecanicas que exhiben los
compuestos orgdnicos e inorganicos utilizados en este tipo de reacciones hacen muy
dificil llegar a una explicacién convincente, al menos con las herramientas disponibles
hasta el momento. Quizd la idea general con la que haya que quedarse es que una
reaccidn en condiciones de mecanoquimica viene determinada por una accion mecanica
directa sobre los materiales de partida que conduce a su amorfizacidén, y por una

activacion térmica causada por las fuerzas de friccidn caracteristicas del proceso.

3.1.4 La reaccion de Povarov en condiciones de mecanoquimica:
antecedentes.

La reaccion de Povarov, como se explica muchas veces a lo largo de esta memoria de
tesis, es un instrumento muy util para la sintesis de tetrahidroquinolinas
funcionalizadas. A pesar de ello, sorprendentemente apenas hay un par de
antecedentes de su adaptacién a condiciones de mecanoquimica. Tan et al. publicaron
en el afio 2014 el primer trabajo en este campo'®, en el que describen la sintesis de 2,4-
diariltetrahidroquinolinas catalizada por FeCls a partir de diferentes anilinas, derivados

del benzaldehido y estireno. El protocolo, efectuado en un molino vibratorio, prevé dos

163 Tan, Y. J., Zhang, Z., Wang, F. J., Wu, H. H., Li, Q. H. RSC Adv. 2014, 4, 35635.
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pasos: la formacion de la arilimina de partida en condiciones mecanoquimicas, y la
posterior adicion del acido de Lewis y el estireno para formar el producto de Povarov.
Se comprobd que el método admite sustituyentes electroaceptores y electrodonadores
tanto en la anilina como en el aldehido aromatico, y que los productos de cicloadicién
se obtienen con buenos rendimientos y una diastereoselectividad total en favor del
isdmero cis, probablemente gracias a que la alta concentracién de reactivos en ausencia
de disolvente favorece el producto de control cinético. La duracidon del paso de
formacién del heterociclo, de tan sélo 90 minutos, supone una ventaja adicional frente
al método convencional. Aunque varios acidos de Lewis fuertes mostraron una similar
capacidad catalitica del proceso, se eligié el FeCls por su precio, su baja toxicidad y su
caracter menos contaminante. El caracter “verde” de la reaccidén se ve reforzado por la
facilidad para aislar los productos, bastando un lavado con agua del crudo de reacciény

una recristalizacién en etanol/agua.

oo
o X

FeCl; (0,25 eq
NH, HSVM (30 Hz) /\©»R2 HSVM (30 Hz) N O R,

I I 30-90 min I 90 min v

19 ejemplos
70-91%
R4=H, Me, OMe, CI
R,=H, Me, CI, NO,

Esquema 3.1. Version mecanoquimica de la reaccion de Povarov por Tan et al.

Tres anos mas tarde, el mismo grupo extendié el método a la sintesis de 2,4-
difenilquinolinas utilizando fenilacetilenos como diendfilos, siempre con FeCls como
catalizador'®4, Realmente, el producto de la cicloadicién son dihidroquinolinas, pero el
caracter oxidante del catalizador utilizado permite aislar directamente las quinolinas con
buenos rendimientos. El método mantiene una buena tolerancia para sustituyentes de
distinta densidad electrdnica en todos los materiales de partida, y ademds esconde una
agradable sorpresa: se verific6 que el protocolo multicomponente arroja unos
resultados incluso mejores en términos de rendimiento, manteniendo la versatilidad y
con un aislamiento del producto aun mas simple, puesto que es suficiente con lavar el

crudo de reaccién con HCl diluido y agua para obtener el producto puro.

164 Tan, Y. J., Wang, F. J., Asirib, A. M., Marwanib, H. M., Zhang, Z. J. Chin. Chem. Soc. 2018, 65, 65.
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0 R,
H
tSmLash (0
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2 FeCl; (2 eq) N R,= Cl, NO,
! t — R P Rs=H, Me, OMe, F
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120 min
R, v

17 ejemplos
mn 74-95%

Esquema 3.2. Sintesis mecanoquimica de 2,4-difenilquinolinas por Tan et al.

La otra versidon mecanoquimica de la reaccién de Povarov corrid a cargo de Kouznetsov
et al., desvelada en un trabajo publicado en 2016°, En él se describe la preparacién de
cis-4-acilamino-2-metiltetrahidroquinolinas utilizando acido fosfomolibdico como
catalizador. La reaccién descrita es del tipo ABB’, utilizando un equivalente de la anilina
correspondiente y 2,1 equivalentes de una N-vinilamida, que puede ser ciclica o aciclica.
En la optimizacién se probaron distintos tipos de molino y reactores de varios
materiales, obteniéndose los mejores resultados con reactores de dgata en un molino
vibratorio. En general los rendimientos obtenidos son buenos y la diastereoselectividad
de la reaccién es completa, aunque la quimioteca obtenida no es muy extensa y el

método no admite mucha variedad estructural en los materiales de partida.

Ry

R;.
2y No
R 7 R4 =
1 PS PMA (0,1 eq) R;= H, OMe, COMe
+ ZONTRy, ———— Ry, Ry= (H, H), (H, Me), -(CHy),-
NH, Ry //: HSVN;(:O Hz) H
1(1eq) 11 (2 eq) m
9 ejemplos

56-76%

Esquema 3.3. Preparacion de 2-metiltetrahidroquinolinas a través de una reaccién de Povarov en condiciones de
mecanoquimica por Kouznetsov et al.

3.1.5 Reaccidon de Povarov aza-viniloga. Ventajas de su adaptacion a
condiciones de mecanoquimica.

El esqueleto de 1-azadieno reviste un enorme interés en la sintesis de heterociclos
nitrogenados debido a su reactividad, que se puede modular y orientar facilmente a la
generacién de estructuras muy diversas. Un ejemplo paradigmatico serian las
hidrazonas a,B-insaturadas con la estructura mostrada en la figura 3.3, que pueden

participar en procesos de muy diversa indole: si Rz es un grupo dimetilamino, el caracter

165 Kouznetsov, V. V., Merchan-Arenas, D. R., Martinez-Bonilla, C. A., Macias, M. A., Roussel, P., Gauthier,
G. H. J. Braz. Chem. Soc. 2016, 27, 2246.
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electrodonador de dicho grupo permitiria a estas moléculas adoptar el papel de dienos
en reacciones de hetero Diels-Alder con demanda electrénica normal; el carbono B es
un buen aceptor de Michael; el &tomo de nitrégeno que forma parte del azadieno tiene
una elevada densidad electrénica, lo que le confiere un claro caracter nucledfilo; el
doble enlace C=N puede ser oxidado, reducido o incluso hidrolizado, abriendo un
abanico de posibilidades en términos de funcionalizacion®®'®’. Ademas, hay que tener
en cuenta que la introduccion de unidades quirales en la posicidon de Rz puede permitir
llevar a cabo todos estos procesos de forma enantioselectiva.

Azadieno para R
reacciones de <~ 1= Aceptor de

aza Diels-Alder N Michael
Ryt “
' \Nh Nucleoéfilo
N
R;
Enlace hidrolizable \

Posibilidad de
induccion asimétrica

Figura 3.3. Diferentes aplicaciones sintéticas del sistema de 1-azadieno.

Si bien el sistema de 1-azadieno es a priori una estructura de baja densidad electrénica
debido al caracter electroaceptor del atomo de nitrégeno, el grupo de Ghosez demostré
que la introduccién de un grupo dimetilamino convertia las hidrazonas a,B-insaturadas
resultantes en dienos adecuados para la reaccion de hetero Diels-Alder'®®, En nuestro
grupo de investigacion se explord la posibilidad de extender su uso a la reaccién de
Povarov viniloga, partiendo de un calculo computacional ab initio al nivel B3LYP-6-31G*.
Como se observa en la figura 3.4, las cargas de Mulliken observadas en la hidrazona | se
asemejan enormemente a las que se puede encontrar en el etil vinil éter, uno de los
diendfilos aciclicos mdas populares en la reaccién de Povarov. Esta prediccién fue
confirmada posteriormente de forma experimental, verificandose la primera aplicacién
exitosa de una hidrazona a,B-insaturada como reactivo diendfilo en una cicloadicién

formal [4+2], que hemos dado en llamar reaccién de Povarov aza-viniloga.

166 Lazny, R., Nodzewska, A. Chem. Rev. 2010, 110, 1386.
167 Groenendaal, B., Ruijter, E., Orru, R. V. A. Chem. Commun. 2008, 5474.
168 Serckx-Poncin, B., Hesbain-Frisque, A. M., Ghosez, L. Tetrahedron Lett. 1982, 23, 3261.
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\N -
_N +0,158 rOEt
)1),225 |
A -0,402
0,417

Figura 3.4. Distribucion de las cargas de Mulliken en la hidrazona 1y el etil vinil éter.

En el afio 2007 nuestro grupo publicé el primer ejemplo de reaccién de Povarov aza-
viniloga, en el que se empleaba como diendfilo una hidrazona a,B-insaturada.
Concretamente, la reaccion de la dimetilhidrazona de la acroleina con diferentes iminas
aromaticas en presencia de un 10 por ciento de tricloruro de indio permitié la obtencién
estereoselectiva de una serie de 1,2,3,4-tetrahidroquinolinas, con un estereocentro

cuaternario en la posicion 4 y otro estereocentro en la posicion 2°%7.

Na

N
R, |
N InCl; (0,1 eq)
_ + R —
NA@\ /& CH,CN, t.a.
R, Ry
| 1}

Esquema 3.4. Primer ejemplo de la reaccion de Povarov aza viniloga desarrollado por nuestro grupo de investigacion.

El siguiente paso en el camino fue la extension de este procedimiento a la sintesis de 2-
aciltetrahidroquinolinas, gracias al empleo de a-cetoiminas que a su vez procedian de

derivados del glioxal en lugar de los aldehidos aromaticos utilizados en los anteriores

trabajos®.
“~ Re
_N InCl; (0,1 eq) N
Ri N%Rz + /g CH;CN, ta. R N R,
Ry H
, o o

1] m

Esquema 3.5. Sintesis de 2-aciltetrahidroquinolinas mediante la reaccion de Povarov aza-viniloga.

A la luz de la revision anterior, se puede observar que apenas se ha explorado la
adaptacion a la mecanoquimica de la reaccién de Povarov, y los protocolos hasta ahora
disponibles no proporcionan la diversidad estructural que seria deseable. En este
contexto, consideramos que el trabajo que se va a presentar a continuacidn resulta
interesante, pues viene a cubrir algunas carencias relevantes: representa la primera
sintesis mecanoquimica de 2-aciltetrahidroquinolinas, permite la adaptacién de la

version viniloga a estas condiciones, y da lugar a estructuras mas complejas que los

105



Capitulo 3. Adaptacion de la reaccién de Povarov aza-viniloga a condiciones de mecanoquimica

métodos ya disponibles, con dos estereocentros cuaternarios y un patron de

funcionalizacidon que permite acceder de forma sencilla a otro tipo de estructuras.

Cuando decidimos adaptar la reaccidon de Povarov aza-viniloga a las condiciones de
mecanoguimica no sdlo buscdbamos aliviar estas carencias, sino que también teniamos
el objetivo de intentar mejorar algunos aspectos de la versién en disolucién como el
tiempo de reaccidn, la diastereoseleccidn, la versatilidad, el rendimiento, la simplicidad
del protocolo y la purificacién: en definitiva, un acceso mds eficiente, econémico y
ecoldgico a los productos de Povarov. En el desarrollo de este capitulo se detallara qué
objetivos se han cumplido y en qué ambitos la nueva aproximaciéon no ha conseguido

superar a la antigua.

3.2 Sintesis de 2-aciltetrahidroquinolinas mediante la
reaccion de Povarov aza-viniloga en condiciones de
mecanoquimica

El primer paso de este trabajo consistié en averiguar si las a-cetoiminas 1 necesarias
como producto de partida para la reaccidon de Povarov se podian obtener en condiciones
de mecanoquimica, para dotar de uniformidad a todo el proceso. Asi, se ensayo la
reaccion entre la p-anisidina y el monohidrato de fenilglioxal, los productos de partida
gue se han utilizado para todos los procesos de optimizacidn descritos en este capitulo
debido a su disponibilidad comercial y su bajo coste. La primera prueba se realizd
empleando un recipiente de 6xido de zirconio con una Unica bola de 20 mm de diametro
del mismo material, en un molino de bolas vibratorio de alta velocidad a una escala de
0,5 mmoly en presencia de 5 gramos de sulfato sédico anhidro. Esta sustancia se afiadid
con dos propdsitos: como agente desecante para deshidratar el fenilglioxal y eliminar
del medio el agua liberada en la formaciéon de la imina, impidiendo su hidrélisis y
desplazando el equilibrio hacia el producto; y también como auxiliar de molienda, pues
la imina formada es un producto oleoso, de modo que tiende a formar una pasta dentro
del reactor que impide la correcta molturacidon y mezcla de los materiales de partida que
aun no han reaccionado, obstaculizando el progreso adecuado de la reaccion. Tras sélo
15 minutos de reaccién a 20 Hz de frecuencia, se observé una esperanzadora conversion

al producto deseado 1a del 49% segun un espectro de RMN de protén (tabla 3.1, entrada
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1). A continuacidn, se llevd a cabo un estudio del tiempo necesario para completar la
reaccidn recogido en la tabla 3.1, del que se desprende que lo mas adecuado es dejar
agitando la mezcla de reaccién durante 75 minutos para asegurarse la conversiéon
completa de los materiales de partida (entrada 5). Realmente se habla de “conversién
media” porque se observé cierta variabilidad en la velocidad de reaccién comparando
diversos intentos, de modo que los porcentajes resefiados corresponden a la conversién
media registrada para cada tiempo de los diferentes ensayos realizados. Hay que tener
en cuenta que la reaccion en cuestion comprende en realidad dos procesos con sus
correspondientes equilibrios: la deshidratacidn del glioxal de partida y su condensacién
con la anilina. Teniendo en cuenta que la atmdsfera de la reaccién no es inerte (por lo
gue contiene un porcentaje de humedad) y que no hay un control de la temperatura,
siendo caracteristico el aumento de la temperatura como consecuencia de los
fendmenos de friccién e impacto, es de esperar que la progresién de ambos procesos
no sea lineal y los equilibrios mencionados experimenten ciertos vaivenes, motivando

una cierta variabilidad en la velocidad de conversidon total a la imina.

o
(0] (0]
- \©\ HO Na,SO, anhidro < \©\
* e —— =
NH, OH HSVM N

(o}
1a

Entrada | t (min) Conversion (%)
1 15 49
2 30 55
3 45 60
4 60 70
5 75 100

Esquema 3.6. Tabla 3.1. Optimizacion del tiempo necesario para la obtencion de las a-cetoiminas de partida en
condiciones de mecanoquimica.

Para completar la optimizacién de este primer paso, se hicieron algunos ensayos
complementarios. Se probé a afiadir cantidades diferentes de Na,SO4 anhidro (1,2y 5
gramos), determinandose que esta ultima cantidad era la idonea para asegurar la
conversion total tras los 75 minutos de reaccion. Se examind también la influencia del
material de los recipientes y la bola, resultando significativo el hecho de que el empleo
de un reactor y dos bolas de acero inoxidable de 15 mm de diametro reducia el tiempo
de reaccién a una hora cuando se elevaba la frecuencia de reaccion a 30 Hz, algo

imposible de hacer cuando se usa ZrO, debido a la fragilidad de este material ante
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frecuencias tan altas. Como veremos después, los malos resultados de la reaccion de
Povarov en reactores de acero inoxidable nos forzaron a despreciar esta mejora. Por
ultimo, se ensayd la reaccion en un molino planetario utilizando un recipiente de acero
inoxidable con 25 bolas de 6 mm, requiriéndose 90 minutos y una velocidad de giro muy

alta (600 rpm) para lograr la complecidn del proceso.

Se selecciond, por tanto, el protocolo que prevé el uso de un recipiente de 6xido de
zirconio con una unica bola de 20 mm del mismo material para llevar a cabo la reaccién
de las anilinas seleccionadas con diversos glioxales a 20 Hz de frecuencia durante 75
minutos, usando un molino de bolas vibratorio, para obtener de forma cuantitativa las
cetoiminas 1a-n. El uso de la 5-metoxi-2-aminopiridina, gracias a su razonablemente
elevada densidad electrénica, resultdé también compatible con el procedimiento
descrito (derivados 1o-p). Este éxito no se reprodujo con otras aminopiridinas sin un
sustituyente fuertemente electrodonador. Las iminas obtenidas fueron empleadas en la
siguiente reaccion sin ninguna manipulacidn adicional, tras confirmar su conversion

completa mediante un espectro de RMN de protdn del crudo de reaccién.

R4

Ry
|
OH
Re ‘Z\ )}(R Na,SO, anhidro Rz ‘Z\
+ 5 —_—
HO
R N NH HSVM, 20 Hz Ry 7 "N F8
3 2 o - 3
75 min
R, Rq )

1a-r

Compuesto R1 Rz Rs3 Ra z Rs
1a H OCHs H H C CeHs
1b CHs H CHs H C CeHs
1c H H CHs H C CeHs
1d H CHs H CHs C CsHs
le H OCHs H H C 3,4-Cl,CsH3
1f H NHBoc H H C CsHs
1g H N(CHs), H H C CeHs
1h H OCH3 H H C 4-OCH3CeH4
1i H CHs H H C 4-OCH3CgH4
1j H CHs H CHs C 4-OCH3CgH4
1k H OCH3 H H C 4-FCeH4
1l H CHs H CHs C 4-FCeH4
im H H H CHs C 4-CICgH4
in H OCHs H H C 2-furilo
1o H OCHs H H C 2-tienilo
1p H OCH3 H H C OEt
1q - OCH3 H H N CeHs
1r - OCHs H H N 4-CH3CsH4

Esquema 3.7. Tabla 3.2. Sintesis de las a-cetoiminas 1a-r.
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Por otro lado, las N,N-dimetilhidrazonas requeridas como diendfilo en la reaccion de

Povarov se prepararon siguiendo un método ya establecido 16°

gue consiste en el
calentamiento a reflujo de una solucidon de N,N-dimetilhidracina y la acroleina que
corresponda en éter etilico, utilizando acido acético como catalizador de la
condensacion. También en este caso los productos se obtuvieron con un rendimiento
practicamente cuantitativo, si bien su elevada volatilidad obligd a tomar la precaucién

de eliminar el disolvente sin utilizar vacio.

/\E . N7 AcOH (1%) N
Re NH, Et,0, reflujo
45 min Rg
2a-c

Compuesto Rs Rendimiento (%)

2a CHs 95

2b CH,CHs 90

2c H 95

Esquema 3.8. Tabla 3.3. Sintesis de las N,N-dimetilhidrazonas 2a-c.

Con ambos reactivos de la reaccidon de Povarov en mano, se investigd si la adicion directa
de las dimetilhidrazonas 2 y el catalizador adecuado sobre el crudo de la reaccién
anterior podia permitir la obtencion de los derivados de 2-acil-1,2,3,4-
tetrahidroquinolina/tetrahidronaftiridina 3 mediante un protocolo multicomponente
secuencial one-pot, a través de una reaccion de Povarov aza-viniloga en condiciones de
mecanoquimica (tabla 3.4). Tomando como modelo la reaccién de la imina 1a con la
hidrazona 2a, se hizo un ensayo preliminar utilizando un 10% de tricloruro de indio como
catalizador, ya que ésta era la catalisis dptima de la reaccidn en disolucién. Tras 30
minutos de reaccion a 20 Hz se detuvo la reaccién después de haberse observado por
TLC el consumo de los materiales de partida (el glioxal y la anilina, pues la a-cetoimina
se hidroliza en la silice), consiguiéndose aislar tras el proceso de purificacién el producto
3a en un 62% de rendimiento. Si bien el resultado ya era aceptable, se optd por ensayar
otros tiempos de reaccion, siempre utilizando InCls como catalizador. El acortamiento
del tiempo de reaccidn se tradujo en una caida del rendimiento, pero su prolongacién a
45 y 60 minutos tuvo un resultado positivo (rendimientos del 67% y 90%,

respectivamente), observandose ya una caida notable hasta el 54% cuando se mantuvo

169 Waldner, A. Helv. Chim. Acta. 1988, 71, 486.
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la reaccion durante 90 minutos (tabla 3.4, entradas 2-5). Al degradarse en silice el
compuesto de partida real de la reaccién, su seguimiento por TLC se debe tomar como
algo orientativo, admitiéndose que pueda haber cierta discordancia entre lo que se
observa en la misma y el estado real del proceso. Esto explicaria que, aunque a tiempos
mas cortos se observe que la reaccidén aparentemente se ha completado, en la practica
no sea asi y los rendimientos continien mejorando a medida que se alarga el tiempo de
reaccion. Por otra parte, el crudo de reaccién y el rendimiento empeoran
manifiestamente cuando la reaccion se prolonga hasta los 90 minutos. Aunque no se
aislaron los productos de degradacion, en el espectro de RMN de protén del crudo de
reaccidon se puede observar la presencia de diversos productos de oxidacion parcial o
total de 3a, generados seguramente por la prolongada exposicion del compuesto a las

altas temperaturas que se generan habitualmente en un reactor de mecanoquimica.

Una vez ajustado el tiempo éptimo de reaccion, se ensayaron otros acidos de Lewis, de
diversa naturaleza y fuerza, para ver si alguno superaba al InClz en términos de
rendimiento y/o diastereoselectividad del producto (entradas 6-13). Ninguno
proporciond un rendimiento mejor que el de referencia, aunque con Yb(TfO)s se logré
la diastereoselectividad mds alta de todas las condiciones ensayadas.
Sorprendentemente, se observd que la reaccion de Povarov se podia dar en condiciones
de mecanoquimica incluso en ausencia de catalizador, aunque con un rendimiento

l6gicamente mucho mds pobre (entrada 14).

A continuacién, se abordd la optimizaciéon de otros pardmetros. El aumento de la
frecuencia a 25 Hz no supuso una mejora (entrada 15), ni tampoco el empleo de una
bola de ZrO,; mas pequeiia (=16 mm, entrada 16) o el aumento de la cantidad de InCls
a un 20% (entrada 17). Siempre usando como catalizador el InClz al 10%, se probé el
cambio a reactores de acero inoxidable con dos bolas de 15 mm del mismo material,
siendo los rendimientos a las diferentes frecuencias de reaccién ensayadas (10-30 Hz)
siempre menores a sus contrapartes en un recipiente de dxido de zirconio (entradas 18-
20). El empleo de 9 bolas pequefias de 6 mm proporciond un resultado ain mas pobre
(entrada 21). Cuando la reaccion se efectué en un molino de bolas planetario utilizando

un reactor de acero inoxidable con 25 bolas de 6 mm, se observé una cierta mejoria del
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rendimiento a medida que se aumentaba la velocidad de giro, aunque a la velocidad

maxima del aparato (600 rpm) el rendimiento no superé el 48% (entradas

22-23).
N
- /QN 2a \
-0 HO i Na,SO, anhid -0 t o "
a,S0,4 anhidro ca ~
o H o
1a - 3a
. . t Rto. dr

Ent. Cat. Molino | v (Hz)/rpm | Material (min) %) | (cis:trans)
1 InCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 30 57 71:29
2 InCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 15 62 71:29
3 InCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 45 67 71:29
4 InCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 60 90 71:29
5 InCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 90 54 71:29
6 CAN (0,1 eq) HSVM 20 ZrO; 60 54 69:31
7 FeCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO; 60 51 70:30
8 AICl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 60 49 72:28
9 ZnCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 60 60 75:25
10 BF3-Et,0 (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 60 69 75:25
11 Eu(hfc); (0,05 eq) | HSVM 20 ZrO, 60 35 55:45
12 Sc(O0Tf)3 (0,1 eq) HSVM 20 ZrO, 60 72 73:27
13 Yb(OTf); (0,1 eq) HSVM 20 ZrO; 60 73 78:22
14 - HSVM 20 ZrO; 60 31 67:33
15 InCl; (0,1 eq) HSVM 25 ZrO; 60 67 71:29
16° InCl; (0,1 eq) HSVM 20 ZrO; 60 72 71:29
17 InCl; (0,2 eq) HSVM 20 ZrO; 60 78 71:29
18° InCl3 (0,1 eq) HSVM 10 Ac. inox. 60 45 71:29
19° InCl3 (0,1 eq) HSVM 20 Ac. inox. 60 35 71:29
20° InCl3 (0,1 eq) HSVM 30 Ac. inox. 60 30 71:29
21°¢ InCl3 (0,1 eq) HSVM 30 Ac. inox. 60 16 71:29
22 InCl3 (0,1 eq) PBM 400 Ac. inox. 60 22 71:29
23¢ InCls (0,1 eq) PBM 600 Ac.inox. | 60 48 71:29
24 | (+)-CSA(0,1eq) | HSVM 20 Zr0, 60 67 70:30
25 p-TsOH (0,1 eq) HSVM 20 ZrO; 60 90 75:25
26 p-TsOH (1 eq) HSVM 20 ZrO; 60 87 75:25

Esquema 3.9. Tabla 3.4. Optimizacion del proceso one-pot para la obtencion de 2-acil-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas a
través de una reaccion de Povarov en condiciones mecanoquimicas.

a1 bola, @=16 mm

b 2 bolas, @=15 mm

€9 bolas, @#=6 mm

d 25 bolas, @=6 mm

Finalmente, se decidié estudiar el uso de un acido de Bronsted para catalizar la reaccion

en lugar de los acidos de Lewis utilizados hasta el momento, esperando que la
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protonacion de la a-cetoimina de partida facilitara el proceso de la misma manera.
Aunque el acido (x)-canfosulfénico tampoco permitié mejorar la eficacia de la reaccion
(entrada 24), el uso de un 10% de dacido p-toluenosulfénico iguald el rendimiento
obtenido con un 10% de InCls, pero con un ligero aumento de la diastereoselectividad
(3:1 cis:trans, entrada 25). Una vez se comprobd que el empleo de acido p-
toluenosulféonico en cantidad estequiométrica no generaba ninguna ventaja adicional

(entrada 26), se concluyo el proceso de optimizacién de la reaccion.

Quedé claro, por tanto, que las mejores condiciones de reaccidn consistian en mantener
la reacciéon durante 60 minutos a 20 Hz de frecuencia en un molino vibratorio,
empleando un recipiente y una bola de 20 mm de ZrO; y catalizando la reaccién con un
10% de acido p-toluenosulfénico. Siguiendo este protocolo one-pot, y partiendo de las
iminas 1a-p y las hidrazonas 2a-c, se sintetizaron las tetrahidroquinolinas 3a-s con unos
rendimientos comparables a los de la reaccién en disolucion, si bien la

diastereoselectividad es un poco menor con este procedimiento alternativo (tabla 3.5).

El esqueleto de 1,5-tetrahidronaftiridina, aunque no destaque entre los mas explorados
en quimica médica, se encuentra en algunos compuestos de interés bioldgico’°. La
aplicacion de las condiciones optimizadas para esta reaccién de Povarov en condiciones
de mecanoquimica a las iminas 1q-r y la hidrazona 2a permitid la obtencién de las
tetrahidronaftiridinas 3t-u con rendimientos muy buenos y diastereoselectividades en
la linea de lo observado para los derivados de tetrahidroquinolina. De los dos
regioisdbmeros posibles (1,5-naftiridina 6 1,7-naftiridina) sélo se observd la formacién
del primero, habiéndose confirmado la estructura gracias a la observaciéon de una
constante de acoplamiento de 8,6 Hz en el espectro de RMN de protén, correspondiente

al acoplamiento orto entre los protones H-7 y H-8.

170 Fernandez, M. C., Escribano, A., Mateo, A. |., Parthasarathy, S., de la Nava, E. M. M., Wang, X.,
Cockerham, S. L., Beyer, T. P., Schmidt, R. J., Cao, G., Zhang, Y., Jones, T. M., Borel, A., Sweetana, S. A,,
Cannady, E. A., Stephenson, G., Frank, S., Mantlo, N. B. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 3056.
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Na,SO,

N

N
|

6

2a-c

ﬁ
R
Ry X7

31 Rg ~N
RN R anhidro NN p-TSOH (0,1 eq)  Res_Z A Ry
Ry NH ) HOJ\[J ’ HSVM, 20 Hz |Ry L Né\n/R5 HSVM, 20 Hz R3L)\/Ni(&
Rs 75 min R, o 60 min R, 7 o
1a-r 3a-u
Comp.| R | Ra | Rs |Rs|2Z Rs Re Ry ':;3 (cis::ans)
3a H OCH3 H H | C CsHs CHs H 90 75:25
3b H OCHs3 H H C CsHs CH,CHs H 62 75:25
3c H OCHs H H | C CeHs H H 45 86:14
3d CHs H CH; | H | C CeHs CHs H 76 55:45
3e H H CHs; | H | C CeHs CHs H 41 72:28
3f H CHs H [CH; | C CeHs CHs H 76 69:31
3g H OCHs H H | C| 3,4-Cl,CsH3 CHs H 81 75:25
3h H NHBoc H H | C CsHs CHs H 72 74:26
3i | H [N(CHs)| H | H | C CeHs CH; H 59 | 7624
3j H OCHs H H | C | 4-OCHsCg¢H4 CHs H 61 73:27
3k H CHs H H | C | 4-OCHsCgH4 CHs H 71 74:26
3l H CH; H | CHs3 | C | 4-OCH3C¢Hq CH; H 99 75:25
3m H OCHs H H | C 4-FCgH4 CHs H 93 75:25
3n H CHs H |CH; | C 4-FCgH4 CH,CH3 H 99 72:28
30 H H H |[CHz | C 4-CICgH4 CHs H 53 71:29
3p H OCHs H H | C 2-furil CHs H 85 82:18
3q H OCHs H H | C 2-tienil CHs H 72 73:27
3r H OCHs H H | C OEt CHs H 70 75:25
3s H OCH3 H H | C OEt CH,CH3 H 64 66:34
3t - OCH3; H H [N CeHs CHs H 98 86:14
3u - OCH3; H H N | 4-CH3CeHs CHs H 85 71:29
3v H OCH3; H H C Isatina CHs H - -
3w H OCH3 H H C CeHs CHs CH,CH3 - =
3x H H CHs | H C | 4-CHsCgHa4 CHs H - -
3y H CsHsO H H C CeHs CH3 H - -
3z | H | ANH | H | H [C| CeHs CHs H - -

Esquema 3.10. Tabla 3.5. Sintesis mecanoquimica de los productos 3a-u. Intentos fallidos de aplicacion del método
para la obtencion de los productos 3v-z.

Hay que destacar otra pequefia variacidén procedimental de la versién mecanoquimica

respecto de la reaccién en disolucidén: en este nuevo protocolo se optd por afadir

siempre 1,5 equivalentes de la hidrazona, lo que supone un exceso mayor del habitual

(1,2 equivalentes). Esto se hizo considerando la volatilidad de dicho reactivo, un aspecto

mas critico en ausencia que en presencia de disolvente.

En latabla 3.5 no sdlo se ha recogido la quimioteca de productos de Povarov sintetizada

por este método, sino también aquellos intentos que no condujeron al producto
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deseado. De este modo, se pueden extraer algunas conclusiones sobre la versatilidad
del método. Considerando la anilina de partida, el método admite una notable variedad
de sustituyentes sobre el anillo aromatico, siempre y cuando tengan un marcado
caracter electrodonador y/o estén situados en la posicién adecuada respecto al grupo
amino. Asi, la presencia de los grupos -OCHs, -N(CHs); y -NHBoc fue plenamente
compatible con este método, mientras que para los grupos metilo se observa un patrén:
los resultados fueron positivos cuando la anilina presenta dos grupos metilo o sélo uno
en posicion orto o para respecto al grupo amino. En cambio, el empleo de m-toluidina
condujo a una significativa pérdida de rendimiento, cuando no directamente al fracaso
de la reaccidn. La presencia de un sustituyente en la posicion 5 de la tetrahidroquinolina
vino acompaifiada de una diastereoseleccion muy baja, probablemente por la
interaccion estérica de los sustituyentes en C-4 y C-5 cuando se encuentran en
disposicidn ecuatorial, igualdndose la estabilidad de las formas cis y trans. Tampoco fue
posible la introduccién de los grupos fenoxilo y acetamido en posicion para al grupo
amino, presumiblemente por su débil caracter electrodonador. La diversidad admisible
por este procedimiento en el glioxal de partida es mucho mas satisfactoria, pudiendo
presentar sustituyentes electrodonadores o electroaceptores sobre el anillo aromatico,
e incluso ser éste sustituido por heterociclos (furano, tiofeno) o por un grupo éster. No
obstante, cuando se intenté introducir la isatina en lugar de un glioxal, |a sintesis de la
cetoimina de partida si fue posible pero la reaccidon de Povarov dio lugar a una cantidad
muy pequena del compuesto deseado, que no fue posible purificar. En lo que respecta
a la hidrazona, en la posicién 4 (Re en el esquema 3.10) se admite la ausencia de
sustitucion o la presencia de cadenas alquilicas cortas (metilo, etilo), mientras que en la
posicion 5 (R7) no puede haber sustituyente alguno, lo que inhabilita aparentemente a
este método para la sintesis de tetrahidroquinolinas o tetrahidronaftiridinas sustituidas
en la posicién 3.

En la tabla 3.6 se muestra la comparativa entre los resultados obtenidos mediante el
procedimiento en disolucién y en condiciones de mecanoquimica, para aquellos
compuestos de los que se disponen ambos datos. Los rendimientos estdn en el mismo
rango, en lineas generales, siendo éstos en algunos casos claramente favorables a uno
u otro método sin un patrdon aparente. No obstante, hay que destacar que la reaccion

en disoluciéon permite la introduccién de algunas variantes inaccesibles mediante el
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nuevo método, como la obtencion de 3-alquiltetrahidroquinolinas o la formacion de

espiroderivados del tipo 3v cuando se utiliza la isatina como producto de partida.

Sintesis mecanoquimica Sintesis en disolucién
Comp. t (h) Rto. (%) dr (cis:trans) | t(h) Rto. (%) dr (cis:trans)

3a 1 90 75:25 3 72 82:18
3b 1 62 75:25 3 63 91:09
3c 1 45 86:14 1 72 100:0
3d 1 76 55:45 3 63 52:48
3e 1 41 72:28 - - -
3f 1 76 69:31 4 95 98:2
3g 1 81 75:25 5 78 86:14
3h 1 72 74:26 - - -
3i 1 59 76:24 - - -
3j 1 61 73:27 3 70 83:17
3k 1 71 74:26 3 30 78:22
3l 1 99 75:25 3 72 86:14
3m 1 93 75:25 3 75 84:16
3n 1 99 72:28 3 55 81:19
30 1 53 71:29 - - -
3p 1 85 82:18 3 88 100:0
3q 1 72 73:27 3 72 90:10
3r 1 70 75:25 2 88 100:0
3s 1 64 66:34 2 74 87:13
3t 1 98 86:14 4 95 98:02
3u 1 85 71:29 - - -

Tabla 3.6. Comparacion de la eficacia de la reaccion de Povarov mecanoquimica respecto a su version en disolucion,
en términos de rendimiento y diastereoselectividad. En verde, se sefialan aquellos casos donde el método
mecanoquimico supone una mejora, mientras que los compuestos cuya obtencion en disolucion resulta mds favorable
en disolucion se marcan en rojo.

Tampoco supone el procedimiento mecanoquimico una mejora a nivel de la
diastereoselectividad de la reaccion, siempre mejor con el método convencional a
excepcion del compuesto 3d. En un experimento en disolucidén previo a la realizacién de
este trabajo se habia comprobado que, si bien el producto mayoritario de la reaccion de
Povarov aza-viniloga a temperatura ambiente era el diastereoisdmero cis, la elevacién
de la temperatura de reaccion a 40°C tendia a favorecer la generacion del isémero trans
sobre el cis'!°. Esta observacion parece indicar que el isémero cis es el producto cinético
de la reaccion, mientras que el trans seria el producto termodinamico. Cuando se
efectua la reaccidn en condiciones de mecanoquimica la temperatura se eleva a causa
de los fendmenos de friccion e impacto que ocurren dentro del reactor, lo que
favoreceria la formacion del producto termodindmico en un grado mayor al habitual,

motivando por ende una moderada pérdida de la diastereoselectividad. Al ser este
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inconveniente inherente al empleo de la energia mecénica como mecanismo activante
de la reaccién, no parece que se pueda hacer mucho para solucionarlo a falta de una
manera efectiva de controlar o impedir el aumento de temperatura en el seno del

reactor.

Por ultimo, hay que mencionar un par de ensayos que completaron la caracterizacién
de este nuevo procedimiento. En primer lugar, intentando desarrollar un protocolo que
generase el menor volumen de residuos posible, se eliminé el work-up del proceso de
purificacion, efectuando directamente la columna cromatografica desde el crudo de
reaccién sin ningun tratamiento intermedio. Desgraciadamente, este proceder se
tradujo en una pérdida de rendimiento de 3a (del 90% al 56%), que hizo aconsejable
mantener el protocolo original. Mas suerte hubo con la prueba de escalado de la
reaccion, pues el 90% de rendimiento de 3a obtenido partiendo de 0,5 mmol de los
reactivos de partida apenas cayé hasta el 81% cuando se utilizaron 3 mmol, escala que
corresponderia a la obtencidn de aproximadamente 1 gramo de los productos de

Povarov.

3.3 Tentativas para extender I|a metodologia
mecanoquimica a la sintesis de 2-
ariltetrahidroquinolinas y hexahidropirrolo[3,2-
blindoles.

Una vez desarrollado un método adecuado para la sintesis mecanoquimica de 2-
aciltetrahidroquinolinas, se planted la posibilidad de poner a punto un procedimiento
analogo para la obtencidn de 2-ariltetrahidroquinolinas, algo que no parecia revestir
gran dificultad dado que las condiciones de sintesis en disolucién son idénticas para

ambos tipos de compuestos.

El trabajo se inicid ensayando la sintesis de la arilimina 4 a partir de p-anisidina y
benzaldehido, tomando como base el trabajo de optimizacidn detallado en el apartado
anterior. Se comprobd que los métodos que habian dado resultado anteriormente, esto
es, hacer reaccionar ambas sustancias en presencia de sulfato sédico anhidro en el

molino vibratorio durante 75 minutos, a 20 Hz y en un reactor con una bola de ZrO3; o
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bien durante 60 minutos a 30 Hz en un reactor con dos bolas de 15 mm de acero

inoxidable, conducian a la formacién cuantitativa del compuesto 4.

Na,SO, o
0 anhidro -
+ H > —
NH, HSVM, 20 Hz N/\©
75 min
° 4

Rto. cuantitativo

Esquema 3.11. Sintesis de la arilimina 4.

Sin embargo, este éxito no se reprodujo en el siguiente paso. Cuando se intentd llevar a
cabo la reaccién de Povarov entre la imina 4 y la hidrazona 3a en presencia de un 10%
de InClz, p-TsOH o BFs3-Et,0 los rendimientos fueron bastante discretos: no se superé el
30% utilizando un reactor de ZrO; a una frecuencia de 20 Hz, mientras que en acero
inoxidable el mejor resultado fue un 41% también a 20 Hz, sin que la variacion de la
frecuencia e incluso el cambio a un molino planetario supusiesen una mejora. Estos
resultados nos empujaron a abandonar, al menos por el momento, el propdsito de

adaptar la sintesis de 2-ariltetrahidroquinolinas a las condiciones de mecanoquimica.

N

/Q
Na,SO ,‘4
a0, 3
- anhidro | -© InCl; (0,1eq) O
__anhidro _ InCl, (0.1 eq)
+ H _
NH, HSVM, 20 Hz N HSVM, 20 Hz
o 60 min 60 min

4 5 (41%)

Esquema 3.12. Obtencion de la 2-ariltetrahidroquinolina 5.

Para entender el porqué de estos rendimientos tan bajos, hay que recordar que la
reaccion de Povarov aza-viniloga conducente a la obtencidn de 2-
ariltetrahidroquinolinas genera cantidades apreciables de otros productos secundarios,
siendo este hecho y su total diastereoselectividad dos caracteristicas que la diferencian
de la sintesis de 2-aciltetrahidroquinolinas por el mismo método. Entre los productos
secundarios que aparecen en este tipo de reacciéon de Povarov destacan dos: las
benzaldehido-N,N-dimetilhidrazonas Il y los hexahidropirrolo[3,2-b]indoles VII'7. Los
compuestos Il se forman por una reaccién de transiminacidn que transcurre a través del
siguiente mecanismo: se produce una reaccién de cicloadicion [2+2] entre la arilimina 'y

la hidrazona, activada esta ultima por el acido de Lewis/Bronsted, para generar el

171 sridharan, V., Ribelles, P., Estévez, V., Villacampa, M., Ramos, M. T., Perumal, P. T., Menéndez, J. C.
Chem. Eur. J. 2012, 18, 5056.
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intermedio ciclico I. Esta 1,3-diazetidina se fragmenta a continuaciéon mediante una
reaccién de retrocicloadicion para dar lugar al producto de transiminacién Il y a la imina
lll, que se descompone rdpidamente en la anilina de partida y acroleina, cuya volatilidad

impide su deteccion.

R2\7N\
InCI3 N(CH;),

]
[2+2
N(CH3)2 ] @ <?: retro [2+2] R,
InCl3 NH
N N(CHa), RHE;L H20 R
Ry N

Esquema 3.13. Mecanismo de formacion de las benzaldehido-N.N-dimetilhidrazonas Ill como producto secundario de
la reaccion de Povarov aza-viniloga.

La formacién de los pirroloindoles VII comienza de la misma manera que la de las
tetrahidroquinolinas IV, con el ataque de la hidrazona sobre la imina activada por el
acido de Lewis/Bronsted para formar el intermedio Il. Es aqui donde se dividen los
caminos para ambos productos: mientras que en el caso del producto de Povarov
deseado se produce una reaccién de Friedel-Crafts intramolecular, en el caso que nos
ocupa es una segunda molécula de anilina (que procede de la transiminacion detallada
anteriormente) la que ataca sobre la posicion electréfila conjugada con el catién
diazenio, generando el intermedio alternativo V. Una ciclacion del tipo 5-exo-trig
facilitada por el catalizador forma el derivado de pirrolidina VI, que deriva en el producto
secundario VIl mediante la pérdida de una molécula de N,N-dimetilhidracina, seguida
de una ciclacién intramolecular del tipo Friedel-Crafts (esquema 3.14). En los diversos
intentos llevados a cabo para obtener las 2-ariltetrahidroquinolinas en condiciones
mecanoquimicas se observo siempre que el producto de transiminacién se formaba en
una proporcién superior a la de los otros productos posibles. Por algin motivo que no
hemos podido esclarecer, estas condiciones de reaccidn favorecen la formaciéon del
producto alternativo de transiminacidon por encima del habitual en la reaccion de

Povarov.

Aunque en un primer momento la formaciéon de los hexahidropirroloindoles resultara
un inconveniente cuando se investigaba la reaccion de Povarov en disolucion, la
complejidad de su estructura invitd a la optimizacion de las condiciones de reaccion para

intentar convertirla en el producto mayoritario. En disolucidn esto se habia conseguido
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haciendo reaccionar la anilina, el aldehido y la hidrazona mediante un protocolo

multicomponente catalizado por BF3-Et;0 y usando cloroformo como disolvente!’?,

\s
N

\ \
~. N w2 N
N
Ph N Ph N Ph H Ph
11} v

InCl; it InCly

NZ\ ~

J
N
|\
%/K

\4
-,
(':I3In\N

\
N—
H,N N 0/ o
| H ~ ~
e N N
_o (o} _0 /O\Cj NH HN
: "N Ph i N7 Ph Né\
InCl; InCl; Vi Ph
[} v
(CH3);NNH,

\Nz\\ -~

Esquema 3.14. Mecanismo de formacion de los hexahidropirrolo[3,2-b]indoles VIII como producto secundario de la
reaccion de Povarov aza-viniloga.

Volviendo sobre el mecanismo anteriormente explicado, se observa que cuando éste se
divide en dos vias, conducentes a la formacién de VIl o del producto de Povarov, se
produce realmente una competicidn entre un ataque intramolecular y otro
intermolecular. La ldgica dice que si se trabaja en unas condiciones de elevada
concentracion se podria favorecer mas la segunda opcién, de modo que se optimizaria
el acceso a los pirroloindoles. Siendo la mecanoquimica el procedimiento por excelencia
para lograr la maxima concentracién de reactivos posible debido a la ausencia de
disolvente, se razond que podia constituir una nueva herramienta para acceder
eficazmente a este tipo de compuestos. Mas la realidad no respondié a tales
expectativas: la reaccion entre p-anisidina, benzaldehido y la hidrazona 3a en el molino
vibratorio a 30 Hz durante 1 hora, utilizando el reactor y las bolas de acero inoxidable, y
BF3-Et,0 al 10% como catalizador, apenas dio lugar a la formacién de trazas del triciclo
deseado Vlla, que ni tan siquiera pudieron ser adecuadamente purificadas. Como en el

caso anterior, se asumid que las particulares condiciones en las que transcurre el
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proceso de activacion mecanoquimica no se adecuaban a los requerimientos de este

mecanismo.

/O\Q\NH ) 7(©

2 (o]
2 BF3.Et,0 (0,1 eq)
—_—
- HSVM, 30 Hz
N 60 min

¢

Esquema 3.15. Intento fallido para la sintesis del compuesto triciclico Vlla en condiciones de mecanoquimica.

Para finalizar este epigrafe, mencionaremos brevemente el intento que se hizo para
llevar a cabo por primera vez una reaccién de Povarov viniloga combinada de tipo I y Il,
en la que laimina también presenta una insaturacion extendida. La versidn en disolucion
de esta reaccién habia arrojado unos resultados mejorables, pues la reaccién de laimina
VIII con la hidrazona 3a proporcioné un rendimiento del compuesto 6 de un 40%'72. Se
decidié entonces ensayar la reaccidon en el molino vibratorio, utilizando las condiciones
que mejor habian funcionado para las 2-ariltetrahidroquinolinas: recipiente y bolas de
acero inoxidable, frecuencia de 20 Hz, 60 minutos de reaccién y catalisis con un 10% de
acido p-toluenosulfénico o de InCls. Los resultados fueron en este caso paupérrimos,

con un rendimiento maximo del 14%.

Nn o

-2

_N

/g 3a
/0\©\ InCl; (0,4 eq)
a) _—
NTNF CH4CN, ta.
4h
vil 6 (40%)

=
/& 3a
/0\©\ InCl; (0,1 eq)
b) _—
NNF HSVM, 20 Hz
60 min

Vil 6 (14%)

Esquema 3.16. Obtencion del compuesto 6 en a) disolucién y b) condiciones de mecanoquimica.

172 Cleriguég, J., Ramos, M. T., Menéndez, J. C. Molbank. 2021, 2, 1220.
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3.4 Aplicaciones sintéticas de los productos de la
reaccion de Povarov aza-viniloga en condiciones de
mecanoquimica.

Una vez se demostrd que la reaccidén de Povarov aza-viniloga se podia llevar a cabo en
condiciones de mecanoquimica, se considerd interesante investigar qué
transformaciones sobre sus productos se podian adaptar también a esta estrategia,
intentando de este modo desarrollar protocolos que permitiesen integrar varios pasos

de reaccién en una Unica secuencia one-pot.

En primer lugar, se ensayd la obtencién del compuesto X mediante una secuencia one-
pot que comprendia la sintesis de la tetrahidroquinolina 3a y una posterior ciclacién
reductora que se explicard con detalle en el capitulo siguiente, a través del tratamiento
del primer crudo de reaccién con un exceso de NaCNBHs. La primera tentativa, en la que
se afadieron unas gotas de una soluciéon de HCl acuoso en metanol para tratar de
catalizar la reaccién, condujo a la obtencion de una mezcla compleja donde apenas se
hallaron trazas del producto deseado. Observando que esta molienda asistida por
liguido no habia dado resultado, se optd por utilizar un acido de Bronsted sdlido,
concretamente un equivalente de 4acido p-toluenosulfénico. El resultado fue
nuevamente un crudo de reaccién muy complejo, y aunque tras una columna
cromatografica si se pudo aislar el compuesto X, el rendimiento fue inferior al 10%.
Aunque obviamente haria falta ensayar mas condiciones de reaccién para dar por
imposible la formacién de compuestos triciclicos como X en un solo paso, estos intentos

fallidos nos llevaron a abandonar esta linea de trabajo.

Siguiendo un planteamiento andlogo, se exploré la sintesis del producto Xl a través de
un proceso secuencial, en el que la sintesis de 3a se seguiria de su
deshidrogenacién/transposicion gracias a la adicion de dos equivalentes de DDQ
(también se detallard este proceso en el préximo capitulo). Nuevamente, el resultado

fue un crudo de reaccidon complejo en el que sélo se observaron trazas de XI.
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SNT NaCNBH; % HSVM, 20 Hz

| .
OH _N H* 60 min
R
HO
_o
a) \©\ _Na;SO, anh. \@\ InCI3 (0,1 eq)
NHz  Hsvm, 20 Hz HSVM 20 Hz

75 min 60 min

1a

N

H

DDQ HSVM, 20 Hz
(2 eq) 60 min

Esquema 3.17. Intentos de aprovechamiento sintético de las 2-aciltetrahidroquinolinas mediante protocolos one-pot
en condiciones de mecanoquimica.

Por ultimo, se decidid investigar la transformacién de 3t en distintos derivados de 2-acil-
1,5-naftiridina, un esqueleto que resulta especialmente interesante por la escasez de
métodos descritos para su sintesis. Basandonos en la experiencia previa en este tipo de
reacciones!®, se esperaba poder obtener el compuesto 7 mediante el tratamiento de 3t
con dos equivalentes de monoperoxiftalato de magnesio (MMPP), y el compuesto 7° si
se usaban dos equivalentes de DDQ. Se decidié utilizar el mismo procedimiento para
ambas reacciones: se obtuvo 3t en condiciones mecanoquimicas, y se afadié sobre el
crudo de reaccidn el reactivo correspondiente, sometiendo la mezcla a una nueva
agitacion a una frecuencia de 20 Hz en el molino vibratorio. El tratamiento con MMPP
no proporciond ninguna sorpresa, observandose la formacién progresiva del compuesto
7, si bien la velocidad de reaccidon era demasiado lenta como para revestir alguna
utilidad sintética: tras dos horas de reacciéon la mayoria del producto de partida
permanecia sin reaccionar. Se observé ademas que se precisaba la adicién de Celite®
como auxiliar de molienda, pues sin ella se formaba una mezcla pastosa que no
reaccionaba correctamente. En cambio, la reaccion con DDQ contravino las
expectativas, conduciendo a la formacidn de 7 con un rendimiento cuantitativo tras solo
una hora de reaccién, y sin observarse en absoluto la formacién del producto
inicialmente esperado, 7°. Este protocolo resulta de gran interés, al permitir la sintesis

de 2-acil-1,5-naftiridinas mediante un protocolo one-pot que implica tres pasos de
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reaccion y que tiene un rendimiento global excelente, al menos en el ejemplo ensayado.

Sin duda, una via a explorar con mas profundidad en el futuro.

Oo__N
DDQ (2 eq) - | N
| Puced |
Tolueno, t.a.,1h = N/ I
o]
7 (conversion ca. 50%)
DDQ (2 eq) 0 ‘ N
L DrReed |
HSVM, 20 Hz, 1 h FSN7 |
\ o
, ~ N— 7 (rto. cuantitativo)
O__N N
- I BN
— Oo__N
Z N MMPP (2 eq) - | .
MeOH, reflujo, 6 h N |
3t [e}
7 (conversion ca. 50%)
o__N
MMPP (2 eq) - S A
L - == . P
HSVM, 20 Hz, 1 h N I

7 (conversion < 20%)
Esquema 3.18. Aplicacion de diversos protocolos de oxidacion sobre el compuesto 3t.
El hecho de que el tratamiento con DDQ condujese a la formacién exclusiva de 7 en lugar
de 7° se debe, muy probablemente, a la menor densidad electrénica del fragmento de
la naftiridina procedente de la piridina de partida. Esta caracteristica, como se explicara
en el proximo capitulo, motiva el fracaso del proceso de transposicidn que si se produce

cuando ese anillo tiene una elevada densidad electronica.

No se puede finalizar este epigrafe sin destacar el papel de la mecanoquimica en la
obtencién del compuesto 7. Cuando se efectuaron las dos reacciones descritas
anteriormente en disolucién, empleando las condiciones establecidas en otros trabajos
previos, se obtuvieron resultados inferiores a los de sus versiones mecanoquimicas.
Concretamente, el tratamiento con MMPP en metanol a reflujo proporcioné una
conversidn aproximada del 50% tras 6 horas de reaccién, mientras que la reaccién con
DDQ, de forma andloga a lo sucedido en el molino vibratorio, condujo a la formacién de
7 enlugar de 7, pero no como Unico producto, sino como parte de una mezcla compleja

de productos cuya identificacion no se llevd a cabo.
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3.5 Experimental section

General experimental details

All reagents (Aldrich, Fischer, Alpha Aesar) and solvents (Scharlau, Fischer) were of
commercial quality and were used as received. Reactions were monitored by thin layer
chromatography on aluminium plates coated with silica gel and fluorescent indicator
(Macherey-Nagel Xtra SIL G/UV254). Mechanochemical reactions were carried out in a
vibratory ball mill Anton Paar BM500 (Madrid, Spain) and a planetary ball mill Retsch
PM 100 (Asturias, Espafia), using grinding jars and balls of zirconium oxide and stainless
steel with different volumes and diameters. Microwave-assisted reactions were
performed on a CEM Discover focused microwave reactor. Separations by flash
chromatography were performed using a Combiflash Teledyne automated flash
chromatograph or on conventional silica gel columns (Scharlau 40—-60 um, 230-400
mesh ASTM). Melting points were determined using a Stuart Scientific apparatus, SMP3
Model, and are uncorrected. Infrared spectra were recorded with an Agilent Cary630
FTIR spectrophotometer with a diamond accessory for solid and liquid samples. NMR
spectroscopic data were recorded using a Bruker Avance 250 spectrometer operating at
250 MHz for *H NMR and 63 MHz for 3C NMR (CAI de Resonancia Magnética Nuclear,
Universidad Complutense); Topspin (Bruker, Rivas-Vaciamadrid, Madrid, Spain) or
Mestrenova (Mestrelab, Santiago de Compostela, Spain) software packages were used
throughout for data processing; chemical shifts are given in ppm and coupling constants
in Hertz. Elemental analyses were determined by the CAl de Microandlisis Elemental,
Universidad Complutense, using a Leco 932 combustion microanalyzer. Exact mass data
were recorded with a high-resolution mass spectrometer FTMS Bruker APEX Q IV
coupled to 2DLC-NS-ESI-MALDI (Mass range: 200-10.000 uma) and a time-of-flight mass
spectrometer MALDI-TOF/TOF Bruker ULTRAFLEX coupled to MALDI (Mass range: 300-
150000 uma), operated by the CAlI de Espectrometria de Masas, Universidad

Complutense.
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Synthesis of a-ketoimines 1a-r

R Anhyd Ri
Ry 2 OH ] Sa:’sg‘:us Ry 2
Rs L NH, HO/K(T ) HSVM, 75 min R3I%NWR5
R, 20 Hz Rs o
1a-r
Compound R1 Rz R3 R4 Z R5
1a H OCHs H H C CsHs
1b CHs H CHs H C CsHs
1c H H CH3 H C CeHs
1d H CHs H CHs C CsHs
le H OCHs H H C 3,4-Cl,CsH3
1f H NHBoc H H C CsHs
1g H N(CHs); H H C CeHs
1h H OCHs H H C 4-OCH3CgH4
1i H CHs H H C 4-OCH3CgH4
1j H CHs H CHs C 4-OCH3CgH4
1k H OCH3 H H C 4-FCeH4
1l H CHs H CHs C 4-FCeHa
Im H H H CHs C 4-CICgH4
in H OCH3 H H C 2-furyl
1o H OCH3 H H C 2-thienyl
1p H OCHs H H C OEt
1q = OCHa H H N C5H5
1r - OCH3 H H N 4-CH3CsH4

Reactions were carried out in an Anton Paar BM500 ball mill at a frequency of 20 Hz

using a 25 mL zirconia grinding jar and a single ball (d = 20 mm, 25.5 g) of the same

material.

The suitable aniline (1 eq, 0.5 mmol), glyoxal derivative (1-1.5 eq, 0.5-0.75 mmol) and

anhydrous sodium sulphate (5 g) were added to a zirconia ball mill vessel of 25 mL with

a single zirconia ball. The vessel was fixed to a horizontal mixer arm and it was shaken

for 75 min at a frequency of 20 Hz. Then, a little sample of the reaction mixture was

collected and analysed by 'H NMR to confirm the quantitative formation of the

corresponding imine 1.

(E)-2-((4-Methoxyphenyl)imino)-1-phenylethanone (1a)

e O

(o}
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Prepared from p-anisidine (0.062 g, 0.5 mmol) and phenylglyoxal monohydrate (0.076
g, 0.5 mmol).

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.35 (s, 1H), 8.31 — 8.27 (m, 2H), 7.62 (m, 1H), 7.58 — 7.49
(m, 2H), 7.40 (d, J=9.0 Hz, 2H), 6.96 (d, /= 9.0 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H) ppm.

(E)-2-((3,5-Dimethylphenyl)imino)-1-phenylethanone (1b)

e

0
Prepared from 3,5-dimethylaniline (0.061 g, 0.5 mmol) and phenylglyoxal monohydrate
(0.076 g, 0.5 mmol).
'H NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 8.36 — 8.32 (m, 3H), 7.70 — 7.61 (m, 1H), 7.58 — 7.51 (m,
2H), 7.04 = 7.00 (m, 3H), 2.41 (m, 6H) ppm.
(E)-1-Phenyl-2-(m-tolylimino)ethanone (1c)
Jolle
0
Prepared from m-toluidine (0.054 g, 0.5 mmol) and phenylglyoxal monohydrate (0.076
g, 0.5 mmol).
14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.40-8.32 (m, 3H), 7.70-7.62 (m, 1H), 7.59-7.51 (m, 2H),
7.42-7.34 (m, 1H), 7.25-7.14 (m, 3H), 2.45 (s, 3H) ppm.
(E)-2-((2,4-Dimethylphenyl)imino)-1-phenylethanone (1d)
AL
0
Prepared from 2,4-dimethylaniline (0.061 g, 0.5 mmol) and phenylglyoxal monohydrate
(0.076 g, 0.5 mmol).
'H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.36 — 8.33 (m, 2H), 8.23 (s, 1H), 7.61 (m, 1H), 7.54 — 7.47
(m, 2H), 7.13 = 7.03(m, 2H), 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H), 2.36 (s, 3H) ppm.

(E)-1-(3,4-Dichlorophenyl)-2-((4-methoxyphenyl)imino)ethanone (1e)
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Prepared from p-anisidine (0.062 g, 0.5 mmol) and 3,4-dichlorophenylglyoxal (0.122 g,
0.6 mmol).

'H NMR (250 MHz, DMSO) &: 8.48 (s, 1H), 8.36 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 8.4, 1.9
Hz, 1H), 7.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.05 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.82 (s,
3H) ppm.

(E)-tert-Butyl (4-((2-oxo-2-phenylethylidene)amino)phenyl)carbamate (1f)

A asWe

Prepared from tert-butyl(4-aminophenyl)carbamate (0.104 g, 0.5 mmol) and

phenylglyoxal monohydrate (0.076 g, 0.5 mmol).
14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.36 (s, 1H), 8.35 — 8.26 (m, 2H), 7.66 — 7.57 (m, 1H), 7.55
—7.46 (m, 4H), 7.40 - 7.32 (m, 2H), 7.10 (bs, 1H), 1.53 (s, 9H) ppm.

(E)-2-((4-(Dimethylamino)phenyl)imino)-1-phenylethanone (1g)

aeWs

(o}

Prepared from N,N-dimethyl-p-phenylenediamine (0.068 g, 0.5 mmol) and
phenylglyoxal monohydrate (0.076 g, 0.5 mmol).

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.44 (s, 1H), 8.38 — 8.28 (m, 2H), 7.67 — 7.58 (m, 1H), 7.56
—7.42 (m, 4H), 6.80 — 6.68 (m, 2H), 3.04 (s, 6H) ppm.

(E)-1-(4-Methoxyphenyl)-2-((4-methoxyphenyl)imino)ethenone (1h)
/0\©\ 0.
T
o}

Prepared from p-anisidine (0.062 g, 0.5 mmol) and p-methoxyphenylglyoxal hydrate
(0.099 g, 0.6 mmol).

1H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.35 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 8.33 (s, 1H), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
6.98 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.85 (s, 3H) ppm.
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(E)-1-(4-Methoxyphenyl)-2-(p-tolylimino)ethanone (1i)
\@\ SN
~T
o)

Prepared from p-toluidine (0.054 g, 0.5 mmol) and p-methoxyphenylglyoxal hydrate
(0.099 g, 0.6 mmol).

14 NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 8.43 — 8.35 (m, 2H), 8.33 (s, 1H), 7.35 — 7.19 (m, 4H), 7.04
—6.97 (m, 2H), 3.90 (s, 3H), 2.42 (s, 3H) ppm.
(E)-2-((2,4-Dimethylphenyl)imino)-1-(4-methoxyphenyl)ethanone (1j)

O\

é\m/©/
; N
o
Prepared from 2,4-dimethylaniline (0.061 g, 0.5 mmol) and p-methoxyphenylglyoxal
hydrate (0.099 g, 0.6 mmol).
1H-NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.43-8.40 (m, 2H), 8.20 (s, 1H), 7.10-7.01 (m, 2H), 7.00-6.96
(m, 3H), 3.90 (s, 3H), 2.41 (s, 3H), 2.36 (s, 3H) ppm.
(E)-1-(4-Fluorophenyl)-2-((4-methoxyphenyl)imino)ethenone (1k)
e F
N
o

Prepared from p-anisidine (0.062 g, 0.5 mmol) and p-fluorophenylglyoxal (0.091 g, 0.6

mmol).

IH NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.39 (dd, J = 9.0, 5.6 Hz, 2H), 8.31 (s, 1H), 7.40 (d, J = 9.0 Hz,
2H), 7.17 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.86 (s, 3H) ppm.

(E)-2-((2,4-Dimethylphenyl)imino)-1-(4-fluorophenyl)ethenone (1l)

G

(o)

Prepared from 2,4-dimethylaniline (0.061 g, 0.5 mmol) and p-fluorophenylglyoxal (0.091
g, 0.6 mmol).
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1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.44 (dd, J = 9.0, 5.6 Hz, 2H), 8.20 (s, 1H), 7.18 (t, J = 8.7 Hz,
2H), 7.11 (s, 1H), 7.06 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H), 2.36 (s, 3H)

(E)-1-(4-Chlorophenyl)-2-(o-tolylimino)ethenone (1m)

e

Prepared from o-toluidine (0.054 g, 0.5 mmol) and 4-chlorophenylglyoxal (0.101 g, 0.6

mmol).

14 NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 8.41 — 8.32 (m, 2H), 8.21 (s, 1H), 7.54 — 7.48 (m, 2H), 7.34
—7.26 (m, 3H), 7.11 — 7.04 (m, 1H), 2.45 (s, 3H) ppm.
(E)-1-(Furan-2-yl)-2-((4-methoxyphenyl)imino)ethanone (1n)

o
T
N" o

0
Prepared from p-anisidine (0.062 g, 0.5 mmol) and 2-furylglyoxal (0.075 g, 0.6 mmol).

'H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.29 (s, 1H), 8.00 (dd, J = 3.5, 0.7 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 1.6,
0.7 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.65 (dd, J = 3.6, 1.7 Hz, 1H),
3.89 (s, 3H) ppm.

(E)-2-((4-Methoxyphenyl)imino)-1-(thiophen-2-yl)ethanone (10)

)
\Q\W@
N S
(o]

Prepared from p-anisidine (0.062 g, 0.5 mmol) and 2-thienylglyoxal (0.084 g, 0.6 mmol).

'H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.36 (dd, J = 3.9, 1.2 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.74 (dd, J = 5.0,
1.2 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 7.18 (dd, J = 5.0, 3.9 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
3.85 (s, 3H) ppm.

(E)-Ethyl 2-((4-methoxyphenyl)imino)acetate (1p)

/O\©\
NN O
T
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Prepared from p-anisidine (0.062 g, 0.5 mmol) and ethyl glyoxal monohydrate (0.077 g,
0.75 mmol).

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.89 (s, 1H), 7.32 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
4.35 (q,J=7.1Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H) ppm.

(E)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)imino)-1-phenylethanone (1q)

Prepared from 5-amino-2-methoxypyridine (0.062 g, 0.5 mmol) and phenylglyoxal
monohydrate (0.076 g, 0.5 mmol).

'H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.38 (s, 1H), 8.33 — 8.23 (m, 3H), 7.73 — 7.60 (m, 2H), 7.57
—7.47 (m, 2H), 6.89 —6.80 (m, 1H), 3.99 (s, 3H) ppm.

(E)-2-((6-Methoxypyridin-3-yl)imino)-1-(p-tolyl)ethanone (1r)

N —
Z>N
o)

Prepared from 5-amino-2-methoxypyridine (0.062 g, 0.5 mmol) and 4-
methylphenylglyoxal (0.089 g, 0.6 mmol).

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.37 (s, 1H), 8.28 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.69 (dd, J=8.9, 2.7 Hz, 1H), 7.32 (d, / = 8.1 Hz, 2H), 6.83 (d, / = 8.9 Hz, 1H), 3.99 (s, 3H),
2.45 (s, 3H) ppm.

Synthesis of a,B-unsaturated N,N-dimethylhydrazones 2a-c

1 N7 HAc (1%) N
+ | - pZ
Rg NH, Et,0, reflux
45 min Rg
2a-c
Compound Rs
2a CHs
2b CH,CH;
2c H

To a stirred solution of the corresponding acrolein derivative (1 eq) in diethyl ether (50

mL), N,N-dimethylhydrazine (2 eq) and acetic acid (1 mL) were added dropwise, and the
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resulting yellow solution was refluxed for 45 minutes. Then, the reaction mixture was
cooled to room temperature and it was washed successively with saturated NaHCOs (2
x 50 mL) and water (2 x 50 mL). The combined organic layers were dried over anhydrous
Na,S0s, filtered, and the solvent was evaporated on a water bath keeping the
temperature below 60°C, to avoid volatilization of the resulting hydrazone. The crude
product thus obtained was used in subsequent reactions with no further purification.

(E)-1,1-Dimethyl-2-(2-methylallylidene)hydrazine (2a)

\N/

L
Prepared from methacrolein (4.9 mL, 60 mmol) and N,N-dimethylhydrazine (9.1 mL, 120

mmol).
Yield: 6.39 g (95 %). Yellow liquid.

1H NMR (CDCls, 250 MHz) 8: 7.03 (s, 1H), 5.10 (s, 1H), 5.02 (s, 1H), 2.85 (s, 6H), 1.91 (s,

3H) ppm.
13C NMR (CDCl3, 63 MHz) 6: 142.1, 135.7, 114.3, 42.0, 17.2 ppm.

(E)-1,1-Dimethyl-2-(2-ethylallylidene)hydrazine (2b)

~Na
|

\/QN
Prepared from 2-ethylacrolein (5.9 mL, 60 mmol) and N,N-dimethylhydrazine (9.1 mL,
120 mmol).

Yield: 6.81 g (90 %). Yellow liquid.

H NMR (CDCls, 250 MHz) 8: 6.98 (s, 1H), 5.08 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 0.6 Hz, 1H),
2.81 (s, 6H),2.34(q,/=7.4Hz),1.08 (t,J = 7.4 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (CDCls, 63 MHz) 6: 148.7, 136.4, 113.7,42.9, 24.3, 13.1 ppm.

(E)-2-Allylidene-1,1-dimethylhydrazine (2c)

\N/

|
_N
q

Prepared from acrolein (1.3 mL, 20 mmol) and N,N-dimethylhydrazine (3.0 mL, 40

mmol).
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Yield: 1.86 g (95 %). Yellow liquid.

1H NMR (CDCls, 250 MHz) &: 6.96 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.45 (ddd, J = 17.3, 10.3, 9.0 Hz, 1H),
5.26 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 5.21 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 2.84 (s, 6H) ppm.

13C NMR (CDCls, 63 MHz) 6: 135.8, 135.7, 116.7, 42.7 ppm.

Synthesis of 2-acyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines and 2-acyl-1,2,3,4-tetrahydro-1,5-
naphthyridines 3a-u.

\N/
_N
2a-c
R Re Ry R \
) /H(Rs Ar&t;;;gg: > R ‘ z p-TsOH (0.1eq)  Re | z PO
I(\L HO HSVM, 75 min R312\N&\H/R5 HSVM, 60 min  Ry” 7 N~ N
20 Hz R, o 20 Hz L
1a-r 3a-u

Cmpd R1 Rz R3 R4 Z R5 Rs R7

3a H OCHs H H | C CsHs CHs H

3b H OCHs; H H C CeHs CH,CH3 H

3c H OCH3 H H | C CeHs H H

3d CHs H CHs | H | C CsHs CH; H

3e H H CH; H C CeHs CHs H

3f H CHs H |[CH; | C CsHs CHs H

3g H OCHs H H | C| 3,4-Cl,CsH3 CHs H

3h H NHBoc H H | C CsHs CHs H

3i H | N(CHs), | H H | C CsHs CHs H

3j H OCHs H H | C | 4-OCHsC¢Hs CHs H

3k H CHs H H | C | 4-OCHsC¢Hs CHs H

3l H CHs H | CHs | C | 4-OCHsC¢H4 CHs H

3m H OCHs H H | C 4-FCgH4 CHs H

3n H CHs H |[CH; | C 4-FCeH4 CH,CH;3 H

30 H H H [CHs; | C 4-CICgH4 CHs H

3p H OCH3 H H | C 2-furyl CH; H

3q H OCH3 H H | C 2-thienyl CHs H

3r H OCH3 H H |C OEt CHs H

3s H OCH3 H H | C OEt CH,CHs H

3t - OCHs; H H N CeHs CHs H

3u = OCH3 H H N 4-CH3C6H4 CH3 H

After obtaining the starting imines 1 (1 eq, 0.5 mmol), the suitable hydrazone (1.5 eq,
0.75 mmol) and p-TsOH (0.1 eq, 0.05 mmol) were added directly to the mill vessel. The
mixture was shaken at 20 Hz for 1 h, and then, the jar was washed with 10 mL of
methanol, and the resulting suspension was stirred for 10 min to recover all the material

from the ground sodium sulphate. The methanolic suspension was filtered through a
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pad of celite to remove the sodium sulphate, and the solvent was eliminated under
reduced pressure. The oily residue was redissolved in ethyl acetate, washed with water
(15 mL) and brine (15 mL), and the aqueous phase was extracted with ethyl acetate (2 x
10 mL). The combined organic phases were dried over anhydrous sodium sulphate and
evaporated. The resulting crude was purified by silica gel flash chromatography, using
the suitable mixture of solvents that are detailed in the description of each compound.
(+)-(25,4S)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-
1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3a)

Prepared from imine 1a (0.5 mmol), hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 85:15.
Yield: 0.158 g (90 %). Yellow solid.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.98 — 7.92 (m, 2H), 7.61 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.49 (t, J = 7.4
Hz, 2H), 6.73 — 6.70 (m, 2H), 6.65 (m, 1H), 6.53 (s, 1H), 5.09 (dd, J = 12.2, 2.7 Hz, 1H),
4.60 (bs, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.72 (s, 6H), 2.07 (dd, J = 13.0, 2.8 Hz, 1H), 1.73 (t, J = 12.6 Hz,
1H), 1.65 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 199.9, 152.5, 143.6, 136.8, 135.0, 133.9, 129.2, 128.6, 128.5,
117.4,113.9, 113.8, 56.1, 54.6, 43.6, 41.4, 39.2, 26.6 ppm.

IR (neat) v: 3370.9, 2954.1, 1685.3, 1597.0 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H25N30; (M = 351.44): C, 71.77; H, 7.17; N, 11.96.
Found: C, 71.48; H, 7.03; N, 11.80.

mp: 130-131°C.
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(x)-(25,4S)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4-ethyl-6-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroquinoline (3b)

Prepared from imine 1a (0.5 mmol) and hydrazone 2b (0.095 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 9:1.
Yield: 0.108 g (62 %). Orange oil.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.93 (m, 2H), 7.57(m, 1H), 7.51 — 7.45 (m, 2H), 6.68 (m, 3H),
6.51 (s, 1H), 5.05 (dd, J = 12.4, 3.3 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.69 (s, 6H), 2.23 (dd, J = 13.3,
3.3 Hz, 1H), 2.06 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 1.71 (t, J = 12.5 Hz, 1H), 1.00 (t, J = 7.3 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 200.4, 151.8, 141.2, 136.9, 135.2, 133.6, 129.0, 128.3, 127.4,
116.8, 114.5, 113.3, 56.0, 54.1, 43.8, 43.3, 35.2, 30.8, 9.3 ppm.

IR (neat) v: 3375.1, 2925.6, 1620.4 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H27N302 (M= 349.47): C, 75.61; H, 7.79; N, 12.02.
Found: C, 75.31; H, 7.79; N, 11.90.

(+)-(25,4S)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroquinoline (3c)

Prepared from imine 1a (0.5 mmol) and hydrazone 2c¢ (0.074 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 9:1.
Yield: 0.076 g (45 %). Red solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) 8: 7.96 — 7.93 (m, 2H), 7.61 (m, 1H), 7.55 — 7.43 (m, 2H), 6.73
—6.72 (m, 2H), 6.66 (m, 1H), 6.42 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 5.05 (dd, J = 12.0, 2.7 Hz, 1H), 4.61
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(bs, 1H), 3.96 (m, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.77 (s, 6H), 2.39 (ddd, J = 2.7, 5.5, 12.7 Hz, 1H), 1.64
(g,/=12.5Hz, 1H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 199.3, 152.3,139.1, 137.4, 134.7,133.7,129.0, 128.5, 123.1,
117.1,114.1, 114.0, 57.0, 56.0, 43.3, 41.9, 33.0 ppm.

IR (NaCl) v: 3300.5, 2949.1, 1683.1, 1503.0 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for CaoH23N30; (M = 337.42): C, 71.19; H, 6.87; N, 12.45.
Found: C, 70.86; H, 6.57; N, 12.25.

mp: 95-97 °C.

(+)-(2S,4S)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4,5,7-trimethyl-1,2,3,4-

tetrahydroquinoline (3d)

Prepared from imine 1b (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 94:6.
Yield: 0.133 g (76 %). White solid.

4 NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.00-7.95 (m, 2H), 7.69-7.61 (m, 1H), 7.56-7.50 (m, 2H),
6.63 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 5.06 (dd, J = 12.3, 2.5 Hz, 1H), 4.89 (bs, 1H), 2.73
(s, 6H), 2.25 (s, 3H), 2.24 (s, 3H), 1.97 (dd, J = 12.8, 2.5 Hz, 1H), 1.76 (s, 3H), 1.68 (t, J =
12.5 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 199.6, 145.5, 143.8,137.8, 137.6, 135.0, 134.0, 129.3, 128.7,
122.9,121.6,114.9,54.0,43.6,42.1,41.4, 23.4, 22.3, 21.2 ppm.

IR (neat) v: 3333.7, 2918.9, 1682.9 cm'™.

Elemental analysis (%): calc. for C;2H27N30 (M = 349,48): C, 75.61; H, 7.79; N, 12.02.
Found: C, 75.58; H, 8.01; N, 12.21.

mp: 153-154 °C.
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(x)-(25,4S)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4,7-dimethyl-1,2,3,4-

tetrahydroquinoline (3e)

Prepared from imine 1c (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 85:15.

Yield: 0.069 g (41 %). Yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.02 — 7.94 (m, 2H), 7.69 — 7.59 (m, 1H), 7.57 — 7.47 (m,
2H), 6.96 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.61 (s, 1H), 6.58 — 6.52 (m, 2H), 5.14 (dd, J = 12.3, 2.7 Hz,
1H), 4.84 (bs, 1H), 2.75 (s, 6H), 2.29 (s, 3H), 2.11 (dd, J = 12.9, 2.9 Hz, 1H), 1.75 (t, /= 12.6
Hz, 1H), 1.66 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 199.8, 143.8,142.8,137.9, 135.1,134.0,129.3,128.7,128.3,
124.2,119.1, 116.4,54.5, 43.7, 40.9, 39.1, 26.5, 21.6 ppm.

IR (neat) v: 3392.6, 2951.7, 1685.4, 1594.4 cm™,

Elemental analysis (%): Calc. for C21H2sN3O (M = 335.44): C, 75.19; H, 7.51; N, 12.53.
Found: C, 75.03; H, 7.27; N, 12.86.

mp: 111-113 °C.
(x)-(25,45)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4,6,8-trimethyl-1,2,3,4-

tetrahydroquinoline (3f)

Prepared from imine 1d (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 96:4.

Yield: 0.133 g (76 %). White solid.
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1H NMR (250 MHz, CDCls) 8: 7.97 — 7.94 (m, 2H), 7.57 (m, 1H), 7.51 — 7.41 (m, 2H), 6.82
(s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.13 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.57 (s, 1H), 2.73 (s, 6H), 2,22
(s, 3H), 2.21 (s, 3H), 2.06 (dd, J = 12.9, 2.9 Hz, 1H), 1.74 — 1.64 (m, 4H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 199.7, 143.9, 138.2, 134.8, 133.7,129.7, 129.0, 128.5, 126.4,
126.4,126.2,123.4,54.4,43.5,41.1, 39.0, 26.3, 20.6, 17.7 ppm.

IR (neat) v: 3346.8, 2918.2, 1627.5 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H27N30 (M= 349.47): C, 75.61; H, 7.79; N, 12.02.
Found: C, 75.31; H, 7.79; N, 11.90.

mp: 136-138 °C
(£)-(2S,4S)-2-(3,4-Dichlorobenzoyl)-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-
methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3g)

\
~— ,N\
_o LN cl
‘ N g cl
H o
Prepared from imine 1e (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).
Purification: petroleum ether: ethyl acetate 9:1.

Yield: 0.170 g (81 %). Yellow solid.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.06 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.79 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.61
(d, J=8.4 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 6.68 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H), 5.02 (dd, J
= 12.0, 2.9 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.76 (s, 6H), 2.05 (dd, J = 12.9, 2.9 Hz, 1H), 1.81 (t, J =
12.5 Hz, 1H), 1.66 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 198.0, 152.8, 142.8, 138.6, 136.6, 134.7, 134.2,131.4, 130.8,
128.6,127.6, 117.5, 114.1, 114.0, 56.2, 55.0, 43.6, 41.4, 39.2, 26.9 ppm.

IR (neat) v: 3326.5, 1686.9, 1601.0 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H23CI2N3O; (M =420.33): C, 60.01; H, 5.52; N, 10.00.
Found: C, 59.67; H, 5.45; N, 9.86

mp: 102-104 °C
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(£)-(25,4S)-tert-Butyl 2-benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4-methyl-1,2,3,4-

tetrahydroquinolin-6-yl)carbamate (3h)

necove

Prepared from imine 1f (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 7:3.
Yield: 0.157 g (72 %). Yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.01 — 7.92 (m, 2H), 7.68 — 7.59 (m, 1H), 7.57 — 7.49 (m,
2H), 7.21 (bs, 1H), 6.88 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.11 (dd,
J=12.3,2.8 Hz, 1H), 4.75 (bs, 1H), 2.78 (s, 6H), 2.11 (dd, J = 12.9, 2.8 Hz, 1H), 1.76 (t, J =
12.6 Hz, 1H), 1.65 (s, 3H), 1.52 (s, 9H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 199.8, 153.8, 139.2, 135.1, 134.0, 129.3, 129.3, 129.0, 128.7,
127.4,120.7,120.1, 116.6, 80.3, 54.5, 43.7, 41.3, 39.0, 28.8, 26.63 ppm.

IR (neat) v: 3357.8, 2968.6, 1706.2, 1684.5, 1595.3 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2sH3;N403 (M = 436.56): C, 68.78; H, 7.39; N, 12.83.
Found: C, 69.10; H, 7.10; N, 12.57.

mp: 95-98 °C
* In this case, cis diastereoisomer could not be fully separated from the trans derivative.
()-(25,45)-2-Benzoyl-6-(dimethylamino)-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4-

methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3i)

Prepared from imine 1g (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: dichloromethane: ethyl acetate 4:1.

Yield: 0.108 g (59 %). Yellow oil.
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'H NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 8.03 — 7.93 (m, 2H), 7.69 — 7.59 (m, 1H), 7.57 — 7.48 (m,
2H), 6.77 (s, 2H), 6.70 —6.62 (m, 1H), 6.60 (s, 1H), 5.12 (dd, /= 12.3, 2.6 Hz, 1H), 2.86 (s,
6H), 2.75 (s, 6H), 2.09 (dd, J = 12.9, 2.7 Hz, 1H), 1.83 — 1.66 (m, 4H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 8: 200.0, 144.4,144.2,135.7,135.1,133.9, 129.3, 128.7, 128.4,
117.7,115.8,115.2,54.7,43.8, 42.9, 41.5, 39.5, 26.6 ppm.

*This compound decomposes rapidly into a complex mixture after the purification,
making impossible its full characterization.
(£)-(2S,4S)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-
1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3j)

\
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Prepared from imine 1h (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 9:1.
Yield: 0.116 g (61 %). Yellow solid.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.94 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.73 — 6.69
(m, 2H), 6.65 (m, 1H), 6.53 (s, 1H), 5.04 (dd, J = 12.3, 2.7 Hz, 1H), 4.58 (bs, 1H), 3.88 (s,
3H), 3.73 (s, 3H), 2.73 (s, 6H), 2.06 (dd, J = 13.0, 2.8 Hz, 1H), 1.72 (t, J = 12.7 Hz, 1H), 1.64
(s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 198.2, 164.1, 152.5, 143.4,137.0,131.0, 128.6,127.8,117.5,
114.4,113.9,113.9,56.1,55.9,54.1, 43.6, 41.4, 39.5, 26.5 ppm.

IR (neat) v: 3375.9, 2960.7, 1676.3, 1600.5 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2;H27N303 (M = 381.47): C, 69.27; H, 7.13; N, 11.02.
Found: C, 68.90; H, 6.90; N, 10.77.

mp: 127-128 °C.
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(x)-(25,4S)-4-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-4,6-dimethyl-2-(4-methoxybenzoyl)-
1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3k)

\
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b
(o]

Prepared from imine 1i (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 95:5.
Yield: 0.130 g (71 %). Yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.96 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.15-6.78 (m, 4H), 6.68 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 6.56 (s, 1H), 5.06 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.71 (bs, 1H), 3.89 (s, 3H), 2.75 (s, 6H), 2.23
(s, 3H), 2.07 (dd, J = 13.0, 2.8 Hz, 1H), 1.74 (t, ) = 12.8 Hz, 1H), 1.64 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 197.9, 163.9, 143.6, 140.4, 130.7, 128.4, 127.6, 126.9, 126.8,
116.0, 114.1, 55.6, 53.8, 43.4, 40.9, 39.3, 26.3, 20.6 ppm.

IR (neat) v: 3356.2, 2961.2, 1668.2, 1601.3 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2;H27N30; (M = 365.48): C, 72.30; H, 7.45; N, 11.50.
Found: C, 72.17; H, 7.31; N, 11.27

mp: 118-121 °C.
(£)-(25,4S)-4-((2,2-Dimethylhydrazineylidene)methyl)-2-(4-methoxybenzoyl)-4,6,8-
trimethyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3I)

Prepared from imine 1j (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 95:5.

Yield: 0.188 g (99 %). Yellow solid.
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1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.05 — 7.91 (m, 2H), 7.01 — 6.95 (m, 2H), 6.83 (s, 1H), 6.76
(s, 1H), 6.57 (s, 1H), 5.10 (dd, J = 12.5, 2.8 Hz, 1H), 4.55 (bs, 1H), 3.90 (s, 3H), 2.74 (s, 6H),
2.21 (s, 6H), 2.07 (dd, J = 13.0, 2.8 Hz, 1H), 1.70 (t, J = 12.7 Hz, 1H), 1.66 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 198.0, 163.9, 144.2, 138.4, 130.8, 129.7, 127.6, 126.4, 126.3,
126.2,123.5,114.2,55.7, 53.9, 43.5, 41.0, 39.3, 26.2, 20.6, 17.6 ppm.

IR (neat) v: 3365.9, 2954.7, 1669.2, 1611.2 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C23H29N30; (M = 379.50): C, 72.79; H, 7.70; N, 11.07.
Found: C, 72.51; H, 7.34; N, 11.36.

mp: 137-140 °C.
()-(25,45)-4-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-2-(4-fluorobenzoyl)-6-methoxy-4-
methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3m)
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Prepared from imine 1k (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 92:8.
Yield: 0.172 g (93 %). Yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 7.98 (dd, J = 8.8, 5.4 Hz, 2H), 7.17 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 6.72 —
6.70 (m, 2H), 6.66 — 6.64 (m, 1H), 6.53 (s, 1H), 5.04 (dd, J = 12.2, 2.8 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H),
2.72 (s, 6H), 2.04 (dd, J = 13.0, 2.8 Hz, 1H), 1.74 (t, J = 12.6 Hz, 1H), 1.63 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 198.3, 166.2 (d, J = 280.8 Hz, C-4°), 152.6, 143.1, 136.7,
131.3 (d,J = 3.6 Hz, C-1°), 131.3 (d, J = 10.2 Hz, C-2" and C-6), 128.6, 117.5, 116.4 (d, J =
24.1 Hz, C-3" and C-5°), 114.0, 113.9, 56.1, 54.6, 43.6, 41.3, 39.3, 26.7 ppm.

IR (neat) v: 3358.2, 2960.2, 1686.1, 1597.4 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H24FN302 (M = 369.43): C, 68.27; H, 6.55; N, 11.37.
Found: C, 68.53; H, 6.29; N, 10.98.

mp: 121-122 °C.
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(£)-(25,4S)-4-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-4-ethyl-2-(4-fluorobenzoyl)-6,8-

dimethyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3n)

Prepared from imine 11 (0.5 mmol) and hydrazone 2b (0.095 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 95:5.
Yield: 0.189 g (99 %). Yellow viscous liquid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.12 — 7.85 (m, 2H), 7.24 — 7.10 (m, 2H), 6.83 (s, 1H), 6.74
(s, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.07 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 4.53 (bs, 1H), 2.71 (s, 6H), 2.22 — 2.17 (m,
7H), 2.05 (g, J = 7.3 Hz, 2H), 1.68 (t, J = 12.9 Hz, 1H), 1.01 (t, J = 7.3 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) &6: 198.8, 166.0 (d, J = 252 Hz), 142.0, 138.2, 131.4 (d, J = 2.9
Hz), 131.0 (d, J = 9 Hz), 129.7, 126.6, 125.9, 125.5, 123.1, 116.2 (d, J = 25.2 Hz), 54.1,
43.7,43.4,35.2,30.7, 20.7, 17.8, 9.3 ppm.

IR (neat) v: 3370.9, 2964.5, 1673.1, 1603.3 cm™L,

Elemental analysis (%): Calc. for C3H2sFN3O (M = 381.50): C, 72.41; H, 7.40; N, 11.01.
Found: C, 72.10; H, 7.10; N, 10.57.

(x)-2-(4-Chlorobenzoyl)((2S,45)-4-((E)-(2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4,8-dimethyl-

1,2,3,4-tetrahydroquinoline (30)

Prepared from imine 1m (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 95:5.
Yield: 0.110 g (53 %). Pale yellow solid.

1H NMR (300 MHz, CDCls) &: 8.00 — 7.88 (m, 2H), 7.59 — 7.46 (m, 2H), 7.06 — 6.93 (m,
2H), 6.68 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.59 (bs, 1H), 5.13 (dd, J = 12.3, 2.5 Hz, 1H), 4.69 (s, 1H), 2.77
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(s, 6H), 2.27 (s, 3H), 2.08 (dd, J = 12.9, 3.0 Hz, 1H), 1.76 (t, J = 12.7 Hz, 1H), 1.67 (s, 3H)

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 198.8, 143.7, 140.8, 140.5, 133.4,130.2, 129.7,129.1, 126.6,
126.3,123.3,117.6,54.7,43.7,41.3, 39.0, 26.7, 18.0 ppm.

IR (neat) v: 3425.7, 2946.1, 1684.9, 1591.8 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H24BrN3O (M = 414.35): C, 60.87; H, 5.84; N, 10.14.
Found: C, 61.23; H, 6.02; N, 10.22.

mp: 153-156 °C
(+)-(25,4S)-4-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-2-(2-furylcarbonyl)-6-methoxy-4-
methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3p)

Prepared from imine 1n (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 85:15.
Yield: 0.145 g (85 %). Yellow solid

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.65 (dd, J = 1.6, 0.7 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 3.6, 0.5 Hz, 1H),
6.73 — 6.66 (m, 3H), 6.62 — 6.58 (m, 2H), 4.87 (dd, J = 11.9, 2.9 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.77
(s, 6H), 2.22 (dd, J = 12.7, 3.0 Hz, 1H), 1.86 (t, J = 12.3, 1H), 1.64 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 188.5, 152.1, 150.9, 146.5, 143.0, 136.3, 128.1, 118.2, 116.8,
113.5,113.4,112.3,55.7, 54.7, 43.2, 40.6, 38.3, 26.2 ppm.

IR (neat) v: 3378.0, 2956.3, 1675.8, 1568.2 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for CigH23N303 (M = 341.40): C, 66.84; H, 6.79; N, 12.31.
Found: C, 66.59; H, 6.56; N, 12.63.

mp: 113-114 °C.
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(£)-(25,4S)-4-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-2-(thiophen-2-
ylcarbonyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (3q)

Prepared from imine 10 (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 8:1.
Yield: 0.129 g (72 %). Brown solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.82 (dd, J = 3.8, 1.1 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 5.0, 1.1 Hz, 1H),
7.17 (dd, J = 4.9, 3.8 Hz, 1H), 6.71 — 6.68 (m, 2H), 6.65 (m, 1H), 6.56 (s, 1H), 4.90 (dd, J =
12.1, 3.0 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.73 (s, 6H), 2.14 (dd, J = 13.0, 3.1 Hz, 1H), 1.92 (t,J = 12.4
Hz, 1H), 1.62 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 192.9, 152.6, 143.2,141.1, 136.6, 134.4,132.7,128.6, 117.3,
113.9, 56.1, 56.0, 43.6, 41.2, 40.2, 26.8 ppm.

IR (neat) v: 3367.8, 2957.3, 1661.8, 1597.0 cm!

Elemental analysis (%): Calc. for Ci1gH23N30,S (M = 357.47): C, 63.84; H, 6.49; N, 11.75;
S, 8.97. Found: C, 63.65; H, 6.22; N, 11.59; S, 8.92.

mp: 107-108 °C
()-(25,4S)-Ethyl 4-((E)-(2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-1,2,3,4-

tetrahydroquinoline-2-carboxylate (3r)

Prepared from imine 1p (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 8:1.

Yield: 0.112 g (70 %). Pale yellow viscous liquid.
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1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 6.73 — 6.60 (m, 4H), 4.29 (bs, 1H), 4.28 (g, J = 7.0 Hz, 2H),
4.14 (dd, J = 11.6, 3.2 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.80 (s, 6H), 2.12 (dd, J = 12.9, 3.3 Hz, 1H),
1.98 (t,J = 12.0 Hz), 1.52 (s, 3H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 173.2, 152.1, 143.5, 136.4, 127.9, 116.0, 113.7, 113.4, 61.3,
55.7,51.1,43.3,40.3, 37.3, 26.9, 14.1 ppm.

IR (neat) v: 3388.0, 2977.8, 2828.9, 1737.3, 1603.1 (C=N) cm"™.

Elemental analysis (%): Calc. for C17H25N303 (M = 319.40): C, 63.93; H, 7.89; N, 13.16.
Found: C, 63.94; H, 7.63; N, 13.03.

(£)-(2S,4S)-Ethyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4-ethyl-6-methoxy-1,2,3,4-

tetrahydroquinoline-2-carboxylate (3s)

Prepared from imine 1p (0.5 mmol) and hydrazone 2b (0.095 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 9:1.
Yield: 0.107 g (64 %). Orange oil.

H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 6.73 — 6.58 (m, 4H), 4.26 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 4.11 (dd, J =
11.9, 3.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.78 (s, 6H), 2.32 (dd, J = 13.3, 3.5 Hz, 1H), 2.03 - 1.85 (m,
3H), 1.33 (t,J = 7.1 Hz, 3H), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) &6: 174.1, 152.1, 142.3, 136.9, 127.6, 116.2, 114.6, 113.4, 61.8,
56.2,51.3,43.7,43.4,33.7, 31.6, 14.6, 9.1 ppm.

IR (neat) v: 3395.4, 2927.3,1743.8, 1117.3 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for CigH27N303 (M = 333.43): C, 64.84; H, 8.16; N, 12.60.
Found: C, 64.46; H, 8.14; N, 12.79.
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(£)-(25,4S)-2-Benzoyl-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-
1,2,3,4-tetrahydro-1,5-naphthyridine (3t)

Prepared from imine 1q (0.5 mmol) and hydrazone 2a (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 9:1.
Yield: 0.173 g (98 %). Pale yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.02 — 7.96 (m, 2H), 7.67 — 7.59 (m, 1H), 7.57 — 7.47 (m,
2H), 7.17 (s, 1H), 7.06 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.07 (dd, J = 12.1, 2.8
Hz, 1H), 4.46 (bs, 1H), 3.86 (s, 3H), 2.69 (s, 6H), 2.29 (dd, J = 13.5, 2.9 Hz, 1H), 2.13 - 1.97
(m, 1H), 1.68 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 8: 199.9, 157.2, 144.5, 143.4,135.0,133.9, 132.8,129.2, 128.8,
128.6, 109.4, 54.7,53.5, 43.6, 42.1, 37.9, 27.2 ppm.

IR (neat) v: 3318.5, 2964.1, 1678.3, 1595.4 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for Co0H24N40; (M = 352.44): C, 68.16; H, 6.86; N, 15.90.
Found: C, 68.50; H, 6.46; N, 15.58.

mp: 103-106 °C
()-(25,45)-4-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-2-(4-
methylbenzoyl)-1,2,3,4-tetrahydro-1,5-naphthyridine (3u)

Prepared from imine 1r (0.5 mmol) and hydrazone 2b (0.084 g, 0.75 mmol) and p-TsOH
(0.010 g, 0.05 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 8:1.

Yield: 0.156 g (85 %). Yellow solid.
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14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.20 (bs,
1H), 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.04 (dd, J = 12.2, 2.8 Hz, 1H), 3.86
(s, 3H), 2.70 (s, 6H), 2.46 (s, 3H), 2.28 (dd, J = 13.5, 2.8 Hz, 1H), 2.09 — 1.94 (m, 1H), 1.68
(s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 199.5, 157.2, 145.0, 144.7,143.5,132.9, 132.5, 130.0, 129.0,
128.7, 109.5, 54.6, 53.6, 43.7, 42.2, 38.1, 27.2, 22.1 ppm.

IR (neat) v: 3316.1, 2960.5, 1676.8, 1605.5 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H26N40; (M = 366.46): C, 68.83; H, 7.15; N, 15.29.
Found: C, 68.62; H, 6.80; N, 14.90.

mp: 123-125°C
Synthesis of (E)-N-(4-methoxyphenyl)-1-phenylmethanimine (4)
Anhyd
1Y o) T oy
+ H —
NH, HSVM, 30 Hz N/\©
fo) 60 min

4
p-Anisidine (0.5 mmol, 0.062 g), benzaldehyde (0.5 mmol, 0.053 g) and anhydrous
sodium sulphate (5 g) were added to a stainless steel mill vessel of 25 mL with two balls
of the same material (¢= 15mm). The vessel was fixed to a horizontal mixer arm and it
was shaken for 60 min at a frequency of 30 Hz. Then, a little sample of the reaction
mixture was collected and analysed by *H NMR to confirm the quantitative formation of

the corresponding imine 4.
1H-NMR (CDCl3, 250 MHz) &: 8.52 (s, 1H), 7.97-7.90 (m, 2H), 7.53-7.47 (m, 3H), 7.28 (d,
J=7.4Hz, 2H), 6.98 (d, /= 7.4 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H) ppm.

Synthesis of (t)-(25,4S)-4-((E)-(2,2-dimethylhydrazineylidene)methyl)-6-methoxy-4-
methyl-2-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (5)

Anhydrous o
\©\ Nazs°4 \©\ InCl; (0,1 eq)
—_—
Pz
HSVM, 30 Hz N HSVM, 20 Hz
60 min 60 min

4

After obtaining the starting imine 4 (0.5 mmol), the hydrazone 2a (0.75 mmol, 0.084 g)

and InCls (0.05 mmol, 0.011 g) were added directly to the mill vessel. The mixture was
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shaken at 20 Hz for 1 h, and then, the jar was washed with 10 mL of methanol, and the
resulting suspension was stirred for 10 min to recover all the material from the ground
sodium sulphate. The methanolic suspension was filtered through a pad of celite to
remove the sodium sulphate, and the solvent was eliminated under reduced pressure.
The oily residue was redissolved in ethyl acetate, washed with water (15 mL) and brine
(15 mL), and the aqueous phase was extracted with ethyl acetate (2 x 10 mL). The
combined organic phases were dried over anhydrous sodium sulphate and evaporated.
The resulting crude was purified by silica gel flash chromatography, using a mixture of
petroleum ether: ethyl acetate (20:1) as the mobile phase, to obtain 0.066 g of 5 as a

white solid.

1H-NMR (CDCls, 250 MHz) 8: 7.53-7.32 (m, 5H), 6.75-6.65 (m, 3H), 6.58 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 4.54 (dd, J = 11.5, 2.1 Hz, 1H), 3.95 (bs, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.77 (s, 6H), 2.10 (t, J = 12.7
Hz, 1H), 1.86 (dd, J = 13.1, 2.3 Hz, 1H), 1.62 (s, 3H) ppm.

13C-NMR (CDCl3, 63 MHz) 8: 152.0, 144.4, 144.1,138.5, 128.5,128.0,127.5,126.6, 115.4,
114.3,113.4,55.8,53.2,44.2,43.3,41.0, 28.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3356.8, 2951.0, 2826.8, 1503.6 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for CooH2sN30 (M = 366.46): C, 74.27; H, 7.79; N, 12.99.
Found: C, 74.27; H, 7.57; N, 13.09.

mp: 90-91 °C.

Synthesis of (t)-(25,4S)-4-((E)-(2,2-dimethylhydrazineylidene)methyl)-6-methoxy-4-
methyl-2-((E)-styryl)-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (6)

\N/

|
_N

/Q 2a
/O\©\ InCl; (0,1 eq)
—_—
NTF HSVM, 20 Hz
60 min

(E)-4-methoxy-N-((E)-3-phenylallylidene)aniline (0.5 mmol, 0.119 g), hydrazone 2a (0.75

mmol, 0.084 g) and InCls (0.05 mmol, 0.011 g) were added directly to a stainless steel
mill vessel of 25 mL with two balls of the same material (6= 15mm). The vessel was fixed
to a horizontal mixer arm and it was shaken for 60 min at a frequency of 20 Hz. Then,

the jar was washed with 10 mL of methanol, and the resulting suspension was stirred
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for 10 min to recover all the material from the ground sodium sulphate. The methanolic
suspension was filtered through a pad of celite to remove the sodium sulphate, and the
solvent was eliminated under reduced pressure. The oily residue was redissolved in ethyl
acetate, washed with water (15 mL) and brine (15 mL), and the aqueous phase was
extracted with ethyl acetate (2 x 10 mL). The combined organic phases were dried over
anhydrous sodium sulphate and evaporated. The resulting crude was purified by silica
gel flash chromatography, using a mixture of petroleum ether: ethyl acetate (92.5:7.5)

as the mobile phase, to obtain 0.025 g (14%) of 6 as a yellow oil.

1H NMR (250 MHz, CDCls) 8: 7.45-7.27 (m, 5H), 6.74—6.64 (m, 4H), 6.57 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 6.27 (dd, J = 15.8, 7.3 Hz, 1H), 4.19—4.08 (m, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.79 (s, 6H), 2.05—
1.90 (m, 1H), 1.82 (dd, J = 13.1, 2.9 Hz, 1H), 1.56 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 152.6, 145.3,138.2, 137.2,132.4,131.0,129.1,128.7,128.1,
126.8,116.1, 114.7, 113.9, 56.3, 51.6, 43.9, 41.9, 41.0, 28.5 ppm.

IR (neat) v: 3369.8, 2951.1, 2826.0, 1600.2, 1501.6, 1235.3 cm™.

HRMS (MALDI-TOF): calculated for C2;H27N30, 349.2154. Found, 349.2161.

Synthesis of 6-methoxy-4-methyl-1,5-naphthyridin-2-yl)(phenyl)methanone (7)

DDQ (2 eq) _0 N\ N
\
HSVM, 20 Hz = N/
60 min o
7

Tetrahydronaphthyridine 3t (0.100 g, 0.284 mmol) and 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-
benzoquinone (0.129 g, 0.567 mmol) were added to a 25 mL zirconia milling jar with a
single zirconia ball 20 mm in diameter. The vessel was fixed to the horizontal arm of a
mixer mill and it was shaken for 60 min at a frequency of 20 Hz. The resulting paste was
recovered from the vessel by washing with dichlorometane, which was subsequently
removed under reduced pressure. A silica gel flash chromathography using petroleum
ether: ethyl acetate 8:2 as the mobile phase was performed to obtain 0.075 g (95%) of

7 as a white solid.

1H-NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.32 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.24-8.12 (m, 3H), 7.70-7.60 (m,
1H), 7.58-7.47 (m, 2H), 7.20 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.16 (s, 3H), 2.83 (d, J = 0.5 Hz, 3H) ppm.
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13C-NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 193.9, 163.2, 151.9, 146.6, 143.0, 141.1, 139.9, 136.7,
133.4,131.8,128.6, 125.2, 117.7, 54.4, 17.7 ppm.

IR (neat) v: 2942.9, 1161.7, 1608.9 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C17H1aN20;, (M = 278.31): C, 73.37; H, 5.07; N, 10.07.
Found: C, 73.66; H, 5.26; N, 10.05.

mp: 121-123 °C.
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4.1 Introduccion

4.1.1 Quinolinas: relevancia y métodos de obtencidn.

El esqueleto de quinolina es uno de los ejemplos mds evidentes de “estructura
privilegiada” en la quimica farmacéutica, debido a su presencia en una enorme cantidad
de productos naturales y sintéticos que exhiben un amplio abanico de actividades
farmacolégicas interesantes 173 - 174 : antimaldricos, antibidticos, antitumorales,
antiinflamatorios, anticonvulsivantes, etcétera. Hay que remarcar que no sélo aparecen
en moléculas con un potencial uso terapéutico, sino que resulta facil encontrar
derivados de quinolina incorporados al uso clinico habitual: quinina, cloroquina y
mefloquina (antimaldricos), pitavastatina (hipolipemiante), lenvatinib (antitumoral) y
saquinavir (antiretroviral) son algunos de los ejemplos mas relevantes'’>. También se
puede encontrar algin ejemplo de derivados de quinolina interesantes como agentes
teranésticos, como las 2-estirilquinolinas disenadas hace unos afios en nuestro grupo de

investigacion3®,

e
oo

Cloroquina

\
—N_CO N*:

NV ¥
\ /RAu\
O N CI
»
| Py-PQE
(complejo de Ru para organocatalisis) (copolimero electroluminiscente)

o}

Estreptonigrina
(antitumoral y antibiotico)

Figura 4.1. Quinolinas naturales y sintéticas de interés farmacoldgico o quimico.

No sélo en la quimica farmacéutica es frecuente tropezarse con derivados de quinolina,

sino que también éstos aparecen en otros campos de la quimica con aplicaciones de lo

173 Kumar, S., Bawa, S., Gupta, H. Mini Rev. Med. Chem. 2009, 9, 1648.

174 Marella, A., Tanwar, O. P, Saha, R., Ali, M. R,, Srivastava, S., Akhter, M., Shaquiquzzaman, M., Alam, M.
M. Saudi Pharm. J. 2013, 21, 1.

175 Bharate, J. B., Vishwakarma, R. A., Bharate, S. B. RSC Adv. 2015, 5, 420203.
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mads variopinto: en copolimeros electroluminiscentes'’®, materiales termoestables'’’ o

incluso como ligandos en organocatalisis'’8.

Como es natural, el hecho de que sea un heterociclo con semejante potencial ha
espoleado a los quimicos organicos, desde los albores de este campo de la ciencia, a la
busqueda de métodos sencillos y versatiles para su obtencion. Fruto de este trabajo
concienzudo, hoy en dia se dispone de un gran numero de protocolos bien establecidos
para la sintesis de quinolinas, entre los que se encuentran algunos de larga tradicién
como las reacciones de Skraup, Doebner-Von Miller, Pfitzinger, Friedlander, Conrad-
Limpach, y Combes'’®.

Reaccién de Combes

mm
-
N
o o

R1)J\)J\ R

2

Sintesis de Skraup OH

\ / Ry
(j Reaccién de Conrad-Limpach

o]

M iH+ )Jﬁ(ou
0
0._OH

Sintesis de Doebner-Miller Reaccion
de
Doebner

Figura 4.2. Principales métodos tradicionales para la sintesis de derivados de quinolina a partir de anilina.

A pesar de la variedad de métodos disponibles, queda mucho por hacer en este campo
en vista de los inconvenientes que presentan estas aproximaciones: condiciones de
reaccion drasticas que no son compatibles con algunas funciones o estructuras, empleo

de reactivos toxicos, purificaciones tediosas, rendimientos bajos, falta de

176 Lju, Y., Ma, H., Jen, A. K. Y. J. Mat. Chem. 2001, 11, 1800.

177 Mehdipour-Ataei, S., Babanzadeh, S., Abouzari-Lotf, E., Khodami, S. Soft Mat. 2018, 16, 265.

178 Manikandan, R., Prakash, G., Kathirvel, R., Viswanathamurthi, P. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol.
Spectrosc. 2013, 116, 501.

179 Rajesh, Y. B. Heterocycles. Synthesis and Biological Activities. IntechOpen, 2018.
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regioselectividad, etcétera. Ademas, las crecientes necesidades de la quimica orgdnica
moderna en términos de diversidad estructural impelen a encontrar métodos mas

versatiles!®0,

Dentro de la enorme variedad de procedimientos ideados en las Ultimas décadas para
sortear estas dificultades, nuestro grupo de investigacién se sumergié en el estudio de
las posibilidades brindadas por la reaccién de Povarov, como ya ha quedado de
manifiesto en el capitulo anterior. Aunque se haga referencia a esta reaccion como un
método de sintesis de tetrahidroquinolinas, merece la pena destacar que el trabajo
inaugural del propio Povarov incluye el acceso a sus productos de oxidacion, i.e. los
derivados de quinolina, bien de forma directa sin posibilidad de aislamiento de los
intermedios de tetrahidroquinolina a causa de su inestabilidad, o bien de forma

intencional a través de su tratamiento ulterior con acido p-toluenosulfénico®.

I If SR,
7 BF; Et,0 7 X
R > Ry > Ry _
N

FSNZ Benceno Z N Al p-TsOH
i ®
1 v

Esquema 4.1. Primer ejemplo de sintesis de quinolinas a través de la reaccion de Povarov.

Son muchos los trabajos que refieren derivados de quinolina como productos de la
reaccidon de Povarov, un resultado que se puede deber a diversos motivos: la eleccién
del diendfilo, siendo los alquinos una buena opcién®!; el desarrollo de variantes de la
reaccion cuyo mecanismo implica la oxidacion de la tetrahidroquinolina formada'®?; o
directamente el acoplamiento de un paso posterior de oxidacion, que puede ocurrir a
cargo del aire, de un acido (siendo el p-TsOH y el HCl los mds comunes) o de un reactivo

oxidante (DDQ, CAN, diéxido de manganeso, etcétera)36:183,

Aunque la literatura sobre sintesis de quinolinas sea muy amplia, no todos los patrones
de sustitucion sobre el anillo son igualmente accesibles con los métodos disponibles hoy

en dia. Dentro de los compuestos que se van a tratar en este capitulo, hay que destacar

180 Ramann, G. A., Cowen, B. J. Molecules 2016, 21, 986.

181 Huma, H. S., Halder, R., Kalra, S. S., Das, J., Igbal, J. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 6485.
182 shindoh, N., Tokuyama, H., Takemoto, Y., Takasu, K. J. Org. Chem. 2008, 73, 7451.
183 Vicente-Garcia, E., Catti, F., Ramén, R., Lavilla, R. Org. Lett. 2010, 12, 860.
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la escasez de antecedentes en la sintesis de 2-acilquinolinas, circunstancia que seria
conveniente superar en vista de las interesantes caracteristicas farmacoldgicas
exhibidas por algunos compuestos que incluyen esta subestructura®*!, Los métodos
sintéticos disponibles hasta ahora tienen diversos inconvenientes: algunos requieren
demasiados pasos de reaccion®®187  otros no procuran los rendimientos que serian

deseables!8®

, Y el abanico de sustituyentes compatibles con el método en la posicidén 2
del anillo es a menudo demasiado reducido, restringiéndose generalmente las
posibilidades a un grupo carboxilato de alquilo, o bien un fenilo!%1%0, M3s adelante se
detallara cémo el trabajo llevado a cabo en nuestro grupo de investigacién sobre la
reaccion de Povarov desde hace unos afios, incluido el que se presenta en este apartado

de la tesis doctoral, ha permitido aportar algunas soluciones interesantes para este

problema.

4.1.2 Pirrolo[3,4-b]quinolinas: relevancia y métodos de obtencién.

Otro tipo de heterociclo, si bien derivado del anterior, que va a aparecer en la seccién
de quimica de este capitulo es el nucleo de pirrolo[3,4-b]quinolina. Aunque quizd no
sean los derivados de quinolina mas célebres, su presencia en algunos productos
naturales y sintéticos de interés bioldgico merecen una pequena revisién de su papel en

la quimica farmacéutica.

Dentro de los derivados de pirrolo[3,4-b]lquinolina con potencial terapéutico, los mas
estudiados son la camptotecina y la luotonina A, dos alcaloides procedentes de diversas
plantas utilizadas en la medicina tradicional china, y que exhiben una potente actividad
citotoxica. Estos compuestos son capaces de unirse al complejo formado por la enzima
topoisomerasa | y el ADN, dando lugar a su vez a un complejo ternario estabilizado que

desemboca en el bloqueo del desenrollamiento, replicacién y transcripcion del ADN,

184 Manfredini, S., Vertuani, S., Pavan, B., Vitali, F., Scaglianti, M., Bortolotti, F., Biondi, C., Scatturin, A.,
Prasad, P., Dalpiaz, A. Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 5453.

185 Horchler, C. L., McCauley Jr, J. P., Hall, J. E., Snyder, D. H., Moore, W. C., Hudzik, T. J., Chapdelaine, M.
J. Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 939.

18 Mao, Z., Qu, H., Zhao, Y., Lin, X. ChemComm. 2012, 48, 9927.

187 Reux, B., Nevalainen, T., Raitio, K. H., Koskinen, A. M. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 4441.

188 McNulty, J., Vemula, R., Borddn, C., Yolken, R., Jones-Brando, L. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 255.

189 Richter, H., Garcia Manchefio, O. Org. Lett. 2011, 13, 6066.

190 Matcha, K., Antonchick, A. P. Angew. Chem. 2013, 125, 2136.
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abocando a la célula a la entrada en apoptosis®l. Los efectos adversos y la baja
solubilidad de estos alcaloides llevaron al disefio de dos nuevos productos
semisintéticos, el irinotecan y el topotecan, que estan actualmente aprobados para el
tratamiento de algunos tipos de cancer colorrectal, pulmonar y ovarico'®2. Por otro lado,
dos alcaloides relacionados estructuralmente con la camptotecina, Ilamados
notapoditina A y B, han demostrado una potente actividad contra los herpesvirus HSV-
1y HSV-2, ademas de contra el citomegalovirus humano!®3. Ademas, se han sintetizado
derivados de pirrolo[3,4-b]quinolina activos sobre dianas de muy diversa indole:

194 " antifungicos 1, inhibidores de acetilcolinesterasa, activadores de

antitumorales
canales de potasio dependientes de ATP, ligandos de receptores de benzodiacepinas,
inhibidores de PIKK (quinasas relacionadas con la enzima PI3K), inhibidores de la

fosfodiesterasa 5 y moduladores de los receptores del GABA tipo A®,

AN (o]
@(I;N R
-
N N
N N
)

OH O
Luotonina A Camptotecina Notapoditina A Topotecan
[0}

N= /
DO
N - N
H z
0:
T-82 (inhibidor AchE) JNJ-10258859
(inhibidor PDE-V)

@i?/d"ﬂ@,,@

Figura 4.3. Ejemplos representativos de pirrolo[3,4-b]quinolinas interesantes desde el punto de vista farmacoldgico.

Desde el punto de vista estructural, el fragmento de pirrolo[3,4-b]quinolina constituye
los anillos A, B y C del grupo de compuestos inhibidores de la topoisomerasa |, por lo

gue una parte importante del esfuerzo sintético desplegado en este campo se ha

191 Cagir, A., Jones, S. H., Gao, R., Eisenhauer, B. M., Hecht, S. M. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 13628.

192 Mathijssen, R. H., Loos, W. J., Verweij, J., Sparreboom, A. Curr. Cancer Drug Targets. 2002, 2, 103.

193 Chavan, S. P., Sivappa, R. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 3941,

194 Almansour, A. I., Arumugam, N., Suresh Kumar, R., Mahalingam, S. M., Sau, S., Bianchini, G., Menéndez,
J. C., Ghabbour, H. A. Eur. J. Med. Chem. 2017, 138, 932.

1% villa, P., Arumugam, N., Almansour, A. |., Kumar, R. S., Mahalingam, S. M., Maruoka, K., Thangamani,
S. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2019, 29, 729.

196 Eften’eva, R. I, Kushnir, 0. V., Lyavinets, O. S., Mangalagiu, I. I., Vovk, M. V. Monatsh. Chem. 2017, 148,
1745.
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encaminado a simplificar la obtencién de este tipo de moléculas'®”19%1% aunque como
se ha explicado anteriormente también se han explorado derivados de este tipo con
otros propdsitos. Las sintesis publicadas comprenden ciclaciones inter- o
intramoleculares en medio &acido 2% 201 aminolisis de derivados de quinolina
funcionalizados adecuadamente?®?, y, sobre todo, reacciones de Povarov. Dentro de
éstas ultimas, se pueden encontrar a su vez cicloadiciones intramoleculares partiendo
de derivados propargilicos'4195203 y olefinicos?®*, o versiones intermoleculares donde
una enamina ciclica desempefia el papel de diendfilo'%®. Los procesos intramoleculares
precisan la obtencion previa de los materiales de partida adecuados, pero generan el
nucleo de pirrolo[3,4-b]quinolina en un solo paso; los intermoleculares, entre los que se
encuentra la sintesis descrita en esta tesis de doctorado, parten de materiales sencillos,
pero requieren de algun paso adicional para transformar las quinolinas resultantes de la

cicloadicion en los productos triciclicos deseados.

4.1.3 Antecedentes en el grupo de obtencion de quinolinas por
transposiciones térmicas y oxidativas. Certezas y dudas sin resolver sobre
el mecanismo.

El trabajo que se expone en este capitulo constituye un paso mas en la exploracién de
las posibilidades generadas por la reaccién de Povarov aza-viniloga desarrollada en
nuestro grupo de investigacién. Por ello, consideramos que es interesante hacer un

breve recorrido por el avance de este proyecto hasta el momento actual.

En primer lugar se optimizé la sintesis de 2-aril-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas a partir de
anilinas de alta densidad electrénica, aldehidos aromaticos y N,N-dimetilhidrazonas,
catalizada por un diez por ciento de tricloruro de indio, y llevando a cabo la reaccion en

acetonitrilo a temperatura ambiente. El protocolo de dos componentes, que prevé la

197 Fortunak, J. M., Mastrocola, A. R., Mellinger, M., Sisti, N. J., Wood, J. L., Zhuang, Z. P. Tetrahedron
Lett. 1996, 37, 5679.

1%8 Osborne, D., Stevenson, P. J. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 5469-5470.

199 Twin, H., Batey, R. A. Org. Lett. 2004, 6, 4913.

200 Gein, V. L., Bezmaternykh, E. N., Gein, L. F., Krylova, |. V. Chem. Heterocycl. Compd. 2004, 40, 1332.
201 jiang, Y. H., Xiao, M., Yan, C. G. RSC Adv. 2016, 6, 356009.

202 yan Es, T., Staskun, B. S. Afr. J. Chem. 2013, 56, 40.

203 Almansour, A. I., Arumugam, N., Kumar, R. S., Menéndez, J. C., Ghabbour, H. A., Fun, H. K., Kumar, R.
R. Tetrahedron Lett. 2015, 56, 6900.

204 Jayagobi, M., Poornachandran, M., Raghunathan, R. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 648.
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formacién de las N-ariliminas previa al paso de cicloadicidn, demostré mejores
resultados en lineas generales comparado con el protocolo multicomponente, que
favorecia en mayor medida la formacién de otros productos secundarios®”!’l, Mas
tarde, se extendid con éxito el método a la sintesis de 2-aciltetrahidroquinolinas

reemplazando los aldehidos aromaticos por glioxales en las iminas de partida®®,

\'Il/
/QN
i "
H R2 " R3/,, \N’N\
R X Na,SO, anh. R1©\ InCl; (0,1 eq) @(i
|
Z PN ——
NH2  CH,Cl, ta. N” "Rz  CH,CN, ta. N R,

! 1]
R,= Ar, (CO)Ar

Esquema 4.2. Sintesis de 2-aril/2-aciltetrahidroquinolinas a través de una reaccidn de Povarov aza-viniloga.

Desde este punto, se abrieron dos vias interesantes de trabajo. En primer lugar, cabia
explorar las posibilidades sintéticas de los aductos de Povarov obtenidos, dado el
particular patrén de funcionalizacion que presentaban. En segundo lugar, era
interesante investigar la oxidacion de estos compuestos a las quinolinas

correspondientes. En este capitulo nos centraremos en esta segunda via.

Comenzando por las tetrahidroquinolinas sustituidas con un grupo aromatico en la
posicién 2, en 2012 nuestro grupo publicd un primer trabajo en el que se describe su
oxidacién térmica en un proceso que también implicaba una transposicidon Cs-C3, dando
lugar a una serie de quinolinas polifuncionalizadas?®>. En primer lugar, se verificaba la
hidrdlisis de las hidrazonas I con cloruro de cobre o acido clorhidrico 5M, dando lugar a
los aldehidos Il. A continuacion, se ejecutaban distintas reacciones de olefinacidon sobre
estos aldehidos: Horner-Wadsworth-Emmons, Knoevenagel y Henry, dando lugar a los
compuestos lll. En la siguiente transformacidn radica el interés de este trabajo: el simple
calentamiento de los compuestos lll a reflujo en o-diclorobenceno (180 °C) daba lugar a
los productos de oxidacion y transposicién IV, con rendimientos generalmente muy
buenos. En aquel momento, el mecanismo que se propuso para este proceso se explica

en el esquema 4.3: a una primera deshidrogenacion de los compuestos Il en

205 Ribelles, P., Ramos, M. T., Menéndez, J. C. Org. Lett. 2012, 14, 1402.
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condiciones térmicas y al aire, le sigue una adicion intramolecular de la enamina sobre
el aceptor de Michael presente en la posicién 4 del anillo (ejemplificado en el esquema
con un éster a,B-insaturado). Posteriormente, tiene lugar la migracién de este
sustituyente del carbono 4 al carbono 3 del anillo, en un proceso que incluye la
generacién de un intermedio de ciclopropano inestable B y su consecuente apertura
para dar lugar a la especie C. Finalmente, una segunda deshidrogenacién rinde las
quinolinas IV.

| CuCly'H,0
R;, A~ .N 6
HCI5 M
_—

o-diclorobenceno
R, reflujo

Esquema 4.3. Obtencion de los compuestos IV a través de un proceso de transposicion en condiciones térmicas. Primer
mecanismo propuesto para dicha transformacion.

Esta explicacion fue cuestionada posteriormente por el hecho de que el compuesto lllb,
carente de un sustituyente aceptor de electrones que genere una posicion electrdfila
susceptible de ser atacada por la enamina, es capaz de transformarse en la quinolina de
transposicidn correspondiente bajo las mismas condiciones de reaccidn. Por tanto, fue
propuesto un nuevo mecanismo: en este caso, la deshidrogenacién de los compuestos
Ill daria paso a una reaccidon aza-eno intramolecular para generar el intermedio
ciclopropénico B, cuya apertura y deshidrogenacion resultarian en la formacién de los

derivados IV.
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Esquema 4.4. Propuesta alternativa para el mecanismo de la deshidrogenacién/transposicion/deshidrogenacion en
condiciones térmicas.

Por otra parte, cuando se exploraba la conversion de las tetrahidroquinolinas Il en las
quinolinas correspondientes mediante el tratamiento con un equivalente de DDQ (un
reactivo tipico en estas oxidaciones), se observé que se formaban como producto
mayoritario las 3-oxoquinolinas V, acompanadas por cierta cantidad de los productos de
transposicién IVa. Este hallazgo se explicaria por la formacién, tras la primera
deshidrogenacion, de la enamina A, que estableceria un equilibrio con su tautomero B.
Mientras que la enamina es susceptible de sufrir la reaccién aza-eno explicada
anteriormente, la dihidroquinolina B se podria oxidar en la posicidon 3 para generar los

compuestos V 2%,

DDQ (1 eq)

Benceno, t.a.
1h

IVa (minoritario)

H,

Esquema 4.5. Formacion de las 3-oxoquinolinas V.

Asimismo, nuestro grupo de investigacidon también trabajé sobre la oxidacion de los
derivados de 2-aciltetrahidroquinolina, pues como ya se dijo anteriormente no hay
muchos métodos disponibles para la obtencién de 2-acilquinolinas, y los que hay

carecen de la versatilidad deseable. En primer lugar, cuando se exploraba la hidrdlisis en

206 Tesis doctoral de Pascual Ribelles, Universidad Complutense (2012).
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medio acido de las hidrazonas VI para después, mediante una desformilacién oxidativa,
convertirlas en las quinolinas VII, se observé que el tratamiento con acido clorhidrico a
temperatura ambiente y al aire en una mezcla de THF y agua generaba directamente los
productos de eliminacién VII, aunque con unos rendimientos irregulares. Buscando un
nuevo procedimiento mas consistente para la sintesis de las quinolinas VII, se comprobé
que la reaccién de las hidrazonas VI con monoperoxiftalato de magnesio (MMPP) rendia
los nitrilos VIII, que a su vez se podian convertir en las quinolinas VII mediante su
calentamiento a reflujo en o-diclorobenceno, en un proceso que comprende una
deshidrogenacién seguida de la pérdida de acido cianhidrico. Ambas reacciones
proporcionan unos rendimientos buenos o excelentes y permiten la manipulacién de los
productos de partida en forma de mezcla diastereomérica. El nuevo método fue

ampliado con éxito a la oxidacion de 2-ariltetrahidroquinolinas.

. NH R,
Rs, /=N
HCl
Ry _— R1©\/j Ry= Ar, COAr
= NTR, THF-H,0, ta. N" R,
Vi Vil
MMPP (1,25 eq) o-diclorobenceno
CH,OH /N reflujo

V7
0°C ta. Rs,,
R4
N" R,

H
Vil

Esquema 4.6. Diferentes métodos para la oxidacion de las tetrahidroquinolinas VI a las quinolinas VII.

En cambio, se observd que los nitrilos VIII donde R3=H podian ser convertidos en las
quinolinas IX simplemente sometiéndolos a una columna cromatografica en alimina
basica, por mor de la acidez del protén sobre el carbono 4 del anillo. Cuando se investigd
esta transformacién partiendo de las hidrazonas en lugar de los nitrilos, se requirio la
aplicaciéon de unas condiciones mas drasticas (reflujo en o-diclorobenceno) para
acometer su oxidacién debido a la menor acidez del protén en C-4 cuando es la posicidon

o a un grupo dimetilhidrazona respecto a un grupo nitrilo (esquema 4.7).

Aunque el protocolo resultaba ya bastante Gtil no carecia de inconvenientes, como la
necesidad de unas condiciones muy contundentes y la dificultad para eliminar el
disolvente, dado su elevado punto de ebullicién. Afortunadamente, se comprobé que el

tratamiento de las hidrazonas VI con dos equivalentes de MMPP en metanol a reflujo
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permitia acceder directamente a los productos de oxidacién/eliminacion VII, lo cual
resultaba muy conveniente ya que reduce la operacidon a un solo paso, requiere
condiciones de reaccion mucho mads suaves y proporciona unos rendimientos bastante
altos (esquema 4.8). No obstante, no fue posible extender este método simplificado a la

oxidacidn de 2-ariltetrahidroquinolinas®119,

CN ) CN
Cromatografia
X en Al,O, X
R _ — = Ry _
N~ "R N~ "R
H 2 2
Vil IX
_N _N
X X
Rig Ry
= N“ YR o-diclorobenceno N/ R
H 2 reflujo 2
\] X

Esquema 4.7. Métodos de oxidacion a quinolina sin pérdida del grupo nitrogenado sobre la posicion 4 de la
tetrahidroquinolina.

R3/ \N/ R3
R—'\ MMPP (2 eq) Xy R,= COAr
g — R4 _
N™ "R, CH;0H N” "R,
H reflujo
Vi vil

Esquema 4.8. Obtencion de las quinolinas VII en un solo paso mediante la oxidacion con dos equivalentes de MIMPP.

En este capitulo se describira un nuevo método para la sintesis de quinolinas que incluye
la transposicién Cs4-Cs de un grupo dimetilhidrazona, mediante un simple tratamiento
con dos equivalentes de DDQ. Este método ha demostrado su eficacia tanto para 2-aril

como para 2-aciltetrahidroquinolinas.

4.2 Sintesis de quinolinas 2,3,4-trisustituidas a través de
un proceso domind de deshidrogenacion
/transposicion C4-C3/deshidrogenacion.

En un trabajo experimental previo al desarrollo de esta tesis doctoral se habia
comprobado que el tratamiento térmico de las hidrazonas VI no daba lugar a los
productos de oxidacién y transposicién Xl, que si se generaban cuando se sometia a las

olefinas Il a estas mismas condiciones?% (esquema 4.9).

En vista de que el tratamiento de estas ultimas con DDQ también era capaz de generar

los productos de deshidrogenacion/transposicion aunque con menores rendimientos,
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se decidié ensayar el tratamiento de las hidrazonas con dos equivalentes de DDQ para
ver si en estas condiciones de reaccién mas suaves era posible aislar los productos de

transposicion.

Ry )
o TN " OEt
- 5 A
o-diclorobenceno N~ N7
reflujo R,

o-diclorobenceno
reflujo

Esquema 4.9. Diferente resultado en el tratamiento térmico de los derivados de tetrahidroquinolina en funcion del
grupo funcional presente en la posicion 4.

Tras la preparacion de los pertinentes productos de partida, se observd que las 2-
ariltetrahidroquinolinas 5 y 10a-c se convertian tras una hora de reaccion en tolueno a
temperatura ambiente en los productos 12a-d a través de un proceso dominé de

deshidrogenacion/transposicion/deshidrogenacién, con unos rendimientos moderados.

\N/
_N
0 L
Ry

HJ\RZ Il Ri, A ,r\ll

., N ~
R1_!; Na,SO, anh. R1©\ N InCl; (0,1 eq) R1©\/i

NH:  cH,Cl, ta. N "Rz CH,CN, ta. N R,
1b, 1g, 4, 8a-c, 9a-b 3b, 3g, 5, 10a-c, 11a-b
Rto.* d.r.

R R R h
Compuesto 1 2 3 t (h) (%) | (cis:trans)

5 4-OCHs CeHs CHs 3 90 -

10a 4-OCH3 Z-BFC5H4 CH3 3 38 -

10b 4-OCHs 3-ClCgH4 CHs 3 53 -

10c 4-OCH3 3-CH3C5H4 . CHzCH3 4 55 -
3b 4-OCHs (CO)CeHs CH,CHs 3 63 91:9
3g 4-OCHs | (C0)3,4-Cl,CeHs CHs 5 78 86:14
11a 4-OCHs (CO)4-CH3C¢H4 CHs 4 82 80:20
11b 4-OCHs |  (CO)3-BrCsHq CHs 2,5 76 83:17

Esquema 4.10. Tabla 4.1. Preparacion de las hidrazonas de partida.
* Los rendimientos consignados corresponden a la mezcla diastereomérica.

Cuando se aplicd el mismo protocolo a las hidrazonas 3b, 3g y 11a-b, que exhiben un

grupo acilo en la posicion 2 del anillo de tetrahidroquinolina, se obtuvo igualmente un
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buen resultado, aislandose las quinolinas 13a-d en unos rendimientos similares al caso

anterior.
Rs, A\ rh Rs \
R4 - . .. R _
H R, Tolueno, t.a., 1 h N R,
3b, 3g, 5, 10a-c, 11a-b 12a-d, 13a-d
Compuesto R: R2 Rs3 Rto. (%)
12a 6-OCHs 2-BrCeHs CHs 53
12b 6-OCHjs 3-CICgH4 CHs 73
12c 6-OCHjs 3-CH3C6H4 CH,CHjs 39
12d 6-OCHjs CeHs CHs 51
12e 6-OCHjs 4-ClCgH4 CHs 57
12f 6-OCH3 4-OCH3CsHa CH3 50
13a 6-OCHs (CO)4-CH3CeH4 CHs 60
13b 6-OCHs (CO)3-BrCeHa CHs 48
13c 6-OCHjs (CO)CgHs CH>CHs 35
13d 6-OCHs (CO)3,4-Cl,CeHs CHs 46
13e 6-OCHs (CO)CeHs CHs 75
13f 6-OCHs (CO)4-OCH3CeH4 CHs 73
13g 6,8-(CHs); (CO)4-FCeH4 CHs 59
13h 6-OCHs (CO)4-ECeHs4 CHs 53
12g 6,8-(CHs); 3-CICeHa CHs -
12h 6,8-(CHs); 4-CICeH4 CHs -
12i 6,8-(CHs); CeHs CHs -
12j 6-OCHs 2-furil CHs -
13i 7-CH; (CO)CsHs CHs -
13j 5,7-(CHs), (CO)CeHs CHs -
DDQ (2 eq)
e .
Tqus:n:, t.a.

Esquema 4.11. Tabla 4.2. Esquema 4.12. Sintesis de las 2-aril/2-acilquinolinas de transposicion 12a-f y 13a-h.
Intentos fallidos para la obtencion de los compuestos 12g-j y 13i-k.

En la tabla 4.2 se recogen, ademas, algunos compuestos sintetizados anteriormente!®®
mediante este protocolo y los intentos que resultaron fallidos cuando se explord Ila
versatilidad de la reaccién en lo que se refiere a los sustituyentes sobre ambos anillos
aromaticos. De esta informacién experimental se puede extraer la conclusién de que
parece necesario que el fragmento aromatico del anillo de tetrahidroquinolina presente
una elevada densidad electrdnica, pues sélo la presencia de un grupo fuertemente

electrodonador (metoxilo) u ocasionalmente la de dos grupos donadores mas débiles
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(metilos) permite la formacidon de los productos de transposicién. En el caso de la
tetrahidronaftiridina 3t, parece que la presencia del grupo metoxilo en la posicién 6 no
es capaz de compensar la baja densidad electrdnica del anillo de piridina. En contraste,
la variabilidad estructural admitida por el método en la posicion 2 del anillo es mucho
mayor: ademads de funcionar tanto en presencia como en ausencia del grupo carbonilo,
es compatible con la presencia de sustituyentes electrodonadores y electroaceptores en
el anillo aromatico. El intento de introducir un heterociclo, concretamente un furano
(compuesto 12j) no llegd a buen puerto, probablemente por la descomposicién del
anillo de furano en presencia de unas condiciones fuertemente oxidantes. Por ultimo,
también es posible introducir un grupo etilo en lugar de un metilo en la posicién 4 de la
quinolina, si bien se produce un descenso en el rendimiento seguramente explicable por

un mayor impedimento estérico en el estado de transicion.

Ademas de todas estas consideraciones, el hecho de que los rendimientos fueran en
general modestos se puede relacionar con tres causas fundamentalmente: la formacion
en todos los casos de una cierta cantidad del producto de deshidrogenacion/eliminacion
del grupo dimetilhidrazonometilo, la dificultad para separar los restos de DDQ vy su
hidroquinona conjugada (formada en el curso de la reaccién) del producto deseado
mediante una columna cromatogréfica, y finalmente, en el caso de los compuestos 13,
la transformacion parcial de los productos de reaccidn en otros derivados de
pirroloquinolina durante la columna cromatografica, fendmeno que se abordara en un
apartado posterior al haber conducido al hallazgo de un nuevo procedimiento sintético.
Hay que seiialar que se probaron otros métodos de purificacion alternativos como la
realizacion de la columna cromatografica en gel de alimina neutra e incluso alimina
desactivada con un 10% de agua, pero la peor calidad de la separacién dilapidaba el
beneficio derivado de la menor proporcién de producto transformado en la

correspondiente pirroloquinolina.

Dadas las dudas existentes sobre el mecanismo de esta reaccidn y las que se habian
descrito anteriormente, se realizé en colaboracién con el grupo del profesor Pedro
Merino (Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Zaragoza) un estudio
computacional basado en la teoria del funcional de |la densidad (estudio DFT) para tratar

de encontrar algunas respuestas.
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En primer lugar, se analizo el proceso de oxidacién y transposicidn en presencia de dos
equivalentes de DDQ utilizando como modelo para el cdlculo la tetrahidroquinolina S1
(esquema 4.14). El proceso se iniciaria con la deshidrogenacion de S1 a cargo de un
equivalente de DDQ, dando lugar a las dihidroquinolinas | y Il, que coexistirian en
equilibrio. A partir de aqui se valoraron los dos posibles caminos a seguir por la reaccién,
desde la enamina | y desde la imina Il. El estudio de este primer paso permite refutar el
mecanismo que se habia propuesto anteriormente, consistente en la adicién de Michael
de la enamina sobre el éster a,B-insaturado para formar el intemedio IN-0, que segun
estos calculos revertiria al material de partida. En el caso de I, el proceso continuaria con
un ataque de la enamina sobre el alqueno, a través de un ataque aza-eno intramolecular
en el que el alqueno abstrae ademads el protdn unido hasta ahora al nitrégeno del
heterociclo (estado de transicién ET-la), generdndose finalmente el intermedio
ciclopropanico IN-la. Este, a su vez, deberia continuar por la apertura del anillo de
ciclopropano pasando por el estado de transicién ET-Ib para formar la dihidroquinolina
IN-Ib, que tras una nueva deshidrogenacion mediada por el otro equivalente de DDQ
daria lugar al producto P1. Si se considera la evolucion de la transformacién desde la
imina Il, en primer lugar se observaria la captacion de uno de los protones de la posicién
3 del anillo de dihidroquinolina por el segundo equivalente de DDQ, formandose el
catién IN-lla. Desde este punto la molécula podria evolucionar a través de la formacién
de dos estados de transicién pseudociclopropanicos distintos, en funcién de si
involucran a la olefina (ET-llb) o al metilo (ET-lic), para dar lugar tras su apertura a los
cationes IN-llb e IN-lIc, respectivamente. Finalmente, una nueva abstraccién de un
protén por parte del equivalente de DDQ que permanecia parcialmente reducido

generaria los productos P1 (desde IN-llb) y P2 (desde IN-llc).

En lafigura 4.4 se muestra el diagrama energético para cada uno de los caminos posibles
en esta transformacidn, cuyo andlisis permite explicar en lineas generales la reactividad
observada experimentalmente. Ya desde el inicio se advierte que el equilibrio entre los
productos de deshidrogenacién | y Il favorece ligeramente a la imina, aunque en
principio no supone una diferencia enorme. Sin embargo, la barrera energética para la
formacidén del estado de transicion ET-la es considerablemente mas alta que para su

contraparte ET-lla.
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Comenzando por la ruta que parte de la enamina I, se observa que la formacién del
estado de transicion ET-Ib supone una auténtica barrera energética, ademas de requerir
una marcada acidez del protén migrante. De esto se desprenden dos conclusiones: la
formacion del producto de deshidrogenacion/ transposicién/deshidrogenacion a través
de esta ruta solo seria posible a altas temperaturas para superar las dos barreras
energéticas que predice el modelo, y la acidez del protén en a al grupo éster seria clave
para posibilitar su migracion. Aqui hay una cuestion en la que la prediccién y la realidad
disienten, pues el compuesto | si es capaz de dar el compuesto de transposicién Il en
condiciones térmicas. En la figura 4.3 se recoge la estructura de los estados de transicion
correspondientes al éster (ET-lb) y al alcohol (ET-Ic), observandose una gran similitud.
ET-Ib muestra una asincronicidad ligeramente mayor con respecto a ET-Ic, aunque en
ambos casos la transferencia del protén y la apertura del anillo de ciclopropano se

pueden considerar procesos concertados.

o-diclorobenceno
reflujo

>

Esquema 4.13. Figura 4.3. Transposicion/deshidrogenacion exitosa del alcohol I. Comparacion del estado de
transicion del éster (izquierda) con el del alcohol (derecha).
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Figura 4.4. Diagrama de energia para la deshidrogenacion/transposicion del éster S1.

Por otra parte, la via que parte desde la imina Il no presenta importantes barreras
energéticas, por lo que resulta el camino de eleccién a temperatura ambiente con la
asistencia del DDQ. Comparando la formacion de los dos posibles productos de
transposicidn, si bien las diferencias no son grandes, la mayor facilidad de formacion del

estado de transicidon ET-llb en términos energéticos parece determinar la formacion de

P1 como unico producto, como sucede en la realidad.
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S01a

MeO

bbQ ET-la DDQ IN-la

DDQH OMe
DDQH, IN-lla

L

No es un punto
estacionario, revierte a S1
(formalmente un tautémero
de valencia)

Teéricamente, el grupo en la posicion 4
debe ser electronaceptor para que su
protén en o sea acido: si no, no puede
existir el ET-lIb.

H--CO,Me

OMe

R

ppaH® ppaH, MeO ‘ Xy COMe

N O 2 x DDQH,
ET-lllb P1

OMe
OMe

opan® DDQH,

NN

ET-llic

OMe

Esquema 4.14. Estudio DFT del mecanismo de la reaccién de deshidrogenacién/transposicion sobre el éster S1
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En definitiva, en presencia de DDQ el modelo sugiere un mecanismo que se iniciaria con
la deshidrogenacién de S1 para generar la enamina I, en equilibrio tautomérico con la
imina Il. Esta uUltima seria la estructura que sufriria la transposicién y la segunda
deshidrogenacién para formar P1, a través del estado de transicién ET-llb. Si la reaccion
sucede a una temperatura lo suficientemente elevada, la reaccién transcurriria por la

via que parte de la enamina l.

Veamos ahora la prediccion que realiza el modelo cuando el producto de partida es la
hidrazona S2. El primer paso es andlogo al del proceso descrito anteriormente: un
equivalente de DDQ mediaria la primera deshidrogenacion de S2 dando lugar a la
enamina lll, la cual establece un equilibrio con su tautdmero IV. De este punto parten
también dos vias: por un lado, la enamina lll procederia por un ataque de tipo aza-eno
intramolecular sobre la hidrazona, con captacion del protdn del NH heterociclico por
parte de la propia hidrazona para generar, a través del estado de transicién ET-llla, el
ciclopropano IN-llla. A este ataque le deberia seguir la apertura del ciclopropano,
pasando por el estado de transicion ET-lllb, para formar Ila 3-
hidrazonometildihidroquinolina IN-lllb, pero la falta de acidez del protén de la hidracina
impide la migracién prevista en el mecanismo y lleva al modelo a emitir una prediccion
desfavorable sobre esta via de reaccidén. Por otro lado, el DDQ puede arrancar un protén
al carbono 3 de la dihidroquinolina IV para dar lugar al intermedio catidénico IN-IVa. Este
paso transcurriria tedricamente a través del estado de transicidn cationico ET-1Va, pero
su naturaleza altamente inestable hace que el modelo ni siquiera pueda detectarlo
como tal, observdndose directamente la especie IN-IVa. Este intermedio también es
bastante inestable, dando lugar rapidamente al carbocatién terciario mucho mas
estabilizado IN-IVb mediante la apertura del anillo de ciclopropano. Por ultimo, el
equivalente de DDQ parcialmente reducido arranca nuevamente un protén de la
posicion 3 de IN-IVb, formandose directamente el producto P2. Cabe destacar que el
modelo, en este caso, descarta la posibilidad de que sea el grupo metilo el que migra
para formar el intermedio IN-IVc, probablemente debido a que la rapidisima
transformacién de IV en el carbocatidn estable IN-IVa hace que éste ultimo sea el Unico

intermedio posible (esquema 4.15).
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MeO -
DDQH, DDQ
DDQ ET-llla DDQ IN-llla
“ NMe,
S fiMes DDGH e Meo
NMe, DDQ DDQH e MeO. €
weo~ Lo oo
— 1 - R
ET-IVa N ' ‘/ X DDQH
= ZN r OMe DDQH
DDQH(J N oMe IN-IVa 2
No | li
OMe DDQH, o localizado

Para la hidrazona, la migracion del metilo no es posible
porque el carbocation adopta realmente la forma de IN-IVa.
De hecho, cuando el carbocation inicial fue optimizado,
s6lo se hall6 la existencia de IN-IVa. Ademas, se consiguié
localizar el intermedio IN-IVb.

0o

NMe,
| 2
CN N DDQH

DDQH,

OMe

Esquema 4.13. Estudio DFT del mecanismo de la deshidrogenacién/transposicion de la hidrazona S2.
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El diagrama energético de este segundo proceso (figura 4.5) confirma que la via de
reaccidén que parte de la enamina | seria claramente desfavorable: el equilibrio inicial

entre | y Il estaria inclinado hacia la imina, después la transformacién de | en ET-llla

supondria una barrera energética considerable y, finalmente, la falta de acidez de la
hidracina IN-llla impediria la progresion de la reaccidn. Por tanto, a altas temperaturas

la reaccion no funcionaria segun este modelo, pues aunque se facilitase la formacion de

ET-llla se conduciria el proceso a una via muerta. En cambio, el DDQ si seria capaz de

promover la reaccidon a temperatura ambiente desde la especie Il, en ausencia de los

obstaculos de los que adolece la alternativa anterior.
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(5.6)
r—
—\ 'l' \\‘
SZ ‘“ ": \\
0.0) / ETva
n /o (-9.6)
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Figura 4.5. Diagrama energético para la reaccion de deshidrogenacion/transposicion de la hidrazona S2.

A la vista de estos resultados, decidimos realizar algunos experimentos adicionales para

confirmar la validez del modelo y explorar algunos casos particulares. En primer lugar,
se ensayd la reaccion de deshidrogenacion/transposicion en condiciones térmicas
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empleando como sustrato la olefina Il para valorar la influencia del grupo carbonilo de
la posicion 2 en el resultado de la reaccidn. Desgraciadamente, la reaccidon de olefinacién
del aldehido | sélo condujo a la obtencién de mezclas complejas donde el producto
aparecia en cantidades muy pequefas, probablemente debido a una indeseada falta de

quimioselectividad.

(I? o
P
EtO’\\AOEt
OEt o
NaH
—_—%— —_— 0 NN OEt
Ph  Benceno, reflujo o-diclorobenceno P
reflujo (178 °C) N™ "Ph

Esquema 4.14. Olefinacion fallida del compuesto |.

Cuando se someti®6 a las hidrazonas 3a y 10a a un intento de
deshidrogenacion/transposicion en condiciones térmicas se observé la formacion de las
quinolinas IV y V, fruto de una oxidacién con pérdida del grupo dimetilhidrazonometilo,
en lugar de los productos de transposicidn, por lo que este aspecto de la prediccién

efectuada por el estudio DFT quedaba respaldado experimentalmente.

l N NS _O
O o-diclorobenceno

reflulo (178 °C)

o-diclorobenceno
reflujo (178 °C)
24 h

Esquema 4.15. Fracaso en la deshidrogenacidn/transposicion de las hidrazonas 3a y 10a en condiciones térmicas.

En vista del incdbmodo ejemplo del alcohol a,B-insaturado, capaz de sufrir la
transposicién térmica en contra de lo que sugiere el modelo por su carencia de un
protén acido en la posicién adecuada, se quiso también estudiar la influencia de
determinados cambios en la estructura del grupo migrante y, cuando procede, la
correspondencia del resultado obtenido con las predicciones. El primer sustrato
ensayado fue el alcohol VII, obtenido cuantitativamente por reduccién del aldehido VI.
Cuando una disolucion de VIl en o-diclorobenceno fue calentada a 178°C siguiendo el
protocolo habitual, no se observé ni rastro del producto de transposicion VIII, y si de los

productos de oxidacion e incluso oxidacidon/deshalogenacion V y IX. Una vez mas, este
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resultado concuerda con la prediccion del estudio DFT, pues VIl carece de un protén
acido que pueda migrar bajo estas condiciones. Por otra parte, se investigd la reacciéon
del aldehido VI con dos equivalentes de DDQ, dado que al no poseer tampoco ningln
protén acido en el grupo migrante sélo habria opciones para lograr su transposicidon
mediante este método. Las pruebas, realizadas tanto a temperatura ambiente como a0
°C, condujeron a la formacién de cantidades muy pequeiias del producto de
transposicién X, siendo los productos mayoritarios en el crudo de reaccidn la quinolina
V y la 3-oxodihidroquinolina XI. La comparacién en este caso con la prediccidén no es
factible, ya que este ejemplo no fue considerado en el estudio DFT. Probablemente, la
migracidn pasaria por un estado de transicidn cuya formacion posiblemente resulte
menos favorable en términos energéticos respecto a otros mecanismos como la

desformilacién del compuesto.

/0 X
N/
o
- N~ TOH v O
Br
—_——— P
o-diclorobenceno N

reflujo (178 °C) Br 0 N
Vil 7 dias Vil

DDQ (2 eq)
e .
Tolueno, 0 °C 6 t.a.
2h

(<10%)

Esquema 4.16. Nuevos intentos fallidos para aplicar la deshidrogenacidn/transposicion en condiciones térmicas u
oxidativas para diversos grupos migrantes.

Respecto al mecanismo de actuacion del DDQ, se hicieron dos pruebas. En primer lugar,
se ensayo la deshidrogenaciéon de 3a con un solo equivalente de DDQ, obteniéndose la
dihidroquinolina XIlI tal y como predecia el modelo. La adicidn del segundo equivalente
condujo a la formacion del producto esperado 13e. También se probé la reaccion de
deshidrogenacion/transposicion catalizada por DDQ de la misma hidrazona en presencia
del captador de radicales TEMPO, para descartar un mecanismo radicalario. La
formacién del producto 13e confirmd que el proceso no discurre a través de un

mecanismo de este tipo.
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DDQ (1 eq) DDQ (1 eq)
Tolueno ta. Tolueno t.a.
|

DDQ (2 eq)
O _TEMPO (1eq) _
O Tolueno ta.

3a

Esquema 4.17. Pruebas adicionales del mecanismo de la deshidrogenacion/transposicién mediada por DDQ.

4.3 Sintesis de derivados de pirrolo[3,4-b]quinolina

En este apartado se imbrican dos aspectos tan propios de la ciencia como la
intencionalidad y la serendipia, habiendo permitido en este caso la preparacion de dos
clases diferentes de pirrolo[3,4-b]quinolinas partiendo de las 2-acilquinolinas cuya

sintesis se ha descrito en el epigrafe anterior.

Las quinolinas 13 presentan un grupo cetdnico en la posicidn 2 y una hidrazona en la
posicién 3, lo que constituye un patrén de funcionalizacién propicio para realizar una
ciclacion reductora intramolecular mediante el uso de un exceso de cianoborohidruro
sédico, con la precaucion de mantener el pH del medio de reaccidon ligeramente acido.
Tras 90 minutos de reaccidn a temperatura ambiente, se verificé la formacion de los

productos 14a-d con rendimientos muy buenos o excelentes.

R, \ Ry
X ,N\
R1_!: \/ 2r NaCNBH; (4,5 eq) 1 AN NN
N HCUMeOH pH~5 N”
(0] t.a., 90 min Ar
13a-d 14a-d
Compuesto R: R: Ar Rto. (%)
14a 7-OCH3 CH3 4-CH3C6H4 91
14b 7-OCH3 CH3 3-BFC6H4 85
14c 7-OCH3 CHzCH3 CsHs 88
14d 7-OCHs CHs 3,4-ClyCeH3 99

Esquema 4.18. Tabla 4.3. Obtencion de las pirrolo[3,4-bJquinolinas 14 a través de una ciclacion reductora
intramolecular.

El mecanismo de la reaccidn es el siguiente: la hidrazona se reduce de forma
quimioselectiva para formar la hidracina Il, cuyo grupo NH ejecuta a continuacién un

ataque intramolecular sobre la cetona con pérdida de una molécula de agua dando lugar
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al iminio IV, que se reduce nuevamente en presencia de un exceso de cianoborohidruro

para rendir los productos 14.

R
R, \ m oY ’ N
N Sy-N Na'CNBH,- NSV N XN
R 1 = — -~ Ry I — R D (H
ZSN 3 pH=5 N Rs N R3
o
13 © 1 © n \ )

R,

AT / X / X /
Ry N-N -~ R +N-N R4 :N-N
170 _ N/ \ 1‘@(@:{\5 \ H;o N/ < R3\

Ry H / Ry 2 <0H
v

|
14 Na*CNBH,

Esquema 4.19. Detalles del mecanismo de la ciclacion reductora intramolecular.

Por el contrario, la obtencion de los derivados de pirrolo[3,4-b]quinolona 15a-d encierra
una curiosa intrahistoria. Cuando se estaba optimizando la purificacidn del producto de
transposicién 13a, se advirti6 que éste se transformaba progresivamente en otro
compuesto si permanecia mucho tiempo en una columna cromatografica de gel de
silice. Tras varios intentos se consiguié aislar el nuevo producto, cuya identificacién con
la estructura 15a responde a la presencia de una sefial a 167.6 ppm en el espectro de
RMN 13C, adjudicable a un grupo carbonilo del tipo amida; a la ausencia de las sefiales
de los protones metilénicos que en el compuesto 14a aparecen a 4,29-4,54 ppm en el
espectro de RMN 'H; y finalmente a la masa exacta proporcionada por una
espectrometria de masas de alta resolucion. Este hallazgo nos animd a investigar si era
posible reproducir esta transformacién de manera intencionada y controlada,
empezando por una simple adicién de silice sobre la mezcla de reacciéon una vez 13a se
habia formado, empleando un protocolo one-pot (entrada 1). Veinticuatro horas
después de la adicion de silice apenas se habian formado trazas de 15a cuando se
mantenia el tolueno como disolvente, pero se vio que su sustitucion por la fase movil
utilizada en las cromatografias (hexano/acetato de etilo 7:3) en el momento de afadir
la silice conducia a una conversion del 75% tras 48 horas de reaccién, alcanzandose el
100% tras s6lo 24 horas si se utilizaba metanol (entradas 2 y 3). Encontrado el disolvente
idoneo para llevar a cabo la nueva reaccion, se paso a la optimizacién de la catalisis con
resultados muy satisfactorios, pues se vio que tanto la adicién de un 10% de InClz como

acido de Lewis, como la adicidon de unas gotas de una solucion de HCl,q en metanol hasta
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un pH aproximado de 5 permitian la conversion total de 13a en 15a en sélo 3 horas.
Aunque los resultados eran buenos, decidimos hacer una serie de pruebas partiendo del
compuesto 13a purificado, en lugar de trabajar mediante el método one-pot. En lo que
respecta a la catalisis acida, se observd que la conversién total a 15a ajustando el pH a
5 mediante la solucién metandlica de HCl acuoso tomaba hasta 24 horas en lugar de las
3 horas del protocolo one-pot, mientras que la acidificacién hasta un pH de 3 conducia
a la aparente descomposicién del producto de partida. Cuando se usd InCl; partiendo
de 13a purificado los resultados también fueron notablemente inferiores, verificdandose
so6lo un 10% de conversidn tras 18 horas de reaccion, y un 85% si se mantenia la reacciéon
a 50 °C durante 3 horas. Estos resultados parecen sugerir que algun elemento (¢éla
hidroquinona procedente del DDQ?) presente en la mezcla de reaccidn original podria
favorecer el segundo paso de ciclacidén y oxidacién, aunque se desconoce la naturaleza

exacta de este fendmeno.

Ent. | Catalizador Disolvente Comp. de partida | T(°C) | t(h) | Conversion (%)

1 SiO; Tolueno 11a 25 24 Trazas

2 SiO; Hex/AcOEt 7:3 11a 25 48 75

3 SiO; MeOH 11a 25 24 100

4 HCI (pH=5) MeOH 11a 25 3 100

5 | InCls(10%) MeOH 11a 25 3 100

6 | HCl(pH=5) MeOH 13a 25 24 100

7 HCI (pH=3) MeOH 13a 25 5 0

8 | InCls (10%) MeOH 13a 25 18 10

9 | InCls(10%) MeOH 13a 50 3 85

Tabla 4.4. Optimizacion del procedimiento de obtencion de las pirrolo-1-quinolonas 15a-d.

Sea como fuere, se eligio el procedimiento one-pot que prevé el uso de un 10% de InCl3
y metanol como disolvente para obtener las pirrolo-1-quinolonas 15a-d con unos
rendimientos moderados. Se prefiriéd usar InClz sobre la solucién metanélica de HCI
acuoso porque ésta ultima requiere efectuar un paso adicional de neutralizacién en el
tratamiento del crudo de reaccion. Las causas de que los rendimientos no sean
demasiado elevados, aunque las conversiones sean completas, son las mismas que
cuando se buscaba obtener los productos 13: formacién de cierta cantidad del producto
aromatizado con pérdida del grupo dimetilhidrazonometilo en el primer paso de la
transformacion, y la dificultad para separar el DDQ reducido y los restos de DDQ de los

productos en la columna cromatografica.
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| R, | R, o
\Rz/, ~n-N DDQ (2 eq) RSN InCl; (10%) \ y
Rit _ Ar Tolueno, t.a. Rig P Ar MeOH, t.a. Ry P N_N\

N 1h N 3h N
0 o Ar
3b, 3g, 11a-b 13a-d 15a-d
Compuesto R: R2 Ar Rto. (%)

15a 7-OCHs CHs 4-CH3CeH4 46
15b 7-OCHs CHs 3-BrCsH4 36
15c 7-OCHs CH,CHs CeHs 35
15d 7-OCHs CHs 3,4-Cl,CeH3 34

Esquema 4.20. Tabla 4.5. Obtencion de las pirrolo-1-quinolonas 15a-d.

La propuesta que tenemos para el mecanismo de esta transformacion es la siguiente: el
proceso se iniciaria con una ciclacion 5-exo-trig por el ataque del nitréogeno de la
hidrazona sobre el grupo carbonilo de la posicién 2 de la quinolina, que esta activado
por su coordinacion con el InCls, para formar el intermedio Il. Un segundo ataque
intramolecular del oxigeno sobre el grupo iminio proporcionaria el intermedio biciclico
lll, que finalmente se transformaria en el producto 15 a través de un reordenamiento

de Meinwald catalizado por el InCls.

R, | R, |
X, N InCI3 ~. _N
g XX N~ > R XX N> R
R — P2 Ar T 7 '/Ar 1
N N |
'/0
1

0 -

+>InCl,

R2 o) H

X / InCl X /

R N-N < R OY N-N
! - \ z \

N N
Ar Ar

15

Esquema 4.21. Mecanismo de formacion de las pirrolo-1-quinolonas 15a-d.

13

Para finalizar con este apartado, hay que mencionar una ultima utilidad sintética que se
traté de extraer de los compuestos 12, concretamente de 12a. Pensamos que la
presencia de un halégeno en el anillo aromatico unido al C-2 de la quinolina posibilitaba
la sintesis del compuesto Il (esquema 4.24), a través de un proceso que involucraria la
reduccion de la hidrazona y una aminacién intramolecular de Buchwald-Hartwig o de

Ullmann para acceder a la estructura tetraciclica deseada.
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Para la reduccion de la hidrazona se ensayo el panel de condiciones descrito en la tabla
4.6, escogiéndose la reduccién con NaCNBH3 catalizada por acido acético al ser el Unico
método que permitié la obtencion de la hidracina |, si bien su purificacion resulté

imposible por su reoxidacién a la hidrazona en la columna cromatografica.

Acopl.

intramolecular -
_—

NaCNBHj; (5 eq)

HAc (23 eq)
MeOH, t.a.
48 h
|
(rto. cuantitativo)
Catalizador Disolvente T (°C) t (h) Conversion (%)
NaBH, MeOH 25 20 0
NaCNBHsz/AcOH MeOH seco 25 48 100

NaCNBHs/HCI (pH=5) MeOH 25 3 0
NaBH4/HCI (pH=5) MeOH 25 5 0
NaBH4/HCI (pH=5) MeOH Reflujo (65) 12 0
Mg/, MeOH seco 25 5 0
Mg/l MeOH seco Reflujo (65) 12 0

Esquema 4.23. Tabla 4.6. Obtencion de la hidracina I.

A continuacién, se probaron los dos acoplamientos anteriormente mencionados para
intentar la ciclacién de | con una suerte dispar: mientras que el acoplamiento de Ullmann
dio lugar a una mezcla compleja, la reaccion de Buchwald catalizada por un 10% de
Pda(dba)s si que formd el compuesto Il en un rendimiento que parecia bastante
aceptable (en torno al 50-60%), pero su tendencia a degradarse durante procedimiento

de purificacién impidié su aislamiento.
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Acopl.

intramolecular
[N

_0

| 1}
(no aislado)

Catalizador | Ligando Base Disolvente T (°C) t (h) Rto. (%)
50

Pd;(dba); Cs,CO; Dioxano
(0,1 eq) BINAP '‘BuOK seco e 1 (aprox., no aislado)
1 -

Cul (0,1 eq) - Cs,CO; DMF seca 80 (MW)

Esquema 4.24. Tabla 4.7. Tentativas fallidas para la sintesis del compuesto II.
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4.4 Experimental section

General experimental details

All reagents (Aldrich, Fischer, Alpha Aesar) and solvents (Scharlau, Fischer) were of
commercial quality and were used as received. Reactions were monitored by thin layer
chromatography on aluminium plates coated with silica gel and fluorescent indicator
(Macherey-Nagel Xtra SIL G/UV254). Mechanochemical reactions were carried out in a
vibratory ball mill Anton Paar BM500 (Madrid, Spain) and a planetary ball mill Retsch
PM 100 (Asturias, Espafia), using grinding jars and balls of zirconium oxide and stainless
steel with different volumes and diameters. Microwave-assisted reactions were
performed on a CEM Discover focused microwave reactor. Separations by flash
chromatography were performed using a Combiflash Teledyne automated flash
chromatograph or on conventional silica gel columns (Scharlau 40—-60 um, 230-400
mesh ASTM). Melting points were determined using a Stuart Scientific apparatus, SMP3
Model, and are uncorrected. Infrared spectra were recorded with an Agilent Cary630
FTIR spectrophotometer with a diamond accessory for solid and liquid samples. NMR
spectroscopic data were recorded using a Bruker Avance 250 spectrometer operating at
250 MHz for *H NMR and 63 MHz for 3C NMR (CAI de Resonancia Magnética Nuclear,
Universidad Complutense); Topspin (Bruker, Rivas-Vaciamadrid, Madrid, Spain) or
Mestrenova (Mestrelab, Santiago de Compostela, Spain) software packages were used
throughout for data processing; chemical shifts are given in ppm and coupling constants
in Hertz. Elemental analyses were determined by the CAl de Microanalisis Elemental,
Universidad Complutense, using a Leco 932 combustion microanalyzer. Exact mass data
were recorded with a high-resolution mass spectrometer FTMS Bruker APEX Q IV
coupled to 2DLC-NS-ESI-MALDI (Mass range: 200-10.000 uma) and a time-of-flight mass
spectrometer MALDI-TOF/TOF Bruker ULTRAFLEX coupled to MALDI (Mass range: 300-
150000 uma), operated by the CAl de Espectrometria de Masas, Universidad

Complutense.
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Synthesis of arylimines 4 and 8a-c, and a-ketoimines 1b, 1g and 9a-b.

o
HJ\RZ
Rr@\ Anh. Na,SO, R1©\ .
NHz  cH,Cl,, rt. N" 'Ry
1b, 19, 4, 8a-c, 9a-b
Compuesto R1 R:2

4 4-OCHs CsHs
8a 4-OCHs 2'-Br-CgH4
8b 4-OCHs 3’-ClCgHa4
8c 4-OCH3 3'-CH3C6H4
1b 4-OCHs (CO)CeHs
1g 4-0OCHs | (CO)3’,4’-Cl,CeHs
9a 4-OCHs (CO)4"-CH3CgH4
9b 4-OCHs (CO)3"-BrCsH4

A solution of the suitable aniline (1 eq) and aldehyde (1 eq) or glyoxal derivative (1-1.8
eq) in CHCl; (5 mL) was stirred vigorously in the presence of anhydrous Na;SO4 (5 g) for
30 minutes and then, the reaction mixture was filtered and the solvent evaporated
under vacuum to afford the desired aryl or acylimines, that were used without further

purification in the following reactions. In all cases the yields were quantitative.

N-(2-Bromobenzylidene)-4-methoxyaniline (8a)

QL
—
" 10

Br
Prepared from p-anisidine (0.246 g, 2 mmol) and 2-bromobenzaldehyde (0.370 g, 2
mmol). Brown paste.
'H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.81 (s, 1H), 8.16 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 7.9,
1.2 Hz, 1H), 7.38 = 7.29 (m, 1H), 7.27 — 7.19 (m, 3H), 6.93 — 6.86 (m, 2H), 3.78 (s, 3H)
ppm.
13C NMR (63 MHz, CDCl5) 6: 159.0, 157.6, 144.8,135.1, 133.6,132.5, 129.2,128.1, 126.3,

123.0, 114.8, 55.9 ppm.

IR (neat) v: 1614.5 cm™.
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N-(3-Chlorobenzylidene)-4-methoxyaniline (8b)

Prepared from p-anisidine (0.246 g, 2 mmol) and 3-chlorobenzaldehyde (0.281 g, 2

mmol). Brown oil.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.43 (s, 1H), 8.00 — 7.91 (m, 1H), 7.75 (dt, J = 6.9, 1.6 Hz,
1H), 7.51-7.36 (m, 2H), 7.33 - 7.23 (m, 2H), 7.03 — 6.92 (m, 2H), 3.85 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 159.0, 156.8, 144.4, 138.5, 135.2, 131.2 130.3, 128., 127.3,
122.7,114.8, 55.8 ppm.

IR (neat) v: 1621.0 cm™.

4-Methoxy-N-(3-methylbenzylidene)aniline (8c)

Prepared from p-anisidine (0.246 g, 2 mmol) and m-tolualdehyde (0.240 g, 2 mmol).

Brown oil.

H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.52 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.73 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.43 (t, J =
7.5 Hz, 1H), 7.38 — 7.28 (m, 3H), 7.08 — 6.96 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 2.49 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 159.0, 158.6, 145.2, 138.8, 136.7, 132.3,129.1, 128.9, 126.5,
122.5,114.7, 55.8, 21.6 ppm.

IR (neat) v: 1621.7 cm™.
2-((4-Methoxyphenyl)imino)-1-(p-tolyl)ethanone (9a)
Prepared from p-anisidine (0.246 g, 2 mmol) and 4-methylphenylglyoxal (0.356 g, 2.4

mmol). Dark brown oil.

QL

(o]
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1H NMR (250 MHz, CDCls) § 8.38 (s, 1H), 8.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.47 — 7.39 (m, 2H), 7.33
(d, J=8.0 Hz, 2H), 7.04 — 6.95 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 2.47 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6 190.9, 160.9, 154.8, 144.9, 142.2,133.3,131.1, 129.6, 123.9,
115.0, 56.0, 22.2 ppm.

IR (neat) v: 1644.7,1577.1 cm’?

1-(3-Bromophenyl)-2-((4-methoxyphenyl)imino)ethenone (9b)

Br
T
/
N
0

Prepared from p-anisidine (0.246 g, 2 mmol) and 3-bromophenylglyoxal (0.511 g, 2.4
mmol). Dark brown oil.

'H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.48 (t, ) = 1.8 Hz, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.28 (dt,J = 7.9, 1.1 Hg,
1H), 7.76 (ddd, J = 7.9, 1.8, 1.0 Hz, 1H, 7.49 — 7.37 (m, 3H), 7.06 — 6.95 (m, 2H), 3.89 (s,
3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6 189.9, 161.3, 153.9, 141.6, 137.6, 136.5, 134.0, 130.3, 129.7,
124.2,122.9,115.1, 56.0 ppm.

IR (neat) v: 1651.6, 1575.9 cm™.
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Synthesis of 2-aryl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines 5 and 10a-c, and 2-

acyltetrahydroquinolines 3b, 3g and 11a-b.

N~

-Z

_N

/g 2a-b |
R Rs N

3

SN
R1©\ ICl; (0.1 eq)
— B — e 1 .
N” R, N~ R,

CH4CN, rit.

H
1b, 19, 4, 8a-c, 9a-b 3b, 39, 5, 10a-c, 11a-b

Compuesto R1 Rz R3
5 4-OCHs CeHs CHs
10a 4-OCH3 2'—Br—C5H4 CH3
10b 4-OCH3s 3’-ClC¢H4 CH3

10c 4-OCH3 3"-CH3C¢H4 CH,CHjs

3b 4-OCHs (CO)CeHs CH,CH3
3g 4-OCH; | (CO)3",4'-Cl,CeHs | CHs
11a 4-OCH3s (CO)4’-CH3CeHa CH3
11b 4-OCHs (CO)3’-BrCsHa CH3

To a stirred solution of the suitable imine (2.0 mmol) and InCls (0.2 mmol, 0.044 g) in
acetonitrile (20 mL) was added the correspoding hydrazone (2.2 mmol) dropwise.
Stirring was continued for the time specified in the compound data sheet and, after
completion of the reaction indicated by TLC, the reaction mixture was diluted with water
(10 mL), extracted with CH,Cl; (4 x 10 mL), dried and evaporated. The resulting crude
was purified by silica gel column chromatography using the suitable mixture of solvents.
(x)-(25,45)-2-(2-Bromophenyl)-4-((E)-(2,2-dimethylhydrazineylidene)methyl)-6-

methoxy-4-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (10a)

Prepared from imine 8a (0.580 g, 2 mmol) and hydrazone 2a (0.247 g, 2.2 mmol).
Reaction time: 3 h.
Purification: petroleum ether: ethyl acetate (9:1, v/v).

Yield: 0.306 g (38%). Pale yellow solid.
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14 NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 7.74 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 7.9, 1.1 Hz, 1H),
7.44—7.34 (m, 1H), 7.18 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 6.76 — 6.69 (m, 3H), 6.65 — 6.60 (m, 1H),
4.97 (dd, J = 11.1, 2.5 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.78 (s, 6H), 2.06 (dd, J = 13.1, 2.6 Hz, 1H),
1.99 - 1.85 (m, 1H), 1.69 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 152.7, 143.0, 138.9, 133.2, 129.2, 128.8, 128.3, 128.2, 123 .4,
116.4,114.7,113.9,56.2,52.5,43.8,42.5, 41.7, 28.1 ppm.

IR (neat) v: 3254.1, 1581.5 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for Co0H24BrN3O (M = 402.33): C, 59.71; H, 6.01; N, 10.44.
Found: C, 59.69; H, 6.08; N, 10.57

mp: 113-115 °C.
(+)-(2S,4S)-2-(3-Chlorophenyl)-4-((E)-(2,2-dimethylhydrazineylidene)methyl)-6-

methoxy-4-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (10b)

Prepared from imine 8b (0.491 g, 2 mmol) and hydrazone 2a (0.247 g, 2.2 mmol).
Reaction time: 3 h.

Purification: petroleum ether: ethyl acetate (9:1, v/v).

Yield: 0.309 g (43%). Pale orange solid.

H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.52 — 7.48 (m, 1H), 7.38 — 7.29 (m, 3H), 6.73 — 6.67 (m,
2H), 6.65 (s, 1H), 6.61 — 6.56 (m, 1H), 4.51 (dd, J = 11.6, 2.6 Hz, 1H), 3.92 (bs, 1H), 3.76
(s, 3H), 2.77 (s, 6H), 2.13 — 1.99 (m, 1H), 1.84 (dd, J = 13.2, 2.6 Hz, 1H), 1.59 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 152.7, 146.8, 144.4, 138.5, 134.9, 130.3, 128.6, 128.2, 127.3,
125.4,116.1, 114.7, 113.9, 56.3, 53.4, 44.7, 43.8, 41.4, 28.6 ppm.

IR (neat) v: 3371.8, 1595.3 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2oH24CIN3O (M = 357.88): C, 67.12; H, 6.76; N, 11.74.
Found: C, 67.27; H, 6.54; N, 11.53

mp: 97-99°C.
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(x)-(25,4S)-4-((E)-(2,2-Dimethylhydrazineylidene)methyl)-4-ethyl-6-methoxy-2-(m-
tolyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (10c)

Prepared from imine 8c (0.451 g, 2 mmol) and hydrazone 2b (0.277 g, 2.2 mmol).
Reaction time: 4 h

Purification: petroleum ether: ethyl acetate (9:1, v/v).

Yield: 0.316 g (45%). Orange oil.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.32 — 7.26 (m, 3H), 7.18 — 7.11 (m, 1H), 6.76 — 6.67 (m,
2H), 6.64 (s, 1H), 6.56 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.50 (dd, J = 10.6, 4.0 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.76
(s, 6H), 2.41 (s, 3H), 2.17 — 1.97 (m, 4H), 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 152.0, 145.1, 143.2, 138.9, 138.7, 128.9, 128.7,127.9, 127.8,
124.1, 115.6, 115.1, 113.6, 56.3, 53.3, 44.2, 43.8, 40.5, 32.8, 21.9, 9.3 ppm.

IR (neat) v: 3360.5, 1605.3 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H29N3O (M = 351.49): C, 75.18; H, 8.32; N, 11.96.
Found: C, 74.91; H, 8.16; N, 11.58.

()-(25,45)-4-(2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-2-(4-

methylbenzoyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (11a)

\
~ /N\

N
aeeve
N

o]

Prepared from imine 9a (0.507 g, 2 mmol) and hydrazone 2a (0.247 g, 2.2 mmol).
Diastereoselection: 80:20 (cis:trans).

Reaction time: 4 h.

Purification of cis isomer: petroleum ether: ethyl acetate (9:1, v/v).

Yield: 0.482 g (66%). Yellow solid.

188
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1H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 7.88 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.74 (m, 2H),
6.68 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.09 (dd, J = 12.3, 2.7 Hz, 1H), 4.64 (bs, 1H), 3.76 (s,
3H), 2.75 (s, 6H), 2.46 (s, 3H), 2.09 (dd, J = 12.9, 2.7 Hz, 1H), 1.81 — 1.65 (m, 4H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 199.5, 152.5, 144.9, 143.4, 137.0, 132.5, 130.0, 128.8, 128.7,
117.5,114.0,56.2, 54.5,43.7,41.5, 39.4, 26.6, 22.2 ppm.

IR (neat) v: 3364.6, 1673.8, 1601.0 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2;H27N30; (M = 365.47): C, 72.30; H, 7.45; N, 11.50.
Found: C, 72.67; H, 7.15; N, 11.70.

mp: 118-120 °C.
(£)-(2S,4S)-2-(3-Bromobenzoyl)-(4-(2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-
methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (11b)

\
—— /N\
l"'. N
ROV
u Br
o

Prepared from imine 9b (0.636 g, 2 mmol) and hydrazone 2a (0.247 g, 2.2 mmol).
Diastereoselection: 83:17 (cis:trans).

Reaction time: 2.5 h.

Purification of cis isomer: petroleum ether: ethyl acetate (9:1, v/v).

Yield: 0.542 g (63%). Yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.11 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.79 - 7.71
(m, 1H), 7.41 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 6.68 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 6.55 (s,
1H), 5.05 (dd, J = 12.1, 2.8 Hz, 1H), 4.57 (bs, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.76 (s, 6H), 2.07 (dd, J =
12.9, 2.9 Hz, 1H), 1.78 (t, J = 12.6 Hz, 1H), 1.66 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 198.8, 152.7, 142.9, 136.8, 136.7, 131.8, 130.9, 128.6, 127.1,
123.7,117.4, 114.0, 56.2, 54.9, 43.6, 41.4, 39.1, 26.8 ppm.

IR (neat) v: 3391.5, 1685.1, 1564.6 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H24BrN3O, (M = 430.34): C, 58.61; H, 5.62; N, 9.76.
Found: C, 58.43; H, 5.32; N, 9.52.

mp: 104-106 °C.
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Synthesis of 2-arylquinolines 12a-d and 2-acylquinolines 13a-d.
I R, |

Ry, N
' N" ™ DDQ(2eq) N SN
Rf@\/i Toluene, r.t. RF@\/I\
H R; ’ N™ "Rs
3b, 3g, 5, 10a-c, 11a-b 12a-d, 13a-d
Compuesto R1 Rz R3
12a 6-OCHs 2-BrCeH4 CHs
12b 6-OCHs 3-ClCgHa4 CHs
12c 6-OCHs 3-CHsCgHa CH,CHs
12d 6-OCH3 CeHs CHs
13a 6-OCH3 (CO)4-CH3CeH4 CHs
13b 6-OCHs (CO)3-BrCgHa CHs
13c 6-OCHs (CO)CeHs CH,CHs
13d 6-OCH3 (CO)3,4-Cl,CeHs CHs

To a stirred solution of the corresponding 2-aryltetrahydroquinoline or 2-
acyltetrahydroquinoline (1 mmol) in toluene (15 mL) was added 2,3-dichloro-5,6-
dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ) (2 mmol) slowly. The solution was stirred at room
temperature until the starting material disappeared as confirmed by TLC (1 h). The
solvent was evaporated under reduced pressure. The solid residue was purified by flash
column chromatography, eluting with an 8:2 (v/v) mixture of petroleum ether and ethyl
acetate, to give compounds 12a-d and 13a-d.
2-(2-Bromophenyl)-3-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-

methylquinoline (12a)

Prepared from tetrahydroquinoline 10a (0.402 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).
Yield: 0.211 g (53%). Dark yellow oil.

1H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.05 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.66 — 7.60 (m, 1H), 7.45 - 7.24 (m,
5H), 7.17 (s, 1H), 4.01 (s, 3H), 2.87 (s, 3H), 2.76 (s, 6H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 158.4, 156.7, 142.9, 142.3, 140.7, 132.7, 131.9, 131.7, 130.9,
129.7,129.5, 128.0, 127.8, 122.9, 121.5, 102.9, 56.0, 42.9, 16.2 ppm.

IR (neat) v: 1618.0 cm™.

190



Capitulo 4. Aplicaciones de la reaccion de Povarov aza-viniloga: sintesis de quinolinas polisustituidas y derivados de pirroloquinolina

Elemental analysis (%): Calc. for CaoH20BrNsO (M= 398.30): C, 60.31; H, 5.06; N, 10.55.
Found: C, 60.00; H, 4.90; N, 10.34.
2-(3-Chlorophenyl)-3-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-
methylquinoline (12b)

Prepared from tetrahydroquinoline 10b (0.358 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).
Yield: 0.258 g (73%). Yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.04 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.67 — 7.62 (m, 1H), 7.52 — 7.47 (m,
1H), 7.41 — 7.36 (m, 3H), 7.32 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.21 (s, 1H), 4.01 (s, 3H), 2.92 (s, 6H),
2.85 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 158.4, 155.6, 143.4, 142.7, 141.6, 134.3,132.3, 131.9, 130.5,
129.6, 129.3, 128.6, 128.4, 127.6, 121.8, 103.0, 56.0, 43.1, 16.4 ppm.

IR (neat) v: 1615.7 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C;0H20CIN3O (M= 353.84): C, 67.89; H, 5.70; N, 11.88.
Found: C, 67.56; H, 5.84; N, 11.54.

mp: 74-76 °C.

3-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-4-ethyl-6-methoxy-2-(m-tolyl)quinoline (12c)

Prepared from tetrahydroquinoline 10c (0.351 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).
Yield: 0.135 g (39%). Yellow solid.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 8.10 — 8.03 (m, 1H), 7.47 (s, 1H), 7.42 — 7.32 (m, 4H), 7.25
(s, 1H), 7.21 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.01 (s, 3H), 3.34 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 2.89 (s, 6H), 2.43 (s,
3H), 1.46 (t, J = 7.4 Hz, 3H) ppm.
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13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 158.1,157.7, 147.1,143.2, 141.5, 138.1, 133.4, 132.1, 130.9,
129.1,128.2,128.1, 127.5, 127.0, 121.3, 102.9, 56.0, 43.1, 23.0, 21.9, 15.4 ppm.

IR (neat) v: 1601.9 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for Ca3H26N30 (M=347.45): C, 76.05; H, 7.25; N, 12.09.
Found: C, 75.97; H, 7.08; N, 12.36.

mp: 89-90 °C.

3-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-methyl-2-phenylquinoline (12d)

Prepared from tetrahydroquinoline 5 (0.323 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).
Yield: 0.163 g (51%). Pale yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.06 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.65 — 7.58 (m, 2H), 7.50 — 7.32 (m,
5H), 7.24 (s, 1H), 4.01 (s, 3H), 2.90 (s, 6H), 2.87 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 158.2, 157.3,142.7, 141.6, 141.4, 133.5, 131.9, 130.3, 129.2,
128.4,127.7,121.5, 103.1, 56.0, 43.2, 16.4 ppm.

IR (neat) v: 1616.4 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for Cy0H21N30 (M= 319.40): C, 75.21; H, 6.63; N, 13.16.
Found: C, 74.81; H, 6.50; N, 12.84.

mp: 119-121°C.
3-((2,2-Dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-2-(4-methylbenzoyl)-4-
methylquinoline (13a)

I

NS
asede
N/
o
Prepared from tetrahydroquinoline 11a (0.365 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).

Yield: 0.217 g (60%). Pale yellow solid.
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14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.00 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.40 (s, 1H),
7.34 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.00 (s, 3H), 2.76 (s,
6H), 2.75 (s, 3H), 2.42 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 196.0, 158.8, 154.8, 143.6, 141.5, 139.0, 135.1, 132.2, 130.4,
129.3,127.3,125.8, 121.3, 102.5, 56.0, 42.4, 22.2, 14.9 ppm.

IR (neat) v: 1668.9, 1604.7 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H23N302 (M = 361.44): C, 73.11; H, 6.41; N, 11.63.
Found: C, 73.19; H, 6.20, N, 11.88.

mp: 196-198 °C.
2-(3-Bromobenzoyl)-3-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-
methylquinoline (13b)

I

N
IN ~
L
N” Br
0
Prepared from tetrahydroquinoline 11b (0.430 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).

Yield: 0.204 g (48%). Orange solid.

H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.04 — 7.97 (m, 2H), 7.80 (dt, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.65 (m,
1H), 7.39 - 7.27 (m, 4H), 4.01 (s, 3H), 2.77 (s, 6H), 2.74 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 194.5, 159.0, 153.7, 141.5, 139.6, 139.0, 135.6, 133.0, 132.2,
130.2,129.4,128.8, 127.3,125.2, 122.8, 121.5, 102.4, 56.0, 42.4, 14.8 ppm.

IR (neat) v: 1673.1, 1615.9 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H20BrNsO; (M = 426.31): C, 59.17; H, 4.73; N, 9.86.
Found: C, 59.18, H, 5.07; N, 10.04.

mp: 166-167 °C.

2-Benzoyl-3-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4-ethyl-6-methoxyquinoline (13c)
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Prepared from tetrahydroquinoline 3b (0.365 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).
Yield: 0.126 g (35%). Orange solid.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.02 (m, 1H), 7.92 — 7.86 (m, 2H), 7.53 (m, 1H), 7.46 — 7.37
(m, 3H), 7.37 = 7.32 (m, 2H), 4.00 (s, 3H), 3.22 (g, J = 7.6 Hz, 2H), 2.74 (s, 6H), 1.40 (t, J =
7.6 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 196.1, 158.9, 154.8, 144.6, 141.9, 137.6, 132.8, 132.3, 130.2,
128.5,128.22 126.4,124.9, 121.2, 102.2, 56.0, 42.3, 21.8, 14.5 ppm.

IR (neat) v: 1671.1, 1615.9 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H23N30; (M = 361.44): C, 73.11; H, 6.41; N, 11.63.
Found: C, 73.09; H, 6.54; N, 11.30.

mp: 134-136 °C.
2-(3,4-Dichlorobenzoyl)-3-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-
methylquinoline (13d)

|

NN
aoeded
N7 cl
o
Prepared from tetrahydroquinoline 3g (0.420 g, 1 mmol) and DDQ (0.454 g, 2 mmol).

Yield: 0.191 g (46%). Yellow solid.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.01 — 7.95 (m, 2H), 7.73 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H), 7.51 (d, J
= 8.3 Hz, 1H), 7.39 (bs, 1H), 7.36 (dd, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 7.30 — 7.28 (m, 1H), 4.01 (s, 3H),
2.79 (s, 6H), 2.74 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 193.7, 159.1, 153.3, 141.5, 139.1, 137.6, 137.1, 133.1, 132.2,
132.0, 130.8,129.4, 129.2, 127.3, 125.1, 121.6, 102.4, 56.0, 42.4, 14.8 ppm.

IR (neat) v: 1674.8, 1616.6 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H19CI2N302 (M = 416.30): C, 60.59; H, 4.60; N, 10.09.
Found: C, 60.38, H, 4.62; N, 9.81.

mp: 237-239 °C.
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Synthesis of pyrrolo[3,4-b]quinolines 14a-d.

R2 | R2
x. N
N N NaCNBH; (4.5 eq) A /
R, P Ar . R, _ N—N
N HCI/MeOH pH~5 N \
o r.t., 90 min Ar
13a-d 14a-d
Compuesto R: R Ar
14a 7-OCHs CHs 4-CH3CgH4
14b 7-0OCHs CHs 3-BrCeH4
14c 7-OCHs CH,CHs CeHs
14d 7-0OCHs CHs 3,4-Cl,C6H3

To a stirred solution of quinolines 13a-d (1 eq) in methanol (3 mL) at room temperature,
it was added dropwise a mixture of HCl conc/MeOH (pH=3) to adjust the pH of the
mixture at 4-5. Then, NaCNBH3 was added in a portion (1 eq), stirring was continued for
10 minutes, and pH was readjusted again to 4-5. This process was repeated until 4.5 eq
of NaCNBHs were employed and pH set to 5. After 90 min of reaction, solvent was
evaporated and the residue was dissolved in CH,Cl, (5 mL), washed with water (1 x5 mL)
and brine (1 x 5 mL). The aqueous layer was extracted with CH,Cl; (2 x 5 mL) and the
combined organic layers were dried over anhydrous Na,SOs and evaporated under
vacuum. The resulting residue was purified by a column chromatography in silica gel,
using the suitable mixture of solvents.
2-Dimethylamino-7-methoxy-9-methyl-3-(p-tolyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[3,4-
b]quinoline (14a)

Prepared from quinoline 13a (0.072 g, 0.2 mmol) and NaCNBH3 (0.057 g, 0.9 mmol).
Purification: 7:3 (hexane/ethyl acetate).
Yield: 0.063 g (91%). Dark orange solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.90 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.26 (dd, J =
9.2, 2.8 Hz, 1H), 7.23 = 7.17 (m, 3H), 5.35 (s, 1H), 4.52 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 431 (d, J =
13.3 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H), 2.60 (s, 3H), 2.54 (s, 6H), 2.37 (s, 3H) ppm.
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13CNMR (63 MHz, CDCl3) 6: 161.2, 157.6, 144.3,139.5, 137.3, 136.2, 131.9, 129.5,129.4,
129.0, 128.7,120.3, 102.3, 68.5, 55.9, 46.5, 41.2, 21.7, 15.5 ppm.

IR (neat) v: 1619.6 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2;H25N30 (M = 347.45): C, 76.05; H, 7.25; N, 12.09.
Found: C, 75.77; H, 6.88; N, 11.97.

mp: 146-148 °C.
2-Dimethylamino-3-(3-bromophenyl)-7-methoxy-9-methyl-2,3-dihydro-1H-
pyrrolo[3,4-b]quinoline (14b)

Prepared from quinoline 13b (0.085 g, 0.2 mmol) and NaCNBH3(0.057 g, 0.9 mmol).
Purification: 8:2 (hexane/ethyl acetate).

Yield: 0.070 g (85%). Dark red oil.

'H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.89 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.71 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.51 (d, J =
7.6 Hz, 1H), 7.43 (m, 1H), 7.31 =7.23 (m, 2H), 7.19 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 5.33 (s, 1H), 4.51
(d, J=13.2 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 2.61 (s, 3H), 2.55 (s, 6H) ppm.
13C NMR (63 MHz, CDCls) &6: 160.1, 157.8, 145.0, 144.3, 136.6, 131.9, 131.8, 130.9, 130.3,
129.2,128.8,127.8,122.9, 120.6, 102.3, 68.6, 55.9, 45.6, 41.2, 15.6 ppm.

IR (neat) v: 1619.8 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H22BrN3sO (M = 412.32): C, 61.17; H, 5.38; N, 10.19.
Found: C, 61.20; H, 5.18; N, 10.23.
2-Dimethylamino-9-ethyl-7-methoxy-3-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[3,4-
blquinoline (14c)

Prepared from quinoline 13c (0.072 g, 0.2 mmol) and NaCNBH3z (0.057 g, 0.9 mmol).
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Purification: 8:2 (hexane/ethyl acetate).
Yield: 0.061 g (88%). Brown solid.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.91 (m, 1H), 7.59 — 7.53 (m, 2H), 7.44 — 7.36 (m, 2H), 7.35
—7.31(m, 1H), 7.28 = 7.24 (m, 2H), 5.39 (s, 1H), 4.52 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 13.2
Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.03 (g, J = 7.7 Hz, 2H), 2.54 (s, 6H), 1.38 (t, J = 7.6 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 161.3, 157.7,144.9, 142.6, 142.1, 132.0, 129.1, 128.7, 128.7,
127.8,127.6,120.2, 102.3, 68.7, 55.9, 46.2, 41.3, 23.2, 14.1 ppm.

IR (neat) v: 1619.5 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2;H25N30 (M = 347.45): C, 76.05; H, 7.25; N, 12.09.
Found: C, 75.88; H, 6.99; N, 11.98.

mp: 120-122 °C.
2-Dimethylamino-3-(3,4-dichlorophenyl)-7-methoxy-9-methyl-2,3-dihydro-1H-

pyrrolo[3,4-b]quinoline (14d)

Prepared from quinoline 13d (0.083 g, 0.2 mmol) and NaCNBH3(0.057 g, 0.9 mmol).
Purification: 8:2 (hexane/ethyl acetate).

Yield: 0.080 g (99%). Dark green paste.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.88 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.49 — 7.40
(m, 2H), 7.31=7.26 (m, 1H), 7.19 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 5.29 (s, 1H), 4.49 (d, J = 13.1 Hz, 1H),
4.34 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 2.61 (s, 3H), 2.55 (s, 6H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 8: 159.6, 157.9, 144.2,142.9,136.8,132.7,131.7,131.6, 130.9,
130.7,129.0, 128.8, 128.5, 120.7, 102.3, 68.4, 55.9, 44.9, 41.1, 15.6 ppm.

IR (neat) v: 1620.1 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H21Cl2N3O (M = 402.32): C, 62.69; H, 5.26; N, 10.44.
Found: C, 62.77; H, 5.21; N, 10.05.
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Synthesis of pyrrolo[3,4-b]quinolin-1-ones 15a-d.

R X r\‘l R | R o
2N DDQ (2 eq) SN InCl; (10%) .
Ry N Ar Tolue1ns, rt. Ri NZ AT Megl—:], rt. R N7 N-N
H Ar
3b, 3g, 11a-b 13a-d 15a-d
Compuesto R1 R:2 Ar
15a 7-OCHs CHs 4-CH3CeH4
15b 7-OCHs CHs 3-BrCe¢Hs
15c 7-OCH3 CHzCHg C6H5
15d 7-OCHs CHs 3,4-Cl,CgH3

To a stirred solution of the suitable 2-acyltetrahydroquinoline (0.5 mmol) in toluene (10
mL), it was added 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ) (1 mmol) slowly.
The solution was stirred at room temperature until the starting material disappeared
and compounds 13a-d were formed, as confirmed by TLC (1 h). Then, toluene was
evaporated under reduced pressure and the residue was redissolved in methanol (5 mL).
InCl3(0.1 eq) was added, and the mixture was stirred at room temperature for 3 h. When
the reaction was finished, water (15 mL) was added to the mixture and the aqueous
phase was extracted with CHyCl, (3 x 20 mL). The organic phase was dried over

anhydrous Na;SO4 and evaporated to dryness under low pressure.

The residue was purified by silica gel flash chromatography, eluting with hexane/ethyl
acetate (85:15 to 80:20).
2-(Dimethylamino)-7-methoxy-9-methyl-3-(p-tolyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[3,4-
b]quinolin-1-one (15a)

Prepared from tetrahydroquinoline 11a (0.183 g, 0.5 mmol), DDQ (0.227 g, 1 mmol) and
InCl3(0.011 g, 0.05 mmol).

Yield: 0.083 g (46%). Brown solid.
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14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.95 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H), 7.35
(d,J=2.6 Hz, 1H), 7.17 (s, 4H), 5.51 (s, 1H), 3.97 (s, 3H), 3.14 (s, 3H), 2.90 (s, 6H), 2.35 (s,
3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl;) 6: 167.6, 160.4, 158.2, 145.6, 144.1,138.6,134.4,131.7,129.8,
129.5,128.8, 123.4, 120.8, 102.9, 65.8, 55.9, 44.6, 21.6, 12.5 ppm.

IR (neat) v: 1687.5, 1620.4 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C2;H23N302 (M = 361.45): C, 73.11; H, 6.41; N, 11.63.
Found: C, 72.87; H, 6.17; N, 11.32.

mp: 198-199 °C.
3-(3-Bromophenyl)-2-(dimethylamino)-7-methoxy-9-methyl-2,3-dihydro-1H-
pyrrolo[3,4-b]quinolin-1-one (15b)

Prepared from tetrahydroquinoline 11b (0.215 g, 0.5 mmol), DDQ (0.227 g, 1 mmol) and
InCl3(0.011 g, 0.05 mmol).

Yield: 0.077 g (36%). Orange solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) 8: 7.97 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.51 — 7.40 (m, 3H), 7.37 (d, J = 2.7
Hz, 1H), 7.26 — 7.21 (m, 2H), 5.47 (s, 1H), 4.00 (s, 3H), 3.15 (s, 3H), 2.91 (s, 6H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 167.7, 159.6, 158.4, 145.7, 144.6, 139.9, 132.1, 132.0, 131.7,
130.7,129.7,127.7,123.8, 123.1, 120.7, 103.00, 65.6, 56.0, 44.7, 12.6 ppm.

IR (neat) v: 1684.5, 1617.2 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H20BrNsO; (M = 426.31): C, 59.17; H, 4.73; N, 9.86.
Found: C, 58.98; H, 4.65; N, 9.75.

mp: 167-169 °C.

199



Capitulo 4. Aplicaciones de la reaccién de Povarov aza-viniloga: sintesis de quinolinas polisustituidas y derivados de pirroloquinolina

2-(Dimethylamino)-9-ethyl-7-methoxy-3-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[3,4-
blquinolin-1-one (15c¢)

Prepared from tetrahydroquinoline 3b (0.183 g, 0.5 mmol), DDQ (0.227 g, 1 mmol) and
InCl3(0.011 g, 0.05 mmol).

Yield: 0.063 g (35%). Pale orange solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.01 — 7.94 (m, 1H), 7.44 — 7.34 (m, 5H), 7.32 = 7.27 (m,
2H), 5.53 (s, 1H), 3.99 (s, 3H), 3.81 — 3.63 (m, 2H), 2.90 (s, 6H), 1.47 (t, J = 7.6 Hz, 3H)
ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl5) 6: 167.2, 160.5, 158.3, 150.3, 146.2, 137.5,131.9, 129.1, 128.9,
128.9, 128.4, 123.4, 120.0, 102.9, 66.2, 56.0, 44.6, 19.7, 15.4 ppm.

IR (neat) v: 1685.7, 1602.3 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H23N302 (M = 361.45): C, 73.11; H, 6.41; N, 11.63.
Found: C, 72.85; H, 6.45; N, 11.48.

mp: 145-146 °C.
3-(3,4-Dichlorophenyl)-2-(dimethylamino)-7-methoxy-9-methyl-2,3-dihydro-1H-

pyrrolo[3,4-b]quinolin-1-one (15d)

Prepared from tetrahydroquinoline 3g (0.210 g, 0.5 mmol), DDQ (0.227 g, 1 mmol) and
InCl3(0.011 g, 0.05 mmol).

Yield: 0.071 g (34%). Yellowish solid.
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1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.96 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.42 (d, J =
3.0 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.13 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H),
5.46 (s, 1H), 4.00 (s, 3H), 3.14 (s, 3H), 2.92 (s, 6H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 167.7,159.2, 158.5, 145.7, 144.8, 137.9, 133.2,133.1, 131.7,
131.1,131.1,129.8, 128.2, 123.9, 120.6, 103.0, 65.1, 56.03, 44.7, 12.6 ppm.

IR (neat) v: 1688.1, 1619.4 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C21H19Cl2N30; (M = 416.30): C, 60.59; H, 4.60; N, 10.09.
Found: C, 60.64; H, 4.67; N, 10.36.

mp: 87-89 °C.
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5.1 Introduccion

5.1.1 Estrés oxidativo y Nrf2

En la introduccion de esta tesis doctoral se ha examinado detenidamente el papel
central que desempeiia el estrés oxidativo en la degeneracién patoldgica del sistema
nervioso central. Por este motivo, parece un dmbito de actuacién mds que interesante
la busqueda de terapias cuyo objetivo sea anticiparse al progreso irreversible del dafio
neuronal. Como se comentd anteriormente, el estatus oxidativo celular es el resultado
de un equilibrio entre las especies reactivas que se generan en el curso de la actividad
fisioldgica y las defensas antioxidantes de las que dispone la célula para neutralizarlas,
por lo que cualquier aproximacion terapéutica en este sentido debe actuar sobre uno
de estos elementos, siendo el fdrmaco antioxidante ideal aquel capaz de neutralizar las
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno por si mismo a la par que estimula los sistemas

celulares de defensa antioxidante.

La estimulacidon farmacoldgica de los sistemas antioxidantes endégenos ha atraido en
los ultimos afios un considerable interés en el contexto de las enfermedades
neurodegenerativas, siendo la modulacion del sistema Keap-1/Nrf2/ARE una de las
mayores esperanzas en este campo??’. El factor de transcripcion Nrf2 es el eje central
de uno de los sistemas de defensa antioxidante mas importantes de las células
eucariotas, controlando a través de las secuencias ARE (Antioxidant Response Elements)
la expresidon de numerosos genes que codifican para la sintesis de proteinas con funcién

citoprotectora?®,

En condiciones fisioldgicas, Nrf2 es una proteina de vida media muy corta, debido a que
sus niveles estan rigurosamente controlados por varias vias, siendo la principal su unién
a la proteina Keap-1 (Kelch-like ECH-associated protein 1). Cuando Keap-1 se une a Nrf2,
permite su reconocimiento por parte del complejo ligasa E3 CUL3/RBX1, que media su

poliubiquitinacion y degradacion por el proteasoma. Cuando se produce un aumento en

207 cuadrado, A., Manda, G., Hassan, A., Alcaraz, M. ., Barbas, C., Daiber, A., Ghezzi, P., Ledn, R., Lopez,
M., Oliva, B., Pajares, M., Rojo, A. I., Robledinos-Antén, N., Valverde, A. M., Guney, E., Schmidt, H.
Pharmacol. Rev. 2018, 70, 348.

208 pinkova-Kostova, A. T., Kostov, R. V., Kazantsev, A. G. FEBS J. 2018, 285, 3576.
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la concentracion citosodlica de especies de caracter oxidante y/o electréfilo, de origen
tanto enddégeno como exdgeno, Keap1l es capaz de detectar estos cambios gracias a que
es una proteina rica en residuos de cisteina. Los grupos sulfhidrilo presentes en estos
aminodcidos se encuentran estabilizados por coordinacién a iones de zinc en
condiciones fisioldgicas, pero son capaces de atrapar directamente moléculas
electrofilas mediante reacciones de adicidn, o de dar lugar a reacciones redox con
especies oxidantes, dando lugar a la formacién de puentes disulfuro entre los residuos
de cisteina involucrados. En ambos casos, la consecuencia es similar: se induce un
cambio estructural de la proteina Keap-1 que permite la liberaciéon de Nrf2 en el
citoplasma. Esto le faculta para traslocarse al nucleo, donde forma heterodimeros con
proteinas pequenas del tipo MAF (MusculoAponeurotic Fibrosarcoma proteins), y se une
posteriormente a los elementos de respuesta antioxidante del ADN2%. ¢Esto en qué se

traduce? En una respuesta general de proteccion celular?'®?!l  mediada por:

e Proteinas y enzimas antioxidantes: es quiza la funcion mas estudiada de Nrf2.
Este factor de transcripcion estimula la expresidon de la hemoxigenasa 1, la
enzima encargada del catabolismo del grupo hemo. Esta actividad cursa con la
liberacion de Fe?* (del que también favorece su salida de la célula)?!?/213,

mondxido de carbono?*

, al que se atribuyen diversos efectos neuroprotectores
a través de la regulaciéon de la funcion mitocondrial, la sefalizacion mediada por
calcio e incluso la inducciéon de Nrf2; y biliverdina, cuya reduccién genera
bilirrubina, un pigmento que a concentraciones fisiolégicas posee una potente
actividad antioxidante. Ademas, también incrementa los niveles de la NAD(P)H
deshidrogenasa (quinona) 1 (NQO1), una enzima reductora de numerosas
especies oxidantes. Por otra parte, estimula la expresién de numerosas enzimas

relacionadas con la homeostasis del glutatién, como la glutatidon peroxidasa, las

subunidades catalitica y moduladora de la glutamato cisteina ligasa (enzima

209 Byendia, I., Michalska, P., Navarro, E., Gameiro, |., Egea, J., Ledn, R. Pharmacol. Ther. 2016, 157, 84.
210 Hayes, J. D., Dinkova-Kostova, A. T. Trends Biochem. Sci. 2014, 39, 199.

211 podson, M., De La Vega, M. R., Cholanians, A. B., Schmidlin, C. J., Chapman, E., Zhang, D. D. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 2019, 59, 555.

212 Chen, J. Rev. Neurosci. 2014, 25, 269.

213 | oboda, A., Damulewicz, M., Pyza, E., Jozkowicz, A., Dulak, J. Cell. Mol. Life Sci. 2016, 73, 3221.

214 Mahan, V. L. Med. Gas Res. 2012, 2, 1.
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responsable de la sintesis de novo de glutation) y la glutation reductasa.
Asimismo, controla la expresién de otras enzimas antioxidantes como las
tiorreductasas o las peroxirredoxinas. En definitiva, Nrf2 es un regulador esencial
de la gran mayoria de enzimas antioxidantes de las que disponen las células.

e Metabolismo de xenobidticos: Nrf2 activa la expresion de numerosas enzimas
relacionadas con el metabolismo de farmacos y xenobidticos, tanto de fase |
(aldo-ceto reductasas, aldehido deshidrogenasas), como de fase Il (UDP
glucuronosiltransferasas, glutatién-S-transferasas), y de fase lll (proteinas de
multirresistencia a farmacos y otros transportadores encargados de la expulsion
de xenobidticos a través de la membrana celular).

e Homeostasis proteica: se ha demostrado que Nrf2 interviene en la regulacién de
la expresidon de varios genes relacionados con el proceso de autofagia. El caso
mas paradigmatico es el de la proteina p62/SQSTM1, que reconoce proteinas
ubiquitinadas y las dirige a su degradacién por la via autoféagica. De hecho, la
expresion de p62/SQSTM1 mediada por Nrf2 supone una estrategia de auto-
activacion, debido a que ambas proteinas compiten por la unién a Keap1l, y esta
proteina de funcidn autofagica también interviene en la degradacién de Keapl
cuando ésta ha reaccionado con oxidantes o electréfilos?!®>. También Nrf2
estimula la expresién de algunas proteinas constitutivas del proteasoma?'6.

e Inflamacidn: el papel de Nrf2 en la regulacién de la inflamacién parece un asunto
complicado, a pesar de haber sido profusamente estudiado. En principio, todo
apunta a que la activacion de Nrf2 conduce a una reduccién del estatus
inflamatorio en linfocitos, macréfagos y microglia; pero la relacion es mas
compleja. Por un lado, Nrf2 es capaz de estimular de manera directa la expresién
de algunos elementos proinflamatorios como los receptores MARCO y CD36, o
la citoquina IL-17D; pero también bloquea la expresién de citoquinas
proinflamatorias como la IL-1B o la IL-6. También hay un caracter un tanto

contradictorio en la relacién entre Nrf2 y el sistema inflamasoma/NF-kB: el

215 pajares, M., Jiménez-Moreno, N., Garcia-Yagiie, A. J., Escoll, M., de Ceballos, M. L., Van Leuven, F.,
Rabano, A., Yamamoto, M., Rojo, A. |., Cuadrado, A. Autophagy 2016, 12, 1902.
218 Wardyn, J. D., Ponsford, A. H., Sanderson, C. M. Biochem. Soc. Trans. 2015, 43, 621.
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estrés oxidativo activa ambos factores de transcripcion y NF-kB estimula la
activacion de Nrf2, pero también es verdad que hay una serie de interferencias
en el funcionamiento de ambas vias que las lleva a ser en cierto modo
antagonicas, desempefiando Nrf2 en este caso un papel antiinflamatorio?®. No
hay que soslayar también el papel antinflamatorio de la HO-1, mediado tanto
por la misma enzima como por el monéxido de carbono que genera su actividad.

e Regulacién metabdlica: Nrf2 tiene una notable influencia en el metabolismo
celular. Sin animo de entrar en detalles, dada la complejidad del tema a tratar,
Nrf2 estimula la B-oxidacidn de los dcidos grasos frente a la lipogénesis, favorece
la desviacion del metabolismo de la glucosa hacia la via de las pentosas fosfato,
regula el ciclo de los acidos tricarboxilicos, incrementa la regeneracion del
NADPH y la biosintesis de novo de purinas. También interviene en el
metabolismo del hierro, a través de la regulacién de la HO-1, la ferritina y el
procesamiento de la biliverdina. La interregulacion entre Nrf2 y PGC-la
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha)
constituye un sistema muy importante para el control de la biogénesis
mitocondrial y la garantia de su correcto funcionamiento?'’.

e Regulacion de la actividad génica y prevencién de la apoptosis: Nrf2 también
parece ser capaz de regular la expresién de otros factores de transcripcion como
el receptor de 4cido retinoico alfa (RXRA), de modo que controlaria
indirectamente la expresién de otros genes carentes de secuencias ARE.
Ademas, induce la expresidon de genes relacionados con la reparacién del ADN y

proteinas antiapoptédticas, como es el caso de la proteina Bcl-2.

5.1.2 Modulacidn terapéutica de la actividad de Nrf2

El papel defensivo de Nrf2 parece estar comprometido en el proceso de
neurodegeneracién. Todo apunta a que no sélo seria un problema de incapacidad de la

via Nrf2/ARE para hacer frente al creciente estrés oxidativo y dafio celular que

217 Navarro, E., Gonzalez-Lafuente, L., Pérez-Liébana, 1., Buendia, I., Lopez-Bernardo, E., Sdnchez-Ramos,
C., Prieto, I., Cuadrado, A., Satrustegui, J., Cadenas, S., Monsalve, M., Lopez, M. G. Antioxid. Redox Signal.
2017, 27, 93.

208



Capitulo 5. Disefio y sintesis de compuestos diazabiciclicos andlogos de citisina con actividad neuroprotectora

caracterizan al envejecimiento y la neurodegeneracion, sino que ademas los distintos
procesos patoldgicos y la disfuncién de diversas cascadas de sefalizacidn celular podrian

reducir la efectividad de este sistema defensivo antioxidante 218 -~ 219

Cond. Nrf2 Ub Degradacién
V{ proteosémica

HS—qrm sra'/ SH g \S\mca I:m/ SH
=0 ST =
ROS/RNS
———> WA\ ccoccmmmmmmmoooomommmoo e i Nrf2
Nrf2 w2
- Respuesta enzimatica antioxidante: HO-1,
NQO1, GPX, SOD-1 Nrf2 @

- Metabolismo de xenobiéticos: ALDH, GST < —
- Autofagia: p62/SQSTM1
- Reduccién de la inflamacion: HO-1 e
- Estimulaciéon mitocondrial: PGC-1a ARE

- Regulacion de la actividad génica: RXRA
- Inhibicién apoptosis: Bcl-2

Figura 5.1. Regulacion de la actividad de Nrf2 en condiciones fisioldgicas o de estrés oxidativo. Consecuencias de la
activacion de la via Nrf2/ARE.

Los mecanismos por los que se alcanza este estatus podrian ser diferentes segun la
enfermedad neurodegenerativa: en la enfermedad de Alzheimer se ha observado una
reduccion de la capacidad de Nrf2 para translocarse al nucleo en las dreas cerebrales
mas afectadas, como el hipocampo, dejandolas en un estado de mayor susceptibilidad
a los estragos causados por el estrés oxidativo y otros estimulos deletéreos??°. En
cambio, en el caso de otras enfermedades como la de Parkinson o la ELA, parece que la
capacidad de Nrf2 para activarse y traslocarse al nucleo en respuesta a este tipo de
situaciones se encuentra conservada incluso en las regiones mas afectadas, pero por
motivos que aun no estan bien dilucidados esto no se traduce en una adecuada

respuesta antioxidante y citoprotectora??!

. Asi, se puede deducir que los distintos
fenédmenos subyacentes a estas patologias, como los depdsitos de proteinas o la

neuroinflamacion, pueden interferir de algin modo con determinados elementos de la

218 Shenvi, S. V., Smith, E., Hagen, T. M. Aging Cell. 2012, 11, 297.

219 schmidlin, C. J., Dodson, M. B., Madhavan, L., Zhang, D. D. Free Radic. Biol. Med. 2019, 134, 702.

220 Ramsey, C. P., Glass, C. A., Montgomery, M. B., Lindl, K. A., Ritson, G. P., Chia, L. A., Hamilton, R. A,,
Chu, C. T., Jordan-Sciutto, K. L. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 2007, 66, 75.

221 Mimoto, T., Miyazaki, K., Morimoto, N., Kurata, T., Satoh, K., Ikeda, Y., Abe, K. Brain Res. 2012, 1446,
109.
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via Nrf2/ARE. La importancia de esta via en el proceso de neurodegeneracion esta
documentada por una gran cantidad de trabajos que muestran los beneficios de la
induccion de Nrf2, ya sea a través de técnicas genéticas o mediante farmacos, en
términos de atenuacién e incluso reversidon del dafio celular observable en diversos

modelos de toxicidad neuronal??2.

! Estimulacion
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i nicotinicos @/

i PNU-282987
l (agonista o) B nAchR
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"""""" Ho_ _ ow T

Keap1Nrf2-IN-1
Inhibiccién interaccion Keap1-Nrf2

Figura 5.2. Principales vias para la estimulacion farmacoldgica de Nrf2, y ejemplos representativos de compuestos que
actuan por cada una de ellas.

Teniendo en cuenta el protagonismo del estrés oxidativo en la patogenia de las
enfermedades neurodegenerativas, y la importancia de la via Nrf2/ARE como sistema
defensivo enddgeno frente a esta amenaza, el empleo de farmacos activadores de este

factor de transcripcién parece una estrategia terapéutica muy prometedora. Llegados a

222 Ejemplos de revisiones sobre este tema son. a) Gerfo, A. L., Petrozzi, L., Chico, L., Siciliano, G. A Master
Regulator of Oxidative Stress-The Transcription Factor Nrf2. IntechOpen, 2016. b) Li, Q., Xing, S., Chen, Y.,
Liao, Q., Li, Q., Liu, Y., He, S., Feng, F., Chen, Y., Zhang, J., Liu, W., Guo, Q., Sun, Y., Sun, H. Eur. J. Med.
Chem. 2020, 185, 111862.
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esta conclusion, resulta necesario tratar brevemente las distintas aproximaciones

farmacoldgicas que se han propuesto para la estimulaciéon de esta via

223.

Interaccion directa con Keap-1: la estrategia de activaciéon de Nrf2 que cuenta
con un mayor bagaje reside en el empleo de moléculas electroéfilas, cuya reaccion
con los residuos clave de cisteina de Keap-1 induce el cambio conformacional
necesario para estimular la liberacion y estabilizacion de Nrf2. En este apartado
merece especial mencién el fumarato de dimetilo, un farmaco utilizado en el
tratamiento de la esclerosis multiple gracias a su capacidad atenuante del estrés
oxidativo y la inflamacién, y Unico activador de Nrf2 aprobado por la EMA y la
FDA. Su mecanismo de accidn, en linea con muchos de los inductores de Nrf2
propuestos hasta el momento, se basa en su naturaleza de compuesto
carbonilico a,B-insaturado, de modo que funciona como aceptor de Michael
frente a los grupos tiol de Keap-1. Otros ejemplos de esta clase de inductores
serian algunos polifenoles como la curcumina y el resveratrol, determinados
triterpenoides como la bardoxolona, o la minociclina. No todos los inductores de
Nrf2 presentan el mismo tipo de funcion electrdfila: el sulforafano induce la
liberacidon de Nrf2 a través de su grupo isotiocianato, mientras que la DL-3-n-

butilftalida lo hace gracias a un anillo de lactona.

Algunos trabajos publicados en los ultimos afios precisan que no todos los
residuos de cisteina de Keap-1 desempeian el mismo papel en la regulacion de
su actividad: por ejemplo, las cisteinas 273 y 288 estarian relacionadas con la
interaccion entre Keap-1 y Nrf2, pero la alquilacion de la cisteina 151 se
interpondria en cambio en el reclutamiento del complejo de ligasa CUL3/RBX1,
de modo que Keap-1 queda “secuestrada” por Nrf2 al ser incapaz de dirigir su
degradacion, y el Nrf2 que la célula va generando de novo tiene via libre para

traslocarse al nucleo. Esto quiere decir que los inductores electrofilicos de Nrf2

223 Robledinos-Antén, N., Ferndndez-Ginés, R., Manda, G., Cuadrado, A. Oxid. Med. Cell. Longev. 2019,

2019.
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pueden actuar a través de dos mecanismos de accion diferentes o incluso en

algunos casos mediante ambos a la vez??4225,

Esta estrategia, aunque sin duda interesante y exitosa si se tiene en cuenta el
caso del fumarato de dimetilo, tiene un inconveniente que no puede ser obviado:
las moléculas electrdfilas tienen la capacidad de reaccionar con otros muchos
nucledfilos endégenos, con el consecuente aumento de los posibles efectos no
deseados o toxicos. Este problema ha motivado la exploracién de nuevas vias de

induccion de Nrf2.

e Inhibidores de la interaccidn entre Keap-1 y Nrf2: una aproximacion que ha ido
ganando adeptos en los ultimos tiempos se basa en el empleo de moléculas
capaces de interponerse en la interaccidn proteina-proteina entre Keap-1y Nrf2,
forzando la liberacién de este Ultimo?%®. Si bien los primeros compuestos que
dieron resultados positivos fueron peptidomiméticos y péptidos ciclicos, hoy en
dia se han caracterizado varios tipos de moléculas pequefias capaces de
reproducir dicho efecto, entre las que se encuentran derivados de
tetrahidroisoquinolinas, de urea o triazoles, entre otras. Uno de los retos
inherentes a esta estrategia consiste en lograr un efecto selectivo para la
interaccion entre Keap-1y Nrf2, evitando la obstruccién de la funcién reguladora
gue tiene Keap-1 sobre otras proteinas como la IKK, que a su vez controla la
actividad del factor de transcripcién NF-kB, o la proteina antiapoptética Bcl-2.
Aunque con un mecanismo un poco diferente, se podrian incluir en este epigrafe
aquellos compuestos capaces de incrementar los niveles de determinadas
proteinas que compiten con Nrf2 por la unidén a Keap-1, como es el caso de

p62/SQSTM-12%7.

224 Saito, R., Suzuki, T., Hiramoto, K., Asami, S., Naganuma, E., Suda, H., Iso, T., Yamamoto, H., Morita, M.,
Furusawa, Y., Negishi, T., Ichinose, M., Yamamoto, M. Mol. Cell. Biol. 2016, 36, 271.

225 Rachakonda, G., Xiong, Y., Sekhar, K. R., Stamer, S. L., Liebler, D. C., Freeman, M. L. Chem. Res.
Toxicol. 2008, 21, 705.

226 Kerr, F., Sofola-Adesakin, O., lvanov, D. K., Gatliff, J., Gdmez Pérez-Nievas, B., Bertrand, H. C., Martinez,
P., Callard, R., Snoeren. I., Cochemé, H. M., Adcott, J., Khericha, M., Castillo-Quan, J. I., Wells, G., Noble,
W., Thornton, J., Partridge, L. PLoS Genet. 2017, 13.

227 Katsuragi, Y., Ichimura, Y., Komatsu, M. Curr. Opin. Toxicol. 2016, 1, 54.
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e Modulacién no dependiente de Keap-1: a medida que se amplia la informacion
disponible sobre la regulacidn de la actividad de Nrf2, surgen nuevas estrategias
que ponen el foco en otras vias independientes de Keap-1. Hoy en dia, la
aproximacion mas explorada en este ambito consiste en la inhibicién de la
glucégeno sintasa quinasa 3B (GSK-3), una enzima que participa en numerosos
procesos fisiolégicos e implicada en la hiperfosforilacién de la proteina Tau, asi
como en la regulacion de Nrf2. Mas concretamente, GSK-3B fosforila a Nrf2 de
forma que crea un dominio de reconocimiento para la proteina B-TrCP (Beta-
transducin repeats-containing protein), que al unirse a este factor de
transcripciéon lo dirige a su degradacion mediante el sistema ubiquitina-
proteasoma??®. Algunos compuestos, como el tideglusib, han demostrado una

actividad inductora de Nrf2 a través de este mecanismo?%°.

En un estado cuasi embridnico se encuentran otras posibles aproximaciones como la
inhibicidn de la interaccidn entre Nrf2 y B-TrCP, los inhibidores de ligasas como HRD-1
involucradas en la degradacion de Nrf2 independiente de Keap-123°y el bloqueo de
BACH1, una proteina nuclear que forma heterodimeros con las proteinas Maf
impidiendo hacer lo propio a Nrf2, de modo que causa la pérdida de su actividad

transcripcional??.

En los ultimos afios se ha desvelado el papel que ciertos subtipos de receptores
nicotinicos, principalmente el ay, tienen en la activacién de Nrf2 a través de diversas vias
de sefializacién. Este descubrimiento abre otra via para el desarrollo de inductores
indirectos de dicho factor de transcripcion, siendo bésico para entender el disefo de los

compuestos descritos en este capitulo.

228 Rada, P., Rojo, A. |., Evrard-Todeschi, N., Innamorato, N. G., Cotte, A., Jaworski, T., Tobdn-Velasco, J.,
Devijver, H., Garcia-Mayoral, M. F., Van Leuven, F., Hayes, J., Bertho, G., Cuadrado, A. Mol. Cell. Biol. 2012,
32, 3486.

229 Armagan, G., Sevgili, E., Girkan, F. T., Kése, F. A, Bilgic, T., Dagci, T., Saso, L. Molecules. 2019, 24, 1377.
BOWu, T., Zhao, F., Gao, B., Tan, C., Yagishita, N., Nakajima, T., Wong, P. K., Chapman, E., Fang, D., Zhang,
D. D. Genes Dev. 2014, 28, 708.
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5.1.3 Papel neuroprotector y regulador de Nrf2 de los receptores
nicotinicos de acetilcolina

Ya hace tiempo que se comenzd a estudiar el papel de los receptores nicotinicos de
acetilcolina en la proteccién neuronal y los procesos de neurodegeneracion,
centrandose el interés sobre todo en los subtipos as4f2 y a7 debido a su especial
abundancia a nivel del sistema nervioso central, donde son imprescindibles para
determinados procesos cerebrales como la memoria, la atencién o el
aprendizaje?31232233 Respecto a los receptores nicotinicos del subtipo asB2, en general
se acepta su implicacion en el efecto neuroprotector y antiinflamatorio ejercido por
determinados agonistas nicotinicos en diversos modelos de dafio neuronal?3#235,236 |
aunque otros estudios los desvinculan de estos efectos?®” o incluso parecen indicar que
su estimulacion podria incrementar la sensibilidad neuronal a los efectos neurotdxicos

del péptido B-amiloide?38,

ay ay
@
a5 a

Cl7

Receptor nicotinico a; Receptor nicotinico asB,

Figura 5.3. Representacion simplificada de la estructura pentamérica de los receptores nicotinicos a;y a482; en rojo,
las zonas de union de la acetilcolina.

21 Braida, D., Ponzoni, L., Martucci, R., Sparatore, F., Gotti, C., Sala, M. Psychopharmacology. 2014, 231,
1975.

B2syn, Y., Yang, Y., Galvin, V. C.,, Yang, S., Arnsten, A. F., Wang, M. J. Neurosci. 2017, 37, 5366.

233 | endvai, B., Kassai, F., Szajli, A., Némethy, Z. Brain Re Bull. 2013, 93, 86.

234 Takeuchi, H., Yanagida, T., Inden, M., Takata, K., Kitamura, Y., Yamakawa, K., Sawada, H., lzumi, Y.,
Yamamoto, N., Kihara, T., Uemura, K., Inoue, H., Taniguchi, T., Akaike, A., Takahashi, R., Shimohama, S. J.
Neurosci. Res. 2009, 87, 576.

235 Akaike, A., Takada-Takatori, Y., Kume, T., lzumi, Y. J. Mol. Neurosci. 2010, 40, 211.

8 Hosur, V., Loring, R. H. Mol. Pharmacol. 2011, 79, 167.

7 Alzoubi, K. H., Srivareerat, M., Tran, T. T., Alkadhi, K. A. Int. J. Neuropsychopharmacol. 2013, 16, 1105.
28 Arora, K., Cheng, J., Nichols, R. A. J. Biol. Chem. 2015, 290, 21409.
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El papel neuroprotector de los receptores nicotinicos del subtipo a; parece mas
asentado: la literatura recoge diversos estudios donde su estimulacién resulta
beneficiosa para el control de la neuroinflamacion?3?, el estrés oxidativo neuronal 24%y

la inhibicion de la apoptosis?*!, por citar sélo algunos ejemplos.

Los receptores nicotinicos del subtipo ay presentan una estructura homopentaméricay
revisten un caracter dual ionotrépico/metabotrépico. Son canales idnicos dependientes
de ligando, de modo que su activacion por un agonista permite la entrada de Na*, K*y
Ca*ala célula, siendo su permeabilidad al calcio (diez a veinte veces mayor que al sodio)
especialmente elevada si se compara con otros subtipos de receptores nicotinicos.
Aunque en un principio se creia que éste era su Unico mecanismo de accion,
posteriormente se observé que también se encuentra acoplado a diversas proteinas G
y de otro tipo, lo que le dota de la capacidad de mediar la activacion de numerosas vias
de sefializacién celular a través de segundos mensajeros?*>. Como se explicard mas

adelante, este mecanismo dual es importante para explicar su papel neuroprotector.

En lo que respecta a su localizacion y funcion, la presencia de este subtipo de receptores
es especialmente relevante a nivel del sistema nervioso central en determinados grupos
neuronales del hipotdlamo, la corteza o algunas regiones limbicas subcorticales?2,
Como ya se menciond anteriormente, alli cumplen numerosas funciones relacionadas
con la cognicién, la memoria o el procesamiento de la informacién sensorial, entre otras.
No obstante, también se ha revelado la presencia de estos receptores en otras células
no neuronales del SNC como la microglia, los astrocitos, los precursores de
oligodendrocitos o las células endoteliales, donde estarian implicados en respuestas de
neuroproteccion y control de la respuesta inmune. Asimismo, diversos estudios
realizados en los ultimos afos han puesto de manifiesto la expresién de los receptores

o7 en otras regiones fuera del sistema nervioso central como los sistemas nerviosos

periférico y entérico, el epitelio respiratorio y digestivo, los queratinocitos cutaneos, los

239 Tyagi, E., Agrawal, R., Nath, C., Shukla, R. Neurochem. Int. 2010, 56, 135.

240 Han, Z., Shen, F., He, Y., Degos, V., Camus, M., Maze, M., Young, W. L., Su, H. PloS One, 2014, 9,
el05711.

21 Hua, Y., Yang, B., Chen, Q., Zhang, J., Hu, J., Fan, Y. Front. Cell. Neurosci. 2019, 13.

242 Corradi, J., Bouzat, C. Mol. Pharmacol. 2016, 90, 288.
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testiculos, etcétera?*3:244. Un caso que merece ser estudiado aparte es el de los
receptores ay que se expresan en numerosos tipos celulares del sistema inmune, donde
median lo que se ha dado en llamar la “respuesta colinérgica antiinflamatoria”: se ha
observado que la estimulacién del nervio vago en el contexto de una respuesta
inflamatoria sistémica es capaz de detener la liberacién de citoquinas proinflamatorias
por parte de los macréfagos y otras células inmunitarias, tornando su actividad

antioxidante y reparadora?®.

En el contexto de la neurodegeneracion, la estimulacidn de los receptores nicotinicos oy
parece interesante por varios motivos. En primer lugar, por el beneficio directo que se
podria obtener sobre algunos procesos que se ven afectados en este tipo de patologias,
como la cognicidn y la memoria. Ademas, la respuesta mediada por estos receptores en
las células neuronales y no neuronales del sistema nervioso central parece ser de un

caracter netamente neuroprotector e inmunomodulador.

¢Cémo median los receptores a7 estos efectos beneficiosos de cara al combate de la
neurodegeneraciéon? Se ha observado que la activacién de estos receptores estimula
varias vias de sefalizacion celular que conforman una respuesta citoprotectora,
orquestada eminentemente a través de su papel como receptor metabotrdpico, pero
en la que su permeabilidad al calcio también desempefia un papel importante. En primer
lugar, los receptores a; median la activacidn de la via de sefializacion JAK2/STAT3, que
conduce a la inhibicién de la traslocaciéon al nucleo del factor de transcripcidon
proinflamatorio NF-kB, de modo que se produce una inhibiciéon de la secrecién de
citoquinas citotdxicas y proinflamatorias. Este mecanismo constituiria un equivalente a
la respuesta colinérgica antiinflamatoria a nivel del SNC, promoviendo la reorientacion

de la respuesta inflamatoria de la microglia y los astrocitos (y eventualmente, de

243 Wessler, I., Kirkpatrick, C. J. Br. J. Pharmacol. 2008, 154, 1558.

244 Bouzat, C., Lasala, M., Nielsen, B. E., Corradi, J., Esandi, M. D. C. J. Physiol. 2018, 596, 1847.

245 Wang, H., Yu, M., Ochani, M., Amella, C. A., Tanovic, M., Susarla, S., Li. J. H., Wang, H., Yang, H., Ulloa,
L., Al-Abed, Y., Czura, C. J., Tracey, K. J. Nature. 2003, 421, 384.
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cualquier otra célula inmune que pudiera hallarse en esos dominios) hacia una de tipo

reparador y neuroprotector?4:247

Por otra parte, también median la estimulacién de la ruta PI3K/Akt: la quinasa Akt es
capaz de fosforilar selectivamente a la enzima GSK-3f en el residuo de serina-9, lo que
implica su inactivacién. Hay que recordar que GSK-3[B participa en una de las vias de
degradacion proteasdmica de Nrf2 a través de la ligasa B-TrCP. Por tanto, la estimulacién
de la via PI3K/Akt constituye un mecanismo indirecto de induccién de Nrf2, y de esta
manera permite la consecucidn de una respuesta antioxidante y antiinflamatoria
adicional a la provista por la via JAK/STAT?48249 Ademas, la estimulacidon de Akt tiene
como consecuencia una importante respuesta antiapoptdtica mediada por el aumento
en los niveles de la proteina Bcl-2 y la disminuciéon de la actividad de la caspasa-9 y de

las proteinas del tipo Forkhead FOXO y FKHRL12°C,

Por ultimo, también se ha relacionado con los receptores ayla estimulaciéon de la via
mediada por las quinasas MAPK/ERK: aunque su papel en la neurodegeneracién atn no
se encuentra bien establecido e incluso se contempla que podria ser beneficioso o
perjudicial segln las circunstancias, parece que podria conllevar la estimulacién

indirecta de Nrf2, ademas de inhibir GSK-3B y la activacion de la caspasa-32°1.

El caracter ionotrépico de los receptores nicotinicos az también contribuye a su
actividad neuroprotectora, ya que el aumento de los niveles de calcio citosdlico que son
capaces de mediar se traduce en la activacién de diversas proteinas, entre las que se
encuentra la proteina quinasa C (PKC). Esta a su vez es capaz de fosforilar a Nrf2 en el
residuo de serina-40, produciendo la disrupcion de su interaccion con Keap-1 y su
traslocacidn ulterior al nucleo; ademas, ejerce otros efectos neuroprotectores como el

aumento de la actividad de la proteina antiapoptdtica Bcl-2246,

26 parada, E., Egea, J., Buendia, I., Negredo, P., Cunha, A. C., Cardoso, S., Soares, M. P., Lépez, M. G.
Antioxid. Redox Signal. 2013, 19, 1135.

247 patel, H., Mclntire, J., Ryan, S., Dunah, A., Loring, R. J. Neuroinflamm. 2017, 14, 192.

248 Martin D, Rojo, A. |., Salinas, M, Diaz, R., Gallardo, G., Alam, J., Ruiz de Galarreta, C. M., Cuadrado, A.
J. Biol. Chem. 2004, 279, 8919.

249 Rada, P., Rojo, A. I., Evrard-Todeschi, N., Innamorato, N. G., Cotte, A., Jaworski, T., Tobdn-Velasco, J.
C., Devijver, H., Garcia-Mayoral, M. F., Van Leuven, F., Hayes, J. D., Bertho, G., Cuadrado, A. Mol. Cell.
Biol. 2012, 32, 3486.

250 Zhang, X., Tang, N., Hadden, T. J., Rishi, A. K. Biochim. Biophys. Acta Mol. Cell Res. 2011, 1813, 1978.
1Xu, S., Yang, B., Tao, T., Zhang, J., Liu, Y., Hu, J., Fan, Y., Zhang, G. J. Cell. Physiol. 2019, 234, 18480.

217



Capitulo 5. Disefio y sintesis de compuestos diazabiciclicos andlogos de citisina con actividad neuroprotectora

R nAch a7
955@5’99"3{9@9@3) ‘R‘&W;A}ﬁ@/:uﬂ;(ﬁ@
90® 9900,
900" 99005,
o00®® 6%%)
a®® {
0¥ LLag 10000000 Oy,
Ly 20000000¢ JAKD 1000000044, 7990,
00® 00008° LL TP Po,
o 08 900 9
C) @ ® '®,
o0® ! %o P,
o® L a®' @ L)
o8¢ ﬂw LY )
\ ? + e %
N o° Ca? CH ",
0% o0 : %g %%,
UM 0 ") )
of oo STAT3 | [ PI3K PKC oo, %

o W ~ ; o %,
of o® = 4 %, %,
) @"‘2) (¥ %

o’
@QEE’ KB Caspasa-9 %
» ~ %

NF-«B
FOXO v

* GSK-3p —-“.Keap1 1

B
) \ ;
P =9y | %
%
\ ﬁ\‘ - Enzimas antioxidantes y

antiinflamatorias

Citoquinas S drial
Bt \ - Biogénesis mitocondria
=

ROS - Inhibicién apoptosis

Figura 5.4. Efectos citoprotectores relacionados con la activacion de los receptores nicotinicos a;.

A la vista de la funcidén fisiolégica que cumplen los receptores nicotinicos azy de los
efectos positivos que pueden mediar en el contexto de la degeneraciéon neuronal
asociada a la edad, han sido propuestos como una diana potencialmente interesante en

la busqueda de un tratamiento eficaz para las enfermedades neurodegenerativas.

En lo que atafie a la modulacién farmacoldgica de estos receptores, hay que resaltar la
existencia de dos estrategias diferentes: la primera, y la que goza de un mayor recorrido,
es el empleo de agonistas ortostéricos, capaces de unirse al receptor a través del mismo
dominio que reconoce al agonista enddgeno. Por otro lado, en los Ultimos afios se esta
explorando el empleo de moduladores alostéricos positivos, que se unirian al receptor
por un sitio distinto al utilizado por la acetilcolina y serian capaces de potenciar el efecto
del neurotransmisor enddgeno, sin ser capaces de producir una respuesta per se. Una
variante de este enfoque la proporciona el disefio de agonistas alostéricos, que si serian
capaces de estimular de forma directa el receptor a pesar de no unirse a su sitio
ortostérico, ademas de potenciar el efecto del agonista endégeno. i Por qué se trabaja

en estas estrategias alternativas? Por varias razones: en primer lugar, el sitio de unién a
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acetilcolina presenta un elevado grado de homologia entre los distintos subtipos de
receptores nicotinicos, lo que constituye inevitablemente un obstaculo en términos de
selectividad. En cambio, los sitios alostéricos presentan un mayor grado de variabilidad,
lo que permite evitar este problema. Por otra parte, el hecho de que los moduladores
alostéricos positivos sélo sean activos en presencia del neurotransmisor enddgeno
permite que su accion se asemeje mas a la activacion fisiolégica habitual del receptor.
Finalmente, esta aproximacién permite una mayor diversidad estructural en los ligandos
y un control mas fino de la respuesta deseada, disminuyéndose ademas el riesgo de

desensibilizacién del receptor que aqueja a los agonistas ortostéricos?**.

Algunas moléculas, entre las que se encuentran representantes de todos estos
mecanismos de accion, han arrojado resultados positivos en la fase preclinica de
desarrollo, de modo que han sido seleccionados para la realizacion de diversos ensayos
clinicos en aras de validar su potencial terapéutico contra algunas patologias
neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer o de Parkinson, pero también
para otros desérdenes neuropsiquiatricos como la esquizofrenia o el trastorno de déficit
de atencidn y hiperactividad, e incluso para el tratamiento de la adicciéon a la nicotina 'y
el dolor?%2%3, En la figura adyacente se recogen algunos de estos farmacos que han

alcanzado esta ultima fase del desarrollo farmacéutico:

@/Hl/fsg%a
N

Enceniclina (ag. parcial) GTS-21 (ag. parcial) AQWO051 (ag. parcial)
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Figura 5.5. Estructura de algunos de los modulares del receptor nicotinico az; que han alcanzado la fase clinica de
desarrollo farmacéutico.

B2yang, T., Xiao, T., Sun, Q., Wang, K. Acta Pharm. Sin. B. 2017, 7, 611.
253 Russo, P., Del Bufalo, A., Frustaci, A., Fini, M., Cesario, A. Curr. Pharm. Des. 2014, 20. 6014.
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El farmaco de esta clase que mas cerca ha estado de conseguir su aprobacion y
comercializacion fue la enceniclina, también conocida como EVP-6124. Tras unos
resultados esperanzadores en diversos estudios de fase | y Il para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer leve a moderada y la esquizofrenia, los ensayos de fase Il
enterraron las expectativas al no consolidarse los datos sobre eficacia compilados para
ambas patologias en los estudios previos, ademds de haberse generado algunas dudas
sobre su seguridad tras registrarse algunos efectos adversos gastrointestinales,

especialmente en los individuos de edad mas avanzada®>*.

Por tanto, ninguna de las moléculas que actian a través de este mecanismo de accion
ha conseguido aun, por distintas razones, conseguir su aprobacién para el tratamiento
de alguna patologia neurodegenerativa. Esto no debe aun invalidar esta aproximacion,
ya que la estimulacién de los receptores nicotinicos ay ha demostrado sobradamente su
papel central en la consecucién de una respuesta antioxidante y antiinflamatoria a nivel
del sistema nervioso central, y su potencial terapéutico resta intacto a la espera de que
los trabajos futuros en este campo aporten mas claves sobre si esta diana puede
contribuir a la solucién del problema, y de ser asi en qué medida y de qué manera puede

resultar util su modulacion.

5.2 El alcaloide citisina como base para el disefo de
nuevos agentes moduladores de los receptores
nicotinicos

5.2.1 Citisina: un alcaloide con actividad nicotinica. Disefio de analogos
con actividad neuroprotectora.

La citisina es un alcaloide que se identificd y aislé en el siglo XIX de la especie Laburnum
anagyroides de la familia de las fabaceas, aunque posteriormente se ha localizado en
otros géneros de la misma familia como Anagyris, Cytisus, Genista o Sophora, entre
otros. Habitualmente, su concentracién es mayor en las semillas de la planta, aunque

suele ser detectable también en el resto del organismo?*>.

254 peardorff, W. J., Shobassy, A., Grossberg, G. T. Expert Rev. Neurother. 2015, 15, 7.
255 pérez, E. G., Méndez-Gélvez, C., Cassels, B. K. Nat. Prod. Rep. 2012, 29, 555.
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Figura 5.6. Estructura bidimensional y tridimensional de la (-)-citisina, numeradas segun las normas de la IUPAC.

Su distribucién en la planta responde a su funcién fisioldgica: es un alcaloide téxico a las
concentraciones presentes en la naturaleza debido a su caracter agonista sobre los
receptores nicotinicos de acetilcolina, si bien esta actividad es ciertamente compleja 'y
no es igual para todos los subtipos. Asi, se ha observado que la citisina tiene una afinidad
muy grande por los receptores asf;, hasta siete veces mayor que la nicotina. Por el
contrario, la afinidad por los receptores azfs no es tan elevada, pero se ha observado
que el tipo de subunidad B que presentan los receptores influye notablemente sobre la
potencia de la citisina como agonista, siendo mucho mas elevada sobre aquéllos que
contienen la subunidad Barespecto a los que presentan la subunidad B.. Por otro lado,
la citisina también es capaz de unirse a los receptores nicotinicos az, aunque con una
afinidad bastante baja y con una potencia menor que en el caso de los receptores
nicotinicos heteroméricos. En resumen: la citisina se considera un agonista parcial de los
receptores nicotinicos asB2 con una afinidad muy elevada, mientras que es un agonista
puro de los receptores azfasy a7, con mayor potencia y afinidad sobre el primer tipo que

sobre el segundo?°6:2%7,

El uso farmacoldgico de este alcaloide no es precisamente una novedad: al parecer, el
consumo de semillas ricas en citisina forma parte de la medicina tradicional de los
nativos americanos desde hace milenios. Ya viajando al siglo XX, se ha registrado un uso
ocasional de este compuesto como diurético en los paises occidentales, mientras que
en los paises de la antigua Unidn Soviética se empleaba como agente analéptico

respiratorio®®.

256 Chavez-Noriega, L. E., Crona, J. H., Washburn, M. S., Urrutia, A., Elliott, K. J., Johnson, E. C. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 1997, 280, 346.

7 Houlihan, L. M., Slater, Y., Guerra, D. L., Peng, J. H., Kuo, Y. P., Lukas, R. J., Cassels, B. K., Bermudez, I. J.
Neurochem. 2001, 78, 1029.

258 Tzankova, V., Danchev, N. Biotechnol. Biotechnol. Equip. 2007, 21, 151.
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De todas formas, la aplicacion terapéutica mas conocida de la citisina es para el
tratamiento de deshabituacidn tabaquica. Precisamente fue en los paises exsoviéticos,
con Bulgaria a la cabeza, donde se impulsaron estudios al respecto y se comenzé a
comercializar la citisina con esta indicacidn, ya que se observoé que este compuesto tenia
un perfil farmacoldégico bastante similar a la nicotina, pero con un efecto central mas
suave y menores efectos secundarios a nivel cardiovascular. A pesar del largo recorrido
de la citisina como agente antitabaquico en esta regidn geopolitica, el resto de paises
estiman que los ensayos clinicos realizados en su momento no cumplian con los criterios
de calidad cientifica exigibles para avalar esta indicacién, de modo que en los ultimos
afios se estan impulsando nuevos ensayos para dilucidar si la citisina podria ser una
alternativa a las terapias de reemplazo tabaquico habituales, con las ventajas afiadidas

de su bajo coste y un perfil de seguridad adecuado?>°.

Volviendo ya al leitmotiv de esta tesis doctoral, los estudios farmacoldgicos realizados
sobre la citisina en las ultimas décadas han sugerido su utilidad como agente
neuroprotector. En el aflo 1998 se publicaron dos estudios en los que se demostraba
que la estimulacién de los receptores asf; por la citisina revertia parcialmente la
neurotoxicidad provocada por el péptido B-amiloide en cultivos de células corticales de
rata?®?, y también que este compuesto era capaz de reducir los efectos deletéreos
causados por la administracidon de la toxina MPTP a ratones para simular un sindrome
parkinsoniano?®!, Curiosamente, en este Gltimo caso los autores ensayaron la citisina no
por su actividad colinérgica, sino porque su estructura quimica les sugeria un gran
potencial como molécula quelante de iones ferrosos, inhibiendo de esta forma la
generacion de especies reactivas de oxigeno. Aunque este mecanismo puede que tenga
cierta relevancia, después se ha observado que la activacién de algunos subtipos de
receptores nicotinicos puede contrarrestar el declive de los niveles estriatales de
dopamina tipico de la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson, de modo que la

citisina actuaria posiblemente a través de este mecanismo?®2. Por otra parte, la citisina

29 prochaska, J. J., Das, S., Benowitz, N. L. BMJ. 2013, 347, 5198.

260 Kihara, T., Shimohama, S., Urushitani, M., Sawada, H., Kimura, J., Kume, T., Maeda, T., Akaike, A. Brain
Res. 1998, 792, 331.

261 Ferger, B., Spratt, C., Teismann, P., Seitz, G., Kuschinsky, K. Eur. Jo. Pharmacol. 1998, 360, 155.

262 pérez, X. A., Quik, M. Mol. Cell. Pharmacol. 2011, 3, 1.
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también reduce la excitotoxicidad por N-metil-D-aspartato (NMDA) en células corticales
murinas y la causada por infliccién de un ciclo de isquemia-reperfusion a ratones?3264,
El mecanismo por el que este alcaloide reduce la excitotoxicidad podria estar
relacionado con su capacidad para regular a la baja, o incluso antagonizar, ciertas

subunidades de los receptores NMDA de glutamato.

Aunque estos resultados alientan las opciones de la citisina como un agente
potencialmente Gtil en el tratamiento de la neurodegeneracién, hay que tener en cuenta
gue este compuesto tiene algunas propiedades poco favorables para su empleo con este
propdsito, en especial la baja lipofilia, que compromete su permeabilidad a través de la
barrera hematoencefdlica %> . Ademads, hay ciertas consideraciones importantes
respecto a su farmacodinamia: la citisina tiene una afinidad especialmente elevada por
los receptores del subtipo asB2, mientras que ésta es baja por los receptores as.
Obviamente esto resulta interesante en lo tocante a algunos efectos como la
estimulacion de la liberacién de dopamina en un contexto de dafio parkinsoniano o la
prevencion de la toxicidad por el péptido B-amiloide, pero deja de lado otros efectos
como la induccién de Nrf2 o la limitacién de la respuesta inflamatoria, mediados por el
segundo de los subtipos. Otro problema reside en la elevada afinidad de la citisina por
los receptores aszf4, cuya amplia presencia en los ganglios autonémicos y la médula
adrenal, sumada a la pobre capacidad de la citisina para acceder al SNC, determinan el
perfil de toxicidad periférica que presenta este alcaloide. Por tanto, puede ser muy
interesante la busqueda de nuevos andlogos estructurales de la citisina cuyo perfil
farmacoldgico se adecie mas a los propdsitos de la terapia antineurodegenerativa y con
unas caracteristicas farmacocinéticas que permitan la predominancia de sus efectos

centrales sobre los periféricos.

La literatura sobre la sintesis y evaluacién de compuestos con una estructura analoga a

la de la citisina es muy extensa?®®, y su andlisis en detalle excede ampliamente el objetivo

263 1j,Y.J., Yang, Q., Zhang, K., Guo, Y. Y., Li, X. B., Yang, L., Zhao, M. G., Wu, Y. M. Neurotoxicology. 2013,
34, 219.

264 7hao, P., Yang, J. M., Wang, Y. S., Hao, Y. J,, Li, Y. X., Li, N., Wang, J., Niu, Y., Sun, T. Neurochem.
Res. 2018, 43, 1575.

265 Reavill, C., Walther, B., Stolerman, 1. P., Testa, B. Neuropharmacology. 1990, 29, 619.

266 para revisiones sobre este tema: a) Rouden, J., Lasne, M. C., Blanchet, J., Baudoux, J. Chem. Rev. 2014,
114,712. b) Huang, X., Xu, H. Mini Rev. Med. Chem. 2020, 20, 369.
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de esta parte introductoria. Baste decir que se han sintetizado compuestos derivados
de este alcaloide con todo tipo de sustituyentes en la mayoria de las posiciones,
especialmente sobre el anillo de piridona y la amina secundaria original, y también se
han llevado a cabo modificaciones estructurales de mayor calado: supresion del grupo
carbonilo o sustitucion por un grupo tiocarbonilo, modificacion de la posicidon del
nitrégeno piridinico o su supresién (“all-carbon analogues”), derivados totalmente
saturados, extensiones o reducciones de las cadenas alifaticas del sistema biciclico,

etcétera. En la figura 5.7 se recoge un resumen de todas estas transformaciones.

Figura 5.7. Ejemplos de algunas modificaciones realizadas sobre la estructura de la citisina para la obtencion de nuevos
derivados con actividad colinérgica.

Si bien sobre muchos de estos compuestos sélo estd disponible la informacién sobre su
sintesis, afortunadamente en otros casos también se ha llevado a cabo el ensayo
farmacoldgico de los nuevos derivados. Los resultados disponibles avalan la
modificacion estructural como una estrategia para modular el perfil farmacolégico, si
bien los cambios pueden tener consecuencias muy distintas: por ejemplo, la
introduccion de haldgenos en el anillo de piridona mejora la afinidad por los receptores
a7%%’, mientras que los derivados cuya amina es menos bésica o presenta sustituyentes

relativamente voluminosos pierden afinidad por todos los subtipos, pero mejoran la

267 Imming, P., Klaperski, P., Stubbs, M. T., Seitz, G., Glindisch, D. Eur. J. Med. Chem. 2001, 36, 375.
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selectividad hacia los efectos centrales debido a que esta pérdida es mucho mayor para

los receptores asBasque para los asf228.

Estos ejemplos ilustran que los datos deben ser minuciosamente analizados, ya que una
pérdida moderada de actividad no tiene por qué ser perjudicial si a cambio se consigue
mejorar la selectividad del nuevo derivado por el objetivo deseado. En el caso que nos

ocupa, seria deseable el hallazgo de compuestos que:

e Sean mas lipdfilos que la citisina, de modo que su permeabilidad a través de la
barrera hematoencefilica sea suficiente para que alcancen las concentraciones
necesarias a nivel central.

e Tengan una menor afinidad por los receptores asPa respecto a los receptores
P2 y a7, garantizando la prevalencia de los efectos centrales sobre los
periféricos, lo que redunda en una eficacia y una seguridad reforzadas.

e Respecto a los subtipos de receptores abundantes a nivel central, quiza lo mas
delicado sea conseguir que los compuestos muestren una afinidad suficiente por
los receptores a7, en contraste con la citisina y muchos de los derivados que se
han ensayado hasta ahora. No obstante, estos antecedentes no deberian ser
disuasorios, ya que realmente el papel de la citisina y los receptores a7 en
neuroproteccién ha sido muy poco explorado en comparacién con los esfuerzos
para el hallazgo de nuevos compuestos que mantuviesen o mejorasen su
actividad sobre los receptores asf2, en aras de postularlos como farmacos para
el cese del habito tabaquico. Por otra parte, su selectividad sobre los receptores
07 no es un requisito (ni tan siquiera un objetivo), ya que los receptores aup2
también son muy importantes en la funcidn cognitiva y pueden mediar efectos

interesantes en términos de neuroproteccién.

5.2.2 Diseino de los analogos de citisina: contexto y antecedentes.

En el capitulo 3 de esta tesis doctoral ya se explicd detenidamente la nueva reaccién de
Povarov aza-viniloga desarrollada en nuestro grupo de investigacion. Recuérdese que se

puede aplicar eficazmente a la sintesis de las 2-aciltetrahidroquinolinas Ill, cuyo patrén

268 Boido, C. C., Tasso, B., Boido, V., Sparatore, F. Il Fdrmaco. 2003, 58, 265.
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de sustitucion en las posiciones 2 y 4 del anillo resulta ideal para efectuar nuevas

modificaciones que permiten acceder a estructuras mas complejas.

N Ra SN
@\ _N InCl; (0,1 eq)
Ryt —_— Ry
AN Rt /g CHLCN, ta. N Ra
o] Ry Ho o
1 n m

Cuando estan en cis,
resulta un patron de
funcionalizacién
adecuado para nuevas
transformaciones

Esquema 5.1. Sintesis de las 2-aciltetrahidroquinolinas Ill a través de la reaccion de Povarov aza-viniloga. Posibilidades
sintéticas del esqueleto obtenido.

En relacion con la obtencidon de compuestos de tipo bispidina, la primera transformacion
que se acometio fue la ciclacién reductora intramolecular de los productos de Povarov

Ill, que rinde los compuestos diazabiciclicos IV (esquema 5.2).

Este proceso domind, que tiene lugar en presencia de cianoborohidruro sddico y un
medio ligeramente acido, se inicia con la reduccién quimioselectiva de la hidrazona, que
da lugar a la hidracina A. La amina secundaria generada reacciona de inmediato con el
grupo carbonilo vecino, formandose tras la pérdida de una molécula de agua el iminio
C, el cual se convierte en el diazabiclico deseado IV en presencia del agente reductor en

exceso 206,

N ] . :

o N""™  NaCNBH, (4,5 eq) N7 ! I\ %, NH
el LIS, oY
Z N Rz HCIMeOH (pH~5) N R, 1 N
H ta. H ‘

m v Citisina
NaCNBH; NaCNBH, T
H+
‘ [
R, NS H,0 R3,, N/N\
|
Ry R,
R
N (OI-FZ N 2
H H
H+

Esquema 5.2. Obtencion de los compuestos diazabiciclicos IV a través de una ciclacion reductora intramolecular.
Nétese la similitud del esqueleto sintetizado con el de la citisina.
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Compuesto R1 Rz Rs3
IVa 6-CHs0 CsHs CH3
IVb 6-CHs0 4-FCeH4 CHs;
IVc 6-CHs0 4-CH30CsH4 CH3
ivd 5,7-(CHs), 4-FCgH4 CHs
IVe 6,8-(CHs); 4-FCgH4 CHs
Ivf 6-CHs0 4-FCgH4 CH,CH;3
Vg 6-CHs30 2-furil CHs
IVh 6-CHs30 2-tienil CHs

Tabla 5.1. Compuestos IV obtenidos mediante la ciclacion reductora intramolecular.

Estos compuestos, dada su analogia estructural con la citisina, se sometieron a una serie
de ensayos para evaluar sus posibilidades como nuevos agentes neuroprotectores. Los

resultados fueron, en resumidas cuentas, los siguientes:

e Los compuestos de esta nueva familia no resultaron tdxicos ni en cultivos de
células SH-SY5Y de neuroblastoma humano ni de células BV2 de microglia murina
inmortalizada.

e Exhibieron una moderada actividad neuroprotectora (25-45%) en dos modelos
distintos de neurodegeneracion, rotenona/oligomicina A y acido okadaico.

e Los estudios orientados a la explicacion de este efecto protector permitieron
conocer que estos compuestos eran captadores de radicales libres, moduladores
nicotinicos e inductores del factor de transcripcion Nrf2. En cambio, no

mostraron actividad antiinflamatoria.

En definitiva, los resultados de los ensayos de neuroproteccidn confirmaron que estos
compuestos suponian un buen punto de partida para continuar trabajando sobre este
tipo de estructuras, y los ensayos mecanisticos apuntaron en la direccidn propuesta en
la hipdtesis inicial: la modulacién nicotinica como estrategia para estimular la actividad

antioxidante y citoprotectora de Nrf2.

Teniendo en cuenta este bagaje, se desarrolld una segunda familia de andlogos de
citisina cuya sintesis y actividad farmacolégica se abordardn pormenorizadamente en el

apartado de resultados de este capitulo.
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N> NH
Ry R
Pz N~ > Ar N~ > Ar
H H H H
v \'

Figura 5.8. Comparativa entre la primera familia de andlogos de citisina IV y la nueva familia de compuestos V
presentada en esta tesis doctoral.

5.3 Sintesis de una familia de metanobenzodiazocinas
con analogia estructural con el alcaloide citisina.

La sintesis de los andlogos de citisina propuestos arrancé con la preparacién de los
reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccién de Povarov aza-viniloga®,
conducente a los derivados de 2-aciltetrahidroquinolina que constituyen la base de esta
ruta sintética. Las a-cetoiminas 1b-c, 9a-b y 16 se obtuvieron haciendo reaccionar
derivados de anilina con distintos fenilglioxales en presencia de sulfato sédico anhidro,
a temperatura ambiente y utilizando diclorometano como disolvente. Gracias al
rendimiento cuantitativo de este proceso, las iminas obtenidas se pudieron utilizar en el
paso siguiente sin requerir purificacién de ningun tipo, mas alld de la eliminacidn del
disolvente. Si bien el feniglioxal estd disponible comercialmente en forma de
monohidrato, el resto de glioxales empleados debieron ser sintetizados a partir de las
acetofenonas apropiadas utilizando diéxido de selenio como agente oxidante?®°, Este
método proporciona los glioxales con un nimero desconocido de moléculas de agua de
hidratacidn, lo que obligd a determinar para cada caso la estequiometria mas adecuada
gue permita la obtencién de las iminas con la maxima pureza y sin restos de alguno de

los materiales de partida en exceso.

o]
\ -
R, . HO N Na,SO, anhidro R1© ) R,
> 1R
NH, OH | 2 CHyCly, t.a., 45 min N
o]
1b-c, 9a-b, 16

Rto. cuantitativo

269 Saldabol N. 0., Popelis J., Slavinska V. Chem. Heterocycl. Compd. 2002, 38, 783.
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Compuesto R: Rz
1b 3,5-(CHs), H
1c 3-CHs H
9a 4-OCHs 4-CH3
9b 4-OCHs 3-Br
16 4-OCHs 4-Cl

Esquema 5.3. Tabla 5.2. Sintesis de las a-cetoiminas 1b-c, 9a-b y 16.

Por otro lado, la N,N-dimetilhidrazona 2a requerida como diendfilo en la reaccién de
Povarov se prepard siguiendo el método ya descrito en el capitulo 3.

Con el dieno y el diendfilo ya en mano, se procedid a llevar a cabo la reaccién de Povarov
aza-viniloga en las condiciones clasicas: usando un 10% de tricloruro de indio como

catalizador, acetonitrilo como disolvente y a temperatura ambiente.

/
O\ YO _InCly (10%)
/Q CH,CN, t.a.
1b-c, 9a-b, 16 3d-e, 11a-b, 17
Compuesto R: R t(h) | Rendimiento* (%) | d.r. (cis:trans)

3d 3,5-(CHs)2 H 5 81 55:45
3e 3-CH; H 4 79 81:19
11a 4-OCHs 4-CHs3 4 82 80:20
11b 4-OCHs 3-Br 2,5 76 83:17
17 4-0OCHs; 4-C| 3 84 79:21

Esquema 5.4. Tabla 5.3. Sintesis de las 2-acil-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas 3d-e, 11a-b y 17.
*Los rendimientos se refieren a la mezcla diastereomérica.

A diferencia de la reaccion de Povarov aza-viniloga que parte de ariliminas sin grupo
carbonilo, caracterizada por una diastereoseleccion total en favor del isdmero con sus
grupos 2-acilo y 4-dimetilhidrazonometilo en una disposicién cis, las 2-
aciltetrahidroquinolinas deseadas se obtuvieron como wuna mezcla de
diastereoisdmeros. Afortunadamente, esto no supuso un grave inconveniente para la
sintesis planteada pues, como se puede observar en la tabla 5.3, en la mayor parte de
los casos la reaccidn se saldd con una elevada diastereoseleccion en favor del isémero

cis. En el esquema 5.5. se puede ver como sélo este isdmero es compatible con las

transformaciones proyectadas a continuacién, ya que sus grupos funcionales se
encuentran en una disposicion ecuatorial. Todo esto se sabe gracias a que la estructura

de ambos isémeros fue caracterizada mediante un experimento NOESY 2D, apoyandose
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en los datos extraidos de un analisis previo por difraccion de rayos X de uno de los

206

compuestos de la familia de las 2-ariltetrahidroquinolinas

Figura 5.9. Justificacion de la estructura de los derivados de tetrahidroquinolina 3d-e, 11a-b y 17 a través de un
experimento NOESY-2D.

El hecho de que la reaccidon que da lugar al compuesto 3b curse sin ningun tipo de
diastereoseleccién parece deberse a la interferencia estérica causada por la presencia
de un sustituyente en la posicion 5 de la tetrahidroquinolina, especialmente con el grupo
4-dimetilhidrazonometilo cuando éste se encuentra en disposicidén ecuatorial. También
merece la pena destacar que la formacidn de 3e ocurre de manera regioselectiva, pues
sélo se forma dicho compuesto y no el otro regioisémero posible 3e”.

\
/N—’ — /N\

‘1, N

O
4

r
N
H

Z. 3t

(no observado)

Esquema 5.5. Regioselectividad en la obtencion de 3e.

El siguiente paso consistid en la hidrélisis de las hidrazonas para generar los aldehidos
18a-e. El aspecto mas delicado residié en conseguir dicha hidrdlisis sin comprometer la
estabilidad del anillo de tetrahidroquinolina, facilmente oxidable. Basandonos en
nuestra experiencia previa''® se decidid tratar las hidrazonas con una mezcla de una
solucién de acido glioxilico al 50% en agua y el mismo volumen de THF a temperatura
ambiente, accediéndose a los productos 18a-c con rendimientos moderados.
Sorprendentemente, estas condiciones condujeron sélo a mezclas complejas en el caso

de los compuestos 18d y 18e, para los que el espectro de RMN del crudo de reaccién
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permitia vaticinar un rendimiento de los productos deseados muy por debajo de lo
acostumbrado. Consecuentemente, se requirié un nuevo cribado de condiciones suaves

de hidrdlisis para estos dos compuestos, que se recoge en las tablas 5.5y 5.6.

t.a.

3d-e, 11a-b, 17

Método A: Acido glioxilico 50% sol. en H,O-THF (1:1), t.a.
Método B: HCI 5 N/THF (1:2), t.a.
Método C: HCI 2 N/THF (1:2), 0 °C

Compuesto R: R: Método Tiempo (h) | Rendimiento(%)
18a 4-0OCHjs 4-CH3 A 24 60
18b 4-0CHj; 3-Br A 24 48
18c 4-0CHjs 4-C| A 24 57
18d 3,5-(CHs); H B 48 75
18e 3-CHs H C 6 64
Esquema 5.6. Tabla 5.4. Sintesis de los aldehidos 18a-e.
Reactivo T(°C) Tiempo (h) Rendimiento(%)
,Ac. Glioxilico/THF (1:1) 25 17 Trazas
HCI 5 M/THF (1:1) 50 4 -
HCI 5 M/THF (2:3) 0 7 -
HCI 5 M/THF (1:2) 25 48 75
CuCl,:2H,0/THF 25 6 -
Tabla 5.5. Optimizacion de la obtencion del compuesto 18d.
Reactivo T(°C) Tiempo (h) Rendimiento(%)
,Ac. Glioxilico/THF (1:1) 25 24 Trazas
HCI 5 M/THF (1:2) 0 18 70 (crudo)
HCI 5 M/THF (1:2) 25 24 32
HCl 2 M/THF (1:2) 0 68 64

Tabla 5.6. Optimizacion de la obtencion del compuesto 18e.

El compuesto 18d se pudo obtener con buen rendimiento mediante el tratamiento de
3d con una mezcla de HCI 5 M/THF (1:2) a temperatura ambiente durante dos dias,
mientras que para la obtencidn del derivado 18e lo que mejor funciond fue una mezcla
de HCl 2 M/THF (1:2), manteniendo la reaccién durante 6 horas a una temperatura entre
0 y 5 °C. Esta hidrolisis se sitia en un equilibrio muy fragil entre la oxidaciéon o
degradacidn de la hidrazona inicial si se fuerzan las condiciones de reaccién un poco mas
de lo debido, y la recuperacion del compuesto de partida si éstas resultan algo mas

suaves de lo conveniente.
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La transformacién de los aldehidos 18 en los compuestos triciclicos 19 supone quiza el
paso mas curioso de esta ruta sintética, si se atiende a los reactivos empleados y al
mecanismo de la reaccidn, ya que a primera vista lo que cabria esperar es una reaccién
de Henry clasica en lugar del proceso que se describe a continuacién. En realidad, lo que
ocurre es una reaccion multicomponente a temperatura ambiente entre los aldehidos
18, acetato amonico y nitrometano que, a través de una ciclacién intramolecular y una
reaccidon de nitro-Mannich, genera los derivados 19 con rendimientos practicamente
cuantitativos. El nitrometano no sélo actla como reactivo, sino que ademas es el

disolvente de la reaccion.

CH;NO,
NH4OAc (4 eq)
R, —  » Ry
ta.,4h
19a-e Rz
Rto. cuantitativo
Compuesto R1 Rz

19a 4-OCHs 4-CHs
19b 4-OCHs 3-Br
19c 4-OCHs 4-Cl
19d 3,5-(CHs); H
19e 3-CH; H

Esquema 5.7. Tabla 5.7. Sintesis de los compuestos 19a-e.

La asignacién de esta estructura a los compuestos 19 se basa, tomando como referencia
19a, en la presencia de dos carbonos cuaternarios a 35,6 y 68,9 ppm, y una seial

atribuible a un carbono iminico a 169,6 ppm, en el espectro de RMN 13C.

El mecanismo propuesto para la reaccidn esta representado en el esquema 5.8: en
primer lugar, el acetato amdnico actia como donador de amoniaco y reacciona con el
aldehido, dando lugar al hemiaminal I. Esta primera reaccién se produce de manera
totalmente regioselectiva a favor del aldehido respecto a la cetona. A continuacién, en
vez de ocurrir la eliminacion de agua a partir de |, tiene lugar una condensacion
intramolecular para generar el intermedio I, en la que el grupo amino reacciona con la
cetona gracias a la disposicién ecuatorial de ambos grupos que sélo ocurre en el isémero
cis de la tetrahidroquinolina. El proceso continta con una reaccién de nitro-Mannich en

la que se produce una adicién de una molécula de nitrometano, desprotonada en
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presencia del acetato amodnico (que en esta ocasidon actla como base) sobre el carbono
electrofilo de la imina. Esta adicion, que genera el intermedio I, se produce de manera
totalmente diastereoselectiva por la cara menos impedida de la imina. Por ultimo, la
deshidratacion de Il da lugar al producto de la reaccion, 19a. La configuracién relativa

del nuevo estereocentro cuaternario de los compuestos 19 fue confirmada por

experimentos NOE!®,

CH,NO,

Ataque por la
cara menos
impedida

Esquema 5.8. Mecanismo de la reaccion multicomponente que conduce a los compuestos 19. Efectos NOE que
permitieron justificar su estructura.

Esta reaccion multicomponente, por tanto, suscita un gran interés al permitir la
generacion de un compuesto triciclico con un nuevo carbono cuaternario de manera
totalmente regioselectiva y diastereoselectiva. Ademas, el rendimiento de la reaccion
es practicamente cuantitativo de modo que, aunque a veces se puedan detectar algunas
impurezas (principalmente la quinolina producto de la desformilacion y oxidacion de
18), no se requiere la purificacion de los productos para su empleo en el paso final de la
sintesis planteada. Este hecho resulta muy conveniente ya que estas iminas no poseen
una gran estabilidad, motivando que diversos intentos de purificacion mediante
columna cromatografica en gel de silice, gel de aliumina basica e incluso gel de aliumina

desactivada con un 10% de agua desembocaran en la descomposicion del producto.

La dltima reaccion de la ruta sintética consistid en una reduccién de las iminas 19
tratandolas con un exceso de borohidruro sédico en metanol a temperatura ambiente,

en un proceso que implica también la eliminacion del grupo nitrometilo.

NO
2 NaBH, (3 eq)
—_—

MeOH, t.a., 2 h
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Compuesto R: R: Rendimiento(%)
20a 4-OCHs 4-CHs 63
20b 4-OCHs 3-Br 77
20c 4-OCHs 4-Cl 73
20d 3,5-(CHs); H 63
20e 3-CH3 H 59

Esquema 5.9. Tabla 5.8. Sintesis de los diazabiciclos 20a-e.

El mecanismo de la reaccién, reflejado en el esquema 5.10, es el siguiente: un primer
hidruro ataca a la imina, produciéndose un movimiento electrénico que finaliza con la
eliminacidén del grupo nitrometilo a través de una reaccion de retro nitro-Mannich y la
formacién del intermedio iminico Il. Esta segunda imina recibe nuevamente el ataque
de otro hidruro por la cara menos impedida, generando el compuesto final 20a. Un
experimento NOE permitié confirmar la estructura de los compuestos 20, con el protén
de la posicion 2 en disposicidon axial y por tanto con el grupo arilo en disposicidon

ecuatoriall®®.

(H-Bﬁ3
0 ///’ =N
=)
N H No, HH( f
toa ' hiocH oHLONa ! cara. menos
CH;NO, impedida

BH,
CH;ONa

Esquema 5.10. Mecanismo de la reduccion con NaBH, y explicacion de su estereoquimica.

5.4 Intentos de funcionalizacion de los compuestos 19

Desgraciadamente, es habitual que una parte importante de los esfuerzos dedicados en
un laboratorio de quimica no lleguen a buen puerto, pero resulta igualmente interesante
compartir ese trabajo porque un resultado negativo puede llegar a ser igual de util que
uno positivo. Ese fue nuestro caso con las iminas 19, cuya estructura novedosa y
aparente elevada reactividad las hacian atractivas para tratar de sacarles alglin partido

sintético mas alla del trabajo expuesto en el apartado anterior.
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El primer intento que realizamos fue una reaccién de Ugi. Esta es una reaccidn
multicomponente entre un aldehido, una amina, un isonitrilo y un acido carboxilico, que
resulta en la formacion de diamidas 27°. En vista de que el primer paso del mecanismo
consiste en la condensacion del aldehido y la amina para formar una imina, pensamos
qgue las iminas 19 podrian ser un sustrato adecuado para este proceso. Asi, pusimos a
reaccionar el compuesto 19a con isocianuro de p-toluenosulfonilmetilo y acido acético
en diclorometano a temperatura ambiente. Mas, tras 48 horas de reaccion, se recuperd
una mezcla de reaccién muy compleja en la que no se pudo identificar el compuesto

esperado ni siquiera tras la realizacién de una columna cromatografica.

AOH 48 h, t.a.

Esquema 5.11. Tentativa de aplicacion de la reaccion de Ugi sobre el compuesto 19a.

Una posible explicacién para este fracaso residiria en el propio mecanismo de la
reaccion: el isonitrilo debe realizar un ataque de tipo Mannich sobre la imina protonada
por el acido carboxilico, pero en nuestro caso esta adicidn es susceptible de producir la
eliminacidn del grupo nitrometilo mediante una reaccidn del tipo retro nitro-Mannich
como la descrita anteriormente en la sintesis de los compuestos 20. El problema es que
esto generaria una nueva imina incapaz de sufrir el reordenamiento de Mumm

necesario para llegar al producto previsto (esquema 5.12).

Después se decidid probar suerte con una reaccién del tipo Reissert modificada 27!

, en
la que la acilacidn de la imina permitiria generar un intermedio en forma de iminio que
puede ser atrapado con cianuro. A pesar de realizar varios intentos tanto a 0 °C como a
temperatura ambiente y bajo atmdsfera inerte, la reacciéon multicomponente entre la
imina 19a, cianuro de trimetilsililo (una sal de cianuro soluble en disolventes orgdnicos)

y cloruro de acetilo no arrojoé ningun resultado (esquema 5.13). Se ensayo a su vez la

realizacion del proceso en dos pasos, primero acilando la imina para luego

270 Ugi, I. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1962, 1, 8.
271 Anderson, W. K., Mcpherson Jr., H. L., New, J. S. J. Heterocycl. Chem. 1980, 17, 513.
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afadir la sal de cianuro, pero tampoco se consiguioé el compuesto esperado.

b

No puede continuar

Esquema 5.12. Mecanismo esperado para la reaccion de Ugi, y posible explicacion para su fracaso.

o
RS

(o] <N TMSCN 2 eq
..../N02 —_— X

N~ =, Ar CH,ClI, seco
H H 0 °C/t.a., atm Ar

Esquema 5.13. Intento de reaccion del tipo Reissert.

Otro intento que no dio fruto alguno fue la reaccién de la imina 19a con pirrol catalizada
por triflato de escandio 272. Se esperaba que este acido de Lewis fuera capaz de facilitar
un ataque nucledfilo del pirrol sobre la imina activada, como se refleja en el esquema
5.14. La realidad fue que tras 24 horas de reaccién a temperatura ambiente se obtuvo
un crudo de reaccién muy complejo, del que no fue posible aislar ningin producto

reconocible.

272 Roy, S., Reiser, O. Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 47225.
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Atm Ar, t.a., 24 h

MS 4 A
19a | I

e, AN H
-0 N No, N scOTh;(02eq ~©
= Ar
N

Esquema 5.14. Intento de funcionalizacion del compuesto 19a con pirrol.

Otra posibilidad que se nos ocurrié fue hacer reaccionar 19a con el dieno de Danishefsky
(trans-1-metoxi-3-trimetilsililoxi-1,3-butadieno), esperando que tuviera lugar una
ciclacion del tipo aza Diels-Alder que habria podido formar uno o varios de los productos
resefiados en el esquema 5.15, en funcidn de si las condiciones de reaccion conllevan o
no la desproteccion del grupo hidroxilo y la eliminacién del grupo metoxilo?’3274275, En
la tabla 5.9 se recogen los distintos experimentos realizados, que desgraciadamente no

condujeron a la formacién de ninguno de los productos esperados.

TMSO

“,

Ent. Catalizador Disolvente | MS/Atm Ar T (°C) t (h)
1 - CH,Cl, seco Si/Si 25 30
2 - CH,Cl; seco - 100 (tubo sellado) 3
3 - CH3CN seco - 140 16
4 InCl5(0,2 eq) CH,Cl, seco Si/Si 25 5
5 | Yb(OTf)3(0,2 eq) | CH,Clyseco Si/Si 25 16
6 ZnCly(0,3 eq) THF seco Si/Si 25 24
7 ZnCly(1,2 eq) THF seco Si/Si 0—»25 6
8 ZnCly(1,2 eq) CH,Cl; seco Si/Si 100 (tubo sellado) 6

Esquema 5.15. Posibles productos de la reaccion entre 19a 'y el dieno de Danishefsky.
Tabla 5.9. Intentos de reaccion entre 19a y el dieno de Danishefsky.

273 Vacca, J. P. Tetrahedron Lett. 1985, 26, 1277.
274 pérez, J. M., Vidal, L., Grande, M. T., Menéndez, J. C., Avendafio, C. Tetrahedron 1994, 50, 7923.
275 Girling, P. R., Batsanov, A. S., Calow, A. D., Shen, H. C., Whiting, A. Tetrahedron 2016, 72, 1105.
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El dieno de Danishefsky requiere un manejo delicado debido a su limitada estabilidad,
por lo que es preceptivo el empleo de disolventes secos y atmédsfera inerte. A pesar de
haberse ensayado diversos acidos de Lewis como catalizadores, tiempos de reaccién,
temperaturas e incluso condiciones de presién en tubo sellado, los resultados fueron
nulos: o bien se recuperaba el producto de partida, o se detectaba la degradacion de los

reactivos sin darse la reaccién en la direccion deseada.

Por ultimo, decidimos probar con una reaccién conocida como DIA por sus siglas en
inglés (Direct Imine Acylation) para tratar de construir nuevos compuestos heterociclicos
a partir de nuestras iminas 19276, Este propdsito se pretendia conseguir mediante su
tratamiento con acidos carboxilicos que presentan una funcién nucleéfila en la posicion
B, en presencia de anhidrido propilfosfénico (T3P) y DIPEA. El mecanismo es sencillo: el
acido carboxilico es desprotonado por la DIPEA y reacciona con el T3P, dando lugar al
anhidrido I. Este recibe inmediatamente el ataque del nitrégeno iminico para formar el
iminio Il, que a su vez es atrapado por la funcién nucledfila en B a través de un ataque
de tipo Mannich, alcanzandose el compuesto final lll. Se ensayaron dos &acidos
carboxilicos distintos, el dcido 3-mercaptopropiénico y la N-Boc-B-alanina, mas los
distintos intentos realizados (tabla 5.10) fueron infructuosos, recuperdndose los

productos de partida o mezclas complejas.

o
t, Ho)ﬁ T3P
/0\©\/</\I/'I NO, HS DIPEA
S + —_——X—
N LA o CHClI,
19a HO
HN
n éoc
Nucledfilo T (°C) Tiempo (h)
I 25 4
| Reflujo (61) 24
] 25 22
1] 100 (tubo sellado) 2

Esquema 5.16. Tabla 5.10. Intento de DIA sobre el compuesto 19a.

276 Unsworth, W. P., Coulthard, G., Kitsiou, C., Taylor, R. J. J. Org. Chem. 2014, 79, 1368.
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Esquema 5.17. Mecanismo propuesto para la malograda transformacion.

5.5 Ensayo farmacoldgico de los compuestos 20a-q

Los compuestos 20a-q fueron enviados al grupo del Dr. Rafael Ledn, perteneciente al
Hospital Universitario de la Princesa y al Instituto Tedfilo Hernando, dependiente a su
vez de la Universidad Auténoma de Madrid, donde fueron evaluados por las doctoras
Sheila Abril e I1zaskun Buendia con el objetivo de determinar su potencial como agentes
neuroprotectores y estudiar su posible mecanismo de accién. En la tabla 5.11 se

resumen todos los compuestos cuya actividad se va a describir a continuacion.

R3,, N~ R,
R
1 H _’/H R,
20a-q

Compuesto R1 R R3 R4
20a 8-0CH3 4-CH3C5H4 CH3 H
20b 8-0CH3 3-BI'C5H4 CH3 H
20c 8-0CH3 4-C|C5H4 CH3 H
20d 8-0OCH; CeHs CH3 H
20e 8-0CH3 C5H5 CH3 H
20f 8-OCHs 4-FCsHa CHs H
20g 8-OCH3 C5H5 CH3 H
20h 8,10-(CHs)2 CeHs CH; H
20i 8-OCHs 2-tienil CHs H
20j 8-OCH3 CeHs CoHs H
20k 8,10-(CHs), 4-OCH3CeHa CHs H
201 8-OCH; CeHs CH; N(CHs),
20m 8-OCH3 4-FC5H4 CH3 N(CH3)2
20n 8-OCH3 4-OCH3C6H4 CH3 N(CH3)2
200 7,9-(CH3)2 4-FC5H4 CH3 N(CH3)2
20p 8,10-(CHs). 4-FCsHq CH3 N(CHs),
20q 8-0OCHs 2-tienil CHs N(CHs),

Figura 5.10. Tabla 5.11. Derivados de bispidina sometidos a evaluacion farmacoldgica. En negrita, los compuestos
sintetizados en el marco de esta tesis doctoral.
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En este apartado se incluyen no sélo los resultados farmacolégicos de los productos 20a-
e, sino que se afladen otros compuestos de la misma serie sintetizados por los doctores
Giulia Bianchini y Pascual Ribelles, de modo que se pueda hacer una comparacién
general y sacar alguna conclusidon sobre las relaciones estructura-actividad de estos

derivados de citisina.

En primer lugar, se evalud la toxicidad en cultivos celulares de neuroblastoma (SH-SY5Y)
y microglia (BV2), con los resultados que se recogen en la tabla 5.12. Ninguno de los
compuestos manifestd toxicidad a una concentracidn inferior a 30 uM en ninguna de las

dos lineas celulares, por lo que se considerd que todos pasaban esta primera criba.

Compuesto Toxicidad SH-SY5Y (uM) Toxicidad BV2 (uM)
20a 2100 230
20b 2100 230
20c 2100 230
20d 2100 230
20e 2100 230
20f =30 230
20g =30 230
20h 2100 230
20i 2100 230
20j 2100 230
20k 2100 230
201 230 230

20m 2100 230
20n 2100 230
200 230 230
20p =30 =30
20q 2100 230

Tabla 5.12. Datos de toxicidad de los compuestos 20a-q en cultivos de células SH-SY5Y y BV2. Se realizaron al menos
tres experimentos diferentes paa cada compuesto, cada uno de ellos por triplicado. Posteriormente se calculd la Clsp
mediante un ajuste no lineal.

En segundo lugar, se evalud su actividad neuroprotectora en cultivos de la linea celular
de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Para llevar a cabo estos ensayos, se aplicaron dos
tratamientos diferentes a estos cultivos para generar los modelos de neurotoxicidad:
rotenona/oligomicina A y acido okadaico. El tratamiento con rotenona/oligomicina A
(R/0) simula las condiciones de estrés oxidativo que participan del proceso de
neurodegeneracién, puesto que la rotenona inhibe el complejo | de la cadena de
transporte electronico mitocondrial y la oligomicina A bloquea el canal de protones de

la ATP sintasa. De este modo, producen una disfuncién mitocondrial que conduce al
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aumento del estrés oxidativo y, finalmente, a la muerte celular por apoptosis 27?78, E|
acido okadaico, por su parte, inhibe varias fosfatasas entre las que destaca la PP2A por
su papel en la regulacion de los niveles de fosforilaciéon de la proteina Tau, y ademas
altera el estatus oxidativo celular y el metabolismo del péptido B-amiloide, de modo que
la administracion de esta toxina simula algunas de las alteraciones caracteristicas de la
enfermedad de Alzheimer?’°. En el modelo de R/O los resultados fueron eminentemente
positivos, pues practicamente todos los compuestos redujeron en al menos un 25% la
mortalidad celular causada por el toxico. Especial mencién merece el compuesto 20b,
cuyo porcentaje de neuroprotecciéon superd el 60%. En el ensayo con acido okadaico, los
porcentajes de neuroproteccion fueron en general algo mds modestos, destacando la

reduccion de la muerte celular superior al 40% observada para los compuestos 20e, 20k

y 20p.
Compuesto Viabilidad (%) Neuroproteccion (%) Sig. estadistica

R/O (30/10 uM)* 54,13+ 10,93 - HiH
20a 68,61+ 7,72 31,6 n.s.
20b 82,43 £ 9,90 61,7 ko
20c 72,64 £ 20,65 40,3 *
20d 71,38 £ 10,83 37,6 n.s.
20e 66,70 £ 16,36 27,4 n.s.

R/O (30/10 puM)* 60,40 + 5,42 - Hit#
20f 71,81+ 6,69 25,0 *
20g 78,36 £ 7,19 36,8 ol
20h 79,89 £ 5,26 46,5 *Ex
20i 73,56 £ 3,38 29,6 ot
20j 71,90 £ 3,604 35,9 *x
20k 80,66 £ 2,69 51,7 ki
201 71,79 £ 3,50 28,1 *x
20m 75,58 £ 3,54 35,6 ki
20n 66,54 + 7,49 11,6 n.s.
200 76,53 +£3,14 39,7 ki
20p 78,28 £ 4,25 41,0 Hokok
20q 75,23 £ 2,55 34,1 ki

277 Newhouse, K., Hsuan, S. L., Chang, S. H., Cai, B., Wang, Y., Xia, Z. Toxicol. Sci. 2004, 79, 137.

278 Hasegawa, K., Yasuda, T., Shiraishi, C., Fujiwara, K., Przedborski, S., Mochizuki, H., Yoshikawa, K. Nat.
Commun. 2016, 7, 1.

279 Kamat, P. K., Rai, S., Nath, C. Neurotoxicology. 2013, 37, 163.
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Tabla 5.13. Figura 5.11. Neuroproteccion de los compuestos 20a-q (1 uM) en el modelo de R/O. Los datos estdn
expresados como la media + o de tres experimentos, cada uno de ellos por triplicado. El tratamiento estadistico
consistio en una prueba ANOVA de una via y un post-test de Newman-Keuls: ### p < 0.001; comparado con la
viabilidad basal. * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001; comparado con la viabilidad de la condicidn toxica.

*Se referencian dos datos de viabilidad celular tras el tratamiento con R/O porque los compuestos fueron ensayados
en dos tandas realizadas en momentos diferentes: por un lado los derivados 20a-e, y por otro los compuestos 20f-q.

Compuesto Viabilidad (%) Neuroproteccion (%) Sig. estadistica

AO (20 nM)* 43,99 + 10,83 - Hith
20a 54,37 £6,72 18,5 n.s.
20b 54,42 + 11,68 18,6 n.s.
20c 61,39 £+ 10,07 31,1 *
20d 64,98 £ 17,20 37,5 ol
20e 66,70 £ 13,97 40,5 *ox

AO (20 nM)* 57,10 + 9,59 - Hit#
20f 69,86 + 4,68 34,0 *
20g 68,98 £ 4,71 33,2 b
20h 68,78 £ 6,24 26,9 n.s.
20i 64,39 + 3,29 30,2 n.s.
20j 74,85 + 1,45 35,6 *okk
20k 80,53 £ 4,30 48,9 b
201 66,60 + 3,84 32,5 *
20m 75,75+ 2,14 39,6 ok
20n 66,68 + 5,49 16,9 n.s.
200 69,44 £+ 2,91 31,6 ok
20p 75,77 £ 2,87 43,1 *rk
20q 72,74 £2,68 39,8 ok
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Tabla 5.14. Figura 5.12. Neuroproteccion de los compuestos 20a-q (1 uM) en el modelo de AO. Los datos estdn
expresados como la media + o de tres experimentos, cada uno de ellos por triplicado. El tratamiento estadistico
consistio en una prueba ANOVA de una via y un post-test de Newman-Keuls: ### p < 0.001; comparado con la
viabilidad basal. * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001; comparado con la viabilidad de la condicion toxica.

*Se referencian dos datos de viabilidad celular tras el tratamiento con AO porque los compuestos fueron ensayados
en dos tandas realizadas en momentos diferentes: por un lado los derivados 20a-e, y por otro los compuestos 20f-q.

Comparando ambos modelos, se observa que los compuestos 20k y 20p son los que
exhiben un perfil mds equilibrado, con una actividad bastante resefable en ambos
modelos de toxicidad neuronal. Si nos centramos en los compuestos cuya sintesis se
describe en este capitulo, son los derivados 20c y 20d los que muestran un mejor

balance de actividad neuroprotectora.

Una vez se comprobd que estos compuestos tenian actividad neuroprotectora, se
llevaron a cabo algunos ensayos para investigar su mecanismo de accidn. El ensayo
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) permite, como su propio nombre indica,
evaluar la capacidad de un compuesto para captar especies radicalarias de oxigeno. En
este experimento, que se realiza a 37 °C, se mezclan los compuestos a ensayar con
fluoresceina y APPH (dihidrocloruro de 2,2’-azobis(2-metilpropionamidina)). Este tltimo
es un reactivo que a la temperatura del experimento se descompone generando un
radical inestable, que reacciona con el oxigeno molecular para formar un radical peroxilo
de una naturaleza similar a los que se observan en condiciones fisioldgicas. En estas
condiciones, la fluoresceina reacciona con dicho radical peroxilo generando una especie

no fluorescente, por lo que en el ensayo se observa una pérdida progresiva de la senal
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fluorescente segln avanza el tiempo de reaccién. Si el compuesto ensayado es capaz de
captar radicales de oxigeno, sera él el que reaccione con el radical peroxilo en lugar de
la fluoresceina, lo que se traduce en un mantenimiento de la seial fluorescente en el
tiempo. En este ensayo se utiliza el trolox (un analogo hidrosoluble de la vitamina E)
como antioxidante de referencia, de modo que la capacidad captadora de radicales de
los compuestos evaluados se expresa en equivalentes de trolox. Este experimento
detecta principalmente la reactividad con radicales libres mediante la transferencia de
un atomo de hidrégeno (HAT, Hydrogen Atom Transfer) y por adicidn directa, y redne
una serie de ventajas: la temperatura del ensayo y la naturaleza del radical empleado
son andlogas a las encontradas en condiciones fisioldgicas, lo que dota de mayor
significatividad a los resultados observados; ademas, funciona tanto con compuestos
hidrofobos como hidréfilos. Como se observa en la tabla 5.15, el derivado 20n mostré
la mayor actividad de toda la familia con 2,71 + 0,09 equivalentes de trolox, seguido por

los compuestos 20i, 20f y 20e.

Actividad antioxidante
Compuesto

(eq. trolox)

Melatonina 2,41+£0.17
20a 2,03+0.17
20b 1,12 £ 0.06
20c 1,23 +£0.27
20d 2,43 +£0.88
20e 2,48 £0.29
20f 2,52 +0,54
20g 2,43+0,16
20h 1,67 £ 0,26
20i 2,58 +0,35
20j 2,11+0,22
20k 1,63+0,34
201 2,04+0,34
20m 0,33+0,03
20n 2,71 £0,09
200 1,66 £0,16
20p 0,13 +0,02
20q 1,50 +£0,19

Tabla 5.15. Actividad captadora de radicales de oxigeno de los compuestos 20a-q. Los experimentos fueron realizados
por quintuplicado (n=5).

En general, los compuestos que no presentan sustituyente sobre el nitrogeno de la

posicién 3 exhibieron una capacidad captadora de radicales mayor que los que
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presentan un grupo dimetilamino en dicha posicién, con la notable excepcion del

compuesto 20n, que como ya hemos dicho es el mas activo de todos.

Uno de los objetivos fundamentales que perseguia el disefio de estos compuestos es la
induccion del factor de transcripcion Nrf2, por lo que evaluar su actividad en este
sentido resultaba perentorio. Este ensayo se realizé en la linea celular AREc32 de tumor
mamario humano, que esta transfectada con un plasmido que contiene varias copias del
elemento de respuesta a electréfilos (ARE) fusionadas con el gen que codifica para la
luciferasa. Las secuencias ARE constituyen la zona de union de Nrf2 al ADN, de modo
que su activacién y traslocacion al nucleo inducen también la transcripcién del gen de la
luciferasa en las células transfectadas. Tras 24 horas de incubacién de las células con los
compuestos a ensayar, se lisan y se lleva a cabo un ensayo de bioluminiscencia,
midiendo la cantidad de luz que se libera cuando se afiade al lisado un sustrato de la
luciferasa. Logicamente, cuanto mayor sea la capacidad de un compuesto para inducir
la actividad de Nrf2, mayor sera la intensidad de emisiéon luminosa que se genere al
afadir el reactivo de la luciferasa, de modo que constituye un método indirecto para

evaluar la potencia inductora de Nrf2 de un compuesto.

Compuesto CD (uM)
20a 21,11 +1,39
20b 27,05 £ 5,63
20c 47,89 +3,77
20d 21,27 £ 3,27
20e 46,74 + 2,85
20f 20,40 + 2,48
20g 21,08 + 1,62
20h 44,39 +9,09
20i 21,37 +3,11
20j 8,75+0,40
20k 40,90 5,71
201 1,92+1,03
20m 2,38+0,46
20n 7,30+0,37
200 59,88 + 0,13
20p >60
20q 4,21 +1,08

Citisina >60

Tabla 5.16. Concentracion que dobla los niveles basales de actividad de Nrf2 para los compuestos 20a-q. Se realizo
para cada compuesto un ensayo por triplicado (n=3) a cuatro concentraciones diferentes (ajustadas para cada
compuesto). Su CD se calculd gracias a un ajuste no lineal de los datos recogidos para cada compuesto.

245



Capitulo 5. Disefio y sintesis de compuestos diazabiciclicos andlogos de citisina con actividad neuroprotectora

Los resultados reflejados en la tabla 5.16 hacen referencia a la concentracion a la que
los compuestos ensayados doblan la actividad basal de la luciferasa (CD), de modo que
los valores mds bajos pertenecen a los compuestos con una actividad inductora de Nrf2
mas potente. Los compuestos mas activos fueron 20l y 20m, con unas CD de 1,92y 2,38
UM, respectivamente. También destacan 20q, 20n y 20j, todos ellos con una CD por
debajo de 10 uM. En general, se observa que los derivados que presentan un grupo
dimetilamino sobre el nitrégeno de la posicién 3 tienen una mayor capacidad para
inducir Nrf2, aunque con cierta variabilidad. Dentro de los compuestos con ese
nitrégeno libre, entre los que se encuentran los cinco recién afiadidos a la serie, sélo 20j
tiene una potencia inductora interesante, mientras que el resto tienen unas CD de entre
20 y 50 uM, lo que los convierte en inductores débiles o moderados de este factor de
transcripcion. No obstante, aunque los resultados puedan parecer un tanto mediocres,
la actividad del grueso de los derivados mejora notablemente la del compuesto de
referencia para su disefio, la citisina. Ademas, hay que tomar en consideracidn el hecho
de que estos compuestos supuestamente inducen Nrf2 a través de un mecanismo
metabotrdpico, que se podria calificar como indirecto, frente a los inductores de Nrf2
cldsicos que se unen a Keap-1 gracias a su caracter oxidante o a su electrofilia. Aunque
la potencia de las moléculas que actudan por este tipo de mecanismos pueda ser menor,
sortean los problemas de toxicidad ya mencionados de los que adolecen los compuestos

electrofilos u oxidantes.

Por ultimo, se estudié la actividad nicotinica de los compuestos 20 para avanzar en la
comprensidon de su mecanismo citoprotector e inductor de Nrf2. Dicha actividad se
evaludé mediante dos experimentos distintos, siempre empleando células de la linea SH-
SY5Y: capacidad para bloquear la respuesta a acetilcolina y a citisina. La medida de la
actividad nicotinica es indirecta, pues se basa en el aumento del calcio intracelular que
se sigue a la estimulacion de los receptores nicotinicos (recuérdese que son canales de
calcio), fendmeno que se puede medir gracias a la incubacidn previa de las células con
la sonda de calcio fluorescente Fluo-4. Las células, tras el periodo de incubacién con la
sonda, se ponen en contacto con los compuestos cuya actividad nicotinica se pretende
cuantificar a la concentracién de 10 uM, después de lo cual se inyecta el agonista

nicotinico correspondiente sobre las células (acetilcolina o citisina). Si un compuesto es
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capaz de unirse a los receptores nicotinicos sobre los que actua el agonista se apreciara
una reduccidn en la respuesta que éste es capaz de evocar, que se puede cuantificar

mediante este experimento.

Para el primer experimento se inyecto, tras una breve incubacién con los compuestos a
10 uM, acetilcolina a la concentracion de 100 uM. Los resultados, recogidos en la tabla
5.17, muestran que la mayoria de los compuestos producen una ligera reduccion de la
respuesta a acetilcolina, siendo en general mas potentes que la citisina, aunque en
ninguno de los casos esta reduccion es estadisticamente significativa. Destacan
especialmente los compuestos 20a y 20b con porcentajes de reduccién de la respuesta
superiores al 15%. No es de extrafiar que los compuestos exhiban modestos porcentajes
de reduccién de la respuesta en este experimento, pues la acetilcolina es un agonista
potente de todos los subtipos de receptores nicotinicos, mientras que estos compuestos

tienen como diana sdlo alguno de ellos.

Compuesto Respuesta (%) Sig. estadistica
Citisina 98,22 + 4,81 n.s.
20a 84,86 £ 18,41 n.s.
20b 80,53 +17,88 n.s.
20c 88,07 £ 19,80 n.s.
20d 89,30 £ 15,12 n.s.
20e 90,84 £ 24,90 n.s.
20f 89,58 + 8,51 n.s.
20g 94,21 £ 13,40 n.s.
20h 91,75 + 5,54 n.s.
20i 97,66 + 8,68 n.s.
20j 95,33 £4,99 n.s.
20k 92,74 £ 13,08 n.s.
201 93,46 £ 11,87 n.s.
20m 86,69 £ 8,98 n.s.
20n 93,58 + 14,87 n.s.
200 105,37 + 15,46 n.s.
20p 98,49 £ 17,06 n.s.
20q 99,35 + 4,65 n.s.

Tabla 5.17. Respuesta basal a acetilcolina de las células SH-SY5Y y en presencia de citisina o los compuestos 20a-q.
Los datos estdn expresados como la media #+ o de tres experimentos, cada uno de ellos por duplicado. El tratamiento
estadistico consistio en una prueba ANOVA de una via y un post-test de Newman-Keuls: * p < 0.05, ** p < 0.01; ***p
< 0.001; comparado con la respuesta a acetilcolina.
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Figura 5.13. Respuesta basal a acetilcolina de las células SH-SY5Y y en presencia de citisina o los compuestos 20a-q.

Por otro lado, se realizd otro experimento inyectando citisina a 20 uM, que al ser en la
practica un agonista con mayor afinidad por los receptores a4, permite extraer mas

informacidn sobre el perfil de selectividad de los derivados a evaluar.

Compuesto Respuesta (%) Sig. estadistica
20a 42,70 £ 28,07 s
20b 50,93 +30,24 *k
20c 59,37 +31,43 &
20d 34,23 +22,79 *k
20e 50,80 + 24,10 &
20f 64,77 + 3,65 *ok
20g 55,59 + 8,95 kol
20h 54,90 £ 16,08 *xk
20i 68,32 + 13,32 e
20j 58,12 +17,12 *kk
20k 35,70+ 5,16 e
201 54,41 + 5,06 *xk
20m 58,47 + 10,15 e
20n 58,93 + 4,07 *xk
200 55,74 £ 13,95 A
20p 80,56 £ 12,68 *
20q 57,80 + 4,88 e

Tabla 5.18. Respuesta basal a citisina de las células SH-SY5Y y en presencia de los compuestos 20a-q. Los datos estdn
expresados como la media + o de tres experimentos, cada uno de ellos por duplicado. El tratamiento estadistico
consistio en una prueba ANOVA de una via y un post-test de Newman-Keuls. * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001;
comparado con la respuesta a citisina.
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Figura 5.14. Respuesta basal a citisina de las células SH-SY5Y y en presencia de los compuestos 20a-q.

Como se observa en la tabla 5.18, la actividad exhibida por esta familia de compuestos
es francamente prometedora: todos bloquean significativamente la entrada de calcio
evocada por la citisina, con porcentajes de reduccién de la respuesta que en su mayoria
superan el 40%, e incluso el 60% en el caso de los derivados 20d y 20k. Estos resultados
ponen de manifiesto la posibilidad de que los compuestos en cuestion modulen los
receptores nicotinicos a4z, una hipdtesis que se debera confirmar en el futuro
repitiendo el mismo experimento sobre cultivos celulares que sobreexpresen este

subtipo de receptores nicotinicos.
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5.6 Experimental section

General experimental details

All reagents (Aldrich, Fischer, Alpha Aesar) and solvents (Scharlau, Fischer) were of
commercial quality and were used as received. Reactions were monitored by thin layer
chromatography on aluminium plates coated with silica gel and fluorescent indicator
(Macherey-Nagel Xtra SIL G/UV254). Mechanochemical reactions were carried out in a
vibratory ball mill Anton Paar BM500 (Madrid, Spain) and a planetary ball mill Retsch
PM 100 (Asturias, Espafia), using grinding jars and balls of zirconium oxide and stainless
steel with different volumes and diameters. Microwave-assisted reactions were
performed on a CEM Discover focused microwave reactor. Separations by flash
chromatography were performed using a Combiflash Teledyne automated flash
chromatograph or on conventional silica gel columns (Scharlau 40—-60 um, 230-400
mesh ASTM). Melting points were determined using a Stuart Scientific apparatus, SMP3
Model, and are uncorrected. Infrared spectra were recorded with an Agilent Cary630
FTIR spectrophotometer with a diamond accessory for solid and liquid samples. NMR
spectroscopic data were recorded using a Bruker Avance 250 spectrometer operating at
250 MHz for *H NMR and 63 MHz for 3C NMR (CAI de Resonancia Magnética Nuclear,
Universidad Complutense); Topspin (Bruker, Rivas-Vaciamadrid, Madrid, Spain) or
Mestrenova (Mestrelab, Santiago de Compostela, Spain) software packages were used
throughout for data processing; chemical shifts are given in ppm and coupling constants
in Hertz. Elemental analyses were determined by the CAl de Microandlisis Elemental,
Universidad Complutense, using a Leco 932 combustion microanalyzer. Exact mass data
were recorded with a high-resolution mass spectrometer FTMS Bruker APEX Q IV
coupled to 2DLC-NS-ESI-MALDI (Mass range: 200-10.000 uma) and a time-of-flight mass
spectrometer MALDI-TOF/TOF Bruker ULTRAFLEX coupled to MALDI (Mass range: 300-
150000 uma), operated by the CAl de Espectrometria de Masas, Universidad

Complutense.

250


https://www.ucm.es/data/cont/docs/641-2013-12-02-1.JPG
https://www.ucm.es/data/cont/docs/641-2013-12-02-1.JPG
https://www.ucm.es/data/cont/docs/641-2013-12-02-5.JPG
https://www.ucm.es/data/cont/docs/641-2013-12-02-5.JPG

Capitulo 5. Disefio y sintesis de compuestos diazabiciclicos andlogos de citisina con actividad neuroprotectora

Synthesis of a-ketoimines 1b-c, 9a-b, 16

o]
Anhydrous Na,SO
NH, OH 2 CH,Cly, rt., 45 min N
o]
1b-c, 9a-b, 16
Compuesto R1 Rz
1b 3,5-(CHs), H
1c 3-CHs H
9a 4-0OCH; 4-CH3
9b 4-0OCH; 3-Br
16 4-OCHs 4-Cl

A solution of the suitable aniline (1 eq) and glyoxal derivative (1-1,2 eq) in CHCl; (5 mL)
was stirred vigorously in the presence of anhydrous Na;SOa (5 g) for 30 minutes. Then,
the reaction mixture was filtered and the solvent evaporated under vacuum to afford
the desired acylimines, that were used without further purification in the following

reactions. In all cases the yields were quantitative.
1-(4-Chlorophenyl)-2-((4-methoxyphenyl)imino)ethanone (16)
_o cl
O LT
o

Prepared from p-anisidine (2 mmol, 0.246 g) and 4-chlorophenylglyoxal (2.4 mmol,
0.405 g). Brown oil.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.35 — 8.28 (m, 3H), 7,53-7.47 (m, 2H), 7.46-7.39 (m, 2H),
7.04-6.95 (m, 2H), 3.89 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl5) 6: 190.1, 161.2, 154.3,141.7,140.3,134.2,132.6,129.1,124.1,
115.1, 56.0 ppm.

IRv: 1648.2,1578.7 cm™.
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Synthesis of 2-acyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines 3d-e, 11a-b, 17.

\N/
R1©\ /AH/GRZ _—
N /g

0

InCl3(10%)

CH4CN, r.t.
1b-c, 9a-b, 16 2a 3d-e, 11a-b, 17
Compuesto R1 R:2
3d 3,5-(CHs); H
3e 3-CH; H
11a 4-0OCH; 4-CH;
11b 4-OCHs 3-Br
17 4-0OCH; 4-Cl

To a stirred solution of imine (2.0 mmol) and InCls (0.2 mmol, 0.044 g) in acetonitrile (20
mL) was added 2a (2.4 mmol, 0.269 g). Stirring was continued for the time specified in
the compound data sheet and, after completion of the reaction indicated by TLC, the
reaction mixture was diluted with water (10 mL), extracted with CH,Cl; (4 x 10 mL), dried
and evaporated. The resulting crude was purified by silica gel column chromatography
using the suitable mixture of solvents.
(£)-(2S,4S)-(4-Chlorophenyl)-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-methoxy-4-
methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-2-yl)methanone (17)

\
— /N\
l”'. N
_o cl
‘ N g
oo

Prepared from imine 16 (0.547 g, 2 mmol), 2a (0.269 g, 2.4 mmol) and InCl; (0.2 mmol,
0.044 g).

Reaction time: 3 h.
Purification of cis isomer: petroleum ether: ethyl acetate (9:1, v/v).
Yield: 0.648 g (84%). Yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) 6 7.97 — 7.86 (m, 2H), 7.54 — 7.46 (m, 2H), 6.74 (d, J = 1.3 Hz,
2H), 6.69 — 6.66 (m, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.06 (dd, J = 12.2, 2.8 Hz, 1H), 4.58 (bs, 1H), 3.76
(s, 3H), 2.75 (s, 6H), 2.06 (dd, J = 13.0, 2.8 Hz, 1H), 1.77 (t, ) = 12.6 Hz, 1H), 1.66 (s, 3H)
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13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6 198.8, 152.7, 142.9, 140.4, 136.7, 133.4, 130.1, 129.7, 128.7,
117.5,114.0, 114.0, 56.2, 54.8, 43.6, 41.4, 39.3, 26.8 ppm.

IR v: 3326.2, 2964.5, 1683.2, 1588.5 cm™!

Elemental analysis (%): Calc. for C21H24CIN30; (M = 385.89): C, 65.36; H, 6.27 ; N, 10.89
Found: C, 65.74 ; H, 6.31; N, 11.24.

mp: 100-102 °C.

Synthesis of 1,2,3,4-tetrahydroquinoline-4-carbaldehydes 18a-e.

_ N—
“,, N
R1 Rz Method ABIC
N
H
3d-e, 11a-b, 17

Method A: Glyoxylic acid 50% sol. in H,O-THF (1:1), r.t.
Method B: HCI 5 N/THF (1:2), r.t.
Method C: HCI 2 N/THF (1:2), 0 °C

Method A: To a stirred solution of tetrahydroquinolines 11a-b, 17 (0.6 mmol) in THF (4
mL), 2 mL of glyoxylic acid solution (50 wt % in water) were added. The mixture was
stirred at room temperature until the starting material disappeared as indicated by TLC
(the reaction times are indicated in the table). Then, THF was removed under reduced
pressure and the residue was dissolved with CH,Cl; (10 mL) and neutralised with a
saturated solution of NaHCOs. The organic phase was washed with brine, and the
ensemble of aqueous phases was extracted with CH2Cl; (3 x 10 mL). The combined
organic layers were dried over anhydrous Na;SOs, and the solvent was evaporated
under reduced pressure. The crude residue was purified by flash chromatography on
silica gel eluting with a gradient from neat petroleum ether to 9:1 petroleum ether—ethyl

acetate.

Method B: To a solution of compound 3d in THF (4 mL), 5N HCl (2 mL) was added
dropwise, and the mixture was vigorously stirred at room temperature for 48 hours.
Then, the reaction mixture was quenched with a saturated solution of NaHCOs. The
aqueous layer was extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL) and the combined organic
layers were dried over anhydrous Na;SOa. The solvent was removed under vacuum, and

the obtained residue was purified by flash chromatography on silica gel eluting with a
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gradient from neat petroleum ether to 9:1 petroleum ether—ethyl acetate, giving the

aldehyde 18d.

Method C: To a solution of compound 3e in THF (4 mL), 2N HCI (4 mL) was added
dropwise, and the mixture was vigorously stirred at 0-5°C for 6 hours. The reaction
mixture was then quenched with a saturated solution of NaHCOs. The aqueous layer was
extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL) and the combined organic layers were dried
over Na;SOs. The solvent was removed under vacuum and the obtained residue was
purified by flash chromatography on silica gel eluting with a gradient from neat
petroleum ether to 9:1 petroleum ether—ethyl acetate, giving the aldehyde 18e.
()-(25,45)-6-Methoxy-4-methyl-2-(4-methylbenzoyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-4-
carbaldehyde (18a)

Prepared from tetrahydroquinoline 11a (0.219 g, 0.6 mmol) by method A.
Reaction time: 19 h.
Yield: 0.116 g (60%). Pale yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 9.33 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
6.81 (m, 2H), 6.42 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 4.97 (dd, J = 11.4, 2.8 Hz, 1H), 4.66 (bs, 1H), 3.75 (s,
3H), 2.47 (s, 3H), 2.02 (dd, J = 12.9, 3.0 Hz, 1H), 1.96 — 1.83 (m, 1H), 1.62 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 201.6, 198.7, 152.9, 145.4, 137.5,132.2,130.2, 128.8, 121.4,
118.4,115.8, 113.5, 56.2, 53.2, 50.2, 34.3, 23.6, 22.2 ppm.

IR (neat) v: 3391.8, 1717.0, 1676.5 cm':

Elemental analysis (%): Calc. for C;0H21NOs (M = 323.39): C, 74.28; H, 6.55; N, 4.33.
Found: C, 74.22; H, 6.44; N, 4.39.

mp: 158-160 °C.
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(x)-(25,4S)-2-(3-Bromobenzoyl)-6-methoxy-4-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-4-
carbaldehyde (18b)

Prepared from tetrahydroquinoline 11b (0.258 g, 0.6 mmol) by method A.
Reaction time: 15 h.
Yield: 0.112 g (48%). Brown solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 9.34 (s, 1H), 8.10 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.90 — 7.83 (m, 1H),
7.79 (ddd, J = 8.0, 1.9, 1.0 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.81 (m, 2H), 6.44 (t, J = 1.6 Hz,
1H), 4.93 (dd, J = 10.2, 4.2 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.09 — 1.88 (m, 2H), 1.62 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 201.4, 198.0, 153.1, 137.2, 137.2,136.5, 131.8,131.0, 127.1,
123.9,121.3,118.3, 115.8, 113.5, 56.2, 53.7, 50.0, 34.1, 23.8 ppm.

IR (neat) v: 3399.1, 2954.9, 1703.4, 1680.6 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C19H13sBrNO3 (M = 388.26): C, 58.78; H, 4.67; N, 3.61.
Found: C, 59.10; H, 4.83 ; N, 3.99.

mp: 152-154 °C.
(+)-(2S,4S)-2-(4-Chlorobenzoyl)-6-methoxy-4-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-4-
carbaldehyde (18c)

Prepared from tetrahydroquinoline 17 (0.232 g, 0.6 mmol) by method A.
Reaction time: 24 h.
Yield: 0.120 g (57%). Pale yellow solid.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 9.34 (s, 1H), 7.92 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
6.88 —6.74 (m, J = 1.4 Hz, 2H), 6.44 (s, 1H), 4.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.60 (bs, 1H), 3.76 (s,
3H), 2.12 - 1.84 (m, 2H), 1.61 (s, 3H) ppm.
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13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 201.4, 198.0, 153.1, 140.9, 137.3,133.1, 130.1, 129.9, 121.3,
118.4,115.9, 113.5, 56.2, 53.5, 50.0, 34.1, 23.8 ppm.

IR (neat) v: 3394.4, 2957.6, 1703.4, 1684.8 cm™*

Elemental analysis (%): Calc. for C19H1sCINO3 (M = 343.80): C, 66.38; H, 5.28; N, 4.07.
Found: C, 66.06; H, 5.10 ; N, 4.17.

mp: 155-157 °C.
(x)-(2S,4S)-2-Benzoyl-4,5,7-trimethyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-4-carbaldehyde
(18d)

Prepared from tetrahydroquinoline 3d (0.210 g, 0.6 mmol) by method B.
Reaction time: 48 h.
Yield: 0.138 g (75%). Off-white solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 9.41 (s, 1H), 8.03 — 7.89 (m, 2H), 7.71 — 7.61 (m, 1H), 7.59
—7.50 (m, J = 7.4 Hz, 2H), 6.55 (s, 1H), 6.45 (s, 1H), 5.05 — 4.92 (m, 2H), 2.27 (s, 3H), 2.14
(s, 3H), 1.82 (dd, J = 12.8, 2.2 Hz, 1H), 1.74 — 1.61 (m, 4H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 203.4, 198.8, 143.8, 138.9, 137.0, 134.7,134.4,129.5, 128.7,
122.7,116.6,115.1, 52.6, 49.7, 35.5, 21.4, 20.7 ppm.

IR (neat) v: 3369.5, 2959.2, 1711.8, 1676.6 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C;oH21NO2 (M = 307.39): C, 78.15; H, 6.89; N, 4.56.
Found: C, 78.39; H, 6.96 ; N, 4.74.

mp: 207-209 °C.

(x)-(25,4S)-2-Benzoyl-4,7-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-4-carbaldehyde (18e).

Prepared from tetrahydroquinoline 3e (0.201 g, 0.6 mmol) by method C.
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Reaction time: 6 h.

Yield: 0.111 g (64%). Pale yellow solid.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) 6 9.31 (s, 1H), 8.01 —7.91 (m, 2H), 7.72 — 7.62 (m, 1H), 7.61 —
7.50 (m, 2H), 6.75 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.67 (s, 1H), 6.64 — 6.56 (m, 1H), 5.01 (dt, J = 11.5,
2.6 Hz, 1H), 4.89 (bs, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.05 (dd, J = 12.8, 2.9 Hz, 1H), 1.99 — 1.84 (m, 1H),
1.60 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6 201.7, 199.0, 143.4, 139.3, 134.8, 134.3, 129.5, 128.6, 128.6,
119.7,117.2,117.0,53.1, 49.5, 34.1, 23.6, 21.7 ppm.

IR (neat) v: 3369.5, 2959.2, 1711.8, 1676.6 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for CigH19NO> (M = 293.36): C, 77.79; H, 6.53; N, 4.77.
Found: C, 77.39; H, 6.39; N, 5.02.

mp: 160-162 °C.

Synthesis of 1,2,3,6-tetrahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4] diazocines 19a-e.

CH;NO,
NH4OAc (4 eq)
R2 E——"

rt,4h
Compound R: R:
19a 4'OCH3 4-CH3
19b 4-0OCH; 3-Br
19c 4-0OCHs; 4-Cl
19d 3,5-(CHs)2 H
19e 3-CHs H

A mixture of the corresponding aldehyde 18 (1 mmol), ammonium acetate (4 mmol) and
nitromethane (5 mL) was stirred at room temperature for 6 h, filtered and concentrated.
The obtained oily residue was dissolved in CH,Cl; (10 mL), washed with water (10 mL)
and brine (10 mL). The organic layer was dried over anhydrous Na,SOa. Evaporation of
the solvent provided the products that were used directly for the next step without

purification.
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(x)-(2S,3R,6S5)-8-Methoxy-6-methyl-3-(nitromethyl)-3-(p-tolyl)-1,2,3,6-tetrahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (19a)

Prepared from aldehyde 18a (0.097 g, 0.3 mmol) in 2 mL of nitromethane and

ammonium acetate (0.092 g, 1.2 mmol).

Yield: 0.110 g (quantitative). Yellow oil.

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.92 (s, 1H), 7.22 (s, 4H), 6.74 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.56 (dd, J
= 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.12 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.74 (d, J = 10.7 Hz,
1H), 4.16 — 4.08 (m, J = 2.4 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.64 (bs, J = 7.4 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H),
1.99 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 1.67 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 169.6, 152.0,137.9, 137.9, 136.6, 130.2, 126.4,122.6,114.5,
113.8,111.2,83.4, 68.9, 56.3, 50.4, 35.6, 29.8, 22.4, 21.5 ppm.

IR (neat) v: 3401.0, 2923.1, 1646.1, 1549.5, 1374.6 cm™.

HRMS (ESI): calcd. for Ca1H2aN303[M+H]* 366.1739, found 366.1823.
(+)-(2S,3R,65)-3-(3-Bromophenyl)-8-methoxy-6-methyl-3-(nitromethyl)-1,2,3,6-
tetrahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocine (19b)

Prepared from aldehyde 18b (0.116 g, 0.3 mmol) in 2 mL of nitromethane and

ammonium acetate (0.092 g, 1.2 mmol).

Yield: 0.129 g (quantitative). Yellow oil.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.90 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.52 — 7.44 (m, 1H), 7.28 (s, 1H),
6.75 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.16 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.85 (d, J =
10.9 Hz, 1H), 4.69 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.13 (s, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.68 (s, 1H), 2.10 — 1.89
(m, 2H), 1.68 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 169.9, 152.1, 143.7, 136.4, 131.3, 130.8, 130.1, 125.2, 123.8,
122.2,114.3,114.0, 111.2, 83.0, 68.7, 56.3, 50.3, 35.8, 29.7, 22.2 ppm.
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IR (neat) v: 3418.9, 2930.0, 1646.9, 1550.6, 1375.3 cm™.
HRMS (ESI): calcd. for CoH21BrN3Os [M+H]* 430.0761, found 430.0786.
(x)-(2S,3R,65)-3-(4-Chlorophenyl)-8-methoxy-6-methyl-3-(nitromethyl)-1,2,3,6-

tetrahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocine (19c)

Prepared from aldehyde 18c (0.103 g, 0.3 mmol) in 2 mL of nitromethane and
ammonium acetate (0.092 g, 1.2 mmol).

Yield: 0.116 g (quantitative). Yellow oil.

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.90 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.42 — 7.36 (m, 2H), 7.34 - 7.27 (m,
2H), 6.75 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.86(d,
J=10.9 Hz, 1H), 4.70 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.12 (bs, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.61 (bs, 1H), 2.04 —
1.97 (m, 2H), 1.68 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 169.9, 152.1,139.7,136.3, 134.0,129.6,128.1,122.3,114.4,
114.0, 111.3, 83.1, 68.7, 56.3, 50.3, 35.7, 29.7, 22.3 ppm.

IR (neat) v: 3411.6, 2928.6, 1649.5, 1549.6, 1374.4 cm™™.

HRMS (ESI): calcd. for Cy0H21CIN3O3 [M+H]* 386.1266, found 386.1282.
(x)-(2S,3R,6S)-6,7,9-Trimethyl-3-(nitromethyl)-3-phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (19d)

Prepared from aldehyde 18d (0.092 g, 0.3 mmol) in 2 mL of nitromethane and
ammonium acetate (0.092 g, 1.2 mmol).

Yield: 0.105 g (quantitative). Yellow oil.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.24 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.45 — 7.31 (m, 5H), 6.25 (s, 1H),
5.82 (s, 1H), 4.87 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.75 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.11 (d, J = 2.9 Hz, 1H),
3.77 (bs, 1H), 2.49 (s, 3H), 2.29 — 2.20 (m, J = 9.7, 7.2 Hz, 2H), 2.06 (s, 3H), 1.88 (s, 3H)

ppm.
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13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 169.0, 143.6, 141.1, 137.7, 136.5, 129.4, 128.1, 126.5, 123.0,
117.6,113.4, 83.5, 68.6, 50.0, 36.7, 33.3, 26.0, 24.7, 21.0 ppm.

IR (neat) v: 3406.2, 2918.9, 1609.0, 1551.0, 1376.3 cm™.
HRMS (ESI): calcd. for C21H24N302[M+H]* 350.1863, found 350.1880.

(+)-(2S,3R,6S)-6,9-Dimethyl-3-(nitromethyl)-3-phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (19¢)

Prepared from aldehyde 18e (0.088 g, 0.3 mmol) in 2 mL of nitromethane and

ammonium acetate (0.092 g, 1.2 mmol).
Yield: 0.101 g (quantitative). Yellow oil.

'H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.90 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.48 — 7.36 (m, 5H), 7.02 (d, /= 7.8
Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 7.8, 1.0 Hz, 1H), 6.01 (s, 1H), 4.88 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.75 (d, J =
10.8 Hz, 1H), 4.22 (dd, J = 6.2, 3.5 Hz, 1H), 3.81 (bs, 1H), 2.15 (s, 3H), 2.07 — 1.92 (m, 2H),
1.68 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 167.0, 142.3,141.3,138.3,129.4, 128.1, 126.6, 124.7,118.7,
118.3,114.1, 83.3, 68.6, 50.5, 35.4, 29.8, 22.3, 21.5 ppm.

IR (neat) v: 3420.3, 2918.7, 1645.3, 1549.4, 1376.1 cm™.
HRMS (ESI): calcd. for CaoH22N302[M+H]* 336.1706, found 336.1715.

Synthesis of 1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4] diazocines 20a-e.

NaBH, (3 eq) R4
—_—
MeOH, r.t.,2 h
Compuesto R1 Rz

20a 4-OCHs 4-CH3
20b 4-OCHs 3-Br
20c 4-OCHs 4-Cl
20d 3,5-(CHs); H
20e 3-CHs H
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To a stirred solution of compounds 19a-e (0.3 mmol) in methanol (5 mL), NaBH4 (0.9
mmol) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h until
the starting material disappeared. Then, the solvent was removed under reduced
pressure and the residue was dissolved with ethyl acetate (15 mL). The resulting solution
was washed with water (15 mL) and brine (10 mL), and the aqueous phase was extracted
with EtOAc (3 x 15 mL). The combined organic layers were dried over anhydrous NaSOa,
and then the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude residue was
purified by flash chromatography on silica gel eluting with a gradient from neat

petroleum ether to 7:3 petroleum ether: ethyl acetate.

Data of compounds, and the experimental conditions employed for their syntheses are
indicated below.
(£)-(2S,3S,65)-8-Methoxy-6-methyl-3-(p-tolyl)-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (20a)

Prepared from crude imine 19a (0.110 g, 0.3 mmol) and sodium borohydride powder

(0.034 g, 0.9 mmol).
Purification: petroleum ether: ethyl acetate (from 9:1 to 4:1, v/v).

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.22 — 7.14 (m, 4H), 6.79 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.67 (dd, J =
8.6, 2.8 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.98 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.43 (t, / =
3.9 Hz, 1H), 2.97 — 2.84 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.12 (ddd, J = 12.3, 3.6, 2.1 Hz, 1H), 1.96
(dd, J=12.5, 2.7 Hz, 1H), 1.38 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) &6: 151.8, 140.2, 139.0, 137.1, 129.6, 129.0, 126.8, 113.7,
113.1,112.0, 66.3, 61.6, 56.3, 51.4, 37.8, 32.7, 24.3, 21.5 ppm.

IR (neat) v: 3372.1, 2920.2, 1576.7, 1497.0 cm.

HRMS (Q-TOF) m/z: calcd. for CaoH25N20[M+H]* 309.1922, found 309.1951.
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(x)-(25,3S,65)-3-(3-Bromophenyl)-8-methoxy-6-methyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (20b)

_o < NH
Br
N L

Prepared from crude imine 19b (0.129 g, 0.3 mmol) and sodium borohydride powder
(0.034 g, 0.9 mmol).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate (3:1, v/v).

Yield: 0.086 g (77%). Orange paste.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.49 — 7.40 (m, 2H), 7.26 — 7.18 (m, J = 6.8, 4.6 Hz, 2H), 6.79
(d, J= 2.8 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.97 (s, 1H), 3.79
(s, 3H), 3.46 (bs, 1H), 2.91 (s, 2H), 2.16 —2.03 (m, 1H), 1.95 (dd, J = 12.5, 2.4 Hz, 1H), 1.38
(s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl;) 8: 151.9, 144.7, 140.0, 130.6, 130.5, 130.3, 128.9, 125.7,123.2,
113.6, 113.2,112.0, 66.2, 61.5, 56.3, 51.2, 37.8, 32.7, 24.3 ppm.

IR (neat) v: 3398.4, 2922.9, 1563.0, 1497.7 cm.,

Elemental analysis (%): Calc. for Ci9H21BrN2O (M = 373.29): C, 61.13; H, 5.67; N, 7.50.
Found: C,57.11; H, 5.37; N, 6.56.
()-(25,35,65)-3-(4-Chlorophenyl)-8-methoxy-6-methyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (20c)

Cl

Prepared from crude imine 19¢ (0.116, 0.3 mmol) and sodium borohydride powder

(0.034 g, 0.9 mmol).
Purification: petroleum ether: ethyl acetate (4:1, v/v).
Yield: 0.072 g (73%). Orange paste.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.39 — 7.32 (m, 2H), 7.24 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.79 (d, J = 2.8
Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.00 (s, 1H), 3.79 (s, 3H),
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3.43 (bs, 1H), 2.99 — 2.84 (m, 2H), 2.17 — 2.06 (m, 1H), 1.96 (dd, J = 12.5, 2.6 Hz, 1H), 1.38

(s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 151.9, 140.7, 140.0, 133.2, 129.0, 129.0, 128.5,113.6, 113.1,
112.1, 66.1, 61.5, 56.3, 51.3, 37.8, 32.7, 24.3 ppm.

IR (neat) v: 3399.5, 2921.9, 1579.2, 1498.9 cm™.
HRMS (ESI): calcd. for C19H22CIN2,O[M+H]* 329.1415, found 329.1398.
(+)-(2S,3S,65)-6,7,9-trimethyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (20d)

Prepared from crude imine 19d (0.105 g, 0.3 mmol) and sodium borohydride powder

(0.034 g, 0.9 mmol).
Purification: ether petroleum: ethyl acetate (4:1, v/v).
Yield: 0.055 g (63%). Orange solid.

1H NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.39 — 7.18 (m, 5H), 6.20 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 3.95 (s, 1H),
3.37 (bs, 1H), 3.13 (dd, J = 12.9, 2.7 Hz, 1H), 2.79 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 2.33 (s, 3H), 2.20 —
2.04 (m, 4H), 1.92 (dd, J = 12.5, 2.6 Hz, 1H), 1.49 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) 6: 148.7,143.2,138.,137.9, 129.8,128.5, 128.2,122.7,122.3,
113.8,67.5,59.4,52.2,42.8,34.4, 27.3, 24.6, 21.3 ppm.

IR (neat) v: 3293.0, 2923.4, 1606.1, 1461.9 cm™.

HRMS (ESI): calcd. for CaoH25N2[M+H]* 293.2012, found 293.2012.
mp: 85-87 °C.
(+)-(2S,3S,6S)-6,9-Dimethyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocine (20e)

Prepared from imine 19e (0.101 g, 0.3 mmol) and sodium borohydride powder (0.034 g,

0.9 mmol).
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Purification: petroleum ether: ethyl acetate (3:1, v/v).
Yield: 0.049 g (59%). Yellow pale solid.

'H NMR (250 MHz, MeOD) 6: 7.43 — 7.19 (m, 5H), 7.00 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.40 (dd, J =
7.8, 1.1 Hz, 1H), 6.36 (s, 1H), 3.99 (s, 1H), 3.57 = 3.43 (m, 1H), 2.90 (d, J = 12.8 Hz, 1H),
2.79 (dd, J=12.8, 2.3 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.02 (dd, J =12.3, 2.5 Hz, 1H), 1.95-1.85 (m,
1H), 1.34 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 147.2, 142.6, 138.6, 129.9, 128.7, 128.3, 126.6, 124.5,
118.5,114.6,67.4,62.1,52.5, 38.7, 33.1, 24.7, 21.7 ppm.

IR (neat) v: 3284.5, 2922.3, 1613.1, 1490.9 cm™.
HRMS (ESI): calcd. for CigH23N2[M+H]* 279.1856, found 279.1856.

mp: 93-94 °C.
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Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

6.1 Introduccion

6.1.1 Diseifio de ligandos multidiana: una nueva aproximacion para el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas.

Hasta hace unos pocos afios, la labor de busqueda de nuevas terapias estuvo dominada
por el concepto de “bala magica” propuesto por Paul Ehrlich, en un contexto en el que
dominaba el modelo de “una enfermedad, una diana, un farmaco”?8, Este paradigma
se apoya en la identificacidn de una diana especialmente relevante para el tratamiento
de una enfermedad, y el posterior desarrollo de una entidad quimica capaz de actuar
exclusivamente sobre esa diana. Tedricamente, la actuacion de este nuevo farmaco
sobre su objetivo deberia permitir la resolucién del cuadro clinico a tratar, mientras que
el riesgo de aparicion de otros efectos no deseados asociados a la promiscuidad del
farmaco deberia quedar anulado. Aunque légicamente el cumplimiento absoluto de
estos propdsitos pueda resultar muy complicado (o directamente utdpico) en muchas
ocasiones, esta aproximacién ha permitido la entrada en el mercado de millares de
farmacos para todo tipo de patologias, a veces con un perfil de eficacia y seguridad
proximo al ideal y otras no tanto, pero siempre sin duda suponiendo una mejora

terapéutica.

Desgraciadamente, este enfoque no siempre ha logrado proporcionar una solucién para
todos los retos que se plantean en el campo del descubrimiento de farmacos.
Especialmente cabe destacar su fracaso en el abordaje terapéutico de las entidades
clinicas multifactoriales, entre las que se encuentran las enfermedades
neurodegenerativas. En la aparicién de este tipo de patologias, como ya se ha explicado
anteriormente, concurren muchos actores con diversos grados de participacion y de
interconexion. Esta circunstancia torna mucho mas complicada la eleccién de la diana a
modular, ademas de que se debe tener en cuenta la naturaleza de la relacion entre los
factores implicados conocidos y la posible existencia de mecanismos compensatorios.
Estos mecanismos, que realmente tienen un significado fisiolégico protector ya que

fomentan la resiliencia celular frente a un fallo en un momento o punto concreto,

280 Morphy, R., Kay, C., Rankovic, Z. Drug Discov. Today. 2004, 9, 641.
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pueden convertir en inutil cualquier intento de intervencién farmacolégica en un solo
punto de la “red” patogénica con propodsitos terapéuticos?®!. Quiza por este motivo
muchos farmacos con una actividad excelente en los ensayos in vitro han terminado
qguedando por el camino debido a su incapacidad para reproducir posteriormente estos
resultados en los ensayos in vivo, donde se topan con las circunstancias explicadas

anteriormente.

¢Cémo se puede superar este obstaculo? Teniendo en cuenta las caracteristicas de las
enfermedades multifactoriales, la modulacién de varias dianas a un tiempo parece una
estrategia prometedora?®!. A su vez, esta aproximacion terapéutica polifarmacoldgica
se puede abordar de varias maneras: mediante la administracién simultanea al paciente
de varios medicamentos cuyos principios activos tienen mecanismos de accién
diferentes ("cdctel de fadrmacos”), administrando un solo medicamento que retina varios
principios activos diferentes (medicamento combinado), o bien utilizando ligandos
multidiana. Los ligandos multidiana rednen en una sola entidad quimica la capacidad de
modular varias dianas simultaneamente. En la tabla 6.1 se recogen, a modo de
comparacion, las principales ventajas y desventajas de cada una de estas

aproximaciones??2,

Aunque el concepto sea relativamente nuevo y el interés por él se haya disparado en los
ultimos afos, hay que recordar que no pocos de los farmacos “tradicionales” son en
realidad ligandos multidiana?®3. La diferencia radica en que el efecto terapéutico de
éstos ultimos fue establecido antes de conocer realmente su mecanismo de accién
completo, mientras que el trabajo que se realiza actualmente en este campo se
encamina al disefio racional de nuevos farmacos que exhiban unas determinadas
actividades fijadas de antemano. En lo que se podria considerar como una mezcla de
desgracia y paradoja, la serendipia ha introducido en el mercado numerosos farmacos
multidiana, mientras que los disefiados a propdsito acumulan un fracaso tras otro. Mas

adelante se analizara esta circunstancia con un poco mas de detalle.

281 Cavalli, A., Bolognesi, M. L., Minarini, A., Rosini, M., Tumiatti, V., Recanatini, M., Melchiorre, C. J. Med.
Chem. 2008, 51, 347.

827hou, J., Jiang, X., He, S., Jiang, H., Feng, F., Liu, W., Qu, W., Sun, H. J. Med. Chem. 2019, 62, 8881.

28 Talevi, A. Front. Pharmacol. 2015, 6, 205.
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Tipo de terapia

Ventajas

Desventajas

Coctel de farmacos

- Se dispone de
informacién previa de los
medicamentos para los
ensayos clinicos
- Mayor flexibilidad en el
ajuste de dosis

- Mayor riesgo de
interacciones y efectos
adversos
- Cumplimiento
terapéutico
comprometido
- Perfil FC y FD complejo

Medicamento combinado

- Se dispone de
informacién previa de los
principios activos para los

ensayos clinicos

- Tratamiento
simplificado: mejor
adherencia al tratamiento

- Mayor riesgo de
interacciones y efectos
adversos
- No se pueden ajustar las
dosis individuales de cada
farmaco

Ligando multidiana

- Reduccién de posibles
interacciones y efectos
adversos
- FCy FD simplificadas
- Mejora del
cumplimiento terapéutico

- No se dispone de
informacidn previa:
ensayos clinicos “desde
cero”, pero sobre una
Unica especie quimica
- Necesidad de equilibrar
la potencia sobre las

distintas dianas

Tabla 6.1. Comparacion de los pros y contras de las distintas estrategias empleadas en polifarmacoterapia.

El disefio racional de nuevos ligandos multidiana puede llevarse a cabo con un enfoque
mas tradicional, partiendo de la informacién disponible sobre grupos farmacdéforos
activos para las dianas seleccionadas e investigando el mejor modo de integrarlas en
una sola entidad quimica, o ayudandose de las nuevas herramientas computacionales
para disefiar nuevas moléculas basadas en grupos farmacdéforos ya conocidos o nuevos,
integrando diferentes técnicas de cribado in silico como los modelos de farmacologia de
sistemas y los programas de acoplamiento molecular ligando-diana. Esta ultima
aproximaciéon permite, en definitiva, el cribado de un gran nimero de compuestos y/o

dianas para la seleccidn de los mejores candidatos a trasladar al mbito experimental?®4,

Por otra parte, la conexidn entre los distintos grupos farmacéforos que daran lugar al
nuevo ligando multidiana también se puede efectuar de tres formas diferentes?82284

(figura 6.1):

284 Ramsay, R. R., Popovic-Nikolic, M. R., Nikolic, K., Uliassi, E., Bolognesi, M. L. Clin. Transl. Med. 2018, 7,
3.
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Enlace (linking): la estrategia mas sencilla para componer un ligando multidiana
consiste en emplear una cadena o grupo quimico que permita enlazarlos. La
eleccién de este grupo y su posicionamiento en la molécula final pueden ser
importantes para la accidon del fdrmaco por varias razones. En primer lugar, su
longitud y disposicidon espacial pueden ser criticos para la interaccién de los
grupos farmacdéforos con sus dianas, e incluso a veces el propio grupo enlazante
puede interaccionar también con alguna de ellas. Légicamente, éste debe
conectar dos posiciones de los farmacdéforos iniciales cuya modificaciéon no
comprometa su actividad bioldgica. Ademas, su estabilidad también es un factor
a tener en cuenta: puede ser metabdlicamente labil, liberando los distintos
fragmentos activos luego de su administracion o llegada a un determinado
tejido, o puede ser estable, de modo que el ligando ejerza sus actividades
manteniendo la estructura original. Una desventaja de esta metodologia es que
genera habitualmente moléculas muy voluminosas y con un peso molecular muy
elevado, lo que puede comprometer su acceso al lugar de accion.

Fusidn (fusing): se disefia un nuevo ligando multidiana en el que hay una
superposicién parcial de los farmacdéforos constituyentes, aprovechando que
comparten la presencia de un determinado grupo o fragmento. Como se puede
deducir facilmente, esto permite generar compuestos con un peso molecular
menor que en el caso anterior, aunque hay que vigilar la posible pérdida de
actividad si estos motivos compartidos son claves para los fragmentos
fusionados en términos de actividad farmacolégica.

Integracién (merging): en este caso, se busca la mayor superposicion posible de
los fragmentos bioactivos: se identifican los posibles motivos estructurales
compartidos y las funciones de cada farmacoéforo que resultan claves para la
actividad, tratando de simplificar al maximo la estructura final. Asi, se obtienen
compuestos multidiana del menor tamafo y peso molecular posibles, con un

perfil fisicoquimico y farmacocinético potencialmente mas favorable.

Hay determinados campos de la quimica farmacéutica en los que el disefio de ligandos

multidiana parece resultar mas prometedor que el paradigma tradicional de “un

farmaco, una diana”. Como ya se sefiald antes, es el caso de las enfermedades de
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etiologia multifactorial como las patologias neurodegenerativas, el cancer o los
trastornos neuropsiquidtricos. Al potencial beneficio terapéutico derivado de la
modulacion de la red patogénica en varios puntos distintos se suman las ventajas
practicas de esta estrategia, como la simplificacién del tratamiento y la reduccién de
efectos adversos, que resultan cruciales en este tipo de pacientes. También los ligandos
multidiana pueden representar un arma eficaz contra los casos de resistencias a
farmacos, ya que la probabilidad de que las mutaciones o la variabilidad interindividual
de las dianas que estan comunmente detrds de estos fendmenos provoquen la ineficacia
del tratamiento es menor cuando hay varios puntos de inhibicion o modulacién
simultaneos. Resulta obvio sefialar el avance que supone esta perspectiva para el
hallazgo de nuevos agentes antiinfecciosos, pero también supone un paso adelante en
el tratamiento de otras enfermedades con una alta tasa de refractariedad al

tratamiento, como la epilepsia?®3.
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Figura 6.1. Diferentes estrategias para el disefio de ligandos multidiana.

Hasta este punto, se ha hecho una acerada defensa de los ligandos multidiana como una
solucion para llegar a donde no lo consiguieron otras estrategias previas. Muchos
farmacos aprobados por una actividad concreta han demostrado que su mecanismo de

accién era realmente mas complejo de lo que se pensaba anteriormente, pasando a
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engrosar la lista de farmacos multidiana en el mercado. Pero é¢qué hay de los obtenidos
mediante un disefio racional? Realmente, casi nada. Ninguno de los nuevos ligandos
multidiana que han alcanzado los ensayos clinicos ha conseguido llegar al mercado,
generalmente por su incapacidad para reproducir en los ensayos clinicos los
esperanzadores resultados mostrados en la fase preclinica de desarrollo. Un caso
particular lo representan los inhibidores de tirosina-quinasas (imatinib, sumitinib y
sorafenib, entre otros) aprobados en los ultimos afos para el tratamiento de
determinados tipos de cdncer: son ligandos multidiana en cuanto son capaces de inhibir
varias enzimas tirosina-quinasa distintas y se ha visto que esta promiscuidad es util en
los tipos de tumores para los que estdn aprobados. Si bien esta caracteristica era
previamente conocida en algunos casos y se tuvo en cuenta para su incorporacion a la
medicina clinica, realmente no es fruto de un disefio premeditado sino mas bien de la
dificultad para disefiar inhibidores especificos de quinasas?®>?%. Por tanto, realmente
no se puede decir que sean un ejemplo de ligandos multidiana disefiados racionalmente

con éxito.

A pesar de este panorama desalentador, no es conveniente enterrar la aproximacién
basada en ligandos multidiana para el tratamiento de algunas enfermedades complejas.
Desde un punto de vista racional, parece una estrategia mas que justificada, y no ha de
extrafiar su escaso éxito en tanto es una aproximacion aun bastante reciente que se
enfrenta a unas patologias cuya naturaleza es muy complicada. Baste el ejemplo de las
enfermedades neurodegenerativas: realmente sigue habiendo muchas incertidumbres
sobre el funcionamiento del sistema nervioso central, y la biologia de sistemas que
aspira a trazar un mapa completo de todos los factores que intervienen en la fisiologia
y la fisiopatologia del cerebro, ademas de su interconexién y los posibles mecanismos
compensatorios existentes, presenta aln demasiados vacios y demasiadas incégnitas.
En este contexto, seria casi casualidad elegir correctamente las dianas mas apropiadas

para tratar una patologia en concreto, y la manera en que deben ser moduladas. El

285 Smyth, L. A., Collins, 1. J. Chem. Biol. 2009, 2, 131.
286 Bhullar, K. S., Lagarén, N. O., McGowan, E. M., Parmar, ., Jha, A., Hubbard, B. P., Rupasinghe, H. V. Mol.
Cancer. 2018, 17, 1.
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mismo razonamiento se puede aplicar a muchos tipos de cancer o a las enfermedades

psiquiatricas.

Estructura Fragmentos Dianas Aplicaciones
e NH -Agregacion B-
/@/\MN/\/[Q Curcuminay amiloide Enf. de
HO " § melatonina®’ -Estrés Alzheimer
4 oxidativo
H o -Modulacién
O f intercambiador
A, N @ CGP-37157 y 4cido | sodio/calcio Neuroprotector
O ° lipoico 28 NCXm genérico
d -Estrés
s oxidativo
( s Rivastigmina y -AChE/BuChE Enf. de
/NYO\@ N rasagilina -MAO-Ay Alzheimery
Y (ladostigil) 2 MAO-B Parkinson
o
(o)
HNJ\@ Tacrinay 4- "ACRE y BuChE Enf. de
" (J/Hs on oxocromeno?°® -BACE-1 Alzheimer
N o -Captacién ROS
-Quelacion de
HO O \ O o Cliogquinol y metales Neuroprotector
N ) resveratrol?! -Captacion de genérico
ROS
[o]
Br o = -MAO-B
TG, | e | s | e
D de histamina

Tabla 6.2. Algunos ejemplos de farmacos multidiana dirigidos al tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

A pesar de que se parte de unos conocimientos fisiolégicos y bioquimicos aln bastante
precarios, los quimicos farmacéuticos no se han dejado llevar por el desdanimo vy
apuestan crecientemente por el disefio de ligandos multidiana para prevenir y tratar la

neurodegeneracidn, como atestigua la ingente cantidad de trabajos publicados en los

287 Chojnacki, J. E., Liu, K., Yan, X., Toldo, S., Selden, T., Estrada, M., Rodriguez-Franco, M. 1., Halquist, M.
S., Ye, D., Zhang, S. ACS Chem. Neurosci. 2014, 5, 690.

288 Michalska, P., Tenti, G., Satriani, M., Cores, A., Ramos, M. T., Garcia, A. G., Menéndez, J. C., Leén, R.
Drug Dev. Res. 2020, 81, 283.

289 Weinreb, O., Amit, T., Bar-Am, O., Youdim, M. Curr. Drug Targets. 2012, 13, 483.

20 Fernandez-Bachiller, M. I., Pérez, C., Monjas, L., Rademann, J., Rodriguez-Franco, M. I. J. Med.
Chem. 2012, 55, 1303.

1 Mao, F., Yan, J., Li, J., Jia, X., Miao, H., Sun, Y., Huang, L., Li, X. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 5936.

292 Affini, A., Hagenow, S., Zivkovic, A., Marco-Contelles, J., Stark, H. Eur. J. Med. Chem. 2018, 148, 487.
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ultimos anos al respecto. Por la extensidn del tema no es pertinente revisarlo de una

manera exhaustiva, basten algunos ejemplos recogidos en la tabla 6.2.

En resumidas cuentas, la gran mayoria de los ligandos multidiana con actividad
antineurodegenerativa que han visto la luz fueron disefiados para las enfermedades de
Alzheimer y Parkinson. Asimismo, hay una serie de dianas “estrella”: Ia
acetilcolinesterasa (y butilcolinesterasa), la MAO-B, la agregacion del péptido PB-
amiloide, la quelacién de iones metalicos y la capacidad de atrapar radicales libres
aparecen frecuentemente como objetivos en este tipo de trabajos. No obstante, hay
que hacer notar que el disefio de nuevos compuestos multidiana también ha ido
evolucionando desde unas posiciones iniciales en las que simplemente se partia de las
dianas tradicionalmente investigadas para estas enfermedades seglin el modelo “un
farmaco, una diana”, hacia enfoques basados bien en la modulacién de nuevas dianas,
o bien en mecanismos de accién mas generales que tendrian un impacto universal sobre

el proceso de neurodegeneracion, mas que sobre una enfermedad en concreto.

6.1.2 Melatonina: una hormona enddgena, un neuroprotector
pleiotrépico.

Fisiologia general de la melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una sustancia endégena que retne una
serie de caracteristicas que la hacen sumamente interesante en la lucha contra la
neurodegeneracion. Se ha evitado definirla como neurohormona (como se ha hecho
tradicionalmente) porque, aunque es producida fundamentalmente por la glandula
pineal, se ha demostrado que otros tejidos también son capaces de generarla con
diversos propdsitos??3. La melatonina se sintetiza a partir del triptéfano, a través de la

ruta biosintética mostrada en el esquema 6.12%,

293 Acufia-Castroviejo, D., Escames, G., Venegas, C., Diaz-Casado, M. E., Lima-Cabello, E., Lépez, L. C.,
Rosales-Corral, S., Tan, D. X., Reiter, R. J. Cell. Mol. Life Sci. 2014, 71, 2997.
294 Amaral, F. G. D., Cipolla-Neto, J. Arch. Endocrinol. Metab. 2018, 62, 472.
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Esquema 6.1. Ruta sintética de la melatonina en la gldndula pineal.

Como se ha seialado, el principal lugar de produccién de melatonina endégena es la
glandula pineal, de donde se distribuye facilmente por todo el organismo gracias a su
cardacter anfifilico. La melatonina estd implicada en numerosas funciones fisioldgicas?®>,
aunque destaca por encima de todas ellas su papel en la regulacion de los ritmos
circadianos y estacionales. Asi, la secreciéon de esta molécula por parte de los
pinealocitos esta controlada por los ciclos de luz/oscuridad: el eje retino-hipotalamico
permite la deteccidn y transmisidn de la informacion relacionada con el estatus luminico
al nucleo supraquiasmatico, el cual estd conectado con la glandula pineal a través de
fibras simpaticas; los receptores B-adrenérgicos que expresan los pinealocitos permiten
el control de la liberacidn de melatonina. La luz inhibe la sintesis y liberacion de

melatonina, de modo que éstas tienen lugar fundamentalmente de noche.

La melatonina liberada desde la glandula pineal controla los ritmos circadianos y
estacionales de todas las funciones organicas: ciclos vigilia/suefio, metabolismo, funcion
endocrina y cardiovascular, respuesta inmunitaria, reproduccion, gestacién, etcétera.
Aunque los niveles de esta sustancia en sangre oscilan de acuerdo con su produccion, la
melatonina actua tanto por mecanismos inmediatos como retardados, lo que redunda
en un control mas fino de todas estas funciones?®*. Otros muchos dérganos y tipos
celulares también son capaces de producir melatonina: cerebro, retina, epitelio
respiratorio y gastrointestinal, higado, células inmunes, y un largo etcétera. No

obstante, en general la produccidn extrapineal de melatonina no parece seguir patrones

2% pandi-Perumal, S. R., Trakht, I., Srinivasan, V., Spence, D. W., Maestroni, G. J., Zisapel, N., Cardinali, D
P. Prog. Neurobiol. 2008, 85, 335.

275



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

dia/noche y su funcién parece mas restringida a la regulacién de la homeostasis celular
y la proteccién frente al estrés oxidativo e inflamatorio, siempre con un caracter

eminentemente local?®3.

Los mecanismos moleculares de accién de la melatonina resultan bastante

diversos?2%:2°7;

e Dependientes de receptor: la melatonina es capaz de unirse a varios tipos de
receptores.

o Receptores de membrana: existen dos tipos, MT1 y MT;, ambos
acoplados a proteinas G. Se expresan en numerosos territorios tisulares,
incluyendo muchas estructuras del sistema nervioso central. Buena parte
de las funciones fisiolégicas de la melatonina, incluida la adaptacion
corporal a los ritmos circadianos y estacionales, estdan mediadas por estos
dos receptores.

o Receptores nucleares: los receptores RZR/RORa (del inglés, Retinoid-
related Orphan hormone Receptors) también participan en la regulacion
de la respuesta inmune por la melatonina, asi como en la de otros
procesos relacionados con la proliferacion y diferenciacidon celular. Se
expresan en numerosos oOrganos: cerebro, higado, piel, musculo
esquelético, hueso, etcétera.

e No dependientes de receptor: la melatonina, por su estructura quimica, tiene
una capacidad intrinseca para captar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
cualidad que contribuye a su accion protectora contra el estrés oxidativo.
Ademas, la melatonina accede facilmente al citosol celular gracias a su caracter
anfifilico, donde interacciona con proteinas citosdlicas como la calmodulina, la
calreticulina y la tubulina; de este modo interviene en numerosos aspectos de la
fisiologia celular como la homeostasis del calcio y el control del citoesqueleto?®>.
Cabria incluir en este apartado el antiguamente considerado receptor de

melatonina MTs3, que en realidad resultd ser la enzima quinona reductasa 2,

2% Emet, M., Ozcan, H., Yayla, M., Halici, Z., Hacimuftuoglu, A. Eurasian J. Med. 2016, 48, 135.
27 lju, J., Clough, S. J., Hutchinson, A. J., Adamah-Biassi, E. B., Popovska-Gorevski, M., Dubocovich, M. L.
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2016, 56, 361.
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expresada en numerosos o6rganos con una funcién destoxificadora de quinonas

oxidantes?°8.

Melatonina y neurodegeneracion

Dentro del abanico de funciones que cumple la melatonina en el organismo, destaca su
actividad citoprotectora. La variedad y especial relevancia de estos mecanismos
defensivos a nivel del sistema nervioso central hacen que la melatonina sea definida a

menudo como un neuroprotector pleiotrépico:

e En primer lugar, la melatonina es un antioxidante muy potente que ejerce su
accion in situ gracias a su libertad para atravesar membranas, y a través de
mecanismos directos e indirectos?®®. La melatonina, por su estructura quimica,
es capaz de donar electrones con mucha facilidad, lo que le confiere una
actividad captadora de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno muy elevada.
Ademas, la melatonina tiene una particularidad: los derivados que se generan
cuando reacciona con estas especies también poseen una notable capacidad
captadora de radicales: es lo que se conoce como la “cascada antioxidante de la
melatonina”. Algunos metabolitos de la cascada como la N!-acetil-5-
metoxikinuramina (AMK) tienen un poder antioxidante global incluso mayor que

el de la propia melatonina.

Melatonina Catién radical de la melatonina Radical melatoninilo 3-
o hidroxime

o
N o« N/ZQ H* N H Iato'ninaHO
- N M - H -0 H / ! N
N -/, Q . O \]40
N . N
H ROS H H HO H
2ROS F 2H"

o

ROS ‘ CYP450

/O A\ ” Oligémeros de AMK
Otras especies (AMMC, AMNK)
HO N

6-hidroximelatonina N'-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina N'-acetil-5-metoxikinuramina
(AFMK) (AMK)

o
T :)7
-

Esquema 6.2. Cascada antioxidante de la melatonina.

2% Nosjean, 0., Ferro, M., Cogé, F., Beauverger, P., Henlin, J. M., Lefoulon, F., Fauchére, J. L., Delagrange,
P., Canet, E., Boutin, J. A. J. Biol. Chem. 2000, 275, 31311.

29 Hacisevki, A., Baba, B. Melatonin molecular biology, clinical and pharmaceutical approaches.
IntechOpen, 2018.
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Ademas de su reactividad directa con las ROS y RNS, la melatonina también
combate el estrés oxidativo de manera indirecta. Destaca especialmente su
capacidad para inducir el factor de transcripcién Nrf2, a través de multiples
mecanismos: la activacién de la via PI3K/Akt y de la PKC mediadas por los
receptores MT1 y MT2, y también a través de la modulacidn de los receptores
nicotinicos a73%%391, Por otra parte, tanto la melatonina como algunos de sus
metabolitos exhiben una importante capacidad quelante de iones Fe(ll) y Cu(ll),
implicados en la generacidn de radicales libres3°2,

Otra actividad relevante de la melatonina, muy relacionada con la anterior,
involucra la proteccién de la funciéon mitocondrial. Es obvio que la reduccién del
estrés oxidativo celular contribuye al mantenimiento de la actividad de la
mitocondria e impide su colapso, pero se han demostrado algunos mecanismos
adicionales. Por ejemplo, la melatonina y algunos de sus metabolitos como la
AMK estimulan la actividad de los complejos mitocondriales | y IV, de modo que
se mejora la eficacia funcional de este organulo?®®. Ademas, la estimulacién de
los receptores MT1 por su ligando endégeno aumenta los niveles del coactivador
transcripcional PGC-1a, un regulador esencial de la biogénesis y la funcién
mitocondriales3®. Finalmente, la modulacién de la respuesta inmune por parte
de la melatonina también desempefia una labor importante en la salvaguarda
del funcionamiento de estos organulos.

La melatonina es un potente inmunomodulador, siendo de hecho ésta una de
sus funciones principales en sus lugares de secrecidon extrapineales. Reduce la
sensibilidad del receptor tipo Toll TLR-4 y del inflamasoma NRLP-3, lo que atenua
la respuesta inflamatoria leucocitaria 3°* . También modula el acceso de
macréfagos y otras células inmunes al SNC disminuyendo la expresidon de

moléculas de adhesidon como la ICAM-1. Asimismo, se ha observado que limita la

300 Ahmadi, Z., Ashrafizadeh, M. Fundam. Clin. Pharmacol. 2020, 34, 11.

301 parada, E., Buendia, I., Ledn, R., Negredo, P., Romero, A., Cuadrado, A., Lopez, M. G., Egea, J. J. Pineal
Res. 2014, 56, 204-212.

302 Romero, A., Ramos, E., de Los Rios, C., Egea, J., Del Pino, J., Reiter, R. J. J. Pineal Res. 2014, 56, 343.
303 Guo, P., Pi, H., Xu, S., Zhang, L., Li, Y., Li, M., Cao, Z., Tian, L., Xie, J., Li, R., He, M., Lu, Y., Liu, C., Duan,
W., Yu, Z., Zhou, Z. Toxicol. Sci. 2014, 142, 182.

304 Favero, G., Franceschetti, L., Bonomini, F., Rodella, L. F., Rezzani, R. Int. J. Endocrinol. 2017, 2017.
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actividad del factor de transcripcion NF-kB, reduciendo la liberacion de
citoquinas proinflamatorias como la IL-1B, IL-6 o TNF-a, entre otras3%. La
melatonina, y algunos de sus metabolitos como la AMK y su precursora AFMK
(N*-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina), inhiben la expresion y la actividad de
las enzimas iNOS, LOX y COX-2, lo que redunda en la mitigacion de la respuesta
inflamatoria y el estrés oxidativo asociado a ésta?®. En definitiva, la melatonina
tiene un papel decisivo en el control de la actividad inflamatoria de la microglia
y los astrocitos a nivel del SNC, ademas de intervenir también en el posible
acceso de otras células inmunes al mismo. Los efectos antes enunciados pueden
ser directos, o mediados por los receptores MT1, MT2, los RZR/ROR nucleares e
incluso los receptores nicotinicos az.

e También interviene la melatonina en la agregacion de proteinas, otro evento
patoldgico clave en la neurodegeneracion. Tomando como modelo el caso del
péptido B-amiloide, de largo el mas estudiado, se ha visto que la melatonina
puede interferir en todos los pasos del proceso de formacién de las placas
neurotoxicas 3% . Estd bien caracterizado que la melatonina, gracias a su
estructura, es capaz de intercalarse entre las fibrillas y placas de péptido B-
amiloide, por lo que puede impedir la constitucion de los depdsitos toxicos o
disgregar aquellos ya establecidos. No obstante, para abordar Ia
neurodegeneracién es mejor respetar el proverbio “mejor prevenir que curar”,
lo que llevé a analizar el papel que la melatonina podia desempefiar en los pasos
previos a la aparicion de los depdsitos amiloides. En este contexto, se ha
observado que la melatonina estimula el procesamiento del APP por la via no
amiloidogénica, favoreciendo la actividad de las a-secretasas y disiminuyendo la
expresion de las B- y y-secretasas responsables del procesamiento anémalo del

péptido precursor. Aunque se haya usado el APP como ejemplo, se ha

305 Nabavi, S. M., Nabauvi, S. F., Sureda, A., Xiao, J., Dehpour, A. R., Shirooie, S., Sanches, A., Baldi, A., Khan,
H., Daglia, M. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2019, 59, S4.
306 Vincent, B. Pharmacol. Res. 2018, 134, 223.
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demostrado que este mecanismo protector de la melatonina es extensible a

otras proteinas potencialmente perjudiciales, como la a-sinucleina3®’,

La melatonina también inhibe la hiperfosforilaciéon de Tau gracias a la reduccién
de la actividad de GSK-3B mediante varios mecanismos. En primer lugar, a través
de la activacion de la via PI3K/Akt, mediada por los receptores MT-1 y MT-2.
Ademas, cuando el APP es procesado por la via amiloidogénica, se forma otro
péptido conocido como dominio intracelular del B-APP, capaz de aumentar la
actividad de GSK-3. El procesamiento no amiloidogénico de la proteina inducido

por la melatonina evita la activacidn de esta via patoldgica3®.

La autofagia es realmente un proceso dual en la neurodegeneracién: puede ser
beneficiosa o perjudicial en funcién de su grado de activacién y la situacién
fisiopatoldgica. El papel de la melatonina respecto a ésta parece ser interesante,
ya que seria capaz de estimularla en procesos como el envejecimiento o la
neurodegeneracién temprana donde la autofagia esta en declive; mientras que
podria limitarla cuando su grado de funcionamiento es excesivo y compromete
la supervivencia neuronal, como ocurre en los procesos de isquemia/reperfusion

o la exposicidn a sustancias neurotdxicas3°8,

e La melatonina modula la activacién de los receptores NMDA de glutamato, de
modo que también puede contribuir al control de la excitotoxicidad
caracteristica de la neurodegeneracion3%. Por otra parte, no hay que olvidar que
la melatonina interactua directamente con algunas proteinas implicadas en la
fisiologia del calcio intracelular, como la calmodulina y calreticulina®®>.

e Cabe destacar que varios estudios han demostrado la actividad neurogénica de
la melatonina, a través de sus receptores MT-1 y MT-2. Mdas concretamente,
parece que la melatonina promueve la proliferacién y diferenciacion de células

madre neuronales, aumenta la supervivencia de las neuronas recién

307 Ono, K., Mochizuki, H., lkeda, T., Nihira, T., Takasaki, J. I., Teplow, D. B., Yamada, M. Neurobiol.
Aging. 2012, 33, 2172.

308 Boga, J. A., Caballero, B., Potes, Y., Pérez-Martinez, Z., Reiter, R. J., Vega-Naredo, |., Coto-Montes, A. J.
Pineal Res. 2019, 66, e12534.

309 Escames, G., Macias, M., Ledn, J., Garcia, J., Khaldy, H., Martin, M., Vives, F., Acufia-Castroviejo, D. J.
Neuroendocrinol. 2001, 13, 459.
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diferenciadas, y promueve la génesis y maduracion de dendritas3'°. También, a
través de los receptores MT-1, incrementa los niveles del factor BDNF, que a su
vez estimula la neurogénesis y el crecimiento neuronal3’,

e Curiosamente, el efecto de la melatonina sobre el aprendizaje y la memoria
parece ser un arma de doble filo: parece que en condiciones no patoldgicas
reduce la potenciacién a largo plazo en el hipocampo, un proceso involucrado en
la generacion de la memoria. Su efecto parece ser beneficioso, por el contrario,
en individuos cuya funcidn melatoninérgica o cognitiva se encuentra en

decadencia3!?.

Reduccion estrés oxidativo
= Captacidn ROS y RNS
* Induccién Nrf2
Agregacion proteica = Quelacion Cu(ll) y Fe(ll) Inmunomodulacion
* Inhibicion depésitos . ‘ activacion leucocitaria y
amiloides y acceso al SNC
hiperfosforilacion de Tau + Inhibicion NF-kB
* Modulacién autofagia + Inhibicién iNOS, COX, LOX

™~

Reducci6n excitotoxicidad
* Modulacion receptores
NMDA
* Modulacién proteinas
dependientes de calcio

Proteccién funcién mitocondrial
* Estimulo complejos 1y IV
* Estimulacion de PGC-1a

/N

Estimulacién neurogénesis Aprendizaje y memoria:

« Proliferacion, . Reduccidn LTP en
diferenciacion y situacidn fisioldgica
supervivencia neuronales +  Mejora cognicidn en

« Estimulacion BDNF declive funcional

Figura 6.2. Resumen de los efectos beneficios de la melatonina en el contexto de la neurodegeneracion.

Ademads de todos los efectos beneficiosos que potencialmente puede mediar la
melatonina, hay que tener en cuenta que su fisiologia se altera durante el
envejecimiento, y aln mas cuando la neurodegeneracién esta en curso. Este declive
funcional alcanza todos los aspectos: en primer lugar, se produce menos melatonina
porque disminuye la actividad de la mayoria de las enzimas involucradas en su sintesis,

lo que se refleja en un descenso progresivo de los niveles séricos y en LCR de melatonina

310 Hossain, M. F., Uddin, M. S., Uddin, G. S., Sumsuzzman, D. M., Islam, M. S., Barreto, G. E., Mathew, B.,
Ashraf, G. M. Mol. Neurobiol. 2019, 56, 8255.

311 Imbesi, M., Uz, T., Manev, H. J. Neural Transm. 2008, 115, 1495.

312 Bauman, N. L. Sci. J. Land. Coll. Arts Sci. 2012, 6, 2.

281



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

en sujetos ancianos. A esto se le afiade una disminucion de la expresién de los
receptores MT-1 y MT-2. Incluso el metabolismo de la melatonina hacia otras especies
también activas se resiente paulatinamente. Un hallazgo importante es que esta
situacion se agrava aun mas en los pacientes de algunas enfermedades
neurodegenerativas como la de Alzheimer y la de Parkinson, lo que sugiere que podria
haber una cierta relacion entre la pérdida de funcién melatoninérgica y la

neurodegeneracion3!3,

En definitiva, la melatonina redne un amplio repertorio de actividades muy interesantes
en el contexto del envejecimiento neuroldgico, y ademas esta bien establecido que sus
niveles y su funcionamiento dejan de ser los adecuados en los individuos que sufren este
proceso. Estas dos premisas convierten a la melatonina en un compuesto a tener en
cuenta en el disefio de estrategias que aborden el tratamiento de la neurodegeneracién
desde estadios tempranos a través de un enfoque holistico, que busquen entender y
enfrentar el proceso como un conjunto en lugar de “parchear” algunas partes del

mismo.

Uso clinico de la melatonina

La melatonina ha sido objeto de numerosos ensayos preclinicos y clinicos, sobre todo
por su papel en la regulacion de los ciclos vigilia/suefio. Aunque el nivel de evidencia
arrojado por esos ensayos es un tanto desigual, es habitual el empleo de la melatonina
en monoterapia o combinada con otros hipnéticos para el tratamiento de diversos
trastornos del suefio: insomnio, parasomnias, sindrome del “jet-lag”, apneas del suefio,
etcétera3'*/3%>, En relacion con las enfermedades neurodegenerativas, también se
encuentran en la literatura cientifica numerosos ensayos clinicos donde se ensaya la
melatonina como parte del abordaje terapéutico de la enfermedad de Parkinson o la

demencia asociada a la edad, con el objetivo de reducir los trastornos del suefio

caracteristicos de estas patologias. En general, la melatonina ha acreditado en estos

313 sarlak, G., Jenwitheesuk, A., Chetsawang, B., Govitrapong, P. J. Pharmacol. Sci. 2013, 123, 9.

314 polimeni, G., Esposito, E., Bevelacqua, V., Guarneri, C., Cuzzocrea, S. Front. Biosci. (Landmark Ed.) 2014,
19, 429.

315 7akharov, A., Khivintseva, E. Melatonin: the hormone of darkness and its therapeutic potential and
perspectives. IntechOpen, 2020.
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ensayos su capacidad para mejorar la calidad del suefio en este tipo de pacientes,
reduciendo la actividad y los episodios de agitaciéon nocturnos. En algunos casos, estos

beneficios incluso se acompafian de una ralentizacion del deterioro cognitivo31®.

En vista del beneficio potencial de la melatonina para detener el deterioro progresivo
del sistema nervioso central, se han llevado a cabo numerosos ensayos en modelos
celulares y animales de las principales enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer,
Parkinson y ELA) con resultados generalmente muy prometedores. Sin embargo, el foco
en los ensayos clinicos suele estar puesto en la mejora de la sintomatologia asociada
(sobre todo el insomnio) y no tanto en el progreso clinico. En 2014 se publicaron los
resultados de un ensayo que mostraba que la adicién de melatonina al tratamiento con
inhibidores de la acetilcolinesterasa para enfermos de Alzheimer retrasaba o revertia en

cierto grado el deterioro cognitivo, ademas de mejorar la calidad del suefio3'’.

El perfil farmacoldgico de la melatonina la convierte en una molécula muy apropiada
para el disefio de nuevos ligandos multidiana, como demuestra la cantidad de trabajos
publicados en este sentido3!®. En ellos, se describen diversas entidades quimicas
multidiana en las que la melatonina se combina con fragmentos inhibidores de la
acetilcolinesterasa, cinamatos (antioxidantes), curcumina (antiagregante del péptido -

amiloide), sulforafano (inductor de Nrf2), etcétera.
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Figura 6.3. Algunos ejemplos de ligandos multidiana propuestos para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas que incluyen estructuras derivadas de la melatonina.

316 cardinali, D. P. Front. Endocrinol. 2019, 10, 480.

317 Wade, A. G., Farmer, M., Harari, G., Fund, N., Laudon, M., Nir, T., Frydman-Marom, A., Zisapel, N. Clin.
Inter. Aging. 2014, 9, 947.

318 Ramos, E., Egea, J., de Los Rios, C., Marco-Contelles, J., Romero, A. Future Med. Chem. 2017, 9, 765.
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Los buenos resultados arrojados por algunos de estos compuestos en los ensayos in vitro
e in vivo corroboran la viabilidad de esta nueva estrategia terapéutica, y animan a seguir
trabajando para conseguir compuestos multidiana derivados de melatonina que puedan
constituir una alternativa real para el abordaje de las enfermedades

neurodegenerativas.

6.1.3 Compuestos antioxidantes naturales derivados del acido cinamico

Los acidos hidroxicinamicos son metabolitos secundarios vegetales pertenecientes al
grupo de los compuestos fenélicos. Su presencia en el medio vegetal es ubicua, y se ha
observado una gran variedad tanto en las funciones que cumplen como en su forma de
presentacion: se pueden encontrar en su forma simple, formando dimeros o
conjugados, componiendo estructuras insolubles que forman parte de la pared celular,

etcétera3’®. En la figura 6.4 se recoge la estructura de los acidos hidroxicindmicos mas

habituales.
o (o) (o] (o]
HO ~>on ~N~"on -° "“oH "oH
HO HO HO HO
/0
Acido cafeico Acido ferulico Acido sinapico Acido p-cumarico
OH OH
OHO/,, ‘O o O, OH OH
HO /[ ]‘ OH HO
o OH o
HO HO
Acido clorogénico Acido rosmarinico

Figura 6.4. Estructura de algunos dcidos fendlicos y otros compuestos relacionados.

Son compuestos muy presentes en nuestra vida cotidiana, habida cuenta de su amplia
presencia en muchos de los elementos habituales de la dieta: frutas, verduras, té, café...
Su estructura quimica les confiere un elevado poder antioxidante, lo que atrajo el interés
de muchos investigadores desde que este tipo de terapia se puso “de moda”. En efecto,

ésta es su actividad farmacolégica més relevante3?°. Los &cidos hidroxicindmicos tienen

319 Abramovi¢, H. Coffee in Health and Disease Prevention; Academic Press, 2015.
320 E|-Seedi, H. R., El-Said, A. M., Khalifa, S. A., Géransson, U., Bohlin, L., Borg-Karlson, A. K., Verpoorte, R.
J. Agr. Food Chem. 2012, 60, 10877.
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una gran capacidad para neutralizar especies radicalarias a través de la donacion de los
atomos de hidrégeno fendlicos, ya que el radical fenoxilo resultante muestra una
elevada estabilizacidn por resonancia gracias a la presencia de un sistema conjugado
extendido a través del anillo aromatico y el doble enlace conjugado con el grupo
carboxilico de la cadena lateral. Las diferencias de potencia antioxidante entre los
distintos dcidos dependen de las variaciones en el patrén de sustitucidon y en cdmo éstas
influyen en la acidez de los grupos fendlicos, si bien es dificil establecer un orden de
actividad debido a la dependencia del tipo de ensayo y de las condiciones
experimentales aplicadas3?!. Mas alld de esta consideracidon, hay numerosos trabajos
que avalan el poder neuroprotector de los acidos hidroxicindmicos frente a condiciones
de estrés oxidativo, siendo el acido cafeico, el ferulico y el sindpico los mas
estudiados322323, Ademds de su accién antioxidante directa, los acidos hidroxicinamicos
son capaces de aumentar la actividad del factor de transcripcion Nrf2. Aunque el
mecanismo de induccion mas obvio recae en el hecho de que presenten en su estructura
un grupo carbonilo a,B-insaturado, lo que los convierte en aceptores de Michael, parece
que la via MAPK/ERK estaria también implicada en este efecto3?*. Por ultimo, en este
apartado se debe citar también la capacidad quelante de los dcidos hidroxicinamicos
gue presentan dos grupos hidroxilo en posicion orto, como es el caso del acido

cafeico3?>.

Algunos estudios sefialan que los acidos hidroxicinamicos poseen otras actividades
interesantes para combatir la degeneracidon neuronal. Por ejemplo, se ha demostrado
su capacidad para modular la respuesta inflamatoria al reducir la expresion de
mediadores de la respuesta a citoquinas proinflamatorias y glucoproteinas de adhesién
leucocitaria como la ICAM-13%6, También se ha confirmado que pueden activar la via

PI3K/Akt, con la consecuente inactivacion de la enzima GSK-3B (reduciendo la

321 Shang, Y. J., Liu, B. Y., Zhao, M. M. Czech J. Food Sci. 2015, 33, 210.

322 Ren, 7., Zhang, R., Li, Y., Li, Y., Yang, Z., Yang, H. Int. J. Mol. Med. 2017, 40(5), 1444.

323 Jeong, C. H., Jeong, H. R., Choi, G. N., Kim, D. 0., Lee, U. K., Heo, H. J. Chin. Med. 2011, 6, 1.

324Yang, S. Y., Pyo, M. C., Nam, M. H., Lee, K. W. BMC Complement. Altern. Med. 2019, 19, 1.

325 Genaro-Mattos, T. C., Mauricio, A. Q., Rettori, D., Alonso, A., Hermes-Lima, M. PLoS One. 2015, 10,
e0129963.

326 Cheng, C.Y.,Ho, T. Y., Lee, E. )., Su, S. Y., Tang, N. Y., Hsieh, C. L. Am. J. Chin. Med. 2008, 36, 1105.
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hiperfosforilacién de Tau) y de algunas proteinas proapoptéticas como Bad 3?7 .
Asimismo, algunos acidos hidroxicinamicos como el acido ferulico y el acido cafeico
tienen la capacidad de interferir en la formacidn de los oligdmeros vy fibrillas de péptido
B-amiloide, asi como de paliar la toxicidad generada por este péptido en algunos
ensayos in vitro3?®. Merece la pena destacar también el papel neuroprotector de los
acidos cafeico y ferulico frente a la excitotoxicidad inducida por glutamato, para el que
se proponen varios mecanismos: modulacién de los receptores NMDA, reduccién de la
liberacion de glutamato inducida por calcio y moderacién de la entrada de calcio a las
neuronas como consecuencia de la excitacion de receptores glutamatérgicos3?°. Por

ultimo, se ha propuesto que el 4cido ferulico estimula la neurogénesis®3°.

Agregacion proteica

= Inhibicién depésitos
amiloides

= Inhibicién
hiperfosforilacién de Tau

Reduccion estrés oxidativo
+ Captacion ROS y RNS

* Induccion Nrf2

« Quelacion Cu(ll) y Fe(ll)

Yy
Inmunomodulacién
* Reduccidn activacién
leucocitaria y acceso al

Reduccidn excitotoxicidad
+ Modulacién receptores
NMDA
* Reduccién liberacién de
glutamato

. . Inhibicién apoptosis
Estimulacion neurogenesis

* Inhibicién proteina Bad

Figura 6.5. Resumen de los efectos neuroprotectores de los dcidos hidroxicindmicos.

La aplicacidn terapéutica directa de estos compuestos no es viable a causa de su baja
biodisponibilidad, su modesta eficacia en modelos mds complejos y su pobre

permeabilidad a través de la barrera hematoencefélica33!. Sin embargo, la aproximacion

327.5yl, D., Kim, H. S., Lee, D., Joo, S. S., Hwang, K. W., Park, S. Y. Life Sci. 2009, 84, 257.

328 Cui, L., Zhang, Y., Cao, H., Wang, Y., Teng, T., Ma, G., Li, Y., Li, K., Zhang, Y. J. Alzheimer's Dis. 2013, 37,
19-28.

329 | origooini, Z., Nouri, A., Balali-Dehkordi, S., Bijad, E., Dehkordi, S. H., Soltani, A., Amini-Khoei, H. J. Basic
Clin. Physiol. Pharmacol. 2020, 1.

30vabe, T., Hirahara, H., Harada, N., Ito, N., Nagai, T., Sanagi, T., Yamada, H. Neuroscience. 2010, 165,
515.

31Zhang, X., He, X., Chen, Q., Lu, J., Rapposelli, S., Pi, R. Bioorg. Med. Chem. 2018, 26, 543.

286



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

multidiana al tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas no ha ignorado el
prometedor perfil farmacolégico de los acidos hidroxicindmicos, de modo que se
pueden encontrar en la literatura algunos ejemplos de compuestos multidiana en los
que se incorporan este tipo de estructuras en forma de ésteres o amidas para esquivar
algunos de los inconvenientes citados anteriormente331:332.333 |3 combinacion mas
frecuente es con fragmentos inhibidores de la AchE y la BUChE: donepezilo, tacrina, B-
carbazol, dibencilaminas, aminas cuaternarias, etcétera. También se ha recurrido a la
incorporaciéon de estructuras inhibidoras de la agregacion de proteinas como la
curcumina y los segmentos C-terminales del péptido B-amiloide. Otros compuestos
multidiana derivados de los acidos hidroxicinamicos incluyen triptaminas, inhibidores de
la MAO e incluso donadores de dxido nitrico. Los buenos resultados in vitro (y en algunos
casos, in vivo) de estos candidatos anima a seguir explorando el disefio de nuevos

derivados de este tipo para combatir la neurodegeneracion.

6.1.4 Acido a-lipoico

Otro acido organico de origen natural que destaca por su poder antioxidante es el acido
a-lipoico, también conocido como 4cido 1,2-ditiolano-3-pentanoico. Es una molécula de
presencia universal producida por células eucariotas y procariotas, lo que quiere decir
gue su sintesis enddgena convive con su incorporacién a través de la ingesta de
alimentos de origen vegetal y animal. De su estructura quimica hay que destacar que se
trata de una molécula quiral, aunque sélo el enantidmero (R) es natural, mientras que
el acido lipoico que se emplea como suplemento dietético suele estar en forma

racémica33.

(o} (0] (0]
</\7/h\¢/\\/J\0H </\7M“\v/\\/J\OH r/\\(»\//\\/JJ\OH
S-S S-S SH SH

(R)-acido lipoico (S)-acido lipoico (R)-acido dihidrolipoico
(natural) (no natural)

Figura 6.6. Estructura de los dos enantiomeros del dcido lipoico.

332 Ghafary, S., Najafi, Z., Mohammadi-Khanaposhtani, M., Nadri, H., Edraki, N., Ayashi, N., Larijani, B.,
Amini, M., Mahdavi, M. Arch. Pharm. 2018, 351, 1800115.

333 Chainoglou, E., Siskos, A., Pontiki, E., Hadjipavlou-Litina, D. Molecules. 2020, 25, 4958.

334 Shay, K. P., Moreau, R. F., Smith, E. J., Smith, A. R., Hagen, T. M. Biochim. Biophys. Acta Gen. Subj. 2009,
1790, 1149.
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Su sintesis enddgena se verifica en la mitocondria a partir del octanoil-ACP (del inglés
Acyl Carrier Protein), a través de una secuencia de tres pasos que rinde el enantidmero
(R) del acido lipoico en su forma activa, esto es, formando lipoamidas con diversos
residuos conservados de lisina presentes en las enzimas que requieren el concurso del
acido lipoico como grupo prostético. ¢ Cudles son estas enzimas? Por un lado, el sistema
de degradacién de la glicina, que cataliza la descarboxilacion de la glicina acoplada con
la sintesis del 5,10-metilen-tetrahidrofolato, un cofactor importante en la sintesis de
acidos nucleicos. Por otra parte, es esencial para la actividad de cuatro complejos a-
cetoacido deshidrogenasa, a saber: piruvato deshidrogenasa, a-cetoglutarato
deshidrogenasa, 2-oxoadipato deshidrogenasa y la deshidrogenasa de a-cetodcidos de
cadena ramificada. Con la evidencia disponible hasta este momento, parece que sélo el

4cido lipoico enddgeno puede cumplir esta funcién fisioldgica33>.

También existe un aporte dietético de acido lipoico gracias a su presencia en los
alimentos de origen vegetal y animal, si bien no parece que sea suficiente para que
alcance unos niveles plasmaticos o celulares detectables. En cambio, esto si ocurre
cuando se consumen suplementos dietéticos de acido lipoico libre en una dosis
suficiente (mayor de 50 mg), sea en su forma natural o como la mezcla de los dos
enantiomeros3*°. Aunque el organismo no parece capaz de incorporar este acido lipoico
exogeno a las rutas que permiten convertirlo en un grupo prostético, se ha observado

gue tiene una serie de actividades interesantes desde el punto de vista farmacoldgico:

e Tanto el acido lipoico como su forma reducida, el acido dihidrolipoico, atrapan
diversas especies reactivas como los radicales hidroxilo y peroxinitrito, actuando
como terminadores de la cadena de reaccidon radicalaria. No obstante, existen
dudas sobre la relevancia in vivo de esta actividad, al no existir la seguridad de
gue las concentraciones y el tiempo de permanencia de estos compuestos en el
citosol sean suficientes, teniendo en cuenta que este efecto del acido lipoico sélo

se ha observado a tiempos de incubacion largos33®.

35 Higdon J. Lipoic acid, 2002. Oregon State University. https://Ipi.oregonstate.edu/mic/dietary-
factors/lipoic-acid.
336 Smith, A. R., Shenvi, S. V., Widlansky, M., Suh, J. H., Hagen, T. M. Curr. Med. Chem. 2004, 11, 1135.
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Asimismo, el acido dihidrolipoico es un potente agente reductor capaz de
regenerar la forma activa de varios antioxidantes fisioldgicos, entre los que se
encuentran la vitamina C, la coenzima Qio y el glutation. Sobre su eficacia real se
ciernen las mismas incertidumbres que en el caso anterior3%,

Mejor establecida esta la capacidad de ambos acidos para quelar iones Fe(ll) y
Cu(Il), tanto in vitro como in vivo33®,

La actividad antioxidante del acido lipoico se ve reforzada por su condicidn de
inductor del factor de transcripcion Nrf2337. En primer lugar, el propio puente
disulfuro intramolecular presente en su estructura puede oxidar los residuos de
cisteina de Keap-1 encargados de controlar la unién a Nrf2, o incluso el acido
lipoico puede formar disulfuros mixtos con Keap-1, permitiendo la liberacién de
Nrf2 o incapacitando a Keap-1 para secuestrar el Nrf2 sintetizado de novo.
Curiosamente, se atribuye al acido lipoico un moderado efecto pro-oxidante a
tiempos cortos de incubacién que podria ser consecuencia de la reactividad de
su grupo disulfuro, de su actividad desacoplante en la mitocondria y de la
induccién de la enzima NADPH oxidasa 338. De este modo, estimularia la
activacion de mecanismos antioxidantes en la célula, entre los que se encuentra
la via Nrf2/ARE. Asimismo, el acido lipoico es capaz de activar las vias PI3K/Akt y
ERK, lo que podrian constituir mecanismos adicionales de activacién de Nrf23%,
El 4cido lipoico también ha demostrado propiedades inmunomoduladoras, ya
gue evita la traslocacion del factor de transcripcion NF-kB al nucleo a través de
la inhibicidn de la quinasa IKK-B33>,

Se ha constatado la capacidad in vitro de las dos especies, acido lipoico y
dihidrolipoico, para impedir la formacién de fibrillas de péptido B-amiloide y
desestabilizar las ya formadas3%.

Ademas de su funcion fisiolégica esencial como cofactor de varias enzimas

fundamentales para el mantenimiento de la actividad mitocondrial, el acido

337 Koriyama, Y., Nakayama, Y., Matsugo, S., Kato, S. Brain Res. 2013, 1499, 145.

338 Dicter, N., Madar, Z., Tirosh, O. J. Nutr. 2002, 132, 3001.

333 Molz, P., Schréder, N. Front. Pharmacol. 2017, 8, 849

340 Ono, K., Hirohata, M., Yamada, M. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2006, 341, 1046.
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lipoico también promueve, a través de la estimulacién de la AMP quinasa, la
actividad del factor de transcripcion PGC-1a, que como ya se ha mencionado
anteriormente es un importante promotor de la biogénesis y actividad
mitocondrial34!.

e El acido lipoico ejerce un efecto positivo sobre la plasticidad neuronal al
estimular el crecimiento de neuritas, mediante la activacién de la quinasa ERK.
Al parecer, la capacidad del acido lipoico para inducir una produccién moderada

de ROS seria clave para la activacion de este mecanismo3+2,

Numerosos estudios in vivo en modelos de neurodegeneracion y envejecimiento han
corroborado el potencial del 4cido lipoico para frenar el deterioro cognitivo y funcional
asociado a estos procesos, a través de los mecanismos sefialados anteriormente33°,
Estos resultados positivos han allanado la entrada del acido lipoico en la fase clinica de

desarrollo, si bien la informacion disponible hoy en dia es escasa.

Reduccién estrés oxidativo

+ Captacion ROS y RNS

* Regeneracién
antioxidantes fisiologicos

* Induccién Nrf2

= Quelacién Cu(ll} y Fe(ll)

Agregacion proteica ”
e P Inmunomodulacién

* Inhibicion NF-kB

* Inhibicién depdsitos
amiloides

Proteccion funcién mitocondrial

+ Cofactor esencial para
enzimas mitocondriales

* Estimulacién de PGC-1a

Plasticidad neuronal
* Estimulacion crecimiento
de neuritas

Figura 6.7. Efectos neuroprotectores mds relevantes de los dcidos lipoico y dihidrolipoico.

En cuanto a la seguridad, ha demostrado un perfil adecuado en pacientes de la

enfermedad de Alzheimer y de la paradlisis supranuclear progresiva. El equipo del doctor

341 Wang, Y., Li, X., Guo, Y., Chan, L., Guan, X. Metabolism. 2010, 59, 967.
342 Wang, X., Wang, Z., Yao, V., Li, J., Zhang, X., Li, C., Cheng, Y., Ding, G., Liu, L., Ding, Z. Biochim. Biophys.
Acta Mol. Cell Res. 2011, 1813, 827.
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Minch publicé dos ensayos clinicos de fase | y Il en los que la adicion del acido lipoico al
tratamiento habitual con inhibidores de la acetilcolinesterasa en enfermos de Alzheimer
frenaba significativamente el deterioro cognitivo respecto a la evolucidn tipica de estos
pacientes en un periodo de hasta cuatro afos, si bien el hecho de que los ensayos no
fueran aleatorizados y carecieran de un control tratado con placebo invita a leer los
resultados con precaucion33:3%_ Por su parte, otro ensayo de fase Il arroj6 como
resultado que el tratamiento combinado de pacientes de la enfermedad de Alzheimer
con 4cido lipoico y dacidos grasos w-3 ralentizaba significativamente el deterioro
cognitivo y funcional durante un periodo de un afio respecto a los pacientes tratados

con placebo o sélo con los 4cidos grasos w-334°.

El acido lipoico es otro ejemplo de molécula integrada en el disefio de ligandos
multidiana contra la neurodegeneracién, cominmente en forma de lipoamidas. En la
literatura se encuentran hibridos del &cido lipoico con inhibidores de la
acetilcolinesterasa3#® (tacrina, rivastigmina y N-bencilpiperidina, entre otros), acidos
fendlicos 347, con un aza-derivado del CGP-37157 (antagonista del intercambiador
mitocondrial de sodio y calcio NCX)?® y con fasudil (inhibidor de la ROCK, una quinasa
implicada en procesos de degeneracidn neuronal)3*8, por destacar algunos ejemplos. Los
resultados de los ensayos in vitro permiten, como en el caso de los 4cidos
hidroxicinamicos, bendecir el uso del acido lipoico en la concepcidn de nuevos ligandos

multidiana como fragmento antioxidante y neuroprotector.

343 Hager, K., Marahrens, A., Kenklies, M., Riederer, P., Miinch, G. Arch. Gerontol. Geriatr. 2001, 32, 275.
344 Hager, K., Kenklies, M., McAfoose, J., Engel, J., Miinch, G. Neuropsychiatric Disorders An Integrative
Approach; Springer, 2007.

345 Shinto, L., Quinn, J., Montine, T., Dodge, H. H., Woodward, W., Baldauf-Wagner, S., Waichunas, D.,
Bumgarner, L., Bourdette, D., Silbert, L., Kaye, J. J. Alzheimer's Dis. 2014, 38, 111.

346 Rosini, M., Simoni, E., Bartolini, M., Tarozzi, A., Matera, R., Milelli, A., Hrelia, P., Andrisano, V.,
Bolognesi, M. L., Melchiorre, C. Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 5435.

347 pagoni, A., Marinelli, L., Di Stefano, A., Ciulla, M., Turkez, H., Mardinoglu, A., Vassiliou, S., Cacciatore,
l. Eur. J. Med. Chem. 2020, 186, 111880.

348 Chen, M., Liu, Q., Liu, A., Tan, M., Xie, Z., Uri, A., Chen, Z., Huang, G., Sun, Y., Ge, H., Liu, P., Li, M., Li,
X., Wen, S., Pi, R. RSC Adv. 2014, 4, 37266.
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6.2 Diseno de tres familias de ligandos multidiana
derivados de citisina.

Teniendo en cuenta la vasta evidencia cientifica expuesta de manera sucinta en el
apartado precedente, se planteé el disefio y sintesis de tres nuevas familias de ligandos
multidiana con una potencial actividad neuroprotectora. El disefio de estos nuevos
compuestos tiene en cuenta todo el trabajo previo realizado en nuestro grupo en torno
al disefo de estructuras analogas de citisina con actividad sobre receptores nicotinicos
de los subtipos auf2 y az, y trata de producir un efecto sinérgico combinandolas con los

fragmentos derivados de melatonina, acidos hidroxicinamicos y acido lipoico.

La primera familia estd compuesta por un fragmento de triptamina enlazado
directamente a un nucleo de metanodibenzoazocina, que constituiria un deaza-andlogo
de la citisina y de los compuestos descritos en el capitulo 5 de esta tesis doctoral. La
posicién 5 de la triptamina puede estar no sustituida, sustituida con un grupo metoxilo
(como la melatonina) o con un grupo hidroxilo (como la serotonina). Ademas, el disefio
prevé la union de la triptamina con el resto del ligando a través de un enlace amida, a
imitacién de la amina primaria acetilada que presenta la melatonina. Esta caracteristica
es importante para mantener la actividad captadora de radicales libres de este
fragmento y para permitir la formacidn ulterior de los metabolitos que componen la
cascada antioxidante de la melatonina®®®. Del fragmento andlogo de citisina hay que
destacar, por encima de todo, la supresién del nitrogeno basico del anillo de diazocina,
sustituido por una cadena lateral por donde se une la triptamina a través de una amida
o,B-insaturada. Por un lado, la presencia de este motivo estructural aceptor de Michael
tiene como objetivo el aumento de la potencia inductora de Nrf2 de la molécula. Por
otro lado, la pérdida del nitrégeno basico puede comprometer la interaccién de estos
compuestos con los receptores nicotinicos de acetilcolina, si bien no se puede emitir
sentencia sobre este particular a falta de resultados que determinen inequivocamente
la naturaleza de la interaccion entre este tipo de estructuras y su diana. Otras variantes
introducidas, como la reduccion del doble enlace en a a la amida o la metilacion del
nitrogeno del anillo de tetrahidroquinolina, permiten ampliar la informacién sobre la

relacion estructura-actividad de esta nueva familia. La disposicion tridimensional de
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estos ligandos deberia exhibir una notable similitud con la adoptada por la citisina y los

derivados de metanobenzodiazocina descritos en el capitulo anterior.

Analogo "deaza" de
citisina:

- Antioxidante

- Modulador nicotinico
- Inductor de Nrf2
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Figura 6.8. Disefio de la familia A de compuestos multidiana. Disposicion tridimensional.

La segunda familia tiene en comun con la primera su composicidon: un fragmento
andlogo de citisina y una triptamina. En relacién con la triptamina, se mantienen
vigentes las consideraciones tenidas en cuenta para la primera familia: unién con el
resto de la molécula mediante un enlace amida, y mismas variaciones sobre la posicién
5 para explorar la relacion estructura-actividad. En cambio, el fragmento andlogo de
citisina resulta mas ortodoxo, ya que consiste en un nucleo de metanobenzodiazocina
gue presenta el nitrogeno bdsico candnico para la interaccion con los receptores
nicotinicos. Un grupo espaciador permite la conexion entre el grupo amino primario de

la triptamina y la amina aromatica que forma parte del nucleo diazabiciclico.

excitotoxicidad

Analogo
diazabiciclico de
citisina:

) - Antioxidante
Anélogo de - Modulador
melatonina: PP
- Captador de nicotinico

radicales - Inductor de Nrf2
- Neuroprotector
- Inductor de Nrf2 o
- Antiagregante de \ HN 2
proteinas HN
- Antinflamatorio Ry A\
- Reductor N
H
Familia B

La funcién amida en
esta posicion es
esencial para la
accion antioxidante
de la melatonina

Figura 6.9. Disefio de la familia B de compuestos multidiana. Disposicion tridimensional.

En los compuestos de la tercera familia se enlazan directamente diversos acidos
cinamicos o el acido lipoico con el mismo nucleo de metanobenzodiazocina empleado

para construir los ligandos de la segunda familia, a través de un enlace amida que no
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parece resultar perjudicial para la actividad de estos acidos, a tenor de los resultados
obtenidos con otros ligandos multidiana construidos de la misma forma3*°. Para cada
uno de los acidos cindmicos seleccionados se han sintetizado dos derivados: uno que
mantiene el fragmento de la amida a,B-insaturada, y otro que no presenta este doble
enlace. Aunque a simple vista la supresion de esta insaturacién podria comprometer la
capacidad inductora de Nrf2, algunos trabajos ain no publicados realizados en nuestro
grupo de investigacién ponen en duda este temor, de modo que se ha preferido
sintetizar ambas posibilidades para estudiarlas posteriormente. En cuanto al acido
lipoico, para esta primera prueba de concepto se ha preferido usar el compuesto
racémico.

Cinamida:

- Captadora de
radicales

- Inductora Nrf2

- Antiagregante de
proteinas

. . Analogo
- Antiinflamatoria - diazabiciclico de
- Reductora e s L
3 . citisina:
excitotoxicidad - Antioxidante
- Modulador o
nicotinico
. . - Inductor de Nrf2
Lipoamida: —_— 74
- Captadora de - Neuroprotector
radicales

- Inductora Nrf2
- Antiagregante de

proteinas HO OH
- Antiinflamatoria

Figura 6.10. Disefio de la familia C de compuestos multidiana. Disposicion tridimensional.

En el caso de las familias B y C, se prevé la obtencion del nucleo de
metanobenzodiazocina en forma de mezcla racémica en esta primera fase del proyecto
para, a través de una sintesis mas o menos rapida, poder obtener una quimioteca cuya
evaluacién farmacoldgica permita entender algunas claves de la relacién estructura-
actividad. Una vez se lleve a cabo este analisis, seria preceptivo intentar la obtencion de
los derivados mas prometedores en su forma enantiopura®’®, lo que permitiria extraer
mas informacidén sobre la actividad de estos compuestos y el mecanismo de interaccién

con su diana.

349 Chai, T., Zhao, X. B., Wang, W. F., Qiang, Y., Zhang, X. Y., Yang, J. L. Molecules. 2018, 23, 2663.
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6.3 Sintesis de derivados hibridos de
metanodibenzoazocina-melatonina (familia A)

La sintesis de la primera familia de ligandos multidiana comenzé con la condensacion de
2-bromobenzaldehido y p-anisidina para generar con rendimiento cuantitativo la
arilimina 8a, requerida como dieno para la subsecuente reaccién de Povarov. La
reacciéon de Povarov entre 8a y la hidrazona 2a, cuya obtencién se describié en el
capitulo 3, en presencia de un 10% de InClz permitié obtener la tetrahidroquinolina 10a
con un rendimiento del 38%, mucho mds bajo de lo deseable si se tiene en cuenta que
se trata del segundo paso de una ruta sintética que se alarga hasta los siete u ocho,

erigiéndose como su principal obstaculo.

o
)b Na,SO, anhidro -~ Br InCl; (10%)
s
CH2<:|2 t.a., 45 min N/\© CH4CN, ta, 3 h

8a (cuant.)

Esquema 6.3. Sintesis secuencial de la arilimina 8a y la hidrazona 10a. Productos secundarios de la reaccion de
Povarov.

Como ya se explicé en el capitulo 3, la sintesis de 2-ariltetrahidroquinolinas a través de
la reaccion de Povarov aza-viniloga suele venir acompafnada de la formacidn de varios
productos secundarios. En el caso de la reaccidon que nos ocupa, 10a no se forma con la
habitual preponderancia sobre esos productos, observandose en el crudo de reaccién
una gran cantidad del producto de transiminacion Il y algo del hexahidropirroloindol Iil.
Hay que afiadir también que, aunque la formacion de 2-ariltetrahidroquinolinas por este
método suele proceder de una manera totalmente diastereoselectiva, en este caso se
observé la formacion de una pequefia cantidad del isémero trans . Todo ello explica
gue el rendimiento de esta reaccion de Povarov sea notablemente mas bajo de lo

acostumbrado.
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A continuacidn, se llevo a cabo la hidrdlisis de la hidrazona 10a en condiciones suaves,
utilizando CuCl; en una mezcla de agua y THF?*° para obtener el aldehido 21 con muy
buen rendimiento, gracias a un método que ya habia demostrado su eficacia

anteriormente para este tipo de derivados?°®.

(0]
CuCly' 2H,0 (1,5eq)
_—
THF/H,0 (3:2)
ta,6h

21 (69%)

Esquema 6.4. Sintesis del aldehido 21.

También basdndonos en nuestra experiencia previa, el compuesto 21 fue a su vez
convertido en el éster a,B-insaturado 22 por medio de una reaccion de Horner-
Wadsworth-Emmons, empleando fosfonoacetato de trietilo como reactivo olefinante e
hidruro sédico como base. Afortunadamente, la reaccion también proporciond un
rendimiento muy bueno del producto 22 y una selectividad total en favor del isémero

(E), como suele ser habitual en este tipo de olefinacion.

OEt
o
NaH (3,125eq)  —
—_—

Benceno, reflujo
6h

21 22 (76%)

Esquema 6.5. Obtencion de la olefina 22.

El siguiente paso supone uno de los puntos clave de esta ruta sintética, pues es aqui
donde se ensambla el esqueleto tetraciclico de las moléculas objetivo. Concretamente,
se proyectd llevar a cabo una reaccién de Heck intramolecular para convertir 22 en el
tetraciclo 23, gracias a que el compuesto 22 dispone de un grupo vinilo y de un haluro
aromatico a la distancia adecuada para poder formar un nuevo ciclo de seis atomos de
carbono mediante una reaccidn de acoplamiento carbono-carbono. Las primeras
pruebas se realizaron en presencia de acetato de paladio o cloruro de paladio en
condiciones térmicas empleando distintos disolventes (DMF, N-metil-2-pirrolidona y

tolueno, entradas 1-4, tabla 6.3), pero condujeron sélo a la recuperacion del producto

350 Mino, T., Fukui, S., Yamashita, M. J. Org. Chem. 1997, 62, 734.
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de partida. Posteriormente, se ensayd un procedimiento publicado por Allam y Singh3>!
que comprende la catdlisis por el complejo Pd(L-prolina). (obtenido cuantitativamente
haciendo reaccionar acetato de paladio con L-prolina en presencia de trietilamina) y la
irradiacion con microondas. El primer intento, en el que se efectud la reaccién en agua
y en presencia de un catalizador de transferencia de fase como describe el trabajo
original, permitid por vez primera aislar 23, aunque con un rendimiento muy bajo
(entrada 5) que no pudo ser mejorado con la sustitucion del agua por metanol como
disolvente de la reaccién (entrada 6). En vista de este resultado, se pensé que quiza el
proceso requeria unas condiciones de reaccién mas enérgicas que las ensayadas hasta
el momento, debido a la tension estructural necesaria para la consecucién del
acoplamiento intramolecular. Esta suposicion llevé a probar la reaccion en un tubo
sellado a 140 °C usando acetato de paladio como catalizador y acetonitrilo como
disolvente, unas condiciones que tras 48 horas de reaccidén permitieron la formacién de
23 con un rendimiento del 33% (entrada 7). Este resultado llevd a explorar la posibilidad
de emplear la irradiacién con microondas para intentar acortar el tiempo de reaccion,
expectativa que se vio confirmada por el aumento del rendimiento del proceso hasta el
67% tras sélo una hora de reaccion (entrada 8). Después se ensayaron otros disolventes
polares bajo estas nuevas condiciones (entradas 9-12), pero ninguno consiguié mejorar
los resultados proporcionados por el acetonitrilo. Sin embargo, la sustitucidn del acetato
de paladio por Pd;(dba)s si que permitié elevar el rendimiento de 23 hasta el 76%
(entrada 13), observandose finalmente que un acortamiento del tiempo de reaccién a
la mitad también motivaba una moderada pérdida de rendimiento (entrada 14). Este
acoplamiento rinde sélo uno de los isémeros geométricos del alqueno, que se identificd
como el isémero (E) mediante un experimento de 2D-NOESY gracias a la observacién de
un acoplamiento espacial entre el protdn vinilico y el protéon aromatico situado en la

posicién 17 del tetraciclo, como se muestra en la figura 6.11.

351 Allam, B. K., Singh, K. N. Synthesis. 2011, 7, 1125.
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Pdy(dba); (0,1 eq)

PPh; Et;N
CH,CN
MW 140°C, 1 h
22 23 (76%)
. . . Rto.
Ent. Catalizador Ligando | Base Disolvente T (°C) t(h) (%)
1 Pd(AcO), (0,1 eq) PPh; EtsN DMF 120 48 -
2 Pd(AcO), (0,1 eq) PPhs EtsN NMP 100 48 -
3 Pd(AcO), (0,1 eq) PPhs EtsN Tolueno 110 16 -
4 PdCl; (0,1 eq) PPhs EtsN DMF 120 48 Trazas
5 Pd(L-Pro); (0,1 eq) - AcONa | H,O (TEBAC) | 160 (MW) | 1,25 12
6 Pd(L-Pro); (0,1 eq) - AcONa Metanol 130 (MW) 1 -
7 Pd(Ac0); (0,1 eq) PPhs; EtsN CHsCN 140 (t.sel.) | 48 33
8 | Pd(AcO), (0,1 eq) PPh; | EtN CH3CN 140 (MW) | 1 67
9 | Pd(AcO), (0,1 eq) PPh; | EtN DMF 140 (MW) | 1,5 32
10 Pd(Ac0O). (0,1 eq) PPhs EtsN Tolueno 130 (MW) 1 10
11 | Pd(AcO), (0,1 eq) PPh; | EtN THF 140 (MW) | 1 51
12 Pd(AcO), (0,1 eq) PPhs EtsN Dioxano 140 (MW) 1 Trazas
13 | Pd,(dba)s (0,1 eq) PPhs EtsN CH5CN 140 (MW) | 1 76
14 Pd(dba); (0,1 eq) PPh; EtsN CHsCN 140 (MW) | 0,5 59

Esquema 6.6. Sintesis del tetraciclo 23.
Tabla 6.3. Optimizacion de la reaccion de Heck intramolecular.

Figura 6.11. Justificacion de la isomeria de 23 a través de un experimento NOESY 2D.

La existencia de algunos métodos 3°? que permiten obtener amidas haciendo reaccionar
una amina con un éster nos animd a probar directamente la reaccidn de la triptamina
con 23, buscando omitir el paso intermedio de hidrélisis que alargaria ain mas la ruta
sintética. En la tabla 6.4 se recogen los distintos intentos que se llevaron a cabo para la
formacién directa de la amida, que no dieron su fruto a pesar de la diversidad de
condiciones ensayadas: adicién de bases o acidos de Lewis, temperaturas elevadas e
incluso irradiacidon con microondas. Generalmente, sélo se constaté la recuperacién de

los productos de partida, o como mucho la hidrdlisis del éster.

352 3) Chojnacki, J. E., Liu, K., Yan, X., Toldo, S., Selden, T., Estrada, M., Rodriguez-Franco, M. I., Halquist,
M. S., Ye, D., Zhang, S. ACS Chem. Neurosci. 2014, 5, 690. b) Morimoto, H., Fujiwara, R., Shimizu, Y.,
Morisaki, K., Ohshima, T. Org. Lett. 2014, 16, 2018.
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NH,
+ N\
N
H
Reactivo Disolvente T(°C) t (h) Producto
‘BuOK THF seco 25 6 Prod. partida
'‘BuOK THF seco 66 2 (2)-acido
AICI;/EtsN CHsCN 25 —reflujo (82) 18 Prod. partida
- Xileno Reflujo (139) 24 Prod. partida
Prod. Partida +
InCl Xil Reflujo (1 24
nCl; ileno eflujo (139) (2)-cido
- Xileno 160 (MW) 0,5 Prod. partida
InCls Xileno 160 (MW) 0,5 Prod. partida

Esquema 6.7. Intento de reaccion entre la triptamina y el éster 23.
Tabla 6.4. Resumen de los intentos de formacion de la amida 25a.

En vista de la imposibilidad de encontrar un atajo hacia los productos finales, nos
resignamos a seguir la ruta mas ortodoxa, que pasaba por la hidrélisis del éster. Esta se
consiguié sin mayores problemas disolviendo 23 en una solucién etandlica de NaOH 5
M, que fue calentada a reflujo durante toda la noche para obtener los dcidos 24ay 24b
con un buen rendimiento del 77%. Ademas, se observd que esta hidrolisis alcalina
provocaba una isomerizacién parcial del éster de partida, de modo que rendia el
producto como una mezcla de los isGmeros Zy E en una proporcién de 0,75:1. Aunque
en un primer momento pudiera parecer un inconveniente fastidioso, se valord la
posibilidad inesperada de obtener los productos finales a partir de los dos posibles
isdmeros geométricos, de modo que se adoptaron estas condiciones de hidrdlisis. Si
bien se comprobd que era posible su separacién cromatografica, ésta resultaba
verdaderamente dificultosa y acababa por causar una degradacién parcial de los
productos, por lo que en aras de una mayor practicidad se decidié emplear la mezcla de
ambos acidos en las reacciones siguientes, esperando una separacion mas facil de los

productos finales en los casos en los que aun existiese dicha mezcla diastereomérica.
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NaOH 5 M 0
—_—
+
EtOH
Reflujo, 16 h
24 (17%)
Z/E=0.751

Esquema 6.8. Hidrdlisis de 23 para obtener el dcido 24 en forma de una mezcla de isémeros.

Desde aqui, la ruta sintética se divide en dos caminos distintos con el objetivo de generar
cierta diversidad estructural en los productos finales. Por un lado, se llevé a cabo la
reaccion de la mezcla de 24a y 24b con las tres triptaminas seleccionadas utilizando
reactivos de acoplamiento peptidico, concretamente 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) y 1-hidroxi-7-azabentriazol (HOAt). La reaccion,
realizada en THF seco a reflujo y en presencia de trietilamina, permitio la obtencién de
los productos finales 25a-f con rendimientos moderados. Afortunadamente, la
expectativa de poder separar los isémeros Z y E tras este ultimo paso de reaccidn se
cumplié, pero la dificultad para separarlos entre si y de otros subproductos
probablemente derivados de los reactivos de acoplamiento convirtio la purificacién en
un proceso realmente farragoso, con columnas cromatograficas muy largas y
requiriendo en algunos casos una separacion adicional mediante placas de capa

preparativa para obtener los productos con el grado de pureza requerido.

R R

EDCI, HOAt, Et;N

THF seco, reflujo

6h
25a:R;=H  21% 25b:Ry=H  29%
25¢: R;=OMe 22% 25d: R;=OMe 30%
25e: R;=OH 24% 25f: R;=OH  32%

Esquema 6.9. Acoplamiento entre los dcidos 24 y distintos derivados de triptamina para formar las amidas finales
25a-f.

Por otro lado, se decidié sintetizar los derivados sin la insaturacion de la posicién 11,
para evaluar la influencia de la electrofilia de ese fragmento aceptor de Michael en la
actividad farmacoldgica. La reduccion de la mezcla de 24a y 24b mediante una
hidrogenacion catalitica utilizando unas condiciones clasicas, esto es, Pd/C al 10% y

metanol como disolvente a temperatura ambiente, condujo sorprendentemente a la
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formaciéon del compuesto 26b con un sustituyente N-metilo en lugar del derivado
esperado 26a. La explicacion mas plausible para este fenédmeno viene recogida en el
esquema 6.10: el metanol podria oxidarse en presencia del paladio o de trazas de
oxigeno a formaldehido, el cual podria sufrir un ataque por parte del grupo NH del
tetraciclo, para generar 26b a través de una aminacidn reductora. La sustitucién del
metanol por acetato de etilo permitié acceder al producto 26a sin evidencias de esta
reactividad indeseada, mientras que con etanol se observd la etilacion del nitrégeno
libre, hechos ambos que parecen corroborar el mecanismo propuesto. Nuevamente, se
tomé provecho de esta inesperada diversidad en los productos obtenidos, empleando

tanto 26a como 26b para la sintesis de nuevos productos finales.

En ambos casos los rendimientos fueron cuantitativos, por lo que de forma rutinaria se
emplearon los crudos de reacciéon sin purificar para la sintesis de las amidas finales
utilizando las mismas triptaminas y condiciones de reaccidn que se han descrito
anteriormente, logrando la obtencién de los productos 27a-c y 28a-c. En este caso la
purificacion de los compuestos finales resulté mas facil gracias a la inexistencia de una
mezcla de isémeros, aunque los rendimientos en general fueron igualmente modestos

(esquema 6.11).

H,, PdIC (10%)
b bl

AcOEt, t.a.,, 48 h

H,, PdIC (10%)
L =

MeOH, t.a., 48 h

H;C—OH

\< Pd (1)

Esquema 6.10. Hidrogenacidn catalitica conducente a los compuestos 26a-b. Mecanismo de formacion del compuesto
26b.
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R4

27a:R;=H 71%
27b: R,=OMe 41%
27¢: R;=OH  35%

R, NH,
N
N

H

26a EDCI, HOAt, Et;N

—_— NS
THF seco, reflujo
&h 28a:Ri=H 46%
28b: R;=OMe 40%
28c: R;=OH 32%

Esquema 6.11. Obtencion de las amidas 27a-c y 28a-c.

Para terminar, hay que mencionar brevemente una alternativa sintética que se planted
en vista del perjuicio que parecia suponer la presencia de un bromo en la posicién 2 del
benzaldehido de partida para la reaccion de Povarov, cuyo mal rendimiento
condicionaba el desarrollo de la ruta sintética planteada. La propuesta pasaba por
utilizar simplemente benzaldehido para obtener la tetrahidroquinolina I, y luego tratar
de formar el tetraciclo lll mediante la activacion catalitica del enlace C-H adecuado del
anillo aromatico, en lugar de la reaccién de Heck descrita anteriormente3>3. Si bien la
reaccidon de Povarov, la hidrdlisis de la hidrazona y la posterior olefinacién del aldehido
correspondiente transcurrieron con buenos rendimientos, siendo significativa la mejora
en el paso de formacién de la tetrahidroquinolina, los distintos intentos para efectuar la
ciclacion intramolecular a través de una activacién C-H fueron infructuosos, llevando
s6lo a la obtencidn de crudos de reaccién complejos en los que se podian reconocer
algunos productos de oxidacion como Ay B. Entre las causas probables de este fracaso
se pueden citar la inestabilidad de Il bajo las drasticas condiciones de reaccién
ensayadas y la falta de un grupo director adecuado que facilitase y orientase la

activacién del enlace C-H deseado.

33 Jin, W., Wong, W. T., Law, G. L. ChemCatChem. 2014, 6, 1599.
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R o!
NH, 1) Na,S0, anhidro

3) CuCl, - 2H,0

. THF/H,0
CH,Cl, ta., 45min _O ta., Gzh
o ' e
~Na
H N K Eto\P”/o o
2) N Et0”
/& 1(73%) OEt 11 (54% sobre dos pasos)
NaH
Benceno, reflujo

InCl; (10%) 6 h

CH,CN, t.a., 3 h

Catalizador Ligando Oxidante Disolvente | T (°C) (:') Productos
Pd(AcO); (0,1 eq) - Cu(OAc) CHsCN 140 1 A, B
2(U,1€eq 2 3 (MW) ,
1,10- . 140
Pd(AcO), (0,1 eq) fenantrolina p-Benzoquinona CHsCN (MW) 1,5 A B
Pd(AcO), (0,1 eq) . . 25._’ Mezcla
- p-Benzoquinona | Dioxano reflujo 5 .
p-TsOH (1 eq) compleja
(101)
Pd(AcO), (0,1 eq) 1,10- . Reflujo
p-TsOH (1 eq) fenantrolina | P Benzoquinona CHsCN (82) / B
Pd(AcO); (0,1 eq) 1,10- 140
p-TsOH (1 eq) fenantrolina CH5CN (MW) L5 B

Esquema 6.12. Planteamiento sintético para la obtencion del compuesto Ill.
Tabla 6.5. Condiciones ensayadas para la formacion de Ill mediante una activacion C-H.

6.4 Sintesis de derivados hibridos de
metanobenzodiazocina-melatonina (familia B)

La sintesis de la segunda familia de compuestos multidiana, que en este caso incorporan
a su estructura final un fragmento de metanobenzodiazocina y otro de triptamina,
comenzé con la reaccién de acilacién de las triptaminas seleccionadas con cloruro de
cloroacetilo, formandose de manera cuantitativa los productos 29a y 29b. Para obtener
este rendimiento éptimo, se debe tomar la precaucién de afiadir gota a gota el cloruro
de cloroacetilo diluido sobre la suspensién de la triptamina correspondiente y
trietilamina en diclorometano seco a cero grados, después de lo cual se permite a la

mezcla de reaccién alcanzar gradualmente la temperatura ambiente.
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0
C|\)kc|

R, NH, Et;N /

A\ HN HNThC'

N CH,CI, seco
H 0°C—»>ta.
4h 29a: Ry=H  Rto. cuantitativo

29b: R{=OMe Rto. cuantitativo

Esquema 6.13. Acilacion de triptaminas para la obtencion de 29a-b.

A continuacién, se intentd hacer una reaccion de sustitucion nucledfila entre el
compuesto 29a y p-nitroanilina para, tras la posterior reduccién del grupo nitro, obtener
la anilina necesaria para la construccion de la tetrahidroquinolina. Sin embargo, debido

al fuerte efecto desactivante del grupo nitro, la reacciéon SN2 deseada no tuvo lugar.

% _EWNK % Fe/HCI %
HN HN HN — > HN HN

T N, refiujo CH,CN, reflujo
)
29a | 32a

HZN

24 h

Esquema 6.14. Intento fallido para acceder al compuesto 32a a través de I.

Teniendo en cuenta el motivo del fracaso anterior, se optd por partir de la p-
fenilenodiamina, que primero fue monoprotegida con dicarbonato de di-terc-butilo
(Boc20) a cero grados y con un gran exceso de anilina (5:1). La reaccién SN2 entre la p-
fenilenodiamina monoprotegida y los compuestos 29 si llegd a buen puerto,
obteniéndose con buenos rendimientos los productos 31a-b. Resulté importante para
optimizar la eficacia de la reaccidn la seleccién de una base no nucleéfila, observandose
una notable mejora cuando se utilizé diisopropiletilamina (DIPEA) en lugar de
trietilamina.
H;N (Boc)zo (0,2eq) H2N
NH, CHZCIZ seco \©\ )<
0°C,3h
30 (75%)

CH3CN reflujo
16 h

29a-b 31a:R=H  76%
31b: R;=OMe 78%

Esquema 6.15. Obtencion de las anilinas protegidas 31a-b.
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La desproteccion de los compuestos 31a y 31b requirié un pequefio cribado de
condiciones (tabla 6.6), pues el intento inicial en acido trifluoroacético no dio el
resultado esperado. Se comprobd que el empleo de una mezcla de TFA/CH,Cl> (1:3) a

cero grados permitia la obtencidn de las anilinas 32a-b con rendimientos muy elevados.

R4

H _ NH,
N\n/oj< TFAICH,CI, (1:3) ] @/
HN—  HN
- HNTﬁ"Q/ o 0°C, 2h TN
H

o
o
32a:Ri=H 94%
31a-b 322: R11=0Me 81%
Reactivo Disolvente T (°C) t (h) Rendimiento (%)
- TFA 0 2 24
3 CH,Cl, 25 5 -
Tiofenol TFA/CHCl; (1:3) 0 2 Cuantitativo
- TFA/CH,Cl, (1:3) 0 2 94

Esquema 6.16. Sintesis de las anilinas 32a-b.
Tabla 6.6. Optimizacion del paso de desproteccion.

La formacién de la a-cetoimina necesaria para llevar a cabo la reaccién de Povarov, a
través de la condensacion de 32a-b con el comercialmente disponible monohidrato de
fenilglioxal, requirié una variacién de las condiciones habituales, esto es, diclorometano
como disolvente y a temperatura ambiente. Se comprobd primero que la solubilidad de
32a en diclorometano era bastante pobre, por lo que se decidié realizar la reaccién en
metanol. Después se vio que a temperatura ambiente la condensacidon no progresaba
adecuadamente, un obstaculo que se consiguid sortear calentando a reflujo la mezcla
de reaccién. Asi, se logré la obtencion de las iminas 33a-b con un rendimiento
cuantitativo que permitia el uso de los crudos de reaccién directamente en el siguiente

paso.

[0}

R HO%
1
OH o
HN
] /@/NHZ Na,S0, anhidro R1\©\/C\HNJ\/
N\ >
HN HN N
N MeOH fluj
\H/\H eOH seco, reflujo

N
[0} 2h H o

32a-b 33a:R=H Rto. cuantitativo
33b: R{=OMe Rto. cuantitativo

Esquema 6.17. Formacion de las a-cetoiminas 33a-b.
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La reacciéon de Povarov de 33a-b con la hidrazona 2a, conducente al aislamiento de las
tetrahidroquinolinas 34a-b, preciso el ajuste de la cantidad de catalizador, puesto que
la prueba inicial usando tricloruro de indio al 10% condujo a la obtencién de 34a con
s6lo un 42% de rendimiento, que consiguié mejorarse hasta el 68% cuando se aumento
la cantidad de InCls hasta un 40%. Probablemente la mayor voluminosidad de la imina
de partida y el menor cardcter electrodonador de la sustitucion sobre el anillo aromatico
de la anilina motivaran una reactividad mas limitada respecto a lo observado
habitualmente en este proceso. También merece la pena destacar que la
diastereoselectividad del proceso, con una proporcion cis:trans 78:22 en ambos casos,
se mantuvo en los margenes habituales a pesar de las dificultades mencionadas, lo cual
es una buena noticia pues sdlo el diastereoisdmero cis exhibe la disposicion estructural
necesaria para la obtencion del producto final deseado.

~N-

|
_N

|
0 e 0 N
f =N
R HNJK/HN Ry HNJ\/HN
{ P InCly (40%) {
N N CH;CN, t.a. 4 h N N
N o 3CN, t.a. N H o

33a-b 34a:Ry=H  68%, cis:trans= 78:22

34b: Ry=OMe 54%, cis:trans=78:22

Esquema 6.18. Reaccion de Povarov para la obtencion de las tetrahidroquinolinas 34a-b.

Finalmente, el tratamiento de los derivados 34a-b con un exceso de cianoborohidruro
sddico, en una solucién de HCl acuoso en metanol con un pH ligeramente acido y a
temperatura ambiente, permitié la preparacién de los ligandos multidiana finales 35a 'y
35b con rendimientos moderados y en forma de un Unico diastereoisémero. Esta
ciclacion reductora intramolecular se basa en el mismo proceso domind que ya se ha
descrito varias veces a lo largo de esta tesis: la hidrazona inicial se reduce
guimioselectivamente a la hidracina |, tras lo cual se produce una condensacién
intramolecular que da lugar al intermedio Il. La deshidratacion del hemiaminal resulta
en la formacion de lll, que a su vez se reduce al producto final 35 por accidon de un
segundo equivalente de hidruro, que entra por la cara superior de la molécula al ser la

menos impedida (esquema 6.19).

Como en el caso de la familia A, la intencion original era obtener tres ligandos multidiana

qgue divergiesen en el fragmento de triptamina, un objetivo que no se cumplié para la 5-
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hidroxitriptamina, si bien las numerosas variantes requeridas en su finalmente fallida
ruta sintética merecen una breve mencién.

\
N

(o] —n-N o
R, HNK“N O 2 O NaCNBH; (4,5eq) R, HN)K/HN
it
A\
) N HCI/MeOH pH=5
N : H

fo) ta,2h H
34a-b 35a: Ry=H  58%
35b: Ry=OMe 50%

NH Ataque por la
HN cara menos
! impedida

Esquema 6.19. Obtencion de los compuestos finales 35a-b. Mecanismo de la ciclacion reductora intramolecular.

En primer lugar, se observé que la reaccion de acilacién de la 5-hidroxitriptamina con
cloruro de cloroacetilo no daba resultado alguno, un problema que se consiguio superar
empleando anhidrido cloroacético como reactivo acilante para obtener | con un
rendimiento del 58%. La reaccion de SN2 entre | y la anilina 30 rindidé el compuesto I,
para cuya desproteccién hubo que endurecer sustancialmente las condiciones
optimizadas para los derivados 32a-b puesto que en éstas apenas se apreciaba
liberacion de la amina. Finalmente, se consiguié una buena conversién en una mezcla
de THF/CH,Cl,/MeOH 3:3:1 (el metanol permitio solucionar los problemas de solubilidad
que también presentaba Il) a temperatura ambiente durante 24 horas. Aqui vino el
siguiente problema: la elevada hidrosolubilidad de Il impedia llevar a cabo un
tratamiento acuoso basico del producto para liberarlo de su sal trifluoroacética, lo que
obligd a tratar de hacerlo reaccionar directamente con el monohidrato de fenilglioxal en

presencia de DIPEA para intentar disociar la sal in situ y poder formar la a-cetoimina IV.
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El éxito de esta estrategia fue relativo, pues se consiguié una conversion aproximada del
70% pero el crudo de reaccidn carecia de la limpieza aconsejable para ser empleado tal
cual en la reaccion de Povarov. Aun asi, se hizo un intento usando como diendfilo
nuevamente la hidrazona 2a, obteniendo la tetrahidroquinolina V en un rendimiento
cercano al 50%. Los problemas de solubilidad y las dificultades encontradas durante la
purificaciéon impidieron el aislamiento del producto puro, pero se decidid intentar la
ciclacion reductora con NaCNBHs. Si bien se observd la formacion del compuesto final
VI, su purificacion fue imposible a pesar de los numerosos intentos por columna
cromatografica y por placa de capa preparativa que se llevaron a cabo. La alta
proporcién de impurezas en el crudo de reacciéon, sumado a su bajo rendimiento y los
problemas de solubilidad impidieron sumar este producto a los otros dos ligandos
multidiana de la familia B ya obtenidos. También se intenté una reaccidén SN2 entre el
compuesto | y la anilina 37, que constituye el fragmento diazabiciclico construido por
separado y cuya sintesis se detallard en el siguiente apartado, mas el resultado fue el

mismo.

Al no haber conseguido alcanzar la sintesis del producto final, no se incluye la

descripcién de los compuestos de esta ruta en la parte experimental de este capitulo.

HO NH,
A\
N
H

C|\)i LCI ‘ CH,Cl, seco

0 °C~>t a.
Et3N 30

Q% .
_DIPEAKI Q}G /©/ TFAICH,CI, (1:3) Q}&
HN HN

CH;CN, reflujo 0°C,2h
16 h 111 (84%)
1(58%) 11 (60%)

HO
" ‘ Na,SO,4 anhidro, DIPEA
. _N 280,
NH, NS OH MeOH seco, reflujo, 2 h
O DIPEA, KI
N O CH4CN, reflujo, 16 h SN

H

N
37 /
)K/HN HN)K/HN HNJK/”N
HO HN NaCNBH:, InCI; (40%) !
HCIIItVIan;I:H =5 o
V (50%) IV (60%)

VI (aprox. 20%, no aislado)

Esquema 6.20. Intentos fallidos de obtencion del compuesto VI.
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6.5 Sintesis de derivados hibridos de
metanobenzodiazocina-acidos cinamicos/acido
lipoico (familia C)

La sintesis de la familia C de compuestos multidiana presenta la particularidad de
haberse completado siguiendo un orden totalmente contrario al que preveia el disefio
original de la ruta sintética. El plan inicial contemplaba, en primer lugar, la unién de los
distintos acidos con la p-fenilenodiamina monoprotegida mediante quimica de
péptidos. En la tabla 6.7 se recogen los distintos intentos efectuados, utilizando el 4cido
cafeico: inicialmente, el uso de EDCI en presencia o ausencia de HOAt con distintas
bases, disolventes y temperaturas arrojé rendimientos muy modestos, inaceptables
teniendo en cuenta que se trataba del primer paso de la ruta de sintesis. Se explord
también la posibilidad de convertir el cido cafeico en su cloruro para después hacer una
sencilla acilacion, pero el tratamiento del acido cafeico con cloruro de tionilo no
proporciond el producto esperado. Finalmente se observd que el empleo de DCC,
aparentemente una carbodiimida mas rudimentaria, permitia la obtencion de la con un

rendimiento del 96% cuando la reaccién se efectuaba a 100 °C en el microondas y en

H,N
O K
N)J\O
H
R DCC R, ~
THF
‘. o g, LAk

100 °C (MW), 1 h

THF seco.

la (R;=OH, R,=OH)  96%
Ib (R;=OMe, R,=OH) 97%

Reactivos Disolvente T (°C) t (h) Rendimiento (%)
EDC-HCI, EtsN THF seco Reflujo (66) 7 17
EDC-HCI, HOAt, EtsN THF seco Reflujo (66) 120 27
EDC-HCI, EtsN THF seco 100 (MW) 0,75 42
EDC-HCI, DIPEA THF seco 100 (MW) 1 41
SOCl,, DMF CH,Cl; seco 75 24 -
DCC THF seco 100 (MW) 1 96

Esquema 6.21. Acoplamiento mediado por DCC conducente a la obtencion de la-b.
Tabla 6.7. Optimizacién del paso de formacion de la amida.

El Unico inconveniente de este método reside en la dificultad para separar el producto

deseado de la diciclohexilurea que se forma como subproducto del acoplamiento.
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La desproteccidn de la en una mezcla de THF/CH,Cl, a temperatura ambiente funciond
igualmente bien, pero las expectativas se vinieron abajo en el siguiente paso, que
comprendia la reaccion de la anilina libre lla con el monohidrato de fenilglioxal para
formar la a-cetoimina llla. A pesar de las numerosas y variadas condiciones ensayadas,
recogidas en la tabla 6.8, no se pudo obtener la cetoimina buscada. De hecho, en algunos
de los casos se observé por RMN como la imina se empezaba a formar y luego parecia
revertirse el proceso, lo que parece apuntar a una gran inestabilidad de este tipo de

iminas como la causa del fracaso.

o]

OH
o ©)\O(H o)
:Q/VLNH o TFA/CHzmz (1:1) :@NL Na,S0, anhidro R1j©/\)J\NH
O\Nk ta, 2 h \©\ MeOH seco reflujo R; \©\N4\'{©
H

(o]

la (R;=OH, R,=OH)  96% lla (R;=OH, R;=OH)  Rto. cuantitativo llla (R,=OH, R,=0H)
Ib (R;=OMe, R,=OH) 97% Ilb (R,=OMe, R,=OH) Rto. cuantitativo llb (R,;=OMe, R,=OH)
Disolvente React./Cat. T (°C) t (h) Conversion (%)
MeOH seco Na;SO4 anh. Reflujo (65) 4 -
. 25% alas3h
EtOH seco Na,SO, anh. Reflujo (78) 16 0% a las 16 h
Na,SO4 anh., .
EtOH seco ACOH Reflujo (78) 4 -
Na,SO4 anh., .
EtOH seco InCls (0,2 eq) Reflujo (78) 4 -
Na;SO4 anh.
EtOH seco _/ACOH 100 (MW) 1 -
Na;S04 anh.
No (HSVM 20 Hz) IACOH 25 1 -
Tolueno seco i Reflujo en Dean 3 25% alas3h
Stark (110) 0% alas 16 h
THF seco - 40 4 -
EtOH seco - 80 (MW) 0,25 -

Esquema 6.22. Estrategia prevista para la obtencion de Illa-b.
Tabla 6.8. Tentativas fallidas de formacion de las a-cetoiminas Ill.

En vista del poco éxito obtenido, se decidid invertir el orden de los pasos de la ruta:
primero se buscaria obtener el nucleo diazabiciclico, y luego se acoplaria con los
distintos acidos antioxidantes. Esta nueva estrategia se inicidé con la sintesis de la a-
cetoimina de partida 1f a partir de p-fenilenodiamina monoprotegida y monohidrato de

fenilglioxal en las condiciones habituales, esto es, usando diclorometano como
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disolvente, sulfato sddico anhidro como agente desecante y a temperatura ambiente. A
continuacion, se efectud una reaccién de Povarov aza-viniloga entre 1f y la hidrazona 2a
en presencia de un 10% de tricloruro de indio, generandose la tetrahidroquinolina 3h
con buen rendimiento y, sobre todo, con muy buena diastereoselectividad (90:10 en
favor del isémero cis). El tratamiento de 3h con un exceso de cianoborohidruro sédico
en un medio ligeramente acido permitié la obtencién de 36, a través de la ciclacién
reductora intramolecular descrita ya en varios apartados anteriores. La preparacion de
37, el (ltimo intermedio comun de la ruta sintética, se verific6 mediante la
desproteccién de 36 en una mezcla de TFA/CHxCl,a 0 °C.

N

o _N

R L
\
N
HzN or o N =
2 Na,S0, anhidro Incls (10%) >r N 3h (62%)
N)ko > o cis:trans 90:10
N CH,Cly ta, 1h CH3CN ta. N

1f (rto. cuantltatlvo)

NaCNBH; | HCI/MeOH pH=5
(4,5 eq) t.a., 90 min

\
NN~

HoN TFAICHCI, (1:3) %/o HN
—— 7y

0°C,2h

37 (71%) 36 (60%)

Esquema 6.23. Ruta sintética para la obtencion del fragmento comun 37.

Llegado el momento de buscar un método que permitiese introducir todos los acidos
carboxilicos elegidos en la estructura final de los compuestos multidiana, se quiso
aprovechar el trabajo de optimizacidn realizado previamente para su acoplamiento con
la anilina 30 (tabla 6.7). Se comprobd que la reaccién de los acidos cafeico y ferulico con
37 en presencia de DCC, siguiendo el mismo protocolo escogido para la sintesis de la-b,
procuraba los productos finales 38a-b con rendimientos aceptables, persistiendo como
Unico inconveniente la dificultosa eliminacién de la diciclohexilurea formada en el
proceso como subproducto. Hay que destacar que, mientras que el acido cafeico
reaccionaba por completo bajo estas condiciones, la reaccién con acido ferulico sélo
evolucionaba hasta consumir un 60-70% del mismo, sugiriendo la influencia de los
hidroxilos libres en la reactividad del acido. Esta suposiciéon se vio apuntalada por la
imposibilidad de hacer reaccionar 37 con el acido trimetoxicindmico, ni en estas

condiciones ni empleando EDCI como reactivo de acoplamiento, hecho que obligd a
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buscar una estrategia alternativa: formar el cloruro de acido para efectuar una posterior

reaccion de acilacion.

OH
R
R3 R,
DCC
Ry
THF seco R
MW 100 °C, 1 h :

37 38a Ry, Ry= OH, Ry=H 68%
38b R;=OMe, R,=OH, Rs=H 45%
38c Ry R, Ry=OMe %

Esquema 6.24. Sintesis de las amidas 38a-b.

Para transformar el acido trimetoxicinamico en su cloruro se utilizé un método
bibliografico consistente en el tratamiento con cloruro de oxalilo usando hexano como
disolvente y DMF como catalizador, siguiendo dicha transformaciéon un mecanismo que
en parte recuerda al de la reaccién de Vilsmeier3>* (esquema 6.25). Tras tres horas de
reaccion a 40 °C se verificd la conversién completa del acido en el cloruro 39, el cual fue
ademas facilmente recuperable del medio de reaccidn ya que quedd en suspension en
el hexano, mientras que el cloruro de oxalilo en exceso permanecia adherido al matraz
de reaccién. La acilacién de 37 con el cloruro 39 en presencia de DIPEA y con
diclorometano seco como disolvente permitio la obtencién del producto deseado 38c,
siendo necesario realizar la adicién del cloruro sobre la amina (ambos ya en disolucidn)
a una temperatura préxima a 0 °C y un estricto mantenimiento de la atmdsfera inerte
para optimizar el rendimiento al maximo, si bien a pesar de todas las precauciones no
se consiguid rebasar el 48%. También es muy aconsejable utilizar el cloruro de acido
recién sintetizado, ya que es sensible a la humedad del ambiente y se va degradando
lentamente tras su obtencion. Cuando se hizo una prueba para ver si se podia aplicar
este segundo método a la sintesis de 38b, se comprobd con sorpresa que la reaccién del
cloruro de feruloilo con 37 rendia una mezcla compleja con un rendimiento muy bajo

del producto esperado.

En un principio se pensé utilizar también el protocolo de acoplamiento peptidico con
DCC para unir los acidos cinamicos reducidos al compuesto 37. Si bien la hidrogenacién

catalitica de los acidos cafeico y ferulico rindidé cuantitativamente los productos IVa-b,

354 Kourra, C., Klotter, F., Sladojevich, F., Dixon, D. J. Org. Lett. 2012,14, 1016.

312



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

éstos no fueron capaces de reaccionar con 37 en las condiciones seleccionadas, ni

siquiera aumentando la temperatura hasta 120-130 °C (esquema 6.26).

NH,
o
| o m)S(C' | o | 2 \
~Aon o o e DIPEA ° ~
o Hexano, DMF cat O CH,Cl, seco, 0 °C~r.t. "o
0 3 h, 40 °C _0 Atm. Ar, 4 h 0
39 38c (48%)
i
)j\H/CI o o
cl
0/:; cl cl
o H
SNLH —— )0 — )o\ R TN
D) A \d) c© \rlq cl
') er | €O, CO,, CI”
I n mn
X
o]
H
N o
W o ® A o) X i
MO et W e K
SN7 el NN NZ 0 R |
m v cl v 39

(o] (o]

R1WOH Hy, Pd/C (20%) R1I>/\)'LOH DCC
Ry MeOH, t.a.,,2h R, THF seco
MW 100 °C, 1 h
IVa Ry, R;=OH Rto. cuantitativo 40a Ry R,=OH

IVb R;=OMe, R,= OH Rto. cuantitativo

40b R,;=OMe, R,= OH

Esquema 6.26. Estrategia fallida para la obtencion de los compuestos 40a-b.

Se optd entonces por cambiar el enfoque e intentar reducir directamente los
compuestos 38a-b, observandose afortunadamente que su hidrogenacién en presencia
de un 20% de Pd/C durante 24 horas generaba los productos 40a y 40b con una eficacia

aceptable. Esta estrategia se pudo aplicar también de forma exitosa para sintetizar 40c

desde 38c.
2 \ 2 \
R N
1 X H,, PdIC (20%) Ry
—_—
R; MeOH, t.a., 24 h Ry
R; R;

38a-c 40a R, R,= OH, R;=H 50%

40b R,=OMe, R,=OH, R;=H 52%
40c Ry R, R;=OMe 45 %

Esquema 6.27. Obtencidn de las amidas 40a-c.
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Finalmente, se abordé la sintesis del conjugado de 37 con acido lipoico. Habiéndose
observado que el protocolo de acoplamiento mediado por DCC no habia funcionado con
los acidos carboxilicos cuya cadena lateral estaba saturada, nos decantamos por formar
el cloruro de lipoilo para sintetizar después la amida correspondiente. Esta expectativa
se vio rapidamente truncada, pues el tratamiento del dcido lipoico con cloruro de oxalilo
no condujo a la formacién del cloruro de lipoilo. En cambio, el acoplamiento directo de
37 con el &acido lipoico, asistido por DCC bajo las condiciones seleccionadas
anteriormente, permitié acceder al compuesto 41, si bien con un rendimiento modesto.
Puede llamar la atencién que se emplease el dcido lipoico como mezcla racémica ya que,
teniendo en cuenta que 37 también es racémico, la reaccion da lugar realmente a una
mezcla de diastereoisdmeros. La explicacidn reside en el alto precio del acido lipoico en
forma enantiopura y la mayor dificultad para obtener 37 de forma enantioselectiva,
circunstancias que nos movieron a sintetizar primero 41 como una mezcla de
diastereoisdmeros para hacer los ensayos farmacolégicos iniciales, y sélo acometer la
sintesis con los productos de partida enantiopuros en caso de que los resultados
bioldgicos fuesen realmente interesantes. Ademas, como era de esperar, la lejania de
los centros quirales en la estructura de 41 hace que sea imposible separar los dos
diastereoisdmeros mediante una columna cromatografica, e incluso que no sean
distinguibles en los espectros de RMN de protdn y carbono, y cabe esperar por tanto

gue no haya una diferencia significativa en sus perfiles farmacolégicos.

NH,

THF seco
MW 100 °C, 1 h

41 (40%)

Esquema 6.28. Sintesis de la lipoamida 41.

El hecho de que la dura realidad de la quimica obligase a invertir el planteamiento de
esta ruta de sintesis acabo por representar una ventaja a efectos practicos, puesto que
tal como ha quedado configurada, se sintetiza un intermedio comun (37) del que luego
se pueden obtener los diversos productos finales en un ultimo paso divergente.
Entonces surgira la pregunta, épor qué no se planted asi la sintesis desde el principio?

Tiene respuesta: inicialmente se pensaba que el compuesto 37 no seria estable bajo las
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exigentes condiciones de reaccidn requeridas para el acoplamiento mediado por DCC, y
sélo los problemas aparecidos durante el desarrollo de la estrategia original nos

empujaron a ensayar esta alternativa.

6.6 Caracterizacion farmacologica de las familias A, By C
de ligandos multidiana

Los compuestos pertenecientes a las tres nuevas familias de ligandos multidiana cuya
sintesis se ha detallado en este capitulo fueron sometidos a una evaluacién
farmacoldgica para valorar su actividad antioxidante y neuroprotectora. Dicha
evaluacién se realizé durante dos estancias llevadas a cabo en el laboratorio de la
profesora Barbara Monti, perteneciente al Departamento de Farmacia y Biotecnologia
de la Universidad de Bolonia (Italia); y en el laboratorio del Dr. Rafael Ledn, del Instituto
Fundacién Tedfilo Hernando, asociado a la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Madrid. En el primero de ellos se llevaron a cabo los ensayos de toxicidad
y neuroproteccion, mientras que en el segundo se evalud la actividad antiinflamatoria,
asi como otros aspectos mas concretos sobre el mecanismo de accién de los nuevos

ligandos multidiana.

R R
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e RioH 28b R,=OMe
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o
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FAMILIA C

38a Ry, R,= OH Ry \
38b Ry=OH, R,=OMe .
38c Ry, Ry, Ry= OMe

40a Ry R,= OH
40b R,=OH,R,=OMe
40c Ry Ry, Ry= OMe

41

Figura 6.12. Resumen de las estructuras quimicas de los ligandos multidiana pertenecientes a las familias A, By C.

A fin de establecer la relacidn estructura-actividad considerando la maxima cantidad de
informacién posible, se introdujeron en los ensayos que se considerd oportuno algunos
compuestos representativos de los fragmentos que forman parte de los distintos
ligandos multidiana, como es el caso de 23, 36, 37 o la melatonina. De este modo, se
pudo evaluar cual era la actividad farmacolégica de los fragmentos por separado y como

ésta se veia afectada cuando eran integrados en una Unica entidad quimica.

Como no podia ser de otra forma, el primer aspecto valorado fue la neurotoxicidad de
los compuestos, en aras de eliminar del proceso de evaluacién todas aquellas moléculas
gue presentasen un perfil de toxicidad desfavorable. Con este fin, se incubaron cultivos
primarios de granulos cerebelares de ratén con tres concentraciones diferentes de cada
compuesto (5, 10 y 25 uM) durante 24 horas, evaluandose posteriormente la viabilidad
celular mediante un ensayo de MTT. Como se puede observar en la figura 6.13, todos
los compuestos presentaron una toxicidad baja o nula a las concentraciones mas bajas
(5 y 10 puM), mientras que algunos derivados, como 25a, 27a, 35a, 38a-b y 40a-b
causaron una reduccidn significativa de la viabilidad celular a 25 uM, de hasta el 50% en
algun caso. Considerdndose esta ultima una concentracién ya bastante elevada, y
teniendo en cuenta que a las concentraciones mas bajas todos los compuestos
resultaron inocuos, se considerd que la totalidad de los compuestos habia superado esta

primera criba.
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Figura 6.13. Toxicidad de los compuestos de las familias A, B'y C a las concentraciones de 5, 10 y 25 uM en cultivos
primarios de grdnulos cerebelares. Los datos estdn expresados como la media +o de tres experimentos, cada uno de
ellos por cuadruplicado. El tratamiento estadistico consistio en una prueba ANOVA de una via y un post-test de

Dunnett para comparaciones multiples: * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001; comparado con la viabilidad de la
condicion basal (sin tratamiento).

317



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

Los derivados 25f, 27c, 28b y 36 destacaron por un fenédmeno que pudiera parecer a
priori un tanto extrafio, ya que causaron un aumento significativo de la viabilidad celular
a 5 uM. Hay que tener en cuenta que el ensayo de MTT es una medida indirecta de la
viabilidad celular, pues lo que se mide en realidad es la capacidad de las células para
reducir en la mitocondria el MTT a un derivado de formazano, cuya absorbancia a 570
nm permite cuantificar la mortalidad celular. Aquellos compuestos que modifican la
actividad mitocondrial son capaces de “falsear” en cierto modo el resultado de este
ensayo, lo que podria explicar la anomalia observada en el caso de que estos
compuestos fuesen activadores de la funcidon mitocondrial. Cuando esto ocurre, resulta
conveniente efectuar un ensayo de viabilidad alternativo, como por ejemplo una tincién
de nucleos celulares con el colorante Hoechst para proceder al contaje de las células.
Desgraciadamente, el experimento forma parte del trabajo que queda aun pendiente

de realizacién, por lo que no se ha podido incluir en la memoria.

Una vez se determind que los compuestos no eran tdxicos, se pasd a los ensayos de
neuroproteccion utilizando un modelo de toxicidad neuronal basado en la privacion de
suero y potasio, que consiste basicamente en el mantenimiento de las células en un
medio carente de ambos elementos. El suero es fundamental para el cultivo de cualquier
tipo celular, pues contiene una gran cantidad de nutrientes, hormonas y factores de
crecimiento; esenciales todos ellos para la supervivencia y proliferaciéon celular. La
presencia de una concentracién elevada de potasio en el medio de los cultivos primarios
de neuronas es fundamental para permitir su supervivencia mas alla de 3-5 dias, pues
como células excitables que son, requieren una concentracién de potasio despolarizante
(25 mM) para mantener el correcto funcionamiento de algunas funciones fisiolégicas
clave, como la regulacion de la entrada de calcio en la célula. Cuando se combina la
privacién de suero y de potasio, se induce una grave alteracién del metabolismo vy el
funcionamiento fisioldgico general de la neurona, verificdndose un deterioro de la
funcién mitocondrial, aumento del estrés oxidativo, fragmentacion del ADN v,
finalmente, la entrada de las neuronas en apoptosis. Todas estas caracteristicas

aparecen en las neuronas que atraviesan un proceso de degeneracién patolégica, lo que
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dota al modelo de utilidad para la evaluacién de agentes neuroprotectores3>>3%6, Hay
que destacar que éste es un modelo de neurodegeneracién mas “fisiologico”, pues
implica una limitacién de aquellos elementos que la neurona necesita para sobrevivir,
como ocurre en un contexto de envejecimiento. El protocolo utilizado para evaluar los
ligandos multidiana consistié en el cultivo de los granulos cerebelares durante 48 horas
en un medio sin suero y con una concentracién minima de potasio (5 mM), en presencia
de los compuestos sometidos a evaluacién a las concentraciones de 5y 10 uM. Después
se midid la viabilidad celular mediante un ensayo MTT, obteniéndose los resultados que

se muestran en la tabla 6.9 y en la figura 6.14:

Viabilidad (%) Neuroproteccion (%)
Compuesto
5 uM \ 10 uM 5 uM 10 uM
5K-S* 68,95+ 4,01 -

MT 78,83 + 11,80 93,58+ 17,02 27,9 78,1
AC 95,76 £ 19,24 98,31+ 7,05 84,6 93,9
25a 79,18 £ 19,73 89,47 £ 25,55 34,0 66,6
25b 85,76 + 14,67 76,87 + 8,76 54,9 26,7
25¢ 71,29 + 8,72 82,03 + 8,12 9,1 43,1
25d 79,52 £ 5,15 79,01 + 8,08 35,6 34,0
25e 84,11 + 14,01 77,27 £ 16,11 50,1 28,6
25f 86,19 £ 13,83 92,08 +17,09 56,6 75,1
27a 78,83 +15,57 | 74,32+ 11,99 32,9 18,7
27b 69,69 + 7,57 79,89 £ 12,99 4,7 36,8
27¢ 72,90+22,27 | 70,32 +8,27 7,7 -

28a 75,15 + 3,06 73,73 £9,56 21,3 16,8
28b 69,79 £ 6,21 71,02 £ 19,37 5,0 8,9
28c 90,25 £ 26,57 82,06 £9,95 66,8 38,9
35a 79,80 +£12,17 75,23 +£12,89 35,2 20,6
35b 86,46 £ 20,44 76,19 £ 23,54 56,6 23,7
38a 67,04 £ 14,11 60,63 £ 13,80 - -

38b 66,11 +12,31 67,15+ 21,65 - -

38c 87,13+£21,34 93,90 £ 27,66 58,8 80,5
40a 62,18 £ 8,23 46,22 £ 1,06 - -

40b 83,35+ 18,83 82,27 £ 13,18 39,5 35,6
40c 70,28 £ 1,75 69,88 £ 11,22 - -

41 95,76 £ 19,24 98,31 £ 7,06 84,6 93,9

Tabla 6.9. Porcentajes de viabilidad y neuroproteccion de los compuestos de las familias A, By C a las concentraciones
de 5y 10 uM en el modelo de neurotoxicidad provocada por la privacion de suero y potasio a cultivos primarios de
grdnulos cerebelares de raton.

*Condicion téxica del experimento: mantenimiento de las células en un medio sin suero y con una concentracion de
potasio de 5 mM.

35 Gallo, V., Kingsbury, A., Balazs, R., Jorgensen, O. S. J. Neurosci. 1987, 7, 2203.
356 Contestabile, A. Cerebellum. 2002, 1, 41.
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Figura 6.14. Actividad neuroprotectora de los compuestos de las familias A, By C a las concentraciones de 5y 10 uM
en cultivos primarios de grdnulos cerebelares sometidos a una privacion de suero y potasio por 48 horas. Los datos
estdn expresados como la media + o de tres experimentos, cada uno de ellos por cuadruplicado. El tratamiento
estadistico consistié en una prueba ANOVA de una via y un post-test de Bonferroni: # p < 0.05, ## p < 0.01; ### p <
0.001; comparado con la viabilidad de la condicion basal (sin tratamiento). * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001;
comparado con la viabilidad de la condicion téxica (sin tratamiento).
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Los resultados obtenidos en este experimento son algo dificiles de interpretar,
posiblemente debido a la complejidad del manejo de los cultivos primarios y a la
variabilidad intrinseca al experimento. Por tanto, seria necesario ensayar otros modelos
de neurotoxicidad y otros tipos de cultivos (primarios o de lineas inmortalizadas) para
consolidar los datos de neuroprotecciéon. No obstante, no hay que desdenar la
informacién que nos proporciona el trabajo realizado. Los derivados 25a, 25f, 38c y 41
dieron los mejores resultados a la hora de rescatar a las neuronas de la mortalidad
infligida por la privacion de suero y potasio, con porcentajes de neuroproteccién que
superan claramente el 60% a 10 uM y que manifiestan una buena correlacién con la
concentraciéon de compuesto empleada. Merece la pena destacar especialmente la
capacidad neuroprotectora de la lipoamida 41, que a 5 uM reduce la mortalidad
neuronal en un 85% y a 10 uM restituye la viabilidad celular practicamente a los niveles
observados en ausencia del estimulo deletéreo. En cuanto al resto de compuestos, la
gran mayoria ejercen un cierto efecto neuroprotector, que en el caso de algunos como
25b, 25e, 28c y 35b llega a ser mayor al 50% a 5 puM, si bien en ocasiones el incremento
de la concentracion se traduce en un descenso del efecto beneficioso por razones
desconocidas, quiza relacionadas con un descenso del umbral de toxicidad de algunos
derivados en los cultivos privados de suero y potasio o simplemente achacables a la
variabilidad del experimento. No se aprecian relaciones estructura-actividad muy
nitidas, aunque parece que dentro de la familia A tienen a ser mas activas las amidas
o,B-insaturadas, mientras que el derivado de 5-metoxitriptamina de la familia B 35b es
mas neuroprotector en este modelo que su andlogo de triptamina 35a. Por su parte, la
familia C aparece en lineas generales como la menos activa en este ensayo, aunque con

las importantes excepciones de 38c y 41.

Ya se ha revisado extensamente el papel de la respuesta inflamatoria en la instauracion
del proceso neurodegenerativo. Por ello, consideramos importante evaluar la capacidad
de los nuevos compuestos multidiana para reducir la respuesta inflamatoria de la
microglia, utilizando cultivos celulares de la linea BV-2 de microglia murina
inmortalizada. El protocolo empleado consistié6 en un pretratamiento con los
compuestos multidiana a la concentracion de 5 uM durante 24 horas, después de lo cual

se afiadio lipopolisacarido bacteriano a una concentracion de 100 ng/mL para estimular
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la respuesta inflamatoria. Tras otras 24 horas de coincubacion del estimulo inflamatorio
junto con los compuestos sujetos a ensayo, el medio de cultivo se recogié para
cuantificar los nitritos liberados por la microglia mediante el método de Griess. En las
figuras 6.15-6.17 y la tabla 6.10 se recogen los resultados obtenidos para los derivados

de las familias A, By C:

Reduccién produccidn nitritos Sign.
Compuestos (5 pM) (%) estad.
Sulforafano (10 uM) 92,37 + 14,23 *EX
25a 65,50+ 19,11 ok
25b 70,91 + 19,67 *H
25c¢ 61,93 £ 9,66 *
25d 75,37 + 10,42 e
25e 59,49 + 8,90 n.s.
25f 60,33 £ 18,03 *
27a 43,56 + 20,26 n.s.
27b 67,18 £ 10,59 S
27c 57,08 £22,01 *
28a 80,31+17,05 HokE
28b 71,46 £ 10,74 Rk
28c 80,65 £ 4,28 Rk
35a 75,02 £ 8,39 Rk
35b 62,11 £ 15,78 ok
38a 70,06 £ 14,66 Rk
38b 71,71 £ 15,18 ok
38c 80,35+11,81 Rk
40a 75,86 £ 13,62 HokE
40b 55,09 £ 21,65 ok
40c 64,45 £ 15,33 HokE
41 37,46 £ 18,63 n.s.

Familia A (5 pM)
5001

4004

Nitritos (%)

AMMMINS.
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Tabla 6.10. Figura 6.15. Figura 6.16. Figura 6.17. Reduccion de la produccion de nitritos causada por el tratamiento
con los compuestos de las familias A, B'y C de cultivos celulares de microglia BV2 estimulados con LPS. El resultado se
expresa como la media + SD de al menos cinco experimentos. El tratamiento estadistico consistio en una prueba
ANOVA de una via y un post-test de Newman-Keuls: #p < 0.05, ## p < 0.01; ### p < 0.001 comparado con la produccion
de nitritos de la condicion basal (no tratada) * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001 con respecto a la produccién de
nitritos provocada por el tratamiento con LPS

A bote pronto, merece la pena destacar que todos los derivados ensayados son capaces,
a la concentracién de 5 uM, de reducir la respuesta inflamatoria de la microglia inducida
por el tratamiento con lipopolisacdrido. La mayoria de los compuestos muestran una
actividad destacable, con porcentajes de reduccion de la producciéon de nitritos
superiores al 50%, siendo no pocos los compuestos que consiguen atenuarla en un 70-
80%. La capacidad antiinflamatoria es bastante homogénea si se comparan globalmente

las tres familias, aunque cabe realizar algunas puntualizaciones dentro de cada grupo.
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Por ejemplo, en la familia A se observa que la reduccién del doble enlace vecino al grupo
amida no altera sustancialmente las prestaciones de los compuestos en este ensayo,
pero si a esta modificacion se le anade la metilacidon del nitrégeno del tetraciclo, la
actividad si experimenta un moderado incremento (compuestos 28a-c). Dentro de la
familia C, la lipoamida 41 exhibe una capacidad antiinflamatoria notoriamente menor

que las cinamidas.

Después de haber caracterizado la actividad general neuroprotectora y antiinflamatoria
de estas tres familias de compuestos, nos dispusimos a caracterizar los posibles
mecanismos de accidn por los que podrian ejercer estos efectos, un aspecto que es

esencial al tratarse de ligandos multidiana.

La capacidad captadora de radicales libres de los compuestos se evalué mediante dos
métodos, ORAC y DPPH. Es importante resaltar que no son ensayos biolégicos sino
meramente quimicos, que no implican el uso de células y por tanto no miden
mecanismos antioxidantes de cardcter farmacodinamico, sino que sélo miden la
reactividad intrinseca a sus estructuras quimicas con especies radicalarias de diversa

clase.

En el ensayo ORAC, cuyos pormenores se trataron en el capitulo anterior, los
compuestos fueron evaluados a seis concentraciones: 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1y 3 uM. En
la tabla 6.11 se muestran los resultados para los compuestos de las familias A, By C, asi
como para algunos controles. Todas las moléculas evaluadas presentaron una elevada
capacidad captadora de radicales de oxigeno, en general comprendida entre los 3 y los
5 equivalentes de trolox, que superé claramente a la del antioxidante de referencia en
este ensayo, la melatonina. No se aprecian unas claras relaciones estructura-actividad:
si acaso merece la pena destacar que los dos compuestos de la familia B, 35a y 35b,
fueron los derivados mas potentes de toda la quimioteca, sin que la sustitucidn sobre el
anillo de triptamina marcase una diferencia significativa. Este fendmeno también se
evidencia entre los compuestos de la familia A. La adicidn de las triptaminas y los acidos
cinamicos al nucleo diazabiciclico (representado por los compuestos 36 y 37) no causa
un cambio significativo en la actividad, si bien la introduccién del acido lipoico si resulta

algo perjudicial.
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Compuesto Captacion de radicales (eq. de trolox)
Melatonina 2,41+0,17
25a 3,48 £ 0,27
25b 3,74 £ 0,39
25¢ 3,42 +0,26
25d 3,62 +0,44
25e 3,96+0,41
25f 3,76 £ 0,36
27a 3,23+0,23
27b 4,16 + 0,28
27c 3,92+0,23
28a 4,40+ 0,44
28b 4,29 +0,31
28c 3,62 0,21
35a 4,54 + 0,50
35b 4,57 £ 0,44
36 4,14 £ 0,36
37 4,11 £ 0,30
38a 4,02 +£0,34
38b 3,83+0,33
38¢c 3,96 £ 0,26
40a 4,28 £0,21
40b 4,01+0,19
40c 3,82+£0,24
41 4,15+0,21

Tabla 6.11. Capacidad captadora de radicales de oxigeno por parte de los compuestos de las familias A, By C mediante
el ensayo ORAC. Los resultados se expresan como la media + SD de eq. de Trolox de cinco experimentos independientes.

La determinacién de la actividad antioxidante mediante el método del DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidracilo) se suele considerar mas orientada hacia la capacidad de captacién de
radicales de nitrégeno, pues el propio DPPH es un radical estable de nitrégeno. Es un
método mas sencillo que el ORAC: el DPPH presenta una banda de absorciéon a 517 nm
en su espectro UV-visible, no asi el aducto que forma cuando reacciona con un
compuesto captador de radicales, por lo que basta con poner ambos reactivos en
contacto y realizar una medida espectrofotométrica tras un periodo de incubacién
determinado para poder cuantificar la actividad del compuesto evaluado. Se considera
gue este ensayo puede medir la reactividad con especies radicalarias mediante
transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT) y de un solo electrdn (SET, Single Electron
Transfer), aunque en la practica opera mucho mas rapidamente por este ultimo
mecanismo, y por tanto lo determina mejor. Este método relne algunas caracteristicas

gue a la postre lo convierten en menos robusto y versatil que el ORAC, como la fuerte
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dependencia del medio, del pH y del impedimento estérico de las moléculas evaluadas
(pues el DPPH ya de por si es voluminoso); ademas, su validez queda restringida a
moléculas con un caracter eminentemente hidréfobo. En el caso que nos ocupa, los
compuestos se evaluaron a cuatro concentraciones distintas, que fueron ajustadas para
cada derivado a fin de poder obtener curvas concentracion/respuesta mediante un
ajuste no lineal que permitiesen calcular la ICsp, que es el dato que se recoge en la tabla

6.12.

Paradéjicamente, a pesar de ser mas sencillo, el ensayo del DPPH nos permite en este
caso establecer unas relaciones estructura-actividad mas claras que el ensayo ORAC. En
el seno de lafamilia A, se advierte que los compuestos mas activos son los que presentan
en su estructura la serotonina, y que por tanto tienen una estructura fendlica (25e, 25f,
27c y 28c). Los fenoles pueden reaccionar con radicales libres por HAT y por SET, lo que
unido a su capacidad para estabilizarse por resonancia explica sus buenos resultados en
este ensayo >°’. El resto de los derivados de la familia A mantiene una actividad bastante
aceptable, a excepcion de los compuestos 28a y 28b, de cuyas Clsp mayores de 100 uM
se puede deducir que la metilacidon del nitrégeno del tetraciclo les hace perder la
actividad. Los dos compuestos de la familia B (35a y 35b) presentan una capacidad
captadora muy destacable, conservando la que exhibe el fragmento diazabiciclico (36 y
37) a pesar de que ninguno de los dos presenta un hidroxilo fendlico. Respecto a la
familia C, los compuestos fendlicos 38a y 38b son potentes captadores del radical DPPH,
incluso mejorando sustancialmente la actividad del acido cafeico. En cambio, sus
derivados reducidos (40a y 40b) acusan una significativa pérdida de potencia, causada
seguramente por el acortamiento de la insaturacidn extendida que permite estabilizar
el radical generado. El ligando que deriva del acido trimetoxicinamico (38c) es menos
potente que los compuestos fendlicos, pero su reduccion (40c) no motiva una pérdida
adicional de actividad. También el derivado del acido lipoico (41) tiene una potencia

remarcable.

357 Craft, B. D., Kerrihard, A. L., Amarowicz, R., Pegg, R. B. Compr. Rev. Food Sci. Food Saf. 2012, 11, 148.
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Compuesto Clso (LM)

Acido cafeico 11,99+ 1,25
25a 26,98 +12,38
25b 29,24 +7,81
25c¢ 85,94 £+ 16,36
25d 29,11 + 8,29
25e 12.32 + 2,58
25f 9,58 + 3,01
27a 34,16 +£10,49
27b 17,81 £ 5,36
27c 6,45+ 1,37
28a >100
28b >100
28c 10,27 £ 1,94
35a 12,49 + 2,37
35b 15,69 £ 5,12
36 8,81+1,41
37 17,60 3,98
38a 3,52+1,54
38b 5,99 + 1,09
38c 13,03 +£2,32
40a 16,51 £ 5,23
40b 19,78 £ 6,07
40c 11,54 £ 3,13
41 10,42 £ 1,65

Tabla 6.12. Evaluacion de la capacidad antioxidante de los compuestos de las familias A, B y C mediante el método
del DPPH. El resultado se expresa como la Clsp+ SD, calculada mediante la realizacion de al menos cinco experimentos
independientes, cada uno de ellos por duplicado, en los que se realizé para cada compuesto una curva de cuatro
concentraciones que permitio hallar las Clsp mediante un ajuste no lineal.

Los resultados de los ensayos de ORAC y DPPH avalan la capacidad intrinseca de la
mayoria de los compuestos para neutralizar radicales de oxigeno y nitrégeno, pero iqué
hay de la actividad antioxidante farmacodindmica? Para evaluarla, en primer lugar, se
midié la capacidad de los ligandos multidiana para inducir la actividad del factor de
transcripcion Nrf2. Este ensayo también se explicod detalladamente en el capitulo 5, por
lo que simplemente mostraremos las concentraciones a las que cada compuesto fue
capaz de doblar la actividad basal de Nrf2 (tabla 6.13). Para calcularla, se escogieron
para cada compuesto cuatro concentraciones en cuyo intervalo se encontrase la CD, de
modo que ésta pudiera ser calculada trazando una curva concentracidn/respuesta
mediante un ajuste no lineal. Se afadieron al experimento varios fragmentos de los

compuestos multidiana por separado para obtener mas informacién sobre la relacién
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estructura/actividad, y se utilizé la terc-butilhidroquinona como control positivo a 10

UM,
Compuesto CD (pM)
Acido cafeico 6,5-11,5
23 1,51+£0,24
25a 0,25 £ 0,05
25b 0,38 £ 0,06
25c¢ 0,81+£0,21
25d 0,57 £0,16
25e >20
25f >20
27a 0,80+0,10
27b 0,68 £0,16
27c 7,53+£2,70
28a >20
28b >20
28c >20
35a 2,99+0,41
35b 3,81+1,61
36 2,46 £ 0,87
37 >20
38a >20
38b >20
38c 7,30+ 2,79
40a 5,24 2,24
40b 11,21 + 4,16
40c 10,31 +6,30
a1 9,77 + 2,26

Tabla 6.13. Concentracion que dobla los niveles basales de actividad de Nrf2 para cada uno de los compuestos de las
familias A, B y C. El resultado se expresa como la CD + SD, calculada mediante la realizacion de al menos tres
experimentos independientes, cada uno de ellos por duplicado, en los que se realizé para cada compuesto una curva
de cuatro concentraciones que permitio hallar las CD mediante un ajuste no lineal.

Dentro de la familia A, los compuestos 25a, 25b, 25¢c, 25d, 27a y 27b exhibieron una
actividad realmente potente, estando las CD de todos ellos por debajo de 1 uM. Las
amidas a,B-insaturadas con triptamina (25a y 25b) fueron mas potentes que sus
homodlogas con 5-metoxitriptamina (25c¢ y 25d), sin que esta relacién se aprecie entre
las amidas saturadas 27a y 27b. No se aprecian diferencias significativas dentro de las
parejas de isdmeros geométricos, por lo que la isomeria del doble enlace no parece
influir en la actividad inductora de Nrf2. Otro dato importante reside en el hecho de que
la pérdida de la funcidn aceptora de Michael como consecuencia de la reduccién del
doble enlace en a a la amida apenas tiene consecuencias sobre la actividad inductora de

Nrf2. Esto quiere decir que no se podria achacar la actividad de estos compuestos a su
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electrofilia, sino a otros mecanismos alternativos que podrian ir desde la modulacion de
determinadas vias de sefializacidn relacionadas con Nrf2 hasta la disrupcién de la
interaccion entre Nrf2 y Keap-1. Esta hipdtesis se ve reforzada por el hecho de que los
derivados que presentan un metilo sobre el nitrogeno del tetraciclo (28a y 28b) no son
inductores de Nrf2, de lo que se colige que algunas caracteristicas estructurales
concretas son muy importantes en términos de actividad. Este fendmeno aparece
frecuentemente cuando una molécula debe interaccionar con su diana de una manera
muy especifica. Los derivados que contienen un fragmento de serotonina son inactivos,
a excepcién del compuesto 27c, que no es electrofilo pero si tiene el nitréogeno
heterociclico libre. Merece la pena sefalar que el fragmento tetraciclico 23 tiene por si
solo una elevada capacidad inductora de Nrf2, que puede incrementarse ligeramente o
perderse completamente segun la triptamina que se le aflada para constituir los ligandos

multidiana finales.

Los compuestos de la familia B también son inductores potentes de Nrf2, si bien estan
un grado por debajo de los mejores derivados de la familia A. Destaca que, como ocurre
en la familia anterior, el derivado de triptamina es algo mds potente que el de 5-
metoxitriptamina. Mas alld de esta consideracién, el fragmento de triptamina no parece
tener una influencia decisiva sobre la actividad de los compuestos finales, ya que el

compuesto diazabiciclico 36 es incluso ligeramente mas potente que éstos.

El andlisis de la relaciéon estructura-actividad de la familia C también depara alguna
sorpresa. Los compuestos 38a y 38b, con una funcion aceptora de Michael que les
convierte en electréfilos, no son inductores de Nrf2 a las concentraciones ensayadas
(hasta 20 uM), pero sus derivados reducidos 40a y 40b si presentan una cierta actividad.
Nuevamente, hay que pensar en la existencia de mecanismos alternativos para explicar
este fendmeno, quizd relacionado con la mayor facilidad para la formacién de
intermedios en forma de quinona que puedan activar este factor de transcripcion. El
derivado insaturado no fendlico 38c, sin embargo, si que induce Nrf2 con una potencia
comparable a la de su homodlogo reducido 40c, y a la del conjugado con acido lipoico,
41. De todos modos, hay que reconocer que en esta familia el disefio de los ligandos

multidiana no ha funcionado bien en lo que respecta a la actividad inductora de Nrf2,
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como demuestran los pobres datos obtenidos en comparacion con las actividades del

nucleo diazabiciclico 36 y del 4cido cafeico por separado.

Recordemos que la hipdtesis inicial sobre la que se disefiaron estos compuestos fue que
podrian inducir la actividad del factor de transcripcidon Nrf2 a través de la modulacién de
determinados subtipos de receptores nicotinicos. Por tanto, el siguiente paso fue
determinar si los compuestos de las familias A, B y C eran capaces de modular la
respuesta nicotinica en general y, en caso afirmativo, a qué subtipos de estos receptores
eran capaces de unirse, en aras de intentar establecer una conexién entre la actividad
nicotinica y la induccion de Nrf2. La evaluacién de la actividad nicotinica se planteé en
dos fases: un cribado en cultivos celulares de la linea SH-SY5Y estandar, y una posterior
caracterizacion de los compuestos mas interesantes en cultivos celulares de la linea SH-
SY5Y que sobreexpresasen un subtipo determinado de receptor, aaf2 0 a7, en funcidn
de los resultados obtenidos en los primeros experimentos. Al igual que en los
experimentos recogidos en el capitulo anterior, se utilizé la sonda Fluo-4 para medir las

concentraciones intracelulares de calcio.

Se comenzd, pues, por un cribado sobre cultivos de células SH-SY5Y estdndar, realizando
una breve preincubacion con los compuestos a ensayar a la concentracién de 10 uM y
midiendo posteriormente la respuesta a tres agonistas nicotinicos diferentes, con el
objetivo de extraer una informacién preliminar sobre el perfil de selectividad de los
nuevos ligandos. Recordemos que la base del experimento reside en que, si la entrada
de calcio a la célula tras la inyeccién del agonista nicotinico correspondiente se reduce
en presencia de un compuesto, se puede colegir que éste es capaz de unirse a alguno

de los subtipos del receptor sobre los que el agonista empleado tiene actividad.

El primer agonista utilizado fue la acetilcolina, que al ser el ligando enddgeno es un
agonista muy potente de todos los subtipos de receptores nicotinicos. Aunque su
elevada potencia impida ver claramente el efecto de los potenciales moduladores, de la
proporcidn en que éstos reducen la respuesta total se puede inferir una idea preliminar
sobre su actividad. Se empled la mecamilamina, un antagonista no selectivo de los

receptores nicotinicos, como control negativo.
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Compuesto Respuesta (%) Sig. estadistica
Acetilcolina 100 -
Mecamilamina 82,84+ 11,57 n.s.
25a 86,14 + 12,60 n.s.
25b 88,82 +11,84 n.s.
25c 101,86 + 11,45 n.s.
25d 66,04 + 19,01 n.s.
25e 91,46 + 10,21 n.s.
25f 91,89 +9,26 n.s.
27a 87,23 + 18,45 n.s.
27b 88,85 + 14,28 n.s.
27c 85,33 + 15,75 n.s.
28a 93,44 + 10,76 n.s.
28b 85,19+ 7,27 n.s.
28c 98,55 + 19,25 n.s.
35a 86,60 + 5,99 n.s.
35b 91,10+ 15,72 n.s.
38a 88,31+ 8,25 n.s.
38b 91,39+ 16,34 n.s.
38c 76,12 £ 18,48 n.s.
40a 89,16 + 11,84 n.s.
40b 78,26 £ 15,76 n.s.
40c 85,58 + 17,97 n.s.
41 81,76 + 18,61 n.s.

Tabla 6.14. Respuesta a acetilcolina de las células SH-SY5Y por parte de los compuestos de las familias A, By C. Los
datos estdn expresados como la media + o de tres experimentos, cada uno de ellos por duplicado. El tratamiento
estadistico consistio en una prueba ANOVA de una via y un post-test de Newman-Keuls: * p < 0.05, ** p <0.01; ***p
< 0.001; comparado con la respuesta a acetilcolina.
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Figura 6.18. Respuesta a acetilcolina de las células SH-SY5Y tratadas con los compuestos de las familias A, By C.

Como era de esperar, la capacidad general de los compuestos ensayados para bloquear

la respuesta a acetilcolina fue modesta (tabla 6.14), aunque destacaron los compuestos
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25d, 38c y 40b por causar un descenso en la entrada de calcio provocada por acetilcolina
superior al 20%, y de hasta el 34% en el caso del compuesto 25d. El bajo nivel de bloqueo

impide también establecer una relacion estructura-actividad clara.

En segundo lugar, se ensayd la inyeccidn de citisina, quiza la parte del experimento mas
importante teniendo en cuenta que es precisamente de este alcaloide de donde parte
el disefio del fragmento con actividad nicotinica de los nuevos compuestos multidiana.
La citisina, como ya indicamos previamente, es un agonista parcial de los receptores ausf32
con elevada afinidad, mientras que sobre los receptores asPsy az es un agonista total
pero con una afinidad baja. Por tanto, se considera que a efectos practicos la citisina
produce su respuesta nicotinica a través de los receptores asB, de forma mayoritaria.

También en este ensayo se utilizé la mecamilamina como control de bloqueo de la

respuesta.
Compuesto Respuesta (%) Sig. estadistica
Citisina 100 -
Mecamilamina 22,15+7,85 *kx
25a 34,36 + 3,80 o ks
25b 34,80+ 5,38 ook
25¢ 41,60 £ 12,88 o ks
25d 34,09 £22,53 ook
25e 39,51 £ 6,60 otk
25f 37,54 £ 10,24 Hokok
27a 25,61 +£8,91 otk
27b 34,24 £ 16,56 Hokok
27c 37,00 £ 6,92 otk
28a 43,77 + 1,64 Ak
28b 38,01 £10,10 ot
28c 32,40+ 7,98 *okk
35a 44,61 £ 8,90 R
35b 45,54 + 20,89 Hokk
38a 33,52+ 6,69 ot
38b 29,18 +7,19 *okk
38c 26,08 + 4,31 R
40a 26,12 + 8,15 * ok
40b 29,03 + 12,91 T
40c 22,99 + 10,57 ok
41 15,49 £ 3,42 ok

Tabla 6.15. Respuesta a citisina de las células SH-SY5Y por parte de los compuestos multidiana. Los datos estdn
expresados como la media + o de tres experimentos, cada uno de ellos por duplicado. El tratamiento estadistico
consistio en una prueba ANOVA de una via y un post-test de Newman-Keuls: * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001;
comparado con la respuesta a citisina.

332



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

Respuesta a citisina

Respuesta (%)

Figura 6.19. Respuesta a citisina de las células SH-SY5Y tratadas con los compuestos de las familias A, By C.

Los resultados son muy interesantes, pues todos los derivados bloquearon la respuesta
a cisitina en un porcentaje superior al 50%, indicando que las tres familias de
compuestos podrian ser capaces de modular los receptores nicotinicos asf2. Es
particularmente destacable el caso de los compuestos de la familia A, pues su estructura
carece del nitrégeno basico candnico en este tipo de moduladores, en contraste con las
familias B y C, que son el resultado de un disefio mas convencional. El bloqueo de la
respuesta a citisina ejercido por el compuesto 41 supera incluso al de la mecamilamina
(antagonista de referencia en este ensayo), lo que constituye un hecho muy notable.
Asimismo, los compuestos 27a, 38b, 38c, y 40a-c también redujeron la respuesta a
citisina por debajo del 30%. Si bien no se puede extraer un patrén claro para establecer
una relacidén estructura-actividad, se observa claramente que las cinamidas y la
lipoamida 41, es decir, los compuestos de la familia C, presentan en general una mayor

capacidad para bloquear la respuesta evocada por la citisina.

Por ultimo, se ensayé el bloqueo a la respuesta provocada por la combinaciéon de PNU-
282987 y PNU-120596. El primero es un agonista selectivo de los receptores nicotinicos
o7 que se inyecté como el resto de los agonistas, mientras que el segundo es un
modulador alostérico positivo de este mismo subtipo, y se afiadié junto con los
compuestos a ensayar para la incubacién previa a la inyeccion del agonista. En este caso
se empled como control negativo la metilicaconitina (MLA), un antagonista selectivo de

los receptores ay.
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Compuesto Respuesta (%) Sig. estadistica
PNU-282987 + PNU-120596 100 -

Metilicaconitina 7,07 £ 3,25 Hokk
25a 99,27 + 13,09 n.s.
25b 87,28 +22,43 n.s.
25¢ 108,36 + 24,07 n.s.
25d 89,88 £ 15,62 n.s.
25e 106,64 + 11,84 n.s.
25f 110,00 * 4,66 n.s.
27a 77,81 + 19,48 n.s.
27b 41,99 + 17,42 *okk
27c 77,27 £ 3,61 n.s.
28a 63,33 £ 8,57 *k
28b 64,85 + 18,10 *
28c 19,35+ 2,26 Hokk
35a 102,05 + 10,63 n.s.
35b 98,55+7,71 n.s.
38a 49,99 + 10,10 Rk
38b 60,87 + 8,98 ok
38c 103,61 + 14,07 n.s.
40a 103,14 £+ 11,47 n.s.
40b 97,11+ 16,78 n.s.
40c 94,82 + 13,99 n.s.
41 36,52 £ 10,40 Rk
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Tabla 6.16. Figura 6.20. Bloqueo de la respuesta a la combinacion de PNU-282987 y PNU-120596 de las células SH-
SY5Y por parte de los compuestos multidiana de las familias A, By C. Los datos estdn expresados como la media +o
de tres experimentos, cada uno de ellos por duplicado. El tratamiento estadistico consistié en una prueba ANOVA de
una via y un post-test de Newman-Keuls: * p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001; comparado con la respuesta a PNU-
28 + PNU-12.
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Al contrario que en el caso anterior, la actividad moduladora de los compuestos en este
ensayo fue generalmente bastante modesta, lo cual podria constituir una buena noticia
en términos de selectividad. No obstante, algunos derivados superaron el 20 % de
bloqueo: 27a, 27b, 27c, 28a, 28b, 28c, 38a, 38b y 41. Si nos centramos en el andlisis de
los compuestos pertenecientes a la familia A, vemos algo realmente interesante: todos
los derivados que carecen del doble enlace en a al grupo amida muestran bloqueos
superiores al 20 %, sin importar la presencia o no de sustitucidén sobre el nitrégeno del
tetraciclo. Destaca especialmente el compuesto 28c, que consigue bloquear casi en un
90% la respuesta provocada por la combinacién de PNU-282987 y PNU-120596. Ninguno
de los derivados que presentan el doble enlace en a al grupo carbonilo presentan estos
niveles de actividad. Quizas la posibilidad de que la molécula gire libremente en torno a
ese enlace conlleve una pérdida de la selectividad que parecen exhibir otros compuestos
por los receptores auf2 o, dicho en otras palabras, una mayor flexibilidad estructural iria
en detrimento de la selectividad. Dentro de la familia C, destaca que las amidas del acido
trimetoxicinadmico no manifiestan la capacidad de bloqueo que si tenian en general
frente a acetilcolina y citisina, mientras que los derivados de acido cafeico y ferulico con
la cadena lateral insaturada (38a y 38b) si que podrian presentar cierta actividad sobre
los receptores ay. Merece la pena resaltar que el compuesto 41 también reduce de

forma considerable la respuesta a PNU-282987 + PNU-120596.

Todos los compuestos ensayados fueron capaces de reducir en gran medida la entrada
de calcio mediada por la citisina, y la mayoria de ellos lo hicieron de forma selectiva. Por
ello, el siguiente paso consistiria en realizar ensayos sobre cultivos de células SH-SY5Y
gue sobreexpresan los receptores a4, escogiendo aquellos compuestos con un perfil
nicotinico mds interesante para estudiar su capacidad de bloqueo de la respuesta a

citisina en estas células modificadas.

Finalmente, se hicieron algunos estudios predictivos sobre las caracteristicas
fisicoquimicas y la biodisponibilidad de estas nuevas familias de ligandos multidiana. El
ensayo PAMPA (Parallel artificial membrane permeability assay) permite predecir la
permeabilidad de un compuesto a través de diversas membranas bioldgicas, entre las
gue se encuentra la barrera hematoencefdlica. Se basa en el cdlculo de la cantidad de

compuesto que es capaz de atravesar una membrana artificial infundida con un
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determinado fosfolipido. Es un ensayo que sin duda ofrece una informacién interesante,
pero hay que tener en cuenta que sélo modeliza el paso de membranas por difusidn
pasiva y que constituye una representacion muy simplificada y modificada de una
barrera hematoencefilica real, por lo que la correlacién con la realidad es moderada y
hay que tomar los resultados con cautela, sean éstos positivos o negativos. Ademads, no
permite evaluar compuestos que carecen de un pico marcado de absorcion en el
espectro UV-visible, pues su medida espectrofotométrica es la base practica del ensayo.
En nuestro caso, se utilizé una disolucion de lipido cerebral porcino (PBL) en dodecano
para cubrir la membrana artificial, tomando la cafeina como control negativo de

permeabilidad y la testosterona como control positivo.

Compuesto Permeabilidad (10® cm s?) Prediccion
25a 6,34 +1,88
25b 4,95+ 1,68
25¢ 18,61 +£11,63
25d 8,72 4,27
25e 5,26 £ 0,40
25f 5,30+1,00
27a 4,16 + 0,85
27b N.C.
27c¢ 5,98 £ 2,07
28a N.C.
28b N.C.
28c¢ 5,49 + 2,07
35a 0,96 + 0,45
35b 0,63+0,34
36 15,22 + 4,81
37 6,73 +£2,20
38a 11,90 + 2,98
38b 8,10 £ 0,05
40a 12,94 + 4,31
40b 10,90 + 4,98
40c 13,63 £ 6,52
41 9,79 +5,18

Tabla 6.17. Prediccion de permeabilidad a través de la BHE de los compuestos pertenecientes a las familias A, By C
segun el ensayo PAMPA. Los resultados se expresan como la media + o de los valores de permeabilidad
proporcionados por el experimento, obtenidos mediante la realizacion de al menos dos experimentos independientes,
cada uno de ellos por duplicado.

La tabla 6.17 nos muestra cémo todos los compuestos obtuvieron una prediccion
positiva de paso de la barrera hematoencefalica, a excepcion de los compuestos 35a,

35b y 38c. Este resultado tiene cierto sentido, pues son los compuestos (si se obvia el
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40c) con un peso molecular mas elevado de toda la quimioteca, claramente por encima
de los 500 g/mol que aconsejan las reglas de Lipinski como limite. Aunque esto podria
suponer la exclusion de los dos compuestos de la familia B, hay que tener en cuenta que
su estructura incluye un fragmento andlogo a la melatonina, que al ser una hormona
enddgena cuenta con diversos mecanismos fisioldgicos de transporte activo a través de
membranas3°8, Por tanto, en este caso el ensayo de PAMPA podria resultar demasiado
simple como para modelizar la permeabilidad in vivo de estos compuestos a través de
la BHE, y quiza seria un poco aventurado descartarlos sélo por el resultado de este
experimento. Los compuestos 27b, 28a y 28b no pudieron ser evaluados debido a su

carencia de un pico de absorcién en el espectro UV-visible.

Para complementar los datos obtenidos experimentalmente, se realizé un estudio
computacional de las propiedades fisicoquimicas de la quimioteca utilizando el software
Swiss-ADME, provisto gratuitamente por el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB). De

entre la gran cantidad de predicciones que emite la aplicacion, destacan:

e Todos los compuestos tendrian una baja solubilidad en agua.

e La absorcidn gastrointestinal seria alta en todos los casos, en contraste con el
caracter variable de la permeabilidad a través de la BHE. Légicamente, aqui
conviene atender un poco mas a los resultados experimentales del ensayo
PAMPA.

e Todos los compuestos (salvo 38a) serian inhibidores de los citocromos CYP3A4 y
CYP2D6, participantes habituales en el metabolismo de xenobidticos.

e Todos los derivados cumplen los criterios de Lipinski excepto el compuesto 41,
cuyo logP o/a estd por encima de lo indicado y su peso molecular excede los 500
g/mol.

e El modelo predice una biodisponibilidad media para todos los compuestos a
excepcion del 41, para el que seria baja.

e La mayoria de los compuestos generan alertas PAIN (Pan-assay interference),

relacionadas con la presencia de un fragmento de anilina, catecol o un puente

358 Mayo, J. C., Sainz, R. M., Gonzélez-Menéndez, P., Hevia, D., Cernuda-Cernuda, R. Cell. Mol. Life
Sci. 2017, 74, 3927.
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disulfuro. Sin embargo, nuestros propios resultados descritos anteriormente
permiten descartar que estos compuestos presenten una afinidad
indiscriminada por todo tipo de proteinas que pueda dar lugar a falsos resultados

positivos en su evaluacion farmacoldgica.

Sol. Inh. Reglas Alerta
Comp. | cuosa | APS-Gl | P-BHE | vosna/cvp2pe | Lipinski | B°F | PpaIN
25a Baja Alta Si Si/Si Si Media Si
25b Baja Alta Si Si/Si Si Media Si
25¢ Baja Alta No Si/Si Si Media Si
25d Baja Alta No Si/Si Si Media Si
25e Baja Alta No Si/Si Si Media Si
25f Baja Alta No Si/Si Si Media Si
27a Baja Alta Si Si/Si Si Media Si
27b Baja Alta No Si/Si Si Media Si
27c Baja Alta No Si/Si Si Media Si
28a Baja Alta Si Si/Si Si Media Si
28b Baja Alta No Si/Si Si Media Si
28c Baja Alta No Si/Si Si Media Si
35a Baja Alta Si Si/Si Si Media No
35b Baja Alta No Si/Si Si Media No
38a Baja Alta No No/Si Si Media Si
38b Baja Alta Si Si/Si Si Media No
38c Baja Alta Si Si/Si Si Media No
40a Baja Alta No Si/Si Si Media Si
40b Baja Alta Si Si/Si Si Media No
40c Baja Alta Si Si/Si Si Media No
41 Baja Alta No Si/Si No Baja No

Tabla 6.18. Estimacion de algunos pardmetros farmacocinéticos relevantes para los compuestos de las familias A, B
y C proporcionada por el software Swiss-ADME.
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6.7 Experimental section

General experimental details

All reagents (Aldrich, Fischer, Alpha Aesar) and solvents (Scharlau, Fischer) were of
commercial quality and were used as received. Reactions were monitored by thin layer
chromatography on aluminium plates coated with silica gel and fluorescent indicator
(Macherey-Nagel Xtra SIL G/UV254). Mechanochemical reactions were carried out in a
vibratory ball mill Anton Paar BM500 (Madrid, Spain) and a planetary ball mill Retsch
PM 100 (Asturias, Espafia), using grinding jars and balls of zirconium oxide and stainless
steel with different volumes and diameters. Microwave-assisted reactions were
performed on a CEM Discover focused microwave reactor. Separations by flash
chromatography were performed using a Combiflash Teledyne automated flash
chromatograph or on conventional silica gel columns (Scharlau 40—-60 um, 230-400
mesh ASTM). Melting points were determined using a Stuart Scientific apparatus, SMP3
Model, and are uncorrected. Infrared spectra were recorded with an Agilent Cary630
FTIR spectrophotometer with a diamond accessory for solid and liquid samples. NMR
spectroscopic data were recorded using a Bruker Avance 250 spectrometer operating at
250 MHz for *H NMR and 63 MHz for 3C NMR (CAI de Resonancia Magnética Nuclear,
Universidad Complutense); Topspin (Bruker, Rivas-Vaciamadrid, Madrid, Spain) or
Mestrenova (Mestrelab, Santiago de Compostela, Spain) software packages were used
throughout for data processing; chemical shifts are given in ppm and coupling constants
in Hertz. Elemental analyses were determined by the CAl de Microandlisis Elemental,
Universidad Complutense, using a Leco 932 combustion microanalyzer. Exact mass data
were recorded with a high-resolution mass spectrometer FTMS Bruker APEX Q IV
coupled to 2DLC-NS-ESI-MALDI (Mass range: 200-10.000 uma) and a time-of-flight mass
spectrometer MALDI-TOF/TOF Bruker ULTRAFLEX coupled to MALDI (Mass range: 300-
150000 uma), operated by the CAl de Espectrometria de Masas, Universidad

Complutense.
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Synthesis of (E)-N-(2-bromobenzylidene)-4-methoxyaniline (8a)

Anhydrous O
/o Y@ _ NaSO,
Z
CH2C|2 r.t. N/j@
Br

30 min
8a

A solution of p-anisidine (4 mmol, 0.493 g) and 2-bromobenzaldehyde (4 mmol, 0.740 g)
in CH2Cl; (10 mL) was stirred vigorously in the presence of anhydrous Na;SO4 (5 g) for
30 minutes. Then, the reaction mixture was filtered and the solvent evaporated under
vacuum to afford the desired product as a brown paste in quantitative yield, being used
without further purification in the following reaction.

Synthesis of (%)-(2S5,45)-2-(2-bromophenyl)-4-((2,2-dimethylhydrazono)methyl)-6-
methoxy-4-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (10a)

o
@\ /N InCly (0.1 eq) <
/D /J/\ CH;CN, rt., 3 h

2a

To a stirred solution of the imine 8a (4 mmol, 1.041 g) and InCls (0.4 mmol, 0.088 g) in
acetonitrile (20 mL) it was added 2a (4.4 mmol, 0.494 g) dropwise. Stirring was
continued for 3 h until completion of the reaction as indicated by TLC, and the mixture
was diluted with water (10 mL), extracted with CH2Cl; (4 x 10 mL), dried over anhydrous
Na2S0s4 and evaporated under vacuum. The resulting crude was purified by silica gel
column chromatography using a petroleum ether: ethyl acetate (9:1) mixture to obtain
0.612 g of 10a as a pale yellow solid (38 %).

Synthesis of (+)-(2S,4S5)-2-(2-bromophenyl)-6-methoxy-4-methyl-1,2,3,4-

tetrahydroquinoline-4-carbaldehyde (21)

o
CuCly' 2H,0 (1.5eq)
THF/H,0 (3:2)
rt.,6h

10a

To a solution of CuCl,-2 H,0 (7.2 mmol, 1.228 g) in water (20 mL) was added a solution

of 10a (6 mmol, 2.414 g) in THF (30 mL) at room temperature. After being stirred for 6
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h at the same temperature, no starting material was detected by TLC, so the reaction
mixture was quenched with aqueous 3 M NH4OH (30 mL), diluted with CHCl; (30 mL),
and washed with brine (20 mL). The aqueous layer was extracted with CH,Cl, (2 x 30
mL), and the combined organic layers were dried over anhydrous Na;SOa. Removal of
the solvent and column chromatography on silica gel eluting with petroleum ether: ethyl
acetate (9:1) gave 1.491 g of the aldehyde 21 as a yellow solid (69%).

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 9.40 (s, 1H), 7.72 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 8.0,
1.1 Hz, 1H), 7.45 - 7.36 (m, 1H), 7.25 - 7.16 (m, 1H), 6.79 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.69
(d, J=8.7 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 4.85 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.08 — 1.88
(m, 2H), 1.63 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 8: 201.7,153.0, 141.9, 139.7,133.4,129.6, 128.5,128.2,123 .4,
121.9,117.4, 115.6, 114.1, 56.2, 51.7, 50.7, 37.2, 24.6 ppm.

IR (NaCl) v: 3358.6, 2928.1, 2832.5,1710.2 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for Ci6H17NOs (M = 271.31): C, 60.01; H, 5.04; N, 3.89.
Found: C, 60.13; H, 5.30; N, 4.15.

mp: 138-140 °C.
Synthesis of ethyl (t)-(E)-3-((25,4R)-2-(2-bromophenyl)-6-methoxy-4-methyl-1,2,3,4-
tetrahydroquinolin-4-yl)acrylate (22)

EtO,

_0
P”" 0
EtO™ \ /< (1.25 eq)

OEt

o
NaH (3.125 eq) -
Ty

Benzene, reflux
6 h

21 22

Sodium hydride (60% dispersion in mineral oil) (12.4 mmol, 0.298 g) was washed with
petroleum ether (3 x 5 mL) and suspended in dry benzene (20 mL) under argon
atmosphere. To this stirred mixture at room temperature was added via syringe a
solution of triethyl phosphonoacetate (4.8 mmol, 1.076 g) in dry benzene (10 mL). After
5 minutes, a solution of 21 (4 mmol, 1.441 g) in dry benzene (10 mL) was also added via
canula, and the resulting mixture was refluxed for 6 h. After cooling, the reaction was

quenched by the slow addition of water, and diluted with dichloromethane (20 mL). The
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organic layer was washed with brine (2 x 10 mL), dried over anhydrous Na;SOs, and
evaporated. The oily residue was purified by silica gel column chromatography with a
9:1 petroleum ether: ethyl acetate mixture, yielding 1.308 g (76 %) of 22 as a pale brown
solid.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 7.71 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 1H),
7.38 (td, J=7.6, 1.0 Hz, 1H), 7.18 (td, /= 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.72
(dd, J=8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.65 — 6.58 (m, 2H), 6.03 (d, / = 15.9 Hz, 1H), 4.93 (dd, /= 11.0,
2.6 Hz, 1H), 4.22 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.92 (bs, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.00 (dd, J = 13.1, 2.7 Hz,
1H), 1.94 - 1.79 (m, 1H), 1.65 (s, 3H), 1.31 (t, /= 7.1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 167.2, 156.6, 152.7, 142.5,138.5, 133.3,129.3, 128.4, 128.3,
127.5,123.3,119.8, 116.6, 114.8, 114.1, 60.7, 56.2, 52.3, 43.0, 40.9, 28.3, 14.6 ppm.

IR (NaCl) v: 3350.8, 2930.7, 1707.5, 1646.1 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H24BrNOs (M = 430.33): C, 61.40; H, 5.62; N, 3.25.
Found: C, 61.36; H, 5.61; N, 3.44.

mp: 106-108 °C.
Synthesis of ethyl (t)-(E)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,12-dihydro-6,12-
methanodibenzo[b,flazocin-11(6H)-ylidene)acetate (23)

Pd,(dba); (0.1 eq)
PPh; Et;N

CH;CN
MW 140 °C,1 h

22 23

In a 8 mL microwave vial, a solution of 22 (1 mmol, 0.430 g), Pdz(dba)s (0.1 mmol, 0.092
g), PPh3 (0.2 mmol, 0.053 g) and EtsN (2 mmol, 0.202 g) in acetonitrile (3 mL) was
irradiated in a confocal MW at 140 °C for 1 h. The reaction mixture was then allowed to
reach room temperature and filtered through a pad of zelite to remove metallic
palladium. The filtrate was diluted with ethyl acetate (20 mL) and washed with water (2
x 15 mL). The aqueous phase was extracted with ethyl acetate (2 x 15 mL), the combined
organic phases were dried over anhydrous sodium sulphate and the solvent was

removed under reduced pressure. The resulting crude was purified by silica gel flash
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chromatography using 85:15 petroleum ether: ethyl acetate as the eluting phase,

yielding 0.266 g of the cross-coupling product 23 (76%) as a yellow paste.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.35 — 7.23 (m, 3H), 7.22 - 7.12 (m,
1H), 6.59 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.39 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.29 (s, 1H), 4.45 (t, J = 3.1 Hz,
1H), 4.42 — 4.28 (m, 2H), 3.77 (s, 3H), 2.31 (dd, J = 12.8, 3.6 Hz, 1H), 2.15 (dd, J = 12.8,
2.6 Hz, 1H), 1.81 (s, 3H), 1.43 (t, J = 7.1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 169.4, 153.2, 151.6, 139.9, 136.0, 134.4, 130.0, 128.5, 128.1,
127.9,125.7,117.3, 115.0, 113.4, 113.2, 61.4, 56.0, 50.5, 39.9, 38.7, 26.6, 14.7 ppm.

IR (NaCl) v: 3357.0, 2928.2, 1706.3, 1617.2 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C22H23NOs (M = 349.42): C, 75.62; H, 6.63; N, 4.01.
Found: C, 75.35; H, 6.42; N, 3.91.

Synthesis of (+)-(E)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,12-dihydro-6,12-
methanodibenzo[b,flazocin-11(6H)-ylidene)acetic acid and (t)-(Z2)-2-((6S,12R)-2-
methoxy-12-methyl-5,12-dihydro-6,12-methanodibenzo[b,f]lazocin-11(6H)-

ylidene)acetic acid (24)

NaOH 5 M
+
EtOH
Reflux, 16 h
24
Z/E=0.75/1

To a solution of ester 23 (2 mmol, 0.699 g) in EtOH (10 mL), 3 mL of a 5 M aqueous
solution of NaOH were added, and the mixture was refluxed overnight. Then, ethanol
was evaporated under reduced pressure and replaced by ethyl acetate (20 mL). The
resulting suspension was neutralised slowly with HCl 2 M, and the mixture was poured
into a separatory funnel. The two forming phases were separated, and the aqueous
phase was extracted with ethyl acetate (2 x 20 mL). The organic phases were combined,
dried over anhydrous sodium sulphate, and the solvent was removed under reduced
pressure. 0.495 g of 24 (77 %) were obtained as a mixture of isomers Z/E, with the aspect

of a brown oil that could be used in the next reactions without further purification.
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1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.43 — 7.33 (m, 2H), 7.31 — 7.19 (m, 1H), 7.09 — 6.97 (m,
1H), 6.73 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.55 — 6.35 (m, 2H), 6.04 (s, 1H), 4.44 (bs, 1H), 3.68 (s, 1H),
3.65 (s, 3H), 2.30 (dd, J = 12.7, 3.7 Hz, 1H), 2.21 (dd, J = 12.8, 2.6 Hz, 1H), 1.59 (s, 3H)

ppm.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.38 — 7.10 (m, 5H), 6.52 (dd, J =
8.7,2.7 Hz, 1H), 6.42 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.36 (s, 1H), 4.41 (s, 1H), 3.68 (s, 3H), 2.25 (dd, J
=12.9, 3.7 Hz, 1H), 2.08 (dd, J = 12.8, 2.4 Hz, 1H), 1.81 (s, 3H) ppm.

Synthesis of methanodibenzol[b,f]lazocin-11(12H)-ylidene-tryptamine hybrids 25a-f.

EDCI, HOAt, Et;N
—_—
Dry THF, reflux

6h

(ZIE)-24 25a-f

A solution of the mixture of isomers 24 (0.3 mmol, 0.096 g), the corresponding
tryptamine (0.3 mmol), EDC-HCI (0.3 mmol, 0.058 g), HOAt (0.3 mmol, 0.49 mL of a
solution 0.6 M in DMF) and Et3N (0.6 mmol, 0.061 g) in dry THF (10 mL) was refluxed for
6 h. The reaction mixture was then cooled to room temperature, quenched with water
(20 mL), and extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL). The organic phase was dried over
anhydrous sodium sulphate and evaporated under reduced pressure. Each crude was
purified by silica gel column chromatography with different mixtures of solvents, that

are detailed in the description of each compound.
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(x)-(2)-N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,1RS)-2-methoxy-12-methyl-5,12-dihydro-
6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11(6H)-ylidene)acetamide (25a) and
(x)-(E)-N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,12-dihydro-
6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11(6H)-ylidene)acetamide (25b)

Prepared from 24 (0.3 mmol, 0.096 g), tryptamine (0.3 mmol, 0.048 g), HOAt (0.3 mmol,
0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and Et3N (0.6 mmol, 0.061 g).

Purification: neat diethyl ether.

25a

Yield: 0.029 g (21 %). Brown oil.

'H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.04 (bs, 1H), 7.50 —7.33 (m, 3H), 7.27 — 7.24 (m, 2H), 7.23
—7.16 (m, 1H), 7.14 — 6.99 (m, 2H), 6.77 — 6.72 (m, 2H), 6.54 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H),
6.36 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.03 (s, 1H), 5.54 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.45 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 3.71
(s, 3H), 3.68 —3.48 (m, 2H), 3.04 — 2.76 (m, 2H), 2.29 (dd, / = 12.7, 2.5 Hz, 1H), 2.16 (dd,
J=12.8,3.8 Hz, 1H), 1.58 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 170.0, 153.3,152.1, 139.9, 136.7, 136.2, 132.6, 130.2, 129.4,
128.6,128.1,127.6,127.2,122.6, 122.3,119.9, 118.9, 117.5, 116.7, 114.4, 113.2, 112.9,
111.6, 56.1, 50.9, 40.2, 40.0, 38.8, 26.2, 25.0 ppm.

IR (NaCl) v: 3280.6, 2924.3, 1639.9 cm™™.

HRMS (MALDI-TOF): calcd. for C3gH29N302 [M] 463.2260, found 463.2280.

25b

Yield: 0.040 g (29 %). Brown oil.

1H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.20 (bs, 1H), 7.68 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.44 — 7.37 (m, 2H),
7.28 — 7.10 (m, 7H), 6.57 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H),
5.77 (t,J = 5.2 Hz, 1H), 4.41 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 3.86 — 3.77 (m, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.12 (¢, J
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= 6.6 Hz, 2H), 2.21 (dd, J = 12.8, 3.6 Hz, 1H), 2.09 (dd, J = 12.8, 2.7 Hz, 2H), 1.79 (s, 3H)
ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 169.6, 153.1, 149.2, 139.8, 137.0, 136.0, 134.8, 129.6, 128.7,
128.4,128.1, 127.7, 125.4, 122.7, 122.7,120.0, 119.2, 117.3, 117.2, 114.5, 113.5, 113.3,
111.8, 56.1, 50.6, 40.0, 39.8, 38.8, 26.3, 25.6 ppm.

IR (NaCl) v: 3285.2, 2925.0, 1616.8 cm™.

HRMS (MALDI-TOF): calcd. for C3gH29N30, [M] 463.2260, found 463.2257.
(x)-(2)-2-((6S,12R)-2-Methoxy-12-methyl-5,12-dihydro-6,12-
methanodibenzo[b,flazocin-11(6H)-ylidene)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-
yl)ethyl)acetamide (25c) and
(x)-(E)-2-((6S,12R)-2-Methoxy-12-methyl-5,12-dihydro-6,12-
methanodibenzo[b,flazocin-11(6H)-ylidene)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-
yl)ethyl)acetamide (25d).

Prepared from 24 (0.3 mmol, 0.096 g), 5-methoxytryptamine (0.3 mmol, 0.057 g), HOAt
(0.3 mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and EtsN (0.6 mmol, 0.061 g).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 1:1.

25c¢

Yield: 0.033 g (22 %). White solid.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.96 (bs, 1H), 7.45 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.27 — 7.21 (m, 3H),
7.05 - 6.96 (m, 2H), 6.87 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 2.0
Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.04 (s, 1H), 5.57 (t, /= 5.6
Hz, 1H), 4.43 (bs, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.65—3.52 (m, J = 6.6 Hz, 2H), 3.00 - 2.73
(m, 2H), 2.28 (dd, /= 12.8, 2.2 Hz, 1H), 2.16 (dd, J = 12.8, 3.8 Hz, 1H), 1.59 (s, 3H) ppm.
13C NMR (63 MHz, CDCl5) 6: 170.1 154.4, 153.2, 152.3,139.9, 136.2, 132.5, 131.8, 130.1,
129.4,128.6,128.1,128.0,127.2,123.0,117.5, 116.6, 114.3, 112.9, 112.8, 112.7, 112.4,
100.8, 56.3, 56.1, 50.8, 40.0, 39.9, 38.8, 26.3, 25.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3285.6, 2922.8, 1636.2 cm™™.
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Elemental analysis (%): Calc. for C31H31N303 (M = 493.60): C, 75.43; H, 6.33; N, 8.51.
Found: C, 75.30; H, 6.23; N, 8.64.

mp: 115-117 °C.

Yield: 0.044 g (30 %). Brown solid.

H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.19 (bs, 1H), 7.43 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.33 — 7.27 (m, 3H),
7.24(d,J = 2.7 Hz, 1H), 7.20 - 7.10 (m, 3H), 6.92 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.6,
2.6 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.31 (s, 1H), 5.85 (bs, 1H), 4.48 (s, 1H), 3.92 (s, 3H),
3.87 —3.69 (m, 5H), 3.10 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.24 (dd, J = 12.9, 3.4 Hz, 1H), 2.15 (dd, J =
12.9, 2.2 Hz, 1H), 1.82 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 169.6, 154.5, 153.6, 149.1, 139.3, 135.0, 134.9, 132.1, 129.6,
129.3,128.6,128.2, 128.1, 125.4, 123.4, 117.7, 117.4, 114.5, 113.6, 112.9, 112.8, 112.5,
101.0, 56.4, 56.1, 50.7, 40.0, 39.7, 38.8, 26.3, 25.6 ppm.

IR (NaCl) v: 3276.4, 2922.0, 1618.7 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C31H31N303 (M = 493.60): C, 75.43; H, 6.33; N, 8.51.
Found: C, 75.38; H, 6.61; N, 8.75.

mp: 130-132 °C.
(£)-(Z2)-N-(2-(5-Hydroxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,6-
dihydro-6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11(12H)-ylidene)acetamide (25e) and
(x)-(E)-N-(2-(5-Hydroxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,6-
dihydro-6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11(12H)-ylidene)acetamide (25f)

Prepared from 24 (0.3 mmol, 0.096 g), serotonin hydrochloride (0.3 mmol, 0.064 g),
HOAt (0.3 mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and EtsN (0.6 mmol, 0.061 g).

Purification: dichloromethane: methanol 98:2.
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Yield: 0.035 g (24 %). Beige solid.

1H NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.32 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.20 (td, J = 7.3, 1.1 Hz, 1H), 7.14
(d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.97 —6.92 (m, 1H), 6.91 — 6.86 (m, 2H), 6.74 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.66
(dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.03 (s, 1H),
4.39 (t,J = 2.9 Hz, 1H), 3.64 (s, 3H), 3.44 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.93 — 2.69 (m, 2H), 2.30 (dd,
J=12.7,3.8 Hz, 1H), 2.17 (dd, J = 12.5, 2.2 Hz, 1H), 1.56 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 172.7, 154.3, 153.8, 151.1, 140.8, 137.7, 133.8, 133.0,
130.5, 129.8, 129.6, 129.4, 129.3, 127.5, 124.2, 118.5, 115.9, 114.7, 113.4, 112.7, 112.3,
112.3,103.4, 56.0, 51.5, 41.4, 40.4, 39.6, 26.4, 25.7 ppm.

IR (NaCl) v: 3263.2, 2920.4, 1598.7 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C3oH29N303 (M = 479.57): C, 75.13; H, 6.10; N, 8.76.
Found: C, 74.82; H, 6.42; N, 8.40.

mp: 142-143 °C.

Yield: 0.046 g (32 %). Brown paste.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.44 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.34 — 7.28 (m, 1H), 7.27 - 7.17 (m,
2H), 7.15 — 7.07 (m, 3H), 6.99 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 6.49 (dd, J
= 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.41 — 6.34 (m, 2H), 4.34 (t, J/ = 2.9 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H), 3.66 — 3.56
(m, J=7.0, 4.0 Hz, 2H), 2.99 (t, J = 8.2 Hz, 2H), 2.22 (dd, J = 12.8, 3.7 Hz, 1H), 2.03 (dd, J
=12.8, 2.4 Hz, 1H), 1.70 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 172.3, 154.3, 151.2, 150.0, 140.3, 137.1, 136.1, 133.1, 130.1,
129.8,129.8,129.5,128.6,125.8,124.3,118.4,117.2,115.3, 114.0, 112.7, 112.5, 112.4,
103.5, 56.0, 51.1, 41.6, 40.8, 39.8, 26.7, 26.1 ppm.
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IR (NaCl) v: 3297.2, 2930.9, 1620.4 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C3oH29N303 (M = 479.57): C, 75.13; H, 6.10; N, 8.76.
Found: C, 75.44; H, 5.95; N, 8.85.

Synthesis of (x)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,6,11,12-tetrahydro-6,12-

methanodibenzo[b,flazocin-11-yl)acetic acid (26a)

Pd/C (10%)

AcOEt,r.t., 48 h

0.193 g (0.6 mmol) of acids 24 were dissolved in 5 mL of ethyl acetate in a 50 mL single-
neck round-bottom flask. Pd/C (0.019 g, 10% w/w) was added under Ar atmosphere,
and then, argon and air traces were removed under vacuum for 5 minutes. Later, the
flask was filled with Hz, and the reaction mixture was stirred at room temperature for 48
h. When the reaction was finished, the mixture was filtered through a zelite pad to
remove palladium, and the solvent was removed under reduced pressure. The resulting
crude could be used in the following reaction without further purification, but the
product could be also purified for its characterization by a silica gel column
chromathography using petroleum ether: ethyl acetate 85:15 as the mobile phase,

obtaining 0.171 g of 26a (88%) as a beige solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.27 — 7.08 (m, 4H), 6.84 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.63 (dd, J =
8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.43 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.58 (dd, J =
7.9, 2.5 Hz, 1H), 3.19 (dd, J = 17.4, 2.9 Hz, 1H), 2.47 (dd, J = 17.4, 7.9 Hz, 1H), 2.25 (qd, J
=12.8, 3.1 Hz, 2H), 1.57 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 180.5, 152.4, 139.4, 138.9, 136.5, 128.5,128.2, 127.4,127.3,
127.2,117.3,115.0, 113.5, 56.3, 50.5, 49.4, 38.1, 36.8, 35.6, 27.5 ppm.

IR (NaCl) v: 3281.7, 2921.6, 1699.0 cm™™.
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Elemental analysis (%): Calc. for C;0H21NO3 (M = 323.39): C, 74.28; H, 6.55; N, 4.33.
Found: C, 74.37; H, 6.79; N, 3.97.

mp: 183-185 °C.

Synthesis of (%)-2-((6S,12R)-2-methoxy-5,12-dimethyl-5,6,11,12-tetrahydro-6,12-
methanodibenzo[b,flazocin-11-yl)acetic acid (26b)

PdIC (10%)

MeOH, r.t.,, 48 h

0.193 g (0.6 mmol) of acids 24 were dissolved in 5 mL of dry metanol in a 50 mL single-
neck round-bottom flask. Pd/C (0.019 g, 10% w/w) was added under Ar atmosphere,
and then, argon and air traces were removed under vacum for 5 minutes. Later, the flask
was filled with Hy, and the reaction mixture was stirred at room temperature for 48 h.
When the reaction was finished, the mixture was filtered through a zelite pad to remove
palladium, and the solvent was removed under reduced pressure. The resulting crude
could be used in the following reaction without further purification, but the product
could also be purified through a silica gel column chromathography using petroleum
ether: ethyl acetate 85:15 as the mobile phase, that yielded 0.165 g of 26b (85%) as a

brown solid.

'H NMR (250 MHz, CDCls) &6: 7.27 — 7.09 (m, 4H), 6.87 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 6.69 (dd, J =
8.9, 2.8 Hz, 1H), 6.42 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 4.26 (t, J = 3.1 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.56 (dd, J =
7.7,2.7 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 17.4, 3.0 Hz, 1H), 2.95 (s, 3H), 2.50 = 2.30 (m, 2H), 2.20 (dd,
J=12.6, 3.4 Hz, 1H), 1.57 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 179.7, 150.9, 147.6, 139.2, 135.3, 128.8, 128.2, 127.5, 127.2,
126.2,115.8,112.6,112.4,58.4,56.3, 51.4, 49.6, 38.9, 36.8, 36.1, 27.9 ppm.

IR (NaCl) v: 2923.4, 1702.6 cm™2.
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Elemental analysis (%): Calc. for C21H23NO3 (M = 337.41): C, 74.75; H, 6.87; N, 4.15.
Found: C, 74.38; H, 6.56; N, 4.29.

mp: 175-177 °C.

Synthesis of methanodibenzolb,f]azocin-11-yl)-tryptamine hybrids 27a-c and 28a-c.

H
EDCI, HOAt, Et;N
_—
Dry THF, reflux
6h
27a-c Ry=H
28a-c R1= CH3

A solution of compound 26a (Ri= H) or 26b (Ri= CH3) (0.3 mmol), the corresponding
tryptamine (0.3 mmol), EDC-HCI (0.3 mmol, 0.058 g), HOAt (0.3 mmol, 0.49 mL of a
solution 0.6 M in DMF) and EtsN (0.6 mmol, 0.061 g) in dry THF ( 10 mL) was refluxed for
6 h. The reaction mixture was then cooled to room temperature, quenched with water
(20 mL), and extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL). The organic phase was dried over
anhydrous sodium sulphate and evaporated under reduced pressure. Each crude was
purified by silica gel column chromatography with different mixtures of solvents, that

are detailed in the description of each compound.

(x)-N-(2-(1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,6,11,12-tetrahydro-
6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11-yl)acetamide (27a)

Prepared from 26a (0.3 mmol, 0.097 g), tryptamine (0.3 mmol, 0.048 g), HOAt (0.3
mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and Et3N (0.6 mmol, 0.061 g).
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Purification: petroleum ether: ethyl acetate 3:2.

Yield: 0.099 g (71 %). Yellowish solid.

1H NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 8.13 (bs, 1H), 7.66 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 7.7 Hz, 1H),
7.27 —=7.11 (m, 4H), 7.07 — 6.97 (m, 3H), 6.75 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz,
1H), 6.38 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.59 (s, 1H), 4.36 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 3.82 —3.58 (m, 6H), 3.07
—2.99 (m, 2H), 2.92 (dd, J = 16.0, 2.4 Hz, 1H), 2.26 — 2.10 (m, 2H), 1.94 (dd, / = 16.0, 8.4
Hz, 1H), 1.51 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6:173.5,151.9, 139.7,139.7, 136.9, 136.8, 128.2,127.9, 127.8,
127.7,127.7, 126.8, 122.6, 122.5, 119.9, 119.2, 116.7, 115.3, 113.3, 112.9, 111.7, 56.3,
50.5, 48.6, 40.2, 39.4, 37.8, 35.3, 27.5, 25.8 ppm.

IR (NaCl) v: 3284.8, 2920.4, 1641.8 cm™!

Elemental analysis (%): Calc. for C3oH31N30; (M = 465.59): C, 77.39; H, 6.71; N, 9.03.
Found: C, 77.48; H, 6.36; N, 8.88.

mp: 121-123 °C.

(x)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,6,11,12-tetrahydro-6,12-
methanodibenzo[b,flazocin-11-yl)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamide
(27b)

Prepared from 26a (0.3 mmol, 0.097 g), 5-methoxytryptamine (0.3 mmol, 0.057 g), HOAt
(0.3 mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and Et3sN (0.6 mmol, 0.061 g).
Purification: petroleum ether: ethyl acetate 1:1.

Yield: 0.061 g (41 %). Pink foam.

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.07 (bs, 1H), 7.26 —7.11 (m, 3H), 7.08 — 6.98 (m, 4H), 6.89
(dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.38 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 5.62 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.36 (bs, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.80 — 3.61 (m, 6H), 3.03 —
2.87 (m, 3H), 2.17 (t, J = 10.0 Hz, 2H), 1.95 (dd, J = 16.0, 8.5 Hz, 1H), 1.51 (s, 3H) ppm.
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13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 173.5, 154.5, 152.0, 139.7, 138.4, 132.9, 132.0, 128.3, 128.1,
128.0, 127.9, 127.7, 126.9, 123.3, 116.7, 115.4, 112.9, 112.8, 112.8, 112.5, 100.9, 56.3,
56.3, 50.5, 48.6, 40.0, 39.4, 37.8, 35.3, 27.5, 25.8 ppm.

IR (NaCl) v: 3298.0, 2924.4, 1642.7 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C31H33N303 (M = 495.61): C, 75.13; H, 6.71; N, 8.48.
Found: C, 74.77; H, 6.45; N, 8.68.

mp: 110-111 °C.

(£)-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-12-methyl-5,6,11,12-
tetrahydro-6,12-methanodibenzo[b,f]lazocin-11-yl)acetamide (27c)

OH

Prepared from 26a (0.3 mmol, 0.097 g), serotonin hydrochloride (0.3 mmol, 0.064 g),
HOAt (0.3 mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and Et3N (0.6 mmol, 0.061 g).
Purification: dichloromethane: methanol 97:3.

Yield: 0.051 g (35 %). Purple solid.

14 NMR (250 MHz, MeOD) &6: 7.24 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.13 — 7.06
(m, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.99 - 6.90 (m, 3H), 6.79 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.67 (dd, /= 8.7, 2.3 Hz,
1H), 6.54 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.41 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.28 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 3.66 (s,
3H),3.61-3.47 (m,J=9.0, 4.4 Hz, 3H), 3.05-2.89 (m, 3H), 2.13 (d, /= 3.0 Hz, 2H), 2.06
(dd, J = 16.0, 9.0 Hz, 1H), 1.48 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 176.3, 153.3, 151.2, 140.5, 140.2, 137.8, 133.1, 129.6,
1295, 128.6,128.4,127.9, 127.4,124.3, 118.0, 115.2, 114.4,112.6, 112.5, 112.3, 103.5,
56.2,51.2,49.6,41.5, 39.3, 39.3, 36.2, 27.5, 26.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3296.8, 2922.2, 1636.5 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C3H31N303 (M = 481.59): C, 74.82; H, 6.49; N, 8.73.
Found: C, 75.10; H, 6.60; N, 8.50.

mp: 151-153 °C.
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(x)-N-(2-(1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-5,12-dimethyl-5,6,11,12-

tetrahydro-6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11-yl)acetamide (28a)

Prepared from 26b (0.3 mmol, 0.101 g), tryptamine (0.3 mmol, 0.048 g), HOAt (0.3
mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and EtsN (0.6 mmol, 0.061 g).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 3:1.

Yield: 0.066 g (46 %). Pale brown solid.

14 NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.21 (bs, 1H), 7.64 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.41 — 7.32 (m, 1H),
7.27 —7.09 (m, 4H), 7.06 — 6.94 (m, 3H), 6.81 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.8, 2.9 Hz,
1H), 6.40 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 5.56 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.22 (bs, 1H), 3.81 — 3.57 (m, 6H),
3.05 — 2.91 (m, 5H), 2.85 (dd, J = 16.0, 2.6 Hz, 1H), 2.28 (dd, J = 12.6, 3.0 Hz, 1H), 2.13
(dd, J = 12.6, 3.2 Hz, 1H), 1.88 (dd, J = 16.0, 8.4 Hz, 1H), 1.53 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 173.6, 150.6, 140.0, 139.1, 136.8, 135.6, 128.6, 127.9, 127.9,
127.9,127.7, 125.8, 122.5, 122.5, 119.8, 119.1, 116.0, 113.2, 112.1, 111.9, 111.7, 58.3,
56.2,48.6,40.2, 39.6, 38.7, 38.5, 35.8, 27.9, 25.7 ppm.

IR (NaCl) v: 3281.7, 2922.3, 1646.2 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C31H33N302 (M = 479.61): C, 77.63; H, 6.94; N, 8.76.
Found: C, 77.41; H, 6.85; N, 8.40.

mp: 113-114 °C.
(£)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-5,12-dimethyl-
5,6,11,12-tetrahydro-6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11-yl)acetamide (28b)
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Prepared from 26b (0.3 mmol, 0.101 g), 5-methoxytryptamine (0.3 mmol, 0.057 g), HOAt
(0.3 mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and Et3sN (0.6 mmol, 0.061 g).

Purification: petroleum ether: ethyl acetate 1:1.

Yield: 0.061 g (40 %). Beige solid.

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.00 (bs, 1H), 7.26 — 7.08 (m, 3H), 7.08 — 7.01 (m, 4H), 6.89
(dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.79 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 6.66 (dd, J = 8.8, 2.9 Hz, 1H), 6.39 (d, J =
8.9 Hz, 1H), 5.57 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.22 (t, J = 3.1 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.82 — 3.57 (m,
6H), 2.99 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.94 (s, 3H), 2.87 (dd, J = 16.0, 2.6 Hz, 1H), 2.28 (dd, J = 12.6,
3.0 Hz, 1H), 2.14 (dd, J = 12.6, 3.3 Hz, 1H), 1.91 (dd, J = 16.0, 8.4 Hz, 1H), 1.53 (s, 3H)
ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 173.6, 154.5, 150.6, 140.0, 139.1, 135.7,132.0, 128.7, 128.0,
127.9, 127.9, 127.9, 125.9, 123.2, 116.0, 113.0, 112.9, 112.4,112.1, 111.9, 100.9, 58.4,
56.3, 56.3, 48.7, 40.0, 39.7, 38.7, 38.5, 35.8, 27.9, 25.8 ppm.

IR (NaCl) v: 3283.7, 2920.5, 1644.1 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C3;H3sN3Os (M = 509.64): C, 75.41; H, 6.92; N, 8.25.
Found: C, 75.74; H, 7.16; N, 8.54.

mp: 117-118 °C.
(x)-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((6S,12R)-2-methoxy-5,12-dimethyl-
5,6,11,12-tetrahydro-6,12-methanodibenzo[b,flazocin-11-yl)acetamide (28c)

OH

Prepared from 26b (0.3 mmol, 0.101 g), serotonin hydrochloride (0.3 mmol, 0.064 g),
HOAt (0.3 mmol, 0.49 mL of a solution 0.6 M in DMF) and Et3N (0.6 mmol, 0.061 g).

Purification: dichloromethane: methanol 97:3.
Yield: 0.048 g (32 %). Brown oil.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.98 (s, 1H), 7.22 — 6.94 (m, 6H), 6.90 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
6.83 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 8.9, 2.9 Hz, 1H), 6.40
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(d, J = 8.9 Hz, 1H), 5.50 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.20 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.69 — 3.49
(m, 3H), 2.93 (s, 3H), 2.88 —2.74 (m, 3H), 2.25 (dd, J = 12.6, 3.0 Hz, 1H), 2.10 (dd, J = 12.6,
3.3 Hz, 1H), 1.81 (dd, J = 16.0, 8.3 Hz, 1H), 1.50 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 173.8, 150.4, 150.3, 139.9, 139.3, 135.6, 131.9, 128.7, 128.5,
128.1,128.0, 127.9, 125.9, 123.5, 116.3, 112.8, 112.6, 112.3, 112.1, 111.9, 103.9, 58.3,
56.5, 48.6, 40.5, 39.6, 38.8, 38.4, 35.8, 27.9, 25.7 ppm.

IR (NaCl) v: 3297.6, 2923.5, 1642.7 cm™.
HRMS (MALDI-TOF): calcd. for C31H3aN303 [M+H]* 496.2522, found 496.2572.

Synthesis of 2-chloroacetamides 29a-b.

Ry

)
C|\)J\CI

R, { NH, Et;N )
—_— HN HN ci
H Dry CH,CI, T]/\

0°C— r.t. o
4h 29a-b

To a stirred solution of the suitable tryptamine derivative (3 mmol) and EtsN (3.3 mmol,
0.333 g) in dry CHxCl, (5 mL) at 0°C, a solution of chloroacetyl chloride (3.3 mmol, 0.339
g) in dry CH2Cl; (5 mL) was added dropwise, via an addition funnel. The reaction mixture
was allowed to reach room temperature and stirred for 4 h. Then, the reaction was
quenched by the addition of water (15 mL), the phases were separated, and the aqueous
phase was extracted with CH,Cl> (2 x 15 mL). The combined organic phases were dried
over anhydrous sodium sulphate, and the solvent was removed under vacuum. The
resulting residues were the pure products obtained with quantitative yield, and they

could be characterized and used in the next reaction without further purification.

N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-2-chloroacetamide (29a)

)
HNJ{/CI

A\
N
H

Prepared from tryptamine (3 mmol, 0.481 g), chloroacetyl chloride (3.3 mmol, 0.339 g),
and Et3N (3.3 mmol, 0.333 g). Off-white solid.

356



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

'H NMR (250 MHz, CDCl3) 6: 8.76 (bs, 1H), 7.64 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 7.9 Hz,
1H), 7.28 - 7.21 (m, 1H), 7.20—-7.12 (m, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.87 (bs, 1H), 4.01 (s, 2H), 3.70
—3.57 (m, 2H), 3.03 (t, J = 6.8 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) &: 166.5, 136.7, 127.4,122.7,122.4,119.7,118.8,112.3, 111.8,
43.0, 40.4, 25.3 ppm.

IR (NaCl) v: 3385.7, 3299.0, 2949.5, 1635.3 cm™.

2-Chloro-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamide (29b).

o}
“N&m
- \
N
H
Prepared from tryptamine (3 mmol, 0.571 g), chloroacetyl chloride (3.3 mmol, 0.339 g),
and Et3N (3.3 mmol, 0.333 g). Brown solid.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.43 (s, 1H), 7.30 — 7.26 (m, 1H), 7.08 (d, J = 2.4 Hz, 1H),
7.03 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.91 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.83 (bs, 1H), 4.03 (s, 2H), 3.90 (s,
3H), 3.71 - 3.59 (m, 2H), 3.00 (t, J = 6.8 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 166.6, 154.3, 131.9, 127.8, 123.4, 112.7, 112.5, 112.2, 100.7,
56.3, 43.0, 40.4, 25.3 ppm.

IR (NaCl) v: 3324.1, 2943.1, 1647.7 cm™.

Synthesis of tert-butyl-(4-aminophenyl)carbamate (30)

) oot RO

L

Dry CH2c|2 N (o}

NH, 0°C,3h H
30

To a solution of p-phenylenediamine (50 mmol, 5.407 g) in dry CHxCl, (40 mL) at 0 °C,
Boc anhydride (10 mmol, 2.183 g) dissolved in 10 mL of dry CH.Cl, was added dropwise
via an addition funnel. The reaction mixture was stirred at 0°C for 3 h, then, the solvent
was removed under vacuum and the crude was purified by silica gel column
chromatography, using petroleum ether: ethyl acetate (from 2:1 to 1:2) as the mobile

phase. 1.562 g (75%) of 30 were obtained as a white solid.
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14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.70 — 6.59 (m, 2H), 6.39 (bs, 1H),
3.57 (bs, 2H), 1.52 (s, 9H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) &: 153.8, 142.8, 130.1, 121.3, 116.0, 80.4, 28.8 ppm.
IR (NaCl) v: 3354.6, 2984.6, 1691.5 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C11H16N202 (M = 208.26): C, 63.44; H, 7.74; N, 13.45.
Found: C, 63.27; H, 7.65; N, 13.75.

mp: > 250 °C.

Synthesis of carbamates 31a-b.

H,N

30 N__O

) DIPEA, KI / /©/ hig \f<
HN HN\H/\CI . HN HN\H/\u (o}

o CH3CN, reflux o
16 h

29a-b 31a-b

A solution of the corresponding chloride 29 (3 mmol), 30 (3 mmol, 0.625 g), DIPEA (3.3
mmol, 0.426 g) and KI (4.5 mmol, 0.747 g) in acetonitrile (15 mL) was refluxed overnight.
The reaction mixture was cooled to room temperature and quenched by the addition of
water (15 mL). The organic phase was washed with brine (15 mL), and the aqueous
phase was extracted with ethyl acetate (3 x 15 mL). The organic phases were combined
and dried over anhydrous sodium sulphate, and the solvent was removed under reduced
pressure. A silica gel column chromatography using neat AcOEt as the mobile phase was
perform to isolate the pure products.

Tert-Butyl (4-((2-((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)Jamino)-2-oxoethyl)amino)phenyl)carbamate
(31a)

g
YO R e
AN N)J\O
NH H

Prepared from 29a (3 mmol, 0.710 g), 30 (3 mmol, 0.625 g), DIPEA (3.3 mmol, 0.426 g)
and Kl (4.5 mmol, 0.747 g).

Yield: 0.931 g (76%). White foam.
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1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 9.03 (bs, 1H), 7.53 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 7.9 Hz,
1H), 7.22 = 7.14 (m, 1H), 7.14 — 7.04 (m, 3H), 6.70 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H), 6.45 —
6.34 (m, 3H), 4.16 (bs, 1H), 3.65 (s, 2H), 3.62 — 3.51 (m, 2H), 2.91 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.59

(s, 9H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl3) 6: 170.8, 155.1, 144.0, 136.8,129.1, 127.2,124.1,123.4,121.9,
119.2,118.7,113.42 (s), 111.8, 111.5, 80.8, 48.5, 39.3, 28.8, 25.2 ppm.

IR (NaCl) v: 3296.7, 2974.3, 1648.8 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C23H2sN403 (M = 408.49): C, 67.63; H, 6.91; N, 13.72.
Found: C, 67.76; H, 6.53; N, 14.04.

mp: 101-103 °C.
Tert-butyl(4-((2-((2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-2-

oxoethyl)amino)phenyl)-carbamate (31b)

(o]
P!
L O X

/ NH

Prepared from 29b (3 mmol, 0.800 g), 30 (3 mmol, 0.625 g), DIPEA (3.3 mmol, 0.426 g)
and Kl (4.5 mmol, 0.747 g).

Yield: 1.026 g (78%). Brown foam.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.88 (bs, 1H), 7.21 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 6.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.84 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.70 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 6.48 (s,
1H), 6.45 — 6.36 (m, 3H), 4.18 (bs, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.69 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 3.63 — 3.50
(m, 2H), 2.88 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.58 (s, 9H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 170.8, 155.1, 154.0, 144.0, 132.0, 129.1, 127.5,124.3, 124.1,
113.4,112.5,112.2,111.2, 100.5, 80.9, 56.3, 48.5, 39.1, 28.8, 25.2 ppm.

IR (NaCl) v: 3298.6, 2928.3, 1650.2 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C24H30N4O4 (M = 438.52): C, 65.73; H, 6.90; N, 12.78.
Found: C, 66.07; H, 6.65; N, 12.48.

mp: 93-95 °C.
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Synthesis of anilines 32a-b.

R4
R4
NH
H o TFAICH,CI, (1:3) ] /©/ 2
T > HN— HN
- “Nmﬂng 0 IS 0°c,2h TOIAH
5 H
31a-b 32a-b

To a stirred solution of 31a or 31b (2 mmol) in CH,Cl; (60 mL) at 0 °C, 20 mL of
trifluoroacetic acid were added dropwise. The mixture was stirred at 0°C for 2 h, after
which it was neutralised carefully with NaOH 5 M. Then, the aqueous phase was
extracted with ethyl acetate ( 3 x 20 mL), the combined organic phases were dried over
anhydrous sodium sulphate, and then the solvent was evaporated under reduced
pressure. The oily residue was purified by silica gel column chromatography with
dichloromethane: methanol 95:5 as the mobile phase, yielding the desired anilines 32a-

b.

N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-2-((4-aminophenyl)amino)acetamide (32a)

o H
0,
AN NH

NH

2

Prepared from 31a (2 mmol, 0.817 g).
Yield: 0.580 g (94%). Brown paste.

1H NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.56 — 7.44 (m, 1H), 7.33 — 7.27 (m, 1H), 7.11 — 7.03 (m,
1H), 7.02 - 6.93 (m, 1H), 6.83 (s, 1H), 6.65 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.41 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.59
(s, 2H), 3.50 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 7.0 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 174.3, 142.5, 139.4, 138.2, 128.6, 123.7, 122.3, 119.6,
119.2,118.7,115.3, 112.7, 112.2, 50.0, 40.8, 26.2 ppm.

IR (NaCl) v: 3315.6, 2920.0, 1637.2 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for CisH20N4O (M = 308.38): C, 70.11; H, 6.54; N, 18.17.
Found: C, 69.90; H, 6.45; N, 17.87.
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2-((4-Aminophenyl)amino)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamide (32b)

o H
L
AN NH

[o) 2
/s NH

Prepared from 31b (2 mmol, 0.877 g).

Yield: 0.548 g (81%). Brown oil.

14 NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.19 (dd, J = 8.8, 0.4 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.81
(s, 1H), 6.74 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.41 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.80
(s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.49 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.86 (t, J = 7.0 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 174.4, 154.9, 142.6, 139.4, 133.4, 128.9, 124.4, 118.7,
115.3,112.9,112.6,112.5, 101.1, 56.3, 50.0, 49.7, 49.3, 49.0, 48.7, 48.3, 48.0, 40.7, 26.2
ppm.

IR (NaCl) v: 3332.8, 2919.2, 1650.7 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C19H22N40, (M = 338.40): C, 67.44; H, 6.55; N, 16.56.
Found: C, 67.10; H, 6.48; N, 16.46.

Synthesis of a-ketoimines 33a-b.
o}

R, HO%
)
OH
HN
NHz2 - Anhydrous Na,so, R HNJ\/
- hn ) N”
\n/\N Dry MeOH, reflux N
o H 2h H )
32a-b 33a-b

Compounds 32a-b (1 mmol) and phenyl glyoxal monohydrate (1 mmol, 0.152 g) were
dissolved in 5 mL of dry metanol. Anhydrous sodium sulphate (5 g) was added, and the
mixture was refluxed for 2 h. Then, the reaction mixture was filtered through a pad of
cotton to remove the sodium sulphate, and the solvent was removed under reduced
pressure to afford the desired imines in quantitative yields. The products could be used

in the following reaction without further purification.
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(E)-N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-2-((4-((2-oxo0-2-phenylethylidene)amino)phenyl)amino)

acetamide (33a)

Shasie

NH (o]

Prepared from 32a (1 mmol, 0.308 g) and phenyl glyoxal monohydrate (1 mmol, 0.152
g). Brown oil.

1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.40 (s, 1H), 8.37 —8.28 (m, 2H), 7.95 (bs, 1H), 7.69 — 7.61
(m, 1H), 7.60 — 7.49 (m, 3H), 7.41 — 7.32 (m, 3H), 7.27 = 7.19 (m, 1H), 7.17 — 7.09 (m,
1H), 6.81 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.62 — 6.55 (m, 2H), 3.82 (s, 2H), 3.72 —3.63 (m, 2H), 2.98 (t,
J=6.6 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCl5) 6: 191.1,170.3,151.5, 148.9, 139.3, 136.7, 136.1, 133.7, 130.7,
128.7,127.5,124.5,122.7,122.2,119.5,118.8,113.5,112.4,111.8,48.1, 39.8, 25.4 ppm.
IR (NaCl) v: 3314.5, 2921.8, 1649.9 cm™.
(E)-N-(2-(5-Methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-((4-((2-oxo-2-

phenylethylidene)amino)phenyl) amino)acetamide (33b)

0 H
"MU @
H
AN N/
o]

/ NH (o}

Prepared from 32b (1 mmol, 0.338 g) and phenyl glyoxal monohydrate (1 mmol, 0.152
g). Red oil.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.40 (s, 1H), 8.35 — 8.26 (m, 2H), 7.68 — 7.60 (m, 1H), 7.57
—7.49 (m, 2H), 7.39 — 7.30 (m, 2H), 7.24 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.88
(dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.61 — 6.53 (m, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.80 (s,
2H), 3.69-3.58 (m, J=12.7, 6.5 Hz, 2H), 2.93 (t, /= 6.6 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 8: 191.4, 170.0, 154.4, 152.5, 148.7,139.9, 136.2, 133.7, 131.9,
131.0,128.8,128.0,124.5,123.4,113.8,112.7,112.6,112.5, 101.0, 56.4, 48.6, 39.6, 25.6

ppm.
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IR (NaCl) v: 3312.9, 2928.6, 1650.3 cm™.

Synthesis of 2-acyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines 34a-b.

\N/
|
/N
—N"~
HN)K/HN HN)K/HN
InCI3 (0.4 eq)
CH3CN rt,4h
33a-b 34a-b

To a stirred solution of the imines 33a-b (1 mmol) and InCls (0.4 mmol, 0.088 g) in
acetonitrile (20 mL), it was added the hydrazone 2a (1.1 mmol, 0.123 g) dropwise.
Stirring was continued for 4 h until completion of the reaction as indicated by TLC, and
the mixture was diluted with water (10 mL), extracted with ethyl acetate (4 x 10 mL),
dried and evaporated. The resulting crude was purified by silica gel column
chromatography using different solvent mixtures that are detailed in the description of
each compound.

(£)-N-(2-(1H-indol-3-yl)ethyl)-2-(((25,4S)-2-benzoyl-4-((E)-(2,2-
dimethylhydrazono)methyl)-4-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-6-
yl)amino)acetamide (34a)

\
N—

(o) H s
P LN
AN N

NH H o

Prepared from 33a (1 mmol, 0.424 g), 2a (1.1 mmol, 0.123 g), and InCl3 (0.4 mmol, 0.088
g).

Purification: dichloromethane: methanol 97:3.

Diastereoselection: 84:16 (cis: trans).

Yield: 0.284 g (53 %). Yellow foam.

14 NMR (250 MHz, CDCl3) &: 8.34 (bs, 1H), 8.03 —7.94 (m, 2H), 7.68 — 7.61 (m, 1H), 7.61
—7.55(m, 2H), 7.54 — 7.50 (m, 1H), 7.39 — 7.34 (m, 1H), 7.25 - 7.17 (m, 1H), 7.16 — 7.08
(m, 1H), 6.99 — 6.92 (m, 1H), 6.70 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H),
6.42 — 6.34 (m, 2H), 5.11 (dd, J = 11.8, 3.1 Hz, 1H), 3.76 — 3.63 (m, 3H), 3.58 — 3.44 (m,
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1H), 3.00 — 2.89 (m, 2H), 2.73 (s, 6H), 2.12 (dd, J = 13.1, 3.1 Hz, 1H), 1.89 (t, J = 12.4 Hz,
1H), 1.64 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 200.2,171.2,143.7,139.7,136.8,136.1,135.1, 134.0, 129.4,
129.0, 128.8, 127.6, 123.0, 122.4, 119.7, 119.0, 117.8, 113.9, 113.8, 112.8, 111.7, 54.8,
49.9,43.7,41.2,39.3,39.2, 27.2, 25.7 ppm.

IR (NaCl) v: 3334.3, 2921.2, 1653.4 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C3;H36NsO2 (M = 536.67): C, 71.62; H, 6.76; N, 15.66.
Found: C, 71.83; H, 6.57; N, 16.05.

mp: 108-110 °C.
(£)-2-(((2S,4S)-2-Benzoyl-4-((E)-(2,2-dimethylhydrazono)methyl)-4-methyl-1,2,3,4-
tetrahydroquinolin-6-yl)amino)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamide (34b)

\
N\

o .

NN LN

e soVe
Prepared from 33b (1 mmol, 0.455 g), 2a (1.1 mmol, 0.123 g), and InCl; (0.4 mmol, 0.088
g).
Purification: dichloromethane: methanol 97:3.
Diastereoselection: 80:20 (cis: trans).
Yield: 0.238 g (42 %). Yellow solid.
'H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.38 (bs, 1H), 8.02 —7.93 (m, 2H), 7.69 — 7.59 (m, 1H), 7.58
—7.48 (m, 2H), 7.25 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.04 — 6.94 (m, 2H), 6.86 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H),
6.69 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 6.65 (d, / = 2.3 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.43 = 6.31 (m, 2H), 5.10 (dd,
J=11.8,2.9 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.76 — 3.61 (m, 3H), 3.59 — 3.43 (m, 1H), 3.00 — 2.80
(m, 2H), 2.72 (s, 6H), 2.11 (dd, J = 13.0, 3.0 Hz, 1H), 1.88 (t, J = 12.4 Hz, 1H), 1.64 (s, 3H)
ppm.
13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 200.2, 171.2, 154.3, 143.7,139.7, 136.0, 135.1, 134.0, 131.9,
129.3, 128.9, 128.7, 127.9, 123.7, 117.8, 113.8, 113.7, 112.6, 112.4, 112.4, 100.7, 56.3,

54.7,49.9,43.7, 41.1, 39.2, 27.2, 25.7 ppm.

IR (NaCl) v: 3330.9, 2923.0, 1653.6 cm™™.
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Elemental analysis (%): Calc. for C33H3sNsO3 (M = 566.69): C, 69.94; H, 6.76; N, 14.83.
Found: C, 69.70; H, 6.57; N, 14.92.

mp: 104-105 °C.

Synthesis of 2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocine-tryptamine hybrid compounds 35a-

b.

HN)K/HN NaCNBH; (45¢0) Ry
HCIIMeOH pH=5

rt,2h
34a-b

To a stirred solution of 2-acyltetrahydroquinolines 34a or 34b (0.3 mmol) in methanol
(3 mL) at room temperature, it was added dropwise a mixture of HCl conc/MeOH (pH~3)
to set the pH of the mixture at 5 approximately. Then, NaCNBH3 was added in a portion
(0.3 mmol), stirring was continued for 10 minutes, and pH was readjusted again to 5.
This process was repeated until 4.5 eq of NaCNBH3 were employed and pH set to 5.
Stirring was continued for 75 min, and then, the solvent was evaporated. The residue
was dissolved in CH,Cl, (5 mL), washed with water (1 x 5 mL) and brine (1 x 5 mL). The
aqueous layer was extracted with CH,Cl> (2 x 5 mL) and the combined organic layers
were dried over anhydrous Na;SOsand evaporated under vacuum. The resulting residue
was purified by a column chromatography in silica gel, using the suitable mixture of

solvents.
(£)-N-(2-(1H-Indol-3-yl)ethyl)-2-(((2S,3S,6S)-4-(dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-
1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)amino)acetamide
(35a)

NH

Prepared from 34a (0.3 mmol, 0.161 g) and NaCNBH3 (1.35 mmol, 0.085 g).
Purification: dichloromethane: methanol 98:2.

Yield: 0.091 g (58 %). Yellow solid.
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1H NMR (250 MHz, CDCls) &: 8.30 (s, 1H), 7.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.42 — 7.33 (m, 3H),
7.31 (s, 1H), 7.29 — 7.23 (m, 2H), 7.20 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 1H), 7.17 — 7.09 (m, 2H), 6.77
(d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.48 (bs, 1H), 6.41 — 6.21 (m, 1H), 3.82 (bs, 1H), 3.75 — 3.54 (m, 4H),
3.26 (bs, 1H), 2.97 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.85 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 2.11
(s, 7H), 1.86 — 1.67 (m, 1H), 1.40 (s, 3H).

13C NMR (63 MHz, CDCl3) &: 171.7, 142.9, 139.4, 138.7, 136.7, 130.7, 128.4, 128.2, 127.6,
127.2,122.8,122.3,119.6,119.0, 113.9, 113.4, 112.9, 111.6, 111.0, 71.5, 56.7, 53.2, 50.4, 39.6,

39.0, 38.0, 33.9, 25.8, 25.1 ppm.
IR (NaCl) v: 3330.5, 2928.1, 1652.0 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C32H3sNeO (M = 522.68): C, 73.53; H, 7.33; N, 16.08.
Found: C, 73.92; H, 7.49; N, 16.15.

mp: 122-123 °C.
(£)-2-(((2S,3S,6S)-4-(Dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-
methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)amino)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-
yl)ethyl)acetamide (35b)

/
Prepared from 34b (0.3 mmol, 0.170 g) and NaCNBH3s (1.35 mmol, 0.085 g).
Purification: dichloromethane: methanol 97:3.

Yield: 0.083 g (50 %). Brown solid.

'H NMR (250 MHz, CDCls) 6: 8.18 (s, 1H), 7.41 — 7.33 (m, 2H), 7.31 (d, J = 1.1 Hz, 1H),
7.28-7.21 (m, 3H), 7.14 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.87 (dd, /= 8.8, 2.4
Hz, 1H), 6.75 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.58 — 6.16 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.84 — 3.52 (m, 5H),
3.36 - 3.15 (m, 1H), 2.93 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.86 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 2.46 (d, J = 9.3 Hz,
1H), 2.11 (s, 7H), 1.89 — 1.64 (m, 1H), 1.38 (s, 3H).

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: not available due to deficient relaxation of diverse aromatic
and aliphatic carbons. Further experiments will be displayed to fully characterise the

compound.
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IR (NacCl) v: 3330.5, 2930.5, 1651.8 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C33HaoNO2 (M = 552.71): C, 71.71; H, 7.29; N, 15.21.
Found: C, 72.08; H, 7.10; N, 15.49.

mp: 127-129 °C.

Synthesis of (E)-tert-butyl (4-((2-oxo-2-phenylethylidene)amino)phenyl)carbamate
(1f)

Anhydrous H
H
YL - e e
+
HO . (o] —
o NH, o CH,Cl,, r.t., 30 min N
30 1f o

A solution of 30 (4 mmol, 0.833 g) and phenyl glyoxal monohydrate (4 mmol, 0.609 g) in
CHCl; (5 mL) was stirred vigorously in the presence of anhydrous Na;SOa (5 g) for 30
minutes. Then, the reaction mixture was filtered and the solvent evaporated under
vacuum to afford the desired product as a brown oil in quantitative yield. It was used
without further purification in the following reaction.

Synthesis of tert-butyl (t)-((25,4S)-2-benzoyl-4-((E)-(2,2-dimethylhydrazono)methyl)-

4-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-6-yl)carbamate (3h).

H
o__N N7 H “ SN
Y O L &
o Z - . .
N /g CH4CN, rt, 3 h )
I N
1f 2a

To a stirred solution of the imine 1f (4 mmol) and InCls (0.4 mmol, 0.088 g) in acetonitrile
(20 mL) it was added 2a (1.1 eq, 4.4 mmol, 0.493 g) dropwise. Stirring was continued for
3 h until completion of the reaction as indicated by TLC, and the mixture was diluted
with water (10 mL), extracted with ethyl acetate (4 x 10 mL), dried and evaporated. The
resulting crude was purified by silica gel flash chromatography using petroleum ether:
ethyl acetate 7:3 as the eluting solvent mixture, obtaining 1.083 g (62%) of the desired

tetrahydroquinoline as a yellow solid.

Diastereoselection: 88:12 (cis: trans).
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Synthesis of (x)-tert-butyl-((2S,3S,65)-4-(dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-
1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)carbamate (36).

>‘/O\H/N NaCNBH; (4.5 eq)
B —
o O ‘
N

HCl/MeOH pH=5
H rt,1.5h

To a stirred solution of 3h (2.4 mmol, 1.048 g) in methanol (5 mL) at room temperature,
it was added dropwise a mixture of HCl conc/MeOH (pH~3) to adjust the pH of the
mixture at 5. Then, NaCNBHs was added in a portion (2.4 mmol), stirring was continued
for 10 minutes, and pH was readjusted again to 5. This process was repeated until 4.5
eq of NaCNBHs were employed and pH set to 5. Stirring was continued for 45 min, and
then, the solvent was evaporated and the residue was dissolved in CHxCl, (5 mL), washed
with water (1 x 5 mL) and brine (1 x 5 mL). The aqueous layer was extracted with CH,Cl,
(2 x 5 mL) and the combined organic layers were dried over anhydrous Na;SO. and
evaporated under vacuum. The resulting residue was purified by a flash chromatography
in silica gel, using petroleum ether: ethyl acetate 9:1 as the mobile phase. 0.608 g (60%)

of the desired compound 36 were obtained, as a white foam.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) &: 7.42 — 7.22 (m, 5H), 7.14 (s, 1H), 7.06 — 6.95 (m, 1H), 6.42
—-6.32 (m, 2H), 3.82 (s, 1H), 3.26 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 2.87 (dd, /= 9.7, 1.8 Hz, 1H), 2.46 (d,
J=9.7 Hz, 1H), 2.12 (s, 7H), 1.78 (dd, J = 12.3, 2.9 Hz, 1H), 1.56 (s, 9H), 1.44 (s, 3H) ppm.
13C NMR (63 MHz, CDCls) 8: not available due to deficient relaxation of diverse aromatic

and aliphatic carbons. Further experiments will be displayed to fully characterise the

compound.
IR (NaCl) v: 3393.6, 2929.6, 1698.4 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C25H3aN4O, (M = 422.56): C, 71.06; H, 8.11; N, 13.26.
Found: C, 71.22; H, 7.78; N, 13.44.

mp: 101-103 °C.
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Synthesis of (+)-(2S,3S,6S5)-N%,N%,6-trimethyl-3-phenyl-2,3,5,6-tetrahydro-2,6-
methanobenzo[e][1,4]diazocine-4,8(1H)-diamine (37)

TFAICH,CI, (1:3)
0°C,2h

To a stirred solution of compound 36 (1.4 mmol, 0.592 g) in CHCl, (30 mL) at 0 °C, 10
mL of trifluoroacetic acid were added dropwise. The mixture was stirred at 0°C for 3 h,
and then the reaction was neutralised carefully with NaOH 5 M. The aqueous phase was
extracted with ethyl acetate (3 x 20 mL), the combined organic phases were dried over
anhydrous sodium sulphate, and the solvent was removed under reduced pressure. The
oily residue was purified by silica gel flash chromatography with petroleum ether: ethyl

acetate 3:1 as the eluting mixture, obtaining 0.321 g (71%) of 37 as a dark brown solid.

H NMR (250 MHz, CDCls) &: 7.41 — 7.33 (m, 2H), 7.32 — 7.23 (m, 3H), 6.64 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 6.51 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 3.82 (s, 1H), 3.46 (bs, 2H), 3.23
(d, J = 1.8 Hz, 1H), 2.85 (dd, J = 9.6, 2.1 Hz, 1H), 2.44 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 2.20 — 2.06 (m,
7H), 1.77 (dd, J = 12.3, 2.9 Hz, 1H), 1.41 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, CDCls) 6: 143.1, 139.3, 136.6, 130.6, 128.4, 128.2,127.1,115.6, 113.7,
113.4,71.6, 56.5, 53.3, 39.0, 38.1, 33.7, 25.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3331.2,2928.2 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for CooH26N4 (M = 322.45): C, 74.50; H, 8.13; N, 17.38.
Found: C, 74.26; H, 8.48; N, 17.02.

mp: 89-91 °C.

Synthesis of N-(2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)-3-phenylacrylamides 38a-b.

o
R
1 " 0oH
o |
Rz R1 e
DCC
Dry THF Rz
MW 100 °C, 1 h

37

In an 8 mL microwave vial, a solution of 37 (0.28 mmol), the corresponding acid (0.28

mmol) and DCC(0.28 mmol) in dry THF (3 mL) was irradiated in a confocal MW at 100 °C
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for 1 h. The reaction mixture was allowed to reach room temperature and then, it was
filtered through a pad of cotton to remove the solid formed. The filtrate was evaporated
under reduced pressure, and the resulting crude was purified by silica gel flash
chromatography using the suitable mixture of solvents.
()-(E)-3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-((2S,3S,6S)-4-(dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-
1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)acrylamide (38a)

Prepared from 37 (0.28 mmol, 0.090 g), caffeic acid (0.28 mmol, 0.050 g) and DCC (0.28
mmol, 0.058 g).

Purification: dichloromethane: methanol 97:3.

Yield: 0.092 g (68 %). Yellow solid.

'H NMR (250 MHz, MeOD) 6: 7.52 — 7.41 (m, 2H), 7.36 — 7.20 (m, 6H), 7.06 (d, J = 1.7
Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 15.6 Hz, 1H),
6.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.84 (d, /= 1.5 Hz, 1H), 3.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.90 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 2.52 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 2.08 (s, 6H), 2.04 — 1.95 (m, 1H), 1.84 (dd, J = 12.3, 2.8 Hz,
1H), 1.43 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) 6: 166.8, 148.8, 146.8, 144.3, 143.7, 142.2, 129.9, 129.2,
129.0, 129.0, 128.5, 127.7, 122.1, 120.9, 119.1, 118.6, 116.5, 115.1, 113.1, 72.3, 57.6,
54.2,39.0, 38.4, 34.6, 25.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3184.7, 2929.4, 1594.1 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for Ca9H3:N403 (M = 484.59): C, 71.88; H, 6.66; N, 11.56.

Found: C, 71.56; H, 6.46; N, 11.68.

mp: 182-183 °C.

370



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

(x)-(E)-N-((2S,3S,6S)-4-(Dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-
2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)acrylamide
(38b)

Prepared from 37 (0.28 mmol, 0.090 g), ferulic acid (0.28 mmol, 0.054 g) and DCC (0.28
mmol, 0.058 g).

Purification: dichloromethane: methanol 98:2.

Yield: 0.081 g (58 %). Yellow oil.

14 NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.53 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.35 —
7.21(m, 6H), 7.17 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
6.61 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.82 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 3.24
(d, J = 2.2 Hz, 1H), 2.89 (dd, J = 9.6, 1.6 Hz, 1H), 2.50 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 2.08 — 1.94 (m,
7H), 1.83 (dd, J = 12.3, 2.9 Hz, 1H), 1.42 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 166.6, 150.0, 149.3, 144.4, 143.9, 142.1, 130.0, 129.2,
129.0, 128.9, 128.4, 127.6, 123.2, 120.9, 119.4, 118.5, 116.5, 113.1, 111.6, 72.3, 57.6,
56.4,54.2,38.8,38.4,34.6,25.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3275.0, 2931.4, 1593.2 cm™.

Elemental analysis (%): Calc. for C30H3aN403 (M = 498.62): C, 72.26; H, 6.87; N, 11.24.

Found: C, 72.21; H, 6.69; N, 11.10.

Synthesis of (E)-3-(3,4 5-trimethoxyphenyl)acryloyl chloride (39)

m)j\[(c' o Q
- NNl

hexane/ DMF ? 39
45°C BN

To a stirred suspension of trimethoxycinnamic acid (0.28 mmol, 0.067 g) in hexane/DMF
(5 mL/3 drops), oxalyl chloride (0.56 mmol, 0.071 g) was added dropwise, and the
mixture was heated to 45 °C for 3 h. Then, the reaction mixture was cooled to room
temperature and the supernatant suspension was removed carefully from the flask, as

it corresponded to the acyl chloride, while the excess of oxalyl chloride remained stuck
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at the walls of the reaction flask. The supernatant was dried under reduced pressure,
affording the pure acyl chloride 39 as a yellow solid in quantitative yield. It was
employed in the following reaction without further purification.

1H NMR (250 MHz, DMSO-dg) &: 7.60 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.08 (s, 2H), 6.67 (d, J = 16.0
Hz, 1H), 3.81 (s, 6H), 3.68 (s, 3H).

Synthesis of (t)-(E)-N-((2S,3S,6S)-4-(Dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-
hexahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)-3-(3,4,5-

trimethoxyphenyl)acrylamide (38c)

o
el
\o o
39 Dry CH2C|2, 0 °C~>r.t.

0 Ar Atm, 4 h

To a stirred solution of amine 37 (0.28 mmol, 0.090 g) and DIPEA (0.42 mmol, 0.054 g)
in dry CHxClz (5 mL) at 0 °C, a solution of 39 (0.28 mmol, 0.072 g) in dry CHxCl; (5 mL)
was added dropwise. Once the addition was finished, the mixture was allowed to reach
room temperature and stirred for 6 h. Then, the reaction was quenched by the addition
of water (10 mL), the organic phase was washed with brine (10 mL), and the combined
aqueous phases were extracted with CH,Cl, (2 x 15 mL). The organic layers were
combined, dried over anhydrous sodium sulphate and evaporated under reduced
pressure. The crude was purified through a silica gel flash chromatography using
dichloromethane: metanol 98:2 to elute the pure product, obtaining 0.073 g (48%) of

38c as a yellow solid.

1H NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.61 — 7.49 (m, 4H), 7.37 = 7.21 (m, 13H), 6.92 (s, 4H), 6.73
(d, J = 15.6 Hz, 2H), 6.43 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.90 (s, 12H), 3.85 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 3.82 (s,
6H), 3.27 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 2.92 (dd, J = 9.6, 1.6 Hz, 2H), 2.53 (d, J = 9.7 Hz, 2H), 2.10 (s,
12H), 2.06 — 1.96 (m, 3H), 1.85 (dd, J = 12.3, 2.9 Hz, 2H), 1.45 (s, 6H) ppm.
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13C NMR (63 MHz, MeOD) 6: 166.0, 154.8, 144.4, 143.7, 141.6, 140.6, 132.3, 129.9,
129.2,128.9,128.8,127.7,122.1,120.8, 118.5, 113.0, 106.2, 72.3, 61.2, 57.6, 56.6, 54.2,
38.9, 38.4, 34.6, 25.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3315.7, 2931.2, 1596.8 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C3;H3gN4O4 (M = 542.67): C, 70.82; H, 7.06; N, 10.32.
Found: C, 70.79; H, 7.00; N, 9.94.

mp: 147-148 °C.

Synthesis of N-(2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)-3-phenylpropanamides 40a-
c.

Hy, PdIC (20%)

_— =

MeOH, r.t., 24 h R;

Compounds 38a-c (0.08 mmol) were dissolved in 5 mL of dry methanol in a 50 mL single-
neck round-bottom flask. Pd/C (20% w/w) was added under Ar atmosphere, and then,
argon and air traces were removed under vacuum for 5 minutes. Then, the flask was
filled with H, and the reaction mixture was stirred at room temperature for 24 h. Once
the reaction was finished, the mixture was filtered through a zelite pad to remove
palladium, and the solvent was removed under reduced pressure. The resulting crude
was purified by silica gel flash chromathography using the suitable mixture of solvents.
()-3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-((2S,3S,6S)-4-(dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-

1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)propanamide (40a)

o
Hoj©/\)J\
NH
HO O

Prepared from 38a (0.08 mmol, 0.039 g) and Pd/C (0.008 g).

Purification: dichloromethane: methanol 97:3.
Yield: 0.019 g (50%). Yellow oil.

1H NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.35 — 7.19 (m, 6H), 7.06 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H), 6.71 —
6.66 (m, 2H), 6.57 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.82 (d, J = 1.9 Hz, 1H),
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3.23 (dd, J = 5.2, 3.0 Hz, 1H), 2.90 — 2.80 (m, 3H), 2.61 — 2.46 (m, 3H), 2.09 — 1.93 (m,
7H), 1.81 (dd, J=12.2, 3.0 Hz, 1H), 1.39 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 173.4, 146.2, 144.4, 143.9, 133.9, 130.0, 129.2, 128.9,
128.4,127.6, 121.5, 120.6, 119.2, 116.6, 116.3, 113.0, 72.3, 57.5, 54.2, 40.2, 38.9, 38.4,
34.5, 32.6, 25.0 ppm.

IR (NaCl) v: 3283.0, 2927.6, 1597.8 cm™™.
HRMS (MALDI-TOF): calcd. for C29H35N403 [M+H]* 487.2664, found 487.2710.
(+)-N-((2S,3S,6S)-4-(Dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-

methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)propanamide
(40b)

Prepared from 38b (0.08 mmol, 0.040 g) and Pd/C (0.008 g).
Purification: dichloromethane: methanol 98:2.
Yield: 0.021 g (52%). Beige oil.

1H NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.37 — 7.20 (m, 7H), 7.06 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H), 6.82 (d,
J=1.4Hz, 1H), 6.73 — 6.68 (m, 2H), 6.37 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.86 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 3.81
(s, 3H), 3.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.96 — 2.85 (m, 4H), 2.65 — 2.49 (m, 3H), 2.14 (s, 6H), 2.00
—1.93 (m, 1H), 1.83 (dd, J = 12.3, 2.9 Hz, 1H), 1.40 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 173.4, 148.9, 145.9, 144.2, 133.8, 133.3, 129.6, 129.3,
129.1,128.4,128.0,121.8, 121.5, 119.2, 116.1, 113.1, 113.0, 72.2, 57.8, 56.3, 54.1, 40.2,
39.0, 38.3, 34.6, 32.8, 25.0 ppm.

IR (NaCl) v: 3297.2, 2931.2, 1598.6 cm™™.

HRMS (MALDI-TOF): calcd. for C3gH3sN403 [M] 500.2787, found 500.2789.

374



Capitulo 6. Disefio y sintesis de ligandos multidiana andlogos de citisina para el tratamiento de la neurodegeneracion

(x)-N-((2S,3S,65)-4-(Dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-2,6-
methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)propanamide (40c)
e l

-0 NH o< NN

?:Q/\)L O ) O
Prepared from 38c (0.08 mmol, 0.043 g) and Pd/C (0.009 g).
Purification: dichloromethane: methanol 98:2.
Yield: 0.020 g (45%). Brown solid.
14 NMR (250 MHz, MeOD) &: 7.33 — 7.19 (m, 6H), 7.07 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H), 6.56 (s,
2H), 6.35 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.80 (s, 1H), 3.79 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 3.21 (s, 1H), 2.94 (t, J
= 7.4 Hz, 2H), 2.84 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 2.59 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.48 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 2.04
(s, 6H), 1.99 - 1.90 (m, 1H), 1.80 (dd, J = 12.2, 2.4 Hz, 1H), 1.37 (s, 3H) ppm.
13C NMR (63 MHz, MeOD) &: 173.0, 154.4, 144.4, 143.9, 138.5, 137.4, 130.0, 129.2,
128.9, 128.5, 127.6, 121.3, 119.0, 113.0, 106.7, 72.3, 61.1, 57.5, 56.5, 54.2, 39.9, 38.9,
38.4,34.5, 33.4, 25.04 ppm.
IR (NaCl) v: 3314.2, 2927.8, 1588.1 cm™.
Elemental analysis (%): Calc. for C3;HaoN4O4 (M = 544.68): C, 70.56; H, 7.40; N, 10.29.
Found: C, 70.72; H, 7.41; N, 10.07.
mp: 99-101 °C.
Synthesis of (1)-N-((25,3S,65)-4-(dimethylamino)-6-methyl-3-phenyl-1,2,3,4,5,6-
hexahydro-2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocin-8-yl)-5-(1,2-dithiolan-3-

yl)pentanamide (41).

Dry THF
MW 100 °C, 1 h

In an 8 mL microwave vial, a solution of 37 (0.1 mmol, 0.032 g), (+)-lipoic acid (0.1 mmol,
0.021 g) and DCC(0.1 mmol, 0.021 g) in dry THF (3 mL) was irradiated in a confocal MW

at 100 °C for 1 h. The reaction mixture was then allowed to reach room temperature
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and filtered through a pad of cotton to remove the solid formed. The filtrate was
evaporated under reduced pressure, and the resulting crude was purified by silica gel
flash chromatography using dichloromethane: methanol 99:1 as the eluting mixture.

0.020 g (40 %) of 41 were obtained as a brown solid.

'H NMR (250 MHz, MeOD) 6: 7.34 — 7.18 (m, 6H), 7.11 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 6.36 (d,
J=8.5Hz, 1H), 3.82 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 3.66 — 3.53 (m, 1H), 3.26 — 3.20 (m, 1H), 3.19 -
3.02 (m, 2H), 2.91-2.82 (m, 1H), 2.54 —2.41 (m, 2H), 2.34 (t, /= 7.3 Hz, 2H), 2.09 - 1.94
(m, 7H), 1.94 - 1.65 (m, 6H), 1.60 — 1.46 (m, 2H), 1.40 (s, 3H) ppm.

13C NMR (63 MHz, MeOD) 6: 173.8, 144.3, 143.9, 130.0, 129.2, 128.9, 128.6, 127.6,
121.3,119.0, 113.0, 72.3, 57.6, 57.5, 54.2, 41.3, 39.4, 38.9, 38.4, 37.6, 35.8, 34.5, 30.0,
26.8, 25.1 ppm.

IR (NaCl) v: 3285.8, 2923.9, 1640.7 cm™™.

Elemental analysis (%): Calc. for C;sH3sN40S; (M = 510.76): C, 65.84; H, 7.50; N, 10.97.
Found: C, 66.24; H, 7.29; N, 11.24.

mp: 94-97 °C.
Pharmacological evaluation.
Neurotoxicity

Primary cultures of cerebellar granule cells (CGNs) were prepared from 7 day-old pups
of the same rat strain. All animal experiments were authorized by the University of
Bologna bioethical committee (Protocol n® 17-72-1212) and performed according to
Italian and European Community laws on the use of animals for experimental purposes.
For cerebellar granule cultures, cells were dissociated from cerebella and plated on 96
well plates, previously coated with 10 pg/mL poly-L-lysine, at a density of 3x10° cells/0.2
mL medium/well in BME supplemented with 100 mL/L heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS, Life technologies), 2 mM glutamine, 100 uM gentamicin sulphate and 25
mM KCI (all from Sigma-Aldrich). 16 h later, 10 uM cytosine arabino-furanoside (Sigma-
Aldrich) was added to avoid glial proliferation. After 7 days in vitro, differentiated
neurons were shifted to serum free BME medium containing 25 mM KCl without serum
and different treatments were performed. The viability of CGNs exposed to increasing

concentrations of the studied compounds (0, 5, 10 and 25 uM) for 24 h was evaluated
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through the MTT assay. Briefly, thiazolyl blue was added to the culture medium at a final
concentration of 0.1 mg/mL. Following a 20 min incubation at 37 °Cin the dark, the MTT
precipitate was dissolved in 0.1 M Tris-HCI pH 7.5 buffer containing 5% Triton X-100 (all
from Sigma-Aldrich) and absorbance was read at 570 nm in a multiplate

spectrophotometric reader (Bio-Rad).
Neuroprotection assay against deprivation of serum and potassium

Primary cultures of cerebellar granule cells (CGNs) were prepared from 7 day-old pups
of the same rat strain, employing the same methodology described for the neurotoxicity
assays. After 7 days in vitro, differentiated neurons were shifted to serum free BME
medium containing 5 mM KCl without serum and different treatments were performed.
The viability of CGNs exposed to increasing concentrations of the studied compounds

(0, 5 and 10 uM) for 48 h was evaluated through the MTT assay.
BV2 culture

BV-2 cells [RRID:CVCL_0182] from passages between 4 and 15 after defreezing, were
maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10 % of FBS, NaHCO3 24 mM, 50
units/mL and 50 pg/mL of P/S. Cells were harvested in 75 cm? flask (CORNING 430641U)
and incubated at 37 °C with wet atmosphere and 5 % of CO; doing passages 1:4 twice a
week. Once 80-85 % of confluence was reached, cells were transferred to a new culture
flask and seeded in the appropriate plate for its experimental use, employing

trypsin/EDTA and centrifuging at 400 revolutions per min (rpm) for 10 min.
Nitrites production determination by Griess assay

BV-2 cells were seeded in a 96-well plate (VWR 734-2327) at 40,000 cells/well density
and incubated at 37 °C and 5 % of CO; for 24 h. Then, cells were pretreated in duplicate
with tested compounds at a concentration of 5 uM and sulforaphane (positive control)
at 10 uM for 24 h. Then, cells were coincubated in the presence of tested compounds at
the same concentrations with LPS at 100 ng/mL for additional 24 h. Later, nitrite
production was measured by modified Griess assay. Briefly, 100 pL of the supernatant
was mixed with 50 uL of NEDA and 50 uL of dapsone for 5 min at room temperature.
Absorbance was measured at 550 nm in a Fluostar Optima plate-reader. All data were

normalized to basal conditions, considering this value as 100% of nitrite production.
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Nrf2 induction assay

ARECc32 cell line was developed by Wang et al. from the human mammary MCF7 breast
cancer cells. AREc32 cells are constitutively transfected with a plasmid which contains
the pGL-8xARE luciferase gen reporter inserted after the EpRE sequences. Thus, the
induction of Nrf-2 results in luciferase expression. AREc32 were kindly provided by Prof.
Roland Wolf (University of Dundee, U.K.). AREc32 cells were cultured in DMEM with
GlutaMAX and high glucose, supplemented with 1 % P/S (10,000 units), 1.6 % G418 (0.8
mg/mL), and 10 % FBS, incubated at 37 °Cin a 5 % CO,-supplemented air atmosphere.
Cells were harvested in a 75 cm? flask with 11 mL of specified medium and they were

transferred in a new flask each 4-6 days when the confluence was around 80 %.

For the determination of Nrf-2 induction activity, cells were seeded in 96-well white
plate (COSTAR 3917) with a 60,000 cells/well density, using 100 uL of medium per well.
Twenty-four hours after seeding, cells were treated with compounds at desired
concentrations for 24 h, incubated at 37 °C and 5 % CO.. Each well plate had a basal, a
control with TBHQ (10 uM, positive control) variables and problem variables in a final
volume of 100 pL. After 24 h incubation, the luciferase activity was measured through a
bioluminescence assay, using “Luciferase assay system” (Promega E1500) proceeding as
follows: treatments were removed and 20 uL of “lysis buffer” reagent were added to
each well. After 10 mins, the 96-well plate was introduced in a luminescence multi-well
reader, Orion Il microplate luminometer (Berthold, Germany). Measurements were
done by duplicate and the values were normalized to basal luminescence considered as

1.
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) assay

ORAC-FL test was employed to evaluate the oxygen free radical scavenger capacity of
the compounds. The different solutions of trolox (1, 2, 4, 6, 8 uM) as reference
compound, melatonin, as positive control, and new compounds (0.01, 0.03, 0.1, 0,3, 1
and 3 uM) were freshly prepared using PBS (10 mM, pH 7.4) at 37 °C. Black with clear
flat bottom 96-well microplate (COSTAR 3904) was used to measure fluorescence in the
plate reader FluoStar Optima (BMG Labtech, Offenburg, Germany) with 485 nm

excitation and 520 nm emission filters. In each well 150 uL of fluorescein (70 nM) was
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added as well as 25 pL of PBS buffer for blank, 25 uL of trolox solution for standard and
25 pl of melatonin or compound, for sample. Firstly, a fluorescence measurement was
recorded to determine the basal signal. Then, 25 pl of AAPH (12 mM) was quickly added,
since the reaction starts immediately after addition. All samples were carried out in
duplicate at, at least, three different experiments. The fluorescence was measured
during 90 min at 37 °C to obtain the area under the fluorescence decay curve. After
blank correction, plotting the AUC versus concentration, linear regressions were
obtained for each compound. The final results were expressed in trolox equivalents

(TEq), where the slope of the sample linear regression was divided by the slope of trolox.
DPPH reduction assay

Experimental conditions were modified from a previously described procedure3>°.
Briefly, the compounds under assay (150 pl) at the desired final concentrations in a
mixture methanol/water (80/20) were added to a solution of DPPH in methanol/water
(80/20) (150 pl, 100 uM), in a clear bottom 96-well plate, and the final solution was
incubated 1 h in the dark. Then, DPPH absorbance of blank (MeOH/water), control
(DPPH 100 uM), melatonin (negative control), ascorbic acid (positive control) and
compounds plus DPPH were measured at 540 nm in a Fluostar Optima plate-reader
(BMG Labtech, Ortenberg, Germany) in duplicate. The percentage of absorbance (Abs)
reduction of control after subtracting blank absorbance was calculated for each
concentration by the formula: % DPPH reduction = [100 — (AbSsample — AbSbiank) X
100]/Abscontrol.

SH-SY5Y culture

SH-SY5Y cells [ECACC 94030304] from passages between 4 and 16 after defreezing, were
maintained in DMEM containing 15 % non-essential aminoacids and supplemented with
10 % of FBS, sodium pyruvate 1 M, NaHCO3 24 mM, 50 units/mL and 50 pg/mL of P/S,
respectively. Cells were harvested in 75 cm? flask (CORNING 430641U) and incubated at
37 °C with wet atmosphere and 5 % of CO, doing passages 1:4 twice a week. Once 80-

85 % of confluence was reached, cells were transferred to a new culture flask and,

359 pudonne, S., Vitrac, X., Coutiere, P., Woillez, M., Mérillon, J. M. J. Agric. Food Chem. 2009, 57, 1768.
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seeded in the appropriate plate for its experimental use, employing trypsin/EDTA and

centrifuging at 400 revolutions per min (rpm) for 10 min.

Calcium fluorimetry. Measurement of cellular response stimulating nicotinic receptors

with Ach, cytisine and PNU282987 on SH-SY5Y cells

According to experimental requirements, SH-SY5Y were seeded in 96-well black plates
at 100,000 cells/well density until reaching confluence. In brief, neuroblastoma cells
were incubated with the Ca?* sensitive fluorescent dye fluo-4 AM at 5 uM for 1 h at 37
°C in Krebs-Hepes (KH) solution, and 0.05 % pluronic acid. After that, cells were washed
twice with KH solution and 175 pL of KH (as basal response) or treatments at 10 uM
without (for Ach and cytisine injection) or with PNU120596 at 10 uM (for PNU282989
injection) were added and incubated for 10 mins. Prior to the stimulation of nicotinic
receptors with ACh 100 uM, cytisine 20 uM or PNU282987 10 uM using an automatic
injector, basal fluorescence (FO) was recorded and then, fluorescence was measured for
13.5 s in a multi-well reader (FluoStar Optima, BMG, Germany), being the excitation and
emission wavelengths 485 and 520 nm, respectively. To obtain normalized signals, the
determination of maximum and minimum fluorescence values of each well were
obtained adding 50 pL of Triton 5X (Fmax) following 50 pL of MnCl, 1 M (Fmin). The
results were presented as normalized response to acetylcholine, cytisine or

PNU282987+ PNU120596 calculated as (Fmeasured — FO)/(Fmax - Fmin).
PAMPA assay

The filter membrane of the donor 96-well plate (Multiscreen IP sterile clear plate PDVF
membrane, pore size 0.45 uM) was impregnated with 4 uL of porcine brain lipid (PBL)
(Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL, United States) in dodecane (20 mg/mL) (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain). After 5 min, 180 uL of each compound solution in 10 mM
phosphate-buffered saline (PBS) buffer (pH 7.4) at a 100 uM concentration was added
by duplicate into the donor plate to determine their ability to pass the brain barrier (Vp).
Caffeine (negative control) and testosterone (positive control) were also included in the
assay. The acceptor 96-well plate (Multiscreen, Millipore Corp. Burlington, MA, United
States) was filled with 180 uL of PBS (Va). Then, the donor filter plate was carefully put

on the acceptor plate to form a “sandwich”, which was left undisturbed for 4 h at 25 °C.
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After incubation, the donor plate was carefully removed. The maximum absorption
wavelength in the UV spectrum of each compound was measured in a Fluostar Optima
plate-reader, after which absorbances at the selected wavelength were recorded in the
donor and the acceptor plates. Concentration of the compounds in the donor and
acceptor well and equilibrium concentration were calculated from the standard curve

and expressed as the permeability (Pe), according to the equation:

[drugacceptor] )l

[drugeq]

Papp = Cx l—ln(l—

Where C:

Vo xVy

C =
(Vp + V) x area x time

Statistical Analysis

All numerical values are given as mean £ S.D of at least three different experiments. The
ICso or CD parameters were calculated from individual concentration—response curves
by performing non-linear regression analysis using GraphPad Prism software (San Diego,
CA, USA). The results were analyzed by comparing experimental and control data using
one-way ANOVA, followed by Newman—Keuls or Bonferroni post hoc test when three
groups are implicated. Differences between groups were considered to be statistically

significant if p <0.05.
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1. Tras un extenso trabajo de optimizacidn, se consiguié adaptar la sintesis de 2-
acil-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas mediante la reaccion de Povarov aza-viniloga a
las condiciones de mecanoquimica. El nuevo procedimiento es sensiblemente
mas rapido que la reaccion en disolucién y mantiene una eficacia similar en
términos de rendimiento y diastereoselectividad, aunque resulta un método un
poco menos versatii que el convencional. Los derivados de 2-
aciltetrahidroquinolina pudieron ser oxidados en el molino vibratorio a las
quinolinas correspondientes mediante el empleo de DDQ, en un proceso que
supone la pérdida del grupo dimetilhidrazonometilo. En cambio, otras
transformaciones ulteriores de los productos de Povarov en condiciones de

mecanoquimica no dieron el resultado esperado.

~Nna

-Z

_N
2. L
P z O N
NH; Na,SO,anh. @ _p-TsOH(0,1eq) _DDQ(2eq) _ D =
— Ry
5z R
o HSVM, 20 Hz & i HSVM, 20 Hz HSVM, 20 Hz ZON
)KKOH 75 min o 60 min 60 min o
Ry o 21 ejemplos 1 ejemplo
41-99% Rto. cuantitativo

dr: 55:45 a 86:14
2. Se verific6 la aplicabilidad del protocolo de deshidrogenacién/
transposicion/deshidrogenacion a  diversos derivados de  2-aril/2-
aciltetrahidroquinolina, que por regla general deben presentar sustituyentes de
alto caracter electrodonador sobre el anillo de tetrahidroquinolina, asi como
deben carecer de grupos funcionales sensibles a la oxidacion. Se desarrollaron
mediante estudios computacionales varias propuestas mecanisticas para las
distintas variantes de la reaccién, que se pudieron validar en su mayoria de

forma experimental.

R N r!l Ry |
2/, -
@fﬁN o S TN
R, — > R
Tolueno, t.a. ~
N° R 1h N R
14 ejemplos

35-75%
3. Los derivados de 2-acil-3-dimetilhidrazonometilquinolina obtenidos se pudieron
transformar en estructuras del tipo pirrolo[3,4-b]quinolina, mediante una
ciclacion reductora intramolecular, o del tipo pirrolo[3,4-b]quinolin-1-ona, a

través de un protocolo one-pot catalizado por InCls.
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R
NaCNBH; (4,5 eq) 2
HCI/MeOH, pH=5 AN
R, | ta., 90 min RiTC A N_N\ 4 ejemplos
WL / N 85-99%
YN N~ Ar
R P N/ Ar \ Re 0
0 .
InCl; (0,1 eq) R1—1 e N—N/ 4 ejem;ilos
MeOH, 3 h = N/ \ 34-46%
ta. Ar

4. Se completé una nueva quimioteca de compuestos derivados de 2,6-
metanobenzo[e][1,4]diazocina a través de una ruta sintética basada en la
reaccidén de Povarov aza-viniloga. Algunos de los nuevos derivados desplegaron
una resenable actividad antioxidante y neuroprotectora sobre diversos modelos
in vitro de neurotoxicidad que podria estar mediada, al menos en parte, por su
actividad moduladora de los receptores nicotinicos de acetilcolina e inductora
del factor de transcripcion Nrf2. Por el contrario, no se consiguié encontrar una
utilidad sintética alternativa para el intermedio iminico de la ruta de obtencién

de los productos diazabiciclicos anteriormente mencionados.

/N
p Ry, NaCNBH;
R, @\ InC|3 0,1 eq) 1) Hidrélisis R m’t _No, (45eq)

- R .
N/\[( 2 CH CN, t.a. 2 2) NH,AcO N Ry HCIIMeOH
CH;3NO, t.a. HH pH=5, t.a.
90 min 16 ejemplos
>‘< ! - Actividad antioxidante (ORAC)

' - Efecto neuroprotector frente a

| estrés oxidativo y AO

i - Capacidad inductora del factor

f de transcripcién Nrf2 '
| = Actividad moduladora sobre los |
3 receptores nicotinicos de Ach

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Reaccién con
nucledfilos,
cicloadiciones, etc.

5. Se consiguidé poner a punto la sintesis de tres nuevas familias de ligandos
multidiana, integradas por un fragmento analogo de citisina y diversos productos
naturales. La nueva quimioteca, integrada por un total de 21 derivados, fue
sometida a un completo cribado farmacolégico, cuyos resultados preliminares
parecen confirmar que la mayoria de los compuestos obtenidos presentan las
propiedades antioxidantes y neuroprotectoras que se pretendian con el nuevo
disefio. Como en el caso anterior, todo apunta a que su potencial
antineurodegenerativo se relaciona con su capacidad para modular los
receptores nicotinicos de acetilcolina e inducir la traslocacion al nucleo del factor

de transcripcion Nrf2.
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o
Ri HN
N
Ry \
N Familia B
H 2 ejemplos - Actividad antioxidante en

ensayos ORAC y DPPH
- Efecto neuroprotector frente a

R privacion de suero y potasio
» - Actividad antiinflamatoria
R; z
de transcripcion Nrf2
Familia C - Actividad moduladora sobre

los receptores nicotinicos de
Ach
- Atraviesan BHE (PAMPA)

7 ejemplos

Familia A
12 ejemplos

- Capacidad inductora del factor ‘
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1. The synthesis of 2-acyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines through the aza-vinylogous
Povarov reaction was successfully adapted to mechanochemical conditions. The
new optimised procedure is remarkably faster than the conventional one, while
maintaining a similar efficiency in terms of diastereoselectivity and yield,
although the mechanochemical conditions allowed a somewhat narrower
substrate scope. A proof-of-concept experiment showed that 2-
acyltetrahydroquinoline products can be oxidised under mechanochemical
conditions in the presence of DDQ to furnish the corresponding 2-acylquinolines,
with concomitant loss of the dimethylhydrazonomethyl group, a transformation
that was not possible under conventional conditions. On the other hand, some
other attempted transformations of the Povarov products under

mechanochemical conditions were unsuccessful.

/ N
z
R
I
Z z O N
NH; Anh.Na;SO, s _pTsOH (0.1 eq) _ _DDQ(2eq) B
— Ry
R.

o HSVM, 20 Hz & Né\[( 2 HSVM, 20 Hz HSVM, 20 Hz 'S
)K(OH 75 min o 60 min 60 min (o)
R; 21 examples 1 example

OH 41-99% Quantitative yield

dr: 55:45 to 86:14
2. A new DDQ-catalysed dehydrogenation/rearrangement/dehydrogenation
process was successfully applied to several 2-aryl/2-acyltetrahydroquinoline
derivatives, with the general requirement of bearing electrodonating
substituents on the tetrahydroquinoline aromatic moiety, as well as the absence
of functional groups sensitive to oxidative conditions. DFT studies furnished
some mechanistic proposals for the different variants of the reaction, most of

which were validated experimentally.

R N rll R |
2/,, .
2L NS DD (2 eq) NN LAY
E— |
Ry Toluene, r.t. R1_'/ =
N R 1h N" Rs
14 examples

35-75%
3. 2-Acyl-3-dimethylhydrazonomethylquinolines obtained by the method
described above could be transformed into pyrrolo[3,4-b]lquinoline derivatives
through an intramolecular reductive cyclization, and into pyrrolo[3,4-b]quinolin-

1-ones via a one-pot domino transformation promoted by InCls.
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NaCNBH; (4.5 eq) Ry
R, | HCIrI-':’-I,e;)OHﬁ‘i):_S R, N\/ N_Ni 4 Z;‘rjgrgg/:es
Rl A L / Ar
L N/ Ar \ R, o
° InCl; (0.1 eq) R o N—N/ 4 examples
MeOH, 3 h - | 2a46%

rt Ar

4. A new library of 2,6-methanobenzo[e][1,4]diazocine derivatives was obtained
through a 5-step synthetic route based on the aza-vinylogous Povarov reaction.
Some of these compounds showed remarkable antioxidant and neuroprotective
activities on different in vitro models of neurotoxicity. These effects could be a
consequence of their ability to activate the transcription factor Nrf2, and
modulate the nicotinic acetylcholine receptors. However, we could not find a

synthetic application for the imine intermediaries of the route.

Rs, NaCNBH,
S lnCI3 (0.1 eq) ™ 1) Hydrolysis <N _No, (4 5 eq)
Rig R, = R R, Ri LA
N/\n/ CH4CN, r.t. 2) NH,AcO N R, HCIIMeOH

fo) CH3NO,, r.t. HH pH=5, r.t.
90 min 16 examples
>‘< ! - Antioxidant activity (ORAC)
i - Neuroprotective activity against |
Cycloadditions, | oxidative stress and OA ‘
reactions with ' = Activation of the transcription
nucleophiles, etc. 1 factor Nrf2

i - Modulatory activity of nicotinic !
acetylcholine receptors i

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

5. Three new families of multitarget directed ligands were designed and
synthesised, including in their structures a cytisine-like framework and several
antioxidant natural products. A preliminary pharmacological screening was
performed on this new library, composed of 21 derivatives, whose results
confirmed that most compounds showed the expected antioxidant and
neuroprotective activities. These beneficial effects seem to be related to the
activation of Nrf2 and the modulation of some subtypes of nicotinic

acetylcholine receptors.
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o
f HN)J\/HN

R1\/I A\
NH N N Family B

2 examples

- Antioxidant activity on ORAC
and DPPH assays

- Neuroprotective activity against
serum and potassium
deprivation

R, 1 3
! - Antiinflammatory activity

Ry <

- Activation of transcription
factor Nrf2

- Modulation of nicotinic Ach
receptors

- BBB permeability (PAMPA)

Family C
7 examples

Family A
12 examples
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)

s 2 g = = = 2

g 2 8 8 8 8 g g =2 =2 g g = =2 = g

ZE § 8% & 2 2 2 8 8 8 2 8 &g 8 =8 g

2 i =2 & = 5 8 8 § 8 B § &8 § 8 o 7

b1

www e
N Fagz

stz

ot Eot

iz #972

svzl

E—
or
iy

e
s

P
SEF—F
sov

Foor
Lot

6610 |

1

Leeo
H\mﬂ.«

Fses

80

2.0 1.5

2.5

5.0 45
f1 (ppm)

5.5

6.0

13C NMR (63 MHz, CDCls)

[-800

750

700

{650

600

550

500

450

400

350

300

250

200

150

{100

01T~
e
oaz—

fEE—
og—

05—

g89—

0L

sER="

PETT
T
LA

5 EW
ez

(e

59T~
L&
T
9 a1

0691

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

200

421



20a

1H NMR (250 MHz, CDCls)

S3EA9593388883% +2200
2100
{2000
1900
(1800
(1700
1600
1500
F1400
1300
F1200
1100
(1000
{-a00
800
700
600
[-500

{400

1 W P -

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.
f1 (ppm)

13C NMR (63 MHz, CDCls)

1518
0.2
3.0
EX)
26
2.0
%8

780

775

770

{1500

563

e

—are
—327
—243
—218

Z
5
Nes
616

1400

1300

(1200

1100

(1000

900

[-800

{700

600

{500

400

| [-300

f-200

100

100

e L e S e S s e B e L e e e L s e o
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

422



1H NMR (250 MHz, MeOD)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, MeOD)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)

2400

{2200

2000

{1800

1600

1400

r1200

{1000

[-800

{600

400
+-200
o

t-200

|
A

=i

Tt

Frez |

Fove

e

B

Lot

80

I-es0

50 45
f1 (ppm)

5.5

70 6.5

75

8.5

9.0

10.0

105

13C NMR (63 MHz, CDCls)

{600

550

500

[450

400

{350

300

250

200

150

100
0

g5
Gz

ese
sre
¥EED

o/

TEp
505~

P
fas

SE—

10

20

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

210

433



CDCl3)

'H NMR (250 MHz,

2 82 £ E 828 8 8 8 88 € 2 2 2 2 2 2 2 2 = 2
2 8 8 R 3 8 § 8 8 3 8 8 8 8 8 2 8 8 8 8 S
R L R SO PO M A LA L s AU COPUE AU LU P B
ke B
mif
iz = Egy
BIE Pl
stz =
fias g
owe
PiE .
9z —==
bhE—= — kLT
el 0ze
S9E
:Lf
ece =
are~t = 09
—= W
arE— B
b W
NCW. —— ot
o Q
555
55— — a6
a
9857
19
599
89
629 _
65 - Eea50
1231
169 Lot
L = A
€0t s
——

o B0E
fie

Tes0

2.5 2.0

3.0

75 70 65 60 55 50 45
f1 (ppm)

8.0

10.0

105

13C NMR (63 MHz, CDCls)

(8500
[-8000

7500

7000

6500

6000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

(1000

[-500

g5
Gez—

ae)
v
o
=
vas/

727
[

§RI
i
vay
b
faarl,
L
v
sosi—
svai—

gEI—

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 g0
f1 (ppm)

210

434



N 29a

Iz

1H NMR (250 MHz, CDCls)

876

1961
201
2033

105  10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.
f1 (ppm)

13C NMR (63 MHz, CDCls)

—1665

—1367
78.0
775
770

—430
—a0.4

Vs
X

T T S e e e
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50
f1 (ppm)

435

n
o
™
™

253

1600

1500

1400

1300

1200

1100

1000

900

{800

{700

70

40

20




1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)
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1H NMR (250 MHz, CDCls)

g 8 8 82 28 8 8 B 8 8 8 8 8 =2 = =2 = S
5 8 % &8 &8 & 8 8 2 8 3 8 28 8 8 2 R o 9
n
=
=
=
i
n
-
o
]
B
952,
86T— — = Ea61 -3
el o
bOE: n
s9ey B
e purz
6967
e - —
585 <
59
099 "
1859 b
189
e
£1e 2
e w
e
s -
ver &
6L
£EL
veL 2
gL @
ag
EL -
L cee————=T  ruz | O
15 }
[ Eo8m
[ 2
a5 . 601 [ ™
201
65 = —  Boe |,
5L = poes 1R
09 = 601
ez
9L = Fuo Lo
B
ien = Ko

10.0 9.5

10.5

13C NMR (63 MHz, CDCls)

210

[200

190

180

170

160

[150

{140

130

120

F110

bsz—

76E—

ves
AN

ses
vor/

Eo—

ris—

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20
f1 (ppm)

210

439



(o] H ) \N'N\
N P
N
H
) )
NH 34a °

273
2,15
214

/
\

184
184

13C NMR (63 MHz, CDCls)

2002
1712
1437

78.0
%nn
—54.8
—499
437
Zra12
3
392
_-272
~257

s e S s e e S
120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30
f1 (ppm)

D T S T RRL]

- T
210 200 190 180 170 160 150 140 130

440

(1000

900

800

700

600

f-500

300

200

r100

320

300

280

f-260

{240

{220

{200

[180

160

140

120

100




35a

1H NMR (250 MHz, CDCls)
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'H NMR (250 MHz, DMSO-ds)
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