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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades con mayor mortalidad a nivel mundial, por
ese motivo, durante los ultimos afios se han desarrollado multitud de compuestos

antitumorales con capacidad para frenar la division anormal de estas células.

La Combretastatina A-4 es uno de los compuestos con estructura mas sencilla y
mayor potencia capaces de unirse a la tubulina en el sitio de unién de la colchicina,
causando la muerte celular mediante la inhibicién de la polimerizacion de esta proteina.
Dos de los principales inconvenientes que presenta la CA-4 es su baja solubilidad acuosa
y la inestabilidad del doble enlace cis, por este motivo, en nuestro grupo de investigacion
se disefan, sintetizan y evallan analogos de combretastatinas en los que diferentes
anillos aromaticos se unen por un puente de un solo atomo en sustitucion del doble

enlace cis, de manera que se puedan solventar ambos inconvenientes.

En este trabajo nos hemos centrado en la sintesis y evaluacion de fenstatinas e
isocombretastatinas con anillos de piridina, en sustitucion del anillo de trimetoxifenilo de
la CA-4 que hasta ahora se consideraba indispensable para la actividad, en un intento de

mejorar tanto la potencia como la solubilidad acuosa.

Sobre dicha estructura base, también se han realizado modificaciones en el otro
anillo aromatico, que se ha reemplazado por p-metoxifenilo o N-metilindolilo, habiendo

procedido a la introduccion de grupos amino, aldehidos, nitrilos, oximas, etc.

La actividad de estos compuestos ha sido evaluada in vitro mediante ensayos de
inhibicion de polimerizacion de tubulina, y ensayos de citotoxicidad sobre cultivos
celulares tumorales (Hela, HT29, HL60). Asi mismo, también se ha determinado la

solubilidad acuosa de los compuestos.
Los compuestos sintetizados presentan un notable incremento de la solubilidad

acuosa y, en su mayor parte, mantienen una elevada potencia citotoxica y como

inhibidores de la polimerizacion de la tubulina.
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ABSTRACT

Cancer is one of the diseases with highest mortality worldwide, for this reason, in
the last years numerous antitumoral compounds have been developed to disrupt the

abnormal division of these cells.

Structurally combretastatin A-4 is one of the simplest compounds with higher
potency and capacity to bind to tubulin at the colchicine site, causing cell death by tubulin
polymerization inhibition. Two of the major disadvantages of the CA-4 are their low
aqueous solubility and the cis double bond instability. For this reason, our research group
is focused in the design, synthesis and evaluation of combretastatin analogs constituted
by different aromatic rings bonded through a single atom bridge replacing the cis double

bond, in order to overcome these disadvantages.

In this work we have focused on the synthesis and evaluation of Phenstatins and
Isocombretastatins with pyridine rings, replacing the trimethoxyphenyl ring of CA-4 that
until now was considered essential for the activity, in an attempt to improve the potency

and aqueous solubility.

Modifications in the other aromatic ring have been carried out by replacing it with a
p-methoxyphenyl or N-methylindolyl and by the introduction of amino groups, aldehydes,

nitriles, oximes, etc.

The activity of these compounds has been evaluated in vitro in the tubulin
polymerization and cytotoxicity assays on tumoral cell culture (Hela, HT29, HLG0).

Furthermore, the aqueous solubility of the compounds has also been determined.
The synthesized compounds show a noticeable increase of the aqueous solubility

and, most of them, maintain a high potency as cytotoxic agents and tubulin polymerization

inhibitors.
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Introduccion

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por un crecimiento
anormal de células debido a fallos en los sistemas de regulacién’ que intervienen en
los procesos de proliferacién celular y de homeostasis. Estos fallos? se deben a
alteraciones en los genes que intervienen en el crecimiento y en la muerte celular, y
pueden ser heredadas o adquiridas (factores de riesgo, virus, etc). Las células
cancerosas pueden invadir otros tejidos a través de la sangre o del sistema linfatico

provocando metastasis.

Segun la OMS, el cancer es una de las primeras causas de muerte en el
mundo.® En 2012 se le estima 8,2 millones de defunciones, y se prevé que en 2030

esta cifra pueda llegar a los 12 millones.

En el tratamiento del cancer es frecuente el uso de quimioterapia con farmacos
que afectan a la division celular, alterando la funcién de elementos que participan en
ella como los microtibulos®, que son polimeros de proteinas que forman parte del

citoesqueleto celular y tienen un papel fundamental durante la division celular ya que

" Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell, 2000, 100, 57-70.

’Instituto  Nacional de Cancer. Ultima actualizacion: 7 de marzo de 2014.
http://www.cancer.gov/espanol/cancer/que-es

3Organizacic’)n Mundial de la Salud. Ultima actualizacién: Febrero  2014.
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/

* Jordan MA, Wilson L. Microtubules as a target for anticancer drugs. Nat Rev Cancer, 2004, 4,
253-265.
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Introduccion

forman el huso acromatico que permite la formacion de dos células hijas a partir de
una célula madre durante la mitosis celular. Ademas, participan en otros procesos

celulares, como el transporte de organulos, sefalizacién celular, etc.

Los microtibulos son estructuras dinamicas® compuestas por heterodimeros de
a-tubulina y B-tubulina, que son codificadas por familias de genes que estan
relacionadas. Estan formados por 13 protofilamentos lineares alrededor de un centro y
tienen un extremo + o de crecimiento rapido donde se adicionan dimeros de tubulina, y

un extremo — o de crecimiento lento donde se van liberando.

La estructura tridimensional del dimero de tubulina presenta varios sitios de
unién®, entre los que se encuentran los sitios de unién a compuestos naturales que
alteran el funcionamiento de los microtubulos. Tradicionalmente se han descrito: 2
sitios para GTP y GDP, el sitio del taxol, el sitio de colchicina, el sitio de los alcaloides
de la vinca y recientemente se ha descrito el sitio de laulimalida y pelorusido A.” El
mecanismo de accién antitumoral de los compuestos que se unen en el sitio del taxol
se basa en la estabilizacion de la polimerizacion de la tubulina. Sin embargo, los
compuestos que se unen en el sitio de la colchicina y en el sitio de los alcaloides de la

vinca actuan inhibiendo la polimerizacién de la tubulina.

NHAG

Yy
O O OCHjs
H4CO OCH;

OCH;3
Colchicina

Figura 1: Estructuras de colchicina, vincristina y taxol.

En este trabajo nos hemos centrado en la sintesis de compuestos que inhiben la
polimerizacion de tubulina uniéndose en el sitio de unién a colchicina, por lo que a

continuacion se describen las caracteristicas del dominio de unioén.

® Cooper & Hausman. La Célula. 42 edicién. Editorial Marban Libros. 2008.

® Jordan A, Hadfield JA, Lawrence NJ, McGown AT. Tubulin as a target for anticancer drugs:
agents which interact with the mitotic spindle. Med Res Rev, 1998,18, 259-296.

” Prota AE, Bargsten K, Northcote PT, Marsh M, Altmann KH, Miller JH, et al. Structural basis of
microtubule stabilization by laulimalide and peloruside A. Angew Chem, 2014, 53, 1621-1625.
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A.1. DOMINIO DE UNION A COLCHICINA

El dominio de unién a colchicina® se encuentra localizado en la interfase entre la
subunidad alfa y beta del heterodimero de tubulina, y teniendo en cuenta las
estructuras de rayos X de los complejos de tubulina con diferentes ligandos, se han
descrito tres zonas de interaccion (zonas 1, 2 y 3)° y un espaciador que comunica las
zonas 1y 2. La colchicina en complejo con la proteina Unicamente ocupa las zonas 1y
2. En la zona 1 se dispone el anillo de tropolona, que es el anillo de 7 miembros,
mientras que en la zona 2 se coloca el anillo de trimetoxifenilo. Los ligandos descritos
que interaccionan con la zona 3 poseen en la zona 2 un anillo aromatico de menor
tamano que el trimetoxifenilo de la colchicina, de manera que permiten a la proteina
adoptar una conformacion que permite el acceso a la zona 3. A continuacion se

describen las tres zonas:

- Zona 1. Se encuentra localizada en la interfase con la subunidad alfa.
Es una zona hidrofébica, aunque tiene la posibilidad de establecer enlaces de H
con los ligandos. En esta zona la colchicina acomoda el anillo de 7 miembros, y
establece enlaces de Van der Waals con los aminoacidos Vala181, Sera178 y
Vala315, ademas el carbonilo actia como aceptor de enlaces de hidrégeno con
Vala181.

- Zona central (Zona 2). Se encuentra localizada en la subunidad beta.
Es una zona hidrofébica, pero contiene una pequefa zona polar formada por la
CysB241, que permite la formacién de un enlace de hidrégeno. El anillo de
trimetoxifenilo de la colchicina se encuentra encajado en esta zona estableciendo
enlaces de Van der Waals con Lysf352, Asn350, Leup378, Alap316, Leup255,
LyspB254, AlaB250 y LeuB242. Ademas, los metoxilos establecen enlace de H con
el tiol de la Cysf241.

- Zona 3. Es una zona que se encuentra enterrada en la subunidad beta

de la tubulina. Es un boilsillo hidrofébico, pero conectado a una cavidad polar

® Massarotti A, Coluccia A, Silvestri R, Sorba G, Brancale A. The tubulin colchicine domain: a
molecular modeling perspective. ChemMedChem, 2012, 7, 33-42.

® Alvarez R, Peldez R, Medarde M. Current Topics Med Chem, 2015, 0000.
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formada por diferentes aminoacidos como Asnf3167, GluB200 y Tyrp202. Es la
zona mas polar del dominio de la colchicina, a diferencia de las otras dos zonas
que se caracterizan por su alta hidrofobicidad. Uno de los ligandos que ocupan la
zona 3 es la sulfonamida ABT-751, que ademas es el Unico ligando que se une

en las tres zonas del dominio de la colchicina.

Figura 2. Superposicién de las estructuras de colchicina, ABT-751 y G2N y representacion
esquematica de las partes de los compuestos que interaccionan con las diferentes zonas. La
zona 1 esta representada en color amarillo, la zona 2 en morado, y la zona 3 en verde.

Una vez descrito el dominio de unidon, se van a detallar los diferentes
compuestos que se unen y los requerimientos estructurales necesarios para que

tengan actividad antitumoral.
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A.2. COMPUESTOS QUE SE UNEN EN EL SITIO DE
LA COLCHICINA

La colchicina es un alcaloide soluble que se aisla de Colchicum Autumnale, y fue
el primer agente desestabilizante de la tubulina conocido.® A pesar de su actividad
antitumoral, no se utiliza en clinica debido a sus efectos adversos'®, como neutropenia,
anemia, malestar gastrointestinal y dano en médula 6sea. Debido a esto, se han
sintetizado numerosos analogos de colchicina con el propdsito de obtener compuestos
que mantengan o incrementen su actividad desestabilizante de tubulina disminuyendo

los efectos adversos.

Existen numerosos compuestos naturales y sintéticos que se unen a la tubulina
en el dominio de unidn de la colchicina™ con gran variedad estructural, como
quinolonas, lignanos, benzofenonas (fenstatinas), combretastatinas, sulfonamidas,
isocombretastatinas, etc; sin embargo ningun inhibidor en el sitio de la colchicina se

utiliza actualmente en clinica para el tratamiento de cancer.

OH

0

o OH _O O O OH

~o ‘ ‘ o~ o o~
O O

Isocombretastatina

Fenstatina
CA-4P AVE8062 (benzofenona)
oH S0 o
0 - \ o\\//o OH (0] =
< o o )¢ aV .
o) ) NH / o~ r?
z — (o] O (0]
- _ N o MDL 27048
o o MTC (bifenilo) (chalcona)
O\ ABT-751
Podofilotoxina
(lignano)

Figura 3: Compuestos que se unen en el dominio de union a colchicina.

Y1y Y, Chen J, Xiao M, Li W, Miller DD. An overview of tubulin inhibitors that interact with the
colchicine binding site. Pharm Res, 2012, 29, 2943-2971.
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La mayoria de estos compuestos estan formados por dos anillos aromaticos,
habitualmente nombrados como A y B, conectados por un puente de entre cero y tres
atomos. El anillo A generalmente es un trimetoxifenilo mientras que el anillo B

presenta mayor variedad estructural.

A pesar de que ningun inhibidor de tubulina se utilice en clinica en el tratamiento
del cancer, existen varios compuestos que se encuentran en avanzados ensayos
clinicos, como la sulfonamida ABT-751"" (fase Il) y los fosfatos de combretastatina
(CA-4-P y CA-1-P) que se encuentran en fase Il/lll en combinacién con otros
antitumorales'? o con radioterapia. Ademas, las combretastatinas presentan actividad
antiangiogénica'®, previenen la formacién de nuevos vasos sanguineos en el tumor
mediante la inhibicion del complejo VE-cadherina-Bcatenina, necesario para la

adhesion de células en el endotelio.

AVE 8062 (Ombrabulina) es un derivado de la aminocombretastatina que

mejora la solubilidad acuosa y la disposicion oral de la CA-4, y ha demostrado en fase

|14

| ser bien tolerado junto a docetaxel™ en tumores sélidos avanzados. Actualmente se

encuentra en fase lll.

" a) Mauer AM, Cohen EE, Ma PC, Kozloff MF, Schwartzberg L, Coates Al, et al. A phase ||
study of ABT-751 in patients with advanced non-small cell lung cancer. J Thorac Oncol, 2008,
3, 631-636. b) Hande KR, Hagey A, Berlin J, Cai Y, Meek K, Kobayashi H, et al. The
pharmacokinetics and safety of ABT-751, a novel, orally bioavailable sulfonamide antimitotic
agent: results of a phase 1 study. Clin Cancer Res, 2006, 12, 2834-2840.

12 a) Study of Combretastatin and Paclitaxel/carboplatin in the treatment of Anaplastic Thyroid
Cancer, US National Institutes of Health, http://clinicaltrials.gov/show/NCT00507429. Ultima
actualizacion enero 2012. b) Zweifel M, Jayson GC, Reed NS, Osborne R, Hassan B,
Ledermann J, et al. Phase |l trial of combretastatin A4 phosphate, carboplatin, and paclitaxel in
patients with platinum-resistant ovarian cancer. Ann Oncol, 2011, 22, 2036-2041.

® Tron GC, Pirali T, Sorba G, Pagliai F, Busacca S, Genazzani AA. Medicinal chemistry of
combretastatin A4: present and future directions. J Med Chem, 2006, 49, 3033-3044.

" a) Dose Escalation, Safety and Pharmacokinetic Study of AVE8062 Combined With
Docetaxel in Patients With Advanced Solid Tumors.
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01907685 Ultima  actualizacién:  Julio  2013. b)
http://clinicaltrials.gov/ct2/results ?term=AVE+8062
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Uno de los avances mas significativos para el desarrollo de nuevos farmacos
analogos de colchicina fue la publicacion de la estructura de rayos X de la DAMA-
colchicina (un analogo de colchicina ) unida a tubulina por Ravelli et al'® en 2004, lo
que ha dado lugar al inicio de estudios de modelado molecular'® de compuestos que
se unen en este sitio. Ademas ha permitido la elaboracion de un moddelo de
farmacoforo a partir de la seleccién de compuestos con variabilidad estructural que se
unen al dominio de la colchicina y tienen actividad antitumoral. A continuaciéon se

detalla este modelo de farmacodforo.

'® Ravelli RB, Gigant B, Curmi PA, Jourdain |, Lachkar S, Sobel A, et al. Insight into tubulin
regulation from a complex with colchicine and a stathmin-like domain. Nature, 2004, 428, 198-
202.

'® a) De Martino G, Edler MC, La Regina G, Coluccia A, Barbera MC, Barrow D, et al. New
arylthioindoles: potent inhibitors of tubulin polymerization. 2. Structure-activity relationships and
molecular modeling studies. J Med Chem, 2006, 49, 947-954. b) Romagnoli R, Baraldi PG,
Carrion MD, Cara CL, Cruz-Lopez O, Tolomeo M, et al. Design, synthesis and structure-activity
relationship of 2-(3',4',5'-trimethoxybenzoyl)-benzo[b]furan derivatives as a novel class of
inhibitors of tubulin polymerization. Bioorg Med Chem, 2009, 17, 6862-6871 c) Rappl C, Barbier
P, Bourgarel-Rey V, Gregoire C, Gilli R, Carre M, et al. Interaction of 4-arylcoumarin analogues
of combretastatins with microtubule network of HBL100 cells and binding to tubulin.
Biochemistry, 2006, 45, 9210-9218.
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A.3. FARMACOFORO Y RELACION ESTRUCTURA-
ACTIVIDAD

Las combretastatinas son compuestos naturales extraidos de Combretum
caffrum' y son los analogos con estructura mas simple, manteniendo una alta
potencia citotdxica, que son capaces de unirse al sitio de la colchicina. Presentan el
inconveniente de una baja solubilidad acuosa, y la isomerizacion del enlace cis, que
provoca una pérdida en la actividad. Debido a esto se han desarrollado las fenstatinas,
que son analogos de combretastatina pero sin la inestabilidad del doble enlace. Otros
analogos que se han sintetizado son las isocombretastatinas, isdbmeros posicionales

de las combretastatinas.

REchcaliecacy

Combretastatina A4 Fenstatina Isocombretastatina

Figura 4. Estructura de combretastatina, fenstatina e isocombretastatina.

Para el estudio de la relacién estructura actividad de estos compuestos nos
vamos a basar en un modelo del farmacéforo. Segun el modelo'® descrito por Nguyen
et al, este farmacoforo consiste en siete puntos organizados en 2 planos diferentes
con un angulo de 45°. Tres aceptores de enlace de hidrogeno (A1, A2, A3), un dador

de enlace de hidrogeno (D1), dos centros hidrofébicos (H1, H2), y un grupo plano (R1).

" Tron GC, Pirali T, Sorba G, Pagliai F, Busacca S, Genazzani AA. Medicinal chemistry of
combretastatin A4: Present and future directions. J Med Chem, 2006, 49, 3033-44.

18 Nguyen TL, McGrath C, Hermone AR, Burnett JC, Zaharevitz DW, Day BW, et al. A common
pharmacophore for a diverse set of colchicine site inhibitors using a structure-based approach.
J Med Chem, 2005, 48, 6107-16.
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Figura 5. Estructura de fenstatina e isocombretastatina con los puntos del farmacéforo de

Nguyen et al.

El anillo B tiene que tener un anillo plano (R1), un centro hidrofébico (H1) como
puede ser el grupo metoxilo, y un aceptor de enlaces de hidrogeno (A1). El anillo A
tiene que tener un centro hidrofébico (H2) y un aceptor de enlaces de hidrogeno (A2).
Hay dos puntos adicionales en el puente entre las dos zonas que corresponden a un
dador (D1) y un aceptor (A3). Se considera que los puntos esenciales para la actividad
son A2, H1, H2 y R1. Para la elaboracion de este modelo sélo se han tenido en cuenta

compuestos que se unen en el sitio de la colchicina en las zonas 1y 2.

A continuacion se detallan las diferentes modificaciones que pueden llevarse a
cabo en la estructura de los compuestos, con los correspondientes cambios en la

actividad.

A.3.1. MODIFICACIONES EN EL ANILLO A

La mayoria de los compuestos que han sido sintetizados para inhibir la
polimerizacion de tubulina tienen en el anillo A un anillo de trimetoxifenilo’®, ya que se
consideraba fundamental para la actividad. Sin embargo, se han desarrollado nuevos
compuestos que mantienen la actividad y que introducen modificaciones o carecen de

este anillo.

19 Gaukroger K, Hadfield JA, Lawrence NJ, Nolan S, McGown AT. Structural requirements for
the interaction of combretastatins with tubulin: how important is the trimethoxy unit? Org Biomol
Chem, 2003, 17, 3033-3037.
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Una de estas modificaciones es la sustitucién por un anillo de piridina en

20.21 y en posicion para. > Estos compuestos, que se colocan en la zona

posicion meta
1y 2 del dominio de unién de la colchicina, presentan actividad citotéxica aunque no

son tan potentes como combretastatina A-4.

O | X
N~
O\
O ICs0 IPT > 20 pM
Combretastatina A4 ICs0 IPT > 20 uM

ICgq IPT: 2-3 uM
IC5q Citox: 1nM

R
N
H O R: Me ICs Citox: 101 nM
ﬁ £ O R:Et ICsq Citox: 122 nM
~ ~
0" N cl)

)

Figura 6. Estructura y actividad biolégica de compuestos con piridina en el anillo Ay

Combretastatina A4.

La sulfonamida ABT-751 que se encuentra actualmente en ensayos clinicos,
incorpora otro anillo aromatico que va unido al anillo A, y se une en la zona 3 del
dominio de la colchicina. En la estructura de este compuesto se observa que carece
de anillo de trimetoxifenilo y en su lugar hay un anillo de piridina, que como se ha visto
anteriormente, al ser un anillo mas pequeno permite cambiar la conformacién de la

proteina para que el nuevo anillo aromatico se pueda acomodar en la zona 3.

% Shan G, Li Z, Hu L, Jiang J, Liu Z. N-(2,6-Dimeth-oxy-pyridin-3-yl)-9-methyl-9H-carbazole-3-
sulfonamide. Acta Crystallogr Sect E Struct Rep Online, 2013, 69, 0584.

2 HuL, Jiang JD, Qu J, Li Y, Jin J, Li ZR, et al. Novel potent antimitotic heterocyclic ketones:
synthesis, antiproliferative activity, and structure-activity relationships. Bioorg Med Chem Lett,
2007, 17, 3613-3617.

2 Miguel Lozano Alonso. Tesina de Licenciatura. Universidad de Salamanca 2007
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Adicionalmente, existen compuestos que tienen actividad y que no tienen en su
estructura anillo B. Estos compuestos estan representados por G2N y K2N?* que son
enantiémeros, y por TN162*; y han sido cristalizados junto a tubulina, observandose en
su estructura de rayos X que se colocan en las zonas 2 y 3 del dominio.?
Recientemente, se han sintetizado compuestos®, como el que aparece en la figura
que tiene en su estructura un anillo de piridina y se une en la zona 2 y 3 del dominio

con una potencia citotoxica (Glsg) de 200 nm.

1.0
ST AN
N/Q Ry:CHa; Ry:H K2N
\ R1H, R2:CH3 G2N
Rz

ABT-571 R2H
| N COOMe
Q CINTNT
O N6 i
IC5q Citox: 200nM
OMe

Figura 7. Estructura de compuestos que se unen en las zonas 2 y 3 del dominio de unién de

colchicina.

A.3.2. MODIFICACIONES EN EL ANILLO B

El anillo de guayacol permite mayor numero de modificaciones. Anteriormente en

nuestro grupo de investigacién se ha visto como la sustitucion por un grupo naftaleno®

% de Inés C, Leynadier D, Barasoain |, Peyrot V, Garcia P, Briand C, et al. Inhibition of
microtubules and cell cycle arrest by a new 1-deaza-7,8-dihydropteridine antitumor drug, ClI
980, and by its chiral isomer, NSC 613863. Cancer Res, 1994, 54, 75-84.

2% Arai T. Inhibition of microtubule assembly in vitro by TN-16, a synthetic antitumor drug. FEBS
Lett, 1983, 155, 273-276.

» Wang XF, Ohkoshi E, Wang SB, Hamel E, Bastow KF, Morris-Natschke SL, et al. Synthesis
and biological evaluation of N-alkyl-N-(4-methoxyphenyl)pyridin-2-amines as a new class of
tubulin polymerization inhibitors. Bioorg Med Chem, 2013, 21, 632-642.

% a) Alvarez C, Alvarez R, Corchete P, Pérez-Melero C, Pelaez R, Medarde M.
Naphthylphenstatins as tubulin ligands: Synthesis and biological evaluation. Bioorg Med Chem,
2008, 16, 8999-9008. b) Maya AB, Pérez-Melero C, Mateo C, Alonso D, Fernandez JL, Gajate
C, et al. Further naphthylcombretastatins. an investigation on the role of the naphthalene
moiety. J Med Chem, 2005, 48, 556-68. c) Alvarez C, Alvarez R, Corchete P, Pérez-Melero C,
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mantiene una actividad semejante a la de combretastatina A-4. Los mejores resultados

1, con gran incremento

se han obtenido con la sustitucion por un anillo de N-metilindo
de la actividad tanto en derivados de fenstatina como en isocombretastatinas. Este
anillo permite la incorporacién de grupos funcionales en posicion 3, como acidos
carboxilicos, carbonitrilos, amidas y aldehidos, que incrementen la solubilidad acuosa
de los compuestos, y hace posible la conjugaciéon con aminoacidos para la formacion

de profarmacos.

Otros grupos de investigaciéon han incorporado un anillo de piriding?® 2 3 31 32

en este anillo, como puede observarse en la siguiente figura. Estos compuestos

mantienen la actividad citotdxica, incluso alguno tiene su ICso en rango nanomolar.

Peldez R, Medarde M. Synthesis and biological activity of naphthalene analogues of
phenstatins: naphthylphenstatins. Bioorg Med Chem Lett, 2007, 17, 3417-3420.

? Alvarez R, Puebla P, Diaz JF, Bento AC, Garcia-Navas R, de la Iglesia-Vicente J, et al.
Endowing indole-based tubulin inhibitors with an anchor for derivatization: Highly potent 3-
substituted indolephenstatins and indoleisocombretastatins. J Med Chem, 2013, 56, 2813-27.

2 Romagnoli R, Baraldi PG, Kimatrai Salvador M, Preti D, Aghazadeh Tabrizi M, Bassetto M, et
al. Synthesis and biological evaluation of 2-(alkoxycarbonyl)-3-anilinobenzo[b]thiophenes and
thieno[2,3-b]pyridines as new potent anticancer agents. J Med Chem, 2013, 56, 2606-2618.

% Romagnoli R, Baraldi PG, Carrion MD, Cruz-Lopez O, Cara CL, Tolomeo M, et al. Synthesis
and biological evaluation of 2-amino-3-(3'4'5'-trimethoxybenzoyl)-6-substituted-4,5,6,7-
tetrahydrothieno[2,3 -c]pyridine derivatives as antimitotic agents and inhibitors of tubulin
polymerization. Bioorg Med Chem Lett, 2008, 18, 5041-5045.

% Ohsumi K, Nakagawa R, Fukuda Y, Hatanaka T, Morinaga Y, Nihei Y, et al. Novel
combretastatin analogues effective against murine solid tumors: Design and structure-activity
relationships. J Med Chem, 1998, 41, 3022-3032.

*" Hatanaka T, Fujita K, Ohsumi K, Nakagawa R, Fukuda Y, Nihei Y, et al. Novel B-ring modified
combretastatin analogues: Syntheses and antineoplastic activity. Bioorg Med Chem Lett, 1998,
8, 3371-3374.

%2 Gwaltney SL,2nd, Imade HM, Barr KJ, Li Q, Gehrke L, Credo RB, et al. Novel sulfonate
analogues of combretastatin A-4: Potent antimitotic agents. Bioorg Med Chem Lett, 2001, 11,
871-874.
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Figura 8. Estructura y actividad biolégica de compuestos con piridina en el anillo B.

A.3.3. MODIFICACIONES EN EL PUENTE

La funcion del puente en estos compuestos es permitir una posicion no coplanar
entre los dos anillos con un angulo de 45°. Existe multitud de compuestos inhibidores
de la polimerizacion de tubulina con diferentes longitudes en el puente, segun el
numero de atomos. La colchicina y el MTC no tienen puente ya que los dos anillos
aromaticos se unen directamente. En la podofilotoxina, fenstatinas e
isocombretastatinas los anillos estan unidos a través de un puente formado por un
atomo. En las combretastatinas la distancia entre los anillos es de dos atomos,
ademas en estos compuestos la conformacion cis tiene mayor actividad que su
isomero trans, por lo que la isomerizacion del doble enlace es uno de sus principales

inconvenientes. Las chalconas y oxadiazolinas tienen un puente de tres atomos.
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Figura 9: Estructura de los compuestos con diferente longitud en el puente.
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Planteamiento y objetivos

El objetivo general de este trabajo es la sintesis y evaluaciéon bioldgica de
nuevos ligandos de tubulina que mejoren la potencia citotdxica y que incrementen la
solubilidad acuosa, ya que es uno de los principales inconvenientes de estos
compuestos. Basandonos en los antecedentes existentes, se van a sintetizar
compuestos que contengan los siguientes elementos estructurales: un anillo de
piridina (anillo A), un puente y un sistema aromatico de uno o dos anillos (anillo B). La

seleccidn de estos elementos se discute a continuacion:

B.1. ANILLO A: ANILLO DE PIRIDINA

Como se ha visto anteriormente, el anillo de trimetoxifenilo se consideraba
imprescindible para la actividad de estos compuestos®, sin embargo se han
sintetizado nuevos analogos que sustituyen este anillo por uno de menor volumen
(ABT-751), como puede ser un anillo de piridina, o que carecen de este anillo (G2N,

K2N), y mantienen la actividad inhibitoria.

3 Gaukroger K, Hadfield JA, Lawrence NJ, Nolan S, McGown AT. Structural requirements for
the interaction of combretastatins with tubulin: how important is the trimethoxy unit? Org Biomol
Chem, 2003, 17, 3033-3037.
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Aunque en los compuestos sintetizados anteriormente en el grupo de
investigacion con anillo de piridina y dos metoxilos en posicion 2,6 se produce una
pérdida de actividad®, se plantea la sintesis de nuevos analogos que tengan un anillo
de piridina, pero cambiando el patron de sustitucién en estas posiciones, para ver el
efecto producido por diferentes grupos. Una de las posibilidades es la sustitucién por
un grupo metilsulfanilo, que tiene un volumen similar al metoxilo, y puede mantener el
enlace de hidrégeno con el tiol del residuo Cysp241. Ademas, este grupo se puede

oxidar formando sulféxidos y sulfonas que aumenten la solubilidad acuosa.

El anillo de piridina tiene un volumen menor que el anillo de trimetoxifenilo, sin
embargo, conserva los elementos necesarios para la interaccion con el farmacéforo
(puntos H2 y A2). Al disminuir el volumen en el anillo A, se pueden introducir grupos
que puedan acceder a la zona tres del dominio, como un grupo bencilico o fenilico. De
esta manera, se puede explorar qué anillos pueden ser introducidos y los cambios que

provoca esto en la actividad.

R
X
| X Anillo B
N X,Y: Cl, OMe, SMe, NMe,, SOMe, SO,Me
Y
R
X

N Anillo B
N~

X: Cl, OMe, SMe

HN\©\ Y: H, CH,
Y

Figura 10. Anillos de piridina disustituidos que van a ser introducidos en el anillo A.

Adicionalmente, el atomo de N de la piridina es susceptible de sufrir
modificaciones que aumenten su polaridad, como la oxidacion obteniéndose un N-
oxido, o la formacién de sales solubles en agua gracias al caracter basico de las

piridinas.

* Miguel Lozano Alonso. Tesina de Licenciatura. Universidad de Salamanca 2007
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B.2. PUENTE OLEFINICO

El puente entre los dos anillos puede tener una longitud entre cero y tres atomos
de carbono. Las combretastatinas tienen la desventaja de la isomerizacion del doble
enlace, por esta razén se plantea la sintesis de fenstatinas® las cuales mantienen la
actividad con igual patron de sustitucion en los anillos A y B. La incorporacion de un
grupo carbonilo en el puente introduce un grupo aceptor de enlaces de hidrogeno que
es uno de los siete puntos propuestos en el farmacéforo Nguyen®® et al, lo que

justificaria un aumento en la potencia de estos compuestos.

Otros compuestos que van a ser sintetizados son las isocombretastatinas, en las
que se sustituye el grupo carbonilo por un grupo metileno, dando lugar a isémeros
posicionales de las combretastatinas y provocando un gran aumento en la potencia®”>®

de estos compuestos con respecto a sus analogos en fenstatinas y combretastatinas.

Para evaluar el efecto de la sustitucién del anillo de trimetoxifenilo por un anillo
de piridina, se van a sintetizar combretastatinas para comparar el efecto de esta

sustituciéon con datos de otras combretastatinas publicadas en bibliografia.

B.3. ANILLO B

Dentro de los anillos B descritos anteriormente, hemos seleccionado el N-
metilindol porque tiene muy buenos resultados de actividad®', y puede ser modificado
mediante la introduccion de grupos funcionales en posicion 3 que incrementen su

solubilidad acuosa, como grupos carboxilo, aldehido, amida y carbonitrilo. Otros anillos

% Liou JP, Chang CW, Song JS, Yang YN, Yeh CF, Tseng HY, et al. Synthesis and structure-
activity relationship of 2-aminobenzophenone derivatives as antimitotic agents. J Med Chem,
2002, 45, 2556-62.

% Nguyen TL, McGrath C, Hermone AR, Burnett JC, Zaharevitz DW, Day BW, et al. A common
pharmacophore for a diverse set of colchicine site inhibitors using a structure-based approach.
J Med Chem, 2005, 48, 6107-16.

37 a) Alvarez R, Puebla P, Diaz JF, Bento AC, Garcia-Navas R, de la Iglesia-Vicente J, et al.
Endowing indole-based tubulin inhibitors with an anchor for derivatization: Highly potent 3-
substituted indolephenstatins and indoleisocombretastatins. J Med Chem, 2013, 56, 2813-27.
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aromaticos que pueden sustituir al anillo de guayacol son el p-metoxifenilo® y el

naftaleno.*®

Adicionalmente, con el objetivo de incrementar la solubilidad, se plantea la

sintesis de compuestos con anillos de piridina en el anillo B, y anillos con dimetilamino.

O o R 0]
Anillo A Anillo A N Anillo A OO
O/ N\
0 0
Anillo A Anillo A” SN
N/ = N/

Figura 11. Anillos aromaticos introducidos en el anillo B.

% Alvarez R, Alvarez C, Mollinedo F, Sierra BG, Medarde M, Pelaez R. Isocombretastatins A:
1,1-diarylethenes as potent inhibitors of tubulin polymerization and cytotoxic compounds. Bioorg
Med Chem, 2009, 17, 6422-31.

% a) Alvarez C, Alvarez R, Corchete P, Pérez-Melero C, Peldez R, Medarde M.
Naphthylphenstatins as tubulin ligands: Synthesis and biological evaluation. Bioorg Med Chem,
2008, 16, 8999-9008. b) Maya AB, Pérez-Melero C, Mateo C, Alonso D, Fernandez JL, Gajate
C, et al. Further naphthylcombretastatins. an investigation on the role of the naphthalene
moiety. J Med Chem, 2005, 48, 556-68.
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B.4. OBJETIVOS

Una vez establecidos los antecedentes, los objetivos que se han seguido

durante la realizacion de esta Tesis Doctoral son:

v' El primer objetivo consiste en la sintesis de acidos piridina-4-
carboxilico sustituidos en posicion 2 y 6, como material de partida para la

sintesis de fenstatinas e isocombretastatinas.

v Sintesis de fenstatinas e isocombretastatinas con anillos de
piridina en el anillo A y un anillo de p-metoxifenilo en el anillo B. También
se introducirdn grupos nitro y amino en posicién 3. Se realizaran otras
modificaciones en el puente como la introduccion de oximas, o la

hidrogenacién del grupo metileno. Esto constituye el segundo objetivo.

z
X A R X,Y: Cl, OMe, SMe, NMe,
NI Z: O, CH,, CH-CH3, N-OH
= 0~ R:NO, NH,

Adicionalmente se introducira otro anillo aromatico en posicién 6 del
anillo de piridina, con la intencion de que se coloque en la zona 3 del

dominio de la colchicina.

/©/ S R: H, CH
N TR
R = o~
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v' Como tercer objetivo se plantea la sintesis de fenstatinas e
isocombretastatinas que presenten un anillo de piridina sustituyendo al
anillo de trimetoxifenilo, combinado con un anillo de N-metilindol que
puede ser modificado en posicion tres mediante la introduccién de grupos

mas polares como acidos carboxilicos, aldehidos, amidas y carbonitrilos.

Z
X l N X,Y: Cl, OMe, SMe, NMe,, SOMe, SO,Me
N. Z: O, CH,, CH-CH3, N-OH
N— R: CHO, COOH, CONH,, CN
Y —

v' En el cuarto objetivo se plantea la sintesis de fenstatinas e
isocombretastatinas en los que el anillo B esté constituido por otros
sistemas aromaticos como naftaleno, dimetilaminofenil, y piridina, con la

intencion de evaluar el efecto de estos anillos sobre la actividad de los

compuestos.
7 Z
X X X X X,Y: OMe, SMe
R
B OO Nl | Z: O, CH,, N-OH
v |

v' Ademas de la sintesis de compuestos con un puente olefinico de
un solo atomo de carbono, también se plantea la sintesis de compuestos
con una distancia de dos o tres atomos en el puente. Como quinto
objetivo se van a sintetizar combretastatinas y oxadiazolinas con anillos

de piridina en el anillo A.
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v El sexto objetivo consiste en la realizacion de los ensayos de
inhibicion de polimerizacién de tubulina de todos los compuestos
sintetizados. Los compuestos mas potentes seran seleccionados para

determinar el valor de su ICsy.

v' Como séptimo objetivo se van a realizar cultivos celulares de
diferentes tipos de células tumorales humanas para la posterior
realizacién de los ensayos de citotoxicidad. Se van a cultivar células
adherentes (Hela y HT-29) y células en suspension (HL-60) y se va a
realizar el ensayo de citotoxicidad de todos los compuestos sintetizados.
Posteriormente se seleccionaran los mejores compuestos y se

determinara el valor de ICs en las tres lineas celulares.

v El octavo y ultimo objetivo es la determinacién de la solubilidad
de algun compuesto seleccionado por su estructura o por su actividad.
Los datos de solubilidad, juntos a los de IPT y citotoxicidad seran
evaluados para determinar como afectan los cambios estructurales en la

actividad y en la solubilidad de estos compuestos.
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Métodos y resultados: Sintesis de Fenstatinas

Como se ha descrito anteriormente en el apartado de planteamiento y objetivos
de este trabajo, se va a sintetizar una serie de compuestos con actividad sobre la

polimerizacion de la tubulina. Estos compuestos pueden ser divididos en:

1. Compuestos con un solo atomo en el puente: Fenstatinas.
2. Compuestos con un solo &tomo en el puente: Isocombretastatinas.
3. Compuestos con un solo atomo en el puente: Modificaciones

estructurales de Fenstatinas e Isocombretastatinas.

4, Compuestos con dos atomos en el puente: Combretastatinas.

5. Compuestos con tres atomos en el puente: Oxadiazolinas.

51



Métodos y resultados: Sintesis de Fenstatinas

C.1. SINTESIS DE FENSTATINAS

El método utilizado para la sintesis de analogos de fenstatinas consiste en la
preparacion de un derivado organolitico, por tratamiento del correspondiente
bromoderivado con nBuLi. El derivado organolitico reacciona con un acido carboxilico
dando lugar directamente a la fenstatina. El esquema de preparacion de estos

compuestos es el siguiente:

(@]
nBuLi Ar,-COOH )J\
Ari-Br ——— Ar-li ———
Ar1 Ar2
THF seco

Esquema 1: Esquema de sintesis de fenstatinas

El primer paso para la sintesis de estos compuestos es la preparacion de

algunos materiales de partida.

C.1.1. SINTESIS DE MATERIALES DE PARTIDA

Para la preparacion de estos analogos de fenstatinas es necesario disponer de
diversos derivados del acido isonicotinico (derivados de piridina) y de los
bromoderivados requeridos en cada caso, algunos de los cuales no son
comercialmente asequibles y deben ser obtenidos previamente, seglin se describe a

continuacion.

* Todos los rendimientos que se indican en tablas y figuras corresponden a producto purificado

por cristalizacion y/o cromatografia flash.
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C.1.1.1. FORMACION DE DERIVADOS DE PIRIDINA

La primera parte de este trabajo consiste en la sintesis del anillo de piridina con
diferentes sustituyentes en posicion 2 y 6, y con un acido carboxilico en posicion 4.
Para la sintesis de todos los derivados de piridina se parte de &cido citrazinico, un
producto comercial y barato, el cual mediante reaccién con oxicloruro de fdsforo y
cloruro de tetrametil amonio como catalizador, produce el derivado diclorado (1). El
objetivo de este paso es facilitar la entrada de los diferentes sustituyentes en posicion
2 y 6 ya que el cloro es un buen grupo saliente. A partir del derivado diclorado se
pueden introducir diversos sustituyentes de forma secuencial mediante la utilizacion de

agentes nucleofilicos y diversas condiciones de reaccion.

COOH COOH
POCI,
X > X 1
» Me,NCI »
OH” >N OH cl” >N al

Figura 12: Sintesis del compuesto diclorado 1.

Los compuestos de piridina que se han sintetizado utilizando esta metodologia

se resumen en la siguiente figura:

n2 X Y Rendimiento (%)
1 cl cl 75
COGCH 2 cl OMe 81
| N 3 cl SMe 90
NI, 4 SMe SMe 53
5 SMe OMe 94
6 OMe OMe 66
7 OMe NMe, -

Tabla 1: Acidos con anillo de piridina sintetizados.
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C.1.1.1.1. Metoxilos como agentes nucleéfilos

Para la sintesis del derivado monometoxilado (2) se afiade en exceso una
disolucion de metéxido soédico en metanol y se pone a reflujo durante 24 horas. La
introduccion del segundo grupo metoxilo estd mas impedido debido al efecto dador de
electrones del primero. Para la obtencién del derivado dimetoxilado (6) es necesario
forzar las condiciones utilizando diglime como disolvente para aumentar la solubilidad
del acido, y poder subir la temperatura hasta 120 grados. Para facilitar la reaccién, el

MeOH se elimina con un dispositivo Dean Stark.

COOH COOH COOH
MeONa/MeOH MeONa/ MeOH
| ~N - | X » | X
dialime/reflui reflujo
MeO” N7 Nome NIIMETETUIO o A\F g cl” N7 DoMe
6 1 2

Figura 13: Sintesis de los compuestos 2 y 6.

C.1.1.1.2. Metilsulfanilos como agentes nucledéfilos

COOH COOH COOH
X MeSNa 1,5 eq AN MeSNa exceso

| —_— | —
DMF/reflujo |
N SMe Y z

i DMF/refluj
cl” N reflujo cl MeS”~ N~ SMe

1 3

Figura 14: Sintesis de los compuestos con grupo metilsulfanilo 3 y 4.

Para la introduccién del primer grupo metilsulfanilo se afiade 1,5 equivalentes de
tiometdxido sédico por cada equivalente de acido 2,6-dicloropiridina-4-carboxilico (1), y
se calienta a reflujo durante 24-48 horas. En este caso es necesario afiadir KOH que
capte el H acido y asi evitar que lo haga el tiometéxido sodico. Para introducir el
segundo grupo metilsulfanilo se afiade tiometoxido sédico en exceso al derivado

diclorado (1) o al derivado monosustituido (3). Estas reacciones utilizan como
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disolvente dimetilformamida ya que incrementa la solubilidad del &cido y permite

temperaturas superiores a 100 °C, lo que aumenta la velocidad de la reaccién.

C.1.1.1.3. Sintesis del acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico

Para la sintesis del acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico (5) se
planteé la sintesis introduciendo primero el grupo metoxilo, y posteriormente el grupo
metilsulfanilo. Partiendo del compuesto 2 se intentd introducir el grupo metilsulfanilo
afadiendo CH3;SNa en exceso y usando como disolvente MeOH o diglime en distintas
condiciones, pero no se produjo la sustitucion. Esto puede ser debido al efecto dador

de electrones del grupo metoxilo.

COOH COOH COOH
MeSNa MeONa/MeOH
X » X - X
| _ | _ diglime | —
Cl N OMe MeS OMe Cl N SMe
2 5 3

Figura 15: Sintesis del acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico.

Utilizando la ruta sintética alternativa, introduciendo primero el grupo
metilsulfanilo y posteriormente el metoxilo, se obtiene el compuesto 5 con buenos
rendimientos (94%). A pesar de que la introduccién de un segundo grupo nucledfilo
sobre el anillo se encuentra desfavorecido debido al efecto dador de electrones del
grupo metilsulfanilo en posicion 6, el uso de diglime como disolvente que permite
elevar la temperatura, hace que se obtenga el compuesto planteado con un buen

rendimiento.
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C.1.1.1.4. Sintesis de acido 2-(dimetilamino)-6-metoxipiridina-4-carboxilico

Para la introduccién de un grupo dimetilamino en el anillo de piridina, se utilizd
como material de partida el derivado 2 con un grupo metoxilo, que se hace reaccionar

con exceso de dimetilamina en EtOH al 33% a reflujo.

|
0] COOH _0O N COOH _N N COOH

Y NHMe, | |
N~ — N~ + N~
EtOH/H,0 ! L
2 Cl reflujo AN T NG fa
73

Figural6: Introduccion de grupos dimetilamino en el anillo de piridina.

Se obtiene mayoritariamente el compuesto buscado 7 y un pequefio porcentaje
del compuesto 7a, como resultado de una doble sustitucién. En el espectro de RMN *H
del producto de reaccién se puede observar una sefal singlete a 6,79 ppm, que
corresponde a los dos protones de la piridina del compuesto simétrico 7a, y dos
sefiales doblete a 7,12 y 7,37 ppm que corresponden a los dos H aromaticos del

compuesto 7.

C.1.1.2. SINTESIS DE BROMODERIVADOS

Los derivados halogenados que se han utlizado han sido 1-bromo-4-
metoxibenceno, 5-bromo-1-metil-1H-indol (15), 2-bromonaftaleno, 3-bromo-N,N-
dimetilanilina, 4-bromo-N,N-dimetilanilina y 5-bromo-N,N-dimetilpiridin-2-amina. Todos
estos bromoderivados son productos comerciales, excepto el 5-bromo-1-metil-1H-indol
(15).
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Es necesaria la metilacién del anillo inddlico, debido al caracter &cido del protén
del NH, y porque se ha visto que la presencia del grupo metilo no disminuye la

actividad citotdxica, sino que en algunos casos incluso la aumenta“.

La sintesis del derivado metilado se lleva a cabo mediante el tratamiento con
bases (NaOH), en presencia de un catalizador de transferencia de fase (hidrogeno
sulfato de tetrabutil amonio) que facilita la formacion del anion. Este reacciona con un
electréfilo adecuado, en nuestro caso yoduro de metilo, formandose el derivado N-

metilindélico 15 con un rendimiento del 95%.

H NaOH/Mel N/
>~ 15
Brm n-BuyN*/HSO,- Br/©i/)

CH,Cl,

Figura 17: Metilacion del anillo indélico.

C.1.2. SINTESIS DE FENSTATINAS DERIVADAS DEL ACIDO
ISONICOTINICO

Una vez se han sintetizado los materiales de partida, se procede a la sintesis de
fenstatinas. Como se ha comentado anteriormente, el primer paso consiste en la
formacion del organolitico, que posteriormente reacciona con el acido carboxilico. Los
dos pasos de esta transformacion se llevan a cabo de forma consecutiva en el mismo

matraz.

O
nBuLi ~ Ar-COOH
Ar-Br ——— Arn-li —— Arq Ar,
THF seco

Esquema 2: Esquema de sintesis de fenstatinas.

“% Liou JP, Wu CY, Hsieh HP, Chang CY, Chen CM, Kuo CC, et al. 4- and 5-Aroylindoles as
Novel Classes of Potent Antitubulin Agents. J Med Chem, 2007, 50, 4548-4552.
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C.1.2.1. REACCION DE TRANSMETALACION

Los organoliticos se forman mediante la adicion lenta de nBuLi sobre el derivado
halogenado que ha sido previamente disuelto en THF seco a -40°C. En todos ellos la
relacion de nBuLi con el derivado bromado que se afiade es de 1:1, y a las bajas
temperaturas empleadas no se ha observado en ninguna de estas reacciones
productos de isomerizacién. Los organoliticos que se han sintetizado son los

siguientes:

\©\0/ nBuLi / THF seco o~

Figura 18: Formacidn de organoliticos a partir de bromoderivados.

C.1.2.2. REACCION CON ACIDOS CARBOXILICOS

Una vez sintetizado el organolitico se adiciona lentamente el acido carboxilico
disuelto en THF seco. En esta reaccién se consumen dos equivalentes de organolitico
por cada equivalente de acido, ya que un equivalente reacciona con el protdén acido, y
el otro se adiciona al anién carboxilato. Alternativamente se puede preparar el

carboxilato previamente por tratamiento con bases como NaH.
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o v 0 S e
i +
D =i o M Tu o
Ary” TOH gNaH  Ar ‘\O/C;i © AT A Ary” A, A Ar
oLl

Esquema 3: Esquema de la reaccion de adicién-eliminacion a un &cido carboxilico.

La formacion de la fenstatina se confirma porque en el espectro de RMN *C se
observa una sefial a 190 ppm y en IR otra a 1645 cm™ que son debidas al carbonilo,
gque también produce un apreciable desapantallamiento de las sefiales de los protones

aromaticos en RMN *H.

Para la sintesis de compuestos con anillo de p-metoxifenilo en el anillo B, se
utilizé 4-bromoanisaldehido comercial y los rendimientos de esta reaccién variaron
entre 17-59%.

(@)
X | N COOH Br\©\ nBuli _ X | N
N _AN0

= O/ THF seco, -40 N_— O/

Y
1 X,Y:Cl 25 R:17%
2 X:Cl; Y:OMe 28 R:59%
3 X:Cl; Y:SMe 38 R:24%
4 X,Y:SMe 45 R: 46%
5 X:SMe; Y:OMe 49 R:51%

Figura 19: Sintesis de los compuestos 25, 28, 38, 45y 49.

En la sintesis del compuesto 38 ademas de obtener este compuesto en un
rendimiento del 24%, se obtuvo el compuesto 39 con un rendimiento del 32%. Esto es
debido a que en este caso no se afadio formiato de etilo para finalizar la reaccion, por
lo que se ha producido la reaccion con el acetato de etilo utilizado para realizar la

extraccion liquido-liquido.
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o
O
cl OH 39
| X
N~ o~
S

Figura 20: Estructura del compuesto 39.

En la sintesis del compuesto 58 se siguié el método general para la sintesis de

las fenstatinas, sin embargo no se obtuvo el compuesto deseado.

O COOH

AN Br\@\ nBuLi 0 N
— =
N A 115 o~  THF seco N~ ~
Figura 21: Intento de sintesis del compuesto 58.

Debido a esto, las fenstatinas con grupos dimetilamino en el anillo de piridina se
sintetizaron a partir de la propia fenstatina clorada, mediante una sustitucion

nucleofilica aromatica con dimetilamina en EtOH al 33%.

o) o)
X A 80°C XX
' HN & &@————— N P
N~ o o~
Cl 25 X: Cl NS 2 Ro38%
38 X: SMe 55 R:65%
28 X: OMe 58 R: 64%

Figura 22: Fenstatinas sintetizadas con grupos dimetilamino en el anillo de piridina.

Para introducir solo un grupo dimetilamino se afiade 1,3 equivalentes de
dimetilamina por cada equivalente de fenstatina, como en el caso de la sintesis del

compuesto 42. Sin embargo, para la sintesis del compuesto 55 y 58 se afiade exceso

60



Métodos y resultados: Sintesis de Fenstatinas

de dimetilamina, ya que al tener grupos dadores de electrones en posicién 6, la
segunda sustitucion nucleofilica esta menos favorecida.

En la sintesis de los compuestos con N-metilindol en el anillo B se utiliz6 5-

bromo-N-metil-1H-indol (15) y los rendimientos que se obtuvieron en estas reacciones
fueron entre 20-50 %.

0]
X N COOH  Br nBuLi X N
—_—

N A~ __ THF seco N__~

N N—
Y 15 ‘— Y —

1 X,Y:Cl 61 R:21%
3 X:Cl; Y:SMe 72 R:35%
5 X:SMe; Y:OMe 84 R:49%
4 X,Y:SMe 94 R:33%

Figura 23: Sintesis de los compuestos 61, 72, 84, 94.

En la sintesis del compuesto 61, ademas se obtuvo el compuesto 62 (8%), en el
que se ha producido un acoplamiento de los anillos aromaticos Ar; y Ar, con
descarboxilacién. Esta reaccién de acoplamiento entre un derivado halogenado y un
carboxilato se ha descrito mediante el empleo de metales (Cu, Pd).*

/
N
cl N J
N~
62
Cl

Figura 24: Estructura del compuesto 62.

“1 a) Goossen LJ, Rodriguez N, Melzer B, Linder C, Deng G, Levy LM. Biaryl synthesis via Pd-
catalyzed decarboxylative coupling of aromatic carboxylates with aryl halides. J Am Chem Soc,
2007, 129, 4824-4833. b) Haley CK, Gilmore CD, Stoltz BM. Development of a palladium-
catalyzed decarboxylative cross-coupling of (2-azaaryl)carboxylates with aryl halides.
Tetrahedron, 2013, 69, 5732-5736. c) Rodriguez N, Goossen LJ. Decarboxylative coupling
reactions: a modern strategy for C-C-bond formation. Chem Soc Rev, 2011, 40, 5030-5048.
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Como subproducto de la obtencion del compuesto 94, se obtuvo el compuesto
95, que es producto de la introduccion de dos organoliticos. En el espectro de RMN *H
se observa que las sefiales que corresponden al anillo del indol integran por dos
protones y en RMN '*C se aprecia la existencia de un carbono oxigenado

tetrasustituido.

Figura 25: Estructura del compuesto 95.

Para la sintesis de las fenstatinas indolicas con dimetilamino en el anillo de
piridina, debido a que la presencia de dicho grupo en el &cido piridina-4-carboxilico no
dio resultado en la preparacion del compuesto 58, se procede a la sintesis de las
fenstatinas cloradas 72 y 61, y posteriormente se introduce el grupo dimetilamino
mediante sustitucion nucleofilica aromética. Adicionando 1,3 equivalentes de
dimetilamina al 33% en etanol en el caso de la sintesis del compuesto 120, y
afiadiendo exceso para sintetizar el compuesto 104, se obtuvieron las fenstatinas con

rendimientos aceptables.

(@]
X
| o P 80°C
N~ HN -
N— | EtOH
Cl —

72 X:SMe 104 R:47%
61 X:Cl 120 R: 39%

Figura 26: Fenstatinas inddlicas con grupos dimetilamino en el anillo de piridina.
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Por ultimo, también se han sintetizado fenstatinas con otros sistemas aromaticos
en el anillo B: grupos naftaleno (127 y 131), 3-dimetilaminofenilo (134) y 4-
dimetilaminofenilo (137 y 140).

o]
Br : X
BuL
OO _m B 127 X:SMe; Y:OMe R: 24%
THF seco N~ 131 X)Y:SMe R: 47%
Y
X COOH l i |
X Br NS nBuLi XX N
| - | 134 X,Y: SMe R:53%
N~ THF seco N~
Y Y
o]
Br R nBuLi X A Ny 137 X:SMe; Y:OMe; ZZCH R:41%
| _— | | 140 X,Y:SMe; Z:CH R: 46%
Z>SN~ THF seco N~ NN~ 144 X Y:SMe; ZN R: 5%
| |
\

Figura 27: Fenstatinas sintetizadas con otros sistemas aromaticos en el anillo B.

En la sintesis de los compuestos 140 y 144, se han obtenido los productos 141y
145, de la entrada de dos organoliticos. A pesar de que estructuralmente difieren de
los compuestos disefiados, los productos de esta doble entrada también van a ser
ensayados en los experimentos de actividad biologica, debido a que la plasticidad de
la proteina en el sitio de unién de la colchicina puede permitir el acomodo de restos

adicionales en diversas zonas.

Figura 28: Estructura de los compuestos 141y 145.
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C.2. SINTESIS DE ISOCOMBRETASTATINAS

Una vez que se han sintetizado las fenstatinas se procede a la sintesis de

isocombretastatinas por medio de la reaccion de Wittig.

(0]
nBulLi

“P*Ph,l T Ay A >~ Ar{” Ar,
THF seco

H,C

Esquema 3: Esquema de sintesis de Isocombretastatinas.

El primer paso es la sintesis de la sal de fosfonio, en nuestro caso yoduro de
metiltrifenilfosfonio, que mediante tratamiento con una base fuerte como nBuLi forma

el iluro de fosforo.

C.2.1. METODOLOGIA GENERAL Y RESULTADOS

Segun el procedimiento general descrito en la parte experimental, una vez
preparado el iluro de metilenotrifenilfosfonio se procede a la adicién de la cetona
correspondiente previamente disuelta en THF seco y se deja subir la temperatura

hasta alcanzar la temperatura ambiente.

(0]
X
| N Ar
N~
+ - nBuLi Y X | N Ar
CHsPPhsl —— > H,C=PPh3 > N
19 THF seco =

Figura 29: Metodologia general de sintesis de Isocombretastatinas.
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El producto de reaccion se purifica mediante cromatografia flash y se obtienen
rendimientos que oscilan entre un 20-95 %. Esta variabilidad puede ser debida a que
la sal de fosfonio no esté lo suficientemente seca, como ocurre en la sintesis del
compuesto 29, que se obtiene con un rendimiento del 2%. En la mayoria de estas
reacciones se obtuvieron la isocombretastatina y material de partida sin reaccionar,

que puede ser reutilizado.

Las isocombretastatinas que se han sintetizado se resumen en el siguiente
cuadro, que incluye el rendimiento obtenido y las sefiales correspondientes al grupo
CH; del puente, caracteristicas de este tipo de compuestos y que permiten confirmar

su obtencion.

Producto X Y Ar Rendimiento (%) RMN 'H

=CH, (ppm)
26 cl cl 4-MeO-Ph 32 5,54; 5,60
29 cl OMe 4-MeO-Ph 2 5,47; 5,51
30 OMe OMe 4-MeO-Ph 0,8 5,43; 5,45
40 cl SMe 4-MeO-Ph 34 5,47; 5,53
43 Cl NMe, 4-MeO-Ph 38 5,41;5,47
46 SMe SMe 4-MeO-Ph 94 5,42; 5,47
50 SMe OMe 4-MeO-Ph 49 5,43;5,47
56 SMe NMe, 4-MeO-Ph 38 5,38;5,44
59 OMe NMe, 4-MeO-Ph 13 5,40; 5,43
63 cl cl NMelND 59 5,48; 5,56
73 cl SMe NMelND 23 5,53; 5,61
85 SMe OMe NMelND 31 5,48; 5,54
96 SMe SMe NMelND 47 5,51; 5,59
105 SMe NMe, NMelND 80 5,45; 5,53
121 cl NMe, NMelND 37 5,46; 5,54
132 SMe SMe 2-Naft 59 5,53; 6,08
135 SMe SMe 3-NMe,Ph 36 5,52;5,54
138 SMe OMe 4-NMe,Ph 33 5,32;5,44
142 SMe SMe 4-NMe,Ph 39 5,31;5,45

Tabla 2: Isocombretastatinas sintetizadas con el valor de rendimiento obtenido, y las sefiales

de los protones del puente.
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En la mayoria de los compuestos, la diferencia de desplazamiento entre las dos
sefiales del CH, del puente va desde 0,03 a 0,08 ppm. Sin embargo, en el compuesto
132 que tiene un grupo naftilo, hay una diferencia de 0,55 ppm; y en los compuestos

con 4-dimetilaminofenilo esté diferencia es de 0,12-0,14 ppm.
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C.3. MODIFICACION DE FENSTATINAS E
ISOCOMBRETASTATINAS

C.3.1. MODIFICACIONES EN EL ANILLO B

Las fenstatinas e isocombretastatinas sintetizadas pueden ser modificadas con
la introduccion de grupos en diferentes posiciones. Estos cambios se producen con el
propésito de mejorar el perfil farmacocinético de estos compuestos, con la insercion de
grupos que aumenten la solubilidad acuosa y/o que puedan dar lugar a la formacion de
profarmacos. En la mayoria de los casos el anillo A formado por un anillo de piridina
disustuido no va a ser modificado, y los grupos van a ser introducidos en el anillo B,

que como hemos visto anteriormente permite una mayor variabilidad estructural

C.3.1.1. MODIFICACIONES EN p-METOXIFENILO

Una de las modificaciones habituales para aumentar la solubilidad de
combretastatinas, fenstatinas e isocombretastatinas es la introduccién de un grupo
amino en posicién 3 del anillo B. Ademas, este grupo puede ser facilmente convertido
en sales de amonio y permite la unién de restos peptidicos y polihidroxialquilo, que

convierten estas sustancias en profarmacos solubles.

Para la introduccion del grupo amino en posicién 3 se sigue el procedimiento

habitual de nitracién seguido de reduccion.

O O

~ ~N

@) NH, — @) NO, — O

Arl Arl Arl

Esquema 4: Esquema retro-sintético de la introduccién de grupos amino en el anillo de p-

metoxifenilo.
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C.3.1.1.1. Nitracion en posicion 3

Puesto que el mecanismo mediante el cual se introduce un grupo nitro es una
sustitucion electrofilica aromética®’, el grupo metoxilo activante que orienta a la
posicién orto y el carbonilo desactivante que orienta en posicion meta, hacen que las

posiciones susceptibles de nitracion sean 3, y 5 en caso de dinitracién.

El primer intento de nitracion se realizé sobre el material de partida 4-
bromoanisol utilizando como disolvente CH,Cl,. Se afiadieron 3 equivalentes de HNO3
al 60% por cada equivalente de p-bromoanisol, sin embargo la reaccién no tuvo lugar.
Basandonos en experiencias anteriores del grupo de investigacion, en un segundo
intento se utilizé H,SO,4 que favorece la formacién de ién nitronio, que es el agente
electrofilico de esta reaccion, pero el exceso de ién nitronio en este caso ha favorecido

la disustitucién, obteniéndose el compuesto 20.

NO,

o O e O
~N
Br Br N02

Br N02
20

Figura 30: Intento de sintesis del compuesto con un grupo nitro en posicion 3.

Para evitar la dinitracion se decidié utilizar directamente como sustratos las
fenstatinas, que estan menos activadas. Empleando el compuesto 28 disuelto en
CHCI, y un equivalente de HNO; al 60% calentando a reflujo no se obtuvo producto
de nitracién. Sin embargo, cuando se disuelve el compuesto 28 en H,SO, en bafio de
hielo y se afiade un equivalente de una dilucion 1:5 de HNO; en agua, se obtiene el
compuesto deseado 32 con un rendimiento del 55 %. También se obtiene material de
partida sin reaccionar y producto de disustitucién. Estas mismas condiciones se han
repetido para la sintesis del compuesto 53, que se obtiene con un rendimiento del
24%.

*2 Francis A. Carey. Quimica Organica. Tercera edicién. McGraw-Hill/Interamericana. 1999.
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O\ O\
O HNO3 N O NO,
| N H,SO, | N
o7 NT X o7 N X
28 X:Cl 32 R:55%
49 X:SMe 53 R:24%

Figura 31: Fenstatinas sintetizadas con grupo nitro en posicion 3.

C.3.1.1.2. Reduccion del grupo nitro

La reduccién del grupo nitro a amino se llevé a cabo utilizando Fe metal en
medio &cido*. Los compuestos obtenidos por este método son 34 y 54, para los que
se observa un apantallamiento en las sefiales debido a la reduccién del grupo nitro.

También es observada una sefial en torno a 3300 cm™ en IR.

Fe
EtOH/AcOH/H,0O
32 X:Cl 34 R:75%
53 X:SMe 54 R:24%

Figura 32: Fenstatinas sintetizadas con grupos amino en posicion 3.

3 Liou JP, Chang CW, Song JS, Yang YN, Yeh CF, Tseng HY, et al. Synthesis and structure-
activity relationship of 2-aminobenzophenone derivatives as antimitotic agents. J Med Chem,
2002, 45, 2556-2562.
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C.3.1.2. MODIFICACIONES EN EL ANILLO DE INDOL

En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado numerosos compuestos
con anillos de N-metilindol, y ademas se han introducido modificaciones en varias
posiciones* con el objetivo de mejorar la solubilidad de estos compuestos con la
presencia de determinados grupos funcionales como &cidos carboxilicos, aldehidos,

carbonitrilos.

Las reacciones que van a ser llevadas en este anillo son sustituciones
electrofilicas arométicas en posicién 3 del anillo inddlico®, ya que ademés de ser la
mMAas reactiva, genera productos con mayor potencia y versatilidad, segin se ha

comprobado con anterioridad en nuestro grupo de investigacion.

C.3.1.2.1. Formilacioén

Los compuestos con anillo de N-metilindol se han formilado en posicién 3
mediante la reaccion de Vilsmeier-Haack y los compuestos obtenidos se han utilizado

como material de partida para la preparacion de carbonitrilos.

En el método empleado se pone la DMF y se afiaden 6 mmol de oxicloruro de
fésforo por cada mmol de compuesto a formilar, y se deja media hora en bafio de hielo
para que se forme el complejo de la DMF con POCI;, que da lugar a la formacién del
catién iminio*®. Esta reaccién es muy exotérmica, por eso es necesario el bafio de
hielo*”. Posteriormente se afiade el compuesto que va a ser formilado disuelto en DMF
seca y se pone a reflujo, en caso de que el material de partida sean fenstatinas, o a

temperatura ambiente en el caso de las isocombretastatinas, durante dos horas. Esta

“ Alvarez R, Puebla P, Diaz JF, Bento AC, Garcia-Navas R, de la Iglesia-Vicente J, et al.
Endowing indole-based tubulin inhibitors with an anchor for derivatization: highly potent 3-
substituted indolephenstatins and indoleisocombretastatins. J Med Chem, 2013, 56, 2813-2827
> Davies D. Aromatic Heterocyclic Chemistry. Oxford University Press. 1999

% Organic Chemistry Portal. http://www.organic-chemistry.org/namedreactions/vilsmeier-
reaction.shtm

*" Campaigne E, Archer WL. Formylation of dimethylaniline. Org. Syn. Coll. 1963, 4, 331.
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diferencia es debida a que las isocombretastatinas son susceptibles de ser formiladas

en el puente.

R R
R f\H H,O
H 2
Cl
N\
/

OHC

Figura 33: Mecanismo de formilacién,

En general se obtienen los derivados formilados con un buen rendimiento, que

oscila entre el 40 y el 90%. Los compuestos sintetizados se resumen en la tabla

siguiente:
Fenstatina Isocombretastatina

X Y Producto Rendimiento (%) Producto Rendimiento (%)
cl cl 64 84 65 92
Cl SMe 75 64 76 70

SMe OMe 87 51 89 59

SMe SMe 98 44 99 92

SMe NMe, 107 47 109 54

Tabla 3: Compuestos sintetizados con grupos aldehido en el anillo B.

Los productos de formilacion del indol se caracterizan en el espectro de RMN *H
por la desaparicion de la sefial del proton Hs del indol, la aparicion de un singlete del
aldehido en torno a 10 ppm, y el desapantallamiento de la sefial de los protones H, y
H,4 del anillo indélico que son los que se encuentran mas cercanos al grupo aldehido,

como se aprecia en el compuesto 65.
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POCI;
DMF seca

Figura 34: Sefiales de RMN "H de los protones del anillo indélico.

En algunas de estas reacciones se han obtenido productos de diformilacion. Por
ejemplo, en la sintesis del compuesto 107 se obtuvo el producto 108, en el que se ha
introducido un aldehido en el anillo de piridina, que en RMN *H desdobla la sefial de
los protones del dimetilamino en dos sefiales singlete. En contraposicidn, en la sintesis
del compuesto 109, también se obtiene el producto de diformilacién 111 en el anillo de
piridina, pero en la otra posicion, por lo que la sefial de dimetilamino sale como un

singlete a 3,15 ppm.

3,25
” CHOO CHO
N S N
323 |l N__~
N~ N— N—
_ N —
S PN
N oHC 3157 55 0HC
108 111

Figura 35: Compuestos obtenidos como resultado de diformilacion.

Adicionalmente, en la sintesis del compuesto 109, en una de las repeticiones de
esta reaccidn se obtiene el producto de la sustitucién del grupo metilsulfanilo de la
piridina por un cloro, obteniendo el compuesto 110. Esto puede ser debido a que los
aniones cloro que se forman en la reaccién de formilacién, provocan una SNAr en el

anillo de piridina introduciendo un grupo cloro.
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C.3.1.2.2. Introduccidén de acidos carboxilicos

Para la incorporacion de grupos carboxilicos en posicion 3 del indol se utilizo
fosgeno al 20% en tolueno y CH,CI, como disolvente. Se forma el derivado con cloruro

de acido que luego en contacto con agua se convierte en el acido carboxilico.

Esta reaccién solo ha sido llevada a cabo utilizando como material de partida las
isocombretastatinas. Ademas de tener un bajo rendimiento (entre 5 y 27 %), en el
crudo de reaccion se obtiene material de partida sin reaccionar y se forma fenstatina

debido a la rotura del alquenilo del puente.

X X
B o .
N_ = _
N— Cl)kCI CH,Cl, I N
S\ ™ Hooc
73 Cl 77 R:13%
85 OMe 88 R:27%
96 SMe 100 R: 25%
105 NMe, 112 R: 5%

Figura 36: Compuestos sintetizados con acidos carboxilicos en posicién 3 del anillo de indol.

C.3.1.2.3. Preparacion de carbonitrilos

La sintesis de fenstatinas e isocombretastatinas inddlicas con carbonitrilo en
posicion 3 se lleva a cabo en dos pasos a partir del aldehido. El primero consiste en la
formacion de las oximas, que mediante tratamiento con anhidrido acético dan lugar a

la formacion de los carbonitrilos.

Las oximas se sintetizan a partir de los aldehidos tratandolas con clorhidrato de
hidroxilamina utilizando como disolvente metanol y unas gotas de piridina durante 24
horas a reflujo. En el crudo de reaccién se obtiene, con buenos rendimientos, una

mezcla de isémeros E y Z dificil de separar. Adicionalmente, cuando el material de
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partida es una fenstatina, también se forma la oxima en el puente, por lo que hay 4

isébmeros diferentes, como ocurre con el compuesto 66.

HO.
0 L
Cl N Cl AN
| NH,OH-HCI |
N. > N~ _
N— MeOH/pyr _N
cl =S Cl

2=

HO

Figura 37: Sintesis del compuesto 66.

Estos productos se utilizan directamente en el tratamiento con anhidrido acético
en piridina para la formacion de carbonitrilos. Cuando el material de partida es una
isocombretastatina, se obtiene directamente el carbonitrilo con unos rendimientos que
oscilan entre 20 y 74 %. En la sintesis de los compuestos 117 y 123, también se
obtuvieron los derivados de acetoxima 118 con un rendimiento del 15 %, y 124 con un

5%. Estos compuestos no han podido ser caracterizados porque se degradan en
disolucion.

X X AN
B Ac,O/pyr |
N— 130°C N
Y = Y =
Z
\ 117
HO'

69 X,Y:Cl 70 Z:.CN R: 20%
81 X:Cl; Y:SMe 82 Z:CN R: 74%
101 X,Y:SMe 102 Z.CN R: 39%
116 X:SMe; Y:NMe, 117 Z.CN R: 27%
118 Z:CH=N-OAc R: 15%
122 X:Cl; Y:NMe, 123 Z.CN R: 21%

124 Z:CH=N-OAc R: 5%

Figura 38: Isocombretastatinas sintetizadas con carbonitrilo en posicion 3 del anillo de indol.

74



Métodos y resultados: Modificacion de Fenstatinas e Isocombretastatinas

En la sintesis de carbonitrilos con fenstatinas como material de partida, se forma
un intermedio de acetoxima en el puente, que en algunos casos se hidroliza durante
en la reaccioén, y en otras ocasiones es necesario hidrolizarlo con KOH 5N en MeOH.
El crudo de reaccion se purifica mediante cromatografia flash obteniendo mezcla de

isdbmeros Z y E y en algin caso un isémero aislado que se isomeriza en disolucion.

HOmIN AcOMN HomlN
X ! X
| X Ac,O/pyr X | AN KOH | X
—_—
N~ N— 130°C N~ __ MeOH N~ N—
Y — Y — Y —
\ NC NC
N
HO
X,Y: Cl 66 67 R:42% 68 R:82%
X:.Cl; Y:SMe 78 79 R:76% 80 R:50%
X:SMe; Y:OMe 90 91 R:42% 92 R:34%
X:SMe; Y:NMe, 113 114 R: 98% 115 R: 85%

Figura 39: Compuestos con oximas en el puente y carbonitrilo en posicion 3 del anillo de indol.

El compuesto 92 es muy inestable en disolucidn, y la oxima del puente regenera
la cetona formando el compuesto 93, por eso el compuesto que ha sido utilizado para
en los ensayos de actividad biolégica es la cetona. El compuesto 68 también sufre la

misma hidrdlisis en el puente en disolucion cloroférmica.

Cabe destacar, en el espectro de RMN **C, el gran apantallamiento que sufre el
carbono unido a carbonitrilo, que tiene un valor en torno a 86 ppm, a diferencia del

compuesto con aldehido en esa posicion que tiene un valor en torno a 120 ppm.

C.3.1.2.4. Sintesis de amidas

Para la introduccién de amidas en posicion 3 se intenté la hidrélisis del
carbonitrilo. Las condiciones utilizadas fueron multiples: hidrolisis en médio basico en
MeOH, hidrdlisis en medio acido con HCI, con H,SO,, usando acidos de Lewis
(isopropoxido de aluminio), con ayuda de catalizadores (triflato de zinc). Sin embargo,

ninguna de estas opciones tuvo el resultado buscado.
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Cl ~ Cl -~
N~ N~
N— e N—
S — S —
- NC ~" H,NOC

Figura 40: Intento de sintesis de amidas a partir de carbonitrilos.

Debido a esto, se decidié introducir directamente el grupo amida utilizando las
condiciones descritas por Kim et al® modificadas, usando 1,2-dicloroetano como
disolvente, 1,5 equivalentes de isocianato de clorosulfonilo durante 24 h a temperatura
ambiente, obteniéndose el compuesto buscado con rendimientos que varian entre el 6

y el 31 %. En algunos casos también se obtiene en baja proporcion el &cido

carboxilico.
XX o &  CICHyCHCI
| + no L >
N~ CI—S—N
N— I
Y _ (0]
65 X,Y:Cl 71 R:6%
73 X:Cl; Y:SMe 83 R:31%
96 X,Y:SMe 103 R:31%
105 X:SMe; Y:NMe, 119 R: 22%

Figura 41: Compuestos sintetizados con carboxamidas en posicién 3 del anillo de indol.

C.3.2. MODIFICACIONES EN EL ANILLO A

En la mayoria de los compuestos sintetizados, no se realizan cambios en el
anillo A una vez se ha sintetizado la fenstatina, sin embargo, se han hecho algunas

pruebas mediante la introduccién de un nuevo anillo aromatico y también se ha

“8 pindur U, Kim M. First reactions of vinylindoles with diethyl mesoxalate, nitrosobenzene, and
chlorosulfonyl isocyanate: New functionalized and [b]annellated indoles. Tetrahedron, 1989, 45,
6427-6437.
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oxidado el grupo metilsufanilo en un intento de aumentar la solubilidad de los

compuestos.

C.3.2.1. OXIDACION DEL GRUPO METILSULFANILO

Los grupos sulfuro pueden ser oxidados a sulféxidos y a sulfonas por medio de
una serie de agentes oxidantes, como pueden ser peroxiacidos o perdxido de
hidrogeno®. En nuestro caso se ha utilizado &cido meta-cloroperbenzéico (AMCPB)

como agente oxidante, en CH,Cl,.

En la reaccion con peracidos, el sulfuro ataca el enlace débil O-O del peréacido a
través de un mecanismo SN,. Este enlace se rompe, generando el acido carboxilico y
el sulféxido. Esta reaccién transcurre rapidamente y sin necesidad de catalizadores. La
reaccion de oxidacion del sulféxido a sulfona es similar, pero menos rapida que la

oxidacion de sulfuro a sulféxido.

O A (@) A
Oe__Ar, f2 2
AMPCB X + N
A CH,CI | | 0
| 2v12 — - N
\O N/ S/ MeO N § MeO N §
(@) 0]
Producto Ar, Tipode S RMN *H SCH; (ppm) Rendimiento (%)
125 NMelIND Sulféxido 2,9 14
126 NMeIND Sulfona 3,24 3
128 2-Naft Sulféxido 2,91 26
129 2-Naft Sulfona 3,26 11

Tabla 4: Compuestos sintetizados con sulféxidos o sulfonas en el anillo de piridina.

La obtencién de sulféxidos o sulfonas depende de la cantidad de equivalentes de

AMPCB que se afiade. Por ejemplo, en la sintesis del compuesto 126 se afiadieron

9 Smith MB. Organic Synthesis. McGrawHill; London 1994.
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dos equivalentes, obteniendo la sulfona. Para obtener el sulfoxido 125 se repite la
sintesis afladiendo solo un equivalente de AMCPB. En la sintesis de sulféxido y
sulfona con anillo de naftaleno como anillo B afiadiendo un equivalente de AMCPB, se

obtiene mezcla de sulféxido 128 y de sulfona 129.

Mediante RMN 'H se puede diferenciar el sulféxido y la sulfona segun el
desplazamiento quimico del metilo unido a azufre. En el caso de la sulfonas, éste se
desapantalla hasta 3,24-3,26 ppm, en el caso de los sulféxidos la sefial aparece a 2,90

ppm y en los materiales de partida este metilo resuena a 2,50-2,60 ppm.

C.3.2.2. INTRODUCCION DE UN NUEVO ANILLO AROMATICO

Como se ha visto en la introduccidn, existen compuestos que se unen en el sitio
de la colchicina que tienen un anillo aromético adicional que accede a la zona 3 del
dominio. Es por esto que se decidié introducir un anillo aromético en posicién 6 del

anillo de piridina.

Inicialmente se intentdé mediante la introduccién de p-aminofenol mediante una
sustitucion nucleofilica aromatica. Primero se llevo a cabo sobre el compuesto 28, que
tiene un grupo metoxilo y utilizando diferentes condiciones (disolventes como DMF,
diglime; afadiendo NaH), y posteriormente sobre el compuesto diclorado 25 utilizando

diglime como disolvente. En ninguno de estos casos se obtuvo el compuesto

esperado.
ONg O
o) o)
OH
N X OH
X" N el 2 X©NTON
X: Cl, OMe

Figura 42: Intento de introduccién de un nuevo anillo aromético.
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Por este motivo, se llevo a cabo la reaccién mediante el método descrito por
Brimble et al®®, en el cual se realiza una N-arilacion utilizado un catalizador de Pd. De
esta manera se obtiene el compuesto 75 con un 12 % de rendimiento. Este método

también ha sido utilizado para la sintesis del compuesto 37 con p-toluidina.

O\ O\
0 o)
R Pd(OAc),/XPhos/t-BuONa R
N, WO EE%
_ H,oN Ets;N/tolueno cl N/ N
H

36 R:H
37 R:.CH;

Figura 43: Sintesis de los compuestos 36 y 37.

C.3.3. MODIFICACIONES EN EL PUENTE

La mayoria de los compuestos que han sido sintetizados tienen en el puente una
configuracién sp,, sin embargo, también se han sintetizado con anterioridad en el
grupo de investigacion compuestos con configuracion sps; mediante la hidrogenacion
de las isocombretastatinas, obteniendo en algunos casos compuestos con buen perfil
citotoxico.** Por esta razén se han preparado los derivados hidrogenados de los

compuestos 46 y 50 mediante hidrogenacion.

S N Pd-C S
> |
N~
0 H,/EtOH N~ o
46 X:SMe 48
50 X:OMe 52

Figura 44: Sintesis de derivados hidrogenados.

 Lorimer AV, O'Connor PD, Brimble MA. Buchwald-Hartwig mono-N-arylation with 2,6-
dihaloisonicotinic acid derivatives: A convenient desymmetrization method. Synthesis, 2008, 17,
2764-2770.
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Esta reaccion se controla mediante CCF, transcurriendo con mucha lentitud
(nueve dias) y con bajos rendimientos por lo que no se ha realizado con mas
compuestos. En el espectro de RMN 'H aparecen las sefiales correspondientes al

puente: un cuartete en torno a 3,9 ppm y un doblete a 1,55 ppm.

Otra modificacién que se ha realizado en el puente, es la formacién de oximas
gue mantienen la configuracién sp, y se ha visto con anterioridad que da lugar a
compuestos que mantienen la potencia citotoxica.”® La introduccién de este grupo
aumenta la probabilidad de establecer enlaces de hidrégeno, aumentando la
solubilidad acuosa de estos compuestos. Ademas, la sintesis es muy sencilla y se
obtienen buenos rendimientos. En esta reaccion se disuelve la fenstatina de partida en

metanol con 4 gotas de piridina, y se aflade un exceso de clorhidrato de hidroxilamina.

0 HOMN
X _ |
| X Ar, NH,OH-HCI _ X | N Ar,
N~ MeOH/pyr N~
Y Y

Figura 45: Sintesis de oximas en el puente.

El problema que presentan estos compuestos es la formaciéon de mezclas de
isbmeros E y Z de dificil separacién. En algunos casos, mediante cromatografia flash,
se obtienen los isbmeros por separado pero en disolucién se vuelven a isomerizar.

Debido a esto se utilizan mezclas de isémeros en los ensayos de actividad biolégica.

En la siguiente tabla se resumen las oximas que han sido sintetizadas, junto con
el rendimiento total de la reaccion y el rendimiento de cada oxima por separado, en
caso de haber sido separadas. Oxima A y B se refiere a los isomeros por separado
pero no tienen asignada la configuracion E o Z. Las oximas en las que pone cristal, es
porgue han sido separadas mediante cristalizacion, mientras que si no pone nada es

porque se han separado por cromatografia flash.

*t Alvarez C, Alvarez R, Corchete P, Lépez JL, Pérez-Melero C, Peldez R, et al.

Diarylmethyloxime and hydrazone derivatives with 5-indolyl moieties as potent inhibitors of
tubulin polymerization. Bioorg Med Chem, 2008, 16, 5952-5961.
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Comp X Y Ar; Rendimiento Oxima A Oxima B
Total (a+b)
27 Cl cl 4-MeO-Ph 80 43% cristal
31 cl OMe 4-MeO-Ph 93 cristal
41 Cl SMe 4-MeO-Ph 89
44 Cl NMe, 4-MeO-Ph 97 28% cristal
47 SMe SMe 4-MeO-Ph 83 7%
51 SMe OMe 4-MeO-Ph 65 27% 17%
57 SMe NMe, 4-MeO-Ph 98
60 OMe NMe, 4-MeO-Ph 90 13% cristal
74 Cl SMe NMelND 12% cristal
86 SMe OMe NMelND 70 70%
97 SMe SMe NMelIND 86 34% 15%
106 SMe NMe, NMelND 89
133 SMe SMe 2-Naft 99 50% 31%
136 SMe SMe 3-NMe,Ph 82 9%
139 SMe OMe 4-NMe,Ph 70
143 SMe SMe 4-NMe,Ph 69 10%

Tabla 5: Compuestos sintetizados con oximas en el puente.

En la formacion de oximas cabe destacar el ligero apantallamiento que sufren las

sefiales de los protones que estadn proximos al puente como puede observarse en el

compuesto 97.

NH,OH-HCI

MeOH/pyr

Figura 46: Sefiales de RMN *H de los compuestos 94 y 97.
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Para la identificacion de los isébmeros E y Z, se realizaron rayos X de los cristales
de uno de los isbmeros aislados del compuesto 44, y tal como se observa en la

siguiente imagen estos cristales corresponden al isémero E.

Figura 47: Estructura de rayos X del compuesto 44E.

De esta manera, comparando las diferencias en las sefales en los protones de
piridina y en los protones del anillo de p-metoxifenilo en el compuesto 44, se ha podido
asignar los isémeros del resto de las oximas sintetizadas. En el isbmero 44Z, en
comparacion con el isémero 44E, se observa un apantallamiento en las sefiales de los
protones de piridina, debido a la proximidad de la oxima, y un desapantallamiento en

los protones en orto del anillo de p-metoxifenilo debido al alejamiento.

44E 447

Figura 48: Diferencia de desplazamiento en los protones entre los ismeros E 'y Z.

Para asignar los isomeros de todas las oximas sintetizadas nos hemos basado
fundamentalmente en la diferencia en los protones de piridina, ya que es el patrén que

mas se cumple en todos los compuestos.
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C.4. SINTESIS DE COMBRETASTATINAS

En este trabajo se ha planteado la sintesis de combretastatinas con el objetivo
de evaluar el efecto de la sustitucion del anillo de trimetoxifenilo por un anillo
equivalente de piridina. Para este estudio se ha decidido mantener los anillos de p-

metoxifenilo y N-metilindol en el sistema aromatico Ar;, (Anillo B).

La sintesis de combretastatinas se realiza mediante una reaccion de Wittig que

produce la combretastatina como mezcla de isomeros Ey Z.

X N NN Ar2

S PPh3Br NI
N~ + M, T Y
v Y
X,Y: OMe, SMe

Figura 49: Reaccidn de Wittig para la sintesis de combretastatinas.

C.4.1. PREPARACION DE SALES DE FOSFONIO A PARTIR DE
ACIDOS ISONICOTINICOS

Como las sales de fosfonio de los derivados de piridina no son comerciales, se

han preparado a partir de los acidos isonicotinicos correspondientes segun el siguiente

esquema:
COOH OH Br PPh,Br
f\i o J\j\l o J\j\l - J\j\l

N Z

7 NT "X s NI X A NS N X

X:SMe,OMe

Esquema 5: Esquema de preparacién de las sales de fosfonio.
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C.4.1.1. REDUCCION DEL ACIDO A ALCOHOL

Para la reduccién del acido carboxilico a alcohol se afiaden 1,5 equivalentes de
hidruro de aluminio y litio por cada equivalente de &cido. En el espectro de RMN *H
destacan las sefales del metileno que aparecen como un singlete a 4,58 ppm

(compuesto 8) y a 4,55 (compuesto 11).

COOH
X LiAIH, AN

g N/ X THF seco/0 °C g N~ > x

4 X: SMe 8 X: SMe R:58%
5 X: OMe 11 X: OMe R:83%

Figura 50: Reduccion de acido carboxilico a alcohol.

C.4.1.2. FORMACION DEL BROMODERIVADO

La formaciéon de un bromoderivado a partir de un alcohol con tribromuro de
fésforo en éter a temperatura ambiente durante 24 horas no dio el producto buscado,
posiblemente debido a que el material de partida no se disuelve bien en el éter.
Posteriormente se utilizé bromuro de hidrégeno en acido acético y bafio de hielo
durante 24 horas y se obtuvieron los productos 9 y 12 con buenos rendimientos
(alrededor del 85 %).

OH Br
X HBr X
S7ONTTX N
8 X: SMe 9 X: SMe R:86%
11 X: OMe 12 X: OMe R:84%

Figura 51: Sintesis de los compuestos 9y 12.
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En el espectro de RMN *H se ve reflejado este cambio por el desplazamiento en

la sefial de los protones del metileno de 4,48 y de 4,55 a 4,98 ppm.

C.4.1.3. SINTESIS DE LAS SALES DE FOSFONIO DE DERIVADOS DE
PIRIDINA

A partir del derivado bromado, mediante reaccién con trifenilfosfina utilizando
como disolvente tolueno seco se forma, mediante un mecanismo SN,, la sal de

fosfonio que precipita como un sélido de color blanquecino.

Br PPh3Br
PPh
tolueno =
= ~N
\S N X S N X
9 X: SMe 10 X: SMe R: 46%
12 X: OMe 13 X: OMe R:19%

Figura 52: Sales de fosfonio sintetizadas con anillo de piridina.

C.4.2. REACCION DE WITTIG

El Gltimo paso consiste en la reaccién de Wittig, en la que se prepara una
suspension de la sal de fosfonio en THF seco a -40 °C, se afladen 1,1 equivalentes de
nBuLi y una vez se ha formado el iluro de fésforo se afiade el aldehido
correspondiente y se mantiene 24 horas dejando subir la temperatura lentamente. Se
obtiene un crudo de reaccién con mezcla de isébmeros E y Z que son separados
mediante cromatografia flash. El compuesto que es ensayado en los experimentos de
actividad biologica es el cis ya que son los que presentan actividad sobre la

polimerizacion de la tubulina, como se ha visto en el apartado de introducién.
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S
_S N PPhBr nBuLi Ar,-CHO _S N A IR
N~ = = N~ + N A Ary
THF seco -40°C—t.a.
X

X
-40°C 24h X |sémero E Isémero Z

Figura 53: Reaccién de Wittig donde se forma mezcla de isémeros Z y E.

En la siguiente tabla se detallan las combretastatinas que han sido sintetizadas, el
rendimiento total de la mezcla de isbmeros y el rendimiento parcial de cada isémero
aislado. Sélo se ha conseguido aislar el isémero trans del compuesto 146, ya que en el

resto de los casos siempre se recupera una mezcla Z + E.

Comp X Ar; Rendimiento Isémero Z: RMN Isbmero E: RMN
total (%) 'HCH (ppm)yR  'HCH (ppm)yR
(%) (%)
146 SMe  4-MeO-Ph 71% 6,25-6,75 6,73-7,18
54% 17%
147 SMe NMeIND 40% 6,26-6.86 -
14%
148 OMe 4-MeO-Ph 50% 6,28-6,62 -
10%
149 OMe NMeIND 20% 6,30-6,84 -
4%

Tabla 6: Combretastatinas sintetizadas.

La estructura de cada isomero se establece a partir de los datos de RMN *H

teniendo en cuenta que:

- La constante de acoplamiento en los dos protones del puente tiene un

valor de 12 Hz para el isémero cis, y 16 Hz para el isomero trans.

-En el isobmero cis los protones del puente se encuentran mas
apantallados que en isémero trans. En nuestro caso, esta diferencia sélo es
visible perfectamente en el caso de la sintesis del compuesto 146 ya que es el
anico en el que se han separado los dos isGmeros, aunque pueden apreciarse
estas diferencias en los espectros de la mezcla. Lo mismo ocurre con las
sefales correspondientes a los metilos del anillo de piridina. En el compuesto
146Z el grupo SMe resuena a 2,49 y el OMe a 3,79, mientras que en el
compuesto 146E el SMe resuena a 2,61 y el grupo OMe a 3,84 ppm.
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C.5. SINTESIS DE OXADIAZOLINAS

Las oxadiazolinas son analogos de colchicina con tres atomos en el puente. La
sintesis de estos compuestos se realiza en tres pasos diferentes que se resumen en la

siguiente figura:

0}

O 0 A l\?"
r N—
o COOH A
AN O v W2 arcHo o N o [ )—nr
B — I H  — = N —_— 7 A O
N~ N__— I H |
N__—~ N__—~
S S
Esquema 6: Esquema general de sintesis de oxadiazolinas.

El primer paso consiste en la sintesis de la hidrazida, que posteriormente
reacciona con un aldehido para dar una carbohidrazida. El Gltimo paso consiste en una

ciclacion mediante la cual se obtiene la oxadiazolina.

C.5.1. SINTESIS DE 2-METILSULFANIL-6 METOXIPIRIDINA
CARBOHIDRAZIDA

Todas las oxadiazolinas sintetizadas tienen en el anillo de piridina los
sustituyentes metoxilo y metilsulfanilo. ElI material de partida para esta reaccion es el
acido 2-cloro-6-metoxipiridina-4-carboxilico, que se disuelve en CH,Cl, y se afiade
EDCI (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) y 4-DMAP (4-dimetilaminopiridina) y
se deja una hora en agitacion a temperatura. Posteriormente, se afiade sobre una

disolucion de exceso de hidracina en CH,Cl..

o)
o) COOH
-~ X
| NH,NH, T
N~ _— > NI _ H
5 | EDCI, 4-DMAP 21 R:56%
~ S
~N

Figura 54: Formacion de la hidrazida.
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EDCI es una carbodiimida que actia como grupo activante del &cido carboxilico

a través del mecanismo siguiente:

_0O xCOOH e €00
| @
@/ ~“SN=Cc=N">>"N —— N~ ~ON=C=N"">""N"
| A4 H |
0 N>
0 (0} P! NSNS
PPN _NH, 0 Y Yy o N N
| N J . — N |
N H SN ONTNTN
H H | S
~ NH
S I
NH,

Figura 55: Mecanismo de activacion de EDCI.

C.5.2. SINTESIS DE ACILHIDRAZONAS

Para la sintesis de acilhidrazonas se utiliza como material de partida la hidrazida
que ha sido sintetizada anteriormente, y un aldehido del sistema aromatico que se va
a introducir. El 4-(dimetilamino)benzaldehido y el anisaldehido son productos
comerciales; sin embargo el N-metil-1H-indol-5-carbaldelhido se sintetiza a partir de
1H-indol-5-carbaldehido, mediante alquilacion con ioduro de metilo utilizando un

catalizador de transferencia de fase (hidrogeno sulfato de tetrabutil amonio) y NaOH.

H NaOH/Mel N/
g 14 R: 93%
OHC/CE/) n-Bu4N+/HSO4' OHC/CL/) ’

Figura 56: Metilacion del anillo indélico.
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La sintesis de acilhidrazonas se realiza mediante el ataque del grupo —NH, a un
carbonilo®® y se acelera mediante catalisis acida; por ello se disuelve la hidrazida en

una mezcla de EtOH/agua/AcOH en la proporcion 25:5:0,2; y posteriormente se afiade
un equivalente del aldehido.

% (e} rAr
o NH
s - 2
Y N L+ oHe,, EtOH/H,0/AcOH O N ”/N
N~ reflujo N~
S 20

/
N 14 /@/\N/ 24 R 16%
Ar: /©/\// Ar: 7
% %

Figura 57: Sintesis de los compuestos 22, 23y 24.

Una sefial carécteristica de este compuesto en RMN *H es la sefial del CH de
imina, que va desde 8,19-8,36 ppm.

C.5.3. FORMACION DE OXADIAZOLINAS

El dltimo paso consiste en la ciclacion con anhidrido acético a reflujo de 160°C
durante una hora.

/ .
Ar: %4@"‘/ 2 X’ R: EON\ 150 R:32%

9 A Ac,0 N-N
7 - . | >R . _<:} 151 R: 96%
R: (] : )
O | X ”’N Ar: EOO\ 23 160°C 0 | AN o g \
N~ , N~ /

N
N . 152 R: 46%
24 R: /©/\//
S\ Ar: LLLL/@// SN 1&

Figura 58 Oxadiazolinas sintetizadas.

°2 Francis A. Carey. Quimica Organica. Tercera edicién. McGraw-Hill/Interamericana. 1999.
Pag: 618-621
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El mecanismo de la reaccion se detalla en la figura siguiente. Las oxadiazolinas

sintetizadas se caracterizan por la aparicion en RMN 'H de un singlete entre 7,00 y

7,19 ppm.
O O o
O
AO,J)Q/—\N\ Ar H \r\]l//d A >
HN™ (NS r N-N
7\
_0O | XN o _0 | N o o “ IO>\Ar
N - N — 0
S\ S< S

Figura 59: Mecanismo de ciclacion para la formacion de oxadiazolinas.

90



Métodos y resultados: Actividad Bioldgica. IPT

C.6. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los compuestos que han sido sintetizados en este trabajo han sido disefiados
para que se unan a la tubulina en el sitio de la colchicina, por lo que debe evaluarse el
efecto que producen sobre la polimerizacién de la proteina, y sobre la viabilidad

celular. Por este motivo se van a realizar dos tipos de ensayos bioldgicos:

» Ensayo de inhibicion de polimerizacion de tubulina (IPT)

» Ensayo de citotoxicidad sobre diferentes lineas celulares.

C.6.1 ENSAYOS DE INHIBICION DE POLIMERIZACION DE
TUBULINA

En este ensayo se evalla la capacidad que tienen los compuestos para inhibir la
polimerizacion de la tubulina “in vitro”, y se lleva a cabo sobre proteina microtubular

(MTP). El proceso consta de tres etapas:

- Aislamiento de la proteina microtubular
- Medida de la actividad inhibitoria de los compuestos

- Determinacion de la ICxg

C.6.1.1. AISLAMIENTO DE LA PROTEINA MICROTUBULAR

La proteina microtubular (MTP) fue purificada de cerebros de terneros mediante dos
ciclos de polimerizacion/despolimerizacion dependientes de temperatura, de acuerdo

con el método de Shelanski®® con modificaciones.

% Shelanski ML, Gaskin F, Cantor CR. Microtubule assembly in the absence of added
nucleotides. Proc. Nat. Acad. Sci. 1973, 70, 765-768.
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En cada ciclo se lleva a cabo una polimerizacion inducida por la alta temperatura
(37 °C) y el GTP, que permite recoger la proteina microtubular en el precipitado
resultante por centrifugacion. La proteina precipitada despolimeriza por enfriamiento a
0 °C y se vuelve a centrifugar, desechando en esta ocasion el precipitado. Tras 2
ciclos, se obtiene MTP de una composicién adecuada para llevar a cabo los ensayos
de inhibicién de polimerizacion de tubulina. En esta proteina microtubular hay una
mezcla de isotipos de tubulina (70%) y MAPs (30%) (proteinas asociadas a los

microtubulos).

C.6.1.2. ENSAYO DE INHIBICION DE POLIMERIZACION DE TUBULINA

El ensamblaje in vitro de tubulina se monitoriza a través de la medida a 450 nm
(longitud de onda a la que los compuestos no presenta absorbancia) de la turbidez
generada por la formacion de microtibulos.** Cada ensayo incluye siempre un control
sin ligando. Las muestras contienen 1,0 mg/mL de MTP y el ligando a la concentracion

deseada.

Todos los compuestos utilizados estan disueltos en DMSO para evitar problemas
de solubilidad. La concentracion maxima de DMSO en los experimentos es del 4%,

concentracién que no afecta a la polimerizacion de la tubulina.>®

Inicialmente los ensayos se realizan a una concentracién de 5 uM con el fin de
seleccionar los compuestos que presentan una ICs, igual o inferior a esta
concentracion, debido a que el objetivo es sintetizar compuestos que tengan una
potencia igual o mejor que CA-4.°°%" La determinacién de la ICs, se desarrolla en el

siguiente apartado.

* Gaskin F, Cantor CR, Shelanski ML. Turbidimetric Studies of the in Vitro Assembly and
Disassembly of Porcine Neurotubules. J. Mol. Biol. 1974, 89, 737-758.

°> Dumortier C, Gorbunoff M, Andreu JM, Engelborghs Y. Different kinetic pathways of the
binding of two biphenyl analogues of colchicine to tubulin. Biochemistry 1996, 35, 4387-4395.

*% a) Tron GC, Pirali T, Sorba G, Pagliai F, Busacca S, Genazzani AA. Medicinal chemistry of
combretastatin A4: present and future directions. J Med Chem, 2006, 49, 3033-3044.
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El grado de inhibicion de la polimerizaciébn presentada por los ligandos se
establece por comparacion de la amplitud de la curva de polimerizacion de cada
muestra con ligando con la de la muestra control, considerada como el 100% de
polimerizacion. La relacion entre ambas amplitudes (%) es la capacidad de

polimerizacion de la preparacion de tubulina en presencia de ese ligando.

De esta manera, se realiz6 un primer screening de todos los compuestos
sintetizados y se seleccionaron para medir las ICsy aquellos cuya inhibicién era
superior al 45%. En la tabla siguiente se recogen los resultados de los compuestos

cuya ICsp se prevé superior a 5 uM.

COMP CONC(uM) %INHIB| COMP  CONC % COMP CONC (uM) % INHIB
(M) INHIB

25 5 0 60 5 2 128 10 18
26 5 25 62 5 11 129 10

27 5 31 64 5 0 130 10 0
28 5 0 65 5 44 131 10 18
29 5 22 118 6 26 132 20 4
30 5 22 74 5 0 133 10 26
31 5 0 75 5 14 134 5 20
32 20 56 77 5 33 135 5

36 5 11 84 5 7 136 5

37 5 40 85 5 31 137 5 11
38 6 21 87 5 0 138 5 43
39 5 39 88 5 30 139 5 11
42 5 34 95 5 44 140 5 0
a4 5 35 98 5 13 141 5 20
a5 5 39 106 5 27 144 5

48 5 6 107 5 145 5

49 5 21 108 5 146e 5 24
52 5 112 5 14 147z 5 43
53 5 0 124 5 33 150 10

55 6 18 125 5 0 151 10

57 5 32 126 10 27 152 10

58 5 2 127 20 0

Tabla 7. Compuestos no seleccionados para medir su ICxg.

* Alvarez R, Alvarez C, Mollinedo F, Sierra BG, Medarde M, Pelédez R. Isocombretastatins A:
1,1-diarylethenes as potent inhibitors of tubulin polymerization and cytotoxic compounds. Bioorg
Med Chem, 2009, 17, 6422-6431.
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Los compuestos seleccionados para calcular la ICsg, Se muestran en la tabla

siguiente:

COMP CONC (uM) % INHIB [COMP CONC (uM) % INHIB |COMP CONC (uM) % INHIB
34 5 74 72 5 79 104 5 94
40 5 100 73 5 100 105 5 100
a1 5 83 76 5 100 109 5 89
43 5 100 80 5 92 110 5 100
46 5 86 82 5 90 111 5 98
a7 5 80 83 5 87 115 5 89
50 5 48 86 5 100 117 5 75
51 5 89 89 5 80 119 5 45
54 7 93 93 5 76 120 5 49
56 5 97 94 5 58 121 5 91
59 5 98 9% 5 100 123 5 86
61 5 46 97 5 49 142 5 89
63 5 100 99 5 95 143 5 95
68 5 63 100 5 95 1462 5 70
70 5 92 102 5 82 148z 5 70
71 5 63 103 5 79 149z 5 80

Tabla 8. Compuestos con inhibicion mayor del 45%.

C.6.1.3. DETERMINACION DE LA ICs, DE INHIBICION DE
POLIMERIZACION DE TUBULINA

Con el fin de calcular el valor de ICs,, definida como la concentracion de
compuesto que causa el 50% de la inhibicion de polimerizacion, se ensayan los
compuestos a diferentes concentraciones (generalmente 0,5, 1, 2, 5, 7 y 10 uM). Los
porcentajes de polimerizacion para cada concentracion de ligando se ajustan a una
ecuacion exponencial58, a partir de la cual se puede calcular el valor de ICs. En la

siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos:

*® Origin® 6.0: http://www.originlab.com/
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COMP ICso (M) COMP ICso (M) COMP ICso (M)
34 2,5 72 2,4 104 2,4
40 1,5 73 0,3 105 0,7
a1 4,6 76 1,6 109 2,4
a3 1,1 80 0,2 110 1,6
46 2,0 82 0,6 111 3,2
a7 3,4 83 2,3 115 1,4
50 4,1 86 1,6 117 1,0
51 1,3 89 2,9 119 4,8
54 0,9 93 2,9 121 1,9
56 0,6 94 1,7 123 1,6
59 1,4 9% 1,1 142 3,8
61 4,9 97 0,9 143 2,1
63 0,9 99 1,2 1462 3,8
68 4 100 4,7 148z 4,1
70 2,5 102 0,4 149z 1,0
71 3,4 103 2,4 CA-4 3

Tabla 9. Valores de ICs; calculados.

C.6.1.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El andlisis de los resultados obtenidos en inhibicion de polimerizacién de
tubulina, se va a realizar segun el sistema aromatico que tengan los compuestos en el

anillo B. Asi, tendremos tres tipos de familias:

- Compuestos con p-metoxifenilo en el anillo B con o sin sustituyentes
- Compuestos con N-metilindol en el anillo B con o sin sustituyentes

- Compuestos con otros sistemas aromaticos en el anillo B
Todos estos compuestos tienen un atomo de carbono en el puente entre los dos
anillos. Sin embargo también se han sintetizado series de compuestos que tienen dos
atomos en el puente (combretastatinas) o tres atomos (oxadiazolinas), y que se van a
agrupar en la siguiente familia:

- Compuestos con mas de un atomo en el puente
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C.6.1.4.1. Compuestos con p-metoxifenilo en el anillo B con o sin

sustituyentes

Se han sintetizado un total de 36 compuestos con este sistema aromatico en el

anillo B, de los cuales s6lo 11 compuestos tienen un valor por debajo de 5 uM y se

resumen en la siguiente tabla:

ne X Y y4 R (:ﬁa’) ne X Y y4 R (EI;‘;)
25 Cl Cl 0] H >5 43 cl NMe, CH, H 1,1
26 Cl Cl CH, H >5 44 cl NMe, NOH H >5
27 Cl Cl NOH H >5 45 SMe SMe 0] H >5
28 Cl OMe 0] H >5 46 SMe SMe CH, H 2,0
29 Cl OMe CH, H >5 47 SMe SMe NOH H 3,4
30 OMe OMe CH, H >5 48 SMe SMe H,CH3 H >5
31 cl OMe NOH H >5 49 SMe OMe 0] H >5
32 Cl OMe 0] NO, >5 50 SMe  OMe CH, H 4,1
33 Cl OMe 0] 2(NOy) >5 51 SMe  OMe NOH H 1,3
34 Cl OMe 0] NH, 2,5 52 SMe  OMe H,CH3 H >5
35 Cl OMe 0] 2(NH,) >5 53 SMe OMe 0] NO, >5
36 Cl Ph-NH 0] H >5 54 SMe  OMe 0] NH, 0,9
37 Cl MePh-NH 0] H >5 55 SMe NMe, 0] H >5
38 Cl SMe 0] H >5 56 SMe  NMe; CH, H 0,6
39 cl SMe AcO,0H H >5 57 SMe NMe, NOH H >5
40 Cl SMe CH, H 1,5 58 OMe NMe, 0] H >5
41 Cl SMe NOH H 4,6 59 OMe NMe, CH, H 1,4
42 Cl NMe, 0] H >5 60 OMe NMe, NOH H >5

Tabla 10: Resumen de todos los compuestos con anillo de p-metoxifenilo en el anillo B, con sus

caracteristicas estructurales y sus valores de ICs, en IPT. Los valores de IPT de los

compuestos que tienen un valor de ICs, por debajo de 5 uM se han sefialado en negrita.

Para analizar los resultados se va a clasificar segun el elemento estructural:
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- Puente entre los dos anillos. Los compuestos mas potentes son los que
presentan una olefina en el puente (isocombretastatina), seguidas de las
oximas (considerados conjuntamente ambos isémeros) con la excepciéon de la
pareja 50/51, en la que es mas potente la oxima. Las cetonas son menos
potentes; con valores de ICsq por encima de 5 uM, salvo las que presentan
grupos —NH, en el anillo B. Los compuestos que tienen un grupo metilo en el

puente (compuestos 48 y 52) carecen de actividad.

- Anillo A. El mayor nimero de compuestos con un valor de I1Cs, por debajo de 5
UM se produce cuando hay presente un grupo metilsulfanilo, tanto en oximas
como en isocombretastatinas, seguido del grupo dimetilamino. Estos
sustituyentes no son los habituales en el anillo A de fenstatinas e
isocombretastatinas®’ en los que habitualmente los grupos metoxilo confieren
una alta potencia en IPT. En estos compuestos con anillo de piridina, sin
embargo, los grupos metoxilo conducen a derivados poco potentes (28-38),
salvo en los compuestos 50 y 51 (combinacion OMe-SMe) y cuando en el anillo

B hay un grupo —NH; en meta (54 y 34).

- Sustituyentes en posiciéon 3 del anillo B. Solo se han sintetizado
compuestos con grupos nitro 0 amino en posicion 3, y todos ellos tienen un
grupo carbonilo en el puente. Cabe destacar que los compuestos con grupo
amino son de los méas potentes, incluso con un valor de ICsy en escala
submicromolar en el caso del compuesto 54. Sin embargo, los compuestos con

grupo nitro carecen de actividad.

C.6.1.4.2. Compuestos con N-metilindol en el anillo B con o sin

sustituyentes

Se han sintetizado 51 compuestos con anillo de N-metilindol en el anillo B, de los
cuales 31 tienen un valor de ICsp por debajo de 5 pM. Dentro de los 51 compuestos
sintetizados existe una gran variabilidad estructural con diferentes sustituyentes en
posicion 2 y 6 en el anillo de piridina, y con varias combinaciones de grupos
funcionales (aldehidos, carbonitrilos, amidas, acidos carboxilicos) en la posicion 3 del

anillo inddlico.
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R
X | A\ @ {
NN N
v \
ne X Y y4 R (:f:,‘;) ne X Y y4 R (:f:,‘;)
61 Cl cl 0 H 49 | 95 SMe SMe  OH H >5
62 Cl Cl - H >5 96 SMe SMe  CH, H 1,1
63 cl CH, H 09 | 97 SMe SMe  NOH H 1,0
64 Cl Cl 0 CHO >5 98 SMe SMe 0 CHO >5
65 Cl cl CH, CHO >5 99 SMe SMe  CH, CHO 1,2
68 Cl Cl NOH CN 4 100  SMe SMe CH, COOH 4,7
70 Cl Cl CH, CN 25 | 102  SMe SMe  CH, CN 0,4
71 Cl CH, CONH, 3,4 | 103 SMe SMe CH, CONH, 2,4
72 SMe 0 H 24 | 104 SMe NMe, O H 2,4
73 SMe  CH, H 03 | 105 SMe NMe, CH, H 0,7
74 SMe  NOH H >5 | 106 SMe NMe, NOH H >5
75 SMe o) CHO >5 | 107 SMe NMe, O CHO >5
76 SMe CH, CHO 1,6 |108* SMe NMe, O CHO >5
77 SMe CH, COOH >5 | 109 SMe NMe, CH, CHO 2,4
80 Cl SMe  NOH CN 0,2 | 110 Cl NMe, CH, CHO 1,6
82 SMe  CH, CN 0,6 | 111* SMe NMe, CH, CHO 3,2
83 SMe CH, CONH, 2,3 | 112 SMe NMe, CH, COOH >5
84 SMe OMe 0 H >5 | 115 SMe NMe, NOH CN 1,4
85 SMe OMe CH, H >5 | 117 SMe NMe, CH, CN 1,0
86 SMe OMe NOH H 16 | 119 SMe NMe, CH, CONH, 4,8
87 SMe OMe (o] CHO >5 120 cl NMe, 0] H >5
88 SMe OMe CH, COOH >5 | 121 cl NMe, CH, H 1,9
89 SMe OMe CH, CHO 29 | 123 Cl NMe, CH, CN 1,6
92 SMe OMe NOH CN >5 | 125 SOMe OMe o} H >5
93 SMe OMe 0 CN 29 | 126 SO,Me OMe 0 H >5
94 SMe SMe 0 H 1,7

Tabla 11: Resumen de todos los compuestos con anillo de N-metilindol en el anillo B, con sus
caracteristicas estructurales y sus valores de ICsy en IPT. Los valores de IPT de los
compuestos que tienen un valor de ICsy por debajo de 5 uM se han sefialado en negrita. Los
compuestos marcados* tienen un grupo carbaldehido en el anillo de piridina. EI compuesto 62

tiene estructura de bifenilo. Ver lista de compuestos.
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El andlisis de datos se ha llevado a cabo siguiendo la misma clasificacion que en

el apartado anterior:

- Puente entre los dos anillos. Los compuestos menos potentes (>5 uM) son
aquellos que tienen un grupo carbonilo en el puente, mientras que las olefinas
y las oximas presentan mayor actividad inhibitoria (<5 uM) con valores de ICsg
en IPT entre 0,3 - 2 uM para las olefinas, y 1,0 - 1,6 uM para las oximas, sin

sustituyentes en la posicion 3 del indol.

- Anillo A. El mayor nimero de compuestos con un valor de I1Cs, por debajo de 5
UM se produce cuando hay presente un grupo metilsulfanilo en las tres familias
de compuestos, seguido de dimetilamino en el caso de fenstatinas, y de cloro
en el caso de isocombretastatinas. Ninglin compuesto con sulfona o sulfoxido

en el anillo de piridina tiene un valor de ICsy menor de 5 pM.

- Sustituyentes en posicién 3 del anillo B. Existe una gran variabilidad en los
resultados de IPT segun el grupo funcional introducido en esta posicion,
aunque en general se produce una pérdida de actividad con respecto a su
homélogo sin sustituyente. Los grupos que confieren mayor potencia son los
carbonitrilos, seguidos de los aldehidos (con olefina en el puente), de las

amidas y de los &cidos carboxilicos, en ese orden.

Mediante la introduccion de carbonitrilos, se obtienen compuestos con valores
que oscilan entre 0,4y 2,5 uM en el caso de isocombretastinas; y entre 0,2 y 4

MM en los compuestos con oximas en el puente.

Las fenstatinas con aldehido conduce a compuestos que pierden la potencia
(excepto en el compuesto 111), sin embargo, cuando en el puente tenemos un
derivado de isocombretastatina, la potencia se ve aumentada con respecto a

su homélogo fenstatina, y varia entre 1,2 y 2,9 uM.

Las amidas conducen a compuestos con valores de ICso en IPT entre 2,3y 4,8

UM, y los acidos carboxilicos tienen valores cercanos a 5 M.
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C.6.1.4.3. Compuestos con otros sistemas aroméaticos en el anillo B

Los compuestos que tienen un sistema naftaleno, 3-dimetilaminofenil, o piridina
en el anillo B no mejoran la potencia antimitética de las combretastatinas de
referencia. Sin embargo, dos compuestos (142 y 143) con anillo de 4-dimetilaminofenil
tienen un valor de ICso por debajo de 5 uM. En estos compuestos se repite que los
mejores sustituyentes en el anillo de piridina son dimetilsulfanilo, frente a metoxi-
metilsulfanilo; y que las isocombretastatinas y las oximas son mas potentes que las

fenstatinas.

. ne | x Y Z  ICs(uM)

X 137 | SMe OMe O >5
N

A @ 138 | SMe OMe CH, >5

N ITI/ 139 | SMe OMe NOH >5

Y 140 | SMe SMe O >5

142 [ SMe SMe CH, 338

143 | SMe SMe NOH 2,1

Tabla 12: Resumen de todos los compuestos con anillo de 4-dimetilaminofenil.

C.6.1.4.4. Compuestos con mas de un atomo en el puente

Se han sintetizado dos tipos de compuestos con mas de un atomo en el puente:
las oxadiazolinas y las combretastatinas. Las oxadiazolinas conducen a una pérdida
de actividad, todo lo contrario a las combretastatinas que mantienen la potencia de las
de referencia, especialmente la combretastatina 149z que es mas potente que la
CA-4.

n? X Y Anillo B 1C5o (1M)
N 1462 SMe SMe  4-MeO-Ph 3,8
NI A/ B 147z SMe SMe NMelIND >5
Y 148z SMe OMe 4-MeO-Ph 4,1
149z SMe OMe NMelND 1,0

Tabla 13: Resumen de todas las combretastatinas sintetizadas con su valor de IPT.
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C.6.1.5. DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los principales objetivos de este trabajo consiste en evaluar el efecto que
produce la sustitucion del anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo, que se considera
imprescindible para la actividad de los compuestos, por un anillo de piridina
disustutido. Por este motivo, a continuaciéon se van a comparar los resultados de
actividad en inhibicién de polimerizacion de tubulina de los compuestos sintetizados,

445157 “con anillos de 3,4,5-

con los compuestos sintetizados anteriormente en el grupo
trimetoxifenilo. Para ello se han tenido en cuenta las familias de compuestos que son

idénticas, donde lo Unico que varia es el anillo A.

>
X

6,5
X /
6,3
A CH2, 4-MeOPh

»
A® >§/t
5,9 A ® CH2, 4-MeOPh, NH2
5,7 A / X A . #0, Indol
’ 2 / e x 0 )
5,5 A 4 CH2, indol
A NOH, indol
§/ N 'S A CH2, indol, CHO
51
/ X X CH2, indol, COOH
4,9

/ % CH2, indol, CN
4,7

CH2, indol, CONH2

>0 >

N

53

IPT piridina (-logIC50)

4,5 Combre indol
4,5 5 5,5 6 6,5

IPT 3,4,5-TM (-logIC50)

Figura 60. Representacion de los valores de 1Csy en IPT de compuestos con anillos de piridina
bisustituidos frente a compuestos con 3,4,5-TM en anillo A. Cada serie corresponde a
diferentes anillos en posicion B (4-MeOPh, indol, indol con sustituyentes en posiciéon 3) y con
metilenos u oximas en el puente entre los dos anillos. El anillo de piridina tiene diferentes
sustituyentes, por este motivo cada valor de IPT en 3,4,5-TM tiene varios puntos en anillos de

piridina.

En la figura se observa que la sustitucién del anillo de 3,4,5-TM por un anillo de
piridina produce en algunos casos un aumento de la potencia (isocombretastatinas con

p-metoxifenilo en el anillo B, y fenstatinas con N-metilindol); y en otros casos una
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pérdida ( isocombretastatinas con carbaldehido o con carboxamidas en posicion 3 del
indol) aunque esta diferencia no es tan pronunciada ya que tienen el valor de 1Cs, por
debajo de 5 pM. Adicionalmente, en otros compuestos la mejora de la actividad
depende de los sustituyentes en posicién 2 y 6 en piridina, como es el caso de las
isocombretastatinas con carbonitrilo en posicion 3 del indol, y en el caso de las oximas
con indol. Por este motivo, se adjunta la figura siguiente donde se puede apreciar qué

sustituyentes son los que producen aumento o pérdida de potencia:

6,5 /

6,3

6,1 X X //

59 Z >K/< X ¢ Cl-Cl

5,7 , /. . ® X B Cl-OMe
s

A Cl-SMe

5,5
5,3 - ° X Cl-NMe2

A
y—-—
5,1 ;é x
’ / X X SMe-OMe
4,9 /
5

IPT piridina (-logIC50)

SMe-SMe

4,7
4,5

SMe-NMe2

55 6 6,5

IPT 3,4,5-TM (-logIC50)

Figura 61. Representacion de los valores de ICsq en IPT de compuestos con anillos de piridina
bisustituidos frente a compuestos con 3,4,5-TM en anillo A. Cada serie corresponde a

diferentes sustituciones en posicién 2 y 6 del anillo de piridina.

Se observa que en general los compuestos con CI-Cl producen una disminucion
de la potencia, siendo los compuestos con SMe-SMe con los que se obtienen mejores
resultados en ICsy, aunque la dispersion de datos impide determinar un patron en el

comportamiento.

Como conclusion cabe destacar que el reemplazo del anillo de 3,4,5-
trimetoxifenilo por un anillo de piridina mantiene e incluso mejora la actividad,

dependiendo de los demés elementos estructurales.
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C.6.2. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

La toxicidad frente a lineas de células cancerosas de los compuestos
sintetizados en este trabajo se ha llevado a cabo usando el test de viabilidad XTT de
Roche®. Este método fue utilizado por primera vez por Scudiero et al*® para la
cuantificacion espectrofotométrica de la viabilidad y crecimiento celular. Este ensayo
consiste en la determinaciéon de la actividad mitocondrial de las células mediante la
adicion de una sal de tetrazolio que en células vivas se transforma en formazan, un
compuesto soluble y con un color naranja-rojizo cuya absorbancia se puede relacionar

con la cantidad de células vivas.

NO,
NO, SO3Na
YL
AN
0 N~y SO3Na o
< NH
QNH N=N SO3Na HoN
ﬁ N N SO3Na
Yo ORENS!
NO 0
2 ~o NO,
XTT Formazan

Figura 62: Estructura de XTT y de Formazan.

Los compuestos se han ensayado frente a distintas lineas celulares para

determinar la citotoxicidad. Con este fin se han utilizado los siguientes tipos de células:
» HL-60: Leucemia mieloide humana.
» Hela: Carcinoma cervical humano.

» HT-29: Carcinoma de colon humano.

Las células empleadas en los ensayos proceden de cultivos celulares en
monocapa (HeLa y HT-29) o en suspensién (HL-60). Las células en fase exponencial
de crecimiento se siembran en placas de 96 pocillos con la concentracion apropiada*

segun la linea celular a ensayar, y tras incubarlas durante 72 horas con los

%9 3) Scudiero DA, Shoemaker RH, Paull KD, Monks A, Tierney S, Nofziger TH, et al. Evaluation
of a soluble tetrazolium/formazan assay for cell growth and drug sensitivity in culture using
human and other tumor cell lines. Cancer Research, 1988, 48, 4827-4833. b) Skehan P,
Storeng R, Scudiero D, Monks A, McMahon J, Vistica D, Warren JT, Bokesch H, Kenney S,
Boyd MR. New colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening. J. Natl. Cancer
Inst. 1990, 82, 1107-1112.

* Ensayo de densidad celular realizado previamente.
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compuestos, se afiade el XTT y se incuba durante 4-24 horas. Las medidas de
absorbancia se llevaron a cabo en un lector de pocillos ELISA. La diferencia en
absorbancia varia segun el niumero de células viables en cada pocillo. En este ensayo
se utiliza un control positivo de células sin compuesto a las 72 de incubacion, y un
control negativo de células sin compuesto a las 0 horas de incubacion. Para el resto de
pocillos, se mide la absorbancia y por diferencia con la de referencia se determina la
inhibicion del crecimiento de los distintos compuestos a diferentes concentraciones,

permitiendo el calculo de la ICsp.

En un primer screening se probaron 109 compuestos a concentraciones de 107,
10°, 107, 10% 10° M y posteriormente, aquellos que se ha visto que inhiben el
crecimiento a una concentracion de 10° M, son seleccionados para repetir el ensayo
por triplicado con el fin de calcular el valor de ICs,. Los resultados obtenidos se
recogen en la tabla siguiente y expresan la concentracién que produce un 50% de

inhibicion de la proliferacion celular (ICso).

COMP  ICs Hela ICso HL60 ICso HT29 |COMP  ICs Hela ICso HL60 ICso HT29
(10°m) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm)
25 21 21 21 88 21 21 21
26 0,4 +0,09 0,6+0,2 >1 89 0,4+0,01 0,1+ 0,005 0,7 £0,07
27 21 21 21 93 0,8 £ 0,005 0,2+0,02 21
28 >1 21 21 94 0,2+0,08 0,2 £0,06 0,5+0,07
29 21 21 21 95 21 21 21
30 21 21 >1 96 0,5+0,1 0,7 £0,07 0,2+0,03
31 >1 >1 >1 97 0,5%0,2 0,2+0,07 0,7+0,1
32 21 21 21 98 21 21 21
34 0,03 + 0,004 0,2+0,01 >1 99 0,1+0,02  0,3+0,006 0,5+0,1
36 21 21 21 100 21 21 21
37 >1 21 21 102 0,6 £ 0,001 0,6+0,1 0,5+0,2
38 21 21 21 103 0,6+0,2 0,2+0,04 0,2+0,06
39 >1 21 21 104 0,5+0,1 0,3+0,1 0,7 £0,05
40 0,4 +£0,09 0,4 +£0,06 0,4+0,1 105 0,2+0,03 0,3+0,01 0,5+0,1
41 0,5+0,03 0,7+0,2 >1 106 0,6 +£0,08 0,6+0,1 21
42 0,9 £0,04 >1 >1 107 >1 >1 >1
43 0,3+£0,02 0,3+£0,02 0,2+0,04 109 0,3+0,04 0,9+0,08 0,4+0,2
44 0,4+0,1 >1 >1 110 >1 0,1,+ 0,008 >1
45 21 21 21 111 0,3+0,07 0,2 +£0,008 0,6+0,2
46 0,4%£0,1 0,3%£0,1 0,5+0,2 112 0,7+0,1 >1 >1
47 0,4+0,1 0,3+0,1 0,2+0,08 115 0,3+0,03 0,5+0,1 0,5+0,1
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48 21 21 21 117 0,6 +0,07 0,7+0,08 0,6+0,1
49 21 21 21 119 0,6 +0,08 0,3+0,05 0,4+0,1
50 0,5+0,1 0,3+0,01 21 120 21 21 21

51 0,2+0,05 0,3+0,03 0,2 + 0,005 121 0,1+0,04 0,3+0,1 0,7+0,06
52 21 21 21 123 0,6+0,1 0,7+0,1 0,4+0,09
53 21 21 21 125 21 21 21

54 0,07 +£0,01 0,06 + 0,02 0,5+0,01 126 21 21 21

55 21 21 21 127 0,7+0,08 21 >1

56 0,3+0,05 0,2+0,04 0,3+0,02 128 21 21 21

57 0,5+0,1 21 21 129 21 21 21

58 21 21 21 130 21 21 21

59 0,4 + 0,006 0,4+0,1 0,3+0,03 131 21 21 21

60 0,6+0,1 21 21 132 21 21 >1

61 0,8 +0,02 0,7+0,2 21 133 21 21 21

62 21 21 21 134 21 21 21

63 0,04 £0,01 0,08 + 0,007 0,4+0,12 135 21 21 21

64 21 21 21 136 21 21 21

65 0,2 £0,06 0,2+0,06 21 137 0,6+0,2 0,5+0,2 21

68 0,3+0,2 0,07 £ 0,02 0,9+0,2 138 0,5+0,2 0,3+0,02 21

70 0,08 +0,01 0,07 £ 0,0004 0,1+0,01 139 0,6+0,2 0,3+0,1 21

71 0,05+ 0,02 0,07 £ 0,003 0,09+0,01 140 0,6 +0,021 0,4 +0,2 0,8+0,03
72 0,3+0,1 0,4+0,09 21 141 21 21 21

73 0,1+0,02 0,4 0,1 0,5+0,2 142 0,3+0,08 0,4+0,2 0,9+0,05
74 0,3 +0,007 0,2+0,03 21 143 0,2+0,03 0,2+0,07 0,8+0,1
75 21 21 21 144 21 21 21

76 0,07 £0,01 0,04 +0,001 0,8 £0,04 145 21 21 21

77 21 21 21 146z 21 21 21

80 0,06 +0,01 0,09 +£ 0,001 0,1+0,002 147z 21 21 0,6+0,2
82 0,1+0,05 0,07 + 0,002 0,3+0,1 148z 21 21 21

83 0,08 + 0,003 0,04 +0,01 0,3 +0,008 149z 0,3+0,09 0,4+0,3 0,4+0,03
84 0,2+0,03 0,6 +0,04 21 150 21 21 21

85 0,6+0,1 0,3+0,1 0,7+0,1 151 21 21 21

86 0,2+0,04 0,2+0,03 21 152 21 21 21

87 21 21 21

Tabla 14: Resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad de los 109 compuestos

preparados.
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C.6.2.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Al igual que en los ensayos de IPT, para el analisis de los resultados obtenidos

en el ensayo de citotoxicidad se van a clasificar los compuestos segun el sistema

aromatico en el anillo B.

C.6.2.1.1. Compuestos con p-metoxifenilo en el anillo B

" X v . ICso Hela ICso HL60 ICso HT29  ICs IPT (UM)
(10°Mm) (10°Mm) (10°Mm)
25 | cl 0 H 21 >1 >1 >5
26 | «l cl CH, H 0,4 +0,09 0,6 +0,2 >1 >5
27 | « cl NOH H 21 >1 >1 >5
28 | «l OMe 0 H >1 >1 >1 >5
29 | «l OMe CH, H 21 >1 >1 >5
30 | OMe OMe CH, H 21 >1 >1 >5
31| « OMe NOH H >1 >1 >1 >5
32 | « OMe 0 NO, 21 >1 >1 >5
33 | « OMe 0 2(NO,) 21 >1 >1 >5
34 | « OMe 0 NH, 0,09 + 0,004 0,2 +0,01 >1 2,5
35 | OMe 0 2(NH,) 21 >1 >1 >5
36 | «l Ph-NH 0 H 21 >1 >1 >5
37 | Cl MePh-NH 0 H >1 >1 >1 >5
38 Cl SMe (o] H >1 21 >1 >5
39 | « SMe AcO,0OH H >1 >1 >1 >5
4 | SMe CH, H 0,4 +0,09 0,4 +0,06 0,4+0,1 1,5
41 | ¢l SMe NOH H 0,5+ 0,03 0,7%0,2 >1 4,6
42 | NMe, 0 H 0,9 +0,04 >1 >1 >5
a3 | «l NMe, CH, H 0,3 +0,02 0,3+0,02 0,2 40,04 1,1
a4 | NMe, NOH H 0,4+0,1 >1 >1 >5
45 | SMe SMe 0] H 21 21 >1 >5
46 | SMe SMe CH, H 0,4+0,1 0,3+0,1 0,5+0,2 2,0
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47 | SMe SMe NOH H 0,4+0,09 0,3+0,1 0,2+0,08 3,
48 | SMe SMe H,CH; H 21 >1 21 >5
49 | SMe OMe (0] H 21 >1 21 >5
50 | SMe OMe CH, H 0,5+0,1 0,3+0,01 21 4,1
51 | SMe OMe NOH H 0,2 +0,05 0,3+0,04 0,2 £ 0,005 1,3
52 | SMe OMe H,CH; H 21 >1 21 >5
53 | SMe OMe (0] NO, 21 >1 21 >5
54 | SMe OMe (0] NH, 0,07 £ 0,013 0,06 £ 0,02 0,5+0,01 0,9
55 | SMe NMe, 0] H 21 21 >1 >5
56 | SMe NMe, CH, H 0,3+0,05 0,2+0,04 0,3+0,02 0,6
57 | SMe NMe, NOH H 0,5+0,1 21 >1 >5
58 | OMe NMe, (0] H 21 >1 21 >5
59 | OMe NMe, CH, H 0,4 £ 0,006 0,4+0,1 0,3+0,03 1,4
60 | OMe NMe, NOH H 0,6+0,1 >1 21 >5

Tabla 15. Resultados de actividad en citotoxicidad y en IPT de todos los compuestos con p-

metoxifenilo. Los compuestos mas potentes en citotoxicidad se han marcado en negrita.

Se han sintetizado 36 compuestos con anillo de p-metoxifenilo en el anillo B, y
16 tienen un valor de ICsg inferior a 1 uM. De estos compuestos, 11 de ellos tienen un
valor de ICso en IPT por debajo de 5 uM, y los otros cinco restantes por encima de 5
UM (compuestos 26, 42, 44, 57 y 60). Estos cinco compuestos, sélo tienen actividad
citotéxica submicromolar en Hela, y el compuesto 26 en HL60, careciendo de potencia

citotdxica en la linea celular HT29.

Para observar mejor esta relacion entre la actividad en IPT y en citotoxicidad, se
representan a continuacion los valores de ICg, en citotoxicidad de los compuestos que
estan por debajo de 1 uM, frente a los valores de ICso en IPT de los compuestos que
estan por debajo de 5 puM. La tendencia que se determina a partir de la gréafica, es que
los compuestos con mejor actividad en IPT son mas potentes en citotoxicidad. Este
analisis se ha llevado a cabo en la linea celular Hela, ya que es la Unica que ha
demostrado este comportamiento. En el resto tiene lugar una mayor dispersion de los

datos.
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Figura 63. Correlacion de las ICsy de IPT con las ICso de citotoxicidad en la linea celular Hela en

Citotoxicidad (-logIC50)
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compuestos con p-metoxifenilo en el anillo B.

C.6.2.1.2. Compuestos con N-metilindol en el anillo B

ICso Hela ICso HL60 ICsoHT29 ICso IPT
ne X Y y4 R (10°m) (10°m) (10°m) (1M)
61 al al 0 H 0,8 +0,02 0,7+0,2 >1 5,0
62 cl cl - H >1 >1 >1 >5
63 al al CH, H 0,04 +0,01 0,08 + 0,007 0,4+0,2 0,9
64 cl cl 0 CHO >1 >1 >1 >5
65 al al CH, CHO 0,2+0,06 0,2+0,06 >1 >5
68 cl cl NOH CN 0,3+0,2 0,07 + 0,02 0,9+0,2 4
70 al al CH, CN 0,08 + 0,01 0,07 +0,0004 0,1+0,01 2,5
71 al al CH,  CONH, 0,05 + 0,02 0,07 + 0,003 0,09 + 0,01 3,4
72 al SMe 0 H 0,3+0,1 0,4 +0,09 >1 2,4
73 al SMe  CH, H 0,1+0,02 0,4 0,1 0,5+0,2 0,3
74 cl SMe  NOH H 0,3 + 0,007 0,2+0,03 >1 >5
75 al SMe 0 CHO >1 >1 >1 >5
76 cl SMe  CH, CHO 0,07 + 0,01 0,04 +0,001 0,8 +0,04 1,6
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77 Cl SMe CH, COOH >1 >1 >1 >5
80 cl SMe NOH CN 0,06 + 0,01 0,09 + 0,001 0,1+0,002 0,2
82 Cl SMe CH, CN 0,1+0,05 0,07 £ 0,002 0,310,1 0,6
83 cl SMe CH, CONH, 0,08 + 0,003 0,04 + 0,01 0,3+£0,008 2,3
84 SMe OMe 0 H 0,1+0,03 0,6 £0,04 >1 >5
85 SMe OMe CH, H 0,6+0,1 0,3+0,1 0,7+0,1 >5
86 SMe OMe NOH H 0,2+0,04 0,2+0,03 >1 1,6
87 SMe OMe 0 CHO >1 >1 >1 >5
88 SMe OMe CH, COOH 21 21 >1 >5
89 SMe OMe CH, CHO 0,4+0,01 0,1 +0,005 0,7 £0,07 2,9
92 SMe OMe NOH CN 21 21 >1 >5
93 SMe OMe 0 CN 0,8 £ 0,005 0,2+0,02 >1 2,9
94 SMe SMe o] H 0,2+0,08 0,2 +0,06 0,5+0,07 1,7
95 SMe SMe OH H >1 21 >1 >5
96 SMe SMe CH, H 0,5+0,1 0,7 £0,07 0,2+0,03 1,1
97 SMe SMe NOH H 0,5+0,2 0,2 +0,07 0,7+0,1 1,0
98 SMe SMe 0] CHO >1 >1 >1 >5
99 SMe SMe CH, CHO 0,1+0,02 0,3 £ 0,006 0,5+0,1 1,2
100 SMe SMe CH, COOH >1 >1 >1 4,7
102 SMe SMe CH, CN 0,6 £ 0,001 0,6+0,1 0,5+0,2 0,4
103 SMe SMe CH, CONH, 0,6+0,2 0,2+0,04 0,2+0,06 2,4
104 SMe NMe, o] H 0,5+0,1 0,3+0,1 0,7+0,05 2,4
105 SMe NMe, CH, H 0,2+0,03 0,3+0,01 0,5+0,1 0,7
106 SMe NMe, NOH H 0,6 £0,08 0,6+0,1 >1 >5
107 SMe NMe, 0 CHO >1 21 >1 >5
108 SMe NMe, o] 2x(CHO) >1 >1 >1 >5
109 SMe NMe, CH, CHO 0,3+0,04 0,9 £+0,07 0,4+0,2 2,4
110 cl NMe, CH, CHO >1 0,1 +0,008 >1 1,6
111 SMe NMe, CH,  2x(CHO) 0,3+0,07 0,2 £ 0,008 0,6+0,2 3,2
112 SMe NMe, CH, COOH 0,7+0,1 >1 >1 >5
115 SMe NMe, NOH CN 0,3+0,03 0,5+0,1 0,5+0,1 1,4
117 SMe NMe, CH, CN 0,6 £ 0,07 0,7 +0,08 0,6+0,1 1,0
119 SMe NMe, CH, CONH, 0,6 £0,08 0,3+0,05 04+0,1 4,8
120 Cl NMe, 0 H >1 21 >1 >5
121 Cl NMe, CH, H 0,1+0,04 0,3+0,1 0,7 £0,06 1,9
123 Cl NMe, CH, CN 0,6+0,1 0,7+0,2 0,4+£0,08 1,6
125 SOMe OMe 0 >1 >1 >1 >5
126 | SO,Me OMe o H 21 21 >1 >5

Tabla 16. Resultados de actividad en citotoxicidad y en IPT de todos los compuestos con N-metilindol. Los

compuestos mas potentes en citotoxicidad se han marcado en negrita.
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Se han sintetizado 51 compuestos con anillo de N-metilindol en el anillo B, de los
cuales, 36 tienen un valor de ICs, menor de 1 uM. De estos 36 compuestos, 30 de
ellos tienen un valor de ICs, en IPT menor de 5 pM. Ademas, todo lo contrario ocurre
en el caso del compuesto 100, que tiene un valor de ICso en IPT de 4,66 UM, pero no

tiene actividad submicromolar sobre ninguna de las tres lineas celulares.

Al representar los valores de ICsy en citotoxicidad frente a los valores de ICsq €n
IPT, se observa una tendencia similar a la obtenida para los compuestos con p-
metoxifenilo. Los compuestos con mayor potencia en citotoxicidad presentan buen
perfil en IPT (marcados en circulo azul), aunque existe alguna familia de compuestos
donde no se cumple esta tendencia, como es el caso de algunas isocombretastatinas
con carboxamida en posicién 3 (compuestos 71 y 83), y de los compuesto 63, 70, 76
que son de los compuestos sintetizados con mejor potencia citotéxica, pero sin
embargo su valor de ICso en IPT no es destacable (marcados en circulo rojo). Lo
contrario sucede en algunos compuestos de la familia de isocombretastatinas con
carbonitrilo en posicion 3 (compuestos 102 y 117), donde presentan buena potencia en

IPT pero tienen peor perfil citotoxico (marcados con circulo verde).
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5 71 o—A </
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Figura 64. Correlacion de las ICso de IPT con las ICs, de citotoxicidad en la linea celular Hela en

compuestos con N-metilindol en el anillo B.
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C.6.2.1.3. Compuestos con otros sistemas aromaticos en el anillo B

Al igual que en IPT, los compuestos con 3-dimetilaminofenil, anillo de piridina y
naftaleno (excepto el compuesto 127 en la linea celular Hela) en el anillo B, no tienen

actividad citotéxica a las concentraciones ensayadas.

Los compuestos con 4-dimetilaminofenil sintetizados tienen todos actividad
citotoxica en todas las lineas celulares ensayadas, excepto algunos de ellos en HT-29.
El compuesto con mejor actividad es el 143, sin embargo no existen muchas

diferencias entre estos compuestos.

Z
e
A
N~
N -
Y |
1Cso Hela 1C5o HL60 1Cso HT29 1G5 IPT
ne X Y 7 R 50 y 50 - 50 . 50
(107 M) (10°M) (10°M) (nMm)
137 SMe OMe 0] H 0,6+0,2 0,5+0,2 21 >5
138 SMe OMe CH, H 0,5+0,2 0,3+0,02 >1 >5
139 SMe OMe NOH H 0,6+0,2 0,3+0,1 21 >5
140 SMe SMe 0] H 0,6 £0,02 0,4 +0,2 0,8+0,03 >5
142 SMe SMe CH, H 0,3+0,08 0,4+0,2 0,9+0,05 3,8
143 SMe SMe NOH H 0,2+0,03 0,2 +£0,07 0,8%+0,1 2,1

Tabla 17. Resultados de actividad en citotoxicidad y en IPT de todos los compuestos con 4-

dimetilaminofenil.

En estos compuestos se observa que a pesar de que algunos de ellos tienen

poca actividad en ensayos de IPT, si que tiene actividad citotdxica.
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C.6.2.1.3. Compuestos con mas de un atomo en el puente

Ninguno de los compuestos con estructura de oxadiazolina tiene un valor de 1Cs

menor de 1 uM, sin embargo no ocurre lo mismo con las combretastatinas:

X | XX
N A/ B
Y
o X y Anillo B |c50_|;|e|a ICso :ILGO ICso :ng ICso IPT
(10°m) (10°m) (10°m) (1M)
1462 SMe SMe  4-MeO-Ph >1 >1 >1 3,8
147z SMe SMe NMelND >1 >1 0,6 +0,2 >5
148z SMe Ome 4-MeO-Ph >1 >1 >1 4,1
149z SMe OMe NMeIND 0,3 +0,09 0,4+0,3 0,4+ 0,02 1,0
3,4,5-TM" 3,4,5-(0Me);-Ph NMeIND 0,25 0,33 0,36 2

Tabla 18. Resultados de actividad en citotoxicidad y en IPT de las combretastatinas

sintetizadas.

En las combretastatinas el Unico compuesto que tiene actividad sobre las tres
lineas celulares es el compuesto 149z, y el compuesto 147z sélo tiene actividad en la
linea HT-29. Esto puede ser debido a la isomerizacion en disolucion de los

compuestos.

Al comparar los resultados del compuesto 149z con los de su compuesto de
referencia® con 3,4,5-trimetoxifenilo en el anillo A, se observa que los resultados de
citotoxicidad en las tres lineas celulares son muy similares, pero sin embargo, el
compuesto 149z es més potente en IPT, lo que vuelve a indicar que este anillo no es
indispensable para la actividad de los compuestos. Sin embargo, la mayor potencia en
IPT del derivado piridinico no se traduce en una mayor potencia en los ensayos de

citotoxicidad.

® Maya AB, Pérez-Melero C, Mateo C, Alonso D, Fernandez JL, Gajate C, et al. Further
naphthylcombretastatins. An investigation on the role of the naphthalene moiety. J Med Chem,
2005, 48, 556-568.
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C.6.2.2. DISCUSION DE RESULTADOS

En general, los compuestos que tienen un valor de ICg, en citotoxicidad menor
de 1 pyM, también tienen un valor de ICs en IPT menor de 5 uM, lo que indica que,
probablemente el mecanismo por el cual estos compuestos conducen a muerte celular

es por la inhibicién de la polimerizacion de la tubulina.

Para comparar el efecto que produce, en los valores de IPT y citotoxicidad,
disponer de un anillo de p-metoxifenilo frente a un anillo de N-metilindol, se ha
realizado un diagrama de barras en el que se comparan estos dos anillos, a igualdad
del resto de elementos estructurales. Para poder incluir los compuestos que no fueron
seleccionados para el calculo del valor de 1Cso en ambos ensayos, se les ha asignado

un valor de ICsode 10 pM tanto en IPT como en citotoxicidad.
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Figura 65. Representacion de los valores de (-loglCsg) en IPT y citotoxicidad en Hela.
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En el diagrama se observa que en la mayoria de los casos son mas potentes los
compuestos con un anillo de N-metilindol que con un anillo de p-metoxifenilo tanto en
IPT como en citotoxicidad, observandose grandes diferencias de potencia citotdxica
para las cetonas y menos para oximas y combretastatinas, salvo en dicloropiridinas
(las méas potentes en citotoxicidad). Este patron es mas irregular para los valores de
IPT, reflejando una falta de correlacion entre ambos valores (IPT y citotoxicidad). La
gran diferencia observada para las cetonas se debe a que éstas son muy poco activas
en la serie de p-metoxifenilo, pero mas en la serie con N-metilindol. Cuando el anillo
de p-metoxifenilo conduce a compuestos mas potentes, la diferencia con los que

tienen anillo de N-metilindol es muy pequenia.

Con respecto al puente entre los dos anillos, no existen grandes diferencias en
citotoxicidad para isocombretastatinas, fenstatinas y oximas, salvo en el caso de las
fenstatinas e isocombretastatinas con grupo p-metoxifenilo, debido a la baja potencia
relativa de las primeras. Nuevamente, los valores de IPT presentan una variacion
diferente, observandose que en general las isocombretastatinas son mas potentes que

las fenstatinas. Las oximas son mas parecidas a las isocombretastatinas.

Para observar mejor el efecto del puente en la actividad, se han analizado las
familias de compuestos en las que se tienen sintetizados todas las posibilidades en el
puente (carbonilo, metileno y oxima), y se ha calculado el porcentaje de compuestos
que tienen un valor de ICso en IPT menor de 5 pM (figura izquierda), y un valor de ICsq

en citotoxicidad menor de 1 uM (figura derecha) en la linea celular Hela.

30% 15% M Fenstatinas 379% 229% B Fenstatinas
0

M Isocombretas
tatinas

M Isocombretas
tatinas

559% Oximas 41% Oximas

Figura 66: Representacién de los porcentajes de compuestos con diferente estructura en el
puente que tienen un valor de ICsg en IPT por debajo de 5 uM en IPT (izquierda) y debajo de 1

UM en citotoxicidad (derecha).

115



Métodos y resultados: Actividad Bioldgica. Ensayos de citotoxicidad

Se observa que en ambos ensayos biologicos se repite el hecho de que los
compuestos con mayor potencia son las isocombretastatinas, seguido de las oximas y

por ultimo las fenstatinas.
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C.7. ENSAYO DE SOLUBILIDAD

Como se ha visto en el planteamiento de este trabajo, los cambios estructurales
gue se han realizado en las moléculas tienen como objetivo aumentar la solubilidad
acuosa de los derivados de combretastatina A-4, ya que es uno de los principales

inconvenientes de este farmaco.

Por este motivo se ha determinado la solubilidad de algunos de los compuestos
sintetizados. La seleccion se ha basado en la cantidad disponible de la molécula y las

caracteristicas estructurales.

El ensayo que se ha realizado consiste en medir la cantidad de farmaco que se
disuelve en un tampén fosfato a pH 7 (pH fisiolégico) tras 48 horas en agitacion
continua. A continuaciéon se filtra el tampén para eliminar el farmaco que no se ha
disuelto y se determina espectrofotométricamente, a una longitud de onda
determinada, la cantidad de farmaco que se ha disuelto en el tampén a partir de una

recta de calibrado realizada anteriormente.

Los resultados que se han obtenido son los siguientes:
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S S
ne X Y Z Anillo B R (ng/ml) n2 X Y Z Anillo B R (ng/ml)
25 Cl Cl 0 4-MeO-Ph H 10,4 88 SMe OMe CH, NMeIND  COOH 151,9
27 Cl Cl NOH  4-MeO-Ph 29,5 93 SMe OMe 0] NMeIND CN 14,9
34 Cl OMe (0] 4-MeO-Ph  NH, 56,2 98 SMe SMe (o] NMelIND CHO 230,2
37 Cl  MePh-NH 0] 4-MeO-Ph H 2,2 99 SMe SMe CH, NMeIND CHO 7,6
40 Cl SMe CH,  4-MeO-Ph H 48,9 100 SMe SMe CH, NMeIND  COOH 102,7
41 cl SMe NOH 4-MeO-Ph H 41,7 102 SMe SMe CH, NMelIND CN 46,3
42 Cl NMe, 0] 4-MeO-Ph H 10,7 104 SMe NMe, 0] NMeIND H 8,2
43 Cl NMe, CH,  4-MeO-Ph H 18,0 105 SMe NMe, CH, NMeIND H 0
45 SMe SMe 0] 4-MeO-Ph H 1,5 108 SMe NMe, 0] NMeIND CHO 47,6
46 SMe SMe CH,  4-MeO-Ph H 35,7 115 SMe NMe, NOH NMelIND CN 5,3
49 SMe OMe 0] 4-MeO-Ph H 17,0 123 Cl NMe, CH, NMeIND CN 6,0
50 SMe OMe CH,  4-MeO-Ph H 10,9 128 SOMe OMe 0] 2-Naft H 34,5
54 SMe OMe (0] 4-MeO-Ph  NH, 37,3 132 SMe SMe CH, 2-Naft H 1,9
55 SMe NMe, 6] 4-MeO-Ph H 7,4 134 SMe SMe 6] 3-NMe,Ph H 1,3
56 SMe NMe, CH,  4-MeO-Ph H 7,5 135 SMe SMe CH, 3-NMe,Ph H 2,4
57 SMe NMe, NOH 4-MeO-Ph H 4,5 136 SMe SMe NOH 3-NMe,Ph H 14,7
58 OMe NMe, 0] 4-MeO-Ph H 6,9 138 SMe OMe CH, 4-NMe,Ph H 43,8
59 OMe NMe, CH,  4-MeO-Ph H 22,9 139 SMe OMe NOH 4-NMe,Ph H 4,6
73 Cl SMe CH, NMeIND H 12,3 140 SMe SMe 0] 4-NMe,Ph H 1,0
74 cl SMe NOH NMelIND H 14,8 142 SMe SMe CH, 4-NMe,Ph H 6,9
76 Cl SMe CH, NMeIND  CHO 6,3 143 SMe SMe NOH 4-NMe,Ph H 1,1
80 Cl SMe NOH NMeIND CN 51 144 SMe SMe 0] Pyr H 47,1
82 Cl SMe CH, NMelIND CN 3,2 149z SMe Ome Combre NMelIND H 19,1
86 SMe OMe NOH NMelND H 0 151 SMe Ome Oxadiazo 4-MeO-Ph H 9,8
87 SMe OMe (¢} NMeIND  CHO 15,5 152 SMe Ome Oxadiazo  NMeIND H 12,8

CA-4® 1

Tabla 19: Valores de solubilidad en un tampdn NaPi 10 mM, pH=7 de los compuestos, junto a

sSus caracteristicas estructurales

81 Chen J, Wang Z, Li CM, Lu Y, Vaddady PK, Meibohm B, et al. Discovery of novel 2-aryl-4-
benzoyl-imidazoles targeting the colchicines binding site in tubulin as potential anticancer

agents. J Med Chem, 2010, 53, 7414-7427.
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A la vista de los resultados obtenidos, la mayoria de los compuestos que se han
ensayado tienen un valor de solubilidad mayor que el de la combretastatina A-4,
siendo en algunos casos (compuestos 88, 98, 100) cien veces mayor. Los mejores
resultados se han obtenido en los compuestos que tienen en el anillo B un sistema
inddlico con aldehidos y acidos carboxilicos en posicion 3. También se obtienen
buenos resultados con anillo de p-metoxifenilo con grupo amino en posicion 3
(compuestos 34 y 54). La introduccion de estos grupos funcionales aumenta la
solubilidad debido a la capacidad que tienen para establecer enlaces de hidrégeno con
el agua. Respecto al grupo funcional en el puente entre los dos anillos, en general las
oximas tienen un mayor valor de solubilidad que las fenstatinas y que las
isocombretastatinas. Con respecto a los sustituyentes en posicion 2 y 6 del anillo de
piridina es dificil sacar un patrén, ya que hay mucha variabilidad dependiendo de los

demas elementos estructurales.

Los tres compuestos con mayor solubilidad carecen de potencia citotoxica, sin
embargo el cuarto compuesto con mejor solubilidad también es uno de los que tienen
mayor potencia en la linea celular Hela. Se trata del compuesto 34, que tiene un valor
de solubilidad de 56,2 pg/ ml (50 veces mas que CA-4) y tienen un valor de ICsy €n
Hela de 0,09 uM, por lo que se considera necesario continuar la sintesis de nuevos

compuestos tomando éste como referencia.
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Parte experimental: Técnicas generales

D.1. TECNICAS GENERALES

D.1.1. INSTRUMENTACION

La instrumentacién utilizada en cada caso es la que se cita a continuacion:
Puntos de fusion: BUCHI 510, en bafio de silicona y no fueron corregidos.

Espectros IR: Espectrofotometro NICOLET Impact 410, en KBr al 1 % 6 en pelicula.

Los valores de la frecuencia de absorcién se expresan en cm™.

Espectros de RMN 'H y de RMN **C: Espectrofotémetro BRUKER AC 200 (200
MHz), Varian Mercury 200 MHz, Varian Mercury 400 MHz, BRUKER DRX 400 (400
MHz), utilizando CDCIl; como disolvente, salvo indicaciéon contraria, y TMS como
referencia interna. Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en ppm y

los de las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Espectrometria de masas (IE): Espectrémetro QSTAR XL, acoplado a un HPLC.
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D.1.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia flash. Se utilizé gel de silice MERCK 60 (0,040-0,063 mm) en

proporcion 20-30 g de silice por gramo de sustancia.

Cromatografia de capa fina. Se utilizaron laminas de poliéster prefabricadas
POLYCHROM de 0,25 mm de espesor, con recubrimiento de gel de silice con
indicador fluorescente UV254. Para el revelado posterior se pulveriza con una
disolucion de acido fosfomolibdico al 10% en etanol, calentando a continuacién a

110°C durante unos segundos.

HPLC. Se utilizé6 un equipo Agilent HP Series 1100, equipado con columnas
Waters X-Terra®MS Cg (5 uM, 4,6x150mm), Waters X-Terra®MS Cig (5 uM,
4,6x150mm).

Cromatografia en capa fina preparativa (CCP). Se utilizaron placas PLC

Silica gel 60 Fy54 MERCK® con 1 mm de espesor.

D.1.3. TRATAMIENTO DE DISOLVENTES Y REACTIVOS

Tolueno. El tolueno comercial se seca sobre laminas de Na.

Cloruro de metileno. El CH,Cl, comercial se seca sobre tamiz molecular.

Hexano. El hexano comercial se destila en columna de rectificacién y se

recoge sobre CaCl,.
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DMF seca. La DMF comercial se seca sobre tamiz molecular.

Tetrahidrofurano. El THF comercial se destila inmediatamente antes de su
uso sobre laminas de Na, bajo atmésfera de argén, usando benzofenona como

indicador.
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D.2. METODOS GENERALES

2.1 METODO A. Formacion de diarilcetonas

COOH

SN Br nBuli AN

() + -
X >Ny Ar THF seco, -40° X SN Y

/

A una disolucion del derivado bromado completamente disuelto en THF seco a -
40° y en atmosfera de argon, se le anade 1 equivalente de nBuLi (1,6 M en hexano), y
se deja en agitacion una hora. Posteriormente se afiaden 0,4 equivalentes,
aproximadamente, del acido carboxilico disuelto en THF seco y se mantiene 1 h mas,
después de la cual se deja subir la temperatura hasta T? ambiente. Pasadas 24 h se
afiade formiato de etilo, EtOAc y agua. La fase organica se evapora parcialmente, se
lava con agua saturada con NaCl hasta pH neutro, se seca con Na,SO,, se filtra y se

evapora a sequedad. El producto obtenido se purifica mediante cromatografia flash.

2.2 METODO B. Reaccion de Wittig

i | 1z

nBulLi |

R P*PhsBr T XJLY ~ Ny
THF seco

Una suspensién de la sal de fosfonio en THF seco se pone en agitacion a -40° y
atmosfera de argon, y se anaden 0,67 equivalentes de nBuLi (1,6 M en hexano). Se
deja en agitacién 1 hora y posteriormente se anaden 0,33 equivalentes del compuesto
carbonilico disuelto en THF seco, y se deja que aumente la temperatura
progresivamente hasta que alcance la temperatura ambiente. A las 24 horas se anade
cloruro amoénico y EtOAc, y la fase organica se evapora parcialmente. Se extrae con
EtOAc, que se lava con agua saturada en NaCl, se afiade Na,SO, y se filtra. El

producto obtenido se purifica mediante cromatografia flash.

Para la formacién de combretastatinas la reaccidon es la misma pero se cambian

las proporciones de los reactivos:
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i | J§
nBulLi
ROPPhBr AN - Lo

X H THF seco X H X H

Se prepara una suspension de la sal de fosfonio en THF seco y se anade 1,1
equivalentes de nBuLi (1,6 M en hexano). Se deja en agitacion 1 hora y
posteriormente se afade 3 equivalentes del compuesto aldehidico, y se deja que
aumente la temperatura progresivamente hasta que alcance la temperatura ambiente.
Se obtienen mezclas de cis y trans que se separan mediante cromatografia en

columna.

2.3 METODO C. Formacion de acilhidrazonas

O O //"‘AI'
O | AN N’NH2+ CHo EtOH/agua/AcOH 0 | X N’N
H H
N~ Ar 90°C N~
S S

Se disuelve la hidrazida en una disolucion de EtOH/agua/AcOH (25:5:0,2) y se
afiade 1 equivalente del aldehido y se deja 24 h a 90°C. Se extrae con EtOAc, que se
lava con agua saturada en NaCl, se afnade Na,SO, y se filtra. El producto obtenido se

purifica mediante cromatografia flash.

2.4 METODO D. Formacion de 2,3-dihidro-1.3.4-oxadiazoles

0
(@) //——Ar >’,
0 N NN
NSO anhidrido acético o | D—Ar
- X
N~ 160°C Nl ©
2
S\
S\

Se disuelve la acilhidrazona en anhidrido acético y se pone a 160°C durante una
hora. Se vierte sobre hielo y se extrae con EtOAc, lavandose con bicarbonato sddico

hasta pH basico, y posteriormente se neutraliza con disolucion saturada de NaCl. Las
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fases organicas de secan con Na,SO,, se filiran y se evaporan a sequedad. El

producto se purifica mediante cromatografia flash.

2.5 METODO E. Formacion de oximas

o HO.

)J\ NH,OH-HCI )'N\

R MeOH/pyr Ar

Ar R

Se prepara una disolucion del compuesto carbonilico en MeOH y se afaden 10
equivalentes de clorhidrato de hidroxilamina y 4 gotas de piridina. Se pone a reflujo
durante 24 horas, se evapora el disolvente, se disuelve en CH,Cl, y se lava con agua.
La fase organica se lava con disolucién saturada de NaCl, se filtra y se evapora,

obteniendo la mezcla de oximas (E y Z).

2.6 METODO F. Reaccion de formilacién

R
POCl,

N/
N— DMF seca —

— OHC
Sobre DMF seca en tamiz molecular se afiade a 0 °C el oxicloruro de fosforo (6
mmol por cada mmol de derivado inddlico), y se mantiene en agitacion durante media
hora, tras la cual se adicionan el derivado inddlico. Dependiendo de la naturaleza de
R, se calienta a 60°C durante 2-24 h (benzoilos), o se mantiene 2 horas a temperatura
ambiente (alquenilos). Se vierte la solucién resultante sobre agua con hielo y acetato
sédico, y se deja precipitar en la nevera durante 24 horas. El precipitado se filtra, se

redisuelve en CH,Cl,, se seca con NaSQO, anhidro, se filtra y se evapora a sequedad.
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2.7 METODO G. Reduccién de acidos a alcoholes

COOH OH
B LiAIH, R B
X" N>y THF seco/0° X SNy

Se disuelve el acido en THF seco con atmésfera de argén y sobre bafo de hielo,
y a continuacién se anaden poco a poco 1,5 equivalentes de LiAlH;. Se deja
reaccionar una hora en bafo de hielo y luego se mantiene 24 horas a temperatura
ambiente. Se vierte sobre EtOAc, se seca sobre NaSO, anhidro, se filtra y se evapora

a sequedad.

2.8 METODO H. Formacion de bromoderivados

OH Br
HBr
X _— AN
B |
X N Y X N Y

Se disuelve el alcohol correspondiente en un exceso de bromuro de hidrégeno
(33% peso en acido acético) y se deja 24 h en bano de hielo. Se vierte la reaccion
sobre hielo, NaHCO; y EtOAc, y se deja en agitacion durante media hora. Se extrae
con EtOAc y la fase organica se lava con disolucién saturada de NaCl, se filtra y se

evapora.

2.9 METODO I. Preparacién de sales de fosfonio

PPh
_B 3
R B . PPhgBr

tolueno
Sobre una disolucién del derivado bromado en tolueno seco y en agitacién, se
afiaden 1,1 equivalentes de trifenilfosfina. Se mantiene en agitacién y en atmdsfera de
argon durante 24-48 horas, observandose la formacion de un precipitado. Si no se
observa precipitado se introduce la mezcla en el congelador para favorecer la
precipitacion. Se filtra, obteniendo un sdélido blanco.
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2.10 METODO J. Preparacion de carbonitrilos

/ /
N o o N
pyr
)+ AN @Q
R 130°C R
'\1 74 CN
OH

Se disuelve la oxima en piridina y se afiade un exceso de anhidrido acético. Se
deja entre 24-48 horas a 130°C. Se vierte la reaccion sobre hielo y posteriormente se
extrae con CH,CI,, se lava con HCI 2N, y posteriormente con H,CO; 5%. La fase
organica se lava con disolucién saturada de NaCl hasta pH neutro de las aguas de

lavado. Se seca con Na,SQOy, se filtra y se evapora a sequedad.

2.11 METODO K. Formacion de amidas

/ /
N O CICH,-CICH, N
Y + Q C > /
o) NH,
o

Se disuelve el derivado inddlico en 1,2-dicloroetano y se anaden 1,5
equivalentes de isocianato de clorosulfonilo. Se deja 24 horas a temperatura ambiente
y se controla la reaccién mediante CCF. Se vierte la reaccion sobre hielo y se ajusta el
pH a 8 anadiendo NaOH 4%. Se extrae con EtOAc, se lava con agua saturada en
NaCl, se anade Na,SO, y se filtra y evapora a sequedad. El producto obtenido se

purifica mediante cromatografia flash en columna.
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D.3. SINTESIS DE MATERIALES DE PARTIDA

Obtencion de acido 2,6-dicloropiridina-4-carboxilico

COOH COOH
POCI,
X > X
» Me4NCl 1
OH” N “OH clI” N7 >l

Se suspenden 45,1 g de acido citrazinico (291 mmol) y 31 g de cloruro de
tetrametilamonio (282,8 mmol) en POCI; (80ml) y esta mezcla se calienta a 90 °C
hasta la total disolucioén, tras lo cual, se aumenta poco a poco la T2 hasta alcanzar los
140 °C (temperatura del bafio) manteniendo la agitaciéon durante 24 h. La mezcla se
enfria hasta temperatura ambiente, se vierte sobre hielo y el contenido se deja en
agitaciéon durante dos horas. Los sdlidos resultantes se filtran, se lavan con agua y se
secan a vacio. El solido se resuspende en EtOAc, se agita durante 15 min, y se filtra
para retirar el material insoluble (acido citrazinico). La solucién organica se seca sobre
Na,SO, y se evapora, obteniendo 42 g (218,8 mmol, 75,2 %) de un sdélido marrén

palido que corresponde al acido 2,6-dicloropiridina-4-carboxilico.

Acido 2,6-dicloropiridina-4-carboxilico (1):

P.f.: 203-204 °C

RMN "H (DMSO-Dg) & (ppm): 7,83 (2H, s, Ar).

RMN *C (CD;0D) & (ppm): 124,0 (2xCH); 145,4 (C); 152,2 (2xC); 165,0 (C).

IR (KBr): 1547, 1596, 1724, 2600-3300 cm’

Obtencion de acido 2-cloro-6-metoxipiridina-4-carboxilico

COOH COOH
MeONa
AN - X
w MeOH |
Cl N Cl Cl N OMe
1 2
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A una disolucion de 10,3 g (53,6 mmol) de acido 2,6-dicloropiridina-4-carboxilico
(1) en MeOH (400 mL), se afiade una disolucion de MeONa/MeOH (200 mL) en
exceso. La mezcla se calienta a reflujo durante 24 h. Posteriormente se enfria hasta
temperatura ambiente, se afiade HCI hasta pH acido y se extrae con EtOAc lavando
con NaCl hasta pH neutro. La fase organica se seca sobre Na,SO,, se filtra y evapora,

obteniendo 8,1 g (43,2 mmol, 81%) de producto limpio.
Acido 2-cloro-6-metoxipiridina-4-carboxilico (2):

RMN "H (CD;0D) & (ppm): 3,83 (3H, s, OCHs); 7,10 (1H, d, J=1,1; Ar); 7,30 (1H, d,
J=1,1; Ar).

RMN "*C (CD;0OD) & (ppm): 54,5 (CHs); 109,4 (CH); 115,5 (CH); 144,3 (C); 148,1 (C);
164,1 (C); 164,6 (C).

IR (KBr): 1557, 1605, 1708, 2500-3200 cm’

Obtencion de acido 2-cloro-6-metilsulfanilpiridina-4-carboxilico

COOH COOH
.  CHsSNa N
| —_—

c” >N >cr PME ST e
1 3

Se prepara una disolucion de 7 g (36,5 mmol) de acido 2,6-dicloropiridina-4-
carboxilico (1) en DMF seca (50-100 mL), y se afiade 3,84 g (54,8 mmol) de CH;SNa y
1 g KOH, y se pone en agitacion y reflujo durante 24-48 horas. Se extrae con NaOH
hasta pH basico y después con HCI hasta pH acido y EtOAc. Se lava varias veces con
agua saturada de NaCl. La fase organica se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se
evapora, obteniendo 6,71 g (32,9 mmol; 90,1%) de acido 2-cloro-6-metilsulfanilpiridina-

4-carboxilico.
Acido 2-cloro-6-metilsulfanilpiridina-4-carboxilico (3):

RMN "H (CDs;0D) & (ppm): 2,46 (3H, s, SCHs); 7,40 (1H, d, J=1Hz, Ar); 7,54 (1H, d,
J=1Hz, Ar).

RMN "C (CD;0OD) & (ppm): 13,7 (CHa); 119,4 (CH); 120,3 (CH); 142,2 (C); 152,6 (C);
163,7 (C); 166,2 (C).

IR (pelicula): 1545, 1588, 1706, 3100 cm’”
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Obtencion de acido 2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico

COOH COOH
CH3SN3
X > X
| DMF -
Cl N SMe MeS N SMe
3 4

Se disuelven 390 mg (1,92 mmol) de acido 2-cloro-6-metilsulfanilpiridina-4-
carboxilico (3) en DMF seca (20 mL), y se afade exceso de CH;SNa. Se pone a reflujo
durante 72 h. La mezcla se enfria hasta temperatura ambiente y se evapora el
disolvente. El sélido se disuelve en agua y se acidifica hasta pH acido con HCI 2N. Se
hace extraccion liquido-liquido con EtOAc. La fase organica se recupera y se seca con
Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora, recuperandose 216 mg (1,01 mmol, 53 %) de

acido 2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico.
Acido 2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico (4):
RMN "H (CD30D) & (ppm): 2,48 (6H, s, SCHs); 7,25 (2H, s, Ar).

RMN "C (CD;0D) & (ppm): 13,4 (2xCHs); 116,5 (2xCH); 139,5 (C); 162,2 (2xC); 167,5
(C).

Obtencidon de acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico

COOH COOH
MeONa/MeOH
X > X
| — diglime | ~
Cl N SMe MeO N SMe
3 5

Se disuelven 5,53 g (27,2 mmol) de acido 2-cloro-6-metilsulfanilpiridina-4-
carboxilico (3) en diglime (50-100 mL) y se afade una mezcla saturada de
MeONa/MeOH. Se pone a reflujo 24 h en un Dean-Stark, y se controla la reaccion
mediante RMN 'H. Se va afiadiendo MeONa/MeOH segtin avanza la reaccién. Cuando
se observa la total desaparicion del material de partida por RMN 'H, se enfria la
mezcla hasta temperatura ambiente y se evapora el diglime. Se extrae con HCI 2N y

EtOAc, y después se lava con NaCl. La fase organica se seca sobre Na,SO, anhidro,
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se filtra y se evapora, recuperandose 5,10 g (25,6 mmol, 94 %) de acido 2-

metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico, que se cristaliza en EtOAc.
Acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico (5):
P.f. (EtOAc): 178-179 °C

RMN 'H (CD;OD) & (ppm): 2,47 (3H ,s, SCH,); 3,86 (3H, s, OCHs); 6,81 (1H, s, Ar);
7,16 (1H, s, Ar).

RMN "3C (CD50D) & (ppm): 13,5 (CHs); 54,3 (CHs); 106,3 (CH): 113,7 (CH); 142,6 (C);
160,3 (C); 165,6 (C); 167,4 (C).

IR (pelicula): 1557, 1597, 1703, cm”

Tratamiento del acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-carboxilico con

metanol
(0]
_O._~_-COOH o B
| MeOH - N (@)
N~ —_— = Nl
5 H,SO, =
S\ S

Se disuelven 5g (25,1 mmol) de acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-
carboxilico (5) en MeOH y se afaden 15 gotas de H,SO, y se deja 72 h a T? ambiente.
Posteriormente se afiade carbonato sédico anhidro, se filtra y evapora a sequedad
obteniendo 4,8 g (22,5 mmol: 90%) de material de partida.
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Obtencion de acido 2,6-dimetoxipiridina-4-carboxilico

COOH COCH
MeONa, MeOH . | X
| p
ol N el diglime MeO N7 OMe
1 6

Sobre una disolucion de acido 2,6-dicloropiridina-4-carboxilico (1) (4,75 g; 24,7
mmol) en diglime, se anaden 60 mL de una disolucion de MeONa en MeOH. Esta
mezcla se calienta a reflujo durante 24 h, eliminandose el metanol mediante un Dean
Stark. Posteriormente se afiade una cantidad adicional de la solucién de
MeONa/MeOH y se mantiene a reflujo durante 24 horas mas. La mezcla se enfria
hasta temperatura ambiente, se filira y se evapora. El sdélido se disuelve en agua, se
acidifica con HCI 2N y se extrae con EtOAc. La fase organica se seca sobre Na,SO,
anhidro, se filtra y se evapora, recuperandose 3,01 g (164 mmol, 66,4%) de acido 2,6-

dimetoxipiridina-4-carboxilico de color amarillento, que cristaliza en Hexano/EtOAc.
Acido 2,6-dimetoxipiridina-4-carboxilico (6):

P.f. (CH,Cly/Hex): 222-225 °C

RMN "H (CD30D) & (ppm): 3,82 (6H, s, OCHs); 6,68 (2H, s, Ar).

RMN 3C (CD50D) & (ppm): 54,1 (2xCHs); 102,1 (2xCH); 145,0 (C); 165,1 (2xC); 167,8
(C).

IR (pelicula): 3354, 1704, 1619 cm"’

EM m/z (intensidad relativa, %): 182 (100), 183 (M", 85)

Obtencion de acido 2-(dimetilamino)-6-metoxipiridina-4-carboxilico

|
0 N COOH _0O N COOCH _N N COOH
| NHMe, | |
N~ _ > N__~ + N_—

2 Cl N7 NL

70% 30%
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Se disuelven 680 mg (3,62 mmol) de acido 2-cloro-6-metoxipiridina-4-carboxilico
(2) en una disolucién de dimetilamina en EtOH al 33% (10 mL) y se mantiene a reflujo
durante 24 h. Se obtienen 855 mg de crudo de reacciéon que contiene en un 70%
aproximadamente el producto esperado, y en un 30 % se obtiene el producto de

disustitucion.
Acido 2-(dimetilamino)-6-metoxipiridina-4-carboxilico (7):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 7H) 2,68 (6H, s, NMe,); 3,94 (3H, s, OCHs); 7,12
(1H, d, J=1,0; pyr); 7,37 (1H, d, J=1,0; pyr).

Obtencién de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-ilYmetanol

COOH OH
| X LiAIH, - | X

Sg SN s THF seco/0° S N s
4 8

Siguiendo el método G, se disuelven 1,098 g (5,10 mmol) de &cido 2,6-
bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico (4) en THF seco (50 mL), y se afiaden 290 mg
(7,64 mmol) de LiAlH,4. Se purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente
Hexano/EtOAc (9:1) y se obtienen 5904 mg (2,93 mmol; 58%) de (2,6-

bis(metilsulfanil)piridin-4-il)metanol.
(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)metanol (8):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 8H) 2,57 (6H, s, SCHs); 4,58 (2H, s, CH,); 6,84
(2H, s, pyr).

RMN "C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 8C) 13,4 (2xCHs); 63,0 (CH,); 113,8 (2xCH);
150,3 (C); 159,5 (2xC).

IR (pelicula): 1539, 1581, 3351 cm’
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Obtencion de 4-(bromometil)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina

PBrs/eter seco

OH YR Br
| N HBr |\\
Z - =
SN NN s
8 9

Se disuelven 584 mg (2,90 mmol) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)metanol (8)
en éter seco (50 mL) a -40°C y se anaden 304 pL (3,219 mmol) de tribromuro de
fésforo y se deja en agitacion durante una hora. Posteriormente se vierte sobre una
disolucién de NaHCOg; al 5% y se extrae con EtOAc. Las fases organicas se lavan con
agua saturada en NaCl, se filtra y se evapora a sequedad, obteniendo 360 mg (1,79

mmol; 62%) de material de partida sin reaccionar.

Siguiendo el método H se disuelven 360 mg (1,79 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)metanol en exceso de bromuro de hidrégeno (10-20 mL) en
acido acético. Se extrae con EtOAc y la fase organica se lava con disolucion saturada
de NaCl, se filtra y se evapora. Se obtienen 405 mg (1,53 mmol; 86%) de 4-
(bromometil)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina, que se utiliza sin purificar para la formacion

de la sal de fosfonio.
4-(bromometil)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina (9):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 9H) 2,59 (6H, s, SCHs); 4,25 (2H, s, CH,); 6,87
(2H, s, pyr).

RMN *C (CDCl;) 8 (ppm): (Espectro 9C) 13,2 (2xCH3); 30,5 (CH,); 116,4 (2xCH);
146,0 (C); 156,0 (2xC).

IR (pelicula): 1431, 1540, 1581 cm”’

Obtencion de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-ilmetiltrifenilfosfonio

Br PPh;Br
PPh,
| [
> tolueno
NN s Y
9 10
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Se disuelven 355 mg (1,34 mmol) de 4-(bromometil)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina
(9) en tolueno (30 mL) y se afiaden 408 mg (1,56 mmol) de trifenilfosfina siguiendo el
método I. Se obtienen 323 mg (0,61 mmol; 46%) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-

il)metiltrifenilfosfonio.
(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)metiltrifenilfosfonio (10):

RMN 'H (CDCI3) 6 (ppm): (Espectro 10H) 2,39 (6H, s, SCHj3); 5,65 (2H, d, J=16,8;
CHy); 6,72 (2H, s, pyr); 7,80 (15H, m, Ph3)

IR (pelicula): 1435, 1535, 1574 cm’™

Obtencion de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-ilYmetanol

COOH OH
B LAH, B
Ng NP 0~ THF seco/0° Ng SN o7
5 11

Siguiendo el método G, se disuelven 1,127 g (5,66 mmol) de acido 2-
metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico (5) en THF seco (50 mL), y se ahaden 322
mg (8,48 mmol) de LiAlH,. Se obtienen 875mg (4,72 mmol; 83%) de (2-metilsulfanil-6-
metoxipiridin-4-il)metanol.

(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanol (11):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 11H) 2,52 (3H, s, SCH3); 3,91 (3H, s, OCHs); 4,55
(2H, s, CHy); 6,35 (1H, s, pyr); 6,71 (1H, s, pyr).

RMN "3C (CDCls) § (ppm): (Espectro 11C) 13,3 (CHs); 53,5 (CHs); 63,1 (CH.); 102,3
(CH): 111,0 (CH); 153,4 (C); 157,4 (C); 163,9 (C).

IR (pelicula): 1455, 1559, 1598, 3305, 3347, 3392 cm’’
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Obtencion de 4-(bromometil)-2-metilsulfanil-6-metoxipiridina

OH Br
HBr
[ - B
Z
SN0 NN
11 12

Se disuelven 875 mg (4,72 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanol
(11) en exceso de bromuro de hidrégeno en acido acético (10-20 mL) siguiendo el
meétodo H. Se obtienen 984 mg (3,97 mmol; 84%) de 4-(bromometil)-2-metilsulfanil-6-

metoxipiridina.
4-(bromometil)-2-metilsulfanil-6-metoxipiridina (12):

RMN "H (CDCl3) 8 (ppm): (Espectro 12H) 2,53 (3H, s, SCH3); 3,92 (3H, s, OCHs); 4,98
(2H, s, CHy); 6,34 (1H, s, pyr); 6,70 (1H, s, pyr).

RMN "C (CDCl5) & (ppm): (Espectro 12C) 12,9 (CHs); 53,2 (CHj;); 64,0 (CH,); 103,3
(CH); 111,5 (CH); 147,9 (C); 157,7 (C); 163,8 (C).

IR (pelicula): 1456, 1559, 1601 cm’™

Obtencion de bromuro de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-

iNmetiltrifenilfosfonio

Br PPhsBr
PPhs
| [
= tolueno
SN o7 s N o
12 13

Se disuelven 985 mg (3,97 mmol) de 4-(bromometil)-2-metilsulfanil-6-
metoxipiridina (12) en tolueno (30 mL) y se anaden 1,206 g (4,37 mmol) de
trifenilfosfina siguiendo el método |I. No se produce la precipitacién de la sal de
fosfonio, por lo que se afaden otros 1,206 g (4,37 mmol) de trifenilfosfina. Se obtienen
375 mg (0,73 mmol; 19%) de bromuro de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-

il)metiltrifenilfosfonio.
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Bromuro de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-ilymetiltrifenilfosfonio (13):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 13H) 2,13 (3H, s, SCH3); 3,78 (3H, s, OCHs); 5,50
(2H, d, J=16,2; CHy); 6,27 (1H, s, pyr); 6,54 (1H, s, pyr); 7,70 (15H, m, Phj).

Obtencion de N-metil-1H-indol-5-carbaldehido

H NaOH/Mel N
: 14
OHC/©/\/) n—Bu4N+/HSO4' OHC/©/\/)

Se prepara una disolucién de 1,56 g (10,8 mmol) de 1H-indol-5-carbaldehido en

CHCl,, a la cual se anaden 0,86 g (21,6 mmol) de NaOH y 20 mg de hidrogenosulfato
de tetrabutilamonio y se mantiene en agitacion. Después de 1 hora en agitacion se
afiaden 2 mL (32,3 mmol) de iodometano. Se deja reaccionar 48 h a temperatura
ambiente. El crudo de reaccién se lava con una disolucion saturada de NaCl hasta pH
neutro. La fase organica, se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra, y se evapora a
vacio, obteniendo 1,60 g (93%) de N-metil-1H-indol-5-carbaldehido.

N-metil-1H-indol-5-carbaldehido (14):

RMN "H (CDCl3) 5 (ppm): 3,76 (3H, s, CHs): 6,55 (1H, d, J=3,3; Ha); 7,10 (1H, d, J=3,3;
H.): 7,41 (1H, d, J=8,8; H,); 7,80 (1H, dd, J=8,8; J=1,9; He); 8,05 (1H, d, J=1,9; Ha);
9,92 (1H, s, CHO).

RMN "3C (CDCls) § (ppm): 32,6 (CHs); 103,1 (CH); 109,8 (CH): 121,4 (CH): 126,1 (CH);
128,2 (C); 129,1 (C); 130,9 (CH); 139,8 (C); 192,3 (CHO).

Obtencion de 5-bromo-N-metil-1H-indol

o NaOH/Mel N
g 15
Br/©;/) n-BusN*/HSO, Br/@/)

Se prepara una disolucion de 9 g (45,9 mmol) de 5-bromo-1H-indol en CH,CI, (90

mL), a la cual se afiaden 6 g (150 mmol) de NaOH y 3 espatulas de hidrogeno sulfato

de tetrabutilamonio y se mantiene en agitacién. Después de 1 hora en agitacion se

afiaden 3 mL (50,7 mmol) de iodometano. Se deja reaccionar 72 h a temperatura
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

ambiente. El crudo de reaccién se lava con una disolucion saturada de NaCl hasta pH
neutro. La fase organica, se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra, y se evapora a
vacio, obteniendo 9,21 g (43,8 mmol, 95%) de 5-bromo-N-metil-1H-indol, que cristaliza

en éter/hexano.
5-bromo-N-metil-1H-indol (15):

RMN 'H (CD;0D) & (ppm): 3,76 (3H, s, CHs): 6,44 (1H, da, J=2,7; Hs); 7,05 (1H, d,
J=2,7; H,): 7,19 (1H, d, J=8,8; H;): 7,29 (1H, dd, J=8.8; J=1,8; He); 7,77 (1H, d, J=1,8;
H,).

RMN ®C (CDCl3) & (ppm): 32,8 (CHs); 100,8 (CH); 111,2 (CH); 112,9 (C); 123,4 (CH);
124,3 (CH); 130,5 (CH); 130,5 (C); 135,6 (C).

IR (pelicula): 1051, 793, 775 cm™

Obtencion de 5-bromo-1-metil-1H-indol-3 carbaldehido

/ /
/@EN) POCI; N
—_—
Br / DMF seca Brm
15 16 CHO

Se disuelven 6,83 g (32,52 mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-indol (15) en DMF seca
(20 mL), y se anaden 4,5 mL (48,8 mmol) de POCI; siguiendo el método F. Se
obtienen 5,835 g (24,5 mmol; 75%) de un precipitado de 5-bromo-1-metil-1H-indol-3

carbaldehido.
5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (16):

RMN 'H (CDCI3) 8 (ppm): (Espectro 16H) 3,87 (3H, s, NCH3); 7,23 (1H, da; J=8,6; H);
7,46 (1H, dd, J=2,0; J=8,6; He); 7,67 (1H, s, Hy); 8,47 (1H, d, J=2,0; H,); 9,96 (1H, s,
CHO).
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Obtencion de las oximas del 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido

/ /
N NH,OHHCI N
% Y.
Br MeOH/pyr Br
CHO
16 17 N
OH

Siguiendo el método E , se disuelven 1,164 g (4,89 mmol) de 5-bromo-1-metil-
1H-indol-3-carbaldehido (16) en MeOH (20 mL), y se afiaden 3,8 g (54,7 mmol) de
clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen 1,164 g (4,60 mmol; 94%) de mezcla de

oximas, en proporcion (6:4), que cristalizan en Hexano/EtOAc.
Oximas del 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (17):
P.f. ( Hex/EtOAc): 134-135 °C

RMN "H (CDCl5) & (ppm): (Espectro 17H) 3,78 (3H, s, NCHs); 3,84 (3H, s, NCHs); 7,16-
7-40 (m): 7,71 (1H, s); 7,89 (1H, d, J=1,6); 8,22-8,27 (m).

IR (pelicula): 1422, 1467, 1520, 1636 cm’”

Obtencidn de 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo

/ /
N O O N
pyr
Br 130°C Br
17 N7 18 ON
OH

Se disuelven 136 mg (0,54 mmol) de las oximas del 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (17) en piridina (10 mL) y se anade 72 mL de anhidrido acético siguiendo
el método J. Se obtiene 110 mg (0,47 mmol; 87%) de 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-

carbonitrilo.
5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo (18):

RMN 'H (CDCI3) 8 (ppm): (Espectro 18H) 3,84 (3H, s, NCH3); 7,24 (1H, da; J=9,0; H);
7,40 (1H, dd, J=2,0; J=9,0; Hg); 7,52 (1H, s, H,); 7,84 (1H, d, J=2,0; H,).

HRMS: Calculado (M+Na) 256,9690. Obtenido (C1,H;BrN,Na) 256,9679.
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Obtencion de yoduro de metiltrifenilfosfonio

PPhy + _
CH3l —— CH3PPhasl
tolueno 19

Se prepara una disolucion de 10 mL (169 mmol) de yoduro de metilo en tolueno
seco y se afnaden 10 g (38 mmol) de trifenilfosfina disuelta en tolueno seco. Se deja
reaccionar 24 h a temperatura ambiente en agitacion. Se forma un precipitado de color
blanco, que se filtra en un Buchner obteniendo yoduro de metiltrifenilfosfonio de forma

cuantitativa.

Obtencion de 4-bromo-1-metoxi-2-nitrobenceno

HNOy/CH,Cl, Hielo NO>

o Jou QO\
Br HNO4/H,SO, Hielo Br NO, Br NO,

= 20

Se disuelven 5 g (26 mmol) de 4-bromoanisol en CH,Cl, (30 mL) en bafio de
hielo y se afade poco a poco 4,6 mL (61 mmol) de HNO; al 60% y se controla el
avance de la reaccién mediante CCF. No se observa avance de la reaccion ni en placa
ni en RMN "H.

Se repite la reaccion disolviendo 5 g (26 mmol) de 4-bromoanisol en H,SO, (10
mL) y se adiciona lentamente 2,02 mL (26 mmol) de HNO; al 60%. Se controla por
placa, y cuando se ve que ha avanzado por completo se vierte la reaccidn sobre vaso
con hielo y se filtra a vacio obteniendo un precipitado que se redisuelve con EtOAc y
se afade carbonato sodico para eliminar el H,SO,. Se realiza extraccion con EtOAc, y
se lava la fase organica, hasta neutralidad, con una disolucion saturada de NaCl. Se
seca con Na,SO,, se filtra y se evapora a sequedad obteniendo 5-bromo-2-metoxi-1,3-

nitrobenceno.
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

5-bromo-2-metoxi-1,3-nitrobenceno (20):
RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 20H) 4,07 (3H, s, OCHs); 8,17 (2H, s, Ar)

RMN ®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 20C) 65,1 (2xCHs); 115,9 (2xC); 127,3 (C); 132,1
(2xCH): 140,1 (C).

Obtencidn de 2-metilsulfanil-6-metoxipiridinacarbohidrazida

o)
o) COOH
- X
| NH,NH, T T
N~ R NI H
5 EDCI, 4-DMAP = 01
S
~ S

~

Se prepara una disoluciéon de 2 g (13,16 mmol) de acido 2-cloro-6-metoxipiridina-
4-carboxilico (5); 5,045 g (26,32 mmol) de EDCI; y 804 mg (6,48 mmol) de 4-DMAP en
CH.CI, y se deja en agitacion durante una hora, tras la cual se adiciona sobre una
disolucién de 3,19 mL (65,8 mmol) de hidrazina en CH,Cl, y se deja en agitacion a
temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente se evapora el CH,Cl,, se disuelve
en EtOAc y se extrae con NaOH 4%, con HCI 2N y posteriormente se neutraliza con
NaHCO; al 5%. La fase organica se lava con agua saturada en NaCl, se afade
Na,SO,, se filtra y se evapora obteniendo 1,576 g (7,39 mmol; 56%) de 2-metilsulfanil-

6-metoxipiridinacarbohidrazida.
2-metilsulfanil-6-metoxipiridinacarbohidrazida (21):

RMN 'H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 21H) 2.00 (2H, s, NH,); 2,51 (3H, s, SCH3); 3,90
(3H, s, OCH5); 6,68 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,05 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,89 (1H, s, NH>).

RMN *C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 21C) 13,4 (CHs); 53,9 (CH3); 103,0 (CH); 110,9
(CH); 142,6 (C); 159,2 (C); 164,2 (C); 166,7 (C).

IR (pelicula): 1422, 1454, 1549, 1645, 3309 cm™

HRMS: Calculado (M+Na) 236,0470. Obtenido (CsH11N3NaO,S) 236,0468.
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Obtencion de N’ -(4-(dimetilamino)benciliden)-2-metilsulfanil-6-

metoxipiridinacarbohidrazida

/
i o~
o) _NH, 7 \

NN N OHC\©\ EtOH/H,0/AcOH O~~~ N
|
N~ N~ reflujo N~ H

22
S 20 |
~ S\

Se disuelven 437 mg (2,05 mmol) de 2-metilsulfanil-6-
metoxipiridinacarbohidrazida (200 y 306 mg (2,05 mmol) de 4-
(dimetilamino)benzaldehido, en una disolucion de 30 mL de EtOH/agua/AcOH
(25:5:0,2) siguiendo el método C. Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando
como eluyente Hexano/EtOAc (1:1) y se recogen 264 mg (0,77 mmol; 37 %) de N'-(4-

(dimetilamino)benciliden)-2-metilsulfanil-6-metoxipiridinacarbohidrazida.

N’-(4-(dimetilamino)benciliden)-2-metilsulfanil-6-metoxipiridinacarbohidrazida
(22):

P.f. (Hex/EtOAc): 188-190°

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 22H) 2,53 (3H, s, SCH5); 2,98 (6H, s, NMe,); 3,93
(3H, s, OCH3); 6,63 (2H, d, J=8,6; Ar); 6,79 (1H, s, pyr); 7,15 (1H, s, pyr); 7,57 (2H, d,
J=8,6; Ar); 8,19 (1H, s, CH).

RMN **C (CDCIls) 8 (ppm): (Espectro 22C) 13,5 (CHs); 40,4 (2xCHs); 53,9 (CH3); 103,4
(CH); 111,3 (CH); 112,0 (2xCH); 121,3 (C); 129,6 (2xCH); 143,9 (C); 150,7 (CH); 151,8
(C); 159,1 (C); 162,3 (C); 164,2 (C).

IR (KBr): 1451, 1529, 1548, 1592, 1648 cm”’

HRMS: Calculado (M+Na) 367,1205. Obtenido (C47H20N4NaO,S) 367,1213.
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Obtencion de 2-metoxi-N"-(4-metoxibenciliden)-6-

(metilsulfanil)piridinacarbohidrazida

i ~)°
(0]
0 _NH, 7 \

YN N OHC\©\ EtOH/H,0/AcOH O~~~ ~y-N
N~ ~ ; ! H
20 o reflujo N~ 23
S S

~

Se disuelven 473 mg (2,22 mmol) de 2-metilsulfanil-6-
metoxipiridinacarbohidrazida (20) y 0,26 mL (2,14 mmol) de anisaldehido, en una
disolucién de 30 mL de EtOH/agua/AcOH (25:5:0,2) siguiendo el método C. Se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (1:1) y se
recogen 174 mg (0,63 mmol; 25 %) de 2-metoxi-N’-(4-metoxibenciliden)-6-

(metilsulfanil)piridinacarbohidrazida, que se cristaliza en MeOH.
2-metoxi-N"-(4-metoxibenciliden)-6-(metilsulfanil)piridinacarbohidrazida (23):
P.f. (MeOH): 175°

RMN 'H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 23H) 2,55 (3H, s, SCHs); 3,82 (3H, s, OCH,); 3,95
(3H, s, OCH3); 6,76 (1H, s, pyr); 6,87 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,13 (1H, s, pyr); 7,65 (2H, d,
J=8,6; Ar); 8,25 (1H, s, CH).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): Espectro (23C) 13,4 (CHs); 53,8 (CHs); 55,3 (CHs); 103,7
(CH): 111,5 (CH); 114,1 (2xCH): 126,1 (C); 129,5 (2xCH); 143,4 (C); 150,6 (CH); 158,9
(C): 161,6 (C); 163,0 (C); 164,1 (C).

IR (KBr): 1422, 1457, 1512, 1549, 1604, 1652 cm”

HRMS: Calculado (M+Na) 354,0888. Obtenido (C1sH17N3NaO3S) 354,0889.
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Parte experimental: Sintesis de materiales de partida

Obtencion de 2-metilsulfanil-N"-((1-metil-1H-indol-5-ilYmetiliden)-6-

metoxipiridinacarbohidrazida

e) /
o) NH 0 / \
NN TN 2 N OHC EtOHH,0/AcOH O~~~ N =
|
N~ _ reflujo N~ H
20 N
S — 24

Se disuelven 382 mg (1,79 mmol) de 2-metilsulfanil-6-

metoxipiridinacarbohidrazida (20) y 285 mg (1,79 mmol) de 1-metil-1H-indol-5-
carbaldelhido, en una disolucién de 30 mL de EtOH/agua/AcOH (25:5:0,2) siguiendo el
método C. Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (1:1) y se recogen 103 mg (0,29 mmol; 16 %) de 2-metilsulfanil-N"-((1-
metil-1H-indol-5-il)metiliden)-6-metoxipiridinacarbohidrazida.
2-metilsulfanil-N"-((1-metil-1H-indol-5-il)metiliden)-6-
metoxipiridinacarbohidrazida (24):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 24H) 2,57 (3H, s, SCHs); 3,79 (3H, s, NCH5); 3,96
(3H, s, OCHj3); 6,50 (1H, d, J=3,2, H3); 6,78 (1H, s; pyr); 7,06 (1H, d, J=3,2, Hy); 7,15
(1H, s; pyr); 7,31 (1H, da, J=8,9; Hy); 7,80 (1H, da, J= 8,9; He); 7,87 (1H, s; H,); 8,36
(1H, s, CH).

RMN ™C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 24C) 13,4 (CHs); 32,9 (CHs); 53,9 (CHs); 102,0
(CH); 103,6 (CH); 109,8 (CH); 111,5 (CH); 120,5 (CH); 123,0 (CH); 125,0 (C); 128,2
(C); 129,7 (CH); 138,0 (C); 143,7 (C); 152,3 (CH); 158,9 (C); 162,8 (C); 164,1 (C).

IR (pelicula): 1405, 1459, 1648 cm™

HRMS: Calculado (M+Na) 377,1048. Obtenido (C1sH1sN:Na0,S) 377,1043.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

D.4. SINTESIS DE COMPUESTOS CON UN ATOMO EN
EL PUENTE

D.4.1. SINTESIS DE COMPUESTOS CON p-METOXIFENILO

Obtencidon de (2,6-dicloropiridin-4-il)(4-metoxifenilymetanona

0

cl N COOH  Br nBuLi Cl N
_—
N~ o~  THF seco N~ o
Cl 1 ] 25

Sobre una disolucién de 8,2 mL (65 mmol) de 4-bromoanisol en THF seco (20
mL) se afiaden 41 mL (65 mmol) de nBuLi 1,6 M en hexano siguiendo el método A.
Posteriormente se afiaden 5 g (26 mmol) de acido 2,6-dicloropiridina-4-carboxilico (1)
disuelto en THF seco (20 mL). Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando
como eluyente Hexano/EtOAc (95:5) y se recogen 1,234 g (4,4 mmol; 17%) de (2,6-

dicloropiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona.
(2,6-dicloropiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (25):

RMN 'H (CDCI3) 6 (ppm): (Espectro 25H) 3,88 (3H, s, OCHy3); 6,97 (2H, d, J=8,6; Ar);
7,44 (2H, s; pyr); 7,76 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN 'C (CDCI3) & (ppm): (Espectro 25C) 55,7 (CH3); 114,3 (2xCH); 122,2 (2xCH);
127,7 (C); 132,7 (2xCH); 150,7 (2xC); 151,0 (C); 164,6 (C); 190,6 (C).

IR (pelicula): 1418, 1443, 1456, 1530, 1589, 1656 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 282,0089. Obtenido (C43H1oCI.NO,) 282,0080.
HPLC: Columna Cg tg: 16,60 min.

Columna C5 tg: 17,99 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 2,6-dicloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)piridina

o)
Cl
° D 4 CHyPPhsl nBuli B
3PPh3l —— N
N~ o~ 19 THF seco = o~
cl 25 Cl 26

A 266 mg (0,66 mmol) de yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20
mL) a -40°C y en atmésfera de argon, se anaden 0,27 mL (0,43 mmol) de nBuLi 1,6 M
en hexano segun el método B. Posteriormente se afiaden 62 mg (0,22 mmol) de (2,6-
dicloropiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (25) disueltos en THF seco (10 mL). Se
purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2)

obteniendo 20 mg (0,07 mmol; 32%) de 2,6-dicloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)piridina.
2,6-dicloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)piridina (26):

RMN "H (CDCls;) & (ppm): (Espectro 26H) 3,85 (3H, s, OCHs); 5,54 (1H, s; CH,); 5,60
(1H, s; CHy); 6,90 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,19 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,21 (2H, s; pyr).

RMN ®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 26C) 55,4 (CHy): 114,1 (2xCH); 117,5 (CH.);
122,1 (2xCH); 129,3 (2xCH); 131,1 (C); 145,6 (C); 150,7 (2xC); 155,0 (C); 160,1 (C).

IR (pelicula): 1418, 1459, 1519, 1578, 1606 cm’”

HRMS: Calculado (M+Na) 302,0115 (100%), 304,0086 (63,9%). Obtenido
(C14H11CI2NNaO) 304,1926

HPLC: Columna Cg tr: 20,15 min.

Columna C5 tr: 21,53 min.

Obtencion de las oximas de (2,6-dicloropiridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona

o HO.
“ N NHOoHHCI _ © N l
N~ o~ MeOH/pyr N~ o~
Cl 25 cl 27
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Siguiendo el método E, se disuelven 156 mg (0,55 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-
il)(4-metoxifenil)metanona (25) en MeOH (10 mL) y se afiaden 384 mg (5,53 mmol) de
clorhidrato de hidroxilamina. Se cristaliza en una mezcla de Hexano/CH,Cls,
obteniendo 70 mg (0,24 mmol; 43%) de cristales del isémero Z y 61 mg (0,20; 37%) de

aguas madres con una mezcla de los dos isomeros de la oxima (Z+E).
Oxima de (2)-(2,6-dicloropiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (272):
P.f. (Hex/CH,Cl,): 171-175 °C

RMN "H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 27ZH) 3,84 (3H, s, OCH5); 6,89 (2H, d, J=8,9; Ar);
7,27 (2H, s; pyr); 7,34 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 27ZC) 55,5 (CHs); 114,3 (2xCH); 123,0 (2xCH);
126,0 (C); 128,9 (2xCH); 146,3 (C); 150,9 (2xC); 153,5 (C); 161,5 (C).

IR (KBr): 1513, 1529, 1583, 1603, 3282 cm"

HRMS: Calculado (M+H) 297,0198. Obtenido (C43H1CI2N,0,) 297,0176.
HPLC: Columna Cg tg: 14,71 min tg: 15,59 min.

Oxima de (E)-(2,6-dicloropiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (27E):

RMN "H (CDCls) 3 (ppm): (Espectro 27ZEH) 3,87 (3H, s, OCHs); 7,01 (2H, d, J=8,9;
Ar); 7,34 (2H, d, J=8,9; Ar). 7,35 (2H, s; pyr).

RMN '3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 27ZEC) 55,5 (CHs); 114,2 (2xCH); 121,5 (2xCH);
122,0 (C); 130,9 (2xCH); 149,8 (C); 150,8 (2xC); 153,9 (C): 160,8 (C).

IR (pelicula): 1527, 1580, 1603, 3265 cm’”

Obtencion de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona

0 | X COOH  Br nBulLi 0 I AN
—_— >
N~ o~  THF seco N~ o
2 g

cI 28

Siguiendo el método A, se prepara una disolucién de 11,3 mL (90,3 mmol) de 4-
bromoanisol en THF seco (30 mL), se anaden 56,6 mL (90,6 mmol) de nBuLi 1,6 M en

hexano y se deja media hora en agitacion. A continuacién se afiaden 6,8 g (36,3
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

mmol) de acido 2-cloro-6-metoxipiridina-4-carboxilico (2) disuelto en THF seco (25
mL). El producto obtenido se purifica mediante una cromatografia flash, utilizando
como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) y se recogen 5,947 g (21,4 mmol; 59%) de (2-

cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona.
(2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (28):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 28H) 3,85 (3H, s, OCHs); 3,95 (3H, s, OCHs); 6,82
(1H, d, J=1,1; pyr); 6,92 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,08 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,77 (2H, d, J=8,9;
Ar).

RMN C (CDCls) & (ppm): (Espectro 28C) 54,6 (CHs); 55,7 (CH3); 109,1 (CH); 114,1
(2xCH); 115,6 (CH); 128,3 (C); 132,7 (2xCH); 149,0 (C); 150,7 (C); 164,0 (C); 164,3
(C); 192,2 (C).

IR (pelicula): 1427, 1460, 1545, 1598, 1661 cm™"
HRMS: Calculado (M+H) 278,0584. Obtenido (C14H+;CINO3) 278,06086.

HPLC: Columna C45 tr: 19,34 min.

Obtencion de 2-cloro-6-metoxi-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)piridina

O
o
- B 1 CHypPhy MU D
sPPhyl ————— N
N~ o~ 19 THF seco = o~
Cl 28 Cl 29

A 2,15 g (5,33 mmol) de yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20-30
mL) a -40°C y en atmésfera de argon, se afnaden 2,23 mL (3,57 mmol) de nBuLi 1,6 M
en hexano segun método B. Posteriormente se anaden 495 mg (1,78 mmol) de (2-
cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (28) disueltos en THF seco (10 mL).
Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc
(97:3), y a 79 mg de una mezcla de dos compuestos, se realiza una CCP con
Hexano/EtOAc (9:1), y se obtienen 10 mg (0,036 mmol; 2%) de 2-cloro-6-metoxi-4-(1-
(4-metoxifenil)vinil)piridina (29), v 4 mg (0,015 mmol; 0,8%) del compuesto
dimetoxilado (30).
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o 30

El bajo rendimiento se debe a que la sal de fosfonio se encontraba humeda.
2-cloro-6-metoxi-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)piridina (29):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 29H) 3,83 (3H, s, OCHs); 3,95 (3H, s, OCHs); 5,47
(1H, s; CHy); 5,51 (1H, s; CHy); 6,60 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,86 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,88
(2H, d, J=8,6; Ar); 7,21 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN *C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 29C) 54,1 (CHs); 55,3 (CH3); 108,3 (CH); 113,8
(2xCH); 115,8 (CH); 115,8 (CH,); 129,2 (2xCH); 131,8 (C); 146,5 (C); 148,3 (C); 154,6
(C); 159,7 (C); 164,1 (C).

IR (pelicula): 1460, 1513, 1539, 1600 cm™

HRMS: Calculado (M+H) 276,0791. Obtenido (C15H1sCINO;) 276,0840.
HPLC: Columna C45 tr: 22,92 min.
2,6-dimetoxi-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)piridina (30):

RMN "H (CDCls) 8 (ppm): (Espectro 30H) 3,83 (3H, s, OCHs); 3,91 (6H, s, OCH,); 5,43
(1H, s; CHy); 5,45 (1H, s; CHy); 6,27 (2H, s; pyr); 6,86 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,24 (2H, d,
J=8,6; Ar).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 30C) 53,6 (2xCHj3); 55,3 (CH3); 100,7 (2xCH);
113,6 (2xCH); 114,6 (CH,); 129,2 (2xCH); 132,5 (C); 147,6 (C); 159,2 (C); 159,5 (C);
163,2 (2xC).

IR (pelicula): 1451, 1554, 1609 cm"’
HRMS: Calculado (M+H) 272,1287. Obtenido (C1sH:sNO3) 272,1393.

HPLC: Columna C4g tr: 22,57min.
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Obtencion de las oximas de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona

N
0 |
At NH,0HHCl O N
NP o~ MeOH/pyr N A~ o~
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Se disuelven 324 mg (1,17 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (28) en MeOH (20 mL) y se afiaden 90 mg (1,30 mmol) de
clorhidrato de hidroxilamina, siguiendo el método E. Se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (7:3) obteniendo 319 mg
(1,09 mmol; 93%) de mezcla de oximas, que cristalizan en Hex/CH,Cl,, obteniendo

cristales del isémero E.
Oximas de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (31ZE):
P.f. ( Hex/CH,Cl,): 113-115°

RMN 'H (CDCI5) & (ppm): (Espectro 31EH) 3,87 (3H, s, OCHs); 3,93 (3H, s, OCHs);
6,66 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,98 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,08 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,34 (2H, d,
J=8,6; Ar). Isbmero E

RMN "3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 31ZEC) 54,3 (CHs); 55,5 (CHs); 108,6 (CH); 109,4
(CH): 113,9 (2xCH); 114,1 (2xCH); 115,0 (CH); 116,3 (CH); 122,6 (C); 128,9 (CH);
131,0 (2xCH): 148,7 (C); 149,0 (C); 155,1 (C); 162,0 (C); 164,1 (C). Mezcla de

isdbmeros (Z+E).
IR (KBr): 1417, 1462, 1514, 1541, 1604, 3270 cm’”

HPLC: Columna C4g tg: 17,58 min.
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Obtencion de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxi-3-nitrofenil)metanona

a)

b)

c)

O

~N O\

O HNO3 0O NO,

Y

|\ 28 |\ 32

o N S0 N

Se disuelven 100 mg (0,36 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (28) en CH,Cl, (10 mL) y se anaden 0,27 mL (0,36 mmol)
de HNO; al 60% y se pone a reflujo 40° sin verse avance de la reaccion
mediante CCF.

Se repite la reaccién diluyendo 300 mg (1,08 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-
4-il)(4-metoxifenil)metanona (28) en H,SO, (3-5 mL) en bafio de hielo, y
posteriormente se anaden 0,4 mL de una dilucién 1:5 de HNO3; en CH,ClI, (1,08
mmol). A los 5 minutos se vierte sobre carbonato sddico anhidro y CH,Cl,, se

filtra y se evapora a sequedad obteniendo el derivado dinitrado (33):

NO,
O\
o)
NO,
X
| 33
s
SO0TONT el

Se diluye 1,06 g (3,82 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4
metoxifenil)metanona (28) en H,SO,4 (5 mL) en bano de hielo, y se afade
posteriormente 1,04 mL de una dilucién 1:5 de HNO; en agua (3,82 mmol); con
las mismas condiciones descritas anteriormente obteniendo una mezcla de
material de partida (28), compuesto mononitrado (32) y compuesto dinitrado
(33). Esta mezcla se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como
eluyente Hexano/EtOAc (8:2) y se obtienen 677 mg (2,10 mmol; 55%) de (2-
cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxi-3-nitrofenil)metanona (32) y 397 mg de
mezcla de material de partida (28) y compuesto dinitrado (33). Se cristaliza en
EtOAc obteniendo 279 mg de cristal.
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(2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxi-3-nitrofenil)metanona (32):
P.f. (EtOAc): 100°

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 32H) 3,98 (3H, s, OCHs); 4,06 (3H, s, OCHs); 6,83
(1H, d, J=1,1; pyr); 7,11 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,20 (1H, da, J=8,9; Hs); 8,03 (1H, dd,
J=2,8; J=8,9; Hp); 8,27 (1H, d, J=2,8; H,)

RMN *C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 32C) 54,6 (CHs); 57,1 (CH3); 109,0 (CH); 113,7
(CH); 115,1 (CH); 127,6 (CH); 127,6 (C); 135,9 (CH); 139,2 (C); 148,9 (C); 149,2 (C);
156,7 (C); 164,0 (C); 190,3 (C).

IR (KBr): 1421, 1463, 1536, 1608, 1670 cm"

HRMS: Calculado (M+Na) 345,0254. Obtenido (C14H11CIN,OsNa) 345,0262.
HPLC: Columna C45 tg: 19,79 min.
(2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxi-3,5-dinitrofenil)metanona (33):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 33H) 4,01 (3H, s, OCH5); 4,14 (3H, s, OCHs); 6,85
(1H, d, J=1,1; pyr); 7,14 (1H, d, J=1,1; pyr); 8,42 (2H, s; Ar).

RMN '¥C (CDCls) & (ppm): (Espectro 33C) 55,7 (CHa); 65,9 (CHa); 109,9 (CH); 115,7
(CH); 130,8 (2xCH); 130,8 (2xC); 131,6 (C); 145,8 (C); 147,8 (C); 151,0 (C); 165,2 (C);
189,6 (C).

Obtencion de (3-amino-4-metoxifenil)(2-cloro-6-metoxipiridin-4-
imetanona
o\ o\
o) Fe o)
N02 > NH2
EtOH/AcOH/H,0
| X 32 | N 34
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Se prepara una mezcla de 5 mL de etanol, acido acético y agua en proporcion
2:2:1 y se anade una gota de HCI 37%, 65 mg (0,20 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-
4-il)(4-metoxi-3-nitrofenil)metanona (32) y 87 mg (1,56 mmol) de limaduras de Fe y se

calienta a 100°C durante media hora. Posteriormente se enfria y se filtra a través de
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celita y se extrae con bicarbonato y CH,Cl,. Se lava con disoluciéon saturada de NacCl,
se seca con sulfato sédico anhidro, se filtra y se evapora obteniendo 43 mg (0,15

mmol; 75%) de (3-amino-4-metoxifenil)(2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)metanona.
(3-amino-4-metoxifenil)(2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)metanona (34):

RMN "H (CDCls) § (ppm): (Espectro 34H) 3,93 (3H, s, OCH,); 3,98 (3H, s, OCH;); 6,80
(1H, da, J=8,2; Hs): 6,85 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,12 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,17 (1H, dd,
J=2,2: J=8,2; He); 7,25 (1H, d, J=2,2; H,).

RMN C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 34C) 54,5 (CHs); 55,8 (CH3); 109,1 (CH); 109,2
(CH); 115,0 (CH); 115,6 (CH); 122,9 (CH); 128,5 (C); 136,8 (C); 148,7 (C); 151,0 (C);
152,0 (C); 163,8 (C); 192,6 (C).

IR (KBr): 1445, 1515, 1544, 1594, 1655, 3373, 3472 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 293,0693. Obtenido (C14H14CIN,O3) 293,0704.

HPLC: Columna C45 tr: 13,49 min.

Obtencién de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(3,5-diamino-4-

metoxifenilymetanona

NO, NH,
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Se prepara una mezcla de 5 mL de etanol, acido acético y agua en proporcion
2:2:1 y se anade una gota de HCI 37%, 60 mg (0,16 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-
4-il)(4-metoxi-3,5-dinitrofenil)metanona (33) y 70 mg (1,27 mmol) de Fe y se calienta a
100°C durante media hora. Posteriormente se enfria y se filtra a través de celita y se
extrae con CH,CI,, se lava con una disolucion de NaHCO3; 5%, con una disolucion
saturada de NaCl, se seca con sulfato sédico anhidro, se filira y se evapora
obteniendo 50 mg (0,16 mmol; 100% de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(3,5-diamino-4-

metoxifenil)metanona.
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(2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(3,5-diamino-4-metoxifenil)metanona (35):

RMN "H (CDClI3) & (ppm): (Espectro 35H) 3,81 (3H, s, OCH;); 4,00 (3H, s, OCH;); 6,61
(2H, s; Ar); 6,86 (1H, s; pyr); 7,13 (1H, s; pyr).

Obtencion de (2-cloro-6-(4-hidroxifenilamino)piridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona

(0]
O\ ~
0 (@)
OH diglime OH
8 O — LT
z HoN cI” NN
H

Cl N~ Ci 160°C
25

Se disuelven 417 mg (1,48 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (25), y 324 mg (2,97) mmol) de p-aminofenol en diglime (30 mL)

y se pone a reflujo durante 72 h a 160°C, pero no se observa avance de la reaccion.

Obtencion de acido 2-(4-hidroxifenilamino)-6-(metilsulfanil)piridina-4-

carboxilico
COOH
COOH OH DMFseca
OH
9 — LT
H,N ~ Z
S8 N el ’ 120°C & NN
3

Se disuelven 118 mg (0,58 mmol) de acido 2-cloro-6-(metilsulfanil)piridina-4-
carboxilico (3), y 94 mg (0,87 mmol) de p-aminofenol en DMF seca (15 mL) y se
calienta durante 24 h a 120°C aproximadamente. Se observa cambio en CCF, pero se

obtiene una mezcla compleja dificil de caracterizar.
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Obtencion de (2-(4-hidroxifenilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona
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Se disuelven 150 mg (0,54 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (28) y 118 mg (1,08) mmol) de p-aminofenol en DMF seca (15
mL), se afiaden 5 mL de piridina y se pone a reflujo durante 24h a 100°C, pero no se
observa avance de la reacciéon. Se repite afiadiendo carbonato sédico anhidro y
cambiando la DMF seca por diglime y se aumenta la T? hasta 190°C durante 24h, no

observandose avance de la reaccion.

Se repite la reaccion afadiendo 49 mg de NaH (2,01 mmol) sobre 110 mg (1
mmol) de p-aminofenol en THF seco sobre bafo de hielo durante media hora
aproximadamente, y a continuacion 100 mg (0,36 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-
il)(4-metoxifenil)metanona en THF seco (28) y se deja 24 h en bafio de hielo. Se vierte
sobre NH,4Cl y se extrae con agua/EtOAc, no observandose avance de la reaccion por
RMN "H.

Obtencion de (2-metoxi-6-(p-toluidinamino)piridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona

0
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Se disuelven 805 mg (2,90 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona (28); 311 mg (2,90 mmol) de p-toluidina; 6,5 mg (0,03 mmol) de
Pd(OAc); 28 mg (0,06 mmol) de XPhos; 0,2 mL (1,45 mmol) de Et;N y 456 mg (4,06

158



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

mmol) de t-BuONa en tolueno (20-30 mL), y se calienta a 90°C durante 4 horas.
Posteriormente se extrae con agua y CH,Cl,, se anade sulfato soédico anhidro, se filtra

y se evapora. No se observa avance de la reaccion.

Obtencion de (2-cloro-6-(fenilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenilymetanona

o
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Se disuelven 100 mg (0,35 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (25); 0,033 mL (0,35 mmol) de anilina; 0,785 mg (3,5 ymol) de
Pd(OAc),; 3,33 mg (7 umol) de XPhos; 0,0102 mL (0,14 mmol) de Et;N y 54,98 mg
(0,49 mmol) de t-BuONa en tolueno (10-20 mL), y se calienta a 90°C durante 4 horas.
Posteriormente se extrae con agua y CH,Cl,, se anade sulfato sdédico anhidro, se filtra
y se evapora. Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (9:1) y se recogen 14 mg (0,041mmol; 12%) de (2-cloro-6-

(fenilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona.
(2-cloro-6-(fenilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (36):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 36H) 3,89 (3H, s, OCH3); 6,90 (1H, s; pyr); 6,92
(1H, s; pyr); 6,96 (2H, d, J=8,9; Ar4); 7,00-7,20 (1H, m, Ar,); 7,32 (4H, s, Ary); 7,82 (2H,
d, J=8,9; Ary).

RMN '®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 36C) 55,6 (CHs); 105,3 (CH); 113,2 (CH); 114,0
(2xCH); 121,3 (2xCH); 124,3 (CH); 128,2 (C); 129,5 (2xCH); 132,6 (2xCH); 138,7 (C);
149,6 (C); 150,2 (C); 156,2 (C); 164,2 (C); 192,5 (C).

IR (pelicula): 1435, 1518, 1551, 1596, 1654, 3361 cm’”’
HRMS: Calculado (M+H) 339,0900. Obtenido (C19H16CIN,O,) 339,0892.

HPLC: Columna C4g tr: 22,45 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2-cloro-6-(p-toluidinamino)piridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona

(ONQ O
0 0]
Pd(OAc),/XPhos/t-BuOK
S Jij e
| _ HoN Et;N/tolueno cl N/ N
H
37

Cl N~ Cl
25

Se disuelven 629 mg (2,23 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (25); 239 mg (2,23 mmol) de p-toluidina; 5,006 mg (22 umol) de
Pd(OAc),; 21 mg (44,6 pmol) de XPhos; 0,156 mL (1,115 mmol) de Et;N y 350 mg
(3,12 mmol) de t-BuOK en tolueno (10-20 mL), y se pone a 100°C durante 5 horas.
Posteriormente se extrae con agua, CH.Cl, y HCI y se neutraliza con NaOH. La fase
organica se seca con sulfato sédico anhidro, se filtra y se evapora. Se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) y se
recogen 104 mg (0,30 mmol; 13%) de (2-cloro-6-(p-toluidinamino)piridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona.
(2-cloro-6-(p-toluidinamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (37):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 37H) 2,32 (3H, s, CHs); 3,89 (3H, s, OCHs); 6,86
(1H, s; pyr); 6,87 (1H, s; pyr); 6,96 (2H, d, J=8,6; Ary); 7,14 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,20
(2H, d, J=8,6; Ar,); 7,83 (2H, d, J=8,6; Ary).

RMN C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 37C) 20,9 (CHs); 55,7 (CHs); 104,9 (CH); 112,8
(CH); 114,0 (2xCH); 122,0 (2xCH); 128,4 (C); 130,1 (2xCH); 132,7 (2xCH); 134,3 (C);
136,3 (C); 150,1 (2xC); 156,9 (C); 164,2 (C); 192,9 (C).

IR (pelicula): 1414, 1515, 1550, 1599, 1652, 3369 cm”
HRMS: Calculado (M+Na) 375,0876. Obtenido (C2H7CIN,NaO,) 375,0883.

HPLC: Columna Cs tg: 20,33 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenilymetanona

cl | X COOH  Br nBuLi Cl | A
—_—
N~ o~  THF seco N~ o
S 3
N

~ 38

Sobre una disolucion de 2,33 mL (18,4 mmol) de 4-bromoanisol en THF seco
(20-30 mL) se anaden 11,5 mL (18,4 mmol) de nBuLi 1,6 M en hexano siguiendo el
método A. Posteriormente se anade 1,5 g (7,37 mmol) de acido 2-cloro-6-
metilsulfanilpiridina-4-carboxilico (3) disuelto en THF seco (20 mL). Se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5) y se
obtienen 509 mg (1,73 mmol; 24%) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona y 864 mg (2,35 mmol; 32%) mg de 3-(2-cloro-6-

(metilsulfanil)piridin-4-il)-3-hidroxi-3-(4-metoxifenil)propanoato de etilo (39).

o
O
cl OH 39
| X
N~ o~
S

(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (38)

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 38H) 2,55 (3H, s, SCH3); 3,88 (3H, s, OCHs); 6,95
(2H, d, J=8,9; Ar); 7,16 (1H, d, J=0,7; pyr); 7,26 (1H, d, J=0,7; pyr); 7,77 (2H, d, J=8,6;
Ar).

RMN "3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 38C) 13,6 (CHs); 55,7 (CHs); 114,1 (2xCH); 118,2
(CH): 119,0 (CH); 128,1 (C); 132,7 (2xCH); 147,9 (C); 151,3 (C); 161,9 (C); 164,3 (C);
191,9 (C).

IR (pelicula): 1420, 1459, 1528, 1577, 1597, 1660 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 294,0356. Obtenido (C14H13CINO,S) 294,0335.

HPLC: Columna C45 tg: 21,99 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

3-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-3-hidroxi-3-(4-metoxifenil)propanoato de
etilo (39):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 39H) 1,20 (3H, t, J=7,1; CHs); 2,54 (3H, s, SCHs);
3,09 (1H, d J=16,5; CHy,); 3,12 (1H, d J=16,5; CH,); 3,77 (3H, s, OCHs); 4,12 (2H, c,
J=7,1; CH,); 6,85 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,03 (1H, d, J=1,4; pyr); 7,17 (1H, d, J=1.,4; pyr);
7,30 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN "*C (CDCI;) & (ppm): (Espectro 39C) 13,5 (CHs); 14,0 (CHs); 44,6 (CH,); 55,3
(CHs); 61,4 (CH,); 75,3 (C); 114,0 (2xCH); 116,5 (CH); 116,7 (CH); 126,7 (2xCH);
135,9 (C); 151,2 (C); 158,1 (C); 159,1 (C); 161,1 (C); 172,3 (C).

IR (pelicula): 1458, 1514, 1533, 1582, 1606, 1714, 3450 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 382,0880. Obtenido (C1sH21CINO4S) 382,0888.

HPLC: Columna C45 tr: 20,64 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 2-cloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-6-(metilsulfanil)piridina
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Sobre 790 mg (1,96 mmol) de yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco
(20 mL) a -40°C y en atmdsfera de argdn, se anaden 0,82 mL (1,31 mmol) de nBulLi
1,6 M en hexano, siguiendo el método B. Posteriormente se afiaden 192 mg (0,65
mmol) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (38) disueltos en
THF seco (10 mL). Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (99:1) obteniendo 65 mg (0,22 mmol; 34%) de 2-cloro-4-(1-(4-

metoxifenil)vinil)-6-(metilsulfanil)piridina.
2-cloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-6-(metilsulfanil)piridina (40):

RMN "H (CDCI3) & (ppm): (Espectro 40H) 2,56 (3H, s, SCH3); 3,84 (3H, s, OCH,); 5,47
(1H, s; CH2); 5,53 (1H, s; CHy); 6,88 (2H, d, J=8,6; Ar); 6,95 (1H, s, pyr); 7,03 (1H, s,
pyr); 7,20 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN C (CDCl5) & (ppm): (Espectro 40C) 13,6 (CHs); 55,4 (CH,): 114,0 (2xCH); 116,4
(CH,); 118,6 (CH): 119,1 (CH); 129,3 (2xCH); 113,6 (C); 146,3 (C); 151,1 (C); 152,1
(C); 159,9 (C); 160,9 (C).

IR (pelicula): 1417, 1457, 1518, 1602 cm’™”
HRMS: Calculado (M+H) 292,0563. Obtenido (C1sHsCINOS) 292,0572.

HPLC: Columna Cg tr: 21,27 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2-cloro-6-(metilsulfanilpiridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona

o HO.
“ N NHOHHCI _ © N |
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Se disuelven 97 mg (0,33 mmol) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (38) en MeOH (15 mL), y se afaden 229 mg (3,30 mmol) de
clorhidrato de hidroxilamina, siguiendo el método E. Se obtienen 91 mg (0,29 mmol,
89%) de wuna mezcla de oximas de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona, que cristalizan en Hexano/CH,ClI, en proporcién 3:7.
Oximas de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (41ZE):
P.f. (Hex/CH,Cl,): 100-105 °C

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 41ZEH) 2,58 (3H, s, SCH;); 3,83 (3H, s, OCHs);
6,87 (2H, d, J=8,9; Ar); 6,98 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,99 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,05 (1H, d,
J=1,1; pyr); 7,37 (2H, d, J=8,9; Ar). Isébmero Z.

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 41ZEH) 2,55 (3H, s, SCHs); 3,87 (3H, s, OCH,);
6,99 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,09 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,14 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,33 (2H, d,
J=8,9; Ar). Isbmero E.

RMN '3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 41ZEC) 13,5 (CHs): 55,3 (CHs); 113,9 (CH); 114,0
(2xCH): 118,9 (CH); 119,6 (CH); 126,5 (C); 128,8 (2xCH); 130,8 (CH); 143,4 (C); 151,2
(C); 154,4 (C); 160,5 (C); 161,2 (C); 161,4 (C).

IR (KBr): 1412, 1446, 1524, 1573, 1603, 3177 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 309,0465. Obtenido (C14H14CIN,0,S) 309,0438.

HPLC: Columna C45 tg: 20,19 min; tg: 20,71 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2-cloro-6-(dimetilamino-piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona

(0] O
Cla _ 80°C Cl N
o) | o)
Cl 25 N 42

Se disuelven 885 mg (3,14 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (25) en 0,561 mL (4,10 mmol) de una disolucion de dimetilamino
al 33% en EtOH y se calienta a 80°C durante 24 horas en tubo sellado. Se evapora el
dimetilamino y se cromatografia en una columna sobre gel de silice, utilizando como
eluyente Hexano/EtOAc (96:4), obteniendo 351 mg (1,21 mmol; 38%) de (2-cloro-6-
(dimetilamino-piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona y 378 mg (1,34 mmol; 43%) de

material de partida.
(2-cloro-6-(dimetilamino-piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (42):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 42H) 3,11 (6H, s, NMe,); 3,89 (3H, s, OCHj); 6,57
(1H, s, pyr); 6,68 (1H, s, pyr); 6,95 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,84 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN "3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 42C) 38,0 (2xCHs); 55,6 (CHs); 103,3 (CH); 109,4
(CH):; 113,9 (2xCH); 128,6 (C); 132,6 (2xCH); 149,3 (C); 149,6 (C); 158,9 (C); 163,9
(C); 193,4 (C).

IR (pelicula): 1417, 1456, 1504, 1597, 1650 cm™"
HRMS: Calculado (M+H) 291,0900. Obtenido (C1sH+sCIN,O,) 291,0880.

HPLC: Columna Cg tg: 17,96 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 6-cloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-dimetilpiridin-2-amina

O
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Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 807 mg (2,0 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y se adicionan 0,85
mL (1,33 mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. Se deja 1 hora en
agitaciéon y posteriormente se adicionan 195 mg (0,67 mmol) de (2-cloro-6-
(dimetilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (42) en THF seco (10 mL). Se
purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2) y
se obtienen 74 mg (0,26 mmol; 38 %) de 6-cloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-

dimetilpiridin-2-amina.
6-cloro-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-dimetilpiridin-2-amina (43):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 43H) 3,06 (6H, s, NMe,); 3,83 (3H, s, OCHj3); 5,41
(1H, d, J=1,1; CHy); 5,47 (1H, d, J=1,1; CH,); 6,29 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,50 (1H, d,
J=1,1; pyr); 6,87 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,25 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN "3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 43C) 38,1 (2xCHs); 55,4 (CHs); 103,3 (CH); 110,5
(CH): 113,8 (2xCH); 114,8 (CH,); 129,3 (2xCH); 132,3 (C); 147,6 (C); 149,5 (C); 153,3
(C); 159,3 (C); 159,7 (C).

IR (pelicula): 1461, 1515, 1527, 1597 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 289,1108. Obtenido (C1sH+sCIN,O) 289,1102.

HPLC: Columna C45 tr: 26,22 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona
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Se disuelven 115 mg (0,396 mmol) de (2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (42) en MeOH (20 mL), y se afaden 275 mg (3,96 mmol) de
clorhidrato de hidroxilamina, siguiendo el método E. Se purifica mediante cristalizacion
en Hexano/CH,Cl, obteniendo 34 mg del isébmero E (0,11 mmol, 28%), y 84 mg
(0,27mmol; 69%) de mezcla de isébmeros de Ila oxima de (2-cloro-6-

(dimetilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona.
Oxima de (E)-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (44E):
P.f.( Hex/CH,Cly): 113-117 °C

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 44EZH) 3,05 (6H, s, NCHs); 3,87 (3H, s, OCHs);
6,45 (1H, s; pyr); 6,58 (1H, s; pyr); 6,97 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,37 (2H, d, J=8,9; Ar).

IR (KBr): 1410, 1532, 1600 cm™
Oxima de (Z2)-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (442):

RMN "H (CDCIls) & (ppm): (Espectro 44EZH) 3,08 (6H, s, NCH;); 3,81 (3H, s, OCHs);
6,29 (1H, s; pyr); 6,50 (1H, s; pyr); 6,85 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,41 (2H, d, J=8,9; Ar).

Oximas de (2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (44EZ).

RMN "C (CDCl3) 5 (ppm): (Espectro 44EZC) 38,1 (2xCH); 55,4 (CHs); 103,0 (CH);
103,4 (CH); 109,7 (CH); 110,1 (CH); 113,7 (2xCH); 114,0 (2xCH); 123,3 (C); 126,9 (C);
128,9 (2xCH); 131,3 (2xCH); 144,7 (C); 147,9 (C); 141,7 (C); 155,8 (C); 159,1 (C);
160,4 (C); 161,1 (C).

IR (pelicula): 1469, 1515, 1532, 1602 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 306,1009. Obtenido (C4sH47CIN30;) 306,0987.

HPLC: Columna C4g tr: 18,76 min; tg: 19,02 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona
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Sobre una disolucion de 1,45 mL (11,6 mmol) de 4-bromoanisol en THF seco (20

mL) se afiaden 7,18 mL (11,6 mmol) de nBuLi 1,6 M en hexano siguiendo el método A.
Posteriormente se afiade 1g (4,6 mmol) de acido 2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-
carboxilico (4) disuelto en THF seco (20 mL). Se purifica mediante cromatografia flash,
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5) y se recogen 626 mg (2,1 mmol; 46%)
de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona, que se cristaliza en
Hexano/CH,Cl,, obteniendo 344 mg (1,13 mmol; 25%) de cristales.

(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (45):
P.f. (Hex/CH,Cl,): 103°

RMN 'H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 45H) 2,61 (6H, s, SCHs); 3,89 (3H, s, OCHs); 6,96
(2H, d, J=8,8; Ar); 7,05 (2H, s, pyr); 7,80 (2H, d, J=8,8; Ar).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 45C) 13,4 (2xCHs3); 55,6 (CH3); 113,9 (2xCH);
115,6 (2xCH); 128,6 (C); 132,6 (2xCH); 145,3 (C); 160,2 (2xC); 164,0 (C); 193,2 (C).

IR (KBr): 1544, 1592, 1655 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 306,0622. Obtenido (C1sH1sNO,S,) 306,0612.

HPLC: Columna C45 tg: 21,55 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina
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Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 1,32 g (3,27 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y se adicionan 1,36
mL (2,18 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano. Se deja 1 hora en
agitaciéon y posteriormente se adicionan 333 mg (1,09 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (45) en THF seco (15 mL). Se
purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (97:3) y
se obtienen 309 mg (1,02 mmol; 94 %) de 4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-2,6-
bis(metilsulfanil)piridina.

4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina (46):

RMN 'H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 46H) 2,59 (6H, s, SCHs); 3,83 (3H, s, OCHs); 5,42
(1H, d, J=1,1; CHy); 5,47 (1H, d, J=1,1; CHy); 6,82 (2H, s, pyr); 6,86 (2H, d, J=8,6; Ar);
7,21 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN '3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 46C) 13,3 (2xCHs); 55,4 (CHs); 113,8 (2xCH);
115,4 (CH.); 116,3 (2xCH); 129,3 (2xCH): 132,1 (C); 147,1 (C); 149,4 (C); 159,3 (2xC);
159,7 (C).

IR (pelicula): 1523, 1593, 1654 cm’™
HRMS: Calculado (M+H) 304,0830. Obtenido (C1sH:sNOS;) 304,0835.

HPLC: Columna C45 tr: 24,93 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona

N
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Siguiendo el meétodo E, se disuelven 177 mg (0,58 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (45) en MeOH (20 mL) y se
afiaden 403 mg (5,80 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Por cromatografia flash,
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) se obtienen 14 mg (0,04 mmol; 7%) del
isémero E y 141 mg (0,44 mmol; 76%) de mezcla de isomeros. La mezcla se cristaliza

en Hex/CH,Cl, obteniendo mezcla de los dos isémeros (4:6).
Oxima de (E)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil) metanona (47E):

RMN 'H (CDCI3) & (ppm): (Espectro 47ZEH) 2,56 (6H, s, SCHs); 3,86 (3H, s, OCHy);
6,93 (2H, s; pyr); 6,98 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,36 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 47ZEC) 13,4 (2xCH5;); 55,4 (CH3); 113,8 (2xCH);
115,5 (2xCH); 122,8 (C); 131,2 (2xCH); 144,1 (C); 155,6 (C); 159,9 (2xC); 160,6 (C).

Oxima de (2)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (472):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 47ZEH) 2,60 (6H, s, SCH;); 3,81 (3H, s, OCHs);
6,85 (2H, d, J=8,9; Ar); 6,85 (2H, s; pyr); 7,36 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 47ZEC) 13,4 (2xCHs); 55,4 (CHs); 114,1 (2xCH);
116,3 (2xCH); 126,7 (C); 129,0 (2xCH); 140,9 (C); 155,3 (C): 159,9 (2xC); 161,2 (C).

Oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (47EZ):
P.f. ( Hex/CH,Cl,): 125-127°

IR (KBr): 1417, 1456, 1518, 1573, 1605, 3434 cm™

HRMS: Calculado (M+Na) 343,0551. Obtenido (C1sH1sN2NaO,S,) 343,0562.

HPLC: Columna Cg tg: 17,95 min; tg: 18,30 min.

170



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 4-(1-(4-metoxifenil)etil)-2,6-bis(metillsulfanil)piridina

2T Pd-C _S A
- |
N~ -~
0 H,/EtOH N~ o~
S\ 46 S 48

Se disuelven 16 mg (0,05 mmol) de 4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-2,6-
bis(metilsulfanil)piridina (46) en 5-10 mL de EtOAc/EtOH y se afiade una punta de
espatula de Pd sobre carbon activo y se deja en atmésfera de hidrogeno y a
temperatura ambiente durante 24 h. Cuando se observa por RMN 'H que no queda
material de partida, se filtra a través de silice y se evapora el disolvente. Se purifica
mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5) obteniendo
8 mg que se cromatografian mediante CCP con Hexano/EtOAc (98:2) y se obtiene 7
mg (0,02 mmol; 45%) de 4-(1-(4-metoxifenil)etil)-2,6-bis(metillsulfanil)piridina.

4-(1-(4-metoxifenil)etil)-2,6-bis(metillsulfanil)piridina (48):

RMN "H (CDCl;) & (ppm): (Espectro 48H) 1,55 (3H, d, J=7,2; CH3); 2,56 (6H, s, SCHs);
3,79 (3H, s, OCHg); 3,90 (1H, c, J=7,2; CH); 6,71 (2H, s, pyr); 6,83 (2H, d, J=8,8; Ar);
7,06 (2H, d, J=8,8; Ar).

RMN 'C (CDCI3) & (ppm): (Espectro 48C) 13,3 (2xCHs); 21,2 (CHs); 43,3 (CH); 55,4
(CH5); 113,9 (2xCH); 114,0 (C); 116,3 (2xCH); 128,6 (2xCH); 136,3 (2xC); 155,5 (C);
159,0 (C).

IR (pelicula): 1456, 1513, 1533, 1575, 1610 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 306,0986. Obtenido (C1sH20NOS,) 306,0987.

HPLC: Columna Cg tg: 21,34 min.

Tratamiento de (3-amino-4-metoxifenil)(2-cloro-6-metoxipiridin-4-

illmetanona con CH3;SNa
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Se disuelven 43 mg (0,46 mmol) de (3-amino-4-metoxifenil)(2-cloro-6-
metoxipiridin-4-il)metanona (28) en DMF seca (10 mL) y se anade exceso de CH3;SNa
y se pone a reflujo durante 72 horas. Se evapora la DMF y se extrae con agua y
EtOAc, no observandose sefiales correspondientes al material de partida o al

producto.

Obtencidon de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenilymetanona
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Siguiendo el método A, se prepara una disolucion de 1,03 mL (8,2 mmol) de 4-
bromoanisol en THF seco (20-30 mL), se afiaden 5 mL (8 mmol) de una disolucién 1,6
M de nBuLi en hexano y se deja media hora en agitacion. A continuacién se afiaden
500 mg (2,5 mmol) de acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico (5) disuelto
en THF seco (10-20 mL). El producto obtenido se purifica mediante cromatografia
flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) y se recogen 372 mg (1,28 mmol;
51%) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona, que se cristalizan
en Hex/CH,CI, obteniendo 186 mg (0,64 mmol; 26%) de cristales. Es un compuesto

fluorescente.
(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (49):
P.f. (Hex/CH,Cl,): 62°

RMN 'H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 49H) 2,59 (3H, s, SCHs); 3,89 (3H, s, OCHs); 3,99
(3H, s, OCHj3); 6,61 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,95 (2H, d, J=8,6; Ar); 6,97 (1H, d, J=1,1; pyr);
7,83 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 49C) 13,4 (CHs); 53,8 (CHs); 55,6 (CH3); 105,1
(CH); 112,6 (CH); 113,9 (2xCH); 115,5 (C); 128,6 (C); 132,6 (2xCH); 148,5 (C); 158,5
(C); 163,9 (C); 193,5 (C).

IR (KBr): 1456, 1545, 1596, 1659 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 290,0851. Obtenido (C1sH1sNO3S) 290,0849.

HPLC: Columna C45 tr: 22,04 min.

Obtencidn de 2-metilsulfanil-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-6-metoxipiridina
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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A 812 mg (2,01 mmol) de yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20
mL) a -40°C y en atmodsfera de argdn, se anaden 0,84 mL (1,34 mmol) de una
disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano segun el método B. Posteriormente se afiaden
194 mg (0,67 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona
(49) disueltos en THF seco (10 mL). Se obtienen 95 mg (0,33 mmol; 49%) de 2-
metilsulfanil-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-6-metoxipiridina, que han sido purificados

mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (97:3).
2-metilsulfanil-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-6-metoxipiridina (50):

RMN 'H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 50H) 2,56 (3H, s, SCH3); 3,82 (3H, s, OCHs); 3,96
(3H, s, OCHj3); 5,43 (1H, d, J=1,4; CHy); 5,47 (1H, d, J=1,4; CH,); 6,38 (1H, d, J=1,4;
pyr); 6,74 (1H, d, J=1,4; pyr); 6,86 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,23 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN ®C (CDCls) § (ppm): (Espectro 50C) 13,4 (CHa); 53,6 (CHs); 55,3 (CHs); 105,0
(CH); 113,4 (CH); 113,7 (2xCH); 115,0 (CH,); 129,3 (2xCH); 132,3 (C); 147,3 (C);
152,5 (C); 157,1 (C); 159,6 (C); 164,1 (C).

IR (pelicula): 1513, 1518, 1594 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 288,1058. Obtenido (C1sH1sNO,S) 288,1068.

HPLC: Columna C45 tr: 23,89 min.

Obtencién __de las oximas de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Siguiendo el método E, se disuelven 363 mg (1,26 mmol) de 2-metilsulfanil-6-
metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (49) en MeOH (20 mL) y se afiaden 90 mg
(1,29 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Por cromatografia en columna sobre gel
de silice, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) se obtienen 105,2 mg (0,35
mmol; 27%) del isémero E, 66,4 mg (0,22 mmol; 17%) del isémero Z y 108,1 mg (0,27
mmol; 21%) de mezcla de oximas (1:1), que cristalizan en Hex/CH,Cl, . En disolucion

(CDCI3) se rompe formando el material de partida.
Oximas de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (51ZE):
P.f. ( Hex/CH,Cl,): 92-93°

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 51ZEH) 2,53 (3H, s, SCH;); 3,85 (3H, s, OCHs);
3,94 (3H, s, OCH,); 6,46 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,88 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,96 (2H, d,
J=8,9; Ar); 7,38 (2H, d, J=8,9; Ar). Isbmero E.

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 51ZEH) 2,56 (3H, s, SCHs); 3,80 (3H, s, OCH,);
3,97 (3H, s, OCHs;); 6,42 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,75 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,84 (2H, d,
J=8,9; Ar); 7,38 (2H, d, J=8,9; Ar). Isémero Z.

RMN "3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 51ZEC) 13,4 (CHs): 53,7 (CHs); 55,4 (CH3); 104,8
(CH): 105,5 (CH); 112,4 (CH); 113,3 (CH); 113,7 (2xCH); 114,0 (2xCH); 123,3 (C);
126,9 (C); 128,9 (2xCH); 131,2 (2xCH); 132,8 (C); 143,9 (C); 147,2 (C); 155,5 (C);
155,6 (C); 157,8 (C); 158,1 (C); 160,4 (C); 161,0 (C); 163,9 (C). Mezcla de isdmeros
(Z+E).

IR (KBr): 1411, 1451, 1515, 1544, 1598, 3163, 3203, 3272 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 305,0960. Obtenido (CsH17N,0O3S) 305,0962.

HPLC: Columna C4s tr: 19,89 min; tg: 20,25 min.

Obtencion de 2-metilsulfanil-4-(1-(4-metoxifenil)etil)-6-metoxipiridina
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Se disuelven 46 mg (0,16 mmol) de 2-metoxi-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-6-
(metilsulfanil)piridina (50) en 5-10 mL de EtOAc/EtOH y se afiade una espatula de Pd
sobre carbdén activo y se deja en atmésfera de hidrégeno y a temperatura ambiente
durante 24 h. Se va controlando el avance de la reaccién mediante RMN 'H. Al noveno
dia, cuando se observa que no queda material de partida, se filira a través de silice y
se evapora el disolvente. Se purifica mediante cromatografia flash usando como
eluyente Hexano/EtOAc (98:2) obteniendo 8 mg (0,03 mmol; 17%) de 2-metilsulfanil-

4-(1-(4-metoxifenil)etil)-6-metoxipiridina.
2-metilsulfanil-4-(1-(4-metoxifenil)etil)-6-metoxipiridina (52):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 52H) 1,55 (3H, d, J=6,7; CH3); 2,53 (3H, s, SCHs);
3,79 (3H, s, OCHj3); 3,91 (3H, s, OCHj); 3,95 (1H, ¢, J=6,7; CH); 6,26 (1H, s; pyr); 6,61
(1H, s; pyr); 6,83 (2H, d, J=8,3; Ar); 7,11 (2H, d, J=8,3; Ar).

RMN '3C (CDCIl;) & (ppm): (Espectro 52C) 13,2 (CHs); 21,1 (CH3); 43,3 (CH); 53,3
(CHs); 55,2 (CHs); 104,3 (CH); 113,4 (CH); 113,8 (2xCH); 114,1 (C); 128.4 (2xCH);
136,5 (C); 156,7 (C); 158,6 (C); 164,0 (C).

IR (pelicula): 1454, 1511, 1551, 1591 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 290,1215. Obtenido (C1sH20NO,S) 290,1205.

HPLC: Columna Cg tg: 20,72 min.

Obtencidn de (4-metoxi-3-nitrofenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-

i)metanona
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Se disuelven 328 g (1,13 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (49) en H,SO, (5-10 mL) en bafio de hielo, y se afade 0,43 mL
de una dilucion 1:5 de HNO; en agua (1,13 mmol). A los 5 minutos se vierte sobre
carbonato sdédico anhidro y CH,Cl,, se filtra y se evapora a sequedad. Se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (8:2) y se
obtienen 89 mg (0,27 mmol; 24%) de (4-metoxi-3-nitrofenil)(2-metilsulfanil-6-

metoxipiridin-4-il)metanona.
(4-metoxi-3-nitrofenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona (53):

RMN 'H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 53H) 2,58 (3H, s, SCH3); 3,99 (3H, s, OCHs); 4,05
(3H, s, OCHg); 6,56 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,95 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,18 (1H, da, J=8,9;
Hs); 8,03 (1H, dd, J=2,2; J=8,9; He); 8,30 (1H, d, J=2,2; H,).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 53C) 13,5 (CHs); 54,0 (CHs); 57,1 (CHs); 104,9
(CH): 112,3 (CH); 113,4 (CH); 127,9 (CH); 128,3 (C); 135,9 (CH); 139,4 (C); 146,8 (C);
156,6 (C); 159,4 (C); 163,9 (C); 191,8 (C).

IR (pelicula): 1427, 1456, 1540, 1611, 1667 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 335,0702. Obtenido (C4sH15N205S) 335,0716.

HPLC: Columna C4g tgr: 20,92 min.

Obtencion de (3-amino-4-metoxifenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-

ilmetanona
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Se preparan 5 mL de una mezcla de etanol, acido acético y agua en proporcion
2:2:1 y se afiade una gota de HCI 37%, 50 mg (0,15 mmol) de (4-metoxi-3-nitrofenil)(2-
metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona (53) y 65 mg (1,17 mmol) de Fe y se
calienta a 100°C durante media hora. Posteriormente se enfria y se filtra a través de
celita, se evapora el disolvente, se redisuelve en CH,Cl,y se extrae con una disolucion
de NaHCO; al 5%. La fase organica se lava con una disolucion saturada de NaCl, se
seca con sulfato sédico anhidro, se filtra y se evapora obteniendo 42 mg de crudo de
reaccion. Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (9:1) y se obtienen 28 mg de un 90 % de (3-amino-4-metoxifenil)(2-
metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona y un 10% de material de partida. Se realiza
una CCP con CH,CI,/EtOAc (8:2) obteniendo 11 mg (0,04 mmol; 24%) de (3-amino-4-

metoxifenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona.
(3-amino-4-metoxifenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona (54):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 54H) 2,58 (3H, s, SCHs); 3,96 (3H, s, OCHj3); 3,99
(3H, s, OCHj3); 6,60 (1H, d, J=1,2; pyr); 6,86 (1H, da, J=8,8; Hs); 6,97 (1H, d, J=1,2;
pyr); 7,36 (1H, dd, J=2,2; J=8,8; Hs); 7,51 (1H, d, J=2,2; H,).

RMN "*C (CDCls) & (ppm): (Espectro 54C) 13,3 (CHs); 53,8 (CHs); 55,8 (CHs); 105,1
(CH); 109,4 (CH); 112,6 (CH); 116,8 (CH); 124,0 (C); 124,4 (CH); 129,0 (C); 148,6 (C);
152,4 (C); 158,3 (C); 163,7 (C); 193,7 (C).

IR (pelicula): 1443, 1515, 1543, 1588, 1654, 3368 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 305,0960. Obtenido (C1sH17N,05S) 305,0961.

HPLC: Columna Cg tg: 14,81 min.

Obtencion de (2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Se disuelve 400 mg (1,36 mmol) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4
metoxifenil)metanona (38) en exceso de una disolucién de dimetilamino al 33% en
EtOH y se calienta a 80°C en atmosfera de argdn durante 72 horas. Se evapora el
disolvente y se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (95:5), obteniendo 266 mg (0,88 mmol; 65%) de (2-(dimetilamino)-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona.
(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (55):

P.f. (t-Butilmetil éter): 76-81 °C

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 55H) 2,55 (3H, s, SCHs); 3,11 (6H, s, NMe,); 3,88
(3H, s, OCH5); 6,37 (1H, s, pyr); 6,60 (1H, s, pyr); 6,94 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,84 (2H, d,
J=8,9; Ar).

RMN "C (CDCls) & (ppm): (Espectro 55C) 13,3 (CHj;); 38,0 (2xCHjs); 55,6 (CHs3); 100, 1
(CH); 107,7 (CH); 113,8 (2xCH); 129,2 (C); 132,7 (2xCH); 147,2 (C); 158,1 (C); 158,9
(C); 163,8 (C); 195,1 (C).

IR (KBr): 1405, 1501, 1537, 1592, 1652, 2920 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 303,1167. Obtenido (C1eH1sN20,S) 303,1172.

HPLC: Columna C4g tgr: 22,29 min.

Obtencién de 4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-dimetil-6-(metilsulfanil)piridin-

2-amina
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 645 mg (1,6 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y en atmdésfera de
argon, y posteriormente se anaden 0,67 mL (1,07 mmol) de una disoluciéon 1,6 M de
nBuLi en hexano. A continuacion se afiaden 162 mg (0,54 mmol) de 2-(dimetilamino)-
6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (55) disueltos en THF seco (10 mL).
Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc
(99:1) obteniendo 61 mg (0,2 mmol; 38%) de 4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-dimetil-6-

(metilsulfanil)piridin-2-amina.
4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-dimetil-6-(metilsulfanil)piridin-2-amina (56):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 56H) 2,54 (3H, s, SCHs); 3,07 (6H, s, NCH5); 3,82
(3H, s, OCHj3); 5,38 (1H, s; CHy>); 5,44 (1H, s; CH,); 6,11 (1H, s, pyr); 6,42 (1H, s, pyr);
6,85 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,26 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN "3C (CDCls) § (ppm): (Espectro 56C) 13,3 (CHs); 38,0 (2xCHs); 55,4 (CHs); 100,7
(CH): 108,7 (CH); 113,6 (2xCH); 114,0 (CH,): 129,3 (2xCH); 132,7 (C); 148,5 (C);
151,0 (C); 157,2 (C); 159,2 (C); 159,5 (C).

IR (pelicula): 1407, 1460, 1513, 1532, 1585 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 301,1375. Obtenido (C17H»N,OS) 301,1378.

HPLC: Columna Cg tg: 21,64 min.

Obtencion de las oximas de (2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-

i(4-metoxifenil)metanona
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente
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Siguiendo el método E, se disuelven 91 mg (0,30 mmol) de (2-(dimetilamino)-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (55) en MeOH (20 mL), vy
posteriormente se afaden 209 mg (3,01 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se
obtienen 94 mg (0,30 mmol; 98%) de una mezcla de las oximas de (2-(dimetilamino)-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona, que cristalizan en Hexano/CH,Cl, en

proporcion 7:3.

Oximas de (2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona
(57ZE):

P.f. ( Hex/CH,Cl,): 126-140 °C

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 57ZEH) 2,51 (3H, s, SCHs); 3,09 (6H, s, NCHs);
3,86 (3H, s, OCHj3); 6,27 (1H, s, pyr); 6,47 (1H, s, pyr); 6,95 (2H, d, J=8,6; Ar); 7,43
(2H, d, J=8,6; Ar). Isbmero E.

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 57ZEH) 2,55 (3H, s, SCH3); 3,17 (6H, s, NCHs);
3,81 (3H, s, OCHz); 6,09 (1H, s, pyr); 6,39 (1H, s, pyr); 6,84 (1H, d, J=8,6; pyr); 7,43
(2H, d, J=8,6; Ar). Isbmero Z.

RMN "*C (CDCl5) & (ppm): (Espectro 57ZEC) 13,53 (CHs); 37,9 (2xCHs); 55,4 (CHs);
100,2 (CH); 107,9 (CH); 113,6 (CH); 113,9 (2xCH); 127,3 (C); 128,9 (2xCH); 131,4
(CH); 142,5 (C); 156,6 (C); 158,0 (C); 158,9 (C); 160,9 (C). Mezcla de isémeros (ZE).

IR (KBr): 1412, 1457, 1511, 1540, 1588, 3243 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 318,1276. Obtenido (C1sH20N30,S) 318,1287.

HPLC: Columna C4g tr: 20,48 min; tg: 20,72 min.

Obtencion de (2-(dimetilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

AON OO B nBuLi O
—_—
N~ 115 o~  THF seco N~ o~
/N\

Siguiendo el método A, se prepara una disoluciéon de 1,36 mL (10,9 mmol) de 4-
bromoanisol en THF seco (20 mL), se afnaden 6,8 mL (10,9 mmol) de una disolucion
1,6 M de nBuLi en hexano y se deja media hora en agitacién. A continuacion se
anaden 855 mg (4,36 mmol) de acido 2-(dimetilamino)-6-metoxipiridina-4-carboxilico
(115) disuelto en THF seco (10-20 mL). No se observa formacién de la cetona 58 por
RMN 'H.

Obtencion de (2-(dimetilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-

metoxifenil)metanona

0] (0]
O N _ 80°C O N
HNS & &@———— N
Cl o8 NI 58

Se disuelve 1 g (3,6 mmol) de (2-cloro-6-metoxipiridin-4-il)(4-
metoxifenil)metanona (28) en exceso de una disolucién de dimetilamino al 33% en
EtOH y se calienta a 80°C en atmdsfera de argdn durante 24 horas. Se controla el
avance de la reaccion mediante RMN 'H hasta la total desaparicion del material de
partida. Se evapora el disolvente y se purifica mediante cromatografia flash, utilizando
como eluyente Hexano/EtOAc (95:5), obteniendo 655 mg (2,29 mmol; 64%) de (2-
(dimetilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona, que se cristaliza en t-

Butilmetil éter.

(2-(dimetilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (58):

P f. (t-Butilmetil éter): 83-85 °C
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 58H) 3,09 (6H, s, NMe,); 3,88 (3H, s, OCHj); 3,92
(3H, s, OCHs); 6,14 (1H, s, pyr); 6,25 (1H, s, pyr); 6,94 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,88 (2H, d,
J=8,9; Ar).

RMN "C (CDCI;) & (ppm): (Espectro 58C) 37,9 (2xCHs); 53,3 (CHs); 55,5 (CHs); 95,9
(CH); 96,6 (CH); 113,7 (2xCH); 129,3 (C); 132,7 (2xCH); 149,9 (C); 158,4 (C); 1631
(C); 163,8 (C); 195,3 (C).

IR (KBr): 1405, 1507, 1560, 1598, 1659 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 287,1396. Obtenido (C1sH19N.O3) 287,1392.

HPLC: Columna C45 tg: 21,15 min.

Obtencion de 6-metoxi-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N.N-dimetilpiridin-2-amina

0
0
- S 4 CHsPPhyl nBuli D
PPhsl ——— N
N~ o~ 19 THF seco = o~
N 58 NS 59

A 1,41 g (3,50 mmol) de yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (30 mL)
a -40°C y en atmosfera de argén, se anaden 1,46 mL (2,33 mmol) de una disolucion
1,6 M de nBuLi en hexano segun método B. Posteriormente se anaden 334 mg (1,17
mmol) de (2-(dimetilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (58) disueltos
en THF seco (10-20 mL). Se obtienen 795 mg de crudo de reaccion que se purifican
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2)
obteniendo 43 mg (0,15 mmol; 13%) de 6-metoxi-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-
dimetilpiridin-2-amina y 229 mg con un 70% de pureza que se cromatografia CCP con
Hexano/EtOAc (8:2) obteniendo 14 mg de (59).

6-metoxi-4-(1-(4-metoxifenil)vinil)-N,N-dimetilpiridin-2-amina (59):
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 59H) 3,05 (6H, s, NMe,); 3,82 (3H, s, OCHs); 3,89
(3H, s, OCHa); 5,40 (1H, d, J=1,1; CH,); 5,43 (1H, d, J=1,1; CH,); 5,97 (1H, s, pyr);
5,98 (1H, s, pyr); 6,85 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,28 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN "*C (CDCI;) & (ppm): (Espectro 59C) 38,1 (2xCHs); 53,2 (CHs); 55,4 (CHs); 96,0
(CH); 97,3 (CH); 113,6 (2xCH); 113,6 (CH>); 129,3 (2xCH); 132,9 (C); 148,8 (C); 153,7
(C); 158,4 (C); 159,4 (C); 163,3 (C).

IR (pelicula): 1447, 1508, 1555, 1601 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 285,1603. Obtenido (C17H»N.O5) 285,1598.

HPLC: Columna C45 tr: 23,88 min.

Obtencién _de las oximas de (2-(dimetilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-

metoxifenilymetanona

o HO..
= N NH,0HHCl O N l
N o~ MeOH/pyr } N~ o
NS 58 N 60

Siguiendo el método E, se disuelven 140 mg (0,49 mmol) de (2-(dimetilamino)-6-
metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (58) en MeOH (20 mL) y se anaden 340 mg
(4,89 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Por cristalizacién en terc-butilmetiléter se
obtienen 19 mg (0,06 mmol; 13%) de un isémero (60a) y en las aguas madres se
obtienen 113 mg (0,38 mmol; 77%) de mezcla de oximas (60ZE) en proporcion 6:4. El

isémero aislado se isomeriza en disolucion de CDCls.

Oxima de la (2-(dimetilamino)-6-metoxipiridin-4-il)(4-metoxifenil)metanona (60a):
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

P.f. (t-Butilmetil éter): 150-152 °C

RMN "H (CDCls) 5 (ppm): (Espectro 60aH) 3,04 (6H, s, NMey); 3,85 (3H, s, OCH;);3,86
(3H, s, OCHs;); 5,97 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,17 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,95 (2H, d, J=8,9;
pyr); 7,40 (2H, d, J=8,9; pyr). Isémero 60a (E 6 Z)

RMN ®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 60ZEC) 37,9 (2xCHs); 53,2 (CHs); 55,4 (CHs);
113,5 (2xCH); 113,9 (CH); 124,1 (C); 127,4 (C): 128,9 (2xCH); 131,4 (CH); 145,2 (C);
148,3 (C); 156,9 (C); 158,4 (C); 160,2 (C); 160,9 (C); 163,4 (C). Isémeros E y Z

IR (KBr): 1412, 1450, 1512, 1565, 1602 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 302,1505. Obtenido (C1sH20N303) 302,1495.

HPLC: Columna Cg tg: 15,22 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

D.4.2. SINTESIS DE COMPUESTOS CON INDOL

Obtencién de (2,6-dicloropiridin-4-i)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona

RS e nBuLi O Clio /
- |
N A __ THF seco N~ NNZ
o 1 N N~ 62

15 ‘= —
Cl 61 Cl

Siguiendo el método A, se disuelven 4,10 g (19,5 mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-
indol (15) en THF seco (30 mL), y se afiaden 12,2 mL (19,5 mmol) de una disolucion
1,6 M de nBuLi en hexano. Posteriormente se afiaden 1,5 g (7,8 mmol) de acido 2,6-
dicloropiridina-4-carboxilico (1) disuelto en THF seco (20 mL). Por cromatografia flash
usando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) se obtienen 502 mg (1,64 mmol; 21%) de
(2,6-dicloropiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (61) y 176 mg (0,64 mmol; 8%)
de 5-(2,6-dicloropiridin-4-il)-1-metil-1H-indol (62).

(2,6-dicloropiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (61):
P.f. (Hexano/EtOAc): 164-165 °C

RMN "H (CDCl3) § (ppm): (Espectro 61H) 3,85 (3H, s, NCHa); 6,61 (1H, d, J=3,2; Hs);
7,17 (1H, d, J=3,2; H,); 7,40 (1H, da, J=8,8; H;): 7,49 (2H, s, pyr); 7,75 (1H, dd, J=1,6;
J=8,8; H): 8,01 (1H, d, J=1,6; H.).

RMN '®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 61C) 33,2 (CHa); 103,5 (CH); 109,9 (CH); 122,3
(2xCH); 123,3 (CH); 125,9 (CH); 126,7 (C); 127,9 (C); 131,2 (CH); 139,7 (C); 150,8
(2xC); 151,7 (C); 192,2 (C).

IR (KBr): 1508, 1530, 1561, 1604, 1650 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 305,0248. Obtenido (C1sH11Cl.N,0) 305,0246.

HPLC: Columna Cg tr: 18,32 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

5-(2,6-dicloropiridin-4-il)-1-metil-1H-indol (62):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 62H) 3,80 (3H, s, NCHs); 6,54 (1H, d, J=2,8; Hs);
7,11 (1H, d, J=2,8; H,); 7,37 (1H, da, J=8,8; H;); 7,40 (1H, da, J= 8,8; Hs); 7,46 (2H, s,
pyr); 7,82 (1H, s, Hy).

RMN '3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 62C) 33,1 (CHs); 101,9 (CH); 110,1 (2xCH); 120,0
(CH); 120,4 (2xCH); 126,6 (C); 129,0 (C); 130,5 (CH); 137,6 (C); 150,6 (2xC); 155,2
(C).

IR (KBr): 1418, 1495, 1530, 1579 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 277,0299. Obtenido (C14H11Cl2Ny) 277,0295.

HPLC: Columna Cg tg: 19,11 min.

Obtencion de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-ind ol

@)
Cl Cl
| + - nBuli S
N + CHsPPhyl ———— N
N— 19 THF seco N—
Cl 62 63

Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 765 mg (1,90 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y se adicionan 0,80
mL (1,26 mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. Posteriormente se
adicionan 193 mg (0,63 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-
il)metanona (62) en THF seco (20 mL) obteniendo 461 mg de crudo de reaccién. Se
purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2) y
se obtienen 113 mg (0,37 mmol; 59 %) de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-
indol.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (63):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 63H) 3,73 (3H, s, NCH3); 5,48 (1H, s; CH,); 5,56
(1H, s; CHy); 6,41 (1H, d, J=3,2; H3); 7,01 (1H, d, J=3,2; H,); 7,03 (2H, s, pyr); 7,03
(1H, dd, J=1,6; J= 8,4; He); 7,23 (1H, da, J=8,4; H;); 7,42 (1H, d, J=1,6; H,).

RMN "C (CDCls) 8 (ppm): (Espectro 63C) 33,0 (CHs); 101,5 (CH); 109,4 (CH); 117,4
(CH,); 120,8 (CH); 121,8 (CH); 122,1 (2xCH); 128,5 (C); 129,9 (CH); 130,1 (C); 136,7
(C); 147,1 (C); 150,5 (2xC); 155,8 (C).

HRMS: Calculado (M+H) 303,0456. Obtenido (C16H13CI2N2) 303,0450.

HPLC: Columna Cg tg: 20,19 min.

Obtencion de 5-(2,6-dicloropiridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido

o o
Cl Cl
N POCI, |
NF N— DMF N—
o] = Cl =
61 6s OHC

Siguiendo el método F, se disuelven 0,25 mL (2,75 mmol) de POCI; en DMF
seca (5 mL), y a la media hora se anaden 140 mg (0,46 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-
il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (61) disueltos en 5 mL de DMF seca, y se deja 2
horas a 60 °C. Por filtracion se obtienen 137 mg de precipitado que se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (1:1)
obteniendo 129 mg (0,39 mmol; 84%) de 5-(2,6-dicloropiridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido.

5-(2,6-dicloropiridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (64):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 64H) 3,97 (3H, s, NCHa); 7,50 (1H, da, J=8,8; H;);
7,52 (2H, s, pyr); 7,83 (1H, s; Hy); 7,90 (1H, dd, J=1,6; J= 8,8; He); 8,66 (1H, d, J=1,6;
Hy); 10,01 (1H, s, CHO).

RMN ®C (CDCls) & (ppm): (Espectro 64C) 34,1 (CHa); 110,7 (CH); 119,1 (C); 122,4
(2xCH); 124,8 (C); 125,6 (CH); 126,1 (CH); 129,9 (C); 140,7 (C); 140,8 (CH); 150,7
(C); 151,1 (2xC); 184,2 (CHO); 192,2 (C).
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

IR: (pelicula): 1531, 1573, 1659 cm””
HRMS: Calculado (M+H) 333,0199. Obtenido (C1sH11Cl.N,0,) 333,0198.

HPLC: Columna Cs tg: 11,93 min.

Obtencion de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido

Cl Cl
N POCI, |
> N
N A~ N— DMF seca = N—
Cl 63 65 OHC

Siguiendo el método F, se disuelven 0,11 mL (1,15 mmol) de POCI; en DMF
seca (5 mL), y a la media hora se afiaden 62 mg (0,21 mmol) de 5-(1-(2,6-
dicloropiridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (63) disueltos en 3-5 mL de DMF seca, y se deja
2 horas a temperatura ambiente. Se obtiene un precipitado que se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (1:1) obteniendo 64 mg
(0,19 mmol; 92%) de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido.

5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (65):

RMN "H (CDCIls) & (ppm): (Espectro 65H) 3,89 (3H, s, NCH3); 5,65 (1H, s CH,); 5,68
(1H, s CHy); 7,13 (1H, dd, J=1,6; J= 8,8; He); 7,15 (2H, s; pyr); 7,34 (1H, da, J=8,8; H);
7,73 (1H, s; Hy); 8,24 (1H, d, J=1,6; H,); 9,95 (1H, s, CHO).

RMN "C (CDCI3) 8 (ppm): (Espectro 65C) 33,9 (CHs); 110,1 (CH); 118,2 (C); 119,1
(CH,); 121,9 (2xCH); 124,4 (CH); 125,4 (C); 133,9 (C); 137,8 (C); 140,2 (C); 146,3
(2xC); 150,6 (CH); 155,1 (C); 184,4 (CHO).

IR: (pelicula): 1460, 1537, 1579 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 331,0402. Obtenido (C47H43CI,N,0O) 331,0405.

HPLC: Columna Cg tg: 16,75 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de 5-((2,6-dicloropiridin-4-il)(hidroximino)metil)-
1-metil-1H-indol-3-carbaldehido

o A
Cl N Cl AN
| NH,OH-HCI |
N~ > N~ _
N— MeOH/pyr _ N
Cl = Cl
HO'

Siguiendo el método E, se disuelven 104 mg (0,31 mmol) de 5-(2,6-dicloropiridin-
4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (64) en MeOH (20 mL), y se afaden 217 mg (3,12
mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen 100 mg (0,28 mmol; 89%) de
mezcla de los isébmeros posibles que se utilizan sin purificar en la obtencion del nitrilo
68.

Oximas de 5-((2,6-dicloropiridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (66):

RMN "H (CDCls) 8 (ppm): (Espectro 66H) 3,80 (3H, s, NCH;); 3,85 (3H, s, NCH5); 7,14-
8,25 (m); 8,56 (d, J=3,6).

Obtencion de 5-((2,6-dicloropiridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-

indol-3-carbonitrilo

HO.,.lN ACOW|N HO.,.lN
Cl Cl
N Ac,O/pyr ClI N KOH N
N~ 0 N__— N~
N— 130°C N— MeOH N—
cl = cl = oS
NC
66 \ 67 68
HO

Siguiente el método J, se disuelven 100 mg (0,28 mmol) de la mezcla de oximas
del 5-((2,6-dicloropiridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (66) en
piridina (10-20 mL) y se afiade 0,5 mL de anhidrido acético. Se obtienen 94 mg que se

purifican mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (6:4) y
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

se obtienen 46 mg (0,12 mmol; 42%) de 5-((acetoximino)(2,6-dicloropiridin-4-il)metil)-1-

metil-1H-indol-3-carbonitrilo.

Se anade 1 mL de KOH 5N y 3 mL de MeOH, y se deja 72 horas a temperatura
ambiente. Se evapora el MeOH vy se redisuelve en CH,Cl, y se lava la fase organica,
hasta neutralidad, con una disolucién saturada de NaCl. Se seca con Na,SOy, se filtra
y se evapora a sequedad. Se purifica mediante cristalizacion en Hex/CH,CI,
obteniendo 7 mg (0,02 mmol; 17%) del isdmero E y en las aguas madres hay 27 mg
(0,08 mmol; 65%) de la mezcla de oximas (68EZ). En disolucion cloroférmica se

hidroliza regenerando la cetona.

(E)-5-((2,6-dicloropiridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo
(68E):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 68EH) 3.89 (3H, s, NCH3); 7,29 (2H, s; pyr); 7,41
(1H, da, J=8,8; H;); 7,59 (1H, dd, J=1,6; J= 8,8; Hg); 7,63 (1H, s; Hy); 7,72 (1H, d,
J=1,6; H,).

RMN '3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 68ZEC) 33,9 (CHs); 86,5 (C); 111,0 (CH); 115,2
(C); 121,0 (CH); 121,1 (2xCH); 123,0 (C); 124,0 (C); 124,4 (CH); 127,7 (C); 136,7
(CH); 149,5 (C); 150,8 (2xC); 150,9 (C); 154,3 (C). Isémero E y Z

IR (KBr): 1451, 1487, 1529, 1576, 2222, 3319 cm”™
HRMS: Calculado (M+H) 345,0310. Obtenido (C4sH11CI,N4,O) 345,0315.

HPLC: Columna Cg tg: 11,70 min; tzr: 12,52 min.

Obtenciéon de las oximas de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-
indol-3-carbaldehido

Cl
Cl XN | AN
| NH,OH-HCI
N > N = N—
N— MeOH/pyr _
Cl — Cl
OHC 65 \ 69
N
HO
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Siguiendo el método E, se disuelven 38 mg (0,12 mmol) de 5-(1-(2,6-
dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (65) en MeOH (10 mL), y se
afiaden 80 mg (1,15 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen 49 mg (0,14
mmol) de mezcla de oximas de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-

carbaldehido.
Oximas de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (69):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 69H) 4,03 (3H, s, NCH,); 4,06 (3H, s, NCH;); 5,56
(1H, s: CH,): 5,62 (1H, s; CH,); 7,07-7,26 (m); 7,60-7,64 (m); 7,98 (d, J=1,6); 8,25 (s);
8,54 (d, J=1,6).

Obtencion de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbonitrilo
Cl | X Ac,O/pyr Cl I X
N~ N~
N— 130°C N—
Cl — Cl —
N 69 7
HO

Siguiendo el método J, se disuelven 49 mg (0,14 mmol) de la mezcla de oximas
del 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (69) en piridina (10
mL) y se afiade 0,5 mL de anhidrido acético. Se purifica mediante cromatografia flash,
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (7:3) y se obtienen 9 mg (0,03 mmol; 20%) de
5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo.

5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo (70):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 70H) 3,83 (3H, s, NCHs); 5,62 (1H, s, CH,); 5,64
(1H, s, CHy); 7,12 (1H, dd, J=1,6; J=8,8; He); 7,13 (2H, s, pyr); 7,34 (1H, da, J=8,8; H);
7,57 (1H, s, Hy); 7,64 (1H, d, J=1,6; H,).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 70C) 33,8 (CH); 86,0 (C); 110,5 (CH); 113,8 (C);
119,0 (CH,): 119,6 (CH):; 121,8 (2xCH); 124,1 (CH); 127,9 (C); 133,2 (C); 135,9 (C);
136,3 (CH); 146,0 (C); 150,6 (2xC); 154,7 (C).

HRMS: Calculado (M+H) 328,0408. Obtenido (C47H12CI.N3) 328,0409.

HPLC: Columna Cg tg: 18,20 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-

carboxamida

Ccl 0 CICH,-CH,CI Cl
X o) C//
| + TR >
N~ CI—S—N
N— I
Cl = 0
65

Siguiendo el método K, se disuelven 95 mg (0,31 mmol) de 5-(1-(2,6-
dicloropiridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (65) en 1,2-dicloroetano (10 mL) y se afiaden 42
ML (0,47 mmol) de isocianato de clorosulfonilo. Se deja 24 horas a temperatura
ambiente en atmodsfera de argén. Se purifica mediante cromatografia flash usando
como eluyente CH,Cl,/MeOH (98:2) y se obtienen 6 mg (0,02 mmol; 6%) de 5-(1-(2,6-
dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxamida (71) y 21 mg que se
cromatografian en CCP con CH,Cl,/MeOH (95:5) obteniendo 13 mg (0,04 mmol; 12%)
de 5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxamida (71).

5-(1-(2,6-dicloropiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxamida (71):

RMN 'H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 71H) 3,79 (3H, s, NCH5;); 5,60 (1H, s CH,); 5,62
(1H, s CHy); 5,74 (2H, s, NHy); 7,04 (1H, dd, J=1,6; J= 8,8; Hg); 7,14 (2H, s; pyr); 7,28
(1H, da, J=8,8; H;); 7,62 (1H, s; Hy); 7,96 (1H, d, J=1,6; H,).

RMN 3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 71C) 33,6 (CH3); 110,2 (CH); 118,8 (CH,); 120,7
(CH); 121 ,9 (2xCH); 123,2 (CH); 127,1 (C); 132,7 (C); 133,2 (C); 137,2 (C); 146,6 (C);
150,6 (CH); 155,2 (2xC); 166,7 (C).

IR: (pelicula): 1410, 1462, 1525, 1574, 1651, 2924, 3341 cm”’
HRMS: Calculado (M+H) 346,0514. Obtenido (C17H14Cl,N30) 346,0511.

HPLC: Columna Cg tg: 16,16 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2-cloro-6-(metilsulfanilpiridin-4-i(1-metil-1H-indol-5-

ilmetanona

O
Cl | X COOH Br nBuLi Cl | AN
_—
N~ __ THF seco N_~
S 3 N NT
~ — S =
15 S 72

Sobre una disolucién de 5,16 g (24,6 mmol) de 5-bromo-N-metil-1H-indol (15) en
THF seco (30-40 mL) se afaden 15 mL (24,6 mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi
en hexano siguiendo el método A. Posteriormente se afade 2 g (9,8 mmol) de acido 2-
cloro-6-metilsulfanilpiridina-4-carboxilico (3) disuelto en THF seco (20 mL). La reaccion
se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1)
y se recogen 1,09 g (3,44 mmol; 35%) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-

1H-indol-5-il)metanona que cristaliza en Hex/EtOAc.
(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (72):
P.f. (Hex/EtOAc): 116-123 °C

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 72H) 2,60 (3H, s, SCHs); 3,86 (3H, s, NCH5); 6,63
(1H, d, J=2,8; H3); 7,16 (1H, d, J=2,8; H2); 7,25 (1H, s, pyr); 7,33 (1H, s, pyr); 7,40 (1H,
da, J=8,3; He); 7,79 (1H, da, J=8,3; H;); 8,06 (1H, s, Ha).

RMN C (CDCls) & (ppm): (Espectro 72C) 13,7 (CHs); 33,2 (CHs); 103,5 (CH); 109,7
(CH): 118,5 (CH); 119,2 (CH); 123,4 (CH); 125,9 (CH); 127,3 (C); 127,9 (C); 131,0
(CH); 139,6 (C); 149,0 (C); 151,3 (C); 161,8 (C); 193,8 (C).

IR (KBr): 1446, 1530, 1565, 1601, 1645 cm”’
HRMS: Calculado (M+Na) 339,0335. Obtenido (C1sH15CIN,NaOS) 339,0316.

HPLC: Columna Cg tg: 21,29 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol

o)
cl Cl
O + - nBuLi O
N + CHgPPhyl ——> N
N— THF seco N—
& _ 19 s —
~ 72 >~ 73

Siguiendo el método B, a una suspensioén de 3,251 g (8,07 mmol) de yoduro de
metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (30-40 mL) a -40°C se adicionan 3,36 mL (5,37
mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. Posteriormente se adicionan 852
mg (2,69 mmol) de ((2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona
(72) disueltos en THF seco (10 mL). Se purifica mediante cromatografia flash usando
como eluyente Hexano/EtOAc (98:2) y se obtienen 194 mg (0,62 mmol; 23 %) de 5-(1-
(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol, y 236 mg de una mezcla (1:1)
de 72y 73.

5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (73):

RMN 'H (CDCI5) & (ppm): (Espectro 73H) 2,60 (3H, s, SCHs); 3,82 (3H, s, NCHs); 5,53
(1H, s, CHy); 5,61 (1H, s, CHy); 6,50 (1H, s, H3); 7,01 (1H, s, pyr); 7,10 (1H, s, H,); 7,10
(1H, s, pyr); 7,14 (1H, da, J= 8,6; Hg); 7,33 (1H, da, J=8,6; Hy); 7,54 (1H, s, Hy).

RMN *C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 73C) 13,7 (CHs); 33,0 (CH3); 101,6 (CH); 109,4
(CH); 116,4 (CH,); 118,9 (CH); 119,3 (CH); 120,9 (CH); 122,0 (CH); 128,5 (C); 129,9
(CH); 130,7 (C); 136,7 (C); 147,9 (C); 151,1 (C); 153,0 (C); 160,8 (C).

IR (pelicula): 1422, 1442, 1492, 1519, 1576 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 315,0723. Obtenido (C17H+sCIN,S) 315,0723.

HPLC: Columna C45 tr: 25,16 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-

1H-indol-5-i)metanona

o HO.

N
Cl |
N NH,OH-HCI  C N
N F# N— MeOH/pyr N~ N—
S = _
S o SN 74

Se disuelven 139 mg (0,43 mmol) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-
1H-indol-5-il)metanona (72) en 10 mL de MeOH, y se anaden 305 mg (4,39 mmol) de
clorhidrato de hidroxilamina, siguiendo el método E. Cristalizan en Hexano/CH.Cl,
dando 18 mg (0,05 mmol; 12%) de uno de los isémeros (74a) y en las aguas madres

se obtiene mezcla de oximas en proporcion 4:6.

Oximas de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona
(74ZE):

P.f. (Hexano/CH.Cl,): 176-178 °C

RMN "H (CDCls) & (ppm): 2,60 (3H, s, SCH;); 3,81 (3H, s, NCHs); 6,47 (1H, d, J=3,2;
Hs); 6,48 (1H, s, pyr); 7,04 (1H, s, pyr); 7,07 (1H, d, J=3,2; H); 7,30 (1H, da, J= 8,9;
He); 7,47 (1H, da, J=8,9; H7); 7,50 (1H, s, H4). Isbmero 74a (E 6 Z)

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 74ZEH) 2,55 (3H, s, SCHs); 2,60 (3H, s, SCHs);
3,79 (3H, s, NCHj3); 3,83 (3H, s, NCHj3); 6,48 (1H, d, J=3,2); 6,56 (1H, d, J=2,9); 7,00-
7,59 (m); 7,71 (1H, s). Mezcla de isémeros (Z y E).

RMN '3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 74ZEC) 13,7 (CH,); 33,1 (CH,); 102,0 (CH): 102,1
(CH); 109,4 (CH): 109,8 (CH); 118,1 (CH); 118,7 (CH); 119,4 (CH): 119,9 (CH); 120,6
(CH); 121,5 (CH); 122,6 (CH); 124,3 (C); 125,5 (C); 128,2 (CH): 130,1 (CH); 137,1 (C);
137,6 (C); 144,5 (C); 147,7 (C); 151,2 (C); 155,8 (C); 156,2 (C); 161,3 (C); 161,5 (C).

Mezcla de isémeros (Z y E).
IR (pelicula): 1441, 1524, 1577 cm’’
HRMS: Calculado (M+H) 332,0624. Obtenido (C1sH15N3;OSCI) 332,0610.

HPLC: Columna C45 tg: 20,60 min; tg: 21,12 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 5-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-

carbaldehido

o)
Cl N POCI;
N A N— DMF seca
S 72

Se disuelven 0,35 mL (3,74 mmol) de POCI; en DMF seca (5 mL), y a la media
hora se afnaden 200 mg (0,63 mmol) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-
indol-5-il)metanona (72) disueltos en 5-10 mL DMF seca, y se calienta a 60°C,
siguiendo el método F. Se obtiene un precipitado que se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (1:1). Se obtienen 140
mg (0,41 mmol; 64%) de 5-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-

carbaldehido.
5-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (75):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 75H) 2,59 (3H, s, SCHs); 3,95 (3H, s, NCH5); 7,22
(1H, s, pyr); 7,31 (1H, s, pyr); 7,46 (1H, d, J=8,6; Hy); 7,81 (1H, s, Hy); 7,85 (1H, da, J=
8,6; Hg); 8,66 (1H, s, Hy); 9,99 (1H, s, CHO).

RMN "®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 75C) 13,7 (CHs): 34,1 (CHs); 110,5 (CH); 118,4
(CH); 119,1 (C); 119,3 (CH); 122,4 (C); 124,8 (C); 125,7 (CH); 125,9 (CH); 130,5 (C);
140,7 (CH); 148,0 (C); 151,4 (C); 162,1 (C); 184,2 (CHO); 193,6 (C).

IR (pelicula): 1466, 1530, 1607, 1658 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 345,0465. Obtenido (C17H1sCIN,O,S) 345,0444.

HPLC: Columna Cg tr: 15,78 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-
indol-3-carbaldehido

Cl Cl

N POCI;, |
T \ P
N~ N— DMF seca N—
S — S. —
I & OHC 76

Siguiendo el método F, se disuelven 0,16 mL (1,70 mmol) de POCI; en DMF
seca (5 mL), y a la media hora se afaden 89 mg (0,28 mmol) de 5-(1-(2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (73) disueltos en 5-10 mL DMF seca, y se
deja 2 horas a temperatura ambiente. Se obtienen 95 mg un precipitado que se
purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hex/EtOAc (4:6). Se
obtienen 67 mg (0,20 mmol; 70%) de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-
metil-1H-indol-3-carbaldehido (76).

5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido
(76):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 76H) 2,56 (3H, s, SCHs); 3,92 (3H, s, NCH5); 5,62
(1H, s; CHy); 5,65 (1H, s; CHy); 6,94 (1H, d, J=1,4; pyr); 7,03 (1H, d, J=1,4; pyr); 7,17
(1H, dd, J=1,8; J=8,2; He); 7,34 (1H, da, J=8,2; H;); 7,73 (1H, s, H,); 8,29 (1H, d, J=1,8;
Hy4); 10,0 (1H, s, CHO).

RMN "3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 76C) 13,6 (CHz): 33,9 (CHs); 110,0 (CH); 118,0
(CH,); 118,3 (C); 118,5 (CH); 119,0 (CH); 121,8 (CH); 124,5 (CH); 125.4 (C); 134,5
(C): 137,8 (C); 140,2 (CH); 147,2 (C); 151,1 (C); 152,3 (C): 160,9 (C); 184,4 (CHO).

IR (pelicula): 1528, 1577, 1657 cm”™
HRMS: Calculado (M+H) 343,0672. Obtenido (C1sH1sCIN,OS) 343,0666.

HPLC: Columna C45 tr: 21,49 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de acido 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-i)vinil)-1-metil-

1H-indol-3-carboxilico

Cl Cl

| A CIcocCl | N
T N
N~ N—  CHCl N—
S — S\ —
~ 73 HOOC 77

Se disuelven 85 mg (0,27 mmol) de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-
1-metil-1H-indol (73) en 20 mL de CH,Cl, y se afiaden 186 uL (0,35 mmol) de fosgeno
al 20% en tolueno. Se controla la reaccién mediante RMN "H, y como a las 48 horas
no ha avanzado se anaden 207 uL (0,39 mmol) de fosgeno al 20% en tolueno. Se
mantiene la reaccién a temperatura ambiente durante 72 horas. Se vierte la reaccion
sobre agua con hielo. Se basifica el medio con NaOH al 5% y se extrae con EtOAc
(fase organica A). La fase acuosa se acidifica con HCI 2N, y se extrae con CH,Cl,
(fase organica B). Las fases organicas (A y B) se neutralizan con disolucion saturada
de NaCl, se secan con Na,SO,, se filtra y se evapora a sequedad, obteniendo 13 mg
(0,04 mmol; 13%) de acido 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-
indol-3-carboxilico (77) de la fase organica B; y 66 mg de mezcla de 5-(1-(2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (73) y (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-

il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (72) en proporcion 4:6 de la fase organica A.

Acido 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxilico
(77):

RMN 'H (CDCI5) & (ppm): (Espectro 77H) 2,48 (3H, s, SCHs); 3,81 (3H, s, NCHs); 5,55
(1H, s, CHy); 5,58 (1H, s, CHy); 6,89 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,97 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,05
(1H, da, J=8,5; He); 7,26 (1H, da, J=8,5; H;); 7,83 (1H, s, Hy4); 8,12 (1H, s, H,).

IR (pelicula): 1465, 1532, 1577, 1610, 1662 cm’”
HRMS: Calculado (M+Na) 381,0440. Obtenido (C1sH15CIN2NaO,S) 381,0453.

HPLC: Columna C4g tgr: 21,65 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Tratamiento de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-

ilmetanona con cloruro de tionilo

Q 0
c B SOCl, Cl N
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Se disuelven 40 mg (0,13 mmol) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-
1H-indol-5-il)metanona (72) en CH.Cl, (5-10 mL) a -80°C y se afaden 8 uL (0,14
mmol) de SOCI, disueltos en CH,Cl,. Se deja 24 h a -80°C. Se realiza cromatografia
en capa fina, pero no se observa avance de la reaccién. Se afnaden 20 pyL de SO;Cl y
la pongo en bafo de hielo durante 24 horas. No se observa avance de la reaccion. Se
repite la reaccidén a temperatura ambiente y afiadiendo 10 uL de SO3Cl. A las 24 horas
se vierte sobre hielo, y se extrae con EtOAc. La fase organica se lava con disolucion
saturada de NaCl, se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora a sequedad. En RMN 'H

so6lo se observan sefiales correspondientes al compuesto (72).

Obtencién de las oximas del 5-((2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-

iN(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido
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Siguiendo el método E, se disuelven 140 mg (0,41 mmol) de 5-(2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (75) en 10 mL de MeOH, y se
afiaden 282 mg (4,06 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina . Se obtienen 129 mg
(0,34 mmol; 84%) de mezcla de oximas de 5-((2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-

il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Oximas del 5-((2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-
indol-3-carbaldehido (78):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 78H) 2,53 (3H, s, SCHs); 2,55 (3H, s, SCH;); 3,83
(3H, s, NCHj3); 3,88 (3H, s, NCHj3); 7,04-7,48 (m); 7,73-7,86 (m); 8,1-8,3 (m); 8,65 (s).

Obtencion de 5-((2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-

metil-1H-indol-3-carbonitrilo

) | )
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Se disuelven 129 mg (0,34 mmol) de las oximas del 5-((2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido  (78) en
piridina (5-10 mL) y se afiade 0,5 mL de anhidrido acético siguiente el método J. Se
obtienen 103 mg (0,26 mmol; 76%) mg de 5-((acetoximino)(2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo (79). Se afade 1 mL de
NaOH al 10% y 3 mL de MeOH, y se deja 72 horas a temperatura ambiente. Se realiza
extracciéon con CH,CI, y se lava la fase organica, hasta neutralidad, con una disolucion
saturada de NaCl. Se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. Se
purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente CH,CI.,/EtOAc (95:5), y
se obtienen 45 mg (0,13 mmol; 50%) de mezcla de oximas de 5-((2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo que

cristalizan en Hex/ CH,Cl, en proporcion 4:6.

5-((2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-
carbonitrilo (80EZ):

P.f. (Hex/ CH,Cl,): 186-188 °C

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 80H) 2,46 (3H, s, SCH5); 2,52 (3H, s, SCH;); 3,80
(3H, s, NCHj3); 3.84 3H, s, NCHy); 6,93 (1H, s); 6,99 (1H, s); 7,01 (1H, s); 7,04 (1H, s);
7,18 (1H, d, J=1,6); 7,22 (1H, d, J=8,6); 7,30 (1H, d, J=8,6); 7,43 (1H, d, J=8,6); 7,53
(1H, s); 7,58 (1H, s); 7,63 (1H, s); 7,71 (1H, s).
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

RMN "C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 80C) 13,5 (CHs); 33,8 (CHs); 110,7 (CH); 115,3
(C); 17,4 (CH); 118,3 (CH); 119,0 (C); 119,7 (CH); 121,0 (CH); 123,1 (C); 124,5 (CH);
127,6 (C); 136,2 (C); 136,7 (CH); 146,6 (C); 151,2 (C); 155,1 (C); 161,6 (C); 175,8 (C).

IR (pelicula): 1428, 1448, 1527, 1574, 2219, 3316, 3338 cm’”
HRMS: Calculado (M+Na) 379,0396. Obtenido (C47H13CINsNaOS) 379,0389.

HPLC: Columna C4g tr: 18,13 min; tg: 19,32 min.

Obtencién de las oximas de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-
1-metil-1H-indol-3-carbaldehido

Cl N Cl X
| NH,OH-HCI |
N > N~ N—
N— MeOH/pyr _
S — S<
76 OHC 81 [ij
HO'

Siguiendo el método E, se disuelven 160 mg (0,46 mmol) de 5-(1-(2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (76) en 10 mL de MeOH,
y se anaden 324 mg (4,67 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina . Se obtienen 149 mg
(0,42 mmol; 90%) de mezcla de oximas de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-
ilvinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido.

Mezcla de oximas de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-

indol-3-carbaldehido (81ZE):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 81ZEH) 2,55 (3H, s, SCHs); 2,56 (3H, s, SCHy);
3,79 (3H, s, NCHj3); 3,88 (3H, s, NCHs); 5,56 (1H, s, CH,); 5,59 (1H, s, CH,); 5,62 (2H,
s, CH,); 6,97-7,37 (m); 7,67 (1H, s, J=1,2); 7,98 (1H, s); 7,06 (1H, s, J=1,2); 8,31 (2H,

S).
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Obtencion de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-

indol-3-carbonitrilo

Cl Cl

A
| A Ac,O/pyr |
N__— —_—> Z .
N— 130°C : N
S\ — ~
81 \ 82 Ne
N
HO

Se disuelven 149 mg (0,42 mmol) de la mezcla de oximas de 5-(1-(2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (81) en piridina (5-10 mL)
y se anade 0,5 mL de anhidrido acético siguiente el método J. Se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (7:3), y se obtienen 106
mg (0,31 mmol; 74%) de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-

3-carbonitrilo.
5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo (82):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 82H) 2,56 (3H, s, SCHs); 3,88 (3H, s, NCH5); 5,62
(1H, s, CHy); 5,63 (1H, s, CHy); 6,93 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,02 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,20
(1H, dd, J=1,6; J=8,6; He); 7,37 (1H, da, J=8,6; H;); 7,61 (1H, s, H,); 7,70 (1H, s, Hy).

RMN ®C (CDCls) & (ppm): (Espectro 82C) 13,5 (CHs); 33,8 (CHs); 86,0 (C); 110,4
(CH): 117,9 (CH,); 118,4 (CH); 119,0 (CH); 119,5 (CH); 124,3 (CH); 127,9 (C); 133,8
(C): 135,9 (C); 136,3 (CH); 146,8 (C); 151,1 (C); 151,9 (C); 161,0 (C).

IR (pelicula): 1526, 1576, 2218 cm’™
HRMS: Calculado (M+H) 340,0675. Obtenido (C4sH15CIN3S) 340,0673.

HPLC: Columna Cg tg: 19,89 min.
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Intentos de transformacion de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-

iNvinil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo en 5-(1-(2-cloro-6-

(metilsulfaniDpiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxamida

82 NC “7 H,N

Se ha intentado esta reaccion con las siguientes condiciones pero en ningun

caso se obtuvo la amida:

NaOH 10% en MeOH. T? ambiente. 24 horas.
- NaOH 10% en MeOH. Reflujo. 24 horas.

- NaOH 10M en MeOH. T2 ambiente. 24 horas.
- NaOH 10M en MeOH. Reflujo. 24 horas.

- 4 gotas HCI en MeOH. T? ambiente. 24 horas.
- 4 gotas H,SO, en MeOH. Reflujo. 24 horas.

- 3-4 mL &cido fosforico 85%. Reflujo. 72 horas.

- 1 espatula Triflato de zinc, 1mL agua, 1 cucharadita bicarbonato sddico, 10 mL

THF. Una semana a reflujo.

- 1 espatula isopropdxido de aluminio, 1 espatula bicarbonato sédico, 1 mL agua,
3 mL THF. Reflujo 72 horas.

Obtencion de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-

indol-3-carboxamida
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Siguiendo el método K, se disuelven 29 mg (0,09 mmol) de 5-(1-(2-cloro-6-
(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (73) en 5-10 mL de 1,2-dicloroetano y se
afiaden 12 uL (0,14 mmol) de isocianato de clorosulfonilo. Se deja 24 horas a
temperatura. Se purifica mediante una cromatografia en CCP con CH,Cl,/MeOH (95:5)
obteniendo 10 mg (0,03 mmol; 31%) de 5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-
metil-1H-indol-3-carboxamida y 12 mg (0,03 mmol; 31%) del derivado de acido 5-(1-(2-

cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxilico (77).

5-(1-(2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxamida
(83):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 83H) 2,55 (3H, s, SCH3); 3,86 (3H, s, NCHa); 5,56
(2H, s, NH); 5,60 (1H, s, CHy); 5,62 (1H, s, CHy); 6,95 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,03 (1H, d,
J=1,2; pyr); 7,13 (1H, dd, J=1,7; J= 8,6; He); 7,33 (1H, da, J=8,6; Hy); 7,68 (1H, s, Hy);
7,95 (1H, d, J=1,7; H,).

RMN 3C & (ppm): (Espectro 83C) 13,5 (CHs); 33,5 (CH3); 110,0 (CH); 110,2 (C); 117,6
(CH); 118,5 (CH); 119,0 (CH); 120,4 (CH,); 123,3 (CH); 125,9 (C); 133,3 (CH); 137,1
(C); 147,4 (C); 151,1 (C); 152,3 (C); 159,5 (C); 166,6 (C).

IR: (pelicula): 1519, 1574, 1651, 2925, 3342 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 358,0781. Obtenido (C1sH:7CIN;OS) 358,0780.

HPLC: Columna Cg tg: 16,99 min.

Obtencidn de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-

iDmetanona
0
SN OO0 B BuLi 2T
@/ N— THF seco e N~
> o. 15 \= Ol 84 =

Siguiendo el método A, se prepara una disolucién de 3,26 g (15,5 mmol) de 5-
bromo-N-metil-1H-indol (15) en THF seco (30 mL) y se afaden 9,7 mL (15,5 mmol) de
una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. A continuacion se afade 1,18 g (5,9 mmol)

de acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico (5) disuelto en THF seco (20
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mL). Se realiza una cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (8:2),
y se recogen 911 mg (2,92 mmol; 49%) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-

1H-indol-5-il)metanona, que se cristalizan en Hexano/ CH.Cl..
(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (84):
P.f. (Hex/ CH,Cl,): 103-104 °C

RMN "H (CDCls) & (ppm): 2,49 (3H, s, SCH3), 3,85 (3H, s, NCHs); 4,01 (3H, s, OCHs);
6,59 (1H, d, J=2,9; H3); 6,66 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,02 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,13 (1H, d,
J=2,9; H,); 7,38 (1H, d, J=8,6; Hy); 7,81 (1H, dd, J=1,8; J=8,6; Hs) 8,10 (1H, d, J=1,8;
Ha).

RMN ®C (CDCl3) 5 (ppm): 13,5 (CH3); 33,1 (CHs); 53,9 (CHs); 103,3 (CH); 105,3 (CH);
109,5 (CH); 112,9 (CH); 123,4 (CH); 125,8 (CH); 127,7 (C); 128,8 (C); 130,9 (CH);
139,4 (C); 149,6 (C); 158,3 (C); 163,7 (C); 195,2 (C).

IR: 1545, 1602, 1647 cm’
EM m/z (intensidad relativa, %): 158 (100), 312 (M*, 80)

HPLC: Columna C45 tr: 20,85 min.

Obtencion de 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-

indol
o)
S S
IS + - nBuli 7YY
N + CHsPPhyl —— N
N— 19 THF seco - N—
O 84 — N

A 387 mg (0,96 mmol) de yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (10-20
mL), a -40°C y en atmosfera de argon, se afiaden 0,4 mL (0,64 mmol) de una
disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano siguiendo el método B. Posteriormente se
adicionan 100 mg (0,32 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-
5-il)metanona (84) disueltos en THF seco (10 mL). Se obtienen 441 mg que mediante
cromatografian flash, utilizando como eluyente Hexano/CH,CI, (8:2), da lugar a 30 mg
(0,10 mmol; 31%) de 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol

(85).
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5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-ind ol (85):

RMN "H (CDCls) 8 (ppm): 2,56 (3H, s, SCHs); 3,80 (3H, s, NCH,); 3,96 (3H, s, OCHy);
5,48 (1H, d, J=1,1, CH,); 5,54 (1H, d, J=1,1, CH,); 6,44 (1H, d, J=1,2, pyr); 6,47 (1H,
da, J=3,2, H3); 6,79 (1H, d, J=1,2, pyr); 7,06 (1H, d, J=3,2, H,); 7,18 (1H, dd, J=14;
J=8,9, He): 7,28 (1H, d, J=8,9, H;): 7,55 (1H, d, J=1,4, Ha).

RMN ®C (CDCl3) 5 (ppm): 13,4 (CHs); 33,0 (CHs); 53,6 (CHs); 101,4 (CH); 105,1 (CH);
109,0 (CH); 113,7 (CH):; 114,9 (CH,); 120,8 (CH): 122,1 (CH); 128 (C); 136,6 (CH);
131,3 (C); 136,6 (C);148,9 (C); 153,3 (C); 156,9 (C); 164,0 (C).

IR: 1543, 1593, cm™
EM m/z (intensidad relativa, %): 310 (M*, 100).

HPLC: Columna Cg tg: 22,01 min.

Obtencion de las oximas de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-

1H-indol-5-i)metanona

HO.,
0 O N
S
YD NH,0HHCl S N
N N— MeOH/pyr N~ N—
O — ') —
Y > 86

Se disuelven 312 mg (1 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-
indol-5-il)metanona (84) en MeOH (10-20 mL) segun el método E y se afiaden 660 mg
(9,49 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Por cromatografia flash, utilizando como
eluyente Hexano/EtOAc (9:1), se obtienen 7,2 mg (0,02 mmol; 2%) de material de
partida (84) y 228 mg (0,70 mmol; 70%) del isémero E que se isomeriza en disolucion.

Cristalizan en Hex/CH,Cl, formando mezcla de oximas en proporcion 4:6.
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Oximas de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona
(86EZ):

P.f. (Hex/CH,Cl,): 155-157°

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 86EH) 2,53 (3H, s, SCHs); 3,83 (3H, s, NCHs);
3,92 (3H, s, OCHj3); 6,48 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,53 (1H, d, J=3,2; Hs); 6,93 (1H, d, J=1,1;
pyr); 7,11 (1H, d, J=3,2; H); 7,25 (1H, dd, J=1,4; J= 8,3; He); 7,39 (1H, da, J=8,3; Hy);
7,66 (1H, d, J=1,4; H,). Isdbmero E.

RMN "*C (CDCI;) & (ppm): (Espectro 86ZEC) 13,4 (CH3); 33,0 (CH3); 53,7 (CHs); 101,9
(CH); 102,1 (CH); 104,9 (CH); 105,6 (CH); 109,2 (CH); 109,5 (CH); 112,5 (CH); 113,5
(CH); 120,5 (CH); 121,5 (CH); 122,5 (CH); 122,7 (CH); 125,8 (C); 128,2 (C); 129,8
(CH); 136,9 (C); 137,4 (C); 144,8 (C); 147,9 (C); 157,0 (C); 157,2 (C); 157,6 (C); 157,9
(C); 163,9(C). Isébmeros E y Z.

IR: (KBr): 1456, 1515, 1544, 1589, 3227, 3272 cm’”
HRMS: Calculado (M+Na) 350,0939. Obtenido (C17H17N3NaO,S) 350,0953.

HPLC: Columna C45 tr: 18,39 min; tg: 18,90 min.

Obtencion de 5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-

carbaldehido

1) O
S /S 2
- |\ POCls |
> N
N A N— DMF seca = N—
— o) —
O 84 87 > OHC

Siguiendo el método F, se disuelven 0,46 mL (5,04 mmol) de POCI; en DMF
seca (5 mL), y a la media hora se anaden 262 mg (0,84 mmol) de (2-metilsulfanil-6-
metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (84) disueltos en DMF seca (5-10
mL), y se deja 2 horas a 60 °C. Se obtienen 300 mg de precipitado que se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (6:4),
obteniendo 145 mg (0,42 mmol; 51%) de 5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-1-metil-
1H-indol-3-carbaldehido.
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5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (87):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 87H) 2,59 (3H, s, SCHs); 3,93 (3H, s, NCH3); 4,00
(3H, s, OCHg); 6,64 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,03 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,44 (1H, da, J=8,9;
H7); 7,78 (1H, s; Hy); 7,90 (1H, dd, J=1,4; J= 8,9; Hs); 8,69 (1H, d, J=1,4; H,); 9,99 (1H,
s, CHO).

RMN "*C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 87C) 13,6 (CHs); 34,0 (CHs); 53,9 (CHs); 105,5
(CH); 110,3 (CH); 112,8 (CH); 119,0 (C); 124,6 (C); 125,8 (2xCH); 131,1 (C); 140,4
(C); 140,7 (CH); 148,5 (C); 158,6 (C); 160,8 (C); 184,3 (CHO); 195,2 (C).

IR: (pelicula): 1457, 1542, 1591, 1614, 1654 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 341,0960. Obtenido (C1sH17N,05S) 341,0959.

HPLC: Columna Cg tg: 15,85 min.

Obtencion de acido 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-

1H-indol-3-carboxilico

S S

~
N— Cl” ~Cl N—
o) — o =
~ g5 8 ™ Hooc

Se disuelven 101 mg (0,325 mmol) de 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-
ilvinil)-1-metil-1H-indol (85) en 20 mL de CH.Cl, y se anaden 172 pL (0,325 mmol) de
fosgeno al 20% en tolueno en CH,Cl,. Se controla la reaccion mediante RMN H, y se
anaden otros 172 uL (0,325 mmol) de fosgeno al 20% en tolueno. Se mantiene la
reaccion a temperatura ambiente durante 72 horas. Se vierte la reaccion sobre agua
con hielo. Se basifica el medio con NaOH al 5% y se extrae con EtOAc (fase organica
A). La fase acuosa se acidifica con HCI 2N, y se extrae con CH,CI, (fase organica B).
Las fases organicas (A y B) se neutralizan con disolucion saturada de NaCl, se secan
con Na,SOQ, anhidro, se filtra y se evapora a sequedad, obteniendo 31 mg (0,087
mmol; 27%) de acido 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carboxilico (88) de la fase organica B; y 73 mg de mezcla de 5-(1-(2-metilsulfanil-6-
metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol  (85) y (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(1-
metil-1H-indol-5-il)metanona (84) de la fase organica A.
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Acido 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxilico
(88):

RMN 'H (CDCIls) & (ppm): (Espectro 88H) 2,55 (3H, s, SCHs); 3,86 (3H, s, NCH5); 3,95
(3H, s, OCH5); 5,59 (2H, s, CH,); 6,40 (1H, s, pyr); 6,76 (1H, s pyr); 7,15 (1H, da, J=
8,9; He); 7,30 (1H, da, J=8,9; Hy); 7,90 (1H, s; Hy); 8,22 (1H, s; H,).

RMN "*C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 88C) 13,5 (CHs); 33,7 (CHs); 53,9 (CHs); 104,9
(CH); 106,6 (C); 109,7 (CH); 113,4 (CH); 116,5 (CH,); 121,5 (CH); 123,8 (CH); 126,9
(C); 134,6 (C); 137,2 (CH); 148,5 (C); 152,7 (C); 157,1 (C); 164,0 (C); 170,2 (C).

IR (pelicula): 1459, 1535, 1591, 1660 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 355,1116. Obtenido (C1gH1sN205S) 355,1113.

HPLC: Columna Cg tg: 20,28 min.

Obtencion de 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-
indol-3-carbaldehido

S S
IS POClI i
- N
N A N— DMF seca = N—
_ o) —
O~ g5 > OHC 89

Siguiendo el método F, se disuelven 0,16 mL (1,71 mmol) de POCI; en DMF
seca (5 mL) , y a la media hora se afiaden 80 mg (0,26 mmol) de 5-(1-(2-metilsulfanil-
6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (85) disueltos en 5-10 mL de DMF seca, y se
deja 2 horas a temperatura ambiente. Se obtiene un precipitado que se purifica
mediante cromatografia flash utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (6:4) vy
obteniendo 52 mg (0,15 mmol; 59%) de 5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-

metil-1H-indol-3-carbaldehido.
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5-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido
(89):

RMN "H (CDCl;) & (ppm): (Espectro 89H) 2,53 (3H, s, SCH;); 3,85 (3H, s, NCHs); 3,94
(3H, s, OCHg); 5,56 (1H, s, CHy); 5,57 (1H, s, CH,); 6,36 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,73 (1H,
d, J=1,1; pyr); 7,20 (1H, dd, J=1,4; J= 8,9; He); 7,26 (1H, da, J=8,9; Hy); 7,66 (1H, s,
H,); 8,28 (1H, d, J=1,4; H,); 9,94 (1H, s, CHO).

RMN "*C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 89C) 13,4 (CHs); 33,8 (CHs); 53,5 (CHs); 104,9
(CH); 109,7 (CH); 113,3 (CH); 116,2 (CH); 118,2 (C); 121,7 (CH); 124,7 (CH); 125,3
(C); 135,3 (C); 137,7 (C); 139,9 (CH); 148,2 (C); 152,6 (C); 157,1 (C); 164,0 (C); 184,4
(CHO).

IR: (pelicula): 1455, 1536, 1589, 1658 cm’’
HRMS: Calculado (M+H) 361,0987. Obtenido (C1gH1sN20,S) 361,0992.

HPLC: Columna Cg tg: 19,29 min.

Intentos de obtencién de 5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-1-metil-

1H-indol-3-carbonitrilo

0
20 T S nBuLi _S A
7 > |
N& & __ THF seco N~
18 |_N N~
0 — _
~N O\
NC NC

Siguiendo el método A, se disuelven 1,1 g (4,71 mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-
indol-3-carbonitrilo (18) en THF seco (20 mL), y se afiaden 3 mL (4,71 mmol) de una
disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. Posteriormente se afiaden 500 mg (2,51 mmol)
de acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico (5) disuelto en THF seco (10
mL). Pasadas 24 h se anade formiato de etilo, EtOAc y agua. La fase organica se
evapora parcialmente, se lava con agua saturada con NaCl hasta pH neutro, se seca
con Na,SO,, se filtra y se evapora a sequedad. En RMN 'H se observa el compuesto
18.

Se disuelven 505 mg (2,15 mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo en

THF seco (10-20 mL), y se afaden 2,7 mL (4,30 mmol) de una disoluciéon 1,6 M de
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nBuLi en hexano. Posteriormente se afaden 214 mg (1,07 mmol) de acido 2-

metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico (10 mL). No se observa avance de la

reaccion.
(0]
s N COOH  pr Mg/l,/NaH N _S N
y »

N A __ THF seco N__~

5 18 N N—
O — O —
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Sobre una suspension de 31 mg (1,29 mmol) de Mg en THF seco, se afiade en
frio unos cristales de |, y un tercio del derivado bromado. Se deja hasta decoloracién
de la solucion (en este caso tarda 24 horas en cambiar a color lechoso) vy a
continuacion se afade lentamente el resto de derivado bromado (en total 158 mg (0,67
mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo) y se deja en agitacion una hora. En
otro matraz se prepara una suspensién de 100 mg (0,50 mmol) de acido 2-
metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico y 32 mg (1,34 mmol) de NaH y se deja
media hora en agitacién en bafo de hielo. Posteriormente se afade el derivado
bromado sobre el acido y se deja 24 h en agitacion hasta alcanzar temperatura
ambiente. Se anade cloruro amonico y EtOAc. La fase organica se evapora
parcialmente, se lava con agua saturada con NaCl hasta pH neutro, se seca con

Na,SO,, se filira y se evapora a sequedad. No se observa avance de la reaccion.

Obtencion de las oximas de 5-((hidroximino-(2-metilsulfanil-6-

metoxipiridin-4-i)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido

HO.,
o |
PPN 0 N
| NH,OH-HCI
N > N~ N—
N— MeOH/pyr _
S — S
87 > OHC 90

2=

Siguiendo el método E, se disuelven 68 mg (0,2 mmol) de 5-(6-metilsulfanil-2-
metoxipiridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (87) en MeOH (10 mL), y se afiaden
139 mg (1,99 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen 143 mg de mezcla de

oximas que se utilizan en la siguiente reaccion.
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Obtencion de 5-((hidroximino)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metil)-1-

metil-1H-indol-3-carbonitrilo

HO..
oIN . X
O 7YY 91 X:N-OAc
NI AcyO/pyr N 92 X:N-OH
= —_— _ '
N— 130°C N 93 X0
90 S NC
\
N
HO

Se disuelven 143 mg de la mezcla de oximas (90) en piridina (5-10 mL) y se
anade 0,5 mL de anhidrido acético siguiendo el método J. Mediante cromatografia
flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (7:3), se obtienen 10 mg (0,03 mmol)
de (93) y 65 mg del derivado acetilado (91).

Se disuelven los 65 mg del derivado acetilado (91) en 1mL de KOH 5N y 3 mL de
MeOH, durante 24 horas a temperatura ambiente. Se realiza extraccion con CH,Cl, y
se lava la fase organica, hasta neutralidad, con una disolucion saturada de NaCl. Se
seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. Se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (7:3), y se obtienen 3 mg
de (93), 19 mg de una mezcla de oximas (92) y cetona (93); y 8 mg de la oxima (92).
Se juntan las tres fracciones y se vuelven a sintetizar la oxima. Son 41 mg de mezcla
de oxima y cetona y se afade 84 mg de clorhidrato de hidroxilamina (1,22 mmol). Se
purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (7:3), y
se obtienen 5 mg del isébmero E, 5 mg del isobmero Z y 9 mg de mezcla de oximas

(92EZ). En disolucion cloroférmica las oximas se rompen formando la cetona.

(E)-5-((hidroximino)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metil)-1-metil-1H-indol-3-
carbonitrilo (92E):

RMN 'H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 92EH) 2,50 (3H, s, SCHj); 3,84 (3H, s, NCHj3);
3,87 (3H, s, OCHj3); 6,33 (1H, d, J=1,2; pyr); 6,86 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,26 (1H, d,
J=8,8; Hg); 7,41 (1H, d, J=8,8; H;); 7,57 (1H, s, Hy); 7,72 (1H, s, Hy).

IR (pelicula): 1454, 1538, 1590, 2221, 3309 cm

HRMS: Calculado (M+H) 353,1072. Obtenido (C4gH17N4O,S) 353,1069.
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(2)-5-((hidroximino)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metil)-1-metil-1H-indol-3-
carbonitrilo (922):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 92ZH) 2,54 (3H, s, SCHs); 3,80 (3H, s, NCHs);
3,95 (3H, s, OCH3); 6,34 (1H, d, J=1,2; pyr); 6,68 (1H, s, J=1,2; pyr); 7,30 (1H, d,
J=8,8; Hg); 7,52 (1H, s, Hy); 7,55 (1H, d, J=8,8; H;); 7,65 (1H, s, Hy).

IR (pelicula): 1454, 1540, 1591, 2221, 3309 cm’

HRMS: Calculado (M+H) 353,1072. Obtenido (C1gH17N4O,S) 353,1071.

HPLC: Columna Cg tgr: 15,80 min; tr: 16,72 min.
5-(2-metilsulfanil-6-(metoxi)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo (93):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 93H) 2,55 (3H, s, SCHs); 3,87 (3H, s, NCH;); 3,95
(3H, s, OCHy); 6,56 (1H, d, J=1,2; pyr); 6,96 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,43 (1H, d, J=8,4; H);
7,62 (1H, s, H,); 7,86 (1H, dd, J=1,6; J=8,4; H¢); 8,11 (1H, d, J=1,6; H,).

RMN '3C (CDCls) § (ppm): (Espectro 93C) 13,4 (CHs); 33,9 (CHs); 53,8 (CHa); 105,2
(CH): 110,6 (CH); 112,6 (CH); 114,7 (C); 115,6 (C); 123,8 (CH); 125,5 (CH); 127,0 (C);
130,5 (C); 137,3 (CH); 148,2 (C); 158,8 (C); 163,6 (C); 194,8 (C).

IR (pelicula): 1455, 1542, 1609, 1661, 2221 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 338,0963. Obtenido (C1gH1sN30,S) 338,0943.

HPLC: Columna Cg tr: 17,89 min.

Obtencion de (2.6-bis(metilsulfanilpiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-
imetanona
(0]
S N COOH  Br nBuLi _S N
N~ __ THF seco N~
. 4 15 \N N—
~ S\ 94

Siguiendo el método A, se disuelve 2,44 g (11,5 mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-
indol (15) en THF seco (20-30 mL), y se afiaden 7,2 mL (11,5 mmol) de una disolucién
1,6 M de nBuLi en hexano. Posteriormente se afiaden 1g (4,6 mmol) de acido 2,6-
bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico (4) disuelto en THF seco (10-20 mL). Mediante
cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1), se obtienen 500 mg
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(1,52 mmol; 33%) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona
(94) y (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)bis(1-metil-1H-indol-5-i)metanol (95), aislado de

las fracciones polares de la columna.

(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (94):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 94H) 2,62 (6H, s, SCHs); 3,85 (3H, s, NCH3); 6,60
(1H, d, J=3,2; Hy); 7,10 (2H, s, pyr); 7,15 (1H, d, J=3,2; H,); 7,38 (1H, d, J=8,8; H);
7,80 (1H, dd, J=1,8; J= 8,8; He); 8,07 (1H, d, J=1,8; H,).

RMN ™3C (CDCl3) § (ppm): (Espectro 94C) 13,5 (2xCHs); 33,2 (CHs); 103,4 (CH); 109,6
(CH): 115,9 (2xCH); 123,5 (CH); 125,8 (CH); 127,7 (C); 127,9 (C):130,9 (CH); 139,5
(C); 146,4 (C); 160,1 (2xC); 195,1 (C).

IR (KBr): 1526, 1565, 1603, 1652 cm™

HRMS: Calculado (M+H) 329,0782. Obtenido (C47H17N,0S;) 329,0761.
HPLC: Columna Cg tg: 20,38 min.
(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)bis(1-metil-1H-indol-5-il)metanol (95):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 95H) 2,55 (6H, s, SCH;); 3,79 (6H, s, NCHs); 6,41
(2H, d, J=2,8; Hs); 6,97 (4H, s, pyr); 7,05 (2H, d, J=2,8; H,); 7,18 (2H, dd, J=1,8; J= 8,6;
He); 7,27 (2H, d, J=8,6; H;); 7,44 (2H, d, J=1,8; H,).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 95C) 13,5 (2xCHs); 33,2 (2xCHs); 82,3 (C); 101,6
(2xCH); 109,2 (2xCH); 116,6 (2xCH); 120,7 (2xCH); 122,2 (2xCH); 127,9 (2xC); 129,6
(2xCH); 136,1 (2xC); 137,6(2xC); 157,3 (C); 158,8 (2xC).

IR (pelicula): 1439, 1489, 1529, 1571, 1728, 2925, 3510 cm”’
HRMS: Calculado (M+Na) 482,1337. Obtenido (CsH2sN3NaOS,) 482,1301.

HPLC: Columna C4g tr: 22,69 min.
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Obtencion de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol

0
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Se prepara una suspensiéon siguiendo el método B de 1,07 g (2,65 mmol) de
metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y se adicionan 1,1 mL (1,8
mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. Posteriormente se adicionan 290
mg (0,88 mmol) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (94)
disueltos en THF seco (10 mL), obteniendo 545 mg. Mediante cromatografia en
columna, usando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5), se obtienen 134 mg (0,41
mmol; 47 %) de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol.

5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (96):

RMN "H (CDCIls) & (ppm): (Espectro 96H) 2,63 (6H, s, SCHs); 3,81 (3H, s, NCH3); 5,51
(1H, d, J=1,1; CH,); 5,59 (1H, d, J=1,1; CH,); 6,50 (1H, d, J=3,2; H3); 6,94 (2H, s, pyr);
7,09 (1H, d, J=3,2; Hy); 7,20 (1H, dd, J=1,8; J= 8,8; He); 7,31 (1H, d, J=8,8; H;); 7,58
(1H, d, J=1,8; Hy).

RMN "3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 96C) 13,4 (2xCHs); 33,0 (CHs); 101,5 (CH); 109,2
(CH): 115,4 (CH,); 116,5 (2xCH); 120,9 (CH); 122,1 (CH); 128,4 (C); 129,7 (CH); 131,2
(C); 136,6 (C); 148,7 (C); 150,3 (C);159,2 (2xC).

IR (pelicula): 1517, 1571, 1607 cm”’
HRMS: Calculado (M+H) 327,0990. Obtenido (C1sH1sN2S,) 327,1031.

HPLC: Columna C45 tr: 24,78 min.
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Obtencion de las oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-

indol-5-iYmetanona
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Se disuelven 134 mg (0,41 mmol) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-
5-il)metanona (94) en MeOH (10-20 mL) y, siguiento el método E, se afiaden 284 mg
(4,08 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina . Para separar las dos oximas se hace una
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) obteniendo 48 mg
(0,14 mmol; 34%) del isémero E, 21 mg (0,06 mmol; 15%) del isémero Z y 52 mg (0,15

mmol; 37%) de mezcla de oximas.

Oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona
(97EZ2):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 97ZEH) 2,56 (6H, s, SCHs); 3,84 (3H, s, NCHs);
6,54 (1H, d, J=3,2; Hs); 6,98 (2H, s, pyr); 7,12 (1H, d, J=3,2; H,); 7,24 (1H, dd, J=1,8;
J=8,6; Hg); 7,40 (1H, d, J=8,6; H;); 7,68 (1H, d, J=1,8; H,). Isbmero E.

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 97ZEH) 2,61 (6H, s, SCH3); 3,80 (3H, s, NCHs);
6,46 (1H, d, J=3,2; H3); 6,90 (2H, s, pyr); 7,06 (1H, d, J=3,2; H); 7,29 (1H, d, J=8,6;
H;); 7,49 (1H, dd, J=1,8; J= 8,6; He); 7,51 (1H, d, J=1,8; H,). Isbmero Z.

RMN "C (CDCls) & (ppm): (Espectro 97ZC) 13,3 (2xCHs); 32,9 (CHs); 102,0 (CH);
109,4 (CH); 116,5 (2xCH); 120,6 (CH); 121,6 (CH); 125,5 (C); 128,1 (C); 129,8 (CH);
137,5 (C); 141,5 (C); 156,9 (C); 159,7 (2xC). Isémero Z.

IR (pelicula): 1435, 1517, 1571, 3214 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 344,0891. Obtenido (C17H1sN30S,) 344,0870.

HPLC: Columna C4g tr: 21,22 min; tr: 21,67 min.
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Obtencion de 5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-

carbaldehido
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Siguiendo el método F, se disuelven 0,15 mL (1,64 mmol) de POCI; en DMF
seca (5 mL) en tamiz molecular, y a la media hora se afiaden 96 mg (0,29 mmol) de
(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (94) disueltos en DMF
seca (5-10 mL), y se deja 2 horas a 60 °C. Se obtienen 62 mg de precipitado que se
purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (1:1)
obteniendo 45 mg (0,13 mmol; 44%) de 5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-

indol-3-carbaldehido.
5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (98):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 98H) 2,62 (6H, s, SCHs); 3,94 (3H, s, NCH3); 7,10
(2H, s, pyr); 7,44 (1H, d, J=8,4; H;); 7,79 (1H, s; Hy); 7,88 (1H, dd, J=1,8; J= 8,4; Hs);
8,69 (1H, d, J=1,8; Hy); 10,02 (1H, s, CHO).

RMN "C (CDCIls) & (ppm): (Espectro 98C) 13,4 (2xCHs); 33,9 (CHs); 110,2 (CH); 115,8
(2xCH); 119,1 (C); 124,7 (C); 125,6 (CH); 125,7 (CH); 130,9 (C); 140,2 (CH); 145,3
(C); 160,3 (2xC); 184,1 (CH); 194,9 (C).

IR: (pelicula): 1457, 1529, 1568, 1610, 1658 cm””
HRMS: Calculado (M+H) 357,0731. Obtenido (C4sH17N.0,S,) 357,0792.

HPLC: Columna Cg tr: 17,23 min.
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Obtencion de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-

carbaldehido
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Siguiendo el método F, se disuelven 0,3 mL (3,38 mmol) de POCI; en DMF seca
(5 mL) en tamiz molecular, y a la media hora se afiaden 184 mg (0,56 mmol) de 5-(1-
(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (96) disueltos en DMF seca (5-10
mL), y se deja 2 horas a temperatura ambiente. Se obtiene un precipitado que se
purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (6:4),
obteniendo 183 mg (0,51 mmol; 92%) de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-
metil-1H-indol-3-carbaldehido.

5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (99):

RMN 'H (CDCI;) & (ppm): (Espectro 99H) 2,57 (6H, s, SCHs); 3,88 (3H, s, NCH5); 5,56
(1H, s; CHy); 5,60 (1H, s; CHy); 6,82 (2H, s, pyr); 7,17 (1H, d; J= 8,6; Hy); 7,32 (1H, d,
J=8,6; He); 7,70 (1H, s; H); 8,29 (1H, s; Hy); 9,98 (1H, s, CHO).

RMN "3C (CDCl3)  (ppm): (Espectro 99C) 13,3 (2xCHs); 33,8 (CH,); 109,9 (CH); 116,1
(2xCH); 116,9 (CH,); 118,2 (C); 121,6 (CH); 124,5 (CH); 125,3 (C); 134,9 (C); 137,7
(C); 140,2 (CH); 148,0 (C); 149,5 (C); 159,3 (2xC); 184,3 (CHO).

IR: (pelicula): 1456, 1481, 1524, 1572, 1652, 2918 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 355,0937. Obtenido (C19H19N20S;) 355,0939.

HPLC: Columna C45 tr: 25,07 min.
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Intentos de obtencion de acido 5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-

1H-indol-3-carboxilico

a) Por oxidacion del aldehido 98

™ HooC

Se disuelven 40 mg (0,11 mmol) de 5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-
3-carbaldehido (98) en una mezcla de 1,5 mL de t-BuOH, y 2,5 mL de 2-metilbuteno. A
continuacion se afiaden 290 mg (3,2 mmol) de NaCIlO,, y 326 mg (2,36 mmol) de
NaH,PO4 en 1,5 mL de H,O y se pone en agitacién en bafio de hielo. Se controla
mediante CCF. Se realiza extraccion con CH,Cl, y se lava la fase organica, hasta
neutralidad, con una disolucion saturada de NaCl. Se seca con Na,SO, anhidro, se
filtra y se evapora a sequedad. Se obtienen 100 mg de una mezcla compleja dificil de

caracterizar.

b) Por cloroacilacion de la olefina 94

o) o)
S N . o  CHyCl, S N
—_— >
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Se disuelven 79 mg (0,22 mmol) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-
il)metanona (94) en CH,CI, y se afiade 0,15 mL (0,28 mol) de fosgeno al 20% en
tolueno y se deja 24 h en agitacion a temperatura ambiente. No se observa avance de
la reaccion en RMN "H. Se afiaden 6 equivalentes de fosgeno al 20% en tolueno y se
calienta a 80°C. No se observa avance de la reaccion en RMN 'H. Se disuelve la
cetona en tolueno, se anaden 0,6 mL (1,13 mmol) de fosgeno al 20% en tolueno y se
calienta a 120 °C. Se obtiene mezcla compleja dificil de caracterizar. Se realiza
extraccidon con CH,CI, y se lava la fase organica, hasta neutralidad, con una disolucion
saturada de NaCl. Se seca con Na,SQO, anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. No

se observa avance de la reaccion en RMN 'H.
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Obtencion de acido 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-

indol-3-carboxilico

-~ X 0] CH2C|2 /S
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Se disuelven 79 mg (0,24 mmol) de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-
metil-1H-indol (95) en CH.Cl, (10 mL) y se afiade 0,13 mL (0,24 mol) de fosgeno al
20% en tolueno y se deja 24 h en agitacion a temperatura ambiente. Se vierte la
reaccion sobre agua con hielo. Se basifica el medio con NaOH al 5% y se hace extrae
con EtOAc (fase organica A). La fase acuosa se acidifica con HCI 2N, y se extrae con
CH,CI, (fase organica B). Las fases organicas (A y B) se neutralizan con disolucion
saturada de NaCl, se secan con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora a sequedad,
obteniendo 22 mg (0,06 mmol; 25%) de acido 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-
ilvinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxilico (100) de la fase organica B; y 52 mg de mezcla

de material de partida (96) y de derivado de fenstatina (94) de la fase organica A.

Acido 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxilico
(200):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 100H) 2,58 (6H, s, SCH3); 3,88 (3H, s, NCHs);
5,58 (1H, s, CH,); 5,61 (1H, s, CHy); 6,84 (2H, s, pyr); 7,12 (1H, da, J= 8,9; He); 7,31
(1H, da, J=8,9; H7); 7,90 (1H, s; Hy); 8,22 (1H, s; Hy).

RMN '3C (DMSO-d) 8 (ppm): (Espectro 100C) 12,7 (2xCHs); 33,1 (CH3); 106,5 (C);
110,9 (CH); 115,3 (2xCH); 117,1 (CH,); 120,2 (CH); 122,4 (CH); 126,4 (C); 132,7 (C);
136,9 (CH); 147,4 (C); 149,6 (C); 159,2 (2xC); 165,5 (C).

IR (KBr): 1422, 1482, 1523, 1573, 1615, 1656 cm
HRMS: Calculado (M+H) 371,0888. Obtenido (C19H19N20,S,) 371,0886.

HPLC: Columna Cg tg: 21,86 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Intento de obtencion de 5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-

indol-3-carbonitrilo

0]
/S©COOH Br mBuLiNaH — _S._
—H— |
N~ N
4 N— THF seco 7 N—
S< — S =
NC 18 ~ NC

Siguiendo el método A, se disuelven 750 mg (3,19 mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-
indol-3-carbonitrilo (18) en THF seco (10-20 mL) a -40°C, y se afiaden 2,2 mL (3,51
mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. Sobre 687 mg (3,19 mmol) de
acido 2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico (4) disuelto en THF seco (10 mL) a
0°C, se afaden 84 mg (3,5 mmol) de NaH. Una hora después se anade el indol sobre
la sal del acido y se deja subir la temperatura hasta la temperatura ambiente. A las 24
horas se afade formiato de etilo y EtOAc y se evapora parcialmente la fase organica.
Se extrae con EtOAc, y se lava la fase organica, hasta neutralidad, con una disolucion
saturada de NaCl. Se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora a sequedad, obteniendo
83 mg de crudo de reaccién. En RMN "H solo se observan sefales del indol de partida
(18).

Se disuelven 1,1g (4,64 mmol) de 5-bromo-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo en THF
seco a -40°C, y se afiaden 2,9 mL (4,64 mmol) de nBuli. A la media hora se afiade 500
mg (2,32 mmol) de &cido 2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico disuelto en THF
seco sobre el indol, y se deja subir la temperatura hasta la temperatura ambiente. Se

realiza RMN 'H pero solo se observan sefiales de material de partida.

Obtencién de las oximas del 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-
metil-1H-indol-3-carbaldehido

NH,OH-HCI N
MeOH/pyr \N
S 101
\
tN
HO
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Siguiendo el método E, se disuelven 138 mg (0,39 mmol) de 5-(1-(2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (99) en MeOH (10-20
mL), y se afiaden 271 mg (3,89 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen
138 mg (0,37 mmol; 95%) de mezcla de oximas de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-
ilvinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido que se utilizan directamente en la sintesis del

compuesto 102.

Oximas de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (101):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 101H) 2,50 (6H, s, SCHs); 2,52 (6H, s, SCHs); 3,74
(3H, s, NCHs3); 3,79 (3H, s, NCHj3); 5,45 (1H, d, J=0,8; CHy); 5,47 (1H, d, J=0,8; CH,);
5,50 (1H, d, J=0,8; CH,); 5,51 (1H, d, J=0,8; CH,); 6,78 (s); 7,06-8,57 (m).

Obtencidn de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-

carbonitrilo

S N /S AN
| Ac,O/pyr |
N— 130°C & _
S\ — ~ NG
\ 101 102
N
HO

Siguiente el método J, se disuelven 138 mg (0,37 mmol) de la mezcla de oximas
de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (101) en
piridina (5-10 mL) y se anade 0,5 mL de anhidrido acético. Mediante cromatografia
flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (75:25), se obtienen 51 mg (0,15 mmol;
39%) mg de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo (102):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 102H) 2,55 (6H, s, SCH5); 3,77 (3H, s, NCHs);
5,48 (1H, s, CH,); 5,49 (1H, s, CH,); 6,72 (2H, s; pyr); 7,13 (1H, d, J=8,8; Hg); 7,26 (1H,
d, J=8,8; H7); 7,50 (1H, s, Hy); 7,60 (1H, s, Hy).

RMN "®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 102C) 13,6 (2xCH3); 34,2 (CHs); 110,7 (CH);
116,1 (C); 116,5 (2xCH); 117,3 (CH,); 119,8 (CH); 124,8 (CH); 128,2 (C): 134,7 (C);
136,2 (C); 136,6 (CH); 148,0 (C); 159,6 (C); 159,7 (2xC).

IR (pelicula): 1484, 1527, 1573, 2218 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 352,0942. Obtenido (C19H+sN5S,) 352,0939.

HPLC: Columna Cg tg: 20,85 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-

carboxamida

s B o C,p CICHZ-CHZCI‘/S
N cl—s-N’
N— I
s _ 0
~> 96

Siguiendo el método K, se disuelven 70 mg (0,21 mmol) de 5-(1-(2,6-
bis(metilsulfanil)piridin4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (96) en 10 mL de 1,2-dicloroetano y se
afiaden 29 pL (0,32 mmol) de isocianato de clorosulfonilo. Mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice usando como eluyente CH,Cl./MeOH (99:1), se obtienen
24 mg (0,06 mmol; 31%) de 5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-

3-carboxamida.
5-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxamida (103):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 103H) 2,51 (6H, s, SCH5); 3,78 (3H, s, NCHs);
5,50 (1H, s, CHy); 5,51 (1H, s, CHy); 5,66 (2H, s, NH,); 6,76 (2H, s; pyr); 7,08 (1H, dd,
J=1,6; J=8,6; Hs); 7,24 (1H, d, J=8,6; H;); 7,63 (1H, s; H,); 7,86 (1H, d, J=1,6; Hy).

RMN "C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 103C) 13,3 (2xCHj3); 33,5 (CHs); 110,0 (CH);
110,1 (C); 116,2 (2xC);120,1 (CH,); 123,4 (CH); 125,6 (C); 133,6 (C); 133,8 (CH);
137,1 (C); 148,1 (C); 149,5 (C); 159,2 (2xC); 166,7 (C).

IR: (pelicula): 1462, 1519, 1573, 1651, 2924, 3341 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 370,1048. Obtenido (C19H20N30S;) 370,1051.

HPLC: Columna Cg tg: 18,14 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-

indol-5-iYmetanona

0] | 0]
Cl N
| _ 80°C Y Y
N~ HN —_— N~
N— | EtOH N—
SNG /) — S 104 —

Sobre 1,295 g (4,09 mmol) de (2-cloro-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-
indol-5-il)metanona (72) se anade dimetilamina en EtOH al 33% en exceso y se pone a
reflujo durante 48 horas. Se evapora y se purifica mediante cromatografia flash,
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1), recogiéndose 631 mg (1,94 mmol, 47%)
de (2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona y 673

mg (2,12 mmol; 52%) de compuesto 72 sin reaccionar.
(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (104):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 104H) 2,57 (3H, s, SCHs); 3,13 (6H, s, NMe,); 3,85
(3H, s, NCHs); 6,44 (1H, s, pyr); 6,59 (1H, d, J=2,8; H3); 6,67 (1H, s, pyr); 7,14 (1H, d,
J=2,8; H,); 7,38 (1H, da, J= 8,6; Hg); 7,84 (1H, da, J=8,6; Hy); 8,14 (1H, s; Hy).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 104C) 13,7 (CHs); 33,1 (CHs); 37,9 (2xCHs);
100,3 (CH); 103,4 (CH); 107,8 (CH); 109,5 (CH); 123,5 (CH); 125,8 (CH); 127,8 (C);
128,2 (C); 130,7 (CH); 139,3 (C); 148,1 (C); 157,9 (C); 158,8 (C); 196,7 (C).

IR (pelicula): 1448, 1500, 1532, 1589, 1651, 2924 cm"
HRMS: Calculado (M+H) 326,1327. Obtenido (C1gH20N30S) 326,1309.

HPLC: Columna Cg tg: 19,79 min.

226



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)-6-

(metilsulfanil)piridin-2-amina

| o |
N N
7YY + - nBuli |
N + CHgPPhyl —— N
N— 19 THF seco N—
— S —
5N 40a S 105

Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 1,96 g (4,85 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y se adicionan 2,02
mL (3,23 mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano. Posteriormente se
anaden 526 mg (1,62 mmol) de (2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-
1H-indol-5-il)metanona (104) disueltos en THF seco (10 mL). Se purifica mediante
cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2) y se obtienen 418 mg
(1,29 mmol; 80 %) de N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)-6-

(metilsulfanil)piridin-2-amina.
N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)-6-(metilsulfanil)piridin-2-amina (105):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 105H) 2,56 (3H, s, SCHs); 3,08 (6H, s, NMe,); 3,81
(3H, s, NCHz3); 5,45 (1H, s, CHy); 5,53 (1H, s, CHy); 6,21 (1H, s, pyr); 6,48 (1H, d,
J=3,2; Hj); 6,52 (1H, s, pyr); 7,07 (1H, d, J=3,2; H,); 7,25 (1H, da, J= 8,9; He); 7,25
(1H, da, J=8,9; H;); 7,61 (1H, s, Hy).

RMN ™C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 105C) 13,4 (CHs); 33,0 (CH3); 38,1 (2xCHs);
101,0 (CH); 101,5 (CH); 109,0 (2xCH); 114,0 (CHy); 120,9 (CH); 122,2 (CH); 128,5 (C);
129,6 (CH); 131,9 (C); 136,7 (C); 150,2 (C); 152,0 (C); 157,2 (C); 159,3 (C).

IR (pelicula): 1405, 1494, 1532, 1583 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 324,1534. Obtenido (C1gH25N3S) 324,1521.

HPLC: Columna C45 tr: 25,06 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2-dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-

metil-1H-indol-5 il)metanona

| | N
N |
TS NH,0HHCl N N
N N— MeOH/pyr N~ N—

Siguiendo el método E, se disuelven 76 mg (0,23 mmol) de (2-(dimetilamino)-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (104) en 10 mL de MeOH y se
afiaden 162 mg (2,33 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen 70 mg (0,21
mmol; 89%) de una mezcla de oximas de (2-dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-

il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona en proporcion 3:7.

Oximas de (2-dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-
illmetanona (106ZE):

RMN "H (CDCl;) & (ppm): (Espectro 106ZEH) 2,46 (3H, s, SCH3); 2,51 (3H, s, SCHs);
3,10 (6H, s, NMey); 3,11 (6H, s, NMe,); 3,79 (3H, s, NCHj3); 3,82 (3H, s, NCH,); 6,20
(1H, s, pyr); 6,3-6,6 (m); 6,99-7,55 (m).

RMN "3C (CDCly) & (ppm): (Espectro 106ZEC) 13,3 (CHs); 33,0 (CHs); 38,0 (2xCHy);
100,1 (CH); 100,5 (CH); 101,9 (CH); 102,1 (CH); 108,2 (CH); 109,0 (CH); 109,4 (CH);
120,5 (CH); 121,6 (CH); 122,8 (CH); 125,9 (C); 126,2 (C); 128,2 (C); 129,8 (CH); 137,4
(C); 143,4 (C); 157,6 (C); 157,9 (C); 158,1 (C); 158,9 (C).

IR (pelicula): 1408, 1533, 1589 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 341,1436. Obtenido (CgHxN,OS) 341,1414.

HPLC: Columna C4g tr: 19,17 min; tr: 20,29 min.

Obtencion de 5-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-
indol-3-carbaldehido

| 2 | i
N N POCI, N N
NF N— DMF " N—
S q04 = 107 S\ o

228



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

a) Con exceso de POCI;

Siguiendo el método F, se disuelven 0,23 mL (2,4 mmol) de POCI; en DMF seca
(5 mL), y a la media hora se afaden 134 mg (0,41 mmol) de (2-(dimetilamino)-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (104) disueltos en 5-10 mL de
DMF seca, y se deja 2 horas a 60°C. Se obtiene un precipitado que se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hex/EtOAc (2:8). Se obtienen
52 mg (0,14 mmol; 34%) de 5-(2-(dimetilamino)-3-formil-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-
metil-1H-indol-3-carbaldehido (108):

| CHOO
N
e
S 108
N_
N/
S —
> OHC

b) Con 1,5 moles de POCI; por mol de indol

Siguiendo el método F, 50 mg (0,15 mmol) de (2-(dimetilamino)-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (104) disueltos en 5-10 mL de
DMF seca se hacen reaccionar con 21 uL (0,23 mmol) de POCI;. Se obtiene un
precipitado que se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente
Hex/EtOAc (1:1). Se obtienen 25 mg (0,07 mmol; 47%) de 5-(2-(dimetilamino)-6-
(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (107), en forma de aceite

amarillo que es fluorescente al irradiarlo con luz U.V.

5-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido
(107):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 107H) 2,56 (3H, s, SCH5); 3,12 (6H, s, NCHs);
3,94 (3H, s, NCH3); 6,44 (1H, s; pyr); 6,67 (1H, s; pyr); 7,45 (1H, d; J=9,2; H;); 7,78
(1H, s, Hy); 7,94 (1H, d, J=9,2; Hs); 8,76 (1H, s; H,); 10,03 (1H, s, CHO).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 107C) 13,3 (CHs); 33,9 (CHs); 38,1 (2xCHs);
100,5 (CH); 107,9 (CH); 109,8 (C); 110,0 (CH); 119,1 (C); 124,6 (C); 125,7 (CH); 125,9
(CH); 131,5 (C); 140,2 CH); 146,9 (C); 158,2 (C); 158,8 (C); 184,1 (CH); 196,4 (C).

IR (pelicula): 1405, 1457, 1535, 1590, 1663 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 354,1276. Obtenido (C1gH2oN30,S) 354,1281.

HPLC: Columna C45 tg: 19,28 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

5-(2-(dimetilamino)-3-formil-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-ind ol-3-
carbaldehido (108):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 108H) 2,61 (3H, s, SCH5); 3,23 (3H, s, NCHs);
3,25 (3H, s, NCHj3); 3,91 (3H, s, NCH3); 6,16 (1H, s; pyr); 7,45 (1H, d; J=8,8; Hy7); 7,75
(1H, sa; Hy); 8,06 (1H, da; J=8,8; Hg); 8,57 (1H, sa, Hy); 9,96 (1H, s, CHO): 9.97 (1H,
s, CHO).

IR (pelicula): 1458, 1535, 1574, 1659, 1743 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 382,1225. Obtenido (CaoHaN303S) 382,1221.

HPLC: Columna Cg tg: 8,39 min.

Obtencion de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfani)piridin-4-il)vinil)-1-
metil-1H-indol-3-carbaldehido

N
N N POCI, NS
N N— DMF N—
— S —
SN 405 109 > OHC

a) Siguiendo el método F, se disuelven 114 uL (1,2 mmol) de POCI; en DMF seca
(5 mL), y a la media hora se afiaden 134 mg (0,4 mmol) de N,N-dimetil-4-(1-(1-
metil-1H-indol-5-il)vinil)-6-(metilsulfanil)piridin-2-amina (105) disueltos en 5-10
mL de DMF seca, y se deja 2 horas a 60°C. Se obtiene 89 mg de un
precipitado que se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como
eluyente Hex/EtOAc (1:1) y se obtienen 28 mg (0,08 mmol; 21%) de 5-(1-(2-
cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (110).

N~
N/
Cl =
OHC
110

b) Se disuelven 151 pyL (1,6 mmol) de POCI; en DMF seca (5 mL) siguiendo el
método F, y a la media hora se afiaden 89 mg (0,28 mmol) de N,N-dimetil-4-(1-
(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)-6-(metilsulfanil)piridin-2-amina (105) disueltos en 5-

230



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

10 mL de DMF seca. Una hora después la reaccion se vuelve de color marrén
oscuro. Se obtienen 85 mg de un precipitado que se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (4:6) y se
obtienen 24 mg (0,06 mmol; 28%) de 5-(1-(6-(dimetilamino)-3-formil-2-
(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (111).

CHO

N/
N —
> OHC
111

c) A 134 mg (0,41 mmol) de N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)-6-
(metilsulfanil)piridin-2-amina (105) disueltos en 5-10 mL de DMF seca, se
afiaden 114 pL (1,24 mmol) de POCI; siguiendo el método F, y se pone 2
horas a reflujo de 60 °C. Se obtiene un precipitado que se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (1:1), obteniendo
78 mg (0,22 mmol; 54%) de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-
ilvinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (109).

5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (109):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 109H) 2,51 (3H, s, SCHs); 3,03 (6H, s, NMe,); 3,83
(3H, s, NCH3); 5,51 (1H, d, J=1,0; CH,); 5,54 (1H, d, J=1,0; CH,); 6,11 (1H, d, J=1,2;
pyr); 6,41 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,20 (1H, d, J=7,6; H;); 7,25 (1H, d, J=7,6; He); 7,65 (1H,
s, Hy); 8,32 (1H, s, Hy); 9,93 (1H, s, CHO).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 109C) 13,6 (CHs); 34,2 (CHs); 38,4 (2xCHs);
101,1 (CH); 109,0 (CH); 109,9 (CH); 116,0 (CH,); 121,9 (CH); 125,2 (2xCH); 125,7 (C);
136,2 (C); 138,0 (C); 140,2 (C); 149,7 (C); 151,5 (C); 157,5 (C); 159,5 (C); 184,8
(CHO).

IR (pelicula): 1456, 1483, 1533, 1584, 1658 cm™"
HRMS: Calculado (M+H) 352,1484. Obtenido (CoH»:Ns0S) 352,1477.

HPLC: Columna Cs tg: 19,14 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido
(110):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 110H) 3,03 (6H, s, NMe,); 3,88 (3H, s, NCHs);
5,48 (1H, s, CHy,); 5,51 (1H, s, CHy); 6,23 (1H, s, pyr); 6,41 (1H, s, pyr); 7,13-7,24 (2H,
m; Hz, He); 7,62 (1H, s, Hy); 8,25 (1H, s, Hy); 9,90 (1H, s, CHO).

RMN *C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 110C) 33,3 (CHs); 37,6 (2xCH3); 102,8 (CH);
109,1 (CH); 109,8 (CH); 115,9 (CH,); 117,8 (C); 121,1 (CH); 124,2 (CH); 124,8 (C);
134,8 (C); 137,2 (C); 139,3 (CH); 147,9 (C); 148,9 (C); 152,8 (C); 158,7 (C); 183,8
(CHO).

IR (pelicula): 1403, 1452, 1491, 1529, 1592, 1654 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 340,1217. Obtenido (C19H19N3OCI) 340,1204.
HPLC: Columna C45 tr: 22,95 min.

5-(1-(6-(dimetilamino)-3-formil-2-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (111):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 111H) 2,44 (3H, s, SCH3); 3,15 (6H, s, NMe,); 3,76
(3H, s, NCH,); 5,22 (1H, d, J=1,2; CH,); 5,86 (1H, s, pyr); 6,09 (1H, d, J=1,2; CH,);
7,15 (2H, m); 7,58 (1H, s, H,); 8,24 (1H, s, H4); 9,76 (1H, s, CHO); 9,85 (1H, s, CHO).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 111C) 13,7 (CHs); 33,7 (CHs); 37,9 (2xCHs);
101,7 (CH); 110,0 (CH); 116,0 (C); 116,4 (CH,); 118,3 (C); 119,8 (CH); 123,3 (CH);
125,5 (C); 135,2 (C); 137,7 (C); 140,0 (CH); 146,5 (C); 156,6 (C); 158,5 (C); 164,0 (C);
184,3 (CHO); 188,6 (CHO).

IR (pelicula): 1400, 1457, 1565, 1658 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 380,1433. Obtenido (C21H2,N30,S) 380,1419.

HPLC: Columna C45 tg: 20,69 min.

232



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de acido 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-

1-metil-1H-indol-3-carboxilico

|
| N

- | A CIcOcCI - | N
— No_~
N~ — CH,Cl, N—
N 112 ¢ —
105 —
S\ ™ HooC

Se disuelven 71 mg (0,22 mmol) de N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)-
6-(metilsulfanil)piridin-2-amina (105) en 20 mL de CH.Cl, y se afaden 151 pL (0,29
mmol) de fosgeno al 20% en tolueno. A las 48 horas se afiaden 170 pL (0,32 mmol) de
fosgeno al 20% en tolueno. Se mantiene la reaccion a temperatura ambiente durante
72 horas. Se vierte la reaccion sobre agua con hielo. Se basifica el medio con NaOH al
5% y se hace extrae con EtOAc (fase organica A). La fase acuosa se acidifica con HCI
2N, y se extrae con CH,CI, (fase organica B). Las fases organicas (A y B) se
neutralizan con disolucién saturada de NaCl, se secan con Na,SO, anhidro, se filtra y
se evapora a sequedad, obteniendo 4 mg (0,01 mmol; 5%) de acido 5-(1-(2-
(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxilico (112) en la

fase organica B; y 55 mg de mezcla de material de partida (105) y fenstatina (104).

Acido  5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-

carboxilico (112):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 112H) 2,54 (3H, s, SCHs); 3,07 (6H, s, NMe,); 3,88
(3H, s, NCHj3); 5,54 (1H, s, CHy); 5,57 (1H, s, CH,); 6,15 (1H, s, pyr); 6,46 (1H, s, pyr);
7,18 (1H, d, J=8,6; He); 7,29 (1H, d, J=8,6; H;); 7,89 (1H, s, H,); 8,26 (1H, s, H,).

IR (pelicula): 1406, 1468, 1534, 1584, 1663 cm™"
HRMS: Calculado (M+H) 368,1433. Obtenido (C20H2:N30,S) 368,1431.

HPLC: Columna Cg tg: 20,26 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas del 5-((2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-

iN(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido

HO..
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Siguiendo el método E, se disuelven 200 mg (0,56 mmol) de 5-(2-(dimetilamino)-
6-(metilsulfanil)piridin-4-il)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (107) en MeOH (10-20 mL),
y se anaden 393 mg (5,66 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen 214 mg
(0,56 mmol; 100%) de crudo de reaccion (Espectro 113H) que se usa directamente en

la siguiente reaccion.

Obtencion de 5-((2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-

iN(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo

HO“N AcOmN HO“N
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Siguiendo el método J, se disuelven 214 mg (0,56 mmol) de las oximas del 5-((2-
(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (113) en piridina (10 mL) y se afiade 0,5 mL de anhidrido acético. Se
obtienen 225 mg (0,55 mmol; 98%) mg de crudo de reaccién. Se afiade 1 mL de KOH
5N y 3 mL de MeOH, y se deja 24 horas a temperatura ambiente. Se extrae con
CH.CI, y se lava la fase organica, hasta neutralidad, con una disolucién saturada de
NaCl. Se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora a sequedad. Se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (6:4), y se obtienen 171
mg (0,47 mmol; 85%) de mezcla de oximas de 5-((2-(dimetilamino)-6-

(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo en
234



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

proporcion 7:3. Cristaliza en Hex/CH,Cl, una sola oxima, pero se isomeriza en

disolucioén.

5-((2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)(hidroximino)metil)-1-metil-1H-
indol-3-carbonitrilo (115EZ2):

P.f. (Hex/ CH,Cl,): 208-210 °C

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 115ZEH) 2,44 (3H, s, SCHs); 2,49 (3H, s, SCH,);
2,98 (6H, s, NMe,); 3,04 (6H, s, NMe,); 3,79 (3H, s, NCH3); 3.83 (3H, s, NCHj3); 6,04
(s); 6,24 (d); 6,34 (s); 6,42 (m); 7,28-7,77 (m).

RMN "*C (CDCls) & (ppm): (Espectro 115ZEC) 13,1 (CHs); 37,8 (CHs); 38,0 (2xCHs);
86,1 (C); 110,1 (CH): 102,6 (C); 107,8 (CH); 109,3 (C); 110,2 (C); 110,4 (CH); 115,5
(C); 119,7 (CH); 121,1 (C); 123,0 (CH); 125,0 (C); 125,1 (C); 127,4 (C); 129,5 (C);
136,6 (CH); 142,3 (C); 156,0 (C); 157,1 (C); 158,0 (C); 158,8 (C); 159,0 (C).

IR (pelicula): 1408, 1451, 1533, 1590, 2220, 2925 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 366,1389. Obtenido (C19H20Ns0S) 366,1386.

HPLC: Columna Cg tg: 14,77 min; tg: 15,16 min.

Obtencion de las oximas del 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-
4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido

S - XN
~
[ NH,OH-HClI I
N~ >~ N #
— N/
N MeOH/pyr N _
N — PERRN
~ .~ OHC \
109 116 N

<

HO

Siguiendo el método E, se disuelven 69 mg (0,19 mmol) de 5-(1-(2-
(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (109) en
10 mL de MeOH, y se afiaden 64,8 mg (1,96 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se
obtienen 74 mg (0,20 mmol) de mezcla de oximas de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-

(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido en proporcion 1:1.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Oximas de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-
indol-3-carbaldehido (116):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 116H) 2,46 (3H, s, SCHs); 2,47 (3H, s, SCH3); 2,98
(6H, s, NMe,); 2,99 (6H, s, NMe,); 3,74 (3H, s, NCHz); 3,78 (3H, s, NCH3); 5,42 (1H, s;
CH,); 5,43 (1H, s; CH,); 5,46 (1H, s; CH,); 5,47 (1H, s; CH,); 6,09 (1H, d, J=1,2); 6,41
(1H, d, J=1,2); 7,14-7,25 (m); 7,66-7.68 (m); 8,06 (1H, d, J=1,6); 8,16 (1H, s); 8,25 (1H,
d, J=1,2); 8,57 (1H, d, J=1,2).

Obtencion de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfani)piridin-4-il)vinil)-1-

metil-1H-indol-3-carbonitrilo
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Siguiendo el método J, se disuelven 74 mg (0,20 mmol) de las oximas del 5-(1-
(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (116)
en (5-10 mL) piridina y se afiade 0,5 mL de anhidrido acético. Se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (8:2), y se obtienen 19
mg (0,5 mmol; 27%) de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-
1H-indol-3-carbonitrilo; y 14 mg (0,03 mmol; 15%) de un derivado acetilado (118), que

se degrada en disolucion.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbonitrilo (117):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 117H) 2,47 (3H, s, SCHs); 2,99 (6H, s, NMe,); 3,79
(3H, s, NCH;3); 5,45 (1H, d, J=1,2; CH,); 5,47 (1H, d, J=1,2; CH,); 6,04 (1H, d, J=1,2;
pyr); 6,34 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,22 (1H, d, J=8,8; H); 7,24 (1H, dd, J=0,8; J=8,8; Hp);
7,51 (1H, s, Hy); 7,68 (1H, d, J=0,8; Hy).

RMN **C (CDCIs) 8 (ppm): (Espectro 117C) 13,2 (CHs); 33,7 (CH3); 37,9 (2xCHs); 85,8
(C); 100,5 (CH); 108,6 (CH); 110,0 (CH); 115,8 (CH,); 119,3 (CH); 124,5 (CH); 127,8
(C); 134,9 (C); 135,7 (C); 136,0 (CH); 149,0 (C); 150,8 (C); 157,2 (C); 159,1 (C).

IR (pelicula): 1405, 1534, 1584, 2218, 2917 cm’”’
HRMS: Calculado (M+H) 349,1487. Obtenido (CxH21N4S) 349,1477.
HPLC: Columna Cs tg: 20,39 min.

Acetil oxima del 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-
1H-indol-3-carbaldehido (118):

RMN "H (CDCl3) 5 (ppm): (Espectro 118H) 2,21 (3H, s, CHa); 2,52 (3H, s, SCHs); 3,05
(6H, s, NMe,); 3,83 (3H, s, NCHy); 5,47 (1H, d, J=1,2; CHy); 5,56 (1H, d, J=1,2; CHy);
6,13 (1H, d, J=0,8; pyr); 6,43 (1H, d, J=0,8; pyr); 7,23 (1H, d, J=9,0; He); 7,26 (1H, d,
J=9,0; H,); 8,10 (1H, s, Ho); 8,50 (1H, s, Ha).

IR (pelicula): 1405, 1534, 1588, 1756, 2219, 2927 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 409,1698. Obtenido (Cz2H25N40,S) 409,1665.

HPLC: Columna Cg tr: 20,34 min.
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Obtencion de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfani)piridin-4-il)vinil)-1-

metil-1H-indol-3-carboxamida

N o CP CICH,CH,Cl -~
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Siguiendo el método K, se disuelven 33 mg (0,10 mmol) de N,N-dimetil-4-(1-(1-
metil-1H-indol-5-il)vinil)-6-(metilsulfanil)piridin-2-amina (105) en 10 mL de 1,2-
dicloroetano y se anaden 14 uL (0,15 mmol) de isocianato de clorosulfonilo. Se deja 24
horas a temperatura ambiente. Se purifica mediante CCP con CH,CI,/MeOH (95:5)
obteniendo 8 mg (0,02 mmol; 22%) de 5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-

ilvinil)-1-metil-1H-indol-3-carboxamida.

5-(1-(2-(dimetilamino)-6-(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-

carboxamida (119):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 119H) 2,52 (3H, s, SCH;); 3,06 (6H, s, NCHs);
3,85 (3H, s, NCH3); 5,52 (1H, s CHy); 5,53 (1H, s CH,); 6,13 (1H, d, J=0,8; pyr); 6,44
(1H, d, J=0,8; pyr); 7,22 (1H, dd, J=1,2; J= 8,6; He); 7,30 (1H, da, J=8,6; H7); 7,72 (1H,
s; Hy); 7,91 (1H, d, J=1,2; H,).

RMN ™C & (ppm): (Espectro 119C) 13,2 (CH3); 29,7 (CHs); 38,0 (CH3) 100,6 (CH);
108,6 (CH); 109,8 (CH); 115,3 (CH); 119,8 (CH); 123,5 (CH,); 133,8 (CH); 149,5 (C);
151,1 (C); 152,2 (C); 153,5 (C); 159,1 (C); 166,7 (C).

IR: (pelicula): 1401, 1462, 1532, 1584, 1644, 2851, 2923, 3341 cm™
HRMS: Calculado (M+Na) 389,1412. Obtenido (C2H22N4sNaOS) 389,1412.

HPLC: Columna Cg tg: 17,68 min.
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Obtencion de (2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-

ilmetanona
(@] (@]
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Se disuelve 1 g (3,28 mmol) de (2,6-dicloropiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona
(61) en 0,76 mL (4,25 mmol) de una disolucion de dimetilamino al 33% en EtOH y se
calienta a 80°C durante 24 horas en tubo sellado. Se evapora el dimetilamino y se
cromatografia en una columna sobre gel de silice, utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (96:4), obteniendo 401 mg (1,28 mmol; 39%) de (2-cloro-6-
(dimetilamino)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona, que cristalizan en t-

butilmetiléter.
(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (120):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 120H) 3,09 (6H, s, NMe,); 3,81 (3H, s, NCHs);
6,59 (1H, s, pyr); 6,59 (1H, s, pyr); 6,74 (1H, s, H3); 7,13 (1H, s, Hy); 7,35 (1H, d, J=8,6;
H;); 7,80 (1H, d, J= 8,6; Hg); 8,12 (1H, s, Hy).

RMN "C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 120C) 33,2 (CHs); 38,1 (2xCHs); 103,3 (CH);
103,5 (CH); 109,5 (CH); 109,8 (CH); 123,5 (CH); 125,8 (CH); 127,7 (C); 127,8
(C);130,9 (CH); 139,5 (C); 149,5 (C); 150,4 (C); 160,0 (C); 195,3 (C).

IR (pelicula): 1532, 1600, 1649 cm’
HRMS: Calculado (M+Na) 336,0880. Obtenido (C17HsCINsNaO) 336,0882.

HPLC: Columna Cg tg: 18,71 min.
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Obtencion de 6-cloro-N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)piridin-2-amina
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Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 1,16 g (2,87 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y se adicionan 1,2 mL
(1,92 mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi. Se deja 1 hora en agitaciéon y
posteriormente se adicionan 300 mg (0,96 mmol) de (2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-
il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (120) disueltos en THF seco (10 mL). Se purifica
mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2) y se
obtienen 112 mg (0,36 mmol; 37 %) de 6-cloro-N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-

ilvinil)piridin-2-amina.
6-cloro-N,N-dimetil-4-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)vinil)piridin-2-amina (121):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 121H) 3,05 (6H, s, NMe,); 3,81 (3H, s, NCHs);
5,46 (1H, s, CHy); 5,54 (1H, s, CH,); 6,36 (1H, s, pyr); 6,48 (1H, d, J=3,2; H3); 6,56 (1H,
s, pyr); 7,08 (1H, d, J=3,2; H,); 7,20 (1H, d; J= 8,9; Hs); 7,28 (1H, d, J=8,9; H); 7,57
(1H, s; Hy).

RMN *C (CDCls) & (ppm): (Espectro 121C) 33,0 (CHs); 38,2 (2xCH3); 101,4 (CH);
103,6 (CH); 109,0 (CH); 110,7 (CH); 114,7 (CH,); 116,5 (C); 120,8 (CH); 122,1 (CH);
128,3 (C); 129,6 (CH); 131,4 (C); 136,6 (C); 149,4 (C).

IR (pelicula): 1525, 1591, 2924 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 312,1268. Obtenido (C1sH+sCIN3) 312,1262.

HPLC: Columna C45 tr: 26,85 min.
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Obtencion de las oximas de 5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-
1-metil-1H-indol-3-carbaldehido
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Siguiendo el método E, se disuelven 64 mg (0,19 mmol) de 5-(1-(2-cloro-6-
(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido (110) en 10 mL de
MeOH, y se anaden 62 mg (1,9 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se obtienen 76
mg (0,21 mmol) de mezcla de oximas del 5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-

1-metil-1H-indol-3-carbaldehido en proporcion 1:1.

Oximas del 5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)- 1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (122):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 122H) 2,97 (6H, s, NMe,); 2,98 (6H, s, NMe,); 3,74
(3H, s, NCHj3); 3,76 (3H, s, NCHj3); 5,44 (1H, s; CH,); 5,46 (1H, s; CHy); 5 50 (2H, s;
CH,); 6,26 (2H, s); 6,46 (1H, d, J=1,8); 7,14-

7,24 (m); 7,60-7,67 (m); 8,04 (1H, s); 8,14 (1H, s); 8,24 (2H, s); 8,55 (2H, d, J=3,6).

Obtencién de 5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-iDvinil)-1-metil-1H-

indol-3-carbonitrilo
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Siguiendo el método J, se disuelven 76 mg (0,21 mmol) de las oximas del 5-(1-
(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbaldehido  (122) en

piridina (5-10 mL) y se afiade 0,5 mL de anhidrido acético. Se purifica mediante

241



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (7:3) y se obtienen 15 mg
(0,4 mmol; 21%) de 5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbonitrilo y 4 mg (0,01 mmol; 5%) de derivado acetilado (124).

5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo
(123):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 123H) 2,98 (6H, s, NMe,); 3,80 (3H, s, NCHs);
5,49 (1H, s, CHy); 5,51 (1H, s, CHy); 6,22 (1H, s, pyr); 6,41 (1H, s, pyr); 7,19 (1H, d,
J=8,4; Hg); 7,28 (1H, d, J=8,4; H;); 7,52 (1H, s, Hy); 7,66 (1H, s, Hy).

RMN "C (CDCI;) & (ppm): (Espectro 123C) 29,8 (CHs); 38,1 (2xCHs); 86,0 (C); 103,2
(CH); 110,1 (CH); 110,3 (CH); 115,6 (C); 116,3 (CH,); 119,4 (CH); 124,4 (CH); 127,8
(C); 132,1 (C); 134,5 (C); 136,1 (CH); 148,2 (C); 153,1 (C); 153,5 (C).

IR (pelicula): 1407, 1451, 1530, 1594, 2217, 2931 cm"
HRMS: Calculado (M+H) 337,1220. Obtenido (C19H1gCIN4) 337,1215.
HPLC: Columna Cs tg: 19,53 min.

Acetil oxima del 5-(1-(2-cloro-6-(dimetilamino)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol-3-
carbaldehido (124):

RMN 'H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 124H) 2,16 (3H, s, CHa); 2,98 (6H, s, NMe,); 3,77
(3H, s, NCHs); 5,45 (1H, s, CH,); 5,54 (1H, s, CH,); 6,25 (1H, s; pyr); 6,44 (1H, s; pyr);
7,15 (1H, da, J=8,8: He): 7,22 (1H, da, J=8,8; H,); 8,05 (1H, s, Ha); 8,44 (1H, s, Hy).

IR (pelicula): 1409, 1532, 1593, 1756 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 397,1431. Obtenido (C»1H2,CIN,O,) 397,1419.

HPLC: Columna Cg tg: 19,55 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-ind ol-5-

ilmetanona
o} o o}
S N AMCPB S N
N__— > N__—
N— CH,Cl, N—
o} = o} =
> a4 > 125

A una disolucién de 325 mg (1,04 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-
il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (84) en CH,CI, (10-20 mL), se le afilade 180 mg (1,04
mmol) de AMCPB y se deja en agitacion 24h en bafio de hielo. Posteriormente se
afiade bisulfito sddico, se disuelve en CH,Cl,, y se extrae con bicarbonato sédico. Se
lava la fase organica con agua saturada en NaCl, se afiade Na,SQ,, se filtra y se
evapora. El producto obtenido se purifica mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc 1% trietilamina, y se obtienen 48
mg (0,146 mmol, 14%) de (2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-

il)metanona.
(2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (125):

RMN 'H (CDCls) 8 (ppm): (Espectro 125H) 2,90 (3H, s, SCH3); 3,85 (3H, s, NCHs);
4,00 (3H, s, OCHa); 6,59 (1H, d, J=3, H3); 7,07 (1H, d, J=1,2; pyr); 7,15 (1H, d, J=3,
H,); 7,39 (1H, da, J=8,6; H;); 7,82 (1H, dd, J=1,8; J= 8,6; Hs); 7,82 (1H, d, J=1,2; pyr);
8,08 (1H, d, J=1,8; Hy).

RMN "C (CDCls) & (ppm): (Espectro 125C) 33,2 (CHs); 40,8 (CHs); 54,4 (CHs); 103,5
(CH); 109,7 (CH); 111,9 (CH); 112,4 (CH); 123,5 (CH); 125,9 (CH); 127,2 (C); 127,9
(C); 131,0 (CH); 139,6 (C); 151,2 (C); 163,3 (C); 164,2 (C); 194,5 (C).

IR (pelicula): 1543, 1602, 1656 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 329,0960. Obtenido (C17H1;N,05S) 329,0968.

HPLC: Columna C4g tr: 15,62 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 5-(1-(2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-ind ol

PP i
- | N + + - nBulLi -~ | N
CHsPPhyl —#—>
NF N— 19 THF seco NF N—
Ol 125 — SN —

Siguiendo el método B, se disuelven 157 mg (0,39 mmol) de yoduro de
metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (10 mL) a -40°C y se anaden 0,18 mL (0,29
mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano y se deja una hora en agitacion.
Posteriormente se anade 32 mg (0,09 mmol) de (2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)(1-
metil-1H-indol-5-il)metanona (125) en THF seco (5-10 mL). Se recupera el material de

partida sin reaccionar.

Obtencion de (2-metilsulfonil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-

iDmetanona
o) 0 o)
S N AMCPB /2 N
NF N— CHCl, N N—
O 84 ~ ON 126

A una disolucién de 224 mg (0,72 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-
il)(1-metil-1H-indol-5-il)metanona (84) en CH,Cl, (10-20 mL) se anaden 185 mg (1,07
mmol) de AMCPB y se deja en agitacién 1 h en bano de hielo. Posteriormente se
afiaden 100 mg (0,58) de AMCPB y se deja en agitacion durante 72 h. Se afiade
bisulfito sédico, se disuelve en CH,Cl,, y se extrae con bicarbonato sédico. Se lava la
fase organica varias veces con agua saturada en NaCl, se afiade Na,SQ,, se filiray se
evapora obteniendo 175 mg de crudo de reaccidon. Se realiza una cromatografia en
columna sobre gel de silice, utilizando como eluyente CH,Cl,/EtOAc 9:1, obteniendo 8
mg (0,02 mmol; 3,2 %) de (2-metilsulfonil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-

illmetanona.

244



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

(2-metilsulfonil-6-metoxipiridin-4-il)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (126):

RMN "H (CDCls) & (ppm): 3,24 (3H, s, SCH;), 3,85 (3H, s, NCH3); 4,07 (3H, s, OCHj);
6,60 (1H, d, J=3,2, Hs); 7,16 (1H, d, J=3,2; H,): 7,25 (1H, d, J=1,1, pyr); 7,42 (1H, d,
J=8,6, H); 7,79 (1H, dd, J=1,8; J=8,6; He); 7,93 (1H, d, J=1,1, pyr); 8,05 (1H, d, J=1,8;
H,).

RMN ®C (CDCl3) 5 (ppm): 33,1 (CHa); 39,8 (CHs); 54,6 (CHs); 103,5 (CH); 109,7 (CH);
113,7 (CH); 115,6 (CH); 123,3 (CH); 125,9 (CH); 126,9 (C); 127,9 (C); 131,0 (CH);
139,6 (C); 151,2 (C); 155,1 (C); 164,3 (C); 193,2 (C).

IR (pelicula): 1543, 1604, 1658 cm’”
EM m/z (intensidad relativa, %): 158 (100), 344 (M", 29).

HPLC: Columna C45 tg: 10,57 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

D.4.3. SINTESIS DE COMPUESTOS CON NAFTALENO

Obtencidn de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona

| (@]
<|3 COOH o
AN
SHUICU A o o oo
—_— /
N .~ THF seco
5 S 127
S -

Siguiendo el método A, se disuelven 2,48 g (11,9 mmol) de 2-bromonaftaleno en
THF seco (20-30 mL) y se anaden 7,5 mL de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano
(12 mmol), apareciendo una coloracién amarillenta. Transcurrida 1 h se afaden
lentamente 909 mg (4,5 mmol) de acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-carboxilico
(5) disueltos en THF seco (10-20 mL). Se realiza una cromatografia flash, utilizando
como eluyente hexano/CH,Cl, 8:2; obteniendo 329 mg (1,1 mmol; 24 %) de (2-

metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona, que se cristaliza en dietiléter.
(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (127):
P.f. (Et,0): 76-77 °C

RMN 'H (CDClI3) 6 (ppm): 2,61 (3H, s, SCHy); 4,02 (3H, s, OCH53); 6,70 (1H, d, J=1,1,
pyr); 7,08 (1H, d, J=1,1, pyr); 7,5-7,7 (3H, m); 7,8-8,0 (3H, m); 8,2 (1H, sa, H4).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): 13,6 (CHs), 53,9 (CH3); 105,5 (CH); 112,9 (CH); 125,2 (CH);
126,0 (CH); 127,9 (CH); 128,5 (CH); 129,0 (CH); 129,7 (CH); 132,2 (C); 133,3 (C);
132,7 (CH); 136,7 (C); 148,1 (C); 158,8 (C); 163,9 (C): 195,0 (C).

IR (KBr): 1589, 1657 cm”
EM m/z (intensidad relativa, %): 127 (100), 309 (M*, 85)
HPLC: Columna Cg tg: 21,79 min.

Columna C5 tr: 23,58 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona vy

de (2-metilsulfonil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-ilYmetanona

T e 0 YO0
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Se disuelven 175 mg (0,57 mmol) de (2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-
il)(naftalen-2-il)metanona (127) en 10 mL de CH,CI, y se afaden 97 mg (0,57 mmol)
de AMCPB y se deja 24 h en agitacion sobre bafio de hielo. Se afiade bisulfito de
sodio y se extrae en EtOAc, lavando con agua y una disolucion de bicarbonato sédico
al 5%. La fase organica se seca con Na,SOy,, se filtra y se evapora obteniendo 148 mg
de mezcla compleja. Se realiza una cromatografia de columna en gel de silice,
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc 6:4, y se obtienen 19 mg (0,06 mmol; 10,5 %)
de (2-metilsulfonil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (129) y 49 mg (0,15
mmol; 26,3 %) de (2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (128) y 31
mg (0,10 mmol) de (2,6-dimetoxipiridin-4-il)(naftalen-2-i)metanona (130):

(2-metilsulfinil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (128):

RMN 'H (CDCI3) 6 (ppm): 2,91 (3H, s, SCHy); 4,02 (3H, s, OCH3); 7,12 (1H, d, J=1,4,
pyr); 7,5-7,7 (3H, m); 7,87 (1H, d, J=1,4, pyr); 7,9-8,0 (3H, m); 8,25 (1H, sa, H,).

RMN 3C (CDCl5) & (ppm): 40,8 (CHs), 54,5 (CHs): 112,4 (CH); 112,6 (CH); 124,9 (CH);
127,1 (CH); 127,9 (CH); 129,1 (CH); 129,2 (CH); 129,8 (CH); 132,2 (2xC); 132,7 (CH);
135,8 (C); 149,6 (C); 163,9 (C); 164,3 (C); 193,9 (C).

IR (pelicula): 1543, 1600, 1665 cm’
EM m/z (intensidad relativa, %): 127 (100), 325 (M", 23).

HPLC: Columna C45 tg: 16,39 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

(2-metilsulfonil-6-metoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (129):

RMN 'H (CDCI3) 6 (ppm): 3,26 (3H, s, SCHy); 4,09 (3H, s, OCHy); 7,29 (1H, d, J=1,2,
pyr); 7,5-7,7 (3H, m); 7,98 (1H, d, J=1,2, pyr); 7,9-8,0 (3H, m); 8,22 (1H, sa, H,).

RMN 3C (CDCl5) & (ppm): 39,8 (CHs); 54,8 (CHs): 113,5 (CH); 115,9 (CH); 124,7 (CH);
127,3 (CH); 127,9 (CH); 129,1 (CH); 129,3 (CH): 129,8 (CH); 132,1 (C); 132,4 (C);
132,8 (CH); 135,8 (C); 149,7 (C); 155,6 (C); 164,5 (C); 193,1 (C).

IR (pelicula): 1546, 1603, 1625, 1665 cm"

EM m/z (intensidad relativa, %): 155 (100), 341 (M", 42).
HPLC: Columna C45 tg: 16,81 min.
(2,6-dimetoxipiridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (130):

RMN "H (CDCl3) § (ppm): 4,00 (6H, s, OCHs); 6,62 (2H, s, Ar); 7,5-7,7 (3H, m); 7,9-8,0
(3H, m); 8,29 (1H, sa, H,).

RMN '3C (CDCl3) § (ppm): 53,9 (2xCHa); 101,1 (2xCH); 125,1 (CH); 126,9 (CH); 127,8
(CH); 128,5 (CH); 128,8 (CH); 129,6 (CH); 132,1 (C); 132,6 (CH); 133,3 (C); 135,6 (C);
150,5 (C); 163,4 (2xC); 195,2 (C).

IR (pelicula): 1522, 1562, 1608, 1662 cm™’
EM m/z (intensidad relativa, %): 127(100); 293 (M", 86)

HPLC: Columna C4g tgr: 23,61 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-ilYmetanona
—» |
N A THF seco N~
S\
4

Siguiendo el método A, se disuelven 2,41 g (11,5 mmol) de 2-bromonaftaleno en
THF seco (20-30 mL), y se afaden 7,2 mL (11,5 mmol) de una disolucién 1,6 M de

nBuLi en hexano. Posteriormente se adiciona 1 g (4,6 mmol) de acido 2,6-
bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico (4) disuelto en THF seco (10-20 mL). Se purifica
mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5) y se
obtienen 709 mg (2,18 mmol; 47%) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-
illmetanona

(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (131):

RMN "H (CDCI5) & (ppm): (Espectro 131H) 2,61 (6H, s, SCHs); 7,17 (2H, s, pyr); 7,4-
7,6 (m); 7,9-8,3 (m).

RMN "3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 131C) 13,5 (2xCH,); 116,2 (2xCH); 124,3 (CH);
125,5 (CH); 126,8 (CH); 128,0 (CH); 128,6 (CH); 129,5 (CH); 132,9 (CH); 130,8 (C);
133,8 (C); 134,1 (C); 145,1 (C); 160,8 (2xC); 196,4 (C).

IR: (pelicula): 1529, 1570, 1665 cm’

HPLC: Columna C4g tr: 24,23 min.
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Obtencion de 2,6-bis(metilsulfanil)-4-(1-(naftalen-2-il)vinil)-piridina

S
2 O b oppn _MBUL ahth OO
CHaPPhyl ———— N
N~ ° ® THF seco

19 S
> 131 ~ 132

Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 1,85 g (5,49 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20-30 mL) a -40°C y se adicionan 1,9
mL (3,1 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano. Se deja 1 hora en
agitaciéon y posteriormente se adicionan 497 mg (1,53 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (131) disueltos en THF seco (10
mL). Se purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente Hexano/EtOAc
(97:3) y se obtienen 293 mg (0,91 mmol; 59 %) de 2,6-bis(metilsulfanil)-4-(1-(naftalen-
2-il)vinil)-piridina.
2,6-bis(metilsulfanil)-4-(1-(naftalen-2-il)vinil)-piridina (132):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 132H) 2,56 (6H, s, SCHs); 5,53 (1H, d, J=1,1;
CH.,); 6,08 (1H, d, J=1,1; CH,); 6,81 (2H, s, pyr), 7,2-7,7 (TH, m).

RMN "3C (CDCls) 5 (ppm): (Espectro 132C) 13,4 (2xCHs); 114,7 (2xCH); 120,0 (CH.);
125,5 (CH); 126,1 (2xCH); 126,4 (CH); 127,6 (CH): 128,5 (CH); 128,7 (CH); 131,6 (C);
133,8 (C); 138,0 (C); 146,2 (C); 148,5 (C); 159,6 (2xC).

IR: (pelicula): 1519, 1570 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 324,0881. Obtenido (C1oH1sNS,) 324,0893.

HPLC: Columna C4g tr: 25,47 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-

ilmetanona
HO.,
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Siguiendo el método E, se disuelven 93 mg (0,29 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona  (131) en MeOH (10 mL) y se
afiaden 199 mg (2,86 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Por cromatografia flash,
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5), se obtienen 49 mg (0,14 mmol; 50%)
del isémero Z, 31 mg (9 mmol; 31%) del isbmero E y 68 mg (0,20 mmol; 68%) de

mezcla de oximas.
Oxima de (2)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (1332):

RMN "H (CDCl3) 8 (ppm): (Espectro 133ZEH) 2,53 (6H, s, SCH3); 6,95 (2H, s, pyr), 7,2-
8,0 (7H, m, Ar).

RMN "C (CDCls) & (ppm): (Espectro 133ZEC) 13,4 (2xCH,); 114,4 (2xCH); 125,4
(2xCH); 126,3 (CH); 126,5 (CH); 127,0 (CH); 128,7 (CH); 127,3 (C); 129,8 (CH); 130,2
(C); 133,6 (C); 143,3 (C); 155,6 (C); 159,9 (2xC).

Oxima de (E)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (133E):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 133ZEH) 2,55 (6H, s, SCH5); 7,01 (2H, s, pyr); 7,4-
8,0 (7H, m, Ar).

RMN '3C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 133ZEH) 13,4 (2xCHs); 114,4 (CH); 116,8 (CH);
125,4 (2xCH); 126,5 (CH); 127,0 (CH); 128,5 (CH); 129,7 (CH); 130,2 (CH); 131,5 (C);
133,9 (C); 140,6 (C); 143,4 (C); 154,8 (C); 155,5 (C); 159,8 (2xC).

Oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(naftalen-2-il)metanona (133EZ):
IR: (pelicula): 1435, 1522, 1571, 3271, 3295 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 341,0782. Obtenido (C1sH17N.OS;) 341,0792.

HPLC: Columna C4g tr: 25,12 min; tg: 25,36 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

D.4.4. SINTESIS DE COMPUESTOS CON DIMETILAMINOFENIL

Obtencion de (2,6-bis(metilsulfaniDpiridin-4-il)(3-

(dimetilamino)fenil)metanona
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Sobre una disolucion de 1,29 mL (8,75 mmol) de 3-bromo-N,N-dimetilanilina en
THF seco se anaden 5,47 mL (8,75 mmol) de una disolucién 1,6 M de nBuLi en
hexano siguiendo el método A. Posteriormente se afiaden 754 mg (3,5 mmol) de acido
2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico (4) disuelto en THF seco. Se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5) y se
recogen 590 mg (1,85 mmol; 53%) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(3-
(dimetilamino)fenil)metanona que cristalizan en Hex/CH,Cls.
(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(3-(dimetilamino)fenil)metanona (134)
P.f. (Hex/CH,Cl,): 114-116°

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 134H) 2,61 (6H, s, SCHs); 3,00 (6H, s, NMe,); 6,96
(1H, dd, H=1,7; J=7,6; Hy); 7,02 (1H, dd, J=7,6; Hg); 7,15 (2H, s, pyr); 7,16 (1H, d,
J=1,7; Hy); 7,31 (1H, t, J=7,9; Hs).

RMN '®C (CDCls) & (ppm): (Espectro 134C) 13,3 (2xCHs); 40,5 (2xCHs); 112,6 (CH);
115,4 (2xCH); 117,3 (CH); 118,7 (CH): 129,0 (CH); 136,6 (C); 144,9 (C); 150,4 (C);
160,1 (2xC); 195,5 (C).

IR (KBr): 1436, 1496, 1525, 1568, 1596, 1656 cm™
HRMS: Calculado (M+H) 319,0939. Obtenido (C1¢H19N20OS,) 319,0938.
HPLC: Columna Cg tg: 21,58 min.

Columna C5 tr: 27,17 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 3-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina
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s 134 S 135

Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 1,18 g (2,93 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20-30 mL) a -40°C y se adicionan 1,2
mL (1,95 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano. Se deja 1 hora en
agitaciéon y posteriormente se adicionan 312 mg (0,98 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(3-(dimetilamino)fenil)metanona (134) disueltos en THF
seco (10 mL). Se purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente
Hexano/EtOAc (97:3) y se obtienen 112 mg (0,35 mmol; 36%) de 3-(1-(2,6-

bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina.
3-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina (135):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 135H) 2,59 (6H, s, SCHs); 2,94 (6H, s, NMe,); 5,52
(1H, d, J=1,2; CH,); 5,54 (1H, d, J=1,2; CH,); 6,62 (1H, da, J=8,1); 6,65 (1H, m); 6,73
(1H, da, J=8,1); 6,85 (2H, s, pyr); 7,21 (1H, t, J=8,1; Hs).

RMN ®C (CDCls) & (ppm): (Espectro 135C) 13,4 (2xCHs); 40,7 (2xCHs); 112,4 (CH);
112,5 (CH); 116,3 (2xCH); 116,5 (CH,); 116,8 (CH); 129,1 (CH); 140,6 (C); 148,4 (C);
149,2 (C); 150,5 (C); 159,2 (2xC).

IR (pelicula): 1432, 1517, 1571, 1596 cm’”
HRMS: Calculado (M+Na) 339,0966. Obtenido (C17HxN;NaS,) 339,0959.

HPLC: Columna C45 tr: 25,95 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(3-

(dimetilamino)fenil)metanona
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Siguiendo el meétodo E, se disuelven 213 mg (0,67 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(3-(dimetilamino)fenil)metanona (134) en MeOH (10-20 mL)
y se afnaden 465 mg (6,69 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Por cromatografia
flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1) se obtienen 19 mg (0,06 mmol;
8,5%) del isomero E y 163 mg (0,49 mmol; 73%) de mezcla de oximas (E+Z) en

proporcion 4:6.

Oxima de (E)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(3-(dimetilamino)fenil)metanona
(136E):

RMN 'H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 136EH) 2,57 (6H, s, SCH5); 2,96 (6H, s, NMe,);
6,59 (1H, d, J=1,6; Hy); 6,59 (1H, m); 6,61 (1H, da, J=8,2); 6,80 (1H, da, J=8,2); 6,98
(2H, s, pyr); 7,33 (1H, t, J=8,2; Hs).

RMN 3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 136ZEC) 13,4 (2xCHs); 40,5 (2xCHs); 112,3 (CH);
113,5 (CH); 115,1 (2xCH); 116,6 (CH); 129,3 (CH); 131,7 (C); 143,7 (C); 150,4 (C);
156,9 (C); 159,6 (2xC).

IR (pelicula): 1432, 1521, 1572, 1597, 2921, 3265 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 334,1048. Obtenido (C1sH20N30S;) 334,1042.

Oxima de (2)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(3-(dimetilamino)fenil)metanona
(1362):

RMN "H (CDCl3) 5 (ppm): 2,59 (6H, s, SCHs); 2,92 (6H, s, NMe,); 6,61 (1H, da, J=7,9);
6,63 (1H, m); 6,77 (1H, da, J=7,9); 6,87 (2H, s, pyr); 7,18 (1H, t, J=7,9; Hs).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 136ZEC) 13,4 (2xCHs); 40,7 (2xCHs); 111,2 (CH);
112,6 (CH): 114,5 (CH); 116,5 (2xCH): 129,3 (CH); 135,2 (C); 141,0 (C); 150,5 (C);
156,2 (C); 159,7 (2xC).

HPLC: Columna C45 tr: 21,98 min; tg: 22,23 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de (4-(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-

ilmetanona
(0]
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Siguiendo el método A, se prepara una disolucion de 2,95 g (14,75 mmol) de 4-
bromo-N,N-dimetilanilina en THF seco (20-30 mL), se afaden 9,2 mL (14,72 mmol) de
una disolucién 1,6 M de nBuLi en hexano y se deja media hora en agitacion. A
continuacion se afiade 1,174 g (5,90 mmol) de acido 2-metilsulfanil-6-metoxipiridina-4-
carboxilico (5) disuelto en THF seco (10-20 mL). El producto obtenido se purifica
mediante una cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (95:5) y se
recogen 723 mg (2,39 mmol; 41%) de (4-(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-6-

metoxipiridin-4-il)metanona.
(4-(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona (137):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 137H) 2,58 (3H, s, SCHs); 3,09 (6H, s, NMe,); 3,98
(3H, s, OCHj3); 6,59 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,67 (2H, d, J=9,1; Ar); 6,95 (1H, d, J=1,1; pyr);
7,77 (2H, d, J=9,1; Ar).

RMN "C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 137C) 13,5 (CHs); 40,1 (2xCHs); 53,8 (CHs);
104,9 (CH); 110,6 (2xCH); 115,6 (CH); 123,2 (C); 132,7 (2xCH); 149,8 (C); 153,8 (C);
158,1 (C); 163,7 (C); 192,8 (C).

IR (KBr): 1449, 1478, 1543, 1592, 1644 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 303,1167. Obtenido (C1sH19N20,S) 303,1154.

HPLC: Columna Cg tg: 19,04 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 4-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-N,N-

dimetilanilina

0
S
- S 1 CH.pPhy P e
PPhgl — N
N~ N~ 19 THF seco = N~
O 137 | o_ 138 |

Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 1,3 g (3,23 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20-30 mL) a -40°C y se adicionan 1,4
mL (2,29 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano. Se deja 1 hora en
agitaciébn 'y posteriormente se adicionan 276 mg (0,91 mmol) de (4-
(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona (137) disueltos en 10-
20 mL de THF seco. Se purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente
Hexano/EtOAc (98:2) y se obtienen 90 mg (0,30 mmol; 33 %) de 4-(1-(2-metilsulfanil-

6-metoxipiridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina.
4-(1-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina (138):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 138H) 2,56 (3H, s, SCHs); 2,98 (6H, s, NMe,); 3,95
(3H, s, OCHy); 5,32 (1H, d, J=1,1; CH,); 5,44 (1H, d, J=1,1; CH,); 6,40 (1H, d, J=1,1;
pyr); 6,72 (2H, d, J=8,9; Ar); 6,76 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,19 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN ™C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 138C) 13,5 (CHs); 40,5 (2xCHs); 53,6 (CHs);
105,1 (CH); 110,6 (CH); 112,1 (2xCH); 113,9 (CH,); 128,8 (2xCH); 132,8 (C); 147,7
(C); 150,3 (C); 153,1 (C); 156,9 (C); 164,0 (C).

IR (pelicula): 1449, 1532, 1592 cm"™
HRMS: Calculado (M+H) 301,1375. Obtenido (C47H21N,OS) 301,1351.

HPLC: Columna Cg tg: 22,3 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (4-(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-6-

metoxipiridin-4-il) metanona
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Siguiendo el método E, se disuelven 133 mg (0,44 mmol) de (4-
(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il) metanona (137) en MeOH (10
mL) y se afiaden 305 mg (4,39 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (8:2)
obteniendo 97 mg de (0,31 mmol; 70%) de mezcla de oximas (Z+E) que cristalizan en

Hex/CH,Cl, en proporcion 1:1.

Oximas de ((4-(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metanona
(139ZE):

P.f. (Hex/CH.Cl,): 142-144 °C

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 139ZEH) 2,58 (3H, s, SCHs); 2,99 (6H, s, NMe,);
3,98 (3H, s, OCHa); 6,40 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,69 (2H, d, J=8,8; Ar); 6,91 (1H, d, J=1,1;
pyr); 7,39 (2H, d, J=8,8; Ar). Isébmero Z.

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 139ZEH) 2,55 (3H, s, SCHs); 3,03 (6H, s, NCHs);
3,94 (3H, s, OCH3); 6,47 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,83 (2H, d, J=8,8; Ar); 6,95 (1H, d, J=1,1;
pyr); 7,35 (2H, d, J=8,8; Ar). Isémero E.

RMN "*C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 139ZEC) 13,5 (CHs); 40,3 (2xCHs); 53,7 (CHs);
105,2 (CH); 111,3 (2xCH); 111,8 (2xCH); 112,9 (CH); 113,4 (CH); 118,3 (C); 121,9 (C);
128,6 (2xCH); 131,3 (2xCH); 144,6 (C); 148,0 (C); 151,0 (C); 155,8 (C); 157,6 (C);
163,8 (C). Isbmeros Z+E

IR (pastilla): 1449, 1540, 1602, 3267, 3364 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 318,1276. Obtenido (C1sH20N30,S) 318,1283.

HPLC: Columna Cg tg: 17,85 min; tg: 18,20 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Intento de obtencién de 2-(dimetilamino)-5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-
4-il)benzaldehido
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Siguiendo el método F, se disuelven 0,2 mL (2,2 mmol) de POCI; en 5 mL de DMF, y a
la media hora se afiaden 60 mg (0,20 mmol) de (4-(dimetilamino)fenil)(2-metilsulfanil-
6-metoxipiridin-4-il)metanona (137) disueltos en 5 mL de DMF seca, y se deja 2 horas

a 80 °C. Se obtiene una mezcla compleja dificil de caracterizar.

Obtencion de (2,6-bis(metilsulfanilpiridin-4-il)(4-

(dimetilamino)fenil)metanona
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Sobre una disolucién de 2,32 g (11,6 mmol) de 4-bromo-N,N-dimetilanilina en
THF seco (20-30 mL) se afaden 7,3 mL (11,6 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi
en hexano siguiendo el método A. Posteriormente se anade 1 g (4,6 mmol) de acido
2,6-bis(metilsulfanil)piridina-4-carboxilico (4) disuelto en THF seco (20 mL). Se purifica
mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2) y se
recogen 669 mg (2,1 mmol; 45,7%) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-
(dimetilamino)fenil)metanona, que cristaliza en Hex/EtOAc, y 81 mg (0,18 mmol; 4%)
de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)bis(4-(dimetillamino)fenil)metanol (141).
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-(dimetilamino)fenil)metanona (140):
P.f. (Hex/EtOAc): 103-105°

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 140H) 2,61 (6H, s, SCHs); 3,09 (6H, s, NMe,); 6,67
(2H, d, J=9,2; Ar); 7,04 (2H, s, pyr); 7,75 (2H, d, J=9,2; Ar).

RMN "3C (CDCls) & (ppm): (Espectro 140C) 13,3 (2xCHj3); 40,1 (2xCHs); 110,7 (2xCH);
115,6 (2xCH); 123,4 (C); 132,6 (2xCH); 146,5 (C); 153,7 (C); 159,8 (2xC); 192,6 (C).

IR (KBr): 1435, 1523, 1591, 1639 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 319,0939. Obtenido (C1gH19N,0S;) 319,1221.
HPLC: Columna Cg tg: 20,29 min.

Columna C5 tr: 25,52 min.
(2,6-bis(metilsulfanil)pridin-4-il)bis(4-(dimetilamino)fenil)metanol (141):

RMN "H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 141H) 2,55 (6H, s, SCHs); 2,94 (12H, s, NMe,);
6,66 (4H, d, J=8,8; Ar); 6,91 (2H, s, pyr); 7,09 (4H, d, J=8,8; Ar).

RMN ®C (CDCl3) & (ppm): (Espectro 141C) 13,2 (2xCHs); 40,4 (4xCHs); 80,7 (C);
111,7 (4xCH); 115,9 (2xCH); 128,6 (4xCH); 133,6 (2xC); 149,7 (2xC); 156,5 (C); 158,6
(2xC).

IR (KBr): 1442, 1480, 1522, 1576, 1608, 2921, 3432 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 440,1830. Obtenido (C24H30N30S;) 440, 1838.

HPLC: Columna Cg tg: 20,87 min.

259



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de 4-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina
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Siguiendo el método B, se prepara una suspension de 1,33 g (3,30 mmol) de
yoduro de metiltrifenilfosfonio (19) en THF seco (20 mL) a -40°C y se adicionan 1,48
mL (2,37 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano. Se deja 1 hora en
agitaciéon y posteriormente se adicionan 302 mg (0,95 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-(dimetilamino)fenil)metanona (140) disueltos en THF
seco (10 mL). Se purifica mediante cromatografia flash usando como eluyente
Hexano/EtOAc (97:3) y se obtienen 118 mg (0,37 mmol; 39 %) de 4-(1-(2,6-

bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina.
4-(1-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-N,N-dimetilanilina (142):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 142H) 2,59 (6H, s, SCHs); 2,99 (6H, s, NMe,); 5,31
(1H, d, J=1,0; CHy); 5,45 (1H, d, J=1,0; CHy); 6,69 (2H, d, J=9,2; Ar); 6,86 (2H, s, pyr);
7,18 (2H, d, J=9,2; Ar).

RMN "3C (CDCl3) § (ppm): (Espectro 142C) 13,2 (2xCHs); 40,4 (2xCHs); 111,7 (2xCH);
113,5 (CH.);116,4 (2xCH); 127,5 (C); 128,8 (2xCH); 147,3 (C); 149,9 (C); 150,3 (C);
159,0 (2xC).

IR (pelicula): 1436, 1484, 1519, 1572, 1606 cm’”
HRMS: Calculado (M+H) 317,1146. Obtenido (C17H21N,S;) 317,1142.

HPLC: Columna C45 tr: 25,27 min.

260



Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Obtencion de las oximas de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-

(dimetilamino)fenil)metanona
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Siguiendo el meétodo E, se disuelven 198 mg (0,62 mmol) de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-(dimetilamino)fenil)metanona (140) en MeOH (10-20 mL)
y se anaden 432 mg (6,22 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. Por cromatografia
flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (9:1), se obtienen 121 mg (0,36 mmol;
59%) de mezcla de oximas (Z+E) y 20 mg (0,06 mmol; 10%) del isbmero Z que se

isomeriza en solucién cloroférmica.

Oxima de (2)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-(dimetilamino)fenil)metanona
(1432):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 143ZEH) 2,59 (6H, s, SCHs); 2,99 (6H, s, NMe,);
6,62 (2H, d, J=9,0; Ar); 6,83 (2H, s; pyr); 7,30 (2H, d, J=9,0; Ar).

RMN 'C (CDCI3) & (ppm): (Espectro 143ZEC) 13,2 (2xCHs); 40,2 (2xCHs); 111,7
(2xCH); 116,4 (2xCH); 128,4 (C); 128,4 (2xCH); 137,8 (C); 151,3 (C); 155,7 (C); 159,6
(2xC).

Oxima de (E)-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(4-(dimetilamino)fenil)metanona
(143E):

RMN "H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 143ZEH) 2,57 (6H, s, SCHs); 3,02 (6H, s, NMe,);
6,72 (2H, d, J=8,9; Ar); 6,96 (2H, s; pyr); 7,36 (2H, d, J=8,9; Ar).

RMN 'C (CDCI3) & (ppm): (Espectro 143ZEC) 13,3 (2xCHs); 40,1 (2xCHs); 111,2
(2xCH); 115,9 (2xCH); 118,0 (C); 121,7 (C); 131,1 (2xCH); 150,9 (C); 155,6 (C); 159,5
(2xC).

IR (KBr): 1441, 1482, 1524, 1574, 1605, 3246, 3273 cm”
HRMS: Calculado (M+Na) 356,0867. Obtenido (C1sH19N3NaOS,) 356,1157.

HPLC: Columna C45 tr: 21,83 min; tg: 22,28 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

Intento de obtencidn de 5-(2,6-bis(metilsulfani)piridin-4-il)-2-

(dimetilamino)benzaldehido
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Siguiendo el método F, se disuelven 0,096 mL (1,05 mmol) de POCI; en 5 mL de
DMF, y a la media hora se afnaden 56 mg (0,18 mmol) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-
4-il)(4-(dimetilamino)fenil)metanona (140) disueltos en 5 mL de DMF seca y se deja 2

horas a 80 °C. Se obtienen 44 mg de material de partida sin reaccionar.

Obtencion de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(6-(dimetilamino)piridin-3-

iNmetanona
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Se prepara una disolucion de 1,167 g (5,80 mmol) de 5-bromo-N,N-dimetilpiridin-
2-amina en THF seco (20-30 mL), y se afaden 3,6 mL (5,8 mmol) de una disolucion
1,6 M de nBuLi en hexano y se deja 1 hora en agitacién a -40°C y en atmoésfera de
argon. Se prepara otra disoluciéon de 1,498 g (6,97 mmol) de acido 2-metilsulfanil-6-
metoxipiridina-4-carboxilico (4) disuelto en THF seco (10-20 mL), y se afiade 215 mg
(8,96 mmol) de NaH y se deja 1 hora en bano de hielo y atmdsfera de argén. A
continuacion se anade la disolucién del bromoderivado sobre el acido y se deja en
agitaciéon en bano de hielo durante 24 horas. El producto obtenido se purifica mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (8:2) y se recogen 97 mg
(0,30 mmol; 5,2%) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(6-(dimetilamino)piridin-3-
illmetanona (144) y 71 mg (0,16 mmol; 2,8%) de (2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)bis(6-
(dimetilamino)piridin-3-il)metanol (145).
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con un dtomo en el puente

(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)(6-(dimetilamino)piridin-3-il)metanona (144):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 144H) 2,61 (6H, s, SCHs); 3,21 (6H, s, NMe,); 6,55
(1H, d, J=9,2; Hs); 7,04 (2H, s, pyr); 7,98 (1H, dd, J=2,2; J=9,2; H,); 8,57 (1H, d, J=2,2;
Hy).

RMN "3C (CDCls) § (ppm): (Espectro 144C) 13,4 (2xCH,); 38,1 (2xCH,); 105,3 (CH);
115,5 (2xCH); 119,9 (C); 138,3 (CH); 145,5 (C); 153,1 (CH); 160,2 (2xC); 160,7 (C);
191,8(C).

IR (KBr): 1524, 1593, 1645 cm”

HRMS: Calculado (M+H) 320,0891. Obtenido (C15H1sN30S;) 320,0901.

HPLC: Columna Cg tg: 18,14 min.
(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)bis(6-(dimetilamino)piridin-3-il)metanol (145):
P.f. (Hex/CH,Cl,): 175-177°

RMN "H (CDCIs) & (ppm): (Espectro 145H) 2,55 (6H, s, SCHs); 3,09 (12H, s, NMe,);
6,45 (2H, da, J=8,8; Hs); 6,86 (2H, s, pyr); 7,36 (2H, dd, J=2,4; J=8,8; H,); 7,95(2H, d,
J=2,4; H,).

RMN ™C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 145C) 13,3 (2xCHs); 38,2 (4xCHs); 78,2 (C);
105,5 (2xCH); 115,6 (2xCH); 128,1 (2xC); 137,2 (2xCH); 146,9 (2xCH); 155,3 (C);
158,4 (2xC); 159,2 (2xC).

IR (KBr): 1432, 1515, 1568, 1605, 2924 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 442,1735. Obtenido (C,,H2sNs0S;) 442,1722.

HPLC: Columna Cg tg: 17,99 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con mas de un dtomo en el puente

D.5. SINTESIS DE_ COMPUESTOS CON MAS DE UN
ATOMO EN EL PUENTE

D.5.1. SINTESIS DE COMBRETASTATINAS

Obtencion de 4-(4-metoxiestiril)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina
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Se prepara una suspension de 189 mg (0,36 mmol) de bromuro de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)metiltrifenilfosfonio  (10) en THF seco (10-20 mL) y se
afiaden 0,25 mL (0,40 mmol) de una disoluciéon 1,6 M de nBuLi en hexano, siguiendo
el método B. Una hora después se anade 0,13 mL (1,10 mmol) de 4-
metoxibenzaldehido disuelto en THF seco (5-10 mL). Se cromatografia en columna
sobre gel de silice, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2), y posteriormente
mediante CCP con Hexano/EtOAc (97:3), obteniendo 19 mg (0,06 mmol; 17%) de (E)-
4-(4-metoxiestiril)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina y 59 mg (0,19 mmol; 54%) de (Z)-4-(4-

metoxiestiril)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina.
(E)-4-(4-metoxiestiril)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina (146E):

RMN 'H (CDCI3) 8 (ppm): (Espectro 146EH) 2,61 (6H, s, SCH3); 3,84 (3H, s, OCHjy);
6,73 (1H, d, J=16; CH); 6,91 (2H, d, J=8,6; Ar); 6,94 (2H, s, pyr); 7,18 (1H, d, J=16;
CH); 7,45 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN "*C (CDCls) & (ppm): (Espectro 146EC) 13,4 (2xCH3); 55,4 (CH3); 114,0 (2xCH);
114,3 (2xCH); 123,3 (CH); 128,4 (2xCH); 128,9 (C); 132,8 (C); 132,9 (CH); 159,4
(3xC).

IR (KBr): 1433, 1457, 1517, 1571, 1604 cm’

HPLC: Columna Cg tg: 21,13 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con mas de un dtomo en el puente

(2)-4-(4-metoxiestiril)-2,6-bis(metilsulfanil)piridina (1462):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 146ZH) 2,49 (6H, s, SCHs); 3,79 (3H, s, OCH,);
6,25 (1H, d, J=12; CH); 6,65 (1H, d, J=12; CH); 6,73 (2H, s, pyr); 6,78 (2H, d, J=8,2;
Ar); 7,16 (2H, d, J=8,2; Ar).

RMN "C (CDCls) 5 (ppm): (Espectro 146ZC) 13,3 (2xCHs); 55,3 (CHa); 113,8 (2xCH);
116,3 (2xCH); 125,5 (CH); 128,4 (C); 130,3 (2xCH); 132,8 (C); 133,6 (CH); 145,5 (C);
159,4 (2xC).

IR (KBr): 1427, 1457, 1512, 1566, 1604 cm’
HRMS: Calculado (M+H) 304,0830. Obtenido (C1sH1sNOS;) 304,0823.

HPLC: Columna Cg tg: 21,15 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con mas de un dtomo en el puente

Obtencion de 5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol
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Se prepara una suspension de 139 mg (0,26 mmol) de bromuro de (2,6-
bis(metilsulfanil)piridin-4-il)metiltrifenilfosfonio (10) en THF seco (10-20 mL) y se anade
0,4 mL (0,64 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano, siguiendo el método
B. Una hora después se anade 252 mg (1,58 mmol) de 1-metil-1H-indol-5-
calbaldehido (15) disuelto en THF seco (5-10 mL). Se cromatografia en columna sobre
gel de silice utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2), obteniendo 11,6 mg (0,04
mmol; 14%) de (Z)-5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol y 22 mg
(0,07 mmol; 26%) de mezcla de Z y E en proporcion 1:1.

(2)-5-(2,6-bis(metilsulfanil)piridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (1472):

RMN 'H (CDCl3) & (ppm): (Espectro 147ZH) 2,45 (6H, s, SCHs); 3,77 (3H, s, NCHs);
6,26 (1H, d, J=12; CH); 6,43 (1H, d, J=3,2; H3); 6,78 (2H, s, pyr); 6,86 (1H, d, J=12;
CH); 7,03 (1H, d, J=3,2; Hy); 7,12 (1H, da, J=8,6; H;); 7,12 (1H, da, J=8,6; Hg); 7,52
(1H, s; Hy).

RMN "C (CDCIs) & (ppm): (Espectro 147ZC) 13,4 (2xCHs); 33,1 (CH3); 101,7 (CH);
109,7 (CH); 114,0 (2xCH); 120,5 (CH); 120,8 (CH); 122,5 (CH); 124,7 (C); 127,8 (C);
128,8 (C); 129,8 (CH); 134,9 (CH); 145,5 (C); 159,3 (2xC).

IR (pelicula): 1422, 1488, 1521, 1571, 1608, 1626 cm”
HRMS: Calculado (M+H) 327,0990. Obtenido (C1gH19N,S;) 327,1001.

HPLC: Columna C45 tr: 24,57 min; tg: 25,72 min.
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Obtencion de 2-metoxi-4-(4-metoxiestiril)-6-(metilsulfanil)piridina
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Se prepara una suspension de 191 mg (0,37 mmol) de bromuro de (2-
metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)metiltrifenilfosfonio (13) en THF seco (10-20 mL) y se
afiade 0,25 mL (0,40 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano, siguiendo el
método B. Una hora después se afiade 0,19 mL (1,52 mmol) de 4-
metoxibenzaldehido disuelto en THF seco (5-10 mL). Mediante cromatografia flash
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (99:1), se obtienen 11 mg (0,04 mmol; 10%)
de (Z)-2-metoxi-4-(4-metoxiestiril)-6-(metilsulfanil)piridina y 43 mg (0,15 mmol; 40%) de

una mezcla de Z y E aproximadamente al 50%.
(2)-2-metoxi-4-(4-metoxiestiril)-6-(metilsulfanil)piridina (1482):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 148ZH) 2,45 (3H, s, SCH;); 3,79 (3H, s, NCHs);
3,89 (3H, s, OCH3), 6,28 (1H, d, J=12; CH); 6,29 (1H, s, pyr); 6,62 (1H, d, J=12; CH);
6,63 (1H, s, pyr); 6,77 (2H, d, J=8,9; Ar); 7,17 (2H, d, J=8,9; Ar).

HPLC: Columna Cs tg: 20,74 min.
(ZE)-2-metoxi-4-(4-metoxiestiril)-6-(metilsulfanil)piridina (148ZE):

RMN "C (CDCls) & (ppm): (Espectro 148ZEC) 13,4 (CHs); 53,5 (CH3); 55,4 (CHs);
102,6 (CH); 105,0 (CH); 111,0 (CH); 113,4 (CH); 113,8 (2xCH); 114,3 (2xCH); 123,8
(CH); 125,9 (CH); 128,4 (2xCH); 129,0 (C); 130,3 (2xCH); 132,5 (CH); 133,2 (CH);
148,0 (C); 148,5 (C); 157,4 (C); 159,2 (C); 160,1 (C); 164,4 (C).

IR (pelicula): 1453, 1515, 1538, 1587 cm™

HRMS: Calculado (M+Na) 310,0878. Obtenido (C1sH17NNaO,S) 310,0874.
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Obtencion de 5-(2-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-

indol
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Sobre una suspension de 169 mg (0,33 mmol) de bromuro de (2-metilsulfanil-6-
metoxipiridin-4-il)metiltrifenilfosfonio (13) en THF seco (10-20 mL), se afade 0,2 mL
(0,36 mmol) de una disolucion 1,6 M de nBuLi en hexano, siguiendo el método B. Una
hora después se anade 211 mg (1,33 mmol) de 1-metil-1H-indol-5-calbaldehido (15)
disuelto en THF seco (5-10 mL). Se cromatografia en columna sobre gel de silice
utilizando como eluyente Hexano/EtOAc (98:2). Se obtienen 4,5 mg (0,01 mmol; 4%)
de (Z)-5-(2-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol; y 17mg (0,05

mmol; 16%) de una mezcla de Z y E aproximadamente al 50%.
(2)-5-(2-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (149Z):

RMN 'H (CDCls) § (ppm): (Espectro 149ZH) 2,41 (3H, s, SCHa); 3,77 (3H, s, NCH);
3,87 (3H, s, OCH3); 6,30 (1H, d, J=12; CH); 6,41 (1H, d, J=3,2; Hs); 6,69 (1H, s, pyr);
6,78 (1H, s, pyr); 6,84 (1H, d, J=12; CH); 7,02 (1H, d, J=3,2; H,); 7,15 (1H, d, J=8,6;
H,); 7,17 (1H, d, J=8,6; Hs); 7,53 (1H, s; Ha).

HPLC: Columna C45 tr: 24,04 min.
(ZE)-5-(2-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)vinil)-1-metil-1H-indol (149ZE):

RMN "C (CDCls) & (ppm): (Espectro 149ZEC) 13,3 (CHs); 32,0 (CH3); 53,4 (CHs);
101,4 (CH); 101,6 (CH); 102,4 (CH); 103,5 (CH); 105,1 (CH); 108,9 (CH); 109,5 (CH);
111,0 (CH); 111,81 (CH); 113,5 (CH); 120,4 (CH); 120,6 (CH); 121,7 (CH); 122,7 (CH);
122,9 (CH); 125,0 (CH); 127,3 (C); 127,8 (C); 128,7 (C); 129,3 (CH); 129,6 (CH); 134,4
(CH); 135,1 (CH); 148,4 (C); 164,0 (C); 164,3 (C).

IR (pelicula): 1451, 1488, 1541, 1587 cm™

HRMS: Calculado (M+H) 311,1218. Obtenido (C4sH1gN.OS) 311,1206.

268



Parte experimental: Sintesis de compuestos con mas de un dtomo en el puente

D.5.1. SINTESIS DE OXADIAZOLINAS

Obtencién de 1-(2-(4-(dimetilamino)fenil)-5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-
4-i1)-1,3.4-oxadiazol-3(2H)-il)etanona
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Siguiendo el método D, se disuelven 232 mg (0,67 mmol) de N’-(4-
(dimetilamino)benciliden)-2-metilsulfanil-6-metoxipiridinahidrazida (22) en 4 mL de
anhidrido acético. Mediante cromatografia flash utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (9:1), se obtienen 82 mg (0,21 mmol; 32%) de 1-(2-(4-
(dimetilamino)fenil)-5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-

il)etanona.

1-(2-(4-(dimetilamino)fenil)-5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-1,3,4-oxadiazol-
3(2H)-il)etanona (150):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 150H) 2,34 (3H, s, CH;CO); 2,57 (3H, s, SCHs);
2,96 (6H, s, NMe,); 3,97 (3H, s, OCHj3); 6,69 (2H, d, J=8,6; Ar); 6,82 (1H, d, J=0,7;
pyr); 7,00 (1H, s, CH); 7,20 (1H, d, J=0,7; pyr); 7,29 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN "C (CDCls) & (ppm): (Espectro 150C) 13,4 (CHj); 21,6 (CHs); 40,4 (2xCH3); 53,9
(CH3); 93,6 (CH); 102,8 (CH); 110,5 (CH); 112,2 (2xCH); 123,2 (C); 127,7 (2xCH);
135,1 (C); 151,6 (C); 153,8 (C); 158,8 (C); 164,1 (C); 167,8 (C).

IR (pelicula): 1452, 1550, 1603 cm’”
HRMS: Calculado (M+Na) 409,1310. Obtenido (C1sH22N4sNaO3S) 409,1320.

HPLC: Columna Cg tr: 4,032 min.
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Obtencion de 1-(5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-2-(metoxifenil)-
1.3,4-oxadiazol-3(2H)-il)etanona
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Siguiendo el método D, se disuelven 109 mg (0,33 mmol) de 2-metoxi-N’-(4-
metoxibenciliden)-6-(metilsulfanil)piridinahidrazida (23) en 2 mL de anhidrido acético.
Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente Hexano/EtOAc
(9:1) y se obtienen 118 mg (0,32 mmol; 96%) de 1-(5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-

il)-2-(metoxifenil)-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-il)etanona.

1-(5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-2-(metoxifenil)-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-
illetanona (151):

RMN 'H (CDCls) & (ppm): (Espectro 151H) 2,34 (3H, s, CHsCO); 2,57 (3H, s, SCHy);
3,79 (3H, s, OCHj3); 3,97 (3H, s, OCHj3); 6,81 (1H, d, J=1,1; pyr); 6,90 (2H, d, J=8,6;
Ar); 7,02 (1H, s, CH); 7,19 (1H, d, J=1,1; pyr); 7,37 (2H, d, J=8,6; Ar).

RMN 'C (CDCl;) & (ppm): (Espectro 151C) 13,4 (CHs); 21,5 (CH3); 53,9 (CH3); 55,4
(CHs3); 93,0 (CH); 102,8 (CH); 110,4 (CH); 114,3 (2xCH); 128,1 (2xCH); 128,3 (C);
134,9 (C); 153,8 (C); 158,9 (C); 160,9 (C); 164,1 (C); 167,9 (C).

IR (KBr): 1458, 1519, 1551, 1610, 1665 cm’™
HRMS: Calculado (M+Na) 396,0994. Obtenido (C1gH19N3NaO4S) 396,0987.

HPLC: Columna Cg tg: 20,59 min.
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Parte experimental: Sintesis de compuestos con mas de un dtomo en el puente

Obtencion de 1-(5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-2-(1-metil-1H-indol-
5-il)-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-il)etanona
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Siguiendo el método D se disuelven 259 mg (0,73 mmol) de 2-metoxi-N"-((1-
metil-1H-indol-5-il)metileno)-6-(metilsulfanil)piridinahidrazida (24) en 4 mL de anhidrido
acético. Se purifica mediante cromatografia flash, utilizando como eluyente
Hexano/EtOAc (9:1) y se obtienen 133 mg (0,34 mmol; 46%) de 1-(5-(2-metilsulfanil-6-
metoxipiridin-4-il)-2-(1-metil-1H-indol-5-il)-1,3,4-oxadiazol-3(2H)-il)etanona.

1-(5-(2-metilsulfanil-6-metoxipiridin-4-il)-2-(1-metil-1H-indol-5-il)-1,3,4-oxadiazol-
3(2H)-il)etanona (152):

RMN "H (CDCls) & (ppm): (Espectro 152H) 2,38 (3H, s, CH3;CO); 2,58 (3H, s, SCHs);
3,76 (3H, s, NCH3); 3,97 (3H, s, OCHa); 6,49 (1H, d, J=3,2, H3); 6,85 (1H, s; pyr); 7,07
(1H, d, J=3,2, Hy); 7,19 (1H, s, CH); 7,23 (1H, s; pyr); 7,30 (1H, d, H7); 7,30 (1H, d,
He); 7,72 (1H, s; Hy).

RMN "3C (CDCls) § (ppm): (Espectro 152C) 13,4 (CHs); 21,6 (CHa); 32,9 (CHs); 53,9
(CHs); 94,3 (CH); 101,7 (CH); 102,8 (CH); 109,8 (CH); 110,5 (CH); 119,8 (2xCH);
127,1 (C); 128,4 (C); 130,0 (CH); 135,1 (C); 137,6 (C); 153,8 (C); 158,9 (C); 164,1 (C);
167,8 (C).

IR (pelicula): 1456, 1549, 1596, 1625, 1672 cm’™
HRMS: Calculado (M+Na) 419,1154. Obtenido (C2H20N4sNaO;S) 419,1160.
HPLC: Columna Cg tg: 21,04 min.

Columna C5 tg: 22,60 min.
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Parte experimental: Actividad Bioldgica

D.6. ACTIVIDAD BIOLOGICA

D.6.1. ENSAYOS DE INHIBICION DE POLIMERIZACION DE
TUBULINA

El procedimiento experimental seguido en la realizacion de los ensayos de

inhibicién de polimerizacion de tubulina se puede dividir en tres apartados:

- Aislamiento de la proteina microtubular a partir de cerebros de ternero.

- Ensayos de inhibicion de polimerizacion de tubulina, en el cual se hace un
cribado con el fin de seleccionar los compuestos que den mejores resultados.

- Determinacién de la ICsy, de los compuestos seleccionados en el apartado

anterior.

D.6.1.1. AISLAMIENTO DE LA PROTEINA MICROTUBULAR

El aislamiento de la proteina se lleva a cabo utilizando el método de Shelanski®?

con modificaciones, mediante dos ciclos de polimerizacidon/despolimerizacién a 37 °C y

0 °C respectivamente, tal y como se describe a continuacion.

Se parte de 4 cerebros de ternero recién sacrificados, se enfrian a 0 °C en un
tampén de transporte (que contiene sacarosa y EDTA) y se llevan a una camara fria
donde se eliminan manualmente las meninges y los coagulos. La parte superficial del
coértex se corta tomando la sustancia gris y evitando, en lo posible, coger la sustancia

blanca. Se obtienen aproximadamente 300 gramos de tejido.

%2 Shelanski, M. L.; Gaskin, F.; Cantor, C. R. Microtubule assembly in the absence of added
nucleotides. Proc. Nat. Acad. Sci. 1973, 70, 765-768.
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Parte experimental: Actividad Bioldgica

Por cada gramo de cortex obtenido se anade 1 mL de tampdn de extraccion (que
contiene sacarosa y EGTA). A continuacidon se homogeniza en varias etapas con un
homogeneizador potter. Del homogenizado obtenido se utilizan unos 400 mL que
tienen un aspecto rosa uniforme, y se centrifugan a 4 °C y 31000 rpm durante una

hora.

Al sobrenadante, 240 mL aproximadamente, se aflade tampon 10XAB (1/10 del
volumen del sobrenadante), glicerol (hasta concentracion 3,5 M), GTP (hasta
concentraciéon 0,5 M) y PMSF (hasta concentracion 1 mM). Los 335 mL
(aproximadamente) resultantes se incuban a 37 °C durante 45 minutos y después se

somete a centrifugacion a 37 °C durante 90 minutos a 31000 rpm.

El precipitado obtenido (primer ciclo de proteina polimerizada) se resuspende en
12 mL de tampén 1XAB y 1mM GTP y se homogeniza la muestra. La suspension se
enfria en hielo durante 30 minutos, y posteriormente se centrifuga a 32000 rpm
durante 30 minutos a 4 °C. Al sobrenadante obtenido (primer ciclo de
polimerizacion/despolimerizacién de tubulina), se le afade GTP (hasta 0,5 mM) y
PMSF (hasta 1 mM) y la mezcla se incuba a 37 °C durante 30 minutos. Después se
centrifuga a 32000 rpm durante 45 minutos y a 37 °C. Se recoge el precipitado y se
enfria en hielo durante 5 minutos (segunda polimerizacion). El precipitado se
resuspende con 2 mL de tampén 1XAB y 10 ul de GTP (0,5 mM).

Las muestras se alicuotan en volumenes de 250 pul (obteniendo un volumen total
entre 2,5y 3,0 mL), y se almacenan a -80°C, previa congelacion rapida con nitrégeno

liquido, hasta su posterior uso.

El rendimiento promedio de cada purificacién (utiizando como material de
partida 300 g de tejido) fue de 0,3-0,5 mg de proteina microtubular (MTP) por gramo
de tejido.
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D.6.1.2. ENSAYO DE INHIBICION DE POLIMERIZACION DE TUBULINA

Las alicuotas de proteina microtubular (MTP) se descongelan rapidamente en un
bafio de agua a 20 °C y se resuspenden en 1 mL de tampodn 1XAB por alicuota. Se
somete la suspension a agitacion magnética cuidadosamente en hielo durante 30
minutos, se centrifuga 30 minutos a 4 °C y 50000 rpm (segundo ciclo completo de
polimerizacion/despolimerizacién). Se recoge el sobrenadante y se realiza el ensayo
de Bradford para determinar la concentracién de proteina total. El valor de
concentracién medio por preparacion es de 4,0 mg/mL. Para esta concentracién de
proteina, se toman 125 ul de MTP (para una concentracién de proteina de 1,0 mg/mL),
1,25 pl de disolucién 2 mM de los ligandos en DMSO (para una concentracién de
compuesto 5 uM), 18,75 ul de DMSO y 355 ul de tampén (1XAB y 1,5 mM GTP), hasta

completar los 500 ul de volumen final.

Las muestras se incuban a 20 °C durante 30 minutos, permitiendo la interaccion
de los ligandos con la proteina microtubular. A continuacion, se enfrian en un bano de
hielo durante 10 minutos y se introducen en el espectrofotometro. Tras un periodo de
estabilizacion a 4 °C durante aproximadamente 10 minutos, la temperatura se eleva a
37 °C registrandose la absorbancia a 450 nm durante todo el proceso. Cuando la
absorbancia se estabiliza, cerca de los 45 minutos, se vuelve a cambiar la temperatura

a 4 °C y la absorbancia vuelve a disminuir.
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MTP -
s — 37°C
 Tampbén [ —
:
100%

Figura 67. Esquema de ensayo de inhibicion de polimerizacion de tubulina. Cada cubeta contiene proteina
microtubular en tampon a concentracién de 1 mg/mL, y DMSO (4%). En cada cubeta se afiade el
compuesto que se quiere ensayar, a la concentracion elegida, exceptuando la cubeta de referencia. A
continuacion, se aumenta la temperatura (37 °C) y se mide la turbidez generada. La diferencia entre la
absorbancia presentada por la muestra de referencia (linea azul oscura, valor considerado como el 100%
de polimerizacion) y cada una de las muestras que contienen compuesto (resto de lineas de colores) se

corresponde con la inhibicidon que ejerce ese compuesto (%) a la concentracion ensayada.

Inicialmente, la mayoria de los compuestos se prueban a una concentracién 5
MM y posteriormente, aquellos que se ha visto que inhiben (mas de un 45%) la
polimerizacion de tubulina se ensayan a diversas concentraciones a partir de las

cuales se puede calcular el valor de ICso.

En la tabla siguiente se resumen los ensayos de inhibicién de polimerizaciéon de
tubulina y se indica la concentracion probada y el porcentaje de inhibicion producida.

Todos los resultados son para una concentracion final de proteina de 1 mg/mL.
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CONC CONC % CONC %
COMP  (uM)  %INHIB [COMP (uM)  INHIB [COMP  (uM)  INHIB
25 5 0 65 5 44 115 5 89
26 5 25 68 5 63 117 5 75
27 5 31 70 5 92 118 6 26
28 5 0 71 5 63 119 5 45
29 5 22 72 5 79 120 6 41
30 5 22 73 5 100 | 121 5 91
31 5 0 74 5 0 123 5 86
32 20 56 75 5 14 124 5 33
34 5 74 76 5 100 | 125 5 0
36 5 11 77 5 33 126 10 27
37 5 40 80 5 92 127 20 0
38 6 21 82 5 90 128 10 18
39 5 39 83 5 87 129 10 4
40 5 100 84 5 7 130 10 0
41 5 83 85 5 31 131 10 18
42 5 34 86 5 100 | 132 20 4
a3 5 100 87 5 0 133 10 26
44 5 35 88 5 30 134 5 20
45 5 39 89 5 80 135 5 0
46 5 86 93 5 76 136 5 9
a7 5 80 94 5 58 137 5 11
48 5 6 95 5 44 139 5 11
49 5 21 96 5 100 | 140 5 0
50 5 48 97 5 49 141 5 20
51 5 89 98 5 13 142 5 89
52 5 1 99 5 95 143 5 95
53 5 0 100 5 95 144 5 0
54 4 100 | 102 5 82 145 5 3
55 6 18 103 5 79 | 146z 5 70
56 5 97 104 5 94 | 146e 5 24
57 5 32 105 5 100 | 147z 5 43
58 5 2 106 5 27 | 148z 5 70
59 5 98 107 5 0 149z 5 80
60 5 2 108 5 7 150 10 4
61 5 46 109 5 89 151 10 0
62 5 11 110 5 100 | 152 10 8
63 5 100 | 111 5 98
64 5 0 112 5 14

Tabla 20. Inhibicién (%) de los compuestos ensayados a 5, 6, 10 6 20 uM. En negrita se
resaltan aquellos compuestos que presentan un valor de IPT mayor del 45 % para la
concentracion de prueba (5 uM).
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D.6.1.3. DETERMINACION DE LA ICsy DE |INHIBICION DE
POLIMERIZACION DE TUBULINA

La ICsp es la concentracion a la cual el compuesto inhibe el 50 % de la
polimerizacion. La determinaciéon se lleva a cabo realizando un ajuste a una

exponencial con el programa Origin®.

Los compuestos seleccionados para la determinacién de la ICs, fueron aquellos
gue a una concentracion de 5 uM presentan una inhibiciéon de la polimerizacién de la

tubulina superior al 45 % (marcados en negrita en la tabla).

El procedimiento seguido es exactamente igual al explicado anteriormente, pero
se mide la inhibicién de polimerizacién de tubulina a varias concentraciones de ligando
(generalmente se utilizan al menos las concentraciones 5, 4, 2 y 1 uM, aunque varian

en funcion del comportamiento de cada compuesto).

Los valores de IC5, de los compuestos seleccionados se muestran en la

siguiente tabla:
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COMP ICso (M) COMP ICso (M) COMP ICso (M)
34 2,5 72 2,4 104 2,4
40 1,5 73 0,3 105 0,7
a1 4,6 76 1,6 109 2,4
a3 1,1 80 0,2 110 1,6
46 2,0 82 0,6 111 3,2
a7 3,4 83 2,3 115 1,4
50 4,1 86 1,6 117 1,0
51 1,3 89 2,9 119 4,8
54 0,9 93 2,9 121 1,9
56 0,6 94 1,7 123 1,6
59 1,4 9% 1,1 142 3,8
61 4,9 97 0,9 143 2,1
63 0,9 99 1,2 1462 3,8
68 4 100 4,7 148z 4,1
70 2,5 102 0,4 149z 1,0
71 3,4 103 2,4

Tabla 21. Valores de IC5, de los compuestos seleccionados (aquellos que a una concentracion

5 uM presentan una inhibicién de la polimerizacién de la tubulina superior al 45 %).
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D.6.2. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

El procedimiento experimental seguido en la realizacion de los ensayos de

citotoxicidad se puede dividir en tres apartados:

- Cultivo de células tumorales.

- Ensayos de citotoxidad, en el cual se hace un cribado con el fin de
seleccionar los compuestos que den mejores resultados.

- Determinacién de la ICsy, de los compuestos seleccionados en el apartado

anterior.

D.6.2.1. CULTIVO DE CELULAS TUMORALES

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en las lineas celulares derivadas
de carcinoma humano de cervix HelLa, de adenocarcinoma humano de colon HT29,
todas ellas crecidas en monocapa adherente, y en la de leucemia promielocitica

humana HL60 crecida en suspension.

Las lineas celulares, conservadas a -80 °C en suero fetal bovino FBS con un
10% de DMSO, se descongelaron rapidamente por inmersion durante 1-2 minutos en
bafio a 37 °C, se lavan con medio de cultivo y posterior centrifugado durante 10
minutos a 1200 rpm para eliminar el DMSO; seguidamente se crecen en estufa de CO,
a 37 °C, con un 5% de CO, y en ambiente hiumedo. Los medios de cultivo utilizados
fueron Dulbecco (DMEM) para la linea celular HeLa y RPMI para las restantes (HT29 y
HL60), suplementados con glutamina (200 mM), penicilina-estreptomicina
(10000u/100ml y 10mg/100ml) y suero fetal bovino (10%). El mantenimiento de las

lineas celulares se llevé a cabo por subcultivo a medio fresco de igual composicion.
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D.6.2.2. ENSAYOS DE CITOTOXIDAD

El efecto ejercido por los distintos compuestos en el crecimiento celular se
monitorizd con el test de viabilidad XTT. Para ello las lineas celulares HeLa y HT29 en
crecimiento exponencial se sembraron en placas de titulacion estériles de 96 pocillos
de fondo plano a una densidad de 1,5x10° células por pocillo (100 pl) las primeras y a
3,0x10° las segundas. Los cultivos se mantuvieron en las condiciones de cultivo arriba
descritas durante 24 h para permitir que las células se adhirieran a las placas. Las
células HL60 se sembraron a una densidad de 5,0x10° por pocillo en el momento de

efectuar los ensayos de citotoxicidad.

Las células se incubaron en presencia de los diferentes compuestos a 37 °C bajo
una atmosfera de CO, al 5% durante 72 horas. Las concentraciones ensayadas de los
compuestos (10, 10, 107, 10, 10° M) se prepararon mediante diluciones seriadas y
por triplicado a partir de una disolucién del compuesto en agua estéril y DMSO, siendo
la concentracion de DMSO en cada pocillo de 0,15%. La proliferacion celular se
cuantificé®® por el kit de proliferacion celular XTT (sal sédica de 2,3-bis(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-5-((fenilamino)-carbonil)-2H-tetrazolio) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). Se
afiade a cada pocillo 50 uyl de la mezcla de reaccion XTT preparada fresca que
contenia la sal anterior (49 ul) y 1 ul del agente acoplador de electrones N-
metildibenzopirazina metil sulfato. Las placas se incubaron durante 4 horas adicionales
en atmésfera humeda (37 °C, 5 % de CO,) y la absorbancia del formazan generado en
la reaccion se midié en un lector de placas a 450 nm usando como longitud de onda

de referencia 620 nm.

Inicialmente se prueban todos los compuestos o ligandos a concentraciones de

10%, 10, 107, 10, 10° M; y posteriormente, aquellos que se ha visto que inhiben el

® Scudiero, D. A., Shoemaker, R. H., Paull, K. D., Monks, A., Tierney, S., Nofziger, T. H., et al.
Evaluation of a soluble tetrazolium/formazan assay for cell growth and drug sensitivity in culture
using human and other tumor cell lines. Cancer Research, 1988, 48, 4827-4833.
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crecimiento a una concentraciéon de 10° M, son seleccionados para repetir el ensayo

con el fin de calcular el valor de I1Cs.

En la siguiente tabla se muestran los compuestos que no han sido seleccionados

en ninguna de las lineas tumorales para el calculo del valor de ICsq.

COMP ICsoHela IC5oHL60 ICs5oHT29 | COMP  ICsoHela  1Cso HL60  ICso HT29
(10°m) (10°m) (10°m) (10°m) (10°m) (10°m)
25 >1 >1 >1 95 >1 >1 >1
27 >1 >1 >1 98 >1 >1 >1
28 >1 >1 >1 100 >1 >1 >1
29 >1 >1 >1 107 >1 >1 >1
30 >1 >1 >1 120 >1 >1 >1
31 >1 >1 >1 125 >1 >1 >1
32 >1 >1 >1 126 >1 >1 >1
36 >1 >1 >1 128 >1 >1 >1
37 >1 >1 >1 129 >1 >1 >1
38 >1 >1 >1 130 >1 >1 >1
39 >1 >1 >1 131 >1 >1 >1
45 >1 >1 >1 132 >1 >1 >1
48 >1 >1 >1 133 >1 >1 >1
49 >1 >1 >1 134 >1 >1 >1
52 >1 >1 >1 135 >1 >1 >1
53 >1 >1 >1 136 >1 >1 >1
55 >1 >1 >1 141 >1 >1 >1
58 >1 >1 >1 144 >1 >1 >1
62 >1 >1 >1 145 >1 >1 >1
64 >1 >1 >1 1462 >1 >1 >1
75 >1 >1 >1 148z >1 >1 >1
77 >1 >1 >1 150 >1 >1 >1
87 >1 >1 >1 151 >1 >1 >1
88 >1 >1 >1 152 >1 >1 >1

Tabla 22. Valores de citotoxicidad de los compuestos que no han sido seleccionados

para calcular el valor de ICsq.
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D.6.2.3. DETERMINACION DE LA ICso DE CITOTOXICIDAD

La ICs5o es la concentracion a la cual el compuesto produce el 50% de muerte
celular. Los compuestos que se seleccionan para la determinacion de la ICsq son
aquellos que producen muerte celular a una concentracion igual o menor de 10 M.
Para calcular la ICsy se repite por triplicado el ensayo de citotoxicidad de cada
compuesto a las mismas concentraciones, y se realiza un ajuste sigmoidal a una curva
dosis-respuesta mediante el complemento Solver de Excel®. Posteriormente se realiza
la media de las medidas obteniendo el valor de ICs, para cada compuesto y su error
estandar. En algunos compuestos se calcula la ICsg en alguna de las tres lineas, pero

no en todas debido a que es menos sensible y no produce muerte celular a 10° M.

Los compuestos que han sido seleccionados para determinar el valor de ICso se

muestra a continuacién, junto al valor de su error estandar.
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COMP  ICs Hela ICso HL60 ICso HT29 |COMP  ICs Hela ICso HL60 ICso HT29
(10°Mm) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm)

26 0,4 +0,09 0,6+0,2 21 86 0,2+0,04 0,2+0,03 21
34 0,03 £0,004 0,2+0,01 21 89 0,4+0,01 0,1+ 0,005 0,7 £0,07
40 0,4+0,09 0,4+0,06 0,4+0,1 93  0,8+0,005  0,2+0,02 >1
41 0,5+0,03 0,7+0,2 21 94 0,2+0,08 0,2 £0,06 0,5+0,07
42 0,9 +0,04 >1 >1 96 0,5 40,1 0,7 £0,07 0,2+0,03
43 0,3+0,02 0,3+0,02 0,2+£0,04 97 0,5+0,2 0,2+0,07 0,7+0,1
a4 0,4+0,1 >1 >1 99 0,1+0,02  0,3+0,006 0,5+0,1
46 0,4+0,1 0,3+0,1 0,5+0,2 102 0,6 £ 0,001 0,6+0,1 0,5+0,2
47 0,4+0,1 0,3+0,1 0,2+0,08 103 0,6+0,2 0,2+0,04 0,2 +£0,06
50 0,5+0,1 0,3+0,01 21 104 0,5+0,1 0,3+0,1 0,7 +£0,05
51 0,2+0,05 0,3+0,03 0,2 + 0,005 105 0,2+0,03 0,3+0,01 0,5+0,1
54 0,07 + 0,01 0,06 + 0,02 05+0,01 | 106  0,6+0,08 0,6+0,1 >1
56 0,3+0,05 0,2+0,04 0,3+0,02 109 0,3+0,04 0,9+0,08 0,4+0,2
57 0,5+0,1 >1 >1 110 >1 0,1,+ 0,008 >1
59 0,4 £ 0,006 0,4+0,1 0,3+0,03 111 0,3+0,07 0,2 +£0,008 0,6+0,2
60 0,6+0,1 >1 >1 112 0,7+0,1 >1 >1
61 0,8+0,02 0,7+0,2 21 115 0,3+0,03 0,5+0,1 0,5+0,1
63 0,04 £0,01 0,08 £ 0,007 0,4+0,12 117 0,6 +£0,07 0,7 £0,08 0,6+0,1
65 0,2+0,06 0,2+0,06 21 119 0,6 £0,08 0,3+0,05 0,4+0,1
68 0,3+0,2 0,07 £0,02 0,9+0,2 121 0,1+0,04 0,3+0,1 0,7 £0,06
70 0,08+0,01  0,07+0,0004 0,1+0,01 | 123 0,6+0,1 0,7+0,1 0,4+0,09
71 0,05 +0,02 0,074+ 0,003 0,09 £0,01 127 0,7 £0,08 21 21
72 0,3%£0,1 0,4+0,09 21 137 0,6%0,2 0,5%0,2 21
73 0,1+£0,02 0,4+0,1 0,5+0,2 138 0,5+0,2 0,30+£0,02 21
74 0,3 0,007 0,2+0,03 >1 139 0,6+0,2 0,3+0,1 >1
76 0,07 £0,01 0,04 +£0,001 0,8+0,04 140 0,6 +0,021 0,4 £0,2 0,8+0,03
80 0,06 £ 0,01 0,09 £ 0,001 0,1+0,002 142 0,3+0,08 0,4+0,2 0,94 £ 0,05
82 0,1+0,05 0,07 £ 0,002 0,3+0,1 143 0,2+0,03 0,2+0,07 0,8+0,1
83 0,08 £ 0,003 0,04 £0,01 0,3 +0,008 147z >1 >1 0,6+0,2
84 0,2+0,03 0,6 £0,04 21 149z 0,3+0,09 0,4+0,3 0,4+0,03
85 0,6+0,1 0,3+0,1 0,7+0,1

Tabla 23. Valores de ICsy de los compuestos seleccionados (aquellos que producen muerte
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D.7. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD ACUOSA

El ensayo de solubilidad acuosa de los compuestos que han sido sintetizados se
ha llevado a cabo en un tampén fosfato a pH 7, ya que es el pH fisioldgico y son las

condiciones en las que se realizan los ensayos biologicos de estos compuestos.

La solubilidad acuosa se ha determinado espectrofotométricamente,
comparando la absorbancia de la muestra problema con la absorbancia de una recta

patrén o recta de calibrado.

La metodologia seguida ha sido la siguiente:

1) Determinacién de las longitudes de onda de absorcion maxima para cada

compuesto.

2) Realizacion de la recta de calibrado a partir de disoluciones de
concentracién conocida. Estas disoluciones se preparan a partir de un stock del
compuesto con una concentraciéon 2 mM en DMSO, y las medidas se realizan en una

mezcla DMSO/tampén pH 7 en relacién 9/1.

3) Preparacion de las muestras problema. Se pesa entre 1 y 2 mg de
compuesto a lo que se afiaden 300 yL de tampdén NaPi 10 mM a pH=7, que se
mantienen un minimo de 48 horas agitando para después filtrar el contenido a través
de un filtro de 22 ym, de manera que se retira todo el compuesto que no se haya
solubilizado en el tampdn y queda el filtrado que contiene la cantidad de compuesto
que se ha solubilizado. Se preparan tres cubetas con 30 pL del filtrado y 270 yL de
DMSO y se mide la absorbancia a la longitud de onda escogida, obteniendo de esta

maneras tres valores de solubilidad, con los que se hace la media aritmética.
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Se ha determinado la solubilidad de varios compuestos sintetizados, segun la
cantidad disponible de la sustancia, el grado de pureza y la relevancia de su

estructura. De esta manera se han obtenido los siguientes resultados:

COMP  SOLUBILIDAD| COMP  SOLUBILIDAD
(ng/mL) (ng/mL)

25 10,4 88 151,9
27 29,5 93 14,9
34 56,2 98 230,2
37 2,2 99 7,6
40 48,9 100 102,7
a1 41,7 102 46,3
42 10,7 104 8,2
43 18,0 105 0
45 1,5 108 47,6
46 35,7 115 5,3
49 17,0 123 6,0
50 10,9 128 34,5
54 37,3 132 1,9
55 7,4 134 1,3
56 7,5 135 2,4
57 4,5 136 14,7
58 6,9 138 43,8
59 22,9 139 4,6
73 12,3 140 1,0
74 14,8 142 6,9
76 6,3 143 1,1
80 5,1 144 47,1
82 3,2 149z 19,1
86 0 151 9,8
87 15,5 152 12,8

Tabla 24. Valores de solubilidad en un tampoén NaPi 10 mM, pH=7 de los compuestos

seleccionados.
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Conclusiones

En este trabajo de tesis doctoral se ha llevado a cabo la sintesis y evaluacién de
nuevos agentes antimitdticos con estructura de fenstatinas e isocombretastatinas
basados en piridina, y a la vista de los resultados se pueden sacar las siguientes

conclusiones:

» La metodologia empleada para la sintesis de fenstatinas e isocombretastatinas
es la adecuada, obteniéndose los compuestos deseados con altos niveles de

pureza y buenos rendimientos en la mayoria de los casos.

» La sustitucion del anillo de trimetoxifenilo por un anillo de piridina disustituido
conduce a compuestos que mantienen la actividad, e incluso en algun caso la
mejoran, por lo que este sistema ya no debe ser considerado imprescindible

para la actividad de este tipo de compuestos.

» La introduccién de sistemas aromaticos unidos en la posicion 6 del anillo de
piridina, con la intencion de que se coloquen en la zona 3 del dominio de la
colchicina, conduce a compuestos que pierden la actividad. Se han sintetizado

pocos compuestos de este tipo, por 1o que es necesario realizar mas pruebas.

» Se han realizado combinaciones del anillo de piridina disustituido con varios
sistemas aromaticos en el anillo B (indol, p-metoxifenilo, naftilo,...) obteniendo
como resultado que los compuestos con mayor actividad son los que tienen un

anillo de indol con o sin sustituyentes en posicién 3 de dicho anillo. También se
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obtienen buenos resultados con anillos de p-metoxifenilo con grupos amino en
posicion 3. Los compuestos con agrupaciones naftaleno, piridina, y

dimetilaminofenilo como anillo B conducen a pérdida de actividad.

A igualdad de elementos estructurales en el anilo A y B, las
isocombretastatinas son mas potentes que las fenstatinas. En el caso de las
oximas, en algunos casos son mejores que las isocombretastatinas, pero por lo

general son peores.

Se han sintetizado compuestos con mas de un atomo en el puente,
combretastatinas y oxadiazolinas. Las primeras presentan actividad
dependiendo de los demas elementos estructurales, pero las oxadiazolinas

carecen de actividad.

Los compuestos que presentan actividad inhibitoria sobre la polimerizacién de
la tubulina tienen actividad citotéxica, por lo que el mecanismo por el que
producen muerte celular puede ser la inhibicibn de la polimerizacién. Sin
embargo, algunos de los compuestos que presentan actividad citotdxica tienen
baja actividad en IPT, por lo que el mecanismo por el que producen muerte

celular puede ser otro diferente.

Se ha evaluado la solubilidad acuosa de algunos de los compuestos
sintetizados y son mas solubles que el compuesto de referencia CA-4. Esto es
debido a la introduccion de grupos que pueden establecer enlaces de

hidrogeno con el agua.

Las modificaciones estructurales introducidas en este trabajo son adecuadas
para producir agentes citotoxicos potentes frente a lineas celulares cancerosas
y como inhibidores de la polimerizacién de la tubulina, que ademas presentan
un incremento de la solubilidad acuosa, por lo que se abre una nueva linea de
estudio en los agentes antimitoticos que se unen en el sitio de la colchicina.

La estructura de piridina 2,6-disustituida es muy verséatil y abre el camino al
estudio de nuevos agentes que puedan ocupar las tres zonas de unién en

dicho sitio.
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Introduction

1 - INTRODUCTION

Cancer is a group of diseases characterized by an uncontrolled cell proliferation
and tissue invasiveness causing metastasis. According to WHO, cancer is one of the

leading causes of death worldwide.

Chemotherapy drugs that affect cell division are frequently used in the treatment
of cancer. Microtubules' are one of the most important targets of anticancer drugs,
because of their significant role in many cellular processes. Microtubules are protein
polymers composed by heterodimers of a-tubulin and B-tubulin. These tubulin? dimers
present multiple drug-binding sites: Taxol, colchicine, vinca alkaloids, laulimalide and
peloruside A. Colchicine site ligands produce depolymerization of microtubules. During
the last years, our research group has been working on the design, synthesis and

activity assays of compounds that bind to this site.

There is a wide structural variety of natural and synthetic compounds that bind to
tubulin at the colchicine site®, such as quinolones, lignans, benzophenones

(phenstatins), combretastatins, sulfonamides, isocombretastatins, etc; however, none

' Jordan MA, Wilson L. Microtubules as a target for anticancer drugs. Nat Rev Cancer, 2004, 4,
253-265.

2 Jordan A, Hadfield JA, Lawrence NJ, McGown AT. Tubulin as a target for anticancer drugs:
agents which interact with the mitotic spindle. Med Res Rev, 1998,18, 259-296.

* a) Massarotti A, Coluccia A, Silvestri R, Sorba G, Brancale A. The tubulin colchicine domain: a
molecular modeling perspective. ChemMedChem, 2012, 7, 33-42. b) Lu Y, Chen J, Xiao M, Li
W, Miller DD. An overview of tubulin inhibitors that interact with the colchicine binding site.
Pharm Res, 2012, 29, 2943-2971.
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of them is currently being used for the clinical treatment of cancer. Nevertheless, there
are several compounds that are in advanced clinical trials, including sulfonamide ABT-
751* (Phase Il) and combretastatin® phosphates (CA4P y CA1P).

NHAc
NH
O/ —
™o o~ \ ~ NH
N
O\
Colchicine ABT-751

Fig 1: Compounds that bind at the colchicine binding site.

During the last years, our research group has focused on the synthesis of
colchicines analogues (mostly Phenstatins and Combretastatins) in an attempt to

improve the pharmacokinetic properties and the potency of these compounds.

* Mauer AM, Cohen EE, Ma PC, Kozloff MF, Schwartzberg L, Coates Al, et al. A phase Il study
of ABT-751 in patients with advanced non-small cell lung cancer. J Thorac Oncol, 2008, 3, 631-
636. b) Hande KR, Hagey A, Berlin J, Cai Y, Meek K, Kobayashi H, et al. The pharmacokinetics
and safety of ABT-751, a novel, orally bioavailable sulfonamide antimitotic agent: results of a
phase 1 study. Clin Cancer Res, 2006, 12, 2834-2840.

® a) Study of Combretastatin and Paclitaxel/carboplatin in the treatment of Anaplastic Thyroid
Cancer, US National Institutes of Health, http://clinicaltrials.gov/show/NCT00507429. Last
updating 2012 January. b) Zweifel M, Jayson GC, Reed NS, Osborne R, Hassan B, Ledermann
J, et al. Phase Il trial of combretastatin A4 phosphate, carboplatin, and paclitaxel in patients with
platinum-resistant ovarian cancer. Ann Oncol, 2011, 22, 2036-2041.



Introduction

1.1 PHARMACOPHORE AND STRUCTURE ACTIVITY
RELATIONSHIP (SAR).

Combretastatins are compounds with simple structures that bind to the colchicine
site, and they have a high cytotoxic potency. However, they have some disadvantages
such a low aqueous solubility and the instability of the cis double bond. Phenstatins are
analogues of combretastatins without the double bond instability. Other analogues that

have been synthesized are isocombretastatins (combretastatins positional isomers).

| Q |
O OH o OH
AT R
/O /o
Combretastatin A4 Phenstatin Isocombretastatin

Fig 2: Structure of combretastatin A-4, phenstatin and isocombretastatin

In order to understand the structure activity relationship of these compounds we
focus on the pharmacophore model described by Nguyen® et al. In this model, the
pharmacophore consists of seven points on two different planes arranged with an
angle of 45°. These seven points are: three hydrogen bond acceptors (A1, A2, A3), a

hydrogen bond donor (D1), two hydrophobic centers (H1, H2), and one flat group (R1).

6 Nguyen TL, McGrath C, Hermone AR, Burnett JC, Zaharevitz DW, Day BW, et al. A common
pharmacophore for a diverse set of colchicine site inhibitors using a structure-based approach.
J Med Chem, 2005, 48, 6107-16.
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Bridge Bridge
A Rlng \ B Ring A R|ng \ B Ring
Phenstatins Isocombretastatins
[ A1 H1 H2 R1 |

Figure 3: Structure of phenstatins and isocombretastatins with pharmacophore points of Nguyen

et al.

Different modifications have been performed on the structure of the compounds

leading to changes in activity, and the most significant are detailed below.

1.1.1 A RING MODIFICATIONS

A 3,4,5-trimethoxyphenyl A ring was traditionally considered essential for high
cytotoxic and tubulin polymerization inhibitory effects. However, new active compounds
have been developed introducing modifications at the A ring or even lacking this ring.
One of these compounds is ABT-751, a sulfonamide that is currently in clinical trials

with a pyridine ring in substitution of the trimethoxyphenyl ring.

1.1.2 B RING MODIFICATIONS

The B Ring of combretastatin A-4 accepts many modifications. In our research
group we have synthesized numerous analogues during the last years with different
structural variations in this ring. The best results were obtained with the N-methyl indol
ring showing high potency in isocombretastatin and phenstatin derivatives. In addition,
this ring allows the incorporation of functional groups at position 3, such as carboxylic
acids, carbonitriles, amides and aldehydes in order to increase the aqueous solubility

of the compounds.
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1.1.3 BRIDGE MODIFICATIONS

The bridge between the two aromatic rings must allow a non coplanar position
with an angle of about 45° In this context, there are many inhibitors of tubulin

polymerization with different lengths on the bridge (0-4 atoms of carbon).

1.2 THE COLCHICINE BINDING SITE

The colchicine binding domain is located at the interface between the alpha and
beta subunits of the tubulin heterodimer. Three different interaction zones® and a
spacer have been described taking in consideration the X-ray structures of tubulin with
several ligands. Colchicine occupies only zones 1 (seven membered ring) and 2
(trimethoxyphenyl ring), while compounds such as sulfonamide ABT-751 also occupies

zone 3 with small aromatic rings.

" Massarotti A, Coluccia A, Silvestri R, Sorba G, Brancale A. The tubulin colchicine domain: a
molecular modeling perspective. ChemMedChem, 2012, 7, 33-42.

® Alvarez R, Peldez R, Medarde M. Current Topics Med Chem, 2014, 0000.

11
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2 - PLANNING AND OBJECTIVES

The main objective of this work is the synthesis and biological evaluation of novel
tubulin ligands that enhance cytotoxic potency and increase the aqueous solubility,
combining the following structural features: a pyridine moiety (A ring), different length

bridges and an aromatic system of one or two rings (B ring).

2.1 A RING: PYRIDINE RING

Trimethoxyphenyl ring has traditionally been considered essential for activity.
However, new compounds carrying a smaller pyridine ring have been able to display
similar activity (for example ABT-751). In this work, we have selected a pyridine moiety
with different substituents at the 2 and 6 positions as a replacement of the 3,4,5-

trimethoxyphenyl ring.

2.2 BRIDGE

The bridge between the two rings can be from zero to four carbon atoms of

lenght. In this doctoral work, it has been planned to synthesize compounds with one-

12
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atom (phenstatin and isocombretastatin), two-atoms (combretastatin) and three atoms

bridges (oxadiazoline).

Combretastatins have the disadvantage of the double bond isomerization,
therefore, phenstatins® will be synthesized because of their capacity to maintain the

activity with the same substitution patterns on A and B rings.

Isocombretastatins will also be synthesized. These compounds are obtained by
replacing the carbonyl by a methylene group, a change that leads to a large increase in

potency. ™

2.3 B RING

Because indole systems have proved to be good substitutes of the guaiacol
moiety as B ring in both combretastatins and phenstatins, the N-methyl-5-indolyl
system has been selected in this work as a structural basis for further modifications.
Other aromatic rings such as naphthalene, and dimethylaminophenyl, are also going to
be introduced as B ring in order to compare their activity with the known analogues that

carry a trimethoxyphenyl ring.

® Liou JP, Chang CW, Song JS, Yang YN, Yeh CF, Tseng HY, et al. Synthesis and structure-
activity relationship of 2-aminobenzophenone derivatives as antimitotic agents. J Med Chem,
2002, 45, 2556-62.

10 a) Alvarez R, Puebla P, Diaz JF, Bento AC, Garcia-Navas R, de la Iglesia-Vicente J, et al.
Endowing indole-based tubulin inhibitors with an anchor for derivatization: Highly potent 3-
substituted indolephenstatins and indoleisocombretastatins. J Med Chem, 2013, 56, 2813-27.

13
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2.4 OBJECTIVES

After this general planning, the specific objectives that have been set for this

Ph.D. work are the following:

- First objective: Synthesis of pyridine-4-carboxylic acids with different
substituents at the 2 and 6 positions as starting materials for the synthesis of

phenstatins and isocombretastatins.

- Second objective: Synthesis of phenstatins and isocombretastatins with a
pyridine moiety as A ring and a 4-methoxyphenyl as B ring. Nitro and amino groups are

going to be introduced at position 3, as well as other modifications on the bridge.

Z

X A R X,Y: Cl, OMe, SMe, NMe,

NI Z: O, CH,, CH-CHj;, N-OH
= 0~ R:NO,, NH,

Y

To explore the zone 3 of the colchicine binding domain, compounds with

additional aromatic ring at the 6 position of the pyridine will be synthesized.

R: H, CH,

b
zZ—
\_ 7/
@)
\

- Third objective: Synthesis of phenstatins and isocombretastatins based on the
5-indolyl moiety as B ring, with or without substituents at the C-3 position.
Z

N X,Y: Cl, OMe, SMe, NMe,, SOMe, SO,Me
N__~ Z: O, CH2, -CH3, N-OH
N— R: CHO, COOH, CONH,, CN

14
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- Fourth objective: Synthesis of phenstatins and isocombretastatins with other

aromatic rings (naphthalene, dimethylaminophenyl or pyridine) as B ring.
7 Z
X X N X X,Y: OMe, SMe
N OO T | R Z: 0, CH,, N-OH
N~ = Z>N~ R:CH,N
Y Y |

- Fifth objective: Additionally to the synthesis of compounds with one carbon
atom bridge, the synthesis of compounds with bridges of two (combretastatins) or three

(oxadiazoline) atoms length will be carried out.

N”\?—/
X PN X l\ /o>\Ar2
N| _ Ary N~
Y

- Sixth objective: Perform inhibition of tubulin polymerization assays for all the
synthesized derivatives. The most potent compounds will be selected to determine the

ICso values.

- Seventh objective: Perform cytotoxicity assays on tumoral cell cultures (HelLa,
HT29, HLG0). The best compounds will be selected to determine the 1C5, value against
the three tumoral cell lines.

- Eighth objective: Determine the aqueous solubility of the compounds.

15
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3 - METHODS AND RESULTS

As planned in the previous section, the compounds to be synthesized are:

v" One-atom bridged compounds: Phenstatins
v" One-atom bridged compounds: Isocombretastatins
v" Two-atom bridged compounds: Combretastatins

v Three-atom bridged compounds: Oxadiazolines

3.1 SYNTHESIS OF PHENSTATINS

The method used for the synthesis of phenstatin analogues consist in the
preparation of an organolithium derivative, by treating the bromo derivative with nBuLi.

The organolithium derivative reacts with a carboxylic acid giving the phenstatins

directly.
nBuLi ~ Ar-COOH 0
Ary-Br W Ary-li —— Ar; Ar,
Scheme 1: Synthetic scheme for phenstatins
* Ary: ARing
Ar;: B Ring

16
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Organolithium derivatives are formed by the slow addition of nBuLi over the
halogen derivative previously dissolved in dry THF at -40°C, in a 1:1 ratio.

Isomerization products are not observed at the low temperatures employed.

The next step is the slow addition of the carboxylic acid dissolved in dry THF. In
this reaction, two equivalents of organolithium derivatives are consumed for each
equivalent of acid, unless the potassium salt of the carboxylic acid is previously
prepared. One equivalent reacts with the acidic proton and the other one is added to

the carboxylate anion.

3.1.1 SYNTHESIS OF STARTING MATERIALS

The first step in this work is the synthesis of pyridines with a carboxilic acid at
position 4, and two different substituents at 2 and 6 positions. The synthesis starts from

citrazinic acid, which is a cheap commercial product.

From citrazinic acid, using phosphorus oxychloride and tetramethyl ammonium
chloride as catalyst, the 2,6-dichlorocitrazinic acid was synthesized. The purpose of
this step is to facilitate the entry of different substituents at the 2 and 6 positions. From
the dichloro derivative, numerous substituents can be sequentially introduced using

different nucleophilic agents and reaction conditions.

COOCH COOH COOH

N POC|3 . N NU1,NU2 X

| = Me,4NClI | 7 | =
OH” >N” “OH cI” N Nur” N7 Nu,

Scheme 2: Synthetic scheme of disubstituted pyridine ring
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Synthesized pyridine compounds are summarized in the following figure:

ne X Y
COOH 1 cl cl
N 2 cl OMe
| _ 3 cl SMe
X Y 4 SMe SMe
5 SMe OMe
6 OMe OMe
7 OMe NMe,

Table 1: Synthesized pyridine carboxylic acids.

3.2 SYNTHESIS OF ISOCOMBRETASTATINS

Isocombretastatin synthesis is performed by Wittig reaction from corresponding

phenstatins and a phosphonium salt.

0
X
| N Ar
N~
+ - nBuli Y S
CHsPPhyl ——— H,C=PPh; N
THF seco =

Scheme 3: Synthetic scheme for Isocombretastatins.

The first step is the preparation at -40°C of the phosphorus ylide by treatment of
the phosphonium salt with a strong base such as nBuLi. The final step is the addition of

the ketone previously dissolved in dry THF.

The reaction product is purified by flash chromatography and the yields range
from 20-95%.

18
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3.3 MODIFICATIONS OF AROMATIC B RING

Once the phenstatins and isocombretastatins were obtained, modifications of

these products were undertaken.

3.3.1 MODIFICATION OF THE PHENYL RING

In an attempt to increase the solubility of the compounds, an amino group was
introduced at 3 position.
O\ O\

pr— p—
© NH, © NO, ©
Ar1 Ar1 Ar1

Scheme 4: Methodology planned for the introduction of amino groups on the p-methoxyphenyl

ring.

For the reduction of the nitrophenstatins'’, Fe in methanol/water/acetic acid was

used to avoid the reduction of the bridge.

3.3.2 MODIFICATIONS AT THE POSITION 3 OF THE INDOLE RING

In our research group numerous compounds with N-methylindole systems have
been synthesized'?, and modifications at the 3 position were introduced in order to
improve the aqueous solubility of these compounds. In this way, several functional

groups such as carboxylic acids, aldehydes, carbonitriles and amides were introduced.

" Liou JP, Chang CW, Song JS, Yang YN, Yeh CF, Tseng HY, et al. Synthesis and structure-
activity relationship of 2-aminobenzophenone derivatives as antimitotic agents. J Med Chem,
2002, 45, 2556-2562.

2 Alvarez R, Puebla P, Diaz JF, Bento AC, Garcia-Navas R, de la Iglesia-Vicente J, et al.
Endowing indole-based tubulin inhibitors with an anchor for derivatization: highly potent 3-
substituted indolephenstatins and indoleisocombretastatins. J Med Chem, 2013, 56, 2813-2827
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3.3.2.1 Formylations

The formylation of the indole compounds was carried out by Vilsmeier-Haack
reaction and the resulting compounds were used as starting materials for the

preparation of carbonitriles, amides, etc.

The reaction takes place using an excess of dimethylformamide in presence of 6
mmol of POCI;/mmol of compound at 60 °C (phenstatin as starting materials) or at

room temperature (isocombretastatin as starting materials) for two hours.

3.3.2.2 Introduction of carboxylic acids

20% phosgene in toluene is used to introduce carboxilic groups using CH,Cl, as
solvent. The acid chloride derivative in contact with water is transformed into the

carboxylic acid.

3.3.2.3 Formation of carbonitriles

Synthesis of phenstatins and isocombretastatins with a carbonitrile at the 3
position of the indole was carried out in two steps from the aldehyde. First, oxime
derivatives were formed and then,treatment with acetic anhydride resulted in the

formation of the carbonitriles.

X
Nu M | - Nu i
1 1
P NH,OH-HCI N~ \ Ac,O/pyr P
N~ - - N~
N—  MeOH/pyr Nu, = 130°C N—
Nu, — \ Nu, —
OHC N NC
HO

Scheme 5: Synthetic scheme for the preparation of carbonitriles
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3.3.2.4 Synthesis of amides

The conditions described by Kim et al were used for the synthesis of amide
derivatives. Reaction of 1.5 equivalents of chlorosulfonyl isocyanate in 1,2-

dichloroethane as solvent for 24 hours at room temperature, with yields from 6 to 31%.

NU»] | AN 0 /)
I /7
N~ _ C—$-N
NU2 — O

Scheme 6. Synthetic scheme for the preparation of amides at 3 positionof indole ring.

3.3.3 BRIDGE MODIFICATION

We have previously™ introduced oximes thus maintaining the sp® hybridization
resulting in compounds with high cytotoxic potency. The introduction of this group
increases the probability of establishing hydrogen bonds, thus increasing the aqueous
solubility of these compounds. Furthermore, the synthesis is simple and good yields
were obtained. The usual procedure is carried out by dissolving the phenstatin in
methanol and adding an excess of hydroxylamine hydrochloride with 4 drops of

pyridine.

' Alvarez C, Alvarez R, Corchete P, Lopez JL, Perez-Melero C, Pelaez R, et al.

Diarylmethyloxime and hydrazone derivatives with 5-indolyl moieties as potent inhibitors of
tubulin polymerization. Bioorg Med Chem, 2008, 16, 5952-5961.
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3.4 SYNTHESIS OF COMBRETASTATINS

With the aim of comparing some combretastatins with the phenstatins and
isocombretastatins synthesized in this work, the preparation of some derivatives with
the same combination of aromatic rings was undertaken. For this study it was decided

to maintain the p-methoxyphenyl ring or the N-methylindole as B ring.

Combretastatin synthesis is performed using Wittig reaction between the ylide
from disubstituted pyridine phosphonium bromides and the corresponding

carbaldehydes, producing mixtures of E and Z isomers.

Reaction products were separated by flash chromatography and Z and E isomers

were characterized according to these differences:

- The coupling constant of bridge protons has a value of 12 Hz for the cis isomer,

and 16 Hz for the trans isomer.

- The chemical shifts of the bridge protons are larger for trans than for cis

isomers.

3.4.1 PREPARATION OF PHOSPHONIUM SALTS FROM ISONICOTINIC ACID

Phosphonium salts of the pyridine derivatives are not commercial, and were

prepared from the isonicotinic acids by the following scheme:

COOH PPhsBr
LIA|H4 PPh3
- | _ dry THF/0° °C toluene
S N X
X:SMe,OMe

Scheme 7: Preparation of the phosphonium salts.
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3.5 SYNTHESIS OF OXADIAZOLINES

Oxadiazolines are colchicine analogues with a three-atom bridge. The synthesis

of these compounds was performed in three steps outlined in the following scheme:

o
o COOH
N " NHAH, NH2 ArCHO A020 >\Ar
N~
EDCI, 4-DMAP E{OH/H,0/ACOH 160°C N
S\ reflux

Scheme 8: General scheme for the synthesis of oxadiazolines.

The first step involves the synthesis of the hydrazide, which subsequently reacts
with an aldehyde to give a carbohydrazide. The last step is a cyclization where the

oxadiazoline is obtained.
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4 - BIOLOGICAL ACTIVITY

The compounds synthesized in this work are designed to bind to tubulin at the
colchicine site and therefore, the effect produced on the protein can be assessed by
measuring their effect on cell viability. With this aim, two different biological assays

were carried out:

- Tubulin polymerization inhibitory activity (TPI).

- Cytotoxicity assay on different cell lines.

4.1 TUBULIN POLYMERIZATION INHIBITORY ACTIVITY

4.1.1 TUBULIN ISOLATION

Calf brain microtubule protein (MTP) was purified by two cycles of temperature-
dependent assembly/disassembly, according to a modification of the method of
Shelanski'*. The MTP solution was stored at -80 °C. Protein concentrations were

determined by the Bradford’s method, using BSA as standard.

" Shelanski ML, Gaskin F, Cantor CR. Microtubule assembly in the absence of added
nucleotides. Proc. Nat. Acad. Sci. 1973, 70, 765-768.
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4.1.2 TUBULIN ASSEMBLY INHIBITORY ACTIVITY OF THE COMPOUNDS

In vitro tubulin self-assembly was turbidimetrically monitored at 450 nm. The
ligands were dissolved in DMSO and the final amount of DMSO in the assays was kept
at 4%, which has been reported not to interfere with the assembly process. The
increase in turbidity was simultaneously followed in a batch of six cuvettes (containing
1.0 mg/mL MTP in 0.1 M MED buffer, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 1 mM B-
mercaptoethanol, 1.5 mM GTP, pH=6.7, and the measured ligand concentration), with

a control (with no ligand) being always included.

The samples were preincubated for 30 min at 20 °C in order to allow ligand
binding, and were cooled on ice for 10 min. The cuvettes were then placed in the
spectrophotometer at 4 °C. The assembly process was initiated by a shift in the
temperature to 37 °C and the percentage of inhibition (with respect to a sample with no
drug) of tubulin polymerization at a single concentration (tipically 5 yM) was determined
in at least two independent experiments for each compound. Compounds which inhibit
tubulin polymerization more than 50 % at 5 uM (with expected ICsy lower than 5 pM)

were selected for the determination of their ICs.

4.1.3 DETERMINATION OF THE ICsy OF TUBULIN ASSEMBLY INHIBITORY
ACTIVITY OF THE SELECTED COMPOUNDS

The IC5, was calculated as the concentration of drug causing 50 % inhibition of
polymerization after 20 min of incubation and was analytically determined. The

following table shows the obtained results:
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COMP ICso (M) COMP ICso (M) COMP ICso (M)
34 2,5 72 2,4 104 2,4
40 1,5 73 0,3 105 0,7
a1 4,6 76 1,6 109 2,4
a3 1,1 80 0,2 110 1,6
46 2,0 82 0,6 111 3,2
a7 3,4 83 2,3 115 1,4
50 4,1 86 1,6 117 1,0
51 1,3 89 2,9 119 4,8
54 0,9 93 2,9 121 1,9
56 0,6 94 1,7 123 1,6
59 1,4 9% 1,1 142 3,8
61 4,9 97 0,9 143 2,1
63 0,9 99 1,2 1462 3,8
68 4 100 4,7 148z 4,1
70 2,5 102 0,4 149z 1,0
71 3,4 103 2,4 CA-4 3

Table 2: ICsy values of tubulin assembly inhibitory activity of selected compounds.
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4.2 CYTOTOXICITY ASSAYS

The toxicity against cancer cell lines of the synthesized compounds in this work
was carried out using the XTT Roche® viability tests. This method was first used by
Scudiero™ et al, for the spectrophotometric quantification of cell growth and viability.
This test consists in the determination of mitochondrial activity of the cells by adding a
tetrazolium salt which is transformed in formazan into living cells, a soluble and orange-
reddish coloured compound whose absorbance can be related to the amount of live

cells.

The compounds were tested against different cell lines for cytotoxicity. For this

purpose, these types of cells were used:

- HL-60: Human myeloid leukemia.
- HeLa: Human cervical carcinoma.

- HT-29: Human colon carcinoma.

Cells in exponential growth phase were cultivated in 96-well plates with
appropriate cell line concentration and, after incubating for 72 hours with compounds,
XTT is added and incubated for 4-24 hours. The absorbance measurements were
carried out in an ELISA microwell plate reader. In this test a positive control is formed
by cells without compounds at 72 h, and a negative control is formed by cells without
compound at 0 hours of incubation. Absorbance was measured and the growth
percentage is calculated in relation to the positive control. With these values at different

concentrations, the ICso value is calculated.

The ICsy values calculated are shown below:

'® Scudiero DA, Shoemaker RH, Paull KD, Monks A, Tierney S, Nofziger TH, et al. Evaluation of
a soluble tetrazolium/formazan assay for cell growth and drug sensitivity in culture using human
and other tumor cell lines. Cancer Research, 1988, 48, 4827-4833. b) Skehan P, Storeng R,
Scudiero D, Monks A, McMahon J, Vistica D, Warren JT, Bokesch H, Kenney S, Boyd MR. New
colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening. J. Natl. Cancer Inst. 1990, 82,
1107-1112.
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COMP  ICs Hela ICso HL60 ICso HT29 |COMP  ICs Hela ICso HL60 ICso HT29
(10°m) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm) (10°Mm)
25 21 21 21 88 21 21 21
26 0,4+0,09 0,6+0,2 >1 89 04+0,01  0,1+0,005  0,7+0,07
27 21 21 21 93 0,8 £ 0,005 0,2+0,02 21
28 >1 21 21 94 0,2+0,08 0,2 £0,06 0,5+0,07
29 21 21 21 95 21 21 21
30 21 21 21 96 0,5+0,1 0,7 £0,07 0,2+0,03
31 >1 >1 >1 97 0,5%£0,2 0,2+0,07 0,7+0,1
32 21 21 21 98 21 21 21
34 0,03 + 0,004 0,2+0,01 >1 99 0,1+0,02  0,3+0,006 0,5+0,1
36 21 21 21 100 21 21 21
37 >1 >1 >1 102 0,6 +0,001 0,6+0,1 0,5+0,2
38 21 21 21 103 0,6+0,2 0,2+0,04 0,2+0,06
39 >1 21 21 104 0,5+0,1 0,3+0,1 0,7 £0,05
40 0,4 +0,09 0,4 +£0,06 0,4+0,1 105 0,2+0,03 0,3+0,01 0,5+0,1
41 0,5+0,03 0,7+0,2 >1 106 0,6 +£0,08 0,6+0,1 21
42 0,9 £0,04 21 21 107 21 21 21
43 0,3+0,02 0,3+£0,02 0,2+0,04 109 0,3+0,04 0,9+0,08 0,4+0,2
44 0,4+0,1 >1 >1 110 >1 0,1,+ 0,008 >1
45 21 21 21 111 0,3+0,07 0,2 +£0,008 0,6+0,2
46 0,4%£0,1 0,3%£0,1 0,5+0,2 112 0,7+0,1 >1 >1
47 0,4+0,1 0,3+0,1 0,2+0,08 115 0,3+0,03 0,5+0,1 0,5+0,1
48 >1 21 >1 117 0,6 +£0,07 0,7 £0,08 0,6+0,1
49 21 21 21 119 0,6 £0,08 0,3+0,05 0,4+0,1
50 0,5+0,1 0,3+0,01 >1 120 >1 >1 21
51 0,2+0,05 0,3+0,03 0,2 £ 0,005 121 0,1+0,04 0,3+0,1 0,7 £0,06
52 21 21 21 123 0,6+0,1 0,7+0,1 0,4 +£0,09
53 >1 >1 >1 125 >1 >1 >1
54 0,07 £0,01 0,06 £ 0,02 0,5+0,01 126 21 21 21
55 >1 >1 >1 127 0,7 +£0,08 >1 >1
56 0,3+0,05 0,2+0,04 0,3+0,02 128 21 21 21
57 0,5+0,1 21 >1 129 >1 >1 21
58 21 21 21 130 21 21 21
59 0,4 £ 0,006 0,4+0,1 0,3+0,03 131 >1 >1 21
60 0,6+0,1 21 21 132 21 21 21
61 0,8+0,02 0,7+0,2 21 133 21 21 21
62 >1 >1 >1 134 >1 >1 >1
63 0,04 £0,01 0,08 £ 0,007 0,4+0,12 135 21 21 21
64 >1 >1 >1 136 >1 >1 >1
65 0,2+0,06 0,2+0,06 21 137 0,6+0,2 0,5+0,2 21
68 0,3+0,2 0,07 £0,02 0,9+0,2 138 0,5+0,2 0,30 £0,02 21
70 0,08 £0,01 0,07 £ 0,0004 0,1+0,01 139 0,6+0,2 0,3+0,1 21
71 0,05 +£0,02 0,074+ 0,003 0,09 £0,01 140 0,6 £+0,021 0,4 £0,2 0,8+0,03
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72 0,3+0,1 0,4+0,09 21 141 21 21 21

73 0,1+0,02 0,4 +0,1 0,5+0,2 142 0,3+0,08 0,4+0,2 0,94 + 0,05
74 0,3 +0,007 0,2+0,03 21 143 0,2+0,03 0,2+0,07 0,8+0,1
75 21 21 21 144 21 21 21

76 0,07 +£0,01 0,04 +0,001 0,8 £0,04 145 21 21 21

77 21 21 21 146z 21 21 21

80 0,06 +0,01 0,09 +£0,001 0,1+0,002 147z 21 21 0,6+0,2
82 0,1+0,05 0,07 £ 0,002 0,3+0,1 148z 21 21 21

83 0,08 + 0,003 0,04 +0,01 0,3 +0,008 149z 0,3+0,09 0,4+0,3 0,4+0,03
84 0,2+0,03 0,6 +0,04 21 150 21 21 21

85 0,6+0,1 0,3+0,1 0,7+0,1 151 21 21 21

86 0,2+0,04 0,2+0,03 21 152 21 21 21

87 21 21 21

Table 3: Results obtained in cytotoxicity assays of the 109 prepared compounds.

4.3 DISCUSSION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITY RESULTS

4.3.1 COMPOUNDS WITH p-METHOXYPHENYL AS B RING

36 compounds with p-methoxyphenyl system as B ring have been synthesized
and assayed, 16 of them showing ICs, values lower than 1 uM in the Cytotoxicity
assay. 11 out of these 16 compounds have an ICs, value in TPI lower than 5 pM.

showing a correlation between TPI and Cytotoxicity values.

The best results in activity have been observed for compounds with an amino
group at 3 position. Also, with respect to the bridge between the two rings, the
isocombretastatins are the most potent compounds compared to phenstatins and

oximes.
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Biological activity

4.3.2 COMPOUNDS WITH N-METHYLINDOLE AS B RING

51 compounds have been synthesized with N-methylindole system as B ring, and
36 have an ICsy value below 1 uM in cytotoxicity assay. 30 out of these 36 compounds

have an ICsq value in TPI lower than 5 uM.

Compounds with high potency in cytotoxicity have a good profile in TPI; however,
some families do not match this tendency, such as isocombretastatinas with

carboxamide at 3 position.

Compounds with N-methylindole are the most potent synthesized compounds in
this work in both biological activity assays. The introduction of functional groups at 3
position leads in some cases to an increase in comparison to hydrogen. Furthermore,
the most potent compounds have a methylene group in the bridge. Compounds with an

oxime bridge have also great activity profile.

Due to the variability in the activity results, it is difficult to draw a pattern for the

substituents on the ring A.

4.3.3 COMPOUNDS WITH OTHER AROMATIC SYSTEMS AS B RING

Compounds having a naphthalene, a 3-dimethylaminophenyl, or a pyridine
moiety as B ring do not improve the activity with respect to reference combretastatins.
However, compounds with 4-dimethylaminophenyl ring have good activity profile in TPI

and cytotoxicity.

4.3.4 COMPOUNDS WITH MORE THAN ONE BRIDGING ATOM

Oxadiazolines do not maintain the activity of the reference compounds. However,

combretastatins have a good profile in TPl activity and cytotoxicity.
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Solubility assay

5 - SOLUBILITY ASSAY

Solubility test were carried out to measure the amount of drug that is dissolved in
a pH 7 in phosphate buffer (physiological pH) after 48 hours under continuous stirring.
Then, the buffer is filtered to remove the drug that has not been dissolved and the
amount of drug that is dissolved in the buffer is determined spectrophotometrically at a

particular wavelength for each compound.

The results obtained are shown below:
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Solubility assay

Z
X | ~ Ring B
N~
S S
ne X Y z B Ring R (ng/ml) ne X Y z B Ring R (ng/ml)
25 cl cl (¢} 4-MeO-Ph H 10,4 88 SMe OMe CH, NMeIND  COOH 151,9
27 Cl cl NOH  4-MeO-Ph 29,5 93 SMe OMe (e} NMelND CN 14,9
34 Cl OMe (0] 4-MeO-Ph  NH, 56,2 98 SMe SMe (0] NMelND CHO 230,2
37 cl MePh-NH (0] 4-MeO-Ph H 2,2 929 SMe SMe CH, NMelND CHO 7,6
40 cl SMe CH, 4-MeO-Ph H 48,9 100 SMe SMe CH, NMeIND COOH 102,7
41 Cl SMe NOH  4-MeO-Ph H 41,7 102 SMe SMe CH, NMelND CN 46,3
42 Cl NMe, (0] 4-MeO-Ph H 10,7 104 SMe NMe, (0] NMelND H 8,2
43 cl NMe, CH, 4-MeO-Ph H 18,0 105 SMe NMe, CH, NMelND H 0
45 SMe SMe (o] 4-MeO-Ph H 1,5 108 SMe NMe, 0 NMelND CHO 47,6
46 SMe SMe CH, 4-MeO-Ph H 35,7 115 SMe NMe, NOH NMelND CN 5,3
49 SMe  OMe 0 4-MeO-Ph  H 17,0 123 cl NMe, CH; NMeIND CN 6,0
50 SMe OMe CH, 4-MeO-Ph H 10,9 128 SOMe OMe (6] 2-Naft H 34,5
54 SMe OMe (0] 4-MeO-Ph  NH, 37,3 132 SMe SMe CH, 2-Naft H 1,9
55 SMe NMe, (0] 4-MeO-Ph H 7,4 134 SMe SMe (0] 3-NMe,Ph H 1,3
56 SMe NMe, CH, 4-MeO-Ph H 7,5 135 SMe SMe CH, 3-NMe,Ph H 2,4
57 SMe NMe, NOH  4-MeO-Ph H 4,5 136 SMe SMe NOH 3-NMe,Ph H 14,7
58 OMe NMe, (0] 4-MeO-Ph H 6,9 138 SMe OMe CH, 4-NMe,Ph H 43,8
59 OMe NMe, CH, 4-MeO-Ph H 22,9 139 SMe OMe NOH 4-NMe,Ph H 4,6
73 cl SMe CH, NMelIND H 12,3 140 SMe SMe (6] 4-NMe,Ph H 1,0
74 Cl SMe NOH NMelIND H 14,8 142 SMe SMe CH, 4-NMe,Ph H 6,9
76 cl SMe CH, NMeIND  CHO 6,3 143 SMe SMe NOH 4-NMe,Ph H 1,1
80 cl SMe NOH NMelIND CN 51 144 SMe SMe (6] Pyr H 47,1
82 cl SMe CH, NMelND CN 3,2 149z SMe Ome Combre  NMelND H 19,1
86 SMe OMe NOH NMelND H 0 151 SMe Ome Oxadiazo 4-MeO-Ph H 9,8
87 SMe OMe (0] NMeIND  CHO 15,5 152 SMe Ome Oxadiazo  NMelIND H 12,8
CA-4*° 1

Table 4: Solubility values of the compounds assayed.

' Chen J, Wang Z, Li CM, Lu Y, Vaddady PK, Meibohm B, et al. Discovery of novel 2-aryl-4-
benzoyl-imidazoles targeting the colchicines binding site in tubulin as potential anticancer

agents. J Med Chem, 2010, 53, 7414-7427.
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Solubility assay

Most of the compounds that have been tested have a greater value than the
Combretastatin A-4, being in the 88, 98 and 100 compounds hundred times higher. The
best results have been obtained for compounds with aldehydes and carboxylic acids at
the indole 3 position. Good results were also obtained for compounds with amino group

at 3 position of the p-methoxyphenyl ring.
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Conclusions

6 — CONCLUSIONS

In this work the synthesis and evaluation of new antimitotic agents related to
phenstatins and isocombretastatins based on pyridine has been carried out. From the

obtained results, it is possible to infer the following conclusions:

- The employed synthetic methodology for the synthesis of phenstatins and
isocombretastatins is appropriate to obtain the desired compounds in high levels of

purity and good yields in most cases.

- The substitution of trimethoxyphenyl ring by a disubstituted pyridine ring
produce compounds which maintain or, in some cases, improve the activity. Because
of that, this system is not anymore considered essential to the activity of the

compounds.

- The synthesized compounds with aromatic rings at the 6 position of the pyridine

ring leads to a lack of activity.

- Combinations of disubstituted pyridine ring with several aromatic B rings (indole,
p-methoxyphenyl, naphthyl, ...) were performed. The best results were obtained for
compounds with indole ring with or without substituents at 3 position of the ring, and

also for compounds with p-methoxyphenyl rings with amino groups at 3 position.
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Conclusions

Compounds with naphthalene, pyridine, and dimethylaminophenyl moieties lead to a

loss of activity.

- Isocombretastatins are more potent than phenstatins with the same structural
elements in both A and B rings. In some cases the oximes are better than

corresponding isocombretastatin, but generally they are worse.

- Compounds with more than one bridging atom have been synthesized
(combretastatins and oxadiazolines). The first ones have activity depending on the

other structural elements, and the second ones produce a lack of activity.

- Aqueous solubility of some compounds has been determined and most of them
are more soluble than the reference compound CA-4, being in some cases hundred
times higher. This may be due to the introduction of groups with capacity to establish

hydrogen bonds with water.
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