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SUMMARY

IDENTIFICATION, SYNTHESIS AND EVALUATION OF NOVEL TUMOR VASCULAR
DISRUPTING AGENTS

INTRODUCTION AND OBJECTIVE

Resistance mechanisms and lack of efficacy associated with current antineoplastic treatments
demand novel approaches in the design of anticancer drugs. Vascular Disrupting Agents (VDAs)
constitute an innovative approach in anticancer therapy owing to their original mechanism of action,
complementary to other existing therapies. VDAs act directly and selectively over the tumor
endothelium, inducing crucial morphological and functional changes. As a result, blood flow inside
the tumor is quickly and dramatically decreased which unleashes the final necrosis due to the specific
tumor hypoxia. The best studied VDAs are microtubule-destabilizing agents that bind the o,B-tubulin
dimer at the colchicine-binding site, being combretastatine A4 (CA-4) the most representative
compound. It is inferesting o mention that VDAs with a colchicine-like profile are also able to behave
as antimitotic agents when affecting tumor cells, at concentrations slightly higher than those at which
the antivascular effects are observed. This antimitotic effect is closely related to the importance of the
cytoskeleton of a,B-tubulin in the mitotic spindle formation. Therefore, this dual mechanism of action,
that is, antivascular (against endothelial cells) and antimitotic (against tumor cells), turns these drugs
into very promising anticancer compounds. Moreover, colchicine-site binders are not recognized by P-
gp and do not induce B-lll tubulin isoform expression, which are the main causes of multidrug
resistance (MDR) among microtubule-binding agents. It should be mention that there are currently a
few VDA candidates in clinical trials, i.e., CA-4P, ZD6126, AVE-8062, ABT-751 and MPC-6827.
However, they still present serious drawbacks that hamper their pharmaceutical validation, such as
low chemical stability and limited solubility. Therefore, the development of new VDAs with a better

pharmaceutical profile is critical.

Having said that, the central objective of this Thesis has consisted in the identification, synthesis,
evaluation and optimization of new colchicine-site ligands that may afford novel VDAs with additional
antimitotic activity against tumor cells. The work undertook has been organized in three Chapters. In
Chapters 1 and 2 our approach has consisted in the design and synthesis of new compounds inspired
in previously described VDAs, with the intention of improving their pharmacokinetic and
pharmacological profile. The approach in Chapter 3 has been completely different since it has relied
on a computational approach -in particular a virtual screening campaign- so as to identify novel hits

that could be further explored and optimized.



RESULTS AND DISCUSSION

Chapter 1 has been focused on the synthesis and evaluation of compounds structurally related
with MPC-6826, a quinazoline-based VDA which is under clinical evaluation. By incorporating a
purine ring as central scaffold -a well-known privilege scaffold in medicinal chemistry- and
maintaining similar substituents at the periphery, it was intended to keep crucial interactions with the

target while enhancing solubility. The general structure of this family of compounds is shown in Figure

A.
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Figure A. General formula of the 6-(phenylamine)purine derivatives synthesized in Chapter 1.

The synthetic procedure employed started from 5-amino-4,6-dichloropyrimidines giving access to
the final compounds in three to five steps. In addition, by employing a microwave-assisted protocol
the reaction times were reduced and overall yields were improved compared to traditional heating.
The synthesized purine analogues were evaluated in proliferation assays. Among the synthesized
purines, five compounds exhibited cytotoxic activities with ICs, values below 10 uM, being close to 2
uM for the most active one, a tetrahydroquinoline derivative. Furthermore, they induced a G2/M

arrest in Hela cells, a typical behavior observed with others colchicine-site binders.

Chapter 2 addressed the synthesis and evaluation of novel colchicine-site binders with a chalcone
scaffold. The selection of this structural class of compounds was supported by previous reported
examples of antimitotic chalcones that bind at the colchicine-binding site. Due to the extensive
presence of the dioxolane motif in natural products behaving like colchicine, this ring was
incorporated at phenyl A in the proposed chalcone skeleton, as it is shown in the general formula in

Figure B.

Figure B. General formula of the chalcone-based compounds synthesized in Chapter 2.

The synthetic protocol worked suitably, although some steps required to be optimized. In most
cases the only isomer detected was the expected Fisomer, but in some cases, the Z- isomer was
identified as the minor isomer. Interestingly, the isomerization was favored by exposition to light.
Among the synthesized chalcones, two of them showed antiproliferative activity in the nanomolar

range being similarly or even more active than the reference compounds colchicine and CA-4P.

Studies performed to determine the mechanism of action of this new series of chalcones revealed
that they caused cell cycle arrest in G2/M phase by interfering with the mitotic spindle at metaphase.
Their binding at colchicine-site in tubulin was confirmed by competition experiments using N, N-
ethylene-bis(iodoacetamide)  (EBI)  and  (R)-(+)-ethyl ~ 5-amino  2-methyl-1,2-dihydro-3-

Vi



phenylpyrido[3,4-]pyrazin-7-yl carbamate (R-PT). Moreover, the capacity of these chalcones to
interrupt a preexisting vascular network and their effects in the endothelial cells morphology pointed to

a potential antivascular activity for this family of compounds.

We designed a produg strategy in order to improve the water solubility of the most active
compound, by conjugation of the parent compound with an aminoacid or with a dipeptide. The
biological evaluation of these prodrugs as antiproliferative agents showed that the aminoacid
derivative was 1000-fold less active than the parent compound while the dipeptide prodrug preserved
the excellent activity of the parent drug. In addition, the dipeptide derivative was 2000-fold more
soluble than the parent compound. Importantly, the dipeptidyl produg remained stable after 2 hours-
incubation in PBS at 37 °C and was perfectly recognized by serum and liver extract enzymes, releasing
the active drug in an efficient manner. All together, these results have led us to propose that the

dipeptidyl derivative affords the right profile to be proposed for an “in vivo” experiment.

In Chapter 3 we envisaged the identification of VDAs with a scaffold different from those reported
in the literature. For that purpose we carried out a ligand 3D shape similarity virtual screening (VS)
approach, using as “query” the 3D structure of the colchicine-site binder TN-16, which occupies a
burier area inside the B-subunit of tubulin than colchicine and analogues. The VS campaign afforded
a list of potential hits that were purchased or synthesized. Fortunately, once tested, one of the hits -a
cyclohexanedione derivative- showed a very significant antiproliferative activity, both in tumor cells
and endothelial cells (IC5o=11-35 puM). lts binding at the colchicine site was confirmed by 2-methoxy-
5-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-2,4,6-cycloheptatrien-1-one (MTC) displacement. Therefore, we have
undertaken the synthesis of structural analogues using a protocol that has allowed us to explore
fragments A, C and D (Figure C).

Figure C. General formula of the cyclohexanodione derivatives synthesized in Chapter 3.

Several of the new analogues synthesized have shown antiproliferative activity in the sub-pM
range, being 100-fold more potent than the initial hit. It should be mention that the two most active
compounds presented an ICs, value of 0.09 and 0.10 uM against HMEC-1 cells. Studies performed
to determine the mechanism of action of these cyclohexanedione-related compounds revealed that
they caused cell cycle arrest in G2/M, in the same manner as other colchicine-site ligands. This
antimitotic effect was caused by their capacity to interact with tubulin and prevent the mitotic spindle
formation during metaphase. Their binding at the colchicine site in tubulin was confirmed by
competition assays with EBI and R-PT. Moreover, we have demonstrated that they may produce
vascular disruption by interrupting established endothelial tubular networks. They also inhibited the
migration and invasion of human breast carcinoma cells. The higher stability of the most active
synthesized compound when compared to the initial hit, both in liver extract and human serum,
constituted an additional evidence of the suitability of the structural changes performed. Thus, these
tubulin-binding compounds represent a promising new family of antiproliferative and antivascular

agents that should be further explored.

vii



CONCLUDING REMARKS

In this Thesis we have addressed the identification, synthesis and evaluation of three new families
of colchicine-site binders in o,B-tubulin. The final aim has been to provide novel chemical entities that
could be useful as antitumor agents by combining a vascular disrupting activity against endothelial
cells and antimitotic activity against tumor cells. Making use of robust and well established chemical
procedures, and adapting the described procedures when required, the three families of compounds
have been explored in order to establish structure-activity relationships. Their biological evaluation,
particularly those studies performed with compounds described in Chapters 2 and 3, strongly supports

their inferest as very promising antimitotic and antivascular candidates.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El término cdncer engloba una gran variedad de enfermedades, todas ellas diferentes en
etiologia, naturaleza y sinftomatologia pero que comparten una caracteristica comdn: la presencia de
células anormales que se dividen de forma auténoma vy sin control, invadiendo a nivel local y a
distancia distintos tejidos. Estas células son las denominadas células cancerosas, y son las nuevas
masas de tejidos que se originan como consecuencia del crecimiento descontrolado de dichas
células lo que se conoce como neoplasia o tumor maligno. Etiolégicamente, el cdncer es el resultado
de alteraciones en genes fundamentales en el ciclo celular, aquéllos que controlan los procesos
fisiolégicos implicados en el crecimiento, la divisiéon y la muerte celular. Aunque estos cambios
genéticos pueden ser debidos a factores hereditarios, la mayoria de ellos son causados por factores
ambientales o del estilo de vida. Se conocen mds de 200 tipos de cdnceres diferentes, siendo los

mas frecuentes los de préstata, mama, pulmén y el céncer colorrectal .’

La malignidad de las neoplasias es variable, en funcién de las caracteristicas biolégicas de cada
tumor. Segun la agresividad del tipo celular, las células cancerosas pueden invadir y destruir el tejido

a su alrededor en muy distinto grado. No obstante, el pronéstico de la enfermedad viene

principalmente determinado por la capacidad de las células para desprenderse del foco inicial y
entrar al torrente sanguineo o al sistema linfdtico, disemindndose a distancia y ocasionando el
crecimiento de nuevos tumores en otras partes del cuerpo alejadas de la localizacién primitiva. Este

fenémeno es lo que se denomina metéstasis tumoral.'?

Lamentablemente, el cdncer constituye la segunda causa de defuncién en los paises
desarrollados: alrededor de 8 millones de personas mueren de cdncer cada afio, siendo los cénceres
de pulmén, estémago, higado, colon y mama los que causan un mayor nimero de muertes anuales.
La OMS prevé que la incidencia de cdncer aumente en todo el mundo de forma progresiva conforme
al aumento en la esperanza de vida, alcanzando en 2030 la cifra del 75% de la poblacién, y
provocando 13,1 millones de muertes en dicho afo. Actualmente, alrededor del 90% de las
defunciones se derivan de las metdstasis y del fracaso terapéutico, el cudl es debido a la aparicién de
distintos tipos de mecanismos de resistencia por parte de las células tumorales. Por todo ello, la
busqueda de estrategias terapéuticas innovadoras para el tratamiento del cdncer es en este momento

una prioridad en nuestra sociedad.??

1.1. La terapia antivascular como estrategia frente al c4ncer

El desarrollo de nuevas redes de vasos sanguineos que puedan aportar oxigeno y nutrientes es
una de las caracteristicas esenciales para el crecimiento de tumores sélidos.* Al mismo tiempo, el
torrente sanguineo es una de las vias por las que las células del tumor primario colonizan zonas
distantes del organismo en el proceso de metéstasis. Dada la importancia de un adecuado flujo
sanguineo en el entorno tumoral para la expansion celular y la metdstasis tumoral, la bisqueda de
compuestos capaces de inhibir dicha vascularizacién ocupa un papel primordial en el estudio actual
de nuevas estrategias antineopldsicas. Mientras la quimioterapia convencional citotéxica ejerce el
efecto antitumoral por medio de la inhibicién del crecimiento de las células neopldsicas, la terapia

antivascular afecta a las células endoteliales en el entorno tumoral y asi ejerce un efecto indirecto

sobre las células tumorales. Es importante destacar que las células endoteliales no sélo son més

*Nota: la Bibliografia se recoge al final de esta Introduccidn General, y al final de cada capitulo.
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estables que las células tumorales a nivel genético, sino que ademds presentan una tasa de recambio
de aproximadamente 120 dias.>® Esta longevidad de las células endoteliales, unida a su mayor
estabilidad genémica, convierten a los vasos tumorales en una diana complementaria y muy atractiva
en el disefio de terapias combinadas frente al crecimiento tumoral y desarrollo de metdstasis.

Existen dos clases de terapia antivascular: los fdrmacos antiangiogénicos, que inhiben el
desarrollo de nuevos vasos sanguineos;”'® y los fédrmacos que actian destruyendo la vasculatura
preexistente en el entorno tumoral, también llamados agentes interruptores de la vascularizacién
tumoral o VDAs (Vascular Disrupting Agents).”!" Las principales diferencias entre ambos grupos se

reflejan en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales diferencias entre los dos tipos de terapia antivascular.

z
NTIANGIOGENICOS
Administracién crénica Administracién aguda
Inhiben la neovascularizacién Destruyen la vasculatura del tumor
Previenen o limitan el crecimiento del tumor Provocan una necrosis tumoral intensa
Particularmente activos en fases iniciales y nuevas Especialmente activos frente a grandes masas
metdstasis tumorales

En la prdctica, es dificil encontrar farmacos que se encuadren estrictamente en cualquiera de
estas dos estrategias dado que un VDA con frecuencia tiende a presentar ciertas caracteristicas
antiangiogénicas, y un compuesto antiangiogénico puede manifestar algunas propiedades tipicas de
un VDA."? Esencialmente, la terapia antiangiogénica presenta un efecto citostatico sobre las células
endoteliales, mientras que los VDAs actéan por un mecanismo citotéxico. Asi, los fédrmacos
antiangiogénicos, al inhibir la neosvascularizacién, previenen el crecimiento y la diseminacién de los
tumores solidos; ésto justifica que su pauta de administracién sea crénica y que se enfoquen al
tratamiento en las fases tempranas de la enfermedad.” Por su parte, los VDAs, administrados de
forma aguda, interrumpen de forma répida y dramética el flujo sanguineo preestablecido en el
tumor, producen la isquemia y posterior necrosis del mismo durante las 24 horas posteriores a la
administracién, y por ello estarian indicados frente a estadios avanzados de la enfermedad.'
Ademds, estos fdrmacos serian especialmente eficaces para tratar grandes masas tumorales, las

cuales generalmente son resistentes a la terapia citotéxica convencional.'

Ademds de la aplicacién oncolégica, otfras indicaciones de estos farmacos VDAs se encuentran
en el campo de la oftalmologia, en particular para el tratamiento de ciertas retinopatias, como la
degeneracién macular asociada a la edad (DMAE),” principal causa de ceguera en personas
mayores de 50 afos en los paises desarrollados. Alrededor de 150 millones de personas en todo el
mundo sufren esta enfermedad -concretamente en Espafia hay 800.000 pacientes afectados- y la
OMS estima que en las préximas décadas va a triplicarse su incidencia.'® La aplicacién terapéutica
de los VDAs en la DMAE supone una nueva aproximacién en el tratamiento de esta enfermedad,
existiendo ademds un creciente interés en base a los distintos estudios clinicos que se estén llevan a

cabo en la actualidad.’™"”



1.2. Fisiologia del endotelio y fisiopatologia del endotelio tumoral

En 1982 la profesora britdnica Juliona Denekamp planteé que la oclusién selectiva de los vasos
sanguineos tumorales podia favorecer la regresién de la masa tumoral. Esta hipétesis fue fruto de su
extenso frabajo en el campo de las células endoteliales, donde constaté que aquellas que
pertenecian a distintos tumores experimentales presentaban una tasa de proliferacién muy superior
con respecto a las que estaban asociadas a tejidos normales. Este fenémeno llevé a Denekamp a
postular que las diferencias entre ambos endotelios podia ser de utilidad para el disefio de nuevos
farmacos antitumorales (més tarde denominados VDAs) que especificamente actuasen sobre la
vasculatura tumoral.'®' Dicha hipétesis fue posteriormente validada por medio de inmunotoxinas
especificamente dirigidas al endotelio tumoral de un modelo murino,? y se convirtié en el pilar
fundamental para nuevas investigaciones centradas tanto en el estudio de las caracteristicas

particulares de este endotelio tumoral, como en el disefio de VDAs.

Como se ha comentado anteriormente, los VDAs actdan sobre las células endoteliales, células
poco propensas a fenémenos de resistencia.’” Estas son células aplanadas que recubren la pared
interna o luminal de los vasos sanguineos, donde forman un epitelio plano simple que es el endotelio
vascular. Las células endoteliales forman una superficie lisa que facilita el flujo laminar de la sangre y
previenen la adherencia de las células sanguineas. Entre las numerosas funciones de estas células
podemos destacar las siguientes: constituyen una barrera permeable para el transporte de oxigeno y
nutrientes entre el plasma y el intersticio celular; sintetizan sustancias vasodilatadoras (como el éxido
nitrico) asi como vasoconstrictoras; regulan la angiogénesis y el remodelado vascular; producen
factores de crecimiento, hormonas y citoquinas que regulan importantes procesos fisioldgicos; vy

también segregan sustancias que regulan la coagulacién y la fibrinélisis.

La selectividad de los VDAs por el endotelio tumoral se debe a las diferencias estructurales
existentes entre éste y los vasos fisiolégicos (Figura 1).2' En los tejidos normales, el aporte sanguineo
se realiza por medio de una red de vasos madura, ordenada, eficiente y estrictamente regulada por
la demanda de oxigeno y nutrientes de cada tejido, lo que ademés condiciona la liberacién de los
denominados factores pro-angiogénicos o bien anti-angiogénicos, segin estimulen o inhiban la
formacién de nuevos vasos sanguineos. En el endotelio tumoral, la agresividad en el crecimiento de
las células neopldsicas ocasiona que los vasos sanguineos tumorales no sélo presenten una elevada

tasa de proliferacién, sino que ésto vaya acompafado de una ausencia de pericitos y de deficiencias

(A) Vasosfisiolégicos (B) Vasostumorales

a7

Figura 1. Evidencia biolégica del caracter inmaduro y deficiente de los vasos sangufneos tumorales. Imagen
tomada por microscopia electrénica de barrido (SEM) donde se observan vasos fisiolégicos (A) y tumorales (B).
Adaptacién de la referencia Cancer2010, 776, 1859-1871.
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en la membrana basal y a nivel del musculo liso. Asi, estos vasos tumorales se caracterizan por ser
més finos, tortuosos, frégiles e inmaduros. Tal y como se puede observar en Figura 1B, al hecho de

que los vasos sean muy irregulares tanto en didmetro como en longitud, se suma la existencia de

terminaciones ciegas y protuberancias anormales.”? Ademds, estas células endoteliales del tumor
suelen presentar una morfologia irregular, de modo que la falta de planaridad se traduce en que la
superficie luminal del vaso sea discontinua, con pérdida de puntos de conexién intercelulares. Esto
desencadena una mayor permeabilidad a macromoléculas de la sangre que conduce a una mayor
presién intersticial, lo cual se agrava debido al defecto existente en el drenaje linfético.'” Todo ello en
conjunto aumenta la resistencia vascular, dificultando el flujo sanguineo. Como resultado, cualquier
descenso en la perfusiéon sanguinea -que apenas tendria consecuencias en cualquier otfro tejido-
podria ser catastréfico para el tumor.23?5 Asi, los VDAs conducen a la isquemia y a la necrosis del
tumor, efecto no sélo répido sino también muy selectivo, ya que la vascularizacién en el resto de

tejidos apenas resulta alterada.?

A pesar del efecto necrético tan acusado que los VDAs producen sobre las masas tumorales, los
ensayos clinicos llevados a cabo con este tipo de compuestos apoyan la necesidad de ser
administrados en terapias combinadas y no en terapia Unica. Si bien los VDAs producen una necrosis
rdpida e intensa en el centro del tumor -zona que por su naturaleza altamente hipdxica y dcida es
dificilmente acccesible para la quimioterapia y la radioterapia- las células tumorales de la periferia no
se ven afectadas dado que se abastecen a través de vasos fisiolédgicos de los tejidos en contacto, y

no sufren asi apenas perturbaciones tras la administracion de un VDA.?”?? Sin embargo, al incluir los

VDAs en terapias combinadas, el efecto antineopldsico se potencia, al mismo tiempo que se
minimizan los efectos secundarios (por ejemplo, hipertensién) por reduccién de la dosis. Las
combinaciones que se estdn evaluando en ensayos clinicos incluyen bien radio o quimioterapia
(generalmente carboplatino y/o paclitaxel), terapias frente a las cuales las células periféricas bien

° o bien agentes antiangiogénicos

oxigenadas y resistentes al VDA si son generalmente sensibles;?
(principalmente bevacizumab), mas efectivos contra las células tumorales de la periferia donde el

proceso de angiogénesis ocurre de forma mds intensa.®'

1.3. Clasificacién y mecanismo de accién de los VDAs

Debido a la fisiopatologia del endotelio tumoral, la vasculatura tumoral constituye una diana
muy atractiva y de gran potencial para el tratamiento del cancer. Basicamente, los VDAs engloban a
un conjunto de compuestos que actuando sobre dianas primarias diferentes producen cambios
morfolégicos y funcionales en el endotelio tumoral. Asi, atendiendo a la complejidad molecular del
agente interruptor de la vascularizacién, los VDAs se clasifican en dos grandes grupos: los VDAs

basados en ligandos fisiolégicos y las pequefas moléculas VDAs.*?

El primer grupo engloba diferentes ligandos, generalmente péptidos o anticuerpos, dirigidos
frente a antigenos o receptores especificos de las células endoteliales tumorales.®® Si bien
conceptualmente este grupo presenta un elevado inferés, su desarrollo clinico actual estd
progresando muy lentamente, entre otros motivos por los elevados costes asociados a la produccién
biotecnolégica de estos ligandos. El segundo grupo, constituido por las moléculas pequefas VDAs, a

su vez se divide en dos grandes familias en funcién del mecanismo de accién.



La primera familia la constituyen los compuestos derivados del dcido 8-flavon acético (FAA) (i.1)
(Figura 2). Si bien el mecanismo de accién es complejo y ain no ha sido del todo dilucidado, el
efecto global es consecuencia de la produccién de sustancias vasoactivas en el endotelio tumoral
(como serotonina y éxido nitrico), unido a la liberacién de citoquinas por parte de los macréfagos
locales, como interferones (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), que desempefa un
papel fundamental. Esto da como resultado la apoptosis de las célulos endoteliales, lo que
desencadena la necrosis hemorrédgica del tumor.®** Dentro de esta familia, el candidato més
prometedor en la actualidad es el dcido 5,6-dimetilxantenona-4-acético (i.2, DMXAA, vadimezan o

ASA404)% (Figura 2), el cual ha demostrado un efecto muy potente en la regresién tumoral tanto en

28,36,37

estudios preclinicos como clinicos.

(0]
480
HO.

O FAA () O DMXAA (i.2)
Figura 2. Estructura del dcido 8-flavonacético (FAA) (i.1) y de su derivado DMXAA (i.2).

La segunda familia de pequefas moléculas, objeto principal de estudio de la presente memoria,
estd integrada por unos compuestos que actdan desestabilizando los  microtdbulos
intracitoplasmaticos. El mecanismo de accién de todos ellos es por unién al heterodimero de o,f-

tubulina, concretamente en el sitio de unién de la colchicina (i.3) (Figura 3).

Colchicina (i.3) CA-4P (i.4)

Figura 3. Estructura de la colchicina (i.3) y de la combretastatina A-4 o CA-4 (i.4).

La colchicina es un alcaloide de origen natural con propiedades antimitéticas muy potentes, que
estd presente en diferentes especies de plantas, principalmente en el célchico (Colchicum
autumnale). Si bien ha sido empleada en la medicina popular desde tiempos ancestrales, con
frecuencia a modo de veneno debido a su extrema toxicidad, su uso medicinal fue descrito por
primera vez en De Maferia Médica de Dioscérides (siglo | a.C.) en forma de extracto para el
tratamiento de los dolores agudos de gota. Este legado se ha conservado a lo largo de los afos,
encontrando en las Farmacopeas mds recientes esta indicacién analgésica de la colchicina.
Paradéjicamente, no fue hasta la década de los 40 cuando se describié por primera vez el potente
efecto antitumoral de la colchicina y cuando comenzaron los estudios acerca de su mecanismo de
accién antimitético.®® En el afio 1968 fue empleada para la caracterizaciéon de una proteina
desconocida hasta la fecha, proteina que formaba parte de los microtibulos celulares y a la que la
colchicina se unia especificamente: la tubulina.*” Aunque su extrema toxicidad limita sus indicaciones
actuales al tratamiento de la gota y la fiebre mediterrénea familiar,*° la colchicina posee un elevado

interés en oncologia para el desarrollo de nuevos fdrmacos antitumorales, dado que se ha
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demostrado que aquellos compuestos que se unen en su mismo sitio en tubulina presentan
propiedades antineopldsicas por un mecanismo VDA. En este sentido, la combretastatina A-4 (i.4,
CA-4) (Figura 3), compuesto también de origen natural obtenido de la corteza del arbusto

Combretum caffum,*!

se une a este sitio de colchicina en tubulina, siendo el primer inhibidor de la
polimerizacién de microtGbulos descrito con propiedades interruptoras de la vascularizacién a una
dosis bien tolerada.*? Considerada como el principal prototipo para el disefio de nuevos VDAs y
objeto de una extensa investigacién, su desarrollo clinico ha sido inviable debido a su baja
solubilidad y a su escasa vida media. Esto es consecuencia de la isomerizacién de la cis-olefina al
derivado #rans que es inactivo, en presencia calor, luz y/o medio dcido durante el almacenamiento y
la administracién.*® La toxicidad de la colchicina (i.3) por un lado, asi como la insolubilidad e
inestabilidad de la CA-4 (i.4) por otro, justifican el arranque de numerosos programas de quimica
médica focalizados en el desarrollo de nuevos VDAs que solventen los problemas de estos

compuestos.

Asf, los esfuerzos en la busqueda de nuevos VDAs han culminado en la sintesis del derivado de la
colchicina ZD6126* (i.5) y los profdrmacos de combretastatinas (Figura 4), tales como el fosfato de
CA-4%47 (1.6, CA-4P o Fosbretabulin) o el derivado de serina*® (i.7, AVE-8062 u Ombrabulin), asi

=0 _
N OPO(ONa),
o~ ) ()= Q Q OPO(ONa)
OPO(OH), o Q0 o=
CA-4P (i.6), R=OPO(ONa), CA-] P (i.8)
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Figura 4. Estructura de las moléculas pequerias VDAs, ligandos del sitio de colchicina, que estdn en evaluacién clinica.



como el difosfato de combretastatina A147" (i.8, CA-1P u OXi-4503). Todos estos compuestos han
demostrado ser seguros y eficaces en modelos animales, con un adecuado perfil de
beneficio/toxicidad, encontrdndose actualmente en investigacion clinica avanzada (Fases Il y Ill) con
resultados muy prometedores. Ademds, otros compuestos de origen natural como el derivado de
dolastina-10°2 (1.9, TZT-1027 o Soblidotin), o de origen sintético, como los compuestos ABT-751%
(i.10), MPC-6827°*% (i.11, Azixa) , CYT997°8 (i.12), MN-029* (i.13, Denibulin), NPI-2358%
(i.14), BNC105P¢'“? (i.15), EPC2407%*%* (i.16, Crinobulin) y CKD-516% (i.17), estdn siendo objeto

de evaluacién clinica.

Estos VDAs inhiben la polimerizacién de los microtdbulos, y de esta forma afectan a la formacién
del citoesqueleto endotelial.®® Esto va a desencadenar importantes cambios morfolégicos que
finalmente desatardn en cuestién de minutos el colapso vascular y la consiguiente necrosis tumoral.
El citoesqueleto estd constituido bdésicamente por filamentos de actina (F-actina), filamentos
intermedios y microtGbulos de tubulina, y es un elemento dindmico que desempefia funciones
fundamentales en el ciclo vital de cualquier célula ya que no sélo mantiene la forma de la misma,
sino que también facilita la movilidad celular y ejerce un importante papel en el tréfico y en la
divisién celular. Asi, esta estructura es crucial para la adecuada funcién del endotelio ya que permite

la movilidad, invasién, unién, alineamiento y proliferacién de las células endoteliales.

En particular, la desestabilizacién de los microtibulos por parte los VDAs desencadena la
activacién de la cascada de senalizacién de RhoA®” (Figura 5), proteina de gran importancia ya que

actda como el coordinador intracelular de las interacciones de F-actina y los microtGbulos del

D
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Figura 5. La combretastatina A-4 (CA-4) activa una cascada de sefalizacién en las células endoteliales iniciada por RhoA-
GTP, desencadenando cambios morfolégicos y un aumenio de la permeabilidad vascular. CA-4 activa la cascada de
RhoA kinasa que conduce a la fosforilacion de MLC (Miosin Light Chain) y F-actina, la formacién de fibras de estrés,
uniones focales y la disociacién de las uniones mediadas por VE-cadherinas. CA-4 también activa SAPK2 (Stress-Activated
Protein Kinase 2) que promueve nuevas uniones focales, asi como la condensacién de las fibras de F-actina, proceso
inhibido por ERK-1y 2 y MCLK (Miosin Light Chain Kinase). Todo ello conduce a células contractiles y morfolégicamente
redondeadas, lo que fomenta un aumento de la permeabilidad vascular. Adaptacién de la referencia Nat. Rev. Cancer

2005, 5, 423-435.
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citoesqueleto.®® Como consecuencia se produce la fosforilacién de las fibras ligeras de miosina
(MLC), lo que se traduce en la contraccién de las fibras de estrés de F-actina y en la agregacién de
las mismas formando focos de adhesién. Asi, las células endoteliales devienen contrdctiles y adoptan
una morfologia redondeada. Igualmente, la estimulacién de las kinasas activadas por mitégenos
(MAPKs), asi como de sefales asociadas al estrés oxidativo mediadas por SAPK2/p38, juegan un

papel fundamental en este proceso.'?**

Ademds, la activaciéon conjunta de RhoA y SAPK2/p38 desencadena un aumento de la
permeabilidad paracelular en el endotelio. Asimismo, la contraccién y agregacién de la F-actina
produce la desestabilizacién de las uniones adherentes intercelulares mediadas principalmente por
VE-cadherinas.®” Esta mayor permeabilidad endotelial provoca un descenso en el flujo sanguineo y
un aumento del hematocrito, todo ello por pérdida de volumen plasmdtico que sale al espacio
intersticial. El aumento de la viscosidad sanguinea unido a la pérdida de planaridad de las células
endofteliales, las cuales adoptan una morologia redondeada, explica la mayor resistencia al flujo
sanguineo (Figura 6). Como consecuencia, se produce una congestién y una obstruccion de los
vasos que se fraduce en una inhibicién absoluta del flujo sanguineo en el tumor y finalmente, en una

necrosis tumoral intensa.'%%¢7°

Aumento
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vascular Vasoconstriccion
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flujo
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Figura 6. Mecanismo de accién de los fdrmacos VDAs despolimerizantes de microtGbulos. Los cambios morfolégicos en las
células endoteliales, unidos a la interrupciéon de las uniones celulares entre dichas células, da lugar a la mayor
permeabilidad paracelular y a la pérdida de proteinas del plasma, lo que aumenta el hematocrito y la densidad sanguinea.

Esto, junto a la alta presién intersticial, explica la mayor resistencia al flujo sanguineo y el colapso vascular final.
Adaptacién de la referencia Expert Opin. Ther. Targets 2007, 71, 1443-1457.

Respecto a ofros fdrmacos antivasculares, los compuestos VDAs que se unen al sitio de la

colchicina en tubulina presentan un mecanismo de accién antimitético adicional en células en estado

lograr el efecto interruptor vascular.”! Este mecanismo de accién dual de los VDAs basados en
colchicina frente a células endoteliales y también frente a células a tumorales les convierte en un
grupo ferapéutico de gran potencial. En el siguiente apartado se explicard algo mds en detalle el
mecanismo antimitético de aquellos fdrmacos que por unién a los microtdbulos de a,B-tubuling,

inducen la inhibicién del crecimiento de la masa tumoral.
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1.4. Los microtGbulos como diana farmacolégica frente al cdncer

Los microtdbulos son estructuras cilindricas que componen el citoesqueleto celular y desarrollan
funciones cruciales, dado que mantienen la forma celular, y son responsables del transporte, la
sefializaciéon y la division celular. Los microtGbulos estdn constituidos por heterodimeros de o y B-
tubulina (Figura 7), que son proteinas globulares, muy semejantes entre si, y con un peso molecular
de 50 kDa aproximadamente.”? Existen diferentes isotipos en humanos con distinta distribucién
tisular: 6 formas de a-tubulina y 7 de B-tubulina. Estos heterodimeros se asocian entre si formando
protofilamentos lineales; 13 de estos filamentos son los que a a su vez se asocian formando un
microtGbulo, que es un cilindro hueco con un didmetro interno y externo de 12 y 25 nm
respectivamente (Figura 7A). Esta estructura tiene un extremo negativo (-) constituido por subunidades

de la isoforma a, y un extremo positivo (+) que expone B-tubulina, el cual crece y decrece més

rapidamente.”® De esta forma, los microtGbulos son polimeros muy dindmicos (Figura 7B), lo que es
imprescindible para el desarrollo de sus funciones biolégicas. Asi, los procesos de polimerizacién y

despolimerizacién ocurren de manera continua y equilibrada, halléndose estrictamente regulados.
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Figura 7. Estructura y dindmica de los microtGbulos celulares. (A) Los heterodimeros de a,B-tubulina se ensamblan
formando 13 protofilamentos que se disponen formando un cilindro hueco, con un polo + y un polo -. (B) Dindmica de
polimerizacién/despolimerizacién de los microtdbulos mediada por la unién e hidrélisis de GTP. Adaptacién de la
referencia Nat. Rev. Neosci. 2009, 10, 319-332.

La dindmica de polimerizacién/despolimerizacién de los microtibulos viene dictada por la unién
e hidrélisis de GTP en el heterodimero de a,B-tubulina (Figura 7B).”" Asi, cada subunidad del mismo
estd unida a una molécula de GTP, el cual desempefia una funcién estructural en la subunidad a,
mientras que la hidrélisis a GDP ocurre en la B-tubulina. Durante la fase de elongacién
(polimerizacién), el proceso de adicién de unidades de GTP-a,B-tubulina al polo (+) del microttbulo
ocurre de manera mds rapida que la hidrélisis de las moléculas de GTP unidas al mismo, por lo que
este extremo en crecimiento se encuentra constituido fundamentalmente por unidades de GTP-

tubulina. Es importante resaltar que lo unién de GTP es responsable de la adopcién de una
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disposicién recta y rigida de los heterodimeros de o,B-tubulina, la cual es necesaria para la
elongacién del microtibulo.”* En la fase de retraccién (despolimerizacién) predomina la hidrélisis de
GTP del extremo libre, y por ello los heterodimeros de tubulina que constituyen el microtdbulo se
encuentran principalmente unidos a moléculas de GDP. Esto favorece una disposicién curva de los
heterodimeros, perdiéndose asi parte de los contactos laterales entre los protofilamentos. Esta
desestabilizacién trae consigo la liberacién de unidades de GDP-a,B-tubulina al citosol, donde
pueden intercambiar el GDP por GTP y de este modo incorporarse de nuevo a un microtbulo en

fase de crecimiento.”®

Los microtibulos constituyen una diana farmacolégica de gran importancia en el tratamiento del
céncer ya que son estructuras esenciales para el progreso de la mitosis celular, donde constituyen las
fibras del huso mitético. Esta estructura de microtibulos posibilita la separacién de los cromosomas
duplicados, permitiendo asi que las nuevas células generadas posean la misma dotacién genética.
La mitosis es un proceso rdpido que requiere una elevada dindmica de los microttbulos del huso, los
cuales se disponen longitudinalmente de un polo a otro de la célula y presentan caracteristicas
particulares segun la fase del proceso de division (Figura 8). Asi, en la prometafase los cromosomas
se unen a través de sus cinetocoros a los microtGbulos, mientras que en la etapa siguiente, la
metafase, los microtdbulos desplazan a los cromosomas y los alinean en el centro de la célula
formando la placa ecuatorial. Por ¢ltimo, durante la anafase y telofase los microttbulos se retraen
hacia los polos, consiguiendo la separacién de las cromdtidas hermanas de cada cromosoma vy la

distribucién equitativa de los mismos en las dos células hijas.

Prometafase

Figura 8. El proceso de mitosis celular. Representacion gréfica de las distintas etapas: profase, prometafase, metafase,
anafase y telofase.

Debido al estado de hiperproliferacién caracteristico de toda célula neopldsica, los compuestos
que se unen a los microtGbulos e interfieren con su dindmica celular presentan propiedades
antitumorales evidentes por inhibicién de la mitosis.”® Asi, muchos de los férmacos antineopldsicos
empleados actualmente como tratamiento de primera linea en una gran variedad de tumores actdan
por este mecanismo. Estos agentes antimitéticos se clasifican en dos grandes grupos, segin impidan

o promuevan el proceso de polimerizaciénde los microtdbulos.

El primer grupo estd constituido por los agentes desestabilizantes, que actéan inhibiendo la
polimerizacién de microtibulos. En esta clase se han identificado dos sitios de unién: el sitio de los
alcaloides de la vinca (vinblastina, vincristina, vinorelbina, vindesina y vinflunina), que se encuentra

en la inferfaz de dos heterodimeros de a,B-tubulina, es decir entre la subunidad al de un
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heterodimero y la subunidad B2 del otro (Figura 9, en azul); y el sitio de la colchicina, localizado en
la interfaz de las dos subunidades de a,B-tubulina de un mismo heterodimero, més préximo de la
subunidad B (Figura 9, en morado). En ambos casos se forma un complejo estable, el cual retiene la

morfologia curva caracteristica de la unién a GDP. Esto imposibilita que nuevas unidades de o, B-

tubulina se adicionen al extremo del microtGbulo en crecimiento, o bien desestabiliza los
77,78

heterodimeros que constituyen el propio microtibulo.

Figura 9. Localizacién de los tres sitios de unién en dos heterodimeros de a,B-tubulina. Los monémeros de a-tubulina se
representan en marrén claro y los de B-tubulina en verde. Vinblastina (azul), paclitaxel (@marillo) y DAMA-colchicina (morado)

se unen a sitios diferentes en a,B-tubulina.

El segundo grupo son los agentes estabilizantes, que estimulan la polimerizacién. Estos
compuestos se unen a tubulina en el sitio de unién de los taxanos, localizado en la subunidad B
(Figura 9, en amarillo), perteneciendo a este grupo el docetaxel y paclitaxel, asi como otros
compuestos estructuralmente no relacionados como las epotilonas y discodermolidas. La unién de
estos compuestos a la forma polimérica estabiliza la conformacién recta de los dimeros de a,B-
tubulina, favoreciendo asi las interacciones laterales entre los filamentos, y a su vez impidiendo que

ocurra la despolimerizacién del microtdbulo.””

Si bien los taxanos y la vinblastina y andlogos constituyen tratamientos de primera linea en la
terapia anticancerosa, la colchicina y derivados no han encontrado el mismo éxito como
antimitéticos. No obstante, las propiedades VDAs de este Ultimo grupo les abre nuevas perspectivas.
Ademds, la actividad dual antimitética-VDA presenta gran interés desde el punto de vista de los
fenémenos de resistencia y del fracaso terapéutico.?° En concreto, los VDAs basados en colchicina
estudiados hasta la fecha no presentan resistencias frente a la sobreexpresién de la proteina P-gp,®!

1,82 que es la

asf como a la aparicién de la isoforma Ill de la subunidad B en sustitucién a la isoforma
forma sensible y predominante en la mayoria de los tejidos. Estas observaciones avalan el interés

terapeutico de este grupo de compuestos.
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1.5. El sitio de unién de colchicina en a,B-tubulina

Los resultados experimentales obtenidos con el derivado DAMA-colchicina (i.18) pusieron de
manifiesto que la colchicina se une al heterodimero de a,B-tubulina en la interfase con la subunidad
a® (Figura 10; la estructura de DAMA-colchicina (i.18) se representa en la Figura 11). El tamafo del
sitio de colchicina es de aproximadamente 4-5 A y el volumen queda confinado en la subunidad B
por la hélice 7 (H7) -donde se encuentra la Cysp241-, las Idminas S8 y S9, el loop 7 (T7) y la hélice
8 (H8), quedando préximo del loop 5 (T5) de la subunidad o (Nota: ver referencia® y leyenda de la
Figura 12 para la localizaciéon numérica de los residuos de cada elemento de la estructura
secundaria de tubulina). Asi, el anillo de trimetoxifenilo de colchicina se encuentra en el interior de un
bolsillo hidrofébico en la subunidad B donde interacciona con la Cysp241 mediante un puente de
hidrégeno a través del metoxilo en posicién 4, asi como con los residuos de Alaf250, LeuB252
LeuB255, AlaB354 y Cysp356. Es caracteristico que la unién de colchicina se acompafe de una
apertura de dicho espacio, como consecuencia del desplazamiento del loop 7 (T7).%° Ademds, esta
unién estd asociada a una induccién de la actividad GTP-asa del heterodimero de tubuling,® debido

al cambio conformacional que en este bolsillo se produce como consecuencia de la interaccién.

"

<
o o101
e

Figura 10. Sitio de unién de colchicina en el complejo tubulina:DAMA-colchicina:RB3-SLD. El sitio viene delimitado por las
ldminas S8 y S9, el loop T7, y las hélices H7 y H8 de la subunidad B. Existen también interacciones con el loop T5 de la
subunidad a. Adaptacién de la referencia Nature 2004, 428, 198-202.

Ravelli y col. asimismo describieron las interacciones moleculares de la podofillotoxina (i.19)
(Figura 11) en el sitio de colchicina de tubulina (PDB:1SAT1). Se trata también de un compuesto de
origen natural extraido de Podophyllum peltatum relacionado estructuralmente con la colchicina, con
la que tiene en comin la presencia de un grupo trimetoxifenilo. La podofillotoxina ocupa el mismo
sitio que la colchicing, y aunque se dispone de manera diferente en el mismo, ambos compuestos
insertan el anillo de trimetoxifenilo en el mismo bolsillo hidrofébico. Al igual que colchicina, la
podofillotoxina establece también un enlace de hidrégeno con la Cysp241 de la hélice 7 (H7) a
través del metoxilo aceptor en para. No obstante, esta interaccién no induce la actividad GTP-asa

caracteristica de la unién de colchicina.?’

14



N OCHj4
< o | D/
° : “f AN Ane
: (@] ”S\\O
o
o o” HO
o<
DAMA-Colchicina (i.18) Podofillotoxina (i.19) ABT-751 (i.10)
Jij L
HaC™ N7 N N/lko/\
H H
S, Cl1-980 (i.22)
1138067 (i.20) TN-T6(i.21) R, NS613863 o R-PT (i.23)
Compuesto Cédigo PDB Resolucién (A) Referencia
DAMA-Colchicina (i.18) 1SA0 3.58 Ravelli, R.B.G. Nature 2004
Podofillotoxina (i.19) 15A1 4.20 Ravelli, R.B.G. Nature 2004
ABT-751 (i.10) 3HKC 3.80 Dorléans, A. PNAS2009
TI38067 (i.20) 3HKE 3.60 Dorléans, A. PNAS2009
TNTS (1.21) 3HKD 3.70 Dorléans, A. PNAS2009
Cl-980 (i.22, isémero § 3N2K 4.00 Barbier, P. / Bio/ Chem2010
NSC&13863 (i.23, isémero A) 3N2G 4.00 Barbier, P. J Bio/ Chem 2010

Figura 11. Moléculas cuyas estructuras de Rayos X del complejo con a,8-tubulina se encuentran resueltas.

En los Gltimos afios, se han descrito varios complejos cristalinos de compuestos estructuralmente
muy diferentes a colchicina y podofillotoxina en el sitio de unién de colchicina en tubulina (Figuras
1y 12).%° El compuesto ABT-751 (i.10) (Figura 11) se introduce en una regién més profunda de la
subunidad B respecto a la que ocupa la DAMA-colchicina (Figura 12A),% no interaccionando asf con
lo subunidad a. Ademds, el grupo fendlico establece un puente de hidrégeno con el residuo de
TyrB202 de la Idmina Sé.

El compuesto T138067 (i.20) (Figura 11) presenta un modo de unién dual, con una componente
covalente. El primero de ellos (Figura 12D) se superpone con el modo de unién de colchicing,
interaccionando con la ldmina S9 (Leup202, ArgB320) y el loop T7 (Alaf250, Phef244). El segundo
(Figura 12E y 13) se caracteriza por la formacién de un enlace covalente con la Cysp241, a través

del anillo pentafluorado.®

TN16 (i.21) (Figura 11) se halla incluso mds en el interior de la subunidad B que el compuesto
i.10, donde interacciona mediante fuerzas de Van der Waals con las léminas S4, S5 y S6 de esta
subunidad, en concreto con los residuos Thrp239, Valp238, Tyrp202, Glup200 y PheB169 (Figura
12By 13).%°

Los compuestos .22 y i.23 (Figura 11) son enantidmeros y se unen también en una regién mds
profunda del sitio de colchicina (.23 en la Figura 12C), al igual que TN16 (i.21), no estableciendo

tampoco inferacciones con la subunidad a. Sélo destacar que el dtomo de nitrégeno del anillo de
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piridina forma un puente de hidrégeno con el GluB200 y el sustituyente carbamato se dispone en un
bolsillo donde interacciona con los residuos Thrp239, Tyr202, AsnB167, GInB136, y llep4.8

Figura 12. El dominio de colchicina en B-tubulina. Superposicién de los
ligandos (turquesa) representados con sus mapas de potencial (violeta) con la
estructura de  DAMA-colchicina (i.18) (amarillo). Para simplificar sélo se
presenta el loop T5 de la subunidad a. Los elementos de la estructura
secundaria de la subunidad B se definen de esta forma: S4 (residuos 134—
140), S5 (166-171), S6 (200-204), S8 (313-320), y S9 (351-356). (A)
ABT751 (i.10) (PDB: 3HKC); (B) TN16 (i.21) (PDB:3HKD); (C) NSC613863
(i.23) (PDB: 3N2G); (D y E) Los dos modos de unién de T138067 (i.20) (PDB:

3HKE): uno superpone con colchicina (D, turquesa; E: gris) y el otro presenta

Figura 13. Volumen ocupado por los

una unién covalente a Cys B241 (E, turquesa; D: gris). Adaptacién de la hD?AOI\r/]\i?zolj}:Linccixo(rin]”g)o(ogneorilcl:c?)ld'llllslﬂoé.

referencia PNAS 2009, 106, 13775-9. (.21) (turquesa) y T138067 (i.20) (unisn

covalente) (gris). Adaptacién de la
referencia PNAS 2009, 706, 13775-9.

En resumen, el sitio de colchicina es un bolsillo bastante profundo localizado en la interfase de
las dos subunidades de tubulina que forman el heterodimero. Debido a la amplitud del sitio y a que
lo mayoria de los inhibidores que se unen a este sitio presentan una superposicién sélo parcial con la
propia colchicina, algunos autores han propuesto que el sitio de colchicina deberia ser considerado
en realidad como un dominio de unién (Figura 13).887 Asi, en este “dominio de unién de
colchicina” se distinguen tres regiones fundamentales: una zona principal localizada en la subunidad
B y delimitada por las ldminas S8 y S9, el loop T7, y las hélices H7 y H8, donde se disponen la
mayoria de los ligandos; y luego dos zonas accesorias, una en la interfaz con la subunidad a., y otra

que constituye una regién mds profunda de la subunidad B, préximo a las laminas S4, S5 y Sé6.
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2. OBJETIVOS GENERALES

A lo largo de estos 15 Gltimos afos, nuestro grupo de investigacién ha trabajado en el campo de
compuestos antivasculares tumorales, en concreto en la biUsqueda de nuevos agentes
antiangiogénicos inhibidores de la enzima timidina fosforilasa.”®'® Como se ha comentado en la
Introduccién, tanto la inhibicién de la angiogénesis como la interrupcién de la vascularizacién
mediante VDAs comparten muchas caracteristicas comunes y tienen una misma finalidad, que muy
resumidamente consiste en reducir o suprimir el aporte sangineo al tumor en crecimiento. Por ello,
los VDAs resultaban muy complementarios a nuestra linea de investigacion en agentes

antfiangiogénicos.

En particular, los VDAs ligandos del sitio de colchicina en tubulina presentan un gran potencial
dentro del arsenal terapeitico antineopldsico, ya que inhiben el crecimiento tumoral por dos
mecanismos distintos: por interrumpcién de la vascularizacién tumoral y por inhibicién de la mitosis
de las células neoplésicas. Ademds, cabe destacar que hasta la fecha no se han descrito fenémenos
de resistencia para estos compuestos.?' Si bien los estudios clinicos que se estén llevando a cabo con
este tipo de VDAs avalan la utilidad clinica de los mismos, existen serias limitaciones que dificultan el
desarrollo clinico de estos compuestos, tales como la escasa solubilidad en agua, la inestabilidad
metabélica o el inadecuado perfil farmacocinético.®’ De esta forma, actualmente hay una clara
necesidad de desarrollar nuevos VDAs que solventen estos inconvenientes, y que a su vez no

comprometan ni el efecto antiproliferativo ni la actividad antivascular.

Por ello, el objetivo global de esta Memoria ha consistido en la busqueda, sintesis, evaluacién y
optimizacién de nuevos ligandos del sitio de colchicina en tubulina, que pudiesen desestabilizar los
microtUbulos celulares y conducir asi a la inhibicién tanto de la divisién celular como de la
vascularizacién tumoral. El trabajo realizado se ha recopilado en tres capitulos pero el abordaje
experimental se ha realizado de forma casi paralela, por lo que el orden de los mismos en esta

Memoria no responde a criterios cronolégicos.

El trabajo que se describe en los dos primeros capitulos, se centra en el disefio de compuestos
estructuralmente relacionados con otros VDAs descritos en la literatura, con el propésito de obtener
andlogos con un mejor perfil tanto farmacolégico como farmacocinético. Asi, en el Capitulo 1 se ha
abordado la sintesis y la optimizacién de derivados de purinas, en concreto de 6-fenilaminopurinas.
Estos compuestos estdn estructuralmente relacionados con MPC-6826 (i.11), molécula que se
encuentra actualmente en evaluacién clinica y que ademds presenta actividad en células que
sobreexpresan el transportador P-gp, principal mecanismo de resistencia de las células
neopldsicas.®*>¢ El Capftulo 2 se ha centrado en la sintesis y evaluacién de derivados de chalconas
que incorporan un motivo de dioxolano sobre uno de los fenilos. En este caso se ha buscado
combinar el esqueleto base de chalcona, presente en compuestos naturales y sintéticos con
numerosas propiedades terapedticas —destacando entre ellas la actividad antimitética-, con el motivo
de dioxolano, muy extendido en ligandos del sitio de colchicina aislados de productos naturales. En
el tercer capitulo se propuso la identificacién de nuevos ligandos del dominio de colchicina en
tubulina estructuralmente no relacionados con el resto de compuestos descritos en la bibliografia.
Para ello se emplearon las técnicas de cribado virtual basadas en la forma de ligandos conocidos del

dominio de colchicina en a,B-tubulina. Los posibles “hits” asi identificados fueron evaluados como
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agentes antiproliferativos, determinando asimismo la capacidad de los mismos para unirse al sitio de
colchicina en tubulina. Todo ello ha constituido el punto de partida de un programa de sintesis de
andlogos estructurales enfocado a la identificacién de derivados mdés activos y con mejores

propiedades farmacocinéticas.

La evaluacién de la actividad antiproliferativa en cultivo celular de los compuestos sintetizados en
estos tres capitulos asi como la gran mayoria de ensayos para determinar el mecanismo de accién,
se han llevado a cabo por el grupo de la Dra. Sandra Liekens en el Rega Institute for Medical
Research de la Katholieke Universiteit Leuven (Bélgica). Gracias a una estancia de dos meses en el
laboratorio de la Dra. Liekens, pude realizar algunos de los experimentos que en esta Memoria se
describen. Los ensayos de medicién de las constantes de asociacién con tubulina se han realizado en
el laboratorio del Dr. Fernando Diaz en el Centro de Investigaciones Biolégicas de Madrid (CIB-

CSIC), a donde me desplacé durante varias semanas para realizar estas determinaciones.
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1.1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Como se ha comentado en la Introduccién General, en los Gltimos afos se han descrito
numerosos compuestos capaces de desestabilizar la polimerizacién de los microtdbulos por unién al
sitio de colchicina en tubulina. Entre ellos se encuentra el compuesto MPC-6827 (i.11) (Figura 1.1),
que fue identificado en un programa de cribado farmacolégico de alto rendimiento (HTS) llevado a

cabo con el fin de identificar compuestos proapoptéticos. '
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Figura 1.1. Estructura de MPC-6827 (i.11).

Estudios realizados sobre el mecanismo de accién de MPC-6827 revelaron que sus propiedades
antimitéticas eran consecuencia del efecto interruptor de la dindmica de los microtGbulos celulares
por unién al sitio de colchicina. Ademds, MPC-6827 mostré una actividad antiproliferativa muy
significativa frente a una gran variedad de células tumorales, incluyendo células multirresistentes
(MDR), es decir, aquellas que sobreexpresan transportadores de membrana como la proteina Pgp-1.
Si bien las propiedades de MPC-6827 para atravesar la barrera hematoencefdlica han convertido a

23 sy elevado

este compuesto en un buen candidato para el tratamiento de tumores cerebrales,
cardcter lipdfilo obliga a una administracién intravenosa y a una formulacién a base de etanol y
cremofor, un agente surfactante que provoca con frecuencia serias reacciones de hipersensibilidad y

que ademds implica largos tiempos de administracién.?

En el afo 2010, Gangjee y col. describieron la actividad antimitética de los compuestos
derivados de pirimidina 1.1 y 1.2, fusionados a un anillo de pirrol y ciclopentano, respectivamente
(Figura 1.2). Estos compuestos, que presentan una elevada similitud estructural con el compuesto
MPC-6827, provocan un efecto desestabilizante en los microtGbulos por unién especifica al sitio de

colchicina, siendo activos igualmente en células multirresistentes.*
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Figura 1.2. Estructura de 1.1y 1.2.

La estructura de estos compuestos, en particular la del derivado de pirrolopirimidina 1.1, nos
llevd a proponer la sustitucién del anillo de pirrol de 1.1 por un anillo de imidazol, resultando asf en
un esqueleto central de purina. Si se calcula el valor teérico del coeficiente de reparto (cLogP)® para
el anillo de purina (esqueleto C en la Figura 1.3), el valor que resulta (cLogP: -0.22) es bastante
inferior a los correspondientes para los anillos de pirrolo[2,3-d|pirimidina (cLogP: 0.41, esqueleto A

en la Figura 1.3) y de ciclopenta[d]pirimidina (cLogP: 0.70, esqueleto B en la Figura 1.3). De esta
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Figura 1.3. clogP teérico de los esqueletos de ciclopentald]pirimidina (A),
pirrolo[2,3-d|pirimidina (B) y purina (C).

forma, los nuevos derivados de purina incrementarian su carécter hidréfilo, y podrian presentar un
mejor perfil de solubilidad acuosa. Asimismo, la sintesis de estos derivados resultaba interesante
porque, como es bien sabido, el anillo de purina representa un excelente esqueleto privilegiado en
quimica médica, tanto por sus multiples actividades biolégicas, como por su gran versatilidad

sintética.®

Asi, el objetivo principal de este Capitulo ha consistido en la sintesis y evaluacién de la actividad
antiproliferativa celular de una serie de compuestos derivados de 6é-fenilaminopurinas cuya férmula

general se muestra en la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Estructura general de los derivados de 6-fenilaminopurinas objeto de este Capitulo.

De este modo, se ha pretendido obtener nuevos compuestos antimitéticos y evaluar el impacto
sobre la actividad antiproliferativa de las modificaciones incorporados en las posiciones 2, 8 y 9 del
anillo de purina (sustituyentes R;, Ry R, respectivamente), en el nitrégeno exociclico de la posicién 6
(sustituyente R,) y en el anillo aromdtico (sustituyente R;). Los sustituyentes a explorar en estas
posiciones han estado condicionados por la informacién disponible en la literatura de relaciones
estructura-actividad tanto de los derivados de quinazolina andlogos a MPC-6827,”% como de los

derivados de pirrolopirimidina relacionados con 1.1.*
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1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

1.2.1. SINTESIS

Entre las estructuras propuestas en la féormula general (Figura 1.5), el primer compuesto a
sintetizar fue aquel que mds se asemejaba a los compuestos de referencia 1.1 y 1.2. De este modo,
se abordé la sintesis del derivado de purina que mantenia sin alterar todos los sustituyentes de los

compuestos 1.1y 1.2, es decir, donde los grupos R;=R;=R,=CHj, R,=H y R;=4-OCHj.
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Figura 1.5. Comparativa de las estructuras de 1.1 y 1.2 y de las purinas propuestas.

Asi, la reaccién de la 5-amino-4,6-dicloro-2-metilpirimidina 1.3 con la 4-metoxibencilamina 1.4
en medio bdsico, por irradiacién en microondas a 150 °C, dio lugar al producto 1.5 con un
rendimiento del 64% (Esquema 1.1). A continuacién se procedié a la ciclaciéon del compuesto 1.5
con ortoacetato de trietilo, adaptando el protocolo descrito en la bibliografia® a la sintesis asistida
por microondas. De este modo se consiguié reducir el tiempo de reaccién de 9 dias a 15 minutos.
Ademds, en lugar de emplear dcido clorhidrico concentrado para favorecer la reaccién de ciclacién,
se us6 dcido etanosulfénico y anhidrido acético, conforme a precedentes de nuestro grupo.'®'? Asi,
la reaccién de 1.5 con ortoacetato de trietilo en microondas a 120 °C en las condiciones dcidas que
se acaban de mencionar, permitié la obtencién de la 8-metilpurina 1.6 con un rendimiento del 31%.

Posteriormente, la reaccién de sustitucién nucledfila de la anilina 1.7 sobre la posicién 6 de la purina
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Esquema 1.1. Reactivos y condiciones: (i) K,COs, DMF, MW, 150 °C, 3 h. (ii) CH;C(OEH)s, EtSO4H, Ac,O, MW, 120 °C,
15 min. (iii) HCI, iPrOH, MW, 80 °C, 10 min. (iv) H,, Pd(C), HCl, MeOH, 25 °C, 24 h.
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RESULTADOS

1.6, por calentamiento a 80 °C en isopropanol, y en presencia de dcido clorhidrico concentrado, tal
y como se describe en la bibliografia,* dio lugar al compuesto 1.8 con un rendimiento cercano al
60%. Cabe destacar aqui que el empleo del reactor de microondas permitié reducir los tiempos de
reacciéon de entre 3 y 6 horas a 10 min. Por ¢ltimo, la hidrogenacién catalitica de 1.8 con Pd(C) y
4cido clorhidrico a presién atmosférica, dio lugar al compuesto desprotegido en la posicién 9 (1.9),

con un rendimiento del 64%.

Siguiendo una ruta similar, se procedié a la sintesis del N-9 metil derivado 1.12 (Esquema 1.2).
En este caso, se hizo reaccionar la 5-amino-4,6-dicloro-2-metilpirimidina 1.3 con metilomina acuosa
al 40% a 80 °C en dioxano,” obteniéndose asi la 4-metilaminopirimidina 1.10 con muy buen
rendimiento (95%). A continuacién, se procedié a la ciclacién de 1.10 con ortoacetato de trietilo
siguiendo las condiciones de reaccién empleadas en la sintesis 1.6 (calentamiento en microondas a
120 °C, en presencia de dcido etanosulfénico y anhidrido acético) para obtener la purina 1.11 con
un rendimiento préximo al 60%. Por Gltimo, la sustitucién nucledfila en la posicién 6 del compuesto

1.11 con la anilina 1.7, dio lugar al producto final 1.12 con un rendimiento del 90%.

Cl Cl
NH, NH,
N7 0) N7 (||) (|||)
N Cl N NH
| /k
1.3 1.10 (95%) 1.11 (59%) 1.12 (90%

Esquema 1.2. Reactivos y condiciones: (i) CH3NH,, 1,4-dioxano, 80 °C, 16 h. (i) CH;C(OEt);, EtSO3H, Ac,O, MW, 120
°C, 15 min. (i) HCI, iPrOH, MW, 80 °C, 10 min.

La evaluacion biolégica de las purinas 1.9 y 1.12 frente a lineas celulares tumorales y
endoteliales, que se detallard en el siguiente apartado de este Capitulo, puso de manifiesto una
actividad antiproliferativa en el rango micromolar para ambos compuestos, si bien la N-9-metilpurina
1.12 presentaba valores de actividad algo mejores que 1.9 frente a lineas tumorales. Este perfil de
actividad antiproliferativa de 1.12, junto al menor nimero de pasos necesarios para su sintesis y a
los rendimientos considerablemente mejores obtenidos en cada paso, respecto a la sintesis de 1.9,
nos llevé a realizar el resto de modificaciones propuestas manteniendo el grupo metilo en la posicién

9 del anillo de purina.

Para la sintesis de los derivados diferentemente sustituidos en el fenilo en posicién 6 (Esquema

1.3) se hizo reaccionar la 6-cloropurina 1.11 con diferentes N-metilanilinas (1.13a-c) en presencia
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1.14a (64%)
1.14b (69%)
1.14c (69%)

1.13a-c

Esquema 1.3. Reactivos y condiciones: (i) HCI, iPrOH, MW, 80 °C, 10 min.
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de d4cido clorhidrico concentrado. De esta forma se obtuvieron los compuestos 1.14a-c, con

rendimientos cercanos al 70% en los tres casos.

En paralelo, se llevé a cabo la sintesis de los compuestos diferentemente sustituidos en el

nitrégeno exociclico de la posicién é (Esquema 1.4).

~x—N (ii) NN

N\ - | N
/“\ _ N>_ _ N>_
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1.16 (74%) 1.17 (87%)

1.19 (35%)
Esquema 1.4. (i) HCI, iPrOH, MW, 80 °C, 10 min. (i) Etl, Cs,COs, DMF, 60 °C, 2 h. (iii) HCI, iPrOH, tubo de presion,
80°C, 16 h.
Asi, la reaccién de la 6-cloropurina 1.11 con 4-metoxianilina (1.15) condujo al compuesto 1.16.
El posterior tratamiento de 1.16 con yoduro de efilo y carbonato potdsico en DMF a 60 °C,'
permitié obtener el N-etil derivado 1.17 con un rendimiento del 87%. En este apartado también se
abordé la sintesis del derivado de tetrahidroquinolina 1.19, que podria ser considerado un andlogo
conformacionalmente restringido del compuesto 1.12 o de su andlogo 1.17, conforme a
precedentes bibliogréficos.'® Este derivado 1.19 se obtuvo por reaccién a 80 °C de la é-cloropurina

1.11 con la tetrahidroquinolina 1.18, con un rendimiento del 35%.

Para la sintesis del derivado no sustituido en la posicién 2, se partié de la pirimidina comercial
1.20 (Esquema 1.5). Asi, tras tres pasos de reaccidon se obtuvo el compuesto 1.23, con rendimientos

satisfactorios en cada paso.
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1.20 1.21 (79%) 1.22 (65%) 1.23 (56%)

Esquema 1.5. Reactivos y condiciones: (i) CH;NH,, 1,4-dioxano, 80 °C, 16 h. (ii) CH;C(OFEt);, EfSO3H, Ac,O, MW, 120
°C, 15 min. (iii) HCI, iPrOH, MW, 80 °C, 10 min.
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Finalmente, se preparé la purina 1.25 no sustituida en la posiciéon 8 (Esquema 1.6). A partir del
compuesto 1.10 y por reaccién con ortoformiato de trimetilo en microondas a 120 °C en presencia
de d4cido etanosulfénico y anhidrido acético, se obtuvo la purina 1.24 con un rendimiento del 92%.
La posterior reacciéon de 1.24 con la N-metil-4-metoxianilina 1.7 permitié la obtencién del producto

deseado 1.25, con un rendimiento en este caso del 75%.

: O LI
foulsy oo i

1.10 1.24 (92%) 1.25 (75%)
Esquema 1.6. Reactivos y condiciones: (i) CH(OMe);, EtSO3H, Ac,O, MW, 120 °C, 15 min. (ii) HCI, iPrOH, MW, 80 °C, 10

min.

1.2.2. EVALUACION BIOLOGICA

A) Evaluacién en ensayos de proliferacién celular

Las 6-fenilaminopurinas sintetizadas en este Capitulo se representan en la Tabla 1.1, donde
también se recogen los valores teéricos de clogP.® La evaluacién de esta serie de compuestos se
realizé en ensayos de proliferacién celular, empleando para ello seis lineas celulares diferentes: tres
lineas tumorales (Hela, L1210 y CEM), y tres endoteliales (HMEC-1, MBEC Y BAEC) (Tabla 1.2)."¢
Los resultados de estos ensayos se expresan como concentracién inhibitoria 50 (Cls), que es la
concentracién de compuesto que causa la inhibicién del crecimiento del 50% de las células en
cultivo. La colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), se emplearon como controles positivos en todos los

experimentos de proliferacién realizados y sus valores de Cls, se incluyen en el pie de la Tabla 1.2.

Tabla 1.1. Estructura de las é-fenilaminopurinas sinfetizadas en este Capitulo.

clogP® R R, Rg R, Rg
1.9 320 Me H  Me Me 4-OMe
= 1.12 2.94 Me Me Me CH, 4-OMe
R \/iRs 1.14a 3.52 Me Me Me CH, 3-OMe
>N 1.14b 4.05 Me  Me  Me CH, 4-Me
NN 1.14c 3.10 Me Me Me CH, 4-OCF,
P S—R; 1.16 294 Me Me Me H 4-OMe
R N7 N 1.17 347  Me Me Me Et 4-OMe
R, 1.23 2.44 H Me Me Me 4-OMe
1.25 2.67 Me Me H Me 4-OMe
|
(0]
(U 119 3.60
N
NN
/t & \>_
N N\

© Calculado con el programa ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSofy.
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Tabla 1.2. Actividad antiproliferativa expresada como Clsg (uM) de las 6-fenilaminopurinas sintetizadas en este Capitulo, en
células tumorales y endoteliales.

Clso(o)(b) (uM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES

Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC
1.9 14 +5 229 + 30 71 +1.0 7.1+1.0 8.9 £0.3 89+ 1.6
1.12 45+03 19 =1 7.3 +0.1 7.3+0.1 8.7 £ 0.1 7.4 +0.3
1.14a > 250 > 250 > 100 > 100 > 100 > 100
1.14b > 250 > 250 > 100 > 100 > 100 > 100
1.14c 188 + 25 > 250 > 100 > 100 > 100 > 100
1.16 197 + 14 > 250 > 100 > 100 > 100 > 100
1.17 20+0 350 8.8 + 2.1 8.8 + 2.1 15+ 0.4 1114
1.19 44 +04 5.1 0.1 2.3 = 0.1 2.3 0.1 4.4 +0.3 2.4 0.1
1.23 > 250 > 250 > 100 > 100 > 100 > 100
1.25 22 + 1 30 =1 92+13 92+13 157 9.3 +=0.6

©\Valor medio de al menos tres experimentos + desviacién estdndar.
®la colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), con actividades comprendidas entre 4 y 31 nM y 3 y 95 nM, respectivamente, se
emplearon como controles positivos.

Los datos contenidos en la Tabla 1.2 ponen de manifiesto el efecto antiproliferativo presentado
por los compuestos 1.9, 1.12, 1.17 y 1.25 en todas las lineas ensayadas, con valores de Cls, entre 4
y 30 uM en células tumorales, y entre 7 y 15 uM, en células endoteliales. Entre ellos cabe destacar el
derivado de tetrahidroquinolina 1.19 que fue especialmente activo, con una Cls, comprendida entre
2 y 5 puM en células tumorales y entre 2 y 4 uM en células endoteliales. Ademds, comparando las
estructuras de los compuestos activos (1.9, 1.12, 1.17, 1.19 y 1.25) con aquellas de los derivados
inactivos (1.14a-c, 1.16 y 1.23) fue posible establecer ciertas relaciones estructura-actividad, que a

continuacién se detallan.

Respecto a la posicién N-9 del anillo de purina (R,), los resultados de los compuestos 1.9 (R,=H)
y 1.12 (R,=CH,) indicaron que aunque en células endoteliales la actividad antiproliferativa era

similar, en células tumorales la N-9-metilpurina (1.12) era algo mds activa.

En referencia a los sustituyentes sobre el anillo de fenilo (R; en la Tabla 1.1), se puso de
manifiesto que la posicién y/o naturaleza del sustituyente era crucial en el efecto antiproliferativo, de
modo que sélo aquellos compuestos con un grupo metoxilo en la posicién 4 fueron activos. Asi,
cuando el metoxilo se encontraba en la posicién 3 (1.14a), el compuesto resulté completamente
inactivo. Igualmente, la sustitucién del metoxilo en 4 (1.12) por un 4-metilo o 4-trifluorometilo (1.14b

y 1.14c, respectivamente) provocé la pérdida de la actividad antiproliferativa.

También hay que destacar la importancia del sustituyente en el nitrégeno exociclico de la
posiciéon 6 (R, en la Tabla 1.1). En este sentido, el compuesto 1.16 en el que R,=H, fue también
inactivo. Por ofro lado, los datos de actividad antiproliferativa de los compuestos con un metilo o un
etilo en R, (compuestos 1.12 y 1.17, respectivamente) fueron muy significativos y bastante similares
entre si. Como ya se ha comentado, el derivado de tetrahidroquinolina 1.19, donde este sustituyente
R, forma un ciclo con el fenilo, presenté los mejores datos de actividad antiproliferativa de toda la

serie sintetizada, con valores de Clg, comprendidos entre 2 y 5 uM.

Finalmente, las modificaciones llevadas a cabo en las posiciones 2 y 8 (compuestos 1.23 y 1.25)
respecto al patrén 1.12, dieron lugar a compuestos muy diferentes en términos de actividad. Asi, el
metilo en posicién 2 resulté ser indispensable para la actividad, ya que cuando esta posicién no

estaba sustituida (compuesto 1.23) la actividad antiproliferativa se perdia. Sin embargo, la no
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sustitucion de la posicién 8 (compuesto 1.25) condujo a un compuesto con actividad similar a la del

compuesto con un metilo en esta posicién (1.12).

B) Estudio del efecto en la progresién del ciclo celular

Los compuestos inhibidores de la polimerizacién de microtibulos que se unen al sitio de la
colchicina se comportan como antimitéticos por interrupciéon del ciclo celular, concretamente en la
fase G2/M.” Por este motivo, se realizé un estudio sobre el efecto de estas purinas en la progresion
del ciclo celular, mediante tincién con yoduro de propidio, molécula fluorescente intercalante del
ADN, y posterior andlisis por citometria de flujo.'® Esta técnica permite establecer de forma sencilla la
distribucién celular en las distintas fases del ciclo vital de una poblacién de células en divisién, segin
el contenido en ADN." De este modo, si las células que se encuentran en la fase G1 (previa a la
divisién) contienen una cantidad de ADN igual a 7, aquellas que hayan pasado a la fase G2/M (en
mitosis), poseerdn el doble de ADN, es decir, 2n. En linea con el razonamiento anterior, durante la

fase de sintesis S (replicacién) el contenido en ADN se encontrard comprendido entre ny 2n.

Para el estudio del ciclo celular se emplearon células Hela, linea tumoral ampliamente utilizada
en estos ensayos. Como compuesto representativo se eligié a 1.12, uno de los mds activos en esta
linea celular, con una Clg, de 4.5 uM (Hela), valor similar al obtenido con el derivado de
tetrahidroquinolina 1.19. De esta forma, el compuesto 1.12 se incubé con las células Hela a
distintas concentraciones (0, 4 y 100 uM), y tras 24 horas de tratamiento se realizé un estudio por

citometria de flujo. Los datos obtenidos se representan en la Figura 1.6.
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Concentracién (uM) de compuesto 1.12

Figura 1.6. Efectos del compuesto 1.12 sobre la progresién del ciclo celular. Las células Hela se incubaron con la
6-fenilaminopurina 1.12 a diferentes concentraciones (0, 4 y 100 uM). Tras 24 horas de tratamiento se realizé un
estudio por citometria de flujo, cuantificando asf el % de células en cada fase del ciclo celular.

Tal y como se observa en la Figura 1.6, la purina 1.12 no tuvo efecto alguno sobre el ciclo
celular a una concentraciéon de 4 uM, ya que la distribuciéon de células en las distintas fases fue
similar respecto al experimento control (concentracién O uM). Ahora bien, a una concentracién de
100 uM, este compuesto provocé una clara interrupcién del ciclo celular en la fase G2/M,
conduciendo no sélo el acimulo de células en esta fase (resultado del bloqueo especifico en esta
fase) sino también al descenso del nimero de células en las fases G1 y S (efecto que deriva de la

falta de génesis de nuevas células).
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Estos resultados sobre la progresién del ciclo celular respaldaban que la actividad
antiproliferativa de las 6-fenilaminopurinas sintetizadas en este Capitulo estuviese relacionada con su
capacidad de inhibir la mitosis. Este patrén de comportamiento sobre la proliferacién y el ciclo
celular es similar al descrito para los compuestos de referencia MPC-6827 (i.11), 1.1 y 1.2, y

compuestos andlogos recientemente descritos, 2026

si bien en estas 6-fenilpurinas se requirié una
concentracién entre 1y 2 érdenes de magnitud superior que con los compuestos anteriores para
tener un efecto similar. Por este motivo no se consideré oportuno llevar a cabo experimentos

adicionales para esclarecer el mecanismo de accién de esta familia de 6-fenilaminopurinas.
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1.3. CONCLUSIONES

A partir de la actividad antiproliferativa y antimitética de los compuestos 1.1 y 1.2, derivados de
pirimidinas fusionadas a un anillo de pirrol y ciclopentano, respectivamente, se propuso la sintesis de
purinas andlogas, basdndonos en que un anillo de purina permitiria un patrén de sustitucién similar
al de los compuestos 1.1 y 1.2 y ademds conduciria a compuestos con un valor de clogP mds

favorable.

El procedimiento sintético para la obtencién de las é-fenilaminopurinas propuestas, transcurrié
en general con buenos rendimientos y permitié explorar las posiciones 2, 8 y 9 del anillo de puring,
asi como la introduccién de distintos sustituyentes en el nitrégeno exociclico de la posicién 6 de la
purina y en el anillo aromdtico. De todos los compuestos sintetizados, cabe destacar las
fenilaminopurinas recogidas en la Figura 1.7, que mostraron una actividad antiproliferativa celular
inferior a 10 uM en la mayoria de las lineas celulares ensayadas, siendo cercana a 2 uM para el
compuesto 1.19, el més activo de la familia. Ademds, estudios efectuados por citometria de flujo con
un representante de esta familia (compuesto 1.12), mostraron un claro efecto interruptor del ciclo
celular en la fase G2/M, en linea con el comportamiento caracteristico de otros antimitéticos

descritos en la literatura que acttan como ligandos del sitio de colchicina en tubulina.

>N >N >N

NN NJTN\ NN
— | |

\
1.9 1.12 1.25
Clyo=7.1 uM Clyy=7.3 uM Clyy=9.2 uM
o CXr
~ N N
N N NTX N
)I\ “ \>7 )l\ “ \>_
NN NTN
1.17 1.19
Cl,,=8.8 uM Clyy=2.3 uM

Figura 1.7. Estructuras y Cls en células endoteliales (HMEC-1) de las 6é-fenilaminopurinas sintetizadas en este Capitulo
que presentaron actividad antiproliferativa.
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2.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Las chalconas son compuestos de origen natural muy abundantes en el reino vegetal, donde son
importantes metabolitos secundarios que juegan un papel fundamental en la defensa de las plantas
frente a patégenos e insectos. Estructuralmente se caracterizan por presentar dos anillos aromdticos
(A y B) unidos por una cetona a,B-insaturada, esqueleto que se muestra en la Figura 2.1. Entre sus
propiedades farmacolégicas podemos destacar la actividad antioxidante, citotdxica, anticancerosa,
antimicrobiana, antimaldrica, antihistaminica, antiulcerosa y antiinflamatoria. El amplio espectro de
actividades biolégicas que las caracteriza, asi como su abundancia natural en el reino vegetal y su
accesibilidad sintética, convierten a las chalconas en una familia de compuestos de enorme interés

para su explotacién farmacéutica.'?
(0]
DEAA0
Figura 2.1. Estructura general de las chalconas.

En referencia a las propiedades antitumorales, no fue hasta la década de los 90 cuando se
describieron las primeras chalconas con propiedades antimitéticas,® tanto sintéticas como de origen
natural, siendo en este Gltimo caso extraidas de plantas como los helechos, el mirto y las magnolias.
La primera evidencia de chalconas con actividad anticancerosa de origen sintético se remonta al
trabajo de Edwards y col. en 1990, quienes describieron una familia de chalconas que inhibian la
dindmica de microtibulos y manifestaban efectos antitumorales tanto /in vitro como in vivo.* Estudios
adicionales realizados por Andreu y col. constataron que efectivamente el compuesto mds potente,
MDL-27048 (2.1) (Figura 2.2), actuaba como un agente despolimerizante de microtibulos, a través
de una unién répida y especifica en el sitio de colchicina (i.3) en tubulina.>® Esta unién era ademds
reversible, siendo 2.1 fdcilmente desplazado en presencia de podofillotoxina (i.19), que también se

muestra en la Figura 2.2.

OH
~ 0] :
? 3 lcToTep
T S
N~ ~ ©
2N
MDL-27048 (2.1) Colchicina (i.3) Podofillotoxina (i.19)

Figura 2.2. Estructura de MDL-27048 (2.1), colchicina (i.3) y podofilotoxina (i.19).

Tal y como se ha comentado en la Introduccién General, la combretastatina A-4 o CA-4 (i.4)
(Figura 2.3) fue el primer compuesto descrito con propiedades interruptoras de la vascularizacién con
un adecuado perfil de toxicidad,” constituyendo desde su caracterizacién el compuesto de referencia
para el desarrollo de nuevos VDAs. Los problemas asociados a las combretastatinas, tales como la
baja estabilidad quimica y la limitada biodisponibilidad, han motivado numerosos programas de
quimica médica centrados en la busqueda de compuestos mds solubles y estables tanto en las

condiciones de almacenamiento como a nivel metabdlico. Asi, se han descrito numerosos
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INTRODUCCION

compuestos de sintesis derivados de CA-4 (i.4), donde se ha modificado bien la naturaleza y/o los
sustituyentes sobre el anillo A y B, o bien la cis-olefina que los une. A este respecto, son muy
abundantes los trabajos donde dicha olefina se ha sustituido por otra cadena alquilica de distinta
longitud, normalmente comprendida entre uno y cuatro carbonos, asi como por distintos heterociclos
arométicos.®’ En particular, la incorporacién de una cetona a,B-insaturada como puente de
conexién entre los anillos aromdticos A y B de CA-4 (i.4) ha permitido la obtencién de nuevas
chalconas (compuestos 2.2, 2.3 y 2.4, Figura 2.3) para las que se han descrito sus propiedades

tanto antimitéticas como VDAs por unién al sitio de colchicina.'®"

_ | 9
\ [o) Z OH
o—(a) {&)-on ;
—0 O O e}
/ / 7 R=H (2.2)
CA-4 (i.4) R=CH, (2.3)
R=Ph (2.4)

Figura 2.3. Estructura de CA-4 (i.4), y las chalconas 2.2, 2.3y 2.4.

Estudios posteriores de docking llevados a cabo con la chalcona 2.3 en el sitio de unién de
colchicina (Figura 2.4) han puesto de manifiesto que el modo de unién tedrico de estas chalconas se
asemeja mds al de podofillotoxina (i.19) que al de la propia colchicina (i.3),"* ligandos cuyos
complejos con tubulina se hallan descritos por rayos X.'® En estos estudios de modelado molecular se
observa que los anillos aromdticos A de la chalcona 2.3 y de la podofillotoxina (i.19) son
superponibles, orientdndose de manera andloga dentro de un bolsillo hidrofébico de la subunidad B,

bolsillo en el que también se dispone el anillo A de colchicina (i.3), aunque con distinta orientacién.

Figura 2.4. Comparacién de los modos de unién en el sitio de colchicina de tubulina del compuesto 2.3 (rojo), de
colchicina (i.3) (azul) y de podofilotoxina (i.19) (@amarillo). Adaptada de la ref.'?
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En relacién a ofros compuestos naturales diferentes a chalconas, en los Gltimos afios se han
descrito diversos agentes antimitéticos de origen vegetal ligandos del sitio de colchicina, destacando
la presencia de un anillo de dioxolano en las estructuras de cierfos compuestos, todos con actividad

' andlogo de la

muy significativa. Entre ellos cabe mencionar (Figura 2.5): la poligamaina (2.5),
podofillotoxina (i.19) que se extrae de las hojas del darbol Amyris madrensis; los compuestos
relacionados con colchicing, la cornigerina (2.6)," extraida también del célchico, y gloriosamina A
(2.7),'® que se obtiene de Gloriosa rothschildiana; y por Gltimo la CA-2 (2.8),'” otra combretastatina
abundante en la corteza de Combretum caffrum, cuya actividad es comparable a la de otros

miembros de esta familia més estudiados, como la CA-1 y la CA-4. 81817

Po|iqomoiﬁa (Q.S) R=H, Corcigerina (2.6) CA-2 (2.8)
R=OCHj, Gloriosamina A (2.7)

Figura 2.5. Estructura de la poligamaina (2.5), corcigerina (2.6), gloriosamina A (2.7) y combretastatina A-2 (CA-2) (2.8).

A partir de los datos anteriores, en este Capitulo se ha propuesto la sintesis de una nueva familia
de chalconas, todas ellas con un anillo de dioxolano sobre las posiciones 2 y 3 del fenilo A como
motivo estructural comin. Asimismo, se ha afiadido un metoxilo adicional en 4, por analogia a los
sustituyentes presentes en el anillo A de la CA-2 (2.8). El objetivo 0ltimo ha consistido en la
obtencién de nuevas chalconas con capacidad de unién al sitio de colchicina en tubuling, y de este
modo, con propiedades antimitéticas por despolimerizacién de los microtdbulos y con actividad

potencial como VDA:s.

La estructura general de las chalconas propuestas se representa en la Figura 2.6. En primer
lugar, se ha planteado la intfroduccién de distintos sustituyentes en la posicién 3 del anillo B (R, en la
Figura 2.6), y de variaciones en la posicién 5 (X en la Figura 2.6), manteniendo el anillo A
inalterado. En todos los casos se ha conservado un metoxilo en la posiciéon 4 del anillo B, conforme

20,2

a precedentes bibliogrdaficos de actividad antiproliferativa de otras chalconas descritas.??" Ademds,

se ha considerado incorporar un grupo metilo en la posicién o (R,=CHj; en la Figura 2.6), por

similitud con la chalcona 2.3.
(0]
0 = ){@Rz
o @ B
Oou
Figura 2.6. Estructura general de los chalconas sintetizadas en este Capitulo.

Paralelamente a la sintesis, se ha llevado a cabo la determinacién de la actividad antiproliferativa
de los compuestos sintetizados, asi como ensayos biolégicos adicionales encaminados a determinar

el mecanismo de accién de esta familia de chalconas.
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2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.2.1. SINTESIS

A) Sintesis de chalconas no sustituidas en la posicién o (R;=H)

La preparacién de las diferentes chalconas no sustituidas en a se efectué por medio de una
condensacion alddlica de Claisen-Schmidt, a partir de una acetofenona y un benzaldehido
distintamente sustituidos, precursores de los anillo A y B, respectivamente (Esquema 2.1), reaccién

que da lugar al isémero £ como compuesto mayoritario.'

ot e

Esquema 2.1. Reaccién de condensacién de Claisen-Schmidt entre una acetofenona precursora del
anillo A y un benzaldehido precursor de B.

Asi, para la sintesis de la acetofenona 2.14 precursora del anillo A, se siguié un procedimiento
sintético de 5 pasos de reaccidon (Esquema 2.2). El primer paso consistié en la bromacién
regioselectiva en la posicién 5 del 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido comercial (o-vanillina) (2.9).
Siguiendo un protocolo descrito en la literatura,?? la reaccién de 2.9 con A-bromosuccinimida (NBS)
y acetato amdnico en acetonitrilo seco, condujo al producto 2.10 tras tres dias y con un rendimiento
no superior al 60%. Con el fin de mejorar el rendimiento de la reaccién y de acortar el tiempo de la

3 obteniendo

misma, se llevé a cabo la bromacién de 2.9 con NBS en presencia de dcido acético,?
asi el producto 2.10 tras sélo 1 hora de reaccién a 70 °C y con un rendimiento excelente. A
continuacién, la oxidacién de 2.10 con perdxido de hidrégeno y el posterior tratamiento con
hidréxido sédico,?* permitié sintetizar el diol 2.11 de forma cuantitativa. La formacién del anillo de
dioxolano se llevé a cabo por reaccién del compuesto 2.11 con dibromometano en medio bésico,*
dando lugar al producto 2.12 con un 80% de rendimiento. En el siguiente paso, el tratamiento de
2.12 con n-Buli a -32 °C y la posterior reaccién con acetaldehido a -20 °C,?* permitié la formacién
de alcohol secundario 2.13, que finalmente se oxidé con PCC obteniéndose la acetofenona deseada

2.14, con rendimientos en estos dos Gltimos pasos del 73 y 75%, respectivamente.

H H OH
. Br HO Br
o M o (i) @iy O© w0
HO HO HO 0 S
0O O 0 0 O
2.9 2.10 (92%) 2.11 (94%) 212 (80%) 2.13 (73%)

V)

_O

2.14 (75%)

Esquema 2.2. Reactivos y condiciones: (i) NBS, AcOH, 70 °C, 1 h. (i) H,O,, NaOH, 25 °C, 10 min. (iii) BrCH,Br, K,COs,
DMF, 100 °C, 90 min. (i) (a) n-BuLi, -32 °C, TBME, 1 h. (b) CH,CHO, -20 °C, 2 h. {v) PCC, CH,Cl,, 25 °C, 4 h.
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A continuacién, se procedié a la sintesis de las chalconas objetivo (Esquema 2.3). Asi, la
condensacién aldélica de la acetofenona 2.14 con los benzaldehidos comerciales 2.15a-d en
presencia de hidréxido potésico al 50%,%° dio lugar a las chalconas 2.16a-d con rendimientos en
general moderados. A su vez, la reduccién del grupo nitro de 2.16d, empleando cloruro de estafio

(I) y écido clorhidrico concentrado,?” condujo al aminoderivado 2.16e con un 68% de rendimiento.

0 0
o) H ~ R 0) o] N xR
< + | _ < | —
© X (l) o X c|>
o} 0
e ~N
2.14 2.15a-d 2.16a (57%) a R=OH, X=C
b R=F, X=C
2.16b (62%) o Rt el
2.16¢ (47%) N W
d R=NO,,X=C
_ /—2.16d (50%) o RNt e
() (__ 2.16e (68%) 2

Esquema 2.3. Reactivos y condiciones: (i) KOH 50%, MeOH, 25 °C, 16 h. (ii) SnCl,, HCI, AcOEt, EtOH, 80 °C, 2 h.

De los datos analiticos y espectroscépicos de estas chalconas cabe destacar que en la mayoria
de los casos se obtuvo un Unico isémero (compuestos 2.16a-b y 2.16d-e). De este modo, solamente
en el compuesto 2.16c se observé por HPLC-MS la presencia de dos isémeros, en una relacién 95:5.
La configuracién del doble enlace se determiné con los datos de RMN de estos compuestos (2.16a-
d). Asf, basdndonos en el valor de la constante de acoplamiento de los dos hidrégenos vecinales en
lo cetona o/B-insaturada, que estuvo comprendida entre 15 y 16 Hz, se pudo asignar la

configuracién £al doble enlace de estas chalconas.

Como se detallard mdés adelante en este Capitulo, de todos los compuestos anteriores (2.16a-¢),
las chalconas 2.16a y 2.16e, con un sustituyente hidroxilo y amino en el anillo B, respectivamente,
fueron las que presentaron mejores valores de actividad antiproliferativa en cultivo celular. Por ello,
el siguiente apartado de este Capitulo (sintesis de a-metilchalconas) se ha centrado exclusivamente

en la preparacién de compuestos con un grupo hidroxilo o amino en la posicién 3 del anillo B.

B) Sintesis de a-metilchalconas (R,=CH,)

La preparacién de las diferentes o-metilchalconas se efectué siguiendo el Esquema 2.4,

mediante condensacién de Knoevenagel de una propiofenona y un benzaldehido.
(@) (e} o)
DR (T (e
Esquema 2.4. Reaccién de condensacién de Knoevenagel entre una propiofenona precursora del anillo A y un
benzaldehido precursor de B.

Para la sintesis de la propiofenona 2.18 se siguié la ruta descrita en el Esquema 2.5. Asi, la
reaccion del derivado bromado 2.12 con n-butillitio y propionaldehido condujo al alcohol 2.17, que
posteriormente se transformé en la propiofenona 2.18 por oxidacién en presencia de PCC, con

rendimientos del 99 y 45%, respectivamente.

52



OH o
0 Br ) 0 (ii) o)
<OJ<j —— <I>N—-<
o 0
_0 0 0

2.12 2.17 (99%) 2.18 (45%)

Esquema 2.5. Reactivos y condiciones: (i) (a) #-Buli, -32 °C, TBME, 1 h. (b) CH;CH,CHO, -20 °C, 2 h.
(i) PCC, CH,Cl,, 25 °C, 4 h.

El siguiente paso consistié en la condensacion de la propiofenona 2.18 y los correspondientes
benzaldehidos, para la obtencién de las chalconas deseadas. Los primeros intentos llevados a cabo
para la sintesis de la hidroxichalcona 2.19 a partir de la cetona 2.18 y del benzaldehido 2.15aq,
basdndonos en procedimientos descritos en la bibliografia,'" transcurrieron con muy bajos
rendimientos (<5%). Esto nos llevé a proponer modificaciones en las condiciones de reaccién,
incrementando al doble la cantidad de piperidina y dcido acético (hasta 1 ml y 0.5 ml,
respectivamente por cada mmol de cetona) y afiadiendo tamiz molecular a la mezcla de reaccién.
De esta forma se consiguié sintetizar la chalcona 2.19, con un rendimiento del 44% tras 16 horas de

reaccién a 80 °C (Esquema 2.6).

O
i
o H OH 0] 0 y OH
< - — < O O
0] o (0] (o)
O I

0 | -

2.18 2.15a 2.19 (44%)

Esquema 2.6. Reactivos y condiciones: (i) Piperidina, AcOH, EtOH, tamiz 4 A, 80°C, 16 h.

Para la sintesis de la aminochalcona 2.20 (Esquema 2.7), el primer paso consistié en la reaccién
de condensacién de la cetona 2.18 con el nitrobenzaldehido 2.15d. En condiciones andlogas a las
empleadas en el esquema anterior, tras tres dias de reaccién no se observd la formacién del
producto de condensacién. Por ello se decidié cambiar la estrategia de sinfesis, efectuando la
reduccién del grupo nitro de forma previa a la condensacién. Asi, el tratamiento del benzaldehido

2.15d con cloruro de estafio (Il) en medio dcido, tal y como se habia procedido para la sintesis de

(6] [e) O
i NO
soamas i TeCANo o
(0] o) @) (|)
/O | /O

2.18 2.15d

(ii)

P 0 i NH
) 0 2
0 NH 0] =
¢ o - I
o) 0 0
0 o |
_0 |

[P A

e
2.18 2.15e (69%) 2.20 (43%)

Esquema 2.7. Reactivos y condiciones: (i) Piperidina, AcOH, EtOH, tamiz 4 A, 80 °C, 16 h.(ii) Na,S,0,,
K,COs, CH,Cly, H,O, 16 h.
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2.16e, condujo al amino derivado 2.15e, si bien con un rendimiento muy bajo (<30%). Sin
embargo, utilizando como agente reductor ditionito sédico en medio bésico,?® se pudo obtener el
aminobenzaldehido 2.15e con rendimientos cercanos al 70%. Finalmente, la condensacién de la
propiofenona 2.18 con el benzaldehido 2.15e condujo a la a-metilchalcona 2.20 con un 43% de

rendimiento.

En el caso de la chalcona 2.19, el cromatograma de HPLC indicé la presencia de un solo
isémero. El espectro de 'H-RMN en DMSO-d, también revelé la existencia de un Gnico compuesto,
que segun precedentes bibliograficos de otras a-metilchalconas debia corresponder al isémero
E#31 Sin embargo, en el caso de la chalcona 2.20, por HPLC-MS se observé una mezcla de dos
isébmeros en proporcién 85:15. Ademds, se puso de manifiesto un aumento de la proporcién del
isémero minoritario cuando esta muestra se dejaba expuesta a la luz, presumiblemente por un

fenémeno de fotoisomerizacién en disolucién que se ha descrito en otros compuestos similares.*?

Con el fin de asignar la configuracién £/7 de los dos isémeros observados en 2.20, se efectud
un estudio por RMN que incluyé distintos experimentos de 'H y '*C, mono y bidimensionales Estos
experimentos se llevaron a cabo tanto sobre una disolucién recién preparada de 2.20 en DMSO-d,,
como tras exponer esta disolucién a la luz. Asi, tras 16 horas se comprobé que la proporcién del
isémero inicialmente minoritario aumentaba hasta alcanzar una relacién aproximada de 1:1 de los

dos isémeros, tal y como se refleja en la Figura 2.7.

i6 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 4.0 13.5 34(32 30 28 26|24 22 20 18 16 14
f1 (ppm)

LUZ (t=16 h) l
|
1y !

L e e e e e B e e S S A e B S S S e T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 1.6 1
f1 (ppm)

Figura 2.7. Espectros de "H-RMN de 2.20 en DMSO-d,. En ausencia de luz (t=0h) existe una relacién 85:15 de dos
isémeros. Tras 16 h en presencia de luz el isémero minoritario aumenta en la disolucién, alcanzandose
aproximadamente una relacién 1:1.

Para la correcta asignacién de las sefiales del espectro "H-RMN se realizaron experimentos de
correlacién (HMBC y HSQC) que permitieron asignar las sefiales de 'H y '*C de los dos isémeros.
(Figura 2.8A). A continuacién, se realizé un experimento ROESY sobre la muestra que contfenia los
dos isémeros. Las correlaciones obtenidas (Figura 2.8B) permitieron la asignacién del isémero
inicialmente mayoritario como el isémero £. En concreto, las correlaciones entre la sefial del metilo

en aa 2.13 ppm del isémero principal a tiempo O h, con los dos protones aromdticos en orfo del
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anillo B a 6.74 y 6.80 ppm, indicaban una configuracién £del doble enlace en este compuesto. Con
respecto al isémero minoritario a tiempo 0 h, las correlaciones entre el metilo en a (6=1.99 ppm)
con el hidrégeno en B (8=6.55 ppm) y con los hidrégenos en orfo del anillo A (8=6.96y 7.15 ppm)

confirmaron la asignacién del doble enlace como Z para este segundo compuesto.

146.19  3.64

o _~755.64
6.06<
102.9
3.78
8 o)
3.77 /O
Mayoritario: £ 5607 Minoritario: 2
B
1.6
1.7
1.8
1.9
F2.0 E
P
Z
2.2
E 2.3
2.4
ﬁ 2.5

T T T T T T T T T
7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 67 6.6 6.5 6.4
2 (ppm)

Figura 2.8. Caracterizacién de los isémeros £/Z en 2.20. (A) Asignacién por HMBC y HSQC de las sefiales en ppm de los
espectros de 'H-RMN (en rojo) y '*C-RMN (en azul) de cada isémero. (B) Correlaciones mds significativas en el experimento
de ROESY que han permitido la asignacién de la configuracién £al isémero mayoritario y Zal minoritario.

Asimismo, la comparacién de los desplazamientos quimicos de las sefiales del espectro de 'H-
RMN del compuesto 2.19, obtenido como un Unico isémero, con las del isémero mayoritario en

2.20 a tiempo 0 h, permitié confirmar la configuracién £ del doble enlace de la chalcona 2.19.

Por Gltimo, y con el propésito de explorar la importancia del anillo de dioxolano en el fenilo A,
motivo estructural comin de esta familia, se sintetizaron las a-metilchalconas 2.22 y 2.23 que
incorporaron un sustituyente 4-metoxilo en este fenilo (Esquema 2.8). Asi, la condensacién de la
propiofenona comercial 2.21 con los benzaldehidos 2.15a y 2.15e en las condiciones anteriormente

empleadas, condujo a las chalconas 2.22 y 2.23 con rendimientos del 44% en ambos casos.
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(e} O

(@)
/©)k/ + HJK@[R (I) R
\O (o) \O Cl)

|
2.21 2.15a R=OH 2.22 R=0OH (44%)
2.15e R=NH, 2.23 R=NH, (44%)

Esquema 2.8. Reactivos y condiciones: (i) Piperidina, AcOH, EtOH, tamiz 4 A, 80 °C, 16 h.

Cabe destacar que si bien la chalcona 2.22, con un grupo OH en B, se obtuvo como un Unico
producto que debia corresponder al isémero £, en el aminoderivado 2.23 se distinguieron por HPLC-
MS dos isémeros en proporciéon 81:19. De igual forma, a partir de los valores de los
desplazamientos quimicos en los espectros de 'H-RMN, se pudo asignar la configuracién £ al Onico

isémero de la chalcona 2.22 y al isémero mayoritario en 2.23.

2.2.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA CELULAR

Las chalconas sintetizadas, cuyas estructuras se recogen en la Tabla 2.1, se evaluaron en
ensayos de proliferaciéon celular en seis lineas celulares diferentes: tres lineas tumorales (Hela, L1210
y CEM) y tres endoteliales (HMEC-1, MBEC y BAEC). Los resultados se expresan como concentracién
inhibitoria 50 (Clso, concentracién de compuesto que causa la inhibicién del crecimiento del 50% de
las células en cultivo) bien en micromolar para la mayoria de los compuestos (Tabla 2.2) o en
nanomolar para las chalconas 2.19 y 2.20 y para los controles positivos colchicina (i.3) y CA-4P (i.6)
(Tabla 2.3).

Tabla 2.1. Estructuras de las chalconas sintetizadas en este Capitulo.

R, R, R, R, R, 7
2.16a H  OH OCH,O OMe C
2.16b  H F OCH,0 OMe C
2.16¢ H H OCH,O OMe N
2.16d H  NO, OCH,0 OMe C
2.16e H  NH, OCH,0 OMe C
2.19 Me  OH OCH,0 OMe C
2.20 Me  NH, OCH,0 OMe C
2.22 Me  OH H OMe H C
2.23 Me  NH, H OMe H C

Tabla 2.2. Actividad antiproliferativa expresada como Clsy (uM) de las chalconas 2.16a-e, 2.22 y 2.23, en células tumorales y
endofteliales.

CI50(°) (HM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES

Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC
2.16a 0.35 = 0.26 1.6 = 0.30 0.67 = 0.67 0.86 = 0.90 0.43 = 0.00 0.04 = 0.01
2.16b 5.8+5.0 59 + 14 23+0 1.6 £ 0.0 10+0 1.9 +0.3
2.16c 16 +2 38+ 6 28 £ 8 54 +0.7 11 =1 43+ 1.5
2.16d 7.2 +0.1 205 100 2.1 £ 0.1 19.2 = 14.1 29 +25
2.16e 0.22 + 0.09 0.11 = 0.06 0.08 £ 0.00 0.015+0.007 0.043 +0.005 0.0095 + 0.0078
2.22 0.26 = 0.14 1.6 = 0.2 0.14 = 0.05 0.402") 0.354" 0.094"
2.23 0.66 = 0.22 1.7 £0.3 0.30 = 0.03 0.49 = 0.15 0.53 = 0.08 0.43 += 0.02

@ \alor medio de al menos tres experimentos + desviacién esténdar.
®\Valor de un dnico experimento.
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Tabla 2.3. Actividad antiproliferativa expresada como Clsy (nM) de las chalconas 2.19 y 2.20 y de los compuestos de
referencia colchicina (i.3) y CA-4P (i.6), en células tumorales y endoteliales.

Clsp® (nM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES
Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC
2.19 13+ 4 17 £ 3 2.7 £1.2 13+2 9.1 £ 8.5 3.6 £0.3
2.20 3.9 +£3.3 1.0 £ 0.7 1.0 £ 0.7 23 £ 0.5 2.1+04 2.9 £ 0.5
i.3 28+ 0 14 + 1 31 £19 3.8 £1.1 31 =15 6.9 + 0.8
i.6 79 £3 82 + 12 95 + 6 2.9 £0.0 3.8 £ 0.1 3.9 +0.0

©\Valor medio de al menos tres experimentos =+ desviacién esténdar.

Tal y como se ha comentado anteriormente en este Capitulo, entre las chalconas no sustituidas
en la posicién a (2.16a-e, Tabla 2.2), los compuestos mds activos fueron los que presentaron un
sustituyente 3-hidroxilo (2.16a) o 3-amino (2.16e) en el anillo aromatico B, con unos valores de Clg,
en el rango submicromolar en todas las lineas celulares ensayadas. En el caso de la hidroxichalcona
2.16q, las actividades fueron muy similares en todas las lineas celulares, con una Cls, comprendida
entre 0.10-0.67 uM, salvo en la linea endotelial BAEC donde el efecto fue 10 veces mds potente
(Clso=0.04 uM). El aminoderivado 2.16e resulté ser més activo que 2.16a, especialmente en células
endoteliales, donde el incremento de actividad de 2.16e respecto a 2.16a alcanzé un orden de
magnitud, con una Cls, en el rango nanomolar (9.5-43 nM). Las chalconas 2.16b y 2.16d,
sustituidas en el anillo B con un datomo de flGor y un grupo nitro respectivamente, asi como la
chalcona 2.16¢, que presentaba en B un anillo de piridina, mostraron una actividad inferior a 2.16e
en mds de dos 6rdenes de magnitud, tanto en células tumorales (Cl;p=1-19 uM) como en células

endoteliales(Clsy=5-59 uM).

Los mejores valores de actividad antiproliferativa se obtuvieron con las a-metilchalconas 2.19 y
2.20 (Tabla 2.3), que mostraron un efecto antiproliferativo en el rango nanomolar en todas las lineas
celulares evaluadas. De este modo, la presencia de un grupo metilo en a supuso un incremento de
lo actividad entre uno y dos érdenes de magnitud respecto a los andlogos no sustituidos en esta
posicion (compuestos 2.16a y 2.16e, respectivamente). Asi, la actividad del hidroxiderivado 2.19,
comprendida entre 2 y 17 nM, fue comparable a la de los compuestos de referencia colchicina (i.3) y
CA-4P (i.6) en laos seis lineas celulares ensayadas. Adn se obtuvieron mejores resultados con el
aminoderivado 2.20, que con valores de Cly, entre 1y 4 nM resultd ser incluso mds potente que los

compuestos prototipo.

Igualmente, la importancia del anillo de dioxolano en estas a-metilchalconas 2.19 y 2.20 se
puso en evidencia al evaluar las metilchalconas andlogas que carecian de este motivo estructural. De
esta forma, los compuestos 2.22 y 2.23 (Tabla 2.2) mostraron una actividad antiproliferativa con
valores de Clso entre 1.7 y 0.1 uM, es decir, a concentraciones dos érdenes de magnitud superiores

respecto a los compuestos 2.19 y 2.20.

Asi, de las Tablas anteriores se pudieron establecer las siguientes relaciones estructura-actividad
de esta familia de chalconas: 1) el anillo de dioxolano en el fenilo A era crucial en la actividad
antiproliferativa de estos compuestos; 2) la introduccién de un grupo metilo en la posicién o se
tradujo en una mejora de la Clg, en mds de dos érdenes de magnitud; 3) en el anillo B los
sustituyentes con los que se obtuvieron los resultados mds satisfactorios fueron el 3-NH,, y en menor
medida, el 3-OH. Con estos datos, es importante destacar la actividad antiproliferativa de las

chalconas 2.19 y 2.20, que estuvo comprendida en el rango nanomolar en las 6 lineas celulares
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ensayadas, presentando ademds unos valores de Clg, iguales o incluso mejores respecto a los

obtenidos para los compuestos prototipo, colchicina y CA-4P.

2.2.3. ESTUDIOS PARA DETERMINAR EL MECANISMO DE ACCION

Para esclarecer el mecanismo de accién de esta familia de chalconas se llevaron a cabo distintos
experimentos. La mayoria de ellos los realicé en mayo y junio de 2012 durante mi estancia en el
Instituto Rega (KULeuven, Bélgica), bajo la supervisién de la Dra. Sandra Liekens. De las chalconas
disponibles en aquel momento, el compuesto 2.16a era el mds activo y por ello se eligié como
compuesto de eleccién con el que efectuar estos ensayos. Para el cdlculo de las constantes de
asociacién, me desplacé al laboratorio del Dr. Fernando Diaz en el Centro de Investigaciones
Biolégicas (CIB-CSIC), realizando estas medidas en mayo de 2013. Si bien hay experimentos
planificados con el compuesto més activo de esta serie 2.20 que se realizardn en los préximos
meses, para la redaccién de esta memoria se han empleado los datos actualmente disponibles,

todos ellos obtenidos de la evaluacién de la chalcona 2.16a.

A) Estudio del efecto en la progresién del ciclo celular

Siguiendo un procedimiento andlogo al llevado a cabo en el Capitulo 1, se evalué el efecto de
estas chalconas sobre la progresién del ciclo celular. En este caso se emplearon células endoteliales
HMEC-1, que se incubaron durante 8 horas bien con DMSO (0.1%), colchicina (i.3) (0.1 uM), CA-
AP (i.6) (0.1 uM) o con el compuesto 2.16a (0.3 uM y T uM), y luego se sometieron a estudio por

citometria de flujo. Como se puede observar en la Figura 2.9, en el experimento control las células

DMSO

G2/M

0 40 80 120 160 200

COL(i.3) 0.1puM
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Figura 2.9. Efectos de estas chalconas sobre la progresién del ciclo celular. Las células HMEC-1 se trataron con 0.1% de
DMSO, colchicina (i.3) (0.1 puM), CA-4P (i.6) (0.1 uM) y 2.16a (0.3 uM y TuM), y se analizaron por citometria de flujo tras
8 h de tratamiento.
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mostraron el patrén de distribucién tipico en las distintas fases del ciclo celular (sub-G1, G1, Sy
G2/M). Sin embargo, el tratamiento tanto con colchicina y CA-4P a 0.1 uM como con la chalcona
2.16a, a una concentracién de 0.3 uM o superior, provocé una acumulacién de células en la fase
G2/M. Se puede concluir asi que el efecto antiproliferativo de 2.16a, y presumiblemente del resto de
las chalconas sintetizadas en este Capitulo, es consecuencia del bloqueo que inducen en la divisién
celular (fase G2/M), comportamiento similar respecto a colchicina, CA-4P y al resto de ligandos

descritos de este sitio en tubulina.®

B) Unién al sitio de colchicina en tubulina y determinacién de las constantes de asociacién

Con el fin de confirmar la unién especifica de esta familia de chalconas al sitio de colchicina, se
realizaron dos experimentos de competicién diferentes. El primero de ellos fue cualitativo y consistié
en un ensayo con un ligando irreversible. El segundo experimento, cuantitativo, permitié el cdlculo de

las constantes de asociaciéon (K,) con tubulina, haciendo uso de un ligando reversible.

Para el experimento cualitativo se empled N, N-etilen-bis(iodoacetamida) (EBI), agente alquilante
de los residuos de Cys239 y Cys354 presentes en el sitio de colchicina en tubulina. La unién de este
compuesto a tubulina se puede visualizar facilmente por la técnica de western blot, dada la mayor
movilidad cromatografica en gel de poliacrilamida del complejo de EBI/tubulina respecto a tubulina
libre. Asi, los ligandos del sitio de colchicina en tubulina previenen la unién de EBI a tubulina y por
tanto, la formacién de una segunda banda reactiva (EBI/tubuling) visible por western blot,
convirtiendo a esta metodologia en una forma fécil, rdpida y econémica de determinar si un

compuesto se une o no al sitio de colchicina en tubulina.®®

Para este ensayo se empled la linea de cdncer de mama MDA-MB-231, donde se visualizan
mejor los resultados de este experimento de competicién. Tal y como se observa en la Figura 2.10,
lo adicién de EBI sobre células MDA-MB-231 condujo a la aparicién de una segunda banda (B-
tubulina/EBI) por debajo de la banda caracteristica de B-tubulina. Las células que fueron tratadas
con colchicina (i.3) (2.5 uM) de forma previa a la adicién de EBI, no mostraron esa segunda banda
(B-tubulina/EBI) ya que la presencia de colchicina impedia la unién de EBI. Del mismo modo, al
anadir la chalcona 2.16a a una concentracién de 10 uM no se detectd el aducto de EBI con
tubulina. Estos resultados indicaron que el efecto antimitético de esta serie de compuestos se

producia como consecuencia de su unién especifica al sitio de colchicina en tubulina.

+EBI

B-tubuling —==-= --
B-tubulina +EBl ==== 3 ‘

DMSO i.3 2.16a

Figura 2.10. Las chalconas sintetizadas se unen a tubulina especificamente en el sitio de la colchicina. Las células MDA-
MB-231 se trataron con DMSO (0.1%), con colchicina (i.3) (2.5 uM), y con la chalcona 2.16a (10uM) durante 8 h. Luego
se afadié EBI (100 puM) y tras 90 min las células se recogieron y se sometieron a estudio por wesfern blot con el anticuerpo
B-tubulina. EBI se une a 2 residuos de cisteina del sitio de colchicina en tubulina, generando un aducto con esta proteina
(banda inferior) que migra a mayor velocidad que tubulina libre (banda superior).
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Para la medida de la constante de asociacién (K,) del compuesto 2.16a con a,B-tubulina
bovina, se efectué un experimento de competicién con el ligando reversible (R)-(+)-etil-5-amino-2-
metil-1,2-dihidro-3-fenilpirido[3,4- f]pirazin-7-il carbamato (R-PT, i.23), cuyo valor de K, es de 3.2 x
10¢ M3 Este compuesto se caracteriza por la emisién de fluorescencia (A ioien=374 nm;
A

competicién, a una determinada concentracién de ligando, se puede determinar no sélo si éste se

mision =425 nm) al estar unido al sitio de colchicina en tubulina.®® De este modo, en experimentos de
une al sitio de colchicina en tubuling, sino también la afinidad del proceso de unién, segun el
descenso producido en la emisién de fluorescencia del complejo tubulina/R-PT. Asi, la adicién de la
chalcona 2.16a a una disolucién de tubulina en PBS con R-PT produjo un descenso de la
fluorescencia del complejo tubulina/R-PT, efecto que ademdés fue dependiente de la concentracién de
chalcona afadida (Figura 2.11). De esta forma se pudo ratificar la unién especifica de este

compuesto al sitio de colchicina en tubulina.

0.5

0.4 4

-9

0.3 4

0.2 4

0.1

[R-PT]unida / [R-PT]total

0.0

T
1e-11 1e-10  1e-9 1e-8 1e-7 1e-6 1e-5 1e-4 1e-3 1e-2

Log [Compuesto]total (M)

Figura 2.11. La chalcona 2.16a desplaza a R-PT del sitio de colchicina de forma concentracién-dependiente. Empleando
0.2 uM de R-PT y 0.2 puM de tubulina en PBS con 0.1 mM de GTP a 25 °C, se evalué el desplazamiento de R-PT por
adicién de concentraciones crecientes del compuesto 2.16a. Los valores se obtuvieron una vez alcanzado el equilibrio,
asumiendo una unién tubulina:compuesto 1:1.

Asimismo, a partir de los datos de desplazamiento de R-PT obtenidos, se pudo calcular el valor

de la constante de asociacién de esta chalcona 2.16a con a,B-tubulina (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Constantes de asociacién (K,) experimentales del compuesto 2.16q, y de otros
ligandos de referencia del sitio de colchicina.

Compuesto K, (M) 25 °C
Colchicina (i.3) 1.16 x 107 (a 37 °C)®9
Podofillotoxina (i.19) 1.8x 10567

R-PT (i.23) 3.2x 10464

2.16a (1.6 +£ 0.0) x 107

©\Valor medio de al menos tres experimentos + desviacién esténdar.
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Como se puede observar, el valor de K, experimental obtenido para el compuesto 2.16a se
encontré en el rango submicromolar (1.6 x 107 M™"). Ademds, cabe destacar que esta constante fue
muy similar a la K, de colchicina (1.16 x 107 M™"),* y al mismo tiempo, un orden de magnitud mejor
que la K, de podofillotoxina (i.19) (1.8 x 10° M™").*’

C) Estudio del efecto sobre las fibras del huso mitético

Una vez comprobada la unién de estas chalconas al sitio de colchicina en tubuling, se pasé a
investigar el efecto de las mismas sobre el huso mitético, fibras que se forman durante la divisién
celular y que estdn constituidas esencialmente por microtibulos de tubulina. Para ello, las células
endoteliales HMEC-1 se incubaron con colchicina (i.3) (0.01 uM) o con 2.16a (0.1 pM), y
transcurridas 16 horas de tratamiento, los microtUbulos celulares se analizaron por microscopia
confocal (inmunofluorescencia). Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2.12. En las
células del experimento control, tratadas con DMSO (0.1%), se visualizé el aspecto tipico de los
microtGbulos en metafase (panel A), con los cromosomas (en color azul) alineados en el centro de la
célula formando la placa ecuatorial y los microtGbulos (en color verde) dispuestos de un polo al otro
de la célula. Asimismo, se observaron células en estadios de la divisién algo mdés tardios, como por
ejemplo en anafase (panel B). Ahora bien, el tratamiento tanto con colchicina (i.3) (paneles C y D)
como con el compuesto 2.16a (paneles E y F) origind unos microtibulos completamente aberrantes y

desorganizados, con una distribucién aleatoria en el interior de las células. De esta forma, el efecto

Colchicina (i.3) C

Figura 2.12. Efecto de estas chalconas sobre las fibras del huso mitético. Las células HMEC-1 se trataron durante 16h
con DMSO (0.1%) (A 'y B), con colchicina (i.3) a 0.01 uM (Cy D) y con la chalcona 2.16a a 0.1 uM (E y F). Luego se
fijaron y se tifieron con el anticuerpo anti-tubulina (verde) y con DAPI (azul) que se une al ADN. Imdgenes tomadas por
microscopia confocal.
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interruptor del ciclo celular en la fase G2/M que estas chalconas habian manifestado, podria
justificarse por la imposibilidad de las células para organizar el ADN en la placa ecuatorial durante

la metafase, proceso imprescindible para completar el proceso de divisién celular.

D) Estudio del efecto interruptor de la vascularizacién

Con el propésito de valorar la potencial actividad VDA de estas chalconas, se decidié evaluar el
efecto del compuesto 2.16a sobre una red de vasos de células endoteliales previamente establecida.
Para ello se cultivaron células endoteliales (HMEC-1) sobre matrigel, donde crecen formando redes
de tubos.® Una vez que estos tubos fueron apreciables (3 horas), se afiadié DMSO (0.1%) a modo
de control negativo, CA-4P (i.6) (0.01, 0.03 y 0.3 uM) como compuesto de referencia, o bien el
compuesto 2.16a (0.1, 0.3 y 3 uM). Tras 90 min de incubacién, las diferentes muestras se
visualizaron al microscopio y fueron fotografiadas. Como se puede observar en la Figura 2.13,
mientras que las células no tratadas (0.1% DMSQO) mantuvieron intacta la red de tubos que se habia
establecido en un principio, la adicién tanto de CA-4P (i.6) como de la chalcona 2.16a, provocé
una clara interrupcién de estos tubos, fenémeno que ademés fue dependiente de la concentracién de

compuesto.

CA-AP (i.6)

i.6(0.01pM)  i.6(0.03uM)

VY

28

2.16a

Figura 2.13. Efecto interruptor de estas chalconas sobre una red vascular de células endofeliales. Las células HMEC-1 se
cultivaron sobre matrigel, donde crecen formando tubos. Tras 3 h se afiadié DMSO (0.1%), CA-4P (i.6) (0.01, 0.03 y 0.3
uM) 0 2.16a (0.1, 0.3, y 3 uM). Fotografias tomadas tras 90 min de tratamiento con los compuestos i.6 y 2.16a.

E) Estudio del efecto sobre la morfologia endotelial

Tal y como se ha comentado en la Introduccién General, la despolimerizaciéon de los
microtGbulos ocasionada por la accién de los VDAs, da lugar en las células endoteliales a la
activacién de una cascada intracelular de quinasas que conducen a la contraccién de las fibras de
acting, y en definitiva, a cambios morfolégicos cruciales para la adecuada funcién del endotelio.®
De esta forma, una vez comprobada la unién especifica de estas chalconas a tubulina, asi como la

capacidad de las mismas para interrumpir una red de tubos endoteliales, se decidié estudiar el efecto
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de estos compuestos sobre la morfologia de células endoteliales (HMEC-1). Para ello, las células se
incubaron durante 8 horas bien con DMSO (0.1%) o bien con la chalcona 2.16a (1 uM), y a
continuacién se preparé una tincién celular para visualizar las fibras de actina por microscopia
confocal. Al mismo tiempo se tifieron tanto el ADN como los microtdbulos, con el fin de estudiar
también el efecto sobre las fibras del huso mitético antes explicado. Como se observa en la Figura
2.14, las células no tratadas (DMSQO), mantuvieron la morfologia tipicamente alargada y plana de
los células endoteliales. Ahora bien, el tratamiento con el compuesto 2.16a condujo a células
visiblemente redondeadas y contrdctiles, poniendo asi de manifiesto el cambio morfolégico radical
que estas chalconas ocasionaban sobre las células endoteliales. Esto podria dar lugar al
debilitamiento de las uniones intercelulares y al incremento en la permeabilidad endotelial, y de esta
forma desencadenar el colapso vascular caracteristico de los VDAs. Asimismo, en la Figura 2.14 se
presenta nuevamente el efecto interruptor del huso mitético que la chalcona 2.16a provocé sobre

aquellas células endoteliales que se encontraban en divisién (panel de tubulina).

2.16a

lubulina

Figura 2.14. Efectos de estas chalconas sobre el citoesqueleto de actina y la morfologia de las células endoteliales.
Las células HMEC-1 se trataron con 1 uM de 2.16a durante 8 h y luego fueron fijadas y tefidas con el anticuerpo
anti-tubulina (verde), DAPI (azul) que se fija al ADN, y tetrametilrodamina B faloidina-isocianato (rojo) que se une a las
fibras de actina. Para el experimento control se emplearon células tratadas con DMSO (0.1%). Imdgenes tomadas por
microscopia confocal.
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RESULTADOS

2.2.4. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE 2.20

Una vez demostrada que la actividad antiproliferativa de estas chalconas podia atribuirse a su
capacidad de interaccionar con tubulina en el sitio de colchicina, asi como su actividad antimitética y
antivascular, nos centramos en el compuesto mds potente (la metilchalcona 2.20) para determinar su
solubilidad y estimar asi su potencial biodisponibilidad. Para este estudio de solubilidad se suspendié
un exceso del compuesto 2.20 en tampédn fosfato (PBS) y la muestra se agité durante 2 horas.
Posteriormente, esta muestra se filtré y la cantidad disuelta se cuantificé por HPLC, interpolando los
resultados obtenidos en rectas patrén (previamente elaboradas a partir de concentraciones conocidas
de 2.20). El valor de solubilidad de 2.20 fue de 0.016 mg/ml (46 uM), dato que comprometia el
planteamiento de los estudios de eficacia y toxicidad /n vivo. Con el objetivo de incrementar la
solubilidad de este compuesto tan prometedor, se planteé la preparacién de profdrmacos de 2.20

mediante derivacién del grupo amino del anillo B.

2.2.5. SINTESIS Y EVALUACION DE PROFARMACOS DE 2.20

Una de las estrategias mds habituales para mejorar la solubilidad acuosa de compuestos activos
altamente hidréfobos es a través de la preparacién de profdrmacos. Un profédrmaco se define como
una forma inactiva de la sustancia de interés que experimenta la conversién al compuesto activo
dentro del organismo por un proceso quimico o metabdlico (Figura 2.15A).“° Normalmente, un
profdrmaco consiste en un fdrmaco unido covalentemente a un grupo transportador, si bien la unién
debe ser lo suficientemente labil como para permitir que el farmaco se libere con facilidad en el
organismo. Es importante resaltar que el transportador debe ser inerte biolégicamente (no debe
presentar ninguna actividad biolégica ni ser téxico), asi como fécilmente metabolizable y excretable.
En este sentido, los proférmacos de aminodcidos han sido ampliamente utilizados para incrementar
la solubilidad de férmacos con grupos hidroxilos o aminos libres, mediante la formacién de un

enlace éster o amida, respectivamente (Figura 2.15B).4%4!

A Barrera
biolégica

FAAN
bo—0CGeo 6 O

@ =) Q-

COOH

w, @
o/ ::> GNHco—o

Figura 2.15. (A) Representacién simplificada del concepto profdrmaco. (B) Derivacién de un férmaco con un
grupo hidroxilo o amino primario a un profdrmaco de éster o amida, respectivamente, a partir de un
transportador con un grupo d4cido carboxiico libre. F: fdrmaco; T: transportador.
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Un ejemplo del empleo de aminodcidos como transportadores en profdrmacos lo constituye el
compuesto i.7 (AVE-8062 u ombrabulina) (Figura 2.16), un derivado de L-serina de la combrestatina
A-4. Este proférmaco con propiedades VDAs* fue introducido en investigacién clinica por Sanofi-
Aventis, y en la actualidad se encuentra en fases Il y lll. Por tanto, nuestra primera aproximacién para
la preparacién de profdrmacos de la chalcona 2.20 consistié en la preparacién del correspondiente

derivado de L-serina sobre el grupo amino del anillo B.

- ? NH,
oS Oyt
/ OH
—0 6] O

/ /

AVE-8062 (i.7)
Figura 2.16. Estructura de AVE-8062 (i.7)

Como segunda aproximacién para la preparacion de profdrmacos de 2.20 se considerd utilizar
el dipéptido L-lisina-L-prolina como grupo transportador. Estudios recientes de nuestro grupo de
investigaciéon en sintesis de profdrmacos sobre grupos OH y NH, de distintos fdrmacos, han puesto
de manifiesto que el empleo de oligopéptidos mejora muy notablemente la solubilidad en agua
respecto al empleo de un solo aminodcido.***¢ Ademds, estos oligopéptidos son reconocidos por la
enzima endégena dipeptidil-peptidasa tipo IV (DPP-IV/CD26), presente en suero y en distintos tejidos,
favoreciéndose de este modo la liberacién del farmaco en su forma activa. La enzima CD26 se
caracteriza por una gran especificidad de sustrato, dado que principalmente reconoce e hidroliza
secuencias dipeptidicas que contienen una prolina en la pendltima posicién del extremo A-
terminal.*’*? Asi, empleando el dipétido L-lisina-L-prolina se podria incrementar la solubilidad
acuosa gracias a la basicidad de la lisina terminal (con dos aminas primarias protonadas a pH
fisiolégico), mientras que la prolina directamente unida a 2.20 permitiria el reconocimiento por

CD26, y por tanto, la liberacién del compuesto activo.
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RESULTADOS

A) Sintesis de proférmacos de 2.20

La sintesis del derivado de L-serina 2.26 se muestra en el Esquema 2.9. El primer paso consistié
en la reaccién de la chalcona 2.20 con la L-serina 2.24 previamente sintetizada,*® donde los grupos
amino e hidroxilo se encontraban protegidos con BOC y TBS respectivamente, empleando para el
acoplamiento PyBOP vy trietilamina. El compuesto asi obtenido (2.25) se desprotegié por tratamiento
con dcido trifluoroacético, dando lugar al derivado de L-serina 2.26 con un rendimiento muy bueno

en las dos etapas.

NHBoc
HO\H)VOTBS
10 (o] o) n  NHBoc
o _ NH, 2.24 <o _ N\[(K/OTBS
< O O i o} %
e} 0 0] ?
O ! 0
2.20 2.25 (87%)
(ii)l
0 b NH,
<o _ @iNm/bw
o) (IDO
0

2.26 (70%)
Esquema 2.9. Reactivos y condiciones: (i) PyBOP, TEA, CHCl,, 25 °C, 72 h. (ii) TFA, CHCls, 25 °C, 24 h.

De los datos analiticos y espectroscépicos de este profdrmaco es necesario destacar que si bien
se parti6 de una mezcla de isémeros £Z 85:15 de 2.20, tras las etapas de acoplamiento y
desproteccién del aminodcido se detecté un aumento del isémero Z en 2.26 hasta alcanzar una

relacién 2:1, manteniéndose como mayoritario el isémero £

Para la sintesis del L-lisil-L-prolil derivado 2.28, se llevé a cabo el acoplamiento de la chalcona
2.20 con el dipéptido 2.27, previamente sintetizado,*® donde los grupos aminos primarios de la L-
lisina se encontraban protegidos con Fmoc (Esquema 2.10). El acoplamiento se realizé6 empleando
HATU y DIPEA, e irradiando al microondas a 40 °C. A continuacién, se desprotegieron los grupos
Fmoc por reaccién con piperidina, obteniéndose el compuesto 2.28 con un rendimiento cercano al
50%. También en este caso, el profdrmaco se obtuvo en forma de mezcla de isémeros £ en

proporcion 2:1.

/Fmoc
Fmoc
HN N’
HO__ v H
v
H,oN
o 227 o H 2 NH,
e} = NH, ) o No
AT T —2—( DR
O o~ 10 o (0]
0 O |
2.20 2.28 (49%)

Esquema 2.10. Reactivos y condiciones: (i) (a) HATU, DIPEA, DMF anh., MW, 40 °C, 2 h.; (b) Piperidina, CH,Cl,, 25 °C, 2 h.
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B) Determinacién de la solubilidad de 2.26 y 2.28

La medida de la solubilidad de los profdrmacos 2.26 y 2.28 se efectud tal y como se ha descrito
con anterioridad en este Capitulo, y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.5. Asi, el
profédrmaco de L-serina 2.26 presenté un valor de solubilidad de 0.5 mg/ml, casi 30 veces superior a
la del compuesto con el grupo amino libre 2.20. La conjugacién con el derivado dipeptidico de L-
lisina-L-prolina  (compuesto 2.28) condujo a un incremento espectacular de la solubilidad,
consiguiendo de esta forma un valor de 31.268 mg/ml, aproximadamente dos mil veces superior a

la del compuesto precursor 2.20.

Tabla 2.5. Solubilidad en PBS del farmaco 2.20 y de los profdarmacos 2.26 y 2.28.

Compuesto Solubilidad en PBS Increm(.enjﬂo de
(mg/ml) solubilidad
2.20 0.016 .
2.26 0.468 29
2.28 31.268 1954

C) Evaluacién del efecto antiproliferativo de 2.26 y 2.28

Los resultados de la evaluacién biolégica de los profdrmacos 2.26 y 2.28 en ensayos de
proliferacién celular se recogen en la Tabla 2.6 expresados como valores de Clsy en unidades
nanomolares. También se incluyen en esta tabla los datos del compuesto con el grupo amino libre

2.20, asi como los de los de colchicina (i.3) y CA-4P (i.6) empleados como controles positivos.

Tabla 2.6. Actividad antiproliferativa expresada como Clsy (nM) de las chalconas 2.20, 2.26 y 2.28, y de los compuestos de
referencia colchicina (i.3) y CA-4P (i.6), en células tumorales y endoteliales de las chalconas.

Cls® (nM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES
Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC

2.20 3.9 +323 1.0 £ 0.7 1.0=0.7 23+05 2.1 +0.4 29 +0.5
2.26% 4400 4300 1400 8000 1500 830
2.28 17 =1 14 2 4102 1.4 +0.1 2 73+25

i.3 28 +0 14+ 1 3119 3.8=1.1 31 +15 6.9 = 0.8

i.6 79 =3 82 +12 95+ 6 2.9 0.0 3.8 +0.1 3.9 = 0.0

©\alor medio de al menos tres experimentos = desviacién esténdar.
Y Resultados de un Jnico experimento.

Tal y como se observa en la Tabla 2.6, el profdrmaco de L-serina 2.26 mostré un efecto
antiproliferativo inferior en tres érdenes de magnitud respecto al compuesto 2.20, es decir, el
profdrmaco fue 1000 veces menos activo que el farmaco. Estos resultados podrian apuntar a una
falta de liberaciéon de 2.20 a partir de este profdrmaco 2.26 en las condiciones del ensayo. Por su
parte, el L-lisil-L-prolil derivado 2.28 presenté una actividad en el rango nanomolar (Clsy=1.4-17
nM) equiparable a la del fdrmaco 2.20 en la mayoria de las lineas celulares ensayadas, e igualmente
algo superior en general respecto a la presentada por colchicina (i.3) y CA-4P (i.6). Esto sefialaba la

adecuada bioconversion del profédrnaco 2.28 en cultivo celular (in vitro).
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RESULTADOS

D) Determinacién de la estabilidad de 2.28

Dada la extraordinaria mejora en la solubilidad conseguida con el derivado dipeptidico 2.28, y
su excelente actividad antiproliferativa, que fue comparable a la de su férmaco precursor 2.20, se
estudié la estabilidad de este proférmaco 2.28 tanto a nivel quimico como enzimdtico. Para los
estudios de estabilidad quimica, el profdrmaco 2.28 se incubé en PBS a 37 °C, y por HPLC se
analizaron distintas alicuotas de esta muestra en funcién del tiempo (O h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 hy 24 h).
Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 2.17. Las barras grises del gréfico representan el
porcentaje de profdrmaco 2.28 intacto, mientras que las barras rojas indican el porcentaje de

compuesto 2.20 liberado.

PBS

100 -

80 1 m2.28
60 m2.20

% de conversién

20 A

0 1 2 4 6 24
Tiempo (h)

Figura 2.17. Estabilidad quimica de 2.28 en PBS a 37°C. Cada barra representa el drea correspondiente a la suma de
los picos de los isémeros £y Zen cada intervalo de tiempo.

Como se puede observar, la cantidad de profdrmaco 2.28 intacto fue superior al 95% tras 1
hora en disolucién, detectando asimismo un 85% de compuesto inalterado transcurridas 2 horas.
Teniendo en cuenta ademds que la vida media fue superior a 6 horas, estos resultados pusieron de

manifiesto la relativa estabilidad del profdrmaco 2.28 en PBS.

Para los estudios de estabilidad enzimdtica, el compuesto 2.28 se incubd tanto en suero humano
al 10%, como en extracto hepdtico murino al 50%. Conviene indicar que el suero humano vy el
higado de ratén, ademés de otras muchas enzimas, contienen CD26. Como se puede observar en la
Figura 2.18A, la incubacién del profdrmaco 2.18 (barras grises) en suero humano condujo a la
adecuada liberaciéon de la aminochalcona 2.20 (barras rojas), de modo que tras 3 horas en contacto
se liberd el 80% de ésta. La incubacién en extracto de higado murino (Figura 2.18B) provocé que la
liberacién de la aminochalcona 2.20 fuese adn més rdpida, con un porcentaje de compuesto

liberado superior al 80% tras 20 min y casi total tras 1 hora de incubacién.

Como igualmente se puede observar en los graficos inferiores de la Figura 2.18 (Paneles C y D),
la bioconversién del proférmaco 2.28 al farmaco 2.20 tanto en suero como en extracto hepdtico se
produce de un modo similar para los isémeros £y Z, de modo que la proporcién entre isbmeros

permanece inalterada en funcién del tiempo.
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A SUERO HUMANO B EXTRACTO DE HIGADO MURINO
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Figura 2.18. Estabilidad de 2.28 en suero humano al 10% (A y C) y en extracto de higado murino al 50% (B y D). En los
grdficos superiores (A y B) cada barra representa el drea correspondiente a la suma de los picos de los isémeros £y Zen
cada intervalo de tiempo. En los inferiores (C y D) se muestran los porcentajes de cada isémero £y Zde 2.28 y 2.20 en las
muestras ensayadas.

Estos experimentos pusieron de manifiesto que la conversién del profarmaco 2.28 en su
correspondiente farmaco 2.20 se producia de manera eficaz en el medio bioldgico, permitiendo la
liberacién del compuesto activo en un intervalo de tiempo apropiado, comprendido entre 20 minutos

y 3 horas.
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2.3. CONCLUSIONES

El efecto antiproliferativo de chalconas previamente descritas, por unién al sitio de colchicina en
tubulina, ha constituido el punto de partida del trabajo que se describe en este Capitulo, enfocado a
lo sintesis y evaluacién de nuevas chalconas como agentes antimitéticos y antivasculares. La
presencia del anillo de dioxolano en numerosos compuestos de origen vegetal ligandos también del
sitio de colchicina y con potentes propiedades antimitéticas, justificd la incorporacién de este
sustituyente sobre el anillo aromdtico A, constituyendo de esta forma el motivo estructural comin de
la serie de chalconas objeto de este Capitulo. La sintesis se ha realizado de modo satisfactorio,
necesitando en ocasiones la adaptacidon de los procedimientos descritos para mejorar los

rendimientos y/o acortar los tiempos de reaccién.

La evaluacién biolégica en ensayos de proliferacién celular de las chalconas aqui sintetizadas
permitié extraer importantes relaciones de estructura-actividad. De este modo, la sustitucién en la
posicion 3 del anillo B con un amino, y en menor medida, con un hidroxilo condujo a los mejores
valores de actividad antiproliferativa. Asimismo, la introduccién de un metilo en la posicién a de la
cetona o/f insaturada se tradujo en compuestos con una actividad superior en dos érdenes de
magnitud respecto a los andlogos no sustituidos. La importancia del anillo de dioxolano en el fenilo
A también ha sido corroborada a partir de los compuestos carentes de este anillo, que resultaron ser
100 veces menos activos que los derivados que si presentaron este motivo. Asi, de todas las
chalconas sintetizadas, cabe destacar la actividad de las a-metilchalconas 2.19 y 2.20 (Figura 2.19),
consiguiendo con ambos compuestos valores de Cls, en el rango nanomolar. En particular, el

aminoderivado 2.20, resulté ser mds potente que compuestos tan activos como colchicina (i.3) o CA-
4P (i.6).

o] o]
o] = NH; o) _ OH
<o O O o~ <o O O o~
O\ o\

2.20 2.19
Clyy=2.3 M Cly,=13 nM

Figura 2.19. Estructuras y Clsy en células endoteliales (HMEC-1) de las chalconas mds potentes sintetizadas en este
Capitulo.

Estudios por citometria de flujo llevados a cabo con el compuesto 2.16a como representante de
esta familia, pusieron de manifiesto el bloqueo en la fase G2/M del ciclo celular, comportamiento
andlogo al de otros ligandos del sitio de colchicina descritos. Los ensayos de competicién con EBI y
con R-PT confirmaron la unién de este compuesto al sitio de colchicina en tubulina, con un valor de
K, comparable al de la propia colchicina. De igual forma, esta chalcona mostré un claro efecto
inhibitorio sobre la formacién de las fibras del huso mitético en células endoteliales, afectando
también a la morfologia de estas células. Asimismo, el compuesto 2.16a presenté un efecto
interruptor muy significativo sobre una red preformada de tubos de células endoteliales, lo que

apuntaba a un comportamiento como VDA.

71

N
©)
=
D
=
o
<C
©)




CONCLUSIONES

Como estrategia para mejorar la solubilidad del compuesto 2.20, el mds activo de la serie, se
abordé la sintesis de profdrmacos. De este modo, se sintetizé tanto el derivado de L-serina 2.26,
como el derivado del dipéptido de L-lisina-L-prolina 2.28. La evaluacién antiproliferativa de estos
proférmacos puso de manifiesto que la derivacién con L-serina resultd en un compuesto
notablemente menos activo en cultivo celular, mientras que el derivado dipeptidico 2.28 mostré una
actividad comparable a 2.20. Asimismo, el profdrmaco 2.28 fue dos mil veces més soluble que su
correspondiente farmaco 2.20. Ademds el derivado 2.28 fue estable en PBS en un infervalo de
tiempo de 2 horas, mientras que en el medio biolégico (suero o extracto hepdtico) liberaba de un
modo eficiente el farmaco 2.20. Por todo ello, se podria considerar al profdrmaco 2.28 como un

candidato idéneo para la futura evaluacién in vivo de esta familia de chalconas.
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3.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El desarrollo y lanzamiento al mercado de un nuevo férmaco es un proceso largo que dura entre

12 y 20 afos, lleno de obstdculos (tan sélo una de cada 10000 moléculas que inician la fase de

desarrollo preclinico llega a ser comercializada) y que requiere de la industria farmacéutica una
inversién que con frecuencia supera los 1200 millones de euros. Esta presién econémica generada
en el proceso de |+D (/nvestigacion y Desarrollo), unida a la competencia existente en el sector
farmacéutico debido al vencimiento de las patentes en vigor y al desarrollo de medicamentos
genéricos, ha llevado a implementar nuevas técnicas en el desarrollo de fédrmacos novedosos,
dirigidas no sélo a la reduccién de costes, sino también a mejorar la eficacia y la rapidez en el

proceso de descubrimiento y optimizacién de nuevos candidatos a farmacos o /eads.'™

En este afdn de aumentar la produccién de compuestos a evaluar surgié la quimica
combinatoria, conjunto de técnicas que permitieron sintetizar enormes librerias de compuestos
(quimiotecas) en un corto espacio de tiempo. En paralelo se desarrollaron los métodos de cribado
farmacolégico de alto rendimiento o Aigh-throughput screening (HTS), con la finalidad de reducir el
tiempo necesario para evaluar la actividad biolégica de toda una quimioteca. Posteriormente, los
elevados costes asociados al HTS requirieron modelos para preseleccionar computacionalmente (in
silico) aquellos candidatos con mejor potencial (Aifs), en términos tanto de afinidad frente a la diana
farmacolégica, como de propiedades farmacocinéticas éptimas, consiguiendo de esta forma reducir
considerablemente el nimero de compuestos a ensayar. Estos modelos computacionales se engloban
dentro de la metodologia del cribado virtual o virtual screening (VS), cuyo objetivo fundamental es el
de reducir el espacio quimico (representado por moléculas pequefias) a un nimero manejable,

limiténdolo asf a los compuestos mds inferesantes a nivel terapéutico.*?

El' VS es una técnica ampliomente utilizada en la actualidad en programas de descubrimiento de
farmacos constituyendo asf, més que una alternativa, un complemento al HTS como fuente de
obtencién de nuevos Aifs. Entre sus ventajas cabe destacar que se trata de una metodologia muy
econémica -dado que ahorra en la compra de reactivos, sintesis, purificacién, ensayos biolégicos y
robotizacién- y es al mismo tiempo muy rdpida, permitiendo de este modo la evaluacién in silico del
orden de millones de compuestos, cifra que es impensable en experimentacién con modelos
biolégicos. Asimismo, el VS puede proporcionar informacién acerca de las caracteristicas de la
interaccién farmaco-diana, por lo que permite disponer de un criterio racional para la priorizacién de

la sintesis y la adquisicién de nuevos compuestos.®

Existen dos aproximaciones dentro de estas técnicas computacionales de cribado virtual: el VS
basado en la estructura de la diana de interés y el VS basado en ligandos de dicha diana.? El primero
de ellos es de gran utilidad cuando se conoce la estructura tridimensional de la diana terapéutica,
bien obtenida por métodos experimentales (cristalografia de rayos X o RMN) o bien por medio de la
construccién de modelos moleculares. En esta aproximacién encontramos por ejemplo las técnicas
de docking,” donde se seleccionan aquellos compuestos con mejor disposicién e interaccién en el
sitio activo de la diana; o las técnicas de disefo de novo, que permiten la construccién de moléculas

directamente en el sitio activo de la diana, por crecimiento secuencial o por unién de fragmentos.®

El VS basado en ligandos consiste en el andlisis y comparacién de propiedades moleculares y

datos de afinidad por la diana de interés de ligandos conocidos, sin tener en cuenta la estructura de
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la diana.” Se incluyen aqui, entre otras, las técnicas de bUsqueda de similitud mediante descriptores
bi y tridimensionales (2D/3D); las técnicas de relacién cuantitativa estructura-actividad (QSAR), que
cuantifican la importancia de determinados grupos funcionales de un ligando particular en la
actividad del mismo; el desarrollo de modelos de farmacédforos, que identifican las propiedades
estructurales claves de los ligandos que interaccionan con la diana; y las técnicas basadas en la
comparacién de la forma 3D (3D-shape similarity).> En particular esta metodologia, consistente en la
superposicién de ligandos en base a su forma, se consideré6 como la técnica de elecciéon para

efectuar el cribado virtual que en este Capitulo se describe.

Tal y como se ha comentado en la Introducciéon General, el sitio de colchicina en tubulina estd
considerado como un dominio mds que como un sitio Unico, debido a la amplitud del espacio que lo
caracteriza. Si bien el modo de interaccién de varios ligandos en este sitio ha sido determinado por
rayos X,'? existen muy pocos ejemplos en la literatura de VS basado en la estructura del sitio de unién
de colchicina.'"'? Por su parte, aquellos campafias de VS que partieron de ligandos conocidos del
sitio de colchicina se han basado por lo general en modelos de farmacéforos,'® ' destacando entre
ellos el modelo de 7 puntos descrito Nguyen y col.' que fue ademds validado en campafias
posteriores de busqueda de nuevos Aits.'® No obstante, todos estos programas de VS basados en
ligandos conocidos exploraron Unicamente el sitio especifico de la propia colchicing, sin tener en

consideracién otros bolsillos accesorios dentro del dominio de unién.

Como se ha descrito previamente en esta Memoria, la estructura cristalina del complejo del
compuesto TN-16 (i.21) (Figura 3.1) con a,B-tubuling, resuelta en 2009, revel6 que este ligando se
disponia en un bolsillo accesorio de la subunidad B que se encontraba en una zona mds profunda,
no estableciendo asi interaccién alguna con la subunidad a. El modo de unién de TN-16 en este
bolsillo nos parecié interesante de cara a desarrollar nuestra particular campafia de VS, dado que
potencialmente podria permitir la identificacién de entidades quimicas estructuralmente diferentes de
ligandos tan explorados como la propia colchicina (i.3) o la CA-4 (i.4). La posterior resolucién
descrita en 2010 de los complejos de a/B-tubulina con los enantiémeros CI-980 (S, i.22) vy
NS613863 o R-PT (R, i.23), '® que se unen en un sitio similar al del TN-16, avalaban la idea de que
este sitio accesorio ocupado por el TN-16 dentro del dominio de unién de colchicina podia ser

explotado para la interaccién de nuevos ligandos.

—N  NH,
H4C
N W HN— N
— O
o HN—{
O
A\
TN-16 (i.21) Colchicina (i.3) S, Cl1-980 (i.22)

R, NS613863 o R-PT (i.23)

Figura 3.1. Estructuras de TN-16 (i.21), colchicina (i.3), CA-4 (i.4) y de los enantiémeros CI-980 (i.22) y NS613863 o
R-PT (i.23).
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Dentro de las distintas herramientas y aproximaciones del cribado virtual, se considerd que la
metodologia basada en la forma tridimensional del ligando podria conducir de un modo répido y
eficaz a la identificacién de Aifs potenciales. De hecho, existen ejemplos muy recientes donde esta
estrategia se ha aplicado con éxito en programas de descubrimiento de nuevos candidatos a

férmaco, si bien nunca para identificar posibles ligandos del dominio de colchicina.'??

Asi, el objetivo de este Capitulo ha consistido en la bisqueda e identificaciéon de nuevos Aifs
inhibidores de la polimerizacién de microtibulos por unién al dominio de colchicina, mediante
técnicas de VS basadas en la comparacién de la forma de ligandos conocidos de este dominio. Para
ello se empled como compuesto de referencia el ligando TN-16 (i.21) que, como ya se ha
comentado, se une a un lugar distinto del sitio propio de colchicina y andlogos, y de esta forma
podria permitir la identificacion de esqueletos quimicos diferentes a colchicina. La evaluacién
biolégica de los compuestos asi identificados nos ha llevado a un nuevo A%, que a su vez ha
constituido el punto de partida de un programa de quimica médica enfocado a la optimizacién de
este candidato. El objetivo Gltimo ha consistido en la obtencién de compuestos andlogos con mejores

propiedades tanto farmacolégicas (antimitéticas y/o VDAs) como farmacocinéticas.
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1. CRIBADO VIRTUAL

El primer paso de todo cribado consiste en la eleccién y preparacién de la base de datos a
emplear. En nuestro caso se empled la versién 8 de la base de datos ZINC que contiene casi 8,5
millones de moléculas.?’ Esta base de datos se filtré con el software FILTER.? Asi, a partir del filtro
denominado “drug-like”, se modificaron distintos parémetros con respecto a los valores establecidos
por defecto, tales como el rango de peso molecular permitido (150-800), el nimero de atomos
distintos de hidrégeno (9-60), el valor méximo de clogP (6.85) o los grupos funcionales reactivos a
descartar. A continuacién, con el programa OMEGAZ se obtuvieron las estructuras 3D de aquellos

compuestos que pasaron el filtro, y se generaron los conférmeros de estas estructuras.

En referencia al ligando utilizado como modelo en la bisqueda de nuevos compuestos, se
seleccioné el compuesto TN-16 (i.21), tomando la conformacién de este ligando en el complejo
cristalino con a,B-tubulina (PDB:3HKD).!” Como se observa en la Figura 3.2, la colchicina (i.3, en
verde) y el TN-16 (i.21, en turquesa) ocupan diferentes bolsillos dentro del dominio de colchicina.
Esto nos permitia explorar un espacio quimico diferente, aumentando asi las probabilidades de

encontrar candidatos estructuralmente no relacionados con la colchicina y sus andlogos.
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Figura 3.2. (A) Estructura del dimero de o,B-tubulina. Los ligandos colchicina (i.3) en verde y TN-16 (i.21) en turquesa, se
localizan en el dominio de unién de colchicina. (B) Superposicién de las estructuras de los dos ligandos, que ocupan distintos
bolsillos dentro del dominio de unién.

El cribado virtual basado en la comparacién de la forma tridimensional del TN-16 (Figura 3.3) se
efectué gracias al programa ROCS de la compaiia OpenEye.?* Este programa se basa en el
concepto de que moléculas diferentes presentan una forma similar siempre que sus volUmenes,
representados por una funcién gaussiana, superpongan de manera correcta.??¢ Como pardmetro
de medida de similitud de forma se aplicé el coeficiente de Tanimoto, para el que se fijé un valor de
corte de 0.75, conforme a ejemplos bibliogréficos precedentes.?® A continuacién, se realizé una
comparacién en base a la similaridad quimica o “color” con los conférmeros que pasaron el filtro
anterior. Asi, se definié un nuevo pardmetro de medida, el denominado Combo Score, que fue la
suma de los coeficientes de forma y color y cuyo punto de corte se fij6 en un valor de 1.4. Por ¢ltimo,

se analizaron visualmente las moléculas resultantes de este cribado, observando la existencia de
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RESULTADOS

estructuras diferentes respecto a otros ligandos conocidos del sitio de colchicina, estructuras que

finalmente fueron agrupadas en 9 familias distintas.

Base de datos ZINC :
8.5 10¢ compuestos

FILTER Propiedades “drug-like”

v

6
2.8 1% ;EQXUSS*OS Coordinadas 3D
Confémeros

N

TN-16(i.21)
\ ROCS Formay “color

v

Lista
priorizada

2 familias

il - EVALUACION
de compuestos BIOLOGICA
Figura 3.3. Esquema del cribado virtual (VS) llevado a cabo en este Capitulo.

Cinco representantes de estas nueve familias, los compuestos 3.1-3.5, se obtuvieron de
diferentes casas comerciales, mientras que un sexto candidato (3.6) se sintetizé siguiendo un
procedimiento descrito en la bibliografia.?”?’ Las estructuras de estos seis Aifs virtuales se muestran

en la Figura 3.4.

i /© HoN ) / \/ ©
Y 2 )\/)’
o

3.2 3.3
CS: 1.60 CS: 1.51 CS: 1.48

0 —
HN HN N l N
N\ / % /@ HN
@jé*()@ N ﬁ\/w
OH

3.5 3.6
CS:1.48 CS: 1.48 CS:1.43

Figura 3.4. Estructuras y puntuaciones (CS: Combo Score) de los 6 hits virtuales (3.1-3.6) que se sometieron a

evaluacién biolégica.

Como ya se ha descrito en los capitulos anteriores, los compuestos que interaccionan con el sitio
de unién de colchicina en tubulina inhiben la proliferacién celular. Asi, como primera aproximacién
para la validacién experimental de los Aits 3.1-3.6 obtenidos en el VS, se llevd a cabo la evaluacién

de la actividad antiproliferativa de estos compuestos en cultivos celulares, y los resultados obtenidos
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se recogen en la Tabla 3.1. Al igual que en los capitulos precedentes, los candidatos se ensayaron
en seis lineas celulares, tres lineas tumorales (L1210, CEM y Hela) y tres endoteliales (HMEC-1,
MBEC Y BAEC). Los datos se expresan como Cls, (concentracién de compuesto que inhibe el
crecimiento del 50% de las células en cultivo), y la colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), se emplearon
como controles positivos en todos los experimentos realizados, y sus valores de Cly, se incluyen en el
pie de la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Actividad antiproliferativa expresada como Clsy (uM) de los compuestos 3.1-3.6, en células tumorales y
endoteliales.

Clsg®"® (uM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES

Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC
3.1 11 +8 13 %1 15«9 22 + 13 135 351
3.2 >100 >100 >100 >100 >100 >100
3.3 >100 >100 >100 >100 >100 >100
34 >250 >250 >250 >100 >100 >100
3.5 - >100 - 57 + 14 = =
3.6 >250 >250 >250 >100 >100 >100

©\Valor medio de al menos tres experimentos + desviacion estdndar.
® [a colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6) con actividades comprendidas entre 4 y 31 nM y 3 y 95 nM, respectivamente, se
emplearon como controles positivos.

Tal y como se puede observar en la Tabla 3.1, solamente el Ait 3.1 mostré un efecto
antiproliferativo significativo en las lineas celulares ensayadas, con una actividad muy prometedora
en el rango micromolar tanto en células tumorales (Clso=11-15 puM) como en endoteliales

(Clso=13-35 pM).

Para confirmar que la actividad antiproliferativa del Aif 3.1 se debia a su unién en el sitio de
colchicina en tubulina, se realizé un experimento de competicién con el compuesto 2-metoxi-5-
(2,3,4-trimetoxifenil)-2,4,6-cicloheptatrien-1-ona (MTC). Este ligando emite fluorescencia cuando se
encuentra unido a a,B-tubulina en el sitio de colchicina (Aicisn=374 nm) (linea regra en la Figura

3.5). Asi, la adicién del compuesto 3.1 a una disolucién de a,B-tubulina bovina en PBS con MTC
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Figura 3.5. Desplazamiento de MTC en el sitio de colchicina de tubulina en presencia del compuesto 3.1. Espectro de
fluorescencia (excitacién a 374 nm) de una disolucién en PBS de MTC (10 uM) y a,B-tubulina bovina (10 uM) en

ausencia (linea negra) o en presencia (linea roja) del A/#3.1 (20 uM).
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RESULTADOS

produjo un descenso de la fluorescencia del complejo tubulina/MTC (linea roja en la Figura 3.5).

Esto indicé la unién especifica del compuesto 3.1 al sitio de colchicina.

Estos datos, unidos al bajo peso molecular del compuesto 3.1 (Pm=335) y a su accesibilidad
sintética (sintesis que se detallard en el siguiente apartado de este Capitulo), apoyaron la idoneidad
de este candidato para constituir el punto de partida de un programa de quimica médica

encaminado a la busqueda de andlogos mds potentes.

3.2.2. SINTESIS Y EVALUACION DE ANALOGOS DE 3.1.

Como se ha mencionado con anterioridad, el compuesto 3.1 habfa sido adquirido y su sintesis
no estaba descrita. Asi, la primera tarea consistié en poner a punto un procedimiento sintético que
permitiese explorar los distintos fragmentos de la molécula, en particular, los anillos aromdaticos A y
D, y la cadena alquilica C, manteniendo la ciclohexanodiona B como motivo estructural comidn de la

familia (Figura 3.6).

Figura 3.6. Estructura del compuesto 3.1 fragmentada en A, B, Cy D.

El esquema propuesto (Figura 3.7) consistié en la reaccién de ciclohexano-1,3-dionas
diferentemente sustituidas en la posicidon 5 (fragmentos A y B) con distintos cloruros de acilo

(fragmento C) y posterior reaccién con anilinas (fragmento D).

Figura 3.7. Ruta sintética propuesta para la obtencién de compuestos andlogos al Ai#3.1.

A) Sintesis de derivados diferentemente sustituidos en el anillo D

La primera serie de modificaciones efectuadas sobre la estructura compuesto 3.1 se realizaron
sobre el fragmento D de la molécula, elemento estructural incorporado en el Gltimo paso conforme a
la ruta de sintesis propuesta. Asi, la reaccién de la 5-fenilciclohexano-1,3-diona 3.7 con cloruro de
propionilo en presencia de DMAP y DIPEA a 70 °C, segin condiciones descritas para compuestos
andlogos,® dio lugar al derivado O-acilado 3.8 con un 60% de rendimiento, aunque sin detectar el
compuesto C-acilado, como cabia esperar (Esquema 3.1). La conversién de derivados O-acilados a
los correspondientes andlogos C-acilados se encuentra descrita en la bibliografia,®' empleando
K,CO; en acetonitrilo en presencia de 1,2,4-triazol, variando la temperatura desde -10 °C a 100
°C, o adicionando un catalizador de transferencia de fase. De este modo, la reaccién del compuesto
3.8 con K,CO; y 1,2,4-triazol a 30 °C dio lugar al isémero C-acilado 3.9, si bien con un
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(iii) (51%)

o)
(i) o] (ii)
o O o (30%) o)
3.7 3.8 (64%) 3.9
Ry
R, NH,
(iv)
Ry Rs
R4
3.10a-j
a R,=OH, Ry=R3=R,=Rs=H
b R;=OH, Ry=R,=R,=Rs=H

[+ R1 =OCH3, R2=R3=R4=R5=

Ro

H R R
d R,=0OCHj, R4=R3=R;=Rz=H 0 1 3
e R3=0OCH,, R1=R,=R,=Rz=H _
f R,=R;3=OCH,3, R{=R,=Rs=H N R,
g Ry=R;=R,=OCHs, R;=Rs=H Ho R
h Ry R3=-OCH,0-, R;=R,=Rs=H 0
i Ri=R,=R3=R,=Rg=H

-R=CH,R=R=R=R=H .
J R4 3 M2=N3=R4=Rs 3.11a-j (30-98%)

Esquema 3.1. Reactivos y condiciones: (i) DMAP, DIPEA, CH,Cl,, 70 °C, 2 h. (ii) CH3CH,CH,COCI, K,CO5 anh., 1,2,4-
triazol, CH5CN, 300 °C, >48 h. (iii) CH;CH,CH,COCI, K,CO3 anh., 1,2,4-triazol, TBAB, CH;CN, MW, 70 °C, 2 h. (iv)
Tolueno, tamiz 4 A, MW, 150 °C, 2 h.

rendimiento muy moderado (30%) tras tres dias de reaccién. Con el fin de mejorar los bajos
rendimientos globales se propuso realizar las dos reacciones anteriores “one-pot”, aplicando ademds
condiciones de calentamiento en microondas para reducir los tiempos de reaccién. Asi, se hizo
reaccionar la ciclohexanodiona 3.7 con el cloruro de propionilo a 70 °C, en presencia de K,CO,,
1,2,4-triazol y bromuro de tetrabutilamonio como catalizador de transferencia de fase, obteniéndose
la C-acilciclohexanodiona 3.9 en tan sélo dos horas y con un rendimiento del 51%. La siguiente
etapa consistié en la reaccién del derivado C-acilado 3.9 con anilinas diferentemente sustituidas
(3.10a-j), por irradiacién al microondas en tolueno a 150 °C y afadiendo tamiz molecular de 4A al
medio de reaccién, que condujo a los compuestos deseados 3.11a-j con rendimientos entre

moderados y muy buenos.

Las estructuras de estos compuestos 3.11a-j se determinaron por métodos analiticos (HPLC-MS) y
espectroscépicos de RMN mono y bidimensionales ('H, '*C y experimentos de correlacion de HSQC
y HMBC). En todos los espectros de '"H-RMN en DMSO-d, se observé un singlete ancho a 15 ppm
aproximadamente, correspondiente al grupo NH. Este desplazamiento quimico a campo tan bajo
parecia indicar la implicacién de este NH en un puente de hidrégeno con uno de los carbonilos del
anillo de ciclohexanodiona. Con este fin, se registré el espectro de 'H-RMN del compuesto 3.11¢,
tanto en DMSO-d4 como en CDCl;, y en ambos casos se mantuvo inalterado el desplazamiento
quimico de la sefial asignada al NH (6= 14.7 ppm). Igualmente se registré el espectro de una
muestra de diez veces mds diluida en DMSO-d,, sin que se observaran cambios en el desplazamiento
quimico de dicha sefial. Estos datos apoyaban la existencia de un puente de hidrégeno
intramolecular entre uno de los carbonilos de la ciclohexanodiona y el NH en el derivado 3.11c y

por extensién, en esta familia de compuestos.
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En las Tablas 3.2 y 3.3 se recogen las estructuras de esta serie de compuestos (3.11a-j) y los
resultados de su evaluacién en ensayos de proliferacién celular, respectivamente, incluyendo también
el compuesto de referencia 3.1, a modo comparativo. Con el fin de simplificar la comprensién de las
relaciones estructura-actividad, la discusién de los resultados biolégicos se centrard principalmente

en los datos de la linea tumoral Hela y de la linea endotelial HMEC-1.

Tabla 3.2. Estructuras de 3.1 y de sus derivados 3.11a-j, diferentemente sustituidos en el anillo D.

R, R, R, R, R
31  OH H H H H
R 3.11a H OH H H H

2
= . 311b  H H OH H H
o) ! 5 3.11c OMe H H H H
311d H  OMe H H H
N Ri 311e H H OMe H H
o Rs 311 H  OMe OMe H H
311g H OMe OMe OMe H
311 H -OCH,O- H H
311 H H H H H
3117 Me H H H H

Tabla 3.3. Actividad anfiproliferativa expresada como Clsy (uM) de los compuestos 3.1 y 3.11a-j, en células tumorales y
endoteliales.

Clsg®" (uM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES

Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC

3.1 11 £8 13+ 1 15+9 22 + 13 135 35=+1

3.11a 75 =25 1512 48 = 26 136 12 =3 7.8 0.9
3.11b 79 = 42 147 340 28 = 21 180 36 £ 2

3.11¢ 43 0.7 1.5+0.2 23=x1.7 1.4 x+02 1.4 = 0.1 1.2 +£0.6
3.11d 66 £9 32x9 45 £ 12 18+ 9 16 + 4 64 = 14
3.17e > 100 58 £ 13 67 =11 > 100 57 £7 > 100

3.11f > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100

3.11g > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100

3.11h 76 + 5 38+0 53 =22 53+ 11 50+ 18 43 = 6

3.11i 56 +3 22 +17 21 =11 15+ 6 8.3 = 2.1 16 =11
3.17§ 92+50 69+1.5 6312 2.1+20 2.8 +0.2 22 +0.2

©\Valor medio de al menos tres experimentos + desviacién estdndor.
® [a colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), con actividades comprendidas entre 4 y 31 nM y 3 y 95 nM, respectivamente, se
emplearon como controles positivos.

Como se observa en la Tabla 3.3, los derivados con un grupo hidroxilo en orfo, meta o para en
el anillo aromdtico D (compuestos 3.1, 3.11a y 3.11b, respectivamente) fueron moderadamente
activos, con actividades en general muy préoximas entre ellos. Sin embargo, los compuestos con un
grupo metoxilo en las anteriores posiciones (compuestos 3.11c-e) mostraron un comportamiento més
diverso en términos de actividad. Asf, mientras que el derivado con un grupo p-OCH; (3.11e) no
presenté actividad significativa, su andlogo con un m-OCHj, (3.11d) resulté ser algo mds activo, con
una actividad comparable al correspondiente m-OH derivado 3.11a. El compuesto sustituido en orfo
con un grupo OCHj (3.11¢) mostré una actividad muy superior, con valores de Cls, comprendidos
entre 1y 4 uM, siendo de esta forma entre 10 y 30 veces mds potente que el Aitinicial 3.1. Por otro
lado, los compuestos con una doble o triple sustitucién en el anillo D fueron inactivos (compuestos
3.11fy 3.11g) o moderadamente activos (compuesto 3.11h). Asimismo, el derivado con el anillo de
fenilo D no sustituido (3.111), mostré una actividad comparable a la del compuesto de referencia

3.1. Por Gltimo, cabe destacar el derivado con un grupo CHj; en orfo (compuesto 3.11j), que fue diez
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veces mds potente en células HMEC-1 (Clso=2.1 puM) respecto al Ait 3.1, con una actividad préxima,

aunque algo inferior, a la del derivado 3.11¢ con un OCH; en orto.

B) Modificaciones en C y en D

A continuacién, se propuso determinar en qué medida la longitud o la naturaleza de la cadena
lateral sobre el doble enlace (fragmento C de la Figura 3.3) afectaba a la actividad de estos
compuestos. En todos los casos se mantuvo un grupo metoxilo o metilo en la posicién orfo del fenilo
en D. Asi, se hizo reaccionar la ciclohexanodiona 3.7 con cloruro de butanocilo o acetilo en las
condiciones anteriormente descritas (K,COj, 1,2,4-triazol y bromuro de tetrabutilamonio, en
microondas a 70 °C), dando lugar a los productos 3.12a y 3.12b respectivamente, con rendimientos
moderados (Esquema 3.2). La reaccién de cada uno de estos C-acil derivados con o-anisidina o con
o-toluidina condujo a los compuestos 3.13a-d con muy buenos rendimientos. De forma paralela se
sinfetiz6 el compuesto 3.13e no sustituido en C, a partir de la reaccién de la ciclohexanodiona 3.7

con ortoformiato de trietilo y o-anisidina en etanol a 80 °C,* con un rendimiento del 50 %.

(iii)

0 0 Ry
(i) Ry _ (i) NN
H
o} (¢} o Ro
3.7 3.13a-e (50-99%)
3.12a R,=CH,CH,CHj3 (29%)
3.12b R,=CH; (54%) a Ry=CH,CH,CH; R,=0OCHjy

b Ry=CH,CH,CH; R,=CHj
¢ Ry=CH; R,=OCHj

d R1=CH3’ R2=CH3

e Ry=H, R,=OCHj

Esquema 3.2. Reactivos y condiciones: (i) R,COCI, K,COj; anh., 1,2,4-triazol, IBAB, CH4CN, MW, 70 °C, 2 h.
(i) o-anisidina (3.13ay 3.13¢) u o-toluidina (3.13b y 3.13d), tolueno, tamiz 4 A, MW, 150 °C, 2 h (60-84%).
(iii) 3.13e: o-anisidina, ortoformiato de trietilo, EfOH, 80 °C, 2 h (50%).

Posteriormente, con el fin de determinar la importancia del anillo aromético en D en la actividad
de estos compuestos, se sintetizaron los derivados 3.15a-¢c, donde se sustituyé el anillo D por un
metilo, un etilo o un 2-metoxifenilo (compuestos 3.15a, 3.15b y 3.15¢, respectivamente), y la
cadena alquilica C por un fenilo (Esquema 3.3). Para ello se llevd a cabo la reaccién en microondas

de la diona 3.7 con cloruro de benzoilo en presencia de K,CO,, 1,2,4-triazol y bromuro de

(i)

3.7 3.14 (37%) 3.15a R=CHj (99%)
3.15b R=CH,CHj (97%)
3.15¢ R= 2-OCH;Ph (61%)

Esquema 3.3. Regcﬁvos y condiciones: (i) PhACOCI, K,COj5 anh., 1,2,4-triazol, TBAB, CH;CN, MW, 70 °C, 2 h. (i) RNH,,
tolueno, tamiz 4 A, tubo de presién, 110 °C, 16 h.
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tetrabutilamonio a 70 °C, obteniéndose el C-acil derivado 3.14 con un rendimiento del 37%. En una
etapa posterior, el compuesto 3.14 se hizo reaccionar en tolueno a 110 °C con metilaming,
etilamina u o-anisidina, dando lugar a los productos 3.15a, 3.15b y 3.15¢, respectivamente, con

rendimientos entre buenos y muy buenos.

Las estructuras de los compuestos sintetizados en este apartado, asi como los resultados de los

ensayos de proliferacién celular se recogen en las Tablas 3.4 y 3.5, respectivamente.

Tabla 3.4. Estructuras de 3.1, 3.11cy 3.11j, y de los derivados 3.13a-e y 3.15a-c.

R, R,
3.1 Et 2-OHPh
3.11c Et 2-OMePh
311 B 2-MePh
o R R 3.13a  Prop 2-OMePh
ZONT 2 3.13b  Prop 2-MePh
H 3.13¢  Me 2-OMePh
© 3.13d  Me 2-MePh
3.13e H 2-OMePh
3.15a Ph Me
3.15b Ph Et
3.15¢ Ph 2-OMePh

Tabla 3.5. Actividad antiproliferativa expresada como Clsg (uM) de los compuestos de 3.1, 3.11¢, 3.11j, 3.13a-e y 3.15a-c,
en células tumorales y endoteliales.

Cleg" (uM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES
Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC
3.1 11+8 13«1 15«9 22 + 13 13«5 35+ 1
3.11¢ 43 +0.7 1.5+02 23=*17 1.4 0.2 1.4 0.1 1.2 +0.6
3.11j 92=+50 69+1.5 6312 2.1+20 2.8 +0.2 2.2 +0.2
3.13a 59 + 23 36+8 41 =1 313 27 = 4 16 + 3
3.13b > 100 41 =19 > 100 44 + 2 47 + 3 46 + 4
3.13c 0.18 = 0.00 0.16 += 0.08 0.18 = 0.05 0.09 = 0.01 0.12 = 0.01 0.09 = 0.01
3.13d 0.48 = 0.26 0.30 +£ 0.18 0.68 = 0.09 0.26 = 0.08 0.32 + 0.04 0.17 = 0.03
3.13e 340 72 =1 69->2501 9.3 x4.1 7.6 £2.6 3.8=x25
3.15a > 250 147 = 21 124 + 12 55+ 11 > 100 382
3.15b 136 + 6 85+ 3 91 £ 1 > 100 > 100 > 100
3.15¢ 89 +£0 317 30 +3 45 + 4 45 + 1 44 + 8

©\Valor medio de al menos tres experimentos + desviacion estdndar.

®la colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), con actividades comprendidas entre 4 y 31 nM y 3 y 95 nM, respectivamente, se
emplearon como controles positivos.

“No existié relacién dosis-respuesta a las concentraciones ensayadas, imposibilitando el cdlculo de una Cly, fiable.

Tal y como se observa en la Tabla 3.5, el alargamiento de la cadena en C con un propilo
(compuestos 3.13a y 3.13b) condujo a la pérdida de la actividad antiproliferativa en més de un
orden de magnitud respecto a los andlogos con etilo en esta posicién (compuestos 3.11c y 3.11j
respectivamente). Sin embargo, la presencia de un metilo (3.13c y 3.13d) se tradujo en compuestos
entre 10 y 25 veces mds potentes que los derivados con etilo (3.11cy 3.11j, respectivamente) y a su
vez 100 veces mds potentes que el A/t inicial 3.1. De este modo, se obtuvieron valores de Cls, de
0.18 y 0.09 uM en células Hela y HMEC-1 respectivamente, para el o-metoxiderivado 3.13c¢, y de
0.48 uM (Hela) y 0.26 uM (HMEC-1) para el o-metilderivado 3.13d. Por otra parte, el andlogo
3.13e no sustituido en C fue menos activo que los compuestos con etilo y metilo, especialmente en
células tumorales. Asimismo, entre los compuestos que incorporaron un fenilo en C (3.15a-c), los

que presentaron un grupo alquilo en D (compuestos 3.15a y 3.15b) perdieron notablemente la
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actividad, de modo que sélo el compuesto 3.15¢, que conservaba el anillo aromdtico en D, mostré

actividad moderada.

Con los anteriores resultados de actividad antiproliferativa, se seleccioné al compuesto 3.13c
como nuevo compuesto de referencia o “cabeza de serie”. Ademds, y puesto que ya se disponia de
ciertas relaciones estructura-actividad, se decidié realizar estudios de docking y dindmica molecular

que ayudaran a una mejor eleccién de las siguientes modificaciones estructurales.
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3.2.3. ESTUDIOS DE DOCKING Y DINAMICA MOLECULAR DE 3.13c

Para los estudios de docking del compuesto 3.13c¢ se utilizé el programa AutoDock 4.0.1 y se
partié de la estructura del complejo de tubulina con colchicina (i.3) (PDB: 1SAQ). La superposicién de
esta estructura con la del complejo con TN-16 (PDB: 3HKD) nos permitié extender la caja en la que
se realizé el docking a todo el dominio de unién de colchicina. Con las dos mejores soluciones
encontradas se llevaron a cabo estudios de dindmica molecular con el fin de evaluar la viabilidad de
estos dos posibles modos de unién. En la Figura 3.8 se representan los complejos tubulina/3.13c

obtenidos tras la simulacién (10 ns).

\

Figura 3.8. (A) Representacién de los modos de unién propuestos para 3.13c. La subunidad o se representa en azul y la
subunidad B en rosa. (B) Vista ampliada de la pose situada en la interfaz de o,B-tubulina. 3.13c se representa en
turquesa y colchicina en marrén claro. (C) Vista ampliada de la pose situada en el interior de la subunidad B de tubulina.
3.13c se representa en verde y TN-16 en marrén claro. Algunos de los residuos més relevantes se muestran en “sticks”.
Por claridad, todos los hidrégenos excepto el NH de 3.13c¢ han sido omitidos.
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Como se observa en la Figura 3.8A, se encontraron dos posibles modos de unién o “poses”
para el compuesto 3.13¢, que ademds presentaron disposiciones espaciales muy distintas, dado que,
al compararlos, la conformacién de 3.13c aparece girada 180 grados sobre el eje Y alrededor del

esqueleto central de ciclohexanodiona.

En una de estas poses (Panel B) el compuesto 3.13c¢ (en turquesa) queda alojado en el sitio de
colchicina (en marrén claro), en la interfaz entre las subunidades o y B de tubulina, situando el anillo
A hacia el exterior de esta interfaz. Asi, en esta pose 3.13c establece contactos con los residuos
Thra179, Alaa180, Vala181, Sera178, Leup255, Cysp241, AlaB316 y AlaB317, entre otros. Cabe
destacar que en esta conformacién de 3.13c la distancia entre el grupo NH y uno de los carbonilos
del anillo del ciclohexanodiona es de 2.0 A, distancia adecuada para la formacién del enlace de

hidrégeno intramolecular que se habia observado por RMN.

En la segunda de las poses (Panel C), 3.13c (en verde) aparece alojado en una zona mds
profunda de la subunidad B, mds préximo al sitio de unién de TN-16 (en marrén claro), ocupando
asi una cavidad delimitada por los residuos Cysp241, LeuP242, LeuPf248, LeuB252, Leup255,
AlaB316, ValB318 y AlaB354, entre otros. En este caso, el anillo A se sitda hacia en el interior de la
subunidad B. Al igual que en la pose anterior, la distancia entre el grupo NH y el carbonilo de la
ciclohexanodiona (2.4 A) es también adecuada para la formacién del enlace intramolecular
observado experimentalmente. Ademds, se establece un posible enlace de hidrégeno entre el
segundo CO de la ciclohexanodiona y el NH del residuo de Leup255 (d=3.4 A), que se mantuvo

estable a lo largo de la simulacién por dindmica molecular.

Las dos poses encontradas dificultaban la racionalizacién de las relaciones estructura-actividad
establecidas hasta el momento, asi como la propuesta de nuevas modificaciones estructurales. La
existencia de estos dos modos de unién hacia razonable la incorporacién de nuevas modificaciones
tanto en el fenilo A como en el D del compuesto 3.13c¢ (Figura 3.9), que en funcién de la pose
elegida, era el anillo situado més hacia el exterior. En todas las modificaciones estructurales
propuestas se mantuvo el metilo en C, al igual que el grupo NH entre C y D, que posibilitaba el

puente de H intramolecular con la cetona de la ciclohexanodiona B.

Figura 3.9. Estructura del cabeza de serie 3.13c.
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3.2.4. SINTESIS DE DERIVADOS DE 3.13c

A) Modificaciones en el anillo aromético D

Para la incorporacién de otras sustituciones sobre el fenilo en D, la ciclohexanodiona 3.12b se
hizo reaccionar con distintas anilinas sustituidas en orfo con grupos alternativos al metilo o al
metoxilo. Ademds se prepararon compuestos disustitudos en el anillo D, manteniendo al menos uno
de los dos sustituyentes en la posicién orfo de este anillo. Asi, por reaccién en microondas de la -
acilciclohexanodiona 3.12b con las anilinas 3.16a-c se obtuvieron los compuestos 3.17a-c, que
incorporaron un Cl, un F, o un grupo trifluorometlio en orfo (compuestos 3.17a, 3.17b y 3.17¢,
respectivamente) (Esquema 3.4). Del mismo modo, por reaccién de 3.12b con las anilinas 3.16d-g,
se obtuvieron los 2,3 y 2,6 difluoro derivados 3.17d y 3.17e, asi como los 2,5 y 2,6-dimetoxi
derivados 3.17fy 3.17g.

R3
R4 a R1=C|, R2=R3=R4=H
O O NH, o) b Ry=F, R,=R;=R,=H
(o R1=CF3, R2=R3=R4=H
. Ry Ra @) z N Rz | dRy=R,=F, Ry=R,=H
o - = R1 e R1=R4=F, R2=R3=H
Ry Rs 0 f R{=Ry=OCHj, R,=R,=H
g R1:R4=OCH3, RZ:R3:H
3.12b 3.16a-g 3.17a-g (30-78%)

Esquema 3.4. Reactivos y condiciones: (i) Tolueno, tamiz 4 A, MW, 150 °C, 2 h.

Al mismo tiempo se decidié introducir otros éteres en posicién orfo del anillo D, siendo en
algunos casos necesaria la sintesis previa de las correspondientes anilinas (Esquema 3.5). Asf, la
reaccion en medio bdsico del 2-nitrofenol 3.18 con bromuro de ciclopropilmetilo (3.19) a 85 °C,
siguiendo un procedimiento descrito,*® condujo al nitroderivado 3.20 con muy buen rendimiento. La
posterior reduccién de este compuesto por hidrogenacién catalitica con Pd(C) dio lugar a la anilina
3.21a con un rendimiento del 75%. Finalmente, la reaccién en tolueno de la acilciclohexanodiona
3.12b con la anilina 3.21a o con las anilinas comerciales 3.2T1b-d a 110 °C, permitié la obtencién
de los compuestos finales 3.22a-d, con un grupo ciclopropilmetoxilo, etoxilo, propoxilo o

isopropoxilo en orfo, respectivamente.

NO, 0 NO, N NH
O ey — O — CL
OH
3.18 3.19 v) v)

3.20 (89%) 3.21a (75%)
aR=H,C
o J LD e
@ b R=CH20H3
Cc R:CH20H20H3
d R:CH(CH3)2
3.12b 3.21a-d 3.22a-d (57-76%)

Esquema 3.5. Reactivos y condiciones: (i) K,CO3, CH3CN, 85 °C, 16 h. (i) H,, 10 % Pd(C), EtOH, 25 °C, 24 h.
(iii) Tolueno, tamiz 4 A, tubo de presién, 110 °C, 16 h.
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Por Gltimo, se sintetizé el derivado bencilico 3.24 (Esquema 3.6), intfroduciendo asi cierta libertad
conformacional entre el anillo D y el resto de la molécula. Para ello se utilizé la bencilamina 3.23,
que por reaccién con la acilciclohexanodiona 3.12b dio lugar al producto deseado con un

rendimiento cuantitativo.

3.12b 3.24 (99%)

Esquema 3.6. Reactivos y condiciones: (i) Tolueno, tamiz 4 A, tubo de presién, 110 °C, 5 h.

Las estructuras de todos estos compuestos (3.17a-g, 3.22a-d y 3.24) y sus valores de Clg,, se
recogen en las Tablas 3.6 y 3.7, respectivamente. Tal y como se ha hecho en la serie de compuestos

precedente, la discusién de los resultados biolégicos se centrard en las lineas HeLla y HMEC-1.

Tabla 3.6. Estructuras de 3.13c¢ y de los derivados sintetizados diferentemente sustituidos en D (3.17a-g, 3.22a-d y 3.24).

R, R, R, R,

3.13c OMe H H H

3.17a cl H H H

= 3.17b F H H H

3 3.17¢ CF, H H H

o e 3.17d F F H H
3.17e F H H F

- N Re 317 OMe H OMe H
o Ry 3.17g OMe H H OMe
3.22a OCH,—<] H H H

3.22b OFt H H H

3.22c OProp H H H

3.22d O/-Prop H H H

0 o~
Z\|
H/\© 3.24
(@]
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RESULTADOS

Tabla 3.7. Actividad antiproliferativa expresada como Clsy (uM) de los compuestos 3.13¢, 3.17a-g, 3.22a-d y 3.24, en
células tumorales tumorales y endoteliales.

Clsg®™™® (uM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES
Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC

3.13c 0.18 = 0.00 0.16 = 0.08 0.18 = 0.05 0.09 = 0.01 0.12 = 0.01 0.09 = 0.01
3.17a 0.71 =£0.20 0.70 + 0.62 0.64 +0.18 0.56 = 0.16 0.47 = 0.05 0.29 = 0.03

3.17b 3424 1.9 +0.7 1.1 £03 0.93 = 0.46 1.0 = 0.1 0.51 = 0.01
3.17c 3218 14 =10 18 =2 7.7 2.1 8.7 £0.1 8.1 £0.5
3.17d 36 =3 19 =1 25=18 10 =2 12+0 14 +2
3.17e 17 = 4 11 =2 216 6.6 0.5 92=+18 8415
3.17f 46 =3 36 =22 6 - >1000 26+02 32=x02 26 +05
3.17g 1.1 =02 1.0=0.0 1.4 x0.7 1408 1202 0.46 = 0.29
3.22a 0.62 + 0.06 0.25 =0.03 0.22 + 0.06 0.24 = 0.02 0.25 = 0.01 0.23 = 0.09
3.22b 0.18 + 0.00 0.19 = 0.05 0.19 = 0.01 0.10 = 0.02 0.12 = 0.02  0.086 = 0.024
3.22¢ 0.81 + 0.11 0.71 = 0.04 0.86 +0.10 0.46" 0.42¢ 0.37¢
3.22d 0.32 = 0.04 0.23 = 0.03 0.19 = 0.02 <02 0.30 + 0.01 <02
3.24 136 = 6 85 +3 91 =1 >100 >100 >100

©Valor medio de al menos tres experimentos + desviacion estdndar.

® [a colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), con actividades comprendidas entre 4 y 31 nM y 3 y 95 nM, respectivamente, se
emplearon como controles positivos.

“INo existié relacién dosis-respuesta a las concentraciones ensayadas, imposibilitando el cdlculo de una Cly, fiable.

@ \Valor de un vnico experimento.

En primer lugar, la introduccién de un cloro en la posicién orfo del anillo D resulté en un
compuesto (3.17a) con una actividad antiproliferativa muy destacable, en el rango submicromolar
(Clsq=0.71 y 0.56 puM en células Hela y HMEC-1 respectivamente), si bien fue cerca de 5 veces
menos efectivo que el compuesto de referencia 3.13c. Con el fluoroderivado 3.17b la pérdida de
actividad fue de un orden de magnitud (Clgy=3.4 y 0.93 uM), mientras que con el compuesto 3.17¢,
con un grupo 2-triflluorometilo, la pérdida de actividad fue adn mds notable. En relacién a los
compuestos disustituidos, los difluoroderivados 3.17d y 3.17e, y los dimetoxiderivados 3.17g y 3.17f
presentaron una pérdida de la actividad significativa en comparacién con sus correspondientes

andlogos monosustituidos (3.17b y 3.13c, respectivamente).

En cuanto a la serie de modificaciones que afectaban a la longitud y/o al volumen del
sustituyente alcoxilo en la posicion 2, la sustitucién por un grupo etoxilo (3.22b) dio lugar a un
compuesto con muy buena actividad antiproliferativa (Cl;p=0.18 y 0.10 uM en células Hela y
HMEC-1, respectivamente), similar en potencia al metoxiderivado 3.13c. Esta actividad fue también
muy destacable en los compuestos 3.22a y 3.22d donde se introdujeron un grupo
ciclopropilmetoxilo  (Clsu=0.62 y 0.24 pM) o un isopropoxilo (Clsu=0.32 y <0.2 uM),
respectivamente, aunque el efecto fue ligeramente inferior en relacién al de los andlogos con
metoxilo (3.13c) o etoxilo (3.22b). Asimismo, el propoxiderivado 3.22c mantuvo la actividad en el
rango submicromolar (Cl;y=0.81 y 0.46 pM), si bien fue el menos activo de esta serie de
alcoxiderivados. Por Gltimo, la sustitucién del anillo de fenilo en D por un bencilo (compuesto 3.24),

ocasioné una pérdida casi total de la actividad antiproliferativa.
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B) Modificaciones en el anillo aromdatico A

De forma paralela a las modificaciones efectuadas sobre el anillo D, se abordé la sustitucion del
fenilo A del compuesto prototipo 3.13¢, bien por grupos no aromdticos, o bien por otfros anillos
aromdticos diferentemente sustituidos. En la mayoria de los casos, la preparacién de estos
compuestos implicé dos nuevos pasos de sintesis, necesarios para la preparacion de las

correspondientes ciclohexanodionas.

Primeramente, se sustituyé el fenilo A de 3.13c por diferentes grupos alquilicos (ciclohexilo o
gem-dimetilo) o por un bencilo. Para la sintesis del ciclohexilderivado 3.29a vy del bencilderivado
3.29b, se parti6 de los aldehidos 3.25a y 3.25b, que se convirtieron en las correspondientes
metilcetonas a,B-insaturadas 3.26a y 3.26b por medio de dos aproximaciones diferentes (Esquema
3.7). Por un lado, la cetona 3.26a se obtuvo por reaccién a temperatura ambiente del
ciclohexanocarbaldehido (3.25a) con acetona, en presencia de NaOH acuoso,? con un rendimiento
del 65%. Por ofro lado, la cetona 3.26b se sintetizd por reaccidon de Witting a 60 °C del

35 siendo el rendimiento cercano

fenilacetaldehido (3.25b) con 1-trifenilfosforaniliden-2-propanona,
al 80%. A continuacién, la ciclacién de las metilcetonas 3.26a y 3.26b con malonato de dietilo,*
condujo a las dicetonas 3.27a y 3.27b con rendimientos del 69% y 33%, respectivamente.
Finalmente, la reaccién de 3.27a y 3.27b en medio bdsico con cloruro de acetilo y la posterior
reaccién de los acilderivados 3.28a y 3.28b asi obtenidos con la o-anisidina 3.10c condujo a los

compuestos deseados 3.29a y 3.29b, con muy buenos rendimientos.

O
R)LH (i) o (ii) o \ (iif) /EI:\L (iv) /iiu\ /&\ /©
NH2

3.25a-b 3.26a (65%) 3.27a (69%) 3.28a (36%)
3.26b (77%) 3.27b (33%) 3.28b (38%) o 3.29a (89%)
0,
310¢ 3.29b (73%)
a R=ciclohexilo
b R=bencilo
{% e r
NH2

3.31 (79%)
3.10c

Esquema 3.7. Reactivos y condiciones: (i) 3.26a: NaOH (1%), acetona, H,O, 25 °C, 16 h. (i) 3.26b:
PhsP=CHCOCH;, CHCl3, 60 °C, 4 h. (iii) (a) Malonato de etilo, EfONa, EtOH, 1 h; (b) NaOH, 80 °C, 2 h; (c) HCI,
100 °C, 1 h. (iv) CH3COCI, K,COj3 anh., 1,2,4-triazol, TBAB, DMF, MW, 70 °C, 2 h. (v) Tolueno, tamiz 4 A, tubo de
presion, 110 °C, 16 h. (vi) Tolueno, tamiz 4 A, MW, 150 °C, 2 h.

Como igualmente se muestra en el Esquema 3.7, la sintesis del gem-dimetilderivado 3.31
implicé un Unico paso de reaccién, a partir de la acilciclohexanodiona comercial 3.30 y o-anisidina

(3.10c), con un rendimiento cercano al 80%.
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RESULTADOS

Asimismo, con el propésito de evaluar el impacto en la actividad de la incorporacién de
sustituyentes en el anillo aromdtico A del prototipo 3.13¢, se sintetizaron los compuestos 3.36a-I
(Esquema 3.8). De este modo, el tratamiento de los benzaldehidos sustituidos 3.320-h con acetong,
y la reaccién posterior con malonato de dietilo, permitié preparar las correspondientes
ciclohexanodionas  3.34a-h.**¥  Estas ciclohexanodionas, ademds de otras disponibles
comercialmente (3.34i-j), se hicieron reaccionar con cloruro de acetilo, dando lugar a los C-
acilderivados 3.35a-j. La reaccién de estos compuestos con o-anisidina o con o-toluidina condujo a
los derivados 3.36a-k. Por Ultimo, el tratamiento del metoxiderivado 3. 36k con BBr; a temperatura

ambiente permitié la obtencién del derivado fenélico 3.36l.

o)
R4
o
Ry R4
R
3.34i
(ii)
o o
o
R4 0] R4 (6] R4
o0 N (il R4 (i)
. , o~ 0
R3 R’I R3 R1 R3 R1
R2 R2 R3 R1 R
2
Ro
3.32a-h 3.33a-h (60-95%) 3.34a-h (70-95%) 3.35a-j (14-74%)

NH,
a Ry=CHj, R,=R3=R4=H, R5=OCHj; (Vo @R
5

b R1=F, R2=R3=R4=H, R5=OCH3
¢ Ry=R;=CHa, Ry=Rs=H, Rg=OCHj
d Ry=R,=F, Ry=Ry=H, Rg=OCHj
e Ry=R4=R,=H, R,=CHs, Rs=OCHs
f Ry=R,=R,=H, Ry=OCHs, Rs=OCHj
g R1=R2=R4=H, R3=CH3, R5=OCH3
h Ry=Ry=R4=H, R;=OCHj, Rs=OCHj
i R1=R2=R4=H, R3=C|, R5=OCH3
j R1=R2=R4=H, R3=F, R5=OCH3
—~ KRy=R3=R,=H, Ry=OCHj, Rs=CHs
(V')C | Ry=R3=R,=H, Ry=OH, Rg=CHj 3.36a-l (39-99%)

Esquema 3.8. Reactivos y condiciones: (i) NaOH (1%), acetona, H,O, 25 °C, 16 h. (ii) (o) Malonato de etilo, EtONa,
EfOH, 1 h; (b) NaOH, 80 °C, 2 h; () HCl, 100 °C, 1 h. (iii) CH;COCI, K,CO4 anh., 1,2,4-triazol, TBAB, CHsCN o
DMF, MW, 70 °C, 2 h. (iv) 3.36e-j: Tolueno, tamiz 4 A, MW, 150 °C, 2 h. (v) 8.36a-d,k: Tolueno, tamiz 4 A, tubo
de presiéon, 110 °C, 16 h. (vi) BBry, CH,Cl,, 25 °C, 12 h (23%).

Las estructuras y los resultados de la evaluacién biolégica de los compuestos diferentemente
sustituidos en el fragmento A sintetizados en este apartado, se muestran en las Tablas 3.8 y 3.9,

respectivamente.
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Tabla 3.8. Estructuras de 3.13c y de los derivados diferentemente sustituidos en A (3.29a-b, 3.31 y 3.36a-l).

R, R,

3.13c Ph OMe

3.2%a Ciclohex OMe

3.29b Bn OMe

3.31 di-gem-Me OMe

3.36a 2-Me-Ph OMe

o 3.36b 2-F-Ph OMe
3.36c 2,6-diMe-Ph OMe

= NQ 3.36d 2,6-diF-Ph OMe

H R, 336e 3-Me-Ph OMe

R 0o 3.3¢6f 3-OMe-Ph OMe
3.36g 4-Me-Ph OMe

3.36h 4-OMe-Ph OMe

3.36i 4-Cl-Ph OMe

3.36j 4-F-Ph OMe

3.36k 3-OMe-Ph Me

3.36l 3-OH-Ph Me

Tabla 3.9. Actividad antiproliferativa expresada como Cls, (uM) de 3.13¢, 3.29a-b, 3.31 y 3.36a-l, en células tumorales y
endoteliales y endoteliales

Clsg™"® (uM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES

Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC
3.13c 0.18 = 0.00 0.16 £ 0.08 0.18+0.05 0.09 = 0.01 0.12 + 0.01 0.09 = 0.01
3.2%a 11«5 8- >1009 15+ 6 12 £ 1 21 £5 12 £ 1
3.29% >100 >100 >100 22 +2 87 £ 15 >100
3.31 >100 >100 >100 76 =18 71 = 41 48 = 11
3.36a 133 11«0 7.2 +0.2 58+04 6.8=0.8 3.2+02
3.36b 4.8 = 0.1 6.3 +0.6 49 +1.4 43 +0.3 54 +0.6 2.7 =0.2
3.36c 55 + 27 24 + 3 23+0 351 39 +£2 41 =2
3.36d >100 >100 >100 39 +£8 60 =9 >100
3.36e 0.79 = 0.12 0.17 = 0.11 0.31 £0.07 0.33+0.12 0.42 = 0.01 0.26 = 0.07
3.36f 0.69 + 0.01 0.21 £0.09 0.24 +0.10 0.30 = 0.08 0.41 £ 0.08 0.23 = 0.09
3.36g 90 + 4 >100 >100 11 £3 92+ 1.1 8.4 +£0.2
3.36h >100 >100 >100 >100 >100 >100
3.36i 58 £ 23 220 28 £ 8 55+ 16 46 = 1 42 =1
3.36j 40=x04 3.3x04 53=x1.0 1.8 £ 0.1 2.1 £ 0.1 1.7 £04
3.36k 0.66 = 0.03 026 £0.22 072025 0.67 £0.07 0.64 = 0.05 0.48 = 0.04
3.36l 41 x0.2 3517 6202 22 0.6 2.5+0.2 2.1 £ 0.1

©\Valor medio de al menos tres experimentos + desviacién estdndar.

¥ g colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), con actividades comprendidas entre 4 y 31 nM y 3 y 95 nM, respectivamente, se
emplearon como controles positivos.

“No existié relacién dosis-respuesta a las concentraciones ensayadas, imposibilitando el cdlculo de una Cls, fiable.

De los datos contenidos en la Tabla 3.9, se puede deducir que la sustitucién del fenilo en A por
un anillo de ciclohexilo dio lugar a un compuesto (3.29a) considerablemente menos activo respecto
al compuesto de referencia 3.13c. La pérdida de actividad fue ain mds acusada para los derivados
con un bencilo o un gem-dimetilo en A (3.29b y 3.31, respectivamente). Estos resultados pusieron de
manifiesto la importancia del fenilo en A para la 6ptima actividad antiproliferativa de esta familia de

compuestos.

Dentro de la serie de compuestos diferentemente sustituidos en el anillo aromdtico A (3.36a-l),
los derivados con un metilo o un flor en orfo (3.36a y 3.36b, respectivamente) presentaron cierta
actividad, si bien fueron casi 50 veces menos potentes que el cabeza de serie 3.13c. Los andlogos
disustituidos en las posiciones 2 y 6 con metilo (3.36¢) o fltor (3.36d) fueron entre 10 y 20 veces

menos activos que los anteriores compuestos monosustituidos (3.36a y 3.36b, respectivamente). En
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RESULTADOS

referencia a la posicién meta, la incorporacién de sustituyentes en esta posicién tuvo un menor
impacto en la actividad. Asi, la sustitucién con un metilo (compuesto 3.36e) o un metoxilo
(compuestos 3.36f) condujo a compuestos que consiguieron mantener la actividad antiproliferativa
en el rango submicromolar (Cl;,=0.6-0.8 y 0.3-0.7 uM en célulos Hela y HMEC-1,
respectivamente), aunque en todos los casos el efecto fue algo inferior al del compuesto 3.13¢c no
sustituido en este anillo A. Respecto a las sustituciones introducidas en la posicién para, casi todos
los compuestos manifestaron una pérdida muy notable de la actividad antiproliferativa, con la
excepcion del 4-fluoroderivado 3.36j, que mostrd una actividad en torno a 2-5 uM. Resulta curioso
el comportamiento del compuesto con un grupo 4-Me (3.36g), que presenté cierta actividad sélo en
células endoteliales. Por Ultimo, los compuestos 3.36k y 3.36l, con un grupo OMe y OH
respectivamente en la posicion meta, y un sustituyente 2-Me en el anillo D, mostraron un
comportamiento diferente entre ellos. Asi, mientras el derivado 3.36k con OMe mantuvo la actividad
del compuesto no sustituido 3.13¢c, con valores de Clgy, de 0.7 uM en células Hela y HMEC-1, su

andlogo 3.36l con OH sélo fue activo a concentraciones entre 5 y 6 veces superiores.
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C) Incorporacién de heterociclos y grupos polares

La solubilidad acuosa en tampén fosfato del cabeza de serie 3.13c se determind de manera
experimental, siguiendo un procedimiento andlogo al descrito para las chalconas en el Capitulo 2, y
el valor obtenido fue inferior a 3.3 x10° mg/ml (< 10 uM). Esta escasa solubilidad imposibilitaba la
evaluaciéon in vivo de este compuesto tan prometedor. Con el objetivo de conseguir incrementar la
hidrofilia y la solubilidad en esta familia de compuestos, se plantearon nuevas modificaciones sobre
los fragmentos A, C y D especificamente encaminadas a introducir sustituyentes de mayor polaridad

en la estructura de 3.13c.

Una de las estrategias mas utilizadas en quimica médica para mejorar la solubilidad en
compuestos con anillos aromdticos consiste en la sustitucion del anillo de fenilo por un anillo de
piridina o bien por ofros heterociclos. De esta forma, se abordé la sintesis de los derivados 3.41a-e
(Esquema 3.9), con un grupo 4-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, 2-tiofenilo y 2-furanilo en A,
respectivamente. Ademds se sintetizé el compuesto 3.43, con un anillo de 2-piridina en D en
sustitucién al fenilo. Asi, la preparacién de los compuestos 3.41a-d implicé 4 pasos de sintesis a
partir de los aldehidos 3.37a-d, tal y como se ha descrito previamente en este Capitulo. Para el caso
del compuesto 3.41e con un 2-furanilo en A, sélo fueron necesarios 2 pasos sintéticos, a partir de la
ciclohexanodiona precursora 3.3%9e, disponible comercialmente. Por ofra parte, la sintesis del
derivado con un 2-piridilo en D (3.43), se llevé a cabo por reaccién de la Cracilciclohexanodiona
3.12b con la 2-aminopiridina 3.42 (84% de rendimiento).

(e} (e} (") (iii) ("')
BN < o e A,

3.37a-d 3.38a-d (94-99%) 3.39a-d (50-97%) 3.40a-e (37-49%) 3.3%

NH,
< ' w | X
| N| X | A 0
N~ % = 3.10c |
a b c

(0]
S O
o O S
d e R O

SN

3.41a-e (45-99%)

(@] (0] O = |
i ASNTSN
(iv) N
° L °
»
N~ "NH,
3.12b 3.42 3.43 (84%)

Esquema 3.9. Reactivos y condiciones: (i) PhsP=CHCOCH;, CHCl;, 60 °C, 4 h. (i) (o) Malonato de etilo, EtONa, EtOH,
1 h; (b) NaOH, 80 °C, 2 h; (c) HCI, 100 °C, 1 h. {(iii) CH3;COCI, K,COj3 anh., 1,2,4-triazol, TBAB, CH;CN o DMF, MW,

70 °C, 2 h. (iv) Tolueno, tamiz 4 A, tubo de presién, 110 °C, 16 h.
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RESULTADOS

La segunda estrategia consistié en la incorporacién de grupos polares (aminos o hidroximetilos)
gue pudieran no sélo mejorar la solubilidad, sino también ser derivados a la preparacién de
profédrmacos. Con este objetivo se sintetizaron los compuestos 3.45a y 3.45b, que presentaban en la
posicién orfo del anillo D un amino y un metilamino, respectivamente (Esquema 3.10). Estos
compuestos podrfan ademds estar protonados a pH fisiolégico, incrementando de esta forma su
solubilidad. Asi, la reaccién de la ciclohexanodiona 3.12b con o-fenilendiamina (3.44a) o con N-
metil-1,2-fenilendiamina (3.44b) a 80 °C dio lugar a los compuestos 3.45a y 3.45b, con

rendimientos muy buenos en ambos casos.

o o o)
NH, 0 AN
+ @[ AV H o NHR
o NHR o

3.12b 3.44a-b 3.45a (83%)

aR=H 3.45b (76%)
b R=CHj

Esquema 3.10. Reactivos y condiciones: (i) tolueno, tamiz 4 A, tubo de presién, 80 °C, 4 h.

En paralelo se planted la sintesis del compuesto 3.49 (Esquema 3.11) con un grupo
hidroximetilo en la posiciéon orfo del anillo D. En primer lugar, se llevé a cabo la proteccién del
grupo OH de la anilina 3.46 empleando cloruro de ferc-butildimetilsililo en condiciones bdsicas,
segun se describe en la literatura,®® para obtener la anilina 3.47 con muy buen rendimiento. La
reaccién de esta anilina 3.47 con el C-acilderivado 3.12b, y la posterior desproteccién del hidroxilo

con fluoruro de tetrabutilamonio condujo al compuesto 3.49, con un rendimiento cercano al 90%.

O O
o o}
OH OTBS
Q—/ Q—/ 3.12b N
e
(0] ii ©) OTBS
NH, NH; ()
3.46 3.47 (81%) 3.48 (83%)
(iii)l
o)
Z N
H
o} OH

3.49 (88%)

Esquema 3.11. Reactivos y condiciones: (i) TBSCI, imidazol, DMF, 25 °C, 16 h. (ii) Tolueno, tamiz 4 A, MW, 150 °C, 2 h.
(iii) TBAF, THF, 25 °C, 1 h.
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Por Gltimo, se introdujo un grupo hidroximetilo en el fragmento C. La reaccién de la
cilcohexanodiona 3.7 con cloruro de acetoxiacetilo (3.50) (Esquema 3.12), conforme a precedentes
bibliogréficos de ciclohexanodionas andlogas,® condujo al derivado Cacilado 3.51 (68% de
rendimiento). La reaccién de 3.51 con o-anisidina (3.10¢) dio lugar al compuesto 3.52, que
posteriormente se desacetilé en medio bdsico, para obtener asi el derivado 3.53 con un hidroxilo

primario en C, con un rendimiento cercano al 70%.

o) j( o) /©
350 O W/ 3.10c
U] o) ° (i) C/&
o

3.7 3.51 (68%) 3.52 (67%)
(|||)

Esquema 3.12. Reactivos y condiciones: (i) (a) TEA, DMAP, 25 °C, 3 h; (b) CH,Cl,, AcOH, 30 min. (ii) Tolueno,
tamiz 4 A, tubo de presién, 110 °C, 16 h. (i) K,CO;, MeOH, 25 °C, 1 h.

Como en los casos anteriores, los compuestos descritos en este (ltimo apartado, cuyas
estructuras se muestran en la Tabla 3.10, se evaluaron como agentes antiproliferativos en células

tumorales y endoteliales (Tabla 3.11).

Tabla 3.10. Estructuras del compuesto 3.13c y de los derivados 3.41a-e, 3.43, 3.45a-b, 3.49, 3.52 y 3.53.

R, R, R, Z

3.13c Ph OMe Me C

3.41a 4-Py OMe Me C

3.41b 3-Py OMe Me C

O R3 Z/| 3.41c 2-Py OMe Me C
A 3.41d 2-Tiofenil OMe Me C

Ho & 3.41e 2-Furanil OMe Me C

R; o] 2 343 Ph H Me N
3.45a Ph NH, Me C

3.45b Ph NHMe Me C

3.49 Ph CH,OH Me C

3.52 Ph OMe CH,0OAc C

3.53 Ph OMe CH,OH C
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RESULTADOS

Tabla 3.11. Actividad antiproliferativa expresada como Cls, (M) de los compuestos 3.13¢, 3.41a-e, 3.43, 3.450a-b, 3.49,
3.52 y 3.53, en células tumorales y endoteliales

C'so(a)(b) (uM)
CELULAS TUMORALES CELULAS ENDOTELIALES

Comp. Hela L1210 CEM HMEC-1 MBEC BAEC
3.13¢ 0.18 = 0.00 0.16 = 0.08 0.18=+0.05 0.09 = 0.01 0.12 + 0.01 0.09 = 0.01
3.41a > 250 110 = 31 185 + 23 >100 >100 >100
3.41b 43+1.0 1.8=+0.8 43+1.0 33+05 2.9 0.1 1.4 +0.1
3.41c 54+04 4.6 +05 65+03 1.7 £ 0.6 2.5=+0.1 1.6 0.2
3.41d 1.1 £ 0.4 0.59 £ 0.54 0.55 + 0.41 0.4109 0.55¢ 0.38¢
3.41e 0.63 = 0.37 021 £0.05 0.34 +0.04 0.24 +0.08 0.29 = 0.04 0.15 + 0.04
3.43 112 £ 10 74 =17 93 = 21 > 100 > 100 58 + 23
3.45a 27 £ 2 14 =5 21 £ 5 29 £ 2 18 =10 14 £ 1
3.45b 18 =1 12+ 6 139 14 = 2 14 =1 9.4 = 0.1
3.49 113+ 1 102 £ 8 117 = 29 31 =1 36 + 2 22 + 1
3.52 > 250 > 250 113+ 11 > 100 > 100 > 100
3.53 86 + 1 54 + 36 337 48 = 10 39+3 50 = 14

©Valor medio de al menos tres experimentos + desviacién estdndar.

¥ [a colchicina (i.3) y la CA-4P (i.6), con actividades comprendidas entre 4 y 31 nM y 3 y 95 nM, respectivamente, se
emplearon como controles positivos.

© Valor de un unico experimento.

En primer lugar, los resultados recogidos en la Tabla 3.11 pusieron de manifiesto que la
incorporacién de un heterociclo en el fragmento A afectaba de forma muy diferente a la actividad de
los compuestos. Asi, el 4-piridilderivado 3.41a resulté completamente inactivo, mientras que los 3-
piridil y 2-piridil derivados (3.41b y 3.41¢ respectivamente) mostraron actividad en el rango uM,
siendo 10 veces menos activos que el prototipo 3.13c. Por el contrario, el efecto antiproliferativo de
los compuestos con un anillo de 2-tiofenilo y de 2-furanilo en A (3.41d y 3.41e respectivamente) fue
muy significativo, con valores de Cls, submicromolares y muy cercanos a los del cabeza de serie
3.13c, sobre todo en el caso del furanilderivado 3.41e. En lo que respecta al derivado con un 2-
piridilo en D (compuesto 3.43), se observé una pérdida casi completa de la actividad
antiproliferativa. Siguiendo con las modificaciones en D, la incorporacién de los grupos 2-amino
(3.450a) o 2-metilamino (3.45b) sobre el fenilo condujo a compuestos con actividad moderada (15-
30 uM). Por su parte, el derivado 3.49 donde se incorporé un grupo 2-hidroximetilo en este anillo
aromdtico D resulté précticamente inactivo en células tumorales, si bien mantuvo actividad
moderada en células endoteliales (15-30 uM). Por Gltimo, el compuesto con un grupo hidroximetilo
en C (3.53) fue prdcticamente inactivo, del mismo modo que su andlogo acetilado 3.52. Por tanto,
la incorporacién de grupos polares en distintos fragmentos de estos derivados de ciclohexanodionas

se tradujo en un claro detrimento de la actividad antiproliferativa.

Con el derivado mds activo de esta serie, el compuesto 3.41e, donde en A se incorporé un anillo
de 2-furanilo, se llevé a cabo la determinacién de la solubilidad experimental, obteniéndose un valor
de 1.8 x10? mg/ml. Si bien este dato fue 6 veces superior respecto al del compuesto prototipo 3.13¢
(3.3 x10° mg/ml), la solubilidad continuaba siendo demasiado limitada para considerar este

compuesto como un candidato adecuado con el que efectuar estudios /n vivo.
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3.2.5. RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

A modo de resumen, se presentan las relaciones de estructura-actividad antiproliferativa que se

han obtenido tras la evaluacion de todos los compuestos sintetizados en este Capitulo (Figura 3.10):

1) En el fragmento D debe estar presente un anillo de fenilo, siendo ademés fundamental para la
actividad la presencia de un sustituyente en la posiciéon orfo del mismo. Los mejores valores de Clg,
se encontraron en los derivados con un grupo alcoxilo, en particular con un metoxilo o etoxilo, y en
menor medida, con un ciclopropilmetoxilo, isopropoxilo o propoxilo. La actividad de los compuestos
con metilo y con cloro en orfo fue también muy significativa, siendo algo inferior para el
fluoroderivado. Por otra parte, la introduccién de grupos polares en esta posicién (OH, CH,OH, NH,
o NHCHj) fue en detrimento de la actividad antiproliferativa. La incorporacién de sustituyentes en la
posicién mefa ocasiond también una pérdida muy acusada de la actividad antiproliferativa, del

mismo modo que la sustitucién en para, que se tradujo en compuestos inactivos.

2) En cuanto a los grupos introducidos en C, los mejores resultados se obtuvieron con un grupo
metilo. La actividad disminuyé al alargar la cadena con un etilo, siendo casi nula para los derivados
con propilo. Asimismo, la incorporacién de restos polares (CH,OH frente a CHj) condujo a una
pérdida de la actividad de entre 100 y 500 veces.

3) En referencia al fragmento A, en esta parte de la molécula fue también crucial la existencia de
un anillo de fenilo, preferentemente no sustituido. Asi, la incorporacién de sustituyentes en este anillo
llevdé a un descenso de actividad antiproliferativa, especialmente notable en los compuestos
sustituidos en para y orto. La pérdida de efecto fue menos importante en los derivados sustituidos en
meta, donde la incorporacién de un metilo o metoxilo condujo a compuestos muy activos.
Igualmente, la sustitucion del fenilo por un anillo de 2-furanilo, y en menor medida por un 2-

tiofenilo, dio lugar a compuestos que destacaron por su marcado efecto antiproliferativo.

orfo>> mefa>>> > para
OMe =OEt > Me > CI> F

R: H > 3-Me = 3-OMe

Figura 3.10. Relaciones estructura-actividad antiproliferativa de estos derivados de ciclohexanodiona.
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RESULTADOS

Los datos de relaciones estructura-actividad antiproliferativa de los compuestos que incorporaban
sustituyente polares en el anillo A, asi como la pérdida de actividad mostrada por aquellos que
contenian grupos en la posicién para de este anillo, apuntaban como pose més posible a la segunda
de las obtenidas tras los estudios de docking con el derivado 3.13c. En esta pose, este compuesto se
situaba préximo el sitio de unién de TN-16, situando el anillo A en una zona més profunda y
altamente hidrofébica de la subunidad B (Figura 3.11). Ademds, la falta de actividad de los
compuestos sustituidos en la posicién orfo del anillo A (fanto mono como disustituidos), asi como la
tolerancia a la incorporacién de sustituyentes pequefios en la posicién mefa de este anillo, eran
compatibles con este modo de unién. Aun asi, esta pose no permitia justificar la pérdida de actividad
al alargar la cadena alquilica en C, o la poca tolerancia a la introduccién de grupos en el anillo D

més alld de la sustitucion en la posicién orfo.

Figura 3.11. Representacién del modo de unién mds probable de esta familia de compuestos. La subunidad o se
representa en azul y la subunidad B en rosa. El compuesto 3.13c se representa en verde y TN-16 en marrén claro. Por
claridad, todos los hidrégenos excepto el NH de 3.13c han sido omitidos.

Para finalizar con este apartado dedicado a la sintesis y optimizacién, se presenta la Tabla 3.12,
donde se relnen las estructuras y los resultados de la evaluacién biolégica en la linea endotelial

HMEC-1 de los compuestos mds prometedores, todos ellos con una Cls, en el rango submicromolar.

Tabla 3.12. Estructuras de los compuestos sintetizados en este Capitulo con mejor perfil de actividad antiproliferativa.

Clso (uM)
R, R, HMEC-1
3.13c Ph OMe 0.09 + 0.01
3.13d Ph Me 0.26 + 0.08
3.17a Ph Cl 0.56 £0.16
3.17b Ph F 0.93 + 0.46
o 3.22a Ph OCH,—~<] 0.24 + 0.02
3.22b Ph OFt 0.10 = 0.02
= ”Q 3.22c Ph OProp 0.46
R o Rz 3.22d Ph Oi-Prop <02
! 3.36e 3-Me-Ph OMe 0.33 = 0.12
3.36f 3-OMe-Ph OMe 0.30 = 0.08
3.36k 3-OMe-Ph Me 0.67 = 0.07
3.41d 2-tiofenil OMe 0.41
3.47e 2-furanil OMe 0.24 + 0.08
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3.2.6. ESTUDIOS PARA LA DETERMINACION DEL MECANISMO DE ACCION

Con estos datos de actividad antiproliferativa tan prometedores se plantearon ensayos biolégicos
adicionales, con los que poder esclarecer el mecanismo de accién de esta familia de compuestos.
Puesto que la finalidad de cada uno de estos ensayos ya ha sido ampliamente descrita en el Capitulo

2, se pasard directamente a la presentacion de los resultados.

A) Estudio del efecto en la progresién del ciclo celular

Para estos ensayos se empled la linea endotelial HMEC-1 y los compuestos a evaluar (3.13c y
3.13d) se incubaron durante 8 horas a tres concentraciones diferentes (0.3, 1 y 3 uM). Como
compuesto de referencia se empleé la colchicina (0.1 uM). El andlisis celular se realizé por citometria
de flujo, segin se ha descrito previamente en esta Memoria. Como se puede observar en la Figura
3.12, las células tratadas Gnicamente con 0.1% de DMSO (panel A), mostraron el patrén de
distribucién en las fases G1, S y G2/M tipico de células en estado proliferativo. Al afadir 0.1 uM de
colchicina (i.3) (panel B) se puso de manifiesto una acumulacién de células en la fase G2/M, efecto
gue igualmente se observé al adicionar nuestros compuestos. Asi, el derivado 3.13c a una
concentracién de 0.3 uM (panel C), provocé un claro aumento del nimero de células en la fase
G2/M. El compuesto 3.13d (panel D) mostré el mismo efecto, si bien a una concentraciéon de 1 puM.
Estos resultados pusieron de manifiesto que la capacidad antiproliferativa de estos compuestos era
consecuencia del bloqueo que inducian en la fase G2/M del ciclo celular, comportamiento similar al

de la mayoria de inhibidores del sitio de colchicina descritos.*°
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Figura 3.12. Efectos sobre la progresién del ciclo celular. Las células HMEC-1 se trataron con DMSO al 0.1% (A),
colchicina (0.1 uM, B), 3.13¢ (0.3 uM, C) y 3.13d (1uM, D), y se analizaron por citometria de flujo tras 8 h de tratamiento.
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B) Unién al sitio de colchicina en tubulina y determinacién de las constantes de asociacién

Para confirmar la unién especifica de esta familia de chalconas al sitio de colchicina en tubuling,

se realizaron dos experimentos de competicién diferentes, uno cualitativo y otro cuantitativo.

En el ensayo de competicién cualitativo se empleé EBI, agente alquilante de los residuos de
Cys239 y Cys354 presentes en el sitio de colchicina en tubulina. La unién de este compuesto a
tubulina se puede visualizar fécilmente por la técnica de wesfern blot, dada la mayor movilidad
cromatogrdfica en gel de poliacrilamida del complejo de EBI/tubulina respecto a tubulina libre. Asi,
los compuestos que se unen a este sitio previenen la unién de EBI y por tanto, la formacién de la
segunda banda reactiva (EBl/tubulina).*’ Tal y como se muestra en la Figura 3.13, la adicién de EBI
sobre las células MDA-MB-231 no tratadas (0.1% DMSO) dio lugar a una segunda banda (B-
tubulina/EBI) por debajo de aquella caracteristica de B-tubulina. Por otra parte, cuando se afadié
EBI sobre células que habian sido tratadas con 2.5 uM de colchicina (i.3), no se observé esta banda
de B-tubulina/EBI, dado que colchicina estaba unida. Este mismo efecto tuvo lugar al adicionar EBI
sobre células tratadas con los compuestos de esta familia (3.17a, 3.17b y 3.13c en la Figura 3.13) a
una concentracién de 10 puM, poniendo asi de manifiesto que el efecto antimitético que habian

presentado era consecuencia de su unién especifica al sitio de colchicina en tubulina.

+EBI

B-tubulina +EBI -—-

DMSO i.3 3.17a 3.17b  3.13c

Figura 3.13. Los compuestos de esta familia se unen a tubulina especfficamente en el sitio de la colchicina. Las células
MDA-MB-231 se trataron con DMSO (0.1 %), colchicina (i.3) (2.5 uM), y los compuestos 3.17a, 3.17b y 3.13c (10 puM)
durante 8 h. Luego se afiadié EBI (100 uM) y tras 90 min, las células se recogieron y se sometieron a estudio por wesfern
blot con el anticuerpo B-tubulina. EBI se une a 2 residuos de cisteina del sitio de colchicina de tubulina, generando un
aducto con esta proteina (banda inferior) que migra a mayor velocidad que B-tubulina libre (banda superior).

Para la medida de las constantes de asociacion (K,) de estos derivados con a,B-tubulina bovina,
se efectud un experimento de competicién con el ligando R-PT (i.23).%? Este compuesto se caracteriza

por la emisién de fluorescencia (A =374 nm) al estar unido al sitio de colchicina en tubulina.

excitacion
Asi, la adicién de compuestos representativos de esta familia de ciclohexanodionas (3.11¢, 3.13c y
3.36f) a una disolucién de a,B-tubulina bovina en PBS con R-PT produjo un descenso de la
fluorescencia del complejo tubulina/R-PT, que ademds fue dependiente de la concentracién de
compuesto afadido (Figura 3.14). De esta forma se pudo corroborar la unién especifica de esta

serie de derivados al sitio de colchicina en tubulina.
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Figura 3.14. Los compuestos 3.11¢, 3.13c y 3.36f desplazan a R-PT del sitio de colchicina de forma conceniracién-
dependiente. Empleando 0.2 uM de R-PT y 0.2 pM de tubulina en PBS con 0.1 mM de GTP, a 25 °C se evalué el
desplazamiento de R-PT por adicién de concentraciones crecientes de los compuestos 3.11c (lineas negras con circulos),
3.13c (lineas rojas y cuadrados) y 3.36f (lineas verde y tridngulos). Los valores se obtuvieron una vez alcanzado el

equilibrio, asumiendo una unién tubulina:compuesto 1:1.

A partir de los valores de desplazamiento de R-PT obtenidos, se determinaron las constantes de
asociacién (K,) de estos compuestos (Tabla 3.13). Todas ellas se encontraron en el rango

submicromolar, destacando especialmente la obtenida para el compuesto 3.13¢ (K,=9.6 x 10¢ M),

que estuvo muy préxima a la de la propia colchicina (K,=1.16 x 10’ M1).*3 8
Tabla 3.13. Constantes de asociacién (K,) de los compuestos 3.11¢, 3.13c y 3.36f, y ,f_"
de otros ligandos de referencia del sitio de colchicina. E
Compuesto K, (M) 25 °C e
Colchicina (i.3) 1.16 x 107 (a 37 °C)“3
Podofillotoxina (i.19) 1.8 x 10844
R-PT (1.23) 3.2x 10642
3.11c (7.1+1.2) x 106 ©
3.13¢ (9.6 £1.2) x 106
3.36f (7.520.8) x 106

©Valor medio de al menos tres experimentos + desviacién esténdar.
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C) Estudio del efecto sobre las fibras del huso mitético

En este experimento, las células MDA-MB-231 se incubaron con colchicina (i.3) (0.1 uM) o con
el compuesto 3.13c (1 uM) durante 8 horas, y luego los microtibulos celulares se analizaron por
microscopia confocal (inmunofluorescencia) (Figura 3.15). Asi, en las células controles tratadas con
DMSO (0.1%), se visualizé el aspecto tipico de los microtGbulos en metafase, con los cromosomas
(en color azul) alineados en el centro de la célula formando la placa ecuatorial y los microtibulos (en
color verde) dispuestos de un polo al polo contrario. El tratamiento con colchicina (i.3) a 0.1 uM
condujo a unos microtUbulos completamente aberrantes y desorganizados, con distribucién errdtica.

Este mismo efecto se observé con el compuesto 3.13ca 1 uM.

B n
COL (i.3)
3.13¢

Figura 3.15. Efecto del compuesto 3.13c¢ sobre las fibras del huso mitético. Las células MDA-MB-231 se trataron durante
8h con DMSO (0.1%), colchicina (i.3) a 0.1 uM y 3.13c a 1 uM. Luego se fijaron y se tifieron con el anticuerpo anti-
tubulina (verde) y con DAPI (azul) que se une al ADN. Columna 1: doble tincién; columna 2: solo tincién del ADN; columna
3: solo tincién de B-tubulina. Imagenes tomadas por microscopia confocal.

Asi, el bloqueo del ciclo celular derivado de la accién de nuestros compuestos se podria deber a
la imposibilidad de las células para disponer el ADN en la placa ecuatorial durante la metafase,

proceso que es imprescindible para completar el proceso de divisién celular.

D) Estudio del efecto interruptor de la vascularizacién

Tal y como se ha descrito en el capitulo precedente, en este ensayo se emplearon células
endoteliales (HMEC-1), las cuales crecen formando tubos cuando se cultivan sobre matrigel. Una vez
que estos tubos fueron apreciables, se afadié bien DMSO (0.1%), o bien colchicina (entre 0.01 y 0.1
uM) o el compuesto 3.13¢ (entre 0.1 y 10 uM). Como se puede observar en la figura 3.16, la
adicién de DMSO mantuvo intactas las redes de tubos establecidas inicialmente. Por el contrario, al
afiadir colchicina a una concentracién de 0.01 uM, asi como el compuesto 3.13c a 1uM, se produjo
una destruccién parcial de estas redes de tubos. Este efecto fue aln mds significativo a

concentraciones de 0.3 uM de colchicina o 3 uM del compuesto 3.13c.
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Figura 3.16. Efecto interruptor de 3.13c sobre una red vascular de células endoteliales. Las células HMEC-1 se
cultivaron sobre matrigel, donde crecen formando tubos. Tras 3 h se afadié DMSO (0.1%), colchicina (0.1 y 0.3 uM)
03.13¢ (0.3, 1y 3 uM (D). Fotografias tomadas tras 90 min de tratamiento con los compuestos.

E) Estudio del efecto sobre la morfologia endofelial

El efecto del compuesto 3.13c sobre el citoesqueleto de actina y la morfologia de las células
endoteliales (HMEC-1) se muestra en la Figura 3.17. Como se puede observar, las células del
experimento control (con DMSO al 0.1%) presentaron la morfologia alargada y aplanada

caracteristica de las células endoteliales. Sin embargo, el tratamiento con el compuesto 3.13c a una

3.13c

Figura 3.17. Efectos de 3.13c sobre el citoesquelo de actina y la morfologia celular. Las células HMEC-1 se incubaron
durante 8h con DMSO (0.1%) o con 3.13c a 1 uM. Luego fueron fijadas y tefiidas con el anticuerpo anti-tubulina (verde),
DAPI (azul) que se une al ADN vy tetrametilrodamina B faloidina-isocianato (rojo) que se une a las fibras de actina. Imégenes
tomadas por microscopia confocal.
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RESULTADOS

concentraciéon de 1 uM condujo a formas visiblemente redondeadas y contrdctiles. Estas alteraciones
podrian estar relacionados con una presumible actividad VDA del compuesto 3.13¢, ya que la falta
de planaridad celular llevaria a un debilitamiento de las uniones infercelulares y por tanto, a un

incremento en la permeabilidad endotelial.

F) Ensayo de migracién celular

Dada la capacidad de muchos ligandos de tubulina de inhibir tanto la migracién como las

4546 se puso a punto un experimento con células

propiedades invasivas de los células tumorales,
MDA-MB-231(céncer de mama) que permitié evaluar el efecto que nuestros compuestos tenian sobre
la movilidad celular. Asi, las células se cultivaron sobre una membrana con poros de 8 um de
didmetro cubierta de matrigel, que se dispuso sobre la superficie de una placa de cultivo, hacia
donde debian migrar las células sembradas sobre la membrana. Es importante destacar que para
este ensayo se emplearon concentraciones 0.016-0.08 y 0.08-0.4 uM de colchicina (i.3) y del
compuesto 3.13c, respectivamente, concentraciones inferiores a las empleadas para conseguir el
efecto antiproliferativo. En la Figura 3.18 se presentan algunas fotografias tomadas a partir de las
distintas placas empleadas en este ensayo, donde se muestran las células que consiguieron migrar.
Como se puede observar, en el experimento control (0.1% DMSO) existieron multitud de células que
migraron desde la membrana a la placa. Si bien el tratamiento con colchicina a 0.016 uM y con el
compuesto 3.13c a 0.8 puM, produjo un leve descenso del nimero de células que migraron, este
efecto fue mucho mds significativo a concentraciones de 0.08 de colchicina y 0.4 uM del compuesto

3.13c, concentraciones a las que se consiguié inhibir el proceso migratorio casi en su totalidad.

Colchicina (i.3) i.3(0.016 uM)

L%

.3 (0.08 uM)

Control - DMSO

3.13¢ (0.4 uM)

3.13c

Figura 3.18. El compuesto 3.13c Inhibe la migracién y la invasién de células tumorales. Las células MDA-MB-231 se
cultivaron sobre una membrana con orificios de 8um, que permitia la migracién de las mismas a una placa situada en la
parte inferior. Tras 17 horas de incubacién en presencia de DMSO (0.1%), colchicina (i.3) o 3.13c, las placas se
visualizaron al microscopio, donde se tomaron las fotografias que se muestran.
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3.2.7. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Una caracteristica estructural comin de esta familia de compuestos es la presencia de una
cetona a,B-insaturada, que podria dar lugar a reacciones de adicién de Michael con nucleéfilos
celulares, tanto con residuos del sitio de unién como con otros componentes fisiolégicos. Aunque se
han descrito numerosas reacciones de Michael que son reversibles,*” un posible mecanismo
irreversible podria conducir no sélo a fenémenos de toxicidad, sino también a una baja estabilidad
metabdlica y a una corta vida media, bien por ataque de nucledfilos relevantes en el plasma o tras

conjugacién con las reservas de glutation hepdtico.*®

Con el fin de determinar la estabilidad biolégica de estos compuestos, los derivados 3.1 y 3.13c
se incubaron tanto en suero humano al 10% como en extracto de higado de ratén al 50%. La
cantidad de compuesto intacto se analizé por HPLC a diferentes intervalos de tiempo (0, 20, 60 y
180 min) (Figura 3.19). Asi, el Aitinicial 3.1, con un OH fenélico (posicién 2 del anillo D), presenté
una vida media inferior a 20 min en suero (en rosa claro, panel A) y de aproximadamente 30 min en
extracto de higado (en azul claro, panel B), siendo completamente degradado tras 3 horas de
incubacién. Por su parte, el compuesto 3.13c resulté ser perfectamente estable tanto en suero
humano (en rosa oscuro, panel A) como en extracto de higado murino (en azul oscuro, panel B), con
un porcentaje del 70 y 90 % de compuesto intacto, respectivamente, tras 3 horas de incubacién. Por
tanto, la baja estabilidad del A/tinicial 3.1, se podria deber a la presencia del OH fendlico y no a la

cetona a,B-insaturada.

>

SUERO HUMANO

100 +
80 -
60 -
40
20

Conpuesto intacto (%)

0 20 60 180
Tiempo (min)

o

EXTRACTO DE HIGADO MURINO

100
80
60
40 <
20

Conpuesto intacto (%)

0 20 60 180
Tiempo (min)

Figura 3.19. Estabilidad de 3.1 y 3.13c¢ en suero humano al 10% (A) y extracto de higado murino al 50% (B).

Asi, el compuesto 3.13c no sélo ha permitido incrementar 100 veces la potencia antiproliferativa

respecto al Aitinicial 3.1, sino que también ha posibilitado mejorar su estabilidad metabélica.

115

o
O
-
)
=
o
<
O




SOAav1IiNs3ay

116



3.3. CONCLUSIONES

Con el propésito de identificar nuevos ligandos del sitio de unién de colchicina en tubuling,
estructuralmente diferentes tanto de la propia colchicina (i.3) como de la CA-4 (i.4) y andlogos, se
emprendié una campafa de blsqueda de nuevos compuestos empleando las herramientas
computacionales de cribado virtual. La metodologia empleada se basé en la comparacién de la
forma 3D de ligandos conocidos de tubulina. Para ello se empled el compuesto TN-16 (i.21) como
ligando de referencia, dado que permitia explorar un bolsillo accesorio dentro del dominio de
colchicina y de este modo acceder a estructuras novedosas respecto al resto de ligandos descritos del
sitio de colchicina. Este cribado virtual revelé la existencia de 9 familias de posibles Aits, 6 de los
cuales fueron evaluados en ensayos de proliferaciéon celular. Esta evaluacién permitié la
identificacién del compuesto 3.1como un At potencial, que presenté una actividad antiproliferativa
en el rango micromolar (Clso= 11-35 uM). Tras verificar la unién de este compuesto al sitio de unién
de colchicina en tubulina, 3.1 pasé a ser objeto de un programa de sintesis de andlogos
estructurales, con el que se establecieron extensas relaciones estructura-actividad. De esta forma, se
han sintetizado compuestos relacionados que inhibieron el crecimiento de células tanto endoteliales
como tumorales a concentraciones submicromolares, destacando en particular los compuestos 3.13c
y 3.21b (Figura 3.20), con una actividad de 0.09 y 0.10 uM (HMEC-1), respectivamente, dos
6rdenes de magnitud mds potentes que el A/t inicial 3.1. Ademdés, estas modificaciones estructurales

han permitido mejorar la estabilidad metabdlica del Ai#3.1.

3.1
Clyp=22 pM

@

3.13¢ 3.21b
Clsp=0.09 M Clsp=0.10 pM

Figura 3.20. Estructuras y Clsg en células endoteliales (HMEC-1) del hit inicial 3.1 y de los 2 derivados con mejores
resultados de actividad antiproliferativa (compuestos 3.13c y 3.21b).

Sin embargo, los intentos realizados hasta el momento para mejorar la solubilidad acuosa de
estos compuestos, mediante la infroduccién de sustituyentes polares o heterociclos, han conducido a

la pérdida de la actividad antiproliferativa.
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Estudios biolégicos adicionales llevados a cabo con los compuestos de mejor perfil
antiproliferativo, han mostrado la capacidad de éstos para detener el ciclo celular en la fase G2/M a
una concentracién de 0.3-1 uM (Figura 3.21). Ademds, el mecanismo de accién de estos
compuestos por unién al sitio de colchicina en tubulina se ha confirmado mediante dos ensayos de
competicion diferentes, bien por wesfern blof con el inhibidor EBI, o bien por espectroscopia de
fluorescencia a partir del desplazamiento del ligando R-PT. Igualmente, se han podido determinar las
constantes de asociacién asociadas a esta unién, todas ellas en el rango submicromolar, resaltando
especialmente la del compuesto 3.13c¢ (K,=9.6 x 10° M™"), muy préxima a la de la propia colchicina.
A partir de técnicas de inmunofluorescencia se puso de manifiesto que el mecanismo antimitético de
esta familia era consecuencia de su efecto inferruptor del huso mitético, fibras compuestas por
tubulina. Ademds, se ha comprobado la potencial actividad antivascular de estos compuestos, tanto

por interrupcién de una red de tubos endoteliales previamente formados, como por induccién de

cambios morfolégicos cruciales en las células endoteliales. Por Ultimo, se ha demostrado el efecto

inhibitorio de estos compuestos sobre la migracién e invasion de células tumorales.

Counts
? 4.U 9.0 I?U I?UZ?U

Blogueo ciclo Unién sitio Inhibicién huso
celular en G,/M colchicina mitético

Inhibicién migracién

Antivascular

Figura 3.21. Resumen de las actividades biolégicas de esta familia. Imdgenes correspondientes al compuesto 3.13c.

e invasién

Con los experimentos realizados con el compuesto 3.13c, se ha conseguido poner de manifiesto
su actividad dual como antimitético y como interruptor de la vascularizacién, conforme al objetivo

marcado.
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CONCLUSIONES GENERALES

En la presente memoria se ha abordado la biusqueda, sintesis, evaluacién y optimizacién de
nuevos ligandos del dominio de colchicina en tubulina con propiedades interruptoras de la
vascularizacién tumoral (VDAs). El mecanismo de accién antimitético por despolimerizacion de los
microtUbulos celulares asociado a este tipo de compuestos ha sido también explorado, de cara a
obtener compuestos con un mecanismo de accién dual y por tanto, de doble interés para el
tratamiento de tumores sélidos. Los resultados mds relevantes de esta Memoria se comentan a

continuacién, agrupados por capitulos.

En el Capitulo 1 se ha llevado a cabo la sintesis y optimizacién de derivados de 6-

fenilaminopurinas como andlogos estructurales de MPC-6826 (i.11), un derivado de quinazolina que
actda por unién al sitio de colchicina en tubulina, y que actualmente se encuentra en evaluacion

clinica con resultados muy prometedores.

e La sintesis de las 6-fenilaminopurinas propuestas transcurrié con buenos rendimientos y
permitié explorar las posiciones 2, 8 y 9 del anillo de purina, asi como introducir distintos
sustituyentes tanto en el nitrégeno exociclico de la posicién 6 de la purina como en el anillo

aromdtico.

e De todas las 6-fenilaminopurinas sintetizadas, los compuestos 1.9, 1.12, 1.17, 1.19 y 1.25
presentaron una actividad antiproliferativa celular inferior @ 10 pM tanto en células
endoteliales como tumorales, siendo cercana a 2 uM para el derivado de tetrahidroguinolina

1.19, el mds activo de la familia.

e Estudios efectuados por citometria de flujo con el derivado 1.12 mostraron una clara
interrupcién en la fase G2/M del ciclo celular. Este efecto es caracteristico de ofros
antimitéticos descritos en la literatura que acttan como ligandos del sitio de colchicina en

tubulina.

El Capitulo 2 se ha centrado en la sintesis y evaluaciéon de derivados de chalconas con un anillo
de dioxolano como sustitutuyente en el anillo aromético A. Con este elemento estructural comdn se
ha buscado conseguir compuestos de mayor potencial antimitético y/o VDA. Por un lado, el
esqueleto base de chalcona es caracteristico de numerosos compuestos naturales o sintéticos con
actividades farmacolégicas muy diversas, existiendo asi algunos ejemplos de VDAs. Por ofro, el
motivo de dioxolano posee un gran interés por encontrarse en ofros agentes despolimerizantes de

microtGbulos de origen natural que actian por unién al sitio de colchicina.

e la sintesis se ha realizado de modo satisfactorio, necesitando en ocasiones la adaptacién de
los procedimientos descritos para mejorar los rendimientos y/o acortar los tiempos de

reacciéon.

e la evaluacién biolégica de estas chalconas en ensayos de proliferacion celular permitié
extraer importantes relaciones de estructura-actividad: 1) la sustitucién en la posicién 3 del
anillo B con un amino, y en menor medida, con un hidroxilo se traduce en compuestos

notablemente mds activos; 2) la introduccién de un metilo en la posiciéon o de la cetona
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o/B insaturada conduce a compuestos con una actividad superior en dos 6rdenes de
magnitud respecto a los andlogos no sustituidos; 3 ) la presencia de un anillo de dioxolano
en el fenilo A es crucial en la actividad de estas chalconas, dado que los andlogos que no
incorporan este sustituyente resultan ser 100 veces menos activos que los derivados con este

anillo.

e De los datos anteriores hay que destacar la actividad de las a-metilchalconas 2.19 y 2.20,
con un 3-OH y 3-NH, en el anillo B, respectivamente, que presentaron valores de Cls, en el
rango nanomolar. De esta forma, si bien el compuesto 2.19 (Cl;;=2-17 nM) fue igual de
activo que los compuestos prototipo colchicina (i.3) o CA-4P (i.6), el derivado 2.20 (Cl;,=1-4

nM) llegé a ser incluso mds potente que los compuestos de referencia anteriores.

e Estudios llevados a cabo con el derivado 2.16a para la determinacién del mecanismo de
accién de esta familia de chalconas, mostraron que: 1) este compuesto induce un bloqueo en
lo fase G2/M del ciclo celular, en linea con otros ligandos del sitio de colchicina descritos; 2)
se une a tubulina en el sitio de la colchicina, presentando ademds una constante de
asociacién comparable a colchicing; 3) inhibe la formacién de las fibras del huso mitético
durante la divisién celular; 4) interrumpe de manera muy significativa redes de tubos de
células endoteliales, apuntando asi a una potencial actividad VDA; 5) conduce a cambios
morfolégicos radicales en las células endoteliales, en particular hacia células redondeadas y
contrdctiles, cambios que presumiblemente irian en detrimento con la adecuada funcién del

endotelio. Estos resultados se podrian extrapolar al resto de compuestos de esta familia.

e Como estrategia para mejorar la solubilidad de la chalcona 2.20 se abordé la sintesis de
proférmacos. En particular, se sintetizaron el derivado de L-serina 2.26 y el derivado del

dipéptido de L-lisina-L-prolina 2.28.

e La evaluacién antiproliferativa de estos profdrmacos puso de manifiesto una pérdida dréstica
de actividad con el derivado de L-serina respecto al compuesto con el grupo amino libre
2.20. Ahora bien, la derivacién con el dipeptido de L-lisina-L-prolina se tradujo en un

compuesto (2.28) con actividad antiproliferativa comparable a la chalcona precursora 2.20.

e El proférmaco 2.28 fue dos mil veces més soluble que su correspondiente fdrmaco 2.20,
cumpliendo asi con el objetivo marcado de mejora de la solubilidad. Ademds, este
proférmaco se mantuvo estable en PBS durante 2 horas y en el medio biolégico (suero o

extracto hepdtico) fue capaz de liberar de un modo eficiente el fdrmaco 2.20.

e Estos resultados apuntaban a la idoneidad del proférmaco 2.28 para ser evaluado como
VDA /n vivo.

En el tercer capitulo se propuso la identificacién de nuevos ligandos del dominio de colchicina en
tubulina estructuralmente no relacionados con el resto de ligandos descritos en la bibliografia. Para
ello se emprendié una campaia de bisqueda de nuevos compuestos empleando las herramientas
computacionales de cribado virtual. La metodologia empleada se basé en la comparacion de la
forma 3D de ligandos conocidos de tubulina, seleccionando en particular al compuesto TN-16 (i.21)

como ligando de referencia. Se considerd asi que el modo de unién TN-16 en un bolsillo més
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profundo de la subunidad B dentro del dominio de colchicina en tubulina, podria permitirnos acceder

a entidades quimicas diferentes respecto a colchicina, CA-4 y andlogos.

Uno de los 9 hits virtuales identificados, el compuesto 3.1, con un esqueleto central de

ciclohexanodiona, mostré actividad antiproliferativa significativa (Clsy=11-35 uM).

La unién del compuesto 3.1 al sitio de colchicina en tubulina se demostré mediante un ensayo

de competicién con MTC.

Para la sintesis de derivados estructurales de 3.1 se disefid una estrategia sintética de 2 a 4

pasos de reaccién, que transcurrieron en general con buenos rendimientos.

Tras la evaluacion antiproliferativa de la bateria de compuestos sintetizados, hay que destacar
los compuestos 3.13c y 3.21b, con una Clg, de 0.09 y 0.10 uM (HMEC-1), respectivamente,

dos érdenes de magnitud mds potentes que el Aitinicial 3.1.

Las modificaciones estructurales llevadas a cabo han permitido ademds mejorar la estabilidad
metabdlica del Ait3.1.

Estudios adicionales para lo determinacién del mecanismo de accién realizados con el
compuesto 3.13c, pusieron de manifiesto que: 1) este compuesto detiene el ciclo celular en la
fase G2/M; 2) su mecanismo de accién es por unién al sitio de colchicina en tubulina, con
una constante de asociacién en el rango submicromolar y préxima a la de la colchicina; 3) su
efecto antimitético se deriva de la interrupcién de las fibras huso mitético; 4) presenta una
potencial actividad antivascular, ya que es capaz de destruir redes de tubos endoteliales
previamente formados, y ademds induce cambios morfolégicos cruciales en las células

endoteliales; 5) inhibe los procesos de migracién e invasién de células tumorales.

Con estos experimentos se ha conseguido poner de manifiesto la actividad dual del
compuesto 3.13c como antimitético y como interruptor de la vascularizacién, conforme al

objetivo marcado.
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1. METODOS GENERALES

El seguimiento de las reacciones se efectué por cromatografia en capa fina empleando
cromatofolios de gel de silice tipo F,s, (Merck), de un espesor de capa de 0.2 mm y se visualizaron
con luz ultravioleta (254 nm), mediante pulverizacién con disolucién de ninhidrina en etanol al 2% o
con disolucién de dacido fosfomolibdico en etanol al 5% y calefaccién. Este seguimiento también se
llevé a cabo por HPLC-MS, mediante un cromatégrafo HPLC Waters 12695 conectado a un
espectrometro Waters Micromass ZQ, empleando una columna Sunfire C-18 (150 mm x 19 mm x 5

um) con un flujo de T ml/min.

Los experimentos que involucraron compuestos sensibles al agua se realizaron bajo estrictas
condiciones anhidras. El acetonitrilo, diclorometano y 1,4-dioxano se secaron refluyéndolos sobre
CaH, o con tamiz molecular 4 A activado previamente en la estufa. Asimismo, la piperidina se secé
sobre tamiz, mientras que el tetrahidrofurano seco se obtuvo por destilaciéon en presencia de sodio y
benzofenona como indicador. La N,N-dimetilformamida y el ferc-butilmetiléter anhidros se obtuvieron

de fuentes comerciales (Aldrich).

Los experimentos de irradiacién de microondas se realizaron en un reactor de microondas

monomodo Emrys™ Synthesizer (Biotage AB).

La purificacién de los productos de reaccién se efectud por cromatografia centrifuga circular en
capa fina (CCTLC) en Cromatotrén® (gel de silice 60 PF,s, con CaSO,) en placas de 1y 2 mm de
espesor con velocidad de flujo de 4 u 8 ml/min respectivamente, o por cromatografia flash (HPFC)

en Biotage Horizon.

El andlisis de la pureza de los productos se llevd a cabo por HPLC en un aparato Agilent 1120
compact LC, en una columna ACE 5 C18-300 (15 cm x 4.6 mm), con detecciéon UV (A= 254 nm), y

velocidad de flujo de Tml/min.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en el disolvente deuterado
indicado en cada caso. Los espectros de 'H y '*C fueron registrados en un espectrofotémetro Varian
UNIT INOVA-300 (a 300 y 75 Hz), Varian UNITY-400 (a 400 y 100 Hz) y Varian 500 (a 500 y 125
Hz), respectivamente. Los espectros monodimensionales de 'H y '*C se obtuvieron en condiciones
estdndares. Se han indicado en cada caso los desplazamientos quimicos en la escala 8 (ppm), la
multiplicidad de las sefiales (s, singlete; d, doblete; t, triplete; ¢, cuadruplete; sept, septete; dd, doble
doblete; ddd, doble doble doblete; dt, doble triplete; td, triple doblete; 1, triple triplete; m,

multiplete), el valor de las constantes de acoplamiento /(Hz) y la asignacién estructural.

Los espectros bidimensionales heteronucleares (HSQC y HMBC) utilizaron la misma anchura
espectral en el dominio de protén (6000 Hz) y en el dominio de carbono (30000 Hz), con un tiempo
de espera de 1 s. Para el experimento de HSQC, los datos se procesaron en una matriz de 4098 x
2048 puntos y las condiciones del experimento se optimizaron para una constante de acoplamiento
heteronuclear a un enlace de 145 Hz. En el caso del experimento HMBC, los datos se procesaron en
una matriz de 4096 x 4096 puntos, optimizando las condiciones del experimento para una constante

de acoplamiento a larga distancia de 8 Hz.
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Los espectros de masas se registraron en un espectrémetro Hewlett-Packard LC/MS HP 1100,
mediante las técnicas de Impacto Elecironico o Electroespray. También se registraron en un

cromatégrafo HPLC Waters 12695 conectado a un espectréometro Waters Micromass ZQ.

Los puntos de fusién se midieron en un aparato Mettler Toledo M170 Los andlisis elementalesde
los compuestos se encuentran en el rango de = 0.5 respecto de los valores teéricos calculados para

las féormulas moleculares y se realizaron con un analizador Heareus CHN-O-RAPID.

Los productos finales obtenidos fueron liofilizados en un liofilizador Telstar 6-80.
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2. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES DE SINTESIS

2.1. CAPITULO 1

6-Cloro-2-metil-N'-(4-metoxibencil)-pirimidin-4,5-diamina (1.5)

al Un vial de microondas que contiene una disolucién de 5-amino-4,6-
N/ﬁNHZ dicloro-2-metilpirimidina (1.3) (700 mg, 3.91 mmol), 4-metoxibencil-
AN/ " amina (1.4) (510 pl, 3.91 mmol) y K,CO, (810 mg, 5.86 mmol) en DMF
Hno/ anhidra (10 ml), se sella y se irradia en el microondas a 150 °C durante

3 horas. Se deja enfriar a temperatura ambiente, se afaden 20 ml de
diclorometano y se lava con 15 ml de una disolucién acuosa saturada de cloruro aménico. La fase
orgdnica resultante se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra. El residuo se purifica
por cromatografia flash (diclorometano/metanol), obteniéndose 696 mg (64%) de un sélido amarillo
que se identifica como 1.5. Pf 155-157 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 279 (M+H)* con
distribucién isotépica de Cl. 'TH-RMN (DMSO-dy, 300 MHz) &: 2.23 (s, 3H, CH;-2), 3.72 (s, 3H,
OCH;), 4.52 (d, 2H, /= 5.4 Hz, CH,), 4.80 (s ancho, 2H, NH,), 6.89 (d, 2H, /= 8.6 Hz, Ar), 7.09
(t, TH, /= 5.1 Hz, NH), 7.26 (d, 2H, /= 8.5 Hz, Ar).

6-Cloro-2,8-dimetil-9-(4-metoxibencil)-9 H-purina (1.6)

ol Un vial que contiene una disolucién de 1.5 (700 mg, 2.51 mmol), 4cido

NN etanosulfénico (41 ul, 0.50 mmol) y ortoacetato de trietilo (1.37 ml, 7.53

)I\N/ N\>_ mmol) en anhidrido acético (10 ml) se sella y se calienta 15 min en el

reactor de microondas a 120 °C. Una vez alcanzada la temperatura

\©\O/ ambiente, el crudo de reaccién se diluye con 20 ml de diclorometano y se

lava con 15 ml de una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico

y 15 ml de salmuera. La fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra.

El residuo se purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol (30:1) como eluyente,

obteniéndose 232 mg de 1.6 (31%) como un aceite marrén claro. EM (ES, modo positivo): m/z 303

(M+H)* con distribucién isotépica de Cl. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.52 (s, 3H, CH;-2),

2.68 (s, 3H, CH;-8), 3.71 (s, 3H, OCH,), 5.39 (s, 2H, CH,), 6.89 (d, 2H, /= 8.6 Hz, Ar), 7.17 (d,
2H, J = 8.5 Hz, Av).

N,2,8-Trimetil-9-(4-metoxibencil)- N-(4-metoxifenil)-9 H-purin-6-amina (1.8)
O Un vial de microondas que contiene una disolucién de 1.6 (200 mg, 0.66
\N/©/ mmol), AN-metil-4-metoxianilina (1.7) (236 mg, 1.00 mmol) y dcido
AN clorhidrico al 37% (200 pl) en 2-propanol (2.6 ml), se sella y se calienta 10
)I\N/ N\>_ min en el reactor de microondas a 80 °C. Una vez alcanzada la
temperatura ambiente, se afiaden 20 ml de diclorometano, y luego se lava
\©\ _con 15 ml una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico. La fase
© orgdnica resultante se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se

concentra. El residuo se purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol (20:1) como

137

<
|_
Z
Ll
=
oz
Ll
o
>
Ll
L
%
[a )




©)
=
-]
=
o
<C
O

eluyente, obtiéndose 150 mg (56%) de 1.8 como un aceite rosdceo. EM (ES, modo positivo): m/z
404 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) &: 2.31 (s, 3H, CH5-2), 2.36 (s, 3H, CH;-8), 3.71 s,
3H, OCH,), 3.76 (s, 3H, OCHj), 3.78 (s, 3H, CH;-N6), 5.26 (s, 2H, CH,), 6.91 (m, 4H, Ar), 7.18
(m, 4H, Ar).

N,2,8-Trimetil- N-(4-metoxifenil)-2 H-purin-6-amina (1.9)

o El compuesto 1.8 (80 mg, 0.20 mmol) se disuelve en 2 ml de metanol v,
- /©/ manteniendo la temperatura a 0 °C, se afiade dcido clorhidrico al 37% (200 pl)
N y Pd(C) al 10% (80 mg). La mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente
/’\i \/ N\>— bajo atmésfera de hidrégeno durante 24 horas. Luego se filtra, se concentra y se
N purifica por CCTLC empleando como eluyente diclorometano/metanol (20:1).
Finalmente se obtienen 36 mg (64%) de 1.9 como un sélido blanco. Pf 190-192 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 285 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.31 (s, 3H, CH;-2), 2.34 (s, 3H,
CH,-8), 3.74 (s, 3H, OCH,), 3.78 (s, 3H, CH;-N6), 6.93 (d, 2H, /= 8.3 Hz, Ar), 7.21 (d, 2H, /=
8.1 Hz, Ar), 12.46 (s ancho, TH, NH). ¥C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 15.2 (CH,-8), 26.1 (CH,-
2), 40.1 (CH;-N6), 55.6 (OCH,), 117.9 (C-5), 114.3, 128.1, 139.3, 157.3 (Ar), 147.3 (C-8),
153.0 (C-6), 154.0 (C-4), 159.4 (C-2). Andlisis elemental (%) calculado para C,5H,,N;O: C, 63.59;
H, 6.05; N, 24.72. Encontrado: C, 63.29; H, 5.94; N, 24.81.

6-Cloro-N*,2-dimetilpirimidin-4,5-diamina (1.10)

cl Una disolucién con 5-amino-4,6-dicloro-2-metilpirimidina (1.3) (400 mg, 2.25 mmol)

N y metilamina acuosa al 40% (742 ul, 8.62 mmol) en 1,4-dioxano (11 ml) se calienta
)l\N/ N~ en un tubo de presiéon a 80 °C durante 16 horas. La reaccion se deja enfriar a
: temperatura ambiente y luego se afiaden 20 ml de diclorometano y se lava con 15 ml
de una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico y 15 ml de salmuera. La fase orgdnica se
seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra. El residuo se purifica por cromatografia
flash (diclorometano/metanol), obteniéndose 370 mg (95%) de 1.10 como un sélido blanco. Pf:
129-131 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 173 (M+H)* con distribucién isotépica de Cl. "H-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.23 (s, 3H, CH;-2), 2.86 (d, /= 4.4 Hz, 3H, CH;-A\9), 4.74 (s ancho, 2H,
NH,), 6.87 (s ancho, 1H, NH). El rendimiento obtenido fue mejor que el descrito con un

procedimiento similar en una publicacién reciente. '

6-Cloro-2,8,9-trimetil-9 H-purina (1.11)

cl Un vial que contiene una disolucién de 1.10 (200 mg, 1.16 mmol), dcido
NI = N\>_ etanosulfénico (19 ul, 0.23 mmol) y ortoacetato de trietilo (0.63 ml, 1.74) en
/LN/ N\ anhidrido acético (5 ml), se sella y se calienta 15 min en el reactor de microondas

a 120 °C. El crudo de reaccién se diluye con 20 ml de diclorometano y se lava
con 15 ml de una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico y 15 ml de salmuera. La fase
orgdnica resultante se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra. El residuo se purifica
por CCTLC empleando diclorometano/metanol (30:1) como eluyente, obteniéndose 135 mg (59%)
de 1.11 como un sélido blanco. Pf 122-124 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 197 (M+H)" con
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distribucién isotépica de Cl. 'TH-RMN (DMSO-dy, 300 MHz) &: 2.59 (s, 3H, CH;-2), 2.65 (s, 3H,
CH.-8), 3.71 (s, 3H, CH,-A\Q).

Procedimiento general para la sintesis de 6-fenilaminopurinas

A un vial de microondas que contiene una disolucién de la correspondiente 6-cloropurina (1.0 mmol)
y la anilina sustituida (1.5 mmol) en isopropanol (1-4 ml) se afade dacido clorhidrico al 37% (1.2
mmol), y se sella y se calienta 10 min en el reactor de microondas a 80 °C. Una vez alcanzada la
temperatura ambiente, se afaden 20 ml de diclorometano y se lava con 15 ml una disolucién
acuosa saturada de bicarbonato sédico. La fase orgdnica resultante se seca sobre sulfato sédico

anhidro, se filtra y se concentra. El residuo obtenido se purifica como se especifica en cada producto.

N,2,8,9-Tetrametil -N-(4-metoxifenil)-9 H-purin-6-amina (1.12)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 6-fenilaminopurinas,
\N/©/ 1.11 (98 mg, 0.50 mmol) se hace reaccionar con N-metil-4-metoxianilina (1.7)
N (103 mg, 0.75 mmol) y 4cido clorhidrico al 37% (150 pl) en 2-propanol (2 ml).
)NLJI H— El residuo se purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol (30:1)
N N\ como eluyente, obteniéndose 134 mg (90%) de 1.12 como un sélido roséceo.
Pf 127-129 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 298 (M+H)*. 'TH-RMN (DMSO-
ds, 300 MHz) &: 2.35 (s, 3H, CH,-2), 2.39 (s, 3H, CH,-8), 3.59 (s, 3H, CH;-A®), 3.74 (s, 3H,
OCHg), 3.78 (s, 3H, CH;-Nb), 6.93 (d, 2H, /= 8.9 Hz, Ar), 7.20 (d, 2H, /= 8.9 Hz, Ar). 3C-RMN
(DMSO-d,, 100 MHz) 8: 13.5 (CHa-8), 25.7 (CH,-2), 28.2 (CH4-AB), 40.1 (CH,-AB), 55.2 (OCH,),
116.7 (C-5), 113.9,127.6, 138.8, 156.9 (Ar), 147.9 (C-8), 151.7 (C-6), 152.1 (C-4), 159.0 (C-2).
Andlisis elemental (%) calculado para C(HsN;O: C, 64.63; H, 6.44; N, 23.55. Encontrado: C,
64.91; H, 6.72; N, 23.58.

N,2,8,9-Tetrametil -N-(3-metoxifenil)-9 H-purin-6-amina (1.14q)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 6-fenilaminopurinas, 1.11
~N

o (43 mg, 0.22 mmol) se hace reaccionar con N-metil-3-metoxianilina (1.13a) (44

ul, 0.34 mmol) y dcido clorhidrico al 37% (66 pl) en 2-propanol (1 ml). El residuo
N se purifica por CCTLC empleando diclorometano-metanol (30:1) como eluyente,
Nl)ﬁ:N»— obteniéndose 42 mg (64%) de 1.14a como un sélido blanco. Pf 131-133 °C. EM
)\N/ N\ (ES, modo positivo): m/z 298 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &: 2.37 s,
3H, CHz-2), 2.41 (s, 3H, CH,-8), 3.60 (s, 3H, CH;-AR), 3.74 (s, 3H, OCH,),
3.79 (s, 3H, CH;-N6), 6.79 (ddd, 1H, /= 8.3, 2.5, 0.8 Hz, Ar), 6.86 (ddd, TH, /=7.9,1.9,0.8
Hz, Ar), 6.89 (t, 1H, /= 2.1 Hz, Ar), 7.26 (t, TH, /= 8.1 Hz, Ar)."*C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) §:
13.5 (CH5-8), 25.7 (CH;-2), 28.3 (CH;-A9), 40.1 (CH5;-N6), 55.1 (OCHg), 117.1 (C-5), 110.9,
111.9, 118.2, 129.2, 146.9, 159.4 (Ar), 148.4 (C-8), 152.3 (C-6), 153.2 (C-4), 159.0 (C-2).
Andlisis elemental (%) calculado para CiHisN;O: C, 64.63; H, 6.44; N, 23.55. Encontrado: C,
64.55; H, 6.31; N, 23.48.
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N,2,8,9-Tetrametil- N-(p-tolil)-9 H-purin-6-amina (1.14b)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 6-fenilaminopurinas, 1.11
\N/©/ (80 mg, 0.41 mmol) se hace reaccionar con N,4-dimetilanilina (1.13b) (78 ul,
NENGY 0.62 mmol) y acido clorhidrico al 37% (123 pl) en 2-propanol (2 ml). El residuo se
)l\N/ N\>_ purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol (40:1) como eluyente,
obteniéndose 79 mg (69%) de un sélido blanco que se caracteriza como 1.14b. Pf
133-135 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 282 (M+H)*. 'TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.32 (s,
3H, CHz-Ph), 2.35 (s, 3H, CHz-2), 2.41 (s, 3H, CH;-8), 3.60 (s, 3H, CH;-A9), 3.78 (s, 3H, CH,-
N6), 7.17 (m, 4H, Ar). 3C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) 8: 13.4 (CH,-8), 20.6 (CH,-Ph), 25.7 (CHs-
2), 28.2 (CH;-A9), 40.4 (CHy-AN6), 116.9 (C-5), 125.9, 129.1, 134.3, 143.3 (A), 148.1 (C-8),
152.4 (C-6), 153.1 (C-4), 159.0 (C-2). Andlisis elemental (%) calculado para C,4HoNs : C, 68.30;
H, 6.81; N, 24.89. Encontrado: C, 68.11; H, 6.57; N, 24.66.

N-(4-(Trifluorometoxifenil)-N,2,8,9-tetrametil-9 H-purin-6-amina (1.14c)

OCF; Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 6-fenilaminopurinas,
\N/©/ 1.11 (80 mg, 0.41 mmol) se hace reaccionar con 4-trifluorometoxi-N-metil-
N)j:N anilina (1.13¢) (92 ul, 0.62 mmol) y 4cido clorhidrico al 37% (123 ul) en 2-
)l\N/ N\>_ propanol (2 ml). El residuo se purifica por CCTLC empleando

\ diclorometano/metanol (40:1) como eluyente, obteniéndose 100 mg (69%) de
1.14c como un sélido blanco. Pf 133-135 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 352 (M+H)*. "TH-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.39 (s, 3H, CH3-2), 2.40 (s, 3H, CH;-8), 3.61 (s, 3H, CH;-AR), 3.80 (s,
3H, CH;-N6), 7.34 (d, 2H, /= 8.8 Hz, Ar), 7.45 (d, 2H, /= 9.0 Hz, Ar). '*C-RMN (DMSO-d,, 100
MHz) &: 13.6 (CH,-8), 25.6 (CH5-2), 28.3 (CH;-AR), 40.1 (CH5-N6), 117.2 (C-5), 120.6 (c, J =
256.0, CF;), 121.3, 127.7, 144.8, 145.3 (Ar), 148.8 (C-8), 152.2 (C-6), 153.3 (C-4), 159.1 (C-2).
Andlisis elemental (%) calculado para C,4H,FsN;O : C, 54.70; H, 4.59; N, 19.93. Encontrado: C,
54.45; H, 4.38; N, 19.67.

2,8,9-Trimetil -N-(4-metoxifenil)-9 H-purin-6-amina (1.16)

: o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 6-fenilaminopurinas,
N

1.11 (43 mg, 0.22 mmol) se hace reaccionar con 4-metoxianilina (1.15) (42

residuo se purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol (30:1) como

H
LN mg, 0.34 mmol) y 4cido clorhidrico al 37% (66 wl) en 2-propanol (1 ml). El
N
)I\ / -
\

N
eluyente, obteniéndose 46 mg (74%) de un sélido rosdceo que se identifica

como 1.16. Pf 204-206 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 284 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) &: 2.49 (s, 3H, CH3-2), 2.52 (s, 3H, CH;-8), 3.64 (s, 3H, CH;-AR), 3.73 (s, 3H, OCH;), 6.88
(d, 2H, /= 9.0 Hz, Ar), 7.86 (d, 2H, /= 9.0 Hz, Ar), 9.40 (s ancho, TH, NH). SC-RMN (DMSO-d,,
100 MHz) 8: 13.4 (CH4-8), 25.9 (CH,-2), 28.3 (CH4-AB), 55.1 (OCH,), 116.5 (C-5), 113.5, 121.7,
133.4, 154.5 (Ar), 149.1 (C-8), 150.5 (C-6), 151.4 (C-4), 159.6 (C-2). Andlisis elemental (%)
calculado para CisH,;N;O: C, 63.59; H, 6.05; N, 24.72. Encontrado: C, 63.46; H, 6.11; N,
24.57.
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N-Etil-2,8,9-trimetil -N- (4-metoxifenil) -9 H-purin-6-amina (1.17)

OCH;  Una disolucién de 1.16 (60 mg, 0.21 mmol) y Cs,CO; (208 mg, 0.64 mmol)
/\N/©/ en DMF anhidra (2 ml) se agita a temperatura ambiente bajo atmésfera de
NN argén durante 30 minutos. A continuacién se afade yoduro de efilo (67 pl,
/lkN/ N\>_ 0.84 mmol) y la mezcla se calienta 2 horas a 60 °C. Se deja enfriar hasta
alcanzar la temperatura ambiente, se evapora el disolvente y el residuo se
disuelve en diclorometano (15 ml). Lugo se lava con 15 ml de salmuera, se extrae con diclorometano
(2 x 20 ml) y la fase orgdnica resultante se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se evapora.
La purifcacién se realiza por CCTLC en diclorometano/metanol (30:1), obteniéndose 57 mg (87%)
de un sélido blanco que se identifica como 1.17. Pf 136-138 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 312
(M+H)*. 'TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 1.14 (t, 3H, /= 6.9 Hz, CH,CH,), 2.31 (s, 3H, CH;-2),
2.40 (s, 3H, CH;-8), 3.58 (s, 3H, CH;-A9), 3.78 (s, 3H, OCH,), 4.33 (c, 2H, / = 6.9 Hz, CH,),
6.94 (d, 2H, /= 8.9 Hz, Ar), 7.15 (d, 2H, /= 8.9 Hz, Ar). 3C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 13.8
(CH;CH,), 13.9 (CH;-8), 26.1 (CH3-2), 28.6 (CH;-A\9), 46.3 (CH,), 55.5 (OCH,), 116.6 (C-5),
114.3, 129.3, 137.2, 157.4 (Ar), 148.1 (C-8), 152.5 (C-6), 153.3 (C-4), 159.4 (C-2) Andlisis
elemental (%) calculado para C,;H,;N;O: C, 65.57; H, 6.80; N, 22.49. Encontrado: C, 65.28; H,
6.54; N, 22.19.

1-(2,8,9-Trimetil-9 H-purin-6-il)-6-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (1.19)

& A una disolucién de 1.11 (100 mg, 0.51 mmol) en 2-propanol (2 ml), se afade
3‘(\/©/O\ 6-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (1.18) (125 mg, 0.77 mmol) y dcido
2N clorhidrico al 37% (150 pl) y se calienta a 80 °C en un tubo de presién durante

NJ\EN 16 horas. Se deja enfriar a temperatura ambiente, se afaden 20 ml de
)l\N/ N\>_ diclorometano y se lava con 15 ml de una disolucién acuosa saturada de
' bicarbonato sédico. La fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se
filtra y se concentra. El residuo se purifica por CCTLC empleando hexano/acetato de etilo (2:1) como
eluyente, obteniéndose 57 mg (35%) de 1.19 como un sélido blanco. Pf 180-182 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 324 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.90 (m, 2H, CH,-3’), 2.38 (s, 3H,
CH,-2), 2.48 (s, 3H, CH;-8), 2.78 (t, 2H, /= 6.8 Hz, CH,-4"), 3.63 (s, 3H, CH;-A\9), 3.74 (s, 3H,
OCH,), 4.43 (m, 2H, CH,-2"), 6.72 (d, TH, J = 2.8 Hz, Ar), 6.68 (dd, TH, J = 8.9, 3.0 Hz, A,
7.40 (d, 1H, / = 8.9 Hz, Ar). ®*C-RMN (DMSO-d, 125 MHz) &: 13.6 (CH,;-8), 23.3 (CH,-3’), 25.6
(CH,-2), 26.3 (CH,-4"), 28.3 (CH;-A9), 46.1 (CH,-2"), 55.1 (OCH.), 117.4 (C-5), 111.2, 112.7,
125.8, 131.0, 133.0, 155.1 (Ar), 148.6 (C-8), 151.5 (C-6), 153.4 (C-4), 159.0 (C-2). Andlisis
elemental (%) calculado para C,gH,N;O: C, 66.85; H, 6.55; N, 21.66. Encontrado C, 66.70; H,
6.38; N, 21.49.

6-Cloro-N*-metilpirimidin-4,5-diamina (1.21)

cl De forma anéloga a la sintesis de 1.10, la reaccién de 5-amino-4,6-dicloropirimidina

N X2 (1.20) (330 mg, 2.00 mmol) y metilamina acuosa al 40% (664 pl, 7.71 mmol) en 1,4-
lkN/ N~ dioxano (10 ml) da lugar a un residuo que se purifica por cromatografia flash
(diclorometano/metanol), obteniéndose 250 mg (79%) de 1.21 como un sélido

blanco. Pf 165-167 °C (lit? 167 °C). EM (ES, modo positivo): m/z 159 (M+H)* con distribucién
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isotépica de Cl. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.88 (d, /= 3.9 Hz, 3H, CH;-AR), 4.94 (s ancho,
2H, NH,), 6.85 (s ancho, TH, NH), 7.75 (s, TH, H-2). Los datos espectroscdpicos coincidieron con

los descritos en la literatura.®

6-Cloro-8,9-dimetil-9 H-purina (1.22)

al Siguiendo el procedimiento descrito en la sintesis de 1.11, la reaccién en
N/ﬁN\ micrroondas de 1.21 (210 mg, 1.33 mmol), 4cido etanosulfénico (22 ul, 0.27
lkN/ N>_ mmol) y ortoacetato de trietilo (0.73 ml, 4.00 mmol) en anhidrido acético (6 ml), da

\ lugar a un residuo que se purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol

(30:1) como eluyente. Se obtienen 157 mg (65%) de 1.22 como un sélido blanco. Pf 136-138 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 183 (M+H)* con distribucién isotépica de Cl. "TH-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) 8: 2.63 (s, 3H, CH,-8), 3.77 (s, 3H, CH;-A9), 8.69 (s, 1H, H-2).

N,8,9-Trimetil-N-(4-metoxifenil)-9 H-purin-6-amina (1.23)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de é-fenilaminopurinas, 1.22
\NO (62 mg, 0.34 mmol) se hace reaccionar con N-metil-4-metoxianilina (1.7) (70 mg,
0.51 mmol) y dcido clorhidrico al 37% (100 pl) en 2-propanol (1.4 ml). El residuo
Nf\j;N\)— se purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol (30:1) como eluyente,
N N\ obteniéndose 54 mg (56%) de 1.23 como un sélido roséceo. Pf 172-174 °C. EM
(ES, modo positivo): m/z 284 (M+H)". "TH-RMN (DMSO-dy, 300 MHz) &: 2.45 (s,
3H, CH,-8), 3.64 (s, 3H, CH,;-A\R), 3.78 (s, 3H, OCH), 3.81 (s, 3H, CH3-N6), 6.95 (d, 2H, /= 9.0
Hz, Ar), 7.21 (d, 2H, /= 9.0 Hz, Ar), 8.11 (s, 1H, H-2). ®C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 13.4
(CH;-8), 28.3 (CH;-A9), 40.2 (CH3-N6), 55.3 (OCH,), 118.4 (C-5), 114.0, 127.5, 138.5, 157.0
(Ar), 148.6 (C-8), 150.5 (C-6), 152.2 (C-4), 153.1 (C-2). Andlisis elemental (%) calculado para
Cy5H;N;O: C, 63.59; H, 6.05; N, 24.72. Encontrado: C, 63.30; H, 5.99; N, 24.58.

6-Cloro-2,9-dimetil-9 H-purina (1.24)

cl Segun el procedimiento descrito en la sintesis de 1.11, la reaccién en microondas de
NN 1.10 (500 mg, 2.90 mmol), écido etanosulfénico (24 pl, 0.29 mmol) y ortoformiato
)l\N/ N\ de trimetilo (0.95 ml, 8.70 mmol) en anhidrido acético (12 ml) da lugar a un residuo
que se purifica por cromatografia flash (diclorometano/metanol). Finalmente se

obtienen 487 mg (92%) de 1.24 como un sélido blanco. Pf 167-169 °C (lit' 168-171 °C). EM (ES,
modo positivo): m/z 183 (M+H)* con distribucién isotépica de Cl. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) §:
2.68 (s, 3H, CH;-2), 3.82 (s, 3H, CH;-A9), 8.53 (s, 1H, H-8). Los datos espectroscépicos

coincidieron con los descritos en la literatura.’

142



N,2,9-Trimetil- N-(4-metoxifenil)-? H-purin-6-amina (1.25)

/@/O\ Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 6-fenilaminopurinas,

1.24 (500 mg, 2.74 mmol) se hace reaccionar con N-metil-4-metoxianilina

~
N
NJ\EN\ (1.7) (563 mg, 4.11 mmol) y &cido clorhidrico al 37% (822 ul) en 2-propanol
)l\N/ N> (11 ml). El residuo se purifica por CCTLC empleando diclorometano/metanol
\

(30:1) como eluyente, obteniéndose 580 mg (75%) de 1.25 como un sélido
blanco. Pf 152-154 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 284 (M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) §:
2.40 (s, 3H, CH;-2), 3.66 (s, 3H, CH;-A\9), 3.69 (s, 3H, OCH,), 3.78 (s, 3H, CH;-N6), 6.93 (d,
2H, /= 8.9 Hz, Ar), 7.22 (d, 2H, J = 8.9 Hz, Ar), 7.91 (s, TH, H-8). *C-RMN (DMSO-d, 125 MHz)
3: 25.8 (CH;-2), 29.3 (CH3-AR), 39.9 (CH,;-N6), 55.2 (OCH,), 117.6 (C-5), 114.0, 127.9, 138.7,
157.2 (Ar), 140.4 (C-8), 151.9 (C-6), 153.6 (C-4), 160.0 (C-2). Andlisis elemental (%) calculado
para C,sH;N;O: C, 63.59; H, 6.05; N, 24.72. Encontrado: C, 63.47; H, 5.95; N, 24.61.
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2.2. CAPITULO 2

5-Bromo-2-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (2.10)

H A una disolucién de o-vanillina (2.9) (0.5 g, 3.29 mmol) en 13 ml de 4cido acético
o) Br glacial se afade, gota a gota, AN-bromosuccinimida (0.7 g, 3.95 mmol)
HO previamente disuelta en dcido acético (40 ml). La mezcla de reaccién se calienta a
0 70 °C durante 1 hora. Luego se afaden 20 ml de una disolucién acuosa de

Na,S,0; al 10% y se extrae con cloroformo (2 x 15 ml). Se repite el lavado con Na,S,0;al 10% (2 x
15 ml), y la fase orgénica resultante se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra. El
residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 0.7 g (92%) de
2.10 como un sélido amarillo. Pf 130-132 °C (lit* 122-124 °C). EM (ES, modo positivo): m/z 231
(M+H)* con distribucién isotépica de Br. "H-RMN (CDCl,;, 300 MHz) §: 3.90 (s, 3H, OCH,), 7.16
(d, TH, /= 2.0 Hz, Ar), 7.29 (d, TH, /= 2.2 Hz, Ar), 9.84 (s ancho, 1TH, OH), 11.00 (s, 1H, CHO).

Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.*

5-Bromo-3-metoxibenceno-1,2-diol (2.11)

(8.15 ml) y se agita 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se afade H,O,

HO ; Br El compuesto 2.10 (377 mg, 1.63 mmol) se disuelve en NaOH acuoso al 2%

HO
o acuoso al 33% (9.75 ml) y se agita durante 10 minutos. A contfinuacién se afade

g d4cido clorhidrico al 37% hasta alcanzar un valor de pH de 2. El crudo de reaccién
se extrae con diclorometano (3 x 20 ml), se lava con 15 ml de salmuera y luego se seca sobre sulfato
sédico anhidro. El residuo se filtra, se concentra y se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato
de etilo), obteniéndose 335 mg (94%) de un aceite que se caracteriza como 2.11. EM (ES, modo
positivo): m/z 219 (M+H)* con distribucién isotépica de Br. 'TH-RMN (CDCl;, 300 MHz) &: 3.74 (s,
3H, OCH;), 6.57 (d, 1H, /= 2.3 Hz, Ar), 6.60 (d, 1H, / = 2.3 Hz, Ar), 8.48 (s ancho, TH, OH),

9.32 (s ancho, TH, OH). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.*

3,4-Metilendioxi-5-metoxibromobenceno (2.12)

o Br Sobre una disolucién de 2.11 (275 mg, 1.26 mmol) en DMF anhidra (6.3 ml) se
<Oj©/ afade K,CO,4 (208 mg, 1.50 mmol) y dibromometano (105 ul, 1.50 mmol) y se
o calienta a 100 °C durante 90 minutos. Tras evaporar el disolvente, el crudo de
reaccion se disuelve en 20 ml de diclorometano y se lava 15 ml de una disolucién

acuosa saturada de bicarbonato sédico y 15 ml de salmuera. La fase orgdénica se seca sobre sulfato
sédico anhidro, se filtra y se concentra. El residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato
de etilo), obteniéndose 232 mg (80%) de 2.12 como un sélido blanco. Pf 76-78 °C (lit* 80-81 °C).
"H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 3.82 (s, 3H, OCHj), 6.02 (s, 2H, CH,), 6.84 (d, TH, /= 1.2 Hz,
Ar), 6.85 (d, TH, /= 1.1 Hz, Ar). Los datos espectroscédpicos coincidieron con los descritos en la

literatura.*
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1-(3’,4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)etan-1-ol (2.13)

A una disolucién de 2.12 (150 mg, 0.65 mmol) en TBME anhidro (1.5 ml) se

OH
o afiade, gota a gota, 1.2 ml de una disolucién 1.6 M de n-butillitio en hexano
<O (2.00 mmol) a una temperatura de -32 °C y se agita 1 hora bajo atmésfera de
0 argén. A continuacién se afiade acetaldehido (110 pl, 1.95 mmol) y la mezcla se

deja en agitacién a -20 °C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se afade
10 ml de una disolucién acuosa saturada de cloruro aménico, y luego se extrae con 15 ml de
acetato de etilo y se lava con salmuera. La fase orgdnica resultante se seca sobre sulfato sédico
anhidro, se filtira y se concentra. El residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de
etilo), obteniéndose 103 mg (73%) de 2.13 como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z
219 (M+Na)*. 'H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 1.28 (d, 3H, / = 6.4 Hz, CH;), 3.81 (s, 3H,
OCH;), 4.62 (c, 1H, /= 6.3 Hz, CH), 5.09 (s ancho, 1H, OH), 5.94 (s, 2H, CH,), 6.55 (d, 1H, /=
1.2 Hz, Ar), 6.60 (d, TH, /= 0.8 Hz, Ar).

1-(3',4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)etanona (2.14)

o Aunadisolucion de 2.13 (110 mg, 0.50 mmol) en diclorometano (1 ml) se afiade

0 lentamente PCC (216 mg, 1.00 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante
<O 4 horas. Luego se filtra la mezcla de reaccién, se evapora el disolvente y el residuo
0 se purifica por CCTLC con diclorometano/metanol (20:1) como eluyente,

obteniéndose 72 mg (75%) de 2.14 como un sélido blanco. Pf 81-83 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 195 (M+H"). TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.52 (s, 3H, CHj), 3.89 (s, 3H,
OCH,), 6.12 (s, 2H, CH,), 7.21 (d, TH, /= 1.5 Hz, Ar), 7.28 (d, 1H, /= 1.4 Hz, Ar).

Procedimiento general para la sintesis de chalconas

Una disolucién de 2.14 (1.0 mmol), KOH acuoso al 50% w/v (10 ml) y el correspondiente
benzaldehido (1.2 mmol) en metanol (10 ml) se agita a temperatura ambiente durante 24 horas. Los
compuestos precipitan al afadir dcido clorhidrico TN y luego se purifican por cromatografia flash

empleando como eluyente hexano/acetato de etilo.

(E)-3-(3"'-Hidroxi-4'’-metoxifenil)- 1-(3',4' -metilendioxi-5'-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2.16a)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de chalconas, la
reaccion de 2.14 (40 mg, 0.21 mmol) con 3-hidroxi-4-
metoxibenzaldehido (2.15a) (38 mg, 0.25 mmol) permitié la

obtencién de 39 mg (57%) de 2.16a como un sélido amarillo. Pf
162-164 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 329 (M+H)". 'TH-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) &: 3.84 (s, 3H, OCH;-4"), 3.94 (s, 3H, OCH,-5'), 6.14 (s, 2H, CH,), 7.99 (d,
1H, /= 8.4 Hz, Ar), 7.30 (dd, TH, /= 8.4, 2.1 Hz, Ar), 7.35 (d, TH, /= 2.1 Hz, Ar), 7.45 (d, TH, J
= 1.5Hz, A, 7.47 (d, TH, /= 1.5 Hz, A1), 7.60 (d, TH, /= 15.6 Hz, H-2), 7.70 (d, TH, /= 15.6
Hz, H-3), 9.12 (s ancho, 1H, OH). C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 55.7 (OCH,-4"), 56.5
(OCH;-5"), 102.4 (CH,), 102.7, 109.1, 111.8, 115.0, 122.2, 127.8, 132.8, 139.2, 143.2, 146.6,
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CAPITULO 2

148.8, 150.2 (Ar), 119.3 (C-2), 144.2 (C-3), 186.8 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para
CigH1O, : C, 65.85; H, 4.91. Encontrado: C, 66.02; H, 4.71.

(E)-3-(3"'-Fluoro-4"'-metoxifenil)-1-(3’,4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2.16b)

0 Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de chalconas, la
o] Z F reaccié6n de 2.14 (40 mg, 0.21 mmol) con 3-fluoro-4-
<o O O o Mmetoxibenzaldehido (2.15b) (39 mg, 0.25 mmol) permitié la obtencion
(O} g | de 43 mg (62%) de 2.16b como un sélido amarillo. Pf 159-161 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 331 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300

MHz) 5: 3.94 (s, 3H, OCH4-4"), 3.99 (s, 3H, OCH4-5), 6.15 (s, 2H, CH,), 7.22 (i, TH, J = 8.7 Hz,
A, 7.46 (d, TH, /= 1.4 Hz, A, 7.50 (d, TH, /= 1.7 Hz, Ar), 7.62 (dd, TH, /= 7.5, 1.9 Hz, A,
7.64 (d, 1H, /= 15.5Hz, H-2), 7.83 (d, 1H, /= 15.5 Hz, H-3), 7.96 (dd, 1TH, /= 13.0, 2.0 Hg,
Ar). BC-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 56.2 (OCH;-4""), 56.5 (OCH;-5), 102.4 (CH,), 102.9,
109.3, 113.7, 114.9, 127.3, 128.0, 139.4, 143.2, 148.8, 149.1, 150.7, 152.6 (Ar), 120.7 (C-2),

142.6 (C-3), 186.6 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para CigHsFO4: C, 65.45, H, 4.58.
Encontrado: C, 65.28; H, 4.39.

(E/Z)-1-(3' 4’ -metilendioxi-5’-metoxifenil)-3-(4"'-metoxipiridin-3"-il) prop-2-en-1-ona (2.16c)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de chalconas, la

(@)
0 _ N reaccion de 2.14 (40 mg, 0.21 mmol) con 6-metoxi-3-
<O | o piridincarboxaldehido  (2.15¢) (35 mg, 0.25 mmol) permitié la
N
o | obtencion de 31 mg (47%) de 2.16¢ como un sélido amarillo. EM (ES,

modo positivo): m/z 314 (M+H)*. Relacién (E/Z): 95/5. "H-RMN
(DMSO-dg, 300 MHz) & (isémero £): 3.91 (s, 3H, OCH,-4"), 3.94 (s, 3H, OCH;-5), 6.15 (s, 2H,
CH,), 6.93 (d, TH, /= 8.7 Hz, Ar), 7.47 (d, TH, /= 1.1 Hz, Ar), 7.50 (d, TH, /= 1.2 Hz, AY), 7.72
(d, 1H, /= 15.6 Hz, H-2), 7.90 (d, TH, / = 15.6 Hz, H-3), 8.39 (dd, 1H, / = 8.8, 2.5 Hz, Ar),
8.59 (d, TH, /= 2.5 Hz, Ar). 3C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) & (isémero £): 53.6 (OCH;-4""), 56.5
(OCH,-5%), 102.4 (CH,), 102.9, 111.1,120.9, 132.4, 137.8, 139.4, 143.2, 148.8, 149.5, 164.8,
186.6 (Ar), 124.6 (C-2), 140.3 (C-3), 186.8 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para
Cy,H15NO4: C, 65.17; H, 4.83; N, 4.47. Encontrado: C, 65.32; H, 4.75; N, 4.28.

(E)-3-(4""-Metoxi-3''-nitrofenil)-1-(3’,4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2.16d)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de chalconas, la

o) = NO, reaccién de 2.14 (100 mg, 0.51 mmol) con 4-metoxi-3-
<OO nitrobenzaldehido (2.15d) (112 mg, 0.62 mmol) permitié la
O | obtencién de 90 mg (50%) de 2.16d como un sélido amarillo. Pf
199-201 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 358 (M+H)". "TH-RMN

(DMSO-d,, 300 MHz) 8: 3.94 (s, 3H, OCH;-4"), 3.99 (s, 3H, OCH,-5'), 6.16 (s, 2H, CH,), 7.44 (d,
1H, /=8.9Hz, Ar), 7.47 (d, TH, /= 1.5Hz, Ar), 7.55 (d, 1H, /= 1.5Hz, Ar), 7.72 (d, TH, J =
15.5 Hz, H-2), 7.95 (d, TH, /= 15.5 Hz, H-3), 8.17 (dd, TH, J = 8.9, 2.2 Hz, A), 8.51(d, TH, J =

2.2 Hz, Ar). 3C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 56.5 (OCH4-4""), 57.0 (OCH,-5), 102.5 (CH,),
103.0, 109.4, 114.5, 124.4, 127.6, 132.3, 135.0, 139.5, 139.9, 143.3, 148.8, 152.9 (Ar), 122.0
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(C-2), 141.2 (C-3), 186.5 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para CigH,sNO;: C, 60.50; H,
4.23; N, 3.92. Encontrado: 60.12; H, 4.36; N, 3.78.

(E)-3-(3"'-Amino-4""-metoxifenil)-1-(3’,4’-metilendioxi-5'-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2.16e)

o A una disolucién de 2.16d (140 mg, 0.39 mmol) en 6 ml de
o _ NH, etanol/acetato de efilo (1:1) se afade cloruro de estano (Il) (371 mg,
<o O O o 1.96 mmol) y dcido clorhidrico al 37% (0.20 ml), y se calienta a
o | reflujo durante 2 horas. La mezcla de reaccién se enfria hasta
alcanzar la temperatura ambiente, se afiaden 10 ml de acetato de
etilo y se lava con 10 ml de una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico. La fase orgdnica
se seca sobre sulfato magnésico anhidro, se filtra y se concentra. El residuo se purifica por
cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 87 mg (68%) de 2.16e como un aceite
amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 328 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) §: 3.83 (s, 3H,
OCH;-4"), 3.93 (s, 3H, OCH;-5"), 4.81 (s ancho, 2H, NH,) 6.14 (s, 2H, CH,), 6.87 (d, TH, /= 8.0
Hz, Ar), 7.11 (m, 2H, Ar, H-2), 7.40 (d, TH, /= 1.0 Hz, Ar), 7.41 (d, TH, /= 1.2 Hz, Ar), 7.57 (m,
2H, Ar, H-3). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 55.5 (OCH,-4"), 56.5 (OCH-5’), 102.4 (CH,),
102.6,109.1,110.4,112.9,118.6, 124.5, 127.4,132.9,137.9, 139.1, 143.2, 148.9 (Ar), 119.2
(C-2), 144.8 (C-3), 186.8 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para CigH;;NOs: C, 66.05; H,
5.23; N, 4.28. Encontrado: C, 65.78; H, 5.12; N, 4.06.

1-(3’,4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)propan-1-ol (2.17)

A una disolucién de 2.12 (500 mg, 2.16 mmol) en 4.5 ml de TBME anhidro se

OH
0 arade 4.5 ml de n-butillitio 1.6 M en hexano (7.20 mmol), y se agita 1 hora a -
<O 32 °C bajo atmésfera inerte. A continuacién se afiade propionaldehido (540 pl,
0 7.50 mmol) y se continGa agitando durante 2 horas a -20 °C. Transcurrido este

tiempo, se anaden 10 ml de una disolucién acuosa saturada de cloruro aménico,
se extrae con 15 ml de acetato de etilo y se lava con salmuera. La fase orgdnica resultante se seca
sobre sulfato sédico anhidro, se filira y se concentra. El residuo se purifica por cromatografia flash
(hexano/acetato de etilo), obteniéndose 450 mg (99%) de 2.17 como un aceite amarillo. "H-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) 6: 1.17 (t, 3H, / = 7.1 Hz, CH,), 1.56 (m, 2H, CH,), 3.80 (s, 3H, OCH,),
4.33 (m, TH, CH), 5.05 (d, TH, /= 4.5 Hz, OH), 5.94 (s, 2H, CH,), 6.53 (d, TH, /= 1.4 Hz, Ar),
6.57 (d, TH, / = 1.4 Hz, Ar). Los datos espectroscdpicos coincidieron con los descritos en la

literatura.®

1-(3',4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)propan-1-ona (2.18)

o De manera similar a la sintesis del compuesto 2.14, a una disolucién de 2.17

o) (400 mg, 1.91 mmol) en diclorometano (7.5 ml) se afiade PCC (821 mg, 3.81
<O©)‘\/ mmol) y la mezcla se agita 4 horas a temperatura ambiente. El residuo se purifica
_0 por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 180 mg (45%) de

2.18 como un sélido blanco. Pf 82-84 °C (lit* 88-89 °C). EM (ES, modo positivo): m/z 209 (M+H™).
'H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 1.05 (t, 3H, /= 7.2 Hz, CH,), 2.98 (c, 2.98, /= 7.2 Hz, CH,),
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3.88 (s, 3H, OCH,), 6.11 (s, 2H, OCH,0), 7.20 (d, 1H, /= 1.3 Hz, Ar), 7.28 (d, 1H, /= 1.3 Hz,

Ar). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.®

Procedimiento general para la sintesis de a-metilchalconas

A una disolucién de la correspondiente propiofenona (1.0 mmol) en etanol seco (4 ml) se afiade el
correspondiente benzaldehido (0.5-1.0 mmol), piperidina (1 ml), 4cido acético glacial (0.5 ml) y
tamiz molecular de 4 A, y la mezcla se calienta a 80 °C bajo atmésfera de argén durante 16 horas.
El crudo de reaccién se filtra, se lava con una disolucién acuosa saturada de cloruro aménico y se
extrae con diclorometano. La fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filira y se

concentra. El residuo obtenido se purifica segin se especifica en cada caso.

(E)-3-(3"'-Hidroxi-4"’-metoxifenil)-2-metil-1-(3’,4’ -metilendioxi-5’-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2.19)

o) Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de a-
o = OH " metilchalconas, la reaccién de 2.18 (100 mg, 0.48 mmol) con 3-
<o O O o  hidroxi-4-metoxibenzaldehido (2.15a) (37 mg, 0.24 mmol) da lugar a
O | un residuo que se purifica por CCTLC (hexano/acetato de etilo, 4:1),
obteniéndose 72 mg (44%) de 2.19 como un sélido blanco. Pf 144-146 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 343 (M+H)*. 'H-RMN (DMSO-d4, 500 MHz) &: 2.14 (s, 3H, CH,), 3.80 (s, 3H, OCH,-4""),
3.86 (s, 3H, OCH,-5"), 6.12 (s, 2H, CH,), 6.91 (s, 1H, Ar), 6.94 (d, 1TH, / = 8.1 Hz, Ar), 6.97 (s,
1H, Ar), 7.00 (m, 3H, Ar, H-3), 9.18 (s ancho, 1 H, OH). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 14.7
(CH,), 56.0 (OCH5-4"), 56.4 (OCH.-5), 102.2 (CH,), 103.5, 110.0, 112.0, 116.7, 122.2, 128.1,
132.5, 138.1, 140.8, 146.3, 148.2, 148.4 (Ar), 133.6 (C-2), 142.8 (C-3), 197.3 (CO). Andlisis
elemental (%) calculado para Ci4H,0;: C, 66.38; H, 5.30. Encontrado: C, 66.38; H, 5.09.

3-Amino-4-metoxibenzaldehido (2.15e)

o Sobre una disolucién de K,CO; (763 mg, 5.50 mmol) y Na,S,0, (862 mg, 4.95
H/U\C[NH2 mmol) en agua (4 ml) se afade lentamente 4-metoxi-3-nitrobenzaldehido (2.15d)
(200 mg, 1.10 mmol) disuelto en diclorometano (7.5 ml), y se calienta a 40 °C

| durante 16 horas. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se extrae con
diclorometano (3 x 15 ml). La fase orgénica resultante se lava con 20 ml de salmuera y luego se
seca sobre sulfato sédico anhidro, se filira y se concentra, obteniendo asi 115 mg (69%) de 2.15e
como un sélido amarillo con pureza suficiente para el siguiente paso sintético. Pf 88-90 °C (lit® 89. 8
°C). EM (ES, modo positivo): m/z 152 (M+H)*". 'TH-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) &: 3.87 (s, 3H,
OCHj,), 5.08 (s ancho, 2H, NH,), 6.99 (d, TH, /= 8.1 Hz, Ar), 7.11 (d, TH, /= 1.9 Hz, Ar), 7.16
(dd, TH, /= 8.1, 2.0 Hz, Ar), 9.72 (s, 1H, CHO). Los datos espectroscédpicos coincidieron con los

descritos en la literatura.®
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(E/Z)-3-(3""-Amino-4"'-metoxifenil)-2-metil-1-(3’,4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
(2.20)

o) Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de a-

O = NHz  metilchalconas, se hace reaccionar 2.18 (100 mg, 0.48 mmol) con el
<o @EO benzaldehido 2.15e (72 mg, 0.48 mmol). El residuo se purifica por
O ! cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 71 mg

(43%) de 2.20 como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z
342 (M+H)". Relacién (E/Z): 85/15. 'H-RMN (DMSO-d, 500 MHz) & (isémero £): 2.13 (d, 3H, / =
1.3 Hz, CH,), 3.78 (s, 3H, OCHj-4""), 3.84 (s, 3H, OCHj;-5"), 4.82 (s ancho, 2H, NH,), 6.09 (s, 2H,
CH,), 6.70 (dd, 1H, /= 8.4, 2.1 Hz, Ar), 6.83 (d, TH, /= 3.4 Hz, Ar), 6.84 (d, TH, /= 3.1 Hz, Ar),
6.87 (d, 1H, /= 1.4 Hz, An), 6.97 (s, 1H, H-3), 6.98 (d, TH, /= 1.4 Hz, Ar). & (isémero Z): 1.99
(d, 3H, /= 1.6 Hz, CHj), 3.64 (s, 3H, OCH;-4"), 3.77 (s, 3H, OCH;-5'), 4.61 (s ancho, 2H, NH,),
6.06 (s, 2H, CH,), 6.25 (dd, TH, /= 8.2, 2.0 Hz, A1), 6.39 (d, TH, /= 2.2 Hz, Ar), 6.55 (s, TH, H-
3), 6.56 (d, 1H, /= 8.3 Hz, Ar), 6.96 (d, 1H, /= 1.4 Hz, Ar), 7.15 (d, 1H, /= 1.5 Hz, Ar). 3C-
RMN (DMSO-d,, 125 MHz) & (isémero £): 22.8 (CH;), 55.6 (OCH;-4"), 56.1 (OCH;-5"), 102.9
(CH,), 103.1,110.3,110.5, 113.9, 116.9, 128.4, 133.5, 138.1, 138.4, 143.2, 147.6, 148.6 (Ar),
133.2 (C-2), 142.4 (C-3), 197.3 (CO). & (isémero Z): 15.2 (CH,), 55.8 (OCH;-4""), 56.8 (OCH,-
5), 102.6 (CH,), 103.8, 110.3, 110.6, 113.9, 116.9, 130.0, 130.3, 137.8, 140.0, 143.5, 146.2,
149.1 (Ar), 130.1 (C-2), 134.1 (C-3), 198.8 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para
CoHoNOs: C, 66.85; H, 5.61; N, 4.10. Encontrado: C, 67.02; H, 5.84; N, 4.00.

(£)-3-(3"'-Hidroxi-4''-metoxifenil)-2-metil-1-(4’-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2.22)

o Siguiendo el procedimiento general para la sinfesis de -

_ OH metilchalconas, la reaccién de la 4’-metoxipropiofenona (2.21) (200
\OO mg, 1.22 mmol) con 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (2.15a) (185
| mg, 1.22 mmol), seguido de purificacién por cromatografia flash

(hexano/acetato de etilo), condujo a 160 mg (44%) de 2.22 como un sélido blanco. Pf 131-133 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 299 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.15 (d, 3H, /= 1.3
Hz, CH,), 3.80 (s, 3H, OCH;-4""), 3.84 (s, 3H, OCH;-4'), 6.92 (dd, 1H, /= 8.5, 2.1 Hz, Ar), 6.94
(d, TH, /= 1.1 Hz, Ar), 6.97 (s, TH, H-3), 6.98 (d, TH, /= 2.3 Hz, Ar), 7.04 (d, TH, /= 2.0 Hz,
Ar), 7.05(d, TH, /=2.0Hz, Ar), 7.69 (d, TH, /= 2.1 Hz, Ar), 7.70 (d, 1H, /= 2.0 Hz, Ar), 9.17 (s
ancho, 1H, OH). *C-RMN (DMSO-d, 125 MHz) &: 14.1 (CH,), 55.5 (OCH,-4""), 55.6 (OCH;-4'),
112.0,113.7, 116.6, 122.1, 128.1, 130.4, 131.6, 146.3, 148.2, 162.2 (Ar), 133.8 (C-2), 140.2

(C-3), 197.3 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para C,gH,;O,: C, 72.47; H, 6.08. Encontrado:
C, 72.53; H, 5.99.

(E/2)-3-(3"'-Amino-4"'-metoxifenil)-2-metil-1-(4’-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2.23)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de a-

_ NH, metilchalconas, la reaccién de la 4’-metoxipropiofenona (2.21) (100
~o C[O mg, 0.61 mmol) con el benzaldehido 2.15e (92 mg, 0.61 mmol)
| seguido de purificacién por cromatografia flash (hexano/acetato de

etilo), dio lugar a 78 mg (43%) de 2.23 como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 298

149

<
|_
Z
Ll
=
oz
Ll
o
>
Ll
L
%
[a )




CAPITULO 2

(M+H)". Relacién (£/Z): 81/19. '"H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) § (isémero £): 2.16 (s, 3H, CH,),
3.80 (s, 3H, OCH,-4""), 3.84 (s, 3H, OCH,-4'), 4.83 (s ancho, 2H, NH,), 6.70 (dd, 1H, /= 8.3,
2.2 Hz, Ar), 6.85 (m, 2H, Ar), 6.92 (s, 1H, H-3), 7.04 (d, TH, /= 2.0 Hz, Ar), 7.05 (d, TH, /= 2.1
Hz, Ar), 7.66 (d, 1H, /= 1.9 Hz, Ar), 7.68 (d, TH, /= 1.9 Hz, Ar). 3C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) §
(isémero £): 14.7 (CHy), 55.3 (OCH,-4"), 55.4 (OCH4-4), 110.3, 113.6, 114.8, 119.2, 128.0,
130.6, 131.4, 137.6, 147.0, 162.1 (Ar), 133.2 (C-2), 141.4 (C-3), 197.4 (CO). Andlisis elemental
(%) calculado para CigHsNO5: C, 72.71; H, 6.44; N, 4.71. Encontrado: C, 72.42; H, 6.35; N,
4.63.

(E/Z)-3-(3""-amino-L-  Boc-Ser(TBS)-4''-metoxifenil)-2-metil-1-(3’,4’ -metilendioxi-5'-metoxifenil)prop-
2-en-1-ona (2.25)
o L NHBoo A una disolucién de 2.20 (41 mg, 0.12 mmol) en
0 _ N\[('\/OTBS cloroformo (1 ml) se afiade Boc-Ser(TBS)-OH (2.24) (77
<OW@O I mg, 0.24 mmol), PyBOP (156 mg, 0.30 mmol) y
o | trietilamina (50 ul, 0.36 mmol), y se agita a temperatura
ambiente durante 72 horas. Transcurrido este tiempo, la
mezla se disuelve en diclorometano (20 ml) y se lava con una disolucién saturada de bicarbonato
sédico (10 ml) y salmuera (10 ml). La fase orgdnica resultante se seca sobre sulfato sédico anhidro,
se filira y se concentra. El residuo se purifica por CCTLC en hexano/acetato de etilo (4:1),
obteniéndose 67 mg (87%) de 2.25 como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 665
(M+Na)*. Relacién (£/Z): 2/1. "H-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) § (isémero £): 0.82 (s, 9H, (CH,),),
1.40 (s, 9H, (CH,)5), 2.16 (s, 3H, CH,), 3.86 (s, 3H, OCH,-4""), 3.88 (s, 3H, OCH,-5’), 4.09 (m,
1H, CH), 4.28 (m, 2H, CH,), 6.12 (s, 2H, OCH,O), 6.91 (s, TH, H-3), 7.02 (m, 2H, Ar), 7.14 (m,
2H, Ar), 7.25 (dd, TH, / = 8.4, 1.3 Hz, Ar), 8.35 (s ancho, TH, NH), 9.12 (s ancho, TH, NH).

(E/Z)-3-(3""-amino-L-seril-4"’-metoxifenil)-2-metil-1-(3’,4’-metilendioxi-5’-metoxifenil)prop-2-en-1 -
ona (2.26)
0 L NH A una disolucién de 2.25 (66 mg, 0.10 mmol) en
0 _ NTHVOH cloroformo (1 ml) se afiade TFA (230 wl, 3.00 mmol) y se
<OI;)H/\©[O ¢ agita a temperatura ambiente durante 24 horas. Luego se
_0 | adicona dietil éter y el precipitado que se forma se purifica
por CCTLC en diclorometano/metanol (20:1), obtenién-
dose 30 mg (70 %) de 2.26 como un sélido blanco. EM (ES, modo positivo): m/z 429 (M+H)™.
Relacién (E/Z): 2/1. "TH-RMN (DMSO-d4, 500 MHz) & (isémero £): 2.16 (s, 3H, CH,), 3.80 (m, TH,
CH), 3.83 (s, 6H, OCH,), 3.90 (s ancho, 2H, NH,), 3.99 (d, 2H, / = 3.3 Hz, CH,), 4.88 (t, 1H, / =
5.2 Hz, OH), 6.16 (s, 2 H, OCH,O), 6.81 (m, 2H, Ar), 6.89 (s, TH, H-3), 6.97 (m, 2H, A), 8.10
(dd, TH, / = 8.7, 2.3 Hz, Ar), 10.11 (s ancho, 1H, CONH). 3C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) §
(isémero £): 15.3 (CH,), 55.9 (OCH,), 59.1 (CH), 63.4 (CH,), 102.8 (OCH,0), 96.3, 110.6,
116.5,116.8, 121.8, 127.4, 130.5, 130.6, 139.8, 143.5, 146.5, 150.6, (Ar), 135.7 (C-2), 143.6
(C-3), 171.8 (CONH), 205.2 (C-1). Andlisis elemental (%) para C,H,,N,O; calculado: C, 61.68; H,
5.65; N, 6.54. Encontrado: C, 61.56; H, 6.11; N, 6.33.
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(E/Z)-3-(3""-amino-L-prolil-L-lisil-4"' -metoxifenil)-2-metil-1-(3’,4’ -metilendioxi-5’-metoxifenil) prop-2-
en-1-ona (2.28)

HN En un vial de microondas se disuelve Fmoc-

2
5 0 H W NH2 | s(Fmod)-Pro-OH (2.27)° (206 mg, 0.30
% /%@i \g N \ mmol) en DMF anhidra (1 ml) y se afade
° 0 HATU (102 mg, 0.27 mmol) y DIPEA (61 i,
N

0.35 mmol). Tras 5 min en agitacién, se

o}

adiciona 2.20 (61 mg, 0.18 mmol) disuelto en DMF anhidra (1 ml) y se calienta en el reactor de
microondas a 40 °C durante 2 horas. Se deja enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente y el
crudo de reaccién se diluye en diclorometano, se neutraliza con 5 ml de dcido citrico 0.1 N y se lava
con 15 ml de una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico. La fase orgénica se seca sobre
sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra. El residuo obtenido se disuelve en diclorometano (1
ml), se afiade piperidina (50 ul, 0.52 mmol) y la mezcla se agita 2 horas a temperatura ambiente.
Luego se evapora el disolvente y el residuo sélido se purifica por CCTLC empleando
diclorometano/NH; 7N en metanol (20:1) como eluyente, para finalmente obtener 83 mg (49%) de
2.28 como un aceite. EM (ES, modo positivo): m/z 567 (M+H)*. Relacién (E/Z): 2/1. 'H-RMN
(DMSO-d,, 500 MHz) & (isémero £): 1.34 (m, 4H, CH,-y Lys, CH,-8 Lys), 1.53 (m, 2H, CH,-B Lys),
1.91 (m, 4H, CH-B Pro, CH-y Pro), 2.16 (d, 3H, /= 1.3 Hz, CH,), 2.56 (m, 2H, CH,-¢ Lys), 3.51
(m, TH, CH-a Lys), 3.66 (m, 2H, CH-a Prol, CH-5 Pro), 3.85 (s, 3H, OCH,-4""), 3.88 (s, 3H, OCH,-
5%, 6.11 (s, 2H, OCH,0), 6.81 (m, 1H, Ar), 6.95 (m, 1H, Ar), 6.97 (m, TH, Ar), 7.00 (s, TH, H-3),
7.02 (m, 2H, Ar), 9.27 (NHCO). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) & (isémero £): 14.6 (CHy), 21.6
(C-y Lys), 22.3 (C-y Pro), 27.7 (C-8 Lys), 28.6 (C-B Pro), 32.5 (C-B Lys), 41.3 (C-¢ Lys), 46.6 (C-6
Pro), 52.0 (C-a Lys), 56.0 (OCH,-4""), 56.4 (OCH;-5"), 58.5 (C-a. Pro), 102.2 (CH,), 102.8, 103.4,
110.0, 127.4,127.6, 115.3, 119.8, 127.5, 132.5, 138.2, 140.6, 148.2 (Ar), 132.5 (C-2), 142.8
(C-3), 170.1 (CO Pro), 196.9 (C-1), 198.2 (CO Lys). Andlisis elemental (%) calculado para
CioH3sN,O; 2H,O: C, 59.79; H, 7.02; N, 9.30. Encontrado: C, 59.62; H, 7.21; N, 9.57.
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2.3. CAPITULO 3

7-Bencil-2-morfolino-1 H-purin-6(7 A)-ona (3.6)°"

Una disolucién con 2,6-dicloropurina (0.5 g, 2.65 mmol) y carbonato

o) //® potdsico (1.0 g, 7.95 mmol) en 11 ml de DMF anhidra se agita bajo

HN | N> atmésfera inerte de argén a temperatura ambiente durante 20 min. A

/
ﬁNJ\\N N continuacién se afade bromuro de bencilo (472 ul, 3.97 mmol) y la
o mezcla de reaccién se agita durante 16 horas. Transcurrido este tiempo,

el disolvente se evapora y el residuo se disuelve en 20 ml de diclorometano y se lava con 15 ml de
salmuera. La fase orgdnica se seca sobre sulfato magnésico anhidro, se filtra, se concentra y se
purifica por cromatografia flash (diclorometano/acetato de etilo). La fraccién de menor movilidad
cromatogrdfica obtenida (180 mg, 0.65 mmol) se disuelve en DMF anhidra (3 ml); luego se afade
acetato sédico (161 mg, 1.96 mmol) y la mezcla se irradia en microondas a 120 °C durante 1 hora.
Se deja enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, se evapora el disolvente y el residuo se
disuelve en 20 ml de diclorometano y se lava con 15 ml de salmuera. La fase orgdnica se seca sobre
sulfato sédico anhidro, se filira, se concentra y se purifica por CCTLC empleando como eluyente
diclorometano/metanol (10:1). El compuesto obtenido (80 mg, 0.31 mmol) se disuelve en ferc-
butanol (2.5 ml) y se hace reaccionar con morfolina (134 ul, 1.53 mmol), por calentamiento en
microondas a 80 °C durante 120 minutos. Tras eliminar el disolvente, el residuo se disuelve en 20 ml
de diclorometano y se lava con 15 ml de una disolucién acuosa saturada de cloruro aménico. La
fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtira, se concentra y se purifica por CCTLC en
diclorometano/acetato de etilo (5:1), obteniéndose 52 mg de 3.6 como un sélido blanco. Pf 267-
269 °C (lit'? 295-297° C). EM (ES, modo positivo): m/z 312 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz)
8: 3.46 (m, 4H, CH,-2", CH,-6"), 3.63 (m, 4H, CH,-3’, CH,-5), 5.45 (s, 2H, CH,), 7.28 (m, 5H,
Ar), 8.08 (s, 1H, H-8), 11.15 (s ancho, TH, NH). *C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 45.9 (CH,-2’,
CH,-6'), 49.1 (CH,), 65.9 (CH,-3’, CH,-5"), 108.8 (C-5), 127.5, 127.6, 128.6, 138.0 (Ar), 143.0
(C-8), 153.8 (C-2), 156.9 (C-4), 159.2 (C-6). Andlisis elemental (%) calculado para C,H,,N;O,: C,
61.72; H, 5.50; N, 22.40. Encontrado: C, 61.48; H, 5.49; N, 22.24.
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SINTESIS DE DERIVADOS DEL H/7T 3.1

PROCEDIMIENTOS GENERALES

l. Procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona.

Sobre una disolucién del correspondiente aldehido (1.0 mmol) en una mezcla acetona/agua (1:1.25
v/v) (0.9 ml) se afade una solucién de NaOH al 1% (0.5 ml) y la mezcla de reaccién se agita
durante 16 horas a temperatura ambiente. Luego, el crudo se neutraliza con HCl 1M, se extrae con
diclorometano (3 x 15 ml) y se lava con salmuera (20 ml). La fase orgdnica resultante se seca sobre
sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra. El residuo obtenido se purifica segin se especifica en

cada caso.

Il. Procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas.

A una disolucién de etéxido sédico en etanol al 25% (1.1 mmol) se afade, gota a gota, malonato de
dietilo (1.1 mmol), manteniendo la temperatura por debajo de 25 °C. A continuacién, la mezcla se
diluye con etanol (1.2 ml) y se calienta a 60 °C. Alcanzada esta temperatura, se afade la
correspondiente but-3-en-2-ona (1.0 mmol) disuelta en etanol (0.35 ml). La reaccién se calienta a
reflujo hasta que por cromatografia en capa fina se observa la desaparicién del producto de partida.
A continuacién se afiade NaOH 6 M (2.2 mmol) y se calienta a 80 °C durante 2 horas. Se deja
enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, se evapora el etanol y el residuo se lava con 20 ml
de tolueno. La fase orgdnica se desecha y el residuo acuoso se trata con HCl al 37% hasta alcanzar
un pH de 2. La mezcla resultante se calienta a 100 °C durante 1 hora. Una vez enfriada la
disolucién, la correspondiente ciclohexanodiona se obtiene bien por precipitacién, o bien como se

indica en cada caso.

M. Procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-dionas.

Un vial de microondas que contiene la correspondiente ciclohexano-1,3-diona (1.0 mmol), el cloruro
de acilo (2.0 mmol), K,CO; anhidro (2.2 mmol), 1,2,4-triazol (0.4 mmol) y bromuro de
tetrabutilamonio (0.5 mmol) en acetonitrilo anhidro o DMF anhidra (4 ml), se sella y se agita durante
10 minutos bajo atmésfera de argén. Luego se irradia a 70 °C durante 2 horas en el reactor de
microondas. Transcurrido ese tiempo, se deja enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, se
neutraliza con dcido clorhidrico TN y se extrae con acetato de etilo. La fase orgdnica resultante se
lava con 15 ml de salmuera, se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra, se concentra y se purifica

por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo).

Iv. Procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-1,3-dionas con aminas.

A una disolucién de la correspondiente 2-acilciclohexano-1,3-diona (1.0 mmol) en tolueno (10 ml),
se adiciona la correspondiente amina (1.5 mmol) y tamiz molecular de 4 A. La reaccién se calienta
en un reactor de microondas a 150 °C durante 2 horas o en tubo de presién a 110 °C durante 16
horas, segin se especifica en cada caso. Transcurrido el tiempo de reaccién, el tolueno se evapora y

el residuo se purifica como se describe para cada compuesto.
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CAPITULO 3

5-Oxo-1,2,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-3-il propionato (3.8)

A una disolucién de 5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.7) (300 mg, 1.59
6 2 4 o mmol) y DMAP (59 mg, 0.48 mmol) en diclorometano (1.6 ml) se afiade
‘ DIPEA (277 wl, 1.59 mmol) y la mezcla se agita a temperatura ambiente. A
O 2780 continuacién se adiciona lentamente cloruro de propionilo (139 pl, 1.59
mmol) y se calienta a reflujo durante 2 horas. Una vez enfriada, se afiade
dacido clorhidrico TN (10 ml) y se extrae con acetato de etilo (30 ml). La fase orgdnica resultante se
lava con 15 ml de salmuera, se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra, se concentra y se purifica
por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 250 mg (64%) de un aceite que se
caracteriza como 3.8. EM (ES, modo positivo): m/z 245 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &:
1.07 (t, 3H, /= 7.4 Hz, CH,), 2.47 (dd, T1H, /= 16.6, 2.9 Hz, H-2), 2.57 (c, 2H, /= 7.5 Hz, CH,),
2.73 (dd, TH, /= 16.2, 12.9 Hz, H-2), 2.63 (dd, 1H, /= 17.7, 4.3 Hz, H-6), 2.87 (ddd, TH, /=
17.6,10.9, 2.0 Hz, H-6), 3.28 (m, TH, H-1), 5.91 (d, TH, /= 2.1 Hz, H-4), 7.24 (t, TH, /= 7.0
Hz, Ar), 7.35 (m, 4H, Ar).

5-Fenil-2-propionilciclohexano-1,3-diona (3.9)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (Ill), se hace reaccionar 5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.7) (500 mg,
2.66 mmol), cloruro de propionilo (464 ul, 5.31 mmol), K,CO, anhidro (809
mg, 5.85 mmol), 1,2,4-triazol (73 mg, 1.06 mmol) y bromuro de

tetrabutilamonio (429 mg, 1.33 mmol) en acetonitrilo anhidro (10 ml),
obteniéndose 330 mg (51%) de 3.9 como un sélido blanco. Pf 71-73 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 245 (M+H)". TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma endlica): 1.05 (t, 3H, /= 7.3 Hz, CH,),
2.67 (m, 2H, H-4, H-6), 2.91 (m, 2H, H-4, H-6), 3.01 (¢, 2H, /= 7.2 Hz, CH,), 3.46 (i, 1H, J =
11.8, 4.1 Hz, H-5), 7.23-7.38 (m, 5H, Ar).

5-Fenil-2-(1-((3-hidroxifenil)amino)propiliden)- ciclohexano-1,3-diona (3.11a)

oH Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-
o acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7 (40

= mg, 0.16 mmol) y 3-aminofenol (3.10a) (26 mg, 0.24 mmol) en tolueno

Iz

(1.6 ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El residuo se
purifica por CCTLC empleando como eluyente diclorometano/metanol
(40:1), obteniéndose 50 mg (93%) de 3.11a como un sélido blanco. Pf
199-201 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 336 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.06 {t,
3H, /= 7.3 Hz, CH,), 2.62 (dd, 2H, /= 16.4, 3.9 Hz, H-4, H-6), 2.84 (m, 2H, H-4, H-6), 2.89 (c,
2H, J= 7.4 Hz, CH,), 3.33 (i, 1H, /= 12.2, 4.1 Hz, H-5), 6.67 (, 1H, /= 2.2 Hz, Ar), 6.72 (ddd,
1H, /=7.9,2.1,0.9 Hz, Ar), 6.82 (ddd, 1TH, /= 8.3, 2.4, 0.8 Hz, Ar), 7.24 (m, TH, Ar) 7.29 (, TH
J= 8.0 Hz, Ar), 7.32 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 9.90 (s ancho, 1H, OH), 14.94 (s ancho, TH,
NH)."3C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 12.8 (CH,), 23.4 (CH,), 36.0 (C-5), 46.0 (C-4, C-6), 106.7
(NHC=C), 112.9, 115.8, 116.4, 126.5, 126.7, 128.5, 130.4, 136.8, 143.4, 158.2 (Ar), 177.0
(NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,H, NO;: C, 75.20; H, 6.31; N, 4.18.
Encontrado: C, 75.33; H, 6.12; N, 4.36.
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5-Fenil-2-(1-((4-hidroxifenil)amino)propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.11b)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

/©/ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7
(40 mg, 0.16 mmol) y 4-aminofenol (3.10b) (26 mg, 0.24 mmol) en
tolueno (1.6 ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El

residuo se purifica por CCTLC en diclorometano/metanol (40:1),
obteniéndose 30 mg (56%) de 3.11b como un sélido blanco. Pf 203-205 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 336 (M+H)". "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 1.02 (t, 3H, /= 7.3 Hz, CH,), 2.61
(dd, 2H, /= 16.6, 3.8 Hz, H-4, H-6), 2.83 (m, 2H, H-4, H-6), 2.85 (c, 2H, /= 7.1 Hz, CH,), 3.32
(tt, TH, /=12.2, 4.0 Hz, H-5), 6.85 (d, 2H, /= 8.8 Hz, Ar), 7.11 (d, 2H, /= 8.7 Hz), 7.23 (m, TH,
Ar), 7.32 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 9.81 (s ancho, TH, OH), 14.73 (s ancho, TH, NH)."3C-RMN
(DMSO d,, 100 MHz) &: 13.0 (CHj), 23.7 (CH,), 36.5 (C-5), 46.5 (C-4, C-6), 107.1 (NHC=(),
116.4,127.0,127.2,127.3,127.7, 128.9, 143.9, 157.5 (Ar), 178.0 (NHC=C). Andlisis elemental
(%) calculado para CyH, NO;: C, 75.20; H, 6.31; N, 4.18. Encontrado: C, 74.98; H, 6.13; N,
4.37.

5-Fenil-2-(1-((2-metoxifenil)amino)propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.11¢)

o Siguiendo el procedimiento general para la  reaccion de 2-
_ /Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7 (34
N
H & mg, 0.14 mmol) y o-anisidina (3.10c) (24 pl, 0. 21 mmol) en tolueno (1.4
(o) ~

ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El residuo se purifica

por CCTLC empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (5:1),
obteniéndose 48 mg (98%) de 3.11c como un sélido blanco. Pf 93-95 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 350 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &: 0.98 (t, 3H, /= 7.3 Hz, CH,), 2.61 (dd, 2H, /
= 16.3, 2.4 Hz, H-4, H-6), 2.82 (m, 4H, /= 12.8 Hz, H-4, H-6, CH,), 3.35 (it, 1H, /= 8.2, 4.1
Hz, H-5), 3.82 (s, 3H, OCH,), 7.06 (id, 1H, /= 7.6, 1.2 Hz, Ar), 7.21 (dd, TH, /= 8.4, 1.2 Hz, Ar),
7.24 (m, TH, Ar), 7.30 (dd, TH, J= 7.7, 1.5 Hz, Ar), 7.33 (d, 2H, /= 1.4 Hz, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar),
7.43 (m, 1H, Ar), 14.69 (s ancho, 1H, NH)."*C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 12.2 (CH,), 25.5
(CH,), 36.0 (C-5), 46.1 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 106.9 (NHC=C), 112.4, 120.7, 124.2, 126.5,
126.7, 127.5, 128.5, 129.7, 143.5, 153.5 (Ar), 178.0 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado
para Cy,H,sNO;,: C, 75.62; H, 6.63; N, 4.01. Encontrado: C, 75.48; H, 6.52; N, 4.00.

5-Fenil-2-(1-((3-metoxifenil)amino)propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.11d)

acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7

o Siguiendo el procedimiento general para la reacciéon de 2-
7N i ~0

H | (40 mg, 0.16 mmol) y m-anisidina (3.10d) (27 ul, 0.24 mmol) en

° tolueno (1.6 ml) mediante calentamiento en el reactor de microondas.

El crudo de reaccién se purifica por CCTLC empleando como

eluyente hexano/acetato de etilo (5:1), obteniéndose 55 mg (98%) de 3.11d como un sélido blanco.
Pf 104-106 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 350 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.06 (t,

3H, /= 7.3 Hz, CH.), 2.64 (dd, 2H, /= 16.4, 4.1 Hz, H-4, H-6), 2.82 (m, 2H, H-4, H-é), 2.89 (c,

2H, /= 7.3 Hz, CH,), 3.35 (m, 1H, H-5), 3.79 (s, 3H, OCH,), 6.89 (dd, 1H, /= 7.8, 2.0 Hz, Ar),
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CAPITULO 3

6.92 (t, 1H, /= 2.2 Hz, Ar), 7.01 (dd, TH, /= 8.3, 2.5 Hz, Ar), 7.24 (ddd, TH, /= 8.6, 5.1, 3.3
Hz, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.41 (t, 1H, /= 8.0 Hz, Ar), 14.99 (s ancho, TH, NH).
BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 12.7 (CH,), 23.4 (CH,), 36.0 (C-5), 46.0 (C-4, C-6), 55.4
(OCH,), 106.8 (NHC=C), 111.8, 113.9, 118.2, 126.5, 126.7, 128.5, 130.4, 134.0, 143.4,
160.0 (Ar), 177.1 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,H,sNO;: C, 75.62; H, 6.63;
N, 4.01. Encontrado: C, 75.45; H, 6.49; N, 4.08.

5-Fenil-2-(1-((4-metoxifenil)amino)propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.11¢)

| Siguiendo el procedimiento general para la reaccidon de 2-

0 /©/O acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7 (24

7 N mg, 0.10 mmol) y p-anisidina (3.10e) (18 mg, 0.15 mmol) en tolueno

o) (1.0 ml) mediante calentamiento en el reactor de microondas. El crudo

de reaccién se purifica por CCTLC en hexano/acetato de efilo (5:1),

obteniéndose 30 mg (86%) de 3.1Te como un sélido blanco. Pf 122-124 °C. EM (ES, modo

positivo): m/z 350 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.03 (t, 3H, /= 7.3 Hz, CH,), 2.62

(dd, 2H, /= 16.5, 4.0 Hz, H-4, H-6), 2.82 (m, 2H, H-4, H-6), 2.86 (c, 2H, /= 7.5 Hz, CH,), 3.32

(t, TH, /= 12.1, 4.0 Hz, H-5), 3.80 (s, 3H, OCH,), 7.05 (m, 2H, Ar), 7.24 (m, TH, Ar), 7.26 (m,

2H, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 14.80 (s ancho, 1H, NH). C-RMN (DMSO-d,, 125

MHz) &: 13.0 (CH,), 23.7 (CH,), 36.5 (C-5), 46.5 (C-4, C-6), 55.9 (OCH,), 107.2 (NHC=C),

115.1,127.0,127.2,127.8, 128.8, 128.9, 143.9, 159.1 (Ar), 178.0 (NHC=C). Andlisis elemental

(%) calculado para Cy,Hy3NO;: C, 75.62; H, 6.63; N, 4.01. Encontrado: C, 75.37; H, 6.54; N,
3.96.

5-Fenil-2-(1-((3,4-dimetoxifenil)amino)propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.111)

o o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

P N/©[o/ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7

H (40 mg, 0.16 mmol) y 3,4-dimetoxianilina (3.10f) (37 mg, 0.24 mmol)

en tolueno (1.6 ml) mediante calentamiento en el reactor de

microondas. El crudo de reaccién se purifica por CCTLC en

hexano/acetato de etilo (5:1), obteniéndose 20 mg (33%) de 3.11f como un sélido blanco. Pf 209-

211 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 380 (M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.06 (t, 3H, /

= 7.2 Hz, CH,), 2.63 (dd, 2H, /= 16.5, 4.0 Hz, H-4, H-6), 2.81 (m, 2H, H-4, H-6), 2.88 (c, 2H, /

= 7.5,CH,), 3.39 (m, 1H, H-5), 3.77 (s, 3H, OCH;), 3.79 (s, 3H, OCH,), 6.85 (dd, 1H, /= 8.5,

2.4 Hz, AY), 6.94 (d, 1H, J= 2.4 Hz, Ar), 7.04 (d, TH, /= 8.5 Hz, Ar), 7.23 (dd, 1H, J = 8.7, 5.2,

3.4 Hz, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 14.82 (s ancho, TH, NH)."*C-RMN (DMSO-d,, 125

MHz) 8: 13.2 (CH,), 23.9 (CH,), 36.5 (C-5), 46.5 (C-4, C-6), 56.1 (OCH,), 56.2 (OCH,), 107.2

(NHC=C), 110.2, 110.6, 112.2, 118.5, 127.0, 127.2, 128.9, 143.9, 148.8, 149.5 (Ar), 178.0

(NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para CyH,sNO,: C, 72.80; H, 6.64; N, 3.69.
Encontrado: C, 72.77; H, 6.59; N, 3.76.
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5-Fenil-2-(1-((3,4,5-trimetoxifenil)amino) propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.11¢g)

_ Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-
o l o acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7
Ay (40 mg, 0.16 mmol) y 3,4,5-trimetoxianilina (3.10g) (44 mg, 0.24
H mmol) en tolueno (1.6 ml) por calentamiento en el reactor de
microondas. El crudo de reaccién se purifica por CCTLC en
hexano/acetato de efilo (5:1), obteniéndose 20 mg (31%) de 3.11g
como un sélido blanco. Pf 160-162 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 410 (M+H)". "H-RMN (DMSO-
dy, 500 MHz) 8: 1.10 (t, 3H, /= 7.1 Hz, CH), 2.63 (dd, 2H, /= 16.4, 4.1 Hz, H-4, H-6), 2.83 (m,
2H, H-4, H-6), 2.91 (c, 2H, / = 6.8, CH,), 3.35 (m, 1H, H-5), 3.69 (s, 3H, OCH,), 3.79 (s, 6H,
OCHg), 6.67 (m, 2H, Ar), 7.24 (ddd, 1 H, /= 8.3, 5.3, 3.3 Hz, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H,
Ar), 14.90 (s ancho, TH, NH). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 11.8 (CHs), 22.5 (CH,), 38.1 (C-
5), 44.8 (C-4, C-6), 55.0 (OCHj), 59.0 (OCH,), 105.6 (NHC=C), 102.8, 125.4, 125.6, 127.3,
130.3, 135.7, 1422, 152.1 (Ar), 173.3 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
C,4sHy,NO;: C, 70.40; H, 6.65; N, 3.42. Encontrado: C, 70.70; H, 6.68; N, 3.62.

2-(1-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-ilamino)propoliden)-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.11h)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-
o P /@[ > acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7
N © (40 mg, 0.16 mmol) y 3,4-metilendioxianilina (3.10h) (33 mg, 0.24
o mmol) en tolueno (1.6 ml) por calentamiento en el reactor de
microondas. El crudo de reaccién se purifica por CCTLC en
hexano/acetato de efilo (5:1), obteniéndose 58 mg (99%) de 3.11h como un sélido blanco. Pf 131-
133 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 364 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.03 (t, 3H, /
= 7.3 Hz, CH,), 2.62 (dd, 2H, /= 16.6, 3.8 Hz, H-4, H-6), 2.81 (m, 2H, H-4, H-6), 2.87 (c, 2H, /
= 7.3 Hz, CH,), 3.33 (1, 1H, /= 8.1, 4.1 Hz, H-5), 6.11 (s, 2H, CH,), 6.79 (dd, 1H, /= 8.3, 2.1
Hz, Ar), 7.01 (m, 2H, Ar), 7.23 (m, 1H, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 14.78 (s ancho, TH,
NH). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 12.6 (CH,), 23.3 (CH,), 36.0 (C-5), 46.0 (C-4, C-6), 101.9
(CH,), 106.7 (NHC=C), 107.4, 108.4, 119.6, 126.5, 126.7, 128.5, 129.5, 143.4, 147.9, 149.9
(Ar), 177.8 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,;NO,: C, 72.71; H, 5.82; N,
3.85. Encontrado: C, 73.02; H, 6.01; N, 3.96.

5-Fenil-2-(1-(fenilamino)propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.11i)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

/@ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), 3.7 (40 mg, 0.16 mmol)
reacciona con anilina (3.10i) (22 ul, 0.24 mmol) en tolueno (1.6 ml)
mediante calentamiento en el reactor de microondas. El residuo se

purifica por CCTLC empleando como eluyente hexano/acetato de etilo

), obteniéndose 41 mg (80%) de 3.11i como un sélido blanco. Pf 112-114 °C. EM (ES, modo
posmvo): m/z 320 (M+H)+. '"H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.04 (t, 3H, /= 7.3 Hz, CH,), 2.64
(dd, 2H, /= 16.5, 3.8 Hz, H-4, H-6), 2.81 (m, 2H, H-4, H-6), 2.87 (c, 2H, /= 8.0 Hz, CH,), 3.34
(m, TH, H-5), 7.24 (m, TH, Ar), 7.33 (m, 3H, Ar), 7.34 (m, 3H, Ar), 7.45 (m, TH, A), 7.52 (m, 2H,
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CAPITULO 3

Ar), 15.01 (s ancho, TH, NH). ®C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 13.0 (CH,), 23.8 (CH,), 36.5 (C-
5), 46.5 (C-4, C-6), 107.3 (NHC=C), 126.6, 127.0, 127.20, 128.5, 128.9, 130.1, 136.3, 143.9
(Ar), 177.5 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,iH,,NO,: C, 78.97; H, 6.63; N,
4.31. Encontrado: C, 78.68; H, 6.60; N, 4.21.

5-Fenil-2-(1-(o-tolilamino)propiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.11j)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.7 (24
mg, 0.10 mmol) y o-toluidina (3.10j) (16 ul, 0.15 mmol) en tolueno (1.0
ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El crudo de reaccién

se purifica por CCTLC en hexano/acetato de etilo (5:1), obteniéndose 25
mg (75%) de 3.11j como un sélido blanco. Pf 132-134 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 334
(M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 0.98 (t, 3H, /= 7.3 Hz, CH,), 2.18 (s, 3H, CH,), 2.63
(dd, 2H, /= 16.6, 4.0 Hz, H-4, H-6), 2.80 (c, 2H, J = 7.2 Hz, CH,), 2.86 (m, 2H, H-4, H-6), 3.36
(t, 1H, /= 12.3, 4.0 Hz, H-5), 7.24 (ddd, 1H, /= 8.6, 5.7, 2.5 Hz, Ar), 7.28 (dd, 1H, /= 7.2, 2.1
Hz, Ar), 7.31-7.38 (m, 6H, Ar), 7.41 (dd, TH, /= 7.0, 2.1 Hz, Ar), 14.88 (s ancho, 1H, NH). 13C-
RMN (DMSO-dy, 125 MHz) &: 12.7 (CH,), 17.9 (CH,), 23.8 (CH,), 36.5 (C-5), 46.5 (C-4, C-6),
107.3 (NHC=CQ), 127.0, 127.2, 127.3, 127.4, 128.9, 129.0, 131.4, 134.1, 135.0, 143.9 (Ar),
178.0 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,sNO,: C, 79.25; H, 6.95; N, 4.20.
Encontrado: C, 79.40; H, 6.15; N, 4.01.

2-Butiril-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.12q)

o o Siguiendo el procedimento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-
1,3-dionas (Ill), se hace reaccionar 5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.7) (500
mg, 2.66 mmol), cloruro de butanoilo (550 pl, 5.31 mmol), K,CO, (809
mg, 5.85 mmol), 1,2,4-triazol (73 mg, 1.06 mmol) y bromuro de
tetrabutilamonio (429 mg, 1.33 mmol) en acetonitrilo anhidro (10 ml),
obteniéndose 200 mg (29%) de 3.12a como un sélido blanco. Pf 68-70 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 259 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma endlica): 0.92 (t, 3H, / = 7.3 Hz, CH,),
1.58 (m, 2H, /= 7.4 Hz, CH,), 2.70 (m, 2H, H-4, H-6), 2.92 (m, 2H, H-4, H-6), 2.97 (t, 2H, /=
7.4 Hz, CH,), 3.46 (it, 1H, J = 12.0, 4.0 Hz, H-5), 7.25 (m, TH, Ar), 7.33 (m, 4H, Ar).

2-Acetil-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.12b)

o o Siguiendo el procedimento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (lll), se hace reaccionar 5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.7) (500 mg,
2.66 mmol), cloruro de acetilo (378 ul, 5.31 mmol), K,CO,; (809 mg, 5.85
mmol), 1,2,4-triazol (73 mg, 1.06 mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (429
mg, 1.33 mmol) en acetonitrilo anhidro (10 ml), obteniéndose 350 mg (54%) de
3.12b como un sélido blanco. Pf 100-102 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 231 (M+H)*. "H-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) 6 (forma endlica): 2.55 (s, 3H, CH,), 2.69 (m, 2H, H-4, H-6), 2.94 (m, 2H, H-
4,H-6), 3.41 (it, 1H, /= 8.6, 4.2 Hz, H-5), 7.25 (m, TH, A), 7.34 (m, 4H, Ar).
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5-Fenil-2-(1-((2-metoxifenil)amino)butiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.13a)

Una disolucién de 3.12a (60 mg, 0.23 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (52

o) ul, 0.46 mmol) en tolueno (2.5 ml) se calienta durante dos dias a reflujo

N en un matraz acoplado a un embudo Dean-Stark. El disolvente se

o : O evapora y el crudo se purifica por CCTLC en hexano/acetato de etilo

(5:1), obteniéndose 70 mg (84%) de 3.13a como un sélido amarillo. Pf

108-110 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 364 (M+H)". H-RMN

(DMSO-dg, 400 MHz) 8: 0.92 (t, 3H, /=7.4 Hz, CH,), 1.58 (m, 2H, /=7.4 Hz, CH,), 2.61 (m, 2H,

H-4, H-6), 2.80 (m, 2H, H-4, H-6), 2.95 (t, 2H, / =7.3 Hz, CH,), 3.34 (m, TH, H-5), 3.82 (s, 3H,

OCH,), 7.05 (id, TH, /= 7.6, 1.2 Hz, Ar), 7.21 (dd, TH, J = 8.4, 1.2 Hz, A), 7.25 (m, TH, Ar),

728 (dd, TH, /= 7.7, 1.6 Hz, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.42 (m, TH, Ar), 14.73 (s

ancho, TH, NH). BC-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 14.1 (CH,), 21.3 (CH,), 31.9 (CH,), 36.0 (C-5),

46.0, 46.5 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 107.2 (NHC=C), 112.3, 120.7, 124.4, 126.5, 126.5, 127.5,

128.5, 129.6, 143.4, 153.5 (Ar), 176.4 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
Cy3HysNO;: C, 76.01; H, 6.93; N, 3.85. Encontrado: C, 75.93; H, 6.68; N, 4.10.

5-Fenil-2-(1-(o-tolilamino)butiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.13b)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

o) acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.12a (30
& N/Q mg, 0.12 mmol) y o-toluidina (3.10j) (18 ul, 0.17 mmol) en tolueno (1.2

o : ml) mediante calentamiento en el reactor de microondas. El residuo se

purifica por CCTLC empleando como eluyente hexano/acetato de etilo

(5:1), obteniéndose 42 mg (99%) de 3.13b como un sélido blanco. Pf 98-
100 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 348 (M+H)". 'TH-RMN (DMSO-d4, 500 MHz) &: 0.74 (t, 3H, /
= 7.3 Hz, CHy), 1.40 (m, 2H, /= 7.4 Hz, CH,), 2.17 (s, 3H, CH;), 2.63 (dd, 2H, /= 16.7, 3.7 Hz,
H-4, H-6), 2.75 (t, 2H, /= 7.3 Hz, CH,), 2.85 (m, 2H, H-4, H-6), 3.35 (tt, 1H, /= 12.2, 4.0 Hz, H-
5),7.24 (ddd, 1H, J = 8.6, 5.7, 2.7 Hz, A), 7.27 (dd, 1H, J = 7.2, 2.1 Hz, Ar), 7.32 (m, TH, A,
7.33 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.35 (m, TH, Ar), 7.41 (m, 1H, Ar), 14.91 (s ancho, TH, NH).
BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 14.2 (CH,), 17.5 (CH,), 21.3 (CH,), 31.8 (CH,), 36.0 (C-5),
46.0 (C-4, C-6), 107.0 (NHC=Q), 126.5, 126.7, 126.8, 126.9, 128.3, 128.5, 131.0, 133.6,
135.0, 143.5 (Ar), 176.1 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,5H,sNO,: C, 79.51;
H, 7.25; N, 4.03. Encontrado: C, 79.27; H, 6.98; N, 4.11.

5-Fenil-2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.13c)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

o) Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.12b (40
~ ” o, Mg 0.17 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (30 ul, 0.26 mmol) en tolueno (1.7

(e} ~N . . ./
ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El crudo de reaccién

se purifica por CCTLC empleando hexano/acetato de etilo (5:1) como
eluyente, obteniéndose 49 mg (86%) de 3.13c como un sélido blanco. Pf 139-141 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 336 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.41 (s, 3H, CH,), 2.61 (m, 2H,

H-4, H-6), 2.82 (m, 2H, H-4, H-6), 3.36 (i, 1H, /= 12.2, 4.1 Hz, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH,), 7.04
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CAPITULO 3

(td, T1H, /= 7.6, 1.2 Hz, Ar), 7.20 (dd, 1H, /= 8.5, 1.2 Hz, Ar), 7.24 (m, TH, Ar), 7.32 (dd, 1H, J
=7.8,1.6 Hz, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.39 (m, TH, Ar), 14.78 (s ancho, TH, NH).
BC-RMN (DMSO-d, 125 MHz) &: 19.7 (CH,), 36.1 (C-5), 46.4 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 108.4
(NHC=C), 112.3, 120.6, 124.5, 126.5, 126.7, 128.9, 128.5, 129.2, 143.5, 153.1 (Ar), 172.4
(NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,H,NO;: C, 75.20; H, 6.31; N, 4.31.
Encontrado: C, 74.98; H, 6.32; N, 4.20.

5-Fenill-2-(1-(o-tolilamino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.13d)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-
o /@ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.12b (30
~ N mg, 0.13 mmol) y o-toluidina (3.10j) (22 ul, 0. 20 mmol) en tolueno (1.3
o ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El crudo de reaccién
se purifica por CCTLC empleando hexano/acetato de etilo (5:1) como
eluyente, obteniéndose 25 mg (60%) de 3.13d como un sélido blanco. Pf 128-130 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 320 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.20 (s, 3H, CH,), 2.38 (s, 3H,
CH,), 2.63 (dd, 2H, TH, J = 16.4, 3.7 Hz, H-4, H-6), 2.84 (m, 2H, H-4, H-6), 3.36 (i, 1H, J =
12.0, 4.0 Hz, H-5), 7.23-7.40 (m, 9H, Ar), 14.91 (s ancho, TH, NH). *C-RMN (DMSO-d,, 100
MHz) &: 17.4 (CH;), 19.6 (CH,), 36.1 (C-5), 45.8 (C-4, C-6), 108.2 (NHC=(), 126.5, 126.7,
126.9, 128.1, 128.49, 131.0, 133.3, 135.1, 143.5, 159.9 (Ar), 172.7 (NHC=C). Andlisis
elemental (%) caculado para C,H,NO,: C, 78.97; H, 6.63; N, 4.39. Encontrado: C, 78.69; H,
6.54; N, 4.27.

5-Fenil-2-(((2-metoxifenil)amino)metilen)ciclohexano-1,3-diona (3.13e)

Una disolucién de 5-fenil-1,3-ciclohexanodiona (3.7) (150 mg, 0.80

(0] H
p N/Q mmol) en etanol (1 ml) se calienta a 80 °C durante 15 min. A
H o continuacién se afade ortfoformiato de trietilo (145 pl, 0.88 mmol) y o-

o
anisidina (3.10¢) (91 ul, 0.80 mmol) y se calienta a reflujo durante 2

horas. El residuo se filtra, se lava con agua y se extrae con dietiléter. La
fase orgdnica resultante se seca sobre Na,SO,, se filtra, se concentra y se purifica por cromatografia
flash (hexano/acetato de efilo), obteniéndose 130 mg (50%) de 3.13e como un sélido amarillo. P
210-212 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 322 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.65 (m,
OH, H-4, H-6), 2.84 (m, 2H, H-4, H-6), 3.41 (1, TH, /= 11.5, 3.9 Hz, H-5), 3.93 (s, 3H, OCH,),
7.04 (t, 1H, J= 7.7 Hz, A), 7.18 (d, TH, J = 8.1 Hz, Ar), 7.25 (m, 2H, Ar), 7.34 (m, 4H, Ar), 7.70
(d, 1H, /= 7.7 Hz, Ar), 8.62 (d, TH, /= 13.8 Hz, CH), 13.04 (d, TH, /= 13.9 Hz, NH). 3C-RMN
(DMSO-d,, 100 MHz) &: 36.1 (C-5), 44.9, 46.1 (C-4, C-6), 56.7 (OCHjZ), 109.8 (NHC=C), 112.5,
116.6, 121.9, 124.9, 127.0, 127.2, 127.5, 129.0, 149.4 (Ar), 143.9 (NHC=C), 194.9, 199.0
(CO). Andlisis elemental (%) calculado para CyoH,oNO;4: C, 74.75; H, 5.96; N, 4.36. Encontrado:
C,74.70; H, 5.99; N, 4.28.
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2-Benzoil-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.14)

0O O Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-

‘ O 1,3-dionas (lll), se hace reaccionar 5-fenil-1,3-ciclohexanediona (3.7) (200

o mg, 1.06 mmol), cloruro de benzoilo (246 wl, 2.12 mmol), K,CO; anhidro

O (322 mg, 2.33 mmol), 1,2,4-triazol (29 mg, 0.42 mmol) y bromuro de

tetrabutilamonio (171 mg, 0.53 mmol) en acetonitrilo anhidro (4 ml), obteniéndose 115 mg (37%)

de 3.14 como un sélido blanco. Pf 143-145 °C (lit'"® 142-142.5 °C). EM (ES, modo positivo): m/z

293 (M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz). & (forma endlica): 2.59 (m, 2H, H-4, H-6), 2.86 (m,

2H, H-4, H-6), 3.53 (m, 1H, H-5), 7.26 (m, TH, Ar), 7.38 (m, 4H, Ar), 7.47 (m, 2H, Ar), 7.58 (m,
1H, Ar), 7.79 (m, 2H, Ar), 12.04 (s ancho, TH, OH).

5-Fenil-2-((fenil)(metilamino)metilen)ciclohexano-1,3-diona (3.15q)

Siguiendo el procedimiento general para la reacciéon de 2-acilciclohexano-

-~
O HN . . ., .
1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se hace reaccionar 3.14

/ O (40 mg, 0.14 mmol) en tolueno (1.4 ml) y metilamina 2M en metanol (100
O 0 ul, 0.20 mmol). El residuo se purifica por cromatografia flash

(hexano/acetato de etilo), obteniéndose 43 mg (99%) de 3.15a como un
sélido blanco. Pf 176-178 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 306 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500
MHz) &: 2.46 (m, 2H, H-4, H-6), 2.66 (m, 2H, H-4, H-6), 2.70 (d, 3H, /= 5.2 Hz, CH,), 3.34 (i,
1H, /= 12.0, 4.0 Hz, H-5), 7.16 (m, TH, Ar), 7.17 (m, TH, Ar), 7.22 (m, TH, Ar), 7.31 (m, 2H, A,
7.32 (m, 2H, Ar), 7.43 (m, 3H, A, 12.90 (m, TH, NH). 'SC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 31.1
(CH,), 36.4 (C-5), 45.6 (C-4, C-6), 107.6 (NHC=C), 126.2, 126.42, 126.8, 128.3, 128.4, 128 .4,
134.6, 143.7 (Ar), 172.3 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,oH,,NO,: C,78.66; H,
6.27; N, 4.59. Encontrado: C, 78.37; H, 6.09; N, 4.43.

2-((Etilamino)(fenil)metilen)-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.15b)

J Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-
O HN 1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se hace reaccionar 3.14
/ O (29 mg, 0.10 mmol) en tolueno (1.0 ml) y etilamina 2M en metanol (75 ul,
O o] 0.15 mmol). El residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de
etilo), obteniéndose 31 mg (97%) de un aceite que se caracteriza como
3.15b. EM (ES, modo positivo): m/z 320 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.03 (t, 3H, /=
7.2 Hz, CH.), 2.45 (m, 2H, H-4, H-6), 2.68 (m, 2H, H-4, H-6), 3.02 (m, 2H, CH,), 3.34 (m, TH, H-
5), 7.15 (m, 1H, Ar), 7.17 (m, 1H, Ar), 7.20 (m, TH, Ar), 7.29 (m, 2H, Ar), 7.30 (m, 2H, Ar), 7.40
(m, 2H, Ar), 7.42 (m, 1H, Ar), 13.06 (t, TH, / = 5.0 Hz, NH). "*C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &:
15.5 (CH,), 36.8 (CH,), 36.8 (C-5), 46.1 (C-4, C-6), 107.8 (NHC=C), 124.9, 126.6, 126.9,
127.2, 128.6, 128.9, 134.9, 144.1 (Ar), 171.7 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
CyHNO,: C, 78.97; H, 6.63; N, 4.39. Encontrado: C, 78.68; H, 6.49; N, 4.21.
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CAPITULO 3

5-Fenil-2-(((fenil) (2-metoxifenil)amino)metilen)-ciclohexano-1,3-diona (3.15¢)

| Siguiendo el procedimiento general para la reacciéon de 2-acilciclohexano-

O@ 1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se hace reaccionar 3.14

O HN (20 mg, 0.07 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (11 pl, 0.10 mmol) en tolueno (1.0

/ O ml). El residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo),

O o obteniéndose 17 mg (61%) de 3.15¢ como un sélido amarillo. PF 152-154

°C. EM (ES, modo positivo): m/z 398 (M+H)*. 'H-RMN (DMSO-d,, 500

MHz) 8: 2.60 (m, 2H, H-4, H-6), 2.81 (m, 2H, H-4, H-6), 3.46 (i, TH, /= 12.1, 4.1 Hz, H-5), 3.80

(s, 3H, OCH.), 6.52 (d, TH, /= 7.9 Hz, Ar), 6.62 (t, 1H, J = 7.7 Hz, Ar), 6.99 (d, 1H, /= 8.3 Hz,

Ar), 7.10 (m, 2H, Ar), 7.25 (m, 5H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 14.32 (s ancho, TH,

NH). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 36.1 (C-5), 45.7 (C-4, C-6), 55.82 (OCH,), 108.9

(NHC=C), 111.8, 119.9, 125.6, 126.17, 126.6, 126.9, 127.6, 127.8, 128.0, 128.6, 128.8,

134.2, 143.5, 152.7 (Ar), 169.1 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C, H,3NOs:
C,78.57; H, 5.83; N, 3.52. Encontrado: C, 78.83; H, 5.74; N, 3.37.

2-(1-((2-Clorofenil)amino)etiliden)-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.17q)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

N acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.12b

o H & (35 mg, 0.15 mmol) y 2-cloroanilina (3.16a) (29 mg, 0.23 mmol) en

tolueno (1.5 ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El crudo

de reaccién se purifica por CCTLC en hexano/acetato de etilo (5:1),

obteniéndose 30 mg (59%) de 3.17a como un sélido blanco. Pf 125-127 °C. EM (ES, modo

positivo): m/z 340 (M+H)" con distribucién isotépica de Cl. 'TH-RMN (DMSO-dy, 300 MHz) &: 2.41

(s, 3H, CHy), 2.41-2.67 (m, 2H, H-4, H-6), 2.86 (m, 2H, H-4, H-6), 3.38 (m, 1H, H-5), 7.25 (m,

1H, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 7.46 (m, 2H, Ar), 7.54 (m, 1H, Ar), 7.68 (m, TH, Ar),

15.07 (s ancho, TH, NH). "*C-RMN (DMSO-d4, 100 MHz) &: 20.1 (CHj), 36.3 (C-5), 46.9 (C-4, C-

6), 109.0 (NHC=C), 127.0, 127.2,128.7, 129.0, 129.1, 129.7, 130.0, 130.6, 134.2, 143.8 (Ar),

173.0 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para CyH,sCINO, : C, 70.69; H, 5.34; N, 4.12.
Encontrado: C, 70.94; H, 5.34; N, 4.20.

5-Fenil-2-(1-((2-fluorofenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.17b)

Siguiendo el procedimiento general para la  reaccién de 2-

Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.12b (40
~ N mg, 0.17 mmol) y 2-fluoroanilina (3.16b) (25 ul, 0.26 mmol) en tolueno
o (1.7 ml) por calentamiento en microondas. El residuo de reaccién se

purifica por CCTLC empleando como eluyente hexano/acetato de etilo
(5:1), obteniéndose 45 mg (78%) de 3.17b como un sélido blanco. Pf 146-147 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 324 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.44 (s, 3H, CH,), 2.63 (m, 2H, H-4,
H-6), 2.89 (m, 2H, H-4, H-6), 3.36 (tt, TH, /= 12.1, 4.0 Hz, H-5), 7.23 (m, TH, Ar), 7.33 (m, 3H,
Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.44 (m, 1H, Ar),7.47 (m, 1H, Ar), 7.51 (td, TH, /= 7.9, 1.3 Hz, Ar), 14.90 (s
ancho, TH, NH). ®C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 19.6 (CH,), 35.9 (C-5), 45.3 (C-4, C-6), 108.8
(NHC=C), 116.4, 125.2, 126.5, 126.7, 128.2, 128.5, 129.8, 143.4, 154.9, 156.9 (Ar), 172.8
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(NHC=C). Andlilis elemental (%) calculado para C,,H,sFNO,: C, 74.29; H, 5.61; N, 4.33.
Encontrado: C, 73.99; H, 5.34; N, 4.29.

5-Fenil-2-(1-((2-(trifluorometil)fenil)amino)etiliden) ciclohexano-1,3-diona (3.17¢)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-

/Q 1,3-dionas con aminas (IV), 3.12b (40 mg, 0.17 mmol) reacciona con 2-
trifluorometilanilina (3.16¢) (33 pl, 0.26 mmol) en tolueno (1.7 ml) por
calentamiento en un reactor de microondas. El residuo se purifica por

CCTLC empleando hexano/acetato de etilo (4:1) como eluyente,
obteniéndose 19 mg (30%) de 3.17c como un sélido blanco. Pf 167-169 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 374 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.38 (s, 3H, CH,), 2.62 (m, 2H, H-4,
H-6), 2.87 (m, 2H, H-4, H-6), 3.36 (m, TH, H-5), 7.24 (ddd, TH, /= 8.6, 6.1, 2.2 Hz, Ar), 7.44 (m,
4H, Ar), 7.65 (m, 2H, Ar), 7.82 (t, TH, /= 7.7 Hz, Ar), 7.90 (d, 1H, /= 7.8 Hz, Ar), 15.28 (s ancho,
TH, NH). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 19.9 (CH,), 36.0 (C-5), 45.0 (C-4, C-6), 108.6
(NHC=C), 126.6 (c, /= 217.1 Hz, CF,), 124.3 (d, /=38.3 Hz), 124.8, 126.7, 126.9 (d, / =4.9
Hz), 128.5, 128.8, 129.6, 133.0, 134.2, 143.4 (Ar), 173.0 (NHC=C). Andlisis elemental (%)
calculado paraC,,H,sFsNO,: C, 67.55; H, 4.86; N, 3.75. Encontrado: C, 67.63; H, 4.74; N, 3.82.

5-Fenil-2-(1-((2,3-difluorofenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.17d)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

P N/Q\F acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar en el

Ho L microondas 3.12b (40 mg, 0.17 mmol) y 2,3-difluoroanilina (3.16d)

(26 ul, 0.26 mmol) en tolueno (1.7 ml). El residuo se purifica por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 24 mg

(41%) de 3.17d como un sélido blanco. Pf 131-133 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 342 (M+H)*.

TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.45 (s, 3H, CHy), 2.62 (m, 2H, H-4, H-6), 2.85 (m, 2H, H-4, H-

6),3.37 (i, 1H, /= 12.1, 3.9 Hz, H-5), 7.24 (m, TH, Ar), 7.34 (m, 6H, Ar), 7.51 (m, TH, Ar), 14.93

(s ancho, 1TH, NH). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 19.7 (CH,), 35.8 (C-5), 45.4 (C-4, C-6),

109.0 (NHC=C), 116.8, 117.0, 123.7, 124.9, 126.5, 126.7, 128.5, 143.3, 149.1, 151.0 (Ar),

172.8 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,oH,,F,NO,: C, 70.37; H, 5.02; N, 4.10.
Encontrado: C, 70.41; H, 5.00; N, 3.98.

5-Fenil-2-(1-((2,6-difluorofenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.17¢)

F Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-
O . . . .
1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar en el microondas 3.12b (40

N L mg, 0.17 mmol) y 2,6-difluoroanilina (3.16d) (26 ul, 0.26 mmol) en

tolueno (1.7 ml). El residuo se purifica por cromatografia flash

=

O
(hexano/acetato de etilo), obteniéndose 20 mg (37%) de 3.17e como un

sélido blanco. Pf 135-137 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 342 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 500
MHz) &: 2.37 (s, 3H, CH,), 2.60 (m, 2H, H-4, H-6), 2.83 (m, 2H, H-4, H-6), 3.38 (it, TH, /= 12.5,
4.2 Hz, H-5), 7.24 (m, 1H, /= 4.2 Hz, Ar), 7.34 (m, 6H, Ar), 7.54 (m, TH, Ar), 14.61 (s ancho, TH,
NH). *C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) §: 19.4 (CH,), 35.8 (C-5), 46.4 (C-4, C-6), 109.1 (NHC=C),
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CAPITULO 3

112.4, 113.8, 124.5, 126.7, 126.9, 128.5, 130.2, 143.3, 156.0, 157.9 (Ar), 173.5 (NHC=C).
Andlisis elemental (%) calculado para CyH,y,F,NO,: C, 70.37; H, 5.02; N, 4.10. Encontrado: C,
70.53; H, 4.99; N, 4.06.

5-Fenil-2-(1-((2,5-dimetoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.171)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-
? acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.12b
/© (40 mg, 0.17 mmol) y 2,5-dimetoxianilina (3.16f) (40 mg, 0.26 mmol) en

= : . . "
N tolueno (1.7 ml) por calentamiento en microondas. El residuo se purifica

H

0 por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose 30 mg

(48%) de 3.17f como un sélido blanco. Pf 183-185 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 366 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) §: 2.42 (s, 3H, CH,), 2.60 (m, 2H, H-4,
H-6), 2.78 (m, 2H, H-4, H-6), 3.39 (m, 1H, H-5), 3.73 (s, 3H, OCH,), 3.77 (s, 3H, OCHj), 6.95
(m, 2H, Ar), 7.12 (m, 1H, Ar), 7.23 (m, 1H, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 14.76 (s ancho,
TH, NH). C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 19.7 (CHj,), 36.1 (C-5), 46.6 (C-4, C-6), 55.7 (OCH,),
56.1 (OCH,), 108.4 (NHC=C), 112.9, 113.1, 113.9, 125.0, 126.5, 126.7, 128.5, 143.5, 147.2,
153.0 (Ar), 172.6 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,sNO,: C, 72.31; H, 6.34;
N, 3.83. Encontrado: C, 72.20; H, 6.28; N, 3.54.

5-Fenil-2-(1-((2,6-dimetoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.179)

| Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

o © acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar en

:Q microondas 3.12b (40 mg, 0.17 mmol) y 2,6-dimetoxianilina (3.16g)

o) ~ (100 mg, 0.65 mmol) en tolueno (1.7 ml). El residuo se purifica por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 36 mg (58%)

de 3.17g como un sélido blanco. Pf 159-160 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 366 (M+H)*. 'H-

RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &: 2.24 (s, 3H, CH3), 2.57 (m, 2H, H-4, H-6), 2.82 (m, 2H, H-4, H-6),

3.35 (m, 1H, H-5), 3.81 (s, 6H, OCH,), 6.82 (m, 2H, Ar), 7.24 (m, TH, Ar), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.34

(m, 2H, Ar), 7.37 (t, 1H, /= 8.5 Hz, Ar), 14.39 (s ancho, TH, NH). C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz)

3: 19.4 (CHy), 36.1 (C-5), 46.6 (C-4, C-6), 56.0 (OCH,), 108.1 (NHC=C), 104.6, 112.8, 126.5,

126.7, 128.5, 129.6, 143.6, 154.5 (Ar), 174.0 (NHC=C), 196.9 (CO). Andlisis elemental (%)
caleulado para C,,H,;NO,: C, 72.31; H, 6.34; N, 3.83. Encontrado: C, 72.60; H, 6.61; N, 3.92.

1-(Ciclopropilmetoxi)-2-nitrobenceno (3.20)

° A una disolucién de 2-nitrofenol (3.18) (500 mg, 3.59 mmol) en 20 ml de
@[ acetfonitrilo se afade bromometilciclopropano (3.19) (418 pul, 4.31 mmol) vy
NO, K,CO; (596 mg, 4.31 mmol), y se calienta a 85 °C durante 16 horas.
Transcurrido este tiempo, se afiade agua (10 ml) y se extrae con acetato de efilo (3 x 15 ml). La fase
orgdnica resultante se lava con 15 ml de salmuera, se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se
concentra. Se obtienen asi 620 mg (89%) de 3.20 como un aceite amarillo, con pureza suficiente
para el siguiente paso de reaccién. EM (ES, modo positivo): m/z 194 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,,
300 MHz) &: 0.34 (m, 2H, H-2’, H-3"), 0.56 (m, 2H, H-2’, H-3"), 1.22 (m, 1H, H-17), 4.02 (d, 2H, /
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= 6.9 Hz, OCH,), 7.09 (t, 1H, /= 7.3 Hz, Ar), 7.32 (d, 1H, /= 8.7 Hz, Ar), 7.61 (m, TH, Ar), 7.83
(dd, TH, /= 8.0, 1.5 Hz, Ar).

2-(Ciclopropilmetoxi)anilina (3.21q)

Una disolucién de 3.20 (600 mg, 3.11 mmol) en 8 ml de etanol con Pd(C) al 10%

% (200 mg) se somete a hidrogenacién a presién atmosférica y a temperatura ambiente

@[O (12 horas). Tras filtrar la disolucién y evaporar el disolvente, se obtienen 380 mg

NH, (75%) de 3.21a como un aceite rosdceo, con pureza suficiente para el siguiente paso

sintético. EM (ES, modo positivo): m/z 164 (M+H)". "H-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) §

0.32 (m, 2H, H-2’, H-3"), 0.55 (m, 2H, H-2’, H-3'), 1.23 (m, 1H, H-17), 3.77 (d, 2H, /= 6.8 Hz,
OCH,), 4.61 (s, 2H, NH,), 6.48 (m, 1H, Ar), 6.65 (m, 2H, Ar), 6.75 (m, TH, Ar).

2-(1-((2-(Ciclopropilmetoxi)fenil)amino)etiliden)-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.22q)

o) Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-
N acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se

H
o OL hace reaccionar 3.12b (50 mg, 0.22 mmol) con 3.21a (54 mg, 0.33

mmol) en tolueno (2.2 ml). El residuo se purifica por cromatografia flash

(hexano/acetato de etilo), obteniéndose 45 mg (57%) de 3.22a como
un sélido rosdceo. Pf 76-78 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 376 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300
MH2) 8: 0.32 (m, 2H, H-2', H-3"), 0.53 (m, 2H, H-2", H-3), 1.20 (m, 1H, H-1"), 2.44 (s, 3H, CH,),
2.65 (m, 2H, H-4, H-6), 2.82 (m, 2H, H-4, H-6), 3.38 (m, 1H, H-5), 3.94 (d, 2H, / = 6.8 Hz,
OCH,), 7.03 (t, 1H, /= 7.7 Hz, Ar), 7.19 (m, 1H, Ar), 7.24 (m, 1H, Ar), 7.30 (m, TH, Ar), 7.33 (m,
3H, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 14.80 (s ancho, TH, NH). BC-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 3.0 (C-2’,
C-3'), 9.9 (C-17), 19.9 (CH,) 36.1 (C-5), 45.9 (C-6, C-4), 72.8 (OCH,), 108.5 (NHC=C), 113.8,
120.7, 125.0, 126.5, 126.8, 126.8, 128.5, 129.1, 143.5, 152.4 (Ar), 172.4 (NHC=C), 206.5
(CO). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,sNO5: C, 76.77; H, 6.71; N, 3.73. Encontrado:
C,76.48; H, 6.50; N, 3.72.

2-(1-((2-Etoxifenil)amino)etiliden)-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.22b)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-

/Q 1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se hace reaccionar
3.12b (62 mg, 0.27 mmol) con o-fenetidina (3.21b) (53 ul, 0.41 mmol) en
tolueno (2.7 ml). El residuo se purifica por cromatografia flash

(hexano/acetato de etilo), obteniéndose 69 mg (76%) de 3.22b como un
sélido blanco. Pf 125-127 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 350 (M+H)*. 'H-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) &: 1.30 (t, 3H, / = 6.9 Hz, CH;CH,O), 2.43 (s, 3H, CH,), 2.61 (m, 2H, H-4, H-6), 2.82 (m,
2H, H-4, H-6), 3.35 (m, 1H, H-5), 4.11 (c, 2H, /= 7.0 Hz, CH,CH,0), 7.02 (td, 1H, /= 7.6, 1.3
Hz, Ar), 7.18 (m, 1H, Ar), 7.24 (m, TH, Ar), 7.33 (m, 6H, Ar), 14.81 (s ancho, TH, NH). 3C-RMN
(DMSO-d,, 75 MHz) &: 14.5 (CH;CH,O), 19.7 (CH,), 36.1 (C-5), 45.9 (C-6, C-4), 64.0
(CH;CH,O), 108.5 (NHC=C), 113.37, 120.6, 124.8, 126.5, 126.7, 126.9, 128.5, 129.1, 143.5,
152.2 (Ar), 172.3 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,sNO;: C, 75.62; H, 6.63;
N, 4.01. Encontrado: C, 75.47; H, 6.61; N, 3.89.
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CAPITULO 3

5-Fenil-2-(1-((2-propoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.22¢)

Q Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se

hace reaccionar 3.12b (62 mg, 0.27 mmol) y 2-propoxianilina (3.21¢)

(61 mg, 0.41 mmol) en tolueno (2.7 ml). El residuo se purifica por
cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 64 mg (65%) de 3.22¢c como un sélido
blanco. Pf 120-122 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 364 (M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) §
1.01 {t, 3H, /= 7.4 Hz, CH,CH,CH,O), 1.81 (m, 2H, /= 7.4 Hz, CH,CH,CH,O), 2.52 (s, 3H,
CHy), 2.73 (m, 2H, H-4, H-6), 2.83 (m, 2H, H-4, H-6), 3.39 (i, 1H, /= 11.8, 4.7 Hz, H-5), 3.97 1,
2H, J = 6.6 Hz, CH,CH,CH,O), 6.98 (m, 2H, Ar), 7.12 (ddd, TH, J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz, Ar), 7.25
(m, TH, Ar), 7.27 (m, 2H, Ar), 7.30 (m, TH, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 14.67 (s ancho, TH, NH). *C-
RMN (DMSO-d,, 75 MHz) &: 10.6 (CH;CH,CH,0), 20.6 (CH,), 22.6 (CH,CH,CH,0), 37.1 (C-5),
45.9, 47.3 (C-6, C-4), 70.3 (CH,CH,CH,O), 109.2 (NHC=C), 112.8, 120.6, 125.7, 126.8,
127.1, 128.9, 129.2, 143.3, 153.4, 165.2 (Ar), 174.0 (NHC=C), 196.5, 199.1 (CO). Andlisis
elemental (%) calculado para Cy3H,sNO;5: C, 76.01; H, 6.93; N, 3.85. Encontrado: C, 76.28; H,
6.78; N, 4.04.

5-Fenil-2-(1-((2-isopropoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.22d)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccidon de 2-

o)
P NQ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se
o H o\( hace reaccionar 3.12b (51 mg, 0.22 mmol) y 2-isopropoxianilina (3.21d)
(50 mg, 0.33 mmol) en tolueno (2.2 ml). El residuo se purifica por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 52 mg (66%)
de 3.22d como un sélido blanco. Pf 89-91 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 364 (M+H)". "TH-RMN
(DMSO-d,, 500 MHz) 6: 1.26 (d, 6H, /= 6.0 Hz, OCH(CH,),), 2.44 (s, 3H, CH,), 2.61 (m, 2H, H-
4, H-6), 2.82 (m, 2H, H-4, H-6), 3.34 (m, 1H, H-5), 4.66 (sept, 1H, J = 6.0 Hz, OCH(CHs),), 7.01
(td, T1H, /= 7.7, 1.1 Hz, Ar), 7.21 (m, 1H, Ar), 7.23 (m, 1H, Ar), 7.31 (m, TH, Ar), 7.33 (m, 5H, Ar),
14.82 (s ancho, TH, NH)."*C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 20.0 (CH,), 21.8 (OCH(CH,),), 36.1
(C-5), 45.9 (C-6, C-4), 71.0 (OCH(CH,),), 108.5 (NHC=C), 115.1, 120.6, 125.8, 126.5, 126.8,
126.8, 128.5, 128.9, 143.6, 151.3, (Ar), 172.0 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
Cy3HsNO5: C, 76.01; H, 6.93; N, 3.85. Encontrado: C, 76.30; H, 7.02; N, 4.00.

5-Fenil-2-(1-((2-metoxibencil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.24)

0 0~ Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-
Z N acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presién se
o hace reaccionar 3.12b (40 mg, 0.17 mmol) y 2-metoxibencilamina

(3.23) (34 pl, 0.26 mmol) en tolueno (1.7 ml) por calentamiento a 80
°C durante 5 horas. El residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo),
obteniéndose 59 mg (99%) de 3.24 como un sélido blanco. Pf 98-100 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 350 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.53 (m, 2H, H-4, H-6), 2.57 (s, 3H, CH,),
2.69 (m, 2H, H-4, H-6), 3.25 (#, 1H, /= 12.1, 3.9 Hz, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH,), 4.63 (d, 2H, /=
5.7 Hz, CH,), 6.97 (td, 1H, /= 7.4, 1.1Hz, Ar), 7.07 (dd, 1H, /= 8.2, 1.0 Hz, Ar), 7.21 (m, TH,
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Ar), 7.28 (m, 2H, Ar) 7.29 (m, 2H, Ar), 7.31 (m, TH, Ar), 7.34 (m, TH, Ar), 13.45 (s ancho, TH,
NH). *C-RMN (DMSO-d4, 125 MHz) 8: 17.4 (CH,), 36.3 (C-5), 42.4 (CH,), 45.8 (C-6, C-4), 55.5
(OCH,), 107.7 (NHC=C), 111.2, 120.5, 124.0, 126.4, 126.7, 129.1, 129.6, 143.7, 143.7,
157.1 (Ar), 172.8 (NHC=C), 196.1 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,;NO;: C,
75.62; H, 6.63; N, 4.01. Encontrado: C, 75.91; H, 6.56; N, 3.88.

(B-4-Ciclohexilbut-3-en-2-ona (3.26a)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de aldehidos con acetona (l),
O/\)J\ la mezcla de reaccién con ciclohexanocarbaldehido (3.25a) (1.21 ml, 10 mmol) y
NaOH al 1% (5 ml) en acetona/agua (4 ml/5 ml) da lugar a un residuo que se

purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 984 mg

(65%) de 3.26a como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 153 (M+H)*. "TH-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) 6: 1.11-1.27 (m, 5H, H-2, H-3" H-4’, H-5, H-6’), 1.69-1.70 (m, 5H, H-2’,
H-3' H-4’, H-5’, H-6"), 2.12 (m, 1H, H-1"), 2.18 (s, 3H, CH,), 5.96 (d, 1H, /= 16.1 Hz, H-3), 6.78

(dd, TH, / = 16.1, 6.7 Hz, H-4). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la

literatura. '

(B)-5-Fenilpent-3-en-2-ona (3.26b)

o Una disolucién de fenilacetaldehido (3.25b) (1.17 ml, 10 mmol) y 1-

X (trifenilfosforaniliden)-2-propanona (2.87 g, 9 mmol) en cloroformo (50 ml) se
calienta a 60 °C durante 4 horas. Transcurrido ese tiempo, el disolvente se evapora y

el residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose

1.11 g (77%) de 3.26b como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 161

(M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.19 (s, 3H, CH,), 3.55 (d, 2H, /= 6.8 Hz, CH,), 6.02
(d, TH, / =15.9 Hz, H-3), 6.98 (dt, 1H, / =15.9, 6.9 Hz, H-4), 7.22-7.42 (m, 5H, Ar). Los datos

espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'”

[1,1'-Bi(ciclohexano)]-3,5-diona (3.27a)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas
(I, a una disolucién de malonato de dietilo (1.04 ml, 6.86 mmol) y etéxido
sédico al 25% en etanol (1.9 ml, 6.86 mmol) se afiade 3.26a (950 mg, 6.24
mmol) en etanol (2.2 ml), dando lugar a 840 mg (69%) de 3.27a como un
sélido marrén. Pf 158-160 °C (lit"® 162 °C). EM (ES, modo positivo): m/z 195
(M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma endlica): 0.94-1.2 (m, 6H, H-17, H-2’, H-3’, H-4’,
H-5, H-6'), 1.62-1.77 (m, 5H, H-2', H-3, H-4', H-5', H-6'), 1.80 (m, 1H, H-5), 2.02 (m, 2H, H-4,
H-6), 2.25 (dd, 2H, /= 16.7, 4.7 Hz, H-4, H-6), 5.18 (s, TH, H-2).
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CAPITULO 3

5-Bencilciclohexano-1,3-diona (3.27b)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (Il), a
una disolucién de malonato de dietilo (1.04 ml, 6.86 mmol) y etéxido sédico al 25%
en etanol (1.9 ml, 6.86 mmol) se afiade 3.26b (1.0 g, 6.25 mmol) en etanol (2.2
ml). Se obtienen asi 420 mg (33%) de 3.27b como un sélido marrén. Pf 118-120 °C
(it 117 °C). EM (ES, modo positivo): m/z 203 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) & (forma enélica): 2.13 (m, 4H, H-4, H-6), 2.24 (m, 1H, H-5), 2.63 (d, 2H, /
= 6.8 Hz, CH,), 5.18 (s, 1H, H-2), 7.17-7.33 (m, 5H, Ar). Los datos espectroscdpicos coincidieron

con los descritos en la literatura.'®

4-Acetil-[1,1"bi(ciclohexano)]-3,5-diona (3.284q)

o o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (Ill), se hace reaccionar 3.27a (300 mg, 1.54 mmol), cloruro de acetilo

o (220 pl, 3.09 mmol), K,CO; (469 mg, 3.39 mmol), 1,2,4-triazol (43 mg, 0.62

mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (248 mg, 0.77 mmol) en DMF anhidra (4

ml), obteniéndose 134 mg (36%) de 3.28a como un sélido amarillo. Pf 52-54

°C. EM (ES, modo positivo): 237 m/z (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma enélica):

1.12 (m, 8H, H-1’, H-2, H-3’, H-4', H-5’, H-6’, H-4, H-6), 1.70 (m, 8H, H-2’, H-3’, H-4’, H-5', H-
6', H-4,H-5, H-6), 2.51 (s, 3H, CH;).

2-Acetil-5-bencilciclohexano-1,3-diona (3.28b)

o o Siguiendo el procedimiento general para la sinfesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (lll), se hace reaccionar 3.27b (100 mg, 0.49 mmol), cloruro de acetilo (70
ul, 0.98 mmol), K,CO; (150 mg, 1.08 mmol), 1,2,4-triazol (14 mg, 0.20 mmol) y
bromuro de tetrabutilamonio (80 mg, 0.25 mmol) en DMF anhidra (4 ml),
obteniéndose 46 mg (38%) de 3.28b como un aceite marrén. EM (ES, modo
positivo): 245 m/z (M+H)". "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma endlica): 2.34
(m, 5H, H-4, H-5, H-6), 2.40 (s, 3H, CH,), 2.64 (d, 2H, /=5.5 Hz, CH,), 7.11-7.33 (m, 5H, Ar).

4-(1-((2-Metoxifenil)jamino)etiliden)-[1,1'-bi(ciclohexano)]-3,5-diona (3.29q)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

/@ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.28a
(100 mg, 0.42 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (72 ul, 0.63 mmol) en tolueno
(4.2 ml) por calentamiento en tubo de presién. El crudo se purifica por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose 128 mg (89%)
de 3.29a como un sélido blanco. Pf 131-133 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 342 (M+H)*. 'H-
RMN (DMSO-d,, 400 MH2) 8: 0.93-1.20 (m, 6H, H-17, H-2", H-3', H-4', H-5, H-6'), 1.60-1.77 (m,
6H, H-5, H-2', H-3', H-4’, H-5', H-6'), 2.30 (m, 2H, H-4, H-6), 2.36 (s, 3H, CH,), 2.43 (m, 2H, H-
4,H-6), 3.82 (s, 3H, OCH,), 7.03 (t, 1H, /= 7.7 Hz, Ar), 7.18 (d, TH, /= 8.1 Hz, Ar), 7.29 (d, TH,
J=75Hz A, 7.37 (1, 1H, J = 7.8 Hz, Ar), 14.74 (s ancho, TH, NH). BC-RMN (DMSO-d,, 100
MHz) 8: 19.5 (CHj), 25.9 (C-3’, C-5'), 26.1 (C-4"), 29.2 (C-2’, C-6"), 36.9 (C-5), 40.8 (C’-1), 42.2
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(C-4, C-6), 55.8 (OCH.), 108.4 (NHC=C), 112.3, 120.6, 124.5, 126.9, 129.1, 153.1 (Ar), 172.1
(NHC=C). Anglisis elemental (%) calculado para C,H,,NO;: C, 73.87; H, 7.97; N, 4.10.
Encontrado: C, 74.05; H, 8.15; N, 4.09.

5-Bencil-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.29b)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-
@\/&LNQ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar en un
° H O tubo de presion 3.28b (40 mg, 0.16 mmol) y o-anisidina (3.10c¢) (28

ul, 0.25 mmol) en tolueno (1.6 ml). El crudo se purifica por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 41 mg (73%) de 3.29b como un sélido
blanco. Pf 165-167 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 350 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) §:
2.27 (m, 2H, H-4, H-6), 2.33 (m, TH, H-5), 2.35 (s, 3H, CH,), 2.38 (m, 2H, H-4, H-6), 2.60 (d, 2H,
J= 5.6 Hz, CH,), 3.81 (s, 3H, OCH,), 7.02 (id, 1H, J = 7.6, 1.2 Hz, Ar), 7.18 (m, 2H, Ar), 7.22
(m, 2H, Ar), 7.28 (m, 2H, Ar), 7.31 (m, TH, Ar), 7.37 (m, TH, Ar), 14.72 (s ancho, TH, NH). 3C-
RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 19.6 (CH,), 32.6 (C-5), 39.7 (CH,), 46.5 (C-4, C-6), 55.7 (OCH,),
108.6 (NHC=C), 112.3, 115.2, 117.9, 120.6, 124.51, 126.1, 126.9, 129.0, 129.2, 139.4 (Ar),

172.3 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,;NO,: C, 75.62; H, 6.63; N, 4.01.
Encontrado: C, 75.86; H, 6.71; N, 4.08.

5,5-Dimetil-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)-1,3-diona (3.31)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-

_ N/© 1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar la 2-acetil-5,5-dimetil-1,3-

H 4 ciclohexanodiona (3.30) (116 mg, 0.59 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (100 pul,

° o 0.88 mmol) en tolueno (6.0 ml) por calentamiento en el reactor de

microondas. El crudo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 134

mg (79%) de 3.31 como un sélido blanco. Pf 101-103 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 288

(M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 0.98 (s, 6H, CH.), 2.34 (m, 4H, H-4, H-6), 2.35 (s, 3H,

CH,), 3.83 (s, 3H, OCH,), 7.02 (id, 1H, /= 7.7, 1.1 Hz, Ar), 7.16 (d, 1H, /= 8.1 Hz, Ar), 7.26

(dd, TH, /= 7.9, 1.6 Hz, Ar), 7.36 (m, TH, Ar), 14.73 (s ancho, 1H, NH). ®*C-RMN (DMSO-d,, 125

MHz) &: 20.0 (CH,), 28.2 (CH,), 30.2 (C-5), 52.7 (C-4, C-6), 56.2 (OCH,), 108.3 (NHC=C),

112.7,121.1,124.6, 127.3, 129.7, 153.4 (Ar), 172.2 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado
para C,,H,,NO;,: C, 71.06; H, 7.37; N, 4.87. Encontrado: C, 71.24; H, 7.61; N, 4.94.

(£-4-(o-Tolil)but-3-en-2-ona (3.33q)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona (1),

S una disolucién que contiene de 2-metilbenzaldehido (3.32a) (1.15 ml, 10 mmol) y
E;(\)J\ NaOH (5 ml) en acetona/agua (4 ml/5 ml) da lugar a un residuo que se purifica
por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 1.05 g (66%) de

3.33a como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 161 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) &: 2.35 (s, 3H, CH,), 2.42 (s, 3H, CHy), 6.71 (d, TH, / = 16.2 Hz, H-3), 7.28 (m, 3H, Ar),
7.69 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Ar), 7.79 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-4). Los datos espectroscédpicos

coincidieron con los descritos en la literatura.'
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(B-4-(2-Fluorofenil)but-3-en-2-ona (3.33b)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona (1),

x una disolucién de 2-fluorobenzaldehido (3.32b) (1.05 ml, 10 mmol) y NaOH al
©::\)‘\ 1% (5 ml) en acetona/agua (4 ml/5 ml), conduce a un residuo que se purifica por
cromatografia flash (hexano/acetato de efilo). Se obtienen asi 1.44 g (88%) de

3.33b como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 165 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) 8: 2.35 (s, 3H, CHs), 6.89 (d, TH, /= 16.5 Hz, H-3), 7.30 (m, 2H, Ar), 7.48 (m, TH, Ar), 7.59
(d, TH, / = 16.5 Hz, H-4), 7.84 (dt, 1H, / = 7.8, 1.6 Hz, Ar). Los datos espectroscépicos

coincidieron con los descritos en la literatura.'’

(B-4-(2,6-Dimetilfenil)but-3-en-2-ona (3.33c)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona (1),
@i\i de una disolucién de 2,6-dimetilbenzaldehido (3.32¢) (1341 ul, 10 mmol) y NaOH
al 1% (5 ml) en acetona/agua (4 ml/5 ml), se obtienen 1.60 g (92%) de 3.33c
como un aceite marrén y con pureza suficiente para el siguiente paso sintético. EM
(ES, modo positivo): m/z 175 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.30 (s, 6H, CHj), 2.36 (s,
3H, CH,), 6.32 (d, 1H, /= 16.7 Hz, H-3), 7.12 (m, 3H, Ar), 7.69 (d, TH, /= 16.7 Hz, H-4). Los

datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.?

(B-4-(2,6-Difluorofenil)but-3-en-2-ona (3.33d)
Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona (1),
S una disolucién de 2,6-difluorobenzaldehido (3.32d) (1075 ul, 10 mmol) en
@f\)J\ acetona/agua (4 ml/5 ml) con NaOH al 1% (5 ml) da lugar a un residuo que se
F purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 1.11 g
(61%) de 3.33d como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 183 (M+H)*. "TH-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) 6: 2.36 (s, 3H, CH,), 6.90 (d, TH, /= 16.7 Hz, H-3), 7.23 (m, 2H, Ar), 7.50
(d, 1H, / = 16.7 Hz, H-4), 7.54 (m, 1H, Ar). Los datos espectroscépicos coincidieron con los

descritos en la literatura.?!

(B-4-(m-Tolil)but-3-en-2-ona (3.33e)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona (1),

N una disolucién de 3-metilbenzaldehido (3.32¢) (1.18 ml, 10 mmol) en
acetona/agua (4 ml/5 ml) con NaOH al 1% (5 ml) da lugar a un residuo que se

purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 1.29 g

(81%) de 3.33e como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 161 (M+H)*. "TH-RMN
(DMSO-dg, 300 MHz) 6: 2.33 (s, 6H, CHj), 6.78 (d, TH, /= 16.4 Hz, H-3), 7.29 (m, 2H, Ar), 7.53
(m, 2H, Ar), 7.55 (d, 1TH, / = 16.4 Hz, H-4). Los datos espectroscépicos coincidieron con los

descritos en la literatura.??
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(B-4-(3-Metoxifenil)but-3-en-2-ona (3.33f)
o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona (1),
X una disolucién que contiene 3-metoxibenzaldehido (3.32f) (0.97 ml, 8 mmol) y
NaOH (4 ml) en acetona/agua (3.2 ml/4 ml) conduce a un residuo que se purifica
O por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 1.17 g (83%) de
3.33f como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 177 (M+H)*. 'H-
RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.33 (s, 3H, CH,), 3.80 (s, 3H, OCH,), 6.80 (d, TH, /= 16.4 Hz, H-
3), 7.00 (m, TH, Ar), 7.28 (m, 2H, Ar), 7.33 (m, TH, Ar), 7.59 (d, TH, /= 16.4 Hz, H-4). Los datos

espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.?®

(B)-4-(p-Tolil)but-3-en-2-ona (3.33g)

o0  Siguiendo el procedimiento general para la reacciéon de aldehidos con acetona

A (), una disolucién de 4-metilbenzaldehido (3.32g) (1.18 ml, 10 mmol)) y NaOH

(5 ml) en acetona/agua (4 ml/5 ml) conduce a 1.53 g (96%) de 3.33g como un

aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 161 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.32 (s,
3H, CH,), 2.33 (s, 3H, CH3), 6.75 (d, 1H, /= 16.5 Hz, H-3), 6.24 (d, 2H, /= 7.9 Hz, Ar), 7.58 (d,
2H, /= 7.9 Hz, Ar), 7.60 (d, TH, /= 16.4 Hz, H-4). Los datos espectroscépicos coincidieron con los

descritos en la literatura.'”

(£)-4-(4-Metoxifenil)but-3-en-2-ona (3.33h)
o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de aldehidos con acetona
/@/\)‘\ (), una disolucién de 4-metoxibenzaldehido (3.32h) (0.97 ml, 8 mmol) vy
~o NaOH (4 ml) en acetona/agua (3.2 ml/4 ml) conduce a un residuo que se
purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 1.33
g (94%) de 3.33h como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 177 (M+H)*. "H-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.30 (s, 3H, CH,), 3.80 (s, 3H, OCH,), 6.68 (d, 1H, / = 16.3 Hz, H-3),
6.99 (d, 2H, /= 8.3 Hz, Ar), 7.58 (d, TH, J = 16.3 Hz, H-4), 7.67 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Ar). Los

datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.??

5-(o-Tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.34q)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (l1),
a una disolucién de malonato de dietilo (1.04 ml, 6.86 mmol) y etéxido sédico al
25% en etanol (1.9 ml, 6.86 mmol) se adiciona 3.33a (1.00 g, 6.24 mmol) en
etanol (2.2 ml), conduciendo a 1.01 g (80%) de 3.34a como un sélido marrén. Pt
167-169 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 203 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) & (forma endlica): 2.30 (s, 3H, CH,), 2.35 (m, 2H, H-4, H-6), 2.57 (m, 2H, H-4, H-6), 3.49 (i,
1H, /=11.7, 4.5 Hz, H-5), 5.30 (s, 1H, H-2), 7.15 (m, 3H, Ar), 7.34 (m, 1H, Ar), 11.18 (s ancho,

TH, OH). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'®
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CAPITULO 3

5-(2-Fluorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.34b)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (Il),

(0]
a una disolucién de malonato de dietilo (1.42 ml, 9.38 mmol) y etéxido sédico al
o 25% en etanol (2.55 ml, 9.38 mmol) se afiade 3.33b (1.42 g, 8.53 mmol) en
. etanol (3 ml), dando lugar a 1.35 g (77%) de 3.34b como un sélido marrén. Pt

177-178 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 207 (M+H)".'H-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) § (forma endlica): 2.40 (dd, 2H, /= 16.6, 3.0 Hz, H-4, H-6), 2.62 (m, 2H, H-4, H-6), 3.57 (#,
1H, /= 11.4, 4.7 Hz, H-5), 5.30 (s, 1H, H-2), 7.18 (m, 2H, Ar), 7.30 (m, 1H, Ar), 7.41 (m, TH, Ar),

11.17 (s ancho, 1H, OH). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'®

5-(2,6-Dimetilfenil)ciclohexano-1,3-diona (3.34c)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (Il),

(0]
a una disolucién de malonato de dietilo (1.63 ml, 10.73 mmol) y etéxido sédico al
o 25% en etanol (2.92 ml, 10.73 mmol) se adiciona 3.33c (1.70 g, 9.75 mmol) en
etanol (3.5 ml). Se obtienen asi 1.47 g (70%) de un sélido marrén que se

caracteriza como 3.34c. Pf 77-79 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 217 (M+H)".
'H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.22 (m, 2H, H-4, H-6), 2.35 (s, 6H, CH;), 2.89
(m, 2H, H-4, H-6), 3.73 (t, 1H, /= 13.2, 4.7 Hz, H-5), 5.31 (s, 1H, H-2), 7.00 (m, 3H, Ar), 11.19

(s ancho, TH, OH). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'®

5-(2,6-Difluorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.34d)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (lI),

(0]
F a una disolucién de malonato de dietilo (0.92 ml, 6.05 mmol) y etéxido sédico al
o 25% en etanol (1.65 ml, 6.05 mmol) se afiade 3.33d (1.00 g, 5.50 mmol) en
E etanol (2 ml), conduciendo a 1.03 g (84%) de 3.34d como un sélido marrén. Pf

193-195 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 225 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) & (forma endlica): 2.60 (m, 2H, H-4, H-6), 2.84 (m, 2H, H-4, H-6), 3.66 (i, 1H, /= 13.2, 4.7
Hz, H-5), 5.31 (s, 1H, H-2), 7.10 (m, 2H, /= 8.5 Hz, Ar), 7.37 (m, 1H, Ar), 11.28 (s ancho, TH,

OH). Los datos espectroscopicos coincidieron con los descritos en la literatura.'®

5-(m-Tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.34¢)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (l1),

a una disolucién de malonato de dietilo (1.25 ml, 8.24 mmol) y etéxido sédico al
o 25% en etanol (2.24 ml, 8.24 mmol) se adiciona 3.33e (1.20 g, 7.49 mmol) en
etanol (3 ml). Se obtienen asi 1.29 g (85%) de 3.34e como un sélido marrén. Pf

151-153 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 203 (M+H)*. 'TH-RMN (DMSO-d,,
300 MHz) & (forma endlica): 2.28 (s, 3H, CH,), 2.35 (m, 2H, H-4, H-6), 2.57 (m, 2H, H-4, H-6),
3.25 (m, TH, H-5), 5.28 (s, TH, H-2), 7.04 (d, 1H, /= 7.4 Hz, Ar), 7.13 (m, 2H, Ar), 7.10 (t, TH, J
= 7.4 Hz, Ar), 11.16 (s ancho, TH, OH). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos

en la literatura.'®



5-(3-Metoxifenil)ciclohexano-1,3-diona (3.34f)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (Il),

(0]
a una disolucién de malonato de dietilo (1.04 ml, 6.87 mmol) y etéxido sédico al
o0 25% en etanol (2.41 ml, 8.87 mmol) se afade 3.33f (1.10 g, 6.24 mmol) en
etanol (2 ml), obteniéndose 1.24 g (91%) de 3.34f como un sélido marrén. Pf 85-
O\

87 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 219 (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz)

S (forma endlica): 2.29 (m, 2H, H-4, H-6), 2.61 (m, 2H, H-4, H-6), 3.25 (m, 1H,
H-5), 3.74 (s, 3H, OCH,), 5.28 (s, 1H, H-2), 6.80 (m, TH, Ar), 6.91 (m, 2H, Ar), 7.23 {t, TH, / =
8.0 Hz, Ar), 11.17 (s ancho, TH, OH).

5-(p-Tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.34g)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas

(0]
(), a una disolucién de malonato de dietilo (1.57 ml, 10.30 mmol) y etéxido
o sodico al 25% en etanol (2.80 ml, 10.30 mmol) se afiade 3.33g (1.50 g, 9.36
mmol) en etanol (3.3 ml), dando lugar a 1.38 g (73%) de 3.34g como un sélido

marrén. Pf 169-171 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 203 (M+H)*. "TH-RMN
(DMSO-d,, 300 MHz) 6 (forma endlica): 2.27 (s, 3H, CH,), 2.37 (m, 2H, H-4, H-6), 2.58 (m, 2H, H-
4,H-6),3.25 (, 1H, /= 11.6, 4.6 Hz, H-5), 5.22 (s, 1H, H-2), 7.12 (d, 2H, /= 8.1 Hz, Ar), 7.21
(d, 2H, /= 8.1 Hz, Ar), 11.15 (s ancho, TH, OH). Los datos espectroscépicos coincidieron con los

descritos en la literatura.'”

5-(4-Metoxifenil)ciclohexano-1,3-diona (3.34h)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-
dionas (), a una disolucién de malonato de dietilo (1.23 ml, 8.11 mmol) y
etéxido sédico al 25% en etanol (2.21 ml, 8.11 mmol) se afiade 3.33h (1.30
~o g, 7.38 mmol) en etanol (2.6 ml). Se obtienen asi 1.50 g (93%) de 3.34h

como un sélido marrén. Pf 174-176 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 219
(M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.35 (m, 2H, H-4, H-6), 2.56 (m, 2H, H-
4, H-6), 3.23 (m, 1H, H-5), 3.72 (s, 3H, OCH,), 5.27 (s, TH, H-2), 6.88 (d, 2H, /= 9.1 Hz, Ar),
7.25(d, 2H, /= 9.1 Hz, Ar), 11.14 (s ancho, TH, OH).

2-Acetil-5-(o-tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.35q)

0 o Siguiendo el procedimiento general para la sinfesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (lll), se hace reaccionar 3.34a (100 mg, 0.49 mmol), cloruro de acetilo

o (70 ul, 0.98 mmol), K,CO4(150 mg, 1.08 mmol), 1,2,4-triazol (14 mg, 0.20

mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (81 mg, 0.25 mmol) en DMF anhidra (4

ml), obteniéndose 42 mg (35%) de 3.35a como un sélido amarillo. Pf 165-167

°C. EM (ES, modo positivo): 245 m/z (M+H)*. 'H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma endlica):

2.31 (s, 3H, CHy), 2.56 (s, 3H, CH), 2.63 (m, 2H, H-4, H-6), 2.93 (m, 2H, H-4, H-6), 3.60 (m, TH,
H-5), 7.17 (m, 3H, Ar), 7.32 (d, TH, /= 9.1 Hz, Ar).
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2-Acetil-5-(2-fluorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.35b)

o o Siguiendo el procedimiento general para la sinfesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (lll), se hace reaccionar 3.34b (101 mg, 0.49 mmol), cloruro de acetilo
(70 wl, 0.98 mmol), K,CO4(150 mg, 1.08 mmol), 1,2,4-triazol (14 mg, 0.20
mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (81 mg, 0.25 mmol) en acetonitrilo anhidro
(4 ml), obteniéndose 59 mg (48%) de 3.35b como un sélido amarillo. PF 71-73
°C. EM (ES, modo positivo): 249 m/z (M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica):
2.55 (s, 3H, CHs), 2.70 (m, 2H, H-4, H-6), 3.00 (m, 2H, H-4, H-6), 3.68 (t, 1H, /= 11.9, 4.1 Hz,
H-5), 7.20 (m, 2H, A, 7.33 (m, 1H, A, 7.41 (id, 1H, J = 7.9, 2.0 Hz, Ar). Los datos

espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'”

B

2-Acetil-5-(2,6-dimetilfenil)ciclohexano-1,3-diona (3.35¢)

O O Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (Ill), se hace reaccionar 3.34c (400 mg, 1.85 mmol), cloruro de acetilo
O  (0.26 ml, 3.70 mmol), K,CO,4 (563 mg, 4.07 mmol), 1,2,4-triazol (51 mg, 0.74
mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (300 mg, 0.93 mmol) en DMF anhidra (5
ml). Se obtienen asi 139 mg (29%) de 3.35¢c como un sélido blanco. Pf 140-142 °C. EM (ES, modo
positivo): 259 m/z (M+H)". TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.37 (s, 6H, CH,),
2.43 (m, 2H, H-4, H-6), 2.56 (s, 3H, CH,), 2.64 (m, 2H, H-4, H-6), 3.79 (it, 1H, /= 13.8, 3.8 Hz,
H-5), 7.00 (m, 3H, Ar).

i

2-Acetil-5-(2,6-difluorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.35d)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (Ill), se hace reaccionar 3.34d (400 mg, 1.78 mmol), cloruro de acetilo
(0.26 ml, 3.57 mmol), K,CO; (543 mg, 3.93 mmol), 1,2,4-triazol (49 mg, 0.71
mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (287 mg, 0.89 mmol) en acetonitrilo
anhidro (5 ml). Se obtienen asi 66 mg (14%) of 3.35d como un sélido blanco. P
88-90 °C. EM (ES, modo positivo): 267 m/z  (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma
endlica): 2.54 (s, 3H, CHy), 2.66 (m, 2H, H-4, H-6), 3.04 (m, 2H, H-4, H-6), 3.78 (m, TH, H-5),
711 (m, 2H, J = 8.7 Hz, Ar), 7.39 (m, TH, Ar).

n
-
(e}
(e} o

2-Acetil-5-(m-tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.35e)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (lll), se hace reaccionar 3.34e (202 mg, 1.00 mmol), cloruro de acetilo
(143 ul, 2.00 mmol), K,CO; (304 mg, 2.20 mmol), 1,2,4-triazol (28 mg, 0.40
mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (161 mg, 0.50 mmol) en acetonitrilo
anhidro (4 ml), obteniéndose 110 mg (45%) de 3.35e como un sélido blanco. P
68-70 °C. EM (ES, modo positivo): 245 m/z (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma
endlica): 2.27 (s, 3H, CH,), 2.55 (s, 3H, CH,3), 2.65 (m, 2H, H-4, H-6), 2.91 (m, 2H, H-4, H-6),
3.37 (#, 1H, /=11.9, 4.3 Hz H-5), 7.06 (d, 1H, /= 7.5Hz, Ar), 7.13 (m, 2H, Ar), 7.22 (t, 1H, /=
7.5 Hz, Ar).



2-Acetil-5-(3-metoxifenil)ciclohexano-1,3-diona (3.35f)

o  Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

(0]
dionas (lll), se hace reaccionar 3.34f (202 mg, 0.98 mmol), cloruro de acetilo
o (131 ul, 1.84 mmol), K,CO; (276 mg, 2.00 mmol), 1,2,4-triazol (25 mg, 0.36
mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (148 mg, 0.46 mmol) en acetonitrilo
O\

anhidro (4 ml), obteniéndose 127 mg (50%) de 3.35f como un sélido blanco. Pf

110-112 °C. EM (ES, modo positivo): 261 m/z (M+H)*. "H-RMN (DMSO-d,
300 MHz) & (forma endlica): 2.55 (s, 3H, CH,), 2.61 (m, 2H, H-4, H-6), 2.79 (m, 2H, H-4, H-6),
3.39 (m, 1H, H-5), 3.74 (s, 3H, OCHj), 6.81 (m, 1H, Ar), 6.90 (m, 2H, Ar), 7.25 (1, 1H, /= 7.8 Hz,
Ar).

2-Acetil-5-(p-tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.35g)

0  Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (lll), se hace reaccionar 3.34g (202 mg, 1.00 mmol), cloruro de acetilo
(131 wl, 1.84 mmol), K,CO; (276 mg, 2.00 mmol), 1,2,4-triazol (25 mg, 0.36
mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (148 mg, 0.46 mmol) en acetonitrilo

anhidro (4 ml), obteniéndose 110 mg (45%) de 3.35g como un sélido blanco. Pf 98-100 °C. EM
(ES, modo positivo): 245 m/z (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma enélica): 2.27 (s,
3H, CH.), 2.54 (s, 3H, CH.), 2.66 (m, 2H, H-4, H-6), 2.91 (m, 2H, H-4, H-6), 3.36 (i, 1H, J =
11.7, 4.4 Hz, H-5), 7.14 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Ar), 7.21 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Ar). Los datos

espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'?

2-Acetil-5-(4-metoxifenil)ciclohexano-1,3-diona (3.35h)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-

O O
1,3-dionas (lll), se hace reaccionar 3.34h (300 mg, 1.38 mmol), cloruro de
o  acetilo (197 ul, 2.76 mmol), K,CO, (415 mg, 3.00 mmol), 1,2,4-triazol (37
~o mg, 0.54 mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (222 mg, 0.69 mmol) en

acetonitrilo anhidro (5.5 ml), obteniéndose 180 mg (50%) de 3.35h como
un sélido blanco. Pf 85-87 °C. EM (ES, modo positivo): 261 m/z (M+H)". 'TH-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) & (forma endlica): 2.53 (s, 3H, CH,), 2.66 (m, 2H, H-4, H-6), 2.88 (m, 2H, H-4, H-6), 3.34 (i,
1H, /= 11.6, 4.2 Hz, H-5), 3.72 (s, 3H, OCH,), 6.88 (d, 2H, /= 8.6 Hz, Ar), 7.23 (d, 2H, /= 8.7
Hz, Ar).

2-Acetil-5-(4-clorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.35i)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (lll), se hace reaccionar 5-(4-chorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.34i)
(200 mg, 0.90 mmol), cloruro de acetilo (129 ul, 1.80 mmol), K,CO, (274
mg, 1.98 mmol), 1,2,4-triazol (25 mg, 0.36 mmol) y bromuro de

tefrobuhlomonlo (145 mg, 0.45 mmol) en acetonitrilo anhidro (4 ml), obteniéndose 176 mg (74%)
de 3.35i como un sélido blanco. PF 140-142 °C. EM (ES, modo positivo): 265 m/z (M+H)" con
distribucién isotépica de Cl. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.55 (s, 3H, CH,),
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2.71 (m, 2H, H-4, H-6), 2.90 (m, 2H, H-4, H-6), 3.43 (i, 1H, /= 11.7, 4.1 Hz, H-5), 7.38 (m, 4H,
Ar).

2-Acetil-5-(4-fluorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.35))

O O Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (lll), se hace reaccionar 5-(4-fluorofenil)ciclohexano-1,3-diona (3.34j)

0 (101 mg, 0.49 mmol), cloruro de acetilo (70 ul, 0.98 mmol), K,CO4(150 mg,

F 1.08 mmol), 1,2,4-triazol (14 mg, 0.20 mmol) y bromuro de tetrabutilamonio
(81 mg, 0.25 mmol) en acetonitrilo anhidro (4 ml), obteniéndose 73 mg (60%) de 3.35j como un
sélido blanco. Pf 110-112 °C. EM (ES, modo positivo): 249 m/z (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300
MHz) & (forma endlica): 2.55 (s, 3H, CH,), 2.71 (m, 2H, H-4, H-6), 2.95 (m, 2H, H-4, H-6), 3.40
(m, 1H, /=118, 4.1 Hz, H-5), 7.26 (m, 1H, Ar), 7.34 (m, 3H, Ar). Los datos espectroscépicos

coincidieron con los descritos en la literatura.'’

2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)-5-(o-tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.36q)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

(0]
_ N/@ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35a (92
o H 0. mg, 0.37 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (62 ul, 0.55 mmol) en tolueno (3.7
ml) por calentamiento en tubo de presién. El crudo de reaccién se purifica

por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose 60 mg
(46%) de 3.36a como un sélido blanco. Pf 142-144 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 350 (M+H)*.
"H-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &: 2.32 (s, 3H, CH,), 2.42 (s, 3H, CH,), 2.55 (m, 2H, H-4, H-6),
2.80 (m, 2H, H-4, H-6), 3.51 (#t, 1H, /= 12.6, 3.3 Hz, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH,), 7.05 (t, 1H, /=
7.2 Hz, Ar), 7.17 (m, 4H, Ar), 7.32 (m, 2H, Ar), 7.39 (m, 1H, Ar), 14.79 (s ancho, TH, NH). *C-
RMN (DMSO-dy, 100 MHz) &: 19.7 (CH,), 19.9 (CHS), 32.1 (C-5), 45.1 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,),
108.3 (NHC=(),112.3, 120.6, 124.5, 125.2, 126.2, 126.3, 126.9, 129.2, 130.3, 135.2, 141 .4,
153.1 (Ar), 174.0 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,5NO;: C, 75.62; H, 6.63;
N, 4.01. Encontrado: C, 75.78; H, 6.73; N, 3.84.

5-Fenil-2-(1-((2-fluorofenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36b)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

(0]
P N/Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35b (80
o H o_ Mg, 0.32 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (55 ul, 0.48 mmol) en tolueno (3.2
ml) por calentamiento en tubo de presién. El crudo se purifica por
F

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose 80 mg (71%)
de 3.36b como un sélido blanco. Pf 133-135 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 354 (M+H)*. 'H-
RMN (DMSO-d,, 400 MH2) 8: 2.41 (s, 3H, CH,), 2.61 (dd, 2H, J = 16.5, 2.5 Hz, H-4, H-6), 2.84
(m, 2H, H-4, H-6), 3.60 (i, 1H, /= 12.0, 4.0 Hz, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH,), 7.04 (td, 1H, /= 7.6,
1.2 Hz, Ar), 7.20 (m, 3H, Ar), 7.32 (m, 2H, Ar), 7.38 (dd, TH, /= 7.8, 1.7 Hz, A1), 7.42 (dd, TH, J
= 7.8, 1.7 Hz, Ar), 14.75 (s ancho, 1H, NH). "*C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 19.7 (CH,), 29.6
(C-5), 45.0 (C-4, C-6), 56.1 (OCH,), 108.1 (NHC=C), 108.3, 112.3, 115.3, 120.6, 124 .4,
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126.9, 127.8, 128.4, 129.3, 129.90, 153.1, 161.4 (Ar), 172.7 (NHC=C). Andlisis elemental (%)
calculado para C,H,,FNO,: C, 71.37; H, 5.70; N, 3.96. Encontrado: C, 71.09; H, 5.98; N, 4.02.

5-(2,6-Dimetilfenil)-2-(1-((2-metoxifeniljamino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36¢)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35¢
(130 mg, 0.50 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (85 pl, 0.75 mmol) en tolueno
(5 ml) por calentamiento en tubo de presién. El crudo se purifica por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 120 mg
(66%) de 3.36c como un sélido marrén. Pf 140-142 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 364 (M+H)*.
1H-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &: 2.38 (s, 6H, CH,), 2.42 (s, 3H, CH,), 2.47 (m, 2H, H-4, H-6),
3.17 (m, 2H, H-4, H-6), 3.77 (m, TH, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH), 6.99 (m, 3H, Ar), 7.05 (t, TH, /=
7.6 Hz, Ar), 7.20 (d, TH, J = 8.3 Hz, Ar), 7.32 (dd, 1H, /= 7.6, 1.7 Hz, Ar), 7.39 (m, TH, An),
14.81 (s ancho, TH, NH). '3C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 19.8 (CH.), 21.5 (CH.), 32.6 (C-5),
42.7 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 108.3 (NHC=(), 112.3, 120.6, 124.5, 126.2, 126.9, 129.2,
129.7, 136.1, 138.1, 153.1 (Ar), 172.7 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
C,Hx;NO,: C, 76.01; H, 6.93; N, 3.85. Encontrado: C, 76.30; H, 7.05; N, 3.79.

5-(2,6-Difluorofenil)-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36d)

Siguiendo el procedimiento general para la reacciéon de 2-acilciclohexano-

O
. p NQ 1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35d (57 mg, 0.21
o H N mmol) y o-anisidina (3.10¢) (36 ul, 0.32 mmol) en tolueno (5 ml) por
calentamiento en tubo de presién. El crudo se purifica por cromatografia
F

flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 44 mg (56%) de 3.36d
como un sélido blanco. Pf 141-142 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 372 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-
ds, 400 MHz) &: 2.41 (s, 3H, CH,), 2.57 (dd, 2H, /= 16.6, 2.9 Hz, H-4, H-6), 3.00 (m, 2H, J =
13.9 Hz, H-4, H-6), 3.71 (i, TH, /= 12.9, 3.8 Hz, H-5), 3.84 (s, 3H, OCHy), 7.04 (i, 1H, /= 7.6,
1.2 Hz, Ar), 7.10 (m, 2H, /= 8.6 Hz, Ar), 7.20 (dd, 1H, /= 8.4, 1.2 Hz, Ar), 7.32 (dd, 1H, /= 7.8,
1.7 Hz, Ar), 7.36 (m, TH, Ar), 7.40 (m, 1H, Ar), 14.72 (s ancho, TH, NH). *C-RMN (DMSO-d,, 100
MHz) 8: 19.8 (CHs), 27.0 (C-5), 43.0 (C-4, C-6), 55.8 (OCHs), 108.2 (NHC=C), 112.0, 112.3,
117.5, 120.6, 124.4, 126.9, 129.27, 153.1, 159.6, 162.1 (A, 172.9 (NHC=C). Andlisis
elemental (%) calculado para C,H,oF,NO;: C, 67.92; H, 5.16; N, 3.77. Encontrado: C, 67.85; H,
4.98; N, 3.67.

2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)-5-(m-tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.36e)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-
/© acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35e
O (49 mg, 0.20 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (42 pl, 0.37 mmol) en tolueno

(2 ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El residuo se

purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose
53 mg (75%) de 3.36e como un sélido blanco. Pf 107-109 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 350
(M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.30 (s, 3H, CHj), 2.41 (s, 3H, CH,), 2.59 (m, 2H, H-4,
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H-6), 2.80 (m, 2H, H-4, H-6), 3.31 (m, 1H, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH,), 7.04 (m, 2H, Ar), 7.13 (m,
2H, Ar), 7.20 (m, 2H, Ar), 7.32 (dd, 1H, /= 7.7, 1.7 Hz, Ar), 7.39 (m, TH, Ar), 14.78 (s ancho, TH,
NH). "*C-RMN (DMSO-d4, 100 MHz) 8: 19.5 (CHj), 20.9 (CH,), 35.9 (C-5), 46.2 (C-4, C-6), 55.6
(OCH,), 108.2 (NHC=(), 112.1, 120.4, 123.6, 124.3, 126.7, 127.0, 127.2, 128.2, 129.0,
137.4, 143.3, 152.9 (Ar), 172.3 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para Cy,H,3NO;: C,
75.62; H, 6.63; N, 4.01. Encontrado: C, 75.66; H, 6.90; N, 4.02.

5-(3-Metoxifenil)-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36f)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-

O
@/&NQ 1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35f (60 mg, 0.23 mmol)
o H O y o-anisidina (3.10c) (40 upl, 0.35 mmol) en tolueno (2.3 ml) por
calentamiento en el reactor de microondas. El crudo se purifica por
_0O

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose 44 mg (52%)

de 3.36f como un sélido blanco. Pf 127-129 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 366 (M+H)*. 'TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.40 (s, 3H, CHj,), 2.60 (m, 2H, H-4, H-6),
2.78 (m, 2H, H-4, H-6), 3.38 (m, 1H, H-5), 3.75 (s, 3H, OCHj), 3.83 (s, 3H, OCHj), 6.80 (m, 1H,
A, 6.90 (m, 2H, Ar), 7.04 (t, 1H, /= 7.6 Hz, Ar), 7.20 (d, TH, /= 8.2 Hz, Ar), 7.24 (t, TH, / = 8.1
Hz, Ar), 7.31 (dd, TH, /= 7.8, 1.7 Hz, Ar), 7.38 (m, 1H, Ar), 14.77 (s ancho, TH, NH). 3C-RMN
(DMSO-dy, 125 MHz) &: 19.7 (CH,), 36.1 (C-5), 45.4, 46.3 (C-4, C-6), 54.9 (OCH;), 55.8
(OCH,), 108.4 (NHC=C), 111.8, 112.3, 112.68, 118.9, 120.6, 124.5, 126.9, 129.2, 129.5,
145.2, 153.0, 159.4 (Ar), 172.4 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,3NO,: C,
72.31; H, 6.31; N, 3.94. Encontrado: C, 72.43; H, 6.31; N, 3.94.

2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)-5-(p-tolil)ciclohexano-1,3-diona (3.36g)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

/© acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35g
(49 mg, 0.20 mmol) y o-anisidina (3.10c) (34 ul, 0.30 mmol) en
tolueno (2 ml) por calentamiento en microondas. El crudo de reaccién

se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo)
obteniéndose 41 mg (59%) de 3.36g como un sélido blanco. Pf 172-174 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 350 (M+H)+. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.28 (s, 3H, CH,), 2.40 (s, 3H, CH,),
2.58 (m, 2H, H-4, H-6), 2.78 (m, 2H, H-4, H-6), 3.27 (m, TH, H-5), 3.83 (s, 3H, OCHj), 7.05 (td,
1H, /=7.6,1.2Hz, A, 713 (d,2H, /=7.9,Ar), 7.21 (m, 3H, Ar), 7.31 (dd, 1H, /= 7.7, 1.7 Hz,

Ar), 7.39 (m, 1H, Ar), 14.78 (s ancho, TH, NH). BC-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) 8: 19.7 (CH,), 20.6

(CHj), 35.7 (C-5), 46.2 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 108.4 (NHC=C), 112.3, 120.6, 124.5, 126.6,
126.9, 129.0, 129.2, 135.5, 140.5, 153.1 (Ar), 172.4 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado
para Cy,H,sNO5: C, 75.62; H, 6.63; N, 4.01. Encontrado: C, 75.59; H, 6.39; N, 3.82.

178



5-(4-Metoxifenil)-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36h)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

(0]
P NQ acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar
5 H o 3.35h (60 mg, 0.23 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (40 ul, 0.35 mmol)
- en tolueno (2.3 ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El
(0]

residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo)
obteniéndose 33 mg (39%) de 3.36h como un sélido blanco. Pf 140-142 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 366 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) §: 2.40 (s, 3H, CH,), 2.58 (m, 2H, H-4,
H-6), 2.77 (m, 2H, H-4, H-6), 3.29 (i, TH, /= 12.0, 3.9 Hz, H-5), 3.73 (s, 3H, OCHj,), 3.83 {s,
3H, OCH,), 6.89 (d, 2H, /= 8.7 Hz, Ar), 7.04 (td, TH, /= 7.6, 1.2 Hz, Ar), 7.19 (dd, TH, /= 8.3,
1.2 Hz, Ar), 7.24 (d, 2H, /= 8.7 Hz, AY), 7.31 (dd, 1H, /= 7.8, 1.6 Hz, Ar), 7.38 (m, TH, A,
14.79 (s ancho, 1H, NH). 3C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &: 19.7 (CH,), 35.3 (C-5), 45.7 (C-4, C-
6), 55.0 (OCH.), 55.8 (OCH.), 108.5 (NHC=C), 112.3, 113.9, 120.6, 124.5, 126.9, 127.7,
129.2, 1355, 153.1, 157.9 (Ar), 172.4 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
C,Hy3NO,: C, 72.31; H, 6.34; N, 3.83. Encontrado: C, 72.38; H, 6.29; N, 4.01.

5-(4-Clorofenil)-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36i)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

P /Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35i

H o (53 mg, 0.20 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (34 ul, 0. 30 mmol) en

tolueno (2 ml) por calentamiento en microondas. El crudo se purifica

c por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose 70

mg (95%) de 3.36i como un sélido blanco. Pf 138-140 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 370

(M+H)* con distribucién isotépica de Cl. "TH-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) &: 2.40 (s, 3H, CH,), 2.60

(m, 2H, H-4, H-6), 2.81 (m, 2H, H-4, H-6), 3.36 (m, 1H, H-5), 3.83 (s, 3H, OCHy), 7.04 (i, TH,

= 7.6,1.3Hz, A, 7.20 (dd, TH, /= 8.3, 1.3 Hz, A), 7.32 (dd, TH, J = 7.8, 1.5 Hz, Ar), 7.37 (m,

5H, Ar), 14.76 (s ancho, TH, NH). *C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 19.7 (CH,), 35.5 (C-5), 45.6

(C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 108.4 (NHC=C), 112.3, 120.1, 124.5, 126.9, 128.4, 128.7, 129.2,

131.0, 142.5, 153.1 (Ar), 172.5 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,,CINO;: C,
68.20; H, 5.45; N, 3.79. Encontrado: C, 68.31; H, 5.64; N, 3.88.

5-(4-Fluorofenil)-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36))

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

O
_ N/Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35j
° H o_ (42 mg, 0.17 mmol) y o-anisidina (3.10c) (28 ul, 0.25 mmol) en
. tolueno (1.7 ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El

crudo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo)
obteniéndose 60 mg (99%) de 3.36j como un sélido blanco. Pf 126-128 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 354 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.40 (s, 3H, CH,), 2.59 (m, 2H, H-4,
H-6), 2.78 (m, 2H, H-4, H-6), 3.35 (i, 1H, /= 12.1, 3.8 Hz, H-5), 3.83 (s, 3H, OCH,), 7.03 (td,
1H, /=7.6,1.3 Hz, Ar), 7.15 (m, 2H, Ar), 7.19 (dd, 1 H, /= 8.5, 1.3 Hz, Ar), 7.31 (dd, TH, /=
7.8, 1.6 Hz, Ar), 7.37 (m, 3H, Ar), 14.79 (s ancho, TH, NH). "*C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) &:
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CAPITULO 3

7 (CH,), 35.4 (C-5), 45.6, 46.3 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 108.4 (NHC=(), 112.3, 115.2,
120.6, 124.5, 126.9, 128.6, 129.2, 139.7, 139.7, 153.1, 159.9, 161.8 (Ar), 172.5 (NHC=C).
Andlisis elemental (%) calculado para C,H,,FNO,: C, 71.37; H, 5.70; N, 3.96. Encontrado: C,
71.62; H,5.84; N, 4.05.

5-(3-Metoxifenil)-2-(1-(o-tolilamino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36k)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

/Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.35f
(250 mg, 0.96 mmol) y o-toluidina (3.10j) (153 ul, 1.44 mmol) e
tolueno (10 ml) por calentamiento en un tubo de presién. El crudo se

punﬂco por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose

1 mg (42%) de 3.36k como un sélido blanco. Pf 105-107 °C. EM (ES,

modo positivo): m/z 350 (I\/H—H)*. "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.20 (s, 3H, CH3), 2.37 (s, 3H,

CH,), 2.61 (dd, 2H, /= 16.2, 3.7 Hz, H-4, H-6), 2.84 (m, 2H, H-4, H-6), 3.46 (m, 1H, H-5), 3.75

(s, 3H, OCH,), 6.80 (m, 1H, Ar), 6.91 (m, 2H, Ar), 7.29 (m, 4H, Ar), 7.40 (m, TH, Ar), 14.90 (s

ancho, TH, NH)."®*C-RMN (DMSO-d, 75 MHz) &: 17.4 (CH,), 19.6 (CH,), 36.2 (C-5), 45.8 (C-4,C-

6), 55.0 (OCH,), 108.2 (NHC=C), 11.8, 112.7, 118.9, 126.6, 126.9, 128.1, 129.5, 131.0,

133.3, 135.1, 145.1, 1594 (Ar), 172.6 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
C,Hy3sNO;: C, 75.62; H, 6.63; N, 4.01. Encontrado: C, 75.44; H, 6.51; N, 3.98.

5-(3-Hidroxifenil)-2-(1-(o-tolilamino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.36l)

A una disolucién de 3.36k (150 mg, 0.43 mmol) en diclorometano (2

(0]
/@ ml), se afiade lentamente un disolucién 1M de BBr; en diclorometano
Z "N
H (800 pl, 0.80 mmol) a 0 °C, y se agita a temperatura ambiente. Tras 16
© horas de reaccién se obtiene un precipitado que se filtra, se lava con
OH

diclorometano y se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de

etilo), dando lugar a 35 mg (23%) de un aceite amarillo que se
caracteriza como 3.36l. EM (ES, modo positivo): m/z 336 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &
2.20 (s, 3H, CH,), 2.37 (s, 3H, CH,), 2.60 (dd, 2H, /= 16.4, 4.5 Hz, H-4, H-6), 2.77 (m, 2H, H-4,
H-6), 3.25 (i, 1H, J = 12.0, 3.7 Hz, H-5), 6.62 (ddd, 1H, J = 8.0, 2.4, 0.9 Hz, Ar), 6.70 (t, TH, J
= 1.9Hz, A, 6.75 (d, TH, /= 7.7 Hz, A}, 7.11 (t, 1H, J = 7.8 Hz, Ar), 7.26 (m, TH, Ar), 7.32 (m,
2H, Ar), 7.40 (m, TH, Ar), 9.35 (s ancho, 1H, OH), 14.91 (s ancho, 1H, NH). *C-RMN (DMSO-d,
100 MHz) &: 17.5 (CH,), 19.7 (CH,), 36.0 (C-5), 45.8 (C-4, C-6), 108.2 (NHC=C) 113.4, 113.7,
117.3, 126.6, 126.9, 128.1, 129.5, 131.0, 133.3, 135.2, 145.0, 157.5 (Ar), 172.6 (NHC=C).
Andlisis elemental (%) calculado para C,H,NO;: C, 75.20; H, 6.31; N, 4.18. Encontrado: C,
74.98; H, 6.33; N, 4.05.

(B-4-(Piridin-4-il)but-3-en-2-ona (3.38a)

De forma andloga a la sintesis de 3.26b, la reaccién de 4-piridincarboxaldehido
X (3.37a) (1.00 g, 9.34 mmol) y 1-(trifenilfosforaniliden)-2-propanona (2.68 g, 8.41
mmol) en cloroformo (45 ml) da lugar a un residuo que se purifica por

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 1.22 g (99%) de un
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aceite que se caracteriza como 3.38a. EM (ES, modo positivo): m/z 148 (M+H)". "H-RMN (DMSO-
ds, 300 MHz) &: 2.37 (s, 3H, CH,), 7.02 (d, TH, / =16.5 Hz, H-3), 7.54-7.67 (m, 3H, H-4, Ar),

8.64 (m, 2H, Ar). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.?

(B)-3-(Piridin-3-il)but-3-en-2-ona (3.38b)

o De forma andloga a la sintesis de 3.26b, la reaccién de 3-piridincarboxaldehido

_ X (3.37b) (1.00 g, 9.34 mmol) y 1-(trifenilfosforaniliden)-2-propanona (2.68 g, 8.41
SN I mmol) en cloroformo (45 ml) da lugar a un residuo que se purifica por
cromatografia flash (hexano/acetato de efilo). Se obtienen asi 1.19 g (96%) de

3.38b como un aceite. EM (ES, modo positivo): m/z 148 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &:
2.35(s, 3H, CH,), 6.95 (d, 1H, /= 16.5 Hz, H-3), 7.40 (dd, 1H, /= 7.8, 4.9 Hz, Ar), 7.60 (d, TH,
J=16.5Hz, H-4),8.16 (dt, TH, /= 8.1, 1.9 Hz, Ar), 8.16 (dd, TH, /= 4.6, 1.7 Hz, Ar), 8.88 (d,

1H, /= 4.7 Hz, Ar). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.?

(B-2-(Piridin-2-il)but-3-en-2-ona (3.38c)

0  De forma andloga a la sintesis de 3.26b, la reaccién de 2-piridincarboxaldehido
N X (3.37¢) (1.00 g, 9.34 mmol) y 1-(trifenilfosforaniliden)-2-propanona (2.68 g, 8.41
N mmol) en cloroformo (45 ml) da lugar a un residuo que se purifica por
cromatografia flash en hexano/acetato de etilo. Se obtienen asi 1.16 g (94%) de 3.38¢c como un
aceite. EM (ES, modo positivo): m/z 148 (M+H)"."TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.37 (s, 3H,
CH,), 7.02 (d, TH, /= 16.5Hz, H-3), 7.41 (ddd, 1H, /=7.5,4.7,1.3 Hz, Ar), 7.61 (d, 1H, J =
16.1 Hz, H-4), 7.74 (dt, 1H, /= 7.8, 0.9 Hz, Ar), 7.87 (td, TH, /= 7.7, 1.8 Hz, Ar), 8.65 (ddd, 1H,

J=4.7,1.6,0.8 Hz, Ar). Los datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.?

(B)-4-(Tiofen-2-il)but-3-en-2-ona (3.38d)

0  De forma andloga a la sintesis de 3.26b, la reacciéon de 2-tiofencarboxaldehido
A (3.37d) (1.00 g, 8.92 mmol) y 1-(trifenilfosforaniliden)-2-propanona (2.56 g, 8.02

mmol) en cloroformo (50 ml) conduce a un residuo que se purifica por

s
\ |

cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 1.20 mg (98%) de 3.38d como un
aceite. EM (ES, modo positivo): m/z 153 (M+H)"."TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.29 (s, 3H,
CHg), 6.48 (d, 1H, /= 16.0 Hz, H-3), 7.16 (dd, 1H, /= 4.9, 3.7 Hz, Ar), 7.54 (d, TH, /= 3.4 Hz,
Ar), 7.74 (d, TH, / = 5.0 Hz, Ar), 7.79 (d, TH, J = 16.1 Hz, H-4). Los datos espectroscdpicos

coincidieron con los descritos en la literatura.?

5-(Piridin-4-il)ciclohexano-1,3-diona (3.39q)

o) Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (Il),

una disolucién de 3.38a (1.81 mg, 12.32 mmol) en etanol (3 ml) se afiade sobre

N o una mezcla de malonato de dietilo (2.06 ml, 13.55 mmol) y etéxido sédico al 25%

N~ en etanol (3.69 ml, 13.55 mmol). Tras tratamiento con HCl el producto no
precipita. A continuacién, el crudo se neutraliza con NaOH y se exirae con una mezcla 1:1 de

isobutanol/acetato de etilo (3 x 20 ml). La fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se
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filtra y se concentra, obteniéndose 1.42 mg (61%) de 3.39a como un aceite amarillo. EM (ES, modo
positivo): m/z 190 (M+H)". TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.40 (dd, 2H, J =
16.7, 4.6 Hz, H-4, H-6), 2.59 (m, 2H, H-4, H-6), 3.34 (m, 1H, H-5), 5.23 (s, 1H, H-2), 7.36 (m,
2H, J= 4.2, 1.6 Hz, Ar), 8.50 (m, 2H, /= 4.6, 1.4 Hz, Av).

5-(Piridin-3-il)ciclohexano-1,3-diona (3.39b)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (ll),
se hace reaccionar 3.38b (1.20 g, 8.15 mmol) en etanol (3 ml) con malonato de
dietilo (1.36 ml, 8.97 mmol) y etéxido sédico al 25% en etanol (2.44 ml, 8.97
. mmol). El producto no precipita tras tratamiento con HCI. A continuacién, el crudo
se neutraliza con NaOH vy se extrae con una mezcla 1:1 de isobutanol/acetato de
etilo (3 x 20 ml). La fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra, para
finalmente obtener 0.77 g (50%) de 3.39b como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z
190 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.10 (dd, 2H, /= 15.7, 4.5 Hz, H-
4, H-6), 2.23 (m, 2H, H-4, H-6), 3.15 (#t, 1H, /= 11.4, 4.7 Hz, H-5), 4.51 (s, 1H, H-2), 7.28 (m,
1H, Ar), 7.66 (dt, TH, /= 7.8,2.1 Hz, Ar), 8.37 (dd, TH, /= 4.7, 1.7 Hz, Ar), 8.47 (d, TH, /= 2.4
Hz, Ar).

5-(Piridin-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.39¢)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (Il),
se hace reaccionar 3.38c (1.20 g, 8.15 mmol) en etanol (3 ml) con malonato de
dietilo (1.36 ml, 8.97 mmol) y etdxido sédico al 25% en etanol (2.44 ml, 8.97
_N mmol). El producto no precipita tras tratamiento con HCl. A continuacién, el crudo

se neutraliza con NaOH y se extrae con una mezcla 1:1 de isobutanol/acetato de
etilo (3 x 20 ml). La fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se concentra,
obteniéndose 1.51 g (97%) de 3.39c como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 190
(M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma enélica): 2.08 (m, 2H, /= 16.3, 4.5 Hz, H-4, H-
6),2.32 (m, 2H, H-4, H-6), 3.23 (it, 1H, /= 11.7, 4.7 Hz, H-5), 4.51 (s, 1H, H-2), 7.17 (ddd, TH, J
=7.4,48,1.2Hz Ar), 7.27 (dt, 1H, /= 7.8,0.9 Hz, Ar), 7.67 (td, 1H, /= 7.6, 1.9 Hz, Ar), 8.47
(m, TH, Ar).

5-(Tiofen-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.39d)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de ciclohexano-1,3-dionas (Il),

a disolucién de malonato de dietilo (0.44 ml, 2.89 mmol) y etéxido sédico al 25%

S en etanol (0.79 ml, 2.89 mmol) se afade 3.38d (0.40 g, 2.63 mmol) en etanol
\ | (2.5 ml). Se obtienen asi 0.35 g (69%) de 3.39d como un sélido blanco. Pf 138-
141 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 195 (M+H)". "H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma
endlica): 2.60 (m, 2H, H-4, H-6), 2.70 (m, 2H, H-4, H-6), 3.63 (#, 1H, /=10.1, 5.2 Hz, H-5), 5.27
(s, TH, H-2), 6.96 (m, 2H, Ar), 7.37 (dd, 1H, /= 4.0, 2.2 Hz, Ar), 11.24 (s ancho, 1H, OH). Los

datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'”
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2-Acetil-5-(piridin-4-il)ciclohexano-1,3-diona (3.40aq)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (lll), se hace reaccionar 3.39a (200 mg, 1.06 mmol), cloruro de acetilo

(150 wl, 2.11 mmol), K,CO; (322 mg, 2.33 mmol), 1,2,4-triazol (29 mg, 0.42

mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (171 mg, 0.53 mmol) en DMF anhidra (4
ml), obteniéndose 90 mg (37%) de 3.40a como un sélido blanco. PF 121-123 °C. EM (ES, modo
positivo): 232 m/z (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) § (forma enohca): 2.55 (s, 3H, CH,),
2.76 (m, 2H, H-4, H-6), 2.95 (m, 2H, H-4, H-6), 3.46 (i, 1H, /= 11.7, 4.2 Hz, H-5), 7.37 (m, 2H,
J=4.4,1.8Hz Ar), 852 (m, 2H, /= 4.3, 1.8 Hz, Ar).

2-Acetil-5-(piridin-3-il)ciclohexano-1,3-diona (3.40b)

Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (lll), se hace reaccionar 3.39b (200 mg, 1.06 mmol), cloruro de acetilo

N ° (150 wl, 2.11 mmol), K,CO; (322 mg, 2.33 mmol), 1,2,4-triazol (29 mg, 0.42

| _ mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (171 mg, 0.53 mmol) en DMF anhidra (4
N

ml), obteniéndose 21 mg (37%) de 3.40b como un aceite. EM (ES, modo
positivo): 232 m/z (M+H)". TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.56 (s, 3H, CH,),
2.73 (m, 2H, H-4, H-6), 3.01 (m, 2H, H-4, H-6), 3.48 (it, 1H, /= 12.0, 4.1 Hz, H-5), 7.38 (ddd,
1H, /=7.7,4.8,0.9 Hz, Ar), 7.78 (dt, 1H, /= 8.0, 2.0 Hz, Ar), 8.47 (dd, 1H, /= 4.7, 1.7 Hz, Ar),
8.56 (d, 1H, /= 2.1 Hz, Av).

2-Acetil-5-(piridin-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.40¢)

o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (lll), se hace reaccionar 3.39c (200 mg, 1.06 mmol), cloruro de acetilo

(150 wl, 2.11 mmol), K,CO; (322 mg, 2.33 mmol), 1,2,4-triazol (29 mg, 0.42
=N mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (171 mg, 0.53 mmol) en DMF anhidra (4
),

obteniéndose 120 mg (49%) de 3.40c como un sélido blanco. Pf 91-93 °C. EM (ES, modo
positivo): 232 m/z (M+H)". TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) & (forma endlica): 2.52 (s, 3H, CH,),
2.83 (m, 2H, H-4, H-6), 3.03 (m, 2H, H-4, H-6), 3.60 (tt, 1H, J= 9.9, 4.7 Hz, H-5), 7.27 (ddd, TH,
J=7.4,48,1.1Hz Ar), 7.39 (dt, 1H, /=7.8, 1.0 Hz, Ar), 7.77 (td, 1H, /= 7.7, 1.8 Hz, Ar), 8.52
(ddd, 1TH, /=4.9,1.9,0.9, Ar), 11.98 (s ancho, TH, OH).

m

2-Acetil-5-(tiofen-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.40d)

o o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-

dionas (lll), se hace reaccionar 3.39d (300 mg, 1.54 mmol), cloruro de acetilo

s o (220 ul, 3.08 mmol), K,CO; (469 mg, 3.32 mmol), 1,2,4-triazol (43 mg, 0.62

\ ! mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (248 mg, 0.77 mmol) en acetonitrilo
anhidro (6 ml), obteniéndose 150 mg (41%) de 3.40d como un sélido blanco. Pf 74-76 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 237 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) & (forma enélica): 2.53 (m, 3H,
CH,), 2.57 (m, 2H, H-4, H-6), 2.91 (m, 2H, H-4, H-6), 3.73 (ft, 1H, /= 8.4, 5.9 Hz, H-5), 6.99 (m,
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2H, Ar), 7.40 (dd, TH, /= 3.9, 2.4 Hz, Ar). Los datos espectroscdpicos coincidieron con los descritos

en la literatura."

2-Acetil-5-(furan-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.40e)

o o Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 2-acilciclohexano-1,3-
dionas (lll), se hace reaccionar 5-(furan-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.3%e) (300

O o mg, 1.68 mmol), cloruro de acetilo (240 pl, 3.36 mmol), K,CO; (511 mg, 3.70
mmol), 1,2,4-triazol (46 mg, 0.67 mmol) y bromuro de tetrabutilamonio (271 mg,
0.84 mmol) en acetonitrilo anhidro (5 ml), obteniéndose 150 mg (41%) de 3.40d como un sélido
blanco. Pf 80-82 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 221 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) §
(forma endlica): 2.51 (m, 3H, CH.), 2.86 (m, 4 H, H-4, H-6), 3.53 (i, TH, /= 9.1, 4.8 Hz, H-5),
6.19 (d, TH, / = 3.0 Hz, Ar), 6.38 (d, TH, / = 3.0 Hz, Ar), 7.58 (m, T1H, Ar). Los datos

espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.'’

2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)-5-(piridin-4-il)ciclohexano-1,3-diona (3.41q)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

(0]
P /© acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.40a
N
_ 5 Ho oo (150 mg, 0.65 mmol) y o-anisidina (3.10c) (110 ul, 0.97 mmol) en
Ne | tolueno (6.5 ml) por calentamiento en tubo de presién. El crudo se

purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose
96 mg (44%) de 3.41a como un sélido blanco. Pf 146-148 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 337
(M+H)*. "TH-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) 8: 2.41 (s, 3H, CHs), 2.64 (m, 2H, H-4, H-6), 2.83 (m, 2H,
H-4, H-6), 3.39 (#t, 1H, /= 11.5, 3.8 Hz, H-5), 3.83 (s, 3H, OCH), 7.04 (td, 1H, /= 7.6, 1.2 Hz,
A, 7.20 (dd, TH, /= 8.4, 1.2 Hz, Ar), 7.32 (dd, TH, J = 7.8, 1.5 Hz, Ar), 7.37 (m, 2H, Ar), 7.40
(m, TH, Ar), 8.51 (d, TH, /=1.6 Hz, Ar), 8.51 (d, TH, /= 1.6 Hz, Ar), 14.75 (s ancho, TH, NH).
BC-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) §: 19.8 (CH,), 35.3 (C-5), 45.1 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 108.4
(NHC=C(), 112.3, 120.6, 122.3, 124.4, 126.9, 129.2, 149.7, 152.0, 153.0 (Ar), 172.6 (NHC=C).
Andlisis elemental (%) calculado para CyHyoN,O4: C, 71.41; H, 5.99; N, 8.33. Encontrado: C,
71.70; H, 6.18; N, 8.10.

2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)-5-(piridin-3-il)ciclohexano-1,3-diona (3.41b)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-

O
/© 1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.40b (130 mg, 0.56
2\
H 4 mmol) y o-anisidina (3.10c) (95 pl, 0.84 mmol) en tolueno (5.5 ml) por
= (e} ™~
| calentamiento en un tubo de presién. El crudo se purifica por
N

cromatografia flash (hexano/acetato de efilo), obteniéndose 105 mg
(56%) de 3.41b como un aceite. EM (ES, modo positivo): m/z 337 (M+H)*". 'TH-RMN (DMSO-d,,
300 MHz) &: 2.41 (s, 3H, CH.), 2.63 (dd, 2H, /= 15.6, 3.1 Hz, H-4, H-6), 2.87 (m, 2H, H-4, H-6),
3.39 (m, 1H, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH,), 7.04 (td, 1H, /= 7.6, 1.1 Hz, Ar), 7.20 (dd, TH, /= 8.4,
0.8 Hz, Ar), 7.32 (m, TH, Ar), 7.37 (m, 2H, Ar), 7.78 (dt, TH, /= 7.9, 1.9 Hz, Ar), 8.46 (dd, TH, J
= 4.7,1.5Hz, Ar), 8.57 (d, 1H, /= 2.0 Hz, Ar), 14.76 (s ancho, 1H, NH). '3C-RMN (DMSO-d,, 75
MHz) &: 19.7 (CH,), 33.7 (C-5), 45.1 (C-4, C-6), 55.8 (OCHZ), 108.4 (NHC=C),112.3, 120.6,
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123.5, 124.4, 126.9, 129.2, 134.3, 138.8, 147.8, 148.6, 153.1 (Ar), 172.6 (NHC=C). Andlisis
elemental (%) calculado para CyoHyoN,O4: C, 71.41; H, 5.99; N, 8.33. Encontrado: C, 71.19; H,
6.02; N, 8.12.

2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)-5-(piridin-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.41¢)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-

Q acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.40c
o (180 mg, 0.78 mmol) y o-anisidina (3.10c) (132 pl, 1.17 mmol) e
tolueno (8 ml) por calentamiento en tubo de presién. El crudo se purlflco

por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 185 mg
(71%) de 3.41c como un sélido blanco. Pf 127-129 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 337 (M+H)".
"H-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &: 2.40 (s, 3H, CHj), 2.69 (m, 2H, H-4, H-6), 2.87 (m, 2H, H-4, H-
6), 3.50 (i, TH, /= 11.4, 4.2 Hz, H-5), 3.83 (s, 3H, OCH,), 7.04 (td, 1H, /= 7.6, 1.3 Hz, Ar),
1(dd, TH, /=8.3,0.6 Hz, Ar), 7.26 (ddd, 1H, /=7.3,4.9,1.1 Hz, Ar), 7.31 (dd, TH, /= 7.9,
1.6 Hz, A), 7.37 (m, 2H, Ar), 7.76 (i, TH, J = 7.7, 1.9 Hz, Ar), 8.54 (m, TH, Ar), 14.77 (s ancho,
TH, NH). "*C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) &: 19.7 (CH,), 37.9 (C-5), 44.3 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,),
108.5 (NHC=C), 112.3, 120.6, 121.8, 121.9, 124.5, 126.9, 129.2, 136.8, 149.0, 153.1, 161.7
(Ar), 172.6 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para CyoHyoN,O5: C, 71.41; H, 5.99; N,
8.33. Encontrado: C, 71.80; H, 6.21; N, 8.23.

2-(1-((2-Metoxifenil)amino)etiliden)-5-(tiofen-2-il)ciclohexano-1,3-diona (3.41d)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-

Q 1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar en tubo de presién 3.40d

(60 mg, 0.25 mmol) y o-anisidina (3.10c¢) (43 ul, 0.38 mmol) en tolueno

(2.5 ml). El crudo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de

etilo), obteniéndose 86 mg (99%) de 3.41d como un sélido amarillo. Pf

105-107 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 342 (M+H)*."H-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) &: 2.39 (s,

3H, CHg), 2.80 (m, 4H, H-4, H-6), 3.64 (i, TH, /= 9.4, 4.6 Hz, H-5), 3.83 (s, 3H, OCH;), 6.96

(dt, TH, /= 3.5, 1.2 Hz, Ar), 6.98 (dd, TH, /= 5.0, 3.5 Hz, Ar) 7.03 (td, 1H, /= 7.6, 1.2 Hz), 7.19

(dd, 1H, /= 8.4, 1.1 Hz, Ar), 7.31 (dd, TH, /= 7.8, 1.5 Hz, Ar), 7.38 (m, 2H, Ar), 14.74 (s ancho,

TH, NH). 'SC-RMN (DMSO-d,, 75 MHz) &: 19.8 (CH,), 31.6 (C-5), 46.2 (C-4, C-6), 55.9 (OCH,),

108.6 (NHC=C), 112.3, 120.6, 123.5, 123.9, 124.4, 126.9, 126.9, 129.2, 147.2, 153.1 (Ar),

172.5 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para C,oH;sNO,S: C, 66.34; H, 5.61; N, 4.10;
S, 9.39. Encontrado: C, 67,02; H, 5.50; N, 3.89; S, 9.16

5-(Furan-2-il)-2-(1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.41¢)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-acilciclohexano-

1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.40e (60 mg, 0.27 mmol)

oy o-anisidina (3.10c) (46 ul, 0.41 mmol) en tolueno (2.7 ml) por

calentamiento en tubo de presién. El crudo se purifica por cromatografia

flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 87 mg (99%) de 3.41e como

un sélido amarillo. Pf 98-100 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 326 (M+H)"."H-RMN (DMSO-d,,
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300 MHz) 6: 2.38 (s, 3H, CH;), 2.76 (m, 4H, H-4, H-6), 3.44 (m, TH, H-5), 3.82 (s, 3H, OCHj),
6.16 (d, TH, /= 3.2 Hz, Ar), 6.38 (dd, 1H, /= 3.2, 1.9 Hz, Ar), 7.03 (td, 1H, /= 7.7, 1.0 Hz, Ar),
719 (dd, TH, /= 8.3, 0.8 Hz, Ar), 7.30 (dd, TH, /= 7.7, 1.2 Hz, Ar), 7.38 (m, 1H, Ar), 7.57 (d,
1H, /= 1.1 Hz, Ar), 14.73 (s ancho, TH, NH). 3C-RMN (DMSO-d,, 75 MHz) &: 19.8 (CHs), 29.9
(C-5), 42.8 (C-4, C-6), 55.8 (OCH,), 108.6 (NHC=C), 104.7, 110.4, 112.3, 120.6, 124 .4,
126.9, 129.2, 141.8, 153.1, 156.4 (Ar), 172.5 (NHC=C). Andlisis elemental (%) calculado para
CioH1oNO,: C, 70.14; H, 5.89; N, 4.31. Encontrado: C, 69.95; H, 5.90; N, 4.17.

5-Fenil-2-(1-(piridin-2-il-amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.43)

Siguiendo el procedimiento general para la reaccidon de 2-
- || acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.12b
(100 mg, 0.43 mmol) y 2-aminopiridina (3.42) (62 mg, 0.65 mmol) en
tolueno (4.3 ml) por calentamiento en tubo de presion. El crudo se
purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose
111 mg (84%) de 3.43 como un aceite. EM (ES, modo positivo): m/z 307 (M+H)*. "TH-RMN (DMSO-
dg, 400 MHz) 6: 2.64 (m, 2H, H-4, H-6), 2.68 (s, 3H, CH,), 2.85 (m, 2H, H-4, H-6), 3.29 (m, 1H,
H-5), 7.24 (m, 1H, Ar), 7.34 (d, 4H, /= 4.3 Hz, Ar), 7.38 (dd, 1H, /= 7.3, 5.0, Ar), 7.44 (d, TH, J
=8.1,Ar, 7.95 (td, 1H, /= 7.8, 1.7 Hz, Ar), 8.53 (m, 1H, Ar), 15.19 (s ancho, 1H, NH). "*C-RMN
(DMSO-d,, 100 MHz) &: 20.2 (CH,), 35.8 (C-5), 46.0 (C-4, C-6), 109.3 (NHC=C), 119.3, 122.4,
126.6, 126.8, 128.5, 139.0, 143.3, 149.1, 150.0 (Ar), 171.0 (NHC=C). Andlisis elemental (%)
calculado para CioHsN,O,: C, 74.49; H, 5.92; N, 9.14. Encontrado: C, 74.27; H, 5.81; N, 9.00.

2-(1-((2-Aminofenil)amino)etiliden)-5-fenilciclohexano-1,3-diona (3.45q)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-
= N acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), en tubo de presién se hace
o) NHz  reqccionar 3.12b (40 mg, 0.17 mmol) y o-fenilendiamina (3.44a) (19

mg, 0.17 mmol) en tolueno (1.7 ml) por calentamiento a 80 °C durante
4 horas. El residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo) obteniéndose 45 mg
(83%) de 3.45a como un sélido amarillo. Pf 135-136 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 321 (M+H)".
TH-RMN (DMSO-d,, 400 MHz) &: 2.37 (s, 3H, CH.), 2.61 (dd, 2H, J = 15.9, 3.9 Hz, H-4, H-6),
2.79 (m, 2H, H-4, H-6), 3.31 (m, TH, H-5), 5.19 (s ancho, 2H, NH,), 6.61 (id, TH, /= 7.7, 1.2 Hz,
Ar), 6.81 (dd, 1H, /= 7.8, 1.0 Hz, Ar), 6.97 (d, TH, /= 7.6 Hz, Ar), 7.09 (t, 1H, /= 7.7 Hz, Ar),
7.24 (m, 1H, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 14.46 (s ancho, TH, NH). 3C-RMN (DMSO-
dg, 100 MHz) 8: 20.0 (CH,), 36.9 (C-5), 46.7 (C-4, C-6), 109.2 (NHC=C), 116.5, 116.9, 121.5,
127.2, 127.4, 127.7, 129.2, 129.5, 144.2, 144.5 (Ar), 174.4 (NHC=C). Andlisis elemental (%)
calculado para CyoH,oN,O,: C, 74.98; H, 6.29; N, 8.74. Encontrado: C, 74.78; H, 6.02; N, 8.53.

5-Fenil-2-(1-((2-(Metilamino)fenil)amino)efiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.45b)

o) Siguiendo el procedimiento general para la reaccién de 2-
acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), en un tubo de presion se
o N hace reaccionar 3.12b (100 mg, 0.43 mmol) y AN-metil-1,2-

bencenodiamina (3.44b) (49 ul, 0.43 mmol) en tolueno (4.3 ml) por

Iz
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calentamiento a 80 °C durante 4 horas. El residuo se purifica por cromatografia flash
(hexano/acetato de etilo), obteniéndose 110 mg (76%) de 3.45b como un sélido blanco. Pf 144-146
°C. EM (ES, modo positivo): m/z 335 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 2.34 (s, 3H, CH,),
2.58 (dd, 2H, /= 16.2, 3.7 Hz, H-4, H-6), 2.64 (m, 2H, H-4, H-6), 2.70 (d, 3H, / = 4.8 Hz,
NHCH,) 3.39 (m, 1H, H-5), 5.40 (c, 1H, /= 4.5 Hz, NHCH,), 6.67 (m, 2H, Ar), 7.01 (dd, TH, /=
7.6, 1.2 Hz, Ar), 7.23 (m, 2H, Ar), 7.35 (d, 4H, /= 4.4 Hz, Ar), 14.46 (s ancho, TH, NH). 3C-RMN
(DMSO-dq, 75 MHz) &: 19.3 (CH,), 29.7 (NHCH,), 36.2 (C-5), 46.0 (C-4, C-6), 108.6 (NHC=C),
110.7, 115.6, 121.3, 126.5, 126.7, 126.8, 128.5, 129.3, 143.5, 144.7 (Ar), 174.1 (NHC=C).
Andlisis elemental (%) calculado para C,H,N,O,: C, 75.42; H, 6.63; N, 8.38. Encontrado: C,
75.44; H, 6.40; N, 8.19.

2-(((Terc-butildimetilsilil)oxi)metil)anilina (3.47)

otBs Sobre una disolucién de 2-aminofenilmetanol (3.46) (1.00 g, 8.12 mmol) en THF
Q_/ anhidra (40 ml) se afade cloruro de ferc-butildimetilsililo (TBSCI) (1.16 g, 7.72
NH, mmol) e imidazol (0.55 g, 8.12 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante

16 horas. El crudo se lava con 15 ml de salmuera y se extrae con de acetato de etilo (2 x 20 ml). La
fase orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra, se concentra y se purifica por
cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 1.48 g (81%) de 3.47 como un aceite
amarillo. EM (ES, modo positivo): 238 m/z (M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 0.89 (s, 9H,
CHg), 4.57 (s, 2H, CH,), 4.87 (s ancho, 2H, NH,), 6.53 (td, 1H, /= 7.7, 1.2 Hz, Ar), 6.62 (dd, TH,
J=8.0, 1.2 Hz, Ar), 6.96 (td, 1H, /= 7.3, 1.9 Hz, Ar), 7.07 (dd, TH, /= 7.5, 1.7 Hz, An). Los

datos espectroscépicos coincidieron con los descritos en la literatura.?®

2-(1-((2-((( 7erc-butildimetilsilil)oxi)metil)fenil)amino)etiliden)-5-fenil-ciclohexano-1,3-diona (3.48)

o Siguiendo el procedimiento general para la reaccion de 2-

_ N/E? acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar

G/CEEO\H oTES 3.12b (100 mg, 0.43 mmol) y 3.47 (155 mg, 0.65 mmol) en

tolueno (4.5 ml) por calentamiento en el reactor de microondas. El

residuo se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo)

obteniéndose 160 mg (83%) de 3.48 como un aceite amarillo. EM (ES, modo positivo): m/z 450

(M+H)*."H-RMN (DMSO-d,, 300 MHz) &: 0.86 (s, 9H, CH,), 2.37 (s, 3H, CH,), 2.58 (m, 2H, H-4,

H-6), 2.82 (m, 2H, H-4, H-6), 3.38 (m, 1H, H-5), 4.61 (s, 2H, OCH,), 7.25 (m, TH, Ar), 7.30 (m,
3H, Ar), 7.25 (m, 2H, Ar), 7.42 (m, 2H, Ar), 7.53 (m, 1H, Ar), 14.84 (s ancho, TH, NH).

5-Fenil-2-(1-((2-(hidroximetil)fenil)amino)etiliden)- ciclohexano-1,3-diona (3.49)

0 A una disolucién de 3.48 (80 mg, 0.18 mmol) en THF anhidra (1 ml) se
= N adiciona una solucién TM de TBAF en THF (200 pl, 0.20 mmol) y se
o OH agita a temperatura ambiente durante una hora. Luego se afiaden 10 ml

de agua y el crudo se extrae con diclorometano (2 x 20 ml). La fase
orgdnica se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra, se concentra y se purifica por cromatografia
flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 53 mg (88%) de 3.49 como un sélido blanco. Pf
166-168 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 336 (M+H)*. 'TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.37 (s,
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3H, CH,), 2.62 (dd, 2H, /= 16.5, 3.0 Hz, H-4, H-6), 2.83 (m, 2H, / = 13.6 Hz, H-4, H-6), 3.34
(, 1H, /= 12.2, 4.0 Hz, H-5), 4.41 (d, 2H, J = 5.2 Hz, CH,), 5.27 (1, 1H, J = 5.2 Hz, OH), 7.24
(m, TH, Ar), 7.28 (dd, TH, /= 7.2, 1.7 Hz, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 7.40 (m, 2H,
Ar), 7.55 (dd, TH, /= 7.3, 2.0 Hz, Ar), 14.83 (s ancho, TH, NH). *C-RMN (DMSO-d,, 100 MHz) 5:
19.8 (CH3), 36.1 (C-5), 45.9 (C-4, C-6), 59.5 (CH,), 108.3 (NHC=C), 126.5, 126.7, 127.9,
128.0, 128.5, 128.6, 134.2, 137.4, 143.5 (Ar), 172.6 (NHC=C), 196.6 (CO). Andlisis elemental
(%) calculado para C,H, NO,: C, 75.20; H, 6.31; N, 4.18. Encontrado: C, 75.35; H, 6.60; N,
4.07.

(4-Fenil-2,6-dioxo-ciclohexil)metil acetato (3.51)

o o A una disolucién de 5-fenil-1,3-ciclohexanodiona (3.7) (1.0 g, 5.32

O\n/ mmol) en diclorometano (14 ml) se afiade trietilamina (1.48 ml, 10.64

o O  mmol) y DMAP (7 mg, 0.06 mmol). A continuacién se adiciona

lentamente cloruro de acetoxiacetilo (3.50) (628 ul, 5.84 mmol) y se

agita a temperatura ambiente durante 3 horas. Transcurrido este tiempo

se afiade dcido acético (0.4 ml, 6.92 mmol) y se agita durante 30 minutos. Posteriormente, se lava

con 10 ml agua, se extrae con diclorometano (2 x 20 ml) y la fase orgdnica resultante se seca sobre

sulfato sédico anhidro, se filtra, se concentra y se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de

etilo). Se obtienen asi 1.04 g (68%) de 3.51 como un sélido blanco. Pf 116-118 °C. EM (ES, modo

positivo): m/z 289 (M+H)*. TH-RMN (DMSO-d4, 300 MHz) § (forma endlica): 2.12 (s, 3H, CHj),

2.70 (m, 2H, H-4, H-6), 2.98 (m, 2H, H-4, H-6), 3.45 (i, 1H, /= 11.8, 4.2 Hz, H-5), 4.85 (s, 1H,
H-2), 5.21 (s, 2H, CH,), 7.27 (m, TH, Ar), 7.35 (m, 4H, Ar).

2-(4-Fenil-2,6-dioxo-ciclohexiliden)-2-((2-metoxifenil)amino)etil acetato (3.52)

Siguiendo el procedimiento general para la  reaccion de 2-

acilciclohexano-1,3-dionas con aminas (IV), se hace reaccionar 3.51 (1.0

OY
o (0]
C/&[N/@ g, 3.47 mmol) y o-anisidina (3.10¢) (588 ul, 5.20 mmol) en tolueno (50
o H e ml) por calentamiento en tubo de presidn. El crudo se purifica por
cromatografia flash (hexano/acetato de etilo), obteniéndose 910 g (67%)

de un aceite marrén que se caracteriza como 3.52. EM (ES, modo
positivo): m/z 394 (M+H)". "TH-RMN (DMSO-d,, 500 MHz) &: 1.69 (s, 3H, CH,), 2.64 (m, 2H, H-4,
H-6), 2.86 (m, 2H, H-4, H-6), 3.39 (i, 1H, /= 11.9, 3.8 Hz, H-5), 3.84 (s, 3H, OCH,), 5.22 (s,
2H, CH,), 7.02 (td, 1H, /= 7.6, 1.2 Hz, Ar), 7.18 (dd, 1H, /= 8.3, 1.2 Hz, Ar), 7.24 (m, TH, Ar),
7.30 (dd, 1H, /= 7.8, 1.6 Hz, Ar), 7.34 (m, 2H, Ar), 7.35 (m, 2H, Ar), 7.35 (s, TH, Ar), 14.87 (s
ancho, 1H, NH). ¥C-RMN (DMSO-d,, 125 MHz) §: 19.8 (CH,), 36.0 (C-5), 46.1 (C-4, C-6), 55.9
(OCH,), 60.4 (CH,), 108.3 (NHC=C), 112.3, 120.6, 125.3, 125.6, 126.6, 126.8, 128.5, 129.2,
143.3, 152.6 (Ar), 167.4 (NHC=C), 169.2 (COCH,). Andlisis elemental (%) calculado para
Cy3HsNO4: C, 70.21; H, 5.89; N, 3.56. Encontrado: C, 69.92; H, 6.01; N, 3.48.
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5-Fenil-2-(2-hidroxi- 1-((2-metoxifenil)amino)etiliden)ciclohexano-1,3-diona (3.53)

o OH A una disolucién de 3.52 (98 mg, 0.25 mmol) en metanol (1 ml) se
Y NQ afade K,CO; (52 mg, 0.38 mmol) y la mezcla se agita a temperatura
o H _0O  ambiente durante una hora. Transcurrido este tiempo se neutraliza con

HCI TN, se extrae con acetato de efilo (3 x 10 ml), y la fase orgdnica

resultante se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra, se concentra y se
purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo). Se obtienen asi 60 mg (68%) de 3.53
como un sélido rosdceo. Pf 131-133 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 352 (M+H)". "H-RMN
(DMSO-d,, 500 MHz) &: 2.66 (dd, 2H, J = 16.3, 2.9 Hz, H-4, H-6), 2.86 (m, 2H, H-4, H-6), 3.35
(, 1H, /= 12.8, 4.0 Hz, H-5), 4.37 (d, 2H, J = 7.2 Hz, CH,), 5.34 (t, 1H, J = 7.2 Hz, OH), 7.04
(t, 1H, /= 7.4 Hz, A, 7.18 (d, 1H, /= 8.0 Hz, Ar), 7.23 (m, 1H, A), 7.32 (m, 2H, A), 7.33 (m,
2H, Ar), 7.37 (m, TH, Ar), 7.44 (dd, TH, /= 7.8, 1.1 Hz, Ar), 14.83 (s ancho, TH, NH). 3C-RMN
(DMSO-dq, 125 MHz) &: 36.5 (C-5), 46.0 (C-4, C-6), 56.4 (CH,), 58.4 (OCH,), 108.9 (NHC=C),
112.6, 121.0, 125.2, 126.3, 127.0, 127.2, 129.0, 129.5, 143.7, 152.9 (A, 171.2 (NHC=C),
196.7, 200.1 (CO). Andlisis elemental (%) calculado para C,,H,,NO,: C, 71.78; H, 6.02; N, 3.99.
Encontrado: C, 71.72; H, 5.98; N, 4.01.
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3. METODOS COMPUTACIONALES

Todos los célculos realizados para el cribado virtual se realizaron en el sistema Dell Precision
T7400. El conjunto de los programas empleados (FILTER, OMEGA, ROCS y VIDA) pertenecen a

OpenEye Scientific Software? y se obtuvieron mediante una licencia académica.

3.1. Preparacién de la base de datos

Se empled la versiéon 8 de la base de datos ZINC,?” que contiene aproximadamente 8,5 millones

de moléculas almacenadas en formato SMILES.

En primer lugar se llevé a cabo un filtro de dicha base de datos a partir de la herramienta “drug-
like filter” que se encuentra en el programa FILTER v2.1.1. La mayoria de los pardmetros se
mantuvieron segin los valores que el programa establece por defecto, si bien algunos se
modificaron, por ejemplo: el rango de peso molecular permitido (150-800), el nimero de 4tomos
distintos de hidrégeno (9-60), el valor maximo de clogP (6.85) o los grupos funcionales reactivos a

descartar. Tras este filtro, la base de datos se redujo a aproximadamente 2,8 millones de moléculas.

A continuacién, mediante el programa OMEGA v2.3.2. se obtuvieron las estructuras 3D vy las
cargas atémicas de las moléculas pertenecientes a la base de datos filtrada, generando asimismo los
distintos conférmeros de todas ellas. Se utilizaron los pardmetros tal y como se encuentran
predeterminados en el programa, salvo tres de ellos: el nGmero méximo de conférmeros generados
para cada molécula, que se limité a 300; la ventana de energia, la cual se establecid en 20
keal/mol; y un limite de RMSD (Root Mean Square Deviations) entre conférmeros de 0.75 A, para asi
eliminar duplicados. Como resultado se obtuvieron un total de 510 millones de entidades quimicas

en formato mo/2 con las que efectuar el cribado virtual.

3.2. Cribado virtual

Para el cribado virtual se emple6 el programa ROCS v3.1.2 (Rapid Overlay of Chemical
Structures). ROCS superpone las distintas estructuras 3D de los compuestos con la del ligando de
referencia, en base a la forma y al mapa de potencial electrostdtico o “color”. El ligando empleado
como “query” fue el compuesto TN-16, cuya estructura de rayo X con el dimero de tubulina se
encuentra depositada en el PDB (Profein Data Bank) (PDBID: 3HKD).

ROCS se ejecutd a través de las herramientas establecidas por defecto. Como pardmetro de
medida de similitud de la forma se empled el coeficiente de Tanimoto, fijando su punto de corte en
0.75. La analogia global en los pardametros forma y “color” se valoré mediante el pardmetro

denominado ComboScore, cuyo valor minimo se limité a 1.4.

Finalmente, se efectué un andlisis visual de los resultados del cribado virtual mediante el
programa VIDA v4.1.1, seleccionando tras ello los compuestos més prometedores para la evaluacién
biolégica. Los Aits 3.1 y 3.4 se obtuvieron de la casa comercial AKOS. Los Aits 3.2 y 3.5 se
compraron en ChemDiv, y 3.3 en Menai Organics. El compuesto 3.6 se sinfetizé conforme

precedentes bibliogréficos.”!"
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3.3. Estudios de docking y dindmica molecular.

A) Docking

La estructura de 3.16c generada con el servidor CORINA, se optimizé mediante el programa
semiempirico de orbitales moleculares MOPAC2007,%® haciendo uso del hamiltoniano AM1. Las
cargas atémicas puntuales (ESP) se calcularon también con MOPAC2007 .Para la exploracion de los
posibles modos de unién se definié una caja que incluia todo el denominado “dominio de unién de
colchicina”, con un nimero total de puntos de grid de 44x44x44. Para generar los distintos modos
de unién de 3.16c se utilizé el algoritmo genético Lamarckiano implementado en Autodock 4.0.5,%
modificando aleatoriomente la orientacién de la molécula y los dngulos torsionales de todos los
enlaces rotables. Se emplearon los pardmetros por defecto del programa, excepto el numero de
resultados (250), el tamafio de la poblacién (100) y el nimero maximo de evaluaciones de energia
(250000). Mediante el calculo previo con Autogrid de los potenciales de afinidad del sitio de unién
para carbonos alifdticos y aromdticos, oxigeno, nitrégeno e hidrégeno en una red tridimensional con
un espaciado de 0.375 A, se consiguié una répida evaluacién de la energia intra e intermolecular de
cada configuracién. Para el cdlculo de las interacciones electrostaticas se utilizé una funcién

dieléctrica dependiente de la distancia.

B) Simulaciones de dindmica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo empleando los programas de la suite
de AMBER 10.0.*° Los complejos tubulina/3.16c se neutralizaron mediante la adicién de iones de
sodio®' y se hidrataron introduciéndolos en una octahedro truncado de moléculas de agua TIP3P.#
Los efectos de borde se minimizaron empleando condiciones de limite periddico. Para el célculo de
las interacciones electrostéticas de la celdilla unidad se usé PME (Particle Mesh Fwald),* con un
espaciado de red de 1 A. La distancia de corte para las interacciones no enlazantes fue de 9 A. Se
aplicé el algoritmo SHAKE®** a todos los enlaces y un tiempo de integracién de 2.0 fs. Las moléculas
de disolvente y los contraiones fueron sometidos a una minimizacién energética y se redistribuyeron
alrededor del soluto restringido posicionalmente (25 Kcal mol” A durante 50 ps de la dingmica
molecular a temperatura y presién constantes (300 K y 1 atm, respectivamente). Las restricciones
arménicas se fueron elimiando gradualmente y el sistema resultante se equilibré en ausencia de
restricciones durante 10 ns, recogiendo cada 2 ps las coordenadas del sistema para su posterior
andlisis.

Las estructruras tridimensionales de los complejos y las trayectorias de dindmcia molecular se
visualizaron e inspeccionaron con el programa PyMOL.* La posterior monitorizacién de los cambios
producidos durante la dindmica (distancias interatémicas, torsionales y RMSD) se realizaron con el
médulo Ptraj de AMBER.
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4. ENSAYOS BIOLOGICOS

En todos los ensayos efectuados los compuestos a evaluar se solubilizaron en medio de cultivo
DMEM (Gibco® Dulbecco's Modified Eagle Medium, Life Technologies) con FCS (suero fetal bovino,
Fetal Calf Serum, Life Technologies) y con DMSO (Merck, Darmstadt, Germany) al 0.1%. Todos los
ensayos incluyeron un control negativo empleando una muestra que Unicamente contuvo DMSO al

0.1%, y al menos un control positivo con colchicina (i.3) y/o CA-4P (i.6) a distintas concentraciones.

4.1. Proliferacién celular.

Los datos se expresaron como Concentracién Inhibitoria 50 (Clso), que se define como la
concentracién de compuesto que inhibe la proliferacion del 50% de las células, como la media + la
desviacién estdndar de tres ensayos diferentes. En cada ensayo se hicieron triplicados de cada pocillo

a estudio para conseguir minimizar al mdximo los errores experimentales.

El medio de cultivo celular fue DMEM con FCS al 10%, donde crecieron las diferentes lineas de

células endoteliales y tumorales que a continuacién se describen:

»  Células tumordles. La linea celular Hela (carcinoma de cervix humano) se cultivé en una

placa de 96 pocillos a una concentraciéon de 15000 células por pocillo y se incubd en presencia de
los compuestos a 37 °C durante 4 dias. Las lineas L1210 (leucemia linfocitica de ratén) y CEM
(leucemia linfobléstica humana) se cultivaron en una densidad de 60000 células por pocillo en una
placa de 96, y se incubaron 2 y 4 dias respectivamente, tras la adicién de los compuestos. Luego se
afiadié tripsina para recoger las células acumuladas en el fondo de la placa, que se contabilizaron

en un Coulter Counter, calculdndose finalmente el valor medio de los distintos triplicados.

»  Células endoteliales. Las lineas celulares MBEC (células endoteliales de cerebro de ratén) y
BAEC (células endoteliales de la arteria aértica de bovino) se cultivaron en una placa de 48 pocillos
a una concentracién de 10000 células por pocillo, mientras que la linea HMEC-1 (células
endoteliales microvasculares de la dermis humana) se cultivé a una concentracion de 20000 células
por pocillo. La células proliferaron durante 3 dias a 37 °C (4 dias para el caso de HMEC-1), en
presencia de los compuestos a estudio, a distintas concentraciones. Transcurrido este tiempo, se
afiadié tripsina para recoger las células acumuladas en el fondo de la placa, que se contabilizaron
en un aparato Coulter Counter (Analis, Belgium), obteniendo el valor medio de los distintos

triplicados.

4.2. Andlisis del ciclo celular.

Las células (Hela o HMEC-1) se cultivaron en medio DMEM con FCS al 10% a una
concentraciéon de 125000 células por pocillo, empleando una placa de 6 pocillos. Tras 24 horas se
afadieron los compuestos a estudio, que se incubaron durante 8-24 horas a 37 °C. Luego se afadié
yoduro de propidio para la deteccién del ADN celular, utilizando el Cycle TEST PLUS DNA Reagent
Kit (BD Biosciences, San Jose, CA). Transcurridas tres horas, el contenido en ADN de las células se
midid en un citdémetro FACSCalibur y el andélisis posterior se efectué por medio del programa

CellQuest (BD Biosciences), excluyendo los desechos y aglomerados celulares. Los porcentaijes de las
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células en las fases sub-G1, G1, S y G2/M se estimaron empleando marcadores apropiados de

cada regién.

4.3. Formacién de tubos.

En primer lugar, se rellené una placa de 96 pocillos con 70 pl de matrigel (10 mg/ml, BD
Bioscences, Heidelberg, Germany) manteniendo la temperatura a 4 °C. Tras 30 minutos de
incubacién a 37 °C el matrigel adquirié un aspecto gelatinoso y sobre esta superficie se sembraron a
continuacién las células HMEC-1 en medio DMEM con FCS al 10% (200 ul), a una concentracién de
60000 células por pocillo. Trancurridos varios minutos de incubacién a 37 °C, las células
endoteliales se organizaron en unas estructuras tubulares, que fueron muy claras tras 3 horas. En este
momento se afiadieron los compuestos a estudio a diferentes concentraciones. 90 minutos mds tarde

se tomaron fotografias al microscopio de cada uno de los pocillos, empleando el objetivo 100x.

4.4. Unién a tubulina.

La linea MDA-MB-231 (céncer de mama humano) se cultivé en medio DMEM con FCS al 10%
sobre una placa de 96 pocillos, a una concentraciéon de 500000 células por pocillo. Transcurridas
48 horas, los compuestos se afiadieron y se dejaron en contacto con las células 16 horas més. En
este punto se adicionié EBI (N, N -etilen(bis)iodoacetamida) (100 uM) que se incubd durante 90
minutos. Luego, las células se recogieron de cada pocillo y se prepararon para el andlisis por
inmunoblot. Para la electroforesis en gel se sembraron 20 pg de proteinas de cada muestra en un gel
de poliacrilamida al 10% con 0.1% de SDS (docedil sulfato sédico) cuya pureza fue del 85%,
porcentage que permitia una éptima separacién de las proteinas. Tras la electroforesis, las bandas
de las distintas proteinas de cada muetra se transfirieron a una membrana Hybond-P de PVDF
(fluoruro de polivinilideno) (Amersham Biosciences). Estas membranas se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente en buffer de bloqueo, constituido por PBS (tampén fosfato salino, Phosphate
Buffered Saline) con leche desnatada al 2.5% y Tween 20 (Sigma-Aldrich) al 0.1%. El anticuerpo
primario (anti B-tubulina) se afiadié disuelto en buffer de bloqueo (1/1000) y se dejé en contacto
durante 16 horas a 4 °C. Tras sucesivos lavados con Tween 20 al 0.1% en PBS, se adicioné el
anticuerpo secundario de ratén conjugado con peréxidasa de rédbano, también disuelto en buffer de
blogueo (1/20000). Transcurridos 25 minutos a temperatura ambiente, las membranas se lavaron
nuevamente con Tween 20 al 0.1% en PBS (x3) y se midié la reaccién quimioluminiscente. EBI se une
por una doble alquilacién a los residuos de cisteina de las posiciones 239 y 354 de la subunidad B
de tubulina, dando como resultado una nueva banda (EBI/tubulina) de mayor movilidad

electroforética respecto a la banda de tubulina libre.®”

4.5. Determinacion de las constantes de asociacién.

»  Proteinas y ligandos. La tubulina de cerebro de ternero se purificé tal y como se describe en

la literatura.®® El compuesto 2-metoxi-5-(2,3,4-trimetoxifenil)-2,4,6-cicloheptatrien-1-ona (MTC)*’ se
obtuvo del Profesor T.J. Fitzgerald (School of Pharmacy, Florida A & M University). (R-(+)-etil-5-
amino-2-metil-1,2-dihidro-3-fenilpirido[3,4-b]pirazin-7-il carbamato (R-PT)*® fue suministrado por el

Profesor G.A. Rener (Organic Chemistry Research Department, Southern Research Institute,
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Birminghm, Alabama). Tanto MTC como R-PT son ligandos especificos del sitio de colchicina en

tubulina.

= Estudio de competicién con el ligando MTC. La competicién de los compuestos sintetizados

con MTC por la ocupacién del sitio de colchicina en tubulina se estudié en base a la variacién de la
intensidad de fluorescencia del complejo MTC/tubulina. Asf, la fluorescencia emitida por el complejo
MTC/tubulina (Aciacen=374 nm) disminuye en presencia de un inhibidor competitivo del sitio de
colchicina.*' El espectro de emisién de fluorescencia de una muestra 10 uM de tubulina 'y 10 pM de
MTC en PBS, con 0.1 mM de GTP y a un pH de 7.0, se midié en ausencia y presencia de compuesto
(20 uM) mediante Jobin-Ybon SPEX Fluoromax-2 (HORIBA, Ltd. Kyoto, Japan). Una disminucién en
la intensidad de fluorescencia indicaria la unién del compuesto de interés al sitio de colchicina en

tubulina.

»  Determinacién de la constante de asociacién. Una muestra 0.2 uM de R-PT se incubd en
PBS con 0.1 mM de GTP a un pH de 7.0 y a 25 °C, afadiendo cantidades crecientes de tubulina
hasta 10 uM vy viceversa, es decir, a una muestra de tubulina 0.2 uM se adicionaron cantidades
exciacion=374 nm) de las
distintas muestras se determiné empleando Jobin-Ybon SPEX Fluoromax-2 (HORIBA, Ltd. Kyoto,

crecientes de R-PT hasta 10 uM. El espectro de emisién de fluorescencia (A

Japan). Mediante el espectro obtenido se calculé la concentracion R-PT unido o libre de cada
muestra, lo que proporcioné la constante de asociacién de R-PT con tubulina (K), cuyo valor fue de
5.1x10® M. De esta forma, este compuesto se pudo utilizar como ligando de referencia para la
medicién de las constantes de asociacién de los compuestos a estudio. Para ello, a distintas muestras
con 0.2 uM de R-PT y 0.2 uM de tubulina en una placa de 96 pocillos, se afadieron
concentraciones crecientes de los ligandos de interés (0; 0.05; 0.2; 0.5; 2; 5; 10; 30; 50; 70 uM), y
la placa se incubé durante 30 minutos a 25 °C en un Varioskan Plate Reader (Thermo Scientific
Waltham, Massachusetts, USA), donde se midié la intensidad de flourescencia emitida a A=456 nm
(Aexcitacion=374 nm). Los resultados se analizaron y las constantes se determinaron empleando el

programa Equigra V5.0.#

4.6. Inmunocitoquimica

Las células MDA-MB-231 se cultivaron en DMEM con FCS al 10% sobre cdmaras de 8 celdas
(Lab-Tek, Nunc, Roskilde, Denmark) cubiertas con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich), y tras 24 horas se
afiadié el compuesto a evaluar. Después de 8 horas de incubacién las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. Luego, las células se
lavaron con PBS (x3) y se permeabilizaron tratdndolas con Triton X-100 (Sigma-Aldrich) al 0.25% en
PBS durante 10 minutos. Los sitios de unién inespecificos se bloquearon mediante tratamiento con
BSA (albumina de suero bovino) al 0.5% en PBS. A continuacién, las células se incubaron a
temperatura ambiente con un anticuerpo monoclonal anti B-tubulina (2 ug/ml, Sigma-Aldrich)
durante 2 horas, se lavaron con PBS (x3) y fueron de nuevo incubadas durante 1 hora con el
anticuerpo secundario de ratén, Alexa Fluor 488 (4 ug/ml; Molecular Probes, Invitrogen) en PBS con
0.5% de BSA. Tras varios lavados, el ADN celular se tind con 300 nM de 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI; Sigma-Aldrich). En los experimentos encaminados a visualizar las fibras de actinas se adiciond
tetrametilrodamina B faloidina-isocianato (Life Technologies) antes de la adicién de DAPI, y las

muestras se lavaron con PBS (x3). Las muestras se analizaron en un microscopio invertido Axiovert
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200 M (Zeiss, Goftingen, Germany), empleando un objetivo EC Plan-Neofluar 40x/1.30,
impregnado de aceite. Las imdgenes se tomaron con una cdmara AxioCamMRm y se procesaron con

el programa AxioVision Release 4.6 (Zeiss).

4.7. Ensayos de migracién e invasién celular

En este experimento se emplearon membranas perforadas con poros de 8 um (BD Biosciences)
que se cubrieron con matrigel al 10% (BD Biosciences) y se mantuvieron 1 hora a 37°C. A
continuacién, sobre estas membranas se sembraron las células MDA-MB-231 en medio de cultivo
DMEM con FCS al 1%, a una concentracién de 50000 células por membrana. A continuacién, se
adicionaron los compuestos a ensayar, asi como DMSO. Para conseguir la migracién célular a través
de los poros, se dispuso una placa en contacto con medio DMEM, que en este caso contenia FCS al
10%, que actuaba como quimioatrayente. Tras 15 horas se eliminaron las células que no
consiguieron migrar y luego se tomaron fotografias de aquellas que alcanzaron la placa, para ser

contabilizadas.
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5. ENSAYOS DE SOLUBILIDAD Y ESTABILIDAD

5.1. Medidas experimentales de solubilidad

Una suspensién en PBS con exceso de compuesto se agité durante 2 horas a temperatura
ambiente. A continuacién, la muestra se filtré y dicho filirado se analizé por HPLC. La medicién se
efectué en un cromatégrafo Aligent Technologies 1120 Compact LC utilizando una columna de fase
reversa ACE 5 C-18-300 (150 x 4.6 mm), un detector Photodiode Array (PDA), y como fase movil: A:
CH;CN y B: H,O con 0.05% de TFA. Se utilizaron distintos tipos de gradientes en funcién del
compuesto a analizar, manteniendo el flujo a T ml/min. La solubilidad se calculé interpolando el
darea del pico obtenido por HPLC a 254 nm en la recta de calibrado, que se obtuvo previamente a
partir de concentraciones conocidas del compuesto a estudio y que se prepararon a partir de una
disolucién patrén en DMSO. Cuando la absorbancia excedié los valores de la recta de calibrado se

tuvo que diluir la muestra en PBS hasta conseguir un valor dentro del rango.

5.2. Ensayos de estabilidad quimica en tampén fosfato

Para llevar a cabo estos ensayos se prepararon disoluciones 50 uM en PBS de cada compuesto a
estudiar, a partir de disoluciones patrén 50 mM en DMSO, vy luego se incubaron a 37 °C. A
continuacién, se analizaron alicuotas de 100 pl a determinados periodos de tiempo (Oh, 1h, 2h, 4h,
6h, 24h) en un cromatégrafo HPLC Aligent Technologies 1120 Compact LC, utilizando una columna
de fase reversa ACE 5 C-18-300 (150 x 4.6 mm), un detector Photodiode Array (PDA) y como fase
mévil:A: CH;CN y B: H,O con 0.05% de TFA. En todos los casos el flujo fue de Tml/min y se usaron

distintos tipos de gradientes segin el compuesto a estudio.

5.3. Ensayos de estabilidad en suero humano (SH) y extracto de higado murino

Los ensayos se realizaron en tubos Eppendorf a 37 °C y a un pH de 7.4, para simular las
condiciones fisiolégicas. A uno de estos tubos se afadié SH al 10% en PBS (300 pl) y a otro extracto
de higado murino al 50% (300 pl). Luego, se afadié el compuesto a ensayar, a una concentracién
de 100 uM con DMSO al 5%. A determinados periodos de tiempo (0, 20, 60 y 180 min) se tomaron
alicuotas de 50 pl de cada mezcla de reaccién, y a continuacién se adicioné 100 pl de MeOH
previamente enfriado. Se mantuvieron 10 minutos en hielo, y transcurrido este tfiempo, se
centrifugaron los contenidos del tubo durante otros 10 minutos a 10000 rpm, y luego el
sobrenadante se evaporé con el aparato Speedvac (Savant; Werchter, Belgium). El residuo resultante
se redisolvié en PBS y se analizé por HPLC (Waters, Milford, MA) utilizando una columna de fase
reversa C-18 (LiChroCard, Merck, Darmstadt, Germany). Fase moévil: 50% A (H,O con TFA dl
0.05%) y 50% B (CH;CN). El flujo fue de 1 ml/min y para la deteccién se empleé el detector
Photodiode Array (PDA).
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