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RESUMEN

Como parte del interés en el disefio de nuevos compuestos heterociclicos que inhiban el
crecimiento de células cancerosas, se ha empleado el concepto de modificaciones
moleculares para generar nuevos compuestos activos derivados de la molécula lider N-
arilpirrolo[3,2-C]azepinona 2. Debido a que todavia no se conoce el mecanismo de accion
responsable de la actividad antiproliferativa del compuesto 2, se estd explorando la parte
farmacoforica de este compuesto. Recientemente se observd que el derivado bromado 9,
analogo conformacionalmente restringido de 2, fue citotoxico contra la linea celular
cancerosa U-251. De hecho, estas estructuras estan estrechamente relacionadas con el
nucleo de la pirroloazepinona que esta presente en un nimero de productos tanto naturales
como sintéticos, como por ejemplo las 7,12-dihidroindolo[3,2-d]benzazepin-6(5H)-onas
(paulonas, paullones en inglés) 10 y 11, las cuales se han descrito como inhibidores
potentes de cinasas ciclina-dependientes (CDK's) y cinasas glicogeno-sintasas (GSK's).

En el presente trabajo se describe la sintesis de una serie de compuestos generados a partir
de 2, tales como la indolo[3,2-d]benzazepinona 12, la pirrolo[2,3-d]azepinona 13 y sus
analogos bioisostéricos furo[2,3-d]azepinona 14, tieno[2,3-d]azepinona 15 y 3-
benzazepinona 16, y la evaluacion de su posible actividad citotoxica.

Los compuestos 12 y 16 se sintetizaron mediante la adaptacion de metodologias descritas
en la literatura. Mientras que el compuesto 13 y sus derivados bioisostéricos 14 y 15 se
sintetizaron a través de nueva estrategia sintética, la cual involucra la homologacién de los
acidos 3-carboxilicos derivados del pirrol, furano y tiofeno mediante el protocolo de Arndt-
Eistert; la introduccion del grupo aminoetilo en la posicion 2 del pirrol-3-acetato de etilo
93, furano-3-acetato de metilo 108 y tiofeno-3-acetato de metilo 109 a través de alquilacion
oxidativa via radicales generados a partir del S-cianometil O-etoxiditiocarbonato y DLP,
seguido por la reduccion con NaBH4/NiCl,-6H,0 en presencia de Boc,O y finalmente la
lactamizacion intramolecular de los correspondientes e-aminoesteres.

Los compuestos sintetizados fueron evaluados para determinar su posible actividad
citotoxica sobre las lineas celulares PC-3, U-251, K-652, MCF-7 y SKLU; sin embargo,

estos compuestos no mostraron actividad.
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SUMMARY

As part of our ongoing interest in the design of new heterocyclic compounds that inhibit the
growth of cancer cells, we have now employed the molecular modification concept to
generate new active leads from N-arylpirrolo[3,2-c]azepinone 2. The action mechanism
underlying the antiproliferative activity of compound 2 is still unknown, and further
exploration of the pyrroloazepinone pharmacophore is advisable. Recently, we thus
observed that bromine derivative 9, a conformationally constrained analog of 2, was
cytotoxic to the U-251 central nervous system cancer cell line. Indeed, these structures are
closely related to well-known pirroloazepine moieties which are present in a number of
both natural and synthetic products such as 7,12-dihydroindolo[3,2-d]benzazepin-6(5H)-
ones (Paullones) 10 and 11, which have been described as potent cyclin-dependent kinase
(CDK's) and glycogen-synthase kinase (GSK's) inhibitors.

In this work, we describe the synthesis a series of compounds generated from 2, such as the
indolo[3,2-d]benzazepinone 12, pyrrolo[2,3-d]azepinone 13 and it’s bioisosteric analogues
furo[2,3-d]azepinone 14, thieno[2,3-d]azepinone 15 and 3-benzazepinone 16, and
evaluation of its citotoxic activity.

Compounds 12 and 16 were prepared by adaptations of the literature methodologies,
whereas compound 13 and its bioisosteric derivatives 14 and 15 were synthesized by a new
synthetic strategy, which involves the Arndt-Eistert homologation of pyrrole, furan and
thiophen 3-carboxylic acids; introduction of the aminoethyl group at position 2 of the ethyl
pyrrol-3-acetate 93, methyl furan-3-acetate 108 and methyl tiophen-3-acetate 109 through
the oxidative radical alkylation with S-cyanomethyl O-ethoxy carbonodithioate and DLP,
followed by reduction with NaBH4/NiCl; in the presence of Boc,O and final intramolecular
lactamization of the corresponding e-aminoesters.

Synthesized compounds were evaluated to determine it’s possible cytotoxic activity against
PC-3, U-251, K-652, MCF-7 and SKLU cancer cell lines; however, not all compounds

showed activity.
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1. INTRODUCCION

El cancer es la tercera causa de muerte en México y en el mundo después de las
enfermedades cardiovasculares. El nimero de muertes causadas por esta enfermedad se estéa
incrementando, debido a que su incidencia se incrementa con la edad y en muchos casos
aparece después de los 50 afios de edad, ademas de que la poblacion esta aumentando su
longevidad.' Datos recientes sobre incidencia y mortalidad mundial muestran que en 2007
hubo 7.9 millones de fallecimientos por este padecimiento. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que alrededor de 84 millones de personas morirdn a causa de esta
enfermedad entre 2005 y 2015.% Los métodos tradicionales para el tratamiento del cancer
son: la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. En la actualidad, el 50% de los pacientes
diagnosticados con cancer se curan a través de uno de estos métodos o por una
combinacion de ellos. Por lo anterior, se le ha dado gran énfasis a la busqueda de
compuestos, tanto naturales como sintéticos con actividad anticancerigena. Dentro del gran
nimero de compuestos que pueden realizar la funcion anterior estan aquellos que tienen
como objetivo atacar al ADN y de acuerdo como lo hacen, reciben diferentes nombres:
agentes alquilantes, intercalantes, entrecruzadores de zurco, etc.’

La sintesis organica y el disefio de fdrmacos se han constituido como herramientas
indispensables en la investigacion para la sintesis de moléculas que pasan por programas de
evaluacion (screening), y de esta manera encontrar compuestos con caracteristicas
terapéuticas deseables para generar nuevos medicamentos.

Como parte de lo anterior, el grupo de investigacion del Dr. Roberto Martinez, en el
Instituto de Quimica de la UNAM, se ha dedicado desde hace tiempo a la sintesis y
evaluacion de la actividad citotoxica de varios sistemas heterociclicos, como los que se
muestran en la Figura 1, empleando como materia prima a la 5,5-dimetil-1,3-

ciclohexanodiona (dimedona) 1.*"!

En el afio 2000, Martinez publicé la primera sintesis del
sistema triheterociclico azetopirroloazepinona 2 (Figura 2), el cual inhibe el crecimiento
celular in vitro de las lineas celulares PC-3 (cancer de prostata) con un ICsy = 87 uM y U-
251 (cancer del sistema nervioso central) con un ICso = 40 uM,"? por lo que el compuesto 2

fue considerando como molécula lider.
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Como se observa en la Figura 2, el compuesto 2 esta constituido por tres anillos
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Una de las estrategias empleadas para tratar de mejorar la actividad farmacologica de un
compuesto (mas selectivo y menos citotoxico) es realizando modificaciones estructurales
del mismo, lo que permite también en ocasiones identificar al grupo farmacoforico. Con
este fin el grupo de investigacion del Dr. Martinez ha estado realizando modificaciones

estructurales sobre la estructura de 2.

La primera modificacion consistié en la sustitucion bioisostérica del anillo C de pirrol de la
molécula 2 por un tiofeno 3, un furano 4 y un metoxibenceno 5.3 Estos compuestos fueron
sintetizados y evaluados in vitro en las lineas celulares de PC-3, U-251, K-562 (Leucemia),
HCT-15 (colon) y MCF-7 (mama) para determinar su actividad citotdxica, encontrando que
la actividad citotoxica de estos compuestos depende de la aromaticidad del anillo C, ya que
el derivado con benceno resultd el mas activo contra las lineas celulares evaluadas, con
excepcion de las linea celulares PC-3 y MCF-7, para las cuales el derivado con tiofeno fue

el mas activo (Tabla 1).

O~ph °\__OPn °\__O-ph
N—S N—S_ N——S__
/c\ /c\
S 0
3 4 5 9

Tabla 1. IC5y (uM=ds) de los compuestos 3, 4y 5

Comp. U-251 PC-3 K-562 HCT MCF-7
3 11+0.06 33+£5.0 39£1.5 26+0.1 4.1£3.6
4 53+£2.8 47+45.5 31+£3.7 56+13.0 47+5.0
5 214+4.56 25+7.98 23+1.83 19+0.98 33+5.98

> 100, no activo.

Posteriormente, se estudid el efecto de los sustituyentes en el anillo de N-fenilo, para lo

cual se prepararon los compuestos 6a-j. Los resultados de la actividad citotoxica de estos



compuestos indicaron que es importante la presencia de un cloro en la posicién 3 del N-

fenilo para tener una mejor actividad (Tabla 2)."

0 O- a;X=H
Ph b: X = 4-I
N—=S— c; X = 4-Br
d; X=4-Cl
/ \ e; X=4-F
N f: X = 4-CHs
g; X =4-OCHj
Z h: X = 4-NO,
Uk i; X = 3-Br
j; X = 3-Cl
6
Tabla 2. IC5y (uM=ds) de los compuestos 6a-]

Comp. X U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7
6b 4-1 40+3.6 87+8.6 >100 >100 >100
6C 4-Br >100 69.58+1.1 >100 >100 35.29+1.1
6d 4-Cl >100 45.74£1.1  50.85£1.1 >100 >100
6f 4-CHg; >100 20.79+¢1.0 20.46+1.4 >100 51.64+1.2
69 4-OCHgs; >100 37.46£1.5 20.70+1.8 >100 >100
6i 3-Br >100 26.89+1.1 >100 >100 >100
6] 3-Cl >100 29.44+1.0 21.13+1.3 50.93+1.1 64.46%1.0

> 100, no activo.

En seguida y con el objeto de determinar el papel del anillo azeto y el sustituyente 2-metilo
del anillo de pirrol del compuesto 2 en la actividad citotoxica, se estudiaron los derivados
de la pirroloazepinona 7a-j, generados por eliminacion el anillo de la azetidinona (A), asi
como la serie de compuestos 8a-j, generados mediante la sustitucion del grupo 2-metilo por
un grupo 2-(p-nitrofenilo). Los compuestos 7a-j no mostraron actividad antiproliferativa en
las cinco lineas celulares. Por su parte, algunos derivados de la estructura 8 mostraron y
mejoraron la potencia citotoxica, por ejemplo el derivado 1-(3-clorofenil) 8j (ICso = 6.3
uM) exhibi6 una potencia 10 veces mayor en comparacion con el compuesto lider 2 (ICsy =

87 uM) en la linea celular PC-3 (Tabla 3).°



a;X=H
H H O b; X = 4-
N N c; X =4-Br
d; X =4-Cl
/ \ / \ e; X =4-F
N N f; X = 4-CH,
NO g, X= 4—OCH3
7" My 7Ny 2 h: X = 4-NO,
P L i; X=3-Br
j; X =3-Cl
7 8
Tabla 3. ICsp (uM=ds) de los compuestos 8a-]

Comp. X U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7
8a H 12.4+0.2 >100 >100 >100 >100
8b 4-1 15.5+4.1  10.13+0.5 >100 63.3£12.5  14.3+1.3
8c 4-Br 25.6£4.5  21.1£2.1 >100 >100 >100
8d 4-Cl 28.82+£3.7 17.44+1.8 15.1£3.9  20.04+4.7 51.66£3.6
8e 4-F 35.1+£7.3 >100 >100 >100 >100
8f 4-CHj3 >100 >100 >100 >100 >100
89 4-OCH3;  87.0+17.0 >100 >100 >100 >100
8h 4-NO; 8.7+1.2 14.3+3.1 >100 57.3+10.4 >100
8i 3-Br 14.8+0.12  10.11+0.7  12.6+2.3 10.5+1.3 13.3+£2.1
8j 3-Cl 20.7+£0.9 6.3+0.5 13.7£1.5  33.6+4.5 11.8+£3.8

> 100, no activo.

Recientemente, se estudid la restriccion de la conformacion de la estructura 8 mediante la

eliminacion del grupo 1-fenilo y la adicion subsecuente de un anillo suplementario de seis

miembros entre el anillo de pirrol y 2-fenilo, para generar las diazanaftoazulenonas 9a-f."”

Los resultados de la actividad citotdxica indicaron que la restriccion conformacional de 8

reduce apreciablemente la actividad citotoxica de los compuestos generados 9a-f (Tabla 4),

aunque el compuesto 9d (ICso = 18.14+1.02 uM) fue particularmente activo en la linea

celular de U-251.



H O H O
: : Sl
» — A i
f}x e
P 9
8
Tabla 4. IC5 (uM=£ds) de los compuestos 9a-g y 8i
Comp. X U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7
9a H >100 >100 >100 >100 >100
9b 4-F >100 >100 33.74+3.8 >100 54.51£3.4
9c 4-Cl >100 >100 >100 39.65+1.07 >100
ad 4-Br 18.14£1.02 33.56+2.8 36.12+£3.6 25.58+2.4  43.15+3.6
%e 4-OCHj; >100 >100 >100 >100 >100
of 4-NO, >100 25.794£3.2 >100 29.504+3.2 43.14+4.4

> 100, no activo.

Analizando la estructura de los compuestos estudiados hasta ahora, se observo que éstos
contienen parte del farmacoforo presente en las paulonas (nombre genérico otorgado a los
derivados de la 7,12-indolo[3,2-d]benzazepin-6(5H)-ona), tales como la kenpaulona 10 y la
alsterpaulona 11, las cuales se han identificado como inhibidores potentes de cinasas
ciclina-dependientes (CDKs por sus siglas en inglés) y cinasas glicogeno-sintasas (GSK-3

. 116,17
por sus siglas en inglés). ™

Con el objeto de comparar la actividad del compuesto 9d con la actividad de las paulonas,
10 y 11, se estudio la actividad citotoxica de estas ltimas en las cinco lineas celulares antes
mencionadas. Cuando la kenpaulona 10 fue probada en la linea celular de cancer U-251, no
mostro actividad, pero la alsterpaulona 11 mostré ser 25 veces mas potente que el derivado
bromado 9d (ICsp = 0.68 + 0.02 uM vs ICsp = 18.14 £ 1.02 uM). Una posible explicacion
de la menor potencia mostrada por 9d, en comparacion con 11, es que ésta ltima encaja

mejor en el sitio activo sobre todo por la posicion del fragmento amidico (Figura 3).



Conrad Kunick'® disefio un modelo molecular de la kenpaulona 10 unida al sitio del ATP
de la CDK2, como se ilustra en la Figura 3. En esta figura se observa una interaccion
importante, mediante puentes de hidrégeno, entre el grupo carbonilo del anillo de
azepinona de 10 y el nitrégeno de la amida de la Leu-83, ubicando a los atomos del anillo
A entre las cadenas hidrofobicas de la Leu-134 y la Ile-10. Asi mismo, el anillo D de la
kenpaulona ocupa un bolsillo hidrofébico formado principalmente por Phe-80, Val-18, Ala-
144 y la parte hidrocarbonada de la Lys-33. Estas caracteristicas se han observado en la
estructura cristalina de otros inhibidores de CDKs, por lo que podria utilizarse para el

disefio de analogos que encajen en estas regiones.

Br

Figura 3

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se discuten dos interrogantes:

1. Si el cambio de posicion del grupo amida del sistema indolo[3,2-d]benzazepin-6-ona
10, como se encuentra en las pirrolo[3,2-Clazepinonas estudiadas hasta ahora, daria
lugar a nuevas interacciones con el sitio activo; lo que podria optimizar sus propiedades

citotoxicas.



2. Si el tamafio de la molécula y la posicion del grupo amida de las pirroloazepinonas

estudiadas hasta ahora, desempefian un papel importante en la actividad citotoxica.

Para contestar la primera interrogante se disefio el compuesto 12 (Figura 4), el cual
contiene el sistema pirrolo[3,2-C]azepinico de las pirroloazepinonas estudiadas, tal como el
compuesto 8. Ademas, la molécula 12 es isomérica de las paulonas, 10 y 11, por lo que se

penso que tendria actividad citotoxica.

Cl

8j 10 12
Figura 4
Para probar la segunda hipdtesis se disefio la pirrolo[2,3-d]azepinona 13 mediante la

eliminacion de los grupos fenilo de las posiciones 1 y 2 de la molécula 8] y el movimiento

simultaneo del anillo de pirrol de la cara ¢ — d del anillo de azepinona (Figura 5).

Ha O
N 0]
b b
a
N HN N
d
N ——— / \
NO, ”
8j
Figura 5



Ademés, el estudio se ampli6 a los analogos bioisostéricos del compuesto 13, generados
mediante la sustitucion del afiillo de pirrol de 13 por un furano, 14; un tiofeno, 15 y un

benceno, 16.

14 15 16

Figura 6



2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer

El cuerpo humano estd compuesto de diferentes células, las cuales en un ciclo normal
crecen, se dividen, envejecen y mueren. Este proceso natural de vida celular se puede ver
alterado, reflejandose principalmente un incremento en la proliferacion celular, lo cual
conduce a la formacion de algan tipo de tumor, el cual puede ser benigno o maligno. Las
células de los tumores malignos, a diferencia de los benignos, poseen la capacidad de
invadir el tejido a su alrededor y diseminarse a otros érganos (metastasis), lo cual hace que
el tratamiento requerido sea menos especifico.'” La palabra cancer es sinénimo de tumor
maligno y agrupa a los mas de 100 tipos de estos. Casi el 85% de los tumores se forman en
las capas que cubren a los drganos y en la piel, siendo los canceres mas frecuentes el de

mama, pulmoén, préstata e intestino grueso.

2.2. Quimioterapia

La quimioterapia consiste en la aplicacion sistematica de farmacos citotdxicos que viajan a
través del cuerpo via el sistema circulatorio y/o linfatico. En esencia, la quimioterapia
ayuda a erradicar todas las colonias cancerosas dentro del cuerpo, incluyendo las células
cancerosas diseminadas. Sin embargo, la mayoria de los canceres comunes no son curables
solo con la quimioterapia. Otro inconveniente de esta clase de tratamiento son los efectos
secundarios, tales como nauseas, anemia, debilidad del sistema inmune, diarrea, vomito y

perdida del cabello.

2.3. Farmacos anticancerigenos

Los farmacos contra el céncer actiian inhibiendo la sintesis o las funciones propias del

2 . <y .
ADN, *° y de acuerdo a su mecanismo de accion se clasifican en:

2.3.1. Agentes alquilantes

El termino de agente alquilante es ampliamente utilizado para sefialar aquel compuesto que

pueda reemplazar, bajo condiciones fisiologicas, un atomo de hidrégeno por un grupo

10



alquilo o cualquier otro grupo funcional, incluyendo complejos metalicos que logren formar
enlaces coordinados.”’ Los agentes alquilantes mas importantes que poseen uso clinico son
las compuestos nitrogenados, 17 y 18; sulfonatos de alquilo, 19; derivados de aziridino-
ciclopentantraquinonas, 20-22; complejos de platino, nitroso ureas, entre otros. Estos
compuestos forman intermediarios cationicos que forman enlaces covalentes con las bases
nitrogenadas del ADN (principalmente con el N-7 de la guanina) mediante un ataque
nucleofilico de este ultimo. De esta manera, se genera el entrecruzamiento con las cadenas

de ADN y con ello el término de la transcripcion.

ﬁm fu

N
NH N ~ci 2 Q
RS HyC—$~0—(CHy)s-0~S~CHs
HOOC—(CH.,), Cl o O o)
17 18 19

21 R= OCH2CH2N(CH20H20|)2
22 R = CH,OCONHCH;

20

2.3.2. Agentes hormonales

Las hormonas son sustancias que interfieren con otros agentes terapéuticos regulando el
sistema endocrino. Estas encontraron aplicacion especifica contra carcinomas de mama,
prostata y endometrio. Algunos de los més importantes son:

La progesterona 23 es un agente util como una segunda alternativa en la terapia hormonal
para el cancer de mama, el cual habia sido tratado anteriormente con cirugia y radioterapia.
El cortisol 24 suprime la mitosis linfocitica y es usado en leucemia y linfomas. Ayudan en
la reduccion del edema alrededor de un tumor.

El estradiol 25 cumple la funcidén de suprimir las células cancerosas endometriales y la

metastasis del cancer de rifion.

11



El tamoxifeno 26 puede unirse al receptor estrogeno celular cuando el complejo
tamoxifeno-receptor es translocado al nticleo, inhibiendo la sintesis de ADN y ARN, en vez

de inducir la sintesis de estrogenos, como generalmente ocurre.

23 24

o~ (CH2)oN(CH3),

25 26

2.3.3. Antimetabolitos

Por su estructura, estas moléculas son analogos antagénicos de sustancias (co-factores)
necesarias para la sintesis de metabolitos, utilizados durante varios procesos celulares,
principalmente en la replicacion de la cadena de ADN.** Entre los cuales se encuentran el
metotrexato 27 (antagonista del acido folico), S-fluorodeoxiuridina (FUDR) 28 (antagonista

de pirimidinas) y la 6-mercaptopurina 29 (antagonista de purinas).

H,N . OH SH
HO,C O@N’ N >—NH \ﬁN D N>
2 — / 2
/_)»N \_Q; HO N/KO k
o N
HO,C
. OH OH 2
28
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2.3.4. Intercaladores de ADN

Los intercaladores de ADN son compuestos que se insertan de manera perpendicular en el
ADN, formando un complejo estable ADN-intercalador, el cual se encuentra unido por
interacciones de van Der Waals, puentes de hidrogeno, fuerzas hidrofobicas y/o
transferencia de carga. La epirrubicina 30 (un tipo de antraciclina) con un sistema
aromatico plano se intercala entre las bases del ADN y la parte del aminoaztcar
interaccionando con el grupo fosfato de la desoxirribosa. Los bloques de la intercalacion
copian la plantilla del ADN y también estimulan a la topoisomerasa II dependiente de los
pliegues de la doble hélice del ADN. La mitomicina 31 es otro ejemplo de agente

intercalador.

o) __OCONH,

31

2.3.5. Inhibidores mitoticos

Los inhibidores mitoticos son compuestos antineopldsicos que bloquean el crecimiento
celular al impedir la mitosis (division celular). Los alcaloides vinca son compuestos
quimicos naturales (complejos) aislados de la planta Vinca Rosea. La vincristina 32 y
vinblastina 33 son los mas comunmente usados en el tratamiento de linfomas, canceres
mamario y testicular, y efectivos en algunos tumores sélidos, los cuales se unen a la
tubulina inhibiendo la formacion del huso mitético, y como resultado detienen la metafase
de la mitosis celular. El etopdsido 34 y tenipésido 35 son derivados glucosidicos
semisintéticos de la posofilotoxina, que es un agente antineoplasico derivado de la planta
mandragora (Podophyllum peltatum). Estos inhiben la actividad religante de la

topoisimerasa II ADN, causando ruptura de las dobles hélices de ADN y muerte celular.*

13



El paclitaxel 36 (Taxol) es un alcaloide diterpenoide que contiene un anillo complejo de
taxano como ntcleo, aislado de la corteza del arbol tejo del pacifico (taxus brevifolia). La
modificacion de la cadena lateral ha permitido identificar un andlogo mas potente, el
docetaxel 37. El mecanismo de accion implica unirse a la tubulina y evitar su

despolimerizacion.

32 R, =-CHO (Vincristina) 34 R =-CH;
33 R, = -CHj3 (Vinblastina) 35 R = tiofen-3-il

o
I
o
I
@]
Qm

H
o >]/C3
(@]

36 R = Ph, R4 = acetil (Paclitaxel)
37 R = tert-BuO-, Ry = -H (Docetaxel)

2.3.6. Inhibidores de CDKs

Las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs por sus siglas en inglés) son una familia de
enzimas que estan relacionadas en la regulacion del progreso del ciclo celular, las cuales
solo pueden ejercer esa actividad enzimdtica cuando estdn asociadas a una ciclina. Las
CDKs se consideran como un complejo activo (CDK-ciclina), en donde la CDK, es la sub-
unidad catalitica y la ciclina la subunidad reguladora. Las CDKs fosforilan a las ciclinas,
las cuales a su vez pueden perder los grupos fosfato por la accion de fosfoproteinas

fosfatasas especificas. Esta reversibilidad de la fosforilacion es crucial para el control del

14



ciclo celular. Ademas, se ha encontrado que existe una relacion entre la desregulacion de
los mecanismos de accidén normal de las CDKs con la presencia de tumores cancerigenos.**
Las purinas sustituidas son los inhibidores de CDKs mas semejantes estructuralmente al
ATP (5 -trifosfato de adenosina), por ejemplo la olomoucina 38 y su andlogo mas potente,
la roscovitina 39. El flavopiridol 40 es otro de los inhibidores de CDKs y es el agente
anticancerigeno mas avanzado con respecto a su evaluacion clinica.”” La staurosporina 41 y
sus derivados son otro grupo de moléculas que actuian como inhibidores de CDKs y que

, . s .y , - 26
estan también en evaluacion clinica.

H
Ph OH O N0
¢ C S 8
N
R, N7 N HO o O O O
| NN
HO OH o}
H Ry
f;l H;CO
CH NHCH
38R, =H,R,=Me ® CHs
39 R1 = Et, R2 =iPr 40 41

Las paulonas son inhibidores potentes de CDKs; la kenpaulona 10 es un inhibidor selectivo
de CDK1, CDK2 y CDKS5 con actividad nanomolar. El derivado mds potente en esta serie
es la alsterpaulona 11, la cual es inhibidor de la cinasas glicogeno-sintasas-33 (GSK-
3B).'*"7 La himenialdisina 42, aislada de las esponjas marinas Axinella verrucosa y

Acantella aurontiaca,”’ se ha descrito como un buen inhibidor de las CDK?2 y GSK3-p.

10 R = Br 42
11 R = NO,
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2.4. Optimizacion de moléculas lider

La modificacion molecular es una técnica de optimizacion de prototipos o moléculas lider,
la cual permite obtener fArmacos con mejor actividad terapéutica, mas selectivos y menos
toxicos. Una de las ventajas de esta técnica es la gran probabilidad de que una molécula
obtenida por modificacion de un prototipo activo presente propiedades utiles puesto que ya
se posee una base de datos. Pero si no se obtienen andlogos con mejor actividad, las
correlaciones cualitativas y cuantitativas que pueden establecerse entre las modificaciones
estructurales realizadas y los datos de la actividad biologica son de gran utilidad para
avanzar en el conocimiento del grupo farmacéforo. En este aspecto, la evaluacion de una
serie de moléculas ha sido de gran utilidad para realizar modificaciones moleculares a
ciertos compuestos con caracteristicas anticancerigenas. Un ejemplo lo constituye la 3-
(benciliden)indolin-2-ona 43,%® inhibidor competitivo de ATP del receptor de cinasas de
tirosina (ICsp = 10—20 uM FGFRI cinasa), la cual proporcion6 el punto de partida para el
disefio de nuevos inhibidores de CDK'’s (Figura 7).

SO,NH,

45

Figura7
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Asi, el compuesto lider 44, preparado como el homologo del compuesto 43, es un potente
inhibidor selectivo de la CDK2 (ICsyp = 60 nM). Asi mismo, el andlogo 45, disefiado
mediante la modificacion molecular de 44, resultd ser un potente inhibidor selectivo de
CDK2 (ICsp = 10 nM), un inhibidor débil de CDK1 y CDK4 (ICsp = 110 nM y 130 nM,

respectivamente) y un inhibidor significativamente débil de otras proteinas cinasas.

2.5. Sintesis de indolobenzazepinonas

Varias estrategias sintéticas se han reportado para acceder al sistema indolo[3,2-
d]benzazepinico. La primera ruta sintética fue descrita por Kunick,” la cual involucra la
indolizacién de Fisher de la benzazepinona 46 con la fenilhidrazina 47, para obtener la

kenpaulona 10 (Esquema 1).

H O
H O ’T‘Hz N
N HN 1. AcOH, 70 °C O
O -

Br 2. H,SO,, AcOH HN
0 70 °C Br
46 47 10

Esquema 1

Baudoin y colaboradores®® describieron otra estrategia sintética para la preparaciéon de la
indolobenzazepinona 50, la cual consiste en la hidrolisis y lactamizacion intramolecular

(del acido carboxilico generado in situ) del amino nitrilo 49 (Esquema 2).

0]
CN o-yodoanilina NaOH NH
/ \ > /)
N~ Br N
H Pd(OAc), MeOH/H,0 H

PCy,(0-biph) reflujo
Ba(OH)28H20
100 °C
Esquema 2
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~ . 1 , . . .
En afios recientes Joseph y colaboradores®' reportaron la sintesis de la indolobenzazepinona

50 mediante la ciclacién intramolecular tipo Heck del precursor 52 (Esquema 3).

CO,Me Pd(OAc),
MOE

Ag,CO;
DMF
51 52 53
HCI 1N
O

Esquema 3

2.6. Sintesis de pirroloazepinonas

A diferencia de las benzazepinonas, pocas metodologias se han publicado para la sintesis de
pirroloazepinonas, la cuales involucran la reaccion de expansion de anillo tipo Beckman o
Schmidt de indolonas, o mediante la ciclacion intramolecular de pirrolaminoésteres.’” En
1968, Stoll y Troxler” describieron la sintesis de la pirrolo[3,2-Clazepinona 56 mediante la

expansion de Beckmann del 4-tosiloxiimino-4,5,6,7-tetrahidroindol 55 (Esquema 4).

o) N-O, H O
/i Ts N
HONH, .HCI AcOH
/ \ — = ]\ — /\
N N N
H H H
54 55 56
Esquema 4
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Asi mismo en 1995, Martinez y colaboradores'® reportaron la sintesis de varias N-
arilpirrolo[3,2-C]azepinonas 7 mediante la expansion de Beckman de las correspondientes

N-arilindolonas 59, obtenidas a partir de la dimedona 1 (Esquema 5).

O
CH3COCH,CI X-CgHsNH,

1 57 58

NH,OH.HCI

R= C6H5-X

59

Esquema 5

Joseph y colaboradores®' describieron la sintesis de la pirrolo[2,3-CJazepinona 64 mediante

la ciclacion intramolecular tipo Heck del precursor 63 (Esquema 6).

NH
</:ycozH+ ©: 2 O\KY E

EOM Eom ©
60 61
Boc,O
DMAP

Pd(OAc)
PPhs ? Boc p
jp LN o W

N “Boc AGLCO

I g

EOM © DME Eom ©

64 63
Esquema 6
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3. OBJETIVOS

3.1. General

e Llevar a cabo la sintesis de los compuestos indolo[3,2-d]benzazepinona 12, pirrolo[2,3-

dJazepinona 13, furo[2,3-d]azepinona 14, tieno[2,3-d]azepinona 15 y 3-benzazepinona

16, y evaluar su actividad citotoxica en lineas celulares tumorales.

3.2.- Particulares

e Disefiar una ruta sintética para la preparacion de los compuestos 13, 14 y 15.

e Adaptar las estrategias sintéticas descritas en la literatura para la sintesis de los

compuestos 12 y 16.

e Determinar la actividad antiproliferativa de los compuestos sintetizados sobre las lineas

celulares: U-251, PC-3, K-562, HCT-15 y MCF-7.

20



4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Sintesis de la indolo[3,2-d][2]benzazepinona (12)

El anélisis retrosintético que se planted para la sintesis del compuesto 12 se muestra en el

Esquema 7.
@(\ Ciclacion ofiNH Acoplamiento
w? O Qﬂ s
N +
H

Esquema 7

Por consiguiente, la ruta sintética que se sigui6 para la preparacion de 12 se describe en el
Esquema 8, la cual implica como paso clave la ciclacién tipo Heck de precursor 68.** A su

vez, 68 puede prepararse por acoplamiento del acido carboxilico 65 y la bencilamina 66.

COLH

N
' c:H2<:|2 CH2CI2

Bs

65 67 68

+ Pd(OAc),

PPhj, Ag,CO
I

66

12 69

Esquema 8
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Esta sintesis inici6 con la preparacion del 4cido carboxilico 65 y la amina 66. Asi, un
método para preparar 65 es mediante la oxidacion del 1-bencensulfonilindol-3-
carboxaldehido 71 con una solucién de NaClO4,>® sin embargo, en este trabajo dicha
oxidacion se llevo a cabo con el reactivo de Jones en solucion de acetona para obtener el
acido carboxilico 65 con un 83% de rendimiento (Esquema 9). A su vez, 71 se obtuvo
mediante la proteccion del indol-3-carbaldehido 70 con cloruro de bencensulfonilo en

presencia de hidréxido de sodio (NaOH) y sulfato 4cido de tetrabutilamonio (BusNHSO,).*°

CHO CHO CO,H
Q—§ BsCl Q_§ CrO3, H,S0, Q_§

N NaOH N acetona, 25 °C 'Tj
H Bus;NHSO, Bs (83%) Bs
(70%)
70 71 65
Esquema 9

Por otra parte, la preparacion de la 2-yodobencilamina 66 se llevd a cabo mediante la
secuencia de reacciones que se muestra en el Esquema 10. Asi, la reduccion del acido 2-
yodobenzoico 72 con hidruro de litio y aluminio (LiAlH4) en tetrahidrofurano a 0 °C dio el
alcohol bencilico 73 con un 80% de rendimiento, el cual se tratd con cloruro de
metansulfonilo en presencia de una cantidad estequiométrica de trietilamina a temperatura
ambiente para obtener el mesilato 74 con un excelente rendimiento del 98%. En seguida, la
sustitucion nucleofilica del mesilato 74 con azida de sodio (NaN3) en DMSO a temperatura
ambiente dio la azida 75 con un 80% de rendimiento. Finalmente, 75 se tratd6 con 1
equivalente de trifenilfosfina (PPh;) y 1.5 equivalentes de H,O (condiciones de
Staudinger)’’ en THF a temperatura ambiente para obtener la 2-yodobencilamina 66 con un

60% de rendimiento.
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©i002H LiALH,4 @E\ MsCl o Ms
e
| THF, 0 °C I

CH2CI2, 25°C
(80%) (98%)
72 73 74
NaN3
DMSO
(80%)
PPh3/H,0
Sy o8
THF, 25 °C I
(60%)
66 75

Esquema 10

Posteriormente, el acoplamiento del &cido carboxilico 65 y la bencilamina 66 se llevo a
cabo con N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) en
cloruro de metileno a temperatura ambiente. La reaccion se completd después de 16 horas,

para dar la amida 67 con un 80% de rendimiento (Esquema 11).

(0]
CO,H NH
DCC/DMAP
Crg L o 2o O ()
N | [Tj I
Bs

| CH20|2, 25°C
Bs (80%)
65 66 67
Boc,O/DMAP
CH,Cl,, 25 °C
(78%)
0 Boc
N
30
N
' |
Bs
68
Esquema 11

23



Para evitar la interferencia del nitrogeno de la amida bajo las condiciones de Heck, 67 se
protegid con el grupo tert-butoxicarbonilo (Boc), utilizando di-tert-butildicarbonato
(Boc,0) y DMAP para obtener el precursor 68 con un 78% de rendimiento (Esquema 11).

La ciclacion intramolecular del precursor 68 bajo las condiciones de reaccion de Heck,
utilizando Pd(OAc), (10 mol-%), PPh; (20 mol-%) y Ag,COs (2.0 equiv.) en solucién de
DMF a 110 °C, dio lugar a la formacion de la indolobenzazepinona 69 con un 40%
rendimiento (Esquema 12). Con el propdsito de incrementar la formacion de 69, en otro
experimento se aumento la cantidad de PPhs (30 mol-%), obteniendo el producto 69 en un

mayor rendimiento (80%).

O Boc Pd(OAc),
N PPh,
Ag,CO3
/N =
N | DMF, 110 °C
Bs (80%)
68 69
Esquema 12

Finalmente, la ruptura de los grupos protectores Bs y Boc se llevd a cabo en dos pasos
consecutivos: primero el grupo Boc se removié por tratamiento de 69 con 4cido
trifluoroacético (TFA) en disolucion de cloruro de metileno a temperatura ambiente,
seguido de la desproteccion del grupo Bs con una solucioén acuosa de NaOH 2N en metanol
a reflujo. El producto 12 se obtuvo como un s6lido blanco con un rendimiento global de

40% a partir de 69 (Esquema 13).

1. TFA, CH,Cl,
25°C
2. NaOH 2N
reflujo
(40%)
69 12

Esquema 13
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Cabe mencionar que inicialmente se prepar6 el derivado bromado 76 a través de la
metodologia empleada para la sintesis del intermediario 68. Sin embargo, cuando 76 se
sometio bajo las condiciones de Heck no hubo reaccion, recuperando la materia prima en su
totalidad (Esquema 14). Una posible explicacion de este resultado es que la energia de
disociacion del enlace C—Br es mas fuerte que C—1, lo que dificulta la adicion oxidativa del
bromuro de arilo sobre el paladio. Este resultado concuerda con el orden de reactividad
relativa de los halogenuros de arilo (I > Br >> Cl) en la etapa de adicion oxidativa del ciclo

catalitico de la reaccion de Heck.

Pd(OAc),
PPh,

A92CO3
No hay reaccion

DMF, 110 °C

76

Esquema 14

4.2. Sintesis de la pirrolo[2,3-d]azepinona (13)

El analisis retrosintético planteado para la sintesis del compuesto 13 se muestra en el
Esquema 15. La estructura de 13 consiste de un sistema pirroloazepinico, el cual podria
provenir del sintébn 2-aminoetil-pirrol-3-ilacetilo mediante una ciclacion intramolecular,
desconexidn (a); este a su vez podria provenir del sintdon 2-cianometil-pirrol-3-ilmetiluro
por un proceso de homologacién, y alquilacién del pirrol-3-carboxilato con un sintén
cianometilo, desconexiones (b) y (b"). Otra manera de preparar el sintobn 2-aminoetil-pirrol-
3-ilacetilo podria ser intercambiando el orden de las desconexiones, realizando
primeramente la homologacion del sinton pirrol-3-ilmetiluro, seguido por la alquilacion del

acido 3-pirrolilacético con el sintdén cianometilo, desconexiones (c’) y (¢).
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CO,R
l/ \: + n +CHZCN"

N
H

Esquema 15

Por lo tanto, una ruta sintética para la preparacion del compuesto 13 implica la sustitucion

oxidativa aromatica via radicales del pirrol-3-carboxilato 77 con el cianometil-xantato

[CNCH,SC(S)OEt], seguido por reduccion del nitrilo resultante 78, para generar el

aminoéster 79. La homologacion de 79, seguido por lactamizacion intramolecular del

intermediario 80 podria generar la pirroloazepinona 81 (Esquema 16).

CO,Et
U CNCH,SC(S)OEt

N >

L DLP, DCE

77

NH Na, NH;
N THF
13

CO,Et CO,Et
NaBH,
/ \_ CN / \ NH,
'Tl MeOH ’Tj
Bn Bn
78 79
1. KOH 10%
2. SOCl,
3. CH2N2, Ag2O
O
CO,H
NH DCC, DMAP
R . I NH,
N CH,Cl, N
Bn Bn
81 80
Esquema 16

26



De esta manera, esta sintesis inicid con la preparacion del 1-bencilpirrol-3-carboxilato de
etilo 77 mediante una secuencia de dos etapas, la cual consistid en la sintesis de pirroles 3-
sustituidos de van Leusen,® seguido de la proteccion con el grupo bencilo (Bn) para evitar
la interferencia del nitrogeno del pirrol en las siguientes reacciones.

Asi, la reaccion de 1 equivalente de tosilmetilisocianuro (TosMIC) con 1 equivalente de
acrilato de etilo en presencia de hidruro de sodio (NaH), en Et,O/DMSO (3:1) procedié con
la formacién de dos productos, 82 y 83, en una relaciéon 3:1. Con el propodsito de
incrementar la formacion de 82, se decidio estudiar esta reaccion. Como se observa en la
Tabla 5, al utilizar 1.3 equivalentes de TosMIC, 1.0 equivalente de acrilato de etilo y 1.3
equivalentes de hidruro de sodio a 0 °C, la reaccion procedié con la formacion de 82 como
producto principal (75%), observando solo trazas de 83. Los datos espectroscopicos del
pirrol-3-carboxilato de etilo 82 coinciden con los descritos en la literatura, preparado por

otra ruta sintética.>

CO,Et CO,Et
Ts N CO,Et NaH
N L — [y L L]
DMSO/Et,0 H
TosMIC acrilato de K/COZEt
etilo 82 83

Tabla 5. Optimizacion de la reaccion de van Leusen en la sintesis de 82

TosMIC (eq) Acrilato de etilo (eq) NaH Temp. (°C) 82 (%) 83 (%)
1 1 1 25 60 20
1.2 1 1.2 25 55 25

1.3 1 1.3 0 75 trazas

Para evitar la interferencia del nitrogeno del pirrol de 82 en las siguientes reacciones, €ste
se protegid con el grupo bencilo (Bn), usando bromuro de bencilo (BnBr) y NaH en DMF,
para obtener el pirrol protegido 77 con un 70% de rendimiento (Esquema 17). Los datos
espectroscopicos de 77 coinciden con los descritos en la literatura, preparado por otra ruta

sintética.*
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CO,Et CO,Et

NaH, BnBr
4 \i _ [\
N DMF, 25 °C N
(70%) Bn
82 77
Esquema 17

A continuacion, el precursor 77 se sometio a la reaccion de sustitucion oxidativa aromatica
via radicales,"' utilizando 1.3 equivalentes de cianometil-xantato [CNCH,SC(S)OEt] y 1.3
equivalentes de peroxido de dilaurilo (DLP) como iniciador, en 1,2-dicloroetano a reflujo.
Después de 12 horas de reaccion, la reaccion se completo para dar el producto alquilado 78
con un 77% de rendimiento (Esquema 18). El cianometil-xantato se prepard mediante la
reaccion del 2-cloroacetonitrilo y la sal de potasio del 4cido O-etil-xantico en acetonitrilo a
temperatura ambiente durante 2 horas. La regioselectividad de la sustitucion en la posicion
2 del pirrol puede explicarse debido a que el sustituyente 3-etoxicarbonilo estabiliza mas al
radical 3-pirrolil intermediario correspondiente al ataque en C-2 que al radical 4-pirrolil
resultante del ataque en C-5. Por esta razdn, la formacién del derivado 1-bencil-5-
cianometilpirrol-3-carboxilato de etilo no fue observada. Los datos espectroscopicos del
producto 78 coinciden con los descritos en la literatura, el cual fue preparado por otra ruta

e e 42
sintetica.

CO,Et CO,Et
CNCH,SC(S)OEt
[y SOOE [ f_on
N N
B DLP, DCE !
n reflujo Bn
(77%)
77 78
Esquema 18

Posteriormente, la reduccion del nitrilo 78 a la amina correspondiente se intentd con

borohidruro de sodio (NaBH,) en presencia de cloruro de cobalto (IT) (CoCl,),* en metanol
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a 0 °C, sin embargo, la reaccion procedidé con formacion de una serie de productos muy
polares inseparables (Tabla 6). Después de una busqueda exhaustiva en la literatura, se
encontr6 que el sistema compuesto por NaBHs (7 equivalentes), NiCl,6H,O (1
equivalente) y Boc,O (2 equivalentes) reduce una variedad de nitrilos aromaticos a las
aminas N-Boc protegidas correspondientes.* Cuando se aplicaron estas condiciones
reductoras al nitrilo 78, la reaccion procedié con éxito dando lugar a la formacion de la
amina N-Boc protegida 84 con un 80% de rendimiento. Cabe mencionar que la adicion de
NaBH, a la mezcla de reaccion se realizd en pequeiias porciones durante 15 minutos a 0 °C,

debido a que la reaccidén es muy exotérmica.

CO,Et CO,Et
NaBH,
U\/CN — U\ﬁNHBoc
N N
! MeOH I
Bn Bn
78 84

Tabla 6. Efecto del sistema NaBH4/catalizador en la preparacion de 84

Catalizador Disolvente Temperatura (°C) 84 (%)
CoCl, MeOH 0—25 0
NiCl,-H,O MeOH 0—-25 20
NiCl,-H,0/Boc,O MeOH 0—-25 80

El espectro de IR del compuesto 84 mostr6 una banda de absorcién en 3363 cm’
caracteristica del enlace N-H; asi como dos bandas en 1706 cm™ y 1695 cm™ caracteristicas
de carbonilo de éster y carbonilo de carbamato. Su espectro de masas presentd un pico en
m/z 372 correspondiente al i6n molecular (M) y que estd acorde con el peso molecular de
84. En su espectro de RMN de 'H se observo una sefial simple en 1.40 ppm para los
protones del grupo t-Bu; una seal triple en 3.08 ppm (J = 6.3 Hz) y otra cuadruple en 3.29
ppm (J = 6.3 Hz) asignadas a protones de los metilenos CH,CH,NHR, respectivamente;
una sefial ancha en 5.0 ppm que integra para un protébn y que intercambia con agua

deuterada (D,0O) asignada al proton de la amina; una sefial triple en 1.34 ppm (J=7.2 Hz) y
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otra cuadruple en 4.26 ppm (J = 7.2 Hz) caracteristicas del grupo etoxicarbonilo; ademas de

las sefiales de los protones aromaticos del anillo del pirrol y fenilo.

La siguiente etapa de esta sintesis consistio en la transformacion del intermediario 84 en su
derivado homologado 80 via la diazocetona intermediaria 86 (Esquema 19), para lo cual se
hidrolizo6 el éster 84 al acido carboxilico 85 (80% de rendimiento) con una solucién al 10%
de KOH en EtOH/H,O (1:1). En seguida, se intent6 la formacion de la diazocetona 86 por
tratamiento de 85 con N-bromosuccinimida (NBS) y trifenilfosfina en THF a 0 °C durante
15 minutos, seguido de la adicion de una solucion etérea de diazometano.*>*® Sin embargo,
la reaccidon procedio con la formacion inesperada de la pirrolopiridinona 87 con un 98%
rendimiento. EI mismo resultado se obtuvo al repetir la reaccion sin la adicion de la
solucion de diazometano, indicando que la amina ataca inmediatamente a la especie

intermediaria (i6n aciloxifosfonio) formando el anillo de seis miembros.

(@) N,
CO,Et CO,H 1. NBS/PPh, Z
10% KOH THF, 0 °C
[—g\/\NHBOC —_ /N NHBoc ——— /N NHBoc
\ / \ 2. CH,N \
Bn EtOH/H,0 Bn nTen2 Bn
reflujo
84 (80%) 85 86
NBS/PPh, ;
THF, 0 °C ;
(98%) :
Y
0
CO,H
3 NH 2
2 / \ 6 / \ NH2
N \
Bn Bn
87 80
Esquema 19
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El compuesto 87 mostr6 en su espectro de IR la banda de absorcidon caracteristica de
carbonilo de lactama en 1651 cm™. Su espectro de masas presentd un pico en m/z 226
correspondiente al i6n molecular (M "), el cual est4 acorde con el peso molecular de 87 y es
el pico base. En su espectro de RMN de 'H se observo una sefial triple asignada al metileno
H,C-7 en 2.69 ppm (J = 6.6 Hz) debida al acoplamiento con los protones del metileno
H,C-6, el cual aparece como una sefial triple dobleteada en 3.53 ppm (J = 6.6 y 2.7 Hz); los
protones del anillo de pirrol se observaron como una sefal multiple que integra para dos
protones en 6.61-6.63 ppm; También presentd una sefial ancha en 5.52 ppm que integra
para un proton y que intercambian con D,0 asignada al proton de la amida; ademas de las

sefales del grupo bencilo.

Ante este resultado, se decidi6 investigar otra metodologia empleada con éxito en el
laboratorio para la homologaciéon del 3,4-dimetoxibenzaldehido (ArCHO) al 3,4-
dimetoxifeniletanol (ArCH,CH,OH), la cual consiste en la formacién del alqueno
intermediario (ArCH=CH,) mediante la reaccion de Wittig (utilizando Ph;P-CH;I y una
base), seguido por la reaccion de hidroboracion-oxidacion para formar el alcohol primario
(adicion anti-MarkownikofY).

De esta manera, la ruta de sintesis propuesta se describe en el Esquema 20, la cual
involucr6 la preparacion del aldehido correspondiente a partir del intermediario 84 vy,
posteriormente, se someteria al proceso de homologacion descrito para intentar obtener el
alcohol 91, el cual se oxidaria al correspondiente acido carboxilico 80. Asi, el éster 84 se
transformo en el aldehido 89 mediante la reduccion con hidruro de litio y aluminio
(LiAlHy), seguido por la oxidacion con dicromato de piridinio (PDC) en cloruro de
metileno. Sin embargo, cuando 89 se someti6 a la reaccion de Wittig con yoduro de
metiltrifenilfosfonio (PhsP"-CHsI) en presencia de n-BuLi, en THF, a -78 °C no hubo
reaccion, recuperando el aldehido. El mismo resultado se obtuvo cuando se utilizé hidruro
de sodio, como base, a temperatura ambiente. Por lo que esta estrategia so6lo produjo el

aldehido 89.
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CO,Et OH CHO
. PDC
U\/\NHBOC ﬂ» FQ/\NHBOC —_— [g\/\NHBoc

N éter, 0 °C N CH,Cl,, 25°Cc N
Bn (70%) Bn (83%) Bn
84 88 89
1. n-BuLi, THF
2. [PHsP-Me]* I
— OH
CO,H DOX'datC'm./, Hidroboracion/ —
/ \ esproteccion / \ Oxidacion / \
NH, <o NHBoc ----------- NHBoc
\ N N
Bn Bn Bn
80 91 90
Esquema 20

La nula reactividad del aldehido 89 se podria explicar en funcion de una estabilizacion del
grupo carbonilo del aldehido mediante la deslocalizacion del par de electrones del

nitrégeno del pirrol, generando la especie 92 (forma resonante) menos reactiva (Esquema

21).

O _
C~H C\H
@\/\NHBOC - d\/\NHBoc
Bn
89 92

Esquema 21

El espectro de IR del compuesto 88 mostr6 una banda de absorcién en 3362 cm’
caracteristica de hidroxilo, asi como la banda caracteristica de carbonilo de carbamato en
1695 cm™. Su espectro de masas presentdé un pico en m/z 330 correspondiente al i6n
molecular (M) y que esta acorde con el peso molecular de 88. En su espectro de RMN de

'H se observé una sefial simple en 1.42 ppm que integra para nueve protones asignada a los
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protones del grupo t-Bu; una sefial triple en 2.73 ppm (J = 6.6 Hz) y una sefial multiple en
3.13 ppm asignadas a los protones de los metilenos -CH,CH,NH, respectivamente; una
sefal simple en 4.5 ppm asignada a los protones del metileno del grupo hidroximetilo; una
sefial ancha centrada en 2.03 ppm que intercambia con D,0O correspondiente al hidrogeno
del hidroxilo. Ademas dos sefiales dobles que integran cada una para un protéon en 6.17
ppm (J =2.8 Hz) y 6.57 ppm (J = 2.8 Hz) asignadas a los protones HC-3 y HC-2 del anillo
de pirrol. Por otra parte, el compuesto 89 mostrd en su espectro de IR una banda de
absorcion en 1702 cm™ caracteristica de carbonilo de aldehido y la banda caracteristica de
carbonilo de carbamato en 1659 cm™. Su espectro de masas presentd un pico en m/z 328
correspondiente al i6n molecular (M) y que esta acorde con el peso molecular de 89. En
su espectro de RMN de 'H se observo una sefial simple en 9.8 ppm que integra para un
proton asignada al hidrégeno del grupo aldehido; no se observo la sefial simple en 4.5 ppm

correspondiente al metileno del hidroximetilo.

Ante este ultimo resultado, se decidi6 estudiar la segunda estrategia considerada en el
analisis retrosintético para la sintesis del precursor 80, la cual consistié en llevar a cabo
primeramente el proceso de homologacion y, después, la introduccion de sustituyente 2-

aminoetilo. La ruta de sintesis sugerida se describe en el Esquema 22.

COzEt 1. KOH 10% CO,Et COEt
5 SOC|2 CNCH,SC(S)OEt
B ~ [/ \_ cN

N
3. CH2N2, Ag,0O | DLP, DCE N
EtOH Bn Bn
77 93 94
NaBH,, NiCl,
Boc,0, MeOH
CO,H CO,Et
1. TFA
N 2. KOH 10% !
Bn Bn
80 95
Esquema 22
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La etapa de homologacion se llevo a cabo de la siguiente manera; primero el éster 77 se
hidroliz6 al acido carboxilico 96 (84% de rendimiento) con una solucion de KOH al 10%
en EtOH/H,0 (1:1) a reflujo (Esquema 23). En seguida, 96 se tratdo con cloruro de tionilo
(SOCl,) para formar el cloruro de acido correspondiente (protocolo de Arndt-Eistert), sin
embargo, la reaccion procedidé con descomposicion de la materia prima (polimerizacion).
Por lo que se tuvo que buscar otro método mdas suave que permitiera llevar a cabo la
activacion del &cido carboxilico, sin provocar la polimerizacion del pirrol. En otro
experimento, 96 se tratd con cloroformiato de etilo (CICO,Et) en presencia de trietilamina
(EtsN) a 0 °C durante 30 minutos, seguido de la adicion de una solucion etérea de
diazometano. La reaccion procedio con la formacion de la diazocetona 97, identificada por
RMN de 'H por la presencia de una sefial simple en 5.3 ppm caracteristica del proton o. Sin
embargo, cuando la diazocetona se intentd purificar por cromatografia en columna
utilizando gel de silice 6 alimina neutra, ésta sufrid descomposicion. Para concluir la
homologacion, el crudo de 97 se tratdé con 10 equivalentes de oxido de plata (Ag,0O) en
EtOH/1,4-dioxano (2:1) a reflujo (transposicion de Wolff),*” para obtener el derivado
homologado 93 con s6lo un 5% de rendimiento. El resto del producto de reaccion consistio

en una mezcla obscura inseparable.

o N,
CO,Et CO,H 1. CICO,Et, EtzN Z
KOH 10% CH,Cly, 30 min.
/ \ i /\ R / \
N EtOH/H,0 N 2. CH,N,, 0°C N
Bn reflujo Bn . Bn i
0,
77 (84%) 96 97
A920
EtOH/dioxano
100 °C
(5%)
CO,Et
=S
N
Bn
93
Esquema 23
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El espectro de IR de 93 mostrd una banda de absorcion caracteristica de carbonilo de éster
en 1733 cm™. Su espectro de masas presenté un pico en m/z 243 correspondiente al i6n
molecular (M™), acorde con el peso molecular de 93. En su espectro de RMN de 'H se
observaron los protones de los metilenos -CH,CO,Et y -CH,Ph en 3.46 ppm y 4.99 ppm
como dos sefales simples, respectivamente; los protones aromaticos del pirrol se
observaron en la regioén de 6.1-6.6 ppm como dos sefiales multiples; asi mismo los protones
aromaticos del fenilo se observaron en la regién de 7.01-7.34 ppm como dos sefales
multiples; también se observd una sefial triple en 1.24 ppm y otra cuddruple en 4.14 ppm
caracteristicas del grupo etoxicarbonilo.

Otra metodologia investigada que nos permitid obtener un mayor rendimiento del
compuesto 93 se describe en el Esquema 24, la cual consistio en la reduccion selectiva del
1-bencilpirrol-3-glioxalato 100."* De esta forma, el pirrol-3-glioxalato 99 se prepar6
mediante la B-acilacion del 1-triisopropilsililpirrol 98 con 2-cloro-2-oxoacetato de etilo en
piridina a 73 °C durante 16 horas.* Bajo estas condiciones de reaccion, también ocurri6 la
eliminacion del grupo TIPS. Posteriormente, 99 se protegid6 bromuro de bencilo en
presencia de NaH para obtener el producto 100. En seguida, la hidrogenoélisis de 100 con
Pd/C al 10% en presencia de hipofosfito de sodio monohidratado (NaH,PO,-H,0O), en

dioxano, a reflujo dio el producto 93 con un 77% de rendimiento.

o OEt 0 OEt
NaH, BnBr
I E )
@ CIC(O)CO,Et I\ (0] [g\« (@]

N N N
. piridina, 78 °C H DMF, 25 °C I
Si(i-Pr)s (64%) (91%) En
98 929 100

Pd/C 10%,

NaH2P02

dioxano, reflujo
(77%)

CO,Et
=3

N
I

Bn
93

Esquema 24
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Una vez que se obtuvo el 1-bencilpirrol-3-ilacetato de etilo 93, se llevdo a cabo la
introduccion del grupo 2-aminoetilo, utilizando la secuencia de reacciones de alquilacion
oxidativa via radicales y reduccion, empleadas con éxito en la aminoetilacion del 1-
bencilpirrol-3-carboxilato de etilo 77. De esta manera, la cianometilacion de 93 utilizando
1.3 equivalentes de cianometil-xantato [CNCH,SC(S)OEt] y 1.3 equivalentes de DLP en
1,2-dicloroetano a reflujo dio lugar a la formacion de dos productos, identificados como el
1-bencil-2-cianometilpirrol-3-ilacetato de etilo 94 y el derivado 2,5-disustituido 101, en una
relacion 3:1 (Tabla 7). Con el proposito de incrementar la formacion de 94, la reaccion se
repitio a una concentracion 0.14M (la concentracion inicial fue 0.2M) para obtener 94 y 101

en una relacion 4:1 a favor del compuesto 94.

CO,Et CO,Et CO,Et
CNCH,SC(S)OEt

N DLP, DCE N N
Bn reflujo Bn Bn
93 94 101

Tabla 7. Efecto de la concentracion en la formacion de 94 y 101

Prueba Concentracion (M) Tiempo (h) 94 (%) 101 (%)
1 0.2 16 75 25
2 0.14 16 80 20

La regioselectividad de la sustitucion en C-2 del pirrol para formar 94 puede explicarse en
base a que el sustituyente -CH,CO,Et estabiliza (hiperconjugacion) al radical intermediario
3-pirrolil resultante del ataque en C-2. Asi mismo, la formaciéon del producto 2,5-
dialquilado 101 podria explicarse considerando que una vez formado el producto 94, el
efecto activador de los grupos 3-metil-carboxietilo y 2-cianometil favorece la sustitucion en
la posicion 5. Ademas, el derivado 1-bencil-5-cianometilpirrol-3-ilacetato de etilo no fue
observado. El espectro de IR de 94 mostr6 una banda de absorcion en 1730 cm™
correspondiente al carbonilo de éster y otra banda en 2249 cm™ caracteristica de nitrilo. Su

espectro de masas presentd un pico en m/z 282 correspondiente al ién molecular (M ") y
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que esta acorde con el peso molecular de 94. En su espectro de RMN de 'H se observaron
las senales simples correspondientes a los metilenos -CH,CO,Et y -CH,Ph en 3.45 y 5.14
ppm, respectivamente; los protones HC-4 y HC-5 del pirrol aparecieron como dos senales
dobles en 6.12 ppm (J = 2.7 Hz) y 6.68 ppm (J = 2.7 Hz), respectivamente; asi mismo se
observo otra sefial simple en 3.55 ppm asignada al metileno del grupo cianometilo. Por otra
parte, el compuesto 101 presentd en el espectro RMN de 'H cuatro sefiales simples que
integran para dos protones cada una en 3.45, 3.53, 3.60 y 5.14 ppm asignadas a los
metilenos de los grupos -CH,CO;Et, -CH,CN y -CH,Ph, respectivamente. El proton de C-4

del pirrol se observd como una sefial simple en 6.21 ppm.

A continuacion, la reduccion del nitrilo 94 a la amina 95 se llevo a cabo con NaBH4 (7
equivalentes), NiCl,-6H,0 (1 equivalente) y Boc,O (2 equivalentes) en metanol a 0 °C. El
producto se obtuvo como un aceite viscoso transparente en un 79% de rendimiento
(Esquema 25). El espectro de IR del compuesto 95 mostr6 una banda de absorcion ancha en
3379 cm™ caracteristica de amina; ademas de la banda correspondiente al carbonilo de éster
en 1709 cm™. Su espectro de masas presenté un pico en m/z 386 correspondiente al ion
molecular (M) y que esta acorde con el peso molecular de 95. En su espectro de RMN de
'H se observo una sefial simple en 1.42 ppm para los protones del grupo t-Bu; una sefial
triple en 2.69 ppm (J = 6.9 Hz) y una multiple 3.1 ppm asignadas a los metilenos -
CH,CH,;NHR, respectivamente; una sefial simple que integra para dos protones en 3.42
ppm correspondiente al metileno -CH,COEt; los protones HC-4 y HC-5 del pirrol
aparecieron como dos sefiales dobles en 6.10 ppm (J = 2.8 Hz) y 6.58 ppm (J = 2.8 Hz),
respectivamente; una sefial ancha centrada en 4.82 ppm que intercambia con D,0O asignada

a la amina.

CO,Et CO,Et
NaBH,/NiCl,
/ \\ CN o |\ NHBoc
N

N

| Boc,O/MeOH |
Bn 25 °C Bn
(79%)
94 95
Esquema 25
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El siguiente paso consistio en el cierre de anillo de azepinona, para lo cual inicialmente se
utilizé la metodologia mostrada en el Esquema 26. Asi, el éster 95 se hidroliz6 al 4cido
carboxilico 102 con una solucion de KOH al 10% de EtOH/H,O (1:1) a reflujo, seguido por
la desproteccion del grupo Boc con acido trifluoroacético (TFA) para obtener el e-
aminoacido 80, el cual se utilizd en la siguiente reaccion sin purificar. En seguida, la
lactamizacion intramolecular de 80 con clorhidrato de 1-etil-3-[(dimetilamino)propil]-
carbodiimida (EDCI) y DMAP dio lugar a la formacion de la 1-bencilpirroloazepinona 81
con un rendimiento global de 30% a partir de 95 (Esquema 26). El espectro de IR del
compuesto 81 mostrd una banda de absorcion en 1667 cm™ caracteristica de carbonilo de
lactama. Su espectro de masas presentd un pico en m/z 240 correspondiente al i6n
molecular (M) y que est4 acorde con el pesos molecular de 81. En su espectro de RMN de
'H se observaron a los protones del metileno H,C-7 como una sefial cuadruple ancha
centrada en 3.51 ppm debida al acoplamiento con los protones del metileno H,C-8 que
aparecen como una sefial triple ancha centrada en 2.61 ppm (J = 5.7 Hz) y al acoplamiento
con el proton de la aminda que se observd como una sefial ancha en 6.06 ppm que
intercambia con D,0. Se observo también una sefial simple ancha en 3.59 ppm asignada al
metileno H,C-4. Los protones HC-3 y HC-2 del pirrol se observaron como dos senales

dobles en 5.98 ppm (J = 3.0 Hz) y 6.60 ppm (J = 3.0 Hz), respectivamente.

CO,Et CO,H CO.H
10% KOH TEA
/N\ NHBoc ———» /N NHBoc ——— /N NH,

. EtOHH,0 N CH,Cl, N
Bn reﬂujo Bn 25 °C Bn
95 102 80
EDCI, DMAP
CH,Cl,, 0 °C
(30%, rendimiento
global a partir de 95) e}
4
3 NH
I\
2 'Tl :
Bn
81
Esquema 26
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Por otra parte, una segunda metodologia para la preparacion del compuesto 81 que resulto
ser mas sencilla y eficiente se describe en el Esquema 27, la cual consistid6 en la
lactamizacion intramolecular de e-aminoéster 103 catalizada por un exceso de K,CO3.”° De
esta manera, la desproteccion del grupo Boc de 95 con TFA, seguido por el tratamiento con
9 equivalentes de K,CO3 en metanol a temperatura ambiente dio el producto 81, con un

rendimiento global de 82% a partir de 95.

0
CO,Et COyEt .
T TFA T KzCOs (9 eqiv.) NH
NHBoc —— NH, ——— N
N CH,Cl,, 25 °C N MeOH,25°C |
Bn Bn Bn
(82%, rendimiento
95 103 global a partir de 95) 81
Esquema 27

Finalmente, la desproteccion del grupo bencilo del compuesto 81 se llevo a cabo con sodio
metalico en amoniaco liquido a -78 °C para obtener la pirroloazepinona 13 con un

rendimiento no optimizado del 55% (Esquema 28).

o 0
6
NH Na, NH3 3 NH
/ \ — / \
N THF, -78 °C 2N
Bn (55%) H
81 13
Esquema 28

El espectro de IR del compuesto 13 mostr6 una banda de absorcién en 1669 cm™
caracteristica de carbonilo de lactama. Su espectro de masas presentd un pico en m/z 150
correspondiente al i6n molecular (M") y que esta acorde con el peso molecular de 13. En

su espectro de RMN de 'H se observé al metileno H,C-4 como una sefial simple ancha en
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3.46 ppm; los protones del metileno H,C-7 se observaron como una sefial cuadruple ancha
centrada en 3.5 ppm debido al acoplamiento con los protones del metileno H,C-8 que
aparecen como una sefial triple ancha centrada en 2.76 ppm (J = 5.4 Hz) y al acoplamiento
con el proton de la amida que se observd como una sefial simple ancha en 7.17 ppm que
intercambia con D,0. Los protones HC-2 y HC-3 del anillo de pirrol se observaron en 6.54
ppm (J = 2.4 Hz) y 5.81 ppm (J = 2.4 Hz) como dos sefiales triples anchas debido al
acoplamiento entre estos y con el proton del nitrogeno de pirrol, el cual se observo como

una sefial anchas en 10.01 ppm que intercambia con D,0.

4.3. Sintesis de la furo- y tieno-[2,3-d]azepinonas (14 y 15)

El analisis retrosintetico que se planted para la sintesis de los compuestos 14 y 15 se
muestra en el Esquema 29, el cual es una ampliacion de la estrategia aplicada en la sintesis

de la pirroloazepinona 12.

2 Ciclacic e Alquilacion/
NH clacion C reduccion CO,H
/ \  — / \ NH2 — d\_{_ "6H2CN"
X X X
14 X=0
15 X=8
Homologacion
CH,
I3+ +cop
X
Esquema 29

Por lo tanto, la ruta sintética sugerida se describe en el Esquema 30, la cual implica las
reacciones de homologacion, alquilacion oxidativa via radicales, reduccion, y lactamizacion
intramolecular. Asi, los acidos carboxilicos 104 y 105 se obtuvieron mediante la oxidacion
de los aldehidos correspondientes, 3-furocarbaldehido y 3-tiofenocarbaldehido, con una

.y ;e , . . 51 . s ,
solucion acida cromica 1.3M, respectivamente.” A continuacion, se llevo a cabo la
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homologacion de 104 y 105 a los correspondientes derivados homologados 108 y 109
mediante el protocolo de Arndt-Eistert, el cual consistio en preparacion de las o-
diazocetonas 106 y 107 por tratamiento de los acidos carboxilicos correspondientes con 6
equivalentes de cloruro de tionilo (SOCI,) durante 16 horas, seguido de la adicion de una
cantidad estequiométrica de Et;N y un exceso de una solucion etérea de diazometano (3-5
equivalentes) a 0 °C. Posteriormente, la transposicion de Wolff de las diazocetonas, 106 y
107, con benzoato de plata (disuelto en Et;N) en metanol dio los ésteres metilicos 108 y
109, respectivamente. La transposicion de la diazocetona 106 transcurri6 calentando la
mezcla de reaccion a 75 °C, mientras que en el caso de la diazocetona 107, la transposicion

ocurrid a temperatura ambiente.

(@) /N2
COQH COQMe
1. SOCI PhCO,A
[ \S 2 I\ 29 J\
X

X X
2. CH2N2, Et3N Et3N, MeOH
0°C
104, X = 0O 106, X = O 70% 108, X = O 85%
105, X =S 107, X =S 90% 109, X =S 80%
CNCH,SC(S)OEt
DLP, DCE
reflujo
. 0
CO,Me CO,Me
3 NH 1. TFA, 25 °C NaBH,, NiCl,
LN 3 J NHBoc <2 T\ oN
X X
8 2. K,CO5 (9 equiv.) Boc220, l\él;eOH
MeOH, 25 °C 5°
14, X =0 75% © 112, X =0 72% 110, X = O 60%
15, X =S 70% 113,X=S 78% 111, X=S 46%
Esquema 30

El espectro de IR de la diazocetona 106 mostrd la banda de absorcidon caracteristica de
carbonilo de cetona en 1609 cm™; ademas otra banda de absorcion en 2124 cm’™,

caracteristica del grupo diazo. Su espectro de masas presentd un pico en m/z 136
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correspondiente al i6n molecular (M") y que esta acorde con el peso molecular de 106. En
su espectro de RMN de 'H de 106 se observo una sefal simple en 5.58 ppm asignada al
proton CH=N,. También se observo una sefial doble dobleteada en 6.67 ppm (J =4.5y 0.9
Hz) asignada al proton HC-4 del furano debido al acoplamiento con el proton HC-5 que se
observo como una seial multiple en 7.44-7.45 ppm, y al acoplamiento con el proton HC-2
que se observd como otra sefial doble dobleteada en 7.91 ppm (J = 1.5 y 0.9 Hz).

De forma similar, el espectro de IR de 107 mostro6 la banda de carbonilo de cetona en 1597
cm’ y la banda correspondiente al grupo diazo en 2108 cm™. Su espectro de masas
presentd un pico en m/z 152 correspondiente al ién molecular (M™) y que esta acorde con
el peso molecular de 107. En su espectro de RMN de 'H de 107, el proton de CH=N, se
observé como una sefal simple en 5.74 ppm. Los protones HC-5, HC-4 y HC-2 del anillo
de tiofeno se observaron como tres sefiales dobles dobleteadas en 7.33 ppm (J = 5.1 y 3.0

Hz), 7.41 ppm (J =5.1 y 1.2 Hz) y 7.88 ppm (J = 3.1 y 1.2 Hz), respectivamente.

La alquilacion oxidativa de los compuestos 108 y 109 con 1.3 equivalentes de cianometil-
xantato [CNCH,SC(S)OEt] y 1.3 equivalentes de DLP en 1,2-dicloroetano a reflujo dio los
nitrilos 110 y 111, respectivamente (Esquema 30). En ambos casos se recuper6 parte de la
materia prima. Con objeto de mejorar el rendimiento de esta reaccion, en otro experimento
se aumentaron los equivalentes del xantato (hasta 1.7 equivalentes) y DLP (hasta 1.8
equivalentes), pero los rendimientos fueron similares; ademas, la purificacion de los
productos correspondientes fue mas dificil de realizar debido al exceso de los reactivos sin
reaccionar.

El espectro de IR del nitrilo 110 mostrd una banda de absorcion en 1738 cm’™ caracteristica
de carbonilo de éster y otra banda en 2257 cm™ correspondiente al grupo nitrilo. Su
espectro de masas mostré un pico en m/z 179 correspondiente al i6n molecular (M) y que
estd acorde con el peso molecular de 110. En su espectro de RMN de 'H de 110 se
observaron dos sefiales simples en 3.45 ppm y 3.77 ppm que integran cada una para dos
protones asignadas a los metilenos de los grupos -CH,CO,Me y -CH,CN; otra sefal simple
en 3.71 ppm que integra para tres protones asignada al metoxilo. Los protones HC-4 y HC-
5 del furano se observaron como dos sefales dobles en 6.35 ppm (J = 2.1 Hz) y 7.35 ppm

(J = 1.8 Hz), respectivamente.

42



De forma similar a 110, el espectro de IR del nitrilo 111 mostr6 la banda de carbonilo de
éster en 1736 cm™ y la banda correspondiente al nitrilo en 2254 cm™. Su espectro de masas
mostrd un pico en m/z 195 correspondiente al i6n molecular (M) y que est4 acorde con el
peso molecular de 111. En el espectro de RMN de 'H de 111, los protones de los metilenos
de los grupos -CH,CO,Me y -CH,CN se observaron como dos sefiales simples en 3.63 ppm
y 3.9 ppm, respectivamente; el metoxilo se observd como sefal simple en 3.71 ppm que
integra para tres protones. Los protones HC-4 y HC-5 del tiofeno se observaron como dos

sefales dobles en 6.94 ppm (J =5.4 Hz) y 7.21 ppm (J = 5.1 Hz), respectivamente.

Posteriormente, la reduccion de los nitrilos, 110 y 111, con NaBHs y NiCl,-:6H,O en
presencia de Boc,0 dio las N-Boc aminas 112 y 113, respectivamente (Esquema 30).

El espectro de IR de la amina protegida 112 mostr6 la banda de absorcion caracteristica de
carbonilo de éster en 1738 cm™ y otra banda en 1713 cm™ correspondiente al carbonilo de
carbamato. Su espectro de masas presentd6 un pico en m/z 283 correspondiente al i6n
molecular (M") y est4 acorde con el peso molecular de 112. En el espectro de RMN de 'H
de 112 se observo una sefial simple en 1.43 ppm para los protones del grupo t-Bu; una sefial
triple en 2.79 ppm (J = 6.6 Hz) y otra multiple en 3.35 ppm asignadas a protones de los
metilenos -CH,CH,NHR, respectivamente; una sefial ancha en 4.85 ppm que integra para
un protoén que intercambia con agua deuterada (D,O) asignada al proton de la amina; otra
sefial simple en 3.7 ppm que integra para tres protones asignada al metoxilo. Los protones
HC-4 y HC-5 del furano se observaron como dos sefiales dobles en 6.3 ppm (J=2.1 Hz) y
7.29 ppm (J = 1.8 Hz), respectivamente.

De forma similar a la amina 112, el espectro de IR de la amina protegida 113 mostré la
banda de absorcién caracteristica de carbonilo de éster en 1738 cm™ y otra banda en 1713
cm™ correspondiente al carbonilo de carbamato. Su espectro de masas presenté un pico en
m/z 299 correspondiente al ion molecular (M) y est4 acorde con el peso molecular de 113.
En el espectro de RMN de 'H de 113, los protones del grupo t-Bu se observaron como una
sefal simple en 1.43 ppm; los metilenos -CH,CH,;NHR se observaron como una senal
triple en 2.97 ppm (J = 6.6 Hz) y otra multiple en 3.35 ppm, respectivamente; el proton del
la amina se observo como una sefal ancha en 4.84 ppm que intercambia con agua deuterada

(D,0); los tres protones del metoxilo se observaron como otra sefial simple en 3.7 ppm. Los
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protones HC-4 y HC-5 del tiofeno se observaron como dos sefiales dobles en 6.9 ppm (J =

5.1 Hz) y 7.12 ppm (J = 5.1 Hz), respectivamente.

Como ultimo paso de esta sintesis, se llevo a cabo el cierre de anillo de azepinona de los
precursores 112 y 113 a través de la secuencia de desproteccion del grupo Boc con TFA en
cloruro de metileno, seguido por el tratamiento con 9 equivalentes de K»,COj3 en solucion de
metanol, para obtener los productos 14 y 15, respectivamente (Esquema 30).

El espectro de IR de la furoazepinona 14 mostrd una banda de absorciéon en 1662 cm™
caracteristica de carbonilo de lactama. Su espectro de masas presentd un pico en m/z 151
correspondiente al i6n molecular (M™) y que est4 acorde con el peso molecular de 14. En el
espectro de RMN de 'H (500 MHz) de 14 se observé una sefial simple ancha en 3.84 ppm
asignada al metileno H,C-4; los protones del metileno H,C-7 se observaron como una sefial
cuadruple ancha centrada en 3.56 ppm debido al acoplamiento con los protones del
metileno H,C-8 que aparecen como una sefial triple ancha centrada en 2.84 ppm y al
acoplamiento con el proton de la amida que se observo como una sefial simple ancha en 6.7
ppm que intercambia con D,0O. Los protones HC-3 y HC-2 del anillo de pirrol se
observaron en 6.17 ppm (J = 1.5 Hz) y 7.26 ppm (J = 2.0 Hz) como dos sefiales dobles,
respectivamente.

De forma similar a la furoazepinona 14, el espectro de IR de la tienoazepinona 15 mostr6 la
banda de carbonilo de lactama en 1692 cm™. Su espectro de masas presentd un pico en m/z
167 correspondiente al i6n molecular (M™) y que esta acorde con el peso molecular de 15.
En el espectro de espectro RMN de 'H (500 MHz) de 15, los protones del metileno H,C-4
se observaron como una sefial simple ancha en 3.74 ppm; los protones del metileno H,C-7
se observaron como una sefial cuadruple ancha centrada en 3.64 ppm debido al
acoplamiento con los protones del metileno H,C-8 que aparecen como una sefial triple
ancha centrada en 3.05 ppm y al acoplamiento con el proton de la amida que se observo
como una sefial simple ancha en 6.54 ppm que intercambia con D,0O. Los protones HC-3 y
HC-2 del anillo de pirrol se observaron en 6.72 ppm (J = 5.5 Hz) y 7.09 ppm (J = 5.0 Hz)

como dos sefales dobles, respectivamente.
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4.4. Sintesis de la 3-benzazepinona (16)

El compuesto 16 se sintetizoé de acuerdo con la ruta sintética que se muestra en el Esquema
31, la cual involucra la alquilacion intramolecular tipo Friedel-Crafts del precursor 115,
como paso clave.

De esta manera, la amida 115 se prepard, en buen rendimiento (95%), mediante la N-
acilacion de la feniletilamina 114 con cloruro de 2-cloroacetilo y piridina (1.2 equivalentes)
en cloruro de metileno a temperatura ambiente. Posteriormente, 115 se traté con 10
equivalentes de cloruro de aluminio anhidro (99.99%) a 150 °C para dar lugar a la

formacion del producto 16 con un 74% de rendimiento.

Cl
l 10
CICH2C02CI a0 AICI; (10 eq)
o e’
plrldlna CH,Cl, 150 °C 4
25°C (74%) 5
o)
114 (95%) 115 16
Esquema 31

El espectro de IR de 16 muestra la banda de absorcion caracteristica de carbonilo de amida
en 1689 cm™. En su espectro de RMN de 'H de 16 se observo una sefial simple en 3.84
ppm asignada los dos protones de metileno H>C-1; una sefial cuéddruple ancha centrada 3.57
ppm asignada a los protones del metileno H,C-4 debido al acoplamiento con los protones
del metileno H,C-5 que aparecen como una sefial triple ancha en 3.11 ppm; los protones del
anillo de benceno se observaron como un conjunto de sefiales multiples que integran para
cuatro protones centradas en 7.15 ppm. En su espectro de masas este compuesto muestra el

ion molecular en m/z 161, el cual est4 acorde con el peso molecular del producto.
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5. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD

La evaluacion de la capacidad inhibitoria in vitro de los compuestos 12, 81, 13-16 se¢ llevo a
cabo, en el laboratorio de pruebas de actividad biologica del instituto de quimica de la
UNAM. Las lineas celulares cancerosas humanas utilizadas fueron: PC-3, U-251, K-652,
MCF-7 y SKLU. Todos los compuestos se evaluaron de forma preliminar a la
concentracion de 50 uM en DMSO mediante la técnica de la sulforhodamida (SBR).

Los resultados preliminares de inhibicion del crecimiento celular muestran que los
compuesto 12 y 81 inhiben la proliferacion en las cinco lineas celulares. Sin embargo, los

compuestos 13 y 16 sélo inhibieron el crecimiento en la linea celular K-562 (Tabla 8).

O O 0
NH NH
N X
13; X=NH
14; X=0 16
15; X=8

12 81

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion a 50uM de los compuestos 12, 81, 13-16.

Comp. U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU
12 96.75 74.31 42.43 - 95.97 52.76
81 96.6 75.2 89.61 — 100 61.77
13 7.0 30.31 65.01 30.16 17.72 30.16
14 14.7 7.4 SA 1.2 SA 1.2
15 14.2 8.3 SA SA SA 6.5
16 10.76 22.04 52.84 28.66 13.8 28.61

<50, no activo; SA = sin actividad.

El siguiente paso fue la evaluacion de la actividad citotoxica (ICsg) de los compuestos 12,
13, 16 y 81, los cuales presentaron un porcentaje de inhibicion a la concentracion de 50 uM
> al 50%. Sin embargo, ninguno de los compuestos evaluados presento actividad citotoxica

en las lineas celulares cancerosas mencionadas (ICso > 100).
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6. CONCLUSIONES

Se logrd la sintesis de la pirroloazepinona 13 a través de una nueva ruta sintética que
involucra la homologacion de acidos carboxilicos, sustitucion oxidativa aromatica via

radicales y lactamizacion intramolecular de los precursores correspondientes.

En una aplicacion de esta metodologia, se desarrolld la sintesis de los andlogos

bioisostéricos de la pirroloazepinona 13, la furoazepinona 14 y la tienoazepinona 15.

Se realiz6 la sintesis de la indolobenzazepinona 12 y la 3-benzazepinona 16 a través de la

adaptacion de las metodologias correspondientes descritas en la literatura.

Los compuestos sintetizados no mostraron actividad citotdxica en las lineas celulares

cancerosas probadas.
La funcionalizacion racional de la pirroloazepinona 13 podria dar lugar a derivados con

actividad citotoxica, puesto que este tipo de sistemas forman parte del farmacoforo de

moléculas con actividad citotdxica, tal como las paulonas, 10 y 11, y el compuesto lider 2.
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/. PARTE EXPERIMENAL

7.1. Informacién general

Los matraces, barras de agitacion y agujas se secaron en la estufa a 100 °C durante un
tiempo minimo de 2 horas. Los disolventes anhidros fueron secados de la siguiente manera:
El cloruro de metileno (CH,Cl,), DCE, DMF vy piridina se secaron con hidruro de calcio
durante 12 horas en atmosfera de argon, destildndose antes de su uso. El THF y éter
dietilico (Et,O) se secaron y destilaron de Na/benzofenona antes de su uso. El metanol y
etanol fueron comprados de Aldrich y usados sin ningin tratamiento. El diazometano se
prepar6d de la N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida “Diazald” con hidroxido de potasio
en una mezcla de EtOH/H,0 y se destilé como una solucion etérea antes de su uso con la
ayuda de un equipo de destilacion Diazald Kit, de acuerdo con la metodologia descrita en la
literatura.”® El n-butillitio se titulé con acido bifenilacético antes de su uso. Todas las
reacciones se realizaron en condiciones anhidras y atmosfera inerte (con una pequefia
presion estética positiva de argon). El enfriamiento externo a 0 °C y -70 °C se proporciond
mediante un bafio frigorifico de hielo-sal y hielo seco-acetona, respectivamente. El
calentamiento externo se suministrd con mantillas de calentamiento. Los productos fueron
purificados por cromatografia en columna empleando Gel de Silice 60 (MN Kiesegel 60,
malla 230-400 ASTM) y mezclas de hexano/acetato de etilo como eluyente. Los puntos de
fusion se determinaron en un aparato Melt-temp II en °C, con tubo capilar abierto a
velocidades de calentamiento de 40 y 50, y no estan corregidos.

Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrofotometro FT-IR Nicolet Magna 750. Los
espectros de EM se realizaron en un espectrometro JOEL JMS-AXS505HA por impacto
electronico de alta resolucion a 70 eV. Los espectros de RMN de 'H y °C se realizaron en
espectrometros: Varian United, Varian VXR, los cuales operan a una frecuencia de 300
MHz para 'H y a 75 MHz para C utilizando como referencia interna tetrametilsilano
(TMS) y como disolvente cloroformo deuterado (CDCIl;). Los desplazamientos quimicos
(0) estan expresados en partes por millon (ppm). Los simbolos empleados en la descripcion
de los espectros de RMN representan: s = sefial simple, d = sefial doble, t = sefial triple, q =

sefal cuadruple, m = sefial multiple.
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7.2. Técnicas de Preparacion

7.2.1. 1-(Fenilsulfonil)-1H-indol-3-carbaldehido (71)

A una mezcla de 11.95 g (0.082 mol) de indol-3-carboxaldehido, 9.65 g (0.241 mol) de
NaOH y 1.09 g (3.21 mmol) de sulfato acido de tetrabutilamonio en 100 mL de CH,Cl,, se
le adicionaron lentamente 17.16 g (0.097 mol) de cloruro de bencensulfonilo. La mezcla de
reaccion se agito por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se traté con
70 mL de agua destilada. La fase orgénica se separ6 y se secd con sulfato de sodio anhidro.
El disolvente se evaporo al vacio y el producto se purificd por cromatografia en columna
utilizando como sistema de elusion hexano-AcOEt (8:2), se obtuvieron 9.0 g (70%) del

producto como un sélido de color amarillo claro. Punto de fusion 158-160 °C (lit.** 160 °C)

7.2.2. Acido 1-fenilsulfonil-1H-indol-3-carboxilico (65)

A una soluciéon de 9.0 g (31 mmol) de 71 en 150 mL de acetona seca a 20 °C, se le
adicionaron lentamente 12 mL de reactivo de Jones. La mezcla de reaccion se agitd por 4
horas a 20 °C. En seguida, la reaccion se traté con 100 mL de agua destilada. El producto se
extrajo con CH,Cl, (2 x 100 mL). Los extractos organicos se juntaron y se secaron con
sulfato de sodio anhidro. El disolvente se evaporo6 al vacio y el producto se recristalizo de

etanol para obtener 6.5 g (83%) en forma de cristales blancos. Punto de fusion 230-233 °C

(lit.** 232 °C)

7.2.3. Alcohol 2-yodobencilico (73)

Una solucion de 5.0 g (20 mmol) de 4cido 2-yodobenzoico en 80 mL de THF se adicion6 a
una dispersion de 1.5 g (40 mmol) de LiAlH4, en 50 mL de THF, a 0 °C. La reaccion se
agitod por 3 horas a 0 °C. Posteriormente, la mezcla de reaccion se tratdé con una solucion
acuosa de NaOH al 20% para destruir el exceso de LiAlH4. Las sales de aluminio se
filtraron y lavaron con éter dietilico. La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro y
el disolvente se evapord al vacio. El producto se recristalizé de acetato de etilo para obtener

3.74 g (80%) del producto como un so6lido blanco. Punto de fusién 88-91 °C (lit.>* 89 °C)
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7.2.4. Metilsulfonato de 2-yodobencilo (74)

A una solucion de 15.8 g (67.5 mmol) de 73 y 11.3 mL (8.2 g, 81 mmol) de Et;N seca, en
350 mL de CH,Cl,, a 10 °C, se le adicionaron lentamente 5.7 mL (8.5 g, 74 mmol) de
cloruro de metansulfonilo. La mezcla de reaccion se agitd por 3 horas. Después, la mezcla
se tratdé con 100 mL de agua destilada. La fase orgénica se separo y se secd con sulfato de
sodio anhidro. El disolvente se evapord al vacio obteniendo 21.0 g (98%) del producto

como un aceite incoloro.

7.2.5. 2-Yodobencilazida (75)

A una solucién de 21.0 g (0.067 mol) de 74 en 330 mL de DMSO, se le adicionaron 6.58 g
(0.101 mol) de azida de sodio. La mezcla de reaccion se agitd por 16 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, la mezcla de reaccion se tratd con 250 mL de agua destilada. El
producto se extrajo con una mezcla de hexano-éter dietilico (1:1) (2 x 250 mL). Los
extractos orgéanicos se juntaron y se secaron con sulfato de sodio anhidro. El disolvente se

evapor6 al vacio obteniendo 13.87 g (80%) del producto como un aceite incoloro.™

7.2.6. 2-Yodobencilamina (66)

A una solucion de 17.4 g (0.067 mol) de 75 en 100 mL de THF, se le adicionaron 17.7 g
(0.067 mol) de PhsP y 2 mL de agua destilada. La reacciéon se agitdé por 24 horas a
temperatura ambiente. El disolvente se evaporé a presion reducida. Después, el producto se
purifico por cromatografia en columna utilizando como sistema de elucion hexano-AcOEt-

Et;N (50:40:10) para obtener 9.3 g (60%) del producto como un aceite amarillo claro.”

7.2.7. 1-Fenilsulfonil-N-(2-yodobencil)-1H-indol-3-carboxamida (67)

A una soluciéon de 3.0 g (10.5 mol) de 65, 1.66 g (13.6 mmol) de DMAP, 2.38 g (11.5
mmol) de DCC en 100 mL de CH,Cl, a 0 °C, se le adicion6 otra solucion de 2.9 g (12.6
mmol) de 66 en 20 mL de cloruro de metileno. La mezcla de reaccion se agitod por 6 horas.
El disolvente se evapord al vacio y el producto se purificd por cromatografia en columna
utilizando como sistema de elucion hexano-AcOEt (7:3) obteniendo 4.3 g (80%) del
producto como un so6lido blanco. Punto de fusion 208 °C (lit.>* 204-206 °C)
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7.2.8. (1-Fenilsulfonil-1H-indol-3-carbonil)(2-yodobencil)carbamato de
tert-butilo (68)

A una solucion de 0.480 g (0.929 mmol) de 67, 0.117 g (1 mmol) de DMAP y 0.14 mL (1
mmol) de EtsN en 15 mL de acetonitrilo a 0 °C, se le adicionaron 0.251 g (1.2 mmol) de
Boc,0. La mezcla de reaccion se agito por 16 horas a temperatura ambiente. El disolvente
se evapor0 a presion reducida y el producto se purificé por cromatografia en columna
utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt (9:1) para obtener 0.45 g (78%) del
producto como un sélido color blanco.

Punto de fusion 88 °C (lit** 85-87 °C).

7.2.9. 6-Boc-12-fenilsulfonil-7-o0x0-5,6,7,12-tetrahidroindolo[3,2-d][2]-
benzazepinona (69)

Una mezcla de 0.154 g (0.25 mmol) de 68, 13 mg (.05 mmol) de PhsP, 11.2 mg (0.05
mmol) de Pd(OAc); (acetato de paladio) y 138 mg (0.5 mmol) de Ag,CO; en 5 mL de
DMF se agitd por 2 horas a 120 °C. La mezcla se enfrido a temperatura ambiente y el
disolvente se evaporo a presion reducida. El residuo se disolvié en CH,Cl, y se filtrd sobre
Celita. El disolvente se evapord al vacio y el producto se purificd por cromatografia en
columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt (9:1) para obtener 50 mg (40%)

del producto como un solido.

Punto de fusion 156 °C (lit.>* 154 °C).

7.2.10. 5,12-Dihidroindolo[3,2-d][2]benzazepin-7(6H)-ona (12)

A una solucion de 50 mg (0.1 mmol) de 69, en 5 mL de CH,Cl,, a 0 °C, se le adicionaron
1.5 mL de TFA. La mezcla de reaccion se agitd por 2 horas a temperatura ambiente. El
disolvente y el exceso de TFA se evaporaron al vacio. En seguida, el residuo se disolvid
con 5 mL de metanol y se traté con 0.5 mL de una soluciéon acuosa de NaOH 2N. La
mezcla de reaccion se llevod a reflujo y se mantuvo asi por 2 horas. En seguida, el metanol
se evaporo a presion reducida y el producto se purifico por cromatografia en columna
utilizando como mezcla eluyente CH,Cl,-MeOH (98:2) obteniendo 10 mg (40%) del
producto como un sélido blanco.

Punto de fusion > 208 °C (lit.** > 210).
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7.2.11. 1H-Pirrol-3-carboxilato de etilo (82)

Una solucion de 4.68 g (24 mmol) de TosMIC y 1.9 g (19 mmol) de acrilato de etilo en 95
mL de Et;,O/DMSO (1:1) se adiciond lentamente a una suspension de 0.96 g (24 mmol) de
hidruro de sodio (NaH, al 60% en aceite mineral) en 38 mL de Et,0 a 0 °C. La reaccion fue
exotérmica. Después de 6 horas en agitacion a 0 °C, la mezcla de reaccion se tratdé con 50
mL agua destilada y se agité por 15 minutos. El producto se extrajo con acetato de etilo (2
x 50 mL). Los extractos orgdnicos se juntaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y el
disolvente se evaporod a presion reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia
en columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt (8:2) obteniéndose 2.0 g

(75%) del producto como un aceite ligeramente amarillo.*

7.2.12. 1-Bencil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (77)

A una suspension de 1.6 g (38 mmol) de NaH (al 60% en aceite mineral) en 30 mL de
DMF, se le adicion6 lentamente una solucion de 2.6 g (19 mmol) de 82 en 10 mL de DMF
a 0 °C. La mezcla de reaccion se agitd por 40 minutos y, a continuacion, se le adicionaron
lentamente 3.42 g (20 mmol) de bromuro de bencilo. La reaccion se agité durante 4 horas.
La mezcla se tratdo con 80 mL de agua destilada y el producto se extrajo con acetato de etilo
(2 X 80 mL). Los extractos se juntaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y el
disolvente se evapord a presion reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia
en columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt, (9:2) para obtener 3.0 g

(70%) del producto como un aceite ligeramente amarillo.*’

7.2.13. 1-Bencil-2-cianometil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (78)

A una solucién a reflujo de 4.58 g (20 mmol) de 77 y 4.2 g (26 mmol) de cianometil-
xantato en 120 mL de 1,2-dicloroetano, se le adicionaron 6 porciones de DLP (de 1.7 g
cada una) por 6 horas. La mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo por una hora mas. En
seguida, el disolvente se evapord a presion reducida y el producto se separd y se purifico
por cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt, (8:2) para

obtener 4.0 g (77%) del producto.*
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El cianometil-xantato [CNCH,SC(S)OEt] se prepar6 de la siguiente manera: a una
suspension de 10.4 g (65 mmol) de la sal potasio del dcido O-etil-xantico en 50 mL de
acetonitrilo, se le adicionaron 3.7 g (50 mmol) de 2-cloroacetonitrilo. La mezcla de
reaccion se agitd por 3 horas. En seguida, el disolvente se evapor6 a presion reducida. El
residuo se diluyé con 100 mL de éter dietilico y el solido se filtr6 sobre Celita. El
disolvente se evapord al vacio y el producto se purificd por cromatografia en columna
utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt, (9:1) para obtener 7.8 g (98%) del

producto como un aceite ligeramente amarillo.

7.2.14. 1-Bencil-2-{2-[(tert-butoxicarbonil)amino]etil}-1H-pirrol-3-
carboxilato de etilo (84)

A una solucion de 4.18 g (15.5 mmol) de 78, 6.8 g (31.1 mmol) de Boc,O, 3.7 g (15.5
mmol) de NiCl,-6H,0 en 93 mL de MeOH a 0 °C, se le adicionaron 4.12 g (109 mmol) de
NaBH,4 (en ocho porciones de 0.51 g c/u en intervalos de 3-5 minutos). La reaccion fue
exotérmica en cada adicion. La mezcla de reaccion se agitd por 16 horas, dejando que la
temperatura se incrementara gradualmente hasta alcanzar la temperatura ambiente. El
disolvente se evapord a presion reducida. Al residuo se le adicionaron 50 mL de AcOEty la
mezcla se filtré sobre Celita y el precipitado se lavd con mas AcOEt. La fase organica se
concentrd a presion reducida y el producto se purificO por cromatografia en columna
utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt (8:2) para obtener 4.6 g (80%) del
producto como un aceite transparente viscoso.

IR (KBr) Vimax.: 3363, 2977, 2935, 1706, 1503, 1452, 1367, 1255, 1230, 1172, 1137 cm'.
RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.34 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.40 (s, 9H), 3.08 (t, J = 6.3 Hz,
2H), 3.29 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 4.26 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.0 (s amplio, intercambia con D0,
NH de carbamato), 5.11 (s, 2H), 6.53 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.01-
7.04 (m, Ar H, 2H), 7.26-7.33 (m, Ar H, 3H).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) &: 14.4, 25.4, 28.3, 40.4, 50.4, 59.4, 60.3, 79.0, 109.8, 113.3,
121.3,126.5, 127.7, 128.8, 136.8, 137.0, 156.1, 156.4.

EM (IE) m/z: 372 (M, 1), 255 M =117, 100), 91 (M"-281, 99).
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7.2.15. Acido 1-bencil-2-{2-[(tert-butoxicarbonil)amino]etil}-1H-pirrol-3-
carboxilico (85)

A una mezcla de 1.52 g (4 mmol) de 84 en 80 mL de EtOH/H,O (1:1), se le adicionaron 20
mL de una solucion acuosa de KOH al 10%, y la reaccion se llevo a reflujo por 16 horas. El
etanol se evapor6 a presion reducida y la fase acuosa se acidificd con una solucion acuosa
de HCI al 10% hasta pH = 1. El producto se extrajo con éter dietilico (2 x 25 mL). Los
extractos orgénicos se juntaron y se secaron con sulfato de sodio anhidro. El disolvente se
evaporo6 al vacio, obteniendo 1.1 g (81%) del producto como un s6lido blanco.

Punto de fusion 150 °C.

IR (KBr) Vinax.: 3375, 3060, 2986, 2935, 1684, 1663, 1547, 1523, 1505, 1255 cm’".

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.41 (s, 9H), 3.1 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.29-3.35 (m, 2H),
4.95 (s amplio, intercambia con D,O, NH de carbamato), 5.14 (s, 2H), 6.55 (d, J = 3 Hz,
1H), 6.65 (d, J=3 Hz, 1H), 7.04 -7.06 (m, Ar H, 2H), 7.27-7.35 (m, Ar H, 3H).

RMN C (CDCls;, 75 MHz) &: 25.6, 28.3, 40.2, 50.5, 79.2, 110.6, 112.4, 121.7, 126.6,
127.8, 128.8, 136.9, 138.0, 156.1, 170.3.

EM (IE) m/z: 344 (M, 1), 227 (M"=117, 80), 146 (M =146, 100).

7.2.16. 1-Bencil-6,7-dihidro-1H-pirrolo[3,2-c]pirimidin-4(5H)-ona (87)

A una solucion de 0.344 g (1 mmol) de 85 en 5 mL de THF a 0 °C, se le adicionaron 0.4 g
(1.5 mmol) de PhsP y 0.26 g (1.5 mmol) de NBS. La mezcla de reaccion se agitd por 15
minutos. El disolvente se evaporé a presion reducida y el producto se purificé por
cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt (8:2) para
obtener 0.22 g (98%) del producto.

IR (KBr) Vimax.: 3423, 2932, 1651, 1506, 1423, 1354, 1023, 1002, 730 cm.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 2.69 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.53 (td, J = 6.6 y 2.7 Hz, 2H),
5.04 (s, 2H), 5.52 (s amplio, intercambia con D,0, NH de lactama), 6.61-6.63 (m, 2H),
7.02-7.05 (m, Ar H, 2H), 7.28-7.37 (m, Ar H, 3H).

EM (IE) m/z: 226 (M, 100), 197 (M"=29, 89), 91 (M"—135, 95).
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7.2.17. {2-[1-bencil-3-(hidroximetil)-1H-pirrol-2-il]etil}carbamato de
tert-butilo (88)

A una suspension de 0.23 g (6 mmol) de LiAlH4 en 5 mL de éter dietilico a 0 °C, se le
adiciono una solucion de 1.15 g (3 mmol) de 84 en 5 mL de éter dietilico. La mezcla de
reaccion se agitd por 3 horas a 0 °C. En seguida, la reaccidon se tratdé sucesivamente con
0.23 mL de agua destilada, 0.23 mL de una solucion acuosa de NaOH al 15% y 0.7 mL de
agua destilada. La reaccion se agitd durante una hora mas y después se diluy6 con 10 mL
de AcOEt. La mezcla se filtro y el solido se lavdo con mas AcOEt. La fase organica se
concentrd a presion reducida y el producto se purificd por cromatografia en columna
utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt (7:3) para obtener 0.7 g (70%) del
producto como un aceite transparente viscoso.

IR (KBr) Vinax.: 3362, 2974, 2932, 1695, 1500, 1452, 1364, 1277, 1250, 1171 cm'.

RMN *H (CDCls, 300 MHz) &: 1.42 (s, 9H), 2.03 (s amplio, intercambia con D,O, -OH),
2.73 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.12-3.14 (m, 2H), 4.50 (s, 2H), 5.0 (s amplio, intercambia con
D;,0, NH de carbamato), 5.05 (s, 2H), 6.17 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.8 Hz, 1H),
6.99-7.01 (m, Ar H, 2H), 7.24-7.32 (m, Ar H, 3H).

RMN *¥C (CDCl;, 75 MHz) &: 24.7, 28.3, 40.5, 50.5, 57.7, 79.2, 108.2, 121.0, 121.7,
126.4, 127.5,127.9, 128.7, 138.1, 156.0.

EM (IE) m/z: 330 (M, 3), 200 (M" =130, 67), 91 (M"=239, 100).

7.2.18. [2-(1-Bencil-3-formil-1H-pirrol-2-il)etiljcarbamato de tert-butilo
(89)

A una soluciéon de 0.7 g (2.12 mmol) de 88 en 5 mL CH,Cl, a 0 °C, se le adicionaron 1.6 g
(4.24 mmol) de PDC. La temperatura de la mezcla de reaccion se dejo que se incrementara
a temperatura ambiente y se agitd por 5 horas. En seguida, la mezcla se diluyé con 10 mL
de éter etilico y se filtré sobre Celita. La fase orgénica se concentro6 al vacio y el residuo se
purificd por cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt

(8:2) para obtener 0.57 g (83%) del producto como un aceite transparente viscoso.

IR (KBr) Vinax.: 3349, 2976, 2934, 1702, 1659, 1504, 1453, 1395, 1365 cm'.
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RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.41 (s, 9H), 3.08 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.27 (q, J = 6.6 Hz,
2H), 4.9 (s amplio, intercambia con D,0, NH de carbamato), 5.14 (s, 2H), 6.6 (s, 2H), 7.05-
7.07 (m, Ar H, 2H), 7.28-7.36 (m, Ar H, 3H), 9.8 (s, CHO, 1H).

RMN BC (CDCl;, 75 MHz) o: 25.3, 28.3, 40.3, 50.2, 79.3, 110.1, 122.8, 123.2, 126.6,
127.9, 128.9, 136.4, 137.7, 156.0, 186.2.

EM (IE) m/z: 328 (M ", 1), 227 (M =101, 100).

7.2.19. Acido 1-bencil-1H-pirrol-3-carboxilico (96)

A una mezcla de 1.7 g (7.4 mmol) de 77 en 148 mL de EtOH/H,O (1:1), se le adicion6 37
mL de una solucion acuosa de KOH al 10%, y la reaccion se llevo a reflujo por 16 horas. El
etanol se evapord a presion reducida y la solucion residual se acidificd con una solucion
acuosa de HCI1 2N hasta pH = 1. El producto se extrajo con éter dietilico (2 x 90 mL). Los
extractos se juntaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y el disolvente se evapor6 a
presion reducida para obtener 1.24 g (84%) del producto como un sélido blanco.

Punto de fusion 88-92 °C.

IR (KBr) vinax: 3031, 1655, 1538, 1445, 1388, 1350, 1244, 958, 743, 726 cm’.

RMN 'H (CDCl; + DMSO-ds, 300 MHz) &: 5.05 (s, 2H), 6.57 (dd, J = 2.7, 1.5 Hz, 1H),
6.64 (t, J=2.7 Hz, 1H), 7.13-7.17 (m, 2H), 7.28-7.36 (m, 4H).

RMN *C (CDCl; + DMSO-ds, 75 MHz) &: 53.1, 109.9, 116.0, 121.5, 124.1, 125.8, 126.7,
126.4, 128.2, 128.9, 136.2, 166.0.

EM (IE) m/z: 201 (M, 84), 91 (M"—110, 100).

7.2.20. 2-(1-Bencil-1H-pirrol-3-il)acetato de etilo (93) por homologacién
del compuesto (96)

A una solucion de 4 g (20 mmol) de 96 en 100 mL de THF anhidro, se le adicionaron 3.3
mL de Et;N y 2.6 g de cloroformiato de etilo a 0 °C. La reaccién se agité por 30 minutos y
después se le adiciond un exceso de una solucion etérea de diazometano (3-5 equivalentes)
a 0 °C. La reaccion se llevo a temperatura ambiente y se agité por 16 horas. El exceso de
diazometano y el disolvente se evaporaron al vacio. El residuo se disolvio con 100 mL de
EtOH-1,4-dioxano (2:1) y se traté con 10 g de Ag,O. La mezcla de reaccion se llevo a

reflujo por 2 horas, se enfri6 a temperatura ambiente, se filtro sobre Celita y el disolvente se
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evapor6 al vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna utilizando como
mezcla eluyente hexano-AcOEt (9:1) para obtener 0.25 g (5%) del producto como un aceite
transparente.

IR (pelicula) vimay: 2981, 2932, 1733, 1499, 1451, 1346, 1302 cm.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.46 (s, 2H), 4.14 (q, J = 7.2 Hz,
2H), 4.99 (s, 2H), 6.10-6.11 (m, 1H), 6.58-6.61 (m, 2H), 7.09-7.13 (m, 2H), 7.23-7.34 (m,
3H).

RMN C (CDCls, 75 MHz) &: 14.1, 33.1, 53.3, 60.4, 109.3, 115.9, 119.9, 121.1, 127.0,
127.6, 128.6, 137.9, 172.4.

EM (IE) m/z: 243 (M, 53), 170 (M"=73, 100), 91 (M"—152, 63)

7.2.21. 2-(1-Bencil-1H-pirrol-3-il)-2-oxoacetato de etilo (100)

A una solucién de 2.8 g (17 mmol) de 2-ox0-2-(1H-pirrol-3-il)acetato de etilo, previamente
preparado de acuerdo a la metodologia descrita por Bray,48 en 35 mL de DMF a 0 °C, se le
adicionaron en tres porciones, 0.81 g (20.4 mmol) de NaH (dispersion al 60% en aceite
mineral). La mezcla de reaccion se agitdé por 45 minutos a 0 °C y, en seguida, se le
adicionaron lentamente 3.77 g (22.1 mmol) de bromuro de bencilo. La mezcla de reaccion
se agitd durante 3 horas a temperatura ambiente. A continuacion, 20 mL de agua destilada
helada (~5 °C) se adicionaron lentamente a la mezcla de reaccion y se agitoé por 15 minutos.
En seguida, se le adiciono otra porcion de 80 mL de agua destilada y el producto se extrajo
con AcOEt (2 x 50). Los extractos organicos se juntaron, se lavaron con 35 mL de agua
destilada y se secaron con Na,SO4 anhidro. El disolvente se evaporo a presion reducida y el
producto se purificd por cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente
hexano-AcOEt, (8:2) para obtener 4.0 g (91%) del producto como un sélido oscuro.

IR (KBr) vimax: 3120, 2983, 1731, 1656, 1526, 1271, 1239, 1159, 1032, 713 cm™.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.38 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 4.35 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.08 (s,
2H), 6.65 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.14-7.18 (m, 2H), 7.31-7.39 (m,
3H), 7.74 (t, J = 1.8 Hz, 1H).

RMN °C (CDCls;, 75 MHz) &: 14.0, 54.0, 61.9, 111.1, 121.6, 123.3, 127.3, 128.3, 129.0,
130.6, 135.9, 163.0, 178.3.

EM (IE) m/z: 257 (M ", 2), 184 (M"=73, 100), 91 (M"—166, 80)
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7.2.22. (1-Bencil-1H-pirrol-3-il)acetato de etilo (93) por hidrogendlisis del
compuesto (100)

A una solucion de 4.0 g (15.5 mmol) 100 en 46 mL de 1,4-dioxano, se le adicionaron 1.6 g
(10% peso-peso) de Pd/C y una solucion de 8.4 g (78 mmol) de NaH,PO,-H,0 en 7.5 mL
de agua destilada. La mezcla de reaccion se llevo a reflujo por 4 horas. Posteriormente, el
reflujo se suspendio, se dejo que la mezcla alcanzara la temperatura ambiente y se adiciond
otra porcion de 1.6 g (10% peso-peso) de Pd/C y otra solucion de 8.4 g de NaH,PO,-H,O
en 7.5 mL de agua. La mezcla se llevo a reflujo por 4 horas mas. En seguida, la mezcla de
reaccion se enfrio y se filtro sobre Celita, y el precipitado se lavé con mas AcOEt. La fase
organica se concentrd a presion reducida y el producto se purificd por cromatografia en
columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt, (9:1) para obtener 2.92 g (77%)

del producto.

7.2.23. 2-[1-Bencil-2-(cianometil)-1H-pirrol-3-ilJacetato de etilo (94) y 2-
[1-Bencil-2,5-bis(cianometil)-1H-pirrol-3-il]Jacetato de etilo (101)

A una solucion a reflujo de 2.92 g (12 mmol) de 94 y 2.92 g (18 mmol) de cianometil-
xantato en 25 mL de 1,2-dicloroetano, se le adicionaron 12 porciones de DLP (de 0.6 g
cada una) por 12 horas. Después el reflujo se suspendio y se dejo que la mezcla de reaccion
alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de compuestos se separd y se purificd por

cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt, (9:1):

Compuesto (94)

Se obtuvo 1.5 g (44%) de 97 como un semisodlido ligeramente amarillo.

IR (KBI) vinax: 2923, 2852, 2249, 1730, 1495, 1446, 1302, 1269, 1210, 1113, 1034 cm™.
RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.45 (s, 2H), 3.55 (s, 2H), 4.15 (q,
J=17.2 Hz, 2H), 5.14 (s, 2H), 6.12 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.01-7.06
(m, 2H), 7.28-7.36 (m, 3H).

RMN *C (CDCls;, 75 MHz) &: 13.7, 14.1, 32.6, 51.2, 60.9, 109.3, 115.9, 116.2, 117.5,
122.7,126.4,127.9, 129.0, 136.8, 171.5.

EM (IE) m/z: 282 (M, 40), 208 (M - 74, 58), 91 (M" - 191, 100).
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Compuesto (101)

Se obtuvo 0.57 g (14.5%) de 98 como un aceite amarillo viscoso.

RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & = 1.27 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 3.46 (s, 2H), 3.53 (s, 2H), 3.60
(s, 2H), 4.16 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 5.18 (s, 2H), 6.21 (S, 1H), 6.68—6.92 (m, 2H), 7.26-7.35
(m, 3H).

7.2.24. 2-(1-Bencil-2-{2-[(tert-butoxicarbonil)amino]etil}-1H-pirrol-3-
il)acetato de etilo (95)

A una solucion de 0.141 g (0.5 mmol) de 94, 0.218 g (1 mmol) de Boc,O y 0.117 g (0.5
mmol) de NiCl,-6H,0 en 5 mL de MeOH a 0 °C, se le adicionaron en cuatro porciones
0.132 g (3.5 mmol) de NaBHy. La reaccion fue exotérmica en cada adicion. La mezcla de
reaccion se agitd por 16 horas a temperatura ambiente. EI metanol se evapord a presion
reducida y el residuo se disolvié en acetato de etilo. La solucion resultante se lavd con una
solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio, se seco con sulfato de sodio anhidro y el
disolvente se evapor6 a presion reducida. El producto se purificé por cromatografia en
columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt (8:2) para obtener 0.154 g (79%)
del producto deseado como un aceite transparente.

IR (Pelicula) vinax: 3379, 2977, 2932, 1709, 1499, 1453, 1365, 1251, 1170, 1031 cm’.
RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.25 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.42 (s, 9H), 2.69 (t, J = 6.9 Hz,
2H), 3.13-3.11 (m, 2H), 3.42 (s, 2H), 4.15 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.82 (s amplio, intercambia
con D,O, NH de carbamato), 5.05 (s, 2H), 6.10 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 2.8 Hz,
1H), 6.98-7.00 (m, 2H), 7.23-7.32 (m, 3H).

RMN '¥C (CDCl;, 75 MHz) &: 14.20, 24.83, 28.38, 32.66, 40.35, 50.64, 60.64, 79.10,
108.51, 114.06, 121.13, 126.41, 127.43, 128.70, 138.26, 155.92, 172.69.

EM (IE) m/z: 386 (M, 10), 256 (M =130, 44), 59 (M"—327, 96), 43 (M"—343, 100).

7.2.25. 1-Bencil-4,6,7,8-tetrahidropirrolo[2,3-d]azepin-5(1H)-ona (81).

Metodologia I: Una mezcla de 0.154 g (0.4 mmol) de 95 y 2 mL de una solucion acuosa de
KOH al 10% en 8 mL de EtOH/H,O (1:1) se llevo a reflujo por 16 horas. El etanol se
evaporod a presion reducida y la fase acuosa se aciduld con una solucion acuosa de HCI al
10% hasta pH = 1. El producto se extrajo con éter dietilico (2 x 25 mL). Los extractos
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organicos se juntaron y se secaron con sulfato de sodio anhidro, y el disolvente se evaporo
a presion reducida. Posteriormente, el residuo se disolvid en 2 mL de cloruro de metileno y
se tratd con 0.6 mL de TFA a 0 °C. La reaccion se agitdé por 2 horas a temperatura
ambiente. El exceso de TFA se neutralizoé con una solucion acuosa saturada de NaHCOs. El
producto se extrajo con acetato de etilo (2 x 10 mL). Los extractos organicos se secaron con
sulfato de sodio anhidro y el disolvente se evapord a presion reducida. En seguida, el
residuo se disolvié en 4 mL de cloruro de metileno y se le adicionaron 48 mg de DMAP y
84 mg de EDCI a 0 °C. La mezcla de reaccion se llevd a temperatura ambiente y se agitd
por 16 horas. Después, se adicionaron 4 ml de agua destilada y la mezcla resultante se
acidifico con una solucion acuosa de HCI 2N hasta pH = 1. El producto se extrajo con
cloruro de metileno (2 x 10 mL). Los extractos organicos se secaron con sulfato de sodio
anhidro y el disolvente se evapord a presion reducida. El producto se purificd por
cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt, (8:2)

obteniéndose 38 mg (30% a partir de 95) del producto como un sé6lido blanco.

Metodologia Il: A una solucion de 1.23 g (3.18 mmol) de 95 en 32 mL de CH,Cl, a 0 °C,
se le adicionaron 9.5 mL de TFA. La mezcla de reaccion se llevo a temperatura ambiente y
se agito por 2 horas. El disolvente y el exceso de TFA se evaporaron al vacio. El residuo se
disolvié en 32 mL de MeOH vy se le adicionaron 3.82 g de K,COs, y la mezcla se agitd por
16 horas. El disolvente se evapor6 a presion reducida y el residuo se traté con 60 mL de
agua destilada. El producto se extrajo con AcOEt (2 x 50 mL). Los extractos organicos se
juntaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y el disolvente se evapord a presion
reducida. El producto se purificod por cromatografia en columna utilizando como mezcla
eluyente hexano/AcOEt, (8:2) para obtener 0.63 g (82% a partir de 95) del producto.

Pf. 199-200 °C.

IR (KBr) vinax: 3209, 3087, 2905, 1667, 1490, 1444, 1400, 1356, 799, 721 cm™.

RMN *H (CDCls, 300 MHz) 8: 2.61 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 3.51 (m, 2H), 3.59 (s, 2H), 4.95 (s,
2H), 5.98 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.06 (s amplio, intercambia con D,0O, NH de lactama), 6.60
(d, J=3.0 Hz, 1H), 6.95-6.98 (m, 2H), 7.22-7.33 (m, 3H).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) &: 27.0, 34.7, 39.4, 50.5, 108.9, 111.5, 120.3, 125.8, 126.3,
127.4,128.8, 137.8, 176.2.
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EM (IE) m/z: 240 (M ", 78), 183 (M"=57, 61), 91(M 149, 100).
Anélisis Elemental. Calculado para C;sH;sN,O: C, 74.97; H, 6.71; N, 11.66; encontrado:
C, 73.79; H, 6.80; N, 10.92.

7.2.26. 4,6,7,8-Tetrahidropirrolo[2,3-d]Jazepin-5(1H)-ona (13)

A una solucion de 0.2 g (0.84 mmol) de 81 en 15 mL de THF a -78 °C, se le adicionaron 15
mL de amoniaco liquido y 0.1 g (4.1 mmol) de sodio metalico (en pequefios trozos). La
mezcla se agitd por 30 minutos a -78 °C. En seguida, la reaccion se tratdé con 0.4 g de
cloruro de amonio so6lido y la mezcla se llevd a temperatura ambiente gradualmente,
permitiendo la evaporacion del amoniaco liquido. 20 mL de salmuera se adicionaron a la
mezcla y el producto se extrajo con CH,Cl, (3 x 40 mL). Los extractos organicos se
juntaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro, y el disolvente se evaporo6 al vacio. El
producto se purifico por cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente
CH,Cl,/MeOH, (97:3) obteniéndose 70 mg (55%) del producto como un so6lido blanco.
Punto de fusién > 210 °C.

IR (KBr) vinax: 3241, 2886, 1669, 1479, 1428, 1353, 1139, 721 cm’.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 2.76 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.46 (s, 2H), 3.47-3.53 (m, 2H),
5.81 (t, J=2.4 Hz, 1H), 6.54 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 7.17 (s amplio, intercambia con D,0, NH
de lactama), 10.01 (s amplio, intercambia con D,O, NH de pirrol).

RMN C (CDCls, 75 MHz) &: 27.3, 34.0, 38.8, 108.1, 109.1, 115.2, 124.6, 175.3.

EM (IE) m/z: 150 (M, 76.8), 93 (M"=57, 100).

Anélisis Elemental. Calculado para CsH;oN,O: C, 63.98; H, 6.71; N, 18.65; encontrado: C,
63.61; H, 6.47; N, 18.88.

7.2.27. Acido furan-3-carboxilico (104)

A una solucion de 5 g (52 mmol) del furan-3-carbaldehido en 100 mL de éter dietilico a 5
°C, se le adicionaron 50 mL de una solucion acuosa de acido cromico 1.32M. La mezcla se
agitd por 3 horas a 5 °C. En seguida, se le adicionaron 50 mL de agua destilada. La fase
organica se separd, se lavd con 30 mL de agua destilado, se secd con sulfato de sodio
anhidro y el disolvente se evapor¢ al vacio para obtener 3.2 g (55%) del producto como un

s6lido blanco. Punto de fusién 120 °C (lit.>* 120-122 °C).
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7.2.28. 1-Diazo-2-(furan-3-il)etanona (106)

Una mezcla de 2.3 g (20 mmol) de 104 y 6 mL de SOCI, se agitdé por 16 horas a
temperatura ambiente. A continuacion, el exceso de SOCI, se evapor6 a presion reducida y
el residuo (cloruro de acilo) se disolvio en 3 mL de Et;N y 100 mL de THF a 0 °C; en
seguida, se le adicion6 una solucién etérea de diazometano (~60 mL). La mezcla de
reaccion se agitdé por 2 horas a 0 °C. El exceso de diazometano se destruyd con una
solucion acuosa de acido acético IN. El disolvente se evapor6 al vacio y el residuo se
disolvio en 100 mL de CH,Cl,. La mezcla se traté sucesivamente con 50 mL de agua
destilada, 50 mL de una solucion acuosa saturada de NaHCO3; y 50 mL de salmuera. La
fase orgénica se secd con sulfato de sodio anhidro y el disolvente se evapord al vacio. El
producto se purifico por cromatografia en columna utilizando como mezcla eluyente
hexano/AcOEt, (8:2) para obtener 1.9 g (70%) del producto como un s6lido amarillo.

Punto de fusion 37-38 °C.

IR (KBr) Vinax: 3090, 3054, 2124, 1609, 1512, 1405, 1357, 1158, 733 cm’.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 5.58 (s, 1H), 6.67 (dd, J = 4.5, 0.9 Hz, 1H), 7.44-7.45 (m,
1H), 7.91 (dd, J = 1.5, 0.9 Hz, 1H).

RMN C (CDClLs, 75 MHz) &: 54.5, 108.2, 126.2, 144.1, 144.6, 180.2.

EM (IE) m/z: 136 (M", 100), 95 (M —41, 81).

7.2.29. 2-(Furan-3-il)acetato de metilo (108)

A una solucion de 1.4 g (10.2 mmol) de 106 en 50 mL de MeOH, se le adicionaron 0.46 g
(2.6 mmol) de benzoato de plata disueltos en 4.2 mL de Et;N. La mezcla de reaccion se
agitdé por 2 horas a 75 °C. El disolvente se evapord a presion reducida. El residuo se
disolvi6 en 30 mL de éter dietilico y se traté con 30 mL de una solucidon acuosa saturada de
NaHCO; y 30 mL de agua destilada. La fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro
y el disolvente se evaporo al vacio. El producto se purificd por cromatografia en columna
utilizando como mezcla eluyente hexano/AcOEt, (98:2) para obtener 1.2 g (85%) del
producto como un aceite incoloro.
IR (Pelicula) vimay: 2955, 1741, 1437, 1276, 1245, 1166, 1021, 874 cm’.
RMN *H (CDCls, 300 MHz) 8: 3.46 (s, 2H), 3.71 (s, 3H), 6.37-6.38 (m, 1H), 7.37-7.38 (m,
2H).
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RMN *C (CDCls, 75 MHz) &: 30.1, 51.9, 111.2, 117.2, 140.3, 142.9, 171.5.
EM (IE) m/z: 140 (M ", 46), 112 (M"=28, 27), 81 (M"=59, 100).

7.2.30. 2-[2-(Cianometil)furan-3-il]Jacetato de metilo (110)

Este compuesto se prepard a partir 1.0 g (7.1 mmol) de 108 usando las condiciones
descritas para la obtencion de 78. Después de la purificacion, se obtuvieron 0.76 g (60%)
del producto como un semisoélido ligeramente amarillo.

IR (Pelicula) vimay: 2955, 2922, 2257, 1738, 1437, 1275, 1202, 1171 cm™.

RMN *H (CDCls, 300 MHz) &: 3.45 (s, 2H), 3.71 (s, 3H), 3.77 (s, 2H), 6.35 (d, J = 2.1 Hz,
1H), 7.35 (d, J= 1.8 Hz, 1H).

RMN C (CDClLs, 75 MHz) &: 15.8,30.4, 52.2, 110.3, 112.9, 115.0, 139.7, 142.3, 170.7.
EM (IE) m/z: 179 (M", 35), 120 (M"=59, 95), 119 (M"—60, 100).

Analisis Elemental. Calculado para CoH9NOs: C, 60.33; H, 5.06; N, 7.82; encontrado: C,
60.83; H, 5.01; N, 7.25.

7.2.31. 2-(2-{2-[(tert-butoxicarbonil)amino]etil}furan-3-il)acetato de
metilo (112)

Este compuesto se prepard a partir 0.5 g (2.8 mmol) de 110 usando las condiciones
descritas para la obtencion de 84. Después de la purificacion, se obtuvieron 0.57 g (72%)
del producto como un aceite incoloro viscoso.

IR (Pelicula) vinay: 3372, 2975, 1738, 1713, 1517, 1252, 1170 cm™.

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) &: 1.43 (s, 9H), 2.79 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.38 (s, 2H), 3.34-
3.42 (m, 2H), 3.70 (s, 3H), 4.85 (s amplio, intercambia con D,O, NH de carbamato), 6.30
(d, J=2.1 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 1.8 Hz, 1H).

RMN ¥C (CDCl;, 75 MHz) &: 26.5, 28.3, 30.2, 38.0, 52.0, 79.2, 111.9, 113.3, 141.0,
150.0, 155.8, 171.7.

EM (IE) m/z: 283 (M, 2), 166 (M"=117, 100), 57 (M"—226, 98).
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7.2.32. 7,8-Dihidro-4H-furo[3,2-d]azepin-5(6H)-ona (14)

Este compuesto se prepard a partir 0.53 g (1.9 mmol) de 112 usando las condiciones
descritas para la obtencion de 81 (metodologia II). Después de la purificacion, se
obtuvieron 0.21 g (75%) del producto como un so6lido blanco.

Punto de fusion 113-114 °C.

IR (KBr) vinax: 3221, 3089, 2953, 1662, 1478, 1425, 1409, 1179, 1126 cm™.

RMN *H (CDCls;, 500 MHz) &: 2.83-2.85 (m, 2H), 3.48 (s, 2H), 3.54-3.57 (m, 2H), 6.17 (d,
J=1.5Hz, 1H), 6.70 (s ancho, intercambia con D,O, NH), 7.26 (d, J =2.0 Hz, 1H).

RMN C (CDClLs, 75 MHz) &: 28.5, 32.5, 38.8, 111.1, 112.1, 140.6, 148.6, 175.5.

EM (IE) m/z: 151 (M", 100), 94 (M"=57, 78).

Anélisis Elemental. Calculado para CsHoNO,: C, 63.56; H, 6.00; N, 9.27; encontrado: C,
63.66; H, 6.42; N, 9.78.

7.2.33. Acido tiofen-3-carboxilico (105)

Este compuesto se prepar6 a partir 4.0 g (33 mmol) del tiofen-3-carbaldehido, usando las
condiciones descritas para la obtencion de 104. Después de la purificacion, se obtuvieron
3.34 g (80%) del producto como un s6lido ligeramente amarillo. Punto de fusion 139-140

°C (lit.>® 136-141 °C).

7.2.34. 1-Diazo-2-(tiofen-3-il)etanona (107)

Este compuesto se prepard a partir 2.5 g (2.0 mmol) de 105 usando las condiciones
descritas para la obtencion de 106. Después de la purificacion, se obtuvieron 2.7 g (90%)
del producto como un s6lido amarillo.

Punto de fusion 57-58 °C.

IR (KBr) Vimax: 3081, 3051, 2108, 1597, 1427, 1356, 1236, 829 cm™.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 5.74 (s, 1H), 7.33 (dd, J = 5.1, 3.0 Hz, 1H), 7.41 (dd, J =
5.1, 1.2 Hz, 1H), 7.88 (dd, J=3.1, 1.2 Hz, 1H).

RMN C (CDCls, 75 MHz) &: 54.4, 125.8, 126.6, 129.0, 140.7, 180.5.

EM (IE) m/z: 152 (M, 100), 111 (M"—41, 64), 96 (M"=56, 89).
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7.2.35. 2-(Tiofen-3-il)acetato de metilo (109)

Este compuesto se prepar6é a partir 1.2 g (7.6 mmol) de 107, usando las condiciones
descritas para la obtencion de 108, con la tinica variante que la reaccion se llevo a cabo a
temperatura ambiente. Después de la purificacion, se obtuvieron 0.94 g (80%) del producto
como un aceite incoloro.

IR (Pelicula) vinay: 2954, 1741, 1438, 1337, 1268, 1155, 1014 cm™.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 3.66 (s, 2H), 3.70 (s, 3H), 7.04 (dd, J = 5.1, 1.2 Hz, 1H),
7.13-7.15 (m, 1H), 7.29 (dd, J = 5.1, 3.3 Hz, 1H).

RMN C (CDCLs, 75 MHz) &: 35.6, 51.9, 122.8, 125.7, 128.4, 133.5, 171.5.

EM (IE) m/z: 156 (M ", 28), 97 (M"=59, 100).

7.2.36. 2-[2-(Cianometil)tiofen-3-ilJacetato de metilo (111)

Este compuesto se preparo a partir 0.78 g (5 mmol) de 109 usando las condiciones descritas
para la obtencion de 110. Después de la purificacion, se obtuvieron 0.44 g (46%) del
producto como un semisolido ligeramente amarillo.

IR (Pelicula) vinay: 2926, 2254, 1736, 1436, 1266, 1174 cm’.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 3.63 (s, 2H), 3.71 (s, 3H), 3.9 (s, 2H), 6.94 (d, J = 5.4 Hz,
1H), 7.21 (d, J = 5.1 Hz, 1H).

RMN ¥C (CDCls, 75 MHz) 8: 16.6, 29.5, 52.2, 123.3, 124.4, 127.1, 129.9, 132.0, 170.4.
EM (IE) m/z: 195 (M, 39), 136 (M"=59, 100).

Anélisis Elemental. Calculado para CoHoNO,S: C, 55.37; H, 4.65; N, 7.17; encontrado: C,
55.14; H, 4.11; N, 7.45.

7.2.37. 2-(2-{2-[(tert-butoxicarbonil)amino]etil}tiofen-3-il)acetato de
metilo (113)

Este compuesto se prepard a partir 0.44 g (2.0 mmol) de 111 usando las condiciones
descritas para la obtencion de 112. Después de la purificacion, se obtuvieron 0.52 g (78%)

del producto como un aceite incoloro viscoso.

IR (Pelicula) vinay: 3374, 2975, 1738, 1713, 1517, 1252, 1170 cm™.
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RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1.44 (s, 9H), 2.97 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.33-3.40 (m, 2H),
3.57 (s, 2H), 3.69 (s, 3H), 4.84 (s amplio, intercambia con D,O, NH de carbamato), 6.90 (d,
J=5.1Hz, 1H), 7.12 (d, J = 5.1 Hz, 1H).

RMN *¥C (CDCl;, 75 MHz) &: 28.3, 30.4, 33.7, 41.5, 52.0, 79.3, 122.8, 126.7, 129.1,
130.1, 155.8, 171.5.

EM (IE) m/z: 299 (M", 82), 182 (M =117, 66), 57 (M"—242, 100).

7.2.38. 7,8-Tetrahidro-4H-tieno[3,2-d]azepin-5(6H)-ona (15)

Este compuesto se prepar6é a partir 0.5 g (1.7 mmol) de 113 usando las condiciones
descritas para la obtencion de 14. Después de la purificacion, se obtuvieron 0.2 g (70%) del
producto como un sélido blanco.

Punto de fusion 149-150 °C.

IR (Pelicula) vimay: 3190, 3095, 2916, 1692, 1630, 1478, 1431, 1403 cm™.

RMN *H (CDCls, 300 MHz) &: 3.05 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.63-3.66 (m, 2H), 3.74 (s, 2H),
6.54 (s amplio, intercambia con D,O, NH), 6.72 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 7.09 (d, J=5.0 Hz,
1H).

RMN °C (CDCls, 75 MHz) 8: 29.7, 36.5, 122.5, 127.6, 129.9, 135.1, 174.8.

EM (IE) m/z: 167 (M", 64), 110 (M"=57, 100).

Anélisis Elemental. Calculado para CsgHoNOS: C, 57.46; H, 5.42; N, 8.38; encontrado: C,
57.83; H, 5.74; N, 8.67.

7.2.39. 2-Cloro-N-(2-feniletil)acetamida (115)

A una solucion de 2.42 g (20 mmol) de 2-feniletilamina en 50 mL de CH,Cl,, se le
adicionaron 1.94 mL (24 mmol) de piridina seca y 2.48 g (22 mmol) de cloruro de
cloroacetilo. La mezcla se agitd a temperatura ambiente por 2 horas y el disolvente se
evapor6 a presion reducida. El residuo se traté con 30 mL de una solucion acuosa saturada
de NaHCO; y 30 mL de agua destilada. El producto se extrajo con CH,Cl,. Las fases
organicas se juntaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y el disolvente se evapor6 al
vacio. El producto se purificO por cromatografia en columna utilizando como mezcla
eluyente hexano/AcOEt, (98:2) para obtener 3.7 g (95%) de un aceite incoloro.

IR (Pelicula) vinay: 3336, 3028, 2938, 1646, 1544, 1296, 1262 cm™".
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RMN *H (CDCls, 300 MHz) 8: 2.85 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.57 (q amplio, 2H), 4.01 (s, 2H),
6.6 (s amplio, intercambia con D,O, NH de amida), 7.18-7.35 (m, SH).

RMN C (CDCls, 75 MHz) &: 35.4, 40.9, 42.6, 126.7, 128.7 x 5, 138.3, 165.7.

EM (IE) m/z: 197 (M", 7), 104 (M"=93, 100), 91 (M"=106, 23).

7.2.40. 4,5-Dihidro-1H-benzo[d]azepin-2(3H)-ona (16)

Una mezcla de 1.0 g (5 mmol) de la amida 115 y 1.33 g (10 mmol) de tricloruro de
aluminio anhidro (99.99%) se calent6 a 150 °C en un bafio de aceite por 3 horas. En
seguida, el bafio de aceite se retir6 permitiendo que la temperatura de la mezcla bajara
gradualmente hasta temperatura ambiente. La mezcla se tratdo con 15 mL de agua destilada
y el producto se extrajo con CH,Cl, (2 X 30 mL). La fase organica se secd con sulfato de
sodio anhidro y el disolvente se evapor6 al vacio. El producto se purifico por cromatografia
en columna utilizando como mezcla eluyente hexano/AcOEt, (98:2) para obtener 0.6 g
(74%) del producto como un sélido amorfo blanco.

Punto de fusiéon 161 °C.

IR (Pelicula) vinay: 3184, 3055, 2894, 1689, 1636, 1406, 789, 742 cm’™".

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 3.12 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.57 (q amplio, 2H), 3.84 (s, 2H),
6.31 (s amplio, intercambia con D,O, NH de lactama), 7.10-7.22 (m, 4H Ar).

RMN *¥C (CDCl;, 75 MHz) &: 33.3, 41.5, 42.4, 126.8, 127.3, 129.8, 130.3, 131.8, 136.8,
173.4.

EM (IE) m/z: 161 (M", 100), 117 (M"—44, 80), 104 (M"=57, 97).

7.3. Evaluacion de la actividad citotdxica

7.3.1. Cultivo celular

Las lineas celulares cancerosas humanas que se utilizaron fueron: PC-3 (proéstata), U-251
(glia de sistema nervioso central, K-652 (leucemia), MCF-7 (mama), SKLU (pulmon).
Cada linea celular fue cultivada en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino
(10%), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 IU/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y
aminoacidos esenciales (1%). Los cultivos se incubaron a 37 °C, humedad del 95%, en una

atmosfera con un 5% de CO,.
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7.3.2. Determinacion de la citotoxicidad

Técnica de la sulforhodamida (SBR).

Procedimiento:

1.

En dos placas (A1 y A2) de 96 pozos cada una, se distribuyeron 5 lineas celulares por
duplicado y un blanco.

Las placas fueron incubadas a 37 °C con una atmoésfera de 5% de CO; por 24 horas.
Posteriormente, se le adicionaron 100 puL de una disolucion de cada compuesto en
DMSO, y se incubo durante 48 horas en las mismas condiciones anteriores. El ensayo
para cada linea celular se realiz6 por duplicado.

Se utilizd una tercera placa (B) a las cudl se le colocaron las mismas densidades
celulares, adicionando s6lo 100 pL. del medio e incubando 1 hora en las mismas
condiciones que las placas Al y A2. Esta placa se utiliza como testigo (evaluacion a
tiempo cero).

Después del tiempo de incubacion las células en las placas Al, A2 y B se fijaron
utilizando 4cido tricloroacético. Las placas preparadas se incubaron a 4 °C. Los
sobrenadantes se desecharon, las placas se lavaron tres veces con agua destilada y se
dejaron secar. Posteriormente, las células se tifieron con sulforhodamina (SBR) la
cual se une a los aminoacidos esenciales de la célula, y se midi6 la densidad optica
(OD) de las muestras a A = 515 nm. El valor promedio de la densidad optica para
cada linea celular se llama plato tiempo cero (To).

El porcentaje de inhibicion (%IC) se calculd para cada concentracion con su

correspondiente linea celular, de la siguiente forma:
%IC = 100-[(B/A) x 100]

Donde:

%IC = porcentaje de inhibicioén de crecimiento

A = DO promedio de las células sin tratar.

B = DO real promedio de la células tratadas con el compuesto en estudio
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